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1. OZET

Meme kanseri kadin kanserlerinin dortte birinindamdan sorumlu olan mortalite orani
yuksek bir malignitedir. Adeziv molekulleri kodlayayenlerdeki polimorfizmler meme
kanseri gekiminde, kanser prognozunda (invazyon, metastaz bhgmli rol
oynamaktadirlar. Glikoprotein IIb’yi kodlayan 17toknozumun uzun kolunda lokalize
ITGA2B geni uzerinde bugine kadar 344 adet tek euildlik polimorfizm
saptanmgtir. Bu calgma meme kanseri riski ve prognozu ile ITGA2B geniS911
polimorfizmi arasindaki ikkiyi arastirmak tzere planlangtir. Deney grubu klinik ve
histopatolojik olarak meme kanseri tanisi glrkadin hastalardan, kontrol grubu ise
saglikli bireylerden olgmustur. Her iki grubun kanlarindan DNA izole edildiktsonra
PCR ve RFLP metotlari kullanilarak genotip varyadgo tespit edilmitir. Hastalarin
Ostrojen ve progesteron resoéptér varimmunhistokimyasal metotlar kullanilarak tespit
edilmistir. Hasta grubunun kanser prognozuna aigederine patoloji raporlarindan
ulasiimigtir. Hasta grubunun genotip glami % 30 TT (normal), % 53.3 TG
(heterozigot polimorfik), % 16.6 GG (homozigot pobrfik) kontrol grubunun genotiop
dagihmi ise % 33.3 TT, % 60 TG, % 6.7 G&klinde gozlenmngtir. Arastirmamizin
sonucunda ITGA2B geninde kontrol grubu ile memeskaln hasta gruplari arasinda
anlamli bir fark saptanmadi. GG genotipinin gergstalarda daha yiksek oranda
bulunduu gozlenmitir. Istatistiksel camamiz sonucu GG genotipinistenanin meme
kanserli hastalarda prognostik parametrelerden bistolojik evre ve nukleer evrenin
yuksek olma riskini arttirgh gozlemlendi. TUmor capi, Ostrojen reseptori
pozitif/negatifligi, progesteron reseptorii pozitif/negagiflilenfovaskiler invazyon ve

lenf nodu metastaziyla ilgili istatistiksel olaraklamli bir sonug gérilmedi.

Anahtar sdzcukler:

Glikoprotein llb, Meme kanseri, Polimorfizm



2. SUMMARY

Isolation and Polymorphism of Platelet Glycoproteinlib/llla Receptor In Breast
Cancer Cases

Breast cancer is one of the most common maling tusnall over the world, and it

accounts for about 30% of all cancer in women.dRatadhesive receptors play a key
role in adhesive interactions necessary for tumorehsion and metastasis. Several
polymorphisms affect these molecules. There istndyson the relationship between
ITGA2B rs 5911 (c.2621T>G) polymorphism and brezstcer prognostic parameters
in Turkish patients with breast cancer. The aimhef study is to determine if there is
polymorphism rs5911 ITGA2B gene in Turkish patiemigh breast cancer and to
investigate the correlation between conventionalicpathological features and gene
polymorphism.Our study includes 30 patients andh2élthy controls. After DNA

purification we studied genetic determination oé tTGA2B rs 5911 polymorphism

with PCR, RFLP and agarose gel electrophoresisn M correlated the prognostic
parameters and ITGA2B polymorphism results.Ther@0igemale patients with breast
cancer. Control consists of 24 female patients.r@tee % 30 TT, % 53.3 TG, %
16.6GG genotype for patients and % 33.3 TT, % 6Q ¥%6.7 GG genotype for

controls. We found that there is a correlation lessmv young age and GG ( homolog

polymorphic) genotype.
Key words:

Glycoprotein llb/llla, Breast cancer, Polymorphism



3. Giris ve Amac

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik gortlengmiédi olup, meme dokusunda,
normal htcre davragini duzenleyen mekanizmalarin bozulmasi ve burgh lodarak
hicrelerin kontrolstiz galmasi ve yayillmasi sonucu gdm bir hastaliktir. Son yillarda
meme kanseri riski ve prognostik parametreleri @éb/llla reseptérini kodlayan
ITGA2B geni arasindaki gki gosteriimg ancak ITGA2B geni ¢.2621T>G
polimorfizmini argtiran bir galgmaya rastlanilamastir. Bu ¢alsmada, Turk meme
kanserli kadin hastalar ITGA2B geninin 26. ekzorakidc.2621T>G (rs5911)
polimorfizmi acgisindan taranarak, polimorfik glasin hastalarin  klinikopatolojik

bulgulariyla olasi ikkisi arastirildi.

Genetik faktorlerin ve polimorfizmlerin meme kansde Onemli oldgunun
bildiriimesine kagin (Ruhi 2010), meme kanserinde ITGA2B rs 5911 rpoffizmi ile
yapiims bir ¢calsma bulunmaktadir. Hipotezimizde adeziv molekulletkileyen bu
polimorfizmlerden birinin meme kanserinde bir rdlin olup olmadii sorgulandi.
Hucrelerin adezyon mekanizmalarinda ve timoral r@®gnda rol alan trombositlerin
asil adezyon molekilleri olan integrinlerle ilgiueriler hipotezimizi desteklemektedir
(Ayala, Corral, Gonz" alez-Conejero, S"anchez, Mal@ and Vicente 2003) (Gu¢ 2004)
(Wang-Gohrke and Chang-Claude 2005).

Bu ¢alsma meme kanserinde ITGA2B rs 5911 gen polimorfizmiolind aratiran
ilk cahsmadir. Bu ¢calmanin amaci, Tirk meme kanserli kadin hasta poypiitasida
trombosit membran integrinlerinden Glikoprotein/llla kopleksinin alt birimi olan
Glikoprotein 11b’yi kodlayan ITGA2B geni ile ve mastaz, invazyon gibi tumor gslin
ve vyayllim sdrecindeki prognostik parametreler @deki muhtemel ikkiyi
argstirmaktir. Bu cakmada, ITGA2B geninin polimorfizmi i¢in genotip glamlarini ve
allel frekansini argirmak ve bu polimorfizmler ile meme kanseri ve gmostik

parametreler arasindakiskiyi ortaya koymak amaclangtir.



Kadinlarda en sik goérilen kanserlerden biri olanmeekanserinde, ITGA2B
genindeki polimorfizmlerin meme kanseri geatie riskiyle ilkili olduguna dair
calismalar mevcuttur. ITGA2B geninin 26. eksonundaki (stgecen tek nikleotid
polimorfizmiyle meme kanseri riski ve prognuzu iilgili calisma bulunmasa da, g#i
polimorfizmlerle buyik epidemiyolojik c¢aimalar yapiimstir. Tirk populasyonunda
bdyle bir ¢calsma mevcut dgildir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Kanserin Tanimi

Kanser, normal htcrelerin hemostaz mekanizmalarikontrolinden ¢ikip
kontrolstiz ve spontan olarakgdabilen ve korsu dokulara invazyon yapabilen hiicre
sekillerine dongmeleridir. Neoplastik buyime, malign hicre poputasynun
kontrolstuiz yayilim gostergii otonom bir proses olarak tanimlanmaktadir. Pek ¢o
kanser hucresi, kanser tipinegbaolarak molekiler ve biyokimyasal 6zelliklere gatir.

Bu oOzellikler, buyime sinyallerine karkendi kendine yetmesi, buyimeyi inhibe eden
sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kaginmasi, smirreplikasyon potansiyel,
anjiyojenezin surdurdlmesi, doku invazyonu ve ntetaskapsamaktadir (Hanahan and
Weinberg 2000).

4.2 Kanser Nedenleri

Cssitli karsinojenler nukleotid d&sikliklerine neden olur ve normal hicreler atipi
yapabilme ve immin sistemin savunma yapmasini ksmgelgibi yeni kazanilrgibazi
Ozelliklere sahiptir. Kanser gjumu balica dort durumla ilgilidir: karsinojen miktari,
karsinojen etkisinde kalma suresi, genetik yatkinke uyarici etkenlerin vagh
(http://www.anticancer.net/resan/basis.htmisiaritarihi: 12.01.2007).

4.3 Kanser ve Genetik

Neoplazi gegme riskinden sorumlu tutulan yizlerce genetik kusuilunmaktadir.
Cocukluk c& kanserlerinin %30’dan fazlasi genetik yatkgnliolan bireylerde
izlenmekteyken, egkinlerde bu oran %5-10 kadardir. Hastaliktaki géngéck orani

distk gibi gorinmesine kain, daha 6nemli bir etken olgu belirtilen cevresel



karsinojenlerin etkileri ise kilerdeki genetik varyasyonlar nedeniyle agnya da
azalmg olarak ortaya cikmaktadir. Kalitimsal olarak kamsgatkinlgl arttiran genler
siklikla htcre bluyume ve diferansiyasyonunun kditrde, DNA onariminda ve

genomik batinlgin s&lanmasinda kilit rol oynamaktadirlar (Bae and Bra2@01).

4.4 Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusunda, normal hiicre dawnanidizenleyen
mekanizmalarin bozulmasi ve bunaglbaolarak huicrelerin kontrolsiiz galmasi ve
yayllmasi sonucu ofan bir hastaliktir
(http://www.cancer.gov/cancertopics/types/breastifa: 21.01.2007).

4.4.1 Epidemiyoloji ve insidansi

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik gorulengmigédi olup, Sglik Bakanlgi
verilerine gore kadinlarda gorilen tim kanserlsklasik %30’unu olgturmaktadir
(Turkiye Cumhuriyeti Sglik Bakanlg Istatistikleri 1999). Avrupa’da yilda 180 000,
Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) yilda 184 000 yeni olgu sapmaktadir. Meme
kanseri sikig dinya 0Ozerinde Ulkeden ulkeye farklilik gostertedk. Hawai,
Kaliforniya, Kanada yilda ytz binde 80-90 gorulmkligi ile ilk siralarda yer alirken,
ayni dger Japonya’da sadece yuz binde 12-15 arasinda@n0 ¥ilindan bu yana
Japonya, Singapur ve Cin'de ekonomideki bati tgedisim, yasam algkanliklar ve
dogurganlgin batiya benzemesi nedeniyle meme kanseri goridnaeaindaki fark

giderek kuculmektedir (Topuz, Aydiner ve Dinger 200

Avrupa Ulkelerinde ise gorulme sigli kuzey ulkelerinden gineye ve bati
tlkelerinden dguya d@ru gittikce azalmaktadir. Goérilme sigkinda en buyik ag
Kanada, ABD,spanya vdsvec'te ortaya ¢ikngtir (Topuz ve ark 2003). Gegen yillarda
ABD’de yapilan bir ¢camada 2010 yilinda 207 090 kadinin meme kansersitani
alaca&l, 39 840 kadinin bu hastaliktan dolayr ofgdahmin edilmgtir (Jemal, Siegel

and Xu 2010). Bu rakamlaragmen son iki yil icerisinde meme kanseri ilesklli



olumler azalmgtir (Berry, Inoue and Shen 2006lnsitu duktal karsinoma (DCIS)
1983'te balatilan mamografi taramalarindan sonra, 1973‘te Q00'de 2.4 iken 1992
yilinda 100 000’de 15.8’e cikgtir. ABD’de 1995 yilinda saptanan meme kanserlarini
%14,4’'Gn0 DCIS olsturmaktadir (Tavassoli and Deville 2003). Bununedebrutin
tarama yontemleri sayesinde erken tani ile colpltindi tedavi yaklgimidir. Turkiye'de
1999 yilinda 8879 olan meme kanserli kadin sa@93 yilinda 12 772’ye yukselgtir

(Haydara@lu, Dubova, Ozsaran, Boliikipa Yilmaz, Kapkag, Ozdedeli 2005). Ayrica
tlkemizde 2006 yili meme kanseri insidansi yuz ®i8d,6'dir (Mollahalilglu, Kostak,
Eryilmaz 2010).

Sekil 1: Turkiye'de kadinlarda en sik goérilen 10 &antirt (T.C Sgik Bakanlg

Istatistikleri)
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Tum kadin kanserlerinin dortte birinin fazlasindsorumlu olan meme kanseri
1985’e kadar mortalite siralamasinda birinci ikescen yillarda akger kanseri ve
kolorektal kanserin altina dintstir (Jordan 1988). Bu dusin temel nedeni olgularin

erken evrede saptanmasi ve cerrahi sonrasi uygukjavan tedavi protokollerindeki



ilerlemelerdir. Bu gedimelerin en ilgi cekici olanlarindan biri 1973 ydia klinik

kullanima sunulan tamoksifendir.

1950’lerden 1980’lerin bdarina kadar meme kanseri riski hem geis hem de
gelisimekte olan dlkelerde artmaya devam gtfmiaha sonra tani ve tedavideki
ilerlemeler sonucunda ggtnis Ulkelerdeki insidans ve mortalitesi azalmayald@istir
(Tavassoli et al 2003).

Kadinlarda kansere pla 6lumlerin %18’'i meme kanseri nedeniyle ghakta ve
meme kanserine Bh 6lumler, akcger kanseri ve kolorektal kanserlerden sonra Ugtngu
sirayl almaktadir (Haydagtu ve ark 2005). Gorulme sikinda oldgu gibi mortalite de
yasa ball olarak artmakta ve 80 yandaki 100 000 kadindan 155’i meme kanserinden
O0lmektedir. Kadinlarda kansere ghadlim nedenleri ile yg@ gruplar arasindaki gki
argstirlldiginda ise 15 ygaltinda 16seminin, 55-74 yiar arasinda akger kanserinin, 74
yas Ustliinde kolorektal kanserlerin, 40-44 yaiasinda ise meme kanserinin 1. sirada yer

aldig gorulmektedir.

Kadinlar arasinda en sik gorilen malignite olan méw@mnserinin erken tanisi icin
toplumun bilin¢glendiriimesi ve tarama programlarikatiiimi gereklidir. Toplumun
hastalik belirtilerine kar bilincli olmasi ve sgik kuruluglarina bavuruda zaman

kaybetmemesinin erken tani oranlarini arttigateklenmektedir.

4.4.2 Etyoloji

Meme kanseri biyolojik ve klinik agidan heterojeretiikler gostermektedir. Meme
kanserinde olgan kontrolstz hiuicre galmasi genellikle genomik instabilite belirtileri
ve belirli epitelyal 6zelliklerin ortadan kalkmagibi degisiklikler sergilemektedir. Bu
yizden kanser gslmine neden olan molekiler mekanizmalarin ve hestdman
tumaorandn ozelliklerinin belirlenmesi ve buna erguy tedavi yonteminin uygulanmasi
blytk 6nem tamaktadir. Deney hayvanlarinda ve in vitro meme dileni tzerinde
yapilan cakmalar, meme kanseri gglninde belli bali ¢ etkinin 6nemli rol

oynayabilecgini ortaya koymutur (Kuzey 2007).



4.4.2.1 Hormonal etkiler

Meme kanseri okumu ile ilgili bilinen hormonal risk faktdrlerinimemenin ER ve
muhtemelen progestinlere kimdalatif maruz kalmasi ilbili oldugu sanilmaktadir
(Welsch 1985) (Robinson and Jordan 1987). Normahenepiteli dstrojen (ER) ve
progesteron (PR) reseptotrlerine sahiptir. ER ve réBeptorleri duktal ve lobuler
hiicrelerde luminal bolgede yer almaktadir ve 25 aghkin siredir hormonal tedaviye

cevap yetengni degerlendirmek amaciyla uygulanmaktadir.

Meme timdrlerinin % 60-70’i ER (+) olgu halde ancak bunlarin yarisi ile Ugcte
ikisi hormonal tedaviye yanit verir. Buna kduk ER (-) hastalarin da bir bolimu
hormon tedavisinden yararlanirlar. Endokrin tedaviyanit acisindan 6nemli rol
oynayan PR ekspresyonu, ER hormonu ve reseptorigtliilesimi ile regule
edilmektedir. Hormona [gamli meme kanserlerinde ER ve PR’nuin aktivasyonunade
gore daha fazladir. Normal insan meme epitelindén®R ER’ne b&mli olup
olmadgina ve luminal hcrelerde bu iki reseptorin bidikbulunup bulunmagh
netlsmemestir. %70 PR pozitif %25-30 PR negatif timdorlerindermon tedavisine
cevap verir (Dickson and Lippman 2001). Negatif B&erlerine lenf nodu tutulum
pozitif olan hastalarda daha c¢ok rastlanmasi ERatiféginin koti prognozda daha
deserli bir gosterge oldgunu digundurmektedir. PR reseptdri ER reseptori ile korele
bir davrang sergilemektedir. Yapilan cainalarda proliferasyon belirleyicilerin, koti
tumor diferansiyasyonu, ER, PR negagiflive kotu sgkalimla iliskili oldugu
bilinmektedir. YUksek proliferasyon kapasiteli tired kemoterapiye iyi cevap verir ve
bu acidan prediktif Ozellik t&. Rutin pratikte proliferasyon belirleyicilerinin
standardizasyonunda sorun olmasi nedeni ile tayieriimemektedir (Cianfrocca and
Goldstein 2004).

Blylume promotorlari (transforme edici buylme falif@pidermal biyume faktord,
trombositten derive blyume faktort, fibroblast bimgi faktoril) ve blyime faktor
inhibitdrleri meme kanser hicreleri tarafindan datgr ve bunlar timor

progresyonunun otokrin mekanizmasinda gorev alirlar



Bu buylime faktorlerinin okumu ER bgmlidir ve dolaan hormonlar, kanser
hiicrelerince salgilanan hormon reseptdrleri ve tuhigcreleri tarafindan ofturulan
otokrin blyume faktorleri arasindaki etkil@lerin meme kanser progresyonunda gorev

aldigini disuindirmektedir (Dickson et al 2001).

Epidemiyolojik calgmalar seks steroidlerinin (ER, PR ve androjenlenmme
kanserinin gelimesinde 6nemli rol al@ini gostermektedir. Meme kanseri riski, ovaryal
Ostrojen ve progesteron sentezinin kegildie ovaryal androjen sentezinin kademeli
olarak arttgl, menopoz dncesi dbnemde menopoz sonrasi donerae;cgk daha hizli
bir arts gosterir. Yapilan havyan c¢ginalarinda Ostrojenin meme dokusunda huicresel
proliferasyonu artirgs ve apoptozu inhibe egii gosterilmgtir. Azalmis seks hormonu
baglayan globuline rgmen, artmy testesteron ve androstenodion seviyesi olanlarda,
ayrica seks hormonu glayan globuline bganmamsg serbest 6stron, Ostrodiol ve
biyolojik olarak kullanilabilen 6strodiol seviyesitiksek postmenopozal kadinlarda

artms risk olusturmaktadir (Vogel and Georgiade 1981).

