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OZET
CDC25A GEN POLIMORFIiZMININ MEME KANSERi PATOGENEZI VE
PROGNOZU iLE ILISKIiSi

KARAGOZ, Isik Didem
Doktora Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Kasim 2010, 73 sayfa

Kontrol noktasi temel elemanlarindan biri olan hiicre boliinme siklusu 25 (CDC25) fosfatazlar
hiicre siklusunun ilerlemesini diizenleyen 6nemli regiilatorlerdir. Memeli hiicrelerinde bu
genin ii¢ izoformu tanimlanmistir: CDC25A, CDC25B ve CDC25C. CDC25A, S fazina
giriste gereklidir ve bu fosfatazin asir1 ekspresyonu S fazina girisi hizlandirir. CDC25A nin
asir1 ekspresyonu tiimor hiicrelerini DNA replikasyon kontrol noktalarina daha az hassas hale
doniistiirlir ve boylece genomik kararsizliklarina eslik eder. Bu ¢alismada, insan CDC25A
genindeki tek gen polimorfizmlerinin metastatic ve metastatik olmayan meme kanserindeki
sikliginin incelenmesi amaclanmistir. Meme kanseri tanist konmus toplam 281 hasta ve 137
meme kanseri olmayan saglikli birey c¢alismaya dahil edilmisti. CDC25A gen
polimorfizmlerinin belirlenmesi PCR ve RFLP teknigiyle gerceklestirilmistir. 263C/T
bolgesindeki polimorfik degisim hem meme kanseri ile hem de metastazla iliskili
bulunmustur. Ozendirici blgesinde yer alan -350C/T polimorfizmi ile meme kanseri arasinda
anlamli bir iligkiye rastlanmamistir. Yine Ozendirici bolge icinde yer alan -51C/G
polimorfizmi meme kanseri ile iligkili bulunurken metastazla iligskili bulunmamistir. Bu
sonuglar CDC25A geninin 263C/T ve -51C/G polimorfizmlerinin meme kanserinin erken
tanis1 i¢in aday belirte¢ olabileceklerini ve tedavide ideal hedefler olarak rol

oynayabileceklerini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: CDC25A, Meme Kanseri, Hiicre Siklusu, Polimorfizm.



ABSTRACT
THE RELATION BETWEEN CDC25A GENE POLYMORPHISM AND BREAST
CANCER PATHOGENESIS AND PROGNOSIS

KARAGOZ, Isik Didem
PhD in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
November 2010, 73 pages

The family of cell division cycle 25 (CDC25) phosphatase is one of the important
regulators of the cell cycle progression. In mammalian cells, three isoforms have been
identified: CDC25A, CDC25B, and CDC25C. CDC25A is required to enter S period, and the
overexpression of this phosphatase accelerates the entrance to S period. CDC25A
overexpression could render tumour cells to be less sensitive to DNA replication checkpoints,
thereby contributing to their genomic instability. We aimed to investigate the frequency of
human CDC25A gene SNPs in metastatic and non-metastatic breast cancer. Totally 281
patients with histologically confirmed incident of breast cancer and 137 cancer-free controls
were included. The CDC25A gene polymorphisms were detected by PCR and RFLP
techniques. It was found that the 263C/T polymorphism is significantly associated both with
breast cancer and the risk of metastasis. The -350C/T polymorphism in the promoter region of
CDC25A gene was not found to be associated with breast cancer and metastasis. The other
promoter polymorphism -51C/G in the CDC25A gene was associated with breast cancer
but not with metastasis. These data suggest that 263C/T and -51C/G polymorphisms of

CDC25A gene could be candidate markers for earlier diagnosis of breast cancer.

Keywords: CDC25A, Breast Cancer, Cell Cycle, Polymorphism.
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BOLUM 1
1.GIRIS
Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malign tiimordiir. Ozellikle sanayilesmis

iilkelerde akciger kanseriyle birlikte yliksek mortaliteye neden olan bir kanser tipidir.

Meme kanserinin ¢ok ¢esitli gevresel faktorlerin yan sira (gen polimorfizmlerin veya
tek niikleotid degisimlerinin de (SNP)) gibi genetik degisikliklerden de
kaynaklanabilecegi konusunda fikir birligine varilmistir. Ancak meme kanserinin
molekiiler mekanizmasi hala net degildir. Malignensinin en belirgin niteligi hiicre

boliinmesindeki kontroliin ortadan kalkmasidir.

Bu calismada, hiicre siklusu kontrol noktasi temel elemanlarindan olan CDC25
fosfatazlarin {i¢ izoformundan biri olan ve S fazina giris i¢in mutlaka gerekli olan
CDC25A genindeki tek gen polimorfizmlerinin metastatik ve metastatik olmayan
meme kanserindeki sikliginin incelenmesi amaglanmistir. Meme kanserli hastalarda
263C/T (P88S), -350C/T ve -51C/G polimorfizmlerinin genotip dagilimlarini ve allel
frekanslarin1 belirlemek ve bu polimorfizmler ile tiimdér olusum ve metastazi

arasindaki iliskiyi ortaya koymak hedeflenmistir.



BOLUM 2

2.GENEL BIiLGILER
2.1. Meme Biyolojisi

Meme bezleri 5 haftalik fetiisiin ventral ylizeyinde epidermis kalinlagsmasi ile beliren
ve aksilladan uylugun iist medial bolgesine kadar uzanan siit ¢izgisinden gelisir.
Meme bezleri modifiye apokrin ter bezleridir. Her meme “’lob’’ adi verilen 15-20
boliimden olusur. Her lob daha kiiciik alt boliimleri ‘lobiil’’lere sahiptir. Her bir
lobiilde diizinelerce bezden siit salgilanmaktadir. Loblar, lobiiller ve siit salg1 bezleri
“’duktus’” denen ince tiiplerle birbirine baghdir. Bu tiipler meme dokusunun
ortasindaki meme basina “’areola’’ya ulasir. Lobiiller ve duktuslarin ¢evresini yag
dokusu sarar. Meme dokusu i¢inde kas yoktur. Kaslar meme dokusunun hemen
altinda yer alir, kaburgalarin {izerini sarar. Tim dokular gibi memelerin de
kendilerine ait kan ve lenf damarlar1 bulunmaktadir. Lenf bezleri kiimeler halinde
koltuk altinda “’aksilla’’ da kiimelenmistir [1].

Memeler ergenlik oncesi donemde gelismemistir, ergenlikten sonra yumurtaliklarda
Ostrojen hormonu liretiminin baglamasi ile hizli bir sekilde gelisim gosterirler. Bu
donemde o zamana kadar olgunlasmamis duktuslar uzamaya baslar ve bunlar
cevreleyen doku igerisine 15-20 arasinda lob olusur. Her lob kendi i¢inde 2040 adet
lobiillere ayrilir (Sekil 2.1-2.2).
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Sekil 2.1: Meme Anatomisinin Onden Gériiniisii Sekil 2.2: Meme Anatomisinin Yandan Goriiniisii

Hamilelikte duktuslar bag dokusunun i¢ine dogru iyice uzayarak alveolleri olusturur.
Boylece salgi hiicreleri farklilagir ve duktuslar olgunlasir. Emzirme salgi bezlerinin
biiylimesine neden olmaktadir ve daha sonra da 6zellikle alveollerde bulunan luminal
salg1 hiicreleri apoptozis gegirmektedir. Bu sekilde doku tekrar bir diizenlemeye
gitmektedir. Tiim bu sikluslar lokal olarak olusturulan biiytime faktorleri ve

hormonlarin birlikte ¢alismasi ile kontrol edilmektedir [2].

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri kadmlarda en sik goriilen malign timérdiir (Sekil 2.3). Ozellikle
sanayilesmis lilkelerde akciger kanseriyle birlikte yiiksek mortaliteye neden olan bir
kanser tipidir. Diinyada her yil 10 milyon yeni kanser olgusunun gelistigi
bilinmektedir. Bu olgularin yaklasik 1 milyonu meme kanseridir ve bunlarin da
yaklasik 400.000 kadar1 6liimle sonuglanmaktadir [3]. Meme kanseri goriilme sikligi
ve mortalitesi cografik bolgeye, irka, etnik kdkene ve sosyo-ekonomik duruma gore
degisiklik gostermektedir. T.C. Saglik Bakanligi’nin 2004-2006 yillar1 verilerine
gore, meme kanseri kadinlarda goriilen kanserler arasinda % 23,8 (6597 vaka)
orantyla en sik goriilen kanser tiiriidiir [4]. Hastaligin diger bir 6zelligi, goériilme
sikligiin artryor olmasidir [3]. Meme kanseri gelisiminde gesitli faktorlerin etken
oldugunun bilinmesine ragmen, olgularin %70-80’inde hicbir risk faktorii

saptanamamaktadir [5].
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Sekil 2.3: Meme Kanseri

1950°li yillarda yapilan calismalarda meme kanseri etyolojisinde steroid
hormonlarinin 6nemi gosterilmistir. 1980 yilina kadar biiylime faktorleri hakkinda
pek fazla bilgi yok iken bu yillardan itibaren onkogenler, tiimor baskilayici genler,
hastalik progresyonu, hiicresel adhezyon, biiylime faktorleri hakkinda daha fazla
bilgiler elde edilmeye baslanmistir. 90’11 yillarda ise ailesel meme kanseri olgularina
sebep olan genler saptanmig ve ayrica yine ayni donemde hiicre siklusu, DNA tamiri,
apoptozis ve apoptozis diizenlenmesi hakkinda yeni bilgiler elde edilmistir. Yirmi
birinci ylizy1l basinda ise tedavi basarisizliginin molekiiler sebepleri, kemoterapiye
diren¢ mekanizmalari, antidstrojenler, anjiyogenez, invazyon ve metastaz hakkinda

ciddi veriler ve yeni tedavi bagarilar1 elde edilmistir [5].

2.2.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiirii olup, her yil
diinyada 1 milyon yeni olguya tan1 konmaktadir [6]. Kadinlarda goriilen yeni kanser
olgularmin yaklasik %?20’sini olusturur. Meme kanseri sikligi iilkeler arasinda
farklilik gostermekte ve bu fark 6zellikle menopoz sonrasi kadinlarda daha belirgin
sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanseri 50 yasina kadar yas artigina paralel olarak

dogrusal egimle yiikselis gosterirken daha sonra bu artis oran1 azalir. Meme kanseri



goriilme sikligr 1973’den itibaren diinyanin cesitli iilkelerinde %1-2 oraninda bir
artis gostermektedir. 1950°den beri bir yandan meme kanser insidansi artarken diger
yandan bu artisa paralel olarak mortalite oran1 da artmis ve kadinlarda kansere bagl
oliimler %18’e ulasnustir. insanlarda genel olarak meme kanserine bagl dliimler,
akciger kanseri ve kolorektal kanserlerden sonra iiglincii sirayr almaktadir.
Kadinlarda kansere bagli 6lim nedenleri ile yas gruplar1 arasindaki iliski
arastirlldiginda  40-44 yas arasinda meme kanserinin birinci siray1  aldigi
goriilmektedir. Goriilme siklig1 yaninda mortalite de yasa bagl olarak artmakta; 60
yasindaki 25 kadindan 1’1 ve 80 yasindaki 10 kadindan 1’i meme kanserinden
Olmektedir [6].

2.2.2. Meme Kanserinin Olusumu

Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi ¢ok basamakli bir olaydir. Klinik ve
histopatolojik olarak meme kanserinde tiimdriin olusumundan metastaza kadar ¢esitli

basamaklar tanimlanmustir:

1. Klonal Orjin: Birinci basamak tiimdriin baslamasi olup nedeni tek bir hiicrenin
anormal boliinmesine sebep olan genetik degisikliktir. Cogu kanser hiicresi tek bir
anormal hiicreden dogar. Bazi kanserler birden fazla sayida malign klonlardan dogar.
Bu klonlar ya dokunun birden fazla hiicresinin karsinojene maruz kalmasiyla olusan
bir saha hasar1 sonucu ya da bazi genlerdeki kalitimsal hasarlar sonucu olusurlar.
Hiicre boliinmesi daha sonra klonal olarak tliremis timdor hiicre populasyonunun

artmasina sebep olur.

2. Oliimsiizliik: Ikinci basamak, klinik olarak yiiksek meme kanseri riskini isaret
eden atipik hiicre proliferasyonuna gecistir. Cogu normal hiicrenin bdliinme sayisi
simnirlidir. Kanser hiicreleri ise sinirsiz sayida boliiniirler ve c¢ok sayida hiicre
olustururlar. Immortalitenin mekanizmalarindan biri kromozom uglar1 olan
telomerlerin kisalmasidir. Hiicre farklilasirken, ¢cogu normal hiicre tipinde telomerler
gittikce kisalir. Fakat kanser hiicrelerinde ve kok hiicrelerde telomerler telomeraz
enziminin etkisiyle yenilenirler. Bu enzim normal olarak hiicreler farklilasirken bir
taraftan programli bir sekilde gittikge azalir. Tamamiyla farklilasmig bir hiicre
istirahat durumuna girer ve sonunda Oliir. Oysa bir¢ok kanser tipinde telomeraz
enzimi etkinligini stirdiiriir veya aktive edilir. Sonugta telomerlerin uzunlugu sabit

kalir ve hiicre sinirsiz sayida ¢ogalir ve 6liimsiiz hale gelir.



3. Genomik Kararsizhk: Bu durum, DNA tamirindeki ve DNA hatalarini
tanimadaki eksikliklerden dolay1 ortaya c¢ikar ve kanser hiicrelerinin heterojen
olmasina yol agar. Kanser hiicreleri proliferasyon kontrol mekanizmalarina gittik¢e
daha az yanit veren klonlar olustururlar. Bu klonlarin ayrica yabanci ortamlarda

yasama yetenegi de gittik¢e artar ve boylece metastaz yaparlar.

4. Kontakt inhibisyonun Kaybi: Normal hiicreler ¢ogalip iizerinde biiyiidiikleri
tiim yiizeyi tek tabaka halinde doldurduklarinda béliinme 6zelliklerini kaybederler.
Hatta besiyerleri boliinmeleri i¢in gerekli tiim biiylime faktorleri ve diger besin
elemanlarim1 ihtiva etse bile boliinmezler. Kanser hiicreleri ise substratuma
yapismaya gereksinim duymadan bagimsiz olarak bdliinmeye devam edebilirler.

Hatta birden fazla tabaka olussa bile biiylimeye devam edebilirler.

5. In situ Karsinom: Bir sonraki basamak malignansinin sitolojik 6zelliklerini
gosteren ancak stromal invazyonun heniiz gozlenmedigi in situ karsinom’un

gelisimidir.

6. Invaziv Karsinom: Daha sonra hiicrelerin artistyla stromal invazyonun
gerceklesmesi sonucu invaziv tiimdr olusur. Kan ve lenf kanallar1 araciligiyla bu

hiicrelerin yayilmasi1 da metastaza neden olur (Sekil 2.4).

Normal Mutasyon ile Anjiogenez Metastaz (Diger organlara
Hiicre Anormal  Hiicre yayilim)
Cogalmasi (Tlimoriin damarlarla
beslenmesi)

Sekil 2.4: Kanser Olusumu



6. Metastaz. Benign tiimorlerde veya normal hiicrelerde bulunmayan bir 6zelliktir.
Metastaz, ekstraselliiler matrikse yapismaktan sorumlu hiicresel proteinlerin kayb1 ya
da anormalliklerinden, hiicreler arasi interaksiyonun bozuklugundan, hiicrelerin bazal
membrana tutunmalarindaki anormalliklerden, bazal membranin iretimindeki
anormalliklerden, metalloproteaz gibi baz1 enzimlerle (kolejenazlar) bazal

membranin yikilmasindan dolay1 gerceklesir (Sekil 2.5) [7].
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Sekil 2.5: Kanser Hiicrelerinin Yayilimi

Her basamakta, hiicreye kanser hiicresi olma yolunda 6zellikler kazandiran 6nemli
genetik olaylarin gerceklestigi diistiniilmektedir. Bu degisiklikler sonucu timor
olusumuna ya da ilerlemesine neden olan genlerin ekspresyonunda ya da gen
iriinlerinin fonksiyonunda degisiklik meydana gelebilir [3]. Reseptdrlerin veya
sinyal aktarici proteinlerin mutasyonlar1 veya asirt tiretimleri hiicrelerin biiylime
faktorlerinden veya diger mitotik faktorlerden bagimsiz hale gelmesine ve boylece
kontrolsiiz hiicre boliinmesine yol agarlar. Bu gen anormallikleri genellikle
dominanttir. Kisaca anormal hiicre ile hibritlenen bir normal hiicre fenotipik olarak

malign hale gelir. Tiimor baskilayici genlerdeki herhangi bir anormallik neticesinde
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organizma genetik olarak anormal hiicreleri yok edemediginden kanser gelisir.
Tiimor baskilayici genler arasinda en énemli olan1 p53 genidir. Bu genin iiriinii olan
pS3 proteini bircok kompleks aktivitesi olan ve hiicre siklusunu baskilayan bir
proteindir. Bu protein DNA hasarlarim1 saptar ve hiicreleri G1 fazinda durdurur,
bdylece hiicrenin S fazina girisini Onler. Ardindan ya tamir mekanizmasi
proteinlerini ya da apoptozise yol agan proteinleri indiikler. p53 geninde meydana
gelen bir mutasyon sonucu bu genin baskilayici etkisi goriilmez ve hiicreler

boliinmeyi sitirdiirtir [7].

2.2.3. Meme Kanserinin Morfolojisi

Meme kanseri ¢ok fazla morfolojik 6zellikler sergileyebilen heterojen bir hastaliktir
[4]. Meme kanseri sol memede sag memeye gore daha sik goriiliir. Hastalarin
%4 tinde iki tarafli birincil timorler vardir ya da sonradan ikinci bir primer timor
gelisir. Meme iginde tiimor en sik list dis kadranda yerlesir (Sekil 2.6). Cogu
kanserler (%90) duktus epitelinden, geri kalan kii¢iik bir kismi ise lobiil epitelinden

koken alir [6].

Sekil 2.6: Meme Kanserinin Kadranlara Gore Goriilme Siklig

2.2.4. Meme Kanserinin Patolojik Olarak Simiflandirilmasi

Histolojik olarak meme karsinomlari in situ ve invaziv karsinomlar olmak iizere iki

ana gruba ayrilmaktadir. In situ karsinomda habis epitelyal hiicreler bazal membranla



cevrili iken, invaziv (infiltratif) karsinomda neoplastik hiicreler bazal membram
asarak stromaya invazyon gostermektedirler. Bu nedenle invaziv karsinomlar,
lenfatik ve kan damarlarim1 gecerek bolgesel lenf diiglimlerine ve uzak organlara
metastaz yapabilme kapasitesine sahiptir. En sik rastlanan duktal karsinoma,
memenin sit kanallarinda baslar. Meme kanseri metastazinda koltuk altindaki
lenfatik nodiiller en sik goriilen yayilim yerleridir. Kanser hiicrelerinin en sik
yayildig1 yerler; memenin diger lenf nodlari, kemik, karaciger ve akcigerdir. Erken
evrede bir tiimoriin, meme i¢inde heniiz olustugu yerle sinirli olmasi in situ veya
noninvaziv olarak tanimlanir. Benzer bir yaklasimla, tiimoriin memenin baska

kisimlarina yayilmasi ise invaziv veya infiltratif olarak isimlendirilir [8].

2.2.4.1. invaziv meme kanseri

Invaziv meme kanseri meme kanserleri icinde en ciddi olamdir. Lobiillerin ya da
kanallarin i¢indeki anormal hiicreler ¢evre meme dokusuna yayildiginda ortaya
cikmaktadir. Bu siire¢ kanserin lenf diiglimlerine, daha ileri evrelerde ise karaciger,

akciger ve kemik gibi organlara yayilmasini olanakli kilmaktadir [8].

