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OZET

DOKTORA TEZi

KOPEK MEME KANSERI ile P27 TUMOR SUPRESOR GENi POLIMORFiZMLERI
ARASINDAKI ILISKININ BELIRLENMESI

Gizem ATMACA

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dal
Biyokimya Program

Damsman : Prof. Dr. Iraz AKIS AKAD

Kopeklerde meme kanseri, ¢ok sik goriilen ve yiiksek 6liim oranina sahip bir kanser
tiriidiir. Bu calismada kopek meme tlimoriiniin olusumuna ve gelisimine yatkinlik
olusturabilecek p27 genindeki SNP’ler ile kopek meme tiimorii (KMT) arasinda iligki analizinin
yapilmast hedeflenmistir. Bunun i¢in 27 adet malign meme tiimorii tanisi konulmus ve 10 adet
saglam kopekten alinan kan ile vaka ve kontrol gruplar olusturulmus, kandan izole edilen DNA
orneklerinde p27 geni sekiz bolge halinde PZR ile ¢ogaltilmistir. Sanger sekans yontemi ile
tiim gen dizilenmistir. DNA dizi analizi sonucunda kopek p27 geninin 3’UTR boélgesinde yedi
adet SNP belirlenmistir. Bulunan SNP’ler su sekildedir; 27:33783892 pozisyonunda A/C
transversiyonu, 27:33783753 pozisyonunda A/G transisyonu, 27:33783628 pozisyonunda A/G
transisyonu, 27:3378615 pozisyonunda A/G transisyonu, 27:33783565 pozisyonunda A/G,
27:33783483 pozisyonunda A/G transisyonu, 27:33783453 pozisyonunda A/C transversiyonu
tespit edilmistir. . Bu 7 adet SNP’nin meme tiimorii ile anlamli bir iligkisi bulunamamastir.
Ancak ileriki caligmalarda daha fazla 6rnek sayisi ile p27 geninin tiimor gelisimi, nodal
tutulumu ve sagkalim ile iliskisi bakilarak kanser gelisimi acisindan 6nemli bulgular elde
edilebilir. Ayrica p27°nin ifadelenme siireci, p27°nin timorlii ve saglikli dokulardaki
ekspresyon diizeyleriyle iliskisi, p27 ve miRNA iliskisinin kanser olusumundaki etkilerinin
incelenmesi kanser g¢alismalarinin aydinlatilmasi agisindan 6nemli goriilmektedir. Meme
kanseri olusumunu ve gelisimini etkileyen aday gen potansiyellerinin belirlenmesi veteriner
hekimlik acisindan 6nemli oldugu kadar, insan meme kanseri vakalarinin da aydinlatilmasina
katk1 saglayacaktir.

Eyliil 2022, 113 sayfa.
Anahtar kelimeler: p27, Kopek Meme Tiimort, SNP
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

DETERMINING THE RELATIONSHIP BETWEEN CANINE BREAST CANCER
and p27 TUMOR SUPPRESSOR GENE POLYMOPHISMS

Gizem ATMACA

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Biochemistry

Name of Programme

Supervisor : Prof. Dr. Iraz AKIS AKAD

Breast cancer in dogs is a very common type of cancer with a high mortality rate. In this
study, it was aimed to analyze the relationship between SNPs in the p27 gene and canine
mammary tumor (CMT), which may predispose to the formation and development of canine
mammary tumors. For this purpose, case and control groups were formed from 27 dogs
diagnosed with malignant mammary tumor and 10 healthy dogs. In DNA samples isolated from
blood, the p27 gene was amplified by PCR in eight regions. The entire gene was sequenced
using the Sanger sequencing method. As a result of DNA sequencing analysis, seven SNPs
were identified in the 3'UTR region of the dog p27 gene. The detected SNPs are as follows;
AJ/C transversion at position 27:33783892, A/G transition at position 27:33783753, A/G
transition at position 27:33783628, A/G transition at position 27:3378615, A/G transition at
position 27:33783565, A/G transition at position 27:33783483, A/C transversion at position
27:33783453. There was no significant relevancy between these 7 SNPs and breast tumor. In
future studies, by examining the relationship of the p27 gene with tumor development, nodal
involvement and survival with a larger number of samples, important findings can be obtained
in terms of cancer development. In addition, the expression process of p27, the relationship
between expression levels of p27 in tumor and healthy tissues, the effects of p27 and miRNA
relationship on cancer formation are considered important in terms of illuminating cancer
studies. Determination of candidate gene potentials that affect the formation and development
of breast cancer will contribute to the enlightenment of human breast cancer cases as well as
being important in terms of veterinary medicine.

September 2022, 113 pages.
Keywords: p27, Canine Mammary Tumor, SNP
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak daha sonra yakin ve uzak organlara
yayllma yetenegi kazanmasiyla meydana gelen yeni bir hiicre (neoplazi) formuna evrilmesidir.
Hiicre boliinmesi, genetik olarak ayni iki hiicrenin iiretilmesini saglamak ic¢in evrimsel olarak
korunan coklu hiicre dongiisii kontrol mekanizmalar1 tarafindan siki bir sekilde diizenlenir.
Hiicre dongiisti kontrol noktalari, hiicre boliinmesi sirasinda genetik hatalarin birikmesini ve
yayllmasint dnleyen DNA gdzetim mekanizmalart olarak g¢aligsir. Kontrol noktalar1 hiicre
dongiisii ilerlemesini geciktirebilir veya onarilamaz DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisii
¢ikisini veya hiicre oliimiinti (apoptozis) indiikleyebilir. Hiicre dongiisii kontroliinii bozan
kanserle iliskili mutasyonlar, esas olarak hiicrelerin hiicre dongiisiinden ¢ikma yetenegini

tehlikeye atarak siirekli hiicre boliinmesine izin verir (Matthews ve dig., 2022).

DNA’nin mutajenlere ve replikasyon hatalarina maruz kalmasi, DNA metilasyonu,
histon ve gen diizenlenmesinde gorevli kodlanmayan RNA modifikasyonu gibi epigenetik
mekanizmalar da kanser olusumunu etkileyen kritik etkenlerdir (Seo ve dig., 2015). Hiicre
siklusunun kontrol noktalarini bozan DNA mutasyonlart birgok kanser tiirliniin olusumunda
kilit rol oynamistir. Biiylimenin durdurulmasi, DNA onarimi ve apoptozisin engellenmesi,
timor stipresor genlerin mutasyonu kanser gelisiminde dnemli yolaklardir (Kumar ve dig.,

2015).

Hiicre dongiisiinii kontrolii amaciyla, dongiiniin G1-S fazi, G2-Mitoz faz1 ve Metafaz-
Anafaz fazlar arasinda kontrol noktalar1 bulunur. Bu kontrol noktalarina ek olarak hiicre
dongiisiindeki asamalar arasindaki gegisler, sikline bagimli kinazlar (cdk'lar) tarafindan hassas
bir sekilde koordine edilir ve bunlar sadece kendi spesifik siklinleri (cyc) ile iliskili olduklarinda
aktiftir (Hochegger ve dig., 2008; Kawauchi, 2014; Lukasik ve dig., 2021a). Siklinlerin aksine,
sikline bagimli kinaz inhibitorleri (cdki'ler), cdk'larin aktivitelerini inhibe eder. Fosforilasyon
ve defosforilasyon olaylar1 da cdk aktivitesini diizenler. Siklinlerin ve cdki'lerin ubikitin aracili
proteolizinin de hiicre dongiisii regiilasyonunda yer aldigi bildirilmistir (Zou ve Lin, 2021;
Kumar ve dig., 2015).



Cdk/cyc komplekslerinin aktivitesi, iki ailede siniflandirilan cdki'leri tarafindan inhibe
edilebilir: INK4 (p15Ink4b, p16ink4a, p18ink4c ve p19ink4d) ve CIP/KIP (p21Cipl, p27Kipl
ve p57Kip2). INK ailesinin tiyeleri, spesifik olarak cdk4/6'ya baglanir, bunun siklin D ile
etkilesimini 6nler. Buna karsilik, CIP/KIP ailesinin tiyeleri, cdk2/cyc E, cdk2/cyc A, cdkl/cyc
A ve cdkl/cyc B kompleksleri dahil olmak tizere tiim cyc/cdk komplekslerini inhibe etme
kabiliyetine sahiptir (Lukasik ve dig., 2021b; Denicourt ve Dowdy, 2004).

Kopek meme tiimorleri (KMT) dogrudan meme bezinde baslar veya primer timor
odagindan metastaz yoluyla meme bezine gelir. Disi kdpeklerde meme bezi tiimorleri, gelisim
esnasinda hiicresel farklilagma siirecinde meydana gelen hasarlardan dolayi olusabilir (Loar,
1996). Disi kopeklerde meme tiimdrleri, bu tiirii etkileyen tiimorlerin yaklasik ylizde 50'sini
temsil eden en yaygin neoplazidir ve kopeklerde meme tiimoérlerinin ylizde 50'sinin malign
oldugu ve en ¢ok etkilenen yas gruplarinin 8 ile 14 yas oldugu bildirilmistir (Thejaswini ve dig.,
2022).

KMT'leri, insan meme kanseri ile birgok ortak 6zelligi tasiyan, yiiksek 6liim oranina
sahip, disi kopeklerde en sik goriilen malignitelerdir (Bird ve dig., 2011, Gray ve dig., 2020).
KMT ve insan meme tiimorii, ¢evresel, biyolojik, epidemiyolojik, klinik, genetik ve patolojik
unsurlar dahil olmak tizere birgok yonden benzerdir (Bujak ve dig., 2020; Valdivia ve dig.,
2021; Raposo ve dig., 2017). Ayrica KMT ve insan meme timori arasinda molekiiler ve
histolojik agidan da biiyiik benzerlikler vardir (Valdivia ve dig., 2021). Insan ve képek genom
organizasyonlar1 arasindaki benzerlik insan ve fareden daha fazladir, bu da kdpegin insan

kanser galigmalar1 i¢in daha iyi bir model olabilecegini kanitlamaktadir (Park ve dig., 2016).

Evcil hayvanlar arasinda kdpekler, meme tlimorii insidansi en yiiksek olan hayvanlardir.
Kopeklerde meme tiimoriinlin yas, irk, beslenme (obezite), hormonlar, genetik yatkinlik,

biiylime faktorleri ile yakindan ilgili oldugu goriilmistiir (Y1ldiz, 2004; Sleeckx ve dig., 2011).

CDKN1B (KIP1) kopekte 27. kromozomda lokalize olan bir gendir. p27KIP1 ise bu gen
tarafindan kodlanan bir cdki’dir. p27; hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, gocii ve apoptozu
gibi bir¢ok biyolojik siirece katilir (Polyak, 2006). p27, kanserde bir tiimor baskilayici gen rolii
olmasi nedeniyle kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bu nedenle bir ¢ok literatiirde p27 timor
stipresor geni olarak da gecmektedir (McKay ve White, 2021). Hiicre boliinme ddngiisiiniin
tim asamalarinda kritik gorevlere sahiptir. Spesifik olarak, niikleer p27 hiicre dongiisii
ilerlemesini inhibe eder ve hiicreyi durgunluk, apoptoz ve/veya yagslanmaya duyarl hale getirir.

p27, cdk2-cyc E ve cdk4-cyc D komplekslerini baskilayarak G1/S gegisini 6nler. Ayrica G2 ve



M fazlarinin kontroliine de katilir. Ge¢ G1 fazindaki p27 proteininin tiikenmesi, hiicre
bolinmesinin ilerlemesine izin vererek S fazina gegisi tesvik eder. p27 protein seviyeleri,

ubikitin aracili proteoliz yoluyla kontrol edilir (Garcia-Osta ve dig., 2022).

Sunulan tez calismasi p27 tiimor siipresor genindeki olast polimorfizmlerin kopeklerde
meme tlimoriine yatkinliga neden olabilecegi diisiliniilerek olusturulmustur. Tiimorle iligkili
olabilecek varyantlar tespit edildigi takdirde, veteriner hekimlik agisindan son derece 6nemli
olan, kanser i¢in aday gen olabilecek potansiyellerin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica tespit
edilebilecek varyantlara bagli olarak kopek ve insan meme tiimorii vakalarinda p27 proteininde
benzer oOzellikte polimorfizmlerin varliginin aragtirilmasi, bulgular 1s18inda ise KMT
vakalarinin insan meme tiimorlii vakalarina model olarak gosterilebilecegi tartisilmasi

hedeflenmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. KANSERIN TARIHCESI

Bir hastaligin tarihi incelendiginde bakilacak parametrelerin basinda; hastaligin
olusumu, ilk ne zaman ve nerede goriildiigii, semptomlari, yaygin olup olmadig, belirli iilke
siirlarinda olup olmadigi, semptomlarin zamanla degisip degismediginin incelenmesi
gerektigi belirtilmistir. Ayrica hastaligin hekimler tarafindan farkli zamanlarda nasil tedavi
edildigi, tedavi sonuglarinin etki ve yan etkileri tarih boyunca merak edilip, incelenmistir.
Tarihsel siirecte bu bilgiler 1s1Zinda hastalik tarihinde ti¢ farkli evre saptanmistir. Birincisi;
deneysel asama yani semptomlarin deneysel olarak giderildigi asama, ikincisi; hastaligin
mekanizmasi ve nedeni, lgilinciisii ise daha basarili nasil miidahale edilebilir sorularinin

yanitlanmasi olmustur (Sigerist, 1932).

Bu sorular ve yanitlar1 sayesinde milattan 6nceki donemlerde bir¢ok hastaliga care
bulunmustur. Fakat hala ger¢ek dogasi bilinmeyen ve tatmin edici bir tedavisi olmayan bir ¢ok

hastalik grubu vardir. Bunlardan biri de kanserdir.

Tiimdrler ile ilgili tanimlamalara ilk kez Misir papiriisleri, Babil ¢ivi yazilar1 ve eski
Hindistan el yazilarinda rastlanmigtir. Orta Cag’dan itibaren yazilmis olan tiim cerrahi ve tibbi
kitaplarda kanserden bahsedilmistir. Kanserle ilgili tibbi belgelere ilk olarak M.O. (milattan
once) 27. yiizyilda (yy) Misirli hekim Imhotep’in yazilarinda rastlanmustir. Imhotep, kanseri
memedeki kitle ve agrili sislik olarak betimlemistir. Daha sonraki belgelerde ise Peru ve
Misir’da yapilan kazi ¢alismalarinda 1000 yillik mumyalarda osteosarkom tespit edildigi
bildirilmistir (Sigerist, 1932). M.O. 440 yilinda Heredot, “Heredot Tarihi” adl1 kitabinda yine

kanser benzeri timdral olusumlardan s6z etmistir (Siddhartha, 2012).

Kanser terimi ilk defa M.O. 400 yillarinda Hipokrat tarafindan kullanilmistir. Viicut
yiizeyinde biiyiiyerek iilsere olan, agrili sisliklere “karkinoma” veya ‘“karkinos” tabirini
kullandig1 belirtilmistir. Galen ise M.S. (milattan sonra) 2.yy’da sislikleri yengece benzettigi
icin “kanser” terimini kullanmistir. Baska bir yoruma gore ise bu adlandirma; kanser agrisinin
yengeg 1sirmast ile olusan, orta hattan ¢evreye dogru yayilan kemirici tarzdaki agriya benzerlik

gostermesi sebebiyle kullanildigr 6ne siiriilmistiir (Siddhartha, 2012).



M.S. 160 yillarinda Galen tiimdral olusumlarin igerisinde siyah safra oldugunu ve
ameliyat yapildig1 takdirde, bu safranin tiim viicuda yayilacag fikrini savunmustur. Bu savini
donemin hekimlerinin biiylik bir kismina kabul ettirmistir. O yillarda anestezik ve antiseptik
maddeler heniiz kesfedilmedigi i¢in Galen’in bu fikri bir¢ok insanin hayatinin kurtulmasina
olanak saglamistir. 18.yy’a kadar bu anlayis benimsenmis ve devam etmistir. 16.yy’da cerrah
Ambroise Pare’nin ¢aligmalarinda komiirle kizdirilmis havya ya da siilfiirik asit ile tlimori
dagladigina dair bilgiler yer almistir. Fakat bu yontem fazla ac1 verici oldugundan dolay1
kullanim1 yaygilagsmamustir. 17.yy’da ise lenfatik damarlar kesfedilmistir. Kanser etkenlerini
lenflerin tasidigi ve tiimor olusumundan lenflerin sorumlu oldugu diistiniilmiistiir. Yine 17.
yy’da Iskog cerrah John Hunter kanserin ¢evre dokudaki damarlar tarafindan beslendigini ve
bu damarlar ligatiire edildiginde kanserin izole edilebilecegini ileri siirmiistiir. 18.yy’ a
gelindiginde Andreas Vesalius ve Matthew Baillie yaptiklar: ¢alismalar sonucunda Galen’in
“siyah safra” teorisini ¢iliritmiistiir. Bunun {izerine kanserli bolgeyi ameliyat etme fikri
cerrahlar arasinda hizla yayilmaya baglamistir. Fakat insanlarin ameliyat acisina
dayanamadiklari, dayanabilenlerin ise enfeksiyon nedeni ile 6ldiigi belirtilmistir. 1846-1867
yillar1 arasinda ilk once anestezik daha sonra antiseptik maddeler kesfedilmistir. Anestezik ve
antiseptik maddelerin kesfinden sonra 1850-1950 yillart arasinda cerrahlar kanserli doku ve
organlar1 ameliyat ederek viicuttan uzaklastirmaya baglamislardir. Bu sekilde 20.yy’in baslarina
kadar metastaz yapmayan tiimorler ameliyat ile alinabilir hale gelmistir. Cerrahlar metastaz
thtimalini engellemek adina, kanserli bolgenin ¢evresindeki dokular1 da alarak niiks etmesini
onlemeye ¢alismislardir. Ornegin; meme kanseri olan bir hastanin memesini almanin yani sira
aksillar lenf nodlarindan, omuz hareketlerini saglayan pektoralis major kasina kadar tiim
dokular1 ¢ikarmanin metastazi Onleyecegini diisiinmiislerdir. Bunun sonucunda ise hastalar

kollarint oynatamaz hale gelip, lenf nodlarinin olmamasi sebebiyle fil ayag: hastaligina maruz

kalmiglardir (Siddhartha, 2012).

1895 yilinda ise kanser tedavisinde ¢igir agan kesiflerin ilki ger¢eklesmis ve Wilhelm
Rontgen, X 15111 kesfetmistir. 1898 yilinda Pierre Curie ve Marie Curie daha giiclii X 1511
yayan radyum elementini bulmustur (Siddhartha, 2012). Kendilerine Nobel Fizik 6diilii getiren
bu ¢aligmalarin sonucunda, maalesef gilinlimiize kadar iki defa Nobel 6diilii kazanan tek kadin
bilim insan1 olan Marie Curie radyum c¢alismalarinin sebep oldugu kanser hastaligindan
hayatin1 kaybetmistir. 1900’1ii yillarin basinda ise artik kanser hastalarinda radyasyon tedavisi
kullanilmaya baglanmistir. 1896 yilindan 1940’11 yillarin ortalarina kadar gesitli kemoterapik

ajanlar kullanilmistir. Giintimiizde kullanilan, gesitli insan kanseri tiirlerinde 6nemli etkileri



olan 50°den fazla kemoterapdtik ilag bulunmaktadir. Bu kanser 6nleyici ilaglar 6nce tek basina
daha sonra ise kombinasyonlar halinde ve son olarak da radyasyon tedavisi ve cerrahi yontemler

ile desteklenerek kanser kontroliinde 6nemli gelismeler kaydedilmistir (Wright, 1984).

Giliniimlizde her yil milyonlarca insanin dliimiine neden olan kanser tarihi aslinda
insanlik ile birlikte baglayan bir hastaliktir. Eski caglarda daha az rastlandig1 diisiliniilen bu

hastalik, ger¢ekte insan dmriiniin uzamasi ile kendini géstermistir.

2.2. KANSER BiYOLOJiSi ve GENETIGi

Kanser gelisim silirecinde normal fenotipteki hiicreler, saldirgan bir sekilde ¢ogalan ve
istila etme yetenegine sahip yeni bir hiicre fenotipine evrilirler. Hiicrenin bu siireg igerisinde
sahip oldugu 6zelliklerden bazilar1 su sekilde tanimlanmastir; hiicrenin ¢ogalip farklilagmasini
saglayan sinyal iletiminin azalmasi ve duyarsizlasmasi, ¢ogalmanin engellenememesi, apoptoz
mekanizmasinin devre dis1 kalmasi, komsu dokulara yayilim ve metastaz. Olusan bu fenotipteki
hiicreler proto-onkogen ve timor siipresor genlerin (TSG) islevselligini  etkileyen

mutasyonlarla meydana gelmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Canlilik devam ettigi siirece hiicrelerdeki DNA, mutajenlere ve replikasyon hatalarina
maruz kalir, bu da her hiicrenin DNA dizisinde hemen etkisi farkedilmeyen fakat 6nemli
degisikliklere neden olabilir. Normal sartlarda herhangi bir DNA hasari, DNA hasar tamir
genleri ile ya da apoptozis gibi ¢esitli yontemlerle onarilmaya ¢alisilir. Fakat bazen bu somatik
mutasyonlardan biri, kritik bir genin islevini degistirerek, olustugu hiicreye ¢ogalma yetenegi
kazandirir. Zamanla biiylimesi durdurulamayan bu hiicreler ¢evre dokulart da istila ederek
metastazlara sebep olur (Futreal ve dig., 2001). Bu mutasyona maruz kalip kanser olusumuna
sebep olan genler; proto-onkogenler ve TSG’lerdir. Proto-onkogenler; saglikli bir bireyde
hasarli dokularin onarimi, hiicre biiylimesi ve farklilagmasini saglayan proteinleri kodlar
(Cabadak, 2008). Bu genler meydana gelen mutasyonlar veya artmig gen ekspresyonu
nedeniyle onkogenlere doniisiir. Onkogenler ise hiicreye kontrolsiiz bir sekilde boliinme
yetenegi kazandirir veya hiicre bdliinmesinin oOniindeki tiim engelleri ortadan kaldirarak
kanserin baglangi¢ asamasina zemin olusturur (Kanwal ve Gupta, 2012). TSG ise baslica gorevi
hiicre siklusunu diizenleyip hiicrenin kontrollii ¢ogalmasint saglamaktir. TSG’de olusan bir
mutasyon ise hiicrenin ¢ogalmasimi engellenemez hale getirir (Cabadak, 2008). Ozetle; proto-

onkogenlerin ve TSG’lerin fonksiyonunu yitirmesi sonucu kontrol edilemeyen hiicre biiyiimesi



ve metastaz yapabilme 6zelligine sahip kanser hiicrelerinin gelisimine sebep olur (Kanwal ve

Gupta, 2012).

Bunun yami sira DNA metilasyonu, histon ve gen diizenlenmesinde gorevli
kodlanmayan RNA modifikasyonu gibi epigenetik mekanizmalar da kanser olusumunu
etkileyen dnemli siireglerdir ( Oztabak, 2017; Seo ve dig., 2015).

Hiicrenin ¢ogalmasi, biiylimesi ve apoptozisi hiicre dengesini (homeostasis) saglayan
mekanizmalardir. Bu dengenin bozulmasi durumunda hiperplazi veya neoplazi meydana gelir.
Sonug olarak ise bu genetik defekte yatkin olan hiicrelerde malign ¢ogalma goriilebilir. Malign
cogalmanin dnlenebilmesi i¢in en etkili yontem nekrozdur. Nekroz, bir veya daha fazla sayida
hiicrenin, dokunun ya da organin irreversibl sekilde hasar gérmesi sonucu olusan patolojik
olimdiir. Nekroz ve apoptozis arasindaki fark, apoptozis belirli bir molekiiler islemler serisinin
sonunda hiicrenin 6liimiinii saglar ve ayn1 zamanda organizmanin yasam dongiisii icin gerekli

ve yararlidir (Kumar ve dig., 2015).

Hiicre siklusunun kontrol noktalarin1 bozan DNA mutasyonlar1 bir¢ok kanser tiiriiniin
olusumunda kritik rol oynamistir. Biiylimenin durdurulmasi, DNA onarimi ve apoptozisin
engellenmesi, TSG’lerin mutasyonu kanser gelisiminde onemli yolaklardir (Pazarbasi ve
Kasap, 2003).

Bu nedenle, kanserin genetigini ve biyolojisini anlamak i¢in oncelikle normal hiicre

siklusunu ve regulasyonunu anlamak daha faydali olacaktir.

2.3. HUCRE BOLUNMESI

Hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi, canliligin devam edebilmesi, organ doku ve sistemlerin
kendini yenileyip onarabilmesi i¢in, yaslanan doku ve hiicrelerin yok edilip yerine yenilerinin

yapilabilmesi igin gerekli olan hiicre yasam ¢emberidir ( Pelengaris ve Khan, 2006a).
Hiicre boliinmesi mitoz ve mayoz olmak {izere ikiye ayrilir. Bu boliimler ise;

1. Karyokinez: Cekirdek boliinmesi

2. Sitokinez: Sitoplazma boliinmesidir.

Bu agamalar detayli incelendiginde, karyokinez de kendi arasinda interfaz ve mitotik faz

olmak iizere ikiye ayrilir.

Interfaz:



Interfaz hiicrenin mitoza hazirlanma evresidir. Hiicre yasaminin biiyiik cogunlugunu
interfaz evresinde gegirir. Bu evre 3 faza ayrilir; G1 fazi, S fazi, G2 fazindan olusur. Ek olarak
bir de GO faz1 vardir. Hiicre boliinmezse bu fazda kalir. Kendini kopyalamayan hiicrelerde
bulunur. Biiyiimesi ve gelismesi duran tiim hiicreler bu fazda bekler. Ornegin; kas hiicreleri,
merkezi sinir sistemi hiicreleri gibi. Bunlara zit olarak ise kanser hiicreleri 6rnek verilebilir.

Kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde ¢ogaldig1 i¢in asla GO fazina girmezler.

