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OZET

MEME KANSERLI HASTALARDA CYP19 GENi KODON 39 Trp/Arg
POLIMORFIZMININ VE GENOTIP DAGILIMININ ARASTIRILMASI

Meme kanseri, meme hiicrelerinin anormal ¢ogalma gosterdikleri genetik
bir hastahktir.

Meme kanseri i¢in risk faktorlerinin cogu ostrojen seviyesindeki artisa ya
da ostrojene uzun siire maruz kalma ile iliskilidir. Ostrojen biyosentezinde ve
ostrojenin metabolitlerine ve iiriinlerine doniisiimiinde rol alan polimorfik genler,
sporadik meme kanseri gelisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar.

15q21.2°de lokalize olmus CYP19 geni, ostrojen biyosentezinde onemli rolii
olan, androjenlerin oOstrojenlere doniisiimiinii katalizleyen, aromataz enzimini
kodlar. Bu gendeki herhangi bir genetik degisiklik, aromataz aktivitesinde ve
ostrojen seviyesinde degisiklige yol acabilir. CYP19 geninde meme kanseriyle
iliskili oldugu diisiiniilen pek ¢ok polimorfizm arastirilmaktadir.

Bu calisma meme Kkanseri riski ile CYP19 geni Kodon 39 Trp/Arg
polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmak iizere planlanmistir. Calismamizda
meme kanseri tanis1 konularak ameliyat edilmis olan hastalar deney grubunu,
kanser tanis1 almamis olanlar kontrol grubunu olusturmustur. Bu Kisilerin
kanlarindan DNA izole edildikten sonra bir cifti C (Arg) alleli icin diger cifti T
(Trp) alleli icin olmak iizere 2 cift primer ile PCR gerceklestirilmis ve genotipleme
yapilmistir. Japon kadinlarda yapilan calismada varyant Arg allelinin homozigot
ve heterozigot tasiyicilarimin ozellikle premenapozal kadinlar arasinda onemli
oranda artmis meme Kkanseri riski sergiledikleri bildirilmistir. Ancak
calismamizda hem kontrol grubunda hem de hasta grubunda ve o6zellikle aile
oykiisii olan hastalarda da TT genotipi gozlenmektedir.

Anahtar Sézciikler: Aromataz, CYP19 geni, Meme kanseri, Ostrojen biyosentezi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF POLIMORPHISM OF CODON 39 Trp/Arg, GENE CYP19
AND GENOTYPE DISTRIBUTION AMONG PATIENTS WITH
BREAST CANCER

Breast cancer is a genetic disease where breast cells proliferate abnormally.

Most of the risk factors for breast cancer relate to the increased level or
prolonged exposure to estrogen. The polymorphic genes, involved in estrogen
biosynthesis and conversion of the estrogen metabolites and products, play an
important role in the development of sporadic breast cancer.

CYP19 gene, localized at chromosome 15q21.2, encodes aromatase, an
important enzyme for estrogen biosynthesis, catalyses the conversion of androgens
to estrogens. Any genetic variation at this gene, may alter the aromatase activity
and estrogen level. Many gene polymorphisms of CYP19 gene are under
inspection, as it is thought to be related to breast cancer potentially.

This study was planned to investigate the relationship between breast
cancer risk and CYP19 gene codon 39 Trp/Arg polimorphism. Here experimental
groups were choosen among the patients who had been surgically operated and
histologically confirmed and the controls were not prognosed as breast cancer.
After DNA isolation, genotyping was conducted by PCR using two pairs of
primers; one pair for T allele (Trp), and one pair for C allele (Arg). It was
reported that in Japanese women homozygous and heterozygous carriers of the
variant Arg allele showed a significantly increased risk for breast cancer among
premenopausal stages. In our study only TT genotype was found in both control
and experimental groups.

Key words: Aromatase, CYP19 gene, Breast cancer, Estrogen biosynthesis.



1. GIRIS

Meme kanseri, meme dokusunda, normal hiicre davranisini diizenleyen
mekanizmalarin bozulmasi ve buna bagli olarak hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve
yayilmasi sonucu olusan bir hastaliktir'~.

Tiim meme kanseri vakalarinin %70-80’ini olusturan sporadik meme kanseri
icin risk faktorlerinin cogu Ostrojen seviyesindeki artigla ya da Ostrojene uzun siire
maruz kalma ile iligkilidir'**,

Sporadik kanserlerle yapilan ¢alismalarda en c¢ok iizerinde durulan nokta kanser
olusumunda eksojen ve endojen karsinojenler ve bunlarin sebep oldugu genetik
degisikliklerdir. Kanser gelisimine katkida bulunan bir diger oOzellik ise diisiik
penetransli genlerdeki polimorfizmler ve mutasyonlara bagli olarak olusan genetik
degisikliklerdir. Ornegin, strojen biyosentezi ve metabolizmasinda rol alan genler,
meme kanserinin gelisimi icin, diisiik penetranshi kanser yatkinlik genleridir. Bu
genlerde meydana gelen polimorfizmler, tibbi ve yasamsal faktorlerle birlikte sporadik
meme kanseri i¢in yiiksek risk olusturmaktadirlar'>*.

Ostrojen  biyosentezinde ve Ostrojenin  metabolitlerine ve iiriinlerine
doniistimiinde rol alan polimorfik genler, meme kanserine bireysel yatkinlikla yakindan
iliskilidir. Bu genlerden CYP19, sporadik meme kanserinin molekiiler yapisinin
anlasilmasi i¢in en ¢ok arastirilan genlerdendir1’2’4’5’6.

15. kromozom {izerinde lokalize olan CYP19 geni, normal meme epitel
hiicrelerinin  farklilasma ve c¢ogalmasinin diizenlenmesinde rol alan Ostrojen
hormonunun biyosentezinde, C19 androjenlerinin C18 0strojenlerine donilistimiinii
katalizleyen sitokrom P450 aromataz enzimini kodlar, bu enzim dstrojen biyosentezinde
son basamaklarda rol oynar. Bu lokustaki genetik varyasyon, genin ve aromatazin
aktivitesini degistirir’*®.

Artmis seviyedeki 0strojene uzun siire maruz kalmak, meme kanserinde dnemli
bir risk faktorii oldugu i¢in, Ostrojen biyosentezinde 6nemli rolii olan CYP19 geninin,
meme kanserine bireysel yatkinlikla yakindan iliskili oldugu diisiiniilmektedir®.

CYP19 geninde, meme kanseriyle iliskisi oldugu diisiiniilen ve en ¢ok calisilan
mutasyonlar; intron 4 ve intron 5°de polimorfik (TTTA)n tekrarlari, Trp’’Arg,
Arg”Cys, Arg*’Cys, Cys*'Tyr ve Arg’*Glu mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar

aromataz aktivitesinde degisiklige neden olan, genin farkli allellerinin meydana



gelmesine sebep olmakta ve bdylece Ostrojen biyosentez yolunda ve Ostrojen
seviyesinde farkliliklara yol agmaktadirlar®”*%1%!,

Giliniimiizde meme kanseri gelisiminin genetik modelinde hala belirsizlikler
bulunmaktadir. Bir insanda, tek bir kanser hiicresinde birka¢ yiiz genin ekspresyonunun
degistigi tahmin edilmekte olup hangi mutasyonlarin kanserin ilk basamaklarin
olusturdugunu belirlemek oldukca zordur.  Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi ¢ok
basamakli bir olaydir. Klinik ve histopatolojik olarak meme kanserinde tiimdriin
olusumundan metastaza kadar cesitli basamaklar tanimlanmustir'~'%.

CYP19’daki kodon 39 Trp/Arg polimorfizminin, sadece Japon kadinlarinda
arastirllmis ve varyant Arg allelinin, ge¢ yasta gebelik yasamis ve premenapozal
evredeki, homozigot ve heterozigot tasiyicilarda meme kanseri riskini arttirdigi
gosterilmistir’. Tiirkiye’de ve hatta diger iilkelerde de bu polimorfizm agisindan meme
kanserli hastalarda bir genotiplendirmeye rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasinda, meme kanseri riski ile CYP19 geni kodon 39 Trp/Arg

polimorfizmi arasindaki iligkinin belirlenmesi, genotip dagiliminin arastirilmasi ve allel

sikliklarinin belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGIi

Meme kanseri, meme hiicrelerinin anormal ¢ogalma gosterdikleri genetik bir
hastaliktir. Tek bir hastalik gibi goriinse de, hiicre ve dokular etkileyen karmasik bir
hastaliktir ve hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir.
Cevreyle, yasam bigimiyle ve kalitimla iliskilidir'>'2,

Meme kanseri gelisiminin molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir.
Baslamasi, protoonkogenlerin aktivasyonu ve tiimdr siipresor genlerin inaktivasyonu ile
sonuclanan genetik degisiklikler basta olmak iizere genetik hasarlarla olmaktadir.
Onkogenlerin mutasyonal aktivasyonu ve tiimor siipressor genlerin inaktivasyonu bu
cok basamakli gelisimde muhtemelen erken meydana gelen olaylardir. Bunlar1 daha
sonra kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve/veya programlanmis hiicre dliimiiniin bozulmasi
takip eder'””.

Cok basamakl1 tiimor gelisiminin klasik modelinde, ilk olarak normal bir epitel
hiicre premalignant atipik hiicreye doniisiir. Daha sonra klonal biiyiime ve gelisme
sonucu premalignant lezyon olusur. Bir siire sonra lezyon invaziv hale gelir. Viicuda
yayllmaya baglar, immiin sistemin etkisinden kurtulduktan sonra metastaz yapar.
Invaziv meme kanserine dogru ilerlemeyi haber veren biyolojik ve genetik
anormalliklerin  tanimlanmasi  ile ilerleme olmadan tanmin  konulmasim
amaclanmaktadir'>'?

Mutasyona ugramis formlar1 meme kanseri riskini arttiran genlere meme kanseri
yatkinlik genleri adi verilir. Bu genlerin farkli allelleri kanserin ailevi formlarinda
oldugu gibi sporadik kanserlerde de 6nemli rol oynayabilir. Meme kanserine yatkinlik
steroid hormonlarin ve karsinojenlerin metabolizmasinda rol alan genlerdeki (CYP19,
CYP17, NATI1, NAT2) polimorfizm ¢esitliligi ile de iligkilidir. Meme kanseriyle
dogrudan ya da dolayl olarak iliskili cok sayida gen tanimlanmstir™*>",

Kadin meme kanserlerinde bilinen asil risk faktorleri, artmis seviyelerdeki
Ostrojene uzun siire maruz kalmayla iliskilidir. Endojen ya da ekzojen Ostrojenlerin
neden oldugu artmig hiicre boliinmesi, hiicre sayisini ve dolayisiyla mutasyonlarin

gergeklesme olasiligint  arttirmaktadir. Son caligmalarda 0Ostrojen biyosentezinde

(CYP17, CYP19, 17B-HSD) ve Ostrojenin metabolitlerine ve iiriinlerine doniisiimiinde



(COMT, CYP1A1, CYPIBI, GSTM1, GSTM3, GSTP1, GSTT1) rol alan polimorfik
genlerin, meme kanserine bireysel yatkinlikla yakindan iligkisi oldugu {izerinde

durulmaktadir®.