2.2.4.2. invaziv olmayan (Karsinom in-situ) meme kanseri

2 (I3

“In situ”, “0zglin yerinde” anlamina gelmektedir. Bu tip meme kanserinde kanser
hiicreleri orijinal lokasyonlarinda kaldigi, ¢cevre dokulara ya da daha Gtelere metastaz
yapmadiklar1 ya da yayilmadiklari i¢in “in situ” ifadesi kullanilmistir. Baglica iki tip
karsinoma in-situ bulunmaktadir. Anormal hiicreler lobiil icerisinde ¢ogaldiklarinda
lobiiler karsinom in-situ olarak adlandirilmaktadir. Buna karsin anormal hiicreler siit
kanallariin i¢inde ¢ogaldiklarinda duktal karsinom in situ olarak tanimlanmaktadir.
Karsinom in situnun kanser oncesi bir durum oldugu diisiiniilmektedir; daha ciddi

invaziv bir kansere ¢evrilebilmekte ya da bu yondeki riski arttirabilmektedir [8].

2.2.5. Kalitsal ve Sporadik Meme Kanserleri

Kanser, esas olarak genetik ve ¢evresel bir ¢ok etkenin etkilesimiyle ortaya ¢ikan
multifaktoryel etyolojili bir hastaliktir. Dolayisiyla ailesel kiimelenme goriilse bile
mendelyan kalitim paterni (otozomal dominant, otozomal resesif gibi) cogu kez
saptanamaz. Ancak, biitlin kanser olgularinin yaklagik %5-10 kadarmnin kalitsal
oldugu gozlenmistir [9]. Meme kanseri olusumuna bir¢ok gen karisir ancak kalitsal

meme  kanserlerinden sorumlu olarak, Ozellikle genom devamliliginin



koruyuculugunda is goren proteinleri iireten bazi genlerin germ hiicrelerindeki
mutasyonlart gosterilmistir [10]. Ancak kanser cesitlerinin ¢ogunda mutasyonlar
somatik hiicrelerde meydana gelir ve bu mutasyonlar {ireme hiicreleriyle gelecek

nesillere aktarilamaz (sporadik kanserler) [3].

Kalitsal meme kanserinin aksine sporadik meme kanserine yliksek siklikta (%70-80)
rastlanmaktadir [10]. Sporadik kanserlerle yapilan ¢aligmalarda en ¢ok iizerinde
durulan nokta kanser olusumunda eksojen ve endojen karsinojenler ve bunlarin sebep
oldugu genetik degisikliklerdir. Kanser gelisimine katkida bulunan bir diger 6zellik
ise diisiik penetranslt genlerdeki polimorfizmler ve mutasyonlara bagli olarak olusan
genetik degisikliklerdir. Ornegin, dstrojen biyosentezi ve metabolizmasinda rol alan
genler, meme kanserinin gelisimi i¢in, diisiik penetransli kansere yatkinlik genleridir.
Bu genlerde meydana gelen polimorfizmler, tibbi ve yasamsal faktorlerle birlikte

sporadik meme kanseri i¢in yiiksek risk olusturmaktadirlar [3].

2.2.5.1. Kalitsal meme kanseri

Nesilden nesile aktarilan ve az siklikta goriilen kanser tiirlidiir. Kalitsal meme
kanserlerinde en sik rastlanan; kalitsal meme kanseri olusumunda etkili iki tiimor
baskilayic1 gen olan BRCAI ve BRCA2 mutasyonlari, kalitsal meme kanseri
vakalarinin ¢ok biiyiik bir kisminin nedeni olmalarina ragmen, toplam meme kanseri
vakalarinin sadece %5’inden sorumludur. BRCAI ve BRCA2 kalitsal meme
kanserinin olusumunda etkili en 6nemli iki tiimor siipresor gendir. BRCAI olarak
adlandirilan gen kalitsal meme kanserinde rol oynadigi tespit edilen ilk gendir.
BRCAI’deki mutasyonlar, meme kanserine yatkinlik ile iligkilidir ve bu yatkinlik
otozomal dominant olarak kalitilir. BRCAI geninde, proteininin fonksiyon kaybina
neden olan ¢ok fazla sayida mutasyon tanimlanmistir. Mutant bir BRCAI geni

tagityan kadinda meme kanseri gelisme riski yiiksektir [3].

2.2.5.2. Sporadik meme kanseri

Kalitsal meme kanserinin aksine yiiksek siklikta goriilen sporadik meme kanserinde,
mutasyon somatik hiicrelerde meydana gelir, bu kisilerde ve ailelerinde kanser
riskinin goriilme olasilig1 ailesel degil, tibbi, yasamsal ve c¢evresel faktorlerin etkisi
altindadir. Kadinlarda goriilen sporadik meme kanserinin bilinen baglica risk
faktorleri, Ostrojen seviyesindeki artis ya da Ostrojene uzun silire maruz kalma ile

iliskilidir. Ostrojen biyosentezinde (CYPI7, CYPI19, 17B-HSD) ve Ostrojenin
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metabolitlerine ve iirlinlerine doniisiimiinde (COMT, CYPIAI, CYPIBI, GSTMI,
GSTM3, GSTPI, GSTTI) rol alan polimorfik genler, meme kanserine bireysel
yatkinlikla yakindan iligkilidir [3].

2.2.6. Meme Kanserinde Etiyoloji

Meme kanserlerinin 1/4'i kalitimsal nedenlere bagli iken 3/4’i maruz kalinan
biyolojik ve ¢evresel faktorlere baglidir [11]. Meme kanserine neden olan faktorler
arasinda Ostrojene maruz kalma siiresi, iyonize radyasyona maruz kalma, hareketsiz
yasam tarzi, yiikksek miktarda yag iceren besinlerle beslenme, alkol ve sigara tiiketimi
ve genetik yatkinlik (BRCAI1, BRCA2 ve diger genlere bagli olan yatkinlik)
sayilabilir [11].

2.2.6.1. Degistirilemeyen risk faktorleri
2.2.6.1.1. Yas

Yasla birlikte meme kanseri riskinin yiikseldigi ve menopoz dénemine kadar her 10
yilda ikiye katlandig1 daha sonra ise dramatik bir sekilde azaldigi bildirilmistir.
Akciger kanseri ile karsilastirildiginda geng yasta goriilme sikliginin daha yiiksek
oldugu bildirilmistir [12].

2.2.6.1.2. Boy ve kilo

Postmenopozal donemdeki kadinlarda obezitenin meme kanseri riskini iki kat
arttirdigi, bununla birlikte premenopozal donemdeki kadinlar arasinda ise bu
insidansin azaldigi gosterilmistir [1]. Memenin biiylikliigiinii genellikle glandular
dokuyu saran yag miktar1 belirlemektedir. Biiylik hacimli memelerde kanser
gelisiminin fazla olduguna yonelik yaygin bir goriis bulunmasina ragmen, meme
boyutu ve kanser riski arasinda net bir iliski bulunamamistir. Bunun yaninda
proliferatif hastaligi ya da ailede meme kanseri hikayesi olan kadinlarda, meme

boyutu ile kanser riski arasinda iliski oldugu da saptanmaistir [1].

2.2.6.1.3. Cografik varyasyon

Bat1 iilkeleri ile uzak dogu iilkeleri arasinda meme kanseri goriilme sikligi
birbirinden oldukga farklidir ve bu fark gittikge azalmaktadir. Japonya’dan Hawai’ye
go¢ eden gogmenlerle yapilan ¢aligmalarda, gogmenlerin meme kanseri oraninin bir

veya iki jenerasyon sonra gog ettikleri yerlerin oranina yaklastigi goriilmiistiir. Bu da
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cevresel faktorlerin  genetik faktorlere goére olduk¢a Onemli oldugunu

diistindiirmektedir [12].

2.2.6.1.4. Menars ve menopoz yasi

Menstruasyona erken baslayan veya menopoza ge¢ giren kadinlarda meme kanseri
riskinin yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ellibes yasindan sonra dogal bir menopoz
geciren kadinlarin, 45 yasindan 6nce menopoz tecriibesi gegiren kadinlara gore

neredeyse iki kat meme kanseri gelisim riski tagidigi bildirilmistir [12].

2.2.6.2. Cevresel faktorler
2.2.6.2.1. Radyasyon

Iyonizan radyosyona maruz kalmanm da meme kanser riskini artirdigi bulunmustur
[2]. Iyonize radyasyonun bayan ugus gérevlileri, hemsireler, kimyacilar ve yalitim
isgilerinde meme kanseri riskini arttirdig: bildirilmistir [12]. Ikinci Diinya savasi
siiresince radyasyona maruz kalmis geng kizlarda meme kanseri agisindan artmig bir

risk gozlemlenmistir [12].

2.2.6.2.2. Diyet

Insanlarin aldig1 giinliik besinler ¢ok ¢esitli dogal karsinojenler ve anti-karsinojenleri
icermektedir. Bu bilesiklerin bircogu DNA hasarina neden olan oksijen radikalleri
olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle asir1 yag kullanimi &zellikle ¢oklu
doymamis yag asitlerinin alimimi meme kanser riskini arttirmaktadir [6].
Popiilasyonlarda giinlilk yag alimi ve meme kanseri insidansi arasinda yakin bir
korelasyon olsa da, meme kanseri ve yag alimi arasindaki iligki tam olarak giiclii ya

da tutarh degildir [12].

Dogal antioksidan kaynagi olan vitamin ve sebzelerin kullaniminin meme kanser
riskini azalttig1 gosterilmistir [6]. Askorbik asit, a-tokoferol ve karotenoidleri iceren
antioksidan besinlerin yiiksek tiiketimi ile ters iligkilendirilmesi kadar, meyve ve
sebze alimi ile meme kanseri riski arasindaki iliskiyi destekleyen nispeten tutarli
bilgiler de vardir. Bu besinlerin prooksidan hiicre aktivitesi ve antioksidan
savunmalar1 arasindaki dengeyi degistirerek oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimini etkiledigine dair bir hipotez vardir. ROS’lar normal hiicre
solunumu, hiicre stresi ve inflamasyonu sonucu iiretilmektedir [6]. Toksik ajanlardan

etkilenim veya patolojik siirecte savunma mekanizmasindaki yetersizlik ROS’un
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yogun firetimine neden oldugundan oksidatif stres olusabilmektedir. Lipit
peroksidasyon, protein degisikligi, membran hasar1 ve mitokondrial hasar kirilmalara
kadar varan DNA hasar1 ile sonu¢lanmaktadir [6]. Karotenoidlerden A vitamini
hiicre farklilagsmasinda regiilatér olarak rol oynadigi i¢in hiicrelerin malign forma
gecisini Onleyebilir. Retinol in vitro kosullarda insan meme kanseri hiicrelerinin
biliylimesini Onlemistir [6]. Diyetle alinin a- tokoferol lipid peroksidasyona karsi
korur ve steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasar1 ve tiimor gelisimine karsi
kullanilabilir. Ancak; Vitamin C ve E'nin artmis lipid peroksidasyon ve serbest

radikallere kars1 savunmada yetersiz kaldigi belirtilmistir [6].

2.2.6.2.3. Alkol

Baz1 calismalarda alkol tliketimiyle meme kanseri insidansi arasinda bir baglanti
olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Ornegin yiiksek oranda alkol kullanan kadinlarla
yapilan bir caligmada alkol alimimin meme kanseri riskini %15 arttirabilecegi

bildirilmistir [12].

Alkol kullaniminin 6zellikle yetiskinlik ¢aginin erken donemlerinde zararli oldugu
gosterilmistir [6]. Alkoliin karsinojenik etkisinin mekanizmasi tam anlasilamamustir.
Ancak alkol kullanan kadinlarda Ostrojen seviyesinin arttigini1 bildiren gorisler
vardir. Bununla birlikte meme kanseri insidansi ile alkol tiiketimi arasindaki bu
baglantinin tam tutarli olmadigr ve bu baglantinin alkolden baska diger diyet

faktorlerinden de kaynaklanabilecegi one siiriilmektedir [12].

2.2.6.2.4. Sigara

Sigara kullaniminin meme kanseri etiyolojisindeki 6nemi tartismali bir konu olsa da,
meme kanseri riski ile sigara kullanimi arasinda ¢ok zayif bir baglant1 olabilecegi
diistiniilmektedir [12]. Sigara ve meme kanserine yatkinlik {iizerine yapilan
caligmalarda farkli sonuclar elde edilmistir. Meme kanserinin gelisme riskinin sigara
iciciligi ile iliskisinin zayif oldugu bilinmektedir. Istatistiksel olarak 6nemli
etkileriyse; erken yaslarda baslayanlarda, asir1 kullananlarda ve pasif igicilerde
gozlenmistir. Ote yandan tiitiin dumaninda bulunan bazi ajanlar antidstrojenik
etkilere sahiptirler. Ornegin; nikotinin CYP19 enzimlerini inhibe ettigi gosterilmistir
ki bu enzim normal meme epitelyum hiicrelerinin farklilasma ve cogalmasinin
diizenlenmesinde rol alan dstrojen hormonunun biyosentezinde, C19 androjenlerinin

C18 ostrojenlerine donilisiimiinii katalizleyen sitokrom P450 aromataz enzimini
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kodlar ve bu enzim 0Ostrojen biyosentezinde son basamaklarda rol oynar [6]. Bu
nedenle sigara kullananlarda menopoz kullanmayanlara gore daha erken yaslarda
gerceklesmektedir. Sigara katran1 3000°den fazla bilesik icermektedir. Bunlarin 30

tanesinin karsinojen oldugu bilinmektedir.

Sigara dumanindaki en onemli karsinojenler; polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH), aril aminler, heterosiklik aromatik aminler (HAA) ve N-nitrosaminlerdir
[10,13]. Sigara dumani ile viicuda alinan PAH’lar ilk evrede: Sitokrom P4501A1
(CYPI1AI), ikinci evrede ise Glutatyon S transferaz (GST) enzimleri tarafindan
detoksifiye edilerek suda c¢oziinebilir tiirevlerine doniistiiriilir. PAH’lar meme
hiicreleri i¢in mutajenik etkiye sahiptirler ve lipofilik bilesikleri memeyi de igeren
adipoz dokularda depo edilir. Bu nedenle, PAH-DNA hasar1 normal meme

dokusunda meme kanserli dokuda belirlenmistir [6].

2.2.6.3. Reprodiiktif faktorler

Meme kanseri gelisiminde risk faktorlerinden birisi de, intrauterin hayat dahil olmak
tizere kadmin uzun siire Ostrojen gibi iireme hormonlarina maruz kalmasidir [14].
Menarsin ileri yasta baslamasi, dogurganlik sayisinin yiiksekligi ve menopoz meme

kanseri riskini azaltmaktadir.

Ilk dogum yas1 ile meme kanseri gelisme riski arasinda da iliski gdzlenmistir.
Ornegin ilk canli dogumunu 30 yasindan sonra yapmis bir kadinda meme kanseri
gelisme riski, ilk dogumunu 18 yas ve dncesinde yapmis bir kadina gore 2-5 kat daha

fazla saptanmustir [15].

Postmenopozal donemde hormon tedavisi kullananlarda kullanmayanlara gére meme
kanseri riski artmaktadir. Ozellikle ailede meme kanseri dykiisii olan kadimlarda oral

kontraseptif kullanimi, meme kanseri riskini arttirmaktadir [16].

2.2.7. Meme Kanseri Evrelemesi

Meme kanseri evrelemesi hem patolojik hem de klinik bulgulara gore
yapilabilmektedir. Ancak, en sik kullanilan evreleme yontemi “American Joint
Committee on Cancer” (AJCC) kurulusunun oOnerdigi evreleme sistemidir. Bu

sistemde TNM evrelemesi kullanilmaktadir (T; Tiimor, N; Lenf nodu, M; Metastaz).
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Memenin mediiller kanseri harig, tiim invaziv meme kanserlerinde histolojik grad
belirtilmelidir. Histolojik grad icin Onerilen yontem, “Elston-Ellis modification of
Scharff-Bloom-Richardson grading system” yontemidir [17]. Meme kanseri evresi
timoriin tubul formasyonu, niikleer polimorfizm ve mitoz sayis1 gibi morfolojik

ozelliklerine gore yapilir.

2.2.8. Prognostik Faktorler

Meme kanserinin ileri donemlerinde sistemik hastalik gelisim riski i¢in en 6nemli
gosterge, lenf nodu tutulumunun sayisidir [18]. Lenf nodu metastazi bolgesel lenf
nodlarinda metastaz gelistigini gosterir. Hastalik seyri hakkinda énemli ikinci faktor
ise tiimoér boyutudur. Prognostik gostergelerden iiglinciisii tiimoriin histolojik
gradidir. Grad 1 meme kanserlerinde, genellikle uzak metastaz ve meme kanserine

bagli 6liim olay: diisiik oranda beklenir.

Hastanin yas1 da bagimsiz bir prognostik faktordiir. Cok geng yastaki meme kanseri

hastalarinda prognoz, yasl hastalara gore daha katiidiir.

Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonu meme
kanseri tedavi planlamasinda en 6nemli prediktif faktorlerdir. ER ve PR ekspresyonu
olmayan invaziv meme kanserleri hormonal tedavilere yanit vermezler. ER ve PR

pozitifligi hormonal tedaviye yanitin en 6nemli belirleyici faktoriidiir.

HER2/neu durumu: HER?2, “epidermal growth factor receptor” (EGFR) ailesinin
bir tliyesidir ve bu aile HERI, HER2, HER3 ve HER4’den olusur. HER? geni
17921°de yerlesiktir ve aktivasyonu ile 185-kD transmembran glikoprotein sentezi
olur ve bu glikoproteinin intraselliiler kismini tirozin kinaz olusturur. Bu
glikoproteinin aktivasyonu ile tirozin kinaz yolagi aktive olur ve hiicre ici sinyal ileti
yolaklar1 iizerinden hiicre proliferasyonuna sebep olur. Tiim meme kanserlerinin
yaklastk  %20’sinde HER2 gen amplifikasyonu vardir ve transmembran
glikoproteinin asir1 ekspresyonuna yol acar. HER2 amplifikasyonu ve asiri
ekspresyonu, yiiksek tiimor gradi, ER negatifligi, artmis tiimor proliferasyon orani ve

kotii prognoz ile iliskilidir [19].

Lenfovaskiiler Invazyon: Lenfatik damar invazyonu, lenf nodu metastaz1 ile
iligkilidir. Lenfovaskiiler invazyon, hem lenf nodu tutulumu pozitif hem de lenf nodu

tutulumu negatif meme kanserli hastalar i¢in bagimsiz bir prognostik faktordiir [20].

15



Proliferasyon Orani: Cok sayida calismada, ploidi (timor hiicresindeki DNA
miktar1), S fazindaki tiimor hiicresi sayisi, timor hiicrelerinin mitotik indeksi vb.
timor proliferasyon indeksleri ile prognoz ve tedaviye yanit arasindaki iligki
arastirilmistir. Cogu c¢alismada ploidi ile prognoz arasinda herhangi bir iliski
saptanmamustir, ancak S fazindaki artmis tiimor hiicresi sayisi ile azalmis yasam
siiresi arasindaki iliski gosterilmistir [21]. Yiiksek proliferasyon gostergeleri ile
yiiksek tiimor gradi, geng yas, ER/PR ekspreyon negatifligi ve HER2 pozitifligi
arasinda giiclii sekilde iliski saptanmistir [21].

Plazminojen aktivator sistem: Urokinaz plazminojen aktivator (u-PA) ve
plazminojen aktivatdr inhibitér-1 (PAI-1) konsantrasyonlarinin giiglii  birer

prognostik faktor olduklar1 gosterilmistir [22].

