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1

 KISALTMALAR

BRCA 1: (Breast Cancer Gene 1), (Meme kanseri Geni 1)
BRCA 2: (Breast Cancer Gene 2), (Meme Kanseri Geni 2)

Wnt: Wingless-type MMTV (Mouse mammary tumor virus) integration site
family

CTNNB1: p-catenin geni

APC: Adenomatoz polipozis koli

GSK 3p: Glikojen sentaz Kinaz 3

WISP: (Wnt inducible pathway protein) (Wnt uyarimli yolak proteini)
FAP: (Familial adenomatous polyposis) (ailesel adenomatoz polipozis)

SSCP: (Single Strand Conformation Polymorphism) (Tek iplikli konformasyon
polimorfizmi)

KIDEM: Izmir Kanser Izlem ve Denetim Merkezi

ER: Ostrojen Reseptéri

PR: Progesteron reseptérii

AJCC: Amerikan Birlesik Kanser Komitesi

RT-PCR: Revers Transkriptaz-Polimeraz Chain Reaction
DCIS: Duktal karsinoma in situ

LCIS: Lobiiler karsinoma in situ

Fzd: frizzled

PCP: (Planar cell polarity) (Diizlemsel hiicre polarite)
Dv1: Dishevelled

JNK: c-Jun amino-terminal kinase

Fmi: flamingo

ROCK: (Rho-associated kinase) (Rho-ilisik Kinaz)
Nkd: Naked

LEF: Lymphocyte enhancer factor (lenfosit etkinlestiren faktor)



sFRP: (secreted frizzled-related protein) (Fizzled-iligkili salgi proteini)
SARRP: (secreted apoptosis related protein) (Apoptoz iligkili salg: protein)
WIF: (Wnt-inhibtory factor) (Wnt inhibit6r faktor)

Dkk: Dickkopf

Dlg: disclarge timér supresér

Z0: zonula okludens

PSD: post sinaptik dansite proteini

Arm: Armadillo

CBP: (CREB binding protein) (CREB’e baglanan protein)

MMP: Matriks metalloproteinaz

CtBP: (c-terminal binding protein) (c-ucuna baglanan protein)

Lgs: Legless

Pygo: Pygopus

PHD: (plant homology domain) (Bitki homoloji domeyni)

CK 1: Kazein kinaz 1

Dpr: Dapper

HDAC: Histon deasetilaz



Beta-catenin, sinyal iletisinde ve hiicre adezyonunda o&nemli roli olan

multifonksyonel bir proteindir. Istirahat halindeki normal hiicrede, Wnt aktivasyonu
yoklugunda, B-catenin hiicre membraninda adherens baglantilarda yerlesiktir ve
hiicre i¢i serbest sitoplazmik p-catenin diizeyi p-catenin’in ubikitin proteozom
yikihmindan dolayi ¢ok disiik diizeydedir. Wnt sinyal yoklugunda GSK3g, p-catenin’i
N-ucunda yer alan serin ve threonin amino asitlerinden (kodon 33, 37, 41, 45)
fosfatlamaktadir. N-ucu serin ve threonin amino asitlerinin fosforilasyonu B-catenin
stabilizasyonunu saglamakta ve stabilize p-catenin nilkleusa gecerek hedef genlerin

transkripsyonel aktivasyonunu gergeklestirmektedir.

Bu galismada, 14 invaziv duktal meme kanseri érneginde, p-catenin geninin 3,
4, 5 ve 6. eksonlarinda (N-ucu) olasi somatik mutasyonlar polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), tek iplik konformasyon polimorfizmi (SSCP) ve DNA dizi analizi ile
aragtinimigtir.  Incelenen 6rneklerde, bu bodige igin B-catenin mutasyonu
saptanmamigtir. B-catenin proteininin hiicre kompartimanlarinda birikimi baglantili
diger bir arastirmada immiinhistokimya yéntemi ile belirlenmisgtir.

Bu sonuglar, Invaziv duktal meme kanserinde B-catenin’in genetik defektinin

nadir oldugunu ve Whnt sinyal yolagini olusturan dijer elemanlarin mutasyonlarinin

incelenmesinin 6nemli olabilecegini géstermistir.



Beta-catenin is a multifunctional protein playing an important role in cellular
adhesion and signal transduction. In normal resting cells in the absence of Wnt
activation, p-catenin is localized to the adherence junctions on the cell membrane
and free cytoplasmic p-catenin is rapidly destroyed by ubiquitin proteasome
degradation pathway. In the absence of Wnt signalling, GSK-3p phosphorylates B-
catenin at critical serine and threonine amino acids (codons 33, 37, 41, 45) located at
the N-terminus. Phosphorylation of serine-threonine residues in N-terminus of B-
catenin results in stabilization, cytoplasmic and nuclear accumulation. of p-catenin,

and subsequent transcriptional activation of putative target genes.

In this study we investigated 14 human invasive ductal breast cancer samples
for somatic mutations in the exons 3, 4, 5 and 6 of B-catenin gene (N-terminal region)
by the combined use of polymerase chain reaction (PCR), single strand conformation
polymorphism (SSCP) and sequencing. No f-catenin mutation was detected in any
of these tumors. Accumulation of aberrant B-catenin protein in cellular compartments
in the same breast cancer samples was confirmed with a related experiment by

immunohistochemical methods.

Our results suggest that genetic defects in B-catenin is not common in invasive
ductal breast cancers, whereas mutations in other components of the Wnt signaling
pathway should be considered.



Kadinlarda meme kanserine bagli élumler, akcijer kanserinden sonra ikinci
sirayl almaktadir. Avrupa Ulkelerinde yilda 200,000, ABD’ de yilda 211,300 yeni olgu
saptanmaktadir.' Amerika Birlesik Devletler’nde meme kanseri kadinlarda en sik
saptanan kanserdir ve kanser 6limi nedenleri arasinda ikinci sirada yer alir.2
Amerikan Kanser Birligine gére 2003 yilinda tahmin edilen 1,334,100 kanser
vakasinin 556,500’Unin 6lmesi éngérilmektedir ve bu 556,500 kiginin 40,200'tn{
meme kanseri vakalan olusturmaktadir."?® Yagla birlikte meme kanseri gériime
insidansinin artmasi 1940’ |1 yillardan 1980’ li yillara kadar hafif bir artig gdstermistir.
Ancak 1980-1987 yillari arasinda bu artig ¢ kat olmus ve 1992 yilina kadar ayni
seviyede devam etmistir.2® Geg evrede meme kanseri tespit etme oranindaki diisme,
erken evrede meme kanserlerini yakalama oranindaki bu artig tarama
mamografilerinin yayginlagmasi ile agiklanmigtir.® Hastaligin gelisme riski yas ile
dogrudan iligkili olup, yas arttikga hastaligin gérilme sikhgi giderek artar. Meme
kanseri 30 yasindan 6nce nadir olup, bu yasi takip eden yillarda hizli bir tirmanis
gosterir. Menopoz dénemindeki hafif bir azalmay: takiben menopoz sonrasi yillarda
yavas egimle siirekli devam eden bir artig ortaya gikar. Bu nedenle 85 yasindaki her
dokuz kadindan birinde meme kanseri geligsebilecedi beklenmektedir. Goériilme
sikliinda oldugu gibi mortalite de yaga bagh olarak artmakta ve 80 yasindaki her
100,000 kadindan 155 'i meme kanserinden 6lmektedir."* Dunyada meme kanserine
bagl mortalite Gilkeden Ulkeye degismekte olup, Ingiltere ve Gallerde en yiiksek,
Japonya ve Tayland’ da en distk seviyededir.’

Meme kanseri tedavisindeki gelismeler hastaliin morbiditesinde azalmaya
neden olmakla birlikte mortalitede belirgin bir azalma saglayamamistir. Kitle
taramalan ile meme kanserinin erken dénemde saptanmasi mortaliteyi énemli
oranlarda dugtirmeyi mimkiin kilmaktadir.?

Meme kanserli bir hastanin kadin akrabalarinda hastalija yakalanma riski
artmig olabilir. Anne, kiz kardes, kiz gocugunda oldugu kadar teyze, hala, kuzen ve
buyikannelerde goriilen meme kanseri kadindaki riski yikseltir. Ayrica Li-Fraumeni
sendromu, Cowden’s sendromu, Muir sendromu ve ataxia telenjektasia gibi bazi
ailesel sendromlarin pargasi olarak meme kanseri gozlemlenmistir.'? Yaga dayali risk



oéngorileri, bu kigileri tanimlama ve tarama programlar olusturma agisindan
6nemlidir. Meme kanserli hastalarin %5'inde, tanimlanan, 17921 kromozomunda
yerlesik BRCA 1 (Breast Cancer Gene 1, Meme kanseri Geni 1) gen mutasyonu(-
lart) oldugu ongorulmektedir.’ Bunlarin akrabalarinda, eger BRCA 1 geninde germ
hatti mutasyon(-lar) tagiyicisi iseler, yagsam boyunca meme kanseri geligim riski %50
oraninda, 50 yasin altinda ise % 85 diizeyinde olabilir. BRCA 1 gen mutasyonu olan
hastalarda over kanseri gelisim riski de yukselmistir.® 13912-13 kromozomunda
yerlesik bir diger gen BRCA 2 (Breast Cancer Gene 2, Meme Kanseri Geni 2) de
meme kanseri igin yilksek, over kanseri igin gobreceli daha az yuksek risk
gostergesidir.®

Meme kanseri gelisimi ve ilerlemesi birgok genetik dedisikliklerle iligkilidir,
buniar proto-onkogenler ve tumér baskilayici genlerdeki degisiklikleri ve ayni
zamanda heniiz tanimlanmamig diger genleri kapsar. Bu degisiklikler uygun olmayan
hiicre i¢i sinyal iletimini baglatabilir, bu da hiicrenin kanserlegsmesine yol acar, bu
degisikliklerin bilinmesi tedaviye yonelik yeni yaklagimlarin bulunmasi igin
gereklidir.”