2.1. CYP19 GENi

CYPI9 geni 15. kromozomun uzun kolu iizerine (15g21.2) yerlesmistir.
Ostrojen biyosentezinde dnemli rolii olan aromataz enzimini kodlar. Yaklasik 120 kb.
biiylikliigiindedir ve 10 ekzondan olugmaktadir. Gende farkli dokularda aktif olan
birden fazla promotor bulunmaktadir. Gendeki mutasyonlara bagli olarak aktif olan
promotorlar ve alternatif kesim sayesinde gen iiriiniinde ya da miktarinda degisiklik
meydana gelmektedir'*'>'*'718(Sekil 1).

Alternative kesim (alternative splicing) , bir gen ilizerinde protein kodlayan
ekzonlarin mRNA’ya aktarildiktan sonra mRNA’nin degisik sekillerde farkli proteinler
olusturabilmesine imkan saglayan mekanizmadir. Ayn1 gen birden fazla transkript
olusturabilir, boylece farkli proteinler sentezleyebilir ve bu da protein ¢esitliligine yol
acar'” (Sekil 2).

CYP 19 geninin 1.3 ve PII promotorlart normal meme dokusunda minimal

diizeyde aktifken, meme kanseri dokusunda yiiksek derecede aktiftirler'*'>"".

SENTROMER _ 15q 21.2
~123 kb

3 TELOMER

~73 kb

—~43 kb

plesenta Ld;ri’ E—— e
| 2a | .4 | L5 LF N2 x

13| |Pn
Exon X
~15 kb ~5kb —30 kb ~10 kb ~20 kb ~12kb| —g.skb | ~0.2 Kb
‘E‘ Elb — -

rl
Sekil 1: CYP19 geninin genomik organizasyonu ve dokuya 06zgii promotorlarin gen {iizerindeki
lokalizasyonlar: ™.

Exon U

meme P ——
endometriozisz/

meme lkanzeri

—~3U Kb

|



» Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon 5

DNA D ReBMREN N DDDDDO PR OO GRRRE<D> O} DPDPDCOD DGR

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon 5
l ALTERNATIF KESIM l

Protein A Protein B Protein C

Sekil 2: Alternatif kesim (alternative splicing). Genin birden fazla transkript olusturmasi sonucu ayni
genden farkli proteinlerin sentezlenmesi'’.

CYP 19 genindeki herhangi bir mutasyon ya da polimorfizm genin {iriinii olan
aromataz aktivitesinde degisiklige neden olabilir ve buna bagli olarak da Ostrojen
seviyesinde degisikliklere neden olabilir’*°.

CYP 19 geni, kodon 39 Trp/Arg polimorfizmi yeni tanimlanmis bir polimorfizm
olup sadece Japon toplumunda arastirilmis ve bu polimorfizmin meme kanseri riskini

arttirdigi saptanm1$t1r9.

2.1.1. Aromataz

Aromataz enzim kompleksi, sitokrom P450 enzimi siiper ailesinin bir iiyesidir.
Ovaryum, plasenta, adipoz doku, karaciger, kas, beyin, normal meme ve meme timori
dokusunda sentezlenir. Transkripsiyonu sitokinler, siklik niikleotidler, gonadotropinler,
glukokortikoidler ve biiyiime faktérleri tarafindan diizenlenir®*'.
Postmenapozal donemde sentezlenen Ostrojenlerin biiyiik bir kismi yag dokuda

aromataz enzim kompleksi aktivitesi ile androjenlerin periferal aromatizasyonu sonucu

olusur. Aromataz aktivitesinin, karsinoma hiicrelerini c¢evreleyen adipoz stroma



hiicrelerinde daha fazla eksprese oldugu kanitlanmistir. Bu da enzimatik
aromatizasyonun tiimor hiicreleri i¢in Ostrojen kaynagi olarak oOnemli oldugunu

; . 22232425
gostermektedir 7",

2.2. OSTROJEN BIYOSENTEZI

Ostrojen, normal meme epitel hiicrelerinin farklilasma ve ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde, hamilelikte ve eseysel degisikliklerin meydana gelmesinde 6nemli
rolii olan steroid yapida bir hormondur****"2*,

Ostrojenik aktivite gdsteren; ostron (E1), 17B-0stradiol (E2) ve ostriol (E3)
olmak iizere {ii¢ bilesik izole edilmistir. Ostrojen hormonlarinin birinci halkas

doymamis (3 cift bagli) olan bir monometilsteran halkasi olup bunun 4. halkasinin 17.

karbonunda da bir O = ya da — OH grubu bulunur (Sekil 3)28.2,

OSTRON OSTRADIOL

OsTRIOL

Sekil 3: Ostrojenik aktivite gosteren bilesikler™.



Bu bilesikler i¢inde en etkili olan1 ovaryumda sentez edilen 17(3-6stradioldiir.
Seksiiel olgunluga erigsmis bir kadinin kaninda en fazla 17B-6strodiol bulunmaktadir.
Ostron, postmenaposal dénemde kanda bulunan temel dstrojendir. Diger dstrojenlerin
metaboliti olan ve hamilelikte plasentada liretilen Ostriol’e ise hamilelikte kan ve
idrarda yiiksek diizeyde rastlanmaktadir®.

Premenapozal ve hamilelik disi donemde Ostrojenlerin temel iiretim yeri
ovaryumdur. Postmenapozal donemde ise sentezlenen ostrojenlerin biiyiik bir kismi
yag dokuda aromataz aktivitesi ile androjenlerin periferal aromatizasyonu sonucu
olusmaktadir. Ostrojenlerin biyosentezi ise kolesterolden &strojene kadar bir seri
basamaktan olusur. Biyosentezde CYP17, CYP19 ve 173-HSD gen {iriinleri 6nemli
rol oynamaktadir (Sekil 4). Ostrojenlerin yapiminda kullamlan &n maddeyi
testosteron ve androstenedion olusturur. Ostrojenlerin androjenlerden baslica farklar
ostrojenlerin 18 C’lu bilesikler olmalaridir. Ayrica diger bir farkliliklari da A
halkasinin Ostrojenlerde aromatik olmast ve 10. C’da dikey vaziyette bir metil
grubunun bulunmayis1 teskil etmektedir. Ostrojenlerde 3. karbon atomunda da
fenolik bir grup vardir****.

Dogal olarak baslica Ostrojenler, Ostron, alfa ve beta Ostradiollerden ve

ostriollerden olusurlar*”>*>",
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Sekil 4: Ostrojen biyosentezi ve biyosentezde rol alan genler”.

Ostrojen metabolizmasinda ise Ostradiol, Ostrona cevrilmekte, Ostron
hidroksilasyona ugramaktadir. Ostrojenlerin metabolizmasmin son asamasinda olusan
Ostrojen konjugatlarinin %80 kadar1 idrarla, geri kalan1 safra ile barsaklara atilmaktadir.
Metabolizmada COMT, CYP1A1, CYP1B1, GSTMI1, GSTM3, GSTP1, GSTT1 gen

iirtinleri 6nemli rol oynamaktadir™' ( Sekil 5).
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Sekil 5: Ostrojen metabolizmasi®.

Gelismekte olan invaziv meme kanserinde, dstrojen etkisinin siirdiiriilmesinin en
onemli ve kayda deger risk faktorii oldugu ispatlanmistir. Meme epitelyum hiicrelerinin
Ostrojene uzun siire maruz kalmalarinin ¢ogalmay1 uyardigi bunun da tesadiifi genetik
hasarlarin birikmesine neden olabilecegi ya da Ostrojenin direkt DNA hasarina neden
olabilecek tiimor baslatici olarak rol alabilecegi diistiniilmektedir***°.

Yasamsal faktorler ve Gstrojen iliskisi incelendiginde, bu faktérlere bagh olarak
uzun siire ya da artmis seviyelerdeki Ostrojene maruz kalmanin sporadik meme
kanserine yakalanma olasiligini arttirdig1 goriillmektedir. Bu faktorler;

1- Erken menars ve ge¢ menopoz, fertil ¢agr uzatmaktadir. Buna baglh olarak meme
epitelyumu Ostrojene uzun siire maruz kalmaktadir. Menopoz yasi goz Oniine
alindiginda, geciken her 1 yil icin meme kanserine yakalanma olasilig1 yaklagik %3
artmaktadir.

2- Ostrojenler deri alt1 yag dokusundaki aromataz aktivitesi ve androjenlerin periferal
aromatizasyonu ile olusmaktadir. Buna bagli olarak obezite dolasimdaki androjenlerden
Ostrojenlerin olusumunu arttirmaktadir.

3- Sigaranin meme kanseri lizerine etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar tartismali sonuglar
vermistir. Tiitlin i¢indeki baz1 maddelerin anti 6strojenik etkili oldugu, nikotinin CYP19
enzimini inhibe ettigi bulunmus, sigara icenlerin igcmeyenlere gére menopoz yasinin
daha erken oldugu iddia edilmistir. Ancak sigaranin i¢cerdigi PAHs, meme hiicreleri i¢in
karsinojenik bir maddedir ayrica sigara bilinen yaklasik 30 karsinojenik maddeyi de

icermekte ve kanser riskini ylikseltmektedir.



4- Alkol de meme kanseri riskini arttiran faktdrlerdendir. Alkol tiiketen kadinlarda
Ostrojen seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir.
Bunlarin disinda pek ¢ok yasamsal faktor Ostrojen iizerindeki etkisiyle meme

kanseri olusumunda rol almaktadir'*>'%32,

2.3. MEME KANSERI

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen ve en ¢ok 6liime neden olan
kanser tiirtidiir'*'*"*** (Cizelge 1).

