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OZET

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen ve Oliimle sonucglanmasina neden olan
malignitedir. Gilinlimiizde yeni yaklasimlar ve yontemler gelistirilmesine ragmen
hastaligin insidansindaki artis meme kanserini ¢ok onemli bir saglik sorunu haline
getirmistir. Meme kanserinin gelisimine genetik ve gevresel faktorler etki etmektedir.
Yapilan bircok calismada PTEN’in meme kanserleri i¢inde onemli bir tiimor
baskilayict gen oldugunu ve kaybinin memede karsinogenezi indiikledigi
belirlenmistir.

Calismamizda PTEN geninin mRNA ekspresyon seviyeleri, meme kanseri tanisi alan
31 olgunun tiimor dokular1 ve periferik kan drnekleri ile 5 saglikli bireye ait meme
dokular1 ile periferik kan Orneklerinde belirlendi. Analizler i¢in Es-Zamanlh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi kullanildi. Elde edilen sonuglar, REST 2009
software programiyla degerlendirilmistir. Calismamizda, meme kanserli hastalarin
timor dokulart ve periferik kan orneklerinde PTEN gen ekspresyon degisimleri
degerlendirildigine toplam 31 hastanin 15’inde down regiilasyon, 16’sinda up
regiilasyon gozlenmistir. Bu degisimlerin %32,3’ii istatistiksel olarak O6nemli
seviyededir (P<0,05). Onemli seviyedeki bu degisimlerin %30’u down regiilasyon
%701 up regiilasyondur. Meme kanserli hastalarin periferik kan 6rneklerinde PTEN
gen ekspresyon degisimleri degerlendirildiginde ise toplam 31 hastanin 23’iinde
down regiilasyon, 8’inde up regiilasyon gozlenmistir. Bu degisimlerin %58,1°1
istatistiksel olarak 6nemli seviyededir (P<0,05). Onemli seviyedeki bu degisimlerin
%383,3’1i down regiilasyon, %16,7’s1 up regiilasyondur. Kan ve doku arasinda PTEN
geni ekspresyon davraniglart bakimindan zitlik s6z konusudur. Bunun yani sira,
meme kanseri Evre IIA’da bulunan olgularin periferik kan o6rneklerinde analiz edilen
PTEN gen ekspresyonundaki down regiilasyon %92,9 oraniyla dikkat ¢ekmektedir.
Grad I-1I-III’de bulunan meme kanserli hastalarda PTEN gen ekspresyonu
degerlendirildiginde her histolojik gradda tiimdr dokusunda PTEN geni up regiile
iken periferik kanda down regiile oldugu 6ne ¢ikmaktadir.

Genel olarak sonucglarimiz degerlendirildiginde, meme kanserli olgularin periferik
kaninda PTEN geninin mRNA diizeylerindeki azalmanin (down regiilasyon), erken
evre teshisinde potansiyel bir bulgu olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu veriler yeni
genis kapsamli ¢aligmalara 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Meme tiimorii, gen ekspresyonu, farkli evre, biyobelirteg,
PTEN
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common malignancy in women that causes death. Although
new approaches and methods are being developed today, the increase in the
incidence of the disease has made breast cancer a very important health problem.
Genetic and environmental factors affect the development of breast cancer. In many
studies, it has been determined that PTEN is an important tumor suppressor gene for
breast cancers and its loss induces carcinogenesis in the breast.

In our study, mRNA expression levels of PTEN gene were determined in tumor
tissues and peripheral blood samples of 31 cases diagnosed with breast cancer, and
breast tissues and peripheral blood samples of 5 healthy individuals. Real-Time
Polymerase Chain Reaction method was used for the analysis. The results were
evaluated with the REST 2009 software program. In our study, when PTEN gene
expression changes were evaluated in tumor tissues and peripheral blood samples of
breast cancer patients, down regulation was observed in 15 of 31 patients and up
regulation was observed in 16 of 31 patients. 32.3% of these changes are statistically
significant (P<0.05). 30% of these significant changes are down regulation and 70%
is up regulation. When PTEN gene expression changes in peripheral blood samples
of breast cancer patients were evaluated, 23 of 31 patients were down-regulated and
8 were upregulated. 58.1% of these changes are statistically significant (P<0.05).
83.3% of these significant changes are down regulation and 16.7% are up regulation.
There is a contrast between PTEN gene expression behavior between blood and
tissue. In addition, the down regulation in PTEN gene expression, which was
analyzed in peripheral blood samples of patients with breast cancer stage I1A, attracts
attention with 92.9%. When PTEN gene expression is evaluated in patients with
breast cancer found in Grad I-1I-111, it appears that PTEN gene is regulated up in
tumor tissue in every histological grade while down regulated in peripheral blood.

In general, when our results are evaluated, we think that the decrease in the mRNA
levels of the PTEN gene (down regulation) in the peripheral blood of breast cancer
cases may be a potential finding in early stage diagnosis. These data will shed light
on new comprehensive studies.

Key Words: Breast cancer, Gene expression, different stage, biomarker, PTEN
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1. GIRIS ve AMAC

Ulkemizde meme kanseri kadinlarda goriilen kanserlerin 24,6 sin1 olusturmaktadir
ve 2013 yilinda 9733 yeni meme kanseri olgusu tespit edilmistir. 2013 yilinda
Tiirkiye’de meme kanseri insidanst 100.000 kiside 45,9 olup, Tiirkiye’de goriilen ilk
5 kanser tiiriinlin diinyadaki ve diger gelismis iilkeler ile benzerlikler goriilmektedir.
Erkeklerde trakea, brons ve akciger kanseri, kadinlarda ise meme kanseri en sik
goriilen kanserlerdir. Ulkemizde 15-24 yas araligindaki tiim kadin kanserlerinin
%4,9’u, 25-49 yas araligindaki kadmlarin tim kanserlerinin %33,7’si, 50-69 yas
araligindaki tiim kadin kanserlerinin %25,4°1, 70 yas lizeri tiim kadin kanserlerinin
% 14,16’s1 meme kanseridir. 2006-2012 tarihleri arasinda hastalarin 5 yillik
sagkalimi %89,7dir (T.C.Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu 2016).

Meme kanseri diinyada ve lilkemizde kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde 6liime neden olan kanserler arasinda 4. sirada meme kanseri
yer almaktadir. ABD’de yapilan prevalans ve insidans ¢aligmalarinda; 2013 yilinda
3.053.450 kadinin meme kanseri oldugu, 232.000 yeni meme kanseri olgusu
goriildiigl bildirilmistir ve 2009-2013 arasinda 100.000 oliimiin 21,5’ inden meme
kanserinin etkili oldugu goriilmistiir (U.S. Cancer Statistics SEER 2016).

Cesitli faktorler prognozu etkileyip sagkalimi etkilemektedir. Bu etki patolojik bulgu
ve klinik seyirle iliskili oldugundan meme kanserinde prognozu degerlendirirken
rutin patolojik inceleme ¢ok onemlidir. Histolojik grade, tiimor capi, aksiller lenf
nodu durumu, histolojik tlimoér tipi, yas, lenfovaskiiler invazyon ve proliferasyon
hiz1, hormon reseptdr durumu varligi bilinen 6nemli prognostik faktorler arasinda yer

almaktadir (Joensuu H ve ark. 1990).

Ostrojen (ER) ve progesteron reseptorleri (PR) de meme kanserlerinde bagimsiz
birer prognostik faktordiir. Dolasimdaki hormon ile aktive olan hormon reseptor
kompleksi, spesifik olarak, niikleus icindeki DNA sekanslarina baglanir ve fizyolojik
ve mutajenik hormon aktivitesini saglayan transkripsiyonda aktif rol alirlar ( Green

ve Chambon 1991; Klein-Hitpass ve ark.1986). Kiiltiir ¢alismalarinda fonksiyonel



Ostrojen reseptorii tagiyan meme kanser hiicresinde mutajenik etki kanitlanmistir

(King ve ark.1985).

Basta meme ve endometrium karsinomu olmak iizere, bir grup neoplastik hastalikta
Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin prognostik Onemi belirlenmistir. Primer
meme kanserlerinin ortalama %55-65"1; meme kanseri metastazlarinin yaklasik %45-
55’1 ER pozitiftir. ER ve PR pozitifligi postmenopozal dénemde, premenopozal
donemden daha fazladir. ER pozitif tiimorlerde, hormon tedavisine %55-60, ER
negatif timorlerde ise %8 yanit alinmaktadir. Hem ER hem de PR pozitif timoérlerde
hormon tedavisine yanit %75-80’¢ ulagmaktadir. ER, evre 1 ve 2 meme
kanserlerinde, sagkalim ve hastaliksiz sagkalim ile ilgili bulunmus PR’niin ise

sagkalim i¢in ER’den daha belirleyici oldugu saptanmigtir (Tavanssol ve ark. 1999).

Histolojik grade yani derece ise kanser hiicresinin normal hiicreden ne derecede
farklilagtigin1 gosteren bir terim olup farklilasmanin ¢ok olmasi diferansiyasyon
kotiilesmesi anlamina gelmektedir. Histolojik grad, patologlar tarafindan incelenen
hiicrenin glandiiler ve tubiiler diferansiyasyona, niikleer pleomorfizmine ve mitoz
sayisina gore skorlamayi esas alan Nothingham (Elston-Ellis sistemi) ile
degerlendirilir (Haybittle JL ve ark. 1982). Ozellikle nod negatif hastalarda, klinik
kotii gidis ve endokrin yanitsizlikla eslik eder (Merino ve Livolsi 1981).

PTEN 10. kromozomda yer alan tiimdr supresér gen ailesindendir. Hiicre
proliferasyonu ile sagkaliminda rol oynayan PI3K yolagmin en Onemli
modiilatoriidiir. Ozellikle, meme kanserinde hiicre hatt1 analizleri, PTEN'in PI3K'nin
asagi regiilasyonu ile sonuclanan G1 tutuklanmasi ve hiicre 6liimii ile meme kanseri
biiylimesini baskiladigin1 gostermistir (Weng ve ark. 1999, Li ve ark. 1998)).
Embriyonik kok hiicrelerin ¢aligmalari, PTEN geninin mutasyonlarina sahip
hiicrelerin artmis bir biiylime oranmi sergiledigini ve S-fazina gelismis bir giris
gosterdigini gostermistir (Sun ve ark. 1999). PTEN, PI3K/AKT (fosfatidilinozitol-3-
kinaz/protein kinaz B) yolagini olumsuz yonde etkileyen bir tiimor baskilayicit gen
ailesindendir (Ming ve ark. 2010; Blanco-Aparicio ve ark. 2007). Tiim dokularda
ozelliklede meme dokusunda bulunan bu sinyal kaskad: hiicre biiylimesi, yasamasi,
tiremesi, gogli ve metabolizmas1 gibi bircok faktorii etkilemektedir (Ming ve He

2009).



Bu tez ¢alismasi kapsaminda; meme kanseriyle iliskisi oldugu diisiiniilen PTEN
geninin Immiinohistokimyasal parametreler, tiimdr dereceleri, hastaligin evresi ile
PTEN gen ekspresyonuna kan ve dokudan izole edilen cDNA’larin arasindaki iliski
degerlendirilmistir. PTEN geninin, anatomik evrelemesini ortaya koyan TNM
sistemiyle olusturulmus farkli evre ve derecelerdeki meme kanseri tiimorlerinde ve
normal dokulardaki ekspresyon seviyelerindeki iliski ile tedavi ve izlem asamasinda
yararli prognostik bilgilerin elde edilmesiyle meme kanserinin erken teshisinde

yardimei bir tiimor belirteci olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmastir.

Bu tez cahismas1 kapsaminda, meme kanserlerinde iliskisi olabilecegi

diisiiniilen PTEN geninin;

e Meme kanseri tiimorlerinde ve normal meme dokusunda ifadelenme
diizeyleri,

e Farkh evre meme kanseri tiimorlerinde ve normal meme dokusunda
ifadelenme diizeyleri,

e Meme kanseri tamh olgular ile kontrol grubu bireylere ait periferik kan
orneklerinde ifadelenme diizeyleri,

e Farkh evre meme kanser tanili olgular ile kontrol grubu bireylerin
periferik kan orneklerinde ifadelenme diizeyleri belirlenmistir.

e Periferik kan ile timor dokularindaki ifadelenme farkhiliklar

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Anatomisi

Meme dokusu viicutta 6nemli bir yag deposu olup, boyutu bireyin viicut 6zelligine
gore 30 gr’dan 1000 gr’a kadar degiskenlik gostermektedir. Dikey eksende ikinci
kostadan altinc1 kostaya, yatay eksende ise sternum kenarindan orta aksiller ¢izgiye
dek uzanabilir (Choccalingam ve ark. 2012). Memenin sekli kisiye, yasa ve
fizyolojik sartlara gore degisir. Erkeklerde ve preadolesan donemdeki kadinlarda
rudimenterdir. Meme dort tabaka olup; deri, derialti dokusu, meme bezi, meme-alti

gevsek bag dokusudur (Drake ve ark. 2005). (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1: Meme anatomisi (http://memecerrahisi.com.tr/tag/meme-anatomisi-ve-fizyolojisi/ Erisim
Tarihi: 15.06.2020)

Meme, gogiis on duvarinda bulunan pektoralis major kasindan bir fasya ile ayrilmus,

cilt ve ciltalt1 doku ile kapl1 bir organdir (Collins ve Schnitt 2012; Rosai 2011).

Temel fonksiyonu bebege beslenme destedi saglamak olan meme dokusu erigkin
donemde, oOzellikle gebelikte, belirgin periyodik degisiklikler gosterir ve yasla
birlikte involiisyona ugrar (Lester 2015).


http://memecerrahisi.com.tr/tag/meme-anatomisi-ve-fizyolojisi/

2.2. Meme Kanserlerinin Epidemiyolojisi ve Insidansi

Diinya capinda her yil 1,3 milyondan fazla yeni vakaya meme kanseri tanisi
konulmaktadir. Kanserden korunma yontemlerinde, cerrahi rezeksiyon, adjuvan
radyoterapi ve kemoterapi yoOntemlerindeki ¢ok sayidaki gelismelere ragmen
yaklagik 450,000 kadinin da her yil bu hastaliktan hayatin1 kaybetmektedir (Gucalp
ve Trainal 2011).

Meme kanseri gelismis {lilkelerdeki kadinlarda kansere bagli oliimlerin en sik
nedenidir. Sadece Birlesik Devletlerde 2013 yilinda 234,580 kadin invaziv meme
karsinomu tanist almig ve 40,030 kadin bu hastaliktan dolayr hayatlarini
kaybetmislerdir (Hoeferlin ve ark. 2013). Ancak mamografik goriintiilemelerdeki
gelismelere bagli erken tant konmasmmin ve adjuvan sistemik kemoterapi
uygulamasiin bir sonucu olarak son yillarda hasta sagkalimlarinda istikrarli bir

gelisme olmustur (Safarpour ve Tavassoli 2014).

2.3. Meme Kanserinin Etiyolojisi

Patolojik raporlarin Meme kanseri gelisiminde etkili olan risk faktorlerini su sekilde
kategorize etmek miimkiindiir. Demografik o6zellikler (cinsiyet, yas, irk/etnisite),
reprodiiktif 0ykii (menars yasi, dogum yapma ve sayisi, hamilelik yasi, menopoz
yasi, laktasyon, infertilite, diisiik yapma, kiirtaj), ailesel/genetik faktorler (aile
oykdisii, bilinen veya siiphe edilen BRCA1/2, p53, PTEN veya meme kanseri riski ile
iliskili diger gen mutasyonlar), ¢evresel faktorler (30 yasindan once toraks bolgesine
radyoterapi, hormon replasman tedavisi, alkol kullanimi, sosyoekonomik diizey),
diger faktorler (kisisel meme kanseri Oykiisii, meme biyopsi sayisi, atipik hiperplazi
veya lobiiler karsinoma in situ, dens meme yapisi, viicut kitle indeksi (BMI) yer
almaktadir Bu dogrultuda yas en onemli risk faktorlerindendir. Yas ilerledikce meme
kanseri insidansi artmaktadir. 40 yasin altinda meme kanseri goriilme sikligi 1/235
oraninda iken, 40-59 yas aras1 1/25 oraninda, 60-79 yas arasinda 1/15 oranindadir
(NCCN 2009).