Diger prognostik faktorler: Meme kanserinde bunlar disinda, bagka prognostik ve
prediktif faktorler de degerlendirilmistir. Tiimor dokusundaki kapiller damarlar
sayilarak tiimor anjiyogenezi degerlendirilmis ve yiiksek tiimér anjiyogenezi olan
hastalarda, diisiik timor anjiyogenezi olan hastalara gore daha yiiksek oranda niiks

ettigi gozlenmistir.

Malignitelerde p53 gen mutasyonuna siklikla rastlanir ve yapilan ¢alismalarla p53
gen mutasyonunun da prognostik ve prediktif faktor olarak kullanilabilecegi
belirtilmektedir [23]. Bunun yaninda bir ¢alismada, siklin D1’in Western Blot
yontemi ile dlciilen diigiik molekiil agirlikli formunun artmis ekspresyonu ile niikssiiz

sagkalim ve genel sagkalim oranlarinin diistiigii bildirilmistir [23].

Meme kanserli hastalarda kemik iligindeki mikrometastazlar immiinohistokimyasal
calisma (IHC) yontemi ile degerlendirilmis ve prognostik Onemi arastirilmustir.
Yapilan bir caligmada, evre 1-3 meme kanserli 552 hastanin kemik iligi biyopsi
materyalleri sitokeratin ile degerlendirilmis ve hastalarin %32’sinde kemik iliginde

mikrometastazlar saptanmistir (kontrol grubunda %1) [24].

2.3. CDC25 Fosfatazlar (Cell Division Cycle 25)

Okaryotik hiicre déngiisii G1, S, G2 ve M olarak isimlendirilen dért ayr1 hiicre siklus
fazinin birbirini takip etmesi neticesinde gergeklesir. Bu fazlar cesitli fosforilasyon
ve defosforilasyon olaylariyla diizenlenmektedir. Hiicre siklusu boyunca siiren

fosforilasyon olaylar1 uygun siklin molekiillerinin (cdc) baglanmasiyla ve korunmus
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bir treonin rezidiisinde (Thr 160) Cdk-aktive edici kinazlarin stimiilator
fosforilasyonuyla pozitif olarak regiile edilen siklin-bagimli kinazlar (Cdks)
tarafindan gerceklestir. Cdklarin negatif regiilasyonu c¢ok komplikedir ve genis
aralikli cdc-Cdk kompleks inhibitorleri p21, p27 ve p57 ve Cdk4/Cdk6 inhibitorleri
pl5, pl6 ve pl18 gibi Cdk inhibitdrleriyle gerceklestir. WEE1/MIK1 protein kinazlar
tarafindan Cdklarin ATP baglanma boélgelerinin yakininda korunmus treonin ve
tirozin rezidiilerinin (Thr14 ve Tyrl5) inhibitor fosforilasyonu da Cdklarin negatif
regiilasyonu i¢in dnemlidir. Cdk’larin defosforilasyonu i¢in yalniz bir tip fosfataz

bulunmustur: CDC25 fosfataz ailesi (Sekil 2.7) [25].

Pi
TYP‘

Sekil 2.7: CDC25 Fosfatazlar Tarafindan Cdklarin Aktivasyonu

Bu aile Cdk’larin ATP baglanma bdolgesindeki treoninl4 ve tirozinl5 rezidiilerini
defosforile ederek aktive olmalarin1 ve hiicre siklusunun ilerlemesini saglar.

CDC25’ler Cdk aktive edici fosfatazlarin bir ailesidir [26].

2.3.1.CDC25 Kiristal Yapisi
CDC25 ¢ift 6zgiilliiklii protein tirozin fosfatazdir (dsPTPase). CDC25'lerin katalitik

bolgesinin kristal yapisi bu proteinin tanimlanmis diger fosfatazlarla ayni topolojiye
sahip olmadigin1 gosterir fakat bir siilfiir transfer proteini olan Rhodanazlarla ¢ok

benzerdir [27].

2.3.2.Hiicre Siklusu Kontroliinde CDC25 Fosfatazlar

CDC25 protein ailesi hiicre siklusunun ilerlemesinde regiilator olan Cdk
komplekslerini aktive eden yiiksek derecede korunmus ¢ift 6zgiillii fosfatazlardir.
Bitkiler diginda tiim okaryotik organizmalarda bulunurlar. Memeli hiicrelerinde ii¢

izoformu tanimlanmustir: CDC254, CDC25B ve CDC25C (Sekil 2.8) [28].
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Sekil 2.8: CDC25 Ailesinin Evrimsel Perspektifi

Bu ii¢ izoformun her biri bir ¢esit Cdk’y1 defosforile edebilir, hiicre siklusunun farkl
zamanlarinda eksprese edilir ve aktive olurlar ve farkli cyc-Cdk komplekslerini
aktive etmek icin planlanmislardir [29]. Her biri Cdkl ve Cdk2 aktivitelerini regiile
ederek G1-S ve G2-M gecislerinin kontroliinde gorev alirlar [28]. Memeli hiicre
siklusunun CDC25 fosfatazlar tarafindan diizenlenmesinin ilk modellerinde
CDC25A’nin yalnizca G1-S fazi1 gecisinde gorev alan erken regiilator protein oldugu,

CDC25B ve CDC25C’nin ise yalmizca ge¢ G2 ve mitozda aktif oldugu
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diisiiniilmekteydi. Fakat son kanitlar gostermistir ki, ti¢ CDC25 izoformu da G1-S ve
G2-M gegislerinde ve de mitozda esensiyal rollere sahiptirler (Sekil 2.9) [30].
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Sekil 2.9: Hiicre Siklusu Anahtar Gegis Yolaklarinda CDC25 Fosfatazlar

CDC25A esas olarak G1-S ge¢isi boyunca Cdk2-cycE ve Cdk2-cycA komplekslerini
aktive eder fakat ayni zamanda kromozom kondensasyonunu baslattigi diisiiniilen
Cdkl1-cycB kompleksini aktive ederek G2-M gecisinde de rol oynar. DNA sentez
aktivasyonunda yer alan Cdk2 kinaz cycA ya da cycE ile iliski kurar ve bu bilesigin
aktivitesi S ve G2 fazlar1 boyunca maksimumdur. Bu bilesik aktive olmadan 6nce
Cdk2-cycA kompleksi CDC2’de bulunan bdlgelere analog yerlerden fosfatlanir.
CDC25C Cdk2’yi Thr14 ve Tyr15 bolgelerinden defosforiller ve boylece onun kinaz
aktivitesini arttirir [31]. Bu defosforilasyon Cdk aktivasyonu ve S fazi baglamasi i¢in
gereklidir [29]. Bununla birlikte CDC25B ve CDC25C esasen mitoza giris igin
gereklidir (Sekil 2.10) [28].
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Sekil 2.10: G2-M Gegisinde CDC25B ve CDC25C’nin Etkin Rolii

2.3.3.CDC25 Aktivitesinin Diizenlenmesi

CDC25 bir fosfoproteindir ve hiicre siklusu boyunca fosforilasyonu zorunludur.
CDC25 fosfatazlar kendi substratlar1 (Cdklar) tarafindan fosfatlanirlar [32]. Her bir
hiicre siklus basamaginda dogru Cdk-cyc aktivasyon seviyesini saglamak ig¢in
CDC25 fosfataz aktiviteleri hiicre icindeki bolluklari, subseliiler lokalizasyonlari
(kismen 14-3-3 proteinine baglanarak regiile edilir) ve fosforilasyon durumlar1 gibi

coklu mekanizmalar tarafindan sikica regiile edilir (Sekil 2.11) [30].

Sekil 2.11: CDC25 Fosfatazlarin Regiilasyon Semasi
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Cdk-cyc komplekslerinin yiiksek yogunluklu Ser/Thr-Pro motifleri olarak karakterize
edilen N-terminal regiilator bdlgelerinden fosforilasyonu CDC25 fosfatazlarin
aktivitelerini regiile eder [28]. Oto-amplifikasyon ilmek mekanizmasi yaratan bu
fosforilasyon cycE-Cdk2 bagilimhidir ve S fazina girecek hiicreler i¢in zorunludur
[33]. Hiicre siklus basamaklarinda eksprese edilen CDC25 protein seviyeleri protein
sentezi ve yikimi arasindaki dengeye baglidir. CDC25C protein seviyesi normal
hiicre boliinmesi boyunca oldukca sabit kalirken CDC25A ve CDC25B seviyeleri
hiicre siklusunun basamaklarina bagli olarak degisir [30]. CDC25B ve CDC25C
fosfatazlar Cdk1-cycB kompleksinin fosforilasyonuna bagl olarak aktive edilirler ve
bu durum geri doniisiimsiiz bir oto-amplifikasyon ilmegi meydana getirerek hiicreleri
mitoza siiriikler. CDC25A i¢in de benzer bir oto-amplifikasyon mekanizmasi1 Cdk2-
cycE kompleksleri araciligiyla G1-S gegisi i¢in gecerlidir. Bu durumun aksine Chk1
fosfatlanmis CDC25A’nin Cdkl-cycB interaksiyonunu engellemek icin 14-3-3
baglanma bolgesi yaratarak mitotik girisin uygun zamanlamasin1 kontrol eder.
CDC25A ¢ogunlukla G1’de eksprese edilir ve Cdkl-cycB aracili fosforilasyon
boyunca mitozda sabit kalir. Mitozun sonunda APC/C (anaphase promoting
complex/cyclosome) aracili ubiquitinasyon araciliiyla yikimina bagli olarak hizla
azalir. S ve G2 fazlarinda ise CDC25A’nmin yikimindan SCF kompleksi
(Skp1/Cull/F-box) sorumludur [28]. Buna ilaveten bu kompleks tarafindan S fazinda
CDC25A’nm yikimi1 Chk1/Chk2 ve baska bir bilinmeyen kinaz tarafindan en az {i¢
serin rezidiisiinden fosfatlanmasini gerektirir ve bu yikim islemi DNA hasarina

cevapta gelisir (Sekil 2.12) [30].
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Sekil 2.12: DNA Hasarina Karst G2/M Kontrol Noktasindaki Cevapta CDC25

Inaktivasyonu
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Esas olarak APC mitotik regiilatorlerin fazlaliginin kontroliinde gorev alirken SCF
ligazlar hiicre siklusunun regiilasyonunda ve sinyal transdiiksiyonunda yer alan
ubiquitilleyici proteinler tarafindan yiiriitiilen ¢ok sayida fizyolojik olayda sinirlayici
fonksiyona sahiptir. Ubiquitilizasyon ve proteozomlar araciliiyla bunu takip eden
yikim geriye doniisiimsiiz bir mekanizma araciligiyla protein fazlaligini diizenleme

icin esas mekanizma olarak goriinmektedir [34].

DNA hasar1 oldugu durumlarda aktive olan CDC25 fosfatazlar kontrol noktalarinin
anahtar bilesenleridir. Biitiin hiicreler potansiyel olarak DNA hasarina neden olabilen
serbest O, radikalleri iiretimi ya da UV radyasyon gibi stres faktorlerine siirekli
maruz kalirlar. Genellikle hiicre bu duruma hiicre siklusunun durmasina neden olan
ve hasarli DNA’nin tamiri ya da programlanmis hiicre 6liimiine neden olan ilgili
kontrol mekanizmasini aktive ederek cevap verir. DNA hasarina karsi cevapta G1-S
veya G2-M geciglerini ya da S fazimi ilerlemesini durdurmak icin ¢oklu kontrol
noktas1 yolaklar1 aktive edilir. Baslangi¢ zarari ne olursa olsun net sonu¢ hiicre
siklusu ilerlemesini durdurmak icin Cdk-cyc kompleksinin inhibisyonudur (Sekil

2.13) [28].

v
Chk1/2

Cdc2

Sekil 2.13: DNA Hasarina Kars1 Cdk-Cyc Kompleksinin Inhibisyonu
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G2 regiilasyonunun baslica mekanizmasi mayalardan memelilere kadar yiiksek
derecede korunmustur [13]. Memeli hiicrelerinde G2-M kontrol noktasi cevabi
komplekstir ve ATM (ataxia-telangiectasia mutated) ve ATR (ataxia-telangiectasia
ve Rad-3 related) yolaklar1 ve ¢ok yeni olan mitojen aktif protein kinaz p38 yolagi
gibi ¢ok sayida sinyal yolaklar1 tarafindan yiiriitiiliir [30]. Tamamlanmamis DNA
replikasyonu ya da iyonize radyasyon veya UV i1siginin neden oldugu gibi DNA
hasar1 ATM (ataxia-telangiectasia mutated) ve ATR (ataxia-telangiectasia ve Rad-3
related) kinazlar araciligiyla DNA hasar kontrol noktasini aktive eder. ATM o&zellikle
cift zincir DNA kiriklarina cevapta aktive edilirken bazi fazlaliklar ve ATM ve ATR
sinyal yolaklar1 arasinda birliktelikler olmasina ragmen ATR’nin esasen tek zincirli
DNA bdélgelerinde aktive edildigi goriilmektedir. ATM ve ATR kinazlar da kontrol
noktasi kinazlar1 olan Chk1 ve Chk2’yi fosfatlar ve aktive eder (Sekil 2.14) [28].
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Sekil 2.14: DNA Hasarina Kars1t ATM/ATR Kinazlarin Chklar1 Inhibisyonu
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CDC25 potansiyel olarak Chkl1’in direk hedefidir ve spesifik bir serin rezidiisiinden
(Ser216) ChkIl’in fosforilasyonu Cdc25’in 14-3-3 proteinine baglanmasiyla
sonuclanir [32]. Ug¢ CDC izoformu da hiicre béliinmesi boyunca subseliiler
lokalizasyonlarinda hizli degisiklikler gecirirler ve bu NES (nuclear export signals)
ve NLS (nuclear localisation sequence) varligi tarafindan oldugu gibi kismen 14-3-3
aracilifiyla da olur. Chkl ve/veya C-TAKI tarafindan her bir CDC25 proteininin
spesifik bir serin rezidiisiiniin fosforilasyonu bir 14-3-3 baglanma bolgesi yaratir. 14-
3-3 baglanmasinin CDC25 aktivitesi iizerine ¢oklu inhibitdr etkileri olmasina ragmen

primer roliit CDC25 fosfatazlari kendi substratlarindan uzakta ¢okertmektir [30].

Chkl ve Chk2 CDC25 fosfatazlarin inhibisyonu ve/veya yikimina aracilik eder.
Chkl kimyasal olarak, UV veya iyonize radyasyonun indiikledigi DNA hasarina
cevap olarak CDC25A’nin yikimi aracilifiyla S ve G2 fazlarinin durmasina aracilik
eder. CDC25 fosfatazlarin inhibisyonuna ilaveten Chkl Cdk-cyc komplekslerinin
inhibisyon destegini ilerletmek i¢cin Weel aktivitesini de arttirir [28]. Bu Chk1 aracili
CDC25A’nin yikiminin hiicre siklusunun durmasi ya da G1, S ve G2 fazlarinda
gecikmenin p53°ten bagimsiz asil mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir. Bu
mekanizma hiicre siklusu boyunca Cdklarin aktiflenmesinde CDC25A’nin roliinii

gostermektedir [35].

CDC25 fosfatazlarin aktiviteleri dogru bir Cdk-cyc aktivite seviyesinin korunmasini
saglamak icin hem normal hiicre boliinme siklusu hem de kontrol noktasi aktivasyon
cevabinda yiiksek derecede regiile edilir. Bu durum diizglin bir sekilde boliinme
siklusu boyunca hiicre cogalmasini kontrol eder ve genomik kararliligin korunmasini
saglar. Bu kontrol mekanizmalarindan herhangi birinin yanlis regiilasyonu genomik

mutasyonlarin artig1 ve boylece tumorijenezis katkida bulunmayla sonuglanir [28].

2.3.4.CDC25 Fosfatazlar ve Kanser

Hiicre siklusundaki regiilasyon kaybi kanserlesmedeki en 6nemli gostergedir. Hiicre
siklus mekanizmasinin diizenleyici bilesenleri genellikle karsinogenez siiresince
genetik degisimlerin hedefleri olurlar. Cdklar hiicre siklusunun baglamasinda
merkezi roller istlenirler ve Cdklarin kontrolsiiz aktivasyonu kanser hiicrelerini
cogalmaya itici giictiir. Cdk inhibitdrlerinin down-regiilasyonu gibi Cdklarin ve
siklinlerin asir1 ekspresyonu insan kanserlerinin ¢ogunda goriiliir [36-41]. Timor

baslangici siiresince onkojenik hiicre siklusunun ilerlemesi yiiksek kapasitede toplam
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Cdk aktivitesi ya da spesifik Cdk komplekslerinin gerekenden fazla olmayacak
sekilde diizenlenmesini gerektirir. Cdk aktivasyonu sadece bir cyc alt iinitesiyle
iligkiye degil ayn1 zamanda katalitik alt {initenin uygun fosforilasyonuna da baghdir.
CDC25 fosfatazlar hiicre siklusunda Cdk aktivasyon zamanlamasi i¢in kritiktir. Bu
proteinlerin ekspresyon modelleri ¢ogunlukla cakismaktadir ve her bir CDC25
proteinin fonksiyonu hakkindaki bilgiler sinirlidir [35].

CDC25 fosfatazlar hiicre farklilagmasi, tiimorijenez, kontrol noktasi ve apoptoziste
gorev alir [27]. Hiicrenin akibetinin ne olacagi yoniindeki rollerinden dolayr CDC25
fosfatazlar hiicre boliinme siklusu boyunca sikica regiile edilmelidirler. Ayrica hiicre
siklusunun ilerlemesini durdurmak ve hiicreye DNA tamiri ya da apoptozis icin
zaman tanimak amaciyla kontrol noktasi aktivasyon cevabinda CDC25 fosfatazlar
inaktive edilmelidirler. Bu islemlerden herhangi birinin yanlis diizenlenmesi
genomik kararsizlikla sonuglanabilir. Bu durumla uygun olarak CDC25’lerin asiri
ekspresyonu pek ¢ok insan kanserinde bildirilmis ve aynm1 zamanda ¢ok agresif

hastaliklarla ve kotili prognozla iliskilendirilmistir (Sekil 2.15) [28].
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Sekil 2.15: Insan Kanserlerinde CDC25 Fosfatazlarin Asir1 Ekspresyonu
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Ayrica insan kanserlerinde siklikla degisime ugrayan en az iki onkogenin (Rafl ve c-
Myc) potansiyel hedefleridirler ve diger onkogenlerle de isbirligi yaparlar. Boylece
iyi niyetli (bona fide) proto-onkogenler olarak isimlendirilmislerdir [27].

Kanserde CDC25 asir1 ekspresyonuyla ilgili ilk, en 6nemli ve en kritik tespit spesifik
kanser alt tiplerinde CDC25 seviyesi ve ileri dereceli ve kotii prognozlu-az surveyli

gibi spesifik patolojik 6zellikler arasinda bir korelasyonun varligidir [28].