4.4.2.2 Cevresel faktérler ve ygam tarzi

ABD ve bati Ulkelerinde meme kanseri insidansinih khat fazla olgu, bu tlkelere
disaridan go¢ edenlerde de birkag jenerasyon sonag&enuser oraninin artmasisgan
aliskanliklart ve beslenme 06zelliklerinin  etyolojide | rooynadgl distincesini
desteklemitir. Yapilan calgmalar meme kanserinin fiziksel egzersizin az gidancak
yuksek kalorili, hayvansal géar ve proteinlerden zengin olan batilisgen tarzi ile
arttigi gosterilmgtir. Yiksek oranda meyve ve sebze alimi meme kanskmi azaltir.
Yuksek viicut kitlesi, postmenopozal hastalarda éamglsme riskini artirir. Benzer
olarak hayvansal harin yuksek alimi, kirmizi et tiketimi de kanseligm riskini
artirir (Vogel et al 1981).

Alkol tiiketimi meme kanseri riskini artirir. Ancakgaranin anti-ostrojenik etki ile
kanser gelim riskini azalttgl da digunulmektedir. Meme kanseri riski siklikla erken

menarj, nulliparite ve/veya gec¢ sfa az sayida cocuk goran kadinlarda, infertil
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hastalarda, ge¢ y& menopoza girngikadinlarda artngtir. Ayrica laktasyonun meme
kanserinde koruyucu bir faktor olgu bulunmytur (Wohlfahrt and Melby 2004).

Otuz yildir yapilan 100’'den fazla ¢gha yiksek vicut@arhginin postmenopozal
hastalarda meme kanseri riskini artgrdi gostermgtir. Vicut girligl, reprodukiif,
yasam tarzi risk faktorleri ve fiziksel aktiviteden gynsiz bir risk faktoradir. Vicut-
kitle indeksi 24kg/m?nin Gstinde olan postmenopokadinlarda insidans orani
artmstir. Fiziksel aktivite ve meme kanseri arasinddikki menopozdan @amsizdir.
Fiziksel olarak aktif kadinlarda bu oran %20-40ronala azalmaktadir (Tavasolli and
Devilee 2003).

Iki tip hormonal komponentin meme kanseri syta ilgisi bulunmutur: oral
kontraseptifler ve menapozda kullanilan hormon agplan tedavisi. Her iki ilacin
kullaniminda da uzun sure ve tekrarlayan kullamdaacok az roélatif artrgibir risk
mevcuttur. Kendisinde daha 6nce endometrium yavda kanseri olan hastalarda meme
kanseri riski 2 kat artmgtir. Meme kanserli hastalarda kamemede meme kanseri

gelisme riski yilda (%I—-20) arasindadir (Topuz ve ark20

Meme kanseri sikli yasla belirgin ve sireklisekilde artmaktadir. Batin meme
kanserli hastalarin %75'ine postmenopozal doneamiekbnmaktadir. Meme kanseri 30
yasindan 6nce nadir olup, bu gratakip eden reproduktif yillarda ivmelenme gosteri
Meme kanseri galme riski 25 yainda 1/19 608, 55 yanda 1/33, 75 yanda 1/11, 80
yasinda 1/8'dir (Box and Russel 2004).

Radyasyona maruz kalanlarda DNA hasaringlibalarak 10-15 yillik bir sire
icerisinde meme kanseri riskinde % 20-30’a vardnlardan bahsedilmektedir (Rosen
2001). Otuz yandan oOnce iyonizan radyasyona maruz kalmak memeekariskini
artirmaktadir. Kirk ygndan sonra iyonizan radyasyona maruz kalanlardaarie@nseri
riskinde artma gozlenmestir. Bu nedenle 30 yan Uzerindeki kadinlarda mamografi
meme kanseri riskini artirmamaktadir. Atom bombasmaruz kalmy kadinlarda meme
kanseri riski 3 kat artrgitir. Lenfoma nedeniyle radyoterapi alan kadinlattdadzellikle
10. yildan sonra meme kanseri siklartmaktadir (Topuz ve ark 2003). Viruslerle ilgil

arggtirmalar 1936 yilindan bu yana surdurilmekle bidikesinlik kazanmarstur.
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4.4.2.3 Genetik dgisiklikler

Meme kanserlerinin %5-10'u kalitimsaldir. Ozelliklen iyi belirlenmi genetik
risk faktorleri BRCAl1 ve BRCA2'deki gen mutasyomtar. 17 ve 13. kromozomlarda
yer alan BRCA1 ve BRCAZ2 genleri, Li-Fraumeni semdumda p53 tumaér supresor gen
defekti, Cowden sendromunda 10qg'daki bir lokus kayk ataksia telenjiektazi, gen

defekti, otozomal gegli familyal olgularin buyik kismindan sorumludur.

Bu genler timor supresyonu ya da DNA tamirinde gideler (Rosai 2004).
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarl vaglnda geljen tamdrler, sporadik meme
kanserlerinden daha kotlu diferansiye tiumorler olmmgnozlarinin kot  oldiu
bilinmektedir.Bunlarin dginda P53, PTEN, ATM gen mutasyonlari agrkanser ve
meme kanseri riskinden sorumludur (Phillips, Angridnd Goodwin 2001). Bu gen
mutasyonunu tayanlarda meme kanseri ortalama 45iyda gelymektedir. Otuzbe
yasin altinda meme kanseri ggin hastalarda bu mutasyonlar daha sik gorilir. BRCA
tastyicilarinda 6émur boyu meme kanseri gele riski %40-80, over kanseri gelie
riski %40'dir. BRCA1 gen mutasyonu ileskili meme kanserleri siklikla hormon
reseptor ve HER 2 negatiftiinvaziv duktal karsinom tipindedirler. Yiksek mitoti
oran, yuksek timor gradi ve yiksek oranda p53 momas 6zelliklerine sahiptirler.
BRCA2 gen mutasyonlu hastalarda 6émur boyu memeekagelsme riski %40-70,
over kanseri gedime riski %20'dir. Erkek meme kanserleri siklikla &&2 gen
mutasyonu ile ikkilidir. Bu mutasyonla ikkili meme kanserleri sporadik meme
kanserlerine benzer oranda 6strojen reseptort ifioziBRCA2 gen mutasyonu ayni
zamanda endometrium, prostat, pankreas ve mideekagslsme riski de artngtir.
Ataksia telenjiektazi, Li-Frumani, Peutz-JeghersG@vden sendromlarinda da meme

kanseri gelime riski artmgtir (Topuz ve ark 2003).

Diger kanserlerde oldw gibi meme kanserinde de mutasyonlar onkojen
ekspresyonunda artmaya ve tumor supresor genlerniksiyonlarinda kayiplara yol
acmaktadir. Bu genlerin en karakteristiklerinden épidermal biylime faktor reseptor
ailesinden cerbB-2'dir. HER-2/Neu, g#ir adi ile cerbB-2 veya pl85 olarak

isimlendirilen bu onkogen 17. kromozomda 12 ydegetistir ve protein trind hicre
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bolinmesi ve farklilgmasina katilir. Ancak gen amplifikasyonu v@riaekspresyon
nedeniyle kanser patojenezine katillan bu onkogesmenkanserleri icin énemli bir
prognostik belirte¢ olarak kabul edilmektedir. (&® onkoproteini plazma
membranina yerdmis epidermal bluylme faktor reseptérine (EGFR) benazer
membran reseptérdir (Yamamoto, lkawa, Akiyama, Semlmmura, Miyajima, Saito
and Toyoshima 1986). Erken donem meme kanserimd®<&gen amplifikasyonu kétu
prognoz ile yakin ikkili bulunmustur. invazif meme kanserlerinin alt tipleri arasinda

sadece invaziv duktal karsinomlarda cerbB-2 ankal#fiyonu gosterilngtir.

Genellikle invaziv lobuler karsinomlarda cerbB-2tiatsyonu gorilmezin situ
lobuler karsinomlarda dasia Uretime rastlanmamtir. Buna kagilik in situ duktal
karsinomlarin alt tipi olan komedo tipte cerbB-g@rauretiminin prevalansi %90’in
Uzerindedir. Bu tipteki karsinomlarda bu proteingok miktardaki utretimi ile gen
amplikasyonu arasinda ganti oldgu ve gen amplifikasyonunun meme kanserinin
komedo tipi i¢in erken bir genetik bulgu olglugdsterilmgtir (Liu, Thor, Hem, Barcos,
Ljung and Benz 1992).

P53 geni 17. kromozomun p13-1 bandina yenlg, molekuler &irligr 53 kD olan
nuklear bir proteini kodlayan timor baskilayict den UV isik, karsinojenler ve
sitostatiklerin DNA'da olgturduklari hasari ortadan kaldirmak tzere akifleHasar
dizeltilemez ise hlcre apoptoza yonlendirilir. P&&ninin her iki alleldeki kaybi
(heterozigotluk kaybi) veya nokta mutasyonlarisitie timorlerde ve meme
kanserlerinde gosterilgtir (35,36). Meme kanserlerindgia p53 protein Uretimi kotl
prognoz icin bir indikatordir. Dokuda mutant p5&idli ginin tespiti %80-90 oraninda
meme kanserlerini goular. Meme kanserlerinde yapilan galalar, p53 ekspresyonu
ile yuksek tumor derecesi, yiuksek proliferasyoneksd, aneploidi ayrica ER ve PR
yoklugu arasinda yakin gki oldugu fikrinde birleilmistir. Bu parametreler kisa émdar
ile iliskili oldugundan p53 pozitifii koth prognoz ile de yakin gkilidir (Sirvent,
Fortuno Mar, Olona and Orti 2001)nsan meme kanserlerinde en coksigi&li ge
ugrayan gen p53 olup siklin Banli kinazlarin inhibitorlerini aktive ederek hics&lus

progresyonunu inhibe eder. Proliferasyon belirlégicarasinda kabul edilmektedir.
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4.4.3 Meme kanserinde prognostik parametreler

4.4.3.1 Hasta ysi

50 ya uzeri ve 35 ya alti hastalarin kéti prognoza sahip @dubulunmuytur
(Haber, Gattuso, Spitz and David 2002).

4.4.3.2 Lenf nodu metastazi

Mastektomi ile tedavi edilen invaziv karsinomlu tadarda, pozitif aksiller lenf
nodu en 6nemli prognostik faktordir. Hastaliksigaya suresi, rekirrens, rekirrens hizi
ve tedaviye yanitsizlik pozitif aksiller lenf nodayisi ile orantilidir (Topuz ve ark
2003). Ayrica lenf nodu metastazinda ekstranodatiliyan varligr da kotu bir
prognostik faktordir (Haber et al 2002).

4.4.3.3 Stromal invazyon

Morfololojik parametreler icinde en 6énemli progriksbelirleyicidir (Haber et al
2002).

4.4.3.4 TUmOr capl

Evreleme sisteminde kullanilan gpmsiz bir prognostik faktordir. Primer timaorin

¢apl, nodal metastaz insidensi ve survi ile iyidtasyon gosterir (Tavasolli et al 2003).

4.4.3.5 TUmOr tipi

Klasik duktal ve lobuler karsinom arasinda anlapnbgnostik bir farkhlik yoktur.
Tubdler karsinom, kribriform karsinom, musin6z kaosn, papiller karsinom ve
adenoid kistik karsinomda prognoz daha iyiglitaylzik hicreli karsinom ve

karsinosarkom da prognoz oldukca koétudir (Tavasolil 2003).
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4.4.3.6 Grade

Invaziv duktal karsinom ve gier tim invaziv tumarler, tubul/gland formasyonu,
nikleer pleomorfizm, mitotik saylya gore "gradedeitir (Tavasolli et al 2003). Ancak
yapilan bazi camalar yukaridaki histolojik gradelemenin yanindaklaér bir
gradeleme sistemininde yapilmasi ger@ghkti nikleer gradelemenin histolojik
gradeleme dinda prognostik bir faktor oldwnu savunmglardir. Ayrica duktal
karsinom dgindaki meme karsinomlarinda histolojik grade kullamaz, daha cok

nikleer gradeleme sistemi kullanilir (Tavasolli 229

4.4.3.7 Evre

Cok guclu bir prognostik faktérdir. Meme kanserigwelendirilmesi hastain
anotomik yaygingini deserlendirmek ve tedavinin tipini belirlemek icin gé&fidir.
Evrelemede timorin boyutu (T), lenf nodu metastazolup olmamasi (N) ve uzak
metastazin olup olmamasini (M) esas alan TNM enrelssistemi kullaniimaktadir
(Tavasolli 1999).

A. Meme karsinomunda TNM siniflamasi (WHO 2003)

T- Primer tumor

Tx Saptanamayan timaor.

TO Primer timore ait bulgu yok.

Tis Karsinoma in situ.

Tis(DCIS) Duktal karsinoma in situ.

Tis(LCIS) Lobdler karsinoma in situ.

Tis(Paget) Tumor olmaksizin memsesiman Paget hastai.

Not: Tumorli Paget hastghtimoérin boyutuna gore siniflandirilir.
T1 Tumoér en buyuk boyutunda 2cm veya daha az.

T1mic Mikroinvazyon en biyik boyutunda 0,1cm veghal az.
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Tla Tumoér en blyuk boyutunda 0,1cm’den biyik, 0:8emkucik olgide.
T1b Tumor en buytk boyutunda 0,5cm’den biyik, 1@n’ducik olcide.
T1c TUmor en bluyuk boyutunda 1cm’den biytk, 2cm’iiggiik olctide.

T2 TUmor en buylk boyutunda 2cm’den biyik, Scm’kéciik olctde.

T3 Tumor en buyuk boyutunda 5cm’den buyik élgtde.

T4 Tumordn boyutuna bakmaksizin gdgis duvarina viyeye direkt yayllimin

bulunmasi.
T4a G@us duvarina yayilim.

T4b Odem (portakal kalgu goriinimii) veya meme derisinde tlserasyon veya ayn
taraf memede satellit deri noddlleri.

T4c Yukarida belirtilen 4a ve 4b’nin birlikte goniési.

T4d Inflamatuar karsinom.

N- Bolgesel Lenf Nodlari

Nx Bolgesel lenf nodlari elde edilemiyor (6rn: daimece cikartiiny).
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1 Ayni taraf fikse olmayan lenf nodlari metastazi.

N2 Ayni tarafin fikse lenf nodlarinda metastaz vesfisiller lenf nodlarinin
metaztazi olmag@ durumlarda ayni taraf internal mamaryal lenf m@ocida klinik

olarak belirgin metastaz.
NZ2a Birbirlerine veya @jer yapilara fikse olan aksiller lenf nodlarinda asthz.

N2b Klinik olarak tesbit edilebilen ayni taraf i@l mamaryal lenf nodlarinda

metastaz, kinik olarak aksiller lenf nodlari tesgilemiyor.

N3 Ayni taraf infraklavikiler lenf nodlari aksilldenf nodu metastazi olarak veya

olmaksizin metastazli; veya klinik olarak ayni taa&siller lenf nodlarn ve internal
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mamaryal lenf nodlari metastazli; veya ayni tarapraklavikiler lenf nodlarinda

aksiller ve internal mamaryal lenf nodu tututlumarak veya olmaksizin metastazli.
N3ainfraklavikiler lenf nodu(lari) metastazi.
N3b Internal mamaryal ve aksiller lenf nodu metastazlari
N3c Supraklavikuler lenf nodu(lari) metastazi.
M- Uzak Metastaz.
Mx Uzak metastaz gerlendirilemiyor.
MO Uzak metastaz yok.
M1 Uzak metastaz var.
B. PTNM patolojik siniflama
pT- Primer TUmor

Primer kanserin patolojik siniflamasi icin rezeksiysinirlarinda makroskobik
olarak tumor hicresi gorulmemelidir. Cerrahi samla sadece mikroskobik boyutlarda

tumor varsa bu olgu pT olarak siniflanabilir.
pN- Bolgesel lenf nodlar

pNx Bodlgesel lenf nodlari gerlendirilemedi (daha 6nce cikartignveya hig

cikartilmams).
pNO Bdlgesel lenf nodu metastazi yok.

pN1mi Mikrometastazlar (hepsi 0,2mm’den buylk fakaicbiri en blylk
boyutunda 2mm’den buyuk gié

pN1 Ayni taraf 1-3 aksiller lenf nodunda metastadveya klinik olarak tespit
edilemeyen, ancak sentinel lenf nodusardmasinda internal mamaryal lenf nodlarinda
mikroskobik metastaz.

pNla En azindan bir tanesi en geboyutunda 2mm’den buyik, 1-3 aksiller lenf

bezinde metastaz.
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pN1b Klinik olarak tespit edilemeyen ancak sentileglf nodu biopsisi ile tespit

edilen internal mamaryal lenf nodlarinda mikroskoietastaz.

pN1lc 1-3 aksiller lenf nodunda metastaz ve klini&rak tespit edilemeyen ancak
sentinel lenf nodu incelemesinde tespit edilen riredk mamaryal lenf nodlarinda

mikroskobik metastaz.

pN2 Ayni taraf aksiller lenf nodlarinda 4-9 metasta/veya ayni taraf aksiller lenf
nodu metastazi olmaksizin, ayni taraf internal migatdenf nodlarinda klinik olarak

tespit edilms.
pN2a 4-9 aksiller lenf nodu metastazi, en az lmesinde ¢cap 2mm’den buyuk.

pN2b Aksiller lenf nodu metastazi olmaksizin klinillarak tespit edilebilen internal

mamaryal lenf nodlarinda metastaz.

pN3 Ayni taraf aksiller lenf nodlarinda 10 veya dafazla lenf nodu, veya
infraklavikiler lenf nodlarinda metastaz, veya iimlarak tespit edilngi ayni taraf
internal mamaryal lenf nodu metastazi ve bununibkta@ bir veya daha fazla aksiller
lenf nodu metastazi, veya 3'den daha fazla aksi#af nodu metastazi ve bununla
birlikte klinik olarak tespit edilememi ancak internal mamaryal lenf nodlarinda

metastaz, veya ipsilateral supraklavikiler lenflandda metastaz.

pN3a Aksiller lenf nodlarinda 10 veya daha fazlatase®z (en az bir tanesi

2mm’den buyik) veya infraklavikiler lenf nodlarinceetastaz.

pN3b Klinik olarak tespit edilngiinternal mamaryal lenf nodu metastazi ve bununla
birlikte bir veya daha fazla aksiller lenf nodu pilz gi, veya 3’'den fazla aksiller lenf
nodunda metastaz ve klinik olarak tespit edilmeamcak sentinel lenf nodu biopsisi ile

tespit edilmg internal mamaryal lenf nodunda metastaz.
pN3c Supraklavikiler lenf nodlarinda metastaz.
pM- Uzak metastaz.

pM kategorileri dger M kategorileri ile aynidir (Tavasolli et al 2003
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4.4.3.8 Vaskuler invazyon

Tamor hicrelerinin vaskiler Bloklarinda goérilmesi lenf bezi metastazi ile
kuvvetli iliskilidir. Vaskuler invazyon erken lokal rekirrens ueak metastazin énemli
bir belirleyicisidir (Tavasolli 1999).