2.4. Meme Kanserlerinde Risk Faktorleri

Erken Meme kanseri gelisiminde risk faktorlerini su sekilde simiflandirabiliriz

(NCCN 2009).
1. Demografik 6zellikler (cinsiyet, yas, irk/etnisite gibi)

2. Reprodiiktif 6ykii (menars yasi, dogum yapma ve sayisi, ilk tam donem hamilelik

yasli, menapoz yasi, laktasyon, infertilite, diisiik yapma)

3. Ailesel/genetik faktorler (aile Oykiisii, bilinen veya siiphe edilen BRCA1/2, p53,

PTEN veya meme kanseri riski ile iligkili diger gen mutasyonlari)

4. Cevresel faktorler (30 yasindan once toraks bolgesine radyoterapi (RT), HRT,

alkol kullanimi, sosyoekonomik diizey, vb.)

5. Diger faktorler (Kisisel meme kanseri Oykiisii, meme biyopsi sayisi, atipik

hiperplazi veya lobiiler karsinoma in situ, dens meme yapisi, viicut kitle indeksi

(BMI).

2.4.1. Demografik Ozellikler

Kadin cinsiyeti bash basina en biiyiik risk faktoriidiir. Kadin cinsiyeti 100 kat artmis
riski ifade eder. Yas faktorii de en az kadin cinsiyeti kadar oOnemli risk
faktorlerindendir. Giiniimiizde bir kadinda hayat boyu meme kanseri goriilme riski
non invaziv timorler i¢in 6’da 1 ve invaziv meme tiimorler i¢inde 8’de 1°dir (Hsieh
ve ark. 1990). Bu riskin biiylik boliimii yasin ilerlemesi ile ortaya ¢ikar. Meme
kanseri goriilme sikligt beyaz irktasiyah irka oranla %20 daha fazla olmasina
ragmen, mortalite oranlar1 siyahlarda daha fazladir. Farkliliklarin biiylik oranda

yasam tarzi ve sosyoekonomik durumdan kaynaklandig: diistintilmektedir (Hsieh ve

ark. 1990).



2.4.2. Reprodiiktif Oykii

Ostrojen hormonuna maruz kalinan siire ile meme kanseri gelisme riski arasinda
dogru orant1 olup (erken menars [12 yasindan Once], ge¢ menapoz [55 yasindan
sonra]); bu siirenin kisalmasinin tiimdr gelisiminden koruyucu bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Hsieh ve ark. 1990 ). ilk canli dogumun ileri yasta yapilmasi ve hic
dogum yapmamis olmak meme kanseri riskinde artisla iligkilidir. Nulliparite meme
kanseri rolatif riskinde 1.2-1.7 kat artisa neden olur (Rosner ve ark. 1994).
Multiparitenin meme kanserinden koruyucu etkisi tartismalidir. Infertilitenin meme
kanseri riskini azalttigi yoniindeki veriler ve infertilite tedavisinin meme kanseri
riskini ne yonde etkiledigine dair bilgiler ¢eliskilidir (Rossing ve ark 1996, Modan ve
ark. 1998). Laktasyon meme kanseri riskini azaltmaktadir (Stuebe ve ark. 2009;

Jernstrom ve ark. 2004).

2.4.3. Ailesel/Genetik Risk Faktorleri

Aile oykiisii varligt meme kanseri acisindan O6nemli bir risk faktoriidiir. Yapilan
calismalarda etkilenmis olan hasta bireyin birinci ve ikinci derece akrabalarinda
kanser riskinin normal populasyona gore artmis oldugu gorilmiistiir(Lynch ve ark.
1990; Murff 2004). Bir adet birinci derece akrabada meme kanseri olmasi, meme
kanseri riskini 1.80 kat artirir. Iki tane birinci derece akraba varliginda ise bu risk 2.9
kat artar. Meme kanserine yakalanmis olan akraba 30 yasindan once tani almis ise
risk 2.9 kat, 60 yasindan sonra tan1 konmus ise risk 1.5 kat artar (Familial breast
cancer 2001). Meme kanseri olgularmin %5-10"unun ailesel oldugu bilinmektedir
(Lynch ve ark. 1990; Ellisen ve Haber 1998; NCCN 2009).

Molekiiler genetik alanindaki geligsmelerle, kansere yatkinligin kalitilmasina yol agan
farkli genler tamimlanmistir. Bu genlere ait mutasyonlari tagiyan ailelerin/bireylerin
yiiksek kanser riski tagidigi bilinmektedir. Bu genler i¢inde en 6nemlileri HBOC
(Herediter breast over cancer) sendromundan sorumlu BRCA1/BRCAZ2, Li Fraumeni

sendromundan sorumlu TP53ve Cowden sendromundan sorumlu PTEN genleridir.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Collaborative+Group+on+Hormonal+Factors+in+Breast+Cancer%5BCorporate+Author%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Collaborative+Group+on+Hormonal+Factors+in+Breast+Cancer%5BCorporate+Author%5D

Meme kanserinden korunmada oldugu kadar kanser taramasi ve tedavisinde genetik

bilgilerin kullanimi ¢esitli kilavuzlarda yerini almistir (NCCN 2009).

2.4.4. Cevresel Faktorler

Kanser hem diinyada hemde iilkemizde 6nemli bir toplum sagligi problemidir. Bu
hastaligin tam ve etkin kontrolii ancak dinamik, ¢ok yonlii, bilimsel, multidisipliner
ve maliyet etkin bir program ile miimkiin olabilecektir. Kanser %90 ¢evresel %10
genetik faktorlere bagli olusmaktadir. Cevresel faktorler arasindada tiitiin {iriinlerinin
kullanimi, sagliksiz beslenme ve obezite, alkol ve enfeksiyonlar ilk siralarda yer

almaktadir (Kelsey 1981).

2.5. Kanser ve Genetigi

Biitiin hiicreler proliferasyon, diferansiasyon, yaslanma ve oOliim segeneklerini
belirleyen genetik programlama ile dogar ve gerektiginde isleme koyar. Hiicre
biiylimesi ve ¢ogalmasini diizenleyen proteinlerin sentezini kontrol eden genlere
genel olarak protoonkogen denir. Protoonkogenlerde herhangi bir nedenden dolay:
meydana gelen mutasyon sonucu olusan yeni gene onkogen denir. Kanserde temel
sorun hiicre proliferasyonundaki kontroliin kaybidir. Giliniimiizde tim kanser
tiirlerinin somatik hiicrelerdeki mutasyon ya da mutasyonlar sonucu olustugu ve
mutasyonlarinda bir seri genin ekspresyonunu etkiledigi artik bilinen bir gergektir.
Kanser olusumunda etkili {ic tip gen bulunmaktadir. Bunlar onkogenler, timor

baskilayici genler ve DNA tamir genleridir (Hanahan 2000).

2.5.1. Onkogenler

Normal hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini kontrol eden proteinleri kodlayan genler
protoonkogenlerdir. Protoonkogen, kendiliginden gen icindeki bir mutasyon veya dis

kontroliin degismesi sonucu farklilasir ve normalden daha fazla ifade edilmeye



baslarsa bu degisiklikler hiicrede kontrolsiiz biiylime ve malignansiye sebep olur ve

bu protoonkogenlerin mutant sekillerine onkogen denimektedir (Geoffrey 2007)

Onkogenler protoonkogenlerden ¢ok daha fazla miktarda hiicrelerde eksprese olurlar
ve bu nedenle gen ekspresyonundaki bu anormallikler normal ¢alisan bir
protoonkogeni hiicreyi transformasyona gotiiren bir onkogen haline doniistiirmek
icin yeterlidir (Geoffrey 2006). Protoonkogenler tarafindan kodlanan proteinlerin
¢ogu normal hiicre ¢ogalmasini kontrol ederlerken, onkogenler genetik hasar sonucu
mutasyona ugradigi i¢in, denetlenemeyen ve proteini hiicresel transformasyon
olusturabilen gendir. Onkoprotein adi verilen ve onkogenler tarafindan kodlanan
proteinlerin biiyiikk cogunlugu biiylime faktorlerinden gelen uyarilariyla hiicre
cogalmasini ve sag kalimini diizenleyen sinyal ileti yolaklarinin birer {iyesi olarak

gorev yaparlar (Geoffrey 2007).

Hiicre ylizeyi, sinyal iletim yolu veya niikleusta gorevli olabilen onkogenlerin biiyiik
bir bolimii tirozin kinaz aktivitesi gosteren reseptorleri kodlar. Bu reseptorlerin
hiicre dis1 biiyiime faktorleri ile etkilesen amino uglarinda gerceklesen degisiklikler
bunlarin birer onkogen proteinine doniismesine neden olur. Biiylime faktorlerinin
uyarmasiyla aktive olan hiicre i¢i sinyal iletim yolaklari, sonunda hiicre dongiisii
bilesenlerini diizenleyerek, G,'deki kontrol noktasindan gecisi saglar ve biiyiime

faktorli uyarimina yanit olarak hiicre dongiisii ilerlerler (Geofrey 2007, Cotran ve
Robbins 2006).

Meme Kanseri Patogenezinde Rol Oynayan Baslica Onkogenler;

. Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (EGFR): Hiicre membran reseptorii
olan EGFR ailesi; EGFR, HER2, HER3 ve HER4’den olusur. EGFR, TK aktivitesine
sahiptir (Klijn 1992). Ligand1 olan peptid biiyiime faktorleri gelip baglandiginda
reseptdor homo ya da heterodimerizasyonu gerceklesir ve bunu TK bolgelerindeki
otofosforilasyon izler. EGFR’nin otofosforilasyonu diger hiicre i¢i substratlarin
fosforilasyonuna yol acar. Bu aktivasyon sonucunda nukleusta bulunan
transkripsiyon faktorleri uyarilir ve asir1 hiicre boliinmesi gergeklesir (Bhargava
2005). EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii) ve EGFR (Epidermal Biiylime Faktor

Reseptorii)’ nin meme ve cesitli karsinom tiplerinin progresyonu ve patogenezinde



merkezi bir role sahip oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (Normanno 2006).
Meme karsinomlarinin %16- 36’sinda EGFR asir1 ifade edilmesi durumu vardir

(Bhargava 2005; Park 2007).

. CerbB-2 (HER-2/neu): HER-2/neu (Insan Biiyiime Faktor Reseptorii) veya
p185, bir proto-onkogen olup, kromozom 17q21°de lokalize olmustur ve sinyal
iletiminde gorevli 185 kDa’luk (p185) bir transmembran proteini kodlamaktadir.
HER-2/neu proteini, normal hiicre proliferasyonunda énemli bir role sahiptir. HER-
2/neu proteininin asirt ifadelenmesi ya da genin amplifikasyonu meme kanserlerinde

kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (Sahin 2006).

. Ras (Rat Sarkoma viriisii onkogeni): Ras bir proto-onkogen {irliniidiir.
Aktif GTP-bagl (Guanozin trifosfat) halde ya da inaktif GDP-bagli (Guanozin
difosfat) durumda bulunmaktadir. Plazma membranindan, nukleusa sinyal iletiminde
onemli bir arac1 molekiildiir. Ras mutasyonlar1 malign transformasyonda dnemli bir

yere sahiptir (Von Lintig 2000).

. c-Myc (Myelomatosis viriis onkogeni): c-Myc proto-onkogeni kromozom
8g24.1°e yerlesmistir. Hiicre proliferasyonu ve apoptoziste gorevli genlerin
transkripsiyonunu diizenler. c-Myc geni meme tiimorlerinin %15-25’inde asirt
ifadelenmekte ve kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir (Osborne 2004; Rodriguez-
Pinilla 2007 ).

. Siklinler, Siklin Bagimh Kinazlar ve Inhibitorleri: Siklinler, siklin bagimli
kinazlar (CDK) ve inhibitorleri (CDKI) hiicre dongiisiinii dogrudan kontrol eden
proteinlerdir. Meme kanserlerinde siklin D1 ve siklin E’nin asirn ifadelendigi

saptanmig ve prognostik faktor arasinda yer alabilecegi ileri siiriilmiistiir (Sweeney
1998).
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2.5.2. Tiimér Baskilayic1 Genler

Hiicre boliinmesini yavaslatan genler olarak bilinen tiimor baskilayicit genler, bu
genlerdeki bozukluklar halinde anormal hiicrelerin gelisimini

baskilayamayacagindan kanser gelisimi s6z konusu olur (Geofrey 2007).

Tiimo6r baskilayict genler, biiylime inhibitér yolunun degisik bilesenlerini
kodlamaktadir. Normalde hiicre boliinmesini baskilayan proteinleri kodlayan timor
baskilayici genlerin, birinde veya birkagindaki mutasyon tiimor olusumuna neden
olmaktadir. Protoonkogenlerden onkogenleri olusturan mutasyonlarin aksine, timor
baskilayic1 genler onkogenezise fonksiyon kayiplari ile katkida bulunur. Yine
onkogenlerin aksine mutant timor baskilayict genlere bagli kontrolsiiz hiicre
biliylimesi, genetik olarak resesiftir ve etkili olmasi i¢in her iki kromozom c¢iftinin de
defektif geni icermesi gerekmektedir. Kromozom ¢iftlerinden biri saglamsa hastalik
ortaya cikmamakta fakat bu bireyin her hiicresinde genin bir hasarli kopyasi
bulunmaktadir. pRb, P53 veya p21 proteinini kodlayan genlerin her iki kopyasinda
bulunan mutasyonun, hiicre biiylimesinin baskilanmasini engellemesi sonucu tiimor
olusmaktadir. Tiimdr siipresor genler, ilk kez kalitsal kanserlerde tanimlanmustir. Ik
bulunan kanser baskilayict gen, Rb genidir. Rb lokiisiinde heterozigot olan hiicre
normaldir ve normal Rb geninde heterozigotlugun kaybi kanser gelismesine yol
acmaktadir. Rb geni normal kopyalarmin her ikisinin kayb1 ile neoplastik degisim
ortaya ciktig1 i¢in, bu ve diger kanser baskilayict genler siklikla resesif kanser genleri
olarak isimlendirilmektedir. Kalitsal olarak gegen tiimor baskilayict genlerdeki
defektler, cocukluk c¢aginda artmig timor insidansina yol agabilir. Timor
baskilayicilarin1 sifreleyen lokusdaki her iki normal allelin kaybi/inaktivasyonu,
cocukluk ve erigskin donem kanserlerini olusturabilir (BP 2000; Almasan ve ark.
1995) Rb geni gibi bir mutant P53 alelinin kalitimla gegmesi kisiyi malign timor
gelisimine duyarli kilmaktadir. DNA hasarinda ilk olarak ¢ekirdekte etkili olan P53
etkili olmaktadir. p21 gen transkripsiyonunun artmasiyla pRb fosforilasyonu
olusmamakta ve hiicre G1 fazinda bekletilmektedir. Bu durum DNA hasarinin
onarilmasi i¢in hiicreye zaman kazandirmaktadir. Onarim gergeklesmezse hiicreler

apoptozise yonelmektedir. P53 kaybi veya mutasyonu olan hiicrelerde ise DNA
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onarimi gergeklesmemekte ve hasarlt hiicreler prolifere olarak tiimor dokusu

olusturmaktadir (Bos 1992).
Meme Kanseri Patogenezinde Rol Oynayan Bashca Tiimor Supresor Genler

. P53 (Protein53, TP53, Tiimor Protein53): P53 geni 17. kromozomun p13-1
bandina yerlesmistir ve molekiiler agirligi 53 kDa’luk nuklear bir proteini kodlayarak
; UV 151k, karsinojenler ve sitostatiklerin DNA’da olusturduklar1 hasar1 ortadan
kaldirmak iizere aktiflesir. Hasar diizeltilemez ise hiicre apoptoza girer. Meme
kanserlerinde, p53 genindeki bozukluklar veya her iki alleldeki kaybi kotu prognoz
ile iliskilendirilmistir (Sjogren 1996).