Tiimdrijenez siiresince CDC25 izoformlarinin bozulmus regiilasyon mekanizmalari
halen net degildir. Kanserdeki bozulmus CDC25 fosfataz aktivitelerinden sorumlu
olabilecek gen amplifikasyonu ya da yeniden diizenlenmesi veya herhangi bir diger
genetik mutasyondan kaynaklanan CDC25 asir1 ekspresyonu ic¢in son zamanlarda
bulunan bir kanit yoktur. Ayrica transkript ve protein seviyeleri arasindaki dnemli
korelasyon eksikligi CDC25 fosfatazlarin transkripsiyon ve translasyon arasindaki
herhangi bir basamakta hatta post-transkripsiyonel seviyede bile yanlis
diizenlenebilecegini gostermektedir. Her bir hiicre siklus fazi arasindaki gecisler
genomik kararliligin korunmasi icin yer zaman agisindan sikica kontrol edilmelidir.
CDC25A ya da CDC25B’nin asir1 ekspresyonu artan fosfataz aktivitesi esliginde
hedef Cdk-cyc komplekslerinin asir1 aktivitesiyle sonucglanabilir. Sonug¢ olarak
hiicreler hiicre siklus gecislerine zamansiz fitilirler ve genetik bozukluk meydana
gelir. Insan kanserleriyle yapilan son ¢alismalar CDC25 asir1 ekspresyonunun biiyiik
bir olasilikla tiimdrijenik yolagin farkli basamaklarinda olusabilecegini ve hiicre
boliinme siklusunun bozulmus regiilasyonu ve/veya normal sinyal yolaklarindaki
diger onkogenlerle birliktelikten dolay1 olusan genomik kararsizligin neden oldugu
hastaliklarin ilerleyisiyle iligkili olabilecegini gdstermistir. CDC25 fosfatazlar
mitojenik sinyal yolaklar1 ve hiicre bdliinme siklusu arasinda direk bir baglanti
saglanmasinda  hiicre = farklilasmasin1  kolaylagtirmak i¢in  ideal olarak

tasarlanmiglardir. Bu onlar1 yeni bir anti-kanser tedavi i¢in ideal hedefler yapar [28].

2.3.5.CDC25 ve Kanser Tedavisi

Hiicre siklus kontroliinde Cdklarin stlendigi kritik rollerinden dolay:r anti-
proliferatif ila¢ gelistirmede ilgi c¢ekici farmakolojik hedefler haline gelmislerdir.
Birkag¢ yildir bu enzimlerin aktivitelerini direk ya da indirek inhibe etmek icin ¢ok
cesitli stratejiler gelistirilmistir. Direk inhibisyon her ikisi de tek bagina ya da son
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zamanlarda kullanilan terapotik ajanlarla birlikte tekrar etmis ya da tedaviye yanit
vermeyen tiimorli hastalarda yapilan faz I ve II klinik calismalarda kullanilan
Flavopiridol ve Roscovitin gibi ¢ok iyi bilinen bilesiklerle kompetetif ATP
analoglarinin kullanimina dayanir. Cdklarin aktivatorleri olan CDC25 fosfatazlar
indirek olarak Cdk kinazlar1 ve hiicre siklus kontroliindeki etkilerini inhibe etmek
icin orijinal yaklagimlar gelistirmede agik¢a adaydirlar [28]. Cok sayida bildirilen
CDC25 inhibitdrleri dogal {irlinler ya da onlarin tiirevleridirler. Cok sayida metal
anyonu da spesifik olmayan fosfataz inhibitorleridirler [27]. Bununla beraber etkili
bir sekilde kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eden ve fare, rat veya benzeri
ksenograft insan tiimorlerinde aktif olan CDC25 fosfatazlarin potansiyel
inhibitorlerinin sayis1 hala siirlidir ve quinonlu bilesiklerle kisitlidir. Bundan dolay1
gecici  protein-protein  etkilesimler  inhibitorlerinin  gelistirilmesi  CDC25

inhibisyonuna dayanan bir kanser tedavisi i¢in alternatif stratejiler saglayabilir [28].

CDC25 proteinlerinin yart Omiirleri kisadir. Bundan dolayr CDC25 inhibitor
bilesigiyle muamele edilen hiicreler spesifik bir kontrol gecis noktasinda durdurulur
fakat inhibitor madde ortadan kalkinca hiicre siklus ilerlemesi eski halini alacaktir.
Bu durum teorik olarak bdyleyken ¢esitli modellerde hiicre siklus durdurulmasinin
uzamasi gibi bu durdurulmadan zamansiz ya da kismen kagis hiicreleri apoptotik
programa itilmesi gibi eninde sonunda zararli olabilir. Bununla beraber kemoterapide
son zamanlarda kullanilan bilesiklere gelince CDC25 fosfataz inhibitdrleri tiimor
hiicrelerinin se¢imini dngérmez ve boylece herhangi bir hiicre tipinin hiicre siklus
ilerlemesini inhibe edebilir. Fakat pek cok tiimdr tipinde bulunan CDC25A ve
CDC25B’nin asir1 regiilasyonu bu durumlarda hassasiyet artiginin olusabilecegini

Ongoriir [28].

2.4.CDC25A Fosfataz

CDC25A geni kromozom 3p21 bolgesinde belirlenmistir [42]. Lokasyonu 48173672
bp’de baslar ve 48204805bp p-terminalden biter. Bu gen telomerik olarak CAMP
(cathelicidin antimicrobial peptide) ve sentromerik olarak LOC729349 (60S

ribozomal protein L17(L23)’e benzer bir psddogen) arasinda lokalize olmustur.

Toplam biiytikligi 31,133 bazdir (Sekil 2.16) [43].
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Sekil 2.16: Kromozom 3p-terminalindeki Insan CDC25A Geninin Genomik
Organizasyonu

15 ekzonu vardir ve baslama kodonu ekzon1’in sonunda dur kodonu ise ekzonl5’in
baslangicinda yer alir. CDC25A transkripti 3704 bp uzunlugundadir. Bugiine kadar 2
biiyiik transkript varyant1 tanimlanmistir: CDC25A1 ve A2 (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17: CDC25A’nin Al ve A2 izoformlar

CDC25A proteinin toplam uzunlugu yaklasik 59kDa molekiiler agirlikla 524 amino
asitten olusur. Proteinin N-terminal ve C-terminal uglar iki splice varyantinda da
aynidir ve benzer katalitik aktiviteye sahiptirler. N-terminal regiilator bolge birkag
fosforilasyon bolgesi igerir ve CDC25 aile fiyeleri arasinda diisiik sekansh
homolojiye sahiptir, oysa C-terminal ug¢ aktif sistein bolgesi iceren Rodanaz
homology boélgesini korumustur. Katalitik bolge tiim protein tirozin fosfatazlarda

genel olan CX5R motifi ( C: sistein, X: herhangi bir a.a., R: arjinin) igerir [43].

CDC25A geni memeliler arasinda yiiksek derecede korunmustur. Insan CDC25A
geni sempanze de %99, kopek de %90, rat de %86 ve fare de yaklasik %85 homoloji
gostermektedir. Memelilerde CDC25A’nin CDC25B ve CDC25C olmak {izere iki
ortologu vardir. Bunlar arasinda N-terminal regiilator bolge az oranda homoloji
gosterirken (%20-25 benzerlik) C-terminal katalitik bolge daha yiiksek bir
homolojiye sahiptir (CDC25B ile yaklasik %64, CDC25C ile yaklasik %58) [43].
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CDC25A embriyonik donemde erken eksprese edilir ve yetiskinlerde ise normal
hiicre ve dokularin pek ¢ogunda eksprese edilir. CDC25A nin son zamanlara kadar
niikleer bir protein olduguna inanilmaktaydi. Fakat yapilan c¢alismalarla
CDC25A’nin niikleer salim sinyali (NES) ve iki kisiml1 niikleer lokalizasyon sinyali
(NLS) sinyallerinin ikisinin sayesinde niikleus ve sitoplazma arasinda gidip geldigini
gostermistir [30]. NES 38-59 a.a.leri arasinda yer alan N-terminal ucta yer alir, oysa
NLS 272-294 a.a.leri arasinda yer alir ve bu iki sinyal CDC25A’nin niikleer

lokalizasyonunu saglamada 6nemlidir [43].

CDC25A S fazina giriste gereklidir ve bu fosfatazin agir1 ekspresyonu S fazina girisi
hizlandirir  [13,31]. CDC25A’nin  biyolojik fonksiyonlarnin arastirilldigi  bir
calismada bu fosfatazin baskin olarak ge¢ G1 fazinda eksprese edildigi gosterilmistir.
Hatta spesifik bir antikorun mikroenjeksiyonuyla rat hiicrelerinde CDC25A’nin
seviyesinin azalmasi hiicrelerin G1 fazindan S fazina girigini bloke etmistir. Bu
sonuglara dayanarak CDC25A’nin mitotik bir regiilatér degil de hiicre siklusunun
baslamasinda kritik rol oynayan bir fosfataz oldugu bildirilmistir [13]. Fakat daha
sonra yapilan ¢alismalarla CDC25A’nin G1-S gecisinde 6nemli oldugu kadar aym
zamanda bir M-faz1 indiikleyici (MPI) fosfataz protein ailesinin bir {iyesi oldugu
gosterilmistir [30]. Benzer bir ¢alismada CDC25A’nin S fazi boyunca fosfataz
aktivitesinin artmasiyla sonuglanan bir fosforilasyona ugradigi ve bu fosforilasyonun
CDC2-CYCE kinaz aktivitesine bagl oldugu gosterilmistir. Insan fibroblast
hiicrelerinde anti-CDC25A antikorlarinin mikroenjeksiyonuyla G1 fazi hiicrelerinin
S fazina geg¢isi bloke edilmistir. Bu sonuglar insan hiicrelerinde CDC25A fosfatazin
S fazina giris i¢in gerekli oldugunu ve ayni zamanda bu enzimin G2/M faz1 gegisinde

tanimlanan bir oto-amplifikasyon ilmeginin bir pargasi oldugunu gostermistir [31].

DNA hasarina cevapta Chk1/Chk2 aracili fosforilasyonu yiiriitiir, ardindan p53’ten
bagimsiz olarak biiylimenin durmasina yol acan ubiquitine bagli yikim meydana
gelir. DNA hasar1 veya DNA replikasyon bloklar1 CDC25A fosforilasyonunu ve
takiben ubiquitin-proteazom yolagi araciligiyla yikimini uyarir. Hiicre siklusunda
CDC25A’nin diizenlenmesinin arastirildigi bir ¢alismada mitoz ¢ikisi ve erken G1
sathalarinda CDC25A nin yikiminin APC/C ligaz tarafindan baslatildig1 ve proteinin
N-terminal ucundaki KEN kutusunun yikim i¢in gerektigi bildirilmistir. Ayrica SCF
inaktivasyonunun da CDC25A birikimini ve stabilize olmasin1 sagladigi bildirilmistir

[34]. Baska bir ¢alismada da CDC25A’nin ubiquitillendigi ve hizli bir sekilde

29



proteazomlar tarafindan yikildigi ve Gl’den mitoza kadar seviyesinin arttigi
bildirilmistir. DNA sentez inhibitorii hidroksi-iire ile muamele edilen hiicrelerde
CDC25A’nin fazlaliginda hizlica azalma olur ve bu duruma Cdk2 fosfotirozin
iceriginde artis ve Cdk2 kinaz aktivitesinde azalma eslik eder. Hidroksi-iire
varhiginda CDC25A asir1 ekspresyonu hiicrelerin  durmaya karst egilimlerini
degistirir ve hiicreleri erken kromozom kondensasyonuna iter. CDC25A asir1
ekspresyonu tiimdr hiicrelerini DNA replikasyon kontrol noktalarina daha az hassas

hale doniistiiriir, boylece genomik kararsizliklarina eslik eder [44].

CDC25A’nin asir1 ekspresyonu ¢ok agresif hastaliklar ve kotii prognozla iligkilidir.
Son yapilan in vivoda kontrol noktasi yolaklari ile ilgili ¢alismalar kontrol noktasi
hasarlarindan kaynaklanan genomik kararsizligin tiimor baslangici ve ilerlemesinde
temel mekanizma oldugunu ileri siirmektedir. Tiimdrijenik olaylar insan
kanserlerinde gozlenen DNA hasar cevabini harekete gegirir. cycE’nin asir1
ekspresyonu karsinomalarda gozlenen genel bir durumdur ve genomik kararsizligi
arttirdig1 rapor edilmistir. cycE ekspresyonu indiiklenmis hiicrelerin biyokimyasal
analizleri hepsi DNA hasar cevab1 kinazlar1 olan ATM ve ATR’nin hedefleri olan
Ser15-fosfatlanmis p53, y-H2AX ve Ser-966-fosfatlanmis kohezin SMC1’in zamana
bagl artisin1 gostermistir. cycE’ye analog pek ¢ok kanserde asir1 eksprese olan diger
bir proto-onkogen CDC25A’nin asir1 ekspresyonu bir DNA hasar cevabini harekete
gecirir. Benzer bir cevap bir S fazi baslatic1 transkripsiyon faktorii olan Ostrojen
reseptoric E2F’in RB yolaginda sapmalar olan kanserlerde kontrolii kalktiginda
tamoksifen eklenmis ortamda hiicre i¢ine tasindigi gozlenmistir. cycE, CDC25A ve
E2F1’in asir1 ekspresyonu zamansiz S fazina girisi baslatma kabiliyetini beraber
yiritiirler. CDC25A bir E2F hedef genidir ve kanser dokularindaki yiiksek
ekspresyonu basitge kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin artisini yansitabilir [45].
Benzer bir calismada E2F hedef genleri CDC25A ve cycE’nin hareketsiz
fibroblastlarda S fazina girisi indiiklemek i¢in yeterli olduklar1 gosterilmistir [46].

CDC25A meme, Ozofajiyal, gastrik, akciger, tiroid, bas ve boyun kanserleri ve
lenfomalarin dahil oldugu pek ¢ok insan kanserinde asir1 eksprese olur. CDC25A nin
asirt ekspresyonu en azindan meme kanserinde gen amplifikasyonu ya da asiri
transkripsiyonel regiilasyona zit olarak ¢ogu zaman post-transkripsiyonel
stabilizasyona baghdir. Hiicre siklusunun erken evreleri boyunca glikojen sentaz

kinaz 3-beta (GSK-33) CDC25A’y1 fosforile edebilir ve yikabilir, bdylece
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CDC25A’nin hiicre i¢indeki seviyesinin diisiik tutulmasii saglar. Ayrica, insan
kanserlerindeki CDC25A nin asir1 ekspresyonunun GSK-3f inaktivasyonu ile iliskili
oldugu gosterilmistir [43].

CDC25A i¢in gen mutasyonu ya da amplifikasyon yaygin olarak bildirilmemistir.
Fare Cdc25A geninde dogal olarak meydana gelen bir nokta mutasyonun (C-A)
Histidin 128 (CAC)’i Glutamin (CAA)’e donistiirdiigii bildirilmistir. Bu degisim
CDC25A fostataz aktivitesinde artisa neden olur [43].
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BOLUM 3

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. CIHAZLAR, KIMYASAL MADDELER ve SOLUSYONLAR

3.1.1. DNA izolasyon Asamasi

DNA izolasyon kiti (Roche Applied Science, Germany)
Su Banyosu (Niive, Tiirkiye)

Santrifiij (P Selecta Centronic-BL II)

Vorteks (BioMetra)

Mikropipetler (1-10ul, 10-100ul ve 100-1000ul Scorex, Eppendorf,
Pipettedu)

Steril filtreli 10ul, 100ul ve 1000ul’lik mikropipet uglart (Gilson)
0,2ml, 0,5ml ve 1,5ml’lik ependorf tiipler (Grenier)
Steril lateks eldiven

Buzdolabi (Argelik) ve Derin Dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

3.1.2. DNA Amplifikasyonu

Thermal Cycler Gradient PCR (Takara, Japan)

Mikropipetler (1-10ul, 10-100ul ve 100-1000ul Scorex, Eppendorf,
Pipettedu)

Steril filtreli 10ul, 100ul ve 1000ul’lik mikropipet uglari (Gilson)
0,2ml, 0,5ml ve 1,5ml’lik ependorf tiipler (Grenier)
Vorteks (BioMetra)

Otoklav (Niive, Tiirkiye)
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Otoklav Band1

Buz Makinesi

Steril kavanozlar

0,5ml ve 1,5ml’lik Tiipliikler
Steril lateks eldiven

Deiyonize su

DNA Taq Polimeraz (Tampon [(NH4)2S04] ve MgCIl2 (25mM, 1,0 ml)
(MBI- Fermentas #EP0402)
dNTP karisimi (MBI- Fermentas #R0181)
2mM stok i¢in; 2 ul dATP
2 ul dGTP
2 ul dCTP
2 ul dTTP
Primerler: P88S bélgesi icin; 5°-TAT TTG TTG CCT GAC TTA-3’ (ileri)
5’-CTC CAG TCC AGT GTA TGA-3’ (Gerti)
-350 C/T bélgesi igin; 5’-GGA AGA AAG GGG TCC ACA A-3’ (ileri)
5’-CAA TGA AAA CTC CCA GCA GAA-3’ (Geri)
-51C/G bdlgesi igin; 5’- AGC CTA GCT GCC ATT CGG-3’ (ileri)
5’- TTC GCT GTT CTC CCA CCC-3’ (Geri)
*Primerler stok olarak 100 pmol / pl olacak sekilde sulandirilmis ve 50 pmol/pl

konsantrasyonunda hazirlanarak kullanilmastir.

3.1.3. Enzim Kesimi

Mikropipetler (1-10ul, 10-100ul ve 100-1000ul Scorex, Eppendorf,
Pipette4u)

Steril filtreli 10ul, 100ul ve 1000ul’lik mikropipet uglari (Gilson)
0,2ml, 0,5ml ve 1,5ml’lik ependorf tiipler (Grenier)
Etiiv (Memmert)

Kesim Enzimleri: Msel, Bfal ve Tfil (MBI-Fermentas, )
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3.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi

e Yatay Elektroforez (Cleaver MP-250V)
e Gii¢ Kaynagi (Cleaver MP-250V)

e Mikrodalga Firin (Argelik)

e Erlen mayer (250ml)

e Meziirler (100ml, 250ml)

e 10X Tris Borat Tamponu (TBE ): -Tris baz 108 gr. (Sigma)
-Borik asit 55 gr. (Merck)
-Disodium-EDTA 9,37 gr. (Amresco)

* pH: 8,3 olacak sekilde ayarlanir. Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Agaroz jel elektroforezi igin deiyonize su ile seyreltilerek 1XTBE olarak kullanilir.
o 6X Yiikleme Tamponu (Fermentas)
e Agaroz (Prona Nu Micropor)

e Etidyum Bromiir (10mg/ml) (Sigma): Etidyum bromiir 1 gr
Deiyonize su 100 ml
e DNA markir: 100 bp DNA Ladder (Fermentas, EP0402)

e Gorintiileme Cihazi (Transliiminator) (Vilber Lourmat)

3.2. YONTEM
3.2.1. Kan Orneklerinin Eldesi

Calismaya Ocak 2007 ve Temmuz 2009 tarihleri arasinda Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar Anabilim Dali Onkoloji Bilim Dalinda meme kanseri tanisi
konmus ve metastazi olan 100 hasta, meme kanseri tanisi konmus ancak tedaviye
yanit vermis ve 4 yildir nilks etmemis 181 remisyon hastast ve 137 adet meme
kanseri olmayan saglikli birey olmak {izere toplam 418 birey dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen bireylerin yas, menopoz durumlari, TNM evreleri,
kemoterapi, radyoterapi ve hormon terapi alip almadiklari, 6strojen ve progesteron
reseptorlerinin pozitiflik durumlar1 ve ayrica metastazli hastalar icin metastaz yerleri

sorgulanmistir (Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3).
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Tablo 3.1: Hastalarin Demografik Ozellikleri

Remisyon Metastazh Hastalar | P Degeri
Hastalan (n=100)
(n=181)
Ortalama Yas 50,9+11,51 50,9+11,69 0,999
Premenopozal 76 41 0,8721
Postmenopozal 105 59
Kemoterapi-almis 153 98 0,0002
Kemoterapi-almamis 28 2
Radyoterapi-almis 79 51 0,2365
Radyoterapi-almamisg 102 49
Hormon terapi-alms 130 42 0,0001
Hormon terapi-almamg | 51 58
Ostrojen reseptor-pozitif | 113 53 0,1237
Ostrojen reseptor- 68 47
negatif
Progesteron reseptor- 104 54 0,5758
pozitif 77 46
Progesteron reseptor-
negatif

Tablo 3.2: Hastalarin TNM Evrelerine Gére Dagilimi

Hasta Sayisi
TNM Evreleri
1 15 (%5,34)
2A 67 (%23,84)
2B 50 (%17,79)
3A 26 (%9,25)
3B 10 (%3,56)
3C 13 (%4,63)
4 100 (%35,59)
Toplam 281 (%100)
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Tablo 3.3: Evre 4 Hastalarinin Metastaz Yerleri ve Yilizdesel Dagilimlari

Hasta Sayisi
Metastaz Yeri
Kemik 52 (%30,06)
Akciger 48 (%27,75)
Karaciger 34 (%19,65)
Beyin 10 (%5,78)
Plevra 10 (%5,78)
Aksilla 8 (%4,62)
Lokal 3 (%1,73)
Periton 2 (%1,16)
Servical 2 (%1,16)
Perikard 1 (%0,58)
Over 1 (%0,58)
Kars1 meme 1 (%0,58)
Kemik iligi 1 (%0,58)

Bireylerden toplanan periferik kan ornekleri steril EDTA’ll tilipler igerisine
alimmistir. Toplanan kanlar DNA izolasyon asamasina kadar -20°C’de saklanmuistir.
Calisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, T1ibbi Etik Kurulu’nun onay1 alinarak

gerceklestirilmistir (04-2009/96).
3.2.2. DNA izolasyonu

Toplanan kan 6rneklerinin DNA’larinin izole edilmesi DNA izolasyon kiti (Roche

Applied Science, Germany) kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
“High Pure PCR Template Preparation” Kit I¢erigi:

1. Doku Parcalama Cozeltisi (Tissue Lysis Buffer): 4 M iire, 20 mM NacCl, 200
mM EDTA, pH 7,4, 25 °C.

2. Baglanma Cozeltisi (Binding Buffer): 6 M guanidin-HCl, 10 mM iire, 10 mM
Tris-HCI, %20 Triton X-100, pH 4,4, 25 °C.

3. Proteinaz K

4. Inhibitér Uzaklastirict Cozelti (Inhibitor Removal Buffer): 5 M guanidin-
HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6,6, 25 °C (80 ml etanol ilave edildikten sonra
kullanildi.)

