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OZET

Kilig, S. (2011). S100A4 Gen Varyantlari Ile Metastatik Meme Kanseri
Arasindaki Iliskinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglk Bilimleri
Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Kalsiyum baglayict oldugu bilinen S100A4 proteininin metastatik
potansiyeline iliskin Ozelliklerin model sistemlerde arastirilmasinda, genin
C-terminal ucundaki bazi aminoasit rezidiilerinin 6nemli oldugu ve bu
aminoasit rezidiilerinde olusan delesyonlarmn/yanhs anlamli mutasyonlarin
metastatik potansiyeli azalttigi gosterilmistir. Calismamizda, metastatik
potansiyeli tesvik etmede 6nemli oldugu bildirilmis S100A4 geninin C-terminal
ucundaki genomik varyasyonlar ile S100A4’tin kalsiyum baglama kapasitesi-
serum kalsiyum diizeyi arasnda bir iliskinin olup olmadigmi arastirmak
amaciyla bolgenin dizi analizi ve total serum kalsiyum Olgiimleri yapildi
S100A4 geni C-terminal bolgesi dizisinin hasta ve kontrol gruplarinda farklilik
gostermedigi ortaya kondu. Total kalsiyum diizeyleri 6l¢timlerinde, duktal in
situ karsinoma (6,2+1,0 mg/dL) ve metastatik meme kanseri hastalarma ait
degerlerin (7,2+0,9 mg/dL) kontrol grubundan (8,9+0,6mg/dL) anlam1 derecede
farkli oldugu (p<0,001), aynm1 zamanda duktal in situ karsinoma ve metastatik
meme kanseri hasta gruplarma ait degerler kendi iclerinde birbirleriyle
karsilagtirildiginda anlamli derecede farkli olduklar1 gosterildi (p<0,001).
Metastatik meme kanserli hastalardan kemik metastaz1 olanlarin (7,4+0,5
mg/dL) total kalsiyum degerlerinin diger organlara metastazi olan hastalara
gore (6,7+0,7mg/dL) anlamli derecede daha yiiksek oldugu ortaya kondu
(p<0,001).

Anahtar Kelimeler: S100A4, Meme Kanseri, Metastaz, Kalsiyum

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 4273
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ABSTRACT

Kilig, S. (2011). Investigation of Relationship Among Genetic Variants
of S100A4 and Metastatic Breast Cancer. Istanbul University, Institute of Health

Science, Department of Basic Oncology. M.Sc. thesis. Istanbul.

The characteristics of S100A4 gene which is known as a calcium binding
protein associated with metastasis, it has been presented that the aminoacids
which exist on the C-terminal domain of S100A4 gene is crucial for metastatic
potential. In the study, we investigated genomic changes on C-terminal
domain of S100A4 gene and total serum calcium levels. Variations on the C-
terminal domain were determined by DNA sequencing of 141 samples collected
from 117 patients with DCIS and metastatic breast cancer and 16 healthy
controls. Total serum calcium levels were measured by quantitative
colorimetric method. The alterations on C-terminal region of S100A4 gene were
not found in our study groups. Total calcium levels of DCIS group
(6,2+1,0 mg/dL) and metastatic group (7,2+0,9 mg/dL) have been found
significantly (p<0,001) lower than the control group (8,9+0,6 mg/dL). The
statistical significance (p<0,001) have also been found to exist both among the
patients with DCIS and patients with metastatic breast cancer. Moreover, serum
calcium levels of patients with bone metastasis (7,4+0,5 mg/dL) were found

significantly (p<0,001) higher than the rest of metastasis group (6,7+0,7 mg/dL).

Key Words: S100A4, Breast Cancer, Metastasis, Calcium

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, kadmnlarda goriilen kanserlerin = %23'tinii
olusturmakta ve bu hastaliga yakalananlarm %40 min hayatmi kaybettigi
bilinmektedir. Tiirkiye’de kadmnlarda meme kanserinin goriilme orani
%24,1’dir [1]. Ulkemizde her yil 10.000 yeni meme kanseri vakas: gelistigi
ve bat1 bolgelerdeki vaka sayismmin dogudakinin 10 katt oldugu
bildirilmistir [2, 3]. Meme kanseri sebebi ile 6liimiin baslica nedeni primer

tiimorden uzak bolgelerde metastatik odaklarin gelismesidir.

S100A4 geninin birgok kanser tiirtinde hiicrelerin metastaz
gelistirmesine yardimc: oldugu gosterilmistir. Ismail T.M. ve arkadaslar:
S100A4 geni C-terminal bolgesini transfekte ederek gerceklestirdikleri
calismada, metastatik aktivitenin degistirilebildigini gostermislerdir[4].
Calismamizda, S100A4 geninin metastaz gelistirmede ©Onemi oldugu
diisiiniilen C-terminal bolgesindeki genetik bozuklugun incelenmesi ve
hasta gruplar1 arasindaki total kalsiyum seviyelerinin metastaz gelisimi ile
iligskisi olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir. Calismanin yapilacag:
deney gruplari, metastaz yapma 6zelligi olmayan in situ duktal karsinoma
(DKIS) tanili hastalar ile metastatik meme kanseri tanili hastalardan
secilmistir. Ayrica, incelenecek bolgenin genetik yapisin - Tiirk
popiilasyonundaki 6zelligi bilinmedigi igin, saghkli kisilerden olusan ve
deney gruplarmin yaslari ile bire bir karsilik gelen kontrol grubu da ilave
edilmistir.

Calismada S100A4 geninin C-terminal bolgesindeki DNA dizisi ve
total kalsiyum degerleri, hastalarmn klinik parametreleri ile karsilagtirilmis

ve s0z konusu genin C-terminal bolgesinin metastatik meme kanserinin

gelisimi agisindan 6nemli olup olmadig1 degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme kanseri

Kanser hastaligina ait tiim verilere bakildiginda meme kanserinin
kadinlar arasinda en sik rastlanan kanser tiirti oldugu bildirilmistir. Genel
olarak diinya ¢apinda her yil 1.000.000’dan fazla kadin meme kanseri tanisi
almaktadir. Meme kanseri tanisi almis kadmnlarin 400.000"inden fazlasi bu
hastalik nedeniyle hayatlarin1 kaybetmektedirler [5]. Son 50 yildaki verilere
bakildiginda meme kanseri insidansmin arttifi ancak mortalitesinin

degismedigi gozlemlenmistir [6].

2.1.1. Meme kanserinin siklig1

Kadinlarda meme kanseri goriilme siklig1 kitalara, tilkelere ve hatta
ayni iilkede yasayan farkli etnik kokene sahip gruplara gore degisiklik
gostermektedir. Amerika’da beyaz irkta meme kanseri goriilme siklig:
0,00105 iken siyahi irkta meme kanseri goriilme sikligi 0,00087 olarak
bildirilmistir [7]. Avrupa kitasmin giineyinde ve dogusunda meme kanseri
sitkligmin az olmas: ise bu bolgelerde sanayilesmenin daha az olmasi ile
iligkilendirilmigtir.

Yasa gore bir inceleme yapildiginda, 30 yas Oncesi meme kanseri
vakalarinin nadir oldugu, menopoz doneminde riskin aktif {ireme
donemindekine gore biraz azaldigi, postmenopoze donemde de yavasca

artan bir siklikla karsimiza ¢iktig1 bilinmektedir [8].

2010 yilinda kadinlarda goriilen kanserlerin  %28'ini meme
kanserinin olusturacag1 beklenmektedir (Sekil 2-1) [9]. Meme kanseri

bolgesel kanserler arasinda siklig1 en fazla olan kanser tiirtidiir [10].
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Sekil 2-1: 2010’da kadinlarda goriilmesi beklenen kanser tiirlerinin siklig: [9]

2.1.2. Meme kanserinin mortalitesi

Meme kanseri mortalitesi yasa bagli olarak artmakla beraber {ilkeler
arast farklilik  gostermektedir. Ingiltere’deki ~mortalite oranimin
Japonya’dakinden on kat fazla oldugu ve bu degerin diinyanin en yiiksek

mortalite degeri oldugu bilinmektedir [11].

Meme kanseri nedeni ile gerceklesen Oliimlerin baslica sebebi,
primer tiimorden ayrilarak dolasim yolu ile viicuda dagilan timor
hiicrelerinin uzak bolgelerde tiimor odaklar1 meydana getirmesidir [12].
Metastatik meme kanseri, sagkalim ortalamasi 18-24 ay olan ve tedavi
edilemeyen bir hastaliktir [13]. Uzak metastaz yapmis meme kanseri igin
kiir elde etme sansinin olmadig: yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir [14].
fleri evredeki meme kanseri hastalarinin gogunda kemik metastazlari
oldugu gozlenmektedir [15]. Fakat kanser hiicrelerini uzak metastaz

yapmaya yonlendiren mekanizmalar hentiiz aydinlatilamamuistr.

2.1.3. Meme kanserinin histopatolojik siniflamasi

Meme kanseri histopatolojik olarak Tablo2-1" de [16] gosterildigi gibi

siniflandirilmaktadair.