DNA interfaz evresinde kromatin formundadir. Bunun disinda bu fazda hiicre ¢ekirdek

zarl, sitoplazma, sentrozom ve hiicre zarindan meydana gelir.

G1 Fazi: Interfaz evresindeki hiicre gevresini kontrol eder ve sinyalleri alarak biiyiimeyi
indiikler. DNA sentezi icin hazirlik yapilip, RNA ve protein sentezi gergeklesir. Hiicrenin

biiyiidiigii bu evreye G1 evresi denir. Hiicre dongiisiiniin basladig1 evredir.

S Fazi: Bu evrede kromatidler kendisini kopyalar ve kardes kromatidler meydana gelir.

Her kromozoma bir tane olmak iizere sentrozom sayisi artar.

G2 Fazi: Hiicreyi mitotik faza hazirlayan evredir. Hiicre g¢evresinden biraz daha

beslenerek biiyiir. Bu asamadan sonra mitotik faza hazir hale gelir.

Mitoz: Hiicrenin 24 saatlik yasam dongiisiinde yaklagik 1 saati kaplar. Bir hiicre
¢ekirdeginin ayni genetik bilgiye sahip oldugu iki g¢ekirdege donistiigii siirectir. Profaz,

metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere 4 fazdan meydana gelir.

Sitokinez: Bu asama iki hiicrenin tamamen 2 ayri hiicreye ayrilmaya asamasidir.
Sitoplazma béliinerek, genetik olarak birbirinin aynis1 2 kardes hiicre meydana getirir. Her iki
hiicrenin de kromozom sayis1 2n dir. Canli gelisimini tamamlayana kadar yani organ, doku ve

bezlerin gelisimi tamamlandiginda hiicre boliinmesi sona erer. Hiicre GO fazina girer.



Hucre dongusu ve kanserle iliskisi
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siklinler ve SBKlar I hiicre déngiisiinii tesvik ederler. SBK inhibitérleri @ déngiiyii durdururlar.
Bu iki molekdl grubu arasindaki denge, hiicrenin gogalmasini veya susukun kalmasini belirler.

p53 hem G1/S hem

de G2/M kontrol
noktalarinin 6nmeli

bir diizenleyicisidir G 2/M oncesi belli bir siire duraksadigi yerdir.

CDK inhibitérleri siklin ve
siklin-bagimli kinazlari inhibe
ederek, hiicre dongisiiniin
devam etmesini durdururlar.
Bunlar hiicre dongisiniin
birgok safhasinda islev goriip,
ozellikle G1/S ve G2/M
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Bir kez G1'i gegince, hiicre mitoza girer.
G2/M kontrol noktasi hiicrenin mitoz
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DNA hasar
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Hiicre yaralanmasi
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P53 DNA'nin tamiri
icin hiicre dongusini
durdurabilir veya
tamir imkanasiz ise
hiicreyi apoptoza
stireiikleyebilir.

DNA replikasyonu S (sentez)
fazinda olur. Replike olmadan
once, DNA'nin bitinlGgi
G1/S kontrol noktasinda
kontrol edilir.

G1/S

kontrol noktasi

otozomal
dominant
kalitim

Esey hiicrelerinde meydana gelebilecek RB1 geni mutasyonlari bir gesit retina
embriyonik kanseri olan retinoblastomaya neden olur. RB, hiicre déngisiniin
ilerlemesini inhibe ettiginden kontrolsiiz hiicre boliinmesine karsi korur ve bu
nedenle bir tiimér baskilayicidir (tb). Knodson'un gekinik (resesif) tb genleri
icin ortaya attigi "iki darbe" hipotezine gore, RB1 geninin her iki kopyasinin
(allel) islevini yitirmesi gerekir ki kanser olugsun.

Kalitsal formunda RB1 geninin allerinden biri cinsiyet hiicrelerinde (sperm ve
yumurta) mutasyona ugrar veya eksiktir. Diger allel ise daha sonra somatik
bir mutasyonla bozulur. Buna bagl gérme kaybi 1 yagindan 6ncekendini
gosterir.

Sporadik retinoblastoma is daha yaygin olup, 1. ve 2. yaslar arasinda ortaya
gikar.

)53
otozomal

dominant
resesif

Esey hiicrelerde meydana gelecek p53 geni mutasyonlar geng yaslarda (<45)
bir¢ok kanserle kendini belli eden L-Fraumeni sendromuna neden olur. Gogiis
kanseri, kemik kanseri, [6semi, lenf kanseri ve adrenokortikal karsinomlar Li-
Fraumeni sendromunun an yaygin kanserleridir.

Retinoblastoma gibi, “iki darbe” hipotezi bu sendrom icin de gegerlidir. Bir allel
esey hiicrelerinde kaybolurken, digeri somatik olarak islevini yitirir. Kanser riski
dominant olarak kalitlanir.

P53’e “genomun gardiyani” denir. Hemen her tiirlii kanserde bu gen islevini
yitirmistir. P53’{n iglevinin kaybu, hiicrelere yagam avantaji lazandinir. Clinkii,

islevsel bir p53 proteininden yoksun hiicreler kontrolsiiz cogalirlar ve apoptozdan

(programli hiicre 6limi) kaginirlar.

p53 hedefler
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dongiiye girebilir
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cikabilir
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faktorleri olmazsa bile hiicre
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Siklin D ve CD4/6, RB'yi
fosforilleyip inhibe ederek R
noktasindan sonraki hiicre
donglisiini tesvik eder

E2F S fazinda
elementi gen ifadesi
Onkogenler Tiimor baskilayicilar

Asadidakilerin asiri inhibe
olmalari veya islev kaybet
meleri kansere neden

Asagidakilerin inhibe olmamasi veya
islev kazanmasi kansere sebep olur.

o Siklinler
o L i olur.
o Siklin-bagimli kinazlar * RB
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« MYC e p21, p27, p57 (CIP/KIP/WAF)
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Sekil 2.1: Hiicre dongiisii asamalar1 ve kanser ile iliskisi.
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2.3.1. Hiicrenin Kontrol Noktalari

Normal hiicrelerde, hiicre dongiisii boyunca ilerleme siki bir sekilde diizenlenir ve bir
sonraki adimin baslayabilmesi i¢in her adimin tamamlanmasi gerekir. Kontrol noktalarinin
amact, hiicre ici ve dis1 sartlar saglanana kadar siklus gecislerini geciktirmek ve olusabilecek
hasarin onarilmasi i¢in hiicreye siire kazandirmaktir. Hiicre dongiisiinde, hiicrenin bir sonraki

asamaya ge¢meden Once dis sinyalleri ve i¢ dengeyi izledigi li¢ farkli nokta vardir (Pardee,

1989). Bunlar;

1. G1 - S faz1 arasi

2. G2 — Mitoz arasi

3. Metafaz — Anafaz fazlar arasinda

2.3.1.1. G1/S Kontrol Noktast
Gl fazimin sonlarmma dogru mayalarda START, memelilerde ise R NOKTASI

(Restriksiyon noktasi) olarak bilinen kritik bir nokta yer alir. Bu noktayr gecince hiicre

boliinmesi mitoz tamamlanincaya kadar devam eder. Burast G1/S fazlar1 gegisinin kontrol

noktasidir (Pardee, 1989).

G1 fazinda hiicre gevresi ve boyutu uygun seviyeye ulastiktan sonra, hiicre biiylimesi
indiiklenir, DNA sentezi i¢in hazirlik asamasina gecilir, RNA ve protein sentezi gergeklesir. S

fazinda ise DNA sentezlenir (Cabadak, 2008).

G1/S gegisindeki kontrol noktasinda, hiicre boyutu uygunsa DNA’nin hasar goriip
gormedigi kontrol edilir. Hiicre dongiisii siirecinde geri doniisii olmayan nokta S fazi1 oldugu
i¢in hiicre, replike olabilmek igin G1/S kontrol noktasinda hasar kontroli yapilir. Bu noktada
DNA hasart tespit edilirse, hiicre dongiisii durur ve DNA tamir mekanizmalar1 devreye girer
(Cabadak, 2008).

G1/S ve G2/M kontrol noktalarinda gérevli DNA hasar sensorleri benzerdir. Bu kontrol
noktalarinda hiicre dongiislinii durduran hasar sensorii, sinyal doniistiiricii ve efektor
bilesenlerden olusur. Sinyal doniistiiriiciiler ve efektorler ise hedef molekiilleri fosforile eden
ve hiicre dongiisii ilerlemesini durduran protein kinazlardir. Sensorler; Rad genleri olarak
adlandirihip Rad3, Radl7, Rad9, Radl, Husl ve Rad26 olmak iizere alt1 gen tanimlanmuistir.
Rad proteininin homologlarindan biri olan ATM/ATR; fosfatidilinositol-3 kinaz ile iligkili
protein kinaz ailesine aittir ve hem hasar algilama hem de sinyal iletimine katilir. ATM (Ataxia

Telengiectasia Mutant kinaz) tarafindan p53'iin aktivasyonu, DNA onarimi ve apoptozisi
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koordine eden DNA hasar sinyal yollarina aracilik eder. ATM cift iplik kiriklarina cevapta ve
ATR olarak adlandirilan kinaz da diger tip DNA hasarlarina cevapta gorev almaktadir (Jackson
ve dig., 2000; Hirose ve dig., 2001; Hoekstra, 1997).

Eger hiicre boyutu ve DNA biitiinl{igli normal ise, G1/S kontrol noktas1 ge¢ilmis olur

ve hiicre S asamasina ilerler.

Hasar tamir edilemeyecek boyutta ise apoptotik yolaklar aktive edilerek hiicre yok
edilir.
2.3.1.2. G2/M Kontrol Noktast

G2 fazinda hiicre biliylimeye devam eder. RNA ve protein sentezi bu asamada da

gerceklesir. Hiicre mitoza hazirlanir (Blagosklonny, 2001a).

G2/M kontrol noktasi, hiicredeki fizyolojik kosullarin mitozdan 6nce izlendigi ikinci
onemli kontrol noktasidir. DNA’da meydana gelen bir hasarin tamirinin yapilip yapilmadigi,
DNA replikasyonunun gergeklesip ger¢eklesmedigi, hiicrenin mitoza girisinde bir engel olup
olmadig1 ve kardes kromatidlerin ayrilmasinda bir hata olmamasi gibi kontroller yapilir. Bu
kontroller tamamlanana kadar hiicre dongiisii durur. DNA’da meydana gelmis olan bir defekt
replikasyon sonrasinda da kromatidler ayrilmadig1 siirece onarilabilir. Ozellikle iyonize
radyasyona maruz kalan hiicreler i¢in bu kontrol noktas1 6nem arz eder (Jackson ve dig., 2000,

Hirose ve dig., 2001).
G2/M kontrol noktas1 hasarlari kromozomal anomalilere yol agar.

2.3.1.3. M Kontrol Noktas: (Metafaz- Anafaz Gegisi)

Hiicre dongiisiiniin tigiincii kontrol noktasi mitoz evresinde gergeklesir. Bu noktada hem
ig iplik¢iklerinin basarili bir sekilde olusumu hem de kardes kromatidlerin ayrimina aracilik
eden kinetekorlarin sentrozoma baglanip baglanmadigi kontrol edilir. Eger ig iplik¢ikleri
diizglin olusturulmamissa ya da baglanma yetersiz ise mitoz durdurulur. Anafaz uyarici
kompleks (Anaphase promoting complex —APC) inhibe edilir. Hasar diizeltilemeyecek

durumda ise apopitozis gerceklesir (Blagosklonny, 2001b, Klug ve dig., 2018a).

2.3.2. Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi

Hiicre dongiisiinii kontrol noktalarinda diizenlemeye ek olarak hiicrelerin, hiicre
dongiisiiniin degisik evrelerinden sistemli bir sekilde gegmeleri siklinler (cyc), siklin bagimli

protein kinazlar (cdk) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (cdki) tarafindan denetlenir.
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2.3.2.1. Siklinler, Siklin Bagimh Kinaz Ve Siklin Bagimli Kinaz Inhibitorleri

Siklin bagimli kinazlar (cdk), hiicre dongiisiiniin bir sonraki agsamasina gegebilmesi i¢in
gerekli olan hedef proteinleri fosforile edip dongiiniin devamliligini saglarlar. Siklus boyunca
stirekli sentezlenirler fakat aktive olabilmeleri i¢in siklinlere baglanip fosforile olurlar ve
cyc/cdk kompleksi olusturmalari gerekir. Bu enzim kompleksi hiicre dongiisii, transkripsiyon
ve hiicre farklilagsmasinda gorev alir. Hiicre dongiisii G1-S-G2 ve M fazlarindan olusur ve her
bir fazda farkli bir cyc-cdk kompleksi rol almaktadir. Bu kompleksin diizenlenmesi; cyc alt
biriminin hiicredeki konsantrasyonuna, fosforillenme durumuna ve inhibitér molekiillere

baghdir (Albert ve dig., 2015b, Klopfleisch ve dig., 2010).

Siklinler (cyc), cdk enzimlerinin aktive olmasiyla hiicre doéngiisiinii kontrol eden bir
protein sinifidir. Siklus boyunca bir yandan sentezlenirken bir yandan yikimlanirlar. Siklinler
spresifik olarak bir fazda en yiiksek seviyede bulunurlar ve sonraki faza gecerken ise hizla
yikimlanirlar. Siklinlerin yikimi1 ubikitin proteozom yolag: ile gerceklesir. Gorevleri cdk’lar
aktive etmektir ve fonksiyonlarini yerine getirdikten sonra seviyeleri hizla diiser (Golias ve dig.,
2004). Siklinler, cdk'lerin kritik diizenleyici alt birimleridir. Siklin seviyeleri yiikseldiginde,
cdk'lerle stabil kompleksler olusturarak enzimatik olarak aktif heterodimerik kompleksler
olustururlar. Siklin seviyeleri diistiiginde, cdk'ler katalitik aktivitelerini kaybederler ve
substratlarin1 fosforile edemezler (Miele, 2004). 15’ten fazla siklin tespit edilmis olup hiicre
dongiistinde gorevli siklinler; cyc D, cyc E, cyc A, cyc B olarak tanimlanmistir (Aktug, 2014)..

Siklin D: Hiicre siklusunda ekspresyon seviyesi artan ilk siklindir. G1’in ortasinda
eksprese edilip, S fazinda kaybolur. D1, D2, D3 olmak iizere ii¢ formu vardir. Dayaniksizdir ve
ubikitin proteozom yolagi lizerinden yikilir. G1 fazinda cdk4 ve cdk6’ya baglanip aktive eder
ve cycD-cdk4/6 kompleksini olusturur (Hinds ve Brown, 2018). Bu kompleksin 6nemi
Retinoblastoma proteinini (RB) fosforillemesidir. Hiicre siklusunun ilerlemesi Rb
fosforillenmesine baghdir. Hipofosforile Rb, E2F transkripsiyon faktoriinii baglayip inaktive
eder. E2F’nin inaktive olmasi sonucu hiicre S fazina gecemez ve siklus durur. GO fazindaki
hiicre boliinme sinyali aldiginda Rb; cyc-cdk kompleksini aktive eder bu kompleks ise Rb
proteinini fosforiller. Bu sayede E2F transkripsiyon faktorii serbest kalmis olur ve hiicre S

fazina girebilir (Spirin ve dig., 1996).

Siklin E: E1 ve E2 olmak tizere iki formu vardir. S fazinda cdk2 ile kompleks olusturur.

Bu kompleks sayesinde hiicre dongilisli S fazina ilerler ve DNA replikasyonu baslar. Fakat bu
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kompleksin olusumu E2F transkripsiyon faktoriine baglidir (Sears ve Nevins, 2002). Aktiflesen
E2F; cyc E ve DNA polimerazin transkripsiyonunu artirip, DNA sentezi indiiklenir.

Siklin A: A1 ve A2 olmak tizere iki formu bulunur. cyc A, S fazi sirasinda birikmeye
baslar ve proteazom aracili boliinme ile metafazdan once mitoz sirasinda yok edilir. E2F
transkripsiyon faktorleri, cyc/cdk komplekslerinin sirali etkisi ile Rb aracili inhibisyondan
kurtulduktan sonra cyc A ekspresyonunu indiikler. Cdkl ve cdk2 ile kompleks olusturabilir.
cycA-cdkl (cdc2) kompleksi; DNA replikasyonunun yeniden baslatilmasini 6nler ve her S

fazinda yalnizca bir kez replike olmasini saglar.(Miele, 2004)

Siklin B: Cdkl ile cycB-cdkl (cdc2) kompleksi olusturur. Bu kompleks Maturating
Promotor Factor (MPF) olarak da bilinir, mitoza giristen sorumludur. G2'den M fazina gegisi
kontrol eder. Ge¢ G2 fazinda, cyc B birikir ve aktif olmayan cdk1 molekiilleri ile kompleksler
olusturur (Klug ve dig., 2018). G2 -M gegcisinde, cdc25c cekirdekte birikir ve mitoz
baglangicinda MPF kompleksini aktive eder. Cdc25, cdk'lardan inhibe edici fosfat gruplarini
kaldiran fosfatazdir. Cdc 25, hiicre dongiisiiniin ¢esitli fazlarina ilerlemeyi kontrol eder.

(Cabadak, 2008)

MPF kompleksi hiicresel bilesenlere fosfat gruplari ekler. Bu fosforlanmis molekiiller,
M fazi icin gerekli olan yapisal ve biyokimyasal degisiklikleri meydana getirirler. Niikleer
membran parcalanmasi, kromozom yogunlagmasi ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi
gibi erken mitoz olaylarini meydana getiren bir dizi proteini fosforile eder. Ge¢ M fazinda, cyc
B bozulur, cdkl inaktif hale gelir ve M fazi fosforilasyonlari tersine gevrilir (Klug ve dig.,
2018a). DNA's1 replike olmamus hiicrelerin mitoza girisi MPF kompleksinin inaktive olmasi ile

Onlenir.

Siklin bagimli kinaz inhibitorleri (cdki): G1 fazinda; cyc D-cdk4/6 , G1 ve S fazinda
cyc E-cdk2 ve cyc A-cdk2, ve G2-M gegisinde cyc A ve cyc B-cdk1 gorev alir. Diizenli kontrol
edilmeyen cdk aktivitesi, artmig hiicre ¢ogalmasina ve genomik instabiliteye neden olur. Bu
durum; hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasina ve kanserlesmesi ile sonuglanir. Cdk'lar, hem aktive
hem de inhibe edici fosforilasyonlar tarafindan ve ayrica cyc/cdk komplekslerini baglayan ve

aktivitelerini inhibe eden cdki tarafindan diizenlenir.

Cdk’larmn hiicre dongiisiindeki islevlerinin diizenlenmesi ve kontrol edilmesi cdki’leri
tarafindan gergeklestirilir. Cdki hiicre dongiisiiniin negatif kontroliinde rol oynarlar. Bu

inhibitérler ayn1 zamanda timor siipresdr gorevi iistlenirler ve timdr tiplerinin biiyiik bir
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kisminda degisiklige ugramis durumda bulunurlar. cdki’leri etkiledikleri cdk ve mekanizmalara

gore iki farkli alt sinifa ayrilir. Bunlar;
1. INK4/ARF:

INK4; p15, pl16, p18 ve p19°dan olusur. Bunlar G1 fazinda cdk4 ve cdk6’ya baglanir ve
cyc D ile kompleks olusumunu inhibe ederler (Gil ve Peters, 2006).

2. Cip/Kip (Cdk Inhibitory protein / Kinase Inhibitory Protein) :

p21CIP1, p27KIP1 ve p57KIP2 olarak bilinir. Bunlar cdk 2, 4 ve 6’nin siklin A, D ve E
ile yaptiklari1 komplekslere baglanarak G1 ve S evreleri boyunca ilerlemenin tiim basamaklarini
denetlerler. p21, DNA hasarina karsi olusan cevapta G1 baskilanmasindan sorumludur, hiicreye
tamir i¢in zaman kazandirir. p27 ise antimitojenik sinyallere karsi olusan cevapta, bliylimeyi
diizenleyen Onemli bir molekiildiir. p57; p27 ile %40 oraninda homolojiye sahiptir.
Proliferasyon ve diferansiyasyonda gorevlidir. p21°in bazi islevleri ise p27 ve p57 tarafindan

karsilanabilmektedir (Vermeulen ve dig., 2003).

2.3.3. Hiicre Siklusu Kontrol Noktalari, Biiyiime Faktérleri ve D Tip Siklinlerin Kanser
ile Iliskisi

Hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerden herhangi birinin mutasyonu veya yanlis
ifadesi kanser gelisimine katkida bulunabilir. Ornegin; ge¢ G1'deki kontrol noktasi, hasarl
kromozomlarin kopyalanmasini 6nler. Ge¢ G2'deki kontrol noktasi, tam olarak kopyalanmamis
kromozomlarin mitoz sirasinda ayrilmasini 6nler. DNA hasarindan sonra, G1/S ve G2/M
kontrol noktalart, hiicrelerin koordineli bir sekilde biiytimelerini durdurmasi ve DNA onarimini
baslatmasi i¢in bir arag saglar (Bunz, 2008). G1/S veya G2/M kontrol noktalarini kontrol eden
genler mutasyona ugrarsa, hiicre DNA hasarini tamir etmeden biiyiimeye ve bdliinmeye devam
edebilir. Bu hiicreler boliinmeye devam ettikge, hiicre cogalmasini veya metastazi kontrol eden
genlerde mutasyonlar biriktirirler (Klug ve dig., 2018a). G1/S gecisinin kontrolii, kanser
hiicrelerinde siklikla bozulur, bu nedenle potansiyel olarak otonom ve mitojenik uyaranlardan
bagimsiz olarak c¢ogalabilir. G1/S gegisindeki anahtar olay, Rb'nin fosforilasyonu ve S-faz
genlerinin transkripsiyonu igin E2F'nin salinmasidir. Insan kanserinde, Rb siklikla islevsel
degildir, ancak bu bazi1 ¢ocukluk kanserleri hari¢ nadiren Rb geninin kendisindeki bir
mutasyondan kaynaklanir. Aslinda Rb fonksiyonunun kaybi genellikle cdc/cdk kompleksinin
uygun olmayan aktivasyonundan veya cdki'lerin kaybindan kaynaklanabilir (Pelengaris ve
Khan, 2006). insanlar ve maya gibi cesitli organizmalarda, kontrol noktalar1, hiicreleri basarisiz

DNA replikasyonu ve eksik kromozomal ayrismanin zararl etkilerinden koruma islevi goriir.
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(Bunz, 2008). Benzer sekilde, cyc’leri kodlayanlar gibi hiicre dongiisii boyunca ilerlemeyi
kontrol eden genler yanlis zamanda veya yanlis seviyelerde eksprese edilirse, hiicre biiyiiyebilir
ve siirekli boliinebilir, hiicre dongiisiinden G0'a ¢ikamayabilir. Her iki durumda da sonug,
hiicrenin ¢ogalma tizerindeki kontroliinii kaybetmesiyle sonuglanabilir. Cesitli arastirmalara
gore; cdk4 ve cdk6'da, bunlart cdki'lere tepkisiz hale getiren mutasyonlar meydana gelebildigi,
cdkl ve cdk2’nin bazi kolon tiimérlerinde asir1 eksprese edilebildigi, cdk'lerin bazi aktive edici
proteinlerinin kanserlerde rol oynadigi gozlemlenmistir. G1/S gegisinin énemli diizenleyicileri
olan cdc25'in deregiilasyonu, cyc/cdk kompleksinin uygunsuz aktivasyonuna neden olabildigi
bazi kanserlerde gosterilmistir. cdc25’in primer meme kanserlerinin %32'sinde asir1 eksprese

edildigi bildirilmistir ( Pelengaris ve Khan, 2006).

Cyc D, erken G1'de cdk4 ve cdké'ya baglanir ve hiicre dongiisiiniin biiytime faktori
aktivasyonunun onemli bir aracisidir. Biiyiimeyi uyaran sinyal, hiicrede D siklin ailesinin
diizeyini artirmakta ve uygun cdk aktive olmaktadir. Mitojenlerin reseptorlerine baglanmasiyla
aktive olan protein kinazlar sinyal ileti molekiillerini ve transkripsiyon faktorlerini fosforilleyen
kinazlar1 uyarirlar. Bu sayede transkripsiyon faktorleri aktive olarak sitoplazmadan c¢ekirdege
taginir ve ilgili genleri uyarir. Transkripsiyonel faktorlerin diizenlemesini saglayan ise E2F
molekiiliidiir (Alberts ve dig., 2015b). E2F, Rb proteinine bagli halde bulunur ve Rb tarafindan
inaktive edilmis durumdadir. R noktasini gegmek i¢cin E2F’nin aktive olmasi gerekir. cyc
D/cdk4,6 kompleksleri olusumu sonucu Rb fosforile olur ve E2F serbest hale gecer. Bu sayede
hiicre R noktasini ge¢mis olur ve S fazina ilerleyip DNA sentezi ve diizenleyici proteinleri
sentezleyebilir ( Arslan ve dig., 2022). Bu nedenle D tipi cyc’lerin ekspresyon kontroliinii bozan

bir mutasyon, hiicreyi S fazina ilerletip, neoplastik transformasyon gelistirebilir.

Biiyiime faktorlerini ve bunlarin reseptorlerini kodlayan genlerdeki herhangi bir
mutasyon, bliylime faktorlerini onkogenik hale getirebilir. Bliylime faktorii reseptorlerinin fazla
ekspresyonu, mutasyonlarindan daha sik goriilmektedir. Normal hiicrelerde biiyiime faktorleri
ile iligkili protein kinazlarin baglandig: sinyal iletici proteinler vardir. Baz1 onkoproteinler ise
bu proteinlere baglanarak biiylime faktorlerinin fonksiyonlarini etkisiz hale getirir veya
degistirirler. Biiyiime faktorii reseptoriinden sinyali alip ¢ekirdege ileten bu onkoproteinlerin
baslica iiyeleri c-ras ve c-abl’dir. Ras gibi onkogen tiirleri, biiylime faktor genlerinin ve hiicreyi
Transforme Edici Biiyiime Faktorii-a (TGF-a) gibi biiyiime faktorlerinin asir1 ekspresyonuna
neden olmaktadir. Degismis biiyiime faktorleri uyarimlari ise genellikle kanser ile sonuglanir

(Yokus ve Cakir, 2012).
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2.4. KARSINOGENEZ

Saglikli bir hiicrenin kanser hiicresine dontisiimiine kanser genleri neden olur. Bu genler

iki kisimda kategorize edilebilir.