Diinyada her y1l 10 milyon kanser olgusunun varlig1 bilinmektedir. Bu olgularin
yaklagik 1 milyonu meme kanseridir ve bunlarin da yaklasik 400.000 kadar1 6liimle
sonuclanmaktadir. Tiirkiye’de, saglikli bir istatistik bulunmamasina ragmen, her yil 30
bin kadinin meme kanserine yakalandigi tahmin edilmektedir. Hastaligin diger bir
ozelligi, goriilme sikligimin artiyor olmasidir. Hastaligin gosterdigi bu artis, tiim

gelismis bat1 iilkelerinde de gdzlenmektedir'>'*-?,

Cizelge 1: Cesitli iilkelerde ve diinyada kadinlarda en sik goriilen ve en ¢ok 6liime neden olan kanser

tiirleri'®.
ULKELER OLGU OLUM
Tiirkiye Meme Meme
Over Mide
Mide Over
ABD Meme Akciger
Akciger Meme
Kolon/Rektum Kolon/Rektum
Ingiltere Meme Meme
Kolon/Rektum Akciger
Akciger Kolon/Rektum
Misir Meme Meme
Serviks Serviks
Mesane Mesane
Kamboc¢ya Serviks Serviks
Meme Karaciger
Karaciger Akciger
DUNYA Meme Meme
Serviks Akciger
Kolon/Rektum Serviks

10




Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi ¢ok basamakli bir olaydir. Klinik ve
histopatolojik olarak meme kanserinde tiimoriin olusumundan metastaza kadar gesitli
basamaklar tanimlanmugtir'>'%1332,

Birinci basamak tiimdriin baglamasi olup tek bir hiicrenin anormal béliinmesine
sebep olan genetik degisikliktir. Hiicre boliinmesi daha sonra klonal olarak tiiremis
tiimér hiicre popiilasyonunun artmasina sebep olur'~'%1,

Ikinci basamak, klinik olarak yiiksek meme kanseri riskini isaret eden atipik
hiicre proliferasyonuna gegistir. Atipik hiicre proliferasyonu ile meme kanseri riskinde
artisa neden olan histolojik yapilar tanimlanmaktadir'~'%,

Ugiincii basamak malignansinin sitolojik &zelliklerini gdsteren ancak stromal
invazyonun heniiz gdzlenmedigi in situ karsinom’un gelisimidir. Daha sonra hiicrelerin
artistyla stromal invazyonun ger¢eklesmesi sonucu invasiv tiimdr olusur. (Sekil 6).
Kan ve lenf kanallar araciligiyla bu hiicrelerin yayilmas: da metastaza neden olur''%,

Her basamakta, hiicreye, kanser hiicresi olma yolunda o6zellikler kazandiran
onemli genetik olaylarin gergeklestigi diisiiniilmektedir. Bu degisiklikler sonucu tiimor
olusumuna ya da ilerlemesine neden olan genlerin ekspresyonunda ya da gen

iirtinlerinin fonksiyonunda degisiklik meydana gelebilir'*">.
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Sekil 6: Meme kanseri olusumuna ve ilerleyisine katilan faktorler ile agiklanabilecek olasi ¢ok agamali

karsinogenez modeli'”.

Meme kanserinin %5-10"u kalitsal gecis gosterir. Kalitsal meme kanserlerinin
%90’1mnda BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu goriilmektedir. Meme kanserinde ileri yas ve
ilk dogum yag1 Onemli risk faktorleridir. Daha 6nce meme kanseri gegirmis ya da aile
yakinlar1 arasinda meme kanserine yakalanmis bireyler bulunan kadinlarin, meme

kanserine yakalanma olasilig1, diger kadinlara gore ¢ok daha yiiksektir’>=*>°,
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Higbir kanser tiiriiniin kesin sebebi ya da sebepleri bilinmemektedir. Kisiyi bazi
kanser tiirlerine yatkin hale getiren genler, kanser olusumuna yol agan viriisler,
radyasyona maruz kalma, c¢esitli kimyasal maddeler kanser sebepleri arasinda
sayilmaktadir. Bagisiklik sistemindeki bozulmalar, ¢esitli ¢cevresel faktorler, beslenme
tarz1 da kanser olusumunda rol oynamaktadir™'*%,

Meme kanserinde cerrahi tedavi, ilag tedavisi ve radyoterapiden
yararlanilmaktadir. Heniiz meme kanserini kesin Onleyen bir yontem yoktur.
Gliniimiizde bilinen tek yontem, erken tanidir. Erken tani sayesinde, meme kanserinin
getirdigi sorunlar biiyiik oranda ¢oziilebilmektedir. Bu sayede hastaligin yaptig1 hasar
en aza indirilebilir, yasam siiresi ve kalitesi onemli Olclide arttirilabilir'?.

Kanser tedavisine timit veren yeni bir yaklagim kanser hiicrelerine direkt etkiden
ziyade anjiogenez gelisimini engelleyerek tiimdr biiyiimesini engelleyen ilaglarin
kullanilmasidir. Bu ilaglar spesifik olarak yeni kan damarlarinin olusumunu engeller
normal hiicrelere standart kanser ilaglarindan daha az toksiktir. Anjiogenezi ya da
kanserin olusum mekanizmasini engelleyen ya da durduran ilaglarin ya da ozellikle
timor bliylimesini saglayan onkogenleri hedef alan ilaglarin  gelistirilmesi, gen
tedavileri, imminoterapi ve kanser asilar1 kanser tedavisi igin iimit veren
yaklagimlardir. Gen tedavisiyle, kansere sebep olan genetik bozuklugun onarimi,
immiinoterapiyle, viicudun kendi bagisiklik sistemini kullanarak kanser hiicrelerini
Oldiirmesi hedeflenmekte, kanser asilar1 ve akilli ilaglarla ise, saglikli dokulari
etkilemeden, asil hedef olan kanserli dokuya en yiiksek miktarda ila¢ ulastiriimasi

amaclanmaktadir™>°.

2.3.1. Kalitsal ve Sporadik Meme Kanserinin Genetik Farkhiliklar:

Kanser vakalarinin ¢ok az bir kismi, esey hiicrelerinin ¢esitli genlerinde
meydana gelir ve sonraki nesillere aktarilir (kalitsal kanserler). Ancak kanser
cesitlerinin ¢cogunda mutasyonlar somatik hiicrelerde meydana gelir ve bu mutasyonlar
iireme hiicreleriyle gelecek nesillere aktarilamaz (sporadik kanserler)**>~.

Tiim meme kanseri vakalarinin az bir kismini olusturan(%5-10) kalitsal meme
kanseri, meme kanserine 1rsi olarak hassasiyet olmasi olarak da nitelendirilebilir.

Kalitsal meme kanserinin aksine sporadik meme kanserine yiiksek siklikta (%70-80)

rastlanmaktadir, mutasyon somatik hiicrelerde meydana gelir, ve bu kisilerin ailelerinde
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kanser riskinin goriilme olasilig1 tibbi ve yasamsal faktorlerin de etkisi altindadir.
Sporadik meme kanserlerindeki risk faktorlerinin ¢ogunlukla hormonal oldugu
diisiiniilmektedir. Yiiksek penetranslh kanser yatkinlik genlerindeki mutasyonlarin etkili
oldugu kalitsal meme kanserinin aksine, sporadik meme kanserinde diisiik penetransh
kanser yatkinlik genlerindeki mutasyonlar ve yasamsal risk faktorlerinin etkili oldugu
gozlenmektedir. Eger diisiik penetransli kanser yatkinlik genlerinin sebep oldugu meme
kanseri aymi ailede birden fazla kiside goriiliiyorsa ailesel meme kanseri adi verilen
liclincii bir siniftan bahsedilebilir (Sekil 7). Bu ailelerde meme kanseri, ayni gevresel

. . . . 1. 34
ajanlara maruz kalma sonucu ya da sans eseri olarak da gelismis olabilir™*>~".

ATLESEL MEME
KANSERI

%15-20

KALITSAL MEME KANSERI

%5-%10

DIZER GENLER

Sekil 7: Meme kanserinin siniflandiriimasi ve goriilme sikliklari®™®,

2.3.1.1. Kalitsal Meme Kanseri

Kalitsal meme kanseri, net bir sekilde nesilden nesile aktarilan ve az siklikta
goriilen kanser tiiriidiir. Meme kanserine 1rsi olarak hassasiyet olmasi olarak da
nitelendirilebilir. Kalitsal meme kanseri 6zellikle BRCA1 ve BRCA?2 basta olmak {izere
p53, PTEN, CHEK2 gibi yiiksek penetransh kanser yatkinlik genlerinin bir allelinde
meydana gelen mutasyonun nesilden nesile aktarilmasiyla olusur®”***'.

Kalitsal meme kanserlerinde en sik rastlanan BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari,

kalitsal meme kanseri vakalarinin ¢ok biiyiik bir kisminin nedeni olmalarina ragmen,
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toplam meme kanseri vakalarinin sadece %5’inden sorumludur. BRCA1 ve BRCA2
kalitsal meme kanserinin olusumunda etkili en 6nemli iki tiimor siipresor gendir. Timor
stipressor genler, hiicre dongiisii boliimlerinin birbirine gecisini baskilar ya da inaktive
eder ve hiicre boliinmesini durdurur. Eger bu genler kalict olarak inaktive edilirlerse ya
da mutasyonlarla ortadan kaldirilirlarsa, hiicre bdliinmesinin kontrolii kaybolur ve hiicre
kontrolsiiz bir sekilde béliiniip cogalmaya baglar™.

BRCAT1 olarak adlandirilan gen kalitsal meme kanserinde rol oynadigi bulunan
ilk gendir. BRCA1’deki mutasyonlar, meme kanserine yatkin olma ile iliskilidir ve bu
yatkinlik otozomal dominant olarak kalitilir. BRCAT1 geni, 1994 yilinda tanimlanmus,
17. kromozomun uzun kolu tizerinde lokalize olmus (17q.21) bir timor siipresor gendir.
Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, DNA tamir mekanizmalarinda, apopitozda rol
alir*>®,

BRCA1 geninde, proteininin fonksiyon kaybina neden olan ¢ok fazla sayida
mutasyon tanimlanmistir. 11. ekzon en genis ekzon olup BRCAI1 proteininin %60
kadarin1 olusturmaktadir. Mutant bir BRCA1 geni tasiyan kadinlarda meme kanseri
gelisme riski yiiksektir. Ayni zamanda bu mutasyonu tasiyan bireyler yumurtalik ve
prostat kanseri bakimindan da yiiksek riske sahiptirler*>***.

BRCA2 geni 1995 yilinda tanimlanmis, 13. kromozomun uzun kolu {izerinde
lokalize olmus (13q12.3) bir tiimor siipresor gendir. Otozomal dominant olarak kalitilir.

Genom biitinliigiiniin siirdiirilmesinde ve DNA tamir mekanizmalarinda rol alir***!.

2.3.1.2. Sporadik Meme Kanseri

Kalitsal meme kanserinin aksine yiiksek siklikta goriilen sporadik meme
kanserinde, mutasyon somatik hiicrelerde meydana gelir, bu kisilerde ve ailelerinde
kanser riskinin goriilme olasilig1 1rsi degil, tibbi, yasamsal cevresel faktorlerin etkisi
altindadir**>’.

Sporadik meme kanserlerindeki risk faktorlerinin ¢ogunlukla hormonal oldugu
diisiiniilmektedir. Yiiksek penetransh kanser yatkinlik genlerindeki mutasyonlarin etkili
oldugu kalitsal meme kanserinin tersine, sporadik meme kanseri vakalarinin olusumuna
endojen, yasamsal risk faktorleriyle birlikte diigiik penetranshi kanser yatkinlik

genlerindeki mutasyonlar neden olmaktadir**’.
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Kadinlarda goriilen sporadik meme kanserinin bilinen baslica risk faktorleri,
Ostrojen seviyesindeki artis ya da Ostrojene uzun siire maruz kalma ile iligkilidir.
Ostrojen biyosentezinde (CYP17, CYP19, 17B-HSD) ve 6strojenin metabolitlerine ve
tirinlerine doniisimiinde (COMT, CYPIA1l, CYPIBI1, GSTMI, GSTM3, GSTPI1,

GSTTI1) rol alan polimorfik genler, meme kanserine bireysel yatkinlikla yakindan
iligkilidir*345:4647.48.49.50
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Biyolojik Materyal

Bu ¢alismada kullanilan kan &rnekleri, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Genel

Cerrahi Anabilim Dalina bagvurmus, yaslari 24 ile 70 arasinda degisen, 100 kadindan

alinmistir. Hasta grubunu, patalojik olarak dogrulanmis meme kanserli 75 hastadan alinan

kan ornekleri olusturmustur. Hasta grubundan 25 kiside ailesel/kalitsal meme kanseri

goriilmektedir. Kontrol grubunu ise herhangi bir meme kanseri tanist konmamis ve

ailesinde meme kanseri goriilmemis 25 kadindan alinan kan 6rnekleri olusturmustur.