. ATM (Mutant Ataksi-Telanjiektazi): Kromozom 11°de yerlesmistir ve
resesif olarak kalitilir. Meme kanserlerinin %2-7’sinde bu gen sorumludur (Ahmed
ve Rahman 2006).

. PTEN (Fosfataz ve Tensin Homologlar1): Germline mutasyonu 10.
Kromozomun 10923 lokusunda bulunur. Cowden sendromuna neden olur. DNA
tamirinde de rol alir (Matros 2005).

. BRCA1 ve BRCAZ2: Erken baslangi¢ gosteren ailevi meme kanserli olgularin
genetik baglant1 ¢alismalari ile kromozom 17g21°de BRCA1’in ve kromozom 13’iin
uzun kolunda lokalize BRCA2’nin mutasyonlarinin kesfi saglanmistir. BRCA1 ve
BRCAZ2 genlerindeki germ soyu mutasyonlar, yiiksek risk olusturan faktorler olarak
birgok calismada gosterilmistir. Bu iki kansere yatkinlik geninin mutasyonlarini
tastyan kadinlar %60-80 ihtimalle hayat1 boyunca meme kanseri olma riskine sahiptir
Ailesel meme kanseri saptanan olgularin ¢ogunda hastalik, BRCA1 ve BRCA2
timor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyon kaynaklidir (Teng 2008).
BRCA1 ve BRCA2 proteinleri genomik stabilitenin saglanmasinda, DNA hasarinda
hiicresel cevapta, transkripsiyonel diizenlemede ve hiicresel proliferasyonda gorev
alirlar (Quinn ve ark. 2010). Bir¢ok meme ve over kanseri sporadiktir (kalitimsal
degildir), ancak kalitimsal olan meme kanserlerinin tigte birinden BRCA1 ve BRCA2

mutasyonlart sorumlu tutulmaktadir (King ve ark. 2003).
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2.6. Fosfataz Ve Tensin Homolog (PTEN)

PTEN geni ilk kez 1997 yilinda tanimlanan bir tiimor baskilayic1 gendir (Turan ve
ark. 2009; Abdulkareem 2013; Govender ve ark. 2012). Siklikla somatik kanserlerde
inaktive olur (Salvesen 2001) ve en ¢ok mutasyona ugrayan timdor baskilayict gen
olan P53’den sonra ikinci sirada yer alir (Govender ve ark. 2012; Georgescu 2010).

Kromozom 10'un kismi veya tamamen kaybinin varligini ortaya koyan ilk olgulara
1980'lerde sitogenetik ve molekiiler calismalarla, beyin, mesane ve prostat
kanserlerinde rastlanmistir. Homozigot mutasyonlarin 10. kromozom {izerinde
haritalandirilmasi, ancak 1997 yilinda, 10923 lokusunda yeni bir aday tiimor
baskilayici geni olarak tanimlamistir (Cristofano ve ark. 1998). Ayni yil, fosfataz ve
tensin homologu PTEN’in, ¢ok sayida sporadik tiimor tipinde siklikla delesyona
ugradig1 belirlenmis ve Cowden hastaligi gibi kanser yatkinlik sendromlar1 olan
hastalarda germ hatt1 mutasyonlarinin gézlenmesi ile daha ¢ok arastirilmasi gereken
bir hedef haline gelmistir (Cristofano ve ark. 1998). Bundan hemen sonra, PTEN
geni susturulmus farelerinin iiretimi, ¢oklu doku tiplerinde PTEN'in temel tiimor
baskilayici roliinii gdstermistir (Suzuki ve ark. 1998). Ozellikle, bir dizi hipomorfik
PTEN fare modelinin analizi, PTEN seviyelerinin, kanser duyarliligini belirleyen ve
tiimor ilerlemesi ile ilgili iliskileri gosteren fonksiyonel sonuglar1 ortaya ¢ikarmistir

(Song ve ark. 2012).

2.6.1. Yapasi

Cift etkili bir fosfataz olan PTEN, hem lipid fosfataz hem de protein fosfataz
akivitesine sahiptir (Knobbe, 2002). Protein fosfataz aktivitesinin lipid fosfataz
aktivitesinden daha az oldugu bilinmektedir. PTEN, 403 amino asitten olusur ve
diger protein tirozin fosfatazlarinin aktif bolgelerinde de bulunan HCXXGXXR (X'in
herhangi bir amino asit oldugu) bir katalitik motif icerir. PTEN geni, hiicrede
bolinmenin kontrolii, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozda rol alan ve bu

bakimdan pek ¢ok fonksiyonu olan 6nemli bir tiimor baskilayicidir.
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Insanda PTEN geni 10923 lokasyonundan kodlanan ve 9 ekzonu bulunan bir gendir
(Sekil 2.2). Genomik uzunlugu yaklasik 100 kb’dir. 3417 baz ¢ifti uzunlugunda bir
transkript ve 403 aminoasitlik bir protein kodlar. Transkripsiyonel bolgesi -951. ve -
925. niikleotid bolgesinden baslar, pozitif diizenlenmesi -1001 ve -427 niikleotid
dizisinde gorev alir (Knobbe 2002). PTEN’in transkrisiyonu promotorunun -947 ve -
939 arasindaki GCGGCGGCG dizisine Egrl transkripsiyon faktoriiniin baglanmasi
ile baglar. PTEN promotoru, CpG diniikleotidleri bakimindan zengin oldugundan
DNA metilasyonu bu bolgede meydana gelmektedir.
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Sekil 2.2: 10. Kromozomdaki lokasyonu (https://ghr.nIm.nih.gov/gene/PTEN#location, Erigim tarihi:
06.07.2020)

2.6.2. Fonksiyonu

PTEN, yaslanma, anjiogenez, apoptozis, hiicre dongii ilerlemesi, hiicre kasilmasi,
DNA hasarina yanit1 igeren sayisiz siiregte gorev alir. PTEN geni hem lipit hem de
proteinleri defosforile etme yetenegine sahip bir cift spesifik fosfataz kodlar
(Govendar 2012) ve bir enzimatik fonksiyonu oldugu bilinen ilk timor baskilayici
molekiildiir (Myers 1998). PTEN geni (RefSeq NM_000314) 10. Kromozomun ¢
(Govendar 2012) kolunda lokalize olan ve ¢esitli kanserlerde 6nemli bir mediatordiir.
Tam anlamiyla tanimlanacak olursak; tiimor baskilayicit genlerin kaybi gelismekte
olan tiimorlerin artisindan bahseder. Bu genler, allellerden birisinin kalitsal olarak
inaktif olmasi sebebiyle ailesel kanser sendromlart ile iliskili genlerdir ve artan
kanser riski otozomal dominant bicimdeki her bir nesil boyunca tasinabilir (Jelovag

2010). Yabanil tip PTEN fosfoinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolaginin ana
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negatif dilizenleyicisidir (Zhou ve ark. 2006) ve bunu fosfotidil inositol trifosfati
(PIP3) defosforilleyerek yapar bdylece PI3K aktivitesine ters olarak Akt yolagi
baskilanmis olur (Kanomari ve ark. 2001; Georgescu 2010). PTEN/PI3K/Akt yolagi
sekil 21°de sematik olarak gosterilmektedir. Fosfoinositilleri ii¢ yerden
defosforilleyerek hiicre biiylimesini ve hiicrenin hayatta kalmasini saglar (Black ve
ark. 2005; Zhou ve ark 2006). Arastiricilar, PTEN'in hiicre dongiisii ve apoptoz gibi
hiicresel stirecler {lizerindeki etkisini arastirmak igin, farkli hiicre hatlarinda PTEN
ifadesine bakmuglardir. PTEN geni susturulmus glioma hiicre hatlarinda, PTEN
ekspresyonu biiylime baskilanmasina neden olmustur. Apoptotik ve hiicre dongiisii
analizi amaci ile yapilan ¢aligmalarda, PTEN aracili biiyiime baskilanmasinin G1

tutukluguna bagli oldugu gosterilmistir (Georgescu, 2010).
PISK/AKT/mTOR Yolag:

AKT'nin asag1 dogru (down stream) hedefleri, hiicre bliylimesi, anjiyogenez, hiicre
metabolizmasi, protein sentezi ve apoptozun dogrudan baskilanmasi veya mTOR'un
aktivasyonu ile ilgilidir (Georgescu 2010). PI3K/AKT/mTOR yolagi Sekil 2.3’de

verilmistir.

PI3K/AKT yolaginin aktivasyonu, fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3K) diizenleyici alt
birimi olan p85'in SH2-alanlarinin, EGFR gibi aktive edilmis reseptor tirozin
kinazlarin, fosfotirozin kalintilarina baglanmasi yoluyla gergeklesir. Alternatif olarak
aktivasyon, PI3K'nin aktif RAS'a baglanmasiyla gerceklesebilir. Mutasyon ve daha
yaygin olarak, PI3K'nin katalitik alt birimini kodlayan PIK3CA'nin amplifikasyonu,
daha siklikla skuamoz hiicreli karsinomlarda ortaya c¢ikmaktadir. PI3K'den asagi
dogru hareket eden bir serin/treonin kinaz olan AKT, ayni zamanda, bu yolakta
stirekli aktivasyonuna yol acan mutasyonlara da sahip olabilir (Kandasamy ve
Srivastava 2002).
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Sekil 2.3: PI3BK/AKT/mTOR yolagi
(https://mct.aacrjournals.org/content/molcanther/13/5/1021.full.pdf, Erisim tarihi:06.07.2020)

AKTnin primer efektorlerinden biri, proliferasyonu, hiicre dongiisii ilerleyisini,
mMRNA translasyonunu, sito-iskelet organizasyonunu ve hayatta kalmay1 diizenleyen

bir serin / treonin kinaz olan mTOR'dur (Larsen ve Minna 2011).

PISK/AKT vyolunu, PI3K, fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfat (PIP3) {izerindeKi
fosfataz aktivitesi ile PI3K/AKT yolunu negatif olarak diizenleyen tiiméor baskilayict
PTEN geni, akciger kanserinde mutasyonlar1 ya da ekspresyon kaybim etkisiz hale
getirerek sik sik tiimorogenezi bastirir. Bu yolak ve ilgili tim genler Sekil 2.3’te

sematize edilmistir (Larsen ve Minna 2011).

16


https://mct.aacrjournals.org/content/molcanther/13/5/1021.full.pdf

2.6.3. PTEN Protein Yapisi

Tam uzunluktaki PTEN mRNA’s1, 47 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahiptir ve 403
amino asitlik bir protein kodlar. PTEN'in NH2-terminalinin yarisi, tensin ve auksilin
yani sira fosfataz domainine homoloji igeren alan igerir. PTEN kristal yapisinin
belirlenmesi, fosfataz domeinin protein fosfatazlarina yapisal olarak benzer oldugunu
ve fosfoinositid substratlarinin barindirilmasi igin gerekli olan genisletilmis bir aktif
alana sahip oldugunu géstermistir (Lee ve ark. 1999). PTEN'nin COOH terminali ise,
katalitik aktiviteye sahip degildir, fakat protein stabilitesinin, yari Omriiniin ve

fonksiyonel aktivitenin diizenlenmesiyle ilgili olarak Onemli islevlere sahiptir
(Georgescu 2010).

Normal dokuda PTEN ekspresyonunu inceleyen arastiricilar, PTEN ekspresyonunu
embriyonik ve fetal gelisim boyunca beyinde yliksek seviyede oldugunu, eriskinlerin

normal dokusunda ise daha diisiik bir seviyede oldugunu tespit etmislerdir (Gimm ve
ark. 2000).

Aragtiricilar fareler tizerinde yaptiklar1 ¢alismalar sonucu, fare beyninde, PTEN’in
sadece glial hiicrelerde degil, noéronlarda da ifade edildigini ve ndronal
farklilasmanin, hiicre biiylkliglinlin ve apoptozun diizenlenmesinde rol

oynayabilecegini bildirmislerdir (Lachyankar ve ark. 2000).

2.6.4. PTEN Gen Mutasyonlari

Timor Siipresor Gen fonksiyonunun kaybedilmesi, akciger karsinogenezinde dnemli
bir adimdir. Genellikle her iki allelin kromozomal delesyonu veya bir allel
inaktivasyonu, ikinci alleli inaktive eden nokta mutasyonu ya da, epigenetik veya
transkripsiyonel susturma ile inaktivasyonundan kaynaklanir. Akciger kanserinde
yaygin olarak inaktive edilmis timor siipresor genler arasinda TP53, RB1, STK11,
CDKN2A, FHIT, RASSF1A ve PTEN bulunur (Breuer ve ark 2005). PTEN geninin
her iki allelindeki mutasyonlar, beyin, prostat, meme ve endometriyal kanserler ve

ayrica melanom dahil olmak tizere pek cok kanser tiirlerinde, kanserin ilerlemesi
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sirasinda ortaya ¢ikar; bazi kanserlerde her iki allelde mutasyon sikliginin % 50'ye

ulastig1 bildirilmistir (Simpson ve Parsons 2001).

PTEN geni ayn1 zamanda, Cowden Sendromu gibi kalitsal kanser sendromlarinda ve
heterozigot PTEN geni mutasyona ugramis fareler ile ilgili ¢alismalar sirasinda
karsimiza ¢ikar. Bu da PTEN’in tiimor baskilayici roliinii desteklemektedir. PTEN
geninin hem erken ve daha sonra tiimorojenezde (kalitsal kanser sendromlarinda
oldugu gibi) hem de ileri kanserlerde mutasyona ugramis olabilecegi dikkat ¢ekicidir.
Yapilan bir ¢alismaya gore, PTEN'deki hasarlarin, ister kalitsal ya da somatik
mutasyon ile isterse epigenetik indirgeme ile ortaya ¢ikmis olsun, diger timor
baskilayicilarinin  kayb1 ve/veya maligniteyi tesvik etmek igin onkojenlerin
aktivasyonu ile birden ¢ok asamada igbirligi yapabildigini gostermistir (Di Cristofano

ve ark. 2001).

Bir bagka calismada, PTEN ile p27 veya Whnt-1'deki mutasyonlar arasindaki
igbirliginin onkogenezi tesvik ettigi gosterilmistir (Li ve ark. 2001). Bazi
calismalarda buna ilave olarak, PTEN'in hiicre dis1 matriksle hiicre etkilesimlerini
diizenleyen tanimlanmis fonksiyonlarinin, kanser ilerlemesinin sonraki asamalarinda,
ozellikle 6nemli olabilecegi gosterilmistir. Matriks proteinlerine hiicre yapigsmasinda
degisiklikler, gb¢ ve apoptoz sonrasi matriks ile temas kaybi, timdr invazyonu ve
metastazinda rol oynamistir. PTEN kaybinin, bu tiir degisiklikler i¢in merkezi bir
mekanizma oldugu bildirilmistir (Kandasamy ve Srivastava 2002). Mutasyonlarla ya
da diger mekanizmalarla PTEN fonksiyonunun kaybedilmesi, endometriyal timor
olusumunda bilinen endokrin risk faktorlerine cevap olarak erken ortaya ¢ikabilen ve
premalign hastalik i¢in immiinohistokimyasal biyobelirte¢ olarak kabul edilen bir

olaydir (Mutter ve ark. 2000).