4.4.3.9 Stromal reaksiyon

[itihabi hticre infiltrasyonu olmayan tiplerin (metdil karsinom harig) daha iyi

prognoz gosterdi bulunmutur.

4.4.3.10 Tumor nekrozu

Kotl prognozagaret eder.

4.4.3.11 Cilt ve meme ba invazyonu

Kotl prognozagaret eder.

4.4.3.12 Bilateralite

Duktal ve lobtler karsinomlar arasinda multiseat{gok odak) ve bilateralite (iki

memede birden gorulmesi) konusunda farklilikladvar

4.4.3.13 Hormon reseptorleri

Hormon reseptdrlerinin pozitii hormon tedavisi ve kemoterapiye cevap ilgkili
oldugundan meme kanserlerinde tedavinin diizenlenmasiE& ve PR reseptérlerinin
belirlenmesi gunumuzde standart bir galadir. ER pozitif hastalarda tedaviye yanit
orani %70 iken reseptdr negatif hastalarda bu &6&idir. Her iki reseptort de pozitif

olan hastalarda tedaviye yanit cok daha iyidir (&t et al 2004). ER ve benzeri
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ligandlar etkilerini hiicre icine sizarak ve ¢ekktiki OR’ne bglanarak yapmaktadir.
Bu baglanma ile dimerize olan reseptdr DNA Uzerindekidfatbktalara bganmaktadir
(Damjanov and Linder 1996).

4.4.3.14 Hucre proliferasyonu

Yuksek proliferasyon hizina sahip tumdrler dahaulk@trognoziudur. Hucre
proliferasyonu mitoz sayimi, immunhistokimyasalraka Ki-67, PCNA, Katepsin D,
p53, bcl-2, HER 2, EGFR ekspresyonu analizi ve flsiometri gibi yontemlerle

belirlenir.

4.4.3.15 Katepsin D

Asidik lizozomal bir proteazdir. Meme kanser hierglin proliferasyonu ve timor

invazyonunda rol oynayan prognozlgkiii bir enzimdir (Tavasolli et al 2003).

4.4.3.16 p53

17. Kromozomun kisa kolunda yer alan bir timér eapdr genidir. Hicre
siklusunda 0©zellikle DNA hasarinda hicrenin G1 rddan S fazina gegn
denetlenmesinde gorevi vardir. p53 geninde mutasgelismesi bu fonksiyonun
durmasina yol acar.Yapilan bir cok gaiada meme kanserlerindeki 17 P’nin kaybi ile
malign histolojik o©zellikler arasinda yakin shi gosterilmitir. P53 ekspresyonu
gosteren meme kanserlerinde; yuksek histolojik gradiksek proliferasyon indeksi,
aneploidi, ER ve PR yokfiu arasinda korelasyon mevcuttur. Meme kanserlefit20-

30’'unda p53 inaktivasyonu gozlenytmi (Tavasolli 1999).
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4.4.3.17 bcl-2

Mitokondri, endoplazmik retikulum ve nlUkleus memubrala yerlgik bir
proteindir.Hucrelerin apopitoza ggitide rolleri vardir. bcl-2’nin - meme  timor
dokularinda varfiini gésteren bir cok cama mevcuttur. Genelde bcl-2 ekspresyonu ER
varhigl ile korelasyon gosterirken EGFR ve p53 ekspregyde zit korelasyon
gOsterirler (Tavasolli 1999).

4.4.3.18 CerbB-2(Her2 /Neu)

p185 olarak isimlendirilen bu onkogen 17. kromozangll22ye yerkgmistir ve
protein Urind hicre bolunmesi ve farldi@asina katilir. Ancak gen yapisinda bir
desisiklik meydana geldiinde veya amplifikasyonu vesiaa ekspresyonu nedeniyle
kanser patogenezine katillan bu onkogen meme kansegin 6nemli birprognostik
marker olarak kabul edilmektedir. HER 2 onkopratgglazma membranina yesgkn
epidermal buyume faktoriine benzer bir transmemteaaptor proteinidir. Bu onkogen
EGFR ailesinin ikinci Uyesidir. Meme karsinomlanr#15-25'unda FISH ile saptanan
HER 2 amplifikasyonu ve immunhistokimyasal yodntemileaptanan protein
overekspresyonu vardir (Hoadley, Weigman, Fan, 8awye, Troester, Sartor, Rieger-
House, Bernard, Carey and Perou 2007).

Her2 overekspresyonu kotl prognostik parametresgligenellikle histolojik grade’i
yuksek, lenf nodu metastazi olan ve hormon reskgpiOmegatif tumorlerde
gorulmektedir (Morris, Naidu, Topham, Guiles, Xu¢c®ue, Schwartz, Park, Rosenberg,
Brill and Mitchell 2007). HER 2 geninisal ekspreyonu veya amplifikasyonu meme
kanserlerindeki transforme hicrelerin %10-40’indstgrilmitir. Bu onkogenin kopya
sayilarinin yuksek bulugu, timorin grade’i ile dgru orantili olarak saptangtir. HER
2 geninin amplifikasyonuna sahip hastalarda ve st&a bulunan meme kanserli
hastalarda kullanilan ve de ilk gturulan biolojik dizenleyici Trastuzumab (Herceptin

)dir. Bu ilag HER 2 proteinine yuksek glanma kapasitesine sahip, insana goére
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gelistirilmi s rekombinant monoklonal antikordur ve HER 2’gira Gireten meme kanser

hicrelerinin buytmesini baskilar (Hoadley et al 200

4.4.3.19 EGFR (HER 1)

Hicre memebran reseptori olan EGFR ailesi HER 1,REHRER 3,HER 4'den
olusur. Her tcu de yapisal homoloji gosterirler. EGFR;XKD’luk bir transmembran
glikoproteinidir ve sitoplazmik parcasi tirozin kin aktivitesi gosterir. Ligandlar EGF,
Heregulin ve Kripto-1'dir. EGFR gen amplifikasyorumkati prognozla igkili oldugu
bircok karsinomda gOsterilgtir. Kanser hicrelerinde gen amplifikasyonunun
gOzlenmesi onun onkogen olglitnun gostergesidir. Hormona @l ve ba&imsiz
meme kanserleri tzerinde yapilan bircok gaada ER (-) olan timdr gruplarinin ER
(+) gruplardan anlamh olarak EGFR ekspresyonu dgtilesek oranda izlenstir
(Savage, Leung and Todd 2007).

4.4.3.20 BRCA1 ve BRCA2

Bu genler DNA hasarinin tamirinde rol oynayan proei kodlar. Bu genlerin
eksikliginde ortaya c¢ikan DNA hasar birikimleri kansere vyalcar. Meme
karsinomlarinin  %10'unda BRCA gen mutasyonlari aapistir BRCA1 17.
kromozomun 21 bdlgesinde lokalizedir. BRCA2 gese i13.kromozomun q12-13
bolgesindedir (Arnes, Begin, Stefansson, Brunetl9¢n and Foulkes 2007). Meme
kanseri olan kadinlarin %5-10 ‘unda BRCA1 ve BRGAZtasyonlarinin oldgu tahmin
ediliyor. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari, Yahudi kokdrmadinlarda daha yaygin olup
bu mutasyonlari tayan kadinlarda, yam boyu meme kanseri glaa riski %40-85
arasinda dasiyor. Meme kanseri hikayesi olanstgicilarin kontralateral hastalik riski,
yilda %5 kadar yuksektir. BRCA2 mutasyonlargiyan erkekler de yiksek meme
kanseri riski taryorlar. Her iki gendeki mutasyonlar ayni zamand&sgk over kanseri
riskine de yol acar. Ek olarak, mutasyosiyecilari diger kanserler igin de yuksek risk

tasiyor olabilirler (Arnes 2007).
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4.4.4 Meme kanseri patogenezi

Karsinogenezin temelinde 6lumcil olmayan genetik Hasar vardir. Somatik
hiicrelerin genomunda ortaya ¢ikan mutasyon sorelchit 6nct hiicrenin klonal artimi
ile timoral kitle gekmeye balar. Fenotipik ve genotipik olarak ¢cok basamakliabayin
yol actgl degisimler, timor hicrelerinin hizli ve sinirsizggdmasina ve ¢evre dokuya
yayllmasina neden olur (Hanahan and Weinberg 20@Q). sirada gejen ek
mutasyonlar sonucu birbirlerinden farkli 6zellikilicreler ortaya cikar ve tumérin
heterojenitesi olgur. Ayrica bu htcreler 6zgin mikrocevredegibasiz olarak ygamini

devam ettirme ve metastaz yapma 0gelé sahiptirler.

Protoonkogenlerin ve tiumor baskilayicl genlerin i senutasyonlari farkl
mekanizmalar aracgl ile malign fenotipin olgumuna katkida bulunur (McCormick
1999). Normal bir hiicre siklusunda presentetik @&z DNA sentez fazi S, premitotik
faz M fazidir. Hicre biylimesinde buyime faktortnmar biyime kontrol yoluyla
ili skili genlerin salinimini etkileyerek hicre prolifsyonuna yol agar. Buyime kontrol
yoluyla iligkili genler protoonkojenlerdir. Bu genlerin salinimormal biylime ve
rejenerasyon boyunca siki kontrol altindadir. Bu piiotoonkogenlerin yapisinda
olusacak dgisiklik kanserin karakterisgi olan kontrolstiz hiicre buyumesinigtayan
onkogenlere doniimu sglar. Gerek normal hicre siklusu igin gerekse kamdaum

basamaklarinda énemli olan ¢ sistem vardir.

A. Hicre ylizey reseptorleri
B. Sinyal iletim sistemi
C. Transkripsiyon faktorleri

Sonugta buyume faktorleri reseptorlerineglbair ve onlari aktive eder, uyari
iletiminde gorevli proteinler fosforile olur, kink serisi aracifii ile sinyal nukleusa
iletilir, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonieyDNA sentezi bgar ve hiicre S fazina
girer (Powsen, Raina and Nash 2002). Normalde tugedsimini inhibe eden tumor
supresor genler; kimyasal maddeler, radyasyon gzeudislerin etkisiyle genetik hasar
ya da mutasyonlarastayabilir. Bu hasar kalitsal olarak gen dizilerirakebulunabilir ve

en ¢ok hicre siklusunu diizenleyen genlerde olur.
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- Blyumeyi sglayici genlerin (protoonkogenler) aktivasyonu
- Blyumeyi inhibe edici genlerin (tumor baskilayiciaktivasyonu
- Programlanmihticre 6limind kontrol eden genlerin (apoptoz) tivakyonu

Organizmada ggalmayr ve diferansiasyonu kontrol eden protoonkteyen
anormal ekspresyonu, karsinogenezde rol oynar. oBn&bgenlerin, onkojenlere
donsimi  nokta mutasyonu, gen amplifikasyonu ve kromdaoia yeniden
dizenlemelerle okabilir. Nokta mutasyonunda, miktari normal hiperfakir protein
uretilir. Gen amplifikasyonunda ise, normal proteigsiri miktarda dretilir.
Kromozomlarda yeniden dizenlemede, normal protefaizia Uretimi veya flizyon

proteininin olytugu goruldr.
Karsinogenezde etkili olan onkogenles lgeuptur;
1. Buyume faktorleri
2. Buyume faktorlerinin reseptorleri
3. Sinyal iletici proteinler
4. NUkleus duzenleyiciler
5. Siklinler

Bunlarin normal protoonkogenlerden farki; duzerd#grinin olmamasi ve

dretimlerinin baytme faktorleri veyagir ds uyarilara bgimli olmamasidir.

4.4.5 Kanserde invazyon ve metestaz yeteajie

Metastaz iki anasamada incelenir.

4.4.5.1 Ekstraselltler matriksin invazyonu

Ekstraselliler matriks, kollajen, glikopriote ve proteoglikanlardan ojur.

Karsinom hucreleri, 6nce alttaki bazal membraganaali, interstisyal A dokuyu
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gecmeli, dolam sistemine ukmali ve vaskiler duvari penetre etmelidir. Baraalar
tumor embolisi damar gina ¢iktginda da tekrarlanir. Ekstraselliler matriks invaryo
aktif bir olay olup 4 gamada gercekie.

-TUmor hicrelerinin birbirinden ayriimasi

-TUmor hicrelerinin matriks komponentlerine tutusma
-Ekstraselluler matriksin yikimi

-TUmor hicrelerinin gocu

IIk asama tumor hiicrelerinin ggemesidir. E-kaderinler, interselltler ystonicl
gibi rol oynarlar. Plazmik kisimlari b-katenine dwokir. E-kaderinlerin yanisira, E-
kaderin aracili homotipik adezyon molekdlleri bénh yolu ile antigrowth sinyalleri
ileterek te birarada dururlar. Serbest b-katenie iIsiyumeyi uyaran genlerin
transkripsiyonunu aktive eder. E-kaderin fonksiytiemen tiim epitelyal timorlerde, ya
E-kaderin geninin inaktivasyonu ya da b-kateniniig@naktivasyonu yolu ile kaybolur.
Diger hiicre adezyon molekullerinin ekspresyonundagisdeeler de invazyona katkida

bulunur.

Ikinci asama, timor hiicrelerinin 6zellikle laminin ve fibekiine olmak lzere,
ekstraselliler matrikse tutunmalari ile karakterlidNormal epitel hicrelerinin bazal
ylzeylerinde laminin icin reseptor icerirler. Karsm hucreleri ise ¢cok daha fazla
miktarlarda ve hicrenin her tarafinda laminin ré8eeri tasirlar.6rnegin, meme
kanserinde hicrenin icegdilaminin miktari ile lenf bezi metastazi arasiriaaelasyon
saptanmygtir. Ayrica, integrin ekspresyonundagiigne de invazyonu gosterir. Karsinom
hicrelerindeki normal ekstraselliler matrikse tatunintegrinlerin kaybi ve yerine
proteazlarla parcalangi ekstraselliler matrikse tututnabilen integrimemlusmasi

invazyon kapasitesini arttirmaktadir.

Uclincli aama, bazal membran ve interstisyalg bdokunun lokal yikimi ile
karakterlidir. Tumor hicreleri ya kendileri protiid enzim salgilar ya da fibroblastlar
gibi  host hicrelerini uyarirlar. Jelatinazlar, lepdnazlar, stromelizinler gibi

metalloproteinazlar bu olayakatilir. Tip 4 kollagen ekspresyonu benign timoérlerde
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distk duzeylerde iken, malign timorlerdgira dizeylerde eksprese edilir. Ayrica,
metalloproteinaz inhibitorleri ekspresyonu da maltgmorlerde dgiiktir. Katepsin-D,
meme karsinomundasiai dizeylerde eksprese edilir. Gunimizde timoavisthde

proteinaz inhibitorleri denenmektedir.

Son @ama, lokomosyon (hareketkaamasidir. Tumor hicreleri yikimagnams
bazal membran ile matrikste ilerler. Migrasyon (gd@mor hicrelerinden kdken alan
otokrin mortalite faktorleri gibi sitokinler aragil ile olabilir. Ayrica, kollajen ve
laminin gibi matriks komponentlerinin parcalanmiesiolusan Uriinler ve insulin benzeri
GF1 ve 2 gibi bazi GF'ler tumor hicreleri igin ketaktik etki gosterir. Stromal hiicreler
de benzesekilde parakrin etki gosterebilirler.

4.4.5.2 TUumar hucrelerinin vaskiler yayilimi ve yelesimi

Tumor hucreleri vaskuler sistem iginde (damari¢)ndgen immin sistem
hicrelerine kan savunmasizdir. Bazi timoér hicreleri agregatlagtotarak embolilere
yol acar ve bgta trombositler olmak Uzere |okositlere ygwak immin sistemin
antitimor etkilerinden korunmaya gatlar. Ancak, dolamdaki timoér hicrelerinin
cogu tek baina dolgir. Tumor hicreleri damar gna cikarken (ekstaravazasyon)

vaskiler endotele adezyon gosterirler ve sonrasma@ayondaki gamalar tekrarlanir.

Ekstravazasyon ve metastazin organgildal, genellikle primer timdorin
lokalizasyonuna ve vaskuler-lenfatik drenajingslishr.Ancak, bircok olguda dgal
drenaj yollari metastazlaringitimini aciklayamaz. Akger kanserleri gibi bazi tumérler
Ozellikle adrenal bezleri tutarken, prostat karesedkemik-vertebralari tercih eder. Bu
organ tercihi timadr hicrelerinin ekspresegettidezyon molekdlleri ligandlarinin hedef
organ endotelinde bulunuyor olmasindan kaynakldinaldiger bir etken faktor de
kemokinler ve reseptorleridir. Meme kanseri huarekemokin reseptér genleri olan
CXCR4 ve CCRY ‘yi eksprese ederler. Bu reseptdgar ligand ise meme kanseri

hiicrelerinin metastaz yapti organlarda eksprese edilmektedir. Buna gbre k@amok
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reseptdr blokajinin metastaz riskini azglttdisinilmektedir (Wittekind and Neid
2005).

4.5 Adezyon Molekdlleri

Cok hucreli bir organizmada canlilik faaliyetlerinyerine getirilebilmesi, y@amsal
gorevlerin farkli hiicrelere paydmasi, senkronize olarak ayni amaca yonelik olnaasi
hemostazin korunmasiyla olasidir. Gen Ontoloji Kosiyumu hiicre adezyonunu
hicrelerin ekstraseluler matrikse veyageadi hicrelere adezyon molekilleriyle
baglanmasi olarak aciklar. Bu ifade g6z o6ntunde bulondugunda adezyon
molekdllerine molekiler yagtiricilar demek yangi olmaz. 1980’lerden bugiine kadar
molekuler biyoloji alanindaki en 6nemli gghelerinden biri, hiicre ile matrix arasindaki
iliskiyi saglayan adezyon molekulleri olarak tanimlanmaktad@uinki adezyon
molekdllerinin, embriyojenez, morfojenez, inflamatu cevap hemostaz doku
devamlilgl ve diferansiasyon, timor glumu, kanser gelimi, metastaz ve apoptoz gibi
geni bir yelpazede cok dnemli rollere sahip oldukladsigrilmitir (Yoji et al 1992).
Simdiye kadar tanimlanmibes adezyon molekili ailesinin hemen hepsi, kanserehiic
metastazinin géli basamaklarinda birbirini izlegekilde rol almaktadir (Andrew et al
1993). Adezyon molekull aileleri integrinler, kadhéer, selektinler, proteoglikanlar ve

immunglobulin stiperailesinden glur.