Kan 6rnekleri EDTA’I1 tiiplerde, buzdolabinda +4 °C’de saklanmustir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Bu caligmada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar agagida

verilmistir:

1. AmpliTaq Gold DNA Polimeraz (Applied Biosystems)
2. Magnezyum Kloriir (MgCl,) ( Applied Biosystems)
3. EDTA (Fermentas)

4.  Proteinaz K (Fermentas)

5. Sukroz (Fermentas)

6.  Sodyum klorid (NaCl) (Merck)

7. Sodyum dedosil siilfat (SDS) (Fermentas)

8.  Safetanol (Riedel-de Haen)

9.  Tris baz (Fermentas)

10. PCR tamponu (Fermentas)

11. Deoksiniikleosit trifosfat seti (Roche)

12.  Primerler (Metabion)

13.  Acil restriksiyon enzimi (Biolabs)

14. Acil restriksiyon enzimi tamponu (Biolabs)

15. Etidium bromiir (EtBr) (Fermentas)

16. Brom fenol mavisi (Fermentas)
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17. Agaroz (Promega)

18. Marker DNA (Fermentas)

19. DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez ile ilgili diger kimyasal maddeler (Sigma ve
Merck)

3.1.3. Cihazlar ve Teknik Malzemeler

Asagida listesi verilen ve bu ¢alismada kullanilan cihazlar ve teknik malzemeler,
arastirmanin yapildigi Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Genetik Laboratuvarinda bulunmaktadir.

1. Santrifiijler (Sogutmali Universal 16R ve Sogutmasiz Techne force 16)

2 Thermal cycler (Eppendorf Mastercycler)

3. Jel goriintiileme cihazi (Uvitec)

4.  Hassas terazi (Sartorius)

5. Subanyolar1 (Grant, Electromas)

6. Otoklav (Trans)

7.  Etliv (Dedeoglu, Memert)

8. Vorteks (Niive NM 110)

9.  pH metre (inolab)

10. Otomatik pipetler (Biohit, Socorex, Pipetman)
11. Buzdolab1 (Argelik)

12. Derin dondurucu (Siemens, Bosch)

13. Yatay elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Biogen, Biolab, Maxicell)
14. Steril kabin (Kojair KR- 125 Safety)

15. Meziirler

3.2. YONTEM

Bu ¢alisma i¢in 6nce hasta ve kontrol grubunu olusturacak kisiler belirlendi ve bu
kisilerden hastaligin olusumuna ve gelisimine katkis1 oldugu diistiniilen yasamsal faktorler
(vas, aile Oykiisii, sigara ve alkol kullanim) ile ilgili bilgiler alindi. Daha sonra belirlenen
kisilerden kan ornekleri alindi, numaralandirildi, hem doymus tuz ¢ozeltisi ile ¢oktiirme

yontemi hem de izolasyon kiti kullanilarak iki yéntemle DNA izolasyonu yapildi. izole
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edilen DNA’lardan PCR amplifikasyonu gerceklestirildi, PCR iiriinleri agaroz jelde

yiirtitiilerek amplifikasyonun olup olmadigr kontrol edildi ve elde edilen iiriinler

kullanilarak genotiplendirme yapildi.

3.2.1. DNA lizolasyonu

DNA izolasyonu i¢in 2 yontem kullanildi.

3.2.1.1. Doymus Tuz Cozeltisiyle Coktiirme®'

1.

10.

Ependorf tiip icerisine 600 pl kan ve 1000 ul eritrosit lizis tamponu (EK 1.1)
eklendi. Tiipiin kapagi kapatilarak bir iki kez karistirildi ve oda sicakliginda 3
dakika bekletildi.

4500 rpm’de 5 dak santrifiij edildi. Stipernatan atildi. Tekrar 1000 pl eritrosit lizis
tamponu eklenip 4500 rpm’de tekrar 5 dak santrifiij edildi. Siipernatan atilarak
16kosit pelleti elde edildi.

Lokosit pelleti tizerine 1000 pl fizyolojik tampon (EK 1.2) ilave edildi ve 4500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi. (Eger pellet yeterince temiz
degilse bu islem bir kez daha tekrar edildi.)

Pellet iizerine 300 pl TE-9 tamponu (EK 1.3) eklenerek pellet ¢dzdiiriildii. Uzerine
100 pl SDS (EK 1.4) ve 20 pl Proteinaz K eklendi. Tiip karistirilarak homojen bir
karisim elde edildi.

65 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiip igerisine 200 pl 6M tuz soliisyonu (EK 1.5) eklendi. Tiip
karigtirildi 13500 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan temiz bir tiipe alindi. Tekrar 13500 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi ve
temiz bir tiipe alinan siipernatan iizerine 1000 ul saf etanol eklenerek DNA’nin
yogunlasmasi gozlendi.

Tiip 13500 rpm’de santrifiij edilerek DNA’nin ¢6kmesi saglandi, slipernatan atildu.

Pellet tizerine 1000 pl %70°1ik etanol eklendi. Santrifiij edildi. Pellet ¢oktiiriildii.
Stipernatan atildu.

Tiip temiz bir kurutma kagidi {izerine ters gevrilerek etanoliin ugmasi saglandi.
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11.

12.

Pellet tizerine 100 pl TE tamponu (EK 1.6) eklendi, 65 °C’de 15 dakika
bekletilerek DNA’nin ¢6ziinmesi saglandi.

DNA’larin saflifi ve konsantrasyonu spektrofotometrede olciildii (EK 2) ve
DNA’lar kisa stirede kullanim i¢in +4°C’ye, uzun siirede kullanim i¢in -20°C’ye

kaldirild.

3.2.1.2. Izolasyon Kiti (E.Z.N.A. Blood DNA Isolation Kit) ile DNA Eldesi

DNA izolasyon kitinin, doymus tuz ¢oOzeltisiyle c¢oktiirme yoOntemine gore

avantaji daha az miktarda kan kullanilarak ¢ok daha kisa slirede DNA’nin izole

edilmesidir. Kit 6zel olarak formiile edilmis tampon sistemi ile DNA’larin spin-kolona

tutunmasini saglamaktadir. DNA’lar kolona tutunurken, hemoglobin, hiicresel artiklar

ve diger proteinler yikama soliisyonu ile uzaklagtirilmaktadir.

1.

10.

Eliisyon tamponundan 6rnek basina 220 pl olacak sekilde bir tiip igine alindi ve 70
°C’de, kullanilincaya kadar bekletildi.

1.5 mI’lik steril tiipe 250 pl kan, 250 pl BL tamponu, 20 pl proteaz enzimi eklendi.
10-15 saniye vortekslendi. 45 °C’de 20 dakika bekletildi. (Kan miktar1 az ise
elisyon tamponu ile 250 pl’ye tamamlanabilir. )

Tiiplere 260 pl saf etanol ilave edildi, 10 —15 saniye vortekslendi.

Tiip icerigi 2ml’lik santrifiij tiipline yerlestirilmis spin kolona aktarildi. 10000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon yeni bir santrifiij tlipline yerlestirildi, tizerine 500 pl HB tamponu ilave
edildi. 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Tiip igindeki sivi dokiildii, kolon iizerine 650 pl yikama tamponu ilave edildi.
10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Alttaki tiipler atildi, kolon yeni bir santrifiij tiipiine yerlestirildi, tekrar 650 pl
yikama tamponu eklendi. 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon 1.5 mI’lik tiipe yerlestirildi, tizerine 100 pl eliisyon tamponu eklendi. 10000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Tiipler degistirilmeden tekrar 100 ul eliisyon tamponu eklendi, 10000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

Kolonlar atildi, tiip i¢cinde kullanima hazir DNA soliisyonu kaldi.
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11. DNA’larin saflig1 ve konsantrasyonu spektrofotometrede ol¢iildii ve DNA’lar kisa

siirede kullanim i¢in +4°C’de, uzun siirede kullanim i¢in -20°C’de saklandi.

3.2.2. Genotiplendirme

3.2.2.1. Gen Béolgesinin Amplifikasyonu i¢in Kullanilan Primerler

Internet taramalar1 sonucu CYP19 geninin baz dizisi elde edildi. Genin tamam
1384 baz ¢iftidir. Tarama sonucu, incelenecek olan 39. kodonun da i¢cinde bulundugu 427
baz cifti uzunlugundaki gen dizisinin (common bolge) amplifikasyonu i¢in, daha sonra

kodon 39’daki Trp/Arg polimorfizminin belirlenmesi i¢in uygun primerler tespit edildi.

427 bg¢’lik common bolgenin amplifikasyonu i¢in Cizelge 2’de verilen baz dizisi
tizerinde de gosterilmis olan asagidaki primerler kullanilmistir;
Forward primer (F1): 5'-ATCTGTACTGTACAGCACC-3'
Reverse primer (R2): 5'-CTCCAAGTCCTCATTTGCT-3'

Cizelge 2: CYP19 geninin 427 bg¢’lik common boélgesi icin kullanilan primerler ve amplifikasyon
bolgesini gdsteren niikleotid dizisi. Dizide common bélge koyu harflerle, primerler ise alti ¢izili olarak

gosterilmistir.

cctaaatgtc
aagcaacagg
tttccacagg
tgctgaaccc
ccatgccagt
cctcaatacc
ttttggtcca
atctctgaag

tgatcacatt
agctatagat
actctaaatt
gatacattat
cctgctcctc
aggtaagtca
tcatggtaaa
actatgtctg

ataaaacagt
gaacctttta
gcceccctctg
aacatcacca
actggccttt
gtcatttatt
gaaaaatttt
tgttagcaaa

aagtgaatct

gtactgtaca

gcaccctctg

ggggattctg
aggtcaagga

gcatcgtgcc
ttctcttggt
tctgtatcta
gcaaaaagga
tgaggacttg

taatttttct
acacaagatg
tgaagccatg
gtggaattat
aggagattat
caaaaagcaa
gagaaatttc
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gtccctttga
gttttggaaa
cctgctgceca
gagggcacat
ttacttggga
acctggaaag
agaccaatta



39. kodon T allelinin amplifikasyonu i¢in Cizelge 3’de verilen baz dizisi lizerinde de
gosterilmis olan asagidaki primerler kullanilmustir;

TT Genotipi (kodon 39=TGG — Triptofan):

Forward primer (F2): 5'-GGCCTTTTTCTCTTGGTGT-3’

Reverse primer (R2): 5'-CTCCAAGTCCTCATTTGCT-3'

Cizelge 3: T alleli amplifikasyonu icin kullanilan primerler ve 200 bg¢’lik amplifikasyon bdlgesini
gosteren niikleotid dizisi. Dizide amplifikasyon bolgesi koyu harflerle, primerler alti ¢izili, kodon 39

biiyiik harflerle gosterilmistir.