Tablo 2-1: Meme kanserinin histopatolojik siniflandirilmasi
L Memenin Epitelyal Ttimorleri
A- Benign Timorler
a) Intraduktal papillom
b) Meme basi adenomu
c¢) Adenom
B- Malign Tiimorler
a) Invaziv olmayan tiimorler
i. In situ duktal karsinom
ii. In situ lobiiler karsinom

b) Invaziv olan Tiimorler

i. Invaziv duktal karsinom

ii. Intraduktal bilesenleri baskin invaziv duktal karsinom
iii. Invaziv lobiiler karsinom

iv. Miisinoz karsinom

V. Mediiller karsinom

vi.  Papiller karsinom

Vii. Tibiler karsinom

viii. Adenoid kistik karsinom

ix. Sekretuvar (juvenil) karsinom
X. Apokrin karsinom
Xi. Metaplastik karsinom

c) Meme basmin Paget karsinomu

II. Memenin konnektif doku ve epitelyal doku karisik tiimorleri

IIT. Memenin gesitli timorleri
IV. Siniflandirilamayan tiimorler

V. Meme displazisi-fibrokistik hastalik



VI. Memenin tiimore benzer lezyonlar:

Invaziv olmayan karsinom tiirlerinden olan in situ duktal
karsinomlarda (DKIS) malign hiicrelerin ¢ogalmasi, duktuslar ile
membranla c¢evrili bogluklar igerisinde simirlidir. DKIS'nin komedo,
papiller, solid, kribriform ve mikropapiller karsinom gibi alt tiirleri
bulunmaktadir [16]. Bu alt tipler ile niiks gelisimi arasinda bir iliskinin
oldugu belirtilmis ve komedo tip karsinomlarin niiks riskinin diger alt
tiplerden daha fazla oldugu bildirilmistir [16, 17]. In situ lobiiler
karsinomlar (ISLK) ise lobuluslar1 doldurup genisleten tek tipte, yuvarlak,
kiiglik ve kohesiv olmayan hiicrelerin ¢ogalmasi ile belirgindir [16]. DKIS ve

ISLK tiirlerinin ikisinde de bazal membran tutulumu gériilmemektedir.

Invaziv duktal karsinomlar, invaziv karsinomlarin en sik gériilen alt
tipidir. Bu tip tiimorler, diizensiz sinirhidir ve stromaya dogru ince
uzantilar olustururlar. Ayrica bu tiimor dokusunda nekrotik odaklar

gortilebilir ve i¢ kisimlardaki kas dokusuna invaze olabilirler [16].

Intraduktal bilesenleri baskin olan invaziv duktal karsinomda
invaziv karsinom alaninin %25 veya daha fazlasi intraduktal karsinoma

hiicrelerinden olusmaktadir [16].

Invaziv lobiiler karsinomada ise (ILK) doku smurlar1 diizensizdir ve
gozle goriilir bir kitle olusturmayabilir. Ttimor hiicreleri normal duktuslar
etrafinda halkasal sekilde siralanirlar ve hedef tahtas1 goriintimiine sahip
olabilirler. %70-95'i Ostrojen reseptorii pozitif, %60-70'i progesteron
reseptorii pozitiftir. Pleomorfik tip disinda HER-2/neu genellikle negatiftir
[16].



Misin6z karsinomlar, hiicre disina saldiklar1 miisindz madde
icerisinde ¢ogalan karsinomlardir. Hormon reseptorleri genellikle pozitif,

HER-2/neu negatiftir ve prognozlari iyidir [16].

Mediiller karsinomlarda nekroz ve kanama sik goriiliirken hiicre
simirlart  belirgin  degildir. Immiinohistokimyasal &zellikleri IDK’lere

benzemektedir [16].

Papiller karsinomlar seyrek goriiliirler. Timor dokusunda papiller
yapilara rastlanir ve daha c¢ok postmenopoze kadinlarda goriilmektedir

[16].

Tiibiiler karsinomlar IDK ile ayn1 goriintiiye sahip fakat daha kiigiik
hiicreli, iyi diferansiye tek tip hiicrelerden olugsmaktadirlar. Hemen hemen

hepsinde 6strojen ve progesteron reseptorii pozitif, erb-b2 negatiftir [18].

Adenoid kistik karsinomlarin agresiflik potansiyeli distikttir.

Histolojik olarak tiikiiriik bezi tiimorlerine benzer yapidadirlar [18].

Sekretuvar karsinomlar nadir goriilen, diisiik gradli, prognozu iyi
olan geng¢ hastalarda goriilen karsinomlardir. Hasta yasi ilerledikge

prognozun kotiiye gittigi bildirilmistir [18].

Apokrin karsinomu meydana getiren hiicreler, invaziv ve
intraduktal karsinoma hiicrelerinin apokrin 0Ozellik igeren tiirlerinden
olusurlar ve prognostik acidan diger invaziv duktal karsinomlardan
farklar1 yoktur. Apokrin karsinomlarm g¢ogu kistik hastalik sivi proteini

(GCDEFP-15/ Gross Cystic Disease Fluid Protein) pozitiftir [19].

Metaplastik karsinomlar diger tiirlere gore daha kotii prognoza
sahip olan, agresif seyreden, yiiksek gradli ve nadir goriilen lezyonlardir.
Tim malign meme lezyonlarmin %1’den azmi olustururlar [20, 21]. Bu

karsinom tiirtinde hormon reseptorlerinin anlatim diizeylerinin diistik



oldugu gozlenmistir [22]. Bu karsinomlarda, lokal niiks riski invaziv duktal

karsinoma gore daha ytiksektir [23].

2.1.4. Meme kanserinin molekiiler tipleri

Meme kanserinde molekiiler alt tipler, sagkalim, sistemik ilag
tedavisine yanit, niiksiin saptanmasi ve prognozun belirlenmesi nedeniyle
onemlidir. Yapilan calismalarda farkli meme kanseri tiirlerinde cesitli
molekiillerin anlatimlarmnin farkli oldugu gozlenmis ve Tablo 2-2'de

goriilen molekiiler alt siniflar belirlenmistir [17, 24, 25].

Tablo 2-2: Meme kanseri molekiiler alt tipleri
1. Luminal Hiicre Benzeri

-Luminal A

-Luminal B
2. Bazal Hiicre Benzeri
3. Erb-B2 pozitif olanlar
4. Normal (siniflandirilamamais)

Luminal A ve B gruplar1 dstrojen reseptdrii (OR) agisindan pozitif
gruplardir. Luminal A tipi yaklasik %45 oraninda goriilen, diisiik gradls,
diferansiye ve kemoterapiye yanit1 iyi olmayan ancak hormon tedavisine
iyi yanit veren, kabul edilebilir diizeyde sagkalim oranina sahip olan kanser
tirtidiir [26]. Luminal A grubunda Ostrojen reseptoriiniin anlatimi luminal
B grubundan daha fazladir. Luminal B grubuna dahil baz: vakalarda erb-B2
pozitifligi goriilmektedir [27, 28]. Luminal A ve Luminal B gruplarinda p53

gen mutasyonlarina sik rastlandig: bildirilmistir [29, 30].

Bazal hiicre benzeri alt tipi, hormon reseptorleri agisindan negatiftir.

“Triple negatif” olarak adlandirilan olgular bu gruba dahildirler [28]. Son



zamanlarda, bazal hiicre benzeri grubun da kendi altinda heterojen gruplar
barindirdigt  ve bu nedenle alt gruplara ayrilmasi gerektigi

dastnulmektedir [29, 30].

Bazal hiicre benzeri ve erb-B2 pozitif olan tiimorlerde uzak metastaz
gelistirme riski daha fazladir. Luminal A tip meme kanseri en iyi prognozu,

luminal B tipi ise orta diizeyde iyi prognozu gostermektedir [31].

Fan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada meme kanseri icin prediktor
onemi olan “70-gen isareti” [32, 33], “Yara yanit1” [34, 35], “Rekiirrens
skoru” [36] ve “Intrinsik biyolojik alt tipler” [25, 27, 31, 37] olmak tiizere
dort farkli gen anlatim profil sistemi test edilmistir. Bu ¢alisma sonunda
dort farkli anlatim profili sisteminin standart klinik prediktorlere gore
prognostik acidan ¢ok Onemli veriler sagladigi bildirilmistir. Meme
kanserinin, bazal hiicre benzeri, HER2(+) ve ER(-) ya da luminal-B olarak
smiflandirilan alt tipleri “70-gen isareti”, “Yara yamit1” ve “Rekiirrens
skoru” modellerine gore kotii prognoz grubunda degerlendirilen alt

tiplerdir [38].

2002 yilinda ilk kez Van’t Veer ve arkadaslarinin ileri stirdiigii “70
gen isareti” isimli gen anlatim profilinde, lenf nodu negatif ve timor
bliytikliigti 5cm’den kiigiik olan meme kanseri vakalar: 5 yil takip edilmis
ve uzak metastaz gelistiren ve gelistirmeyen vakalara ait dondurulmus
tiimor doku orneklerinde ¢ok sayida genin anlatim profilleri incelenmistir.
Bu incelemenin sonucunda 70 genden olusan bir grubun prognozu tahmin
etmede son derece yararli oldugu gosterilmistir [32,33]. Buna gore
prognozunun iyi olmasi beklenen hastalara sadece hormon tedavisi
uygulayarak, hastalar1 kemoterapinin toksik etkilerinden korumanin
miimkiin olacagi ileri stirtilmiistiir. 2008 yilinda FDA tarafindan onaylanan

ve MammaPrint® ismi verilerek patentlenen “70-gen isareti” prognostik



faktor olarak kullanima sunulmustur [39]. MammaPrint® halen EORTC
blinyesinde MINDACT (Microarray In Node-negative and 1 to 3 positive
lymph node Disease may Avoid ChemoTherapy) isimli ve 6000 hastay1
kapsayan bir faz III calismasi olarak yiirtitiilmektedir [39, 40].