“Wingless-type MMTV (Mouse mammary tumor virus) integration site family”
(Wnt) yolagi evrimsel olarak korunmustur ve embriyogenez sirasinda bir ¢ok olayi
kontrol eder.?® Bu yolagin hiicresel kontrolii, hiicrenin morfolojisini, proliferasyonunu,
motilitesini dizenler. Bu yolagin uygunsuz aktivasyonlari insanda gesitli kanserler ile
iliskilendirilmistir.?2 Wnt yolaginda rol alan CTNNB1 (B-Catenin), “Adenomatous
polyposis coli” (APC), AXIN gibi dizenleyici genlerdeki mutasyonlar kolorektal,

hepatoseltler kanserler, melanomiar ve over kanserlerinde gésterilmigtir.”*7%%

B-catenin, Wnt sinyal iletim yolunun merkezi elemanlarindan biridir ve
sitoplazmada Wnt'nin indikledigi B-catenin birikimi embryogenez ve normal geligim
icin gereklidir. Wnt sinyal aktivasyonu ile glikojen sentaz kinaz 3 (GSK 3) inaktive
olur, bu da B-catenin’in post-transkripsiyonel stabilizasyonuna ve bu proteinin
sitoplazmik seviyelerinde artiga neden olur. B-catenin diizeyindeki bu artig, Wnt hedef
genlerdeki (c-myc, Cyclin D1 ve WISP-1 (wnt inducible pathway protein) gibi)
transkripsiyon artigina neden olmaktadir.>'® Bununla birlikte, Wnt sinyal yolagindaki
multi-protein kompleksinin 6ncesinde yaralan proteinleri kodlayan genlerin degigimi

ile timor geligimi tam olarak iligkilendirilememigtir.**



Buna karsilik, Wnt sinyal yolagindaki multi-protein kompleksinde p-catenin ile
baglanan veya multiprotein kompleksi olugturan bazi proteinier ile kanser gesitleri
iligkilendirilebilmektedir.® APC genindeki mutasyonlar ile Familial adenomatéz
polipozis (FAP) koli sendromu direkt iligkilidir ve sporadik kolon karsinomlarinin
cogunda bu gende veya proteinde bozukluklar saptanmistir.”*"® Yine p-catenin GSK
3B baglanma bélgesindeki mutasyonlar da hepatoselliiler, endometrial kanserlerde,
melenomda, tiroid kanserlerinde, liposarkomda, pankreasin kistik ve solid

tumérleriyle gastrik ve kolon kanserleriyle iligkilendirilmigtir.”-78:82:87.90.92.93.94,99,100,101

B-catenin NH2 ucu (ekson 3), B-catenin turnover diizenlenme mekanizmasi
icin 6nemli bir bdigedir. Bu béigedeki 33, 37 ve 45. pozisyondaki serin ve 41.
pozisyondaki threonin amino asitlerinin DNA da mutasyon ile dedigmesi sonucunda
sitoplazmik B-catenin birikimi olmakta, sitoplazmik B-catenin niikleusa gegerek bir
transkripsiyon faktori olan Tcf\Lef ile baglanarak hedef genleri uyarmaktadir.5%5%°
Buna karsin kolon kanserlerinde 183, 245 ve 287 inci kodonlardaki (ekson 4, ekson

5, ekson 6) mutasyonlarin kanser gelisiminde 6nemli rol oynadigi gésterilmistir.”

Caligmamizda, daha 6nce galigiimamis bir kanser grubu olarak meme “invaziv
duktal karsinom” grubu segilmisti. Orneklem grubu meme karsinomu dokulari,
Bozyaka Sosyal Sigorta Hastanesi Genel Cerrahi bélimiinde 2002-2003 yillari
arasinda opere edilen ve yine Bozyaka Sosyal Sigorta hastanesi Patoloji servisinde
invaziv duktal karsinom tanisi konmus hastalardan saglandi. Bu tip kanser olgularinin
B-catenin ekson 3, ekson 4, ekson 5 ve ekson 6 bélgesindeki mutasyonlar SSCP
(Single strand conformation polymorphism ) ve DNA dizi analizi ile degerlendirildi.
Bununla birlikte B-catenin proteininin sitoplazmik yigiimint veya nikleus
lokalizasyonunu géstermek igin B-catenin diizeyi immiinohistokimyasal olarak, bagl

diger bir aragtirmada degerlendirilmigtir.

Caligmamizda elde edilen tim verilerin, klinkk ve patolojik verilerle
karsilagtiniarak degerlendiriimesi amaglanmaktadir.



5 GENEL BILGILER

5.1 Meme Kanserleri:

Meme kanserleri kadinlarda en sik goriilen kanser olarak %30 ile birinci sirayi
alirken kadinlarda 6lum nedeni olarak da %16 ile yine birinci siray! almaktadir.'?
Amerika Birlegik Devletlerinde 2003 yilina ait istatistik verilerine gére, bu yil 211,300
yeni vaka gorilebilecedi ve 39,800 vakanin da bu hastaliktan kaybedilebilecegi
ongorilmektedir.> Meme kanserine bagl mortalite hizi yillara gére sabit kalmakta,
ancak meme kanseri gériilme orani hastaliin tanisindaki gelismelere paralel olarak
gittikce artmaktadir. Bu konuda rakamsal bir goésterge olarak, érnedin Amerika
Birlesik devletlerinde 1960 yilinda her yirmi kadindan biri hayatinin bir déneminde
meme kanserine yakalanma riskine sahipken bu oran 2003 yilinda sekizde birdir.*
Gorilme sikhgindaki bu artisa, uygulanan mamografik tarama yéntemierinin glin
gectikge yayginlagsmasinin neden oldudu bildiriimektedir. Gériilme sikhigindaki bu
artisa ragmen mortalite hizinin sabit kalmasi ise hastalarin ¢ok daha iyi tibbi bakim

kosullar ve adjuvan terapi yéntemlerinin uygulanmasina baglanmaktadir.'?#

Ulkemizde, kanser olgularinin bildirimi 1982 yilinda zorunlu hale gelmistir. Bu
tarihten itibaren bildirimler Kanserle Savas Daire Bagkanhgr’na yapilmaktadir. Ancak
buglinki bilgiler Turkiye genelini temsil etmeyen, sinirli, kanser insidanslarina ait
bilgilerdir. Olumler yalnizca il ve ilge merkezlerinden bildiriimektedir. Bu nedenle 8lim
bildirimleri eksiktir. 1996’da saglik bakanliina 3755 olgu bildirilmistir. Buna gére
insidans yuz binde 21.07 olarak hesaplanabilir. Ancak bu, niifusa gére beklenen
rakamin g¢ok altindadir.®

Ulkemizde Izmir ilinde Izmir Kanser lzliem ve Denetim Merkezi (KIDEM)
tarafindan yapilan ¢aligma ile, lzmir ili hastanelerinde kanser teghisi konmus 1 Mayis
1992 ile 30 Kasim 1999 tarihleri arasinda bildirilen 25,790 kanser olgusunda 9,677
kadin olgunun %27.6 si (2,763) meme kanseri teghisi almigtir.™

Meme kanseri en ¢ok menopoz dénemi ve menopozdan sonra goriilmekte
olup 50 yasindan once seyrek, 60 yas Uzerinde siktir. Meme kanserinde irksal
faktorler 6nem tagimaktadir. Bu baglamda meme kanseri zenci kadinlarda beyaziara
gore daha seyrek gériiimektedir.”? Meme kanserli Afrika kkenli Amerikan bireylerde
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daha kisa yagam siresi, digik sosyoekonomik durum ve tedaviye ulagim sanslarinin
dusuk olmasindan kaynaklanmistir. Bununla birlikte Ispanyol kékenli Amerikalilarin
esit sosyoekonomik durumda ve esit tedavi kosullarindaki beyazlar ile
kiyaslandiginda daha yiiksek yasam siiresine sahip olduklari belirlenmistir.2 Bir
bagka epidemiolojik parametre de farkli cografi bolgelerde gézlenen meme kanserine
bagl 6lum oranlarindaki degismedir. Ornegdin Avrupa tlkelerinde meme kanserlerine
bagh 6lum oranlari daha fazla iken, Asya lkelerinde bu oran daha dusiktiir.’

5.1.1 Meme kanseri risk faktorleri:

Bazi Ozellikleri tagiyan kadinlarda, meme kanserinin daha sik géraldagi
bilinmektedir. Bu &zelliklere risk faktorleri denmektedir. Bu risk faktérlerini tagiyan
kigilerin mutlaka meme kanserine yakalanacaklari s6ylenemez.'> Sadece, bu
faktorleri tagimayanlara gére, daha fazla meme kanserine yakalanma olasiliklari
olduju bilinmektedir. Bu faktorleri tasimayan kisiler de meme kanserine
yakalanabilirler. Meme kanserine yakalanan kadinlarin yarisi, bu risk faktérlerini hig
tagimamaktadir. Bu nedenle, risk faktorlerinin tagimayan kigiler de olagan
kontrollerini yaptirmalidirlar. Meme kanserine yakalanma riskini artiran faktérleri
kisaca su sekilde sayilabilmektedir;

Yas: lleri yag énemli bir risk faktéridir. Yeni meme kanseri tanisi konan
kadinlarin % 70'i, 50 yag Uzerindedir. Diger bir deyimle, yasi 50 yag (izerinde olan
kadinlarda meme kanseri goérilme sikhgi, yasi 50 yasin altinda olan kadinlardan 4
kat daha fazladir."' Bu nedenle, 50 yas Uzerindeki her kadin, mutlaka yilda bir defa
hekime bag vurarak muayene olmali ve mamografi filmini gektirmelidir.

Kisisel meme kanseri hikayesi: Daha 6nce meme kanseri gegirmis ve tedavi
olmus kadinlarda, dijer memede kanser gelisme olasilifi normal kadinlara gére 3-4
kat daha fazladir.?