4.5.1integrinler

Hucrelerin ekstraseliler matrikse gnmasi integrinler denen genibir
glikoprotein ailesiyle olur.Integrinler, heterodimer transmembran glikoproteitite
Aktif ya da inaktif halde bulunabilen integrinlerihiribirine kovalent olmayan Ilgarla
bagli alfa (&) ve beta§) alt birimleri vardir (Shimizu, Rose and Ginsb809) .
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Sekil 2: Integrinlerin yapisi

Alfa(a) f 5.8 ]
NHy [ ] coon
Beta (B)
VoA A Y COOH
s Y%%%
SISTEINDEN SITOPLAZMA
ZENGIN
MEMBRAN

Molekulin klevini gerceklstirebilmesi icin her iki alt birim de gereklidir,naak
baglanma 6zgullginin o alt birimi ile iligkili oldugu diunulmektedir.a ve 8
altbirimi  kombinizasyonuyla okan 24 farkli integrin reseptori bulunmaktadir
(Brakebusch, Bouvard, Stanchi, Sakai and Fasslé2)2@8az! altbirimler farkl partnerle
kombine olarak integrin reseptoérlerin yapisal koghgligine katki sglarlar. o Gnitesi

1000 ile 1200 amino asid icerir ve bazilari amiaorinalinde domain denen bir
bolge icerir.p alt birimi isea alt birimine gére daha kiguk olup, 700-800 amisa a
uzunlyzundadir.f4 birimi haricindeki dger alt birimlerin sitoplazmik kisimlari yalge
30-50 amino asid uzungunda olup kisadir. Fak@# biriminin uzunlgu yaklaik 1000
amino asid uzungundadir.integrinler, yapilarinda bulundurduklgi alt birimlerine
gorepl, B2, B3, p7 vep8 integrinler olarak adlandirilirlapl yapisinda olan integrinlere
“Very Late Activation (VLA)” adi verilir. Bu ismi &tive olmu T lenfositlerin
yuzeyinde 2-4 hafta gibi uzun bir sure sonunda s olmalar nedeniyle alirlgil
integrinler  ©zellikle I6kositlerin  endotel hiicrelee ve hicre-g1  matrikse
baglanmasinda gorev alirlaf2 grubu integrinler Gi¢ homolog heterodimerdensoty
kompleman reseptor tip 3 (CR3;CD11b/18), CR4 (C8xve I6kosit fonksiyonlari
ile iliskili molekil-1 “Leukocyte FunctionAssociatedAntigenl (LFA-1; CD11a/18)”

(Petty and Todd 1996).
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Integrinler ekstraseluler matriks proteinleri (fibektin, laminin, kollajen,
vibronektin gibi) icin esas reseptdrlerdir ve budeele hiicrenin ekstraseliler matrikse
baglanmasinda ana aracidirldntegrinler pek cok ekstraseliiler matriks proteiei i
baglanabilir. Farkli integrinler ayni liganda glanabilir. Orngin o3p1, a4p1, a8pl,
a5B3, a5p5, ab5p6, adp7, a5p7, a5p8 integrinleri fibronektine hdanabilir. Bununla
beraber ayni ekstraseliler ligandglbaan integrinlerin farkli sinyal trettikleri verfd
islev gordukleri bilinmektedir. Orrigin aVP1 fibronektine balandginda hiicre gocinii
engelledgi halde (Giancotti and Ruoslahti 199@586 bu olayi hizlandirmaktadir. Ote
taraftan i¢ ice gecrpiligand b&lama yeteneklerinden dolay! sinyal iletiminde dtale
onlebilmektedir. integrinlerin yapilari ve fonksiyonlari iki-gerli katyonlara bgimlidir
(Ca?Mg*).

Integrinler arginin-glisin-asparagin (RGD) aminoaditilerine sahip molekiillere
baglanma 0Ozellgi gosterir. Bu diziler hicre-gi matriks glikoproteinlerinde, bazi
hiicrelerin yizeyinde ve bazi kompleman proteinteibulunur. Sitoplazmik kisimlari
ile vinkulin, talin, aktin, alpha-aktinin, troponoyin gibi hicre ici iskelet yapilari ile
etkilesirler (Aydintug 1995). Dolaimdaki l|6kositlerin damar endoteline tutunup
yapstiktan sonra, inflamatuar reaksiyonun bulugalalana goé¢ etmelerinde rol alirlar
(Malik and Lo 1996). Hiicre gh sinyaller aracifii ile haberlemeyi s&larlar (Etzioni
1996). Integrin adi, bu molekillerin hiicresdimatriks ve hiicre iskeleti ile ilgili
aktivitelere aracilik etmesinden (integre etmesiyraklanir. Embriyolojik gejim,
hemostazis, trombosis, yara igeesi, immin ve immin-olmayan savunma
mekanizmalari gibi bir¢cok fizyolojik olayda hicrédre ve hiicre-matriks adezyonuna
katilirlar. Kardiyovaskuler sistemde hticre-hucigkisi dinamik bir durumdur ve hassas
bir dizenleme gerektirir. Fibrinojen (2 mg/ml) vgrha r&men trombositler agrege
olmaz, kan akimina gmen I6kositler inflamasyon alanina gidebilir. Butoun olaylarda

integrin grubu hiicre yuzey molekdlleri rol oynar.

Integrinler, insan viicudunda bulunan hemen tiim kercke eksprese olurlar. Aktif
hale gecen bir hiicre sitoplazmasindan sinyal digtitde, integrinlerin hiicre-ginda

kalan kismisekil degisimi gostererek kendi ligandina olan afinitesinitiant Bu isleme
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iceriden-dsa (inside-out) sinyal iletimi denir. Bylem adezyon molekilleri arasinda bir
tek integrinlerde goruliintegrinlerin ligandina kganmasi ile bu kez siardan-igeriye
(outside-in) sinyal mekanizmasi g¢al) bu da hlcre icerisinde apoptozisten

proliferasyona kadar bircoklevde etkili olur (Frenette, Denisa and Wagner 3996

Integrinler, liganlarinin aviditesi yonunden sdik ve yiksek afiniteli durumda
olabilirler. Integrinler farkli yollardan aktive edilebilirler.OR kompleksi veya protein
kinazi C (PKC) aktive eden forbol esterler argegyla iceriden dyariya dg@ru sinyal
iletimi saglanabilir (24). CD2, CD44 veya CD43'e karmonoklonal antikorlar da
C11/CD18 aktivasyonuna neden olurlar. ‘Mlgre Mn™ ve bazi integrin hgayan
antikorlar da (MEMS83, KIM127, KIM18) hicre ici siayi olmaksizin integrin
aktivasyonu yapabilirler (Kotovvori, Pessa-Morikgwatovori, Nortamo and Gahmber
1999).

Neoplastik hicrelerin  davram) hudcrelerin  birbirleriyle ve cevrelerindeki
ekstraseluler matriksle gkilerini duzenleyen integrin hicre yilizey reseptimiden
kuvvetlice etkilenmektedirler (Parise, Lee andaludi 2000).

Integrinler endotelde, epitel hiicresinde, trombesit, I6kositlerde ve timor
hicrelerinde bulunur ve genellikle katyon gbali adezyon olayini oktururlar.
Integrinlerin ¢gu adezyonu, ekstraseliler matriksin (ESM) adezikogkoteinlerinden
olan tripeptit RGD bolgesine planarak olgtururlar. integrin molekdliiniin hiicre
icindeki intrasitoplazmik kismi, a-aktinin, vincnlitalin gibi iletici proteinlerden okan
hicre ici iskeleti ile ikilidir. Transmembran kisimdan sonra gelen hicgelilim ise
ekstraseluler matriksi ya daggir hiicreyi bglar (Bierer 1993)Integrinlerin 6nemli bir
diger yapisal 6zeli de potansiyel transmembran kimyasal uyaristolumasidir.
integrinler C&” kanali gibi davranabilir ve N&H" antitaiyiciligi ile hiicre ici pH'yi
yukseltebilirler. Pek cok integrin reseptorindegigime tUmoér hicre invazyonuna
metastaza yol acabilir. Orpi@, fibronektine bglanan integrinlerden, «Very late
antigen-5» (VLA5,a5B1,) malign hicrelerde kaybolmgikmindedir. Oysa metastatik
melanoma hucrelerinde fibronektine ve vaskuleriselédezyon molekilu-I'e (VCAM-
1) baglanan integrin olan VLA4 o4p1) farkli dailimlar gostermektedir. Laminin ve
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kollajene bglanan VLA2 @2B1) ve vitronektin, fibrinojen ve trombospondineslzman
bir aVB3 integrininin bazi timor tiplerinde artgken, bazilarinda da azaknoldugu
gOsterilmitir. Ayrica deneysel ve spontan rabdomyosarkom stetéarinda hiicre
icinde a2 alt birimine ait cDNA artngi olarak saptanmgtir. Csitli integrin
reseptorlerinin siki timor hicresi ve subendotetyalrix iliskisinin timor metastazi

tzerindeki rolu iyi bilinmektedir (Honn et al 1992)

4.5.2Integrinlerle ilgili patolojiler

Lokositlerin dokulara yodnelmesinde adezyon molekiiin 6nemi, insanlarda
rastlanan hastaliklarla daha iyi anlabilir. Lokosit adezyon eksikdi tip-1
sendromund@?2 integrin eksiklgi veya mutasyonu sonucunda azalan polimorfonukleer
ve monosit ekstravanazyon sz konusudur. Siklildgah tehdit eden tekrarlayan
infeksiyonlarla kagimiza cikar (Werle-Haller and Imhof 2003). Bu hé&sta

|6kositlerinde adezyon bozulmfagositoz ve kemotaksi anomalileri ortaya ¢igmu

Glanzmann trombastenisi otozomal resesif geckarakteri  gosterir.
Trombositlerdeki allbf3 intergrinlerde nokta mutasyonu veya delesyonudivar
Trombosit fonksiyonlarinda bozukluk ve uzamkanama zamani ile sonuclanir
(D’Andrea, Colazzio,Vecchione 2002).

Bir baska integrinle ilgkili hastalik epidermolisis bullosadir. Otozomalsesif
geckgosterir. a6 veya B4 integrin alt Gnitelerinin fonksiyonel heterodimetarak
ekspresyonundaki hata, bazal membran ile bazalikes# katmani arasindaki mekanik
baglantinin bozulmasina ve hasfah ortaya ¢ikamasina neden olur (Pulkkinen and
Uitto 1999).

Konjenital muskulerdistrofi kas zayi#h ile ortaya cikan otozomal resesif geci
gosteren ve d@er muskuler distrofilerle igkili bir hastaliktir. Kasa 6zgii7 integrin alt
biriminde mutasyon taramalarinda bozukluk saptanmi(Hayashi, Chou, Engvall

2008). integrinlerin buradaki karakteristik rolii tam olarddlinmemekle beraber
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ekstraselliler cevre Bentilarindaki roli nedeniyle patolojik 6nemi ofgu ileri

surtlmektedir.

Son olarak timoérlerin progresyonunda integrinleairalip ¢c@almasinin énemi
cesitli raporlarla bildirilmistir. Integrin kanser igkisi yakin zamana kadar adezyon ve
migrasyonla sinirliydr ve integrin alt birimlerinaddusan genetik bozukluklarin kanser
ile iligskisi yakin zamana kadar bilinmiyordu. Kisa sure énEvans ve ark. (Evans,
Perkins, Henry, Stephens, Robinson and Watt 20Q3pt@grin alt biriminde ortaya
¢cikan heterozigot mutasyonlarin dilin skuaméz hlildcanserinin olgmasinda etkili

oldugunu gosterngierdir.

Yine, integrinlerin B1 alt biriminin, multipl miyelomalarda ortaya cikamicre
adezyon aracil ila¢ direncinde 6nemli roli @duson bir ka¢ yilin dikkat ¢ceken

konulari arasinda yer almaktadir.

Trombospondin (TSP) megakaryositlerde, monositlerélapiller endotelinde,
memelilerin epitelinde ve trombositlerin alpha gieri icinde bulunan, molekul
agirh g 450 000 dalton olan adeziv bir glikoproteindilerHangi bir uyariya ki olarak
trombositlerin agregasyonuna neden olur. TSP hepoatik progenitdr hicrelerin de
arasinda bulundiu birgcok farkli, malign ve benign hicrenin adezyonmuhareketini ve
blylumesini sgar, cevre dokunun malign hicrelerle invazyonunimigke ederek
tumoral gelsime yardimci olur. Bu 06zellikleri ile 6nemli bir nibral buyime ve
metastaz faktoru olarak ilgi cekmektedir. TSP’nm vivo ortamda bazi timdrlerin
blylmesini ve metastazini baskiadre anjiogenezi inhibe egii gosterilmitir. Ancak
bu etki tumoral hicre tipine gore glgmektedir. TSP bazi hiicre tipleri tzerinde ise,
stimile edici olarak etki géstermekte ve tumor galini hizlandirmaktadir (Roberts
1996).

Yuzey adezyon molekullerinin ekspresyonundaki aaalmedeniyle kanser
hicrelerinin tutunma yetepe normal hicrelere kiyasla daha sdlétir. Adezyon
molekdillerinin ekspresyonundaki azalmayaglbaolarak kanser hicrelerinin gér
hiicreler ve doku bikenleri ile etkilgime girmesi zorunlulgu ortadan kalkar bu durum

kanser hucrelerine metastaz yeg@nkazandirir. Tumor hicrelerinin go hicredy
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matrikse veya kogu hicrelere tutunamadiklari icin normal hicrelerddaha

yuvarlaktir.

B3 integrinler,aVp3 veallbf3 yapisal olarak sirasiyla anjiyojenik endotel lelemi
ve trombositler tarafindan eksprese edilirler. Ov@morleri, meme tumorleri ve
melanomlarda ki artrgiaV B3 ve allbpf3 ekspresyonlari invaziv timoér progresyonu ile
ili skilidir. Fare modellerinde,f3 alt biriminin indiklenen ekspresyonu melanom
hicrelerinin  metastatik potansiyelini artirioVp3 ve allbf3 inhibisyonu timor
anjiyogenezini kesintiye gratarak tUmor biyumesi ve metastazi azaltir (Fgldin

Habermann, Fransvea, O'Toole, Manzuk, Faha andlele?302).

B3 integrin alt biriminde ¢gtli polimorfizmler tanimlanmgtir. En sik gézlemlenen
polimorfizm kodon 33 de ortaya cikar ve “wild-typedminoasit I6sinin yerine prolinin
gecmesiyle sonuglanir (Leu33Pro). Allel sgkiB3Leu igin yaklaik % 85 ve 33Pro igin
% 15'tir. Trombositlerde bu polimorfizm fibrinojenullbf3’e balanmasini arttirir ve
trombin olgumunu arttirarak kanama zamanini sigllicii yani trombositlerin
agregasyon kabiliyetini yukselterek trombaxan iiged agonistlerinin uyariimasiyla
anormal bir yanit olarak sonuclanir. Bu polimorfiZi8 integrinleri eksprese eden
hiicrelerin fonksiyonlarini degstirici etki gosterebilir (Bennett, Catella-LawsoRut,
Vilaire, Qi and Kapoor 2001) (Andrioli, Minuz, Sete Pincelli, Ortolani and Lussignoli
2000) (Undas, Brummel, Musial, Mann and SzczeklRD).

Kanser hucrelerinde ki hicre yuzey integrinleriragiri ekspresyonu invaziv
Ozelliklerin gelsimi, degismis hiicre gocu ve ekstraseliler matriks adhezyonuratas
iliski bulunmaktadir. Dahasi, artan integrin ekspresyaanjiyojenik non-neoplastik
vaskuler endotel hiicrelerinde belirtgdigibi timor icin gerekli vaskuler kaygatemin
eder (Hood and Cheresh 2002) (Thompson, Li, Mardgkis 2000). Kanserlerdg3
integrinlerin  bu sekilde ki potansiyel davraglari B3 integrinlere kan fonksiyon
engelleyici antikorlar veya kicuk sentetik peptidiee yapilan klinik calmalarin
yolunu acti. Leu33Pro polimorfizmini homozigot a&r tgiyan bireylerde

tasimayanlara gore trombosit reaktivitesi ve agregasyetengi artmstir (Tucker
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2002). Biyolojik ve patolojik 6zelliklerinden dolayntegrinler gérintileme ve tedavi

arggtirmalarinin ygun birsekilde hedefi olmglardir.

4.6 Trombositler

Kanin sekilli elemanlarindan biri olan trombositler, yulads ya da ovakekilli 1-4
mikrometre capinda, ortalama dmudrleri 7-10 gun aekirdeksiz htcrelerdir. Periferik
kanda normal deerleri milimetre kipte yakiak 150 000-300 000’dir. Trombositler
kemik iliginde kok hucrelerden geir. Trombositler splam endotelle gevrili vaskuler
sistem igerisinde birbirleriyle ve ghr hiicrelerle etkigme girmeden dolarlar. Bir
uyaranla uyariimalari durumunda non-adeziv durumdahca adeziv duruma gecerler
(Guyton and Hall 2001) (Hoffman et al 2000).

Trombositler hemostatik sistemde anahtar rol owmarHemostaz dortsamada
gerceklgir.Bu asamalar trombosit adezyonu, aktivasyon, primer aagggn, sekresyon
ve sekonder agregasyondur (McKenzie 1988). Tromilkedsi damar endotel hicreleri
gibi hiicre d¢1 matriks elemanlarina adezyonu biyuk 6l¢clide hytrey reseptorleri ile
acga cikan subendotelyal kollajen arasinda bir kopbdiieg goéren von Willebrand
faktor (VWF) arasinda geir (Rao 1988). Trombositlerin aktivasyonunda ilk
karakteristik olayekil degisikli gidir.