5. Yikama Cozeltisi (Wash Buffer): 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5,
25°C (80 ml etanol ilave edildikten sonra kullanild).
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6.

7.

8.

Eliisyon Cozeltisi (Elution Buffer) : 10 mM Tris, pH 8,5, 25°C.
High Pure filtre tiipleri

Toplama (Collection) tiipleri.

DNA izolasyon Asamalari:

1.

10.

11.

12.

13.

EDTA’ © tiiplere alinan kandan 200 pl alinip, lizerine 200 pl baglanma
cozeltisi ve 40 pl Proteinaz K ilave edildi; pipetle slispanse edilerek

homojenizasyon saglandi.
Tipler 70°C’ de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda, karisim iizerine 100 pl izopropanol eklendi ve pipetaj

ile iyice karistirildi.

Eppendorf tiip i¢inde bulunan Orne§in tamami, toplama tiipliniin ig¢ine

yerlestirilmis filtreli tiipiin i¢inde pipetlendi.

8.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda filtreli kisim yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

Filtreli tlipiin iizerine 500 pl inhibitor uzaklastirici ¢ozeltisi eklendi.

8.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda filtreli kisim yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

500 pl yikama ¢ozeltisi eklenerek, 8.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine aktarildi ve lizerlerine ikinci kez 500 pl

yikama ¢dzeltisi eklendi.
8.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij bittikten sonra, tiiplerin alt kisminda biriken siipernatant

uzaklagtirildi ve tekrar 13.000 rpm’ de 10 saniye santrifiij edildi.
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14. Filtreli tiipler, temiz birer Eppendorf tiiplin i¢ine yerlestirildi ve 70°C’ de
isitilmis olan eliisyon ¢ozeltisinden 200 pl ilave edilerek 8.000 rpm’ de 1
dakika santrifiij edildi.

15. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip atildi. Eppendorf tiipte geri kalan ¢ozelti
genomik DNA” dir.

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu ¢aligmada DNA analizi i¢in tercih edilen PCR teknigi, ilgilenilen DNA dizisinin
in vitro sartlarda ¢ogaltilmasina dayanan, pratik ve giivenilir olmasindan dolay1
glinlimiizde molekiiler biyolojik c¢alismalarda genis kullanim alanina sahip bir
tekniktir. PCR tekniZinin prensibi; tekrarlanan {i¢ basamaga baghidir. Bir PCR
dongiisii; denatiirasyon, primerlerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension)
basamaklarindan olusur [47]. CDC25A gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi islemi PCR

teknigi ile basarilmistir.

3.2.3.1. Primer tasarimi

Bu calismada kullanilan primerleri tasarlamak amaciyla referans dizilimler NCBI
veritabanindaki CDC25A geninin ekzon 3 bdlgesi i¢in NT 022517.17 kontig
numarali bolge icerisindeki dizilimler se¢ilmistir. CDC25A geni ekzon 3 bolgesi ve
Ozendirici bolge igerisindeki bolgelere ait primerler Primer Premier 5 online primer
tasarim programi kullanilarak tasarlanmistir. Bu ¢alismada kullanilan primerler ve
restriksiyon enzimleri hedef gen bdlgesine ve icerdikleri SNP’lere uygun olarak ilk
kez tasarlandigi i¢in yontemin uygun sekilde ¢alisir hale gelebilmesi ve sonuclarin
dogrulundan emin olmak i¢in 6n ¢alismalar yapilmistir. Tasarlanan primerler

Tabloda gosterildigi gibidir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4: CDC25A Geni Ekzon 3 Bolgesi ve Ozendirici Bélge Icerisindeki 2 Ayr
Bolge I¢in Hazirlanmig Primerler

Lokasyon | SNP Primer Dizileri Uriin
SNP Referans Biyiikliigii
No

P88S Ekson 3 rs3731499 | 5>-TAT TTG TTG CCT GAC | 253 bg
TTA-3’ (Forward)
5’-CTC CAG TCC AGT GTA
TGA-3’ (Reverse)

-350C/T | Promoter |1s3731482 |5 -GGA AGA AAG GGG 263bg
TCC ACA A-3’ (Forward)
5’- CAA TGA AAA CTC
CCA GCA GAA-3’ (Reverse)

-51C/G | Promoter |1s3731485 |5’- AGC CTA GCT GCC ATT | 218bg
CGG-3’ (Forward)
5’-TTC GCT GTT CTC CCA
CCC-3’ (Reverse)

3.2.3.2. PCR kosullarinin optimizasyonu

PCR tepkimesinde kullanilan primer ¢iftlerinin en verimli ¢alisabilecekleri baglanma

sicakliklarinin tespit edilmesi ve tepkime kosullarinin iyilestirilmesi amaci ile 418

ornek icerisinden 1 6rnek DNA secilmis ve 3 ¢ift primer takimi i¢in iyilestirme ve

gradiyent PCR yapilmistir. 3 ayr1 bolge i¢in uygulanana gradiyent PCR protokolleri
tabloda verildigi gibidir (Tablo 3.5, 3.6 ve 3.7).

Tablo 3.5: P88S i¢in Gradiyent PCR Protokolii

Bolge

Sicaklik Degerleri | Siiresi

Dongii Sayisi

50

50,9

51,9

52,8

P88S

53,6

45 sn

54,4

55,3

56,1

57,1

58

35
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Tablo 3.6: -350C/T i¢in Gradiyent PCR Protokolii

Bolge Sicaklik Degerleri | Siiresi | Dongii Sayis1

54
54,9
55,9
56,8
57,6
-350C/T 45 sn 30
58,4
593
60,1
61,1

62

Tablo 3.7: -51C/G igin Gradiyent PCR Protokolii

Bolge Sicaklik Degerleri | Siiresi | Dongii Sayisi

56
56,9
57,9
58,8
59,6
-51C/G 60 sn 35
60,4
61,3
62,1
63,1
64

Gradiyent PCR sonucu 3 ayr1 bolge i¢in elde edilen en net (parlak) bant sicakligi

primer baglanma sicaklig olarak secilmistir (Resim 3.1, 3.2 ve 3.3).
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253bg —

Resim 3.1: P88S Bolgesinin PCR Kosullarmi Optimize Etmek I¢in Yapilan
Gradiyent PCR Jel Gorintiisi. 10. kuyuda PCR iirlni
gbzlenememektedir. 1, 2, 4, 8 ve 9 numarali kuyulardaki PCR iiriinleri
zayif; 3, 5, 6 ve 7 numarali kuyulardaki PCR {riinleri ise istenen
diizeydedir. Bunlar igerisinden 3 numarali kuyudaki {riiniin
cogaltildigr sicaklik (52 °C) tiim tepkimeler i¢in tercih edilmistir

Resim 3.2: -350C/T Bolgesinin PCR Kosullarin1 Optimize Etmek I¢in Yapilan
Gradiyent PCR Jel Goriintiisii. 10. kuyudaki PCR iiriinii zayif olarak
gozlenirken; diger kuyulardaki PCR fiiriinleri ise istenen diizeydedir.
Bunlar igerisinden 4 numarali kuyudaki {irliniin ¢ogaltildig: sicaklik (57
°C) tiim tepkimeler i¢in tercih edilmistir.

218 bg

Resim 3.3: -51C/G Bolgesinin PCR Kosullarim1 Optimize Etmek Icin Yapilan
Gradiyent PCR Jel Goriinttisii. Ik 7 kuyudaki PCR iiriinleri istenen
bantin yaninda ekstra bantlar da vermistir. Diger kuyulardaki PCR
iriinleri ise istenen diizeydedir. Bunlar icerisinden 10 numaral
kuyudaki iirliniin cogaltildig1 sicaklik (64 °C) tiim tepkimeler igin tercih
edilmistir.

Gradiyentli PCR cihazinda tabloda belirtilen ii¢c bolgeye ait primerlerin baglanma

(annealing) sicakliklar1 g¢alisilmig ve optimize edilmistir. Bu bolgelere ait son

optimizasyon PCR karigimlarinin miktarlar1 ve primerlerin baglanma sicakliklar

asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 3.8 ve 3.9).
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Tablo 3.8: P88S, -350C/T ve -51C/G Bolgeleri I¢in Son Optimizasyon PCR

Karisimi

Kimyasallar Konsantrasyon
ddH,0O -

10X Tampon 1X

25mM MgCl, 1-4mM

2mM dNTP Karisimi1 | 0,2 mM (her biri i¢in)

[leri Primer (Fw) 0,1-1uM

Geri Primer (Rw) 0,1-1uM

Taq DNA Polimeraz | 1,25u/50pul

DNA 10pg-1pg/50ul

Tablo 3.9: P88S, -350C/T ve -51C/G Bélgeleri icin Son Optimizasyon Primer

Baglanma Sicakliklar
Bolge Primer Baglanma (Annealing) Sicakhigr | Siiresi | Dongii Sayisi
P88S 52°C 45 sn 35
-350C/T 57 °C 45 sn 30
-51C/G 64 °C 60 sn 35

Toplam 418 6rnegin tasarlanan ii¢ ¢ift primerin tamami ile PCR’1nin yapilmasi igin
1350 PCR reaksiyonu tasarlanmistir. PCR sonunda elde edilen amplifikasyon
tiriinlerinin kontrol edilmesi i¢in %1,5’luk agaroz jel hazirlanip 120 voltta 30 dk

yiiriitiilerek transliiminatdrde goriintiilenmistir.

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Hassas terazide tartilan 3 gr agaroz bir erlen igerisine alinmis ve iizerine 200 ml
1XTBE tampon soliisyonu ilave edilmistir. Agaroz tampon soliisyon icerisinde tam
olarak c¢oziilene kadar mikrodalga firinda kaynatilmistir. Erlen el yakmayacak
sekilde yani 50-55 °C’ye sogutulduktan sonra 5ul EtBr ilave edilmis ve hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde jel tabagina dokiilmiistiir. Tarak yerlestirildikten sonra
jel 40 dk donmaya birakilmistir. Jelin donmasini takiben jel elektroforez tankina
yerlestirilip lizerini ortecek kadar 1XTBE tampon soliisyonu ilave edilmistir. Her bir

kuyucuga iizerlerine 6X yiikleme tamponu eklenen PCR iiriinleri ve orta kuyucuga
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denk gelecek sekilde 100 bg’lik DNA belirleyici ayr1 ayr yiiklenmistir. Ornekler 120
V’ta 30 dk yiritilmistir. Ardindan UV 151k altinda bantlarin  gézlenmesi

saglanmustir.

Ug ayn1 bolgeye ait PCR iiriinlerinin amplifikasyon sonrasi kontroliiniin yapilmasi

icin %1,5’luk agaroz jel elektroforezinden yararlanilmstir.

3.2.5. RFLP (Restriksiyon Parc¢a Uzunluk Polimorfizmi) ile CDC25A genine ait
P88S, -350C/T ve -51C/G Polimorfizmlerinin Analizi

PCR amplifikasyonu yapilan ve agaroz jelde goriintiilenen Orneklerden net bant
goriilemeyenler i¢in tekrar PCR yapilmistir. Bant gdzlenebilen Ornekler kesim
(RFLP) reaksiyonuna tabi tutulmus ve agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek jel
tizerindeki bantlara gore degerlendirme yapilmistir. Her bir bdlge igin bant

gozlenemeyen Ornekler ¢calisma dis1 birakilmastir.

Calismaya dahil edilen CDC25A geninin 3 ayr1 bdlgesinin polimorfizmlerinin
analizi i¢gin PCR ile ¢ogaltilan gen bolgeleri 0zgiil restriksiyon endoniikleaz
enzimlerle iiretici firmanin 6nerdigi kosullarda kesilmis ve 37 °C’de 16 saat etiivde

inkiibasyona birakilmistir (Tablo 3.10, 3.11 ve 3.12).

Kesim sonucu olusan DNA fragmanlar1 agaroz jel elektroforezinde ytiriitiilmiis,
etidyum bromiir ile boyanmis ve UV 151k altinda goriintiilenerek biiyiikliiklerine gore

yorumlanmustir.

Tablo 3.10: P88S Bolgesi I¢in Kesim Karigimi Protokolii

Kimyasallar Miktar (ul)
PCR firiinii 10ul

10X Tampon O 1l

ddH,0 4ul

Tfil 0,35u
Toplam 15,35 nl

Tablo 3.11: -350C/T Bolgesi i¢in Kesim Karigimi Protokolii

Miktar (ul)
Kimyasallar
PCR {irtinii 10ul
10X Tampon R lul
ddH,0O 4ul
Msel 0,2u
Toplam 15,2 nl
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Tablo 3.12: -51C/G Bélgesi i¢in Kesim Karisimi Protokolii

Kimyasallar Miktar (ul)
PCR firtinii 10ul

10X Tampon Tango 2ul

ddH,0 4ul

Bfal 0,2u
Toplam 16,2 pl

3.2.6. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler GraphPad Instat (version 3.05) program kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sonuglar standart sapma yada yilizde olarak ifade edilmistir.
Istatistiksel anlamlilik sinirt p<0,05 olarak alinmis olup, genotip ve allellerinin
goriilme sikliginin, gruplar arasi farkliliklarla beraber degerlendirilmesi i¢in Ki kare
(x%) testi ve Fisher’s exact test kullanilmustir. Gruplar arasi farklar ve anlamlilik

sinirlar1 the unpaired Student’s t test kullanilarak gerceklestirilmistir.
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BOLUM 4
4. BULGULAR

Remisyon hastalar1 ve metastazli hasta gruplar arasinda yas ortalamalari, menopoz
durumlari, strojen ve progesteron reseptdr pozitifligi agisindan anlamli bir farklilik
saptanmamustir (p>0,05). Bu iki grup arasinda terapi durumlar1 dikkate alindiginda
radyoterapi almis olma durumu anlamli bir fark yaratmazken (p>0,05) kemoterapi ve

hormon terapi gormiis olmalar istatistiksel olarak farklilik gostermistir (p<0,05).

Hasta grubunda yer alan kadinlarin ¢ogunlugunun meme kanserinin 2. Evresinde
olduklart (% 41,63) ve yaridan fazlasinin lenf nodlarmin varligi bakimindan pozitif

olduklar1 (% 55,5) goriilmiistiir.

Kontrol ve hasta grubundaki tiim bireyler i¢in ayr1 ayr1 PCR ve RFLP yontemleri ile
CDC25A geninin 3. Ekzonunda yer alan Phe88Ser (P88S) polimorfizmi, 6zendirici
bolgede yer alan -350C/T ve -51C/G polimorfizmleri allel ve genotip frekanslari ve
ayrica haplotip analizleri yapilarak incelenmistir.

4.1. CDC25A Geni Ekzon 3’te Yer Alan P88S Bolgesi icin Elde Edilen PCR ve
RFLP Sonuclar

4.1.1. P88S Bolgesinin PCR Bulgulan

Bu bolgeye ait PCR firiinleri %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve
253 b¢ uzunlugundaki bant UV 1s1k altinda goriintiilenmistir (Resim 4.1).

65 66 68 69 71 77 79 85 87 88 102106 136 137 138 141 144 166 167 M

- e

N —

Resim 4.1: P88S Bolgesi PCR Sonuglarinin Kontrol Edildigi Agaroz Jel Fotografi.
En son kuyucuga 100 bg¢’lik DNA belirleyici yiiklenmistir. ilk 19
kuyucuga ise Ornek DNA’lar yerlestirilmistir. 7., 15. ve 19.
Kuyucuklarda PCR iiriinii gézlenemezken geri kalan kuyucuklarda 253
b¢ uzunlugunda istenen yerde PCR iiriinii gozlenmistir
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4.1.2. P88S Bélgesi PCR Uriinlerinin Tfil Enzimi ile Kesim Sonuclar

PCR tepkimesi sonras1 253 bg¢’lik PCR iiriinii veren P88S bdlgesi Tfil restriksiyon
enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede sitozin (C) igeren allel kesim noktasi tagimaktadir.
Homozigot C alleli tasiyan bireylerde (CC) enzim bir noktadan kesim yaparak 253
bg olan DNA pargasini 128 b¢ ve 125 bg olarak 2 parcaya ayirir. Sitozinden—Timine
(C—T) bir niikleotit degisimi olmasi1 halinde 253, 128 ve 125 b¢ uzunlugunda 3 bant
olusur. Homozigot T alleli tasiyan bireylerde enzimin tanidigi bolge ortadan

kalkmaktadir. Bu bireylerde (TT) 253 bg’lik tek bant gozlenmektedir (Resim 4.2).

K 11 12 13 14 15 16 17 18 M 19 20 21

253bp __
125bp —

Resim 4.2: CDC25A Geninin P88S Bolgesi Polimorfizminin Tfil Enzimi ile Kesimi

Sonucu Olusan Bantlar

P88S polimorfizmi incelendiginde hasta grubunda 235 bireyde CC genotipi (%90),
25 bireyde CT genotipi (%9,6), 1 bireyde TT genotipi (%0,4) saptanirken kontrol
grubunda 112 bireyde CC genotipi (%99,1), 1 bireyde CT genotipi (%0,9) saptanmis
ve TT genotipine (%0) sahip birey saptanmamistir. Hasta grubunda C alleli goriilme
siklig1 %94,8 iken T alleli goriilme siklig1 %35,2 olarak bulunmus; kontrol grubunda
ise C alleli goriilme sikligi %99,6 ve T alleli goriilme sikligt %0,4 olarak
saptanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Hasta ve Kontrol Gruplar1 Arasinda P88S Polimorfizminin Genotip ve

Allel Frekanslari
Genotipler/ | Kontrol Hasta Grubu P OR (95% CI)
Alleller Grubu (Nn=261) (%)

(n=113) (%)

C/IC 112 (99,1) 235 (90,0) 1,00
C/T+T/T 1(0,9) 26 (10,0) 0,0008* | 12,391 (1,660-92,522)
C 225 (99,6) 495 (94.8) 1,00
T 1(0,4) 27 (5,2) 0,0006* | 12,273 (1,657-90,923)

P88S bolgesinin polimorfik dagilimlar1 karsilastirildiginda; hasta ve kontrol gruplari

arasindaki fark istatistiksel olarak énemli derecede anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Metastatik hastalar ve metastatik olmayan remisyon hastalar1 ile kontrol grubu
arasinda P88S polimorfizmi incelendiginde; remisyon hastalar1 arasinda 156 bireyin
CC genotipine (%90,2), 17 bireyin CT genotipine (%9,8) sahip oldugu tespit
edilirken TT genotipine sahip birey bulunamamistir (%0). Metastatik grup igerisinde
ise 79 birey CC genotipine (%89,8), 8 birey CT genotipine (%9,1) ve 1 birey TT
genotipine (%]1,1) sahip olarak tespit edilmistir. Remisyon grubunda C alleli gortilme
sikligr %95,1 ve T alleli goriilme siklig1 %4,9 iken; metastatik grupta C alleli
goriilme sikligr %94,3 ve T alleli goriilme sikligt %5,7 olarak bulunmustur (Tablo
4.2).