Ailede meme kanseri hikayesi: Ailesinde birinci derece yakinlar arasinda
meme kanseri gorllmds kadinlarin, meme kanserine yakalanma olasili§i, diger
kadinlara gére daha fazladir.'® Ormegin, kiz kardesi veya annesi meme kanserine
yakalanan bir kadinin, meme kanserine yakalanma riski, diger kadinlardan 2- 5 kat
daha fazladir.
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Daha 6nce meme biyopsisi yapilmis olmasi: Memede bir kitle nedeni ile
biyopsi yapilmig ve iyi huylu bir timér saptanmig olabilir. Bazi iyi huylu timérlerin
bulunmasi, kanser gelisme riskini degisik oranlarda artirabilmektedir. Bu, timériin
hucresel yapisina gére degisir. Ornegin, yapilan bir biyopside, ¢ikartilan kitlenin
patolojik incelemesi sonucu atipik hiperplazi tanisi konmus kadinlarda, meme kanseri

gelisme orani normal kadinlara gére daha fazladir.'%13

Fertil ¢cag siiresi: Adet gérmeye erken baglanmasi, menopoza geg girilmesi,
fertil cagi uzatmaktadir. Bu sirada kadin daha uzun sire &strojen- hormonu etkisi

altinda kalmakta, meme kanseri gelisme riski artmaktadir.'®

Dogurganhk hikayesi: Ik gocugu dogurma yasi énemlidir. llk cocugunu 30
yagindan sonra doguran kadinlarda meme kanseri goriilme orani 20 yasindan énce
douranlara gore iki kat fazladir. Hig gocuk dogurmayan kadinlarda risk hafif

yikselmektedir.'®

Sosyoekonomik seviyenin yiiksekligi: Varlikli, sosyoekonomik dizeyi
yiksek olan kadinlarda, meme kanseri goriilme orani daha fazladir. Bu ailelerin
kizlar daha iyi beslendikleri i¢in daha erken gelismekte ve erken yasta adet gérmeye
baslamaktadir.'” Ayrica bu gocuklar buyudikleri zaman egitim ve is nedeni ile daha
gec evlenmekte ve daha ge¢ gocuk sahibi olmaktadirlar. Bu nedenlere bagh olarak
fertil cagin erken baglamasi, ge¢ dogurma gibi nedenler sebep olarak sayilabilir.
Ayrica bunlarin disinda bagka faktorier de rol almaktadir.

Ostrojen hormonu tedavisi gérenler: Menopoz nedeni ile uzun siire éstrojen
tedavisi ( 10 yildan fazla) géren kadinlarda, meme kanseri riski artmaktadir.'®°

Dogum kontrol hapi kullanilmasi: Bu konuda farkli goriigler olmakla birlikte
hafif bir risk artigi oldudu ileri sturtlmektedir. On yil 6nce dodum kontrol hapini
birakmig olan kadinlarda ise, bu risk tamamen ortadan kalkmaktadir.'®

Alkol kullaniimasi: Fazla alkol alan kadinlarda, almayan kadinlara gére risk
nispeten artmaktadir. Ginde ¢ bardak yiksek dereceli alkol icen bir kadinin meme

kanserine yakalanma riski, hi¢ igmeyen kadina gére iki kat daha fazladir.?°

Yagsam bicimi: Sigsmanlik ve yagdl beslenme: Baz galismalarda sismanhgn,
Ozellikle 50 yas Uzerindeki kadinlarda meme kanserine yakalanma riskini artirdidi
gdzlenmigtir. Ozellikle, doymus yaglann fazla bulundugu yagh et gibi yemekler ve
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yagh st trlinlerinin fazla alinmasinin bu riski artirdi§i ileri strtilmustir. Sigaranin
kesin bir etkisi gosterilememigtir.2!

5.1.2 Meme kanserlerinde prognostik belirleyiciler:

Meme kanserinde prognostik faktdrler ¢ klinik drumda kullaniimaktadir.
Birincisi, sistemik adjuvan terapisi gerekmeyen ve lokal cerrahi gerektiren iyi
prognoziu hastalan saptamak; ikincisi, konvensiyonel terapi gerektiren kéti
prognoziu hastalar belitmek; UglUnclsi, tGm bu hastalanin 6zgll terapilerden
yararlanip yararlanmayacaklarini géstermektir”®> Meme kanserlerinde prognostik
belirleyiciler olarak birgok klinikopatolojik veri calisiimakta ve bu konuda literatiirde
¢cok sayida calisma bulunmaktadir. Bunlar arasinda ©nemli olan prognostik
belirleyiciler;, Tumoér boyutu histolojik evresi, lenf nodu metastazi, uzak organ
metastazi ve steroid hormon reseptorii aktiviteleridir.

Timoér boyutu: Meme kanserinin evrelendiriimesi, tumérlerin  Klinik
degerlendiriimesinde ve tedavi segenegine karar veriimesinde 6énem tagimaktadir.
Primer timér blyukiigli sag kalim agisindan en énemili olgitlerden biridir. 2cm
altindaki tiimérlerin iyi prognoza sahip olduklan bilinmektedir. 2cm ile 5 cm arasi
timérler orta, 5cm den bilyiik timérler kotii prognoza sahiptirler.

Histolojik tiir: Invaziv duktal ve Invaziv lobiiler karsinomlara gére, tubller,
meddller, misindz, adenoid kistik, papiller, jivenil (sekretuar) karsinom daha iyi
prognoza sahiptir. Inflamatuar karsinom (klinik), tasli ytzik hicreli karsinom |,
karsinokarsinom, ise oldukga koti prognozludur. Skuaméz hiicreli, metaplastik
karsinom, néroendokrin diferansiyasyon gésteren karsinomiar, Invaziv duktal
karsinoma gére daha agresiftirler.2*

Timoér TNM evresi: Evrelendirme klinikk ve patolojik kriterlere gére
yapilimaktadir. Evrelendirme her hasta igin tedavi seklinin segiminde, prognozun
tahmininde, farkli tedavi programlarinin sonuglarinin kargilastirmasinda 6nemilidir.
Kanser evrelendirimesi, “American Joint Committee on Cancer” (AJCC) tarafindan
belirlenmistir.?> Klinik evrelendirme, fiziksel muayene, gériintileme bulgulari, cerrahi
bulgular ve memenin ya da diger dokularin patolojik degerlendirmesi sonucu elde
edilen bulgulara goére vyapilir. Klinik evrelendirme terapinin segilmesi ve
deg@erlendiriimesinde vyararli olur. Patolojik evrelendirme ve klinik evrelendirme
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cerrahi rezeksiyon igin blyllk ©6nem tasir. Patolojik evre ise, sonuglan
degerlendirmede ve prognozu tahmin etmede &énemli bir yer tutar. Invaziv
karsinomlarin aksiller lenf nodu pozitifli§i insidansinin noninvaziv karsinomlardan
daha yiiksek oldugu ve zayif klinik iyilegme gésterdigi belirtilmigtir.??

Steroid hormon reseptor aktivitesi: Meme kanserli kigilerin timér
dokularinda immiinohistokimyasal olarak, éstrojen reseptéri (ER) ve Progesteron
reseptdéri (PR) aktivitesinin g&steriimesi , tedavi ©&ncesi hastanin klinik
degerlendiriimesinde standart bir agama olarak uygulanmaktadir. ER ve PR aktivitesi
olan hastalarin %55-60’1 hormon tedavisine yanit verirken, bu oran reseptér aktivitesi
olmayanlarda %10 dur.?

Hiicre proliferasyonu: Mitoz sayimi, Ki-67 yada akig sitometrisi yontemi ile
S-faz fraksiyonunun &igliimesi ile belirlenen hiicre proliferasyonu prognoz agisindan
6nem tasimaktadir. Ki-67 biyiime fraksiyonu ne kadar ¢ok ise timér agresifligi de o
kadar coktur. Tartismali olmakla birlikte anaploid timérlerin daha kot prognoziu
oldugu bilinmektedir.??

Yag: Meme kanserlerinde erken yas (35 yas alti) koéth prognostik etki
gbstermektedir. Fakat bazi yayinlarda ise bu yas grubundaki meme kanserli
olgularda tedavi sonrasi prognoz, ileri yastaki olgulardan farkliliklar
gbstermemektedir.""

5.2 Karsinogenezde Major genetik degisiklikler:

Hacre déngisi, ¢ogalmak Gzere uyariimig bir hiicrede gergeklesen ve bir dizi
gegici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin gérulduga bir suregtir. Bir
dénguye giren hicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre
olusumuyla déngiyl tamamilar. Hiicre proliferasyonu hiicre déngisi iginde yer alan
bazi kontrol noktalari (“check-points”) inda diizenli olarak kontrol edilir. Hicre
dongusu proliferasyon, farklilagsma (diferansiyasyon) ve apoptozis gibi temel hiicresel
fonksiyonlar diizenlediginden biyume ve doku “turnover’tyla yakin iligki iginde
bulunur. Bu dizenleme 6zelliginin olmasi organizmadaki hemen hemen her tir
fizyolojik ve patolojik durumlarda hiicre déngiisiniin ne kadar kritik bir Sneme sahip
oldugunu gostermektedir. Bir ¢ok kanser turnde htcre déngustntn regulator
proteinleri olan siklinler veya siklin-bagimli kinaz inhibitérleri (CDI)'nin dizeylerinde
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anormallikler saptanmigtir.'> Ornegin, siklin D meme ve skuamoz hiicre tumérlerinde
asin eksprese olmaktadir. Bir tir CDI geni olan p16 geninin ailesel melanom ve
pankreatik kanser olgularinda rearranje oldugu bulunmus’tur.12 Apoptoz, nekrozdan
farkh olarak, fizyolojik sartlar altinda da meydana gelen ve genel olarak doku
homeostazini sadlayan bir hiicre 6lim seklidir. Ayrica, fizyolojik hiicre 6limiu veya
hiicre intihari olarak da bilinmektedir. Apoptoz ve hiicre déngisi birbirleriyle
kompleks ve yakin bir iligki icinde calisirlar. Ornegin apoptozda rol alan bir protein
olan p53 ayni zamanda hiicre déngisiinii durduran ve hiicreye DNA’sindaki
hasarlari onarmasi igin zaman kazandiran bir iglev gériir. Apoptoz organizmada
proliferasyonla denge halinde, bircok dokuda dogal olarak olugmaktadir. Primatlarda
embriyogenez déneminde var olan parmaklar arasi perdelerin ve “tadpole”
kuyruklarinin kaybolmasi buna érnek olarak verilebilir. Bunun sonucunda apoptoz ve
proliferasyon ile dokunun hiicresel igerigi sayisal olarak hep ayni kalir. Béylece doku
homeostazi yani yeniden yapim ve ylkimin bir harmoni iginde olusu
apoptoz/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde strdiriimesine baglidir.
Arastirmalarda bu dengenin bozulmasinin birgok énemli hastalik patogenezinde rol
aldig1 gézlenmistir. Ornegin, bu dengenin apoptozun hizlanmasina yol acgacak
bicimde bozulmasinin Alzheimer hastaliyi gibi bazi nérodejeneratif hastaliklarin veya
AIDS’in patogenezinde, apoptozun baskilanmasina yol agacak sekilde bozulmasinin
ise karsinogenezde rol aldigi gosterilmigtir. '