1141 ccatgccagt cctgctcctc actggccttt ttctcttggt gTGGaattat gagggcacat
1201 cctcaatacc aggtaagtca gtcatttatt tctgtatcta aggagattat ttacttggga
1261 ttttggtcca tcatggtaaa gaaaaatttt gcaaaaagga caaaaagcaa acctggaaag
1321 atctctgaag actatgtctg tgttagcaaa tgaggacttg gagaaatttc agaccaatta

39. kodon C alleli amplifikasyonu i¢in, Cizelge 4’de verilen baz dizisi iizerinde
de gosterilmis olan asagidaki primerler kullanilmistir;
CC Genotipi (kodon 39=CGG — Arjinin):
Forward primer (F1): 5'-ATCTGTACTGTACAGCACC-3'
Reverse primer (R1): 5'-ATGTGCCCTCATAATTCCG-3'

Cizelge 4: C alleli amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler ve 264 bg¢’lik amplifikasyon bolgesini
gosteren niikleotid dizisi. Dizide amplifikasyon bolgesi koyu harflerle, primerler alti ¢izili, kodon 39

biiyiik harflerle gosterilmistir.

901 cctaaatgtc tgatcacatt ataaaacagt aagtgaatct gtactgtaca gcaccctctg
961 aagcaacagg agctatagat gaacctttta ggggattctg taatttttct gtccctttga
1021 tttccacagg actctaaatt gccccctctg aggtcaagga acacaagatg gttttggaaa
1081 tgctgaaccc gatacattat aacatcacca gcatcgtgcc tgaagccatg cctgctgcca
1141 ccatgccagt cctgctcctc actggccttt ttctcttggt gCGGaattat gagggcacat
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3.2.2.2. PCR Amplifikasyonu (EK 3):

Orneklerimiz i¢in uygun amplifikasyon kosullarinin saptanmasi gesitli
denemelerle belirlendi. Her denemede sadece bir degisken disindakiler sabit tutularak,
optimal amplifikasyon kosullar1 saglanana kadar, amplifikasyonda kullanilan tiim
kimyasal malzemelerin farkli konsantrasyonlari ve PCR programinin farkli 1s1 dongiileri

denendi ve optimal kosullar saglaninca 2 ayr1 PCR programi uygulandi.

1) Calistigimiz common bolgenin, T allelinin ve C allelinin primerleri birarada

kullanilarak multiplex PCR (EK 3.1) yapildi (Cizelge 5).

Cizelge 5: Optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR reaksiyonu (multipleks PCR).

PCR bileseni Final Konsantrasyon 25 ul reaksiyon karisimindaki miktar
Primer F1 (100 pmol) 100 pmol 0.25 ul
Primer R1 (100 pmol) 100 pmol 0.25 ul
Primer F2 (100 pmol) 100 pmol 0.25 ul
Primer R2 (100 pmol) 100 pmol 0.25 ul
MgCl, 2 Mm 2 ul
10X PCR Tamponu 1X PCR tamponu 2.5ul
dNTP 0.2 mM 0.2 ul
Taq Polimeraz 1.25U 0.25 pl
Genomik DNA 0.25 pg 1l
Bidistile su - 18.05 ul
Toplam 25 ul
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2) Common bdlgenin, T allelinin ve C allelinin primerleri 3 ayr tiipte ¢alisilarak PCR

yapildi (Cizelge 6).

Cizelge 6: Optimal amplifikasyonun gerceklestigi PCR reaksiyonu.

PCR Bilesenleri Final Common Bolge T alleli PCR  Calleli PCR
Kons. PCR bilesenleri bilesenleri bilesenleri

Primer F1 (100 pmol) 100 pmol  0.25 pul - 0.25 ul
Primer R1 (100 pmol) 100 pmol - - 0.25 pul
Primer F2 (100 pmol) 100 pmol - 0.25 ul -
Primer R2 (100 pmol) 100 pmol  0.25 ul 0.25 ul -
MgCl, 2mM 2 ul 2ul 2ul
10X PCR Tamponu 1X 2.5ul 2.5 ul 2.5l
dNTP 0.2 mM 0.2 ul 0.2 ul 0.2 ul
Taq Polimeraz 1.25U 0.25 ul 0.25 ul 0.25 pl
Genomik DNA 0.25 pg 1 ul 1l 1l
Bidistile su 18.55 ul 18.55 ul 18.55 ul
Toplam 25 ul 25 ul 25 ul

Iki yontemle de elde edilen DNA’lara ayn1 PCR programi uygulands;
Optimal amplifikasyonun elde edildigi PCR reaksiyonundaki 1s1 dongiileri:
1-  On Denatiirasyon  : 95 °C’de 10 dk.

2- Denatiirasyon :95°C’de 1 dk.
Yapisma :54°C’de 1 dk.
Sentez : 72 °C’de 1 dk.
Toplam dongii :30

3- Final Sentez : 72 °C’de 5 dk.

Elde edilen PCR iiriinleri +4 °C’de muhafaza edildi.
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PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasinda sirasiyla asagidaki basamaklar izlendi:
- Reaksiyonda kullanilacak DNA’lar ve ¢ozeltiler kullanimdan hemen 6nce -20 °C’den
aliip ¢ozdiirildii.
- %70’lik alkolle temizlenmis laminar flow kabini iginde {izerlerine 6rnek numarasi
yazilarak 200 pl’lik PCR tiipleri hazirlandi.
- Tiim DNA o6rnekleri ve ¢ozeltiler kisa bir siire vorteks ile karistirildi ve santrifiij edildi.
- Daha oOnceden hesaplanan miktarlarda MgCl, tampon, dNTP, primerler ve Taq
Polimeraz 200 ul’lik bir PCR tiipiine eklenerek PCR karisimi hazirlandi.
- PCR karigimi kisa bir siire vortekslendi ve santrifiij edildi.
- Buz iizerinde, numaralandirilmig her bir PCR tiipiine, daha onceden hesaplanmig
miktarlarda PCR karigimi, DNA ve bidistile steril su eklendi.
- Tiipler kisa bir siire vortekslendi ve santrifiij edildi.
- Tiipler thermal cycler’a yerlestirildi ve dnceden kaydedilmis program baglatildi.

- Program tamamlandiktan sonra PCR iiriinleri +4 °C’de saklandi.

3.2.2.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi (EK 4) ve Yorumlanmasi:
%2’lik agaroz jel hazirlamak icin sirastyla asagidaki islemler yapildi:

1- 0,72 gr. agaroz tartildi, dikkatli bir sekilde erlen i¢ine dokiildii.

2- Uzerine 36 ml. 1X TBE tamponu (EK 4.1) eklendi ve mikrodalga firinda yaklasik 1

dakika tutularak agaroz eritildi.

3- Agaroz eridikten sonra erlen icine, stok EtBr soliisyonundan (EK 4.2) 3 pl eklendi.

4- Erlen el yakmayacak sicakliga gelene kadar (50-55°C) bekletildi.

5- Jel kabu ve jel taraklari saf suyla yikandi, gazli bezle kurulanda.

6- Jel kabinin igine Ornek sayisina gore taraklar yerlestirildi ve erlen igindeki jel

karigimi hava kabarcigi olusturmadan dikkatli bir sekilde jel kabina dokiildii.

7- Yaklasik 30 dakika beklenerek jelin polimerize olmasi saglandi.

8- Jel, elektroforez kabina alinarak tizeri ortiilene kadar 1X TBE tamponu ilave edildi.

9- Kuyu olusturmasi i¢in yerlestirilmis tarak jel zedelenmeden yavasca ¢ikarildi.

10- i1k kuyuya bant biiyiikliiklerini karsilastirmak icin 5 ul marker DNA, ikinci kuyuya

kontaminasyon olup olmadigini anlamak amaciyla DNA igermeyen PCR karigimi

eklendi.
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11- Diger kuyulara sirayla 1 pl yiikkleme tamponu (EK 4.3) ile karistirilmis olan hasta
orneklerine ait 5 pl PCR iirtinleri uygulandi.

12- Elektroforez tankinin kapagi kapatildi ve yaklasik 45 dakika akim uygulandi.

13- Siire sonunda jel tankin icinden alinarak Uvitec goriintiileme cihazinin igine

yerlestirildi ve goriintii incelendi (Cizelge 7).

Cizelge 7: Amplifikasyon sonunda beklenen amplikon biiyiikliikleri

Amplikonun Biiytikligii

CYP19 C (Arg) alleli  |264 bg.

CYPI19 T (Trp) alleli 200 bg.

CYP19 Common bant |427 bg.

Primerler i¢in birden fazla tanima bdlgesi olmasi, DNA’nin saf olmamasi yada
hazirlanan PCR karisimindaki c¢ozeltilerden birinde kontaminasyon olmast gibi
durumlarda PCR gergeklesemeyebilir. Bu nedenle bant goriilemeyebilir yada ¢ok sayida
nonspesifik bant gozlenebilir. Agaroz jelde yiiriitiilerek amplifikasyonun istenen
ozelliklerde olmadig: tespit edilen ve amplifikasyona gdre genotiplendirme yapilamayan
ornekler i¢in sadece common bdlge primerleri kullanilarak PCR tekrar edildi ve PCR

tirtinleri kesim (RFLP) reaksiyonuna tabi tutularak degerlendirme yapild.

3.2.2.4. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) Analizi ile PCR
Uriinlerinin Kesimi ve Géoriintiilenmesi (EK 5):

PCR amplifikasyonu yapilan ve agaroz jelde goriintiilenen toplam 100 6rnekten,
20 hastada, net bant goriilemedigi i¢in genotiplendirme yapilamadi. Bu amplifikasyonlar
icin tekrar PCR yapildi, PCR iiriinleri kesim (RFLP) reaksiyonuna tabi tutuldu ve agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiilerek jel {izerindeki bantlara gore degerlendirme yapildi. Enzim

miktar1 sinirlt oldugu i¢in sadece bu 6rneklere kesim iglemi uygulandi.
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PCR firiinii i¢in de literatiir taramasi sonucu elde edilen polimorfizm noktasi

tanima dizisi olan Acil endoniikleaz1 (EK 5.1), Gene Runner programimin 3.05 versiyonu

kullanilarak belirlendi. Normal diziyi kesmeyen, mutasyonlu diziyi kesen endoniikleazin

gerceklestirdigi kesim reaksiyonu kosullar cizelge 8’de, kesim bolgesi cizelge 9°de

gosterilmistir. Acil enziminin ¢alisip ¢alismadigi dncelikle pUC 18 plazmidi kullanilarak

denendi ve bu plazmidi kestigi gozlendi. Kesimin gergeklesmesi enzimin calistigini

gosterdi.