Tablo 4.2: Metastatik Hastalar ve Remisyon Hastalarinda P88S Polimorfizminin
Genotip ve Allel Frekanslar

Genotipler/ Kontrol Hasta P OR (95% CI)
Alleller Grubu Grubu (%)

(n=113)

(“o)
Remisyon (n=173)
C/C 112 (99,1) 156 (90,2) 1,00
C/T+T/T 1(0,9) 17 (9,8) 0,0019* | 12,205 (1,600-93,103)
C 225 (99,6) 329 (95,1) 1,00
T 1(0,4) 17 (4,9) 0,0022* | 11,626 (1,535-88,028)
Metastatik (n=88)
C/C 112 (99,1) 79 (89,8) 1,00
C/T+T/T 1(0,9) 9(10,2) 0,0056* | 12,759 (1,584-102,80)
C 225 (99,6) 166 (94,3) 1,00
T 1(0,4) 10 (5,7) 0,0015* | 13,554 (1,717-106,97)

P88S bolgesinin polimorfik dagilimi metastatik ve metastatik olmayan remisyon
grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, aradaki fark onemli derecede anlamhi

bulunmustur (p<0,05).

Meme kanseri metastatik ve remisyon hastalar1 gruplarinin 6strojen ve progesteron
reseptorleri pozitifligi veya negatifligi bulgusuna gore; ER pozitifligi P88S

genotiplemesi acisindan incelendiginde ER pozitif veya negatif olma durumu
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acisindan CT ve TT genotipi tastyan hastalar fark gostermemistir (p>0,05).
Progesteron  reseptorii  pozifligi  parametresi  degerlendirildiginde;  P88S
genotiplemesinde yine CT ve TT genotipli hastalar anlamli bir fark gdstermemistir

(p>0,05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: P88S Allelik Frekanslar1 Ile Ostrojen ve Progesteron Reseptorleri
Pozitiflik Durumlarinin Degerlendirilmesi

P88S Remisyon Metastaz | P OR (95% CI)
ER(+) n=107 n=49

C/C 99 45

C/T+T/T 8 4 1,00 1,100 (0,315-3,844)
C 206 94

T 8 4 1,00 1,096 (0,322-3,730)
ER(-) n=38 n=36

C/C 31 32

C/T+T/T 7 4 0,517 0,554 (0,147-2,081)
C 69 68

T 7 4 0,535 0,580 (0,162-2,072)
PR(+) n=99 n=49

C/C 89 45

C/T+T/T 10 4 1,00 0,791 (0,235-2,664)
C 188 94

T 10 4 1,00 0,800 (0,244-2,619)
PR(-) n=42 n=33

C/C 38 29

C/T+T/T 4 4 0,725 1,310 (0,302-5,688)
C 80 62

T 4 4 0,731 1,290 (0,310-5,367)

4.2. CDC25A Geni Ozendirici Bolgede Yer Alan -350C/T Bolgesi icin Elde
Edilen PCR ve RFLP Sonuc¢lar1

4.2.1. -350C/T Bolgesinin PCR Bulgulan

Bu bolgeye ait PCR iiriinleri %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve
263 bg uzunlugundaki bant UV 1s1k altinda goriintiilenmistir (Resim 4.3).
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263bp —

Resim 4.3: -350C/T Bolgesi PCR Sonuglarinin Kontrol Edildigi Agaroz Jel
Elektroforez Fotografi. Ortadaki kuyucuga 100bg¢’lik DNA belirleyici
yuklenmistir. 1. ve 3. kuyucuklardaki PCR firiinleri zayif goriinse de
orneklerin hepsi istenen yerde 263 b¢ uzunlugunda bant vermistir

4.2.2. -350C/T Bélgesi PCR Uriinlerinin Msel Enzimi ile Kesim Sonuclari

263 bg biiyiikliigiindeki -350C/T bolgesi Msel restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu
bolgede sitozin (C) igeren allel Msel enzimi tarafindan taninmamaktadir. Homozigot
C alleli tastyan bireylerde (CC) enzim kesim yapamaz ve toplam1 263 bg¢ olan DNA
parcasi gozlenir. Sitozinden—Timine (C—T) bir niikleotit degigimi olmasi halinde
bu bolgede Msel enzimi i¢in bir kesim noktast olusur ve bu genotipe sahip bireyler

(CT) 263, 152 ve 111 bg uzunlugunda 3 bant verir (Resim 4.4).

K 102103 104 105106 107 108 109110 M 111 112113114115 117118119 K

263bp __ s i B =
152bp — pason
111bp —

Resim 4.4: CDC25A Geninin -350C/T Bolgesi Polimorfizminin Msel Enzimi ile

Kesimi

-350C/T polimorfizmi incelendiginde hasta grubunda 280 bireyde CC genotipi
(%99,6), 1 bireyde CT genotipi (%0,4) saptanirken TT genotipine (%0)
rastlanmamistir. Kontrol grubunda ise 124 bireyde CC genotipi (%100) gézlenmis ve
CT (%0) ve TT genotipine (%0) sahip birey gozlenmemistir. Hasta grubunda C alleli
gorlilme sikligr %99,8 iken T alleli goriilme siklig1 %0,2 olarak bulunmus; kontrol
grubunda ise C alleli goriilme sikligi %100 ve T alleli goriilme sikligr %0 olarak
saptanmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: Hasta ve Kontrol Gruplar1 Arasinda -350C/T Polimorfizminin Genotip ve

Allel Frekanslart
Genotipler/ | Kontrol Hasta Grubu | P OR (95% CI)
Alleller Grubu (n=281) (%)

(n=124) (%)

C/C 124 (100,0) 280 (99,6) 1,00
C/T+T/T 0 (0) 1(0,4) 1,000* 1,332 (0,054-32,940)
C 248 (100,0) 561 (99,8) 1,00
T 0 (0) 1(0,2) 1,000* 1,328 (0,054-32,731)

-350C/T bolgesinin polimorfik dagilimlart karsilastirildiginda; hasta ve kontrol
gruplar arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0,05).
Metastatik hastalar ve metastatik olmayan remisyon hastalar1 ile kontrol grubu
arasinda -350C/T polimorfizmi incelendiginde; remisyon hastalar1 arasinda 183
bireyin CC genotipine (%100) sahip oldugu ve CT (%0) ve TT genotipine (%0) sahip
birey bulunmadigi tespit edilmistir. Metastatik grup igerisinde ise 97 birey CC
genotipine (%99) ve 1 birey CT genotipine (%]1) sahipken TT genotipine sahip birey
olmadig1 (%0) tespit edilmistir. Remisyon grubunda C alleli goriilme sikligi %100 ve
T alleli goriilme siklig1 %0 iken; metastatik grupta C alleli goriilme siklig1 %99,5 ve
T alleli goriilme siklig1 %0,5 olarak bulunmustur (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Metastatik Hastalar ve Remisyon Hastalarinda -350C/T Polimorfizminin
Genotip ve Allel Frekanslar

Genotipler/ | Kontrol Hasta Grubu | P OR (95% CI)
Alleller Grubu (%)
(n=124) (%)

Remisyon (n=183)

C/C 124 (100,0) | 183 (100,0)
C/T+T/T |0(0) 0(0)
C 248 (100,0) | 366 (100,0)
T 0 (0) 0 (0)

Metastatik (n=98)

c/C 124 (100,0) | 97 (99,0) 1,00
C/T+T/IT |0(0) 1(1,0) 0,4414* | 3,831 (0,154-95,147)
C 248 (100,0) | 195 (99,5) 1,00

T 0 (0) 1(0,5) 0,4414* | 3,813 (0,154-94,196)

-350C/T bolgesinin polimorfik dagilimi metastatik ve metastatik olmayan remisyon
grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli

olmadigi bulunmustur (p>0,05).

Meme kanseri metastatik ve remisyon hastalar1 gruplarinin dstrojen ve progesteron
reseptorleri pozitifligi veya negatifligi bulgusuna gore; ER ve PR reseptorlerinin
pozitifligi -350C/T bolgesi genotiplemesi ac¢isindan incelendiginde CT ve TT
genotipi tagityan hasta bulunmadigindan hesaplanamamistir. ER ve PR reseptorlerinin
negatifligi parametresi degerlendirildiginde; -350C/T genotiplemesinde CT ve TT
genotipli hastalara ait anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: -350C/T Allelik Frekanslar1 ile Ostrojen ve Progesteron Reseptdrleri
Pozitiflik Durumlariin Degerlendirilmesi

-350C/T Remisyon | Metastaz P OR (95% CI)
ER(+) n=112 n=51

C/C 112 51

C/T+T/T 0 0

C 224 102

T 0 0

ER(-) n=44 n=37

C/C 44 36

C/T+T/T 0 1 0,457 3,658 (0,145-92,572)
C 88 73

T 0 1 0,457 3,612 (0,145-90,075)
PR(+) n=103 n=>52

C/C 103 52

C/T+T/T 0 0

C 206 104

T 0 0

PR(-) n=50 n=35

C/C 50 34

C/T+T/T 0 1 0,412 4,391 (0,174-111,07)
C 100 69

T 0 1 0,412 4,338 (0,174-108,14)

4.3. CDC25A Geni Ozendirici Bolgede Yer Alan -51C/G Bolgesi icin Elde Edilen
PCR ve RFLP Sonuglar

4.3.1. -51C/G Bolgesinin PCR Bulgular:

Bu bolgeye ait PCR firiinleri %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve
218 b¢ uzunlugundaki bant UV 1s1k altinda goriintiilenmistir (Resim 4.5).

28bp —

Resim 4.5: -51C/G Bolgesi PCR Sonuglarinin Kontrol Edildigi Agaroz Jel
Elektroforez Fotografi. Ortadaki kuyucuga 100b¢’lik DNA belirleyici
yiklenmistir. 1. ve 2. kuyucuklardaki PCR iiriinleri zayif goriinse de
orneklerin hepsi istenen yerde 218 b¢ uzunlugunda bant vermistir
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4.3.2. -51C/G Bélgesi PCR Uriinlerinin Bfal Enzimi ile Kesim Sonuglar

PCR tepkimesi sonras1 218 bg’lik PCR {iriinii veren -51C/G bolgesi Bfal restriksiyon
enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede sitozin (C) igeren allel kesim noktasi tagimaktadir.
Homozigot C alleli tagiyan bireylerde (CC) enzim bir noktadan kesim yaparak 218
bg olan DNA pargasini 148 b¢ ve 70 bg olarak 2 pargaya ayirir. Sitozinden—Guanine
(C—T) bir niikleotit degisimi olmasi halinde 218, 148 ve 70 b¢ uzunlugunda 3 bant
olusur. Homozigot G alleli tasiyan bireylerde enzimin tanidigi bolge ortadan

kalkmaktadir. Bu bireylerde (GG) 218 bg¢’lik tek bant gézlenmektedir (Resim 4.6).

K 181 182 183 184 185 186 187 188 189 M 189 190 191 192 193 196 197 198 199

1
28bp ot
148bp —

Nop —

Resim 4.6: CDC25A Geninin -51C/G Bélgesi Polimorfizminin Bfal Enzimi ile
Kesimi

-51C/G polimorfizmi incelendiginde hasta grubunda 206 bireyde CC genotipi (%92),
17 bireyde CG genotipi (%7,6) ve 1 bireyde GG genotipine (%0,4) rastlanmistir.
Kontrol grubunda ise 102 bireyde CC genotipi (%98,1) ve 2 bireyde CG genotipine
(%1,9) rastlanirken GG genotipine (%0) sahip bireye rastlanmamustir. Hasta
grubunda C alleli goriilme siklig1 %95,8 iken G alleli goriilme siklig1 %4,2 olarak
bulunmus; kontrol grubunda ise C alleli goriilme siklig1 %99 ve T alleli goriilme

siklig1 %1 olarak saptanmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Hasta ve Kontrol Gruplar1 Arasinda -51C/G Polimorfizminin Genotip ve

Allel Frekanslari
Genotipler/ | Kontrol Hasta Grubu | P OR (95% CI)
Alleller Grubu (n=224) (%)

(n=104) (%)

C/C 102 (98,1) 206 (92,0) 1,00
C/G +G/G 2(1,9) 18 (8,0) 0,0442* | 4,456 (1,014-19,584)
C 206 (99,0) 429 (95,8) 1,00
G 2 (1,0) 19 (4,2) 0,030* 4,562 (1,052-19,777)
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-51C/G bolgesinin polimorfik dagilimlar1 karsilastirildiginda; hasta ve kontrol
gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (»p<0,05).

Metastatik hastalar ve metastatik olmayan remisyon hastalar1 ile kontrol grubu
arasinda -51C/G polimorfizmi incelendiginde; remisyon hastalar1 arasinda 133
bireyin CC genotipine (%90,5), 13 bireyin CG (%8,8) ve 1 bireyin GG genotipine
(%0,7) sahip oldugu bulunmustur. Metastatik grup igerisinde ise 73 birey CC
genotipine (%94,8) ve 4 birey CG genotipine (%5,2) sahipken; GG genotipine sahip
birey olmadig1 (%0) tespit edilmistir. Remisyon grubunda C alleli goriilme siklig1
%94,9 ve G alleli goriilme siklig1 %5,1 iken; metastatik grupta C alleli goriilme
siklig1 %97,4 ve G alleli goriilme siklig1 %2,6 olarak bulunmustur (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Metastatik Hastalar ve Remisyon Hastalarinda -51C/G Polimorfizminin
Genotip ve Allel Frekanslari

Genotipler/ | Kontrol Hasta Grubu | P OR (95% CI)
Alleller Grubu (%)

(n=104) (%)
Remisyon (n=147)
C/C 102 (98,1) 133 (90,5) 1,00
C/IG+G/IG |2(1,9) 14 (9,5) 0,0171* | 5,368 (1,193-24,162)
C 206 (99,0) 279 (94,9) 1,00
G 2(1,0) 15 (5,1) 0,0114* | 5,538 (1,252-24,491)
Metastatik (n=77)
C/C 102 (98,1) 73 (94,8) 1,00
C/IG+G/IG |2(1,9) 4(5,2) 0,4039* | 2,795 (0,498-15,672)
C 206 (99,0) 150 (97,4) 1,00
G 2(1,0) 4(2,6) 0,4080* | 2,747 (0,496-15,198)

-51C/G bolgesinin polimorfik dagilimi incelendiginde; metastatik olmayan remisyon
grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0,05) fakat metastatik grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda aradaki

farkin istatistiksel agidan anlamli olmadigi bulunmustur (p>0,05).
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Meme kanseri metastatik ve remisyon hastalar1 gruplarimin ostrojen ve progesteron
reseptorleri pozitifligi veya negatifligi bulgusuna goére; ER pozitifligi -51C/G
genotiplemesi agisindan incelendiginde ER pozitif veya negatif olma durumu
acisindan CG ve GG genotipi tasiyan hastalar anlamli bir fark gostermemistir
(p>0,05). Progesteron reseptorii pozifligi parametresi degerlendirildiginde; -51C/G
genotiplemesinde yine CG ve GG genotipli hastalara ait anlamli bir fark

gbzlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.9).

Tablo 4.9: -51C/G Allelik Frekanslar1 ile Ostrojen, ve Progesteron Reseptorleri
Pozitiflik Durumlarinin Degerlendirilmesi

-51C/G Remisyon | Metastaz P OR (95% CI)

ER(+) n=96 n=43

C/C 88 41

C/G+G/G |8 2 0,724 0,537 (0,109-
2,641)

C 183 84

G 9 2 0,512 0,484 (0,102-
2,291)

ER(-) n=30 n=33

C/C 24 31

C/G+G/G |6 2 0,137 0,258 (0,048-
1,395)

C 54 64

G 6 2 0,150 0,281 (0,054-
1,452)

PR(+) n=87 n=45

C/C 81 43

C/G+G/G |6 2 0,715 0,628 (0,122-
3,246)

C 167 88

G 7 2 0,723 0,542 (0,110-
2,667)

PR(-) n=37 n=28

C/C 30 26

C/G+G/G |7 2 0,280 0,330 (0,063-
1,729)

C 67 54

G 7 2 0,298 0,355 (0,071-
1,777)

4.4. Haplotip Analizi

CDC25A geninin P88S, -350C/T ve -51C/G bolgelerinin haplotiplemesi SHESsis

(http://analysis.bio-x.cn) programi kullanilarak yapilmistir. Hasta grubunun bir biitiin
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olarak kontrol grubuyla kiyaslandigi analiz sonucu olas1 tiim allelik eslestirmeler
ortaya konmustur. Bu olasi allelik eslestirmeler sonucunda C-C-C haplotip dbeginin
meme kanseri patogenezi ile iliskili oldugu anlagilmaktadir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10: U¢ Farkli Niikleotid Degisiminin SHEsis Programi ile Gergeklestirilen

Haplotip Analizi Bulgulari. 1 numarali haplotip 6beginin meme kanseri
patogenezi ile iliskili oldugu goriilmektedir.

Olasihk
- Oram Fisher’s | Pearson’s
P88S | 350c/1 | S1C/G | Frekans | o o5 Giiven | P Degeri | P Degeri
Arahgy)
0,916 ]
1 C C C* O’lgiég’ﬁw 0,004883 | 0,004878
0,037
; 5,414 (1,005-
% 9 )
2l C C G 20,154y | 0-100526 | 0,100461
0,044
; 6,495 (1,220-
* s s
3 T C C sasony | 0:055885 | 0055842
4 T C G 0,001 - - -
s T T c 0,002 ] ] ]

SHEsis programina goére yapilan haplotip analizinin global sonucuna gore *(CCC,
CCG ve TCC) haplotiplerinin meme kanseri patogenezi ile iliskili oldugu ortaya
konmus ve bu iligkinin anlamlilig1 i¢in Fisher’s P degeri= 0,019 ve Pearson’s P

degeri= 0,019 olarak bulunmustur.
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BOLUM 5
5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarin en sik goriilen kanseri olup, tim kadin kanserlerinin
%23’{inii teskil etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 1990 yilinda yaptigi
calismada, 796.000 yeni meme kanserli olgu ve 314.000 meme kanserinden &liim
saptanmisken, yine WHO’ya bagli International Agency on Cancer for Research’un
(IARC) 2002 yilindaki degerlendirmesinde; 1.152.000 yeni meme kanserli olgu ve
411.000 meme kanserinden 6liim hesaplanmistir. 1990-2002 arasindaki on iki yillik
sure igerisinde, diinyada meme kanserinin siklik ve mortalite oranlarinda %25’lik
artis goriilmektedir [48]. Tiirkiye’de elde edilen mevcut verilere gore, dogu
bolgelerimizde 20/100.000, bati bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir
sikligin oldugu tahmin edilmektedir [49]. Ancak, bunun aksine gelismis olan
tilkelerden ABD’de son 25 yil icerisinde mortalitede meydana gelen %50 azalma,
tarama ile erken tan1 ve etkin tedaviye baglanmaktadir [50]. Bu agidan meme kanseri
patogenezine eslik eden molekiiler elemanlarin belirlenerek erken tanisinin
saglanmast ve aday genlerin tespitiyle beraber etkin tedaviye katki saglanmasi
tarafimizca 6nemli bulundugundan meme kanserinin konu olarak se¢ilmesi tercih

sebebi olmustur.