“Rekiirrens skoru” 0Ostrojen reseptorii pozitif, lenf nodu negatif olan
vakalarda 21 genin anlatimina bakilarak 10 yil i¢indeki rekiirrens tahmin
degerini veren anlatim panelidir [36]. Klinikte risk gruplarinmi belirlemek
amaciyla <18, <18-31<, 231 seklinde skorlama yapilmakta ve bu sisteme
gore <18 skora sahip vakalarin en diisiik rekiirrens riski tasiyan ve
kemoterapiden en az fayda gorecek grup oldugu, >31 skora sahip vakalarin
ise en yiiksek rekiirrens riskine sahip olup kemoterapiden en ¢ok fayda
gorecek grup oldugu kabul edilmistir [39, 41]. Boylece diisiik riske sahip
olan vakalarin sadece hormon tedavisi almasi, yiiksek riske sahip vakalarin
ise kombinasyon tedavisi almasmin dogru olacag: bildirilmis ve bu anlatim

paneli Oncotype Dx® olarak adlandirarak patentlenmistir [39].

Timor stromasi ile yara iyilesmesi arasindaki benzerliklerden yola
cikilarak birtakim genleri “Yara yanit1” adi verilen bir grupta toplayarak
anlatim profili c¢alismalar1 yapilmistir [39]. Gruptaki genlerin yiiksek
anlatim gosterdigi vakalarda prognozun kotii oldugu bildirilmistir [35].
Finak ve arkadaslarinin, timor yatagi ve normal stroma hiicreleri
kullanarak yaptiklar1 26 gen iceren “Yara yarut1” anlatim analizleri
sonucunda; prognozu belirlemede, “Yara yamit1” anlatim profil sisteminin
“70 gen isareti” anlatim profili sistemine gore daha belirleyici oldugunu

gostermislerdir [39, 42].

2.1.5. Meme kanserine genetik yatkinlik

Genetik yatkinlik, meme kanserine yakalanan kadinlarm 9%5-30"u

arasinda goriilmektedir [43-45].
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Tim meme kanserlerinin yaklasitk %25'inin ailesel oldugu
bildirilmistir [45]. Baz1 tiimor baskilayici genlerin mutasyona ugramis
formlarmin ailesel olarak aktarimi, kanserin daha erken yaslarda ortaya
c¢ikmasina neden olabilmektedir [46]. Ailesel meme ve over kanserleri
vakalarinin %5-10'unda BRCA1, BRCA2, CHEK?2, TP53, PTEN genlerinde
mutasyonlar oldugu bildirilmistir. Bunlar arasindan BRCA1 ve BRCA2
genleri yiiksek penetransh ve meme kanseri yatkinlig ile iligkili genlerdir
[45]. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin populasyondaki tahmin edilen siklig:
sirastyla 1/800 ve 1/1000 olarak hesaplanmistir. Bu iki genin prevalansmin
ise etnik koken ve cografik bolgelere gore farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Meme ve over kanseri vakalarmmn timi goz oOniinde
bulunduruldugunda bunlarin arasnda BRCA1 mutasyonu tasima
sikliginin  %1-7 civarinda, BRCA2 mutasyonunun ise %1-3 civarinda

goriildiigii bildirilmistir [45].

2.2. S100 proteinleri ailesi

5100 gen ailesi, hiicre ici ve hiicre dis1 bir¢ok aktiviteyi diizenleyen
mekanizmalarda rol oynayan 20 genin olusturdugu bir ailedir. S100 ailesi,
ismini amonyum siilfat ¢ozeltisinde %100 oraninda ¢oziinebilme
yeteneginden Otiirti almistir. Bu gen ailesinin {iyeleri, biinyelerinde
N-terminal ve C-terminal heliks-dongii-heliks modelinde EF-el yapisi
olarak adlandirilan bir yap1 tasimaktadirlar ($ekil 2-2). Molekiiler agirliklar:
9-12 kDa arasinda degisen bu molekiiller [47, 48] genellikle homodimerler
veya heterodimerler halinde bulunurlar ve asidik Ozellik gosterirler [49].
Biyolojik olarak aktif olabilmeleri homodimerler ya da heterodimerler
halinde bulunmalarina baglidir [50]. Homodimer yap1y1 olusturmak icin iki
EF-el bolgesi 6zel bir baglanti (H) noktasi ile birbirlerine tutunurlar.

C-terminal uctaki EF-el bolgesinin hemen ardindan gelen C-terminal uzant:
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dizisi yer almaktadir. S100 ailesi proteinlerini birbirinden ayiran 6zellik, H

bolgesinin uzunlugu ile C-terminal baz dizisinin farkliligidir [47].

Nmm

H 11 H 111

Sekil 2-2: S100 Proteinlerinin genel sekli; H I, HII, HIII, HIV; Heliks dongti
heliks yapilari, L1 ve L2; kalsiyum baglanma bolgeleri, H: baglant1

bolgesi.
EF-hand EF-hand
Mon-Cannonical Cannonical
Hinge Variable
R’Bﬂlﬁn Damain
c
Helix | Helix [I Helix 1 Helix IV

Ca"” “ Target Protein

Anlmra!lol %
S100 dimer Anfiparallel
Ca-loaded
Target Protein S100 dimer

Sekil 2-3: S100 proteinlerine kalsiyum baglanmasi ve hedef proteinler ile
etkilesimi [51]

Bugiine kadar kesgfedilen 5100 ailesi proteinlerinin her birinin farkl
gorevlere sahip oldugu gosterilmistir [52]. S100 ailesindeki proteinlerin
genel rolii hiicre morfolojisini diizenlemektir. Bunlar arasinda

mikrotiibiiller, mikrofilamentler, intermediate filamentler, miyozin,
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tropomiyozin gibi hiicre iskeleti elementlerinin yapimi ya da yikilmasi ile
hiicre iskeleti bilesenlerine ait dinamiklerin kontrolii, hiicre biiytimesi,

hiicre iskeleti, hiicre dongiistiniin kontrolii gibi gorevler sayilabilir [47, 53].

5100 ailesi proteinlerinin kanser olusumundaki rolii tam olarak
bilinmemekle beraber bu aileye mensup proteinlere Kkalsiyumun
baglanmasiyla protein molekiiliiniin yapisinda meydana gelen sekilsel
degisikliklerin diger proteinlerle etkilesimi degistirdigi ve kansere yol actig1
diistintilmektedir [47]. S100 ailesi proteinlerine kalsiyum baglandiginda
homodimer ya da heterodimer yapilarinda sekilsel degisiklik meydana
gelmekte ve bu degisiklik hedef proteinlerle etkilesimi saglamaktadir (Sekil
2-3) [51].

2.2.1. S100A4
S100A4 geni, 20 farkh tiyeyi igeren S100 ailesinin bir tiyesidir. Bu

gen, farkli zamanlarda farkli bilim adamlar: tarafindan klonlandigindan
kesfedildigi ilk andan gliniimiize kadar MTS1, P9Ka, FSP1, CAPL,
calvasculin, PEL98, metastasin, 18A2 ve 42A gibi bir¢ok farkli isimle
anilmistir [54, 55].

S100A4 geni, 1. kromozomun q kolunda lokalize olan ilk iki ekzonu
anlatim yapmayan 4 ekzonlu bir gendir [54]. S100 ailesinin diger tiyeleri
gibi S100A4 molekiilii de hiicre i¢i kalsiyum iyonlar: tarafindan diizenlenir
[56]. 101 amino asitten olusan S100A4 proteini kalsiyum baglayan iki EF-el
tasimaktadir [49]. C-terminal ugta bulunan kalsiyum baglayici bolgenin

afinitesi N-terminal ugtaki bolgeden 100 kat daha fazladir [47].

S100A4 proteinine kalsiyum baglandiginda, hedef proteinlerin
baglanmasmi kolaylastiran bir sekil degisikligi meydana gelir. Katlanan
molekiilde hidrofobik cepler olusur [49]. Kalsiyum iyonunun

baglanmasiyla sekil degisikligine ugrayan S100A4 molekiilii p53, kas dis1
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miyozin II, tropomiyozin ve F-aktin gibi hedef proteinlerle etkilesime

girmektedir [56-59].

S100A4, kas ve kas dis1 hiicrelerdeki miyozin ile etkilesim halinde
olan bir molekiildiir [53, 57-63]. S100A4’tin bir¢ok hiicre soyunda kas dis1
tropomiyozini bagladigi ve mikrofilamentler ile yer degistirdigi
bildirilmistir [53, 58, 63, 64]. NIH-3T3-fibroblast hiicre soyunda S100A4’tin
kas dis1 tropomiyozine baglandigi ve mikrofilament destelerinde hiicre
iskeleti proteinleri ile iligki i¢inde oldugu gosterilmistir [53]. Bu etkilesimin
gerceklesmesi ile kas dis1 miyozin agir zincirinin protein kinaz C (PKC) ve
kazein kinaz (CK-2) tarafindan fosforillenmesi engellenmis olur [50, 59].
S100A4, PKC’ye bagimli olarak miyozin agir zincirinin fosforillenmesine
engel olur. Bu durum metastatik hiicrelerde hiicre iskeleti dinamiklerini

degistirir [53].

Yapilan c¢alismalarda, S100A4 geninin metastazda Onemli bir
mekanizma olan epitelyal hiicrelerin mezenkimal hiicrelere degismesi
(EMT) sirasinda meydana gelen fibrozisin gostergesi oldugu bildirilmistir
[65]. S100A4 “fibroblast 0zglin protein” ismini (FSP1) bu o6zelliginden

dolay1 almstir [65].