PTEN'in somatik intragenik mutasyonlari, endometrial karsinomlarda, malign
gliomlarda ve melanomlarda sik goriilen bir olaydir. Ayrica, meme kanseri hiicre
hatlarin1  kullanan ilk ¢alismalar PTEN'in biallelik kaybina sahip oldugunu
gostermektedir (Perren ve ark 1999). Arastiricilar bu nedenle, bir PTEN allel
kaybinin timor olusumu icin yeterli olup olmadigim1 ya da ikinci allelin
inaktivasyonunun mutasyon olaylarindan daha ¢ok epigenetik olarak gergeklesip

gerceklesmeyecegini sorgulamislardir.
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2.6.5. PTEN Geni ve Kanser Iliskisi

PTEN'i bir aday tiimor baskilayici olarak tanimlayan ilk raporlar, PTEN'deki
mutasyonlar i¢in, bazi hiicre hatlarinin ve primer tiimdrlerin incelenmesi ile ortaya
cikmistir (Steck ve ark. 1997). Bu calismalar glioblastoma hiicre hatlarinin ve primer
timorlerin  heterozigozite kayb1 (LOH) esliginde yiiksek oranda PTEN
mutasyonlaria sahip oldugunu gostermislerdir. Multiform glioblastoma, gliomanin
en agresif formu olup, hastalik teshisi konan hastalar i¢in genellikle sag kalim siiresi
en fazla 2 yildir. Glioblastomalarin biiyiik ¢ogunlugunda PTEN’in lokalize oldugu
10q kaybi1 oldugu gosterilmistir (Baeza ve ark. 2003).

PTEN promotorti, transkripsiyonel diizenlenmede ve DNA metilasyonunda rolii olan
CpG niikleotidleri agisindan zengindir. Farkli kanser tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda,
promoter hipermetilasyonun neden oldugu PTEN'in epigenetik susturulmasinin,
timorogeneze katkida bulunabilecegine dair kanitlarin oldugu bildirilmistir
(Salvesen ve ark. 2001; Whang ve ark 1998). Ayrica Fults ve arkadaslar1 gliomlarda
yaptiklar1 bir ¢aligma ile PTEN ekspresyon seviyelerinin artan malignite derecesiyle
birlikte azaldigin1 ve bununla birlikte, promoter hipermetilasyonunun gliomlarda
PTEN inaktivasyonunun bir mekanizmasi olup olmadiginin arastirilmasi gerektigini

bildirmislerdir (Fults ve Pedone 2000).

PTEN ekspresyon kaybi, prostat ve servikal kanserde sik goriiliir (Harima ve ark
2001). PTEN AKT ve PI3K (fosfatidilinositol-3 kinaz) yolaklarini akis yoniinde
diizenlediginden, PTEN-null tiimérler daha yiiksek proliferatif aktiviteye ve
bliylimeye sahiptir. 109 prostat kanseri olgusunda yapilan bir calismada, PTEN
ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmis ve PTEN proteininin
kaybi, kotii prognozun patolojik belirtecleri ile iliskilendirilmistir (Mazure ve ark.
1997).

PTEN'de yiiksek mutasyon sikligina sahip baska bir timor tipi, endometriyal
karsinomdur. Endometriyal karsinomlar1 inceleyen arastirmacilar, yaygin olarak
delesyona ugramis olan iki bolgede 10q22—24 ve 10925-26 anlamli LOH oldugunu

bildirmiglerdir. Buna ek olarak, endometrioid endometriyal karsinomlar vakalarin %
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61'inde PTEN protein ekspresyonunun tamamen kaybini ve % 97'sinde ekspresyonun

azaldiginmi da gostermislerdir (Mutter ve ark 2000).

10. kromozomun uzun kolunun siklikla kaybini sergileyen bir baska kanser tiirii
melanomadir. Sporadik tiimorler 10q22—10qter bolgesinde degisiklik gosterir ve
LOH calismalar sik sik erken 10q kaybini gosterir. PTEN kaybi ya da mutasyonu,
malign melanom hiicre hatlarinda yiiksek olsa da (%40), primer tiimorlerde PTEN
aberasyonlarmin sikligr daha diisiiktiir (Guldberg ve 1997). Diger bazi tiimorlerde
oldugu gibi, PTEN mutasyonlarinin ge¢ evre hastalik ile iliskili oldugu

goriilmektedir.

2.7. Immiinohistokimyasal Yontem ve Tamsal Belirleyiciler
2.7.1. Biotin-Streptavidin Sistemi

Glikoprotein yapisinda olan avidin yumurta akindan elde edilir ve biotine kars1 agiri
ilgisi vardir. Biotinin saptanmasinda ilk adim isaretleyici molekiilii ya da sinyali
tagtyan avidinin, biotinle isaretlenmis proba baglanmasidir. Bir avidin molekiilii dort
biotin molekiilii bagladigindan giiclii bir sinyal verir. Avidinden farkli olarak yiiksiiz
bir molekiil olan streptavidin ise Streptococcus avidini’den elde edilmistir. Bu
molekiiliin biotine kars1 ilgisi daha azdir ve daha az dayaniklidir (Selma Yilmazer

2017).

2.7.2. Sinyal Olusturan Sistemler

Probun hibridize oldugu bdlgenin goriiniirliiligli antikora ya da avidine baglanan
sinyaller ile saglanir. Bu aract molekiiller florokomlar, metaller veya enzimlerdir.
Sinyale uygun olan dalga boyundaki 1gikta fluoresan yayan florakromlarin avidine ya
da antikora baglanabilen farkli tipleri vardir. Bunlardan en sik kullanilanlar Teksas
kirmizisi, rodamin kirmizisi, floresein izotiyosiyanat (FITC) yesil ve amino-metil-

kumarin asetik asit (AMCA) ise mavi renk verir (Selma Yilmazer 2017)
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2.7.3. Belirtegler
2.7.3.1. P53 Tiimor Siipressor Geni

P53 geni, 17. kromozomun kisa kolunda lokalize olmustur (17p 13,1). Herhangi bir
nedenle meydana gelen DNA hasarlanmasinda p53 aktive olup farkli mekanizmalari
baglatir. Bu mekanizmalar ile hasarli hiicre G1/S fazinda durur (Ambros 1994,
Lipponen 1994; Hoang 2013).

2.7.3.2. Cerb-B2

HER2/neu (cerbB-2) kromozom 17921 de bulunan bir protoonkogendir. Intrinsik
tirozin kinaz aktivitesi olan, epidermal biiyime faktor reseptoriine (EGFR) benzeyen
transmembran glikoproteinini kodlamaktadir. Cerb-B1, cerb-B2, cerb-B3 ve cerb-B4
ayni onkogen ailesinden olup normal hiicre biiyiimesinde ve diferansiasyonunda
gorevlidirler. Bu protoonkogenlerin diizenleyici fonksiyonlarinin bozulmasi; biiyiime
faktorii reseptorlerinin asir1 ekspresyonuna ve artmis sinyal iletimine neden olarak

karsinogenezde etkin rol oynar (Igbal 2014)

HER ailesi onkoproteinlerinin ekspresyonu normal dokuya kiyasla solid tiimorlerde
artmis olarak izlenmektedir. Cerb-B2’nin; mide, meme, endometrium, over
karsinomlarinda ve vulvar paget hastaliginda artis1 saptanmistir. HER reseptor
ekspresyonlarmi  gdstermek igin ise, IHK’sal yontemler ve kromozomal
amplifikasyonu gosteren floresan insitu hibridizasyon (FISH) yontemi kullanilir

(Igbal 2014; Reyes 2014).

2.7.3.3. Ki67

10. kromozomun uzun koluna lokalize (10g 25) bir gen Ki-67 proteinini kodlar.
Hiicre siklusunda, hiicrelerin prolifere olmadigr GO fazi disinda, tiim aktif fazlarda
(G1, S, G2 ve mitoz) eksprese edilen, niikleer non-histon proteinlere karsilik gelen
antijen ile reaksiyona giren monoklonal antikordur. (Ambros 2000).
Immunhistokimya ile Ki67 igin pozitif niikleer boyanma hiicre proliferasyonunu

6l¢mede kullanilan 6nemli bir belirleyicidir. Bu oranin 6zellikle agresif tiimdrlerde
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yiiksekligi bildirilmistir. Yiiksek Ki67 orami bircok tiimérde (meme, akciger,
0zofagus, bobrek, prostat ve endometrium kanseri, malign melanom, nonhodgkin

lenfoma, glial tiimorler) kotii prognostik faktor olarak gosterilmistir (Bai 2001)

2.7.3.4. Ostrojen / Progesteron Reseptor (ER/PR)

Ostrojen Reseptdr ve Progesteron Reseptdr degerlendirmesi meme karsinomunun
patolojik degerlendirmesi icin temel &neme sahiptir. Ostrojen Reseptdr, Ostrojen
tarafindan aktive edilen niikleer transkripsiyon faktoriidiir. Meme kanserlerinin
yaklagik % 75’1 hormon reseptdrleri agisindan pozitiftir. Tibiler karsinom, iyi
diferansiye duktal karsinom ve klasik invaziv lobiiler karsinom gibi diisiik dereceli
invaziv karsinomlar genellikle. Ostrojen Reseptor ve Progesteron Reseptor pozitiftir.
Diisiik dereceli adenoskuaméz karsinom, adenoid kistik karsinom ve sekretuar
karsinom gibi bazi1 diisiik dereceli invaziv karsinomlar tipik olarak negatiftir.
Ostrojen Reseptdr, tiimoriin metastatik potansiyelini dngérmez ancak sakin bir klinik
gidise sahip olacagm ve rekiirrens siiresinin daha uzun olacagini gosterir. Ostrojen
Reseptor pozitif tiimorler daha ¢cok kemik, yumusak doku ve genitoliriner sisteme
metastaz yaparken Ostrojen Reseptdr negatif tiimdrler viseral organlara ve beyine
metastaz yaparlar. Ostrojen Reseptdr ve Progesteron Reseptdr, zayif prognostik
ancak endokrin terapi igin giiclii prediktif faktorlerdir (Anderson 2002; Clark 1984;
Chu 2002; Joslyn 2002; Ernst 2002). Rutin pratikte, Ostrojen Reseptdér ve
Progesteron  Reseptor ~ formalin  fikse,  parafine  gomiili =~ dokularda
immunhistokimyasal yontemlerle degerlendirilir. Ostrojen Reseptdr ve Progesteron
Reseptor degerlendirmesinde pozitif diyebilmek i¢in tiimor hiicrelerinin en az %1’

inde ekspresyon olmalidir (Hoda 2010).

2.8. Es-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksionu Yontemi (Real-Time Polymerase

Chain Reaction)

Es-zamali Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Es-Zamanli PZR) yontemi arastirmalarda

ve rutin uygulamalarda niikleik asitlerin miktar ve karakterizasyonunu belirlemek
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igin altin-standart metod haline gelmistir. Es-zamanli PZR’nin tipik kullanimi
patojen belirlenmesi, gen ifadelenme analizleri, Tek Niikleotid Polimorfizm
analizleri, kromozom aberasyon analizleri ve son zamalarda es-zamanli immiino

PZR ile protein belirlenmesi gibi analizleri icermektedir (Kubista ve ark., 2006).
Nasil cahisir?

Sekil 2.2’de PZR siklus (dongii) sayis1 x ekseninde, reaksiyon tiipli i¢indeki
amplifiye olan iriiniin oransal miktar1 ile olusan floresan sinyal y eckseninde
gosterilmistir. Amplifikasyon grafigi iki fazi1 goOstermektedir. Eksponential faz
sirasinda her siklusta PZR iiriin miktart hemen hemen iki katina ¢ikmaktadir.
Reaksiyon siirerken reaksiyon iiriinleri azalmaya baslar. Bir veya iki {iriin sinira
yaklagir. Bu noktada reaksiyon yavaslar ve plato fazina girer (siklus 28-40).
Baslangicta floresan seviyesi diisiiktiir (1-18 siklus) ve floresandaki artig tespit
edilemez. Amplifiye olan iiriin biriktik¢e tespit edilebilir floresan sinyal iiretilir.
Bunun gergeklestigi siklus Treshold cycle (Ct: treshold siklus) olarak isimlendirilir
(Bio-Rad, 2006)
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Sekil 2.4: Amplifikasyon grafigi
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mRNA’dan tiretilmis cDNA’nin amplifikasyonunda kullanilan Es zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu diisiik miktardaki gen ifadelenmesinin ¢alisilmasinda rutin bir
ara¢ olarak 6nem kazanmustir. Reverse transkripsiyonu (RT) takip eden Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ¢ok ¢esitli kaynaklardan elde edilen mRNA
ekspresyonunun analiz edilmesinde kullanilmaktadir (Pfaffl, 2001).

Es Zamanli PZR’de yeni sentezlenen PZR firiinlerinin basit bir sekilde

belirlenmesinde SYBR Green I floresan boyasi kullanilmaktadir.

2.8.1. SYBR Green PZR Nedir?

Floresan bir boya olan SYBR Green I tim c¢ift dalli DNA molekiiliine baglanir,
baglandigi noktada belirli bir dalga boyunda floresan bir sinyal yayar (Sekil 2.4).

SYBR Green

Prin‘%

3'[ 15!

E”é Primer

3 15'

eksitasyon emisyon

VAV ALV

Sekil 2.5: SYBR Green PZR prensibi (Qiagen, 2014)

15¢

SYBR Green I’in emilimi ve yayilmasi sirastyla 494 nm ve 521 nm’de olur ve tiim
Es Zamanli PZR teknolojilerinde kullanmilabilmektedir. SYBR Green I
kullanildiginda belirleme Es Zamanli PZR’nin ekstansiyon (elongation: taqg DNA

polimerazin primerleri ekleme asamasi) basamaginda olmaktadir. Sinyal yogunlugu
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PZR firiinliniin artmasiyla her siklusta artmaktadir. SYBR Green boyasinin
kullanilmas1 hedefe spesifik etiketli prob sentezlenmesine gerek kalmadan ¢ok farkli
sayida hedefin analiz edilmesini saglamaktadir. Bununla birlikte, spesifik olmayan
PZR iirlinleri ve primer dimerleri floresan sinyali etkilemektedir. Bu nedenle, SYBR

Green boyalar1 kullanilirken yiiksek PZR 6zgiilliigt gereklidir (Qiagen, 2014).

Ekspresyon/ Ifadelenme analizlerinde tercih edilen kuantifikasyon (belirleme)
yontemi, hedef diziye, dokuda mevcut olan mRNA miktarinin beklenen araligina,
gereken dogruluk derecesine ve nicemelemenin rolatif (goreceli) veya absolii olmasi

gerekip gerekmedigine baghdir.
Genel olarak Es zamanli PZR igin iki tip kuantifikasyon yontemi mevcuttur:

(i) Hedef genin referans gene olan rolatif ekspresyonunu temel alan rolatif
kuantifikasyon. Gen ekspresyonundaki fizyolojik degisikliklerin aragtirllmasinda

kullanilmaktadir.

(i) Absolii kuantifikasyon ise i¢sel veya dissal kalibrasyon egrisini temel

almaktadir (Morrison ve ark., 1998; Pfaffl, 2001).

Housekeeping gen, endojen standart veya referans gen ile hedef genin
normalizasyonu tavsiye edilmektedir. Housekeeping genler tiim temel hiicre yasami
icin gerekli olmalarindan dolay1r tiim c¢ekirdekli hiicre tiplerinde mevcuttur. Bu
genlerin mRNA sentezlerinin deneysel kosullarda dahi stabil oldugu
diistiniilmektedir. GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz), albiimin, aktinler,
tubulinler, siklofilin, 18S rRNA veya 28S rRNA ¢ok siklikla kullanilan referans
genlerdir (Marten ve ark.,1994; Foss ve ark., 1998; Thellin ve ark., 1999).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornek Toplanmasi

Calisma kapsaminda, Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi, Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda gerceklesen meme operasyonu sirasinda herhangi
bir ek miidahale gerekmeden ve/veya herhangi bir ek medikal ajan uygulanmadan
rutin ameliyat1 sirasinda c¢ikartilan ve patolojik tanisi i¢in kullanilmayan meme
timorii dokusundan arta kalan benzer Ozellikteki kisimlar RNA izolasyonu igin

kullanilmastr.