4.6.1 Trombosit morfolojisi

Kemik iliginde Uretilen megakaryositlerin sitoplazmik fragriien olan
trombositler cekirdek icermedikleri halde kan hieraden biri olarak
siniflandiriimaktadir (Authi 1997). Diskoid yapdu hiicreler mriite 140 000-440 000
arasinda désen miktarlarda dokamda yer alirlar. Wrigte-Giemsa ile periferal kan
yayma preparatlarinda boyargmrombositler pirizlt bir membran ile cevrili grae
yapili ki¢ik hicreler olarak gérulmekte ve bu hlere %70 kadari dokamda geriye
kalan %30 kadari ise dalakta bulunmaktadir. Buykikli (MPV) yaklssik olarak 2-4

mikrometre olan trombositlerin genc¢ olanlari isehaablyik MPV’ye sahip olma
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egilimindedirle ancak stres, trombopoez veya bazisiie trombosit fonksiyon
defektlerinde de MPV’leri artmaktadir (Gawaz 2001).

Trombositler ADP, trombin gibi agonistlerle aktiffeesi sonucekil degisimi ile
yalanci kollari olan bir yapiya dogiirler bu yolda normalde yaklk 8 mikrometre olan
yiizey alanlarl 13 pftye kadar geniler (Gawaz 2001). Trombositlerin fizyolojik yam
sureleri dolaamda 7-10 gundur ve kemik gii tarafindan her gun dalemdaki miktarin
%20 kadari dokama verilmektedir. Ygamlarinin sonuna gelsnirombositler karager
ve dalakta yer alan retikiloendotelyal sistem taden yikilir (Hardisty 1969).
Trombositlerin ultrastriktirel yapisi 4 morfolojlapiya ayrilir ve her bir yapinin 6zel
bir fonksiyonu vardir.

a- Periferal Bolge
b- Yapisal Bolge
c- Organel Bolgesi

d- Membran Sistemi

4.6.2 Trombosit Aktivasyonu

Trombositlerin aktivasyonu 3 anasaanada gercekig. Bu ssamalar adeyon,
agregasyon ve sekresyondur.

4.6.2.1 Trombosit Adezyonu

Hemostazda okan ilk adimlar trombosit adezyonu, damar duvarihasari ve
subendotelyal matriksin lokal cevabi ile skadulir. Hasarli bolgenin trombositlerle
kaplanmasi, integrin adi verilen spesifik trombosémbran glikoproteinleri aragiliile
olur. Endotel batunlgl bozuld@gu zaman trombositler subendotelyal yapilara (keltag
fibronektin, laminin, fibrinojen) adhezyon reseptdr ile balanirlar. Kan akiminin
yavg oldugu bdlgelerde GP la/lla, GP IV reseptoru ile kollagedirekt adhezyon

gosterirler. Arteriyollerde ve mikrosirkulasyondlasu gibi kan akiminin hizli oldiu
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bdlgelerde trombositlerin subendotelyal bolgedetihexif proteinlere haanabilmesi
icin yine bu bdlgedeki vVWF’lUine ve buna 6zgu bire@ér olan trombosit glikoprotein
GP-Ib/IX kompleksine gereksinim vardir. Trombositikgprotein GP Ib-V-IX
kompleksi arteriyel hasar sonrasi normal yara ggikesi durumunda trombositlerin

adezif protein vVWF'e yagmasina aracilik ederler.

Bazi adhezyon proteinleri subendotelyal matriksigiola bulunmalari haricinde
trombosit sekresyon granillerinde ve/veya plazmdaabulunurlar. Mesela VWF ve
fibronektin her U¢ lokalizasyonda bulunurlarkenpnibospondin yalnizca trombosit
granullerinde gorulir. Adhezyona aracilik eden ®PV4IX sistemi icin trombosit
aktivasyonuna ihtiya¢ yoktur. Trombospondin ve kalsy da adhezyonda rol oynar
(Rand Leung and Packham 2003). Ozetle trombositleiibendotelyal matriks
komponentlerine adhezyonunda vVWF, subendotelyadyile trombosit membranindaki
GP Ib arasinda bir kdpri goérevi gorur. FibronekkiolJajen, vitronektin, trombospondin
gibi matriks adhezyon molekullerine adhezyon da sie trombosit membran

glikoproteinleri aracigil ile olmaktadir (Hickerson and Bode 2002).

4.6.2.2 Trombosit Agregasyonu

Trombositin agregasyonu icin oncelikle aktivasyorgereklidir. Trombosit
agregasyonu, adhezyondan sonra bolgeye gelen teithebo hemostatik tikac
olusturmalari igin fibrin bglari ile birbirlerine birlgmeleridir. Aktivasyon icin ise ADP,
kollagen, epinefrin, trombin, vazopressin, sitanik asit gibi ceitli agonistler ile
trombositlerin uyarilmasi, beraberinde*€aMg*? gibi iyonlarin, fibrinojen, VWF gibi
spesifik plazma proteinlerinin ve trombosit CD41/&Dreseptorinin mevcut olmasi
gerekir. Aktivasyonu stimile eden maddeler, kalsiya intraselliler mobilizasyonunu
ve trombositlerin degranilasyonunu stimile etmeln, iccesitli  reseptérler ve
diacilgliserol fosfat ve inositol trifosfat gibi kender aracilar yoluyla hareket ederler.
Bundan sonra, trombosit ylzeyinde proteiglaama kisimlari ortaya ¢ikar. Fibrinojen
veya VWF, trombosit membran proteinlerinden CD416C® ba&lanir ve komgu

trombositlerle bg olusturarak trombositlerin agregasyonuna neden olubrirkdjen,
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fibrin olusturmasi ve trombosit agregasyonunu desteklemesaydoyla trombis
baglayabilecek aktif duruma gegmesi bitlin agonistlefés trombosit aktivasyonunun
ortak bir sonucudur. Ortamdaki divalan iyonlar uagtkrilinca, fibrinojenin artik
trombositlere bglanamadg izlenir. Dimerik bir protein olan fibrinojenin kosu iki
trombositin CD41/CD61 resepttrleri arasinda koptistarmak suretiyle trombosit
agregasyonunu gkdigi distndlmektedir. Fibrinojen ile CD41/CD61 ganmasi
baslangicta dongiimli bir reaksiyondur. Divalan iyonlarin ya da aigtlerin ortadan
kalkmasi ile fibrinojen reseptériinden ayrilabilwygun sartlar altinda fibrinojen ile
CD41/CD61 arasindaki Bemnma stabilize olarak dosiimsiiz hale gelir (Yardimci,
Yaman ve Ulutin 1995).

4.6.2.3 Trombosit Sekresyonu

Trombositler adhezyon ve agregasyonla birlikte graigeriklerini kanaliktler
sistem ile ortama salarlar ve ilk olarak ggm granuller bgaltilir, sonraa-granl
icerikleri ortama salinirlar. Hiicrenin bu esnadpi gatar ama btlngiii bozulmaz ve
fonksiyonlarina devam edebilir. Trombin ve kollajbasta olmak Uzere, ¢cok sayida
madde sekresyonu $atabilir. Sekresyon sirasinda, salinan maddeleegagyonun
artmasina neden olurlar. Bu olaylar yara gmesine, prokoagulan aktivitenin
olusmasina ve hasarli bolgede trombin salmuna yol acarlar. Ofan trombosit
agregatlari arasinda fibrin meydana gelmesi ve dehasafhalarda, fibroblastlariize
karismasi ile pihti sabitkgr. Trombosit fonksiyonlarinin normalden daha akekilde
olusmasi, aterosklerozda olgw gibi, hiperadhezyon, hiperagregasyon ve
hipersekresyona neden olur (Yardimci ve ark 1995).

4.6.3 Trombosit aktivasyonunun biyokimyasal mekanimasi

Trombositlerin fizyolojik olarak aktivasyon veya hibbisyonu aktive edici veya
inhibe edici bir hicre @ uyarinin trombosit ytzeyindeki spesifik resepti@t

baglanmasi ile bglar. Trombosit aktivasyonunun Ugssnmada gercek$éi gi kabul edilir:
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1)Uyari: Trombositleri aktive eden daha Once de basedilegoki madde vardir.

Genellikle agonistlerin ortaya ¢ikmasina yol agaraknbosit aktivasyonuna neden olan
bir olay vardir. Agonistlerin trombositlere glanmasi bu htcrenin aktivasyonunu
baslatir. Trombosit aktivasyonunu atan agonistler ayrica zayif ve gucli agonistler

olarak da siniflandirilabilirler.
Gucli agonistler;
¢ Trombin
¢+ Kollajen
¢ Prostaglandin
¢ Endoperoksidler
¢ Tromboksan A2
¢ Trombosit aktive edici faktor (PAF)

Bu agonistler agregasyonun engell@ndsartlarda dahi granul sekresyonunu

uyarabilirler.
Zayf agonistler ise;
¢ ADP
¢ Epinefrin
¢ Vazopressin
¢ Serotonin

Granul sekresyonunu uyaramazlar. Bunlar, ancak Hosih agregasyonunu
uyarabilirler. Salhinim reaksiyonu veya prostaglandin Uretimini indikleyici

maddeler:
¢ Enfeksiydz ajanlar ve Urinleri: Virtsler, bakteriler, tuberkutlin, endotoksin,

antijen-antikor kompleksleri ve bazi bakteri toksin
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¢ Proteinler:Sigir ~ faktor  VIIl, C-reaktif protein, DNA, ferritin,

immuanglobulinler, PAF, polimerize fibrin monomeiiler

¢ Enzimler: Tripsin, fosfolipazlar, papain, plazmin, komplenmanbazi

komponentleri, alkalen fosfataz.

¢ Digerleri: Hiperglisemi, hipoglisemi, asetil kolin, grdonat, tromboksan
A2, kollajen ve cgitli mikrofibriller, konkavalin A, y& asitleri, iyonoforlar, lektinler,
polilizin ve diger katyonik polipeptidler, amniyotik sivi metilen amsi, notrofil
miyeloperoksidaz, fitohemaglutininler, ristosetinyllan serumlari, terapotik

ultrasonikasyon, ultraviyolsigi, nonkonjuge bilirubin, Grik asit kristalleri.
2) Uyar iletimi: Hicre icindeki ikincil mesajcilarin uyariyi iletneglyle olusur.

3) Cevap: Trombosit iskelet yapisinin gigemesi (trombositinsekil desistirmesi),
trombositlerin fibrinojen aracg ile yapsip kiime olgturmalari ve granll ekzositozu
seklinde olur (Nickels, Seyfert, Wenzel, Menger &fallmar 2003).

Uyariya Trombositin Yaniti

Trombositlerin aktive edici uyarilara yaniti revieizve irreverzibl trombosit yaniti

olmak tzere iksekilde gerceklgebilir:

a) Geridonusumlt yanit: Adhezyon,sekil degisikligi ve primer agregasyonu icerir.
Trombositlerin endotel hicreleri arasindaki slb&lari kapatmasi,o grandllerden
blylume faktorlerinin salinimi ve subendotelyumdiutcik defektlerin onarimi gibi
fizyolojik islevler geridongimli trombosit yaniti ile gercellie (Bergmeier, Schulte,
Brockhoff, Bier, Zirngibl, Nieswandt 2002).

b) Geridonusimstz yanit: Salinim reaksiyonunu ve sekonder agregasyonu .igerir
Trombositlerin  hemostatik slevleri bu yanit ile gercekig. Trombosit salinim
reaksiyonu, aradonik asitten endoperoksidler, TXA2 gibi metabeliin olusumunu
yogun ve o granuller ile lizozom igeriklerinin salinimini ige Blyuk trombosit
agregatlarinin ogumu icin bu salinim reaksiyonu gereklidir. dm ve o grandl

iceriklerinin salinimi ile ilgkili iki mekanizma tanimlanmgtir.
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Ilk mekanizma trombositlerin sekretuvar granilleninerkezilgmesi ve agik
kanalikuler sistem aracgh ile igeriklerini trombosit yluzeyindeki kanaglari yoluyla
disari vermeleridir. Dier mekanizma ise, sekretuvar granillerin membraniligkili
multivezikiler yapilarin olgumuna katilmak tzere perifere g@a yer dgistirmeleri ve
sonra bu multivezikuler yapilarin eriyerek icerilhe cevreye salmalaridir (Nickels et al
2003). Anti-CD 62, a-granul membran proteini GMP-140'a kargelistirilmi stir.
Istirahat halindeki trombositlerin yiizeyinde GMP-14@ptanamaz. Trombin ile
aktivasyondan sonra GMP-140 trombosit plazma membaa d@ru yer deistirir.
Bdylece anti-CD 62 sadece aktive trombositlerineyiize bglanir. PAC-1, GPIIb/llla
kompleksi Gzerindeki fibrinojen lganmasina yonelik bir antikordurstirahatteki
trombositlerde bu fibrinojen Iganma bdlgesi ylzeyde &a ¢cikmaz. Trombin uyarimi
GP lIb/llla kompleksinde yapisal bir gigiklige neden olur. Sonugta fibrinojen
baglanma bolgesi aga cikar, bu nedenle PAC-1 sadece aktive trombasitigizeyine

baglanir.

Trombositler, fiziksel ya da kimyasal uyarilarlaanydiginda bir¢cok biyokimyasal
ve morfolojik deisiklikler olmaktadir. Trombositler istirahat halindksk seklindeyken
aktivasyon sonucu yagkian psddopodlu, dendritgekle donigtrler (Nickels et al 2003).
Bu reaksiyonlar zinciri trombosit aktivasyonu olaedlandirilir. Aktivasyonla birlikteki
ylzey dgisimleri, aktive trombositlerden salinan antijenleyénelmi monoklonal
antikorlar kullanilarak ortaya konulmaktadir (Guynkip and Blann 2002).

4.6.4 Trombosit Membran Glikoproteinleri

Trombositlerde reseptor fonksiyonu gorensitie membran glikoproteinleri
tanimlanmgtir. Trombosit membrani 3 ayri major glikoproteindéarettir. Bunlar
sirasityla GP I, GP Il ve GP llI'dir. Glikoprotein biblgesinde GP la, Ib ve Ic;
Glikoprotein Il bolgesinde GP lla, 1Ib ve Glikopeat 11l boliminde ise GP llla ve GP
llIb bulunur. Bunlarin yaninda membranda GP IV vié &'de yer alir (Lalko, Deppe,
Ulatowski, Lutgen, Hart and Patton 2003). Glikopiotla (GP la), trombositlerin

kollajen tarafindan aktivasyonundglev gorur. Glikoprotein Ib (GP Ib)trombosit
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membraninda en ¢ok bulunan siyaloglikoprotein olpipmner fonksiyonu immobilize
VWF aracilgl ile trombositlerin vaskiler subendotelyuma adloezya aracilik
etmektir. Disilfid bglarla ba&li o ve p subunitlerinden okur (Gurney et al 2002). GP
Ib, ayni zamanda trombini de dar. Siyalik asitten ¢ok zengindir ve membran
ylzeyindeki negatif yukin buyUk kismini giurur. GP V, trombin icin bir substrat
gOrevi gorur ve ayni zamanda GP Ib ilgkiiidir (Lee, Foerster, Lukens, Paraskevas,
Greer and Rodgers 1999).

Tablo 1: Trombosit Membran Glikoproteinleri

Glikoprotein (GP) Ligand Islev

GP la/lla Kollajen Adhezyon

GP Ic/lla Fn Adhezyon

GMP - 140 Trombosit-l6kosit etkiieni
GP lib/llla Fb, WF, Vn, Fn Agregasyon, Adhezyon
Vitronektin reseptor Vn, VWF, Fn Adhezyon

GP Ib/IX VWF trombin Adhezyon
GPV Trombin Substrat

GP IV TSP, kollajen Adhezyon

Fb: Fibrinojen Fn: Fibronektin Vn: Vitronektin

TSP: Trombospondin VWF: von Willebrand FaktBeta gruplari
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4.6.4.1 GP lib/llla (CD41/CD61) Fibrinojen Reseptofl

GP lib/llla reseptoru, iki membran glikoproteinimdelusan ve trombosit membrani
Uzerinde en fazla bulunan integrindir. Total tromiboproteinlerinin % 1-3'Uni
olusturmaktadir. CD41/CD61'ino. ve B subdlniteleri non-kovalent olarak birbirine
baglidir. CD41/CD61 istirahatteki trombositlerin ylzege kalsiyuma bgi bir
kompleks olgtururlar. CD41/CD61 kompleksinin yaki& % 70'i trombosit ylzeyinde
rastgele bir dalimda bulunurken, geri kalani ise yuzeyleslaatili kanalikiler sistem
membrani ve sitoplazmike grantl membraninda bulunmaktadir. Tum CD41/CD61
kompleksleri trombosit aktivasyonundan sonra memigizeyinde eksprese olurlar. Bu
kompleks aktive trombositlerde fibrinojen, fibroniek vitronektin ve VWF'U
baglayabilmektedir. Plazma fibrinojeninin olma&gdi durumlarda, fibrinojen yerine
VWF'Un GP llb/llla (CD41/CD61)'ya lgtanarak alternatif agregasyon mekanizmasini
islettigi gosterilmgtir (Lalko et al 2003).

Hucreler ylzeylerinde bulunan glikoprotein yapisikid;ssitli reseptorler sayesinde
diger hicrelerle etkilgrler. Bu glikoproteinler antijenik yapida olup aymamanda
hicrenin kimlgini tasirlar. Hicre yuzeyindeki bu yapilar, ginimizde litgakma

kimeleri (CD: Cluster of Differentiation) terimiykdlandiriimaktadirlar.

Sekil 3: GP llb/llla yapisi
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Her CD hicre yizeyinde bulunan farkli bir antijenilpiyr temsil etmektedir.
Trombositlerin ~ membran  ylzeyinde bulunan  glikoprdexr  reseptorleri
olusturmaktayken, yine bu alanda yer alan fosfolipidlprhtilgsma faktorlerini
olustururlar (Demirel 1999). Sadece trombositte bullaarse sunlardir: CD41, CD42
a, b, c, d, CD51, CD61, CD62, CD63, CD107 a, b Y1Bonlardan CD42 a, b, c vVWF
reseptérudir. CD42 a, b, c'nin hasarlanaamar duvarinda subendotelyumdagaci
¢ctkan vVWF'e bglanmasi adhezyon icin gereklidir. CD42 a, b, c,ldkg@nde Bernard-
Soulier sendromu ortaya c¢ikar. CD51 ile CD61 vigkim reseptorini, CD61 ile CD41
fibrinojen reseptorint, CD36 kollajen, trombospondie P. falsiparum reseptdorini
olusturur. CD9 sinyal iletiminde rol almaktadir. CD6P-Gelektin), CD63 in vitro
trombosit aktivasyon gostergesidir. P selekiigrantl sekresyonunu yansitir. CD61
(Integrin, GP llla) ise in vivo trombosit aktivasygastergesi olarak da kullaniimaktadir
(Michelson, Barnard, Krueger, Frelinger and Furrg@00). CD63, 50 kd olup aktive
trombositlerde monosit ve makrofajlarda da ekspddmektedir. CD63'Un 4 adet
hidrofobik transmembran bdolgesi vardir. VLA-3 ve AL6 integrinleri ile etkilgerek

trombosit adhezyonuna katkida bulunmaktadir (Readng and Packham 2003).