Metastatik tiimor hiicre soylarinda ve epitelden mezenkimal tipe
gecis yapan hiicrelerde S100A4 gen anlatiminin yiiksek oldugu
gosterilmistir [54]. Ayrica, insan hiicrelerinde S100A4 gen anlatiminin
degismesinde [(-katenin ve ekstraseliiler faktorlerin rol oynadig:
gosterilmistir [54, 66, 67]. SI00A4 mRNA diizeyinin metastatik meme
kanserli farelerde metastatik olmayanlara gore daha yiiksek oldugu ve aym
iliskinin meme kanser hiicre soyu ile benign hiicre soyu arasinda

bulundugu bildirilmistir [68-70].
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S100A4 proteininin C-terminal bolgesindeki 82’den 101’inci
pozisyona kadar olan aminoasitlerin degisime ugramasmin metastatik
potansiyeli degistirdigi ileri siiriilmiistiir. C-terminal ugta bulunan 82-101.
aminoasitlerin metastaz potansiyeli, bu bolgede olusturulan delesyonlarin
incelenmesiyle agiga kavusturulmaya cahsilmistir. Bu  bolgedeki
delesyonlarla olusturulan mutant genler sicanlara transfekte edilmis,
bunlari metastaz ve invazyon yetenekleri arastirilmistir. Bu arastirmalarin
sonucunda mutasyona ugratilmis gen bolgelerine sahip sicanlarda
metastatik progresyonun daha yavas oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, 100
ve 101. pozisyonlardaki iki lizin aminoasidinin alanin aminoasidine
dontistiirtildiigii transfekte mutantlarla farelerde metastatik aktivitenin
geriledigi gosterilmis ve bu iki lizin aminoasidinin metastatik potansiyel
acisindan onemli oldugu kanitlamistir[4].

Metastatik olan ve olmayan meme kanserinde, S100A4 geninin
metastatik aktiviteyi degistirdigi one siiriilen C-terminal bolgesinin yapisal

farkliliklarini ortaya koyan bir calisma hentiz literatiirde mevcut degildir.

2.2.2. S100A4’iin prognostik onemi

S100A4 proteininin bir¢cok kanser tiirtinde prognostik faktor
olabilecegi gosterilmistir. S100A4 geni gerek prognostik ve metastatik
potansiyeli degistirme yoniinden, gerekse tedavi agisindan hedef olabilecek
bir molekiildiir [71]. Insan tiimor hiicrelerinde S100A4’{in varlig1 ve bu
hiicrelerdeki anlatim diizeyi, hastaligin seyrini belirleyici bir faktor
olabilir[55]. Rudland ve arkadaslari, 349 hastay1 igeren calismalarinda,
timor Orneklerinde S100A4 proteini negatif olarak saptanan hastalarin
%80’inin 19 yillik takibin ardindan sag olduklarmi, S100A4 pozitif olan

hastalarin ise sadece %11’inin hayatta kaldigmi bildirmislerdir. Yine aym
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calismada S100A4’iin evre-I ve evre-Il meme karsinomlu hastalar icin

sagkalimda ¢ok onemli prediktor bir molekiil oldugu vurgulanmustir [72].

2.2.3. S100A4’iin metastazdaki rolii

Timoér olusumu ve metastazda kompleks mekanizmalar rol
oynamaktadir. Bu karmasik mekanizmalardan biri de S100A4 molekiiliine
iliskin bulgulardir [4, 73-75]. Bunun disinda S100A4 gen anlatiminin,
hiicrelerin birbirlerine ve bazal laminaya tutunmasinda onemli bir faktor
olan E-kaderin (CDH1) geni ile ters iliskili oldugu ve sagkalim siiresinde

azalmaya ve metastaz gelisimine yardimci oldugu bildirilmistir [76, 77].

S100A4’tin C-Terminal bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin
miyozinIIA molekiiliine baglanma yetenegini azalttig1 gosterilmistir. Buna
bagli olarak in vitro kosullarda hareket ve invazyon yetenegi daha diistik,
in vivo kosullarda ise metastaz yapabilme kabiliyeti daha az olan hiicrelerin
meydana geldigi bildirilmistir [4]. C-terminal bolgenin metastatik aktiviteyi
arttirma agisindan onemli oldugu, bu bolgede olusturulan transfeksiyonlar

ile daha 6nceki ¢alismalarda da ispatlanmaistir [4].

S100A4 geninin farkli bircok kanser tiirii i¢in prognostik Onemi
oldugu farkl ¢alismalarla gosterilmistir [72, 78-80]. Helfman ve arkadaslar:
yaptiklar1 arastirmalar sonucu S100A4'{in tiroit, meme, melanoma, prostat,
mide, kolorektal ve mesane kanseri gibi kanser tiirleri ile iliskisi oldugunu
ve S100A4 gen anlatimi artisinin timor agresifligini belirleyen lenf nodu
metastazi, invazyon derinligi ve peritoneal yayilim gibi bir¢ok faktor ile

dogru orantili oldugunu gostermislerdir [71].

2.3. Total kalsiyum

Kalsiyum hiicre dongiisiiniin ve transkripsiyonun kontrolii, hiicre
farklilasmasi, hiicre motilitesi, apoptoz gibi bircok hayatsal fonksiyonu

kontrol edebilen ¢ok yonlii bir iyondur [81, 82].
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Periferik kanda total kalsiyum konsantrasyonu 8,5-10,5 mg/dL
degerleri arasinda olmak tizere dar bir aralikta tutulmaktadir (Tablo 2-3)
[82]. Total kalsiyum diizeyi Olgiiliirken lipemik ya da hemolizli kan
ornekleri yaniltic1 sonuglara neden olmaktadir. Bu nedenle dogru sonucun

alinmasi igin 6lgtim yapilacak gerecin dikkatle segilmesi gerekmektedir [82].

Kanda fizyolojik olarak aktif olan serbest kalsiyum iyonlar1 “iyonize
kalsiyum” olarak adlandirilmaktadir. Kalsiyumun, bikarbonat ve sitrat gibi
anyonlar ile bilesik olusturdugu tiirtiine “kompleks kalsiyum” adi
verilmektedir. [yonize ve kompleks kalsiyum genel olarak “diffiize olabilen
kalsiyum” olarak tanimlanmaktadir. Ciinkii bu molekiiller biyolojik
membranlardan gegme yetenegine sahiptir. Albtimin ve globulinlere bagh
olarak bulunan kalsiyuma ise “proteine bagli kalsiyum” denir ve proteine
bagli olan kalsiyum kompleksi membranlardan gecemez. Proteine baglh
kalsiyumun %80 kadari albumine, geri kalan1 da globulinlere baglanir.
Proteine bagh kalsiyumun gorevi, iyonize kalsiyumun siddetli artis:
esnasinda tampon gorevi goriip serbest kalsiyum konsantrasyonunu ve

etkilerini %50'lere kadar degistirmesidir [83].

Kalsiyumun proteinlere baglanmasinda pH 6nemli bir parametredir;
alkali ortamlarda proteine bagh kalsiyum artar ve iyonize kalsiyum azalir.
Bunun nedenlerinden biri baglanma noktalarinda hidrojen ve kalsiyum
arasmnda kompetitif bir durumun ortaya c¢ikmasi, digeri de albiimin
molekiiliiniin konfigiirasyonunun pH ile degismesidir. Ortam pH"1
ylikseldiginde bikarbonat azalir ve kalsiyum bikarbonat olusamadig: icin

iyonize kalsiyum miktar1 azalir [83].

Kalsiyumun homeostatik sistemini etkileyen faktorler paratiroid
hormon (PTH), D vitamini ve magnezyumdur. Iyonize kalsiyumdaki kiigiik

bir azalma PTH sekresyonunun hizli bir sekilde artmasina neden olur ve
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kemikteki kalsiyumun serbest birakilmasmi kolaylastirir. Kemikteki
kalsiyumun serbest kalmasi, D vitamininin aktif formu olan 1,25-
dihidroksikolekalsiferol (1,25-DHCC) molekiiliiniin varligin1 gerektirir.
PTH'1n bu etkisi ile, kalsiyumun kemikten ekstraselliiler siviya taginmasi
saglanir. Tyonize kalsiyum yeterli diizeye ulastiginda, PTH osteoklastlarin
sayisinda artisa neden olarak kemik yapiminmi hizlandirir. Ayni zamanda
PTH'1n, bobrek {tizerine etkisi sayesinde serum kalsiyumunun dengesi de
saglanmis olur. PTH, renal kortekste bulunan reseptorlere baglanip adenilat
siklaz enzimini aktive ederek siklik adenozin monofosfat (cAMP) artisim
saglar, kalsiyum ve magnezyumun tiibiiler geri emilimini arttirir ve fosfat,

sodyum, bikarbonat, potasyum ve aminoasitlerin geri emilimini azaltir [83].

D vitamini serum kalsiyum seviyesini arttirmada farkh
mekanizmalar kullanmaktadir. 1,25-DHCC, PTH'in kemik tizerindeki
etkisini diizenleyen bir enzimdir. Ayrica D vitamini, intestinal kalsiyum
emilimini, kemik rezorpsiyonunu ve kalsiyumun tiibiiler geri emiliminin
arttirnlmasini saglamaktadir. Kalsiyumun intestinal geri emilimi ve kemik
rezorpsiyonu {izerindeki etkisi asilinda aktif metabolit 1,25-DHCC’e
baglidir. Bunun yaninda baska metabolitler de serum kalsiyum diizeyi
tizerinde farkli etkiler yaratabilmektedir. Kalsiyum konsantrasyonunu
diizenleyen diger metabolitler arasinda fosfor ve magnezyum da sayilabilir.
Serumdaki fosfat seviyesindeki artis, kalsiyum konsantrasyonunu
diisiirmektedir. Bunun sebebi kalsiyumbifosfatin fazla tiretimidir.
Serumdaki fosfat konsantrasyonunun azalmasiyla, iyonize kalsiyum ve

kemigin ekstraselliiler sivisindaki kalsiyumun artis1 gergeklesir [83].
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Tablo 2-3: Kalsiyum iyon degerleri ve oranlari [83]

Kalsiyum degerleri |Desilitre Basina mg (mg/dL) | Yiizde (%)
Iyonize (Serbest) 4.40 44
Diffiize olabilen, Total 5.60 56
Proteine Bagh 4.60 46
Kompleks 1.00 10
Total 10.00

2.3.1. Kalsiyum sinyal mekanizmasi

Hiicre fonksiyonu igin gerekli kalsiyum vya hiicre igindeki
intraseliiler kalsiyum depolarindan ya da ekstraselliiler alandan plazma
membranini gecerek hiicreye diffiize olan kalsiyum iyonlariyla saglanir.
Hiicre iginde kalsiyumu en ¢ok depolayan ve kalsiyum sinyalinde gorev
alan organel endoplazmik retikulumdur. Kalsiyumun ¢ok miktarda

bulundugu diger organeller mitokondri ve niikleustur [84].