Dokularindan histopatolojik inceleme sonucunda Meme Kanseri teshisi konmus 31
olguya ait tiimor dokusu ornekleri ile histopatolojik inceleme sonucunda normal
saptanan 5 bireye ait doku ornekleri kullanilmistir. Yine meme kanseri tanili her olgu
ile kontrol grubunda yer alan her bireyin, Cerrahi girisim sirasinda agilmis olan
venoz damar yolundan da 5cc EDTA’l tiipe RNA izolasyonu i¢in kan Ornegi

alinmustir.

3.2. Histolojik Grade Belirlenmesi ve Immiinohistokimyasal inceleme

Olgulara ait yas, tiimor capi, lenf nodu tutulumu, tutulan lenf nodu sayisi,
ekstrakapsiiler yayilim, lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, nekroz varligi,
histolojik subtip gibi prognostik parametreler ve immiinohistokimyasal ER, PR,
CerB-B2, ki67 ve p53 boyanma sonuglarina ait bilgiler hasta patoloji raporlarindan
elde edilmistir. Meme kanser nedeniyle 6nceden kemoterapi ya da immunoterapi

almis hastalar ¢alisma dis1 birakilmustir.

Histolojik grade: Bloom-Richardson sisteminin Nottingham modifikasyonu
kullanilmaktadir.  Buna  gore tubul formasyonu degerlendirilirken  tiimoriin
%75’inden fazlasinda liimenleri belirgin tubul yapisi goriiliiyorsa 1 puan, solid
alanlarla birlikte %10-%75 arasinda tubul yapisi varsa 2 puan, %10 un altinda tubul

yapist var ya da hi¢ yoksa 3 puan verilmektedir. Mitoz sayis1 10 biiyiik biiyiitme
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alaninda 0-9 ise 1 puan, 10-19 ise 2 puan, 20 ve {izeri ise 3 puan verilmektedir. Bu
parametrelere gore elde edilen toplam skor 3-5 ise grade I, 6-7 puan ise grade Il, 8-9

puan ise grade III olarak degerlendirilmektedir (Tablo3.1).

Tablo 3.1: Nottingham dereceleme sistemi

Skor (puan)
Tubiil olusumu
T{imoriin biiyiik kisminda (>75) 1
Orta derecede (%10-75) 2
Minimal veya hi¢ yok (<10) 3
Cekirdek ozellikleri
Kiigtik, uniform hiicreler 1
Orta derecede boyut ve sekil farki, nukleolus varligi 2
Belirgin boyut ve sekil farki, siklikla ¢ok sayida 3
Nuleolus
Mitoz sayis1 (40x objektif, alan ¢ap1 0.52 mm,-10 alan)
0-7 1
8-15 2
>16 3

Toplam skor; 3-5: Derece |, 6-7: Derece |1, 8-9: Derece Il

Aksiller lenf nodu tutulumu: Aksiller kiiraj materyalinden ayiklanan lenf
nodlarinda tutulum yok ise NO, 1-3 aksiller veya intramammarien lenf nodu tutulumu
varsa N1, 4-9 aksiller tutulum veya intramammarian lenf nodu tutulumu varsa N2, 10
veya daha fazla aksiller ya da ipsilateral supraklavikuler lenf nodu tutulumu varsa N3

kabul edilmistir.

Immiinohistokimyasal inceleme: Ostrojen reseptorii (ER) durumu, progesteron
reseptori durumu (PR), cerb-B2 pozitifitesi ile P53 ve Ki-67 ekspresyonu
incelenmistir. Immiinohistokimyasal inceleme %10’luk formalin soliisyonunda fikse
edilmis olan dokularin parafin bloklarindan hazirlanan kesitlerde yapilmistir. Her bir
antikor i¢in immiinohistokimyasal uygulama tiim olgulara tek seansta uygulanmakta
ve pozitif ve negatif kontrol ile birlikte ¢alisilmistir. Streptavidin-biotin-peroksidaz
saptama  yoOntemiyle  gerceklestirilmektedir  (Leica  Bond-max  otomatik

immiinohistokimya boyama cihazi kullanilarak yapilmaktadir).

ER ve PR durumlar Quick skor ile belirlenmektedir. Reaksiyon gdsteren niikleus
yiizdesi ve immiin boyanmanin siddetine dayanan semikantitatif bir yontemle Quick

skor hesaplanir. Boyanma yiizdesi su sekilde degerlendirilmektedir:
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0 = niikleer boyanma yok,

1 =<%1 niikleer boyanma,

2 = %1-10 niikleer boyanma,

3 = %11-33 niikleer boyanma,
4 = 34-66% niikleer boyanma,
5 = %67-100 niikleer boyanma.

Boyanma yogunlugu su sekilde degerlendirilmektedir: 0 = boyanma yok, 1 = zayif
boyanma, 2 = orta dereceli boyanma, 3 = kuvvetli boyanma. Boyanma yiizdesi ve
boyanma yogunlugundan elde edilen dereceler toplanarak Quick skor elde
edilmektedir (Leake et al. 2000).

C-erbB2 ekspresyonu degerlendirilirken 4 grupta skorlanmaktadir (Ellis et al 2001):

Skor 0: Tiimdr hiicrelerinde boyanma yok ya da %10' dan az hiicrede membrandz

boyanma var.

Skor 1: %10' dan fazla tiimor hiicresinin hiicre membraninin bir kisminda soluk

boyanma var.

Skor 2: %10" dan fazla tiimor hiicresinin hiicre membraninin tamaminda zayif-orta

dereceli boyanma var.

Skor 3: %10' dan fazla tiimoér hiicresinin hiicre membraninin tamaminda giiglii

boyanma var.

p53 ve Ki67 ekspresyonlar1 icin niikleer boyanma izlenen olgularda, niikleer

boyanma gosteren tiimor hiicrelerinin yiizde orani degerlendirilmektedir.

Tibbi Patoloji AD tarafindan histolojik grade, aksiller lenf nodu tutulumu ve
tanimlanan immiinohistokimyasal parametrelere iligkin incelemeler rutin olarak

yapilmaktadir.

28



3.3. Meme Kanserinde Evreleme

Genel cerrahi AD tarafindan hastalarin evrelelemeleri rutin olarak yapilmaktadir.

(Tablo 3.2)

Tablo 3.2: Meme kanseri TNM evrelemesi (AJCC 2002).

Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 Tl NO MO
Evre 2A T0,T1 N1 MO
Evre 2A T2 NO MO
Evre 2B T2 N1 MO
Evre 2B T3 NO MO
Evre 3A T0,1,2 N2 MO
Evre 3A T3 N1,2 MO
Evre 3B T4 NO,1,2 MO
Evre 3C TX N3 MO
Evre 4 TX NX M1

3.4. Dokulardan Total RNA izolasyonu

Meme tlimorii dokularindan Trizol RNA Ekstraksiyon Metodu kullanilarak asagidaki
basamaklara gore EZ-RNA Total RNA izolasyon kiti (BI, Israil, Kat. No: 20-400-
100) ile total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir:

1. Ependorf tiiplere tartilarak alinmis her bir 50 mg tiimor dokusu tizerine 500
ul denatiirasyon soliisyonu eklendi.

2. Homojenizator ile 30-60 saniye siireyle dokular homojenize edildi. Her bir
uygulama sonrasinda homojenizator ucu sirasiyla 8§ ml DEPC su, 8 ml %70
EtOH, 8 ml 0,1 M NaOH ve 8ml DEPC (BI, Israil, Kat. No: 01-852-1) sudan
gecirilerek temizlenmesi saglanarak bir sonraki dokuya gegildi.

3. Homojenatlar 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda iizerlerine 500ul ekstraksiyon soliisyonu eklendi.
15 saniye hizli bir sekilde elde calkalanarak 10 dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakild1.
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10.
11.
12.

13.

10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda, homojenatlar 4°C’de 12.000 x g’de 15
dakika santrifiij edildi.

Ust kisimdaki seffaf faz temiz ependorf tiiplere aktarildi. Seffaf faz icindeki
RNA’nin presipite olmasi i¢in tizerlerine 500ul izopropanol eklendi.

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 4°C’de 12.000 x g’de 8
dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra siipernatantlar atildi ve RNA ependorf tiiplerin dibinde
beyaz pellet olarak gozlendi.

RNA pelletini yikamak amaciyla iizerine 1’er ml DEPC su ile hazirlanmig
%75¢lik etanol eklendi ve vortexlendi.

Tiipler 7500 x g‘de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar atild1.

Pelletler belirli siire kurumaya birakildi ve 30-50ul DEPC su eklendi.

RNA pelletinin tamamen ¢oziilmesi i¢in kuru 1siticidda 55°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligt NanoDrop ND-1000 V.3.7
Spektrofotometre cihazinda dlgiilerek kullanilincaya kadar -80°C’lik derin
dondurucuda sakland:.

3.5. Kandan Total RNA izolasyonu

Meme tiimor dokularinin alindigi olgulara ait periferik kanlardan, Trizol RNA
Ekstraksiyon Metodu kullanilarak asagidaki basamaklara gore EZ-RNA Total RNA
izolasyon kiti (BI, Israil, Kat. No: 20-400-100) ile total RNA izolasyonu
gergeklestirilmistir.

500ul periferik kanm iizerine 1ml RBC Lysis Solution (BI, Israil, Kat. No:
01-888-1) eklendi.

10 dakika oda sicakliginda arada sirada pipetaj yapilarak inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 300 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak iizerine 500 pl denatiirasyon soliisyonu eklendi ve

pipetaj yapilarak 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
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5. Inkiibasyon siiresi sonunda iizerlerine 500ul ekstraksiyon soliisyonu eklendi.
15 saniye hizli bir sekilde elde calkalanarak 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

6. 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda, homojenatlar 4°C’de 12.000 x g’de 15
dakika santrifiij edildi.

7. Ust kisimdaki seffaf faz temiz ependorf tiiplere aktarildi. Seffaf faz i¢indeki
RNA’nin presipite olmasi igin iizerlerine 500ul izopropanol eklendi.

8. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra 4°C’de 12.000 x g’de 8
dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiijden sonra silipernatantlar atildi ve RNA ependorf tiiplerin dibinde
beyaz pellet olarak gozlendi.

10. RNA pelletini yikamak amaciyla tizerine 1’er ml DEPC su ile hazirlanmig
%75¢lik etanol eklendi ve vortexlendi.

11. Tipler 7500 x g‘de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar atildi.

12. Pelletler belirli siire kurumaya birakildi ve 30-50pu1 DEPC su eklendi.

13. RNA pelletinin tamamen ¢oziilmesi i¢in kuru isiticida 55°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

14. Flde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligt NanoDrop ND-1000 V.3.7
Spektrofotometre cihazinda Olgiilerek kullanilincaya kadar -80°C’lik derin

dondurucuda saklandi.

3.6. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lar NanoDrop ND-1000 V.3.7. spektrofotometre cihazinda
olgiilerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi (Sekil 3.1). cDNA eldesi
iScript Reverse Trancription Supermix cDNA sentez kiti (Biorad, USA, Kat.
No:1708841) kullanilarak (Tablo 3.3), 1ug total RNA’dan Tablo 3.4’deki protokol
dogrultusunda gergeklestirildi. Elde edilen cDNA’lar Es Zamanli PZR’de

kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda sakland.
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Sekil 3.1: Calismaya aldigimiz bir olguya ait RNA 6l¢iim bilgileri

Tablo 3.3: cDNA sentez reaksiyon karisimi

iScript RT Supermix 4 ul
RNA Template (1pg-1pg total RNA) | Her 6rnek igin farkli miktarda
Nuclease free water Her 6rnek igin farkli miktarda
Toplam 20 pl

Tablo 3.4: cDNA sentezi reaksiyon protokolii

Priming 5 dakika 25°C
Reverse Trankripsiyon 20 dakika 46°C
RT inaktivasyon 1 dakika 95°C

3.7. PTEN ve GAPDH i¢in Reaksiyon Etkinliklerinin Belirlenmesi

PTEN ve GAPDH genlerinin reaksiyon etkinliklerinin belirlenebilmesi igin 6 tiipte
1:10 cDNA diliisyonu hazirlandi. Her bir gen ve housekeeping gen, ilgili

konsantrasyonlarda ayn1 Es Zamanli PZR reaksiyonunda amplifiye edildi. Reaksiyon

32




sonunda elde edilen slope degerlerine gore reaksiyon etkinlikleri belirlendi.
Amplifikasyon Etkinligi (E) = (1051 - 1) x 100

3.8. PTEN genine ait mMRNA seviyelerinin Es Zamanh PZR ile Ol¢iilmesi

PTEN geninin mRNA diizeyleri, Es-Zamanli PZR ydntemi ile RotorGeneQ cihazi
kullanilarak belirlendi. Amplifikasyonlar 10 uL toplam tepkime hacmi igerisinde;
cDNA, bélgeye 0Ozgii primerler (Oligomer, Ankara) (Tablo 3.5), iTag Universal
SYBR Green Supermix (Biorad, USA, Kat. No: 1725122) ve nuklease free su
kullanilarak gerceklestirildi (Tablo 3.6). Her bir gene ait analizlerin yapilmasi igin,
Es Zamanli PZR reaksiyon karigimlart hazirlandiktan sonra 0.2 ml'lik PZR tiiplerine
dagitildi, tizerine ilgili ¢cDNA’lar eklendi ve cihaza yerlestirildikten sonra Tablo
3.7’da  Dbelirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PZR  reaksiyonlari
gerceklestirildi. Reaksiyonlar sonucunda, ilgili genlere ait mRNA diizeylerini
gosteren treshold Cycle (Ct) degerleri belirlendi. PTEN geni ifade diizeyleri GAPDH

geni ifade diizeylerine gére normalize edildi.

Tablo 3.5: Hedef genlere ve referans gene ait baz dizileri

Gen Ad1 Baz dizisi 523’ Baz Uzunlugu Tm Derecesi
PTEN-F TGGATTCGACTTAGACTTGACCT 23 59°C
PTEN-R GGTGGGTTATGGTCTTCAAAAGG 23 61°C

GAPDH-F CATTGCCCTCAACGACCACTTT 22 64°C
GAPDH-R GGTGGTCCAGGGGTCTTACTCC 22 64°C

Tablo 3.6: Es zamanli PZR reaksiyon karisimi

Icerik Hacim

iTag Universal SYBR Green Supermix 5ul

cDNA 1 ul

Forward ve Reverse primerler (250-500nm her bir primer) 1+1 toplam 2 pl
Nuclease free water 2ul

Total Hacim 10 pl
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Tablo 3.7: PTEN ve GAPDH amplifikasyon protokolii

Basamak Siire Sicakhik
Enzim Aktivasyonu/ 30sn 95°C
Denatiirasyon
40 Denatilirasyon 5sn 95°C
dongli | Annealing/Ekstensiyon
(Veri Toplanmast) 30 sn 60°C
+Melting Curve Analizi 65-95°C, 0,5°C/5 sn

Istatistiksel Degerlendirme:

Olgular ile kontrol grubu bireyleri arasinda, hedef genlere ait izole edilen mRNA

miktarlarindaki rolatif kat degisimlerini hesaplamak i¢in, her bir gene ait

amplifikasyon etkinlik degeri ile ortalama Ct degerleri REST 2009 software

programina girilmistir. Program Pfaffl vd., (2002) yontemi temelinde Qiagen

tarafindan gelistirilmistir. Analiz edilecek genlerin ifadelenme oranlar1 anlamlilik

acisindan Pair Wise Fixed Reallocation Randomizasyon testi © ile test edilmistir

(Pfaffl vd., 2002).
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4. BULGULAR

4.1. Olgulara Ait Klinik ve Demografik Ozellikler

Calismamizda, dokularindan histopatolojik inceleme sonucunda Meme kanser teshisi
konmus 31 olgu ile patoloji raporu sonucu normal ¢ikan ve kontrol grubunda yer alan
5 bireye ait patolojik/normal doku ve kan orneklerinde PTEN genine ait mRNA
ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir. Olgulara ait klinik ve demografik 6zellikler
Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Olgulara ait klinik ve demografik 6zellikler