Karsinogenez ¢ok basamakli bir siregte degisik karsinojenlerin (kimyasal,
fiziksel veya viral) etkisiyle olugan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla gergeklesir.
Kanserlerde olusan genetik degisiklikler kromozomal diizeyde, niikleotid diizeyinde
(tek veya c¢oklu baz degisiklikleri) ya da DNA promotor bélge metilasyonu gibi
epigenetik diizeyde olugsabilmektedir. Kanser hiicresinin blyime ve c¢ogalma
slirecinde meydana gelen genetik degisiklikler (onkogenler ve tiumér baskilayici
genler), konakgi fakibrleriyle (enzim polimorfizimleri) tamdr konakgi etkilegimleri
(ajiyogenez, invazyon, metastaz) sonucunda organizmada timér olugmaktadir.
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Karsinogenezdeki Majér genetik olaylar géyle siralanabilir.
e Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu.
o Tumor baskilayici genlerin inaktivasyonu.

o Mutatdr gen inaktivasyonu (mutatér fenotip)

5.2.1 Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu.

1969'da Huebner ve Tadora ilk olarak kanser gelisiminde onkogenlerin
roliniin olabilecegini ileri sirmiglerdir. Onkogenler, protonkogen denen normal
hiicresel genlerden geligir. Proto-onkogenlerin kodlanmig protein wrinleri genel
olarak hiicre sinyalizasyonu ve hiicre blyiimesinin diizenlenmesinde énemli rol
oynar. Bu genler mutasyon, kromozamal translokasyon, ‘amplifikasyon’ (¢ogaima)
veya transkripsyonel disregllasyon ile aktive olarak anormal protein sentezine veya
asin protein yapimina neden olur. Aktive olan proto-onkogenlere onkogen, protein
trtinlerine ise onkoprotein denir. Proto-onkogenler, hiicre igi sinyal ileticileri, niikleer
transkripsiyon faktérleri, hiicre déngiistinii kontrol eden proteinler, bllyiime faktérleri,
hormonlar ve reseptérleri olmak izere siniflanabilmektedirler.

Proto-onkogenler degisik yollarla aktive olarak onkogen haline gelirler. Genin
yapisal bir bélgesinde degigiklik sonucu farkli fonksiyon géren bir protein
sentezlenebilir. Bu tip degisiklikler nokta mutasyonlan veya kromozomal
translokasyon sonucunda olusur.® Bir bagka mekanizma da, genin ekspresyonunu
diizenleyen bélgede olugan bir degisiklik veya transkripsiyon faktérlerindeki degisiklik
sonucu, yapisal olarak normal olmasina karsin gen Urininin asiri miktarda
uretiimesidir. Diger bir mekanizma ise gen amplifikasyonu sonucu uriin miktarindaki
arhstir.®

5.2.2 Tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu.

Tumor baskilayici genler hiicrenin bilyime ve ¢ogalmasini baskilayan bir grup
gendir. Tumor baskilayict genlerin sentezlettikleri proteinlerin hicrelerin bllyime ve
cogalmasini baskilamasi nedeniyle bu genlerin dolayisi ile baskilayici proteinlerin
olmamasi sonucunda hiicre kontrolstiz bir sekilde ¢ogalmaktadir. Tumér baskilayici
genleri bir otomobilin fren pedalina benzetmek mumkindir. Freni bozulmus bir
otomobilin kontrolden ¢ikmasi gibi timér baskilayici genini kaybetmis hiicre de
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biyime ve codalma kontroliinii kaybetmigtir. Normal bir hiicrede bir g¢ift halinde
bulunan bir timér baskilayici genin her iki allelinin kaybolmasi veya gérev géremez
derecede degisiklige ugramasi kansere neden olmaktadir.®® Bu genlerin allelerinden
birinin dodustan aktivite kaybettigi bireyler yiksek kanser riskine sahip kigilerdir.
Genin tek allelinin varligi kanseri 6nlemek igin yeterlidir. Bu nedenle bir ebeveynden
gelen allelinindeki bozukiuk kanserle sonuglanmamaktadir. Fakat, ikinci allelde de bir

degisiklik olursa kanserlesme siireci baglamaktadir.*

TP53 geni insan kanserlerinde mutasyonu en sik gériilen timér baskilayici
gendir. Bu genin arind olan p53 proteini birgok kompleks aktivitesi olan ve
gerektiginde hiicre déngiistinii baskilayan bir proteindir.%® Bu protein yanlis eslesmis
nikleotidleri DNA sarmali kiriklarn gibi DNA lezyonlanni ve ayrica radyasyon veya
kemoterapi ile olusan DNA hasarlarini algilayan proteinlerle etkilegir. DNA’daki
mutasyon saptandiginda, p53 hiicre dénglsini durdurur, béylece hiicrenin G1 den
S fazina gegisini veya S’nin tamamlanmasini engeller. Ardindan, ya tamir

mekanizmasi proteinlerini ya da apoptoza yol agan proteinleri indiikler.

Retinoblastoma (RB) geni ilk bulunan timér baskilayici gendir. Bu gen
hiicresel diferansiyasyonda ¢ok énemli bir role sahiptir. Normalde RB geni hiicre
déngusini G1 fazinda inhibe eder. P16-siklin D1/CDK 4-6-RB yolu hiicre
dongusinin G1'den S fazina gegiste 6nemli goreviere sahiptirler. Bu yoldaki
proteinlerin fonksiyon bozuklugu mitojenik aktivite ile sonlanir.

5.2.3 Proto-onkogen ve Tiimor baskilayici gen 6rnegi

Bir hticrenin canliiginin en belirgin géstergelerinden biri onun birbirine tipa tip
benzeyen iki hiicreye bélinmesidir. Genel olarak, hiicreler bir bélinme sinyali
almadiklan strece hiicre déngusiinin aktif (G1, G2, S ve M) fazlarina girmezler ve
istirahat fazi ‘GO’ ‘da beklerler. Hicrelerin ikiye bolinmesi mitoz (veya gonadlarda
mayoz)'le gerceklesir. Hicreyi bélinmeye sevk eden sinyaller (6rnegin, blyiime
faktorleri, sitokinler veya mitojenler) gok gesitlidir. Hiicre bélinme sinyalini aldiginda
sinyal ileti kaskati (signhal transduction cascade) adi verilen bir ileti mekanizmasi
devreye girer. Bu ileti mekanizmasi ya transkripsiyonu, hiicre déngusiini veya hiicre
iskeletini kontrol eden bir substrati fosforiller yada nikleusa ulasip dogrudan
transkripsiyonu modiile eder. Boylece, hiicre déngiliye sokularak bélinmeye sevk
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edilmig olur. Hucreler mitoza girmeden énce bir hazirlik safhasi gegirirler ve bu
safhada hiicreler hacimce biylrler. Bu hazirlik safthasinda bdliinme igin gerekli olan
cesitli diizenleyici proteinler sentezlenir. Bu safhaya da interfaz denir. Interfaz kendi
icinde G1, S, ve G2 alt birimlerinden olusur. Mitoz ve interfaz beraberce hiicre
déngusi olarak bilinen bir stireci olustururlar. Dolayisiyla, bir hiicre dénglsi, fazlarin
isleyis sirasina gére séylemek gerekirse; G1, S, G2 ve M fazlarindan olugur. Hiicre
doéngisii bu doéngllye 6zgii bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimii
serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimii kinaz inhibitérleri (CDI)
tarafindan 6zgiin olarak kontrol edilir. Siklinler, CDK ve CDl'lerinin dizeyleri hiicre
déngiisiiniin ¢esitli agsamalarinda farklihk gésterir ve oldukga komplike bir diizen
icinde déngilnin ilerlemesini diizenlerler. CDK'lar kendi baslarina bulunduklarinda
inaktiftirler. Ancak, siklin’e baglandikiarinda aktiflesirler ve béylece aktif siklin-CDK
kompleksleri meydana gelir. Siklinler bu komplekslerin regilatér alt birimleri, CDK'lar
ise katalitik alt birimleridir. Siklinler (A, B1, D ve E) donglniin gesitli fazlarinda
periyodik olarak bir taraftan sentez edilirlerken diger taraftan da yikilirlar. Hicre
dénglisti aktivasyonu yoluyla etkili olan ve bu nedenle proto-onkogen grubunda yer
alan bu genlerin Urin miktari ve ekspresyon kontrolii hiicre igin yagamsal énemlidir.
Siklinlerin periyodik yapim ve yikimlari, dolayisiyla iligkide bulunduklari CDK (CDK2,
CDK4, CDK5, CDK6, CDK7 ve CDK25)larin aktivitelerinin diizenlenmesini saglar.
CDK'larin  aktiviteleri sadece  siklinlerle  dizenlenmez  ayrica  6zgln
fosforilasyon/defosforilasyona yol agan bagska yollarla da diizenlenir."!