1. Onkogenler; ilk olarak viriislerde saptanmis ve hedef hiicrelerde transformasyona neden
olmus genlerdir. Proto-onkogenlerin aktive edici bir mutasyona ugramasi sonucu
fonksiyon ve ekspresyon seviyesinde degisiklikler meydana gelir. Bunun sonucunda
onkogenler olusur (Pelengaris ve Khan, 2006). (Proto-onkogenlerin; transkripsiyon
faktorleri, biiyiime faktorleri, apoptozis baskilanmasi, hiicre i¢i sinyal iletimi vb.
gorevleri vardir (Koktiirk ve dig., 2003)).

2. TSG’ler; onkogenlerin tersine kanser olusumunu engelleyen bir aktivite gosterir. Bu
genler hiicre siklusunu inhibe edip, hiicreyi farklilagmaya iter ve apoptozisi baslatarak

kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini engeller.

2.4.1. Onkogenler

Proto-onkogenler, genlerin ekspresyonunu uyaran transkripsiyon faktorlerini, hiicre
boliinmesini uyaran sinyal iletim molekiillerini ve hiicre dongiisii diizenleyici proteinleri kodlar.
Biiyiime faktorleri, bliylime faktorlerinin reseptorleri, transkripsiyon faktorlerinin de icinde
bulundugu bu proteinler hiicre fonksiyonlari, 6zellikle hiicre biiylimesi ve boliinmesi igin
onemlidir. Hiicrede sinyal iletim yollarindaki N-myc, cyc D, cdk4, ras, abl, myc vb. proteinleri
kodlayan proto-onkogenlerde meydana gelen bir mutasyon sonucu; biiylime faktorlerinin asirt
ekspresyonu, hiicre zari-¢cekirdek arasindaki sinyal yolaklarimin asir1 uyarimi, transripsiyon

faktorlerinin ¢ogalmasi ve kontrolsiiz hiicre boliinmesi gibi sonuglarla karsilagilmaktadir.

Proto-onkogenler, kromozomal translokasyon, DNA’nin nokta mutasyonu, gen
amplikifasyonu, insersiyon, delesyon veya translokasyon ile aktive olarak, onkogen haline
evrilmektedirler. Proto-onkogenlerde; genin yapisal bir bolgesindeki mutasyon ya da degisiklik
sonucu normalden farkli fonksiyon gdsteren bir protein olusur. Bu durum genellikle SNP
(Single Nucleotide Polymorphism- tek niikleotid polimorfizmi) sonucu ve insan tiimorlerinde
siklikla rastlanan onkogen anomalisi Ras geni mutasyonu olarak gdzlemlenir. Ras geni
mutasyonu sonucu hiicre proliferasyon diizenleyicileri etkilenir ve hiicre proliferasyona
yonlendirilmek i¢in ¢ok fazla uyarilir. Sinyal aktivitesinin artmasi sonucu hiicre ¢cogalmasi
kontrol edilemez noktaya gelir. Ras geni gibi myc geninin de mutasyonu sonucu; hiicrede G1
evresi kisalir ve proliferasyon artar. Bircok vakada onkogenik myc geninin tiimdr biiyiime

hizinda artisa sebep oldugu belirtilmistir (Pelengaris ve Khan, 2006).
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Onkogenler viral enfeksiyonlara bagli olarak ya da hiicresel genlerin mutasyona
ugramis formlari olarak da etki gosterirler. Hiicresel gen transformasyonu ilk kez retroviruslerin
genomunda belirtilmistir. Transforme olan genom ile olmayan retrovirus genom dizilimi
arasinda farkliliklar tespit edilmistir. Onkogenik genlerin asir1 eksprese olmasi neoplastik

birikim baglamasina neden olur (Alberts ve dig., 2015a).

2.4.2. Tiimér Siipresor Genler

TSG’ler, hiicre dongiisii kontrol noktalarini diizenleyen veya apoptoz siirecini baslatan
genlerdir. Normal hiicrelerde, TSG’ler tarafindan kodlanan proteinler, hiicre dis1 ortamdan
DNA hasarima veya biiylime baskilama sinyallerine yanit olarak hiicre dongiisii boyunca
ilerlemeyi durdurur. TSG’ler mutasyona ugradiginda veya etkisiz hale getirildiginde, hiicreler
hiicre dongiisii kontrol noktalarina normal sekilde yanit veremezler veya DNA hasari tamir
edilemez boyutta ise apoptozise maruz kalamazlar. Bu, daha fazla mutasyonun birikmesine ve

kanser gelisimine yol agar (Klug ve dig., 2018Db).
TSG’ler baslica iki gruba ayrilir:

1. Bekei (gatekeeper) tipi TSG’ler: Bu genler hiicre siklusundan sorumludur ve hiicreyi
apoptozise yonlendiren genler bu gruba girer. Hiicre ¢ogalmasini dogrudan baskilayan
genlerdir (Deininger, 1999).

2. Bakici (caretaker) tipi TSG’ler: Bu genler ise hiicre ¢ogalmasint dolayli olarak baskilar.
DNA tamirinden sorumludur ve mutasyon olusumunu engeller. Bu genler mutasyona
ugradiklarinda genom boyunca mutasyonlar ortaya ¢ikar ve bu da genomik kararsizliga

neden olur (Deininger, 1999).

Genomik kararsizlik (microsatellit instability): DNA her bir niikleotidin karsisina es bir
niikleotid alarak kopyalanir. Bu kopyalama sirasinda olusan hatalar DNA tamir genleri
tarafindan onarilir. Bu tamir genlerinin bozuk oldugu durumlarda, olusan hatali eslesmeler
onarilamaz. Bu eslesmeyen DNA dizileri mikrosatellit olarak adlandirilir. Mikrosatellitlerin
tekrarlanip birikmesi sonucu ise genomik kararsizlik (MSI=microsatellit instability) meydana

gelir (Nojadeh ve dig., 2018).

TSG’lerde meydana gelen somatik ve germ hatti mutasyonlar, translokasyonlar,
epigenetik mekanizmalar ve kromozomal delesyonlar sonucu olusan fonksiyon kaybi

kanserlesmeye neden olabilir.
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TSG’lerin mutasyonu ile kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olabilmesi i¢in her iki
kromozomun da hasarlt geni barindirmas: gerekir. Yani homolog kromozomlardan birindeki
allelin fonksiyon kayb1 hiicreyi tiimor olusumuna yatkin hale gelirken, her iki kromozomdaki
allel kayb1 sonucu kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve sonug olarak kanser meydana gelir (Ari,

2018).

Bu gen grubunun en 6nemli genlerinden olan Rb, p53 ve p21 (Waf 1) genleri mutasyonu
insan kanserlerinin en 6énemli sebeplerindendir. Dna’da meydana gelen bir hasar sonucu hiicre
p53 proteini ekspresyonunu artirir. Artan p53 proteinleri ise p21 geninin promotor bolgesine
baglanarak geni aktive eder ve p21 proteini sentezlenir. p21 ise cdk ve cyc komplekslerini
baglar. Hiicre siklusunda G1/S fazi gegisini saglamak i¢in gerekli olan bu kompleks p21
tarafindan baglandigi i¢in ise siklus durur ve hasarli DNA ¢ogalmasi engellenir (EI-Deiry ve
dig., 1993).

Calismada inceledigimiz p27 geni ise cyc E/cdk2 kompleksini diizenler. Bu kompleks
hiicrenin G1-S faz1 gegisinde kilit rol oynar. Ayrica yapilan ¢aligmalarda temas inhibisyonu,
cAMP gibi hiicre proliferasyonunu etkileyen diger fizyolojik ajanlarin da p27 araciligiyla etki
ettigi gosterilmistir (Sherr ve Roberts, 1995; Slingerland ve Pagano,2000). Dolayisiyla p27 geni

hiicre dongiisiinde ve proliferasyonunda etkili bir TSG gorevi goriir.

Bir diger TSG olan Rb normalde E2F’ye bagli halde bulunur. E2F, Rb’ye baglh oldugu
stirece S fazin aktive edecek genleri indiikleyemez. Rb’nin ge¢ G1 safhasinda cyc D-cdk 4,6
kompleksleri ile fosforillenmesi sonucu E2F serbest kalir ve S fazini tetikler. cdki olan p16 ise
cyc/cdk kompleksini inhibe ederek bu dongiiye etki eder. Bu nedenle Rb mutasyonu, p16
inaktivasyonu, cyc D/cdk 4-6 kompleksinin asir1 ekspresyonu bu siklusun dengesini bozarak

kontrolsiiz ¢cogalmaya neden olur (Fiore ve dig., 2013).

Bu genler disinda meme tiimériine neden olan BRCA1 ve BRCA2 TSG’leri de tespit
edilmistir. BRCAL ve 2 genleri, genomik stabilitenin saglanmasinda, DNA hasarinda yanitta,
transkripsiyonel diizenleme ve hiicresel proliferasyonda gorevlidirler (Welcsh ve King, 2001).
DNA hasar tamirinde gérevli ATM ve CHK?2 proteinlerini kodlar. DNA’da meyana gelen hasar
bu proteinler tarafindan onarilir. BRCA genlerinde meydana gelen bir SNP sonucu ATM ve
CHK2 proteinleri sentezlenemez ve DNA hasar tamiri yapilamaz. Kusurlu genlerin ¢ogalmasi

ise meme kanserine neden olur (Yoshida ve Miki, 2004).

Bir diger TSG ise Fosfataz ve Tensin Homolog (PTEN)’dur. PTEN, yaslanma,

anjiogenez, apoptozis, hiicre siklusu ilerlemesi gibi dnemli hiicresel fonksiyonlara sahiptir.



19

PTEN geni hem lipit hem de proteinleri defosforilleme 6zelligine sahip bir ¢ift spesifik fosfataz
kodlar (Govender ve Chetty, 2012). PTEN fosfoinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolaginin
negatif diizenleyicisidir ve bunu fosfotidil inositol trifosfatt (PIP3) defosforilleyerek yapar
boylece PI3K aktivitesine ters olarak Akt yolagi baskilanmis olur (Milella ve dig., 2015).
Endometriyum, kolon, tiroid ve meme timdrlerinde PTEN kaybi ve mutasyonlari bildirilmistir
(Eng, 2003; Mester ve dig., 2013). Yapilan ¢alismalar sonucu PTEN mutasyonunun; herediter
meme kanserlerinde, sporadik meme kanserlerine kiyasla daha sik rastlandigi tespit edilmistir.
Sporadik meme kanserinde PTEN mutasyonunun %1-5 aras1 goriildiigii bildirilmistir (Chen ve
dig., 1999; Rhei ve dig., 1997).

2.5. KOPEKLERDE MEME BEZi MORFOLOJIiSi

Kopeklerde meme bezi, birlesik alveoler yapida alt karin duvarinda bulunur. Sulkus
intermammarius’un her iki yaninda olacak sekilde ventral torakal bolgeden inguinal bolgeye
kadar, simetrik ve bilateral olarak bes ¢ift meme bulunur. Bu meme bezleri ter bezlerinden
modifiye olmus, epiteliyal glandular dokudan ve konnektif dokudan meydana gelen, siit
salgilayan deri bezleridir (Aughey ve Frye, 2001). Meme bezi muskiiler fibroelastik kapsiiller
ile ¢evrilir ve kapsiil igindeki uzantilar sayesinde lob ve lobiillere ayrilir. Bu durum da alveoler

yapinin olugsmasina olanak saglar (Evans ve Lahunta, 2012).

Meme bezlerinin gelisiminde, Ostrojen, progesteron (PR), ACTH, biiylime hormonu
(growth hormone — GH) vb. hormonlarin etkisi vardir (Lamote ve dig., 2004).

2.6. KOPEK MEME TUMORU PATOLOJISI

KMT’leri dogrudan meme bezinde baslar veya primer timdr odagindan metastaz
yoluyla meme bezine gelir. Disi kdpeklerde meme bezi tiimoérleri; miyoepitel, mezensimal,
sekretorik epitelden kdken alarak geligir. Bu gelisim sirasinda hiicresel farklilasma siireci zarar

gorerek bu tiir kitlelerin olusumuna neden olur (Loar, 1996).

“Tumors in Domestic Animals” isimli kitabin meme tiimorlerini siniflandirmasi Tablo

2.1” de gosterilmistir. (Goldschmidt ve dig., 2017):
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Tablo 2.1: Meme tiimorii siniflandirmasi.

1. Hiperplazi / Displazi

Kanal ektazisi

Lobiiler hiperplazi (adenoz);
diizenli
salg1 aktivitesi ile
fibrozis ile
atipi ile

Epitelyoz

Papillomatoz

Fibroadenomatéz degisiklik

Jinekomasti

2. Bening (iyi huylu) Neoplazmalar

Adenom — basit
Intraduktal papiller adenom
Duktal adenom;
skuaméz farklilasma ile duktal adenom
Fibroadenom
Miyoepitelyoma
Kompleks adenom (adenomiyoepitelyoma)
Iyi huylu miks tiimér

3. Malign (kotii huylu) epitelyal neoplazmalar

Karsinom — in sutu
Karsinom — basit;
tiibiiler
tiibiilopapiller
kistik-papiller
komedo karsinom
Karsinom — mikropapiller invaziv
Karsinom — solid
Komedo karsinom
Karsinom — anaplastik
Karsinom — kompleks tip (malign epitel+benign miksepitel)
Karsinom ve malign miyoepitelyoma
Karsinom — miks tip
Duktal karsinom
Intraduktal papiller karsinom

4. Malign epitelyal neoplazmalar — 6zel tipler

Skuamoz hiicre karsinomast
Adenoskuamoz karsinom
Miisindz karsinom
Lipid agisindan zengin (salgilayict) karsinom
igsi hiicreli karsinom;
malign miyoepitelyoma
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Tablo 2.1 (devami) : Meme tiimorii siniflandirmasi.

skuamoz hiicreli karsinom-igsi hiicre varyanti
karsinom-igsi hiicre varyanti
Inflamatuar karsinom

5. Malign mezenkimal neoplazmalar — sarkomlar

Osteosarkom
Kondrosarkom
Fibrosarkom
Hemanjiyosarkom

Diger sarkomlar

6. Karsinosarkom - malign mikst meme tiimorii (epitel ile
birlikte kemik ve/veya kikirdak dokunun kétii huylu olmast :
hem epitelyal hem mezenkimal komponentin kotii olmast)

7. Meme ucunun neoplazmalari

Adenom
Karsinom
Epidermal infiltrasyonlu karsinom (Paget benzeri hastalik)

8. Meme ucunun hiperplazisi/displazisi

Meme bagi derisinin melanozu

Kopek meme tiimorlerinin evrelenmesi ise Tablo 2.2° de gosterilmistir. (Lana ve dig., 2006)

Tablo 2.2: Kopek meme tiimorlerinin evrelenmesi.

T - Birincil Tiimor

Ti1<3cm maksimum ¢ap

T>3-5cm maksimum ¢ap

T3>5cm maksimum ¢ap

N - Bolgesel Lenf Nodu

No Histolojik veya sitolojik—Metastaz yok

N1 Histolojik veya sitolojik—Metastaz mevcut

M - Uzak Metastaz

Mo Uzak metastaz saptanmadi

M1 Uzak metastaz tespit edildi

Evreler

| T1 No Mo
I T, No Mo
1l T3 No Mo
v Herhangi bir T No Mo
\Y Herhangi bir T Herhangi birN M,

Owen LN'den modifiye edilmistir: Evcil hayvanlarda tiimérlerin siniflandiriimasi, Cenevre, 1980, Diinya Saglik Orgiitii.
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Yapilan calismalar sonucu kopeklerde meme tiimorlerinin malign yapida olma
olasiligiin benign yapida olma olasiligina gore daha yiliksek oldugu bildirilmistir. Sontag ve
dig., (2009) calismalari sonucu; 155 kopekte %78,3 malign meme tiimorii vakasi bildirilmistir.
Stratmann ve dig., (2008) 99 meme tiimorlii kopek ilizerinde yaptigi ¢alismada; % 73,8 nin
malign, % 26,2’sinin ise benign oldugu, Itoh ve dig., (2005) 537 meme tiimorlii kopek iizerinde
yaptig1 bir bagka ¢aligmada ise; % 92,9’nun malign oldugu tespit edilmistir. Ayrica Stratmann
ve Itoh’un caligmalarinda karsinomlarin sarkomlardan daha yiiksek oranda oldugu tespit

edilmistir.

Meme timorlii kopeklerde mastektomi ardindan primer oliim sebebi metastazdir.
Lenfatik veya vaskiiler invazyon gosteren malign meme tiimorleri olan kopeklerde tek bagina
cerrahi eksizyon tatmin edici olmayan sonuglar verir, ¢linkii bu tiimérler yiiksek niiks ve
metastaz oranlarina sahiptir (Simon ve dig., 2006). Kopek malign meme tiimorlerinde; uzak
veya lokal organ metastazlarinin erken tani ve teshisi, dogru tedavi yontemi ile birlestiginde

olumlu sonuglar alinabildigi bildirilmistir (Novosad, 2003).

2.7. KMT’lerin KLINiK BELIiRTIiSIi ve TANISI

KMT"leri olan kopekler, meme bezi iginde bir veya daha fazla nodiil ile veteriner hekime
sunulur. Alternatif olarak, nodiiller rutin bir kontrol ziyaretinde tesadiifi bir bulgu olabilir.
Kopeklerin ¢ogu, baslangicta klinik olarak sagliklidir. Metastazlar varsa, kopekler yorgunluk,
uyusukluk, kilo kaybi, nefes darligi, oksiiriik, lenfédem veya topallik gibi spesifik olmayan
semptomlar gosterebilir (Aydin ve dig., 2011). Metastazlarin kapsami ve yeri, klinik belirtilerin
ortaya ¢ikisini ve siddetini belirler. Karsinomlar epitel kokenli olduklari igin birincil olarak
lenfatik sistem yoluyla bolgesel lenf diigiimlerine ve akcigerlere metastaz yapsa da ikincil yol
olarak hematojen metastaz da yapabilir. Ancak tiroid tiimérlerinde bu kural pek yoktur. Daha
az yaygin olarak bildirilen diger metastaz bolgeleri karaciger, kemik, beyin, dalak, bobrek, cilt,

g0z, adrenal bezler, rahim, kalp, kas ve pankreastir (Moulton ve dig., 1970).

KMT'lerin ilk siiphesi, hastaya ait tibbi ge¢mis (dogum sayisi, ovariohisterektomi,
hormon tedavisi kullanimi, abort ve yalanci gebelik 6ykiisii), lireme dongiisii, varsa lezyonlarin
sahibi tarafindan ilk fark edildigi yaklasik tarih ve onceki tiimor lezyonlari hakkinda bilgi

toplamalidir. Daha sonra genel durum ve fiziksel muayene yapilir (Cassali ve dig., 2011).

Fiziksel muayene, kopegin genel muayenesini ve meme bezlerinin 6zel muayenesini

igerir. Kopek sirt iistli yatar pozisyondayken meme bezleri palpe edilir. Képek meme tiimdrleri
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genellikle, caplar1 birka¢ milimetreden 10-20 cm'ye kadar degisen siki, iyi sinirli nodiillerdir.
Ustteki deri ve tiimoriin kendisi travmatize olabilir ve iilsere olabilir (Lana ve dig., 2006;
Sorenmo, 2003; Sleeckx ve dig., 2011). Bolgesel lenf diigiimlerinin palpasyonu mutlaka
yapilmalidir. Normal aksiller ve ylizeyel kasik diiglimleri genellikle palpe edilemez, ancak

biiylimiisse hissedilebilirler (Sleeckx ve dig., 2011) .

Viicudun sol veya sag tarafinda yer alan bes bezden olusan bir kiimeye meme zinciri
denir. Klinik muayene sirasinda iki meme zinciri ve lenf diigtimleri arastirilmalidir. Kanserin
kesin klinik evrelemesini belirlemek i¢in, akciger metastazi standart tan1 prosediiriidiir. Bu
nedenle ventrodorsal, sag lateral ve sol lateral (VD, RL, LL) olmak iizere ii¢ pozisyonda akciger
grafileri bakilmalidir. Alt1 ila sekiz mm capindaki akciger lezyonlari, geleneksel radyografi
kullanilarak tespit edilebilir. Bilgisayarli tomografi kullanilarak 6 mm'den kiigiik metastatik
lezyonlarin erken tespiti saglanabilir. Akciger, malign meme bezi tiimorleri olan kdpeklerde
uzak metastaz i¢in en yaygin bolgedir, ancak hastanin sundugu spesifik klinik belirtilere bagl
olarak diger anatomik bdolgelerin arastirilmasi i¢in abdominal ultrason veya radyografi gibi ek
testler onerilmelidir. Uzak metastazlarin gozlemlenmesi, olumsuz bir prognoz ile iligkilidir (

Sorenmo, 2003; Cassali ve dig., 2011).

2.7.1. Sitolojik Muayene
Kopekte meme bezi tiimorlerinin ilk tanist i¢in eksizyonel biyopsi Onerilir, ancak
aspirasyon sitolojisinin kullanimi zamanla artmis ve sitolojik ve histopatoloji sonuglar1 arasinda

yiiksek diizeyde uyum tanimlanmistir.

Sitoloji, lenf diigiimili metastaz tespiti i¢in %100 duyarlilifa ve %96 6zgiilliige sahiptir
(Langenbach ve dig., 2001). Bu nedenle, metastaz varliginin kanserin klinik evrelemesini ve
tedavi yaklagimini etkiledigi igin ele gelen lenf nodlarinin ince igne aspirasyon sitolojisi (IIAS)
onerilmektedir. Metastaz i¢in pozitif veya siipheli sonu¢ durumlarinda etkilenen lenf nodlarinin
eksizyonu yapilmalidir (Sorenmo, 2003; Cassali ve dig., 2011). Klinik muayenede hacim, sekil
ve kivamda degisiklikler gosteren lenf diigiimlerinde IIAS yapilmalidir. Delinmeden elde
edilen hiicre yaymalar1 havayla kurutulmali veya %70 etanol soliisyonunda hemen
sabitlenmelidir. Numunenin kalitesini tehlikeye atabileceginden kan, kil ve sivilagtirilmig

malzeme ile asir1 kontaminasyondan kaginilmalidir (Yildiz, 2004; Cassali ve dig., 2007).
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2.7.2. Histopatolojik Degerlendirme

Kesin tani, pleomorfizm, farklilasma derecesi, mitotik indeks, nekroz varligi veya
yoklugu ve eksizyonun kesinligi gibi tiimor histomorfolojisinin titizlikle degerlendirilmesine
izin verdigi i¢in histopatoloji raporlarina dayanmalidir. En giivenli tan1 yontemi eksizyonel
veya insizyonel biyopsilerin histopatolojik incelemesidir. Lezyon smiflandirmasini
kolaylastirmanin yani sira histopatolojik inceleme, arastirmacilarin deri, yumusak doku ve
cevreleyen kan damarlarinin infiltrasyonunu, tiimdériin histomorfolojisine iliskin ayrintilari

degerlendirmesine olanak tanir (Ferreira ve dig., 2003).

Miyoepitelyal/bazal hiicre tabakasinin biitiinliigiiniin degerlendirilmesi meme kanseri
teshisi i¢in dnemli bir kriterdir. In situ ve invaziv malign lezyonlar arasindaki ayirici taniya
yardimci olur, 6zellikle mikroinvazyon noktalarinin saptanmasi i¢in faydalidir (Sternlicht ve
dig., 1997; Yaziji ve dig., 2000). Veteriner hekimlik tibbinda, alfa diiz kas aktin, S100,
calponin, p63 ve maspin gibi miyoepitelyal belirtecler agirlikli olarak tiimdr histogenezinin
belirlenmesine yonelik arastirmalarda kullanilmistir. Ancak invazyonu belirlemede yardimci
bir arag¢ olarak kullanimlar1 sinirlidir ve az sayida galisma bu yonii ele almistir (Destexhe ve
dig., 1993; Espinosa ve dig., 2002; Gama ve dig., 2003; Monteros ve dig., 2005 ve Bertagnolli
ve dig., 2009).

2.8. KMT’lerde TEDAVI

Meme kanserinin tedavisinde kullanilan yontemler cerrahi, radyasyon tedavisi, hormon

tedavisi veya kemoterapiyi igerir.

Tiimor dokusunun cerrahi girisimlerle ¢ikarilmasi yalnizca kiiciik, invaziv olmayan,
tiimdrler i¢in sagaltic1 tadavidir (Sorenmo ve dig., 2003). Hastanin cerrahi tedaviye uygunlugu;
lenfatik drenaj, lezyon boyutu, lezyon konumu, deri ve kas yapigmasi, lilserasyon gibi faktorlere
baglidir. 0,5cm’den kiigiik lezyonlar bu malignite parametreleri degerlendirildikten sonra
nodulektomi veya lumpektomi ile tedavi edilebilir. Diger tiimorler, etkilenen meme bezinin
lenfatik drenajina bagli olarak basit, blok veya radikal mastektomi ile ¢ikarilir (Brodey, 1983,
Lana ve dig., 2006, Cassali ve dig., 2011). Biiyiik, cevre dokuya yapisik, histopatolojik tani
teknikleriyle ileri derecede metastazik oldugu saptanan malign tiimérlerin tedavisinde cerrahi
islemlerle birlikte ek kemoterapi zorunludur. Histopatolojik degerlendirme sonrasinda solid
karsinom, mikropapiller karsinom, anaplastik karsinom ve karsinosarkom tanis: alan hastalara

lenf nodu veya akciger metastazi goriilmese dahi kemoterapi uygulanmalidir. Timoriin
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histolojik tipi ne olursa olsun metastazi olan hastalarda kemoterapi Onerilir (Cassali ve dig.,
2011).