Klinik Ozellikler Meme Kanserli
Hasta Sayis1 N=31
Ortalama Yas (SD) 53,16 (£12,02)
27-65 26/31 %83,87
66-90 5/31 %16,12
Cerrahi Evreleme
Evre | 10/31 %32,3
Evre IIA 14/31 %45,2
Evre 1IB 4/31 %12,9
Evre I1A 2/31 %6,5
Evre 11IB 1/31 %3,2
Histolojik Grade
Grade | 11/31 %35,5
Grade 11 13/31 %41,9
Grade I 6/31 %22,6
Tiimor Yerlesimi
Sol Meme 14/31 %45,2
Sag Meme 17/31 %54,8

4.2. PTEN Genine iliskin mMRNA Analizleri

Calismamizda yer alan olgular ile kontrol grubu bireylerden izole edilen RNA
molekiillerinden sentez edilen cDNA molekiillerinin, ilgili protokoller dogrultusunda
amplifikasyonlar1 yapilmistir (Sekil 4.2). Her reaksiyon sonunda melting curve
(erime egrisi) analizleri yapilarak, primerlerde dimerlesme olmadigi ve alinan
floresans degerlerin ilgili gen bolgesine ait oldugu teyit edilmistir (Sekil 4.2, 4.3).
Kontrole ait hedef genler ve referans gene ait Ct degerleri ile hastalara ait hedef
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genler ve referans gene ait Ct degerleri Rotor gene-Q Software programindan elde
edilmistir. Her bir analiz 3 tekrarli olarak hem intraassay hem de interassay olarak
yapilmistir. Elde edilen kat degisim degerleri logaritmik olarak hesaplanarak, artis

veya azaliglar grafik halinde hazirlanmistir

Floresan
o
=

Threshold

0,0 =

5 10 15 20 2% 30 kS 20
Siklus

Sekil 4.1: Es Zamanli PZR ekspresyon reaksiyon 6rnegi

12 PTEN GAPDH

dF/dT

66 67 68 63 70 kil 72 73 74 75 76 ki 78 74 a0 81 a2 83 a4 85 a6 a7 a8 ] a0 a1 82 a3 a4 a5 a6

derece

Sekil 4.2: PTEN ve GAPDH erime egrisi rnegi
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4.3. Meme Kanserli Olgularin Tiimér Dokularinda ve Periferik Kanlarinda
Ifade Edilen PTEN Genine iliskin mRNA Analizleri

Meme kanserli hastalarin tiimor dokularinda PTEN gen ekspresyon degisimleri
degerlendirildiginde toplam 31 hastanin 15’inde down regiilasyon, 16’sinda up
regiilasyon gozlenmistir. Bu degisimlerin %32,3’1i istatistiksel olarak Onemli
seviyededir (P<0,05). Onemli seviyedeki bu degisimlerin %30’u down regiilasyon
%701 up regiilasyondur. Meme kanserli hastalarin periferik kan 6rneklerinde PTEN
gen ekspresyon degisimleri degerlendirildiginde ise toplam 31 hastanin 23’iinde
down regiilasyon, 8’inde up regiilasyon gozlenmistir. Bu degisimlerin %58,1°1
istatistiksel olarak 6nemli seviyededir (P<0,05). Onemli seviyedeki bu degisimlerin

%83,3’li down regiilasyon, %16,7’si up regiilasyondur.

Meme kanserli olgularin timér dokularinda ve periferik kan &rneklerinde ifade
edilen PTEN geninin kontrol grubu bireylerin dokularina gére mRNA diizeylerindeki
degisimler belirlenmistir. Periferik kan 6rneklerinde PTEN geninin mRNA diizeyi,
kontrole gore onemli derecede azalmisken (0,501 kat) (P<0,05), tiimor dokularinda

artmustir (1,109 kat) (P>0,05) (Grafik 4.1). (Kat degisimleri Logl0 diizeyinde

gosterilmektedir).
0,20
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Grafik 4.1: Meme kanserli olgularin tiimér dokular: ile periferik kan 6rneklerinde, kontrole gére
PTEN gen ekspresyonundaki degisimler. GAPDH normalizasyon igin referans geni olarak
kullanilmustir. (*P <0,05).
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4.4. Farkh Evrelerde Bulunan Meme Kanserli Olgularin Tiimér Dokularinda ve

Periferik Kanlarinda ifade Edilen PTEN Genine iliskin mMRNA Analizleri

Farkli evrelerde bulunan meme kanserli olgularin tiimér dokularinda ve periferik kan
orneklerinde ifade edilen PTEN geninin kontrol grubu bireylerin dokularina goére
mRNA diizeylerindeki degisimler belirlenmistir. Evre | meme kanserli olgularin
timor dokularinda PTEN geninin mRNA diizeyi, kontrole gore artmisken (1,693
kat), periferik kan 6rneklerinde azalmstir (0,813 kat) (P>0,05) (Grafik 4.2). Evre
IIA meme kanserli olgularin periferik kan Orneklerinde PTEN geninin mRNA
diizeyi, kontrole gére onemli derecede azalmstir (0,813 kat) (P<0,001). ilaveten
timor dokularinda da azalmistir (0,927 kat) (P>0,05). Ancak bu azalma onemli
degildir (P>0,05) (Grafik 4.3). Evre 11B meme kanserli olgularin tiimér dokularinda
PTEN geninin mRNA diizeyi, kontrole gore artmisken (1,084 kat), periferik kan
orneklerinde azalmmstir (0,937 kat) (P>0,05). (Grafik 4.4). Evre I111A meme kanserli
olgularin timér dokularinda ve periferik kan orneklerinde PTEN geninin mRNA
diizeyi, kontrole gore artmustir (sirasiyla 1,112 kat ve 1,332 kat) (P>0,05). (Grafik
4.5). Evre 11IB meme kanserli olgularin tiimér dokularinda PTEN geninin mRNA
diizeyi, kontrole gore onemli derecede artmisken (2,231 kat) (P<0,001), periferik
kan 6rneklerinde o6nemli derecede azalmistir (0,371 kat) (P>0,05). (Grafik 4.6).

R

PTEMN DOKU EVRE PTEM KAM EVRE GAFDH

0,23 -0,09 0,00

—

Raigtif kar degisimi (LOGI0)

Grafik 4.2: Evre I meme kanserli olgularin timér dokular: ile periferik kan 6rneklerinde, kontrole
gore PTEN gen ekspresyonundaki degisimler. GAPDH normalizasyon i¢in referans geni olarak
kullanilmistir.
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Grafik 4.3: Evre IIA meme kanserli olgularin tiimor dokulart ile periferik kan 6rneklerinde, kontrole
gore PTEN gen ekspresyonundaki degisimler. GAPDH normalizasyon i¢in referans geni olarak
kullanilmustir. (*P<0,001).
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Grafik 4.4: Evre 1IB meme kanserli olgularin tiimor dokular ile periferik kan 6rneklerinde, kontrole
gore PTEN gen ekspresyonundaki degisimler. GAPDH normalizasyon igin referans geni olarak
kullanilmistir.
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Grafik 4.5: Evre IIIA meme kanserli olgularin tiimor dokulari ile periferik kan 6rneklerinde, kontrole
gore PTEN gen ekspresyonundaki degisimler. GAPDH normalizasyon i¢in referans geni olarak
kullanilmustir.
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Grafik 4.6: Evre I1IB meme kanserli olgularin tiimor dokulart ile periferik kan 6rneklerinde, kontrole
gore PTEN gen ekspresyonundaki degisimler. GAPDH normalizasyon igin referans geni olarak
kullanmlmustir. (*P<0,001).
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4.5. Grade I-11-1II’de Bulunan Meme Kanserli Olgularin Tiimér Dokularinda
ve Periferik Kanlarinda ifade Edilen PTEN Genine iliskin mRNA
Analizleri

Farkli histolojik gradelerde bulunan meme kanserli olgularin tiimér dokularinda ve
periferik kan orneklerinde ifade edilen PTEN geninin kontrol grubu bireylerin
dokularina gore mRNA diizeylerindeki degisimler belirlenmistir. Grade | meme
kanserli olgularin tiimor dokularinda PTEN geninin mRNA diizeyi, kontrole gore
artmisken (1,272 kat) (P>0,05), periferik kan orneklerinde omemli derecede
azalmistir (0,554 kat) (P<0,05). Grade 2 meme kanserli olgularin periferik kan
orneklerinde PTEN geninin mRNA diizeyi, kontrole gore artmmsken (1,114 kat),
periferik kan 6rneklerinde azalmistir (0,897 kat) (P<0,05). Grade 3 meme kanserli
olgularin periferik kan 6rneklerinde PTEN geninin mRNA diizeyi, kontrole goére
artmisken (1,116 kat), periferik kan Orneklerinde omemli derecede azalmstir

(0,302 kat) (P<0,05) (Grafik 4.7).

Réiatif kat degisimi (LOGI10)
o [ e T e [ e Y
L P
[ R e TR e Y
|_
|_
|_

T *
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0,10 -0,26 0,05 -0,05 0,05 -0,52 0,00
Grafik 4.7: Grade I-lI-III’de bulunan meme kanserli olgularin tiimér dokulari ile periferik kan

orneklerinde, kontrole gore PTEN gen ekspresyonundaki degisimler. GAPDH normalizasyon igin
referans geni olarak kullanilmstir. (*P<0,05).
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4.6. Meme Kanserli Hastalarin Cerrahi Evre, Histolojik Grade, PTEN gen
Ekspresyonu, ER, PR, CerbB2, ki67 ve p53 Immiinohistokimyasal

Sonuclari

Meme Kanserli hastalara ait PTEN gen ekspresyon seviyeleri (Up/down regiilasyon),
Cerrahi evre, Histolojik grade, ER, PR, CerbB2, ki67 ve p53 immiinohistokimyasal
durumlar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir. Ilaveten, Evre I, Evre IIA, Evre 1IB, Evre I1IA
ve Evre IIIB’ye gore 6zellikler sirasiyla Tablo 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7°de gosterilmistir.
Meme kanseri Evre IIA’da bulunan olgularin periferik kan 6rneklerinde gozlenen
PTEN gen ekspresyonunda gozlenen down regiilasyon %92,9 oraniyla dikkat
cekmektedir (Tablo 4.4).

4.6.1. PTEN Gen Ekspresyon Degisimlerinin ER ve PR Durumlan ile

Degerlendirilmesi

Meme kanserli hastalarin tiimdr dokularinda down regiilasyon gozlenen olgularin ER
ve PR durumlar degerlendirilmistir. Tiimor dokularinda PTEN geninin down regiile
olmasi ile ER ve PR degerlerinin pozitifligi arasinda anlamli giiglii seviyede bir
korelasyon bulunmaktadir (pearson korelasyonu, r=0,770, P<0,01). Ayn1 sekilde
periferik kan oOrneklerinde PTEN geninin down regiile olmasi ile ER ve PR
degerlerinin pozitifligi arasinda anlamli gii¢lii seviyede bir korelasyon bulunmaktadir
(pearson korelasyonu, r=0,772, P<0,01). ilaveten periferik kan orneklerinde PTEN
geninin Onemli seviyede down regiile oldugu olgularin ER ve PR degerlerinin
pozitifligi arasinda anlaml gii¢lii seviyede bir korelasyon bulunmaktadir (pearson
korelasyonu, r=0,672, P<0,01). CerbB2 pozitif olan 1 olgu mevcuttur. Bu olgu evre
ITA’da bulunmaktadir. Hem meme tiimér dokusunda hem de periferik kan 6rneginde
PTEN gen ekspresyon diizeyi down regiiledir. Bu down regiilasyon periferik kanda
onemli seviyededir (P<0,001). Bunun yanisira triple negatif olan hastalar (ER (-), PR
(-) (HER2(-) degerlendirildiginde bu hastalarin periferik kan 6rneklerinin hepsinde

PTEN gen ekspresyonunda down regiilasyon gozlenmektedir.
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Tablo 4.2: Meme Kanserli hastalara ait PTEN gen ekspresyon seviyeleri (Up/down regiilasyon),
Cerrahi evre, Histolojik grade, immiinohistokimyasal durumlari.

Sira Cécfehi chsatrzléglk ER | PR | CerbB2 PTEND%(;pLTsyon Eksprepsj.g/%'r\\l Kan | K167 P53
H1 2B 1 6 - - UP DOWN 5% 10%
H2 2A 1 - - - DOWN* DOWN 60% 10%
H3 2A 1 6 8 - uUpP* UP %2-3 | 10%
H4 1 2 6 8 - UP DOWN=* %3+ 10%
H5 2B 2 7 8 - DOWN UP %7-8+ | 5%
H6 1 1 8 8 - DOWN upP 40%+ | 50%
H7 2A 3 7 8 - UP DOWN=* %20+ | %1-2
H8 1 2 7 7 - UP Up* 20% 80%
H9 2A 3 - - - DOWN* DOWN=* %80+ | 100%
H10 2A 1 6 6 - DOWN DOWN %2-3 5%
H11 2A 2 8 8 - DOWN DOWN %4-5 | 10%
H12 2A 3 8 5 pozitif DOWN DOWN=* 20% 70%
H13 2A 1 8 8 - up* DOWN=* 10% 20%
H14 1 1 8 8 - UpP* DOWN=* %1-2 | %2-3
H15 2A 1 6 6 - up* DOWN=* 30% 10%
H16 3A 2 8 8 - UP DOWN=* 15% | %1-2
H17 2A 3 8 - - DOWN* DOWN=* 30% 40%
H18 1 2 8 8 - DOWN DOWN 5% %1-2
H19 2A 1 8 8 - UP DOWN=* %1-2 | %1-2
H20 1 2 - - - UP DOWN 80% 60%
H21 2A 1 7 6 - DOWN DOWN* 30% -
H22 3A 1 8 8 - DOWN Up* 60% 10%
H23 2B 2 - - - UP DOWN 80% 80%
H24 2 7 7 - DOWN upP %2-3 5%
H25 2 8 8 - DOWN UP 20% 20%
H26 2B 3 4 4 - DOWN DOWN 60% -
H27 2A 2 6 8 - DOWN DOWN=* 5% yok
H28 2A 3 7 7 - UpP* DOWN=* 15% yok
H29 1 2 - - - UP DOWN=* 20% yok
H30 3B 2 7 8 - UpP* DOWN=* %7-8 yok
H31 1 3 6 8 - UpP* UP* 10% yok

* Kontrole gére PTEN geni ekspresyon seviyelerindeki 6nemli degisimi gostermektedir.
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Tablo 4.3: Cerrahi Evre | Meme Kanserli hastalara ait PTEN gen ekspresyon seviyeleri (Up/down
regiilasyon), histolojik grade ve immiinohistokimyasal durumlari.

Sira Cg/rfehl chs;trc;IéJélk ErR | PR | CerbB2 PTENDIECI;ls(piSesyon PTEN Efsresyon Ki67 P53
H4 1 2 6 8 - UP DOWN* %3+ 10%
H6 1 1 8 8 - DOWN UP 40%+ | 50%
H8 1 2 7 7 - UP UpP* 20% 80%
H14 1 1 8 8 - UP* DOWN* %1-2 | %2-3
H18 1 2 8 8 - DOWN DOWN 5% %1-2
H20 1 2 - - - UP DOWN 80% 60%
H24 1 2 7 7 - DOWN UP %2-3 5%
H25 1 2 8 8 - DOWN UP 20% 20%
H29 1 2 - - - UP DOWN* 20% yok
H31 1 3 6 8 - UP* UP* 10% yok

*Kontrole gdre PTEN geni ekspresyon seviyelerindeki dnemli degisimi gostermektedir.

Tablo 4.4: Cerrahi Evre 1A Meme Kanserli hastalara ait PTEN gen ekspresyon seviyeleri (Up/down
regiilasyon), histolojik grade ve immiinohistokimyasal durumlari.