Kas hiicrelerindeki kalsiyum kaynag1 sarko-endoplazmik retikulum
icinde depolanan kalsiyumdur. Kalsiyum iyonunun sarkoplazmik
retikulumdan akisi ise iki farkli Kkalsiyum kanali araclig ile
yapilmaktadir[85]. Bu kanallardan birincisi, inositol 1,4,5-trifosfat
reseptorleri (InsPsR), ikincisi de ryanodin reseptorleri (RYR) olarak
bilinmektedir. InsPs, hiicre ici kalsiyum deposu olan endoplazmik
retikulum {izerindeki reseptorlere baglanarak kalsiyumun serbest
kalmasinda gorev alir. InsPs’iin, kalsiyumun mitokondriyal olmayan
depolarindan kalsiyum akisini saglamada gorevli oldugu bilinmektedir.
InsPs reseptorleri ti¢ gesittir ve {ig¢li birbirinden farkh 6zellikteki kalsiyum
dalgalar ile aktive olur. RYR, intraseliiler kalsiyum akisini saglayan diger
bir reseptordiir. RYR'lerin ligand: yine kalsiyumun kendisidir, bu nedenle

“Kalsiyum ile indiiklenen kalsiyum reseptorleri” olarak isimlendirilir [84].
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RYR’lerin sinyal iletme yetenegi, sitoplazmadaki kalsiyum, magnezyum,
adenozin trifosfat (ATP) ve fosforilasyon ile diizenlenir. Magnezyum
inhibitor etki yaratirken ATP, RYR'yi aktive eder. Sitoplazmada kalsiyum
iyon konsantrasyonu 1-10uM arasinda oldugunda kalsiyum kanallar: agilir

ve konsantrasyon ImM"in altina indiginde kapanir [86].

Sarko-endoplazmik retikulum ayni zamanda hiicre igerisindeki
kalsiyum depolarmi sarko-endoplazmik retikulum kalsiyum pompalar:
(SERCA) aktivitesi ile tekrar doldurarak intraseliiler kalsiyumun

azalmasinda rol alir [85].

Plazma membranindan kalsiyum gecisini diizenleyen farkl
mekanizmalar ve kanallar bulunmaktadir (Sekil 2-4). Bunlar voltaj ile
calisan kanallar, ligand bagimli kanallar ve kalsiyum depolar: ile konrol
edilen kanallardir ve her kanala ait farkl: calisma mekanizmalariin oldugu

bildirilmistir [86].

Extracellular

Sekil 2-4: Kalsiyuma bagli sinyal mekanizmasi ve gorevli baz1 proteinler [87]
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2.3.2. Kalsiyum sensorleri

Hiicre iginde ¢ok sayida ve farkli gorevler yapan kalsiyum baglayici
proteinler bulunur. Bunlardan bazilar1 tampon gorevi yapar, bazilar: ise
kalsiyum sinyal iletisine aracilik eder ve bunlar genel olarak “kalsiyum
sensoOrleri” olarak adlandirilirlar. Troponin-C ve Calmodulin gibi bazi
kalsiyum sensorlerinin gorevleri hakkinda bilgi sahibi olunmasina ragmen
5100 proteinleri ile Anneksin’lerin kalsiyum ile iligkili sinyal ileti yollarmnda
nasil bir rol oynadiklar1 konusunda detayli bilgi bulunmamaktadir [88].
Weber ve arkadaslarinin yaptigr c¢alismada, malign melanomda S100B
proteininin p53 gen anlatimini baskiladig: bildirilmistir [88, 89]. SI00B'nin
p53 timor baskilayict geni {izerindeki etkisinde kalsiyumun bir rolii
olabilecegi iizerinde durulmustur. Kalsiyum sinyal mekanizmalar:
hakkinda arastirmalar yapan Berridge ve arkadaslarinin, yaymladiklar:
calismada Anneksin’ler ve S100 proteinleri gibi kalsiyum baglayic
proteinlerin hiicre ¢ogalmasinda da temel rol oynadigin ve arastirilmalar:

gerektigini vurgulamistir [88].

2.3.3. S100A4 ile kalsiyum iligkisi

Ortamda kalsiyum yoklugunda S100A4 protein konsantrasyonunun
2uM’'m  altinda oldugu, kalsiyum varhiginda ise 20uM diizeylerinde
olciildiigii ve dimerizasyon ya da oligomerizasyonlarin meydana geldigi
bildirilmistir [90, 91]. Buradan da anlasildig1 tizere, S100A4’in diger
proteinlere baglanmasi ve biyolojik olarak aktif hale gegmesi icin ortamdaki

total kalsiyum konsantrasyonu son derece onemlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hasta ve Kontrol Gruplar
Hasta grubu, 2009-2010 tarihlerinde 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi

Cerrahi Anabilim dalina bagvurmus 35 DKIS tanili hastanin periferik kan
ve serum Ornegi ile 1.U.Onkoloji Enstitiisii, Patoloji bilim dali arsivinde
DKIS’lu 4 hastanin parafin blok doku 0rnegi dahil olmak {izere toplam 39
vaka (n=39) (T+sd, 58,42+11,04) ve i.U.Onkoloji Enstitiisii'ne basvurmus
metastatik meme kanserli hastalara (n=50) (T+sd, 53,76+12,20) ait periferik
kan ve serum orneklerinden olusturuldu. Ayrica 1994-1998 tarihleri
arasmnda toplanan 12 metastatik meme kanserli hastanin ayni kisiye ait
tiimor doku, normal doku ve periferik kan 6rnekleri de hasta grubuna dahil
edildi (n=12) (T+sd, 61,0+8,50). Kontrol grubu olarak yas ve cinsiyet
acisindan hasta grubu ile uyumlu kisilerden alinan saglikli periferik kan ve

serum Ornekleri (n=16) (T+sd, 54,6+8,52) kullanildi.

Kontrol grubu, bobrek ve karaciger ile iligkili bir hastalig1 olmayan
ve uzun siireli ila¢ kullanmayan saglikli kisilerin periferik kan ve serum
ornekleri ile olusturuldu. Konrtol grubu yas ve cinsiyet olarak hasta
gruplari ile eslestirildi. Aymi yas grubunda olan 6 hastaya karsilik 1 saglikli
kontrol segildi. Calismaya dahil edilen hasta ve incelenecek hasta materyali
secimi S100A4 geninin hiicre icindeki gorevi ile bu genin Tiirk
populasyonundaki durumu hakkinda bilgi verecek sekilde yapildi. Hasta
ve kontrol gruplari ile deney gruplarinda incelenen gerecin dagilimi Tablo

3-1 de verildi (Tablo 3-1).
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Tablo 3-1: Kontrol ve deney gruplari ile gruplarda 6rnek dagilimi

Ornek Dagilimi
Gruplar Vaka Sayis1 P.Kan ve Serum Doku
DKIS 39 35 4
Metastatik Meme Kanseri 62 62 24
Kontrol Grubu 16 16 -
Toplam 117 113 28

Calisma 1.U. Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali
Kanser Genetigi Bilim Dali laboratuvarinda gergeklestirildi. Calisma 6ncesi
1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'ndan onay alindi (Etik Kurul Onay
Tarihi 16.09.2009, Say1:2552). Ornekleri alman tiim hastalara ve kontrol
grubuna calismanin kapsamii detaylar ile anlatan goniillii onam formu

imzalatildi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve KiT’ler

Borik Asit (HsBOs) [MERCK]
Gliserol [MERCK]
Sodyum Asetat (CHs:COONa) [MERCK]
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) [MERCK]
Trisma Base (hidroksimetil aminometan) [MERCK]
Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]
Etidyum Bromid (EtBr) [SIGMA]
Fenol [SIGMA]

Proteinaz K [SIGMA]



Etilen-Diamin-Tetraasetikasit (EDTA)

Agaroz

Dizi Analizi Kiti - DTCS Kit

PZR Uriinlerini Saflastirma Kiti
Primerler

Taq Polimeraz

Magnezyum Kloriir (MgCl)

DNA Marker

dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

[SIGMA]

[SIGMA]

[BECKMAN COULTER]
[ROCHE]

[IDT]

[TALRON BIOTECH]
[TALRON BIOTECH]
[FERMENTAS]
[FERMENTAS]

Kolorimetrik Kantitatif kalsiyum tayin kitii BIOASSAY SYSTEMS]

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Yiiksek Hizli1 Sogutmali Santrifiij

Sogutmali Ependorf Santrifiij

Santritiijler, Sogutmasiz

Thermal Cycler

Mikropipetler

pH-Metre

Yatay Gel Elektroforez Tanklar1 ve
Jel Dokme Sistemleri

Vorteks

Dizi Analizi Cihaz1

Bidistile Su Uretim Cihaz

Iyonize Su Uretim Cihaz

Ultra Derin Dondurucu (-80°C)