Tamér baskilayici genlerden olan CDrl'leri (p15, p18, p19, p21 ve p27) ise ya
siklinlere, ya CDK'lara yada siklin-CDK komplekslerine baglanarak CDK’larin
aktivitelerini inhibe ederler.'? Hiicredeki siklin dizeyi transkripsiyon agamasinda
regile edilir. Yikimlar ise “ubiquitin® metabolik yoluyla saglanir. D tip (D1, 2, 3)
siklinler baglama siklinleri olarak adlandinlirlar ve bllyime faktorleri veya mitojenlere
yanit olarak eksprese edilirler. Mitojenler ortamdan uzaklastinidiginda ise hizla
yikilirlar. Siklin E, G1/S fazlarinin sinirinda gegici olarak sentez edilir ve hiicre S
fazina girdigi anda hizla yikilir. Siklin E, CDK2'yi regiile eder. Siklin A ve B1 mitotik
siklinlerdir. Siklin A, S fazi boyunca sentez edilir ve anafaz gegisi i¢cin hizla yikilir.
Siklin A, CDK2 ile kompleks yapar ve bu kompleksin DNA replikasyonunda direkt
roliintin oldugu dustniimektedir. Siklin B1 ise S fazinin ge¢ déneminde sentez edilir
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ve G2 fazindan M fazina gegerken sentezi maksimal dlzeye erigir, ardindan
anafazda yikilir. Siklin B, CDK2 ile etkilegsime girer ve bu kompleks MPF (“M-
phase/maturation promoting factor”) olarak da bilinir. Siklin B’nin a}nafazda
yikiimasiyla birlikte hiicre mitozdan gikar ve G1'e ilerler.'?

Hicre déngistu dizenlenmesinde gbrev ve proto-onkogen/ timér baskilayici
gen grubundan olan bu genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler bu kontrol noktalarinin
dizenlenmesini bozarak kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir.

Kanser hucreleri, g¢esitli biyume faktérleri Uretirler. Bu blyiime faktorlerinin
hiicre ylzeyindeki reseptorleriyle etkilesimi sonucunda kendi biyimelerini otokrin
yollarla uyarirlar. Neoplastik hicrelerin birgok blyime faktérinin salinimi ile

cogalma avantaji sagladiklari bilinmektedir.?

Pek ¢ok blyime faktdrii ve reseptorleri kanser hiicreleri ve normal hicreler
tarafindan eksprese edilmektedirler. Bu biyume faktbrleri otokrin, parakrin ve
endokrin yollarla kanser bilyimesinde rol oynarlar. Eger bir timér hiicresi, hem bir
blylme faktéri hem de reseptériini tagiyorsa kendisini uyaran biyiime halkasina
sahip demektir. Buna ‘Otokrin Bllyime Halkasi’ denir. Otokrin etki normal hiicrelerde
de géralur, ancak bu yolda yer alan proteinleri kodlayan ve ¢odu proto-onkogen veya
tumér baskilayici gen gurubunda bulunan genlerde degisiklik sonucu farkli bir aktivite
gelisebilir.""® Dengeli bilyiime igin karsilikli diizenleyici sistemier bir arada bulunur.
Kanser hicrelerinde ise bu dengeler bozulmustur. Ancak tek bir biyime faktéri
kanser gelisimini dizenlemez. Pek ¢ok biiylime faktérii ve reseptérii  “multiotokrin
loop” olusturarak etki gosterirler. Metastaz ve invazyonun da bu bliyiime faktorleri ve
reseptorlerinin etkilesimi sonucunda ortaya ¢iktig bilinmektedir.”

5.2.4 DNA tamirinde gérev alan genlerde ortaya ¢cikan degisiklikler.

Insanlarda geligen kanserlerin % 80’'inde neden cevresel faktorlerdir. Gerek
endojen gerekse ekzojen karsinojenler ve genotoksik olaylara maruziyet, DNA'da
hasara neden olurlar. Normal kosullarda hiicre déngilsi yavaslar ve bu yavaglama
siirecinde hicreler DNA hasarini tamir etme firsati bulurlar. DNA tamiri normal hticre
dongusuniin devami igin esastir ve hatali DNA tamiri karsinogenez geligsiminden
sorumlu énemli bir faktérdir. Tamir genlerinde, germ hattinda tasinan bir mutasyon
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olmasi halinde bireyin mutasyon riski ve hizi artar. Sonug¢ olarak proto-onkogen/
tumdr baskilayici genlerinde mutasyon olasiligi ve dolayisi ile kanser riski artar.

Hucresel karsinogenezde, hiicre déngist ve regiilasyonu, hiicre sinyal iletimi,
apoptoz , protein yikimi ve hicre diferansiyasyonu gibi mekanizmalar denetleyen
genler, dominant ya da resesif etkili oluglarina gére sirasiyla proto-onkogen veya
tumoér baskilayici gen olarak nitelendiriimektedir. DNA onarim genleri de timér
baskilayici genler gibi davranmalarina ragmen, ailesel kanserlerde sireci
hizlandirmalan ve riski artirmalari nedeniyle ayrt bir gurup olarak (mutatér genler)
degeriendirilirler. Kanserin 6zini olusturan kontrolsliz hiicre g¢odalmasi yukarida
bahsettigim gibi hiicrenin hatalh Mitoz uyarnimi olmasiyla yakin iligkidir. Hatali uyarim
olma ya da hatall sinyal iletimi, sinyal iletim yollarinda gérev yapan ¢esitli proteinlerin
aktivitelerinin artmasi yada azalmasiyla dogrudan iligkilidir.

5.3 WNT Sinyal yolu:

llk belirlenen Wnt geni, Mouse Wnt-1 (Int-1), fare meme timérd virtistnin
entegrasyonu ile meme tumérini aktive etmesi nedeniyle 1982 yilinda proto-
onkogen olarak tanimlanmistir.”® Bunun sonucunda 1980 lerde Wnt genlerinin
potansiyel kanser yapici etkileri galisiimaya baglamistir.??® “Drosophila segment
polarity gene Wingless (wg)” nin molekiler olarak tanimlanmasi ve Wnt-1 geninin
insan homologunun gdésteriimesinden sonra, Wnt geninin, memeli doku ve organ
farklilagmasinda 6nemli duzenlenmelerde rol aldigi tanimlanmis  oldu.?®*°
Glnimuzde 100 kadar Wnt geni; insan, nematod (Caenorabditis elegans), ve basit
bir metazoan olan hydra’dan tanimlanmig ve izole edilmistir. Tim bu Wnt proteinleri,
hiicrelerden sekrete edilirler ve yine kendi hlicre ylizey reseptérierine baglanarak

hiicre akibetini veya diger farklilagsma parametrelerini kontrol ederler.®'

Fertilize olan yumurta hiicresinden kompleks ¢ok hicreli organizmanin
gelisimi, karmasik ve gelismis sinyal yollar tarafindan sikica kontrol edilmektedir. Bu
eksiksiz sinyal yollan, Hedgehog, Tgf-B, Wnt ailesi gibi salgilanan faktorleri
icermekte, bir gok basamakta kontrol altinda tutulmaktadir.>*? Bununla birlikte, bu
kontroliin bozulmasi veya sirekli olarak uygunsuz bir gekilde aktivasyonu cesitli
kanserlerin ortaya gikmasi ile iligkilendirilmigtir. Yuksek derecede korunmus olan Wnt
proteinleri Wnt sinyal yolagini ydnlendirirler ve hiicre adezyonu, hiicre polaritesi,
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hiicre hareketi ve geligsim genlerinin ekspresyonlarinin diizenlenmesi gibi hiicrenin
bslinmesinden 6limiine kadarki birgok 6nemli mekanizmay diizenlerler.®

Sekrete Wnt ligandinin frizzled (Frz) ailesi Uyesi olan reseptériine baglanmasi
ile bu gok korunmus sinyal yolag! aktive olur.Wnt nin Frz reseptériine baglanmasi ile
g farkh hiicresel yolak aktive olur. Bunlar Wnt/Ca** yolagi, diizlemsel hiicre

polaritesi (PCP) yolagi ve Klasik Wnt yolagidir.3!:33:34:35.36

Wnt/Ca?* yolag, fosfolipaz C aktivasyonunu ve Ca** diizeyini yukseltir. Bu da
“Protein kinaz C” ve “Ca?*-Kalmodulin bagimli protein kinaz II'yi” aktive eder. Hiicre
ici Ca2+ iyonu yiukselmesi “fosfataz Kalsindrin’i” aktive eder ve bir transkripsiyon
faktér olan NF-AT nin fosforilasyonuna neden olur. Bu fosforilasyon ile NF-AT

ntikleusa geger ve bu islem sonunda NF-AT hedef genleri aktive olur.3237:38

Duizlemsel hiicre polarite (PCP) yolagi Rho A, Rac ve c-Jun amino-terminal
kinaz (JNK) gibi kigik GTPaz'lar yoluyla etki gosterir. Wnt'nin Frizzled reseptériine
baglanmasi JNK'i aktive eder, asimetrik Hicre iskeleti organizasyonunu yénlendirir
ve hucrelerin epitelyal kilif plani iginde polarizasyonunu koordine eder.*® Bu yolak,
cadherin-iligkili transmembran molekil olan Fmi'yi (flamingo), proteoglikan Kny'i
(knypek), ve PDZ (PDZ ayni tipteki tekrarlan igerdigi i¢in; memelilerde “post sinaptik
dansite protein® (PSD-95), Drosophilada “disclarge timér supresor” (Dlg),