Sorenmo'ya (2003) gore disi kopeklerde (hem iyi huylu hem de kotii huylu) meme
tiimorii Ostrojen reseptoriinii (ER) eksprese eder.Bu reseptor i¢in pozitif karsinomlar1 olan
kopekler hormon tedavisi i¢in adaydir (Martin ve dig.,1984). Benign epitelyal timorler ve iyi
diferansiye karsinomlar siklikla ER i¢in pozitiflik gosterirken, kotii diferansiye ve anaplastik
tiimorler bu hormon reseptorii i¢in negatif olma egilimindedir (Ferreira ve dig., 2009 ve Silva

ve dig., 2004).

Radyasyon tedavisi meme bezi tiimdrlerinin tedavisinde nadiren kullanilir. Radyasyon
tedavisi, tam olarak rezeke edilmemis tiimorler i¢in lokal hastaligin kontroliine yardimci olmak
icin kullanilabilir veya rezeke edilemeyen veya inflamatuar meme karsinomlari i¢in palyatif

olarak kullanilabilir (Novosad, 2003).

2.9. KOPEK MEME TUMORUNUN MODEL OLARAK KULLANILMASI

Kopek meme kanseri, insan meme kanserine benzer epidemiyolojik, Klinik, morfolojik
ve prognostik dzelliklere sahiptir. Ayni ¢evre, risk faktorleri ve hastalik karakterleri benzerdir.
Yaslanma, dogum yapmamis olma, kalitim gibi Ozellikler kopeklerin model olarak
kullanilmasinda 6nemlidir. Her iki tiirde de kanserin ilerlemesine ve gelismesine yol agan

cevresel, yas, cinsiyet ve lireme faktorleri benzerdir (Visan ve dig., 2016).

Kopek genom diziliminde neredeyse tiim genlerin insan genlerinin ortologlari olarak
tanimlamasi, kopek kanserlerinin insan modelleri olarak kabul edilmesine olanak saglamistir.
Iki tiirde de siklin bagimli kinaz inhibitorleri iiyelerinin delesyon ve kayiplari tespit edilmistir

(Kabir ve dig., 2015).

Steroid hormon reseptorii, Epidermal Hiicre Biiylime Faktori(EGF), proliferasyon
belirtegleri, metalloproteinaz ve siklooksijenaz asir1 ekspresyonu ve p53 geni mutasyonu her

iki tiirde meme kanserine neden olur (Nieto ve dig., 2000, Millanta ve dig., 2005).

Insan ve kdpek meme kanseri vakalarmin epigenetik faktdrlerden kaynaklandigi da
yapilan caligmalarda bildirilmistir. Kabir ve dig. (2015) yaptig1 bir ¢alismada, miRNA
ekspresyon ifadeleri hem KMT hem de insan meme tiimdrii vakalarinda degisiklik gostermis
ve bu degisikligin kuvvetli bir korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Yine Fish ve dig. (2018)
yaptig1 bir calismada, tipki insan vakalarinda oldugu gibi kopege ait saglikli ve KMT vakalarina
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ait meme epitel hiicre kiiltiiriinden elde edilen ekzozomlarda miRNA ekspresyonlarinda

farkliliklar oldugu gozlenmistir.

Kopegin model olarak kullanilmasindaki bir diger avantaj ise insanlarda biyopsi
yapilmasi nadir ya da olanaksiz olan dokularin, kopeklerde bes ¢ift meme bezi olmasindan
kaynakli fazla sayida 6rnek tespiti yapilabilir olmasidir. Ayrica biiyiik timor boyutunun, lenf
nodu metastazlarinin varliginin ve ileri klinik evrenin her iki tiirde de daha kotli prognoz ile

iliskili olmas1 kdpegin model olarak kullanilmasinda 6énemli faktorlerdendir (Namagerdi ve

dig., 2020).

Ayrica, her iki tiirde de P450 sitokromunun benzer rolii nedeniyle, kopek modeli, insan

antikanser ilaglarini test etmek icin klinik deneylerde kullanilabilir (Barh ve dig., 2010).

2.10. KOPEKLERDE MEME TUMORU ETiYOLOJiSi

Evcil hayvanlar arasinda, kopekler meme tlimorii insidansi en yiiksek olan hayvanlardir.
Kopeklerde meme timoriiniin yas, ik, beslenme (obezite), hormonlar, genetik yatkinlik,

biiyiime faktorleri ile yakindan ilgili oldugu goriilmiistiir (Sleeckx ve dig., 2011).

2.10.1. Yas

Meme tiimorlerinin yas ile olan ilgisi cesitli calismalarla belirlenmistir. Buna gore; 3-4
yasindaki kopeklerde; %4; 4-8 yasindaki kopeklerde %29; 8 yas listlinde ise %67 oraninda
gorildigi bildirilmistir (Gtiltiken ve Vural, 2007). Zatloukal ve dig. (2005) ise bening tiimorler
i¢in en riskli yasin 10, malign tiimoérler i¢in 13 oldugunu bildirmistir. Jain (2006), kopek meme
tiimorlerinin en yiiksek insidansini 8-10 yas araliginda oldugunu (%30,00), ardindan 10-12 yas
(%22,50), 4-6 yas (%17,50) ve 6-8 yas (%12,50) olarak takip ettigini bildirmistir. En diisiik
insidansi ise 2 yasindan (%2,50) kiiciik kopeklerde gozlemlemistir. Sharda (2007), 1 ile 15 yas
arasindaki kopeklerde yaptig1 bir ¢alismada; ortalama yasi 8,8 olarak gézlemlemistir. En fazla
vaka sayisinin 8-10 yas grubunda (%28,6), en az vaka sayisinin ise 4 yas altindaki (%3,57)
kopeklerde goriildiigiinii bildirmistir. 15 yasin {izerinde herhangi vaka bildirilmemistir. Benign
neoplastik lezyonlarin malign olanlara (ortalama yas 9,7) gore daha erken yasta (ortalama yas
6,3) ortaya ¢iktig1 da gozlenmistir. Benzer sekilde Gupta (2008), kopeklerde meme tiimorii
goriilme yasmin 2-16 arasinda degistigini ve ortalama yasin 10,8 oldugunu bildirmistir. En
yiiksek insidansin 10-12 yaglarinda oldugunu belirtmistir ve 2 yasin altindaki hayvanlarda

meme tlimoriine ait hicbir vaka kaydedilmemistir. Baska bir ¢alismaya gore meme bezi
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tiimorlerinin  goriildigli yas ortalama 10-11 olarak bildirilmistir (Argyle ve dig., 2008).
Devarathnam ve dig. (2021) yaptig1 calismada ise; en yiiksek insidans 7-9 yas grubunda
(%41,67) gozlenmis olup, bunu 10-12 yas (%33,33) ve 4-6 yasin (%19,44) izledigi
bildirilmistir. En disiik insidans (%5,56) 13-15 yas grubunda goriilmiis olup, 1-3 yas grubunda
herhangi bir insidans gézlenmemistir. Gupta ve dig. (2012) kopeklerde meme tiimoriiniin en
stk goriildiigii yasin irklara gore degisebilecegini belirtmistir. Biiyiik ik kdpeklerin yasam
siiresi kiiciik irklara gore daha az oldugundan; biiylik irklarda meme tiimorii goriilme yas

araliginin daha diistik oldugunu bildirmistir.

2.10.2. Irk ve Genetik Faktor

Yapilan ¢alismalarda; Dachshund'da %42, Poodle'da %15, Spaniel'de %10,8 ve Alman
Cobanlari’nda ve diger irklarda %10'luk bir meme tiimori insidansi bildirilmistir (Gupta ve
dig., 2012). Owen (1991), Dachshunds ve Cocker Spaniel kopeklerinin meme tiimori
gelistirme riskinin yiiksek oldugunu, Chihuahualar’da ise riskin daha az oldugunu
gozlemlenmistir. Boldizsar ve dig. (1992), Pulis'in (Macaristan menseili bir k) meme
tiimdriine en yatkin irk oldugunu bildirmistir. Stone (1994), Pointer, Retriever, English setter,
Spaniel, Poodle, Boston Terrier ve Dachshunds gibi av kopeklerinin, kopek meme timorii
insidansinin daha yiiksek oldugunu goézlemlemistir. Sandhu (1995) ve Gill (1997), Spitz
irklarinda kopek meme tiimorlerinin insidansinin yiiksek oldugunu, ardindan Doberman
Pincher'in takip ettigini gézlemlemistir. Goldschmidt (1998), olgunlasmamis Poodle, Yorkshire
terrier, Chihuahua ve Malta Beyaz1 gibi kiiciikk kopek irklarinda being meme timori
insidansinin yiiksek oldugunu bildirmistir. Ingiliz Setter, Chihuahua, Minyatiir Poodle ve Afgan
taz1 irklarinin ise yiiksek oranda malign meme tiimérii insidansina sahip oldugunu belirtmistir.
Golden Retriever, Rottweiler ve Boxer irklarinin da meme tiimorii gelistirme riskinin minimum
oldugunu gozlemlemistir. Atalay ve Aydin (2001) Poodle, Caniche, Teriyer, Alman Coban,
Pinschers, melez kopeklerde meme tiimoérlerinin olustugunu ve diger kopek irklarina gore
Poodle ve Caniche 1rklarinda malign meme tiimorlerinin daha sik gorildiigiini
gozlemlemislerdir. Palta (2000), Samoyed/Beyaz Spitz irkinin en sitk meme tiimdrii goriilen 1rk
oldugunu (%34,10), ardindan Doberman (%19,65) Alman Coban (%9,83), Labrador Retriever
(%7,57) Pointer, (%5,78) Melez (%5,20), Dachshund (%2,89), Boxer (%2.31), Cocker Spaniel
(%1,73), Lhasa Apso (%1,16), Tibet Mastifi, Poodle ve irlandali Setter irklar1 (%0,58 her biri)
izledigini bildirmistir. Benzer sekilde Nayyar (2002), Samoyed/Beyaz Spitz irkinda en yiiksek

meme timori insidansini belirtmis (%33,33), ardindan ise Doberman (%22,22), Melez
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(%8,33), Gaddi ve Pointer (%5,55) ve Danua, Alman Coban, Labrador Retriever, Bull Terrier
ve Cocker Spaniel” m (her biri %2,78) takip ettigini gozlemlemistir. Bala (2005)
Samoyed/Beyaz Spitz wkinin (%38,46) meme tiimorlerine daha yatkin oldugunu, bunu
Labrador Retriever (%23,07), Alman Coban (%19,23), Doberman (%7,69) ve Dalmagyali’nin
(%3,85) izledigini gozlemlemistir. Benzer sekilde en yiiksek kopek meme tiimorii insidansi
Samoyed/Beyaz Spitz'de (%35,05), ardindan Doberman (%15), Alman Coban Kopegi
(%12,50), Labrador (%10) ve Gaddi, Pointer, Irish Setter ve Lhasa apso'da (her biri %2,5) rapor
edilmistir (Jain, 2006). Sharda’nin (2007) ¢alismasinda, Pomerian cinsinde (%36,36) en sik
meme timori gortildiiglinti, bunu Alman Coban (%24,24), Labrador Retriever (%12,12), Spitz
(%9,09) ve Dachshund (%6,06) izledigini bildirmistir. Gupta (2008) ise kopek meme timorii
vakalarii1 Samoyed/Spitz irkinda (%57,5) en yiiksek insidansa sahip oldugunu kaydetmistir
(Gupta ve dig., 2012). Salas ve dig. (2015) KMT'lerin belirli alt tiplerinde 1k yatkinligi
bildirilmis; Poodle ve Schnauzer irklari, kompleks ve tiibiiler tip karsinomlarla en giiglii iligkiyi
gosterirken, Cocker Spaniel'ler karsinosarkom ve mezenkimal kdkenli tiimdrlerle daha yiiksek
bir uyum gostermistir. Malta Cinsi, esas olarak insan meme kanserinde de en yaygin tip olan
epitelyal tiimorlerle iliskilendirilmistir. Devarathnam ve dig. (2021) ¢alismasinda ise, bildirilen
tim kopek meme tiimorii vakalari arasinda, Spitz, Labrador ve Mongrel gibi hastaneye
bagvuran sadece ti¢ 1rkta insidans gézlenmistir. Olgularin ¢ogunlugu Spitz irkinda (%61,11),

ardindan Labrador (%25) ve en diisiik insidans ise melez irkta (%13,89) gériilmiistiir.

Lee ve dig. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada; KMT olusumunda PIK3CA geni
mutasyonu Shih-Tzu (%50), Poodle (%37,5) ve Malta (%38,9) irklarinda , Schnauzer,
Dachshund (%25), Yorkshire Terrier (%0) ve Cocker Spaniel (%16,7) irklarindan daha etkili

bulunmustur.

Kadinlarda BRCA1 veya BRCA2 (BRCA1/2) genlerindeki kalitsal mutasyonlarin yagam
boyu meme kanserine yakalanma riskinin %56 ila %84'e neden oldugu bilinmektedir. Rivera
ve dig. (2009) yaptig1 bir calismada, Ingiliz Springer Spaniel'de KMT'ler ile on insan meme
kanseri geni incelenmistir. BRCAL ve BRCA2 genlerinin bu cinste KMT'lerin gelisiminde rol
oynadigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica Enginler ve dig. (2014) 25 meme tiimorii tasiyan ve 10 adet
tiimdrsiiz kopekten elde edilen drnekler ile yaptiklar bir caligmada, sekanslarin karsilastirilmasi
sonucu BRCA1'in intron 8 ve ekson 9'daki iki SNP'nin ve BRCA2'nin ekson 24 ve ekson 27'deki

iki SNP'nin, ilk kez kopeklerde meme tiimori gelisimi ile iliskili olabilecegi tespit edilmistir.
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2.10.3. Beslenme

Yagli ve besin dengesi olmayan ev yapimi yemekler ile beslenen kdpeklerin, ticari evcil
hayvan mamalari ile beslenenlere gére meme tiimorlerine daha yatkin olduklar1 bildirilmistir.
Bunun sebebi ise ev yemekleri ile beslenen kopeklerin obeziteye daha yatkin hale gelmesine
bagli olarak, KMT insidansinin daha fazla olmasina neden olabilir (Varma ve dig., 2021).
KMT'lerin varlig ile iligkili diger faktorler, yliksek miktarda sigir eti ve domuz eti alimi ve

diisiik tavuk alimidir (Alenza ve dig., 2000).

2.10.4. Hormonlar ve Biiyiime Faktorleri

Hormonal kokenli kanserlerin olusumundaki mekanizma; neoplazinin, normal
biiylimesi ve islevi bir ya da daha fazla steroid veya polipeptit hormonu tarafindan kontrol
edilen hedef organin uzun siireli hormonal stimiilasyonunun sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
(Bernstein ve dig., 2017). Progesteron, Ostrojen gibi hormonlarin hayvanlara disaridan

verilmesinin meme tiimori riskini artildig: belirtilmistir ( Giles ve dig.,1978).

Puberteye ulagsmamis disilerde meme dokusu heniiz tam olarak gelisimini
tamamlamamistir. Gelisimini tamamlamayan meme dokusunun ise g¢evresel karsinojenlere
yatkinlig1 daha fazladir. Bu olgunlagmamis meme dokusu hiicreleri karsinojenler tarafindan
olusturulan genetik kodlarindaki hasarlar1 onaramazlar. Bu nedenle; ilk Ostrustan Once
ovariohisterektomi yapilan kopeklerde meme tiimorii riski %1°dir. Yas ilerledikge
ovariohisterektominin koruyuculugu azalir. Birinci 0strus sonrasi ovariohisterektomi ve timor
insidansi; 1/12 ikinci Gstrus sonrasi ise ovariohisterektomi ve timor insidansi; 1/4’e diser.

Ostrus siklusu sayis1 arttikga meme tiimorii gelisme riski artar (Schneider ve dig., 1969).

Ayrica meme tlimorlerinde Ostrojen ve progesteron reseptorleri tanimlanmustir.
Ostrojen, epitel hiicre proliferasyonunu ve duktal morfogenezi tesvik ederek normal meme
epitelinin gelisimi i¢in gereklidir, ancak ayn1 zamanda ER ekspresyonu ¢ogu meme kanserinin
biiylimesinde 6nemli bir rol oynar (Bocchinfuso ve Korach, 1997; Colditz, 1998).
Epidemiyolojik kanitlar, meme kanseri riskinin menopoz sonrasi dstrojen seviyeleri ile pozitif
iliskili oldugunu géstermektedir (Clemons ve Goss, 2001). Ostrojen etkileri esas olarak hedef
genlerin transkripsiyonunu diizenlemek i¢in DNA'daki dstrojene duyarli elementleri baglayan
ER'ler ERa ve ERb olmak iizere iki niikleer ligandla aktive olan transkripsiyon faktorlerine
baglanma yoluyla aracilik eder (Yager ve Davidson, 2006). Normal memede, ERa liimen epitel
hiicrelerinde bulunur, ancak stromada bulunmaz, oysa ERb'nin hem Ilimen hem de

miyoepitelyal hiicrelerde ve ayrica fibroblastlar, endotel hiicreleri gibi stromal hiicrelerde
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eksprese edildigi gosterilmistir (Petersen dig., 1987; Speirs ve dig., 2002). ERa meme
kanserinin anahtar diizenleyicisidir ve ekspresyon durumu meme kanseri alt tiplerinin
smiflandirilmasinda diger reseptorlerle birlikte kullanilmaktadir (Perou ve dig., 2000; Simoes
ve dig., 2015)

Progesteronun, hamilelik sirasinda meme bezinin hem pubertal yan dallanmasi hem de
lobiiler alveolar gelisimi i¢in ¢ok 6nemli oldugu gosterilmistir (Lydon ve dig., 1995, Brisken,
2013). Farelerde yapilan ¢alismalar, meme bezi gelisiminin, meme kok hiicre havuzunun
progesteron kaynakli genislemesinden kaynaklandigini ve ayrica PR'nin (progesteron
reseptorii) kanserojen kaynakli meme tiimorii olusumu i¢in 6nemli oldugunu gostermistir
(Lydon ve dig., 1999; Asselin-Labat ve dig., 2010; Joshi ve dig., 2010). Progesteron sinyaline,
iki izoformu (PRA ve PRB) iceren PR aracilik eder (Kastner ve dig., 1990). izoforma 6zgii fare
mutantlari, PRB'nin meme bezi morfogenezi, PRA'nin ise ovaryum fonksiyonlari i¢in énemli
oldugunu ortaya koymaktadir (Mulac-Jericevic ve dig., 2000; 2003). PRB kaybi, atipi veya
malignite gelisimi ile ve BRCALl veya BRCA2'de germ hatti mutasyonlart olan kadinlarda
goriildigi bildirilmistir (Mote ve dig., 2002).

Ostrojenler duktal biiyiimeyi desteklerken, progestinler, salgi ve miyoepitelyal
hiicrelerin hiperplazisi ile meme bezlerinin lobiilo-alveolar gelisimini indiikler (Rutteman,
1990). Disilerde oldugu gibi kadinlarda da ovaryum steroidleri, fizyolojik kosullar altinda
normal meme dokusunun biiylimesini uyarir. Epitel tizerindeki proliferatif etkileri neoplastik
¢ogalma igin kosullar yaratabilir (Thomas, 1984; Genuth, 1998; Sorenmo ve dig., 2000;
Queiroga ve dig., 2005). Steroidal hormonlar meme karsinogenezinin erken evrelerinde hedef
hiicreler lizerinde etki gosterirler, ancak hastaligin sonraki evrelerinde uyarici etkilerini

kaybederler (Alenza ve dig., 2000).

Kopek Ostrus dongiisiiniin - uzun luteal fazi1 sirasinda, meme bezi yiiksek
konsantrasyonda progesterona maruz kalir (Schaefers-Okkens ve dig., 2005). Progesteron
kaynakli KMT'lerde yer alan olast mekanizmalar, meme bezi i¢inde GH {iretiminin yukari
regiilasyonunu igerir (Mol ve digerleri 1996; Queiroga ve dig., 2008.) GH'nin meme kanseri
olusumu siirecinde ilk adim olarak meme kok hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigi tahmin

edilmektedir (Sleeckx ve dig., 2011).

Veteriner hekimlik uygulamalarinda Gstrusu 6nlemek veya yalanci gebelikleri tedavi
etmek i¢in kullanilan Ostrojenler ve progestinlerin  (medroksiprogesteron asetat)

kombinasyonlari, meme neoplazisi insidansini  artirabilir.  Saglikli  kopeklerde
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medroksiprogesteron asetat ve proligestron uygulamasinin her ikisi de asirt GH iiretimine,
adrenal korteksin baskilanmasina ve displazilerin ve iyi huylu meme tiimérlerinin gelismesine

neden olur (Alenza ve dig., 2000).

2.10.5. Meme Tiimoériine Yatkinlik Olusturabilecek Aday Genler

Meme tlimorlerinin bir diger nedeni ise bazi kromozomal anormalliklerdir. FGFR2,
LSP1, MAP3K1 ve TOX3 genlerinin, yakin zamanda genom ¢apinda bir iliski ¢alismasinda
insanlarda meme kanseri riskinde hafif bir artisla iliskili oldugu bulunmustur (Easton ve dig.,
2007). RCASL1 ve p53’iin meme kanseri de dahil olmak tizere bir ¢ok kanser tiiriiyle iligkili
oldugu bildirilmistir (Rousseau, 2002). ERBB2'nin insan meme kanserinde ekspresyonu
degistirdigi gosterilmistir ve CHEK2 genindeki bir delesyonun meme kanseri riskinde 2 ila 3
kat artigla iliskili oldugu rapor edilmistir (Meijers-Heijboer, 2002; 2003). KMT ayrica karmasik
bir gegmise sahip heterojen bir hastalik olarak kabul edilir. KMT nin kékeninin multifaktoriyel
oldugu, ¢oklu major ve minor genler ile ¢cevresel faktorler arasindaki etkilesimine bagli oldugu

oOne stiriilmistiir (Rivera ve dig., 2009).

Rivera ve dig. (2009) yaptig1 bir ¢alismada; English Springer Spaniels irki kopeklerde
KMT'lerle iligki i¢in 10 insan meme kanseri genini (BRCA1, BRCA2, CHEK2, ERBB2, FGFR2,
LSP1, MAP3K1, RCAS1, TOX3 ve TP53) degerlendirmistir. BRCA1 ve BRCA2, KMT ile
onemli dlgtide iligkili bulunmustur. Malign vakalarda BRCA1 ile daha gii¢lii bir iliskiye sahip
oldugu bildirilmistir. FGFR2 i¢in ise sinirda iligki goriilmiistiir.

2.11. P27 Kip1

p27Kipl, kopekte 27. kromozomda lokalize olan CDKN1B (KIP1) olarak tanimlanan
gen tarafindan kodlanan bir cdki’dir. 198 aminoasitten olusur (Vecchione ve dig., 2004). P27
Kipl, 6nemli bir hiicre siklus diizenleyicisidir. Ayni zamanda TSG gorevi de goriir.
Literatiirlerde birgok ¢alismada p27, p27Kipl ve CDKNI1B gen isimleri birbirinin yerine
kullanilmistir. Bu ¢alismada da p27 ve CDKNI1B isimlendirmeleri birbirinin yerine

kullanilmastir.

Sinir, ¢izgili kas, olgun alyuvar ve esey hiicreleri gibi boliinmeyen hiicrelerde, p27, cyc
D/cdk4 ile kompleks halinde bulunur. Hiicreler, siklusa girmek i¢in uyarildigi zaman, cyc
D/cdk4 kompleksinin miktar1 giderek artar ve p27°nin miktarin1 gegerek onun inhibitor etkisini

engeller. TGF-8 ile uyarilan hiicrelerde ise p27, cyc E/cdk2 kompleksine de baglanip her iki
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kinazin aktivasyonunu kaybetmesine ve hiicre siklusunun G1’de durmasina sebep olur. p27,
bulunduklar1 dokuya herhangi bir zarar gelmeden uyarilmayan inaktif hiicrelerde ( hareketsiz
hiicre); yiiksek miktarda bulunur ve ekspresyonu, S-fazina girdikten sonra hizla azalir. Cyc
E/cdk2 ve cyc A/cdk2 komplekslerinin inhibitoriidiir. p27, tercihen cyc E/cdk2 ve cyc A/cdk?2
komplekslerine baglanir ve bunlari inaktive eder, boylece S fazina girisi engeller. p27 cyc
Alcdk2 kompleksinin kristal yapisi, cyc ve cdk alt birimleri i¢in ayr1 baglanma yerleri gosterir.
Bu kompleksleri, N-terminal ucu ile yakalayip, cdk’daki katalitik yarig:1 tikar. Boylece ATP
baglanmasini engellemis olur (Macri ve Loda, 1998; Sheaff ve dig., 1997)

P27°nin diizenlenmesi, transkripsiyonel ve posttranslasyonel olarak yapilmaktadir.
Transkripsiyonel olarak PI3K-Akt yoluyla fosforilasyon seklinde, postranslasyonel
diizenlenme ise ubikitin proteozom yolu ile yapilmaktadir (Macri ve Loda, 1998; Ishida ve dig.,
2000).

PIBK-Akt yolu fosforilasyon ile gergeklesir. Fosforilasyon mekanizmasindaki
bozukluklar ise sitoplazmik birikime neden olur ve bu durumda da p27°nin ¢ekirdekteki

fonksiyonu baskilanir (Kim ve dig., 2009).