Derin Dondurucu (-30°C)

NanoDrop Spektrofotometre

Gel Dokiimantasyon Sitemi

SpeedVac Konsantrator

Ettivler (37°C ve 56°C)

Mikrodalga Firin

[HERAEUS]
[HERAEUS]
[HETTICH, JUAN]
[TECHNE]
[GILSON]

[N.E.L]

[BRL]

[FINEPCR]

[BECKMAN COULTER]
[INCEKARALAR]
[LABCONCO]
[SANYO]

[SANYO]

[THERMO SCIENTIFIC]
[BRL]

[LABCONCO]

[NUVE]

[ARCELIK]

23
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Magnetik Karistirict [NUVE]
Mikrokuyucuk Okuyucu RT-2100C [RAYTO LIFE AND
ANALYTICAL SCIENCES CO]
3.1.4. Kullanilan tampon ve ¢6zeltiler
3.1.4.1. DNA izolasyonu ve jel elektroforezinde kullanilan tampon ve
cozeltiler
Hiicre Parcalama Tamponu
e 10mM KHCO3
e 155mM NH4(Cl]
e 0.1mM EDTA (pH =8,0)

SE Tampon Cozeltisi
e 75mM NaCl
e 25mM EDTA (pH =8,0)
e 30mM Tris-HCI (pH =8,0)

TE Tampon Cozeltisi
e 20mM Tris-HCl (pH =8,0)
e 1mM EDTA (pH=8,0)
10X BEB Yiikleme Tamponu
e %1 SDS

¢ 5mg Bromfenol Mavisi
e 2mL Gliserol
10XTEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon Cozeltisi
e (.88 M Borik Asit
e 5M Tris
e (.02 EDTA (pH=8,0)
%0.8'LIK AGAROZ HAZIRLANMASI

o 0.8 gr Agaroz,
e 100mL 0.5X TEB

e 5uL Etidyum Bromiir (10mg/mlL)

Etidyum Bromiir: 10mg/mL
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Proteinaz K: 20mg/mL

Fenol/Kloroform: 1:1

3.2. Yontem

3.2.1. Tam kandan DNA izolasyonu

Calismada hasta ve kontrol grubundan alman 10mL periferik kan

orneklerinden Tablo 3-2’deki akis diyagramina gore DNA izole edildi.

Tablo 3-2: Fenol-Kloroform Yontemi ile Tam Kandan DNA izolasyonu

1.

10.

11.

10 mL tam kan + 20 mL hiicre parcalama tamponu
—~iyice karistirildi

+4°C’de 30 dk. bekletildi.

- parlak kirmizi renk olusmus olmalidir.

3000g’de 10 dk. Santrifiij edildi

- tiplin dibinde beyaz renkli pellet olustu, tist faz atilda.
Beyaz renkli pellet + 10 mL hiicre parcalama tamponu

- pellet ¢oziilene kadar vortekslendi

3000g 10 dk. Santrifiij edildi

- Ust faz atild1

Beyaz renkli pellet + 4,5 mL SE Tamponu + 500 uL %10 SDS +
30 uL Proteinaz K (20mg/mL) eklendi

- vortekslendi.

37°C’de gece boyu inkiibe edildi

+5mL SE tamponu + 10mL Fenol/Kloroform (1:1) eklendi
- vortekslendi

3000g’de 5dk. Santrifiij edildi

- vortekslendi

Ust faz + 10mL Fenol/Kloroform (1:1) eklendi

- vortekslendi

3000g’de, 5 dk. Santrifiij edildi

- vortekslendi
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12. Ust faz +20 mL izopropanol = DNA bulutu elde edildi.

13. DNA bulutu izopropanolden arindirilarak tiipten ¢ikarildi ve
500 pL TE tamponu i¢inde ¢ozildii

14. Kullanilana kadar +4°C’de, uzun siireli olarak ise -80°C’de
saklanda.

3.2.2. Horizontal agaroz jel elektroforezi

Fenol-kloroform yontemi ile elde edilen, TE tamponunda ¢oziilmiis
DNA oOrneklerinin 1pL’si 9uL. BFB-yiikleme tamponu ile karistirilarak
agaroz jele yiiklendi (Sekil 3-1) ve 150-180V arasinda elektroforez edildi.

Elektroforez sonucu DNA'nin saglamligi UV altinda gortintiilenerek

belirlendi.
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Sekil 3-1: Horizontal agaroz jel elektroforez diizenegi

3.2.3. Tam kan 6rneginden serum ayristirilmasi

Kan Ornekleri, hastalardan 6zel vakumlu serum tiiplerine 5 mL
alindi ve 1500 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek serum fazi, lenfosit ve
eritrositlerden ayristirildi. Santrifiijleme sonrasinda serum fazi iistte kaldi.

Eritrositlerden olusan hiicre faz1 ise dibe ¢oktii. Islem sonucunda iist fazda
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toplanmis olan serum, pipet yardimu ile alinarak ultra derin dondurucuya
dayanikli tiiplere ayristirildi. Her bir serum tiipti -80°C ultra derin

dondurucuda total kalsiyum diizeyi 6l¢iilene kadar sakland:.

3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

3.2.4.1. Primer dizayni

Calismamizda, C-Terminal bolgesinin metastaz  potansiyeli
gelistirme agismndan 6nemli oldugu gosterilen S100A4 proteininin 82-101.
kodonlar arasmi kapsayan Forward (5-CCTCCCTGAACTCTGGTCTG-3")
ve Reverse (5-TTAGTCACCCTGCATCCCTC-3') olmak tizere iki ayri
primer “Oligo Analyser” bilgisayar programi kullanilarak dizayn edildi
(www.idtdna.com). S100A4 geninin C-terminal ucuna ait primerlerin

cogaltacag1 bolgenin uzunlugu 545 baz cifti olarak hesapland..

3.2.4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu kosullar1

S100A4 geninin C-terminal bolgesinin ¢ogaltilmasi igin dizayn edilen
primer cifti ile hasta ve kontrol grubu 6rnekleri polimeraz zincir reaksiyonu
ile ¢ogaltild1. Polimeraz zincir reaksiyonu 50uL’lik hacimde Tablo 3-3'de
bildirilen bilesenler kullanilarak Tablo 3-4’de detaylar: verilen program ile

gerceklestirildi.



Tablo 3-3: PZR igerigi

28

1 Reaksiyon I¢in (V=50uL);

10X PZR Tamponu 5uL
10mM dNTP Karigimi 1,2 uL
25mM MgClz 2,5 uL
30mM F-Primer 0,4 uL
30mM R-Primer 0,4 uL
5u/uL Taq 0,5 uL
dH0 39 uL
DNA o6rnegi (250ng) 1 uL
Tablo 3-4: PZR kosullar:
PZR Adimlari Sicaklik (°C) Stiire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 4 dk.
Denatiirasyon 94 20 sn.
2x Dongti Yapisma 65 20sn.
Uzama 72 1 dk.30sn
Denatiirasyon 94 20 sn.
2x Dongti Yapisma 60 20sn.
Uzama 72 1 dk.30sn
Denatiirasyon 94 30 sn.
40x Dongii Yapigsma 56 30sn.
Uzama 72 2 dk.
Reaksiyon Sonu 4 oo
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3.2.5. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

S100A4 geninin PZR ile ¢ogaltilan C-terminal ucuna ait bolgenin
DNA dizileme isleminden o©nce PZR’den arta kalan bilesenleri
uzaklagtirmak amaciyla ticari kit yardimi ile (High Pure PZR Product
Purification Kit - Roche GmBH) PZR firiinleri saflastirildi. Saflastirma
isleminde hazir kolonlar kullanildi. Buna gore PZR iirtiniintin “Kolona
baglama soliisyonu” ile karistirilmasinin ardindan karisim kolona yiiklendi
ve 13.000 rpm'de, 2 dk. santrifiijlendi. Kolonun, yikama soliisyonlar1 ile iki
kere muamelesinden sonra PZR ile cogaltilan bolge, PZR reaksiyon
artiklarindan arindirilmis oldu. Kolona bagli bulunan yikanmis PZR iirtinii
13.000 rpm'de 2 dk. santrifiijlenerek temiz bir tiipe aktarildi. Boylece PZR
urtinti bir tir dizi analizi reaksiyonu olan Dye Terminator Cycle

Sequencing reaksiyonu (DTCS) i¢in uygun hale getirildi.

3.2.6. Dizi Analizi

PZR drini saflastirma isleminden sonra saflagtirilmis PZR
drtinlerinin kolonda kalip kalmadigi agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edildikten sonra dizi analizi islemi icin Orneklerin bir bolimi
laboratuarimizdaki Beckman Coulter (CEQ 8000) dizi analizi cihazinda
dizilenmek tiizere DTCS reaksiyonuna tabi tutuldu (Tablo3-5). Diger bir
boliimii ise NanoDrop’ta PZR iiriin konsantrasyonu belirlendikten sonra
uluslararas1t DNA dizileme sirketine (Macrogen Inc. Korea) analiz icin

gonderildi.