Sira | Cerrahi Evre H'étr(;'é’é k1 ER | PR | CerbB2 PTENDE(;‘;"J"SVO” pen Efﬁ'esyon Ki67 P53
H2 2A 1 - - - DOWN#* DOWN 60% 10%
H3 2A 1 6 | 8 - Up* UP %2-3 | 10%
H7 2A 3 7 8 - UP DOWN=* %20+ | %1-2
H9 2A 3 - - - DOWN* DOWN=* %80+ | 100%
H10 2A 1 6 6 - DOWN DOWN %2-3 5%
H11 2A 2 8 | 8 - DOWN DOWN %4-5 | 10%
H12 2A 3 8 5 | pozitif DOWN DOWN=* 20% 70%
H13 2A 1 8 8 - Up* DOWN=* 10% 20%
H15 2A 1 6 6 - Up* DOWN* 30% 10%
H17 2A 3 8 - - DOWN#* DOWN=* 30% 40%
H19 2A 1 8 8 - UP DOWN=* %1-2 | %1-2
H21 2A 1 7 6 - DOWN DOWN=* 30% -
H27 2A 2 6 8 - DOWN DOWN=* 5% yok
H28 2A 3 7 7 - Up* DOWN=* 15% yok

* Kontrole gére PTEN geni ekspresyon seviyelerindeki 6nemli degisimi gostermektedir.

Tablo 4.5: Cerrahi Evre 11B Meme Kanserli hastalara ait PTEN gen ekspresyon seviyeleri (Up/down
regiilasyon), histolojik grade, immiinohistokimyasal durumlari.

Cerrahi | Histolojik PTEN Ekspresyon | PTEN Ekspresyon '

Sira Evre Grade ER PR CerbB2 DOKU KAN KI67 P53
H1 2B 1 = = UP DOWN 5% 10%
H5 2B 2 8 - DOWN UP %7-8+ 5%
H23 2B 2 - - - UP DOWN 80% | 80%
H26 2B 3 4 4 - DOWN DOWN 60% -

* Kontrole gére PTEN geni ekspresyon seviyelerindeki 6nemli degisimi gostermektedir.
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Tablo 4.6: Cerrahi Evre 1A Meme Kanserli hastalara ait PTEN gen ekspresyon seviyeleri (Up/down

regiilasyon), histolojik grade ve immiinohistokimyasal durumlari

Cerrahi | Histolojik PTEN Ekspresyon PTEN Ekspresyon
Sira Evre Grade ER | PR | CerbB2 DOKU KAN Ki67 P53
H16 | 3A 2 8 | 8 - UP DOWN* 15% | %1-2
H22 | 3A 1 8 | 8 - DOWN up* 60% 10%

* Kontrole gore PTEN geni ekspresyon seviyelerindeki 6nemli degisimi gostermektedir.

Tablo 4.7: Cerrahi Evre 111B Meme Kanserli hastaya ait PTEN gen ekspresyon seviyeleri (Up/down

regiilasyon), histolojik grade ve immiinohistokimyasal durumlari.

Cerrahi | Histolojik PTEN Ekspresyon PTEN Ekspresyon
Sira | Evre Grade ER | PR | CerbB2 DOKU KAN Ki67 P53
H30 | 3B 2 7| 8 - Up* DOWN* %7-8 | yok

*Kontrole gére PTEN geni ekspresyon seviyelerindeki 6nemli degisimi gostermektedir.
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5. TARTISMA

Molekiiler biyoloji ve genetik, tibbi onkolojideki en 6nemli ve en ilging konulardan
birini temsil eder, bu sebeple tiimdr ilerlemesinde yer alan molekiiler degisiklikler
hakkinda global ve detayli bir bilgi saglar, bu da karsinojenez siirecinin daha iyi
anlasilmasina, yeni prognostik belirteglerin, terapotik hedeflerin kesfedilmesine yol

acar (Kheirelseid 2011).

Gen ekspresyon analizi, kanserdeki global gen dozaji hassasiyetini belirlemistir.
Simdiye kadar binlerce genetik varyant; kanser, diger hastaliklar ve karmagik
ozellikler ile iliskilendirilmistir. Hastalikla iliskili tek niikleotid polimorfizmlerinin
ve somatik kopya sayist degisimlerinin, gen ifade seviyelerini siklikla etkiledigi
saptanmistir (Fehrmann ve ark. 2011; Westra ve ark. 2013; Stranger ve ark. 2007;
Ciriello ve ark 2013). Bu sonuglar, gen ifadesindeki degisikliklerin, genetik
varyantlarin ortaya ¢ikardigi fenotip lizerindeki etkilerini gostermeleri i¢in dnemli bir
ara mekanizma olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, genlerin ifade
diizeylerinin somatik kopya sayisi degisimlerinden ne Ol¢iide etkilendigi heniiz tam

olarak belli degildir.

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser olup, tiim kadin malignitelerinin %
30'unu olusturur ve bu gruptaki kansere bagli Oliimlerin sadece% 16'sindan
sorumludur, sadece akciger kanserinden sonra ikinci siradadir (Landis ve ark. 1998).
Meme kanseri 25 yasin altinda nadir olup; bu yastan sonra menapoza kadar devamli
artar ve daha sonraki donemde bunu yavas bir yilikselme izler. Meme kanserinin
ortalama tan yas1 64’diir (Kumar ve ark 2010). Son birkag on yilda, bu hastaligin
insidansinda 6nemli bir azalma olmamistir ve kadin popiilasyonunda onemli bir
morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam etmektedir. Bu, erken teshis ve yeni
tedavilerin, ozellikle tlimor biiylimesinin ve metastazinin diizenlenmesinde yer alan
ayr1 hiicresel hedeflere yonelik ajanlar gelistirme arastirma girisimlerini tesvik

etmistir (Peter ve ark. 2001).

Meme kanserlerinde tedavi planlamada ve prognoz belirlemede en 6nemli parametre

kanserin tan1 anindaki evresidir. Timor ¢api, tlimor tipi, histolojik ve niikleer derece,
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lenfatik invazyon, aksiller lenf nodu metastazi da prognozu belirlemede bilinen diger
onemli faktorlerdir (Tavassoli 1999). Meme kanserinin gen ekspresyon veri
analizleri; prognoz ve tedavi agisindan farkli histolojik alt tiplere ayrilabilecegini
gostermistir (Rao ve ark. 2013). Meme kanserinde klinik dogru yolu 6ngérmede ve
hastaligin yonetimi igin spesifik biyobelirteclerden olan Ostrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biliylime faktorii reseptorii2 (HER2)
durumunun tespiti gerekmektedir. Bu belirteclerin prognostik ve prediktif 6nemi
kanitlanmistir (Choccalingam ve ark.2012). Kotii prognozlu olan meme kanserini
tespit etmeye yonelik yapilan analizlerden biri olan IHK yontemi, gen tarama
yontemiyle karsilastirildiginda %76 duyarlilik ve %100 6zgiilliige sahiptir (Nielsaen
ve ark. 2004). Rutin hastanelerde gen profil analizlerinin kompleks ve maliyetli

olmasi nedeniyle IHK analizleri cazip hale gelmistir.

5.1. Meme Kanser ile PTEN Gen Ifadesinin Iliskisi

Kanser olusumunda rol oynayan iki temel gen grubu: onkogenler ve tlimor
baskilayic1 genlerdir. Onkogenler ¢ogunlukla proto-onkogen adi verilen normal
hiicresel genlerin mutant allelleridir. Onkogenlerin fonksiyon kazandiran mutasyon
ozelligi ve timor baskilayict genlerin fonksiyon-kaybi malign fenotip olusumuna
sebep olmaktadir. Kanser hiicreleri, mutasyonlarin aktif hale gelmesi (fonksiyon
kazanilmasi), ve/veya bir veya birden fazla hiicresel protoonkogenin artmis
ekspresyonu, ve/veya mutasyonlarin inaktive olmasi (fonksiyon kaybi), ve/veya bir
veya birden fazla tiimor siipresor genin ekspresyonunun azalmasi sonucu normal
bliyiime kontrol mekanizmalarindan ka¢maktadir.  Cogu onkogen ve tiimor
baskilayict gen fiiriinleri hiicre dongiisii giris ¢ikislarini kontrol eden, farklilagmay1
yoneten, DNA hasarimi tespit edip tamir mekanizmasini1 baslatan ve/veya apoptozu

diizenleyen sinyal iletim yollarmin bilesenleridir (Kolasa ve ark. 2006).

Meme kanserinin gelisimine genetik ve ¢evresel faktorler etki etmektedir. Meme
kanserinde aktive edilen genler iki kategoriye ayrilir: P53 ve PTEN genleri gibi

timdr baskilayicilar olarak adlandirilan ve tiimor ilerlemesini inhibe eden genler ile
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ekspresyonunun artmastyla timor ilerlemesi veya hizlanmasina neden olan genlerdir

(de Assis ve Isoldi, 2013; Golmohammadi ve ark., 2013).

PTEN 10. kromozomda yer alan tiimor supresér gen ailesindendir. Hiicre
proliferasyonu ile sagkaliminda rol oynayan PI3K yolaginin en Onemli
modiilatoriidiir. Ozellikle, meme kanserinde hiicre hatt1 analizleri, PTEN'in PI3K'nin
asag1 regiilasyonu ile sonuglanan G1 tutuklanmasi ve hiicre 6liimii ile meme kanseri
biiyiimesini baskiladigin1 gostermistir (Weng ve ark. 1999, Li ve ark. 1998).
Embriyonik kok hiicrelerin caligmalari, PTEN geninin mutasyonlarma sahip
hiicrelerin artmis bir biiylime orani sergiledigini ve S-fazina gelismis bir giris
gosterdigini gostermistir (Sun ve ark., 1999). PTEN, PI3K/AKT (fosfatidilinozitol-3-
kinaz/protein kinaz B) yolagini olumsuz yonde etkileyen bir tiimor baskilayict gen
ailesindendir (Ming ve ark. 2010; Blanco-Aparicio ve ark. 2007). Tiim dokularda
0zelliklede meme dokusunda bulunan bu sinyal kaskadi hiicre biiyiimesi, yasamasi,
tiremesi, go¢li ve metabolizmasi gibi bir¢ok faktorii etkilemektedir (Ming ve He

2009).

Delesyon, mutasyon sonucunda azalmig PTEN fonksiyonu insanlarda sporadik
kanser ve herediter kanser sendromlar1 saptanmis olup, Cowden Hastalig1 olanlarda
PTEN fonksiyon kaybina yol agan germline mutasyonlari tespit edilmistir (Ferlay ve
ark 2012; Murff ve ark. 2004; Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
Cancer, 2001). Yapilan birgok ¢alismada PTENin meme kanserleri i¢in de 6nemli
bir tiimor baskilayict gen oldugunu ve kaybinin memede karsinogenezi indiikledigi
belirlenmistir. Sonug¢ olarak, PTEN'in hiicre dongiisii ilerlemesini ve hiicre
sagkalimini diizenlemektedir. Bizim calismamizda da, meme kanserli hastalarin
tiimor dokularinda PTEN gen ekspresyon degisimleri degerlendirildiginde toplam 31
hastanin 15’inde down regiilasyon, 16’sinda up regiilasyon gozlenmistir. Bu
degisimlerin %32,3’{i istatistiksel olarak onemli seviyededir (P<0,05). Onemli
seviyedeki bu degisimlerin %30’u down regiilasyon %70’1 up regiilasyondur. Meme
kanserli hastalarin periferik kan orneklerinde PTEN gen ekspresyon degisimleri
degerlendirildiginde ise toplam 31 hastanin 23’tinde down regiilasyon, 8’inde up
regiilasyon goézlenmistir. Bu degisimlerin  %58,1°1 istatistiksel olarak Onemli

seviyededir (P<0,05). Onemli seviyedeki bu degisimlerin %83,3’ii down regiilasyon,
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%16,7’si up regililasyondur. Kan ve doku arasinda PTEN geni ekspresyon
davraniglar1 bakimindan zitlik s6z konusudur. Bunun yani sira, meme kanseri Evre
ITA’da bulunan olgularin periferik kan Orneklerinde analiz edilen PTEN gen

ekspresyonundaki down regiilasyon %92,9 orantyla dikkat ¢cekmektedir.

Yeni ¢aligmalar bu gen iizerinde yogunlasmaktadir. PTEN geni, meme kanseri dahil
olmak tizere baz1 malign tiimorlerde deaktive edilir (Bogdanova ve ark., 2013; Yu ve
ark., 2015; Zhang ve ark., 2015). Bu genin fonksiyonel rolii, kanser hiicrelerinde
apoptozun indiiklenmesidir. PTEN gen {iriinii, kemotaksis sinyallerinin liretilmesinde
ve hiicre proliferasyonunun inhibisyonunda rol oynar. PTEN geninin islev
bozuklugu sadece birka¢ kanserle iliskili olmakla kalmaz, ayni zamanda
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, Parkinson hastaligt ve sizofreniye de yol
acabildigi rapor edilmistir (Gori ve ark.,, 2009). PTEN lokusundaki genetik
degisiklikler, primer merkezi sinir sistemi, meme, prostat ve mesane tiimorleri ve
Hodgkin dis1 lenfoma dahil olmak iizere ¢esitli neoplazmalarda tanimlanmistir (Li ve
ark., 1997, McMenamin ve ark., 1999, Nakahara ve ark., 1998, Caims ve ark., 1998).
Ek olarak, PTEN geninin germline mutasyonlari, Cowden hastalig1 olarak bilinen,%
25 ila% 50 Omiir boyu meme kanseri gelisme riski ile iliskili, nadir, otozomal

dominant, ailesel bir kanser sendromu ile iligkilidir (Peter ve ark. 2001).

PTEN geninin somatik hiicrelerdeki degisiklikleri, baz1 hiicre dizilerinde ve tiroid
timorleri, beyin tiimdrleri, prostat karsinomlari, endometriyal karsinomlar ve
melanom dahil olmak iizere primer tiimorlerde yaygindir. Ancak meme kanseri,
bobrek karsinomlar1 ve bas-boyun skuamoéz hiicreli karsinomlarinda bu tiir
degisikliklerin daha az goriildiigii bildirilmistir (Tachibana ve ark. 2002).
Glioblastomalarda PTEN geninin mutasyonel inaktivasyonunun PTEN ekspresyonu
kaybindan daha az siklikta goriildiigii rapor edilmistir (Fults ve Pedone, 2000) ve bu
durum benzer sekilde endometriyal karsinomlarda (Mutter ve ark., 2000), malign
melanomlarda (Poetsch ve ark., 2001; Zhou ve ark., 2000), hematolojik
malignitelerde (Dahia ve ark., 1999) ve meme kanserinde (Perren ve ark., 1999)
bildirilmistir. Bu durum, PTEN ekspresyonunun mutasyonlar disinda kalan
mekanizmalar tarafindan da kaybedilebilecegini diislindiirmektedir. Insan

neoplazmlarinda PTEN promotdriinde CpG adalarmin metillendigi ile ilgili
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calismalar yapilmistir. Salvesen ve ark. (2001) 138 endometrial karsinomun 26'sinda
PTEN promotoriinde metilasyon tespit etmisler ve bunun siklikla metastatik
hastalikla ve mikrosatelit unstabil fenotip ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir.
Benzer olarak Kang ve ark. (2002) 66 mide karsinomun 26'sinda PTEN
promotoriinde metilasyon tespit etmisler ve metilasyon tespit edilen olgularin
%73"'tinde ise PTEN ekspresyonunda kayip rapor etmislerdir. Bizim calismamizda,
Grade I meme kanserli olgularin tiimoér dokularinda PTEN geninin mRNA diizeyi,
kontrole gore artmisken, periferik kan orneklerinde onemli derecede azalmustir.
Grade 2 meme kanserli olgularin periferik kan 6rneklerinde PTEN geninin mRNA
diizeyi, kontrole gore artmisken, periferik kan drneklerinde azalmigtir. Grade 3 meme
kanserli olgularin periferik kan drneklerinde PTEN geninin mRNA diizeyi, kontrole
gore artmisken, periferik kan drneklerinde 6nemli derecede azalmistir. Bu sonuclara
gore PTEN ekspresyonu degerlendirildiginde her histolojik gradda tiimor dokusunda
PTEN geni up regiile iken periferik kanda down regiile oldugu 6ne ¢ikmaktadir.