Ubikitin proteozom yolu; degistirilmemis genlerden tiiretilen fonksiyonel olarak normal
proteinlerin hizli yikimi, hiicre boliinmesinin kontroliinde yer alan anahtar diizenleyici
proteinlerin geri doniisiimsiiz olarak inaktive edildigi gii¢lii, hizli ve oldukga spesifik bir yoldur.
Ubikitin molekiilii; anormal bir hiicrenin malign hiicreye doniisiimiinde rol oynayan hiicre igi
sinyaller, hiicre proliferasyonu, bagisiklik yanit1 ve transkripsiyonun diizenlenmesi gibi bir¢ok
molekiiler hiicre i¢i diizenleme mekanizmasina katilir. Ubikitin, 76 aminoasitlik kiigiik bir
peptittir. Hedef substratlara E1 (ubikitin aktiflestirici enzim), E2 (ubikitin konjuge edici
enzimler) ve E3 (ubikitin ligaz) denen 3 enzimin sirasiyla etkinlesmesi ile baglanan ve onlari
proteozom adli subseliiler organele hedef gosteren bir molekiildiir. Proteinlerin katlanmasi ya
da protein komplekslerinin olusumu endoplazmik retikulumda gergeklesir. Yanlis katlanan
proteinler endoplazmik retikulum tarafindan taninir, ¢oklu ubikitinlerle isaretlenir
(poliubikitinlenme) ve 26S proteozom araciligiyla yikilir. Proteozom inhibitorlerinin eklenmesi
lizerine p27'nin hiicre i¢i miktarinin arttigt ve p27'nin intakt hiicrelerde ve hiicre lizatlarinda
ubikitin eklenmis halde bulundugu tespit edilmistir. Biiyliyen hiicrelere kiyasla hareketsiz
hiicrelerde p27'ye ubikitin eklenmesi aktivitesinde bir azalma vardir, bu hiicrelerde p27'nin

daha uzun yarilanma 6mrii hesaba katilir (Nakayama ve Nakayama, 2006).
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P27 proteini, hem timor slipresdor hem de onkojenik bir gen olarak tanimlanabilir.
Diizenlenmesi ve hiicredeki yerlesimi biyolojik gorevini etkiler. Fosforilasyonu ve/veya
sitoplazmik yerlesimi inaktive olmasina sebep olabilir. Tiimor baskilayici 6zelligi, ¢ekirdekteki
yerlesimine ve cyc E/cdk2 kompleksleriyle iliskisine baghidir. Onkojenik aktivitesi ise bu
iliskiden bagimsiz, sitoplazmik yerlesimle ve ¢ok sayida fosforilasyon bdolgesinin

diizenlenmesiyle iliskilidir (Polyak, 2006, Vervoorts ve Liischer, 2008).

2.11.1. Tiimor Siipresor Gen Olarak p27

Yapilan bir ¢calismada, p27 proteini yetersiz eksprese olan fareler %100 penetrasyona
sahip hipofiz pars intermedia tiimorleri gelistirmistir (Fero ve dig., 1996; Kiyokawa ve dig.,
1996). Hem p27 iki alleli de islevsiz homozigot hem de p27 heterozigot farelerin, y-1sinlamasi
veya kimyasal bir kanserojen ile tehdit edildiginde ¢oklu dokularda tiimoérlere yatkin oldugu
gosterilmistir (Fero, 1998). Bu nedenle p27, farelerde ¢ok dokulu bir tiimor baskilayicidir. p27
heterozigot farelerdeki tiimorlerin molekiiler analizleri, kalan vahsi tip alelin mutasyona
ugramadigini ve susturulmadigini gostermektedir. Bu nedenle, p27, tiimor baskilanmasi i¢in
haplo-yetersizdir. Ek olarak, p27 onkojenik proteinler olan adenoviral E1A ve HPV E7’nin
hedefidir. Ciinkii Adenoviral E1A (Mal ve dig., 1996) ve Human Papilloma Viral E7 (Zerfass-
Thome ve dig., 1996) onkoproteinlerinin, p27'yi cyc-cdk komplekslerinden ayirarak inaktive
ettigi bildirilmistir.

Bununla birlikte, geleneksel TSG’lerin aksine, Southern blot ve PCR-SSCP ile ¢ok
sayida insan kanseri ve insan hiicre hattinda analiz edilen p27 geni, homozigot delesyonlar veya

nokta mutasyonlar1 géstermemistir (Macri ve Loda, 1999).

2.12. P27 ve MEME TUMORU

Meme tiimérii teshisindeki en yararli klinik olgular; tiimériin boyutu, histopatolojik
derecesi veya farklilasma durumu, metastatik meme kanseri tarafindan tutulan aksiller lenf
nodlarmin sayisi, 0strojen reseptor durumu ve hastanin yagidir. Fakat meme kanseri i¢in yeni
molekiiler prognostik belirteglerin ve tedaviye potansiyel yanitin molekiiler gdstergelerinin
tanimlanmasina ihtiyag vardir. p27 protein seviyeleri ve lokalizasyonu, meme kanserinde
prognostik kullanima sahip gibi goriinmektedir ve hormonal tedavilere yaniti tahmin etmeye
yardimci olabilir. Normal insan meme epitel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde giiclii p27 immiin

boyama gozlenirken, meme kanserinde p27 protein kaybr siklikla goriiliir. Kopekler ve insanlar
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lizerinde yapilan bazi aragtirmalar primer meme kanserlerinde p27 g¢alismalart bildirmistir

(Alkarain ve dig., 2004).

Yang ve dig. (2017) 84 meme tiimorlii kopek tizerinde yapilan bir ¢alismada;
immiinohistokimya tahliline gore, kopek malign meme bezi tiimoriinde p27 proteininin
ekspresyon hizinin, iyi huylu timordekinden daha diisiik oldugunu bildirmistir. Bu, p27
ekspresyon seviyesinin, malign kopek meme bezi tiimoriiniin derecesi ile iliskili olabilecegini

gostermistir.

Kim ve dig. (2017) tarafindan 11 yasin iizerinde 79 kopek ile yapilan ¢alismada;
metastazik potansiyeli olan kdpek meme tiimorlerinde, p27°nin negatif ekspresyon gosterdigi

belirtilmistir.

Tan ve dig. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada; tiimor ¢cap1 1 cm'den kiiciik meme
kanserli 202 hastada, immiinohistokimya ile pozitif boyanan tiimor ¢ekirdeklerinin %50'sinden
daha azi1 diisiik niikleer p27 protein diizeylerinin, 6lim riskini 3,4 kat artiran prognostik bir

faktor oldugunu gozlemlemistir.

278 primer meme kanserli hasta ile yapilan bir ¢alismada ¢ok degiskenli analizde,
azalmig p27 seviyesi genel sagkalimin kotii oldugunu gostermistir. Hem diisiik p27 hem de
yiiksek cyc E proteinleri gosteren hastalarin en yiiksek 6liim oranina sahip oldugu belirtilmistir.
(Porter ve dig., 1997).

Catzavelos ve dig. (1997), 168 meme kanserli hastada, azalmis p27 seviyesinin,
hastaliksi1z sagkalimin azalmasinin giiglii bir bagimsiz 6ngoriiciisii oldugunu ve hastaligin
nitksetme riskini 2,7 kat arttirdigini tespit etmistir. Diigiik p27 seviyesi gosteren meme
timorlerinin, yiiksek cyc E/cdk2 aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Meme kanserlerinde

cyc E ve cekirdekteki p27 seviyeleri arasinda ters bir iligki gdzlenmistir.

Sonraki birkag primer meme kanseri ¢alismasi, diisiik p27 seviyeleri ile yiiksek tiimor
derecesi, negatif Ostrojen reseptér durumu ve diisiik cyc D1 ekspresyonu arasindaki

korelasyonu dogrulamistir (Alkarain ve dig., 2004).

198 meme kanseri hastasi {izerinde yapilan bir baska calisma, p27'nin doku
ekspresyonunun 5 yillik meme kanserine 0zgli sagkalimi tahmin etmede 6nemli olacagi

sonucuna varmistir (Leivonen ve dig., 2001).

Lenf nodu metastaz1 varligit meme kanseri i¢in en dnemli prognostik degiskenlerden

biridir. Daha 1y1 genel prognozlarina ragmen, lenf nodu negatif meme kanserleri %30'a varan
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niiks ve 6liim orani gostermistir. Wu ve dig. (1999) 97 adet lenf nodu metastazi olmayan meme
kanserli hasta iizerinde yaptiklar1 calismada; azalan p27 seviyesini hastaliksiz ve genel
sagkalim i¢in sirasiyla 5.7 (p = 0.001) ve 3.7 (p = 0.049) goreceli riski olan bagimsiz bir
prognostik faktor olarak tespit etmistir. Lenf nodu negatif meme kanseri olan 118 kadinda,

azalmis p27seviyesi, 10 kat artmis hastalik niiksii riski ile iliskilendirilmistir(Chappuis, 2000).

Yapilan tez calismasi TSG gorevine sahip p27 proteinini kodlayan képek CDKN1B
genindeki polimorfizmlerin kopeklerde meme tiimoriine yatkinlik ile iliskili bir aday gen
olabilecegi hipotezine dayandirilmistir. Calismada; tiimorlii kopeklerden alinan kanlardan izole
edilen DNA o6rneklerinde varyasyonlar taranarak tiimorle iliskili olabilecek varyantlarin tespit
edilmesi amaglanmugtir. Elde edilen veriler 1s18inda, kopek ve insan meme tiimorii vakalarinda
p27 proteininde benzer Ozellikte polimorfizmlerin bulunup bulunmadiginin ve bu olasi
polimorfizmlerin tiirler arasinda benzerlik gosterip gostermediginin arastirilmasi, bulunan
sonuglar dogrultusunda KMT vakalarinin insan meme tiimorii vakalarina model olarak sunulup

sunulamayacagi tartisilmasi hedeflenmistir.
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3. YONTEM

3.1. HAYVAN MATERYALI ve DNA ORNEKLERI

Calismada yer alan vaka ve kontrol gruplar1 Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi-
Cerrahpasa Dogum ve Jinekoloji Klinigi'ne gelen kopeklerden olugsmaktadir. Meme tiimorii
stiphesi ile gelen 39 adet disi kopekten sitolojik ve histopatolojik incelemeler sonucunda 27
tanesine malign meme tiimorii tanisi konmustur. Sonug olarak bu ¢alismada 27 adet malign
meme timori tanist konulmus disi kopek ve 10 adet normal meme dokusu olan képekten kan
alimarak DNA izolasyonu yapilmistir. Meme tiimorii siiphesiyle klinige gelen hayvanlardan
operasyona girmeden once Vena cephalica antebrachii’den uygun vacutainer yardimi ile
EDTA’l1 tipe Sml kan alinmustir. Kan ornekleri DNA izolasyonuna kadar -80 °C’de
saklanmistir. Calisma; 02/03/2018 tarih ve 2018/08 sayili istanbul Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu karari ile onaylanmigtir. Toplam 27 adet malign meme timorli
kopege (irk, yas, timoriin bulundugu meme lobu ve timor sinifi) ve 10 adet kontrol grubuna
ait veriler kayzit altina alinmistir; bu veriler Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de verilmistir. DNA 6rnekleri

calismanin laboratuvar asamasina kadar -20°C'de saklanmustir.

Tablo 3.1: Kontrol grubuna dahil edilmis disi kopeklerin kontrol numarasi, protokol numarasi,
irk, yas, Kilo bilgileri.

Kontrol no. Protokol no. Irk Yas Kilo OHE
Kontrol 1 1 Melez 12 yas 22 kg -
Kontrol 2 2 Melez 10 yas 18 kg -
Kontrol 3 3 Collie 11 yas 18 kg -
Kontrol 4 4 Melez 13 yas 32 kg -
Kontrol 5 5 Kangal 10 yas 28 kg -
Kontrol 6 6 Akbag 10 yas 35kg -
Kontrol 7 7 Kangal 14 yag 38 kg -
Kontrol 8 8 Alman Coban 10 yas 23 kg -
Kontrol 9 9 Alman Coban 9 yas 23 kg -

Kontrol 10 10 Melez 11 yas 17 kg -
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Tablo 3.2: Vaka grubuna dahil edilmis kdpeklerin vaka numarasi, protokol numarasi, irk, yas, kilo, dogum sayisi (DS), tiimor lokalizasyonu(TL),
ovariohisterektomi durumu (OHE) ve tiimor simifi bilgileri.

Vaka no. Protokol no. Irk Yas Kilo Dogum sayisi OHE Tiimor lokalizasyonu Tiimér simifi
Sol kranioabdominal Adenokarsinom
1 1 Terrier 15yas 10kg 1 Sol kaudoabdominal Adenokarsinom
Sol inguinal Miks karsinom
Sol toraka kraniyal Tubuler adenokarsinom
2 3 Yorkshire Terrier I1yas 5kg - Sol-sag kraniyoabdominal Kompleks karsinom
Sol inguinal Kompleks karsinom
3 6 American Cocker Spaniel 13yas 18kg - Sag kaudotorakal Kot diferensiye sarkom
Sol kraniotorasik Tubuler karsinom
4 7 Alman Coban Kopegi 10yas 30Kg 6 Sol inguinal Yasst hiicreli karsinom
Sag kaudotorasik Karsinoma- miks tip
Sol kranioabdominal Anaplastik karsinom
5 9 Alman Coban K&pegi Tyas 27kg - .
Sag kaudotorasik Tubuler karsinom
Sol kranioabdominal Tubulopapiller karsinom
6 10 Melez 13yas 12kg - Sag kranioabdominal Kompleks karsinom
Sol kaudoabdominal Tubulopapiller karsinom
7 11 American Cocker Spaniel 8yas 15kg - Sag kranioabdominal Adenokarsinom
8 12 Terrier 8yas 10kg - Tiim loblar Tubuler karsinom
9 13 Pekinez 5,5yas 6 kg - Sol kaudoabdominal Kompleks karsinom
10 14 Alman kurdu 9yas 25kg - Sag kaudoabdominal Kompleks adenokarsinom
1 17 Melez 13yas 16kg ) Sol kaudoabdominal Kompleks adenokarsinom

Sag inguinal

Kompleks adenokarsinom
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Tablo 3.2°nin devami: Vaka grubuna dahil edilmis kopeklerin vaka numarasi, protokol numarasi, irk, yas, kilo, dogum sayisi (DS), tiimor
lokalizasyonu(TL), ovariohisterektomi durumu (OHE) ve tiimor simifi bilgileri.

Xska Protokol no.  Irk Yas Kilo Dogum sayis1 OHE Tiimor lokalizasyonu Timor sinifi
Sol kaudoabdominal Kompleks karsinom
12 18 Pinscher 16 6,3kg - Sol kranioabdominal Kompleks karsinom
Sag inguinal Basit adenokarsinom
Sag kraniotorakal Karsinosarkom
13 19 Terrier 13 yas 7 kg - Sag kranioabdominal Adenokarsinom,kompleks karsinom
Sag kaudoabdominal Adenokarsinom,kompleks karsinom
14 22 Kangal 5 yas 50 kg 4 Sag inguinal Karsinom
15 23 American Cocker Spaniel 11 yas 16 kg 1 Sol kaudoabdominal Malign miks tiimér, kompleks karsinom
16 24 Golden Retriever 10 yas 16 kg - Tiim loblar Papiller karsinom
17 25 Terrier 9 yas 11 kg - Sol inguinal Basit adenokarsinom
Sag kaudoabdominal Osteokondrosarkom
Sag inguinal Osteokondrosarkom
18 26 French Bulldog 8 yas 15 kg - Sol kaudal torasik Osteokondrosarkom
Sol kaudoabdominal Osteoblastik osteosarkom
Sol inguinal Osteoblastik osteosarkom
Sag inguinal In situ karsinom
19 27 Melez 13 yas 7 kg -
Sol inguinal Tubulopapiller karsinom
Sol-sag kraniotorakal Tubular karsinom
Sol-sag kaudotorakal Tubular karsinom
Sol-sag kranioabdominal Tubular karsinom
20 28 Poodle 13 yas 5kg - Sol-sag kaudoabdominal Tubular karsinom

Sag inguinal

Sol inguinal

Tubular karsinom

Kompleks karsinom




Tablo 3.2°nin devami: Vaka grubuna dahil edilmis kopeklerin vaka numarasi, protokol numarasi, irk, yas, kilo, dogum sayisi (DS), tiimor
lokalizasyonu(TL), ovariohisterektomi durumu (OHE) ve tiimor sinifi bilgileri.

Vaka

no. Protokol no. Irk Yas Kilo Dogum sayis1 OHE Tiimor lokalizasyonu Timor sinifi

21 29 American Cocker Spaniel 13 yas 13 kg - - Sol inguinal ] Kon-wpleks karsifloma
Sag kaudoabdominal Basit adenokarsinoma

) Sag inguinal Tubular karsinom

22 30 English Setter 7 yas 22 kg 1 - .
Sol-sag kaudoabdominal Tubular karsinom

23 31 Golden Retriever 11 yas 30 kg - - Sol kaudoabdominal Tubulopapiller karsinom
Sag-sol inguinal Tubulopapiller karsinom

24 32 English Setter 10 yas 25 kg 1 - Sag torakal Tubulopapiller karsinom
Sol kranioabdominal Tubulopapiller karsinom

25 35 Rottweiler 8 yas 40 kg - - Sag torakakaudal Karsinosarkom
Sag torakal Kompleks karsinom
Sag kranioabdominal Tubuler karsinom
Sag kaudoabdominal Tubuler karsinom

26 37 Terrier 10 yas 9 kg - - Sag inguinal Kompleks karsinom
Sol kranioabdominal Karsinosarkom,malign miks timor
Sol kaudoabdominal Kondrosarkom
Sol inguinal Kompleks karsinom
Sag-sol kranioabdominal Karsinosarkom

27 38 Alman Coban 9 yas 336kg - - Sol kaudotorakal Karsinosarkom

Sol inguinal

Karsinosarkom
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3.2. HASTA ve KONTROL GRUBU OLGULARININ SECILMESI

Meme tiimorii tanisi; anamnez bilgileri, fiziksel muayene, sitoloji ve histopatoloji

sonuglar1 dogrultusunda konulmustur. Klinige meme loblarinda kitle sikayeti ile gelen

hastalardan biyopsi O6rnegi alarak histopatolojik inceleme sonucu ortaya ¢ikan malign meme

tiimorlii hastalar kullanilmgtir.

3.3. LABORATUVAR YONTEMLERI

3.3.1. DNA izolasyonu

Alinan tam kan orneklerinden Roche High Pure PCR Template Preparation Kit ile

genomik DNA izolasyonu yapilmistir. izolasyon asamalari su sekilde uygulanmistir:

izolasyona baslamadan dnce; elution tamponu her drnek igin 200 ul olacak sekilde bir
ependorfa alinmis ve 70 °C’ye kadar 1sitilip kullanima hazir hale getirilmistir.
Niikleaz-free 1,5 ml ependorf tiipiine 200 pl kan, 200 pl binding tamponu (6M guanidin
HCL, 10 mM dire, 10 mM Tris HCI, % 20 Triton X-100 (V/V), 40 pl proteinaz K
eklenmis, karistirilmis ve 70 °C de 10 dakika (dk) inkiibe edilmistir.

Tim Orneklere 100°er pl isopropanol eklenmis ve vorteks yardimi ile 1yice
karigtirilmagtir.

Toplama tiiplerine filtreli tiipler yerlestirilmis ve 6rnekler filtreli tiiplin iist kismina
(tampon haznesine) aktarilmistir. Tiip 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra toplama tiipiinden filtreli tiip ¢ikarilmis, toplama tiipii ve s1v1 kisim
atilmistir. Filtreli tiip yeni bir toplama tiipline yerlestirilmistir. Filtreli tiipe 500 pl
removal tampon (5M guanidine-HCI, 20mM Tris-HCI, pH:6.6, 25 °C, 20 ml etanol
ilave edildikten sonra kullanildi) eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra, toplama tiipiinden filtreli tiip ¢ikarilmistir. Toplama tiipii ve
sivt kisim atilmigtir. Filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. Filtreli tiipe
500 pl yikama soliisyonu (20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH:7,5 ve 80 ml etanol ilave
edildikten sonra kullanildi) eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Santifiij tamamlandiktan sonra toplama tiiplinden filtreli tiip ¢ikarilmistir. Toplama tiipii
ve sivi kisim atilmistir. Filtreli tiip yeni bir toplama tlipiine yerlestirilmistir. Tekrar

filtreli tiipe 500 pl yikama soliisyonu eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.



41

e Santrifiijden ¢ikarilan toplama tiipiiniin i¢indeki sivi kisim dokiilmiis ve filtreli tiip ayn1
toplama tiipiine tekrar yerlestirilmistir. 14000 rpm’de 10 saniye santrifiij edilmistir.
Islem bittikten sonra toplama tiipii atilmustur.

e DNA’y1 elde etmek icin filtreli tiipler 1,5 ml ependorflara yerlestirilmis, lizerine
onceden 1sitilan elution tampondan 200 pl eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmistir.

e Tiip i¢cinde kullanima hazir DNA soliisyonu elde edilmis, elde edilen DNA ornekleri -
20 °C’de saklanmustir.

3.3.2. Sitolojik yontem

Patoloji laboratuvarina giden tlimor siipheli meme dokularina merkez, diisey ve yatay
eksenler boyunca Kesitler uygulanmgtir. Ornekleri hazirlamak igin kazima teknigi
kullanilmistir. Dokunun kesit yiizeyi 90° ac1 yapacak sekilde bistiiri ile birka¢ kez kazinmistir.
Bistiirinin {izerindeki kalint1 temiz lam tizerine yayilmistir. Lamlar %96’lik etanolde 1 saat

bekletilmis ve Papanicolaou boya (PAP) prosediirii uygulanmistir.

3.3.3. Histopatolojik Yontem

Sitolojik preparasyon hazirlandiktan sonra dokular %10’luk formalin ile tespit
edilmistir. Rutin laboratuvar islemlerinden (alkol-ksilol) gecirilen, parafin bloklara gomiilii
doku 6rneklerinden kalinligi 4-5um olacak sekilde kesitler alinmistir. Kesitler Hematoksilen &

Eozin (H&E) ile boyanmistir. Isik mikroskobunda incelenmistir.

3.3.4. Mikroskobik degerlendirme yontemi

Preparatlarda 21 sitolojik malignite kriteri belirlenmistir. Bu kriterleri puanlamak i¢in
40X’1ik ve 100X’1ik objektiflerde 10’ar mikroskop alani degerlendirilmistir. Her bir kriter igin
(0) — (+3) arasinda puan verilmistir. Degerlendirme sonucunda puanlar toplanmig ve 10

kriterden en az 5 tanesi “+2” {izeri puan aldiginda malign olarak belirlenmistir.

3.4. KULLANILAN CIHAZLAR

L.U.C. Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal1 biinyesindeki bulunan asagidaki

cihazlar proje ¢ercevesinde kullanilmistir:



Ad1

Gii¢ kaynagi

Thermal cycler

UV goriintiileme tablasi
Yatay mini jel elektroforez
Vorteks karigtirict

No-frost buzdolab1

Mini santrifiij
Laminar Flow kabini

-20°C buzdolab1
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Alm Yih Kullanim Amaci

2004 Agaroz jel elektroforez

2004 Polimeraz zincir reaksiyonu

2004 PZR iirtinlerinin goriintiilenmesi

2010 Agaroz jel elektroforez

2011 PZR karigiminin hazirlanmasi

2003 PZR’de kullanilacak kimyasallarin
saklanmasi

2005 PZR karigiminin hazirlanmasi

2007 PZR karisiminin hazirlanmasi

2003 DNA o6rneklerinin saklanmasi

3.5. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

(Calismada kullanilan kimyasal maddeler asagida sunulmustur:

Agaroz

Isopropanol

TEB tampon ¢ozeltisi
Etidyum Bromiir
Yiikleme tamponu (6X)
dNTP seti (4x25 pl)
Taqg DNA polimeraz

Primerler

(Biomax/IB70073)

(Riedel-de Haen/67-63-0)
(Chembio/B6680.1000)

(Thermo Scientific/17898)

(Thermo Scientific/R0611)

(Bioline/B10-39025)

(Tampon ve MgCl,) (Thermo Scientific/EP0401)

(Macrogen Inc.)

3.6. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PZR)

Kopek p27 geni 5287 baz ciftinden (Erisim numarasi: NC_051831.1) olugmaktadir.

Tim gen dizileme islemi i¢in p27 geninin sekiz bolge halinde PZR ile ¢ogaltilmasi

hedeflenmistir. PZR isleminde kullanilan maddelerin hazirlanis1 asagida agiklanmistir.
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3.6.1. Primer Tasarim

p27 geninin niikleotid dizisi European Molecular Biology Laboratory (EMBL)
veritabanina bagh calisan https://www.ensembl.org/index.html sitesinden alinmistir. Primer
tasarlanirken PZR primerlerinin tim gen dizisini ¢ogaltmasi amaglanip, genin tamaminin 8
parcada dizilenmesi planlanmigtir. Tasarimi yapilan ve optimizasyon agamasinda kullanilan

PZR primerleri ve Tm (°C)’leri Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3: p27 geninin dizilenmesinde kullamlan primerler.

Primer No.  Primer Dizisi Tm (°C)
P27_1F 5’ TGTTTTCCGAGAGAGGGAGA 3’ 57
P27_1R 5> GAAAAGCAAGCTGCGGTTAG 3° 57
P27 _2F 5> TTAAAGGCCACCGGGAATGA 3’ 57
P27_2R 5> TTGGGTATCTCGGGGTGTGA 3’ 59
P27_3F 5> TCCATTGCTCAGGTATTTCACAAC 3’ 59
P27_3R 5> ACTGCTTCTCTCCATGCAAGT 3’ 58
P27_4F 5> GAGGGTGGGGCTGAGGA 3 60
P27_4R 5> GTGTCTACATAGCCCAAAGTCCA 3° 61
P27_5F 5> ATTCTGGGCAAAATTCTGGGGTA 3’ 59
P27_5R 5> GCAACCTTTTAAGCATAGCCATAT 3’ 58
P27_6F 5> AGACCATATACAAGCCAAAGTGG 3° 59
P27_6R 5> CCTGCAAATGTGTGATCAGCC 3’ 60
P27_T7F 5> GACGTGTAAAGTGGAAAAGCCAC 3’ 61
P27_7R 5> TCAGGTATTTGACGGAAACTGCT 3’ 59
P27_8F 5> ACCCAAAAAACAATTAGTTACTTCACACT 3’ 60

5P27_8R 5’ TTCGGGGCAGTTTGCGGA 3’ 58
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3.6.2. Primer Soliisyonunun Hazirlanmasi

Liyofilize sekilde bulunan primerler 100 pl distile su ile ¢oziindiiriilmiistir. Bu
hazirlanan stok soliisyondan ise 1 ul alinip, primerin nmol degerine distile su ile tamamlanarak,
10 pmol/ml konsantrasyon degeri elde edilmistir. istenilen konsantrasyon saglandiktan sonra

¢oOzelti mikrosantrijiij yardimi ile karistirilarak kullanima hazir hale getirilmistir.