Laboratuvarimizda gerceklestirilen dizi analizi islemlerinde DTCS
reaksiyonundan hemen sonra, reaksiyon iiriinii 1:2:2 oraninda glikojen-
sodyum edta-sodyum asetat karistmi ile muamele edilerek reaksiyon
durduruldu. Reaksiyon {irtinii 60uL %95 soguk etanol eklenerek 14.000
rpm’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Ust faz atildi, pellete 200uL %70
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soguk etanol eklendi ve 5 dakika 14.000 rpm’de santrifiijlendi. Tiip igindeki
alkol pipet yardimiyla topland: ve tiipiin dibinde kalan pellet vakumlu
konsantratér yardimi ile alkoliin tam olarak ugmas: igin kurutuldu.
Kurutulan pellet tizerine 40uL. Sample Loading Solution (SLS) tamponu
eklenerek c¢oziildii. Coziilen 6rnek Beckman Coulter dizi analizine 6zel
mikrokuyucuklara yiiklenerek  makineye  yerlestirildi. = Fragment
biytikligiine uygun program (Ifr-b) secilerek okunmaya birakild:
Makinedeki okuma isleminin ardindan yine cihaz ic¢in 6zel olan bilgisayar
programi (Beckman Coulter CEQ 8000 Analysis Software) kullanilarak
analiz edildi. Analiz edilen her bir 6rnek tek tek gen dizisi ile karsilastirild:

ve sonuglar degerlendirildi.

Tablo 3-5: Dizi analizi reaksiyonu icerigi

DTCS Quick Start Master Mix 4uL
Piirifiye PZR Uriinii (150-200ng) 3uL
Dizileme Primeri (10pmol/uL) 0,7uL
dH,O 12,3uL

3.2.7. Kolorimetrik yontem ile serumda total kalsiyum tayini

Serumda total kalsiyum tayini i¢in hazir kit kullanild:
(Quantichrome Calcium Assay Kit-BioAssay Inc.). Kantitatif kolorimetrik
total kalsiyum o6l¢timii igin -80°C’de saklanan serum Ornekleri ¢oziildii. SpL
serum Ornegi tiizerine 1:1 oraninda hazirlanmis ayira¢ A / ayirag B
¢Ozeltisinden 200 uL ilave edildi. Hasta ornekleri, kor ve 7 farkh standart

(0-20 mg/dL arasinda) duplike olacak sekilde mikrokuyucuklara yiiklendi.
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3 dakika oda 1s1sinda (24°C) inkiibasyondan hemen sonra 412-630 nm dalga
boyunda mikrokuyucuk okuyucuda (Rayto Life and Analytical Sciences
Co.) okundu. Standart egriye gore okunan duplike 6rneklerin ortalamasi
alindi. Duplike ytiiklenen ornekler arasinda %0.1’den az bir varyasyon

gozlendi.

3.2.8. Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Hastalar arasinda total kalsiyum degerlerinin istatistiksel analiz igin
dagilimm wuygun olup olmadigi Kolmogrov-Smirnové&Shapiro-Wilk,
Levene testleri ile degerlendirildi. Verilerin dagilimmin normal oldugu
belirlendikten sonra iki hasta grubu ve kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak farkliligr analiz etmek icin ANOVA testi yapildi Tukey ve

Bonferroni testleri ile gruplar ikili olarak karsilastirildi.

Deneysel veriler, SPSS v16.0 programu ile yapildi. Testler iki yonlii
gerceklestirildi ve p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Toplam 117 olguya ( 101 vaka ve 16 kontrol ) ait 141 DNA materyali
S100A4 geninin C-terminalindeki DNA dizi varyantlar1 i¢in, 113 serum
Oornegi ise total kalsiyum diizeyi Ol¢limii i¢in kullanild: (Tablo3-1).
Metastatik meme kanserli hastalarda metastaz gerceklesen bolgelerin hasta
grubumuzdaki dagilimi belirlendi. Metastatik meme kanserli hasta
grubumuzda goriilme siklig1 acgisindan en sik goriilenden en az goriilene
dogru sirali olarak kemik, karaciger, akciger, beyin, batmn metastazlar:
rastlanirken cilt ve vagina metastazlar1 gibi nadir goriilen vakalar oldugu
da belirlendi. Metastatik meme kanserli 50 hastanin %66'sinda kemik
metastaz1 (hastalarin sadece %30'unda tek basina kemik metastazi),
%30'unda karaciger metastaz1 (hastalarin sadece %4’tinde tek basma
karaciger metastazi), %?26’sinda akciger metastaz1 (hastalarin sadece
%6’sinde tek basma akciger metastazi), %12’sinde beyin metastazi
(hastalarin sadece %2’sinde tek basmna beyin metastazi), %4’tinde cilt
metastaz1 (hastalarin sadece %2’sinde tek basma cilde metastaz),
mediastene ve rektus kasma metastaz orani %4, diger memeye, batin,
boyun, kolon, plevra ve vagina’ya metastaz yapan hasta orami %?2’dir.
Bundan baska metastatik meme kanseri olan hastalarin %6’sinda ikinci bir

primer timor gelisimi saptandi (Sekil 4-1).
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Sekil 4-1: Hastalarda goriilen metastatik bolgelerin dagilimi (yiizde %)

4.1. Dizi Analizinden Elde Edilen Veriler
S100A4 geninin C-terminal bolgesindeki metastazi kolaylastirdig:

iddia edilen bolgenin DNA dizi farkliliklar1 Tirk popiilasyonundaki
varyasyonu anlamak amaciyla oncelikle deney grubu ile yas ve cinsiyet
uyumlu kontrol grubundaki 16 saghkli kisinin periferik kan DNA’sinda
incelendi ve kontrol grubunda bu bolgede herhangi bir varyasyon olmadig:
tespit edildi. Bu incelemenin ardindan s6z konusu bolgenin tiimor dokuda
farklilhik gosterebilecegi diistiniilerek her hastaya ait tiimor ve normal
dokusu ile periferik kan DNA Ornekleri bulunan 12 metastatik meme
kanserli, 52 metastatik meme kanserli ve 35 DKIS'li hastanin periferik kan
DNA’sinda ve 4 DKIS dokusunda inceleme yapildi. Bu gruplarda da
S100A4 genine ait herhangi bir varyasyon saptanmadi (Tablo4-1 Sekil 4-2).
Ozetle hasta gruplar1 ve kontrollerde S100A4 geninin C-terminal bolgesinde

herhangi bir DNA dizi varyasyonuna rastlanilmadi (Tablo4-1, Sekil 4-2).



Tablo 4-1: Dizi analizinden elde edilen veriler
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bas1 ve sonunu isaret etmektedir.
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4.2. Total kalsiyum diizeyi 6l¢iim sonuglar

DKIS, metastatik meme kanserli hasta ve kontrol grubuna ait toplam
113 serum orneginde kolorimetrik yontemle kantitatif olarak total kalsiyum
diizeyi Olciildii. Bu {i¢ gruba ait olan kalsiyum degerlerinin ortalamalar:
DKIS ‘li hastalarda 6,2+1,0 mg/dL, metastatik meme kanserli hastalarda
7,2++0,9 mg/dL ve kontrol grubunda 8,9+0,6 mg/dL olarak saptand:
(Tablo4-2).

Tablo 4-2: Deney gruplarinda total kalsiyum degerlerinin ortalamalar1

Gruplar Kalsiyum degeri (mg/dL) (T +sd)
DKIS 6,2 +1,0
Metastatik Meme 72 +0,9
Kontrol 89 +0,6

DKIS'lu ve metastatik meme kanserli hastalarin total kalsiyum
diizeylerinin kontrollerden anlamli derecede farkli oldugu belirlendi
(p<0,001). Bunun yaninda metastatik meme kanseri ve DKIS'lu hastalarin
total kalsiyum diizeyleri arasinda da istatistiksel anlamlilik bulundu

(p<0,001).

Kemik metastazi olan ve olmayan hasta gruplari total kalsiyum
degerleri agisindan birbirleriyle karsilastirildiginda, kemik metastazi
olanlarda (7,4 +0,5 mg/dL) olmayanlara (6,7 +0,7 mg/dL) gore total kalsiyum

diizeyinin anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi (p<0,001).
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5. TARTISMA

Meme kanseri kadimlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir [1]. Meme
kanseri sebebi ile gerceklesen Oliimlerin nedeni, bu kanser tiirtiniin belirli
bir zaman diliminde agresif uzak organ metastazlar1 gelistirmesi ve
metastatik  yayilim  goriilen vakalarda kiir saglama sansinn
olmamasidir[12, 14]. Hastaligin ilerleyen zamanlarinda meydana gelen
metastazlarn siklikla iskelet sistemine yerlestigi yapilan gozlemler ve

istatistiklerle gosterilmistir [15].

Bir¢ok histopatolojik alt tipi olan meme kanserinde, metastatik
potansiyele sahip olmayan alt gruplar da bulunmaktadir [16]. Bu
gruplardan DKIS, hiicre ¢cogalmas: duktuslar iginde sinirli olan ve invazyon
0zelligi olmayan karsinom hiicrelerinden meydana gelir ve dolayisiyla bu

hiicreler metastaz gelistirmezler [16].