Trombosit membraninda reseptor gorevi goren, tramtamhezyonu, agregasyonu,
sekresyonu ve aktivasyonunda onemli rol alagitlceyapilar tanimlanmgtir. Bunlar
arasinda integrinler, selektinler ve membran yadeki fosfatidil serini taniyan
anneksin V sayilabilir.

4.6.4.2 P-Selektin (CD 62, GMP-140, PADGEM)

P-selektin; GMP-140, PADGEM (Platelet activationpeedent granule external
membrane protein) ya da CD 62 olarak da adlancaktadir. 140 kD molekulgrlikh
bir o granul membran proteinidir. P-selektin, ayrica keiginde, megakaryositlerde,
damar duvarini ¢evreleyen endotel hiicrelerinin \Wletalade cisimciklerinde bulunur.
Yapisi, notrofillerin inflamasyon bolgesindeki etele adhezyonuna aracilik eden bir

endotel hiicre resept6ri olan ELAM-1'e son dereoedatik gostermektedir.
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P-Selektin istirahatteki trombositlerin ylzeyindeaptanmaz. Yalnizca trombosit
aktivasyonu ven granul salinim reaksiyonundan sonra trombosit mamlytzeyinde
belirdigi gosterilmitir. P-selektinin yluzeyel ekspresyontgranul igcergi ile orantilidir.
Bir kez salindiktan sonra tekrar iceriye alinmazyee donigsizdur. Boylece P-selektin
sadece aktive trombositlerin ylzeyineglamir. Bu 6zellikleri nedeni ile P-selektinin

trombosit aktivasyonunu gdsteren guvenilir bir feiici olarak kullaniimasi

Onerilmektedir. Dolgmdaki aktive olmsg degrantle trombositler ylzeylerindeki P
selektini hizla kaybederler, ancak kan dolanda bulunmaya ve fonksiyonel
Ozelliklerine devam ederler. Bu 0Ozellikleri nedela P-Selektinin herhangi bir uyari
sonras! Olculmesi in vitro aktivasyon potansiyelgistermektedir (Grinewald and
Griesshammer 2004).

Endotel hucrelerindeki P-selektin; en gym olarak kicuk ven ve ventllerde
lokalizasyon gosterirken, kucguk arterlerde, arlgide ve cok daha nadiren de
kapillerlerde yama tarzinda glam g0Osterebilmektedir. P-selektin, trombositlerde
oldugu gibi endotel hucrelerinde de ‘Weibel Palade ctskteri'nde grantller halinde
depolanir. Bu cisimcikler, ayni zamanda VWF'Un ks molekdl @irlikh
multimerlerini  ¢gitli  endotel hicre agonistleri tarafindan salinandek
depolamaktadirlar. Yine aynen trombositlerde gldgibi, P-selektine kar gelistirilmi s
monoklonal antikorlarin, endotel hicrelerinin erkaktivasyonunu goéstermede yararli
bir isaret olarak kullanilabilege belirtiimektedir. P-selektinin uyarilmitrombositlerde
ve endotel hiicrelerinde hizh biekilde salgl granul membranindan yiizey membranina
gocu nedeniyle, P-selektinin inflamasyon ya da ubskhasar gibi hicrelerin buyuk

disindlmektedir (Michelson and Furman 1999).

P-selektin, aktive olmutrombositler ve endotel hicrelerinin ylzeyinde umaln,
I6kosit migrasyonunda, I6kosit ve trombosit skilerinin dizenlenmesinde ve
I0kositlerin pihti bdlgesinde toplanmasinda goérepan bir adhezyon molekdludur.
Calismalar P-selektinin, I6kositlerin gerek aktive tromsiilere ve gerekse aktive endotel

hiicrelerine hizli birsekilde ba&lanarak doku zedelenmesine gahemostatik ve
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inflamatuvar yanit arasindaki ilgini kolaylastirmada ©nemli rol oynagini

gOstermektedir.

Yapilan calgmalarda aktive trombositlerin monositlere, nottefié ve lenfositlere
baglandigl gosterilmitir. Bu etkilesim, eriyebilir P-selektin proteini ve P selektinarg
gelistiriilmis  monoklonal antikorlarla bloke edilebilmektedir (Bewald and
Griesshammer 2004). P-selektin dizeyi; hemolitikniik sendrom, Diyabet, sigara,
kanser ve aterosklerozda artar. Trombotik trombpsihik purpurada ise daha c¢ok

eriyebilir Pselektin seviyesi artgtir (Lalko et al 2003).

Trombositler hemostazda 6nemli rol oynayan ve daematotelinin d@rulugunu
surdiren cekirdeksiz hicrelerdir. Trombosit glikateinlerinin ekstraseltler matriks
proteinleriyle olan etkilgmi bu rolde kritik 6nem tgamaktadir.integrin ailesinin bir
Uyesi olan Gpllb/llla, yapisal olarak fibrinojerbgadeziv proteinlerle ikili trombosit
adezyon reseptorudir. Ligand gtemak icin bir agoniste ihtiya¢ duyar ve yapisinda
konformasyonel bir dgsiklige uwrar. Bu modifikasyona ek olarak, trombosit
granullerinden ve ylizey Biantili acik kanalikiler sistemden Gplib/llla hawma katki
sglanarak, ligand-bglama fonksiyonu ve ylzey expresyonu artar. Trontleosi
fibrinojen ba&lanmasi trombosit agregasyonu icin dnemlidir. Trosib agregasyonu
normal hemostas icin temeldir ve trombozda da solamnaktadir (Tetik S, Uras F,
Eksioglu-Demiralp E 2008).

4.7 Polimorfizmler

Canlilar aleminde tim tdrlerin farklgaasindan ve bir tirin Gyeleri arasindaki
farklihklardan genetik ggtlilik sorumludur. Genlerde, genetik g#ili ge yol acan bu
degisikliklerden biri polimorfizmdir. Tek nikleotit patorfizmleri, genomik DNA’nIn
bir populasyonun normal bireyleri arasinda farkliligosterdgi tek baz-cifti
degisliklikleridir. Gen polimorfizmleri popilasyonda ygy gorulir, etnik ve cgrafi
farklihklar gosterirler. Bircok durumda, hicre rabblizmasi icin dnemli olan

yolaklarda (DNA tamiri, hiicre dongusu kontrold, yahiletimi vb.) rol alan genlerin

45



kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Bazi durumdangekodladgl proteinin fonksiyonu ya
da enzim aktivitesi bu gesikliklerden onemli 6l¢tide etkilenebilir. Hiicre mbtdizmasi
icin kritikk 6nem tglyan proteinlerin fonksiyonun bozulmasisitle hastaliklara yol
acmakta veya bazi hastaliklar igin riski artirmdktaTek baz dgsimleri ile iliskili

olarak ortaya c¢ikan hastaliklara 6rnek olarak troftib verilebilir. Bircok gen

polimorfizmi, kanser riski ile ikkilendirilmistir.

Genomda cgunlugu tek nikleotit dizeyinde olmak Uzere (insanda adiyan
kadar) ikili, tclu nukleotit tekrar sayilarinda gigklikler ve daha azi  kromozom
dizeyinde bazi yapisal dizenlemejeklinde genetik polimorfizmler vardir. Genetik
hastaliklar DNA'daki bir dgisiklik sonucu genin RNA ya da protein Urdndnin
niteliginin ya da nicelinin (bazen her ikisinin) digsmesi sonucu okan hastaliklardir.
Insan genom proje agamalariyla tim genomdaki genlerin ve niikleotitilgirinin
belirlenmesinden sonra, genlerin ifade edilme digzeye ifade edilen gen urlnlerinin

yapi ve glevindeki farkliliklarini belirleme ¢caimalari hiz kazanrgiir.

Gen ekspresyonunun dizenlenmesi Uzerinde etkiliksignnel polimorfizm,
bireyler arasindaki duyarlga ve hastaliksiddeti farkhliklarina katkida bulunabilir.
Polimorfizm etkisini tek bgna ya da dier polimorfizmlerle kombine olarak

gOsterehbilir.

Somatik mutasyon teorisine gore kanser, birderafagenetik ve epigenetik
faktoriin etkisiyle cok samali olarak ve kalitsal ya da sonradan kazagilmi
mutasyonlarin somatik hiicrelerde birikmesiyle omtagikan bir somatik genetik
hastaliktir (Ekmekgi ve ark 2008).

Tek nileotid polimorfizmlerinin (TNP), insan neslm kansere olan yatkigli
ongormede, kanserin prognozunun belirlenmesindetedavi seciminde etkili olup

olmadg! son yillarda ygun argtirmalara konu olmgtur.
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4.7.1 Meme kanseri ve glikoprotein genlerindeki gitli TNP'ler

2000'li yillarin bglarina kadar meme kanseri riski ve prognozuylaliilgiarak
integrinleri kodlayan genlerdeki polimorfizmler hakda az sayida cama yapilmg
ancak yakin zamanda bu egalalarin sayisi artrstir. Karsinogenez veya steroid
metabolizmasinda gorevli g#i genlerde gorilen bazi polimorfizmlerin memenkari
riski veya prognozuyla ilgili oldgu bilinmektedir. Nitekim meme kanseri ileshili
genlerdeki polimorfizmlerin, hastgh yatkinlik, erken tani, prognoz ve tedaviye cevap
gibi kritik konularla iliskili oldugu da ceitli calismalarla gosterilnstir (Kong, Liu, Liu,
Song, Wang and Liu 2010) (Czarnecka, Klemba, KrgkicZdrozny, Arnold, Bartnik
and Petros 2010).

Pek cok genin polimorfizmi ile meme kanseri riskagindaki ilgkiyle ilgili olarak
calismalar yapilmgtir. Glutathione S-transferaz (GSTs) gen ailesi,MJID Sitokrom
p450 genleri ve Beta-2-Adrenerjik Reseptdr gen (BRRbunlardan bazilaridir (Dalay
2004) (Mutluhan, Akbas, Erdogan, Soylemez, Senwlia? Helvaci ve Seyrek 2008).

Feigelson ve ark. sitokrom P450¢l7enzimini kodlayan CYP17 genindeki

polimorfizmin meme kanseri riskini arttiggni saptanglardir (Feigelson ve ark 1997).

Brendle ve ark. ITGB4 genindeki rs743554 TNP‘simmeme kanseri prognozunda
potansiyel bir role sahip olabilegiai ve daha agresif timdre sahip olan hastalardéa ko
surveyle ilskili olabilecezini soylemilerdir (Brendle, Lei, Brandt, Johansson, Enquist,

Henriksson, Hemminki, Lenner and Forsti 2008).

aVB3, a6pl ve abB4 gibi belli integrinlerin De Novoekspresyon ve up-
regulasyonlari melanoma, prostat ve meme karsinamdia ¢gitli kanser hiicrelerinin
artan motilite ve metastatik fenotipinden sorumiudu2Bl gibi diger integrinlerin
ekspresyonlarindaki azalma primer meme kanseriehgrande invazyon ve metastaz
egilimindeki artmayla koreledir (Ayala et al 2003).0Mor hicreleri proliferasyon,
migrasyon ic¢in integrinleri kullanirlar (Guo et 2004) (Taddei et al 2003). Esas adeziv
reseptorleri olan integria2B1, integrina2p3 ve glikoprotein Il meme kanseri hiicreleri

tarafindan da salgilanmaktadir. Bu reseptorler turhécre-indukleyici trombosit
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agregasyonunda ve tumor invazyonu ve metastaziradbdezyon etkikdmlerinde Kkilit
rol oynamaktadir. Gtli polimorfizmler bu molekdilleri etkileyerek onten seviye, yapli
ve fonksiyonlarinda dgsikli ge neden olmaktadir. Bu polimorfizmlerden ikisi igti&
a2 de (C807T ve G1648A), biri integrfi8 de (T1565C), biri GPbda (VNTR) daha
Onceden tanimlanmve kardiyovaskuler hastaliklarlashili oldugu gdosterilmgtir (Bray
2000) (Di Castelnuovo, Gaetano, Donati, lacovigl@1).

Bazl calgmalarda birbirine zit sonuclar elde editn Bir calismada ITGA2
genindeki iki polimorfizm (Phe253Phe, Glu534Ly®) meme kanseri riski arasinda
ili ski bulunurken, dier bir calsmada bu ikki saptanamamngtir (Bray 2000). Yapilan iki
calsmada s6z konusu tek nukleotid polimorfizmlerininmtir evre ve dereceleri
Uzerindeki etkisi zit bulunngtur. Bugiine kadar en cok gaha Integrin genlerinden
ITGB3 deki Leu33Pro tek nukleotid polimorfizmi Grer yapilmstir. Meme kanserli
hastalarda yapilan iki camada Pro alleli ile lenf nodu tutulumu arasindgkiil
saptanirken @er daha kicuk bir ¢calmada bununla cekili olarak Leu alleli ile lenf
nodu tutulumu arasindssikki saptanmgtir (Langsenlehner et al 2006) (Wang-Gohrke et
al 2005).

Diaz ve ark.a6p4 reseptorinin ITGB4 tarafindan kodlanpé alt biriminin
ekspresyonundaki agtibUyuk tumor ¢api ve high-grade tumorlerlegkilii bulmuglardir.
(Diaz et al 2005).

Langsenlehner ve ark. yaptiklari galada ITGA2 1648-AA genotipini artmi
meme kanseri riski ile gkili bulmuslardir. Benzer olarak ITGA2 807C_1648G
haplotipini (‘wildtype’) taiyanlarin meme kanser riski agisindagirteayanlara gore
daha dguk risk altinda olduklarini soylegherdir (Langsenlehner et al 2006). ITGA2
geni normal meme epitelinde meme kanserinin dowgiilesyonunda onemli rol
oynayan integrina2f1’i kodlamaktadir (Zutter et al 1990). Zutter vek.aintegrin
a2B1’in zayif diferansiye meme karsinomu hicrelerinderekspresyonunun malign
fenotipin diferansiye epitelyum fenotipe d@tiigini ve bu hicrelerde in vivo

tumorejenitenin azal@ini kaydetmglerdir (Zutter et al 1990).
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4.8 ITGA2B Geni ¢.2621T>G Polimorfizmi

Gen semboli: ITGA2B (integrin, alpha 2b (platellgicgprotein lib of lib/llla complex,
antigen CD41)

Genomik koordinat: Chr 17: 3980859%hr 17: 39808590-39808592

Kodon deisimi: ATC — AGC

Amino asid dgisimi: Isoleucine — serin

Kodon numarasi: 843

Genomik-sekans:
tgcccccccagGTC{iACTGGBGGCTGCCCATCCCCA@CCCTCCCCCATTCACCOGGCCCA
Database TNP numarasi (dbSNP): rs5911

HGVS nomenklattr: NM_000419.8.2631T>G; NP_000410.p.1874S

Varyant sinifi: Hastalik igkili polimorfizm (reduced post-stroke mortalite, i@a
1999) (http://portal.biobase-international.com/h@mnd/mut/.php Egim Tarihi:15 Mart
2012)

ITGA2B Gen Dizisi:

D e mmmmmmmmmeme

GCTGGGTGGAAGAAAGACCTGGGAAGGCGGCCCCAGACCAACCACCGBGGT
CTGTGGGCTGGGGTTCGGGGGAGACCTGGGCCTGACCACTCCTTTGCCCBGGTG
GACTGGGGGCTGCCCATCCCCAGCCCCTCCCCCATTCACCCGGCCCAARBCGGGA
TCGCAGACAGATCTTCCTGCCAGAGCCCGAGCAGCCCTCGAGGCTTCAGGAGTTCT
CGTAGTGAGCAGG

________ S

4.8.1 ITGA2B ¢.2621T>G (rs5911) Gen Polimorfizmi Kli g

Bu polimorfizmin siklg ile iligkili olarak veritabanina kayith 16 catna
bulunmaktadir. Yapilan en kapsaml galadaispanyol popilasyonuna ait 252%iki

taranmgtir. Bu ¢alsmanin sonucuna gore; TT genotipi sikl0.377, TC genotipi sikii
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0.492, GG genotipi sikii 0.131 olarak kaydedilrtir. Veritabanindaki verilere gére
diger calgmalarla birlikte dinya Uzerinde toplam 4954i lu polimorfizm acgisindan
taranmgtir. Turkiye’de bu gen polimorfizm silgh ile ilgili yapilmis bir calsma
ulasilabilen yerli ve yabanci literatlirlerde yer almataair (http://portal.biobase-
international.com/hgmd/pro/mut/.php &n Tarihi:15 Mart 2012).
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5. GEREC ve YONTEM

Bu doktora tezi icin 03.09.2008 tarihinde Marmamaividrsitesi Salik Bilimleri
Enstitisi Yerel Etik Komitesine baurulmus ve onay alinngtir.

Bu calsmaya Taksim Eitim Ve Arastirma Hastanesi Cerrahi Servisi'ne miracaat
eden, ince gne aspirasyon biyopsisi veya meme cerrahisi soriimukopatolojik
bulgular neticesinde meme kanseri tanisi @l8Q kadin hasta ve 24 gkl gonulli
birey dahil edilmgtir.

Kontrol grubu olgturulurken kanser, diyabet, hipertansiyon gibi lagdi bir kronik
hastalgl olmayan, tamamen gakli bireyler calgma grubuna dahil ediltir. Hasta
grubunun ya aralgl 31-83'dir. Hasta ve gonulli bireylerden, uygurigiténdirme
isleminden sonra, EDTA’lI tiplere 5’er ml kan drnaklalinmstir. DNA izolasyonu
periferik dolgimdaki l6kositlerden, DNA izolasyon kiti ile yapilgtr. Elde edilen
DNA'lar analiz edilinceye kadar -20 °C’de saklagtm ITGA2B gen genotiplemesinin
yapilmasi icin uygun gen bolgesi PCR ilegaltilip, uygun restriksiyon enzimi ile
kesilmistir. Daha sonra elektroforezde yurutulip elde edwWeriler istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

Tum hastalarin demografik 6zellikleri, biyokimya patoloji sonuclari kaydedilmsi

hasta ve kontrol grubunun ITGA2B geni tek nuklégtolimorfizmi aratiriimistir.