" U

memelilerde “thight junction” “zonula occludens” (ZO-1) proteinlerinin ilk harflerinden
ismini almigtir) molekdltd, stbm’u (strabismus) kapsar ve klasik yolakdan Dsh
(Dishevelled) noktasinda dallanir. Dsh kendisinden sonraki effektériere GTPaz Rho
ve ROCK (Rho-iligkili kinaz) gibi Daam1 yolu ile baglanir. Wnt hedef geninin Grind
Nkd (naked) Wnt sinyal iletiminin bir antagonisti olarak yakin zamanda
tanimlanmigtir. Nkd, Dsh’e baglanir ve B-catenin’i bloke eder bu ayni zamanda JNK

yolaginin uyariimasina yol agar.*®

Klasik Wnt yolagi evrimsel olarak yiksek derecede korunmug proteinler
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu ¢ok fonksiyonlu protein ailesinin olugturdugu
yolak, en son B-catenin proto-onkogeninin 6zel hedef genlerin transkripsiyonunu
aktive etmesi ile sonuglanir."*4® Wnt sinyal yolunda serbest haldeki sitoplazmik B-
catenin yikilir. Bu yikim, B-catenin amino terminal ucundaki aminoasitlerin goklu

protein kompleksi tarafindan fosforilenmesi yolu ile olur. Bu protein kompleksinde
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CK1(Kazein Kinaz 1), bir proto-onkogen olan GSK3p (Glikojen sentaz Kinaz (¢ beta),
bir timér baskilayici gen olan APC (Adenomatoz polipozis koli) ve ‘axin’ proteini
bulunmaktadir.®®*"4! Bu kompleks, B-TRCP (beta-transductin tekran igeren protein)
tarafindan B-catenin ‘in ubikitinasyonunu saglar.*>** Sonug olarak, proteozom yolagi
ile B-catenin yikilmig olur. B-catenin yikimi sonucu sitoplazmik ve niikleer serbest p-
catenin diizeyi azalir. Boylece, Tcf/B-catenin kompleksi olugsmadi§i igin hedef
genlerin ekspresyonu engellenmis olur.*454¢ Wnt sinyal iletisi varliginda B-catenin
nilkleusa gegerek, bir transkripsiyon faktérii olan Tcf (T hiicre faktér)/ Lef (lenfosit
enhancer faktor) ile badlanarak transkripsiyon co-represérii olan Tle (Transductin
benzeri enhancer) / Groucho ve/veya CtBP (C-terminal baglayici protein) in etkisini
ortadan kaldirir ve hedef genlerin ekspresyonunu aktive eder. TcPnin NEMO-benzer
kinaz, Tak1 (Transforming beta aktive eden Kinaz) ile fosforilenmesi Wnt yolagini

negatif yonde diizenler.***°
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5.3.1 Wnhnt yolaginin ekstraselliiler inhibitbrleri:

Xenopus laevis'ta ¢ sinif Wnt antoganisti tanimlanmigtir. Bu antogonistlerin
insandaki homologlari bulunmasina ragmen Drosophila melanogaster ve
Caenorabditis elegans homologlari tanimlanamamistir.

Birinci sinif antogonistler sFRP (salgilanan frizzled-iligkili proteinler) olarak
isimlendirilirler. Bu proteinlerin diger adi SARP (salgilanan apoptozis iligkili protein)
dir. Bu proteinler hiicre sensitivitesi ve pro-apoptotik uyarnlarda gérev almaktadirlar.
sFRP’lerin, Fz (frizzled) transmembran protein ailesi ligand baglama domainleri vardir
ve bu domain Sisteince zengindir. sFRP ler Fz proteinleri ile baglanarak Wnt

fonksiyonunu antogonistik etki ile inhibe ederler.*®

Ikinci sinif antogonistler WIF-1 (Wnt-inhibér faktér-1) olarak adlandinliriar.
WIF-1 ler antogonistik etkisini direkt olarak Wnt proteinlerine baglanarak Wnt'nin
reseptore bagdlanmasini engelleme yolu ile yaparlar. Bu proteinin insan homologu
12inci kromozom (izerinde yer aimaktadir.>'

Uctinci sinif salgilanan antogonistler DKK (Dickkopf) olarak isimiendirilmistir.
Insan homologlari DKK1, DKK2, DKK3 ve DKK4 olmak iizere dort adettir. DKK
proteinleri Wnt ligandina baglanarak etki gdstermezler. DKK proteinleri Wnt-Fz-LRP

reseptor kompleksinin olusmasini inhibe ederek etki gosterirler.*

5.3.2 Wnt yolagindaki Ligand ve reseptérier:

Whnt ligantlari, meyve sineginden insana kadar genig bir sinifta eksprese olan
proto-onkogen ailesi tyesidir. Bu genis ve sekrete olabilen glikoprotein ailesi, sinyal
molekdlleri ailesinin en blyugl saylimaktadir. llk bulunan Wnt geni “Mouse Int-1” dir.
Int-1 1991 yihinda Drosophila melanogaster da Wg geninin bulunmasi ile Wnt-1 adini
almistir. Ginimize degin insanda 19 adet Wnt geni tamhlanmlgtlr. Bu ailenin tim
tyeleri yapisal olarak birbirleri ile benzerdir fakat farkli biyolojik ozelliktedir.>®

Drosophila melanogaster da Fz genleri doku polaritesinin geligsiminde agirlikli
role sahiptir. Fz geni, transmembran protein ailesi Uyesidir ve yedi adet transmebran
pargasi bulunur.

Drosophila melanogaster, Xenopus laevis ve Fare de Arrow(Drosophila)/LRP
(dustk dansiteli fipoprotein iligkili protein)(omurgalilarda) Wnt sinyali i¢in gereklidir.
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Olasilikla bu protein Wnt yolaginda co-reseptér olarak gérev aimaktadir. LRP geni
uzun tek gegigli transmembran proteini kodlar ve ekstraselliiler domaini direkt olarak
Fz ye baglanma 6zelligi géstermektedir. Lrp nin intraselltler bélgesi ise Axin proteini
ile baglanmaktadir.>°

5.3.3 Whnt yolaginin akig yéniinde bulunan reseptér kompleksi:

Drosophila melanogaster da Dsh omurgalilarda Dvl sitoplazmik fosfoprotein
kodlayan genlerdir. Bu proteinler Wnt sinyal mekanizmasinin pozitif mediat6rleridir.
Insanda Dvil-1, Dvl-2 ve DvI-3 olmak iizere ii¢ adet homologu bulunmaktadir. Fz
reseptériniin akig ydéninde goérev yapan Dsh/Dvl in esas gérevi tam olarak
agiklanamamigtir.*

Dsh/Dvl proteini tizerinde DIX (Dishevelled homologu) domaini bulunmaktadir.
Axin proteini Dsh/Dvl'in Dix domainine baglanma 6zelligindedir. Bu Baglanma Axin
proteinini inhibe eder. Bu inhibisyon sonucunda p-catenin GSK3p tarafindan
fosfatlanir.>

Ck2 Drosophila melanogaster da Wnt sinyal yolaginda pozitif diizenleyici
olarak gobrev alan bir proteindir. Ck2, Dsh/Dvl'in bazik domeynine baglanir. Bu

baglanma sonucunda Dsh/Dvl fosforilenerek ile aktive olur.”

Whnt uyarnimi oldugunda Ck1, Dsh/Dvl’e baglanir. Bu baglanma ile B-catenin 45

inci Serin aminoasitinden defosforile olur. Bu da p-catenin stabilizasyonuna yol agar
51,52

ve B-catenin yolaginin aktivasyonu gergeklesir.

Dsh/Dvl

Sekil 2:Wnt yolagi molekiilii Dsh/Dvl ve baglanan domeynleri

Xenopus laevis’ ta Wnt uyarisi sirasinda GBP (GSK-3 baglayici protein), Dvl'in
PDZ domeynine baglanmaktadir. PDZ ayni tipteki tekrarlarn igerdigi icin; memelilerde
“post sinaptik dansite protein” (PSD-95), Drosophila melanogasterda “disclarge timér
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supresor’ (Dlg), memelilerde “zonula okludens” (ZO-1) proteinlerinin ilk harflerinden
ismini almigtir.>

Drosophila melanogaster da, ‘naked’ proteinin Dsh ile baglandig! gésterilmigtir.
Bu baglanma ile Dsh aktivitesi downregiile olmaktadir. Naked proteini ekspresyonu
Wg (Wingless) tarafindan negatif feedback mekanizma ile kontrol ediimektedir.3*

5.3.4 Whnt sinyal yolaginda multiprotein kompleks proteinleri:

Whnt yolaginda, B-catenin stabilizasyonu multi protein kompleksi tarafindan
dizenlenmektedir. Bu kompleks p-catenin, Axin/Conductin, APC ve GSK3p

proteinleri tarafindan olusturulmustur.®

B-catenin E-cadherin’in sitoplazmik domeyni ve o«-catenin ile birlikte aktin
iskeletine baglanan bir proteindir. pB-catenin Drosophila melanogaster daki Arm
(Armadillo) protein tekrarlari ile homoloji gésterir.°®*” Yapisal olarak amino terminal
domaininde ilk 130 aminoasit ve karboksi terminal domaininde de 110 aminoasit
icinde 42 aminoasitlik tekrarlar halinde 12 adet Arm dizisi bulunmaktadir. Bu diziler
Drosophila melanogaster’ daki Arm tekrarlan ile homoloji géstermektedir. B-catenin’in
amino terminal domeyni stabilitesinin diizenlenmesinde énemlidir. Karboksi terminal
domeyni ise transkripsyonel aktivasyon domeynidir. B-catenin aminoasitlerinin %70’i
y-catenin (Plakoglobin) ile homoloji gésterir. Bu homolojinin %80'i Arm tekrarlari
icindedir. Plakoglobin; E-cadherin, «-catenin, APC, Axin ve Tcf/Lef transkripsyonel

faktérlere baglanir ve hiicre adezyonu ve Whnt sinyal yolunda gérev alir.%®

-catenin

Sekil 3:Multiprotein kompleks proteinleri
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B-catenin katabolizmasinda ubikitinasyona bagl iki degredasyon mekanizmasi
rol alir. B-TrCP ve Ebi, Fbox proteinleridir ve her iki tip protein de B-catenin’in N-
terminal bdigesine baglanirlar. Her iki degredasyon sistemi de APC proteini ile
etkilesim gosterir’®®®. B, p-catenini Thr (41), Ser(35) ve Ser (33) ten fosfatlar. Bu
fosfatlanma sonucunda CK1 B-catenini Ser (45) ten fosfatlamaktadir.5>°*%° Tgim bu
fosforilasyonlar sonucu p-catenin proteozom sisteminde yikilir. «c-catenin B-catenin’in
N-terminal ucuna baglanmaktadir. E-cadherin p-catenin’in Arm tekrar bélgesine
baglanmaktadir. Her iki proteinde hiicre adezyonunu kontrol etmektedir.®'