Kalsiyum baglayic1 protein ailesi olan S100 gen ailesi, hiicre igi ve
hiicre disinda gesitli gorevler gerceklestiren 20 farklh tiyeden meydana gelir
ve bu tliyelerden biri de metastatik potansiyeli arttirmada etkili oldugu
bildirilen S100A4 genidir [4, 47, 65]. S100A4 geninde bulunan kalsiyum
baglama bolgelerine kalsiyum baglanmasiyla meydana gelen sekil
degisikligi ile S100A4 molekiilii diger proteinlerle etkilesime girer ve
biyolojik aktivite baglamis olur [50, 56]. Yiiksek S100A4 gen ifadesinin ise
hiicrenin hareket etme ve invazyon yapabilme yetenegini arttirdigi, malign
melanom, meme, mesane, 6zafagus, mide, kolorektal kanser, kiictik hiicreli
akciger kanseri gibi kanser tiirlerinde yasam siiresinin diismesi ile iligkili
oldugu bildirilmistir [4,50]. Buna ragmen, S100A4 geninin metastatik

gelisim ile ilgili mekanizmasi heniiz tam olarak aydmnlatilamamigtir.
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Calismamizda S100A4 geninin metastatik potansiyelini arastirmak
icin, metastatik meme kanserli hasta grubu ile onunla zit 6zelliklere sahip
olan DKIS hasta grubu karsilastirilmistir. Bu galisma ile S100A4 geni C-
terminal bolgesinin DNA dizi degisiklikleri ilk kez bir kanser tiiriinde
arastirlmistir. S6z konusu gen bolgesinin metastatik aktiviteyi tesvik ettigi
bildirilen ilk deneysel ¢alisma ise farelerde gosterilmistir [4]. Calismamizda
duktal in situ karsinoma tanili vakalarda S100A4 geni C-terminal
bolgesinde goriilmesi beklenen, metastatik aktiviteyi durdurucu herhangi
bir gen bolgesi degisikligi saptanmamugtir. Ayni sekilde metastatik meme
karsinomlu hastalarin primer tiimor doku ve periferik kan DNA’larinda da
S100A4 geni C-terminal bolgesine ait DNA dizisinde bir farklilik

gortilmemistir.

Hiicrelerin metastaz gelistirme yetenegi kazanmasinda Onemli
oldugu soylenen S100A4 geninin C-terminal bolgesinin 100. ve 101.
aminoasidindeki iki lizin amino asidini bloke edebilecek yetenekte yeni ilag
molekiilleri dizayn edilerek, bu genin aktivitesinin azaltilmasi ya da
ortadan kaldirilmasiyla metastatik odak olusumuna engel olunabilecegi
diistintilmektedir. Nitekim 2010 yilinda Garrett S. ve arkadaslar1 S100
ailesindeki genler icin inhibitor ajanlara ait patent almiglardir [92].
Calismamizda DKIS'lu ve metastatik meme kanserli hastalarda S100A4
geninin C-terminal bolgesinde herhangi bir degisikligin saptanmamuis
olmasi, meme kanserinin S100 ailesine yonelik inhibitorler igin aday

hastalik grubu olacagin diistindiirmektedir.

Bunun disinda galismamizda metastatik olan ve olmayan olgular
arasimnda total kalsiyum diizeyleri arastinmig ve bulgular calisma gruplar
arasinda karsilastirilmistir. Total kalsiyum diizeyinin DKISlu ve metastatik

meme kanserli vakalarda kontrollerden anlamli derecede farkli oldugu
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(p<0.001), ayni anlamliligin DKIS ile metastatik meme kanserli grup
arasinda da oldugu saptanmustir (p<0.001). Ayrica meme kanseri tanili
kemik metastaz1 gelismis vakalar ile kemik metastazi disinda bagka
organlarina metastaz gelismis vakalar arasindaki kalsiyum diizeylerinin de
anlamli sekilde farkli oldugu goriilmistiir (p<0,001). Daha 6nce kanser
vakalarinda yapilan calismalarda, hipoksi, yiiksek kalsiyum miktar1 ve
TGF- gibi biiytime faktorlerindeki artisin kemik metastazini tetikledigi

bildirilmistir [93]. Bulgularimiz bu ¢alismay1 destekler niteliktedir.

Meme kanseri tanili ve kemik metastazi gelismis vakalar ile bagka bir
organa metastaz gelismis vakalar arasindaki kalsiyum diizeylerinin farkh
olmas;, bu  yiiksek  kalsiyum  degerinin kemik  metastazini
tetikleyebilecegini, yiiksek S100A4 anlatiminin kalsiyum ile etkilesmesinin
metastaz bolgesi ile iligkili olabilecegi ve bu farkliligin hastaligin

izlenmesinde kullanilabilecegini akla getirmektedir.

Daha onceki g¢alismalarda S100A4 gen anlatiminin meme kanserli
vakalarda yiiksek oldugu gosterilmistir [4,50]. Bu baglamda hasta
grubumuzda S100A4 gen anlatimimin artmis olabilecegi ve bu artan gen
anlatiminin yiiksek kalsiyum diizeyi ile birleserek metastatik potansiyeli
arttirmada etkili olabilecegi diisiintilmektedir. Bu hipotezi desteklemek igin
gelecekteki calismalarda aymi hasta grubuplarinda S100A4 ve diger
kalsiyum baglayict  genlerin  anlatim  diizeylerinin  aragtirilmasi

planlanmaktadir.

Sonug olarak, calismamizda S100A4 geninin metastaz gelistirme
ozelliginden sorumlu olan 82-101. aminoasitleri kapsayan bolgesinde bir
bozukluk olmadig gosterilmistir. Incelenen iki hasta grubunun DNA
orneklerinde de degisiklik gozlenmemis olmasi, ya bu genin incelenmeyen

bolgelerinde bozukluk olabilecegini ya da S100A4 geninin post-
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translasyonel = asamada  bir  farkliifa  maruz  kalabilecegini
disiindiirmektedir. Ayrica bu genin DKIS’lu ve metastatik meme kanserli
vakalarda aym oOzelligi tasimasina ragmen genin en Onemli hedef
molekiillerinden biri olan kalsiyumun serumdaki diizeyinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Metastatik meme kanseri vakalarinda
DKIS grubundan daha yiiksek degerde kalsiyum konsantrasyonunun
olmasi, kanserdeki bozulmus diger bazi yolaklar: tetikleyerek metastaz

olusmasina neden olabilecegini diistindiirmektedir.

S100A4 geni C-terminal bolgesinde bir degisiklik saptanmamasi,
S100A4 geninin metastatik aktiviteyi arttirma fonksiyonunu tek basmna
gerceklestirmedigini diistindiirmektedir. Bu nedenle S100A4 proteinine
kalsiyum baglandiktan sonra hangi proteinlerle etkilestigi ve etkilesen
molekiillerin meydana getirdigi yolagin arastirilmasi gereklidir. S100A4
geninin kalsiyum baglayan bolgelerinde meydana gelebilecek degisiklikler
(mutasyon, delesyon) kalsiyum baglama kapasitesini degistireceginden
hastalarda bu bolgenin DNA ve mRNA diizeyinde taranmas: kalsiyum

konsantrasyonundaki degisimleri agiklayabilir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIS HASTA ONAY FORMU

Tarih:
CALISMANIN KAPSAMI

1. “S100A4 Gen Varyantlar1 Ile Metastatik Meme Kanseri Arasindaki iliskinin
Aragtirilmast” adli calisma Meme Kanseri ile ilgili bir ¢alismadir. Bu c¢alisma,
Meme kanseri hastaliginin metastaz ile ilgili olan genetik boyutunu aydinlatmak ve
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olmay1 hedeflemektedir.

2. Yapilmasi1 planlanan genetik incelemeler i¢in sizden 10ml periferik kan 6rnegi
ve eger biyopsi ya da tiimdriin ¢ikartilmasina yonelik bir operasyon gegirdiyseniz
bu esnada ¢ikartilmis doku 6rneginden patolog gozetiminde c¢ok kiiciik bir parca
almacaktir.

3. Alman kan ve/veya doku Orneginden DNA gereciniz izole edilerek
saklanacaktir. Biyolojik gereciniz iizerinde sizin kimliginize iliskin bir ibare
bulunmayacaktir.

4. Saklanan ornekler meme kanserinde metastaz ile iligkisi olan SI00A4 genini
arastirmada kullanilacak ve bu genin varyantlari incelenecektir. Elde edilen
sonuglar klinik parametreler ile iliskilendirilip ilgili genlerin hedef tedavi i¢in aday
olup olamayacagi degerlendirilecektir.

5. Aragtirma kapsaminda yapilacak olan ¢aligmanin siiresi 1 yildir.

6. Calismaya 150 goniillii hasta katilacaktir.

7. Calisma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir.

8. Elde edilen genetik bilgiler sifre korumali bir bilgisayar programinda
korunacaktir. Kisisel ve tibbi bilgileriniz igyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi
gibi iiglincii sahislara kesinlikle aktarilmayacaktir.

9. Arastirma siiresince sizden sadece 1 defa kan ve/veya biyopsi esnasinda
cikarilmis dokudan kiigiik bir parca alinacaktir ve 6zellikle bu calisma ile iliskili
olarak invaziv bir iglem ger¢eklestirilmeyecektir.

10. Kan alma sirasinda olusabilecek herhangi bir sorun karsisinda iicretsiz olarak
tibbi destek saglanacaktir.

11. Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya
diger bir yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz
lizere ayrilabilirsiniz.

12. Bu ¢alismada sizden maddi bir beklentimiz olmadig1 gibi size maddi bir
katkis1 da olmayacaktir. Bunun yaninda gereciniz arttigi taktirde bu gereci biz
baska caligsmalar i¢inde kullanabiliriz.

13. Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu talebiniz, gelecekteki takip ve
tedaviniz lizerine olumsuz etkisi olmayacaktir.

14. Goniilli rizasina bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma harici
birakilabilirsiniz.

Kararinizdan once size verilen bu bilgileri liitfen okuyunuz.
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Yukaridaki yazili bilgileri okudum. Meme kanseri hastaliinin metastaz
olusturmasinda genetik boyutuna yonelik aragtirmalar i¢in ¢aligmaya kan vermeyi
kimsenin etkisi altinda kalmadan kendi rizamla kabul ediyorum.

Hastanin Adi, Soyadi: Imzas1

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi, Soyadi: Imzas1

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus goérevlisinin Adi,
Soyadi: Gorevi: Imzas1
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