Bu calismada yer alan gonilli bireylerden toplanan periferik kan oOrneklerinden
DNA’lar1 izole edilmistir. DNA izolasyon islemi i¢in, kaynak olarak parafine
gomiilmiis dokular yerine molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda geleneksellesmis
bir yontem olan kandan DNA izolasyon metodu secilmistir. Bu se¢cimde her iki
yontemin sahip oldugu avantaj ve dezavantajlar etkili olmustur. DNA eldesi i¢in
parafine gomiilii dokularin kullanilmasi mutasyon taramalar1 ve ekspresyon
calismalari i¢in sart ve bir o kadar da kiymetlidir fakat bu islemin de basarisizliklari
vardir. Bunlar: (1) kiiciik doku ve biyopsi Orneklerinden elde edilen DNA’nin
miktarca yetersiz olusu, (2) hemoglobin gibi inhibitér bilesenlerin varligi, (3)
dokunun cerrahi yolla ¢ikarilmasi ile fiksasyonu arasinda gegen siirenin uzun olmasi,

kullanilan fiksatif c¢esidi ve fiksasyon siiresi nedeniyle hedef DNA’nin yikima
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ugrayabilmesi ve (4) formalin fiksasyonuna bagli olarak niikleik asitlerin
fragmentasyonudur [51]. Periferik kandan DNA izolasyon islemi ise maliyetinin
diisiik olusu, otomatize sistemler sayesinde zaman kazandirici kisa bir prosediiriiniin
olusu, maliyetinin diisiik olusu ve kisa zamanda daha fazla 6rnek toplanabilmesi
yoniinden avantajlidir. Ayrica yapilan calismalarla kanser hastalarinin serum ve
plazmalarinda ¢ift zincirli DNA fragmentlerinin 6nemli miktarlarda bulundugu tespit
edilmistir [52]. Kanser hastalarinin plazmasinda bulunan DNA’nin karakteristik
ozellikleri arastirildiginda DNA’nin 6nemli bir miktarinin tiimdr hiicrelerinden
koken aldigi bulunmustur. Buna ilaveten plazma DNA’sinda tiimor hiicrelerinin
DNA’sim1 karakterize eden onkogen ve tiimor baskilayici genlerin varligi tespit
edilmistir [53]. Bu ve benzeri bulgular dolasimdaki DNA’nin 6nemli bir kisminin
timor hiicrelerinden kaynaklandigini gostermektedir. BOylece plazma DNA’nin
prognostik amagla kanser taramalarinda kullanilmasi erken tani yoniinden avantaj

saglayacaktir [54].

Tim bireylerin DNA’larn izole edildikten sonra PCR-RFLP yoOntemiyle meme
kanseri ile iliskili oldugu disiiniilen CDC25A geninin polimorfik yapisi ortaya
konmaya calisilmistir. Modern insanlardaki ¢esitlilik genelde olduke¢a kiigiik bir
atasal gruptan gelse de gozlenen ¢esitlilik sayica ¢ok biiyiiktiir. Bu cesitliliklerin
cogu SNP seklindedir. Bunlar insan genom dizisindeki belirli noktalardaki
farkliliklardir ve insan viicudundaki haritalanmis polimorfik bolgeler genetik
analizler icin c¢ok yararlidir. Genomda farklilagsma olasiliginin yiiksek oldugu
bolgeler tibbi ve bilimsel amagla 6zgiil DNA dizilerini fenotip ile iliskilendirmeye
yarar. Insan genom dizisindeki SNP’lerin ¢ogunun fenotipe etki etmedigi diisiiniilse
de bunlarin bir kisminin kalitilan bireysel 6zelliklerden sorumlu olmasi beklenir. Bu
noktada en zor olan ise insan genetifinde dogal cesitlilikten kaynaklanan farklar

icinde islevsel agidan 6nem tasiyan ¢esitlilikleri saptayabilmektedir [10].

Insan kanserlerinin ¢ok biiyiik bir kismi dikkat ¢ekici sekilde artmis mutasyon hizina
sahip olduklarindan hiicrelerin genetik acidan kararsiz olduklari sdylenir. Bu
kararsizlik ¢esitli sekillerde olabilir. Baz1 kanser hiicrelerinin bireysel niikleotitlerini
etkileyen tipki yapim hatalarin1 diizeltme ya da bodlgesel DNA hatalarini onarma
yetenekleri kusurludur. Bu hiicreler nokta mutasyonlarinin ve kiigiik bolgesel DNA

dizi degisikliklerinin birikimine, normal hiicrelere gore daha fazla egilim gosterirler
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[10]. Meme kanser hiicrelerinin genomu genellikle istikrarli degildir ve bu durum

genomik kararsizlik olarak adlandirilir [55].

Genel olarak kritik kanser genleri, iglerindeki tehlikeli mutasyonlarin islev kaybina
ya da kazanmasina sebep olmalarina gore iki grupta siniflandirilabilirler. Tiimor
baskilayic1 genlerin islev kaybettiren mutasyonlari, hiicreleri normalde kendi
sayilarint kontrol altinda tutmaya yardim eden baskilardan kurtarirken; onkogenlerin
islev kazanim mutasyonlari, hiicreleri olmayacak zamanda sayilarini arttirmalari igin
uyarir. Timor baskilayic1 genlerdeki mutasyonlar, bireysel hiicre {izerindeki
etkilerinde genellikle g¢ekiniktir. Her iki gen kopyasi da devre dis1 kalana kadar
kontrolde kayip olmaz. ikinci gruptaki yani onkogenlerdeki mutasyonlar ise baskin
etkiye sahiptir ve saglikli hiicre hatlarmi kanser yapict cogalmaya dogru

yonlendirirler [10].

Kritik kanser genlerinin c¢ogu viicutta hiicrenin sosyal davraniglarini; baslica
hiicreleri komsularindan gelen sinyaller yoluyla bdliinmeye, farklilagmaya ya da
Olime iten mekanizmalar1 diizenleyen yolaklarin bilesenlerini kodlar. Kanser
mutasyonlarinin ¢ogu, sinyal yolaklarinin bilesenlerini bir yolla degistirerek daha
fazla hiicreye ihtiya¢ olmadigr zaman dahi boliinebilme sinyalleri vermesine sebep
olur ve uygunsuz hiicre ¢gogalmasi, DNA amplifikasyonu ve hiicre boliinmesi yolunu
acar. Bu nedenledir ki hiicre bdliinmesini diizenleyen kritik kanser genlerinin en
sonunda merkezi hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinda rol alarak etki

gostermeleri sasirtict degildir [10].

Meme tiimorlerinde tek gen degisikliklerinin siklig1 oldukea diisiiktiir [55]. Bunlar;
onkogenlerin amplifikasyonlar1 ve tiimor baskilayici genlerdeki mutasyonlar ya da
diger degisikliklerdir [55]. Bir kromozom boélgesindeki heterozigotluk kaybinin diger
bir lokustaki heterozigotluk kaybiyla iliskisi arastirildiginda kromozom 3p, 6q ve
8p’nin kararsiz genomlu tiimorlerde en sik degisen bolgeler oldugu bulunmustur
[55]. Kromozom 3p, 6q ve 8p kayiplarinin andploidi, uzamis S fazi ve kisalmis
yasam stiresiyle iliskili oldugu bulunmustur [55]. Bozulmus kontrol noktas1 genomik
kararsizliga, o da hiicreleri kansere dogru giden yola siiriikler [35]. Benzer sekilde
CDC25A fosfatazin asir1 ekspresyonunun hidroksiiire varliginda faaliyetleri duran
hiicreleri erken kromozom kondensasyonuna ittigi ve CDC25A’nin asir

ekspresyonunun tiimor hiicrelerini DNA replikasyon kontrol noktalarma daha az
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hassas olmalarin1 saglayarak onlar1 genomik kararsizliga gotiirdiigii bildirilmistir
[44]. Meme kanserinde hiicre siklusunun ilerleyisi biyolojik agresifliginin

degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir parametredir [41].

Normal hiicre siklusunda, G1-S, G2-M ve metafaz-anafaz gecislerinde kontrol
noktalar1 vardir. Hiicre biiylimesi G1 fazinda kisitlayict nokta (restriction point-R
noktasi) tarafindan koordine edilir. Bu noktada hiicre duracak ya da siklusu
tamamlayacaktir. Radyasyon ya da toksin muamelesine ugrayan hiicrelerde DNA’da
meydana gelen hasara gore hiicre siklusu kontrol noktalar1 G1°’den S fazina veya
G2’den M fazina gecisi engeller. Hiicre siklusu cyc, cdk ve siklin bagimli kinaz
inhibitorleri tarafindan kontrol edilir. Siklinlerin diizeyleri transkripsiyon seviyesinde
diizenlenir ve aktif cdc-cdk kompleksleri olusur. Bir kez aktive olan cdc-cdk
kompleksi, DNA replikasyonu ve mitozdaki bir¢ok islemin kontroliinde rolii olan
proteinleri fosforiller. Protein kinazlarla cyc-cdk alt birimlerinin fosforilasyonu ile
kinaz kompleksi inaktive olur. CDC25 fosfatazlar, cdk’lardan inhibe edici fosfat
gruplarin1 kaldiran fosfatazlardir ve hiicre siklusunun c¢esitli fazlarina ilerlemeyi

kontrol ederler [56].

CDC25A’nin meme kanserindeki etkinliginin arastirildig: ¢calismalar kisith sayidadir
ve mevcut g¢alismalarin da tiimii kanserli hiicrelerde bu fosfatazin ekspresyon
seviyesinin belirlenmesi yoniindedir. Bu ¢alisma insanlarda CDC25A geninde tek
gen polimorfizmlerinin belirlenmeye c¢alisildigt ve bu polimorfizmlerin meme
kanserindeki CDC25A ile iligkilendirilmeye ¢alisildigi ilk ¢calisma olmasi nedeniyle

orjinallik tagimaktadir.

Bu c¢alismada remisyon hastalar1 ve metastazli hasta gruplart arasinda yas
ortalamalari, menopoz durumlari, Ostrojen ve progesteron reseptdr pozitifligi
acisindan anlamli bir farklilik saptanmamustir. Bu iki grup arasinda tedavi durumlari
dikkate alindiginda ise radyoterapi almis olma durumu anlamli bir fark yaratmazken
kemoterapi ve hormon tedavisi gOrmils olmalar1 istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Hasta grubunda yer alan kadinlarin ¢cogunlugunun meme kanserinin 2.
evresinde olduklart (%41,63) ve yaridan fazlasinin lenf nodlarinin varlhig
bakimindan pozitif olduklar1 (%55,5) goriilmiistiir. CDC25A geninin 3. ekzonunda
yer alan 88. amino asitinin gostermis oldugu tek niikleotid degisimli polimorfizmi

(TCT>TTT) incelemesi sonucunda: Hasta grubunda CC ve CT genotiplerinin
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goriilme siklig1 kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus ve aradaki farkin istatistiksel
olarak da anlamli (p<0,05) olmasiyla P88S bolgesindeki bu polimorfik degisimin
meme kanseri ile iligkisi ortaya konmustur. Metastatik hastalar ve remisyon hastalari
arasinda bu bolgenin polimorfik yapisi incelendiginde; Metastatik grupta CT ve TT
genotipli hastalarin frekanslari remisyon grubundakilere gore yiiksek bulunmus ve
yine T allel siklig1 da metastatik grupta daha yiiksek bulunmustur. Bu iki grup
arasindaki fark istatistiksel acidan olduk¢a anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu
sonuglar bize P88S bdlgesindeki polimorfik degisimin metastazla iligkili oldugunu

gostermektedir.

Insanlarda CDC25A nim asir1 diizenlenmesinin mekanizmasi hala net degildir fakat
bazi meme kanser hiicre hatlarinda CDC25A’nin asir1 ekspresyonu esasen gen
amplifikasyonu ya da transkripsiyonel fazla diizenlenmeye zit olarak artmis protein

stabilizasyonuna baglanmistir [43].

Insan genomundaki hiicre béliinmesi ile ilgili genlerin sahip olduklar1 goérevleri
acisindan incelendiginde ya bolinmeyi durdurma yoniinde ya da bdliinmeyi
hizlandirma yéniinde bir fonksiyona sahiptir. Ozellikle tiimér engelleyici genlerde
meydana gelen nokta mutasyonlar ve mikro kayiplar kanser gelisimi yoniinde iken,
kanser yapici genlerde meydana gelen genetik bir degisiklik ise kanser yapici
genlerin fazlaca eksprese edilmesini saglar ve hiicrenin boliinmesini artirici yondedir

[44].

CDC25A igin tanimlanmis bir gen mutasyonu ya da amplifikasyon yoktur. Yalnizca
fare CDC25A geninde dogal olarak meydana gelen ve yanlis anlamli mutasyona
neden olan histidin 128 a.a (CAC)’ini glutamin (CAA)’e doniistiiren (C/A) bir nokta
mutasyonun varligt rapor edilmistir. Bu degisiklik CDC25A fosfatazin aktivitesini
arttirmigtir [43]. Calismalarimiz neticesinde kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda
anlamli polimorfizm gdsteren P88S bolgesinin meme kanseriyle iligkili oldugu
sonucuna varilmistir. Ayrica bu bolgenin remisyon hastalarina kiyasla metastatik
hastalarda polimorfizm sikliginin yiiksek olusu CDC25A geninin bu bolgesi ile
metastaz arasinda baglant1 oldugunu gostermektedir. Buradan yola ¢ikarak P88S

bolgesinin meme kanserinde kotii prognozla iligkili oldugunu séyleyebiliriz.
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Calismamizda CDC25A geninin promotor bolgesinde yer alan ikinci bolge -350C/T
polimorfizmi incelendiginde; -350C/T genotip dagilimi agisindan kontrol grubu ve
meme kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Metastatik hastalar ve metastatik olmayan remisyon hastalar1 arasinda -
350C/T genotip dagilimina bakildiginda da; -350C/T bolgesi ile meme kanseri

metastazi arasinda da anlamli bir iligkiye rastlanmamustir (p>0,05).

Calismaya dahil edilen ve promotor bdlge iginde yer alan bir diger bolge -51C/G -
51C/G polimorfizmi genotip dagilimlarina bakildiginda; meme kanserli hasta grubu

ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p<0,05).

Genellikle promotor bdlge iizerinde yer alan tek gen polimorfizmi s6z konusu
proteinin diizenlenmesi ve ekspresyonu iizerine etki etmektedir. Cozma ve
arkadaglar1 (2002) c-Myc ve CDC25A genlerinin Apmt meme tiimori latens
modifiye edicilere aday oldugunu biyoinformatik temelli denemeleri ile ortaya
koymuslardir [57]. Arastirmacilar bu c¢aligmalarinda CDC25A’nin  6zendirici
bolgesinde kodlanmamig polimorfizmlerin genom analizlerini yapmislar ve hem in
vitro hem de molekiiler analizler neticesinde bu polimorfizmlerin fonksiyonel olarak
onemli oldugunu bildirmislerdir. CDC25A nin 6zendirici bolgesindeki kodlanmamis
polimorfizmin bu GI1-S kontrol proteininin sabit seviyesini arttirdigini
gostermiglerdir. CDC25A’nin asir1 ekspresyonunun G1-S kontrol noktasini gegme
olasiligimi arttirarak hiicreye proliferatif bir avantaj sagladigi ve sonug¢ olarak bu
durumun ¢ok hizli tiimor gelisimiyle sonu¢landigini 6nermislerdir [12]. Buradan yola
cikarak CDC25A geninin promotor bolgesinde yer alan -51C/G polimorfizminin
hiicreye proliferatif 6zellik kazandirdigi ve meme kanseri gelisimiyle sonuglanan bir

stiregte yer aldigi sdylenebilir.

Metastatik hastalar ve remisyon hastalar1 arasinda -51C/G polimorfizmi genotip
dagilimi g6z oniine alindiginda: remisyon grubu ile kontrol grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) fakat metastatik grup ile kontrol grubu arasindaki
fark ise istatistiksel agidan anlamsizdir (p>0,05). -51C/G polimorfizminin meme
kanseri gelisimiyle iligkili oldugu fakat meme kanseri metastazi ile iligkili olmadigi
goriilmiistlir. Buradan yola ¢ikarak CDC25A geninin -51C/G polimorfizminin meme
kanseri olusumu icin bir gdsterge olabilecegi fakat prognostik acidan bir gosterge

olamayacag1 sonucu dogmustur.
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Ostrojen reseptdrii (ER) ve/veya progesteron reseptdrii (PR) pozitif olan meme
kanserli hastalarin ER negatif ve/veya PR negatif hastalara kiyasla daha diisiik
motralite riskine sahip olduklar1 bildirilmistir [58]. Meme kanserli hastalarinin
Ostrojen ya da progesteron reseptorii agisindan pozitiflik veya negatiflik durumunda,
CDC25A geninin P88S, -350C/T ve -51C/G polimorfizmleri agisindan istatistiki bir

anlamlilik tespit edilememistir.

CDC25A geninin P88S, -350C/T ve -51C/G bolgelerinin olas1 tiim allelik
eslestirmelerini veren haplotip analizinin global sonucuna gére C-C-C, C-C-G ve T-
C-C haplotip dbeklerinin meme kanseri patogenezi ile iliskili oldugu ortaya konmus
ve bu iligkinin anlamlilig1 istatistiksel olarak dogrulanmistir (p<0,05). Bu haplotip
obekleri arasindan C-C-C haplotip 6beginin meme kanseri gelisimi agisindan risk

olusturdugu yapilan istatistiksel analizler sonucu ortaya konmustur (p<0,05).
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BOLUM 6

6. SONUCLAR ve ONERILER

CDC25A geninin ikisi 6zendirici bolgede ve bir digeri 3. ekzonda yer almak {izere ii¢

polimorfik bolgesi ¢alisiimistir.

l.

Remisyon hastalar1 ve metastazli hasta gruplari arasinda yas ortalamalari,
menopoz durumlari, Ostrojen ve progesteron reseptor pozitifligi agisindan

anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Yine bu iki grup arasinda terapi durumlari dikkate alindiginda ise radyoterapi
almis olma durumu anlamli bir fark yaratmazken (p>0,05) kemoterapi ve
hormon tedavisi gérmiis olmalar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).

Hasta grubunda yer alan kadinlarin ¢ogunlugunun meme kanserinin 2.
evresinde olduklart (% 41,63) ve yaridan fazlasiin lenf nodlarinin varlig

bakimindan pozitif olduklar1 (% 55,5) goriilmiistiir.

TNM siniflamasi yapilan metastatik hastalarin biiyiik bir kisminin (%93,08)
uzak metastaza sahip olduklari ve bunlar arasinda %30,06’simin kemik

metastazi oldugu tespit edilmistir.

P88S bolgesinin polimorfik incelemesi sonucunda; meme kanserli hasta
grubu ile kontrol grubu arasinda T varyanti karsilastirildiginda CT ve TT
genotiplerinin goriilme sikligi kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus ve
aradaki farkin istatistiksel olarak da anlamli (p<0,05) olmasiyla bu bolgedeki
polimorfik degisimin meme kanseri ile iligkisi ortaya konmustur. Ayrica
metastatik grupta remisyon hastalarina kiyasla T allel sikliginin yiiksek
bulunusu ve bu farkin istatistiksel agidan oldukc¢a anlamli bulunmasiyla
(p<0,05) bu bolgedeki polimorfik degisimin metastazla iligkili oldugunu

sonucuna varilmistir.
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6. Ozendirici bdlgede yer alan -350C/T bélgesinin genotip dagilimi agisindan
kontrol grubu ve meme kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (p>0,05). Sonug olarak bu bolgenin meme kanseri ile

iligkili olmadig: diistiniilmektedir.