Cizelge 8: Acil enziminin gerceklestirdigi kesimin reaksiyon kosullari ve kesim bolgesi

10 pl reaksiyon karisimindaki miktar

Acil Restriksiyon enzimi

Acil Restriksiyon enzimi tamponu

PCR tirtinii

Bidistile su

Reaksiyon hacmi

Reaksiyon 1s1s1

Reaksiyon stiresi

Kesim bolgesi

Il
0.25 ul
Sul
3.75 ul
10 pul
37°C
2 saat

GVCGG
CGCTC

Cizelge 9: Acil enziminin gerceklestirdigi kesimin common bdlge tizerinde gosterimi.

bdlge koyu harflerle, kesim bolgesi biiyiik harflerle gosterilmistir.

5
e

901
961
1021
1081

1141
1201

1261
1321

cctaaatgtc
aagcaacagg
tttccacagg
tgctgaaccc

ccatgccagt
cctcaatacc

ttttggtcca
atctctgaag

L R Y R TN

tgatcacatt
agctatagat
actctaaatt
gatacattat

cctgctcctc
aggtaagtca

tcatggtaaa
actatgtctg

ataaaacagt
gaacctttta
gccccctctg
aacatcacca

actggccttt
gtcatttatt

gaaaaatttt
tgttagcaaa
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aagtgaatct

ggggattctg
aggtcaagga

gcatcgtgcec
ttctcttggt
tctgtatcta

gcaaaaagga
tgaggacttg

gtactgtaca
taatttttct
acacaagatg
tgaagccatg

GCGGaattat
CGCC

aggagattat
caaaaagcaa
gagaaatttc

Dizide common

eeecccccccccccce

gcaccctctg
gtccctttga
gttttggaaa
cctgctgceca

gagggcacat
ttacttggga

acctggaaag
agaccaatta



Kesim reaksiyonu bilesenleri kesim tiliplerine hesaplanan miktarlarda eklendi.
Tiipler 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda enzimin
inaktivasyonu i¢in tlipler 65 °C’ye ayarlanmis su banyosunda yaklasik 15 dakika
bekletildi. 5 pl kesim {irlind, 1 pl 6X yiikleme tamponu ile kanstirtlip %2’lik agaroz

jelde yiiriitiilerek, goriintiileme sisteminde goriintiilendi (Cizelge 10).

Cizelge 10: Kesim sonucu farkli genotiplerde beklenen bant biiyiikliikleri

Beklenen bant biiyiikliikleri
Genotip TT CcC TC
Bant 427bg. | 245bc. | 427 be.
S, 182bg. | 245 bg.
biiytikliikleri 182 be.

Marker’la, kesim sonucu gozlenen bant sayilar1 ve biiytikliikleri karsilastirilarak

jel goriintiileri yorumlandi, ve genotiplendirme yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda meme kanserli 75 hastadan (59 premenopozal + 16
postmenopozal) ve herhangi bir kanser tanis1 konmamis 25 hastadan (20 premenopozal
+ 5 postmenopozal) elde edilen genomik DNA’lar kullanildi.

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylere ait, hastaligin olusumunda ve
ilerlemesinde etkili oldugu diisiintilen, menopozal durum, yas, aile Oykiisii, sigara

kullanimi, alkol kullanim1 hakkinda elde edilen bilgiler ¢izelge 11°de verilmistir.

Cizelge 11: Hasta ve kontrol grubunda menopozal durum, yas, aile dykiisii, sigara, alkol kullanimi dagilim1

ve ylizdeleri.
Menopozal durum Aile dykiisii Sigara Alkol
(Yas Arahigy)
Premen. | Postmen. | Evet Hayir Evet Hayir Evet Hayir
Hasta 59 16 25 50 49 26 11 64

Grubu | %78.6 | %213 | %333 | %66.6 | %653 | %34.6 | %14.6 | %85.3
(75) (28-49) | (44-73)

Kontrol 20 5 0 25 18 7 16 9

Grubu %384 %16 %72 %28 %64 %36
(25) (21-45) (41-68)

Toplam 79 21 25 75 67 33 27 73
(100)

Calismamizda deney grubunu 28-49 yas araliginda olan premenopozal ve 44-73
yas araliginda olan postmenopozal evredeki hastalar, kontrol grubunu ise 21-45 yas
araliginda olan premenopozal ve 41-68 yas araliginda olan postmenopozal evredeki
bireyler olusturdu. Hasta grubunun %78.6’s1, kontrol grubunun %84°ii premenopozal
evredeki kisilerden olustu. Hasta ve kontrol grubunda sigara kullanimina bakildiginda,
hasta grubunda 49 (%65.3) sigara kullanan kisiye karsilik, 26 (%34.6) kullanmayan ve
kontrol grubunda 18 (%72) sigara kullanan kisiye karsilik 7 (%28) kullanmayan kisi
oldugu tespit edildi. Gruplar alkol kullanma durumuna gére degerlendirildiginde hasta

grubunda 11 (%14,6) alkol kullanana karsilik, 64 (%85.3) kullanmayan ve kontrol
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grubunda 16 (%64) alkol kullanana karsilik 9 (%36) kullanmayan kisi oldugu tespit
edildi (Cizelge 11).

Deney ve kontrol grubundaki tiim 6rneklerden izole edilen uygun safliktaki ve
ve miktardaki DNA’lardan PCR yapilarak amplifikasyon tirlinlerine ait jel goriintiileri
bilgisayar ortamina aktarildi ve degerlendirildi (Sekil 8, 9, 10, 11, 12). Ancak burada jel
goriintiilerinden bazi1 6rnekler verilmistir.

Arastirdigimiz kodon 39 Trp/Arg polimorfizminin i¢inde bulundugu 427 bg.
uzunlugundaki gen bolgesi (common bolge) uygun primerler kullanilarak ¢ogaltilip,

agaroz jelde yiiriitiilerek tiim hasta (Sekil 8) ve kontrol grubunda goriintiilendi.

Marker

Sekil 8: Hasta DNA’larindan (H1-H20) elde edilen 427 bg. uzunlugundaki amplifikasyon iiriinleri

(common bolge).

427 bg. uzunlugundaki bu polimorfik bolge tespit edildikten sonra, énce T
alleline ve C alleline 6zgii primerler ayr1 ayr1 kullanilarak PCR goriintiileri elde edildi
(Sekil 9). Daha sonra ayni iglem tiim primerler bir arada kullanilarak multipleks PCR
yontemiyle de goriintiilendi (Sekil 10,11).
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Sekil 9 incelendiginde kullanilan 4 hastanin hepsinde T alleline ait 200 bg’lik
bandin varligr gozlenmekte, sadece bir hastada (H4) C alleline ait bandin bulunmasi
gereken yere yakin bir bolgede bir bandin varligi dikkat cekmektedir. Sekil 10 ve 11°de
tiim primerler bir arada kullanildig1 i¢in hem 427 b¢’lik gen bolgesine ait bant hem de
200 bg’lik T alleline ait bant gdzlenmekte ancak C alleline ait 264 bg. uzunlugundaki

bant gézlenmemektedir.

Marker PCR H1-C H1-T H2C HI-T H3C H3T H4C H4T

mix

Sekil 9: Hasta DNA’larindan, (H1-H4) 264b¢. uzunlugundaki C alleli ve 200b¢. uzunlugundaki T alleline
ait primerler kullanilarak elde edilen amplifikasyon tiriinleri.

Marker FPCR H21
DNA mix

AR

Sekil 10: Hasta DNA’larindan (H21-H29) elde edilen amplifikasyon iiriinleri. TT, TC ve CC
genotiplerine ait 4 primer birlikte kullanilarak yapilan multipleks PCR goriintiileri.
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Marker PCR Kl K2 K3 | ES
mix

Sekil 11: Kontrol grubu (K1-K8) DNA’larindan elde edilen amplifikasyon iiriinleri. TT, TC ve CC
genotiplerine ait 4 primer birlikte kullanilarak yapilan multipleks PCR goriintiileri.

PCR amplifikasyonu yapilan ve agaroz jelde goriintiilenen toplam 75 hastadan
20 hastada, common bolge (427 bg.) ve T alleline ait bantlar (200 bg.) belirgin olarak
goriintiilenirken 20 hastada belirgin olmayan bantlarin (non-spesific) goriilmesi diger
bir yontemle (RFLP) dogrulama yapilmasin1 zorunlu kilmistir. Bu 20 hasta i¢cin PCR
tirtinleri RFLP yontemi ile Aci I restriksiyon enzimi kullanilarak kesim reaksiyonuna tabi
tutuldu ve agaroz jel elektroforezinde yliriitillerek tekrar degerlendirme yapildi, PCR
tirtinleri RFLP reaksiyonuna tabi tutuldu ve C allelinin (264 bg.) varligini gosteren bir
kesim gerceklesmedi (Sekil 12,13).

Calismamizda elimizde bulunan enzim miktar1 sinirli oldugundan RFLP islemi
sadece kontrol grubundan 10, hasta grubundan 20 bireye uygulanabilmistir. Sekil 12 ve
13 hasta ve kontrollere ait kesim reaksiyonu sonrasi jel goriintiilerinden Ornekleri

olusturmaktadir.
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Marker FCR H4

i

Sekil 12: PCR iiriinlerinin (H4, H11, H19, H21, H30, H46, H49, H58, H61, H64) Aci I restriksiyon

enzimiyle elde edilen kesim {iriinleri.

.
Bharker PCR . HG65 Hs9 HT2
. Wriimii

Sekil 13: PCR iiriinlerinin (H65, H69, H72, H74, H75, K1, K2, K3, K4, K5) Aci I restriksiyon enzimiyle

elde edilen kesim tirtinleri.
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Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin incelenmesi sonucu tiim bireylerin TT
genotipine sahip oldugu saptanmistir (Cizelge 12) ve ¢izelge 11°deki ozellikler, klinik
evre ve genotipleme sonucuna gore hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark

bulunamamastir.

Cizelge 12. Kontrol ve hasta gruplarinin yas, klinik 6zellik ve genotip dagilimi

_ KLINIK
GENOTIP EVRE
CcC TC TT
- - 75 11 (37)
HASTA 111 (14)
59 premenopozal I (22)
+ IV(2)
16 postmenopozal
- - 25 -
KONTROL
20 premenopozal
+
5 postmenopozal
0 0 100
TOPLAM
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5. TARTISMA

Bu calisma meme kanser riski ile CYP19 geni kodon39 Trp/Arg polimorfizmi
arasindaki iliskiyi arastirmak {lizere planlanmistir. Yaptigimiz literatiir taramasi, meme
kanserli kadinlarda CYP19’daki kodon 39 Trp/Arg polimorfizminin sadece Japon
kadinlarinda arastirilmis oldugunu ve varyant Arg allelinin, ge¢ yasta gebelik yasamis
ve premenapozal evredeki, homozigot ve heterozigot tasiyicilarda meme kanseri riskini
arttirdigini  gdstermistir’. Tiirkiye’de ve hatta diger iilkelerde de bu polimorfizm
acisindan meme kanserli hastalarda bir genotiplendirmeye rastlanmamistir. Bu ¢alisma,
kodon 39 Trp/Arg polimorfizminin Tiirk meme kanserli kadinlarin genotiplendirilmesi
ve allel sikliklarinin belirlenmesi agisindan ilk ¢alisma olmasi nedeniyle onem arz
etmektedir.