PTEN fonksiyonunun kaybi, PTEN mutasyonlari, 10q23 kromozomu {iizerindeki
PTEN lokusunda LOH ve PTEN ekspresyonunun epigenetik susturulmasini igeren
farkli mekanizmalar tarafindan meydana gelebilir. Her iki alelinde mutasyonel
inaktivasyonu veya delesyonu PTEN fonksiyonunun kaybi icin gereklidir, ancak
PTEN'in down regiilasyonuna TGF-f gibi diger genler aracilik edilebilir (Li ve Sun,
1997). Baeza ve ark., (2003) glioblastomalarda PTEN ifadesinin kaybinin PTEN
metilasyonu 1ile iligkili olabilecegi ve bunlarin glioblastomalarin gelisimiyle

dogrudan iliskili olmayan geg¢ olaylar oldugu 6ne stirmiislerdir.

Genel olarak insan kanserlerinde, PTEN, mutasyonun en yaygin hedeflerinden biridir
ve mutasyon sikli1 p53'e yaklagsmaktadir. Bununla birlikte, Cowden hastalig1 olan
hastalarda, PTEN mutasyonunun tiirii ve etkilenen bolgeler meme hastalig1 varligina
etki edebilmektedir (Inaba ve ark., 2005). Bu genetik veriler PTEN fonksiyonunun
normal gelisim i¢in gerekli oldugunu ve PTEN kaybinin karsinogeneze katkida
bulundugunu gostermektedir. Gen transferi ve knockout calismalari bu fikirleri
dogrulamaktadir. Ilging olarak PTEN'in farkli tip tiimorlerde ayri mekanizmalarla

hiicre bliylimesini baskiladigi, glioblastoma hiicrelerini G1 fazinda yakaladig
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(Kupryjanczyk ve ark. 2003) fakat karsinomlarda apoptozu indiikledigi rapor
edilmistir (Konopka ve ark. 2002; Hamilton ve ark. 2000)

Cho ve ark. (2003) 105 meme kanseri tiimoriiniin %45’inde PTEN ekspresyon kayb1
rapor etmiglerdir. Hastalig1 tekrarlayan grupta 32 hastanin 19’unda (%59) PTEN
ekspresyon kaybi mevcuttur. Oysa ki bu oran hastalifi tekrarlamayan grupta
%38’dir. PTEN ekspresyonundaki kayip, Ostrojen reseptorleri, tekrarlama, HER-
2/neu over expresyon ile korele olarak rapor edilmistir. Ozellikle HER-2/ neu’nun
over eksprese olmast durumunda genel hayatta kalma oraninin PTEN
ekspresyonundaki kayipla korele oldugu bildirilmistir. Oysa ki HER-2/neu’nun
negatif olmas1 durumunda herhangi bir korelasyon yoktur. Progesteron reseptorii ve

hastaligin evresi PTEN ekspresyonuyla bir iliski géstermemistir.

Peter ve ark. (2001). 151 meme tiimoriiniin % 48’inde PTEN protein ekspresyonunda
kayip bildirmislerdir. Yapilan analizlerde, PTEN protein ekspresyonundaki kaybin,
nod pozitifliginin, evresinin, timor derecesinin hastaliga bagli oliimlerle iligkili
oldugunu rapor etmislerdir. PTEN protein ekspresyonundaki kaybin 6ngoriilen lenf
nodu metastazt ve Ostrojen reseptdr boyanmasindaki kayipla korele oldugu
bildirilmistir. PTEN protein ekspresyonundaki kayip, evre, timdor derecesi, hastaligin
niiksetmesi veya progesteron reseptor kaybi ile korele olmadigi bildirilmistir. Bu
sonuglarin Onerilen PTEN geninin meme kanserinde aday bir tiimor siipresor
oldugunu ve bu belirte¢ i¢in gelecek ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.
Benzer sekilde sonuglar farkli arastirmacilar tarafindan da rapor edilmistir (Feilotter
ve ark., 1999; Bose ve ark. 1998; Perren ve ark., 1999). PTEN kaybinin meme
neoplazisi ile korelasyonu literatiirde iyi tanimlanmamistir ve az sayida rapor
prognostik parametreleri analiz etmektedir. Perren ve ark. tiimor derecesi, timor
boyutu, lenf nodu durumu ve ER/PR durumlari ile Bose ve ark. evre, niikleer derece,
DNA ploidi ve hormon reseptdr durumu ile 10g23'te heterozigotluk kaybim
degerlendirmislerdir. Her iki calismada da sagkalim ve hastalik niikst ile
karsilagtirmalar yapilmamistir. Her iki analizde de PTEN kaybinin ER kayb1 ile
iliskisi bulunmustur. Ayrica PR kayb1 ile anlamli bir iligki bulunmustur (Perren ve
ark.1999). ilaveten Peter ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada, 25 ER negatif tiimdriin
17'sinde anlamli derecede PTEN ekspresyonu kaybi ve PR negatif tliimdrlerde
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neredeyse anlamli PTEN kaybi ile dogrulanmistir. Bu korelasyonun altinda yatan
neden agik degildir, ancak PTEN ekspresyon kaybinin agresif bir ER/PR negatif
fenotipe bagli oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak, Peter ve ark. (2001) PTEN
protein kaybi ile steroid reseptdr hormonal kaybi, lenf nodu metastazi ve meme
kanserinde sagkalim gibi olumsuz prognostik faktorler arasinda anlamli korelasyon
saptamislardir. Bizim calismamizda, meme kanserli hastalarin tiimor dokularinda
down regiilasyon gozlenen olgularin ER ve PR durumlar degerlendirilmistir. Timor
dokularinda PTEN geninin down regiile olmasi ile ER ve PR degerlerinin pozitifligi
arasinda anlaml giiclii seviyede bir korelasyon bulunmaktadir. Ayni1 sekilde periferik
kan oOrneklerinde PTEN geninin down regiile olmasi ile ER ve PR degerlerinin
pozitifligi arasinda anlaml gii¢lii seviyede bir korelasyon bulunmaktadir. ilaveten
periferik kan oOrneklerinde PTEN geninin 6nemli seviyede down regiile oldugu
olgularin ER ve PR degerlerinin pozitifligi arasinda anlamli giiglii seviyede bir
korelasyon bulunmaktadir. CerbB2 pozitif olan 1 olgu mevcuttur. Bu olgu evre
ITA’da bulunmaktadir. Hem meme tiimor dokusunda hem de periferik kan 6rneginde
PTEN gen ekspresyon diizeyi down regiiledir. Bu down regiilasyon periferik kanda
onemli seviyededir. Bunun yanisira triple negatif olan hastalar (ER (-), PR (-)
HER2(-) degerlendirildiginde bu hastalarin periferik kan orneklerinin hepsinde

PTEN gen ekspresyonunda down regiilasyon gézlenmektedir.

Meme kanserli hastalarda yapilan baska bir ¢aligmada ise PTEN kayb1 %48 oraninda
belirtilmistir. PTEN kaybinin lenf nodu metastazini predikte ettigi saptanmis ve
hastaliga bagli 6limde artisa neden oldugu bildirilmistir. Ayrica ER negatifligiyle
iligkili bulunurken tiimdriin evresi, gradi, hastalik rekiirrensi ile ve PR negatifligiyle
iligkili bulunmustur (Depowski ve ark. 2001). Meme karsinomlu hastalarda ER ve
PR durumu tedaviyi belirlemede 6nemli role sahiptirler. Adjuvan tamoksifene yaniti

ongormede kullanilmaktadir (Tavassoli ve Devilee 2012).

PTEN kayb1 birgok kanserde ve meme kanserlerinden olan triplet negatif grubunda
gosterilmektetir (Saal ve ark. 2005). Triplet negatiflerde hormonal tedavi ve anti
HER-2 tedavi alternatiflerinin olmamas: sebebiyle bu hastalarda PTEN
disfoksiyonuna bagli bu yolak aktivasyonlari hedef alinarak bununla ilgili ilag

caligmalart yapilmistir. PTEN kaybi niiks eden meme kanserli hastalarin triplet
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negatif alt grubunda %66 oraninda gozlenirken hormon pozitif ve HER-2 grubunda

ise sirastyla %28, %22 olarak saptanmigtir (Gonzalez-Angulo ve ark. 2011).

Golmohammadi ve ark. (2016) azalmis PTEN gen ekspresyonu ile timor evresi
arasinda anlamli bir iligki oldugunu ve meme kanseri tiimdrlerinin daha yiiksek
evrelerde PTEN genini daha az ifade ettigini bildirmislerdir. Ilaveten, onceki
caligmalarda da, PTEN gen ekspresyonu olmayan meme kanseri hastalarinda kanserli
hiicrelerin diger dokulara metastaz riskinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Tsutsui ve ark., 2005; Wikman ve ark., 2012). Golmohammadi ve ark. (2016) PTEN
geni 100 numunenin sadece 70'inde (% 70) ifade edilmistir. Negatif PTEN gen
ekspresyon oOrnekleri, hastaligin daha yiiksek evreleri olan hastalarda daha sik
gbzlenmistir. Yang ve ark. (2010) Cin'de PTEN geninin 50 meme kanseri hastasinin
24"inde eksprese edilmedigini belirtmistir. Golmohammadi ve ark. (2016) PTEN gen
ekspresyonu olmayan hastalarda 6liim tehlikesinin yiiksek oldugunu ve bu spesifik
belirtecin prognoz icin kullanilabililecegini 6ne siirmiislerdir. Bununla birlikte,
patolojik parametreler PTEN gen ekspresyonu ile birlikte diistintilmelidir, ¢linkii
mevcut ¢alismada yliksek evre ve PTEN ekspresyonu arasinda ters anlamli bir iligki
vardir. Bu, yeni belirteglerin arastirilmasinin yani sira, genellikle prognozda
kullanilan patolojik parametrelerin 6nemli oldugunu gostermektedir. Diger

calismalar bu ger¢egi dogrulamaktadir (Sharif ve ark., 2009).

PTEN geninin kapsamli analizi, sadece bir tiimdr baskilayict oldugunu degil, ayni
zamanda meme kanseri prognozunda da rol oynadigin1 gostermistir (Jones ve ark.
2013; Mandal ve ark. 2015). Bu g¢alismada, PTEN geni hastaligin ilerleme
evresindeki hastalarda (Evre IV) ifade edilmemistir. PTEN gen ekspresyonu olmayan
malign hiicrelerde inhibitdr faktorlerin hiicre boliinmesi dongiisiinden ¢ikarilmasi

nedeniyle, boliinme ve invazivlik oraninin 6nemli 6l¢iide artmasi muhtemeldir.

Golmohammadi ve ark. (2016) invaziv duktal timorlerde PTEN gen ekspresyonunun
invaziv olmayan tiimorlerden daha az oldugunu ve farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugunu rapor etmislerdir. Bu nedenle, invaziv duktal tiimorlerde invazivitenin
artmasinin nedenlerinden birinin, PTEN gen ekspresyonunun olmamamasi olarak 6ne
stirmiiglerdir. Jones ve ark. timorlerde PTEN proteini fonksiyonunun tamamen

kaybinin invaziv giicii arttirdiin1 ve dstrojen reseptorlerini dnemli dlgiide azalttigini
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belirtmistir (Jones ve ark., 2013). Golmohammadi ve ark. (2016) PTEN geninin
yiiksek derecelerde malign meme tiimorlerinde daha az ifade edildigini rapor
etmiglerdir. PTEN gen {riinli, hiicresel oksidatif streslerin ve apoptozun
diizenlenmesinde aktiftir (Kitagishi ve Matsuda. 2013). Yeni calismalar PTEN
geninin sag kalimin degerlendirilmesi icin bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini
gostermistir (Neto ve ark., 2012). Ote yandan, PTEN gen iiriinii, tedaviye yanit i¢in
meme kanserinde 6nemli olan diger genlerin ekspresyonunu etkiler. Bununla birlikte,
bu genin baz1 eylemleri bugiine kadar bilinmemektedir (Song ve ark, 2012). Baska
bir ¢aligmada, Baig ve ark. (2011) PTEN gen mutasyonu gibi genetik degisikliklerin

meme kanseri ile iligkili oldugunu gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, meme kanser tanili olgularda PTEN geninin ifadesindeki degisimler,
hem tiimor dokularinda hem de periferik kan Orneklerinde belirlenmis
bulunmaktadir. Meme kanserli olgularda PTEN’nin mRNA degisimleriyle ilgili
sonuglara bakildiginda, periferik kan orneklerinde mRNA diizeylerindeki azalma
(down regiilasyon) dikkat cekmektedir. Meme kanserli olgularin periferik kan
orneklerinde PTEN geni mRNA diizeyindeki azalmanin, meme kanseri potansiyel bir
bulgu/biyobelirte¢ olabilecegini diistinmekteyiz. Bu veriler ilerde yapilacak
caligmalara katkida bulunacaktir. Meme kanserinde PTEN geninin farkli fonksiyonel
rolleri goz Oniine alindiginda, mekanizmasini daha iyi belirlemek i¢in daha fazla

tamamlayici caligmaya ihtiyac vardir.

Periferik kan ornekleri ile tiimoér doku orneklerinde mRNA diizeylerindeki major
farkliliklar, muhtemelen bu gen icin dokuya Ozgii spesifik diizenleyici
mekanizmalarin oldugunu yansitmaktadir. Meme kanserinde mRNA diizeyindeki
azalmanin PTEN geninin karsinogenezde rol oynadigim1 desteklemektedir.
Calismalardan elde edilen sonuglarimiz, meme kanseri tanili olgularda tani ve
prognoz agisindan mevcut prosediirlere katki saglayabilecek bir dizi genetik veriyi
igermektedir. Ilaveten galismaya dahil edilen tiim olgulara ait histolojik ve patolojik

parametreler bir biitiin halinde sunulmustur.

Zamaninda tan1 ve tedavi i¢in, kadinlarda en 6liimciil kanser olan meme kanserinde
patolojik parametrelerin arastirllmast ile birlikte PTEN gen ekspresyonunun
incelenmesi gibi yeni belirteglerin kullanilmasi gerektigine dikkat edilmelidir. PTEN
geninin diizenlenmesi ve performansinda epigenetik faktorler dahil olmak iizere
farkli genetik ve genetik olmayan mekanizmalar ve heniiz tanimlanmamis faktorlerin
mevcuttur. Mevcut bireysel biyobelirteclerin  dogrulugu optimal olmadigindan,
durumunu daha kesin olarak degerlendirmek icin DNA, RNA ve protein ekspresyon
verilerini igeren kompozit bir biyobelirteg umut verici bir yaklasim olarak ortaya
cikabilir. Genetik ve gevresel faktorlerin etkisi altinda uzun bir slire¢ sonucu gelisen

meme kanserini daha erken evrede yakalanmasiyla, hastanin tani, prognoz ve
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tedavileri acisindan daha da olumlu sonucglar doguracagi kanisina varilmistir. Erken

evre tanida molekiiler biyobelirte¢lerin 6nemi ortaya ¢ikmis bulunmaktadir.
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144-Dr. Ogr. Uyesi Evrim Suna ARIKAN TERZI’ nin sorumlulugunda vyiiritilecek olan “Farkli Evre ve
Derecelerdeki Meme Kanserli Hastalarda PTEN Geninin ifadelenme Diizeylerinin Arastirilmasi” konulu
Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar igin basvuru dosyasi incelendi. Arastirma protokoliine uyularak,
Saghk Bakanlig’'nin 13.04.2013 tarih 28617 sayili Klinik Arastirmalar Hakkindaki Yonetmeligi ve
yayimlanan kilavuzlarinda belirtilen hususlar dikkate alinarak, sorumluluk arastirmacilara ait olmak
Uzere aragtirmanin yapilmasinda etik sakinca olmadigina toplantiya katilan tyelerin oy birligi ile karar
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