7. Ozendirici bolgede yer alan diger bir bolge -51C/G polimorfizmi genotip
dagilimlarina bakildiginda; meme kanserli hasta grubu ile kontrol grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p<0,05). Remisyon
grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
fakat metastatik grup ile kontrol grubu arasindaki fark ise istatistiksel agidan
anlamsizdir (p>0,05). -51C/G polimorfizminin meme kanseri gelisimiyle
iliskili oldugu fakat meme kanseri metastaz1 ile iligkili olmadig
diisiiniilmiigtiir. Buradan yola c¢ikarak CDC25A geninin -51C/G
polimorfizminin meme kanseri olusumu icin bir gdsterge olabilecegi fakat

prognostik agidan bir gosterge olamayacagi sonucu dogmustur.

Hiicre siklusunu diizenleyen ve kontrol eden etkilesimler ¢ok sayida ve oldukca
karmasiktir. Hiicre siklus yolaklarinin ve burada gorev alan bilesenlerin anlasilmasi
yoniinde ilerlemeler olmasina ragmen hala ¢ok sayida soru ve cevap beklemektedir.
Biyolojik agidan kontrolsiizce ¢ogalan hiicreler ile tanimlanan kanser hastaliginin
tedavisi i¢in hala etkin terapi yollarinin arastiriliyor olmasi; arastirmacilarin ilgilerini
hiicre siklus kontrol noktalarina yonlendirmistir. Hiicre siklus kontrol noktalari
kanser tedavisinde biiylik potansiyele sahip hedeflerdir. Burada yer alan molekiiler
bilesenlerin daha iyi anlasilmasi ile kanserin molekiiler mekanizmalar ile ilgili bilgi
artisinin saglanmasinin yamn sira etkin tedavide hedef ve stratejilerin belirlenmesine
de katki saglanacaktir. Kemoterapotik ajanlara karsi olusan direncin asilmasinda

hiicre siklus kontrol noktalarinin degisiminin 6nemi anlasilmaktadir.

CDC25A geninin proliferasyon ve kontrol noktasindaki oOnemli diizenleyici
fonksiyonlarin ortaya konmasiyla birlikte ilgili caligmalar artmis ve bu genin
diizenlenisindeki herhangi bir yanlisin normal hiicreleri kanserlesmeye dogru
gbtiirdiigli  ortaya konmustur. Kanser hiicrelerinin  gelisimiyle sonuglanan
CDC25A’nin  ekspresyon seviyesinin artist  spesifik  inhibitér molekiilleri
gelistirilerek kontrol altina alinmaya calisilmaktadir. Bu amagla 6zellikle kadinlarda

yiksek CDC25A’nin polimorfik yapisinin arastirilarak bu genin ekspresyon
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seviyesinde artisa neden olan molekiiler mekanizmalarin agiga ¢ikarilmasi 6nemlidir.
Calisgmamizda CDC25A geninin {i¢ farkli bdlgesinin polimorfik yapisinin
incelenmesiyle elde edilen bulgular, bu genin meme kanseri olusumunun

engellenmesinde rol oynayabilecek hedeflerden biri olabilecegini gostermistir.

66



BOLUM 7

7. KAYNAKLAR

[1] Apaydumn, L. (2003). Meme Kanseri ile Hipoksi ile Indiiklenen Faktor (HIF-1)
Alfa Gen Polimorfizmleri Arasindaki Iligkinin Belirlenmesi. Gazi Univ.
Saglik Bilimleri Ens. T1ibbi Biyoloji ve Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.

[2] Ergil, E. (2006). Meme Kanserinde Mangan-Siiperoksit Dismutaz (Mn-SOD)
Gen Polimorfizminin Arastirilmasi. Kocaeli Univ. Saglik Bilimleri Ens. Tibbi
Biyoloji ABD. Doktora Tezi.

[3] Giirtung, E. (2007). Meme Kanserli Hastalarda CYP19 Geni Kodon 39
Trp/Arg Polimorfizminin ve Genotip Dagilimimin Arastirilmasi. Cukurova
Univ. Saglik Bilimleri Ens. Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.

[4] T.C. Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi. 2004-2006 Yillart
Tiirkiye Kanser Insidansi.

[S] Kalender, M.E. (2008). Meme Kanseri ve ROCK2 geni Thr431A4sn
Polimorfizmi Arasindaki Iligki. Gaziantep Univ. Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji
Yan Dal Uzmanlik Tezi.

[6] Eras, N. (2006). Manganez Siiperoksit Dismutaz (MnSOD) Geninin ALA-
9VAL Polimorfizmiyle Meme Kanseri Riski Arasindaki Iliskinin Arastirilmast.
Mersin Univ. Saglik Bilimleri Ens. Tibbi Biyoloji ve Genetik ABD. Yiiksek
Lisans Tezi.

[7] Lowitz, B.B. and Casciato, D.A. (2000). Principles of Medical Oncology and
Cancer Biology. In: Casciato, D.A. and Lowitz, B.B. Manual of Clinical
Oncology, 4th edition. Philadelphia: Lippincott Williams and Wilkins, 3-28.

[8] Ozbek, Y K. (2008). Tiirk Toplumunda Detoksifikasyon Enzimlerinin Cyp1B1
ve NAT2 Gen Polimorfizmlerinin Meme Kanseri ile lliskisinin Incelenmesi.

Istanbul Univ. Saglik Bilimleri Ens. Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans
Tezi.

[9] Cefle, K. Kanser Genetigi. Klinik Gelisim. Syf: 50-59. Ist.

[10] Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. and Walter, P.
(2002). Hiicrenin Molekiiler Biyolojisi. 4. Baski, 1313-1362.

67



[11] Balc1, N. (2004). Prohibitin Geni 3" Transle Edilmeyen Bolgedeki C-T
Polimorfizmi ile Erken Yas Meme Kanseri Iliskisi. Ondokus Mayis Univ.
Saglik Bilimleri Ens. Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.

[12] Yildiz, Y. (2008). Meme Kanserli Hastalarda TNF ile Iliskili Apoptoz
Uyarici Ligand ve Bcl-2 ile lliskili X-Protein Gen Polimorfizmlerinin
Arastirilmasi. Istanbul Univ. Saglik Bilimleri Ens. Molekiiler Tip ABD.
Yiiksek Lisans Tezi.

[13] Jinno, S., Suto, K., Nagata, A., Igarashi, M., Kanaoka, Y., Nojima, H. and
Okayama, H. (1994). Cdc25A is a novel phosphatase functioning early in the
cell cycle. The EMBO Journal 13:1549-1556.

[14] Ekbom, A., Hsieh, C.C., Lipworth, L., Adami, H.Q. and Trichopoulos, D.
(1997). Intrauterine environment and breast cancer risk in women: a
population-based study. J Natl Cancer Inst. 89:71-6.

[15] Melbye, M., Wohlfahrt, J., Olsen, J.H., Frisch, M., Westergaard, T.,
Helweg-Larsen, K., et al. (1997). Induced abortion and the risk of breast
cancer. N Engl J Med. 336:81-5.

[16] Grabrick, D.M., Hartmann, L.C., Cerhan, J.R., Vierkant, R.A., Therneau,
T.M., Vachon, C.M., et al. (2000). Risk of breast cancer with oral
contraceptive use in women with a family history of breast cancer. JAMA.
284:1791-8.

[17] Weiss, M.C., Fowble, B.L. and Solin L.J. (1992). Outcome of conservative
therapy for invasive breast cancer by histologic subtype. Int J Radiat Oncol
Biol Phys. 23:941-7.

[18] Henderson, I.C. and Patek, A.J. (1998). The relationship between prognostic
and predictive factors in the management of breast cancer. Breast Cancer Res
Treat. 52:261-88.

[19] Slamon, D.J., Clark, G.M. and Wong, S.G. (1987). Human breast cancer:
correlation of relapse and survival with amplification of the HER-2/neu
oncogene. Science. 235:177-82.

[20] Demascarel, 1., Bonichon, F., Durand, M., Mauriac, L., MacGrogan, G.,
Soubeyran, 1., et al. (1998). Obvious peritumoral emboli: an elusive
prognostic factor reappraised. Eur J Cancer. 34:58-65.

[21] Clark, G.M. (2001). Interpreting and integrating risk factors for patients
with primary breast cancer. J Natl Cancer Inst Monogr. 30:17-21.

[22] Keyomarsi, K., Tucker, S.L., Buchholz, T.A., Callister, M., Ding, Y.,
Hortobagyi, G.N., et al. (2002). Cyclin E and survival in patients with breast
cancer. N Engl J Med. 347:1566-75.

68



[23] Look, M.P., van Putten, W.L., Duffy, M.J., Harbeck, N., Christensen, 1.J.,
Thomssen, C., et al. (2002). Pooled analysis of prognostic impact of
urokinase-type plasminogen activator and its inhibitor PAI-1 in 8377 breast
cancer patients. J Natl Cancer Inst. 94:116-28.

[24] Braun, S., Pantel, K., Miiller, P., Janni, W., Hepp, F., Kentenich, C.R., et al.
(2000). Cytokeratin-positive cells in the bone marrow and survival of patients
with stage I, 11, or III breast cancer. N Engl J Med. 342:525-33.

[25] Wang, Z., Southwick, E.C., Wang, M., Kar, S., Rosi, K.S., Wilcox, C.S.,
Lazo, J.S. and Carr, B.I. (2001). Involvement of Cdc25A Phosphatase in
Hep3B Hepatoma Cell Growth Inhibition Induced by Novel K Vitamin
Analogs. Cancer Research 61:7211-7216.

[26] Hernandez, S., Bessa, X., Bea, S., Hernandez, L., Nadal, A., Mallofre, C.,
Muntane, J., Castells, A., Fernandez, P.L., Cardesa, A. and Campo, E. (2001).
Differential Expression of cdc25 Cell-Cycle-Activating Phosphatases in
Human Colorectal Carcinoma. Laboratory Investigation 81:465-473.

[27] Eckstein, J.W. (2000). Cdc25 as a potential target of anticancer agents.
Investigational New Drugs 18:149-156.

[28] Boutros, R., Lobjois, V. and Ducommun, B. (2007). CDC25 phosphatases
in cancer cells: key players? Good targets? Nature 7:495-507.

[29] Cangi, M.G., Cukor, B., Soung, P., Signoretti, S., Moreira, Jr.G.,
Ranashinge, M., Cady, B., Pagano, M. and Loda, M. (2000). Role of the
Cdc25A phosphatase in human breast cancer. The Journal of Clinical
Investigation 106:753-761.

[30] Boutros, R., Dozier, C. and Ducommun, B. (2006). The when and wheres of
CDC25 phosphatses. Current Opinion in Cell Biology 18:185-191.

[31] Hoffmann, 1., Draetta, G. and Karsenti, E. (1994). Activation of the
phosphatase activity of human cdc25A by a cdk2-cyclin E dependent
phosphorylation at the G,/S transition. The EMBO Journal 13:4302-4310.

[32] Ecstein, J.W. (1998). Cdc25 protein phosphatase: regulation and its role in
cancer. Gene Ther Mol Biol 1:707-711.

[33] Moreira, Jr.G., Colleoni, G.W.B., Cangi, M.G., Murphy, M., Sherburne, B.,
Bordin, J.O. and Loda, M. (2003). Reciprocal Cdc25A and p27 Expression in

B-Cell Non-Hodgkin Lymphomas. Diagnostic Molecular Pathology
12(3):128-132.

[34] Donzelli, M., Squatrito, M., Ganoth, D., Hershko, A., Pagano, M. and

Draetta, G.F. (2002). Dual mode of degradation of Cdc25 A phosphatase. The
EMBO Journal 21:4875-4884.

69



[35] Ray, D. and Kiyokama, H. (2008). CDC25A Phosphatase: a Rate-Limiting
Oncogene That Determines Genomic Stability. Cancer Res 68(5):1251-1253.

[36] Gasparotto, D., Maestro, R., Piccinin, S., Vukosavljevic, T., Barzan, L.,
Sulfaro, S. and Boiocchi, M. (1997). Overexpression of CDC25A and
CDC25B in Head and Neck Cancers. Cancer Research 57:2366-2368.

[37] Hernandez, S., Hernandez, L., Bea, S., Cazorla, M., Fernandez, P.L., Nadal,
A., Muntane, J., Mallofre, C., Montserrat, E., Cardesa, A. and Campo, E.
(1998). cdc25 Cell Cycle-activating Phosphatases and c-myc Expression in
Human non-Hodgkin’s Lymphomas. Cancer Research 58:1762-1767.

[38] Kudo, Y., Yasui, W., Ue, T., Yamamoto, S., Yokozaki, H., Nikai, H. and
Tahara, E. (1997). Overexpression of Cyclin-dependent Kinase-activating

CDC25B Phosphatase in Human Gastric Carcinomas. Jpn. J. Cancer Res.
88:947-952.

[39] Wu, W, Fan, Y., Kemp, B., Walsh, G. and Mao, L. (1998). Overexpression
of cdc25A and cdc25B Is Frequent in Primary Non-Small Cell Lung Cancer

but Is Not Associated with Overexpression of c-myc. Cancer Research
58:4082-4085.

[40] Hernandez, S., Bessa, X., Bea, S., Hernandez, L., Nadal, A., Mallofre, C.,
Muntane, J., Castells, A., Fernandez, P.L., Cardesa, A. and Campo, E. (2001).
Differential Expression of cdc25 Cell-Cycle-Activating Phosphatases in
Human Colorectal Carcinoma. Laboratory Investigation 81:465-473.

[41] Ito, Y., Yoshida, H., Uruno, T., Takamura, Y., Miya, A., Kuma, K. and
Miyauchi, A. (2004). Expression of cdc25A and cdc25B Phosphatase in
Breast Carcinoma. Breast Cancer 11:295-300.

[42] Lock, L.F., Wickramasinghe, D., Ernst, M.K., Gilbert, D.J., Copeland, N.G.,
Jenkins, N.A. and Donovan, P.J. (1996). The Cdc25 genes map to Mouse
Chromosomes 2, 9, and 18. Mammalian Genome 7:771-772.

[43] http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/CDC25A1D40004ch3p21.html

[44] Molinari, M., Mercurio, C., Dominguez, J., Goubin, F. and Draetta, G.F.
(2000). Human Cdc25 A inactivation in response to S phase inhibition and its
role in preventing premature mitosis. EMBO Reports 1:71-79.

[45] Bartkova, J., Horejsi, Z., Koed, K., Kramer, A., Tort, F., Zieger, K.,
Guldberg, P., Sehested, M., Nesland, J.M., Lukas, C., Orntoft, T., Lukas, J.
and Bartek, J. (2005). DNA damage response as a candidate anti-cancer
barrier in early human tumorigenesis. Nature 434:864-870.

[46] Vigo, E., Miiller, H., Prosperini, E., Hateboer, G., Cartwright, P., Moroni,
M.C. and Helin, K. (1999). CDC25A Phosphatase Is a Target of E2F and Is
Required for Efficient E2F-Induced S Phase. Molecular and Cellular Biology
19:6379-6395.

70



[47] http://www.nlm.nih.gov/visibleproofs/education/dna/pcr.pdf

[48] TARC (2002). Breast cancer screening, IARC handbooks for cancer
prevention, volume 7, Lyon, International Agency for Research on Cancer,
IARC press.

[49] Ozmen, V. Diinya’da ve Tiirkiye’de Meme Kanseri Tarama (Screening) ve
Kayit Programlari. Ulusal Kanser Dayanisma Kurulu Kitap 28.

[50] Ozmen, V. Diinya’da ve Tiirkiye'de Meme Kanseri. Meme Saglig: Dergisi,
7-9.

[S1] Cao, W., Hashibe, M., Rao, J.Y., Morgenstern, H. and Zhang, Z.F. (2003).
Comparison of methods for DNA extraction from paraffin-embedded tissues
and buccal cells. Cancer Detection and Prevention 27:397-404.

[S2] Leon, S.A., Shapiro, B., Sklaroff, D.M. and Yaros, M,J. (1977). Free DNA
in the serum of cancer patients and the effect of therapy. Cancer Res. 37:646—
650.

[S3] Stroun, M., Anker, P., Maurice, P., Lyautey, J., Lederrey, C. and Beljanski,
M. (1989). Neoplastic characteristics of the DNA found in the plasma of
cancer patients. Oncology (Basel), 46:318-322.

[S4] Jahr, S., Hentze, H., Englisch, S., Hardt, D., Fackelmayer, F.O., Hesch, R.D.
and Knippers, R. (2001). DNA Fragments in the Blood Plasma of Cancer

Patients: Quantitations and Evidence for Their Origin from Apoptotic and
Necrotic Cells. Cancer Research 61:1659—-1665.

[S5] Ingvarsson, S. (2003). Molecular Genetics of Breast Cancer. Int J Hum
Genet 3(2):69-78.

[56] Cabadak, H. (2008). Hiicre Siklusu ve Kanser. ADU Tip Fakiiltesi Dergisi
9(3):51-61.

[57] Cozma, D., Lukes, L., Rouse, J., Qiu, T.H., Liu, E.T. and Hunter, K.W.
(2002). A Bioinformatics-Based Strategy Identifies c-Myc and Cdc25A as
Candidates fort he Apmt Mammary Tumor Latency Modifiers. Genome
Research 12:969-975.

[58] Bozdogan, A., Ozcinar, B., Ozkan Giirdal, S., Miislimanoglu, M., igci, A.,
Keger, M., Ozmen, V. (2010). Evre 1 Meme Kanserli Hastalarda Mortaliteyi
Etkileyen Faktorler. Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Genel
Cerrahi, Istanbul, Tiirkiye. The Journal of Breast Health. Vol: 6 » No: 3.

71



OZGECMIS

Adi-Soyadi: Isik Didem KARAGOZ

Dogum Yeri ve Yili: Gaziantep, 20 Mart 1981
Medeni Hali: Evli

Tel: 0342 317 19 43

E-mail: karagoz@gantep.edu.tr

20/03/1981 tarihinde Gaziantep ilinde dogdu. Ilkokul egitimini Antalya Dr. ilhami
Tankut Ilkokulu’nda, Ortaokul egitimini Gaziantep Day1r Ahmet Aga Ilkdgretim
Okulu’nda ve Lise egitimini Antalya Aldemir Atilla Konuk Anadolu Lisesi’nde
tamamladi. 1999 yilinda Akdeniz Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii'nii kazand1 ve 2003 yilinda mezun olarak Biyolog tinvanini aldi. Ayni yil
Gaziantep Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji ABD Molekiiler Biyoloji
BD’da yiiksek lisans 0grenimine basladi. 2006 yilinda yiiksek lisans programini
tamamlayarak ayni anabilim dalinda doktora Ogrenimine basladi. 2009 yilinda
Gaziantep Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde “Uzman
Molekiiler Biyolog” olarak goreve basladi. Halen ayni anabilim dalinda gorevine ve

doktora dgrenimine devam etmektedir. Evli ve 1 ¢ocuk annesidir.

72



TEZDEN CIKAN YAYIN
e Karagoz I.D., Ozaslan M., Cengiz B., Kalender M.E., Kilic I.H., Oztuzcu S.,
Gogebakan B. Ve Demiryurek A.T. (2010). CDC254 gene 263C/T, -350C/T,
and -51C/G polymorphisms in breast carcinoma. Tumor Biol. 31:597-604.

73



	kapak
	isik_didem_karagöz_tez_onay_sayfasi
	ÖZEL BÖLÜMLER
	ANA METİN