5.1 Kullanilan Arag ve Geregler

Klinik santrifiij (Hettich Universal /32R)

Eppendorf santrifilj (Centrifuge 5415 R)

pH metre (Orion Research, ionanalyzer/Model 47A)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-120-02)
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Ultrasantrifilj (Sigma 3K30, Germany)

Colon (1x7cm, Pharmacia)

Vakum pompasi (KNF)

Peristaltik pompa (Pharmacia)

Vortex (LMS mixer UZUS10 VTX-3000L)
Magnetik kargtirici-isitict (FALC)

Kantitatif terazi (Scaltec SPB 42)

Elektroforez gug kayra (EC250-90)

Etiv (Memmert)

Etiv (Electromag)

Otomatik pipetler (Eppendorf)

PCR (Mygene series Peltier Thermal Cycler Model MGP
UV gorintileme sistemi (DNR Bioimaging systems Mais Pro)
Otoimmunstainer (Ventana Benchmark XT)
Isik Mikroskobu (Olympus)

Rotary mikrotom (Thermo Shandon Finesse)
Dusuk profil Mikrotom Bi¢al (Thermo Shandon)
Pozitif Sarzli Lam (Menzel)

Penset (Thermo Shandon)

Lamel (Menzel)

Su banyosu (Sitogen)

-20 derin dondurucu

+4 s@utucu (Arcelik)
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» Steril eldiven (Beybi)

» Fotograf makinesi (Huawei)

5.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA Mini Kit ( invitrogen PureLink Genomic, Katalog no: K 1820-00)
Agaroz (Sigma)

Etanol (Sigma)

Etidyum Bromur

dATP(Intron Biotechnology, Inc., Cat. No: 25021)

dGTP (Intron Biotechnology, Inc., Cat. No: 25021)

dCTP (Intron Biotechnology, Inc., Cat. No: 25021)

dTTP (Intron Biotechnology, Inc., Cat. No: 25021)

Tris-Borate-Edta Buffer (Sigma)

Magnezyum Klortr (Intron Biotechnology, Inc., Chib: 25021)

Taq DNA Polimeraz (Intron Biotechnology, Inc., Cldb: 25021)

PCR Buffer (Magnezyumsuz) (Intron Biotechnology;.|rCat. No: 25021)
Yukleme Tamponu (Intron Biotechnology, Inc., Cat:125021)

Kesim Enzimi Bcd (BioLabs, New England)

Kesim Enzim BSA (BioLabs, New England)

Kesim Enzim Buffer (BioLabs, New England)

Primer Forward (Invitrogen, order date: 29/04/2011)

Primer Reward (Invitrogen, order date: 29/04/2011)

AEC Basic Detection Kit (Ventana, Tucson)
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* Su bazh kapama balzami (Merck)
» Sekonder antikor ER (Thermo, Labvision)
» Sekonder antikor PR (Thermo, Labvision)

* H-GlyArg-Gly-Ser-Pro-OH (Chalbiochem)
* Tyrode’s buffer

* CNBr-Activated Sepharose (Pharmacia)
* Fetal calf serum (FCS)

» Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)

* Phosphate buffered saline (PBS) (Sigma)

5.3 DNAIzolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

DNA izolasyonu ic¢in Invitrogen PureLink Genomic DNMini Kit kullaniimistir.
Kit icerigi sekil 1'de verilmgtir. Cizelgede verilen kit icegi kullanma kilavuzunda
verilen bilgiler d@rultusunda gagidaki sekilde kullanima hazirlanstir;

Tablo 2: DNAIzolasyonunda Kullanilan Kiterigi

PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer 2 ml
PureLink Genomic Digestion Buffer 1.8 ml
PureLink Genomic Wash Buffer | 2 ml
PureLink Genomic Wash Buffer Il 1.5 ml
PureLink Genomic Elution Buffer 2 ml
(10 mM Tris-HCI, pH 9.0, 0.1 mM EDTA) 0.4 ml
RNase A (20 mg/ml) in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, &M EDTA 0.4 ml
Proteinase K (20 mg/ml) in storage buffer 0.2 ml
PureLink Spin Columns with Collection Tubes 10
PureLink Collection Tubes (2.0 ml) 20
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5.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Cozdiler
5.4.1 Nukleotid Karigimi (dNTP)

Nukleotid kargimi, herbirinin degimi 100 mM olan dért ayri nukleotid trifosfat
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP) ana gtmdan ve herbiri i¢in son deimn 2,5 mM olacak
sekilde hazirlandi.

5.4.2 Primer Stok CoOzeltisi

Caligma icin Invitrogen firmasinda sentezletilen liyafé primerler tzerine 100l
ultrapure su eklenerek cgha st@u hazirlandi. Cagma ¢Ozeltisi icin ise her primerin
derisimi 10 pmolfdl olacak sekilde hazirlandi. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda
kullanilan buttn primerler —20 °C’de sakland.

5.5 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltier

5.5.1 Agaroz Jel Cdzeltisinin hazirlanmasi

% 2’'lik ¢ozelti icin, 1,2 gr Agaroz, 60 ml 0.5xTEBinde kaynatilarak tzerine
ceker ocak altinda g8l Etidyum Bromur (10 mg/ml) (DNA gorintilenmesingiilave
edilmistir. Donmasi igin geffaf rengini kaybetmesi) birka¢ dakika ceker oedknda
bekletilmistir. %2,75’lik ¢ozelti icin isel,65 gr Agaroz ile gier tim basamaklar
gerceklsatirildi.

5.5.2 YUritme tamponunun hazirlanmasi

22,5 mL 10x EDTA'dan alinip 450 mL’ye distile steitamamlanngtir. Bu
bicimde 5X lik bir karsim hazirlanmgtir. Agaroz jeli iceren elektroforez tankina

dokalmistar.
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5.5.3 Kuyucuklarin doldurulmasi

Parafin film Gzerine otomatik pipet ile yakik 1 cm aralarla damla damla
yikleme tampon konmgtur. Once 6uL PCR 6rngi alinir ayni pipet ucuna loading dye
damlalarindan biri alinip katirilarak ikinci kuyucuktan bganilarak kondu. Ondeki ilk
iki kuyucuga 0,5’eruL 100 bp DNA merdiven markori yine birer yiklementzonu
damlasi ile kastirilarak kondu. Tam 6rnekler ayri ayri yukleme fonu ile kargtirlip
kuyucuklara konduktan sonra 30 dakika 150 volt #dektroforez cihazinda

yaratilmdstar. Elde edilen bantlar UV altinda incelendi.

5.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR / PZR)

Spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin primerlgrafindan yonlendirilerek,
enzimatik olarak sentezlenmeseklinde tanimlanan ve in vitro bir yontem olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu; DNA replikasyonunureldklerini kullanmaya dayanan
bir tekniktir ve cift iplikli bir DNA molekuliinde bdef dizilere 6zgu iki oligonukleotid
primer, kalip DNA molekull yiksek sicaklik derecelde denatire edildikten sonra,
tek ipliki DNA molekulleri Gzerinde kendilerine @amlayici olan bdlgelerle

melezlenir.

Primerlerin spesifik olarak hedef dizileregtenmasi dilk sicaklik derecelerinde
gerceklgir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve doriggék deoksiribonikleozit
trifosfat (dNTP) varlginda primerin 3 hidroksil ucundan uzamasinigkar. Boylece

kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekill sentezlepotur.

Bir PZR dongusu; denatirasyon, primerleringlaamasi (annealing) ve sentez
olarak adlandirilan U¢samadan olgur. Ardarda tekrarlanan denattrasyon, primer
baglanmasi ve sentez evreleriyle DNA fragmentleri Usdarak artar. Bu Ussel agin
nedeni, bir dongl sonucu sentezlenen Uriiningikrdéongude dier primer igin kalip
gorevi yapmasidir. Boylece her PZR dongusi, DNA ekidli Gzerinde istenilen
bdlgenin iki katina ¢ikmasiyla sonuclanir.
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PZR boyunca biriken Grtnlerin boyu; iki primerinyhove hedef DNA bdlgeleri
arasindaki mesafelerin toplami kadardir. Potansiigbk her donginin %2100 verimle

gerceklatigi varsayilirsa, orngn 20 dongu sonucunda 220 kat driin meydana gelir.

PZR’nin temel bilgenleri; kalip olarak kullanilan DNA molekuili, DNAofmeraz

enzimi, primerler, dNTP kayimi, tampon ve MgGldur.
5.7 Kullanilan Primerler
ITGA2B - F1 (ileri Primer):
Sekans (5 —3") GCT GGG TGG AAG AAA GAC CT
ITGA2B - R2 ( Geri Primer ):
Sekans (5'—3") CTG CTC ACT ACG AGA ACT GGA

5.8 ITGA2B Genilgin Kullanilan PCR Kari simi

PCR reaksiyonu
Stok reaktif Bir PCR reaksiyonu i¢in | Bir PCR reaksiyonundaki
kullanilan hacim, pl son konsantrasyon
10X PCR tamponu 2,0 1X
2.5 mM dNTP 1,6 0.2mM
10 pMileri primer 1,0 0,5 uM
10 uM Geri primer 1,0 0,5 uM
5 U/ul Taq Polimeraz 0,25 0,06 U/ul
Enzimi
dH,O 13,15
Toplam 19,0
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5.9 ITGA2B Geniigcin Kullanilan PCR Programi

Segment 1 (Hold) 95 °C 10 dk
Segment 2(Cycle) 94 °C 20 sn
62 °C 30 sn
72°C 40 sn
Segment 3 (Hold) 72 °C 5 Sn
Segment 4 (Hold) 4°C Sonsuz (99dk00s)

Toplam sure: 5850 saniye (97,5 dakika)

5.10 Kullanilan Kesim Karisimi

Bced igin (50 pl) ;

Restriksiyon Enzim Kesim Reaksiyonu
Stok reaktif Bir tipte kullanilan hacim, gyl  Bir tiggki son konsantrasyon
10 X NE Tamponu | 5,0 1X
100X BSA 0,5 1X
10 U/ul Becel enzimi| 0,25 0,05 U/ul
dH20 34,25
Toplam 40,0

5.11 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA'nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiin elektriksel bir alanda, jel

Uzerindeki gdcine dayanir. Bu goc¢ hizi, molekil idiggiine ve yapisina, jelde
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kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuewet uygulanan akima glaolarak
desismektedir.

Agaroz; kirmizi bir alg tOri olanAgar agatdan izole edilen dgrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢ozunir vgugaldusu zaman polimerde kghkl

hidrojen bglarinin olumu ile jel yapisi olgur, bu olgum geri dongimladar.

DNA'nin agaroz jelde gorunir hale gelebilmesi etiay bromtrin DNA bgari

arasinda hdanarak 300 veya 360 nm’dgigl absorblamasi sonucu fluoresan etki

gostermesi ile olur.

5.12 Restriksiyon Enzimi Kesim Bolgesi
Bcd Restriksiyon Enzimi tanima bolgesi:
5. CCATC(Ny)...3

3.GGTAG(N)...5

Asagidaki dizide primerler ve enzim tanima bdlgesi géibhistir:

CAACCCTCTCAAGGTAAGAGCTGGGTGGAAGAAAGACCTGGGARBIAGBGCEA ITGA2B

F
CCACCGGGGCACCTCTGTGGGCTGGGGTTCGGGGGAGACCTGBABGTCTGREE
CCCCCCCAGGTGGACTGGGGGIMICCCCAGCCCCTCCCCCATTCACCOGST
CACAAGCGGGATCGCAGACAGATCTTCCTGCCAGAGCCCGAGCAGGLOTCASG
GATCCAGI TCTCGTAGTGAGCAGGCTCTCTGGTCTCTGGCCCGGCCTCCCCGGGALCT®26
R
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5.13 DNAizolasyonu
Prensip

PureLink Genomic DNA Mini Kit {nvitrogen, Katalog no: K 1820-00) kullanilarak
kan o©rneklerinden DNA safiariimistir. Bu saflgtirmanin  temelinde DNA'nin
kaotropik silika membrana Benmasi yatar. DNA'lar silika membrana genirken,
hemoglobin, hicresel artiklar ve gdr proteinler, ylkama solisyonu ile

uzaklgtirilmaktadir. Elisyon sonucu elde edilen DNA’I&-20 kb boyutundadir.

Uygulama

Steril bir ependorf tipine 20d tam kan alindi ve Uzerine 20 RNaz A, 20ul
proteinaz K eklendi. Ependorf tlplerinigza kapatilip 1 dakika vortekslendi ve 2 dakika
oda sicakiiinda inkiibasyona birakildiinkiibasyonun ardindan kama 200 pl
Genomic lysis binding buffer eklendi ve dncedenitiazms sicak su banyosunda 55
°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. 10 dakikaradkargimin koyu renge dotiigi
g6zlendi. inkilbasyonun ardindan (zerine 2Q0 %96-100 etanol eklenip iyice

karistirildi.

Ortalama 64Qul olan lizat bir spin kolona aktarilip oda isisintlalakika 10 000
g’'de santriftj edildikten sonra toplama tupiggérildi ve spin kolon temiz bir toplama
tupune kondu. Spin kolona 500 yikama tamponu 1 (6nceden %96-100 etanol ile
hazirlanmg) eklenip oda isisinda 1 dakika 10 000 g’ de stiptedildi. Toplama tlupu
tekrar deistirilip spin 500 pul yilkama tamponu 2 (6nceden %96-100 etanol ile
hazirlanmg) eklenip oda isisinda 3 dakika maksimum hizdariganedildi. Alttaki
toplama tlpU atilarak yeni bir temiz toplama tupkoean spin kolon tzerine 1Q0
eluisyon tamponu kondu. Oda i1sisinda 1 dakika inldilileli. Ardindan oda i1sisinda 1,5
dakika maksimum hizda santrifiij edildi. Bdem bir kez daha tekrarlandi ve sonra filtre
tupt atildi. Elusyon tamponu DNA'nin filtreden ¢ordesini sgladigindan hedef DNA
da tampon ile birlikte epondorf tipine alignaldu. Her eliisyon samasi %60-70

oraninda DNA'y1 spin kolondan ayirmaktadir. Toplatiisyon tampon miktarini ikiye
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bolerek elisyon s@masini iki kere tekrarlamak suretiyle bu oranin a&n %90’a
ctkarilmasi sglanms oldu. Toplama ttupundeki saftaiimis DNA -20 °C’de saklandi.

Izole DNA'nin Ozelligi;

PureLink Genomic DNA Mini Kit [nvitrogen, Katalog no: K 1820-00) kullanilarak
izole edilen izole DNA 20-50 kb boyutundadir ve PiERenzim kesimi icin uygundur.
Elde edilen izole DNA UVgik altinda 260 nm’de absorbans vermektedir.

5.14 Molekiler Analiz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uygulamasi

ITGA2B gen amplifikasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiy (PCR, Polymerase
Chain Reaction) yontemiyle Sekans (5 — 3" ) GCT GGG TGG AAG AAA GAC CT
veR Sekans (5 — 3 ) CTG CTC ACT ACG AGA ACT GG@haimerleri kullanilarak
yapildi.PCR ortami her bir érnek icin; final hacimul genomik DNA, 2ul dNTP (2,5
mM) kargimi, 2 ul pimer forward (10 pmol), 2d primer reward (10 pmol), 0,7pl
MgCl, (50 mM), 10x PCR tamponu ve 0,gDTaq polimeraz olacajekilde hazirlandi .

Amplifikasyon, otomatik bir thermal cycler kullaarbk gercekigirildi. PCR

kosullar laboratuar kgullarimiza uygun olarak modifiye edilerglt sekilde sglandi:

95 oC 10 dakika 1 D6ngl Ilk Denatiirasyon
94 oC 20 saniye Denattirasyon
62 oC 30 saniye 35 Doéngu Primer Bglanma-Annealing
72 oC 5 dakika Uzama-Extension
72 oC 7 dakika 1 Dongu Son Uzama-Final Extension

PCR drtnleri RFLP ve elektroforegamlerinde kullaniimak Gzere -20 °C’de saklandi.
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5.15 Elektroforezislemi

PCR glemi sonrasinda, ITGA2B geninin amplifiye olup olinani kontrol etmek
ve amplifiye olan gen bdlgesinin uzuglinu belirlemek icin agaroz jel elektroforez
islemi uygulandi. PCRslemi sonunda amplifiye edilen gen bdlgesinin uzgnl@44 baz
cifti (bp) olduundan RFLP yapilmadan once go6zlenmesi gereken tekbdnt

gorintulendi.

PCR Urdnlerini (amplikon) belirlemek icin % 2,5'lulagaroz jel hazirlandi.
Hazirlanan agaroz jel taraklarini eritmeyecek 1gljgmesini sglamak icin, manyetik
karistiricida uygun isiya géne kadar kagtirildi. Karistirma esnasinda jel icerisine final
konsantrasyonu 0,ng/ml olacaksekilde EtBr eklendi. Jel uygun isiya sdince jel
kalibina dokulda ve jel taraklarn yegteilerek katilgmasi beklendi. Yaklkak 1-2 saat
sonunda jel tamamen kattektan sonra jele gomull taraklar cikarildi ve gell
elektroforez tankina yegerildi. Elektroforez tankinin igine yerérilen jelin tst kismi
tamamen tampon ile Ortulinceye kadar elektroforamkit yiritme tamponu ile
dolduruldu. PCR 6rneklerinin tizerine 1/6 oranindab®ya ylkleme solisyonu eklendi
ve iyice kargmas! sg@lanan drneklerin her biri otomatik pipet yardimiayucuklara
yuklendi. Elde edilen bandin uzuglinu tespit etmek amaciyla 12100 bp’lik marker
(100 bp DNA Ladder) kullanildi. Orneklere 120 voklakim uygulanarak 30 dakika
yuratuldd. Elde edilen DNA bantlari jel goruntulersistemi yardimiyla gorunttlendi.
Gozlenen bantlarin molekiler uzuply DNA standarti ile karlastirilarak yaklgik
olarak belirlendi. Elde edilen gorinti kaydedilesaklandi.

5.16 Restriksiyon Enzimi Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi(RFLP) Islemi

Restriksiyon enzimi (Bccl) mikrolitrede 2,5 Unitéacaksekilde hesaplanrtir.
10x NE tamponu, kesim reaksiyonunun gercggddesi toplam 50 mikrolitre de 1X
olacak bicimde kullaniingtir. Oncelikle, 40 pL reaksiyon karmi hazirlanip tizerine 10
pl PCR orngi ilave edilerek, toplam 50 pl lik hacimde kesigtemi gercgekletirilmi stir.
Reaksiyon gece boyu 37°C’da bekletymiardindan 65°Cda 20 dakika tutularak
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restriksiyon enzimi dezaktive edilgtir.. Elde edilen Griin 100 bp merdiven markor
esliginde agaroz jelde vydrutulmive UV sigl altinda gorintilenen bantlar

degerlendirilmistir.