3.6.3. ANTP Soliisyonunun Hazirlanmasi

dNTP karisimini hazirlamak amaciyla her bir niikleotid trifosfat (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP) ¢ozeltisinden 10’ar ul alinip 0,5 mI’lik bir ependorfa koyulup tlizerine de 40 ul distile su
eklenmistir. Bu sekilde 100 uM konsantrasyonda dNTP ¢ozeltisi elde edilmistir. Son asama
olarak dNTP karigimi1 mikrosantrifiij ile karigtirtlip, -20°C’de saklanmustir.

3.7. PZR OPTIMIiZASYONU

4 vaka ve 4 kontrol grubu olmak iizere rastgele segilen toplam 8 ornek ile PZR
optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmustir. 8 bolgede incelenecek olan p27 geninin ¢ogaltilabilmesi
amaciyla, sirasi ile 8 adet PZR Forward ve PZR Reverse primerleri ile deneme yapilmistir.
Yapilan ¢alismadan 5. ve 8. bolgelerde amplikon ¢ogalmasi elde edilememistir. Tekrarlanan
caligmalar sonucu bu iki bolgeye ait primer tasarimlart giincellenmistir. 5. bolgede amplikon
elde edilmistir fakat 8. bolgede bir cogalma gozlenmemistir. Bu nedenle 8. bolge ¢aligmadan

cikarilmistir.

Kalan 7 bolgenin Forward ve Reverse primerleri ile yapilan PZR caligmasinda amplikon
elde edilmistir. Optimizasyon asamalar1 sonucu PZR bilesenleri ve PZR kosullar tespit

edilmistir.

3.8. PZR BILESENLERI ve SARTLARI

PZR islemlerinde kullanilan bilesenlere ait igerik bilgileri Tablo 3.4'te gésterilmistir.

Tablo 3.4: PZR bilesenleri.

Malzeme Miktar (ul)
PZR tamponu ve MgCl, 4,5
Forward Primer 1

Reverse Primer 1

dNTP karisimi 0,3

dH,0 13,2

Hot Start Tag Polimeraz 0,5
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Touch-down PCR yontemi kullanilarak su sekilde yapilmistir; 95°C’de 3 dakika
baslangi¢c denatiirasyonunun ardindan 15 siklus boyunca, 95°C’de 20 saniye denatiirasyon,
60°C’de 25 saniye baglanma (her siklusta 0,5°C diisiirerek), 72°C’de 50 saniye uzama, bu
sekilde devam eden 15 siklusun sonunda ise 19 siklus boyunca, 95°C’de 15 saniye
denatiirasyon, 52 °C’de 20 saniye baglanma, 72°C’de 40 saniye uzama ve son agamada ise

72°C’de 5 dakika son uzama reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.

3.9. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

PZR isleminin ardindan sonuglarin kontrolii igin 6rnekler %2’lik agaroz jele yliklenerek
elektroforeze yerlestirilmistir. %2'lik agaroz jelin hazirlanma asamalari1 su sekildedir; 0,6 g
agaroz tartilip 30 ml 0,5XTEB tampon ¢ozeltisi igine aktarilmustir, ¢ozelti hafif ¢alkalanip
kaynatma islemine gegilmistir. Kaynama sayesinde ¢oziindiiriilen jel siv1 haldeyken i¢ine 1,5
ul etidyum bromiir eklenmis ve taraklarin yerlestirildigi tablaya hava kabarcigi olmamasina
dikkat edilerek dokiilmiistiir. Daha sonra sogumaya birakilmigtir. Yaklasik 15-20 dakika jelin
polimerize olmasi beklenmistir. Bu siirenin ardindan 6rnek yiikleyebilmek igin taraklar jelden

ayrilmis ve kuyucuk olusumu saglanmustir.

Yiikleme asamasi i¢in gereken kosullar ise su sekildedir; 4 pl PZR {iriint 1 pl yiikleme
tamponu ile karistirilip jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Yatay jel elektroforez cihazinda 35-
40 dakika siireyle 110 Volt uygulanmistir. Bu islemin ardindan jel elektroforezden ¢ikarilip UV
151k altinda goriintiilenmistir. Basaril bir sekilde ¢ogaltilan PZR iiriinleri DNA dizileme islemi

i¢in hizmet alim1 kapsaminda bir firmaya gonderilmistir.

3.10. DNA DIiZILEME iSLEMLERI

Her bir amplikon Sanger dizileme islemine tabi tutulmustur. Dizileme asamas1 ABI-

3100 sekans cihazinda (PE Biosystems, Almanya) gerceklestirilmistir.

Sanger dizileme islemlerinde BigDyeTM dizileme kiti kullanilmistir (BigDyeTM
terminator cycle sequencing kit-ThermoFisher Scientific, USA). Bu yontem igin tek iplikli bir
kalip DNA, primer DNA, DNA’nin kendini klonlamasini1 saglayacak olan DNA polimeraz,
dNTP’ler ve zincir biiylimesini sonlandiran modifiye edilmis bazlar kullanilir. Bu bazlar

dizileme makinalarinda otomatik olarak tespit edilmek icin, radyoaktif olarak isaretlenir. DNA
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numunesi 4 ayr1 reaksiyon icin (A, T, G, C bazlari i¢in ayr1 ayr1 yapilacak olan) paylastirilir ve
bunlarda ortak olarak deoksiniikleotit bulunur. Ardindan her numuneye bir tane baz eklenir,

bazlarla deoksiniikleotitler arasinda bag kurulamadigindan DNA zinciri daha fazla uzayamaz
ve reaksiyon sona erer. Boylece elimizde farkli uzunluklar DNA zincirleri bulunur. Sanger

dizilemenin asamalar su sekildedir:

Ex-Sap Asamasi: PZR iriiniindeki, ortamda serbest kalan dNTP'ler ve primerler

enzimatik yontemlerle uzaklastirilmistir.

BigDye Asamasi: Bu asamada kimyasal olarak amplikonlara uygun tek yonlii primer
(PZR asamasinda Forward ya da Reverse-Primer) ve her baz i¢in farkli floresan boya ile isaretli
dNTP'ler kullanilmigtir. Bu agamaya uygun kimyasallar yardimi ile PZR yapilmis, amplikon
biiytikligii kadar gesitlilige sahip farkli uzunluklarda ve floresan isaretli amplikonlar meydana

gelmistir.

“CleanUp” Asamasi: Sekanslama sirasinda Kirlilik olusumunu engellemek amaciyla

primer ve floresan isaretli ANTP'ler reaksiyondan uzaklastirilmistir.

Kapiller Jel Elektroforez Asamasi: Olusan lriinlerin ayristirilabilmesi igin yiiksek
reziilasyonlu denatiire edici poliakrilamid jel elektroforezi kullanilir. Sekanslamanin
gerceklestigi bu asamada, farkli biiyiikliiklerdeki amplikonlar kapiller igindeki polimerde
elektriksel akim ile yiiriitiilerek uzunluk temelli siralanmistir. Siralanan amplikonlarin 1gimalari

lazer yardimi ile goriintiilenerek sekans dizisi ortaya ¢ikarilmastir.

3.11. DNA DiZi ANALIZi

p27 genine ait elde edilen DNA dizileri MEGAX bilgisayar programindaki (Tamura ve
dig., 2013) Clustal W programi kullanilarak hizalanmistir. Vaka ve kontrol grubuna dahil
ornekler birbirleriyle ve Gen Bankasi’ndan elde edilen Canis familiaris p27 genine ait referans

sekans (Erisim numarasi: NC_051831.1) ile karsilastirilmistir.

3.12. iISTATISTIKIi ANALIiZ

Referans sekansta daha once 5’UTR bolgesinde, lokasyonu 27:33921086 olan 1 adet
SNP’ e rastlanmistir. Calismada yer alan Orneklerde referans sekanstan farkli olarak
monomorfik olan SNP'ler ve minér allel frekansi 0,01'den kiigiik olan SNP'ler analiz disinda

birakilmigtir. Malign meme tiimoérlii 6rnekler ve kontrol grubu, p27 geninde tespit edilen
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SNP'lerin allel ve genotip frekanslar1 agisindan karsilagtirllmistir. Vakalar ve kontrol grubunda
SNP'lere ait allel frekanslari, genotip frekanslart ve Hardy-Weinberg esitligine uyum SPSS
programi kullanilarak hesaplanmistir. SNP'ler ile vakalar arasindaki iliskinin 6nemi SPSS 20.0
programindaki (IBM, 2011) Pearson ¢ift tarafl1 ¥ (Ki-kare) testi ile tespit edilmistir. Olasilik

oranlar1 (%95 giiven aralig1 ile) kosulsuz lojistik regresyon analizi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. p27 GENINDE BELiRLENEN TEK NUKLEOTID POLIMORFiZMLERI

DNA dizi analizi sonucunda kopek p27 geninde yedi adet SNP belirlenmistir. p27 geni
3’UTR bolgesinde 5 adet A/G transisyonu ve 2 adet A/C transversiyonu tanimlanmistir. Bu
calismada tespit edilen SNP’ler veritabanlarinda bulunmamaktadir. S6z konusu
polimorfizmlerin genotiplendirilmesi i¢in dizileme sonuglarina ait kromotogramlar
goriintiilenerek homozigot ve heterozigot bireyler tespit edilmistir. Belirlenen 7 adet SNP’e ait

mindr allel frekanslar1 ve genotip frekanslar1 Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de gosterilmistir.

4.2. p27 GENI 3°UTR BOLGESINDE 27:33916135 POZISYONUNDA BULUNAN A/C
POLIMORFIZMi

p27 geni 3’UTR bolgesinde 27:33916135 pozisyonunda yer alan A/C polimorfizmi

kopek veritabanina kayitl bir transversiyon degildir.

Caligmada yapilan analizler sonucunda polimorfizme ait AA ve AC olmak iizere iki

genotipe rastlanmistir.

330 320
| - | ] | | | = || - || = -
a2 1 B T » =& an 1 B T & &

a b
Sekil 4.1: p27 geni 27:33916135 pozisyonunda tanimlanan A/C polimorfizmi
a) AA homozigot b) AC heterozigot

Minor allel C allelidir. C allelinin frekansi kontrol ve vaka olmak {izere toplam tiim
orneklerde 0,11, meme tiimorlii vakalarda ise 0,13 olarak hesaplanmistir. Kontrol ve vaka
gruplart karsilastirildiginda C allelinin her iki grupta da A allelinden daha diisiik bir frekansa
sahip oldugu belirlenmistir.
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Genotip frekanslarinin gruplardaki dagilimina bakildiginda, AA genotipinin vaka ve
kontrol gruplarinda sirasiyla %77,8 ve %87,5 degerleriyle diger genotiplere oranla daha yiiksek
bir frekansa sahip oldugu tespit edilmistir. Heterozigot bireyler ¢alismada analizi yiiriitiilen

orneklerin tamami degerlendirildiginde %20 ile en diisiik orana sahiptir.

27:33916135. pozisyondaki SNP ile meme tiimdrii arasindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla kontrol ve vaka gruplarindaki allel ve genotip frekanslar1 karsilastirilmistir, ancak

A/C transversiyonu ile meme timdorii arasinda istatistiki olarak anlamli bir iliski bulunmamustir.

4.3. p27 GENI 3°UTR BOLGESINDE 27:33915991 POZISYONUNDA BULUNAN A/G
POLIMORFIZMi

p27 geni 3°’UTR bolgesinde 27:33915991 pozisyonunda yer alan A/G polimorfizmi,
kopek SNP veritabanina kayitl bir transisyon degildir.

Calismada yapilan analizler sonucunda polimorfizme ait AA ve AG olmak tizere iki

genotipe rastlanmistir.

0 1
A T LT C 6 T A T C

a b
Sekil 4.2: p27 geni 27:33915991 pozisyonunda tanimlanan A/G polimorfizmi
a) AA homozigot b) AG heterozigot

Minor allel G allelidir. G allelinin frekans1 kontrol ve vaka olmak iizere toplam tiim
orneklerde 0,11, meme tiimorlii vakalarda ise 0,11 olarak hesaplanmistir. Kontrol ve vaka
gruplar1 karsilastirildiginda G allelinin her iki grupta da A allelinden daha diisiik bir frekansa
sahip oldugu belirlenmistir.

Genotip frekanslarinin gruplardaki dagilimina bakildiginda, AA genotipinin vaka ve
kontrol gruplarinda sirastyla %77,8 ve %80 degerleriyle diger genotiplere oranla daha yiiksek
bir frekansa sahip oldugu tespit edilmistir. Heterozigot bireyler ¢alismada analizi yiiriitiilen

orneklerin tamami degerlendirildiginde %21,6 ile en diislik orana sahiptir.
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27:33915991. pozisyondaki SNP ile meme tiimorii arasindaki iliskiyi belirlemek
amactyla kontrol ve vaka gruplarindaki allel ve genotip frekanslar karsilastirilmistir, ancak

AJG transisyonu ile meme tiimorii arasinda istatistiki olarak anlamli bir iliski bulunmamustir.

4.4. p27 GENI 3°UTR BOLGESINDE 27:33915866 POZISYONUNDA BULUNAN A/G
POLIMORFIiZMi

p27 geni 3’UTR bolgesinde 27:33915866 pozisyonunda yer alan A/G polimorfizmi,
kopek SNP veritabanina kayitli bir transisyon degildir.

Calismada yapilan analizler sonucunda polimorfizme ait GG ve AG olmak {izere iki

genotipe rastlanmistir.

b
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Sekil 4.3: p27 geni 27:33915866 pozisyonunda tanimlanan A/G polimorfizmi
a) AG heterozigot b) GG homozigot

Minor allel A allelidir. A allelinin frekans1 kontrol ve vaka olmak iizere toplam tiim
orneklerde 0,44, meme tiimorlii vakalarda ise 0,44 olarak hesaplanmistir. Kontrol ve vaka
gruplar1 karsilastirildiginda A allelinin her iki grupta da G allelinden daha diisiik bir frekansa
sahip oldugu belirlenmistir.

Genotip frekanslarinin gruplardaki dagilimina bakildiginda, AG genotipinin vaka ve
kontrol gruplarinda sirastyla %88,5 ve %88,9 degerleriyle diger genotiplere oranla daha ytiksek
bir frekansa sahip oldugu tespit edilmistir. Homozigot bireyler ¢alismada analizi yiiriitiilen

orneklerin tamami1 degerlendirildiginde %11,4 ile en diisiik orana sahiptir.

Calismada, allel frekanslarinin ve iki genotipe ait frekanslarin kontrol ve vaka gruplari
arasinda karsilastirilmas: sonucunda 27:33915866. pozisyondaki A/G transisyonu ile meme

tiimorii arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir.
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4.5. p27 GENI 3°UTR BOLGESINDE 27:33915855 POZISYONUNDA BULUNAN A/G
POLIMORFIiZMi

p27 geni 3°’UTR bolgesinde 27:33915855 pozisyonunda yer alan A/G polimorfizmi,
kopek SNP veritabanina kayitli bir transisyon degildir.

Calismada yapilan analizler sonucunda polimorfizme ait GG ve AG olmak {izere iki

genotipe rastlanmistir.

a b
Sekil 4.4: p27 geni 27:33915855 pozisyonunda tanimlanan A/G polimorfizmi
a) AG heterozigot b) GG homozigot

Minor allel A allelidir. A allelinin frekansi kontrol ve vaka olmak {izere toplam tiim
orneklerde 0,46 meme tiimorlii vakalarda ise 0,46 olarak hesaplanmistir. Kontrol ve vaka
gruplar1 karsilastirildiginda A allelinin her iki grupta da G allelinden daha diisiik bir frekansa

sahip oldugu belirlenmistir.

Genotip frekanslarinin gruplardaki dagilimina bakildiginda, AG genotipinin vaka ve
kontrol gruplarinda sirastyla %92,3 ve %90 degerleriyle diger genotiplere oranla daha yiiksek
bir frekansa sahip oldugu tespit edilmistir. Homozigot bireyler ¢alismada analizi yiiriitiilen

orneklerin tamami degerlendirildiginde %8,3 ile en diisiik orana sahiptir.

Calismada, allel frekanslarinin ve iki genotipe ait frekanslarin kontrol ve vaka gruplari
arasinda karsilastirilmas: sonucunda 27:33915855. pozisyondaki A/G transisyonu ile meme

tiimorii arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir.

4.6. p27 GENI 3°UTR BOLGESINDE 27:33915802 POZISYONUNDA BULUNAN A/G
POLIMORFiZMi

p27 geni 3°’UTR bolgesinde 27:33915802 pozisyonunda yer alan A/G polimorfizmi,
kopek SNP veritabanina kayitli bir transisyon degildir.
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Calismada yapilan analizler sonucunda polimorfizme ait GG ve AG olmak {izere iki

genotipe rastlanmistir.

——

a b
Sekil 4.5: p27 geni 27:33915802 tanimlanan A/G polimorfizmi
a) GG homozigot b) AG heterozigot

Mindr allel A allelidir. A allelinin frekansi kontrol ve vaka olmak {izere toplam tiim
orneklerde 0,44, meme timorli vakalarda ise 0,44 olarak hesaplanmistir. Kontrol ve vaka
gruplar karsilagtirildiginda A allelinin her iki grupta da G allelinden daha diisiik bir frekansa

sahip oldugu belirlenmistir.

Genotip frekanslarinin gruplardaki dagilimina bakildiginda, AG genotipinin vaka ve
kontrol gruplarinda sirasiyla %88,5 ve %88,9 degerleriyle diger genotiplere oranla daha yiiksek
bir frekansa sahip oldugu tespit edilmistir. Homozigot bireyler ¢alismada analizi yiiriitiilen

orneklerin tamami degerlendirildiginde %11,4 ile en diislik orana sahiptir.

Calismada allel frekanslarinin ve iki genotipe ait frekanslarin kontrol ve vaka gruplari
arasinda karsilagtirilmasi sonucunda 27:33915802. pozisyondaki A/G transisyonu ile meme

tiimdrii arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir.
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4.7. p27 GENI 3°UTR BOLGESINDE 27:33915723 POZISYONUNDA BULUNAN A/G
POLIMORFIiZMi

p27 geni 3°’UTR bolgesinde 27:33915723 pozisyonunda yer alan A/G polimorfizmi,
kopek SNP veritabanina kayitli bir transisyon degildir.

Calismada yapilan analizler sonucunda polimorfizme ait GG ve AG olmak {izere iki

genotipe rastlanmistir.

a b
Sekil 4.6: p27 geni 27:33915723 pozisyonunda tanimlanan A/G polimorfizmi
a) AG heterozigot b) GG homozigot

Minor allel A allelidir. A allelinin frekansi kontrol ve vaka olmak {izere toplam tiim
orneklerde 0,43, meme tiimorlii vakalarda ise 0,42 olarak hesaplanmistir. Kontrol ve vaka
gruplar karsilastirildiginda A allelinin her iki grupta da G allelinden daha diisiik bir frekansa

sahip oldugu belirlenmistir.

Genotip frekanslarinin gruplardaki dagilimina bakildiginda AG genotipinin vaka ve
kontrol gruplarinda sirasiyla %84,6 ve %88,9 degerleriyle diger genotiplere oranla daha yiiksek
bir frekansa sahip oldugu tespit edilmistir. Homozigot bireyler ¢alismada analizi yiiriitiilen

orneklerin tamami degerlendirildiginde %14,3 ile en diislik orana sahiptir.

Calismada, allel frekanslariin ve iki genotipe ait frekanslarin kontrol ve vaka gruplari
arasinda karsilastirilmasi sonucunda 27:33915723. pozisyondaki A/G transisyonu ile meme

tiimorii arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir.
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4.8. p27 GENI 3°UTR BOLGESINDE 27:33915693 POZISYONUNDA BULUNAN A/C
POLIMORFIiZMi

p27 geni 3’UTR bolgesinde 27:33915693 pozisyonunda yer alan A/C polimorfizmi,

kopek SNP veritabanina kayitl bir transversiyon degildir.

Calismaya dahil edilen 6rneklerde, DNA dizileme yontemiyle CC homozigot, AC

heterozigot ve AA homozigot olmak lizere ii¢ adet genotip belirlenmistir.

| 3.l Jal 350

H B = = = - = = - - - - = =m = - = B - - = = -
Cc € T & 2 B A C I € 2 2 o C T C T € . A A CT
a b c

Sekil 4.7: p27 geni 27:33915693 pozisyonunda tanimlanan A/C polimorfizmi
a) AA homozigot b) AC heterozigot c¢) CC homozigot

Mindr allel A allelidir. A allelinin frekansi kontrol ve vaka olmak fiizere toplam tiim
orneklerde 0,43 meme tiimorlii vakalarda ise 0,42 olarak hesaplanmistir. Kontrol ve vaka
gruplart karsilagtirildiginda A allelinin her iki grupta da G allelinden daha diisiik bir frekansa

sahip oldugu belirlenmistir.

Genotip frekanslari agisindan degerlendirildiginde; AC ve CC genotip frekanslart 0,38
ile vaka grubunda en yiiksek degere sahipken, AC genotip frekansi kontrol grubunda
digerlerinden daha yiiksek (0,44) bulunmustur. Vaka ve kontrol gruplarinin toplaminda ise

homozigot bireyler daha az sayidadir.

Calismada, allel frekanslarinin ve {i¢ genotipe ait frekanslarin kontrol ve vaka gruplari
arasinda karsilastirilmasi sonucunda 27:33915693. pozisyondaki A/C polimorfizmi ile meme

tiimorii arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir.
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Tablo 4.1: p27 genindeki polimorfizmlerin kopeklerde meme tiimorii ile iliskisi

Minor allel frekansi

Olasilik oranlar:

SNP Genom pozisyonu Alleller Minér allel (95% giiven x2
arahg)
Tiim 6rnekler Vakalar
. 0,448
Yeni SNP 27:33916135 AIC C 0,11 0,13 0,549 Ns
(0,51-3,938)
. 0,889
Yeni SNP 27:33915991 AIG G 0,11 0,11 0,019 Ns
(0,164-4,815)
. 0,991
Yeni SNP 27:33915866 AIG A 0,44 0,44 0,000 Ns
(0,337-2,916)
. 1,048
Yeni SNP 27:33915855 AIG A 0,46 0,46 0,008 Ns
(0,372-2,952)
. 0,991
Yeni SNP 27:33915802 AIG A 0,44 0,44 0,000 Ns
(0,337-2,916)
. 0,917
Yeni SNP 27:33915723 AIG A 0,43 0,42 0,025 Ns
(0,311-2,700)
. 0,917
Yeni SNP 27:33915693 A/C A 0,43 0,42 0,025 Ns

(0,311-2,700)

Ns: 6nemsiz, *p<0,05



56

Tablo 4.2: CDKN1B genindeki polimorfizmlerin kopeklerde meme tiimorii ile iliskisi.

Genotip Frekansi (%)

Genom
. 27:33916135 27:33915991 27:33915866 27:33915855 27:33915802 27:33915723 27:33915693
pozisyonu

Grup |AA|[AC| 42 |AA|[AG| 4> |GG |AG| > |[GG|AG| 4> |GG |AG| > | GG | AG | 2 | AA|AC | CC | ¢

Vaka 77,8222 77,8222 11,5 88,5 7,7 1923 11,5 | 88,5 15,4 | 84,6 23,1385 385

0,546 0,21 0,001 0,05 0,001 0,1 0,109

Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns
Kontrol | 87,5 12,5 80 20 11,1 | 88,9 10 | 90 11,1 | 88,9 11,1 | 88,9 22,2 | 44,4 | 33,3

Ns: 6nemsiz, *p<0,05
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5. TARTISMA

Insanlarda meme kanserleri kadinlarda en yaygin rastlanan kanser tiplerinden ve ¢ogu
zaman Oliimle sonuglanan onemli hastaliklardan biridir (Kumar ve dig., 2013). Kanser,
giinlimiizde artik insanlarda oldugu kadar hayvanlarda da 6nemli bir saglik problemi haline
gelmistir. Disi kopekler, evcil hayvanlar iginde meme tiimdrii insidensi en yiiksek hayvan
tiridir. Erkek kopeklerde ise yaklasik %1 oraninda goriilmektedir (Saba ve dig., 2007).
Hayvanlarda meme tiimorleri; goriilen tim tiimorler icerisinde %25-42 oraninda tespit
edilmistir (Doré ve dig., 2003; Hellmén, 2005). Disi kopeklerde meme kanserleri ise malign
tiimdrler i¢inde en yaygin rastlananlaridir ve yillik insidens orani yaklasik 198/100000°dir
(Misdorp, 2002; Hellmén, 2005). Kopeklerde meme tiimdrlerinin goriillme yast ortalama 10-
11°dir ve vakalarin yaklasik %50’si malign seyreder. Hastaligin siklikla Poodle, English
Spaniel, English Setter, English Cocker, Dachshund, Fox Terrier, Boston Terrier, Cocker
Spaniel, Pointer irklarinda ve 6zellikle 6-7 yasindan sonra goriildiigii bildirilmistir (Argyle ve
dig., 2008, Zatloukal ve dig., 2005).