Drosophila melanogaster da Lgs (Legless) ve Pygo (Pygopus) proteinierinin
Arm tekrar bolgesine baglanarak wg sinyal yolunda transkripsyonel co-aktivatér
molekill olarak fonksiyon gosterdikleri belirtiimistir. Lgs’ nin insandaki homologu BCL-
9 dur. Pygo geni ise PHD’ yi (plant homology domain) kodlar ve insanda hPYGO1 ve
hPYGO2 olmak tzere iki adet homologu bulunmaktadir.®? Pygo'nun esas
mekanizmasi tam olarak tanimlanamamistir. Pin1 (Pepthydyl-propyl cis-trans
isomeraz) APC baglanma boigesindeki Ser-Pro motifini fosforiller ve APC ve pB-
catenin etkilesimini inhibe eder. Bu da Wnt sinyal yolagini negatif olarak regiile
eder.®®

Xenopus laevis'ta CBP’ in (Creb baglayici protein) p-catenin transaktivasyon

domeynine baglanarak Wnt hedef genlerini uyardigi gésterilmigtir.®*

Fare caligmalarinda TCF4' in (ICAT) p-catenin C terminal domeynine
baglanarak Wnt hedef genlerinin ekspresyonunu baskiladigi gésterilmistir.®®

5.3.5 Whnt yolaginin niikleer komponentleri:

Stabilize olan B-catenin’ in niikleusa gectidi gosterilmigtir. Fakat B-catenin’in
niikleusa transportun daki mekanizma tam olarak agikliga kavugmamistir. Nikleer p-
catenin Tcf/Lef transkripsiyon faktéri ailesi ile baglanmaktadir. Bu baglanma Wnt
sinyal yolundaki genlerin ekspresyonunun anahtar faktéradir.

27



Tef/Lef

Sekil 4:Wnt yolaginda niikleer proteinler

Tcf/Lef proteinleri “high mobilty grup” (HMG)-box transkripsiyon faktorleridir.®®
Insanda dért adet homologu bulunmaktadir. Bunlar Lef1, Tcf1, Tcf3 ve Tcf4 olarak
adlandiriimaktadirlar. Bu dért homolog protein de DNA da ayni motife badlanmakta
ancak dokuya 6zgil ekspresyon paterni géstermektedirler®’. Tcf/Lef; p-catenin, BCL-
9, Pygo ve CBP ile kompleks olusturur ve c-myc, Cyclin D1, WISP-3 (WNT inducible
signaling pathway) ve MMP-7 (matriks metalloproteinaz proteini) gibi hedef genlerin
ekspresyonlarini acgar.®® Eger ortamda Whnt uyarimi yoksa Tcf/Lef “Groucho” ve
CtBP (c-terminal binding protein) gibi co-represérlere baglh kalarak transkripsiyonu

baskilarlar.®®

5.3.6 Whnt yolag! Hedef genleri:

Giunimizde Drosophila melanogaster ve omurgalilarda tanimlanmig 50 den
fazla Wnt hedef geni tanimlanmigtir. Bu genler geligsim , hiicre proliferasyonu, hiicre-
hiicre adezyonu ve hiicre matriks etkilegsiminde goérev almaktadiriar. Bu genlerin
biytik bir kismi promotér bolgelerinde Tcf/Lef baglanma motifleri igermektedirler.®

Ve =

5.4 insan solid tiimérlerinde Wnt yolagindaki degigiklikler:

Wnt sinyal yolaginin kronik aktivasyonu bir ¢ok kanser tipi ile

| 71,72,73,74,75,
3

iliskilendirilmistir™. Kolerekta 877 hepatosellller kanserlerde,’®"9% Katti

diferansiyasyon gosteren cocukluk ¢agi hepatoblastomlarda,®® endometrial

kanserde,528384858687.88 4yer kanserlerinde,®%8%° gastrik kanserlerde,®®®' Bébrek
Wilms timérierinde, %% sporadik medulloblastomlarda,®*®® meme
96,97,98 100,101,102,103

kanserlerinde, pankreatik tumérlerde,® tiroid karsinomlarinda, renal
ve transisyonel hiicre karsinomunda,'® pilomatricoma olgularinda,'® ve
néroektodermal timérlerde!® Wnt yolagindaki diizenleyici genlerin mutasyonlari ile

yolagin kronik aktivasyonu tanimlanmistir. Wnt yolagindaki CTNNB1, AXIN ve APC
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genlerinde mutasyonlar ve “Hot spot” mutasyonlar belirlenmistir. Bu yolakta gérev
alan GSK3p’nin mutant oldugu kanser tirli tanimlanmamistir. Bu GSK3p’nin diger
proteinlere nazaran daha oénemli bir igsleve sahip oldugunu ve mutasyonlarinin
yasamla bagdasmadigi anlamina gelebilir.*° Insan solid timérierinde Wnt yolaginda

en ¢ok galigilan genlerden biri CTNNB1 dir.

5.5 CTNNB1 (p-Catenin):

CTNNB1 geni P-catenin proteinini kodlamaktadir.'”” Yapilan haritalama
calismalari ile genin insanda 3p22-p21.3 ta lokalize oldugu gosterilmistir.'® Genin
toplam uzunlugu 40.940 bp dir, 16 adet eksonu vardir. Eksonlann buytklikleri 61-
790bp arasinda degigmektedir. 16’ Inci ekson iginde alternatif ‘splice’ varyanti
bulunmaktadir.'®

1 2 34656 7 89 10 11 1213 14 15 16

40.94kb

Sekil 5:B-catenin Ekson intron baglantilari.

B-catenin cDNA sI 2346bp uzunluktadir ve 781 aminoasit kodlamaktadir.
Genin translasyon baglangic kodonu 2. ekson igindedir.p-catenin geni igerisinde 12
adet 42 aminoasitten olusmus ve evrimsel olarak korunmus olan Arm tekrar bélgeleri
bulunmaktadir. Arm tekrarlar sirasi ile (152-191), (193-234), (235-276), (277-381),
(319-360), (361-389), (400-441), (442-484), (489-530), (531-571), (594-636), (637-

666) aminoasitleri arasindadir."°
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B-Catenin
ubikitinasyonu ve
bunu izleyen
degredasyon

-

Sekil 6:p-catenin’e baglanan proteinler ve fosforile olan aminoasitler

B-catenin Gizerinde, B-catenin’in degredasyonu igin GSK3p tarafindan fosforile
edilen aminoasit dizileri bulunmaktadir. Bu aminoasitler sirasi ile 33 tincii, 37 inci ve
45 inci aminoasit olarak serin ve 41 inci aminoasit olan treonin dir.5#°5%° Bununia
birlikte 86 inci aminoasit ve 654 tincii aminoasit Ck1 fosforilasyonunda énemlidir." !

Intraseliiiler Wnt sinyal iletimi, sitozolik B-catenin stabilizasyonuna yol acar.
Whnt'lerin yoklugunda B-catenin CKla (kasein kinaz la) ve/veya CKle ile Ser45'ten
fosforillenir, bu GSK 3B 'y1 serin/treonin reziduleri 41, 37 ve 33.'ten fosforillemek
uzere etkin kilar.%"% Bu rezidulerden en az ikisinin fosforilasyonu B-catenin’in
ubikitinlenmesini BTrCP ve proteazom sisteminde yikimini tetikler. B-catenin’in
fosforilasyonu bir multiprotein kompleks iginde meydana gelir. Bu kompleks B-
catenin, Axin/Conductin, APC ve GSK3p proteinleri tarafindan olusturulmustur.**''2
B-catenin yikimi multisubunit PP2A (serineftreonin phosphataz) ile modiile edilir.*?
Dsh aktivitesi kinaz PAR1 ile modiile edilir, bu B-catenin yolaginin Wnt aktivasyonunu
tetikler ama JNK yolagini bloke eder.*” Diger Dsh ile iligkiye giren molekdller ‘frodo’
ve B-Arr1 (B-arrestin 1) dir, bu proteinler Dsh ile ve genel Dsh antagonisti Dpr
(Dapper) ile sinerjik etki gésterir.

Stabilize B-catenin hiicre niikleusuna girer ve Lef/Tcf transkripsiyon faktérleri
ile baglanir, béylece Wnt hedef genlerinin transkripsiyonuna yol agar.
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Transkripsyonel aktivasyon B-catenin’in histon asetil transferaz CBP ile
etkilesmesiyle yénlendirilir, ‘kromatin-remodeling’ SWI/SNF kompleksi ve Bcl-9 (Pyg)
baglanir. B-catenin’in yoklugunda Tcf transkripsiyonu co-represér CtBP ile etkileserek
baskilamaktadir. Bununla birlikte B-catenin ile ICAT'In etkilesimi Wnt sinyal iletimini
negatif olarak diizenlemektedir.®®

5.6 Insan solid Tiimérlerinde f-catenin mutasyonlari:

B-catenin, Wnt sinyal yolaginda, hiicre-hiicre adezyonunda ve sinyal iletiminde
rol alan g¢ok fonksiyonlu bir proteindir. Hiicre aderens baglantilarinda, hicre igi
cadherin ve o-catenin’in de rol aldigi hiicre iskelet sisteminde bu proteinlerin

sitoplazmik domeynleri ile bagl halde bulunmaktadir.”'"?