5.17immunhistokimyasal Boyama

Olgulara ait hematoksilen eozin (HE) boyali pregpler isik mikroskobunda
incelendi ve dgerlendirildi. Her olgu i¢in uygun parafin bloklaregldi. Parafin
bloklardan immunohistokimyasal calisma icin pozigdrzli lamlar Uzerine rotary
mikrotom cihazi ile 4 mikrometre kaliginda kesitler alindi. Parafin bloklardan alinan
kesitler 60 °C’lik etiivde bir gece boyunca bekttiiOtoimmunstainerda boyanmak
Uzere slaytlar Uzerine ER ve PR antikorlarina itgkol barkodlari yagtirildi. Slaytlar
Ventana AEC Basic Detection ticari kiti kullanilar&entana Benchmark XT model
otoimmunstainerda boyandi. Cihazdan alinan slag0aiC’lik sabunlu suda yikandi. 60
°C’lik etiivde 15 dakika inkibe edilen slaytlar sazb kapama balzami ile kapandi.

Mikroskopik degerlendirme yapildi.
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Normal hicr:

Tumor hicresi

Resim 1:immunhistokimyasal boyamada ER pozigifli

L S
E oF ] .-.-r.";'; : T -q-." Timor hiicres
B ';-.:f:lm =3y %-?7_7 tamor hiicre
-~

£ T g, 3 =

R L Sl

Normal hiicr

i
Resim 2:immunhistokimyasal boyamada PR pozigifli
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5.18 Glikoprotein lIb/llla izolasyonu

5.18.1 Trombosit ekstraktinin hazirlanmasi
Ug Unite izole trombosit 1 mM Cadteren Tyrode tamponuyla t¢ kez yikandi. 800

g'lik santriftjin ardindan, pelet (5 ml), 10 mM fag 150 mM NacCl, 1mM Cagl 1
mM MgCl, phosphate-buffered saline (PBS) ve PMSF icergnls&arsim ile stispanse
edildi. Siispansiyon €'de 15 dakika inkibe edildikten sonré&CAde 20 dakika 30,000

g'de santriftij edildi. Santrifij sonrasi ham trorstioekstrakti stipernatan icerisinde
kald.

5.18.2 Afinite matriksin hazirlanmasi
a. 3.5 g of CNBr-Activated Sepharoz 15 dakika 1 i®I ile yikandi.

b. 100 mg GRGDSP-peptid ,50 ml 0.1 M NaHE@®.5 M NaCl tamponu (pH 8.3)
icinde ¢6zuldd, ve geceboyﬁ@tde inktibe edildi.

c. a and b materyalleri ek olaralcade 1 gece daha inkibe edildi.

d. Stspansiyon 0.1 M NaHG®&0.5 M NaCl tamponu (pH 8.3) ile yikand.

e. Suspansiyon tzerine 50 ml 0.1 M Tris-HCI (pHe8)endi ve oda isisinda 2 saat
inkube edildi.

f. Suspansiyonsagida belirtilen g farkli tampon ¢6zeltiyle yikandi;

1. 0.5M NaCl+0.1 M NaCHCOO pH 4,5
2. 0.5M NaCl+ 0.1 M Tris-HCI pH 8,5
3. 0.5 M NaCl+0.1 M NaCHCOO pH 4,5

PBS ve PMSF kagimi affinite matriksine konularak,bu keim ham trombosit 6zt

ile 4°C'de gece boyu inkiibe edildi.
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5.18.3 Gpllb/llla izolasyonu

Gece boyu siren inktibasyondan sonra afinite mdiégiana toplanarak?(:’de 50
ml denge tamponuyla yikandi. Bakilde proteinler matrikse Bnms oldu. Akis hizi
0.96 ml/dakika olan fraksiyonlar toplandi. Prot&mnsantrasyonlari Lowry metodu ile
tespit edildi.

SDS-PAGE elektroforezi % 15 (w/v) gliserol iceren @luk poliakrilamid jelde
calisildi. Yurutme tamponu icin % 10’luk SDS ve 1.5 MisFHCI (pH 8.8) kullanild.
Ornekler 0.4 mip-merkaptoetanol kullanilarak hazirlandi. Proteimdiari Coomassie
Brillant Blue ile boyanarak goruntulendi. Molekulafirhik markérleri olarak; miyosin,
(205 kDa);B-galaktosidaz, (116 kDa); fosforilaz b, (97 kDa)yvme serum albumin, (66
kDa); ovalbumin, (45 kDa); ve karbonik anhidrazl&alldi (29 kDa).

5.19 Verilerin Degerlendirilmesi

Caligilan ITGA2B geninin NCBI veri bankasina gore 344 adet tek edikdilik
polimorfizmi bulunmaktadir. Caimamizda rs5911 referans numarall polimorfizm
incelenmitir.

Bu polimorfizmin nikleik asit olarak nomenklatiri2621T>G (NM_000419.3),
amino asit duzeyindeki nomenklatiri  p.lle874Ser _(00®410.2) olarak
adlandinimaktadir. Bu polimorfizm 30 eksordlLGA2B geninin 26 inci eksonunda ve
integrin alfa-llb &ir zincir formunun Gzerinde yer almaktadir.

ITGA2B-F1 ve ITGA2B-R2 primer cifti 244 baz ciftlikbir bdlgeyi
cogaltmaktadir. Bccl enzimi ise bu bandi genotipe gdiakli noktalardan
kesmektedir.Kesim sonrasinda; 31, 78, 135 bazkgifthntlarin elde edilmesinormal
homozigot T/T genotipini, 78,166 baz ciftik bamtla elde edilmesipolimorfik
homozigot G/G genotipini, 31, 78, 135, 166 baz likiftbantlarin elde edilmesi
isepolimorfik heterozigot T/G genotipini gostermediir.
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5.20istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak derlendiriimesi SPSS 16.0 (Chicago, IL) kullanilarak
yapilmstir. Surekli dgiskenler ortalam + standat sapma (SD) olarak ifadérlezh
kategorik dgiskenler ylzde dilimi olarak verilngiir. Farkli genetik polimorfizmler ile
histolojik verilerin ve prognostik parametrelerirarlastiriimasi Chi-square testi ve
Pearson correlation testi kullanilarak yapgmi P deerinin 0.05 in altinda olmasi
istatistiksel olarak anlamli kabul edilgtir.
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6. BULGULAR

Tablo 3: Hasta ve kontrol grubunun demografik eeril

yas

59,5

Minimum  Maksimum Ortalama
N (Say1)
yas
Hasta
(Meme 30 31 83
Kanseri)
Kontrol 24 32 59

51.38

Standart
Erkek Kadin
sapma
14.16 0 30
7.03 0 24

Calismada hasta grubunu 30, kontrol grubunu 24 olgytwimaktadir. Olgularin

cinsiyetleri say! olarak tablodadir. Hasta ve kohgrubu sigara icmeyen bireylerden

olusmustur. Kontrol grubuna saikl bireyler dahil edilmgtir. Hastalardan 28 tanesi

patolojik olarak invaziv duktal karsinom, 2 tanesiaziv miks karsinom tanisi algtir.

Tablo 4: Hasta grubunun haplotip gdami, yas ve meme kanserine ait prognostik

parametreleri gosteren tablo.

Genotip Yas Histolojik Nukleer Tamor Lenfovaskiler  Lenf Nodu ER PR
Grade Grade Capi invazyon Metastazi

1 GG 51 Il 1 1,3cm YOK VAR + +

2 TT 61 1l I 3cm VAR VAR + +

3 GG 49 Il 1 4,5cm VAR VAR + +

4 TG 80 I I 1.5cm YOK YOK + +
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

TT

TG

TT

GG

GG

TT

TG

TG

TT

TG

TT

TT

TT

TG

TT

TG

GG

TG

TG

TG

TG

52

62

69

42

53

75

44

49

39

81

83

48

68

42

72

74

31

75

55

58

63

3,4cm

2,8cm

3,2cm

55cm

2,5cm

2,4 cm

2cm

4 cm

45cm

2cm

4 cm

4 cm

3,5cm

45cm

2cm

4 cm

4 cm

45cm

2,8 cm

2cm

3,5cm

YOK

YOK

VAR

VAR

VAR

VAR

VAR

VAR

VAR

VAR

VAR

YOK

YOK

VAR

YOK

VAR

YOK

YOK

YOK

YOK

VAR

YOK

YOK

VAR

VAR

VAR

YOK

VAR

VAR

VAR

VAR

VAR

YOK

YOK

YOK

YOK

YOK

YOK

YOK

VAR

YOK

VAR
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26 TG 61 I I 1,5cm YOK YOK +

27 TG 44 Il Il 3,5¢cm VAR VAR -
28 TG 80 I I 25cm VAR VAR -
29 TG 57 I I 0,9 cm YOK YOK +
30 TG 67 I Il 1,5cm YOK YOK +

HIS.GRADE: Histolojik grade, NUK.GRADE: Niikleer grad&ENFOVAS. INV: Lenfovaskiiler

invazyon, L.N. MET: Lenf nodu metastazi, ER: Ostrojeseptor, PR: Progesteron reseptor.

Hasta grubuna ait ortalama tumor capi 3,0433+£1,Q76d’'dir (min:0,9 max:5,5).

Tumor capi ile ygarasinda bir ikkiye rastlanmanstir.

Sekil 4: Yaga gore tumor ¢capi buyikii

2. & & B
®
Tumor &
sapl & & @
cm '
- &
- &
L]
0,90 &

I I I I I T
30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
yas
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Tablo 5: Hasta grubu timar caplari genotigitiani

genotip Toplam
tt 99 tg

Tumor 0,90 0 0 1 1

capi
1,30 0 1 0 1
1,50 0 0 3 3
2,00 1 0 3 4
2,40 1 0 0 1
2,50 0 1 1 2
2,80 0 0 2 2
3,00 1 0 0 1
3,20 1 0 0 1
3,40 1 0 0 1
3,50 1 0 2 3
4,00 2 1 2 5
4,50 1 1 2 4
5,50 0 1 0 1

Toplam 9 5 16 30

Tamor capi ile genotip durumu incelepidide aralarinda istatistiksel olarak bir
fark yok (p=0, 322). En kiguk tumor ¢apina sahipthag polimorfizmi gosterirken,
en buyldk tumor ¢capina sahip hasta gg polimorfiznirtaktadir.
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Sekil 5: Hasta grubu genotiplere gore timor cap kliikleri

5,00

4,00=

TUmor cag
cm

3,00™

2,00

1,00=

tt g9 tg
genotip

Normal ya da polimorfik genotipe sahip olmak timgépini arttirmamaktadir.

Tablo 6: Hasta grubu genotiplere gore leaghiiler invazyon durumu

genotip Toplam
Lenfovaskiler
invazyon tt ag tg tt
Yok 4 2 8 14
Var 5 3 8 16
Toplam 9 5 16 30

Lenfovaskiler invazyon ile genotip durumu incelendie istatistiksel olarak bir fark
yok (p=0,915). Homozigot polimorfik (gg) veya heteigot polimorfik (tg) olmak lenf

nodu metastazi riskini arttirmiyor.
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Tablo 7: Hasta grubu genotiplere gore lenf noduastatzi durumu

genotip Toplam
Lenf nodu
metastaz| tt ag tg tt
Yok 5 1 9 15
Var 4 4 7 15
Toplam 9 5 16 30

Lenf nodu metastazi ile genotip durumu incelgmdle istatistiksel olarak bir fark yok

(p=0,339). Homozigot polimorfik (gg) veya heteraztigpolimorfik (tg) olmak lenf nodu
metastazi riskini arttirmiyor.

Tablo 8: Hasta grubu genotiplgoee ER poz./neg. durumu

genotip Toplam
ER tt ag tg tt
Neg. 1 1 4 6
Poz. 8 4 12 24
Toplam 9 5 16 30

Ostrojen reseptor vagivyoklugu ile genotip durumu incelenginde istatistiksel olarak
bir fark yok (p=0,707).
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Tablo 9: Hasta grubu genotiplere gore PR poz./degimu

PR tt
Neg. 1
Poz. 8
Toplam 9

genotip
g9 tg
1 2
4 14
5 16

Toplam
tt
4
26

30

Progesteron reseptor valyoklugu ile genotip durumu incelenginde istatistiksel

olarak anlaml bir igki yok (p=0,887).

Tablo 10: Hasta grubu genotiplere gore histolgjikde durumu

Histolojik grade
Il
1

Total

tt

genotip
g9 tg
0 13
5 3
5 16

Total
tt
22

8

30

Homozigot polimorfik (gg) olmak histolojik gradel [timor igin istatistiksel olarak
onemli bir risk faktérd (p=0.000). gg genotipli &éyerin hepsi histolojik grade 1l

timaore sahiptirler.
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Tablo 11: Hasta grubu genotiplere gore nikleerghdumu

genotip Total
Nukleer grade tt ag tg tt
Il 7 0 5 12
[l 2 5 11 18
Total 9 5 16 30

Homozigot polimorfik (gg) olmak nikleer grade llinhér icin istatistiksel olarak dnemli

bir risk faktoru (p=0.010). gg genotipli bireylerepsi nukleer grade Il timore
sahiptirler.

Tablo 12: Kanserli olgularin ve kontrol grubangenotipleri

Genotip Olgular Kontroller
TIT (%30) (%33,3)
T/G (%53,3) (%60)
GIG (%16,6) (%6,7)

Olgu ve kontrol gruplari arasinda genotigidian1 agisindan bir fark yok.
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7. TARTISMA

Memenin luminal hiicrelerinden eksprese edlieegrin alpha2betal normal meme
dokusunun ve epitelinin morfogenezinde Onemli rghayan major bir integrindir
.Meme kanserlerinde integrin alpha2 ekspresyonudawn-regilasyonu metastatik
davrang ve adeziv 6zelliklerin kaybolmasiyla @antilidir. High grade karsinomlarda
aksillar lenf nodu metastaziylaskili olarak alpha2 ekspresyonunda anlamli bigigu
saptanmtir.

Integrin alpha2beta3 meme kanserinde gerdneoplazmlarda da salgilanmaktadir.
Tumor biyolojisinde 6zellikle metastaz formasyonakid bu rol; trombosit aracil
tumor hicre adezyonu ve metastatik kaskatkkilili olabilecesini distindturmektedir.
Glikoprotein Ibalpha tumér hicre aracili tromboagregasyonunda yer almaktadir.
Glikoprotein Ibalphanin meme kanserinde ekspresydaki de&isimler high stage ve
aksillar lenf nodu ya da uzak organ metastazligkilidir.

Eldeki verilere gbre saptanan polimorfik genetikittiékler adeziv molekullerinin
fonksiyonunu ya da ekspresyonunu etkileyerek menaesitkomlarinin biyolojik
agresyon ve risk galimini degistirebilir. Bu durum ITGA2 ekpresyonun kanser giefii
ve ITGAZ2 genotipiyle meme kanseri riski arasindhkkiyi aciklayabilir.

Son yapilan c¢ajmalar yeni molekuler markerlarin biyolojik davrglar ile
tedaviye yanitlarini tanimlamaya gahistir, Her2neu overekpresyonu bunun en guzel
ornesidir. TUumor biyolojisinde Ozellikle metastaz fornyasunda trombositlerin sirece
katihmi 6nceden kabul edilgtir. Tamor hicre indiktan trombosit agregasyonu
integrinalphallbbeta3 arggyla metastaz kaskadinda tumor htcrelerinin  endotel
yapsmasl, ekstravazasyon ve angiogeneldetli etkilere neden olmaktadir. Ayrica
bazi trombosit reseptorleri 6zellikleri integrirphb2betal, alpha2beta3 ve glikoprotein
Ibalpha epitel hicreleri tarafindan eksprese d@itir timor hicrelerinden salinimlari

motilite, invazyon ve hicresel diferansiyasyonigkilidir.
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Calismamizda ITGA2B geni ¢.2621T>G polimorfizmi acisindanserli hastalarda
lenf nodu metastazi, lenfovaskiler invazyon ve timg@piyla ilgki saptanmangtir.
Buna r&men beta3 integrin T/T genotip stgcilarinda meme kanseri riski daha
yiksektir. Genotip 1565T/T aksiler lenf nodu medastve 2 cm den buyik timor
capiyla ilgki bulunmutur.

Bazi calgmalarda birbirine zit sonuclar elde ediitm Bir calismada ITGA2
genindeki iki polimorfizm (Phe253Phe, Glu534Ly®) meme kanseri riski arasinda
ili ski bulunurken, dier bir calsmada bu ikki saptanamamtir (Bray 2000). Yapilan iki
calsmada s6z konusu tek nikleotid polimorfizmlerininmtir evre ve dereceleri

Uzerindeki etkisi zit bulunngtur.

Bizim argtirmamizda gg genotipine sahip olmanin kanserlidiasia histolojik,
niikleer evre ve dereceleri Uzerinde istatistikéalak arttirici etkisini saptadik. Buglne
kadar en cok caima integrin genlerinden ITGB3 deki Leu33Pro tek nikitot
polimorfizmi tzerine yapilngtir. Meme kanserli hastalarda yapilan iki galada Pro
alleli ile lenf nodu tutulumu arasindgkl saptanirken gier daha kicuk bir ¢gimada
bununla cekkili olarak Leu alleli ile lenf nodu tutulumu arasia ikiki saptanmgtir
(Langsenlehner et al 2006) (Wang-Gohrke et al 2005)

Bu biyolojik dezisiklikler integrinlerin ekspresyonu ile meme kandastolojik evre
ve aksiler lenf nodu metastazi arasindaki klinikpa¢olojik korelasyon ile acgiklanabilir.
Genetik polimorfizmler bireylerarasi g#ilik ve farliliktan sorumludurlar. Béylece son
gunlerde bunlarin yaygin ve kompleks hastaliklagelisiminde asil genetik unsur
oldugu disunulmuiktedir. Bu bglamda integrin alpha2betal, alpha2beta3 ve

glikoprotein Ibalpha ve ¢er trombosit proteinlerini etkileyen polimorfizmler

Ayala ve ark. glikoprotein Ibalpha polimorfizmi ileeme kanseri arasinda bigkii
bulamamglardir. Ayala ve arkintegrin alpha2 nin C807T ve G1648A polimorfizmleri
acisindan meme kanserli hastalar ve kontrolleriradasistatistiksel ac¢idan anlamli

farklihklar gérememglerdir.
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Biz de aratirmamizda ITGA2B geni ¢.2621T>G polimorfizmi agidan meme
kanserli hastalar ve kontroller arasinda istatsgtik agcidan anlamh farkhliklar

goremedik.
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