Japonya’da yapilan calismada premenopozal evredeki 103 meme kanserli
kadinda, %389,6 TT, %12 TC,CC genotipine, 124 postmenopozal evredeki kadinda
%93,2 TT, %9 TC,CC genotipine rastlanmigtir. Kontrol grubunda ise toplam 561 kiside
%93 TT, % 7 TT,TC genotipine rastlanmistir’.

Yaptigimiz ¢alismada TT genotipinin hem kontrol grubunda hem de hasta
grubunda gozlenmesi ve 6zellikle aile dykiisii olan hastalarda da goriilmesi oldukca ilgi
cekicidir. Japon arastiricilarin aragtirmasindaki kontrol grubuna goére azalmig TT ve
artmig TC,CC oraninin aksine ¢aligmamizda her iki grupta da TT genotipi bulgumuz
Japon arastiricilarin sonuclar1 ile uyusmamaktadir. Tiim genotiplerin TT bulunmasi
cizelge 11°deki yasamsal kosullarin genotipe etkisi hakkinda yorum yapmayi
giiclestirmektedir.

CYP19 geninde en fazla calisilmig polimorfizm, intron 4 [TTTA], polimorfik
tetraniikleotit tekrar polimorfizmidir’>>****>>®, Bu polimorfizmle ilgili pek cok ¢alisma
yapilmis ve etnik gruplara gore farkli sonuglar elde edilmistir. Kodon 39 Trp/Arg
polimorfizmi ile ilgili yapilmis caligmalar ve elde edilen sonuglar oldukca sinirlt
sayidadir. Calistigimiz hasta sayis1 dikkate alindiginda bulgularimizin Tiirk hastalarina
ait bir profil olusturamayacagi agiktir. Bu nedenle sayinin g¢ogaltilarak belki etnik
farkliliklarin da dahil edildigi calismalar Tiirk popiilasyonuna ait bir genotipleme

yapilmasint miimkiin kilacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda TT genotipinin hem kontrol grubunda hem de hasta grubunda
gbzlenmesi ve 6zellikle aile Oykiisii olan hastalarda da goriilmesi oldukga ilgi ¢ekicidir.
Japon arastiricilarin ¢aligsmasindaki kontrol grubuna gore azalmis TT ve artmig TC, CC
oraninin aksine c¢aligmamizda her iki grupta da TT genotipi bulgumuz Japon
arastiricilarin sonuglari ile uyusmamaktadir.

CYP19 geninde arastirilan diger polimorfizmlerde, etnik gruplara ve
popiilasyonlara bagli olarak farkli sonuglar elde edilmistir. Arastirdigimiz polimorfizm
sadece Japon toplumunda calisildigi i¢in diger polimorfizmlerde oldugu gibi
popiilasyonlara bagli olarak farkli sonug elde edilebilecegini ayrica caligilan sayimizin
toplumumuza ait genotip yapr hakkinda kesin bir sonu¢ bildirmek i¢in yetersiz
oldugunu ve hasta sayisinin arttirilmasi gerektigini diigiiniiyoruz. Ayrica hasta yasi,
menopoz durumu, hormon replasman tedavisi, ilk gebelik yasi gibi bazi yasamsal
faktorlere daha dikkatle yaklasarak farkli gruplar olusturulmasinin daha anlaml

sonuclara ulasmamizi saglayabilecegini diisiiniiyoruz.
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8. EKLER

EK.1 Kullanilan Kimyasallar, Soliisyonlar ve Yontemler
Kullanilan kimyasallarin ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak

7 esas alinmustir.

“Molecular Cloning
Hazirlanan soliisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma

konsantrasyonlarin1 elde etmek icin stoklardan belli oranlarda almarak seyreltilir.

Konsantrasyon doniistiirmelerinde M;xV;=M,xV, formiiliinden yararlanilmistir.

M, = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)

V; = Stoktan alinmas1 gereken miktar (V)

M, = Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V, = Hazirlanacak olan ¢dzelti (¢alisma ¢ozeltisi) miktari (V)

1.1. Eritrosit Lizis Tamponu
0,32 M Sukroz

10 mM Tris-HCI, pH 7,5

5 mM MgCl,

%1 TritonX100

Istenen hacim igin gerekli miktarlar hesaplandi, tartildi, temiz bir sisede distile su ile

istenen hacme tamamlandi, otoklavda steril edildi, +4 C’de buzdolabinda saklandi.

1.2. Fizyolojik Tampon

e 0,075 M NaCl

e 0,025MEDTA

Istenen hacim igin gerekli miktarlar hesaplandi, tartildi, temiz bir sisede distile su ile
istenen hacme tamamlandi, pH 7.5’e¢ ayarlandi, otoklavda steril edildi, +4 C’de

buzdolabinda saklandi.
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1.3. TE-9 Tamponu

e 500 mM Tris base

e 20mM EDTA pH 9,0

e 10 mM NaCl

Istenen hacim igin gerekli miktarlar hesaplandi, tartildi, temiz bir sisede distile su ile

istenen hacme tamamlandi, otoklavda steril edildi, +4 C’de buzdolabinda sakland:.

1.4. SDS (Sodyum Dedosil Siilfat) Soliisyonu
e %10SDS
20 ml i¢in 2 gr SDS tartildi, 20 ml saf su ile bir sise igerisinde iyice karistirildi, otoklavda

steril edildi, +4 C’de buzdolabinda veya oda 1sisinda saklandi.

1.5. 6M NaCl Soliisyonu
e 35,06 g NaCl
35,06 gr. NaCl temiz bir siseye alindi, 100 ml. distile su eklenerek ¢oziilmesi saglandi,

otoklavda steril edildi, oda 1si1sinda saklandi.

1.6. TE Tamponu

o 10 mM Tris pH 8.0

e 0.l mMMEDTA  pHS8.0

Istenen hacim igin gerekli miktarlar hesaplandi, tartildi, temiz bir sisede distile su ile

istenen hacme tamamlandi, otoklavda steril edildi, +4 C’de buzdolabinda saklandi.

EK.2 DNA’mn Safiginin ve Konsantrasyonunun Olgiilmesi

PCR ve RFLP gibi reaksiyonlar calisirken, DNA’y1 ¢6zdiiglimiiz sivi ortam
icerisindeki DNA konsantrasyonu ve saflik derecesini bilmemiz O6nemlidir. Bunun
belirlenmesi UV (Ultra Viyole) spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA 6rneginin
icerisinde bulundugu soliisyon tarafindan absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki DNA

miktar ile dogru orantilidir. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Bu dalga
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boyundaki ol¢timlerde ¢ift iplikli DNA igin absorbans degeri 50 pg/ml, tek iplikli DNA
icin 33 ug/ml, RNA igin ise 40 pg/ml’ lik konsantrasyon degerlerine karsilik gelir™®.

UV absorbansti DNA’nin saflik degerini kontrol etmek amaciyla da
kullanilabilmektedir. Saf bir DNA 6rneginde 260 ve 280 nm’deki absorbans orani Ajgonm/
Azgonm=1.8"dir. Buldugumuz deger 1.8’e ne kadar yakinsa verim o kadar yiiksektir. Bu
degerden diisiik degerler protein kontaminasyonu, biiyiikk degerler ise RNA

kontaminasyonu varligim gosterir’ ™.

EK.3 PCR Amplifikasyonu

PCR, in vitro ortamda ve uygun kosullar altinda DNA’nin belirli bir bdlgesinin
primerler tarafindan yonlendirilerek enzimatik olarak cogaltilmasini saglayan bir
yontemdir. Bir ¢esit in vitro klonlama olarak da tanimlanan PCR; 94°C-98°C araliginda
gerceklestirilen  denatiirasyon, 37°C-65°C araliginda gergeklestirilen yapisma
(primerlerin baglanmasi) ve 72°C’de gercgeklestirilen sentez agsamalarindan olusur ve bu
sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasi esasina dayanir.

Bir PCR reaksiyonu i¢in gerekli olan bilesenler;
o Amplifiye edilecek bolge i¢in kalip gorevi yapacak kalip Genomik DNA
e Sadece amplifiye edilecek olan hedef bolgenin siirlarini belirleyen sentetik Primerler
e Polimerizasyonun gerceklesmesini saglayan, termofilik bakterilerden izole edildigi igin
yiiksek sicakliklara dayanikli DNA Polimeraz Enzimi
e Polimerizasyon icin gerekli olan enerji ve niikleotid kaynagini olusturacak dNTP'ler
(Deoksiniikleotid Trifosfatlar)
e Reaksiyon kosullarmin optimum sartlara getirilmesini saglayan (Uygun pH, Mg™)

saglayan Tampon Karisin gereklidir.

EK 3.1. Multipleks PCR
Multipleks PCR yontemi, gen iizerindeki farkli hedef bolgeler i¢in 6zgiil olan
primerlerin ayn1 anda, aymi reaksiyon tiipii i¢inde kullanilarak c¢ok sayida hedef

bolgenin ayni anda ¢ogaltilabildigi bir PCR yontemidir.
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EK.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Bir su yosunundan elde edilen agaroz, D-Galaktoz ve 3,6-anhidro L-Galaktoz
birimlerinin lineer polimerleridir >,

Agaroz jel elektroforezinde, sulu bir ¢ozelti i¢inde, yogunlugu agarozun
konsantrasyonu ile belirlenen jele yiiklenen yiiklii pargaciklar, uygulanan elektrik
alanmin etkisi ile jel i¢inde bir yiikten digerine go¢ eder. Agaroz jeldeki 6rnekler yatay

pozisyonda, sabit gii¢ ve yondeki elektriksel alanda yiiriitiilmektedir.