Tek Saglik yaklasiminin bilesenlerinden biri olan karsilastirmali onkoloji agisindan
insan ve kopeklerde goriilen meme tiimorleri onemli bir aragtirma alani sunmaktadir (Davis
ve Ostrander, 2014). Képek meme tiimorleri ile insan meme kanseri arasindaki klinik ve
molekiiler benzerlikler son yillarda tanimlanmistir. Tim kopek genomunun (%99
tamamlanmis, ~2.5 milyar baz ¢ifti) dizilenmesi ve ortolog genler agisindan insan genomu ile
yakin benzerliginin agik kaniti ile birlikte kopek, insanlardaki kanser arastirmalari i¢in uygun
bir alternatif model olarak ortaya ¢ikmistir(Lindblad ve dig.,2005). Klinik olarak ise; spontan
tiimorler, hormonal etiyoloji, baslangi¢c yasi, hastaligin seyri, timor boyutu, lenf nodu
invazivligi ve klinik evre gibi ¢ok giiclii benzerlikler s6z konusudur. Képek meme tiimorii
modelleri ile yapilan g¢aligmalar 6zellikle hiicre dongiislinii diizenleyen genlerin, timor
baskilayict genlerin, onkogenlerin ve kodlayici olmayan RNA veya mikroRNA’larin
ifadelenme diizeylerindeki degisikliklerin insanlardaki ifadelenme diizeyleriyle korelasyona
sahip oldugunu gostermistir (Kabir ve dig.,2015). Tiim bu benzerlik ve uyum igerisinde

kopekler, insanlardaki meme tiimorii arastirmalar i¢in uygun bir modeldir.
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Bu ¢aligma, kdpeklerde CDKN1B genindeki SNP’lerin belirlenerek meme kanseri ile
iligkilerinin tespitini amaglayan literatiirdeki ilk caligmadir. Meme kanseri olgularinda,
CDKN1B geni iiriinii olan p27°’nin ekspresyonunun onemli seviyede diisiisii nedeniyle;
CDKN1B genindeki germ hatti varyantlarinin ve meme tiimoriine duyarlilik acisindan
incelenmesi 6nemli bulunmustur. Képek CDKN1B geni dizi analizleri sonucunda kodlama
yapmayan 3’UTR bolgesinde yedi adet SNP tespit edilmistir. Tespit edilen SNP’lerin

kopeklerde meme tlimori ile istatistiki olarak anlamli derecede iligkili olmadigi belirlenmistir.

5.1. KOPEKLERDE KALITSAL MEME KANSERINDE ETKIiLi GERM HATTI
MUTASYONLARI

Hem insanlarda hem de kopeklerde tiimor hiicrelerinde ortaya c¢ikan somatik
mutasyonlar (edinilmis mutasyonlar) uzun yillardir yogun sekilde arastirilmaktadir. Somatik
mutasyonlarin  birikiminden Once kanser gelisimine yol acan kalitsal (germ hatti)
varyantlarmin belirlenmesi ¢ok 6nemli olmakla birlikte kdpek meme tiimorlerindeki genetik

risk faktorlerini inceleyen ¢aligmalar sinirli sayidadir (Goebel ve Merner, 2017).

Kalitsal meme kanseri agisindan riski arttiran genetik varyantlar, diger bir ifadeyle
germ hatti mutasyonlari, otozomal dominant bir kalitim mekanizmasina sahiptir. Bu
varyantlar meme kanserine yol agma riskine gore yiiksek, orta ve diisiik etkili olarak
siiflandirilmaktadir. S6z konusu varyantlara sahip genler meme kanserine duyarlilik genleri

olarak tanimlanmaktadir (Chandler ve dig., 2016).

Kopeklerde meme kanseri ile iligkilendirilen ilk kalitsal varyant pS3 tiimor siipresor
geninde tespit edilmistir (Veldhoen ve dig., 1999). Ardindan BRCAL1 ve BRCA2 genleri
lizerinde yapilan ¢alismalarda meme kanseriyle iligkili polimorfizmler belirlenmistir
(Enginler ve dig., 2014; Borge ve dig., 2011; Hsu ve dig., 2010; Rowell ve dig., 2011;
Yoshikawa ve dig., 2005). Yiiksek ve diisiik riskli olarak tanimlanan farkli kopek irklarinin
karsilastirildig: bir ¢alismada ise 11 adet aday gen ( BRCAL, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK?2,
EGFR, ESR1, HER2, PTEN, STK11, TP53) dizilenmistir (Borge ve dig., 2011). Vaka-kontrol
caligmasi olmayan bu arastirmada BRCA2, EGFR ve HER2 genlerinde risk faktorii olabilecegi
tahmin edilen polimorfizmler tespit edilmistir. English Springer Spaniel (ESS)’de yapilan bir
vaka-kontrol karsilastirmasinda ise ESR1 geninde kopeklerde meme tiimériyle iligkili
SNP’ler belirlenmistir (Borge ve dig., 2013). Kopek meme tiimorlerinde genetik risk
faktorlerini ortaya koymay1 amaclayan ilk genom boyu iliskilendirme ¢alismasinda (GWAS)
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11. ve 27. kromozomlarda bulunan bazi SNP’lerin istatistiki olarak belirgin sekilde meme
tliimdri icin risk tasima potansiyeli oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada hiicre siklusunun
diizenlenmesinden sorumlu bir siklin bagimli kinazi1 kodlayan CDK5RAP2 geni 6ne ¢ikmistir

(Melin ve dig., 2016).

Yiiksek riskli duyarlilik genlerinin bir kismi1 hem insanlarda hem de kdpeklerde
bildirilmistir. Ilk kez karsilastirmali olarak calisilan meme kanseri duyarlilik genlerinden
BRCAZ1; insan ve kopek arasinda %84 niikleotid benzerligine ve %73,8 aminoasit benzerligine

sahiptir (Szabo ve dig., 1996).

5.2. RISK FAKTORU OLARAK HUCRE SiKLUSUNDA GOREVLIi CDKN1B GENIi

Meme kanserinin genetik patogenezinin arastirilmasinda hiicre siklusu diizenleyicileri
olan cdk ve cdki’leri kodlayan genlerin incelenmesi aydinlatici olacaktir. Hiicre siklusunda
rol oynayan p21, p27 ve p53 proteinleri ve onlari kodlayan genler kanser arastirmalarinda 6ne
¢ikmaktadir. Bu ¢alismada incelenen, CDKN1B geni Cip/Kip ailesinin bir iiyesi p27’yi
kodlamaktadir. p27 proteini cdk'leri diizenleyerek hiicre dongiisii ilerlemesini durdurabilen
evrensel bir cdki’dir. Daha 6nce bu gen iizerinde kdpeklerde 5S’UTR bolgesinde 1 adet SNP
(rs850568697) tespit edilmistir. Insanlarda yapilan ¢alismalar farkli kanser tiirleriyle iliskili
olduguna isaret etmektedir ancak farkli bulgular da mevcuttur ( Dreijerink ve dig., 2006;
Ferrando ve dig., 1996; Kawata ve dig., 1995; Schondorf ve dig., 2004; Landa ve dig., 2010).

CDKN1B geni tarafindan kodlanan p27 proteini cdk komplekselerine baglanarak hiicre
siklusunun ilerlemesini inhibe eden bir proteindir (Polyak ve dig., 1994). Bir hiicrenin
boliinmesiyle sonuglananacak olan hiicre siklusuna girip girmeyecegine dair uyarinin
olusturulmasindan sorumludur (Belleti ve dig., 2005). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, p27
proteinin hiicre iizerindeki etkilerinin ¢ok farkli protein etkilesimlerinin sonucunda ortaya
ciktigini gostermektedir. Proteinin N- ve C-terminal bolgeleri, hiicre siklusu inhibitor bolgesi,
niikleer eksportasyon sinyal bdlgesi ve niikleer yerlesim sinyali bolgesi bulunmaktadir. Bu
bolgelere baglanan diizenleyici proteinler, proteinin fonksiyonlarini etkilemekte ve hiicre
icindeki konumunu belirlemektedir (Sharma ve Pledger, 2016). p27 proteinin farkli
etkilesimleri ve hiicre i¢i konumunun tiimdr gelisimi {izerinde farkli yonde etkileri olmasi
nedeniyle CDKN1B geninin onkogen veya TSG olarak rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Larrea
ve dig., 2009).
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Insanlarda yapilan farkli ¢aligmalarda CDKN1B genindeki kalitsal kanser
hastaliklarinda rol oynayan germ hatt1 mutasyonlar1 ve sporadik kanserlerde tiimdr hiicrelerinde
ortaya c¢ikan somatik mutasyonlar incelenmistir. Kopeklerde her iki alanda da calisma
yapilmamistir. Calismamizda meme kanserine yatkinlik {izerine etkili olabilecek germ hatti
mutasyonlar1 incelenmistir. Kdpek CDKN1B geninin kodlayici bolgesinde vaka ve kontrol
gruplaria dahil kopeklerde herhangi bir polimorfizme rastlanmamistir. Genin kodlayict
bolgesinin, en azindan bizim g¢alismamizdaki bireyler g6z oOniine alindiginda monomorfik
oldugu goriilmektedir. Bu durum, p27°nin timor gelisimi {izerine etkisinde translasyon sonrasi
modifikasyonlarin da sorumlu olabilecegi yaklagimiyla tutarlidir. Fosfosrilasyon, ubikitinasyon
ve sumoylasyon gibi modifikasyonlarin p27°nin etkisini ve diger proteinlerle etkilesimini
degistirebilecegi dislinlilmektedir ancak konuyla ilgili daha fazla arastirmaya ihityac
duyulmaktadir (Cusan ve dig., 2018). Bunun yani sira p27°nin etkinligi bagka genler tarafindan
da yonlendirilmektedir. Dolayisiyla tek faktor CDKN1B genindeki varyasyonlar degildir.
Ornegin; MEN1 geni CDKN1B transkripsiyonun diizenlemektedir (Dreijerink ve dig., 2006).

p27Kipl proteininin ekspresyon kaybi veya asagi regiilasyonunun, g¢esitli insan
malignitelerinde bagimsiz bir prognostik faktor oldugu gosterilmistir (Bian ve dig., 2015; Sion-
Vardy ve dig., 2010). Bizim ¢alismamizda; 5274. pozisyondaki A/C polimorfizminde minor
alel C olarak belirlenmistir, vaka ve kontrol grubunda en yiiksek frekans AA genotipine ait
oldugu tespit edilmistir. Heterozigot bireyler ise %20 oranla en diisiik frekansa sahiptir. 5413.
pozisyonda bulunan A/G polimorfizminde, G mindr aleldir ve AA genotipi tiim gruplarda en
yiiksek frekansa sahiptir. Heterozigot bireyler ise %21,6 ile yine en diisiik frekansa sahiptir.
5538, 5551, 5621,5683. pozisyonlarda tespit edilen polimorfizmlerde ise minér alel A allelidir,
AG genotipi ise vaka ve kontrol gruplarindaki en yliksek frekansa sahiptir. Bu dort SNP’de de
homozigot bireyler daha az sayidadir. Son olarak 5713. pozisyonda bulunan A/C
polimorfizminde yine minoér allel A allelidir. AC ve CC genotipleri vakalarda yiiksek frekansa
sahipken, AC genotipi kontrol grubunda daha yiiksektir. Diger dort SNP’de oldugu gibi bu
SNP’de de homozigot bireyler sayica daha az bulunmustur. Fakat buldugumuz yedi adet
SNP’in meme tiimérii ile anlaml bir iliskisi tespit edilememistir. Insanlarda CDKN1B geninde
toplam 21 tek niikleotid polimorfizmi (SNP) rapor edilmistir (Gen Bankas1 erisim numarasi
AF480891) (Zilani ve dig., 2018). Bu SNP'ler arasinda 326'da T>G, 838'de C>A ve 673'te T>A
ve 79'da C>T ve 502'de G>A degisimleri daha 6nce analiz edilmistir (Yakobson ve dig., 2000;
Longuini ve dig., 2014).



61

Insan CDKN1B geninin V109G polimorfizmi ilk olarak 1995 yilinda tanimlanmugtir
(Kawamata ve dig., 1995). Polimorfizm, kanser hastalarinin %11-26'sinda, ayn1 zamanda
saglikli bireylerin yaklasik %39'unda ve kanser dokusu oOrneklerinin kotii huylu olmayan
hiicrelerinde bulunmustur. p27/V109G fenotipinin iliskili oldugu ileri evre prostat
karsinomunun aksine meme kanseri geligimi ile iligkisiz oldugu diistiniilmiistiir (Ferrando ve
dig., 1996, Kawata ve dig., 1995, Schondorf ve dig., 2004) . Bu SNP 6nemlidir. Ciinkii p27'de
amino asit degisikligine (Valin/Glisin) yol acan tek SNP'dir ve sonu¢ olarak sitozolik
translokasyonu azalttig1 ve proteinin niikleer stabilitesini arttirdigi belirtilmistir (Barbieri ve
dig., 2014; Ma ve dig., 2006). p27'nin kodon 109'daki polimorfizmi, oral skuaméz hiicreli
karsinom, meme kanseri, prostat kanseri, ve tiroid kanserinde prognoz riskini arttirmaktadir
(Wei ve dig., 2012; Jia ve dig., 2014). Xiang ve dig. (2013) tarafindan yapilan bir meta analiz
caligmasinda; CDKN1B genindeki iki polimorfizmin rs2066827 (Yu ve dig., 2009; Driver ve
dig., 2008; Ma ve dig., 2006; Ferrando ve dig., 1996) ve rs34330 (Canbay ve dig., 2010, Yu ve
dig.,2009; Driver ve dig., 2008; Ma ve dig., 2006) kadinlarda meme kanserine olan yatkinliga
etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada oOnceki arastirmalarin aksine 326T>G polimorfizmi
(rs2066827) ve kadinlarda meme kanseri arasinda bir iligski saptanamamistir. Genin 5’UTR
bolgesinde bulunan diger SNP ise iligkili bulunmustur ve konumu nedeniyle p27 {iretimini
azaltabilecegi ileri siiriilmistir. Bu durumun meme kanserine duyarliligi arttirabildigi
bildirilmektedir (Wang ve dig., 2007). Tiroid kanseri {izerine yapilan bir ¢aligmada da rs34330
polimorfizminin CDKN1B transkripsiyonunu etkileyerek tiroid kanserinin gelisiminde rol
aldig1 belirtilmistir (Landa ve dig., 2010).

p27 ekspresyonunun kaybi1 da meme kanserleri olgularinda yaygindir ve yiiksek timor
derecesi ve kotii prognoz ile giiclii bir sekilde iliskilendirilmistir (Schondorf ve dig., 2004).
Spurdle ve dig. (2009); BRCA1 ve BRCA2 mutant genlerine sahip 2359 kadin iizerinde yaptigi
calismada, p27 ekspresyonunun ciddi sekilde azalmasini goz 6niinde bulundurarak, bu genler
ile CDKN1B geni polimorfizmleri arasinda anlamli bir iligki olabilecegine dair incelemelerde
bulunmuslardir. Meme kanseri ile alakali olabilecek V109G dahil olmak tizere 5 adet SNP

incelenmis fakat anlamli bir iliski bulunamamastir.

Yapilan calismalardaki bu tutarsizliklarla ilgili birkag olas1 neden vardir. ilk neden
ornekleme farkidir. Daha fazla sayida 6rnek igeren bir ¢calismanin gercek SNP-kanser iliskisini
ortaya koymaya daha yatkin oldugu bilinmektedir. Ikinci neden heterojen popiilasyonlar ve

etnik farkliliklar olabilir. Cesitli genetik gegmislerden kaynaklanan olasi sonuglar, alel frekans



62

varyansini, farkli gen-gen etkilesimlerini ve gen-gevre etkilesimlerini icerir. Ugiincii neden ise
farkli kanser tiirleri olabilir. Cesitli bolgelerdeki insan kanserleri, patolojinin etiyolojisi

acisindan biiyiik farkliliklar gosterebilir (Lu ve dig., 2015).

Yapilan bir ¢alismada; p27/VV109G'nin lenf nodu tutulumu negatif olan meme kanseri
hastalarinda, hastaliksiz sagkalim i¢in prognostik bir gdsterge olabilecegini gdstermektedir.
Verilerde, tiim ¢alisma grubunda polimorfizmin, tiimér hiicrelerinin nodal tutulumu ile iliskili
oldugu gozlemlenmistir. p27 ekspresyonunun, lenf nodu metastazlar1 ile korele oldugu
bildirilmistir. p27 ifadesi, V109G polimorfizminden bagimsiz oldugu diistinilmistiir. Lenf
nodu negatif alt grupta, V109G polimorfizmi, hastalarin 6nemli 6l¢iide kisalmis hastaliksiz
sagkalimini gostermistir. Malign olmayan dokularda ortaya ¢ikmasi nedeniyle, polimorfizmin
p27'vi islevsel olarak bozmadigi genel olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, meme kanseri
hiicrelerinde vahsi tip p27 ve p27/V109G mutasyonunu ayirt eden bir faktdriin varligini tahmin
etmek ilgi ¢ekicidir. Bu faktoriin, niikleer eksport veya bozunma mekanizmalariyla ilgili
olabilecegi ve sonug olarak p27/V109G'nin diizenlenmesini etkileyebilecegi diistiniilmiistiir.
p27'nin artan bozunmasinin diizensiz hiicre dongiisiine yol actig1 iyi bilinmektedir. Hiicresel
bozunma sistemleri, vahsi tip p27'ye kiyasla p27/V109G'nin bozulmasini destekleyebilir.
p27min Jun aktivasyon alani baglayici protein 1'e (JABI) fiziksel baglantisi, proteolitik p27
bozulmasini tetikler. Jun-baglanma bolgesi, p27 proteininin 97 ve 151 amino asitleri arasinda

yer alir, dolayisiyla polimorfik bolge de buna dahildir (Schondorf ve dig., 2004).

Onay ve dig. (2006) tarafindan yayinlanan bir ¢alismada; p27-V109G ile meme kanseri
riski arasinda bir iliski olmadigi bildirilmistir. Benzer sekilde; Ma ve dig. (2006)’de Cinli
kadinlar arasinda bu polimorfizm ile meme kanseri riski arasinda bir iliski gostermedigini

belirtmislerdir.

Bir bagka ¢alismada ise, p27/V109G polimorfizminin kanserin T evresi yiiksekligi ve

nodal tutulum ile iliskisi bulunmus fakat meme kanseri ile bir iliskisi bulunamamistir

(Figueiredo ve dig., 2007).

Bu ¢aligmalar; p27 polimorfizminin herhangi bir organdaki tlimoériin baslangici degil
ama tiimor gelisimi ve nodal tutulumu ile iliskili oldugu, dolayisi ile meme kanserinin ortaya
cikist ile degil de gelisimiyle iliskili olabilecegi sonucuna ulasmamizi saglayabilir. Bizim
caligmamizda tespit edilen 7 adet SNP’in de meme timdri ile anlamli bir iligkisi

bulunamamistir. Calismamizin amaci p27°deki olas1 mutasyonlarin meme kanserine yatkinliga
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etkisinin belirlenmesi yoniinde oldugu igin bir iliski bulunamamus olabilir. ileriki ¢alismalarda
buldugumuz SNP’lerin kopeklerde nodal tutulum, T evresi gibi timdor 6zellikleri ve sagkalim

ile iliskili olup olmadiginin incelenmesi kanser gelisimi agisindan énemli sonuglar sunabilir.

5.3. CDKN1B GENINDEKi GERM HATTI MUTASYONLARI

Insanlarda CDKN1B genindeki ¢esitli germ hatt1 mutasyonlariyla iliskili oldugu
belirlenen baslica iki kalitsal kanser hastaligi mevcuttur (Cusan ve dig., 2018) Bunlardan ilki;
paratiroid, pankreas ve hipofiz bezi tiimoérleriyle karakterize Coklu Endokrin Neoplazi
Sendromu 4’tiir (Multiple Endocrine Neoplasia Syndrome-MEN) (Pellegata ve dig., 2006).
MEN-4 sendromunun goriildiigii ailelerde yaygin olarak genin kodlayici bdlgelerinde yanlis
anlamli mutasyonlar belirlenmistir. Yapilan in vitro ¢alismalarda, kimi 6rneklerde p27°nin ilgili
diger proteinlerle (6rn; cdk?2) baglanmasi ve hiicre ¢ekirdegindeki yerlesimi etkilenirken, kimi
orneklerde p27°’nin fonksiyonlarini siirdiirdiigii gézlemlenmistir (Bugalho ve Domingues,
2016). Calismamizda vaka ve kontrol gruplarinda benzer yanlis anlamli mutasyonlara
rastlanmamistir. Ancak p27 ifadelenmesini UTR’lerde degisiklige yol acarak etkileyen ve
MEN-1 ve MEN-4 ile iliskili oldugu ileri siiriilen germ hatt1 mutasyonlar1 da belirlenmistir.
5’UTR bolgesindeki mutasyonlarin uORF’yi (upstream open reading frame — yukari akis agik
okuma cergevesi) degistirerek ve mRNA molekiiliiniin ikincil yapisini degistirerek etkisini
gostedigi ileri stirilmektedir (Cusan ve dig., 2018). CDKN1B geni germ hatti mutasyonlariin
etkili oldu bir diger kalitsal kanser, ailesel prostat kanseridir. Chang ve dig. (2004) prostat
karsinomu goriilen aileler tizerinde yaptiklari ¢alismada CDKN1B geninde promotor bolge,
ekzonlar ve intronlarda olmak iizere 10 adet germ hatt1 varyanti belirlemislerdir. Promotor
bolgedeki polimorfizmlerin transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgelerinde oldugu,
bdylece genin transkripsiyonun etkileyebilecegi bildirilmistir. Bu ¢aligmada tespit edilen tiim
SNP’ler genin 3°UTR bélgesindedir. Istatistiki olarak meme kanseriyle belirgin bir iligki tespit
edilemese de, s6z konusu SNPler p27 proteinin ifadelenmesinde, miktarinda ve dolayisiyla
protein etkilesimerinde etkili olabilirler. Calismadaki vaka ve kontrol grubundaki toplam birey
say1st olasi etkiyi ortaya ¢ikarmaya yeterli olmamais olabilir. Kopeklerde ilk defa tanimlanan ve
veritabanlarina girilecek olan bu SNP’lerle ilgili daha fazla sayida hasta {izerinde ¢alisma

yiiriitiilmesi Onerilebilir.
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5.4. KORUNMUS BIR GEN OLARAK CDKN1B

p27 proteinin hiicre siklusunun diizenlenmesinin yani sira hiicre migrasyonu,
transkripsiyonun diizenlenmesi, sitoiskelet organizasyonu, otofaji, sitokinez, hiicre
farklilasmasi ve hareketliligi gibi birgok farkli gorevi bulunmaktadir (Sharma ve dig., 2016).
Bu temel gorevleri nedeniyle tiir i¢i ve tiirler aras1 korunmusluk seviyesi yiiksektir. Tiirler
arast homolojiye bakildiginda CDKN1B geninin sempanze, Rhesus makagi, kopek, sigir, fare,
sigan, tavuk ve zebra baliginda korunmus oldugu goriilmektedir (NCBI). CDKN1B geni ve
p27 proteini dizileri karsilastirildiginda da kopeklerdeki dizinin sempanze ve Rhesus
makagindan sonra insana en benzer dizi oldugu goriilmektedir (Tablo 4.3). mRNA ve
aminoasit dizilerinde %90 benzerlik bulunmaktadir (Sekil 4.8).

Bu calismada da farkli irklardan kopeklerde yapilan analizlerde tiir iginde 6zellikle
ekzon ve intronlarda monomorfik bir tabloyla karsilagiimigtir. Képek CDKN1B geni i¢in veri
tabanlarinda bugiine kadar bildirilmis sadece bir adet A/G polimorfizmi bulunmaktadir ve
5'UTR bolgesinde yer almaktadir (dbSNP rs850568697). Kodlayici bolgelerde bir polimorfizm
belirlenmemistir. Calismamiza dahil olan kopekler s6z konusu polimorfizm agisindan
monomorfik bulunmustur. Kodlayict bolgelerde herhangi bir polimorfizme rastalanmamustir.
Kodlayic1 bolgeler goz oOniine alindiginda calismanin sonuglar1 ROS CFam 1.0 kopek
genomundan elde edilen veritabanlariyla uyumludur.