A) Agaroz Jelde DNA'min Hareket Hizim1 Etkileyen Faktorler:

a) DNA'nin Molekiil Biiyiikligii: Lineer ¢ift iplikli DNA molekiilleri bir elektrik alaninda

bir biitiin halinde hareket etme egilimindedir. Cift zincirli dogrusal DNA molekiillerinin
jeldeki hizi, baz cifti sayisinin logaritmasi ile ters orantihidir. Biiyiik molekiiller,
stirtinmenin biliyllk olmasi ve jeldeki porlar arasinda daha zor yol bularak
ilerlemelerinden Gtiirii, daha yavas haraket ederler ve katettikleri yolu kiigiik

molekiillere oranla daha fazla 1sitirlar®®¢!.

b) Agaroz Konsantrasyonu: Belirli biiytikliikteki dogrusal bir DNA molekiilii, degisik

agaroz konsantrasyonlarindaki jellerde farkli hizlarla ilerlerler. DNA'nin elektroforetik
hareketliliginin logaritmas1 (p) ile jel konsantrasyonu (Y) arasinda bir iligki vardir.
Logu= Logu,. Kr Y

to. DNA’nin serbest elektroforetik hareketi ve

Kr: Gecikme sabitesi (Jelin ozelliklerine, biiyiikliigiine ve go¢ eden molekiiliin gog
sekline bagli sabit bir sayidir)

Dolayisiyla degisik konsantrasyonlardaki jellerin kullanilmasiyla ¢ok farkl

boyutlardaki DNA molekiillerini ayirmak miimkiindiir®°".
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Cizelge 13. Agoroz konsantrasyonlar1 ve ayrabildikleri DNA bityiikliikleri®®'

Agaroz mik. (%) | DNA (kb) DNA (b¢)
0.3 5-60 100- 1000
0.6 1-20 80- 500
0.7 0.8-10 60- 400
0.9 0.5-7 40- 200
1.2 0.4-6 10- 100
1.5 0.2-4

2.0 0.1-2

¢) DNA'nin Konformasyonu: Ayni molekiil agirliginda siiperhelikal dairesel (form I),

centikli dairesel (form II), ve dogrusal DNA molekiilleri, agaroz jellerde farkli hizlarla
ilerler. Bu ii¢ formun bagil hizlar1 temelde jelin agaroz konsantrasyonuna bagl olmakla
birlikte, uygulanan akimin giicii, tamponun iyonik giicii, siiperhelikal dairesel DNA'daki
kivrimlarin sayis1t da hiz1 etkileyen faktorler arasindadir. Ayni sartlar altinda form I

DNA, form II DNA’dan daha hizli go¢ eder®®!.

d ) Uygulanan Voltaj: Diisiik voltajlarda dogrusal DNA parcalarinin hareket hizlari,

uygulanan voltajla dogru orantilidir. Bununla birlikte, elektriksel alanin giicii arttik¢a
bliyiik molekiil agirlikli DNA parcalarinin hareketi farkli 6l¢iilerde artar. Bundan 6tiiri
voltajin artmasiyla agaroz jeldeki etkili ayirim araligi azalir. Biiyiikliikleri 2 kb'dan daha
fazla olan DNA parcalarini en iyi sekilde ayirabilmek i¢in agaroz jeller 5 volt / cm'den

fazla olmayan akimla yiiriitiilmelidir®®',

e) Elektrik akiminin y6nii:

50-100 kb’dan daha biiyiik DNA molekiilleri elektrik akiminin yonii sabit kalirsa

agaroz jelde ayni yonde go¢ ederler. Bununla birlikte elektrik akiminin yonii periyodik
olarak degistirilerek DNA molekiillerinin zorunlu olarak yonlerini degistirmesi saglanir.

Daha biiyiik olan DNA molekiillerinin yeni akim yoniine uyum saglamalar1 daha uzun

46



zaman alir. Pulsed-field jel elektroforezi ekstrem biiyiikliikteki DNA molekiilii

populasyonunu ayirmak icin kullanilabilir®®®'.

f) Baz Bilesimi ve Sicaklik : DNA molekiillerinin agaroz jellerdeki davranislar1 baz

bilesimleri ve jelin yiiriitiildigii sicaklik derecesi tarafindan ¢ok fazla etkilenmez.
Dolayisiyla degisik boylardaki DNA molekiillerinin agaroz jeldeki bagil hareketi
4-30°C arasinda degismez. Jeller genellikle oda sicakliginda yiiriitiiliir. Bununla birlikte,
%0.5'den az agaroz igeren jeller ve diisiik kaynama 1sil1 agaroz jeller daha narindir ve

zarar gormemeleri icin elektroforezlerinin 4 °C 'da yiiriitiilmesi daha uygundur®>®',

2) Interkalasyon Yapan Ajanlarin Varligi: Agaroz ve poliakrilamid jellerde DNA'nin

gozlenmesi i¢in kullanilan floresan karakterdeki etidiyum bromiir boyasi, dogrusal
DNA molekiillerinin elektroforetik hareketini % 15 oraninda azaltir. Boya, baz
ciftlerinin arasina girerek lineer ve g¢entikli sirkiiler DNA molekiillerini boyuna uzatarak

onlar daha rijit hale getirir®°".

h) Elektroforez Tamponunun Bilesimi: DNA'nin elektroforetik hareketi, elektroforez

tamponunun bilesimi ve iyonik giicii tarafindan etkilenir. Iyonlarin yoklugunda (6rn.
hata sonucu jele tampon eklenmemesi durumunda) elektriksel iletkenlik minimum
diizeydedir ve DNA'nin hareketi ¢ok yavastir. Cok yiiksek iyonik giicteki tamponun
kullanilmast halinde (6rn. yanlighkla 10x elektroforez tamponu kullanildiginda),
elektriksel iletim ¢ok fazladir ve ¢ok fazla 1s1 agiga ¢ikar. En kotli durum jelin erimesi
ve DNA'nin denatiire olmasidir. Dogal ¢ift zincirli DNA'lar i¢in degisik tamponlar
kullanilabilir. Bunlar arasinda EDTA (pH 8.0), pH 7.5-8.5 olan yaklasik 50 mM
konsantrasyondaki Tris-asetat (TAE), Tris-borat (TBE) ya da Tris-fosfat (TPE)
kullanilabilir. Elektroforez tamponlar1 genellikle konsantre ¢ozeltiler halinde hazirlanir
ve oda sicakliginda saklanir. Diisiik iyon kapasitesine ait elektroforez tamponlari
elektriksel iletkenlikleri de daha diisiik oldugundan uzun siireli (gece boyu) elektroforez
islemlerinde az 1sinmaktadir. Bu nedenle diisiik akim kullanilarak gergeklestirilen uzun
stireli elektroforez islemlerinde tercih edilir. Yiiksek iyon kapasitesine sahip
elektroforez tamponlar1 ise ¢abuk isindiklarindan kisa siireli elektroforez islemlerinde

kullanilir®®®!.
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B) Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

Agaroz hazirlanmasinda jel kalinlig1 dikkate alinarak jel dokiim tablasinin boyutlari
Olciiliir ve jel hacmi belirlenir. Hazirlanmak istenen yiizde konsantrasyona gore (Orn.
%1°lik), belirlenen hacim i¢in gerekli olan agaroz tartilir ve erlen icine koyulur. Uzerine
hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu ilave edilir ve mikrodalga firinda eritilir. Cok kisa
stireli bir kaynama yeterlidir. Daha sonra jel {izerine son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak
sekilde stok EtBr soliisyonundan ilave edilir. Jel sicakhgi 45-50 °C’ye geldiginde
hazirlanan jel kabma dikkatli bir sekilde, hava kabarcig1 olusturmadan dokiiliir, kuyucuk
olusturmak i¢in tarak eklenir ve yaklasik 30 dk beklenerek polimerize olmasi saglanir. Jel
elektroforez tankina alinir ve iizerini kapatacak sekilde 1X TBE tamponu eklenir.
Yerlestirilen tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilir. Jel 6rneklerin yiiklenmesi ve elektroforez

i¢in hazirdir.

4.1. 1X TBE Tamponu

e 108 g Tris-base (0,9 M)

e 55 g Borik asid (0,9 M)

e 83 gEDTA pH 8,0 (20mM)

Bilesenler tartildi, temiz bir siseye alindi, distile su eklenerek 1000 ml’ye tamamland,
cozlilmesi saglandi, manyetik karistiricida ¢oziilerek pH 8,0’e ayarlandi, otoklavda
sterilizasyonu yapildi ve 10X TBE Tamponu elde edildi. 1 hacim 10X TBE iizerine 4
hacim saf su ilave edilerek 1X TBE tamponu elde edildi. Oda 1sinda saklandi.

4.2. EtBr (Ethidium Bromid) Soliisyonu

e 0,1 getidyum bromid
e 10 ml distile su
0,1 g etdiyum bromid dikkatli bir sekilde tartilir ve 10 ml. distile su i¢inde ¢oziiliir.
Isiga hassas oldugu i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak +4 C°’de saklanir. Jele son
konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak sekilde ilave edilir.

Agaroz jel i¢indeki DNA'y1 goriiniir hale getirmenin en uygun yolu, floresan
ozellikteki EtBr boyasini kullanmaktir. Bu boya DNA'nin bazlar1 arasina interkalasyon

yapabilen, diizlemsel yapili halkasal bir grup igerir. DNA tarafindan absorblanan 254
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nm dalga boyundaki UV 15181 boya molekiiliine aktarilir. DNA'ya bagli boyanin kendisi
de 302-366 nm arasindaki 1ginlar1 absorblar. Cevreye geri yayilan enerji, gorliniir 151k
bolgesindeki (590 nm dalga boyunda) kirmizi-turuncu 1siktir. Boylece jeldeki DNA
bandi goriiniir hale gelir. Etidium bromiir hem tek ve ¢ift zincirli DNA'y1 hem de
RNA'y1 gozlemek icin kullanilabilir. Ancak bu boyanin tek zincirli niikleik asit
molekiillerine karsi ilgisi daha azdir. Boyama isleminden sonra jel ylizeyi ¢ok koyu
boyanmissa, bantlar1 net olarak gorebilmek i¢in jel bir plastik kap i¢indeki suya
daldirilir ve fazla boyadan arindirilir. EtBr kuvvetli bir mutajen ve oldukga toksiktir. Bu

boyay1 igeren ¢ozeltilerle calisirken, eldiven giyilmelidir ve ¢ok dikkatli ¢alistimalidir®.

4.3. 6X Yiikleme Tamponu

100 ml hazirlamak igin;

e 40 gr Sukroz

e (.25 gr Bromfenol mavisi

Belirtilen miktarlarda sukroz ve bromfenol mavisi tartilir, iizerine 100 ml distile su ilave
edilerek vorteksle iyice karstirilir. Ependorf tiiplere paylastirilarak 4°C’de saklanur.

PCR iirtinii 6X Yiikleme Tamponu ile 1/5 oraninda karigtirilir.

EK.5 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) Analizi

RFLP yonteminin esasi, mutant yada normal dizi, restriksiyon enzimlerinden biri
icin hedef kesim bdlgesi olusturuyorsa bu bolgede kesimin varligma bakilarak mutasyon
olup olmadiginin belirlenmesi esasina dayanir.

Kesimden sonra ornekler jelde analiz edilir. Eger restriksiyon endonukleaz
enzimi i¢in kesim bolgesi yaratan bir dizi s6z konusu ise kesim yapildigi i¢in birden

fazla bant, aksi durumda ise tek bant goriilecektir.
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5.1. Acil Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi

Caligsmada kullanilan restriksiyon enzimi, ozellikler ve ¢alisma sartlan cizelge 12°de
verilmistir.

Cizelge 14. Calismada kullanilan restriksiyon enzimi, dzellikler ve ¢aligma sartlart

Acil Restriksiyon Enzimi

Kaynagi Arthrobacter citreus
Kesim bolgesi GV CGG
cGete

Inkiibasyon tamponu | 10X NEBuffer 3

Caligsma sicakligi 37°C

Saklama sicaklig -20 °C

Inaktivasyonu 65 °C’de 20 dak.

Firma BioLabs
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