Ancak insanlarda bazi kanser tiirlerinde ¢ok sayida somatik mutasyon bildirilmistir.
Kanser hiicrelerinin genetik analizleri sonucunda meme kanseri, prostat kanseri ve ince
bagirsaktaki noroendokrin tlimorlerde genin farkli bolgelerinde ortaya ¢ikan mutasyonlar ve
etkileri bildirilmistir (Cusan ve dig., 2018). Bu calismada sadece tam kandan izole edilen DNA
ile calisiimigtir. Tiimorli dokulardan izolasyon yapilmamistir. Tezin temel arastirma konusu
CDKN1B geninde meme kanserine yatkinligi belirleyen germ hatti varyantlari olup
olmadigidir. Ilerleyen galismalarda proteinin fonksiyonunu etkileyerek tiimorogeneze yol agan

somatik mutasyonlarin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.
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Tablo 4.3: Omurgah tiirlerinde, insana benzerlik sirasiyla p27 proteini aminoasit dizisi

karsilastimasi.
Tiir Erisim no. Aminoasit dizisi
Insan NP 004055.1 1 MSNVRVSNGSPSLERMDARQAEHPKPSACRNLFGPVDHEELTRDLEKHCR 50
Sempanze XP 522347.3 1 MSNVRVSNGSPSLERMDARQAEHPKPSACRNLFGPVDHEELTRDLEKHCR 50
Rhesus makagi XP 001085433.1 1 MSNVRVSNGSPSLERMDARQAEHPKPSACRNLFGPVDHEELTRDLEKHCR 50
Kopek NP 001002957.1 1 MSNVRVSNGSPTSERRDAKQAEYPKPSACRNLFGPVNHEELTRDLEKHCI 50
Sigir NP 001093816.1 1 MSNVRVSNGSPSLERMDARQAEYPKPSACRNLFGPVNHEELTRDLEKHCR 50
Fare NP 034005.2 1 MSNVRVSNGSPSLERMDARQAEHPKPSACRNLFGPVNHEELTRDLEKHCR 50
Sigan NP 113950.2 1 MSNVRVSNGSPSLERMDARQTEHPKPSACRNLFGPVNHEELTRDLEKHCR 50
Tavuk NP 989587.1 1 MSNVRISNGSPTLERMEARQSEYPKPSACRNLFGPVNHEELNRDLKKHRK 50
Zebra baligt NP 997957.1 1 MSNVRLSNGSPTLERMEARLSDQPKPSACRNLFGPVDHEELKKDFQRQLR 50
Insan NP 004055.1 51 DMEEASQRKWNFDFQNHKP-LEGKYEWQEVEKGSLPEFYYRPPRPPKGAC 99
Sempanze XP 522347.3 51 DMEEASQRKWNFDFQNHKP-LEGKYEWQEVEKGSLPEFYYRPPRPPKGAC 99
Rhesus makagi XP 001085433.1 51 DMEEASQRKWNFDFQNHRP-LEGKYEWQEVEKGSLPEFYYRPPRAPKGAC 99
Kopek NP 001002957.1 51 DMEEASQNKWNFDFQNHKP-LEGKYEWQEVEKGSLPEFYYRPPRPPKGAC 99
Sigir NP 001093816.1 51 DMEEASQRKWNFDFKNHKP-LEGKYEWQEVEKGSLPEFYHRPPRPPKGAC 99
Fare NP 034005.2 51 DMEEASQRKWNFDFQNHKP-LEGRYEWQEVERGSLPEFYYRPPRPPKSAC 99
Sican NP 113950.2 51 DMEEASQRKWNFDFQNHKP-LEGRYEWQEVERGSLPEFYYRPPRPPKSAC 99
Tavuk NP 989587.1 51 EMEEACQRKWNFDFQNHKP-LEGRYEWQAVEKGSSPDFYFRQPRLSKAVC 99
Zebra baligi NP 997957.1 51 TMEDASAEAWNFDFSTHTPRADGRYQWEALDIRSVPGFYSRSERGKGSDI 100
Insan NP 004055.1 100 KVPA-----QESQDVSGSRPAAPLIGAPANSEDTHLVDPKTDPSDSQTGL 144
Sempanze XP 522347.3 100 KVPA-----QESQDVSGSRPAAPLIGAPANSEDTHLVYDPKTDPSDSQTGL 144
Rhesus makagi XP 001085433.1 100 KVPA-----QESQDVSGSRPAAPLIGAPANPEDTHLVDPKTDPSDSQTGL 144
Kopek NP 001002957.1 100 KVPA-----QESQDVSGTRQAGPLLGSQANSEDTHLVDQKTDAPDSQTGL 144
Sigir NP 001093816.1 100 KVPA-----QEGQDASGARPAVPLLGSQANPEDTHLVDQKTDAPDSQTGL 144
Fare NP 034005.2 100 KVLA-----QESQDVSGSRQAVPLIGSQANSEDRHLVYDQMPDSSDNPAGL 144
Sigcan NP 113950.2 100 KVPA-----QESLDVSGSRQAVPSIGSQANSEDRHLVYDQMPDSSDSPAGL 144
Tavuk NP 989587.1 100 KSAG----- RQSLDVNGNCQTAICAASQGISEDTHCVGRKTDVAGSQTDF 144
Zebra baligi NP 997957.1 100 HISSSGNNNDNNVDVNGNH------------- DCRVTEQSAETPETLRE- 136
Insan NP 004055.1 145 AEQCAGIRKRPATDDSSTQNKRANRTEENVSDGSPNAGSVEQTPKKPGLR 194
Sempanze XP 522347.3 145 AEQCAGIRKRPATDDSSTQNKRANRTEENVSDGSPNAGSVEQTPKKPGLR 194
Rhesus makagi XP 001085433.1 145 AEQCAGIRKRPATDDSSTQNKRANRTEENVSDGSPNAGSVEQTPKKPGLR 194
Kopek NP 001002957.1 145 AEQCTGIRKRPATDDSSPQNKRANRTEENVSDGSPNAGSVEQTPKKPGLR 194
Sigir NP 001093816.1 145 AEQCPGIRKRPAADDSSPQNKRANRTEENVSDGSPNAGSVEQTPKKPGLR 194
Fare NP 034005.2 145 AEQCPGMRKRPAAEDSSSQNKRANRTEENVSDGSPNAGTVEQTPKKPGL- 193
Sigan NP 113950.2 145 AEQCPGMRKRPAAEDSSSQNKRANRTEENVSDGSPNAGTVEQTPKKPGL- 193
Tavuk NP 989587.1 145 AEQCAGQRKRPAADDSSPQNKRANTTEEEVSEDSPSASSVEQTPKKSSPR 194
Zebra balig1 NP 997957.1 137 ------ PRKRSSCLDSSCQSKRSHICVDEVT---------- RTPRKPKKP 170
Insan NP 004055.1 195 RRQT----- 198
Sempanze XP 522347.3 195 RRQT----- 198
Rhesus makagi XP 001085433.1 195 RRQT----- 198
Kopek NP 001002957.1 195 RRQT----- 198
Sigir NP 001093816.1 195 RRQT----- 198
Fare NP 034005.2 194 RRQT----- 197
Sican NP 113950.2 194 RRQT----- 197
Tavuk NP 989587.1 195 RHQT----- 198
Zebra baligi NP 997957.1 171 RKPLSPTPT 179
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Sekil 4.8: insan ve képek p27 geninin niikleotid dizilerinin karsilastirmas.

765 bits(414) 0.0 537/598(90%) 2/598(0%) Plus/Plus

uery 1 ATGICAMACGTGCGAGTGICTAACGGGAGCCCGA-CCTCGRAGCGGAGGEACGECARACA 59
R T AN R A AT RN A
Sbict 473 ATGTICABACGTGCGAGTGICTAACGGGAGCCCTAGCCT-GEAGCEGATGEACGCCAGECA 531

uery 60 BBCCEAGTACCCCAAGCCCTCCGCCTGCAGGRACCTCTTCGGCCCGETCAACCACGRAGA 118

FECEEE TREERERER e eEr e e e e e e e e Lerrre ey
Shict 532  GGCGGAGCACCCCAAGCCCTCGECCTRCAGGAACCTCITCRGCCCEGTGEACCACGAAGA 591

Query 120 GITGACCCGEGACTTGEAGAAGCACTGCATAGACATGGARGAGGCGAGCCARAACAAGTE 179
FECCCCEEER P e e e e b eer PeC e e e ee s et
Shict 582  GTTARCCCGGGACTTGGAGARGCACTGCAGAGACATGGAAGAGGCGAGCCAGCGCAAGTG 651

Query 180  GAATTTTGATTTCCAGAATCACAAGCCCCTGGAGGGCAAATACGAGTGGCAGGAGGTGEA 239

L e R R AR R RN RA R AR
Sbjct 652  GAATTTCGATTTTCAGAATCACARACCCCTAGAGGGCAAGTACGAGTGGCAAGAGGTGGA 711

Query 240  GRAGGGCAGCTTGCCCGAGITCTACTACAGACCECCBCGGCCACCCAARGBCGCCTGCAR 299
R R A WA AR A A E AR AR AR
Shict, J12  GAAGGGCAGCTTGCCCGAGTTCTACTACAGACCCCCGOGGCCCCCCARASGTGOCTGCAR 771

Query 300  GGIGCCGECGCAGEAGAGCCAGGACGTEAGCGGEACCCECCARGEEGEECCTITACTEEE 359

CECEREEEEEREEEEEEE et e e FEEEeer eeeet teeet Cenerer 111
Shict 172 GGTGCCGECGCAGGAGAGCCAGGATGTCAGCGGGAGCCGCCCRECEECECCTTTAATTGE 831

Query 380  GTCTCAGGCCAACTCAGAGGACACACACTTGGTAGACCAARAGACTGATGCGCCCGACAG 419
O A R A AR NN A I AN
shict 832  GGCTCCRGCTAACTCTGAGGACACACATTTGGTGGACCCARAGACTGATCCGTCGGACAG 891

Query 420  CCAGACGGGGCTAGCGEAGCAGTGCACTGGGATCAGGAAGCGACCCGEGACCGACGATIC 479

L O A A M M A A AN R AR
Shict 892  CCAGROGGGGTTAGCGGAGCARTGUGCAGGRATAAGGAAGCGACCTGCARCCGACGATTC 951

Query 480  CTCTCCTCAARACAAAAGAGCCAACAGAACAGAAGAARACGTCTCAGACGGTTCCCCGAA 539
R A A R AR AR RN
Sbjct 852 TTCTACTCAAAACARAAGAGCCAACAGAACAGAAGAAAATGTTTCAGACGGTTCCCCAAR 1011

Query S40  CGCGGGITCAGTGGAGCAGACGCCTAAGAAGCCGGGCCTTAGRRGACGTCARACGTAA 597

FECEREE DEEREEEERE R PR PR DRy
shict, 1012 TGECGGITCTGTGEAGOAGACECCTARGAAGCCTCECCTCAGARGACGTCARACGTAR 1069
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5.5. CDKN1B GENIi 3°UTR BOLGESINDE TESPIiT EDIiLEN SNP’LER

CDKN1B geninde hem insanda hem de kopeklerde, 5° ve 3’UTR ’lerin toplami kodlayici
dizilerden daha fazladir (Ensembl.org). Fonksiyonel agidan bu bolgelerin gen ifadelenmesinde
etkin oldugu diisiiniilmektedir (Cusan ve dig., 2018). Yukarida belirtildigi gibi ¢alismamizda
kopek CDKN1B geninin 3’UTR bolgesinde 7 adet SNP tespiti edilmistir. p27 ekspresyonunun
insanlarda mikroRNA’lar araciligiyla diizenlendigi, 6zellikle miR-221 ve miR-222’nin mRNA
degradasyonunda etkili oldugu bilinmektedir (Cusan ve dig., 2018). Hiicre kiltiiri
calismalarinda p27 ve miR-223 etkilesiminin hiicre proliferasyonu/hiicre siklusunun durmasi
diizenlenmesinde etkili oldugu belirlenmistir (Armenia ve dig., 2014). Bu nedenle p27
ifadelenme diizeyleri ve bunun hiicre dongiisiindeki etkilerinde 3’UTR’deki mutasyonlarin
dikkate alinmasi1 onem tasimaktadir.

Yorumu kolay oldugundan dolayi, iliskilendirme ¢aligsmalarinda, genlerin eksprese
edilen kodlama bolgelerinde (eksonlar) bulunan genetik varyantlara daha fazla oncelik
verilmektedir. Fakat kodlama varyantlar1 kompleks hastaliklar1 tanimlamak i¢in yetersiz kalir.
Intronlar veya UTR'lerdeki varyantlar, protein dizisini degistirmese de, gen ekspresyonunun

diizenlenmesinde 6nemli fonksiyonlara sahip olabilirler (Steri ve dig., 2018)

UTR'ler, kodlama dizisinin baglangicini ve sonunu ¢evreleyen haberci RNA (mRNA)
dizileridir ama proteine ¢evrilmezler. Ozellikle, GWAS ¢alismalarinda tespit edilen genetik
varyantlarin %3,7'sinin UTR'lerde yer aldig1 bildirilmistir. Polimorfizmler ve mutasyonlar, bir
veya daha fazla niikleotid degisikligi icerebilir. Yapilan arastirmalarda, mutasyonlarin
5'UTR'lerde, polimorfizmlerin ise 3'UTR'lerde daha yaygin oldugu bildirilmistir. Bu
bolgelerdeki diizenleyici mekanizmalarin degistirilmesi molekiiler yollar1 ve hiicresel siirecleri
degistirebilir. Bu durum da ¢esitli hastaliklarin gériilmesine neden olabilir. UTR'lerdeki genetik
varyasyonlar, melanom, multiple miyelom, bipolar bozukluk, meme kanseri ve diger patolojiler

gibi gesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir (Steri ve dig., 2019).

3'UTR, kodlama dizisinin asagi akisinda bulunur ve RNA stabilitesi, mRNA
translasyonu ve lokalizasyonu gibi diizenleyici mekanizmalarda yer alir. 3'UTR, miRNA'lar
icin baglanma bolgelerine sahiptir. Bu nedenle 3'UTR uzunlugundaki ve dizisindeki herhangi
bir varyasyon, miRNA'larin baglanmasini degistirerek ya da engelleyerek gen ifadesinde
degisiklige yol acabilir. miRNA'lar, mRNA'larin 3'UTR i¢indeki homolog dizileri eslestirerek
cok cesitli hedef genlerin ekspresyonunu modiile edebilen kisa (19-25 niikleotid) RNA
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dizileridir, bdylece onlarin translasyonunu onleyebilir veya bozabilir veya RNA bozulmasini

tesvik edebilir (Gramantieri ve dig., 2009).

miRNA'lar, cogunlukla hedef mRNA'larin 3'UTR'sinde bulunan miRNA diizenleyici
Ogeleri tanir ve baglar; ancak 5'UTR gibi diger bolgeleri baglayan miRNA'larin varligi da
bildirilmistir. Fonksiyonel varyantlar, hedef mRNA'da miRNA baglanma bdlgeleri
olusturmalarina veya bozmalarina bagli olarak iki gruba ayrilabilir. Ek olarak, SNP’ler ve genel
olarak genetik varyantlar, baglanma bdlgelerine erisilebilirligi etkileyerek veya olgun
mRNA'daki miRNA baglama bolgesinin varligini degistirerek mRNA'nin ikincil yapisini
degistirebilir (Steri ve dig., 2019).

p27 ekspresyonunun insanlarda mikroRNA’lar araciligiyla diizenlendigi, 6zellikle miR-
221 ve miR-222’nin mRNA degradasyonunda etkili oldugu bilinmektedir (Cusan ve dig.,
2018). Hiicre kiiltiirli galigmalarinda p27 ve miR-223 etkilesiminin hiicre proliferasyonu/hiicre
siklusunun durmasi diizenlenmesinde etkili oldugu belirlenmistir (Armenia ve dig., 2014). Bu
nedenle p27 ifadelenme diizeyleri ve bunun hiicre dongiisiindeki etkilerinde 3’UTR’deki

mutasyonlarin dikkate alinmasi 6nem tagimaktadir.

Bir ¢alismada; miRNA'larin birka¢ farkli kanserde hem tiimér baskilayici hem de
onkogen olarak hareket ettigi bulundugundan, on miRNA (miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-
21, miR-29b, miR-125b, insan meme kanserleri ile iliskili oldugu bilinen miR-145, miR-155,
miR-181b, let-7f), malign kopek meme tiimorleri ve normal kdpek meme dokusu ile
karsilastirilmistir. Elde edilen veriler, kanserli numunelerde miR-29b ve miR-21'in istatistiksel
olarak anlaml1 (p < 0.05) bir yukar: regiilasyona sahip oldugunu ortaya koymustur (Boggs ve
dig., 2008). Kopek meme tiimorlerinde anlamli bulunan bu iki miRNA’nin ise p27 proteini ile

iliskili oldugu cesitli calismalarda bildirilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucu; miR-29b'in asir1 ekspresyonu, hiicre dongiistine bagli kinaz
inhibitorleri p21 ve p27'nin ekspresyonunu indiikleyerek G1 fazindaki hiicrelerin yiizdesini

onemli 6l¢iide arttirdigi belirtilmistir (Li ve dig., 2013; Amodio ve dig.,2012).

Domuz groniiloza hiicrelerinde miR-29b etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada ise; miR-

29b nin yitkiminin CDKN1B geninin ekspresyonunu azalttigi belirtilmistir (Hilker,2022).

Bir onkogen olarak miR-21'in asir1 ekspresyonu, daha koétii timor farklilagmasi, lenf

nodu metastazi ve T evresi ile iligkilidir.
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Mide kanserinde mTOR sinyal yolunun aktive oldugu bildirilmistir. Aktive edilmis
mTOR, mide kanserli hastalarda timor progresyonu ve kotii sagkalim ile pozitif korelasyon
gostermistir. mTOR inhibitoriiniin hiicre donglisii durmasini ve mide kanseri hiicre hattinin
apoptozunu indiikledigi dogrulanmistir. Yapilan bir ¢alismada mide kanseri i¢in kullanilan bir
ilacin etkisinin, miR-21-mTOR sinyal yolunu inhibe ederek p27 protein seviyesindeki bir
artistan kaynaklandigi bildirilmistir (Sha ve dig., 2015).

Siganlar iizerinde yapilan bir baska ¢alismada ise miR-21'in dolayli yoldan p21/p27
ifadesinin inhibisyonuna yol a¢tig1 rapor edilmistir (Li ve dig., 2014).

Caligmamizda buldugumuz 7 adet polimorfizm CDKN1B geninin 3’UTR bélgesinde
yer almaktadir. Bu bolgelerin miRNA’larin baglanmak i¢in hedef bolgesi oldugu bildirilmistir.
Kopeklerde yapilan calismalarda, kdpek meme kanseri ile iligkili iki adet miRNA bulunmustur.
Yayinlanan bagka arastirmalar sonucu ise bu miRNA’larin ise p27 proteini ekspresyonu ile
iliski oldugu belirtilmistir. Bu miRNA’lar1 kodlayan bolgelerdeki herhangi bir polimorfizmin
p27 ifadesinde degisiklige neden olabilecegi dolayisiyla da meme tiimorii gelisimine neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. fleride kdpek meme tiimérii konusunda yapilacak ¢alismalarda,
p27 proteinini etkileyen bu miRNA’larin ¢alismamizda buldugumuz polimorfizmler ile anlaml

bir iligkisi olabilecegi diisiiniilebilir.

5.6. CDKN1B GEN VARYANTLARININ p27 DUZEYIYLE iLiSKiSi

Bu calismada; CDKN1B geninin 3’UTR bdlgesinde 7 adet SNP tespit edilmistir. Bu
SNP’ler su sekilde siralanabilir: 5274: 27:33783892 A>C, 5413: 27:33783753 A>G , 5538:
27:33783628 G>A, 5551: 27:33783615 G>A, 5601: 27:33783565 G>A, 5683: 27:33783483
G>A, 5713: 27:33783453 C>A . Bu SNP’ler ile meme tiimorii arasinda anlamh bir iligki
bulunamamastir.

Insanlarda kalitsal ailesel ve sporadik kanser vakalari iizerine bugiine kadar yapilan
caligmalara bakildiginda CDKN1B geninde sorumlu olabilecek ¢ok sayida germ hatti ve
somatik mutasyon belirlenmistir. Ancak yine ¢aligsmalarin bulgular1 gendeki mutasyonlarla p27
proteini ekspresyonu arasindaki iliskiyi tam olarak agiklayamamaktadir. Bizim ¢alismamizda
da tespit edilen 7 SNP ile meme kanseri arasinda bir iliski saptanamamistir, bunun nedeni s6z
konusu mutasyonlarin p27 diizeylerini etkilememesi olabilir.

p27°nin bir 6zelligi de "6ziinde diizensiz" bir protein (IDP- intrinsically disordered

protein) olmasidir. IDP'ler bagska makromolekiiller ile etkilesime girmeden diizenli bir yapi
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kazanmayan ve diizensiz bolgelere sahip proteinlerdir, bu nedenle fonksiyonel diizenlenmede
post-translasyonel modifikasyonlar 6nemli bir etkiye sahiptir (Cusan ve dig., 2018; Dyson ve
Wright, 2005). Ttumor gelisiminde rol oynadigi bilinen p27 proteinin kodlayan CDKN1B
geninde c¢alismamizdaki koOpeklerde etkili bir polimorfizme rastlanmamasi, bu sekilde
aciklanabilir. Crona ve dig. (2015) ince bagirsak néroendokrin tiiméri olan 200 hastadan elde
edilen 362 oOrnek inceledikleri arastirma sonucunda, %8 oraniyla hastalar arasinda en sik
mutasyona ugrayan gen olarak CDKN1B tespit edilmistir. Ancak CDKN1B mutasyonlari ile
p27 proteininin ekspresyonu arasinda bir korelasyon belirlenememistir. CDKN1B mutasyonu
iceren ve igermeyen timor tagiyicilart arasinda da klinik veriler acisindan net bir farklilik
gozlemlenmemistir. Calismamizda 3°’UTR bdlgesinde tespit edilen 7 adet SNP’nin de benzer
sekilde vaka ve kontrollerdeki dagilimlari meme kanseriyle belirgin bir iliskiye isaret
etmemektedir. S6z konusu SNP’lerin p27 ekspresyon diizeylerini degistirmedigi ileri
siiriilebilir. Ileride kopeklerde meme kanseri ya da baska kanserlerde p27°nin gorevi iizerine
yapilacak c¢aligmalarda CDKN1B genindeki varyantlarin yani sira timorli dokuda p27

ekspresyonunun da belirlenmesi 6nem tagimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

NGS (Next Generation Sequencing) ile CDKN1B geninin kanserdeki rolii daha fazla
ortaya konsa da, heniiz bu gendeki mutasyonlarla, genin {iriinii olan p27 ekspresyon diizeyi

arasindaki iligki heniiz tam olarak aydinlatilamamistir.

Hem insanlarda hem de uygun bir model olan kopekte yapilan ¢alismalar her iki tiiriin
sagligi i¢in 6nem tagimaktadir. Kopek CDKN1B genindeki varyantlar, bunlarin p27 protein
ifadelenme diizeyi iizerine etkileri, p27 proteininin tiimdr siipresor roliinii, kalitsal ve sporadik
kanserlerin ortaya c¢ikmasindaki mekanizmalar1 aydinlatmak icin genetik ve fonksiyonel
caligmalarin birlikte yiiriitilmesi gerekmektedir. Ayrica yeni nesil genetik analiz

yontemlerinin devreye sokulmasi ¢caligmalari hizlandiracaktir.

Genetik ve bir¢ok cevresel faktore bagli olarak ortaya g¢ikan meme kanserinin
kopeklerdeki genetik alt yapisini, metabolik yolaklarini anlamak tedavi ve profilaksi i¢in
biiylik 6nem tasir. Bu giline kadar meme kanserinde p27 ekspresyonunun azalmasi cesitli
calismalar ile bildirilmistir. Bu nedenle bu gendeki mutasyonlarin da meme kanserinde 6nemli
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kopeklerde daha 6nce CDKN1B geninin dizi analizi yapilan bir
calismaya rastlanmamistir. Calismamizda hiicre siklusunun diizenlenmesinden sorumlu
p27°yi kodlayan CDKN1B geni tiim gen dizileme yontemi ile analiz edilmistir. Meme timorli
vaka ve saglikli kontrol gruplarmin karsilastirilmasiyla; CDKN1B geni 3’UTR bdlgesinde 7
adet SNP belirlenmis fakat meme tiimorii ile anlamli bir iliski bulunamamistir. K&pek
CDKNZ1B geni polimorfizmi ile meme kanseri iligkisine dair literatiirdeki ilk ¢aligma olmasi
nedeniyle, arastirma bulgularinin hastaligin gelisimini aydinlatilmasina katkida bulunacag:

diistiniilmektedir.

Yapilan c¢alismalar; 6zellikle kopeklerde CDKN1B mutasyonlart ile p27 protein
ekspresyonu ve islevi arasindaki etkilesimin heniiz tamamen agikliga kavusmaktan uzak
oldugunu ve 6zellikle kodlamayan RNA'larin modiilasyonu ile ilgili olarak kesinlikle daha fazla
arastirmay1 hak ettigini gostermektedir. Bu nedenle ileride yapilacak olan calismalarda;
varyantlarin tiimorlerdeki ve saglikli dokulardaki p27 ekspresyon diizeyleriyle iligkisinin
belirlenmesi, buna ek olarak p27 geninin ifadelenmesinden ve p27 proteininin fonksiyonuna

giden siirecteki post-transkripsiyonel ve post-translasyonel agamalarin gen, mRNA ve protein
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karsilagtirmasiyla incelenmesi dnerilmektedir. Ayrica kanser olusumuna neden olan epigenetik
faktorlerin, 6zellikle de miRNA’larin analizi bu ¢alismalarin gelecegi agisindan biiyiilk 6nem

tasimaktadir.

Tiimor baskilanmasinda p27'nin roliinii ve 6zellikle hormonal faktorler tarafindan
yonlendirilen tiimorlerde, ailesel ve sporadik kanserlerde genetik veya fonksiyonel
diizensizligini 6nemini agiklayabilmek icin daha fazla deneysel ¢calisma gerekli olacaktir. Bu
onemli hedefe ulasmak ve tanimlanan her bir spesifik mutasyonun kanserin baglamasi, evreleri,
ilerlemesi, metastaz, nodal tutulum, tedavi yaniti ve sagkalim {izerinde ne Ol¢iide etkili
oldugunu belirlemek igin genetik ve fonksiyonel ¢alismalarin birlestirilmesi, en uygun model

sistemlerin kullanilmasi zorunlu olacaktir.

lleride yapilacak daha kapsamli caligmalarla kopek meme kanserinin anlagilmasina
katkis1 olan, anlamli SNP'nin tespit edilmesi ve meme kanseri olusumunda etkili metabolik
yolaklarda gorev alan farkli proteinleri kodlayan genlerin, aday gen potansiyellerinin
belirlenmesi veteriner hekimlik acgisindan 6nemli oldugu kadar, insanlarda goriilen meme

kanseri olgularinin da aydinlatilmasina katki saglayacaktir.
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ETiK KURUL iZiN YAZISI

Uyar: Canli denekler iizerinde yapilan tim arastirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

X  Etik Kurul izni gerekmektedir.
[J Etik Kurul izni gerekmemektedir.

Gizem ATMACA
(Imza)
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KURUM IiZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim c¢alismalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet i¢eren durumlarda kurum adi kapatiimalidir.

1 Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Gizem ATMACA
(Imza)