B-catenin’in sitoplazma veya nikleusta anormal birikimi ile cesitli tipteki
kanserler iligkilendirilmistir.** Wnt/wg sinyal yoklugunda sitoplazmik B-catenin APC ile
bagli haldeyken GSK3p tarafindan fosforile edilir ve Ubikitin-proteozom yolag ile
yikilir. APC veya p-catenin genindeki dedisikliklerde degradasyon sisteminin
caligmamasindan dolayi, hiicrede p-catenin birikimi olmaktadir. Biriken B-catenin
niikleusa gecerek Tcf/Lef ile etkilegsime girmekte ve hedef genlerin transkripsiyonunu
artirmaktadir.*®

p-catenin proteininin N-terminali Serin ve Treonin aminoasitlerinin
fosforilasyonu bakimindan kritiktir. Bu aminoasitler 33, 37, 41ve 45 inci kodonlara
(Ekson 3) denk geimektedir. Bununla birlikte bazi kanserlerde 183, 245 ve 287 inci
kodonlardaki (ekson 4, 5, 6) mutasyoniarin kanser gelisiminde énemli rol oynadigi
gosterilmigtir. 4445107
2003 yilina kadar yapilan p-catenin ¢aligmalar ve bulunan mutasyonlar Tablo

1 de 6zetlenmisgtir.
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5.7 SSCP (Tek iplik konformasyon polimorfizmi) Analizi

SSCP mutasyon tarama igin en ¢ok kullanilan yéntemlerden biridir. Mutasyon
arastirllan PCR fragmanlarinin boyu 175-250 bp arasinda olmalidir. Teknikte énemli
olan, PCR reaksiyonunun basganli yapiimis olmasi, istenmeyen (non-spesifik)
bantlarin olmamasidir. Bu yiizden teknik uygulanmadan énce PCR drinlerinin

temizligi ve dogrulugu agaroz jelde kontrol edilmelidir.''*

SSCP yoéntemi, nukleik asitlerin non-denatiiran jelde boyutuna ve gekline goére
farkli hareket kabiliyetlerini esas alir. Baz dizilimi farkli ¢ift veya tek iplikli DNA
molekillerinin kendi Gizerine katlanmalari ve molekil igi etkilegimieri farklidir. Eger bir
DNA molekilinde Gzerinde bir baz degisimi olursa bu DNA’nin kendi Uzerine
katlanmalari ve molekil igi etkilesimi degisir. Bu konformasyonal degisim de bu
molekiliin non-denatiiran jelde farkh elektroforetik hareket géstermesine neden olur.
Bu yolla, timdr érnegine ait DNA ile normal dokudan alinan DNA'y1 veya incelenen
gen polimorfik degilse, timér DNA'sini wildtype DNA ile karsilagtirarak mutasyon
olup olmadigini saptayabiliriz."® (Sekil 7.)

Homozigot Heterozigot Homozigot

v

Sekil 7:SSCP Jel prensibi.""®
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SSCP gérintileme ydntemi olarak birgok yéntem uygulanmaktadir. Bunlar
Gumis boyama, Radyoaktif [**P]-dATP kullanimi ve SYBR® GREEN |l dir. Gumis
boyama, galigma sartlarinin ayarlanmasi ve kullanilan kimyasallar ve ayni zamanda
boyama prosediriinin uzunlugu agisindan kullanigi zor bir yéntemdir. PCR sirasinda
Radyoaktif [**P]-dATP kullanimi ise radyoaktif laboratuari olmayan merkezler igin
sakincali olabilir. SYBR® GREEN Il ise hem kullanimi kolay hem de duyarliliginin

yuksekligi g6z dniine alindiginda kullanigli bir ydntem olmaktadir.''®

SYBR® GREEN Il 100pg tek ipliki DNA molekullerini poliakrilamid veya
agaroz jelde gosterebilen bir boyadir. 300nm dalga boyunda translimiinasyon veya
254 nm epi-illiminasyonda uyarilarak daha sonra kamera ile gérintilenebilir.

35



6 GERECve YONTEMLER

6.1 Hasta Se¢cim Yontemi:

Meme karsinomu dokulari Bozyaka Sosyal Sigorta hastanesi Genel Cerrahi

Bolimin’de 2002-2003 yillar arasinda opere edilen ve yine Bozyaka Sosyal Sigorta

hastanesi Patoloji servisinde invaziv duktal karsinom tanisi konmus hastalardan

saglandi. Alinan dokular -80C° de g¢alisma yapilincaya kadar saklandi. Calismaya
toplam 14 hasta dahil edildi.

6.2 Tiimér Orneklerinden DNA izolasyonu:

Dokular Ameliyathanede alindiktan sonra transport ortami icinde laboratuara

ulastiriidi. Bu dokular DNA izolasyonu yapilana dek -80C° de bekletildi. DNA

izolasyonu Macherey-Nagel Marka “NucleoSpin® Tissue” DNA izolasyon kiti ile

yapildi. DNA izolasyonu agamasinin baglangicinda dokular buz iginde ¢ézuldi.

1.

Yaklasik 25 mg doku pargasi mikrosantrifuj tip igine alindi. Bu agamadan
sonra doku pargasi 50-75ul PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) iginde

homojenize edildi.

Homejenize edilen dokular 180ul T1 (Lizis tamponu) ve 25ul Proteinaz K
icinde 56 C° de gece boyu bekletildi.

Ertesi glin 6rnekler vorteks ile iyice karigtinldiktan sonra, 200ul B3 tamponu
eklendi ve 70 C° de 10 dakika bekletildi.

Mikrosantrifuj tip igine 210 pl (%96-100) etanol eklendi ve vorteks ile
nazikge kangtiridi.

Bu asamadan sonra érneklerin her biri farkii “NucleoSpin® Tissue” kolonlara
ekendi ve ornekler Mikrosantrifuj ile 11,000xg de 1 dakika santrifdj edildi.
Boylelikle DNA kolon igindeki silika membrana tutturulmus oldu.

Kolon tizerine 500ul BW tamponu eklenerek kolonlar 11,000xg de 1 dakika
santriftij edilerek birinci yikama iglemi gergeklestirildi.

Kolon tizerine 600ul B5 tamponu eklenerek kolonlar 11,000xg de 1 dakika

santrif(ij edilerek ikinci yikama iglemi gergeklestirildi.
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8. Kolonlar 11,000xg de 1 dakika santrifiij edilerek kolon {izerindeki silika

membran kurutuldu.

9. Kolon Gzerine 100ul 70C° de i1sitilimig BE tamponu eklenerek, 11,000xg de 1
dakika santrifiij edilerek DNA yeni tiipe elue edildi.

6.2.1 DNA Elektroforezi:

Doku &rneklerinden elde edilen DNA miktarlan spektrofotometrik okumayla
hesaplandi. Cikan miktarlara gére tim DNA &rneklerinin konsantrasyonu 100ng/pl
olacak gekilde dH;O ile ayarlandi. Izole edilen DNA érnekleri %1'lik 0.5ug/ml etidyum
bromidli agaroz jelde 10 V/cm olacak sekilde 1 saat 0.5xTBE tamponunda yuritalda.
Bunun igin 0.3g agaroz, 0.5xTBE ile bir beherde 30ml'ye tamamlandi. Beher
mikrodalga firinda 1 dakika bekletildi. Agaroz jel sicakligi 45 C° ye geldikten sonra
jele 0.5pg/ml etidyum bromid eklendi. Jel zaman gegirmeden dékilerek tarak
yerlestirildi. Polimerizasyon igin 20-30 dakika beklendi. Jel polimerize olduktan sonra
tarak cikarildi ve olusan kuyucuklara érnekler 5pl érnek ve 2pl yikleme tamponu
seklinde yapildi. Izole DNA larin kaliteleri jelde degerlendirildi.
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Tablo 2: DNA izolasyon basamaklari

1. | Omek hazirligi

25mg doku kiicik parcalara ayrilir

H | ”‘f‘%’ 180ul T1

Ucre patlatma  oncesi| | | :

2. hazirlik e 5 25yl Proteinaz K
w 56 C° de 1-3 saat

= | 2004 B3

3. | Hucreleri patlatma ;

:; 70 C° de 10 dakika
DNA baglanma

kondisyonunu artirma

210 pl etanol

5. | DNA baglama

Tamami kolona yiiklenir

11.000g’de 1dakika

6. | Silika membrani yikama

1. Yikama 500ul BW

2. Yikama 600pl B5

1. ve 2. Yikama 11.000g’de 1 Dakika

7. | Silika membrani kurutma gw

11.000g'de 1 Dakika

8. | DNA elisyonu

100ul BE (70C°)

Oda sicakhdinda 1 Dakika

11.000g'de 1 Dakika
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6.3 p-Catenin Ekson 3 Polimeraz zincir reaksiyonu:

B-catenin genomik DNA dizisi gen bankasindan bulunduktan sonra (Genbank
ACCESSION no: X89579, X89580, X89581, X89582, X89583 ve NT_022517) bu

dizi Fast PCR® programinda iglemlenerek B-catenin Ekson 3 i¢in sens ve antisens

primerleri dizayn edildi.
Sens (F) 5-GCTGATTTGATGGAGTTGGA-3'
Antisens (R) 5-GCTACTTGTTCTTGAGTGAA-3’

Sekil 8: Ekson 3 PCR primerleri

Bu primerler kullanilarak Ekson 3 polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi.
PCR’ da kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlari Tablo 4 deki gibidir. PCR
islemi sonrasinda bant blyuklikleri horizontal jel elektroforezi ile degerlendirildi.
Agaroz jel elektroforezi 0.5xTBE Tamponu iginde, %3’lik NuSieve® GTG®(FMC),
0.5ug/ml etidyum bromidli jelde 10Volt/cm olacak sekilde 35 dakika yuritildi. PCR
Grtnlerinin bayukliginin 227bp oldugu, 50bp ‘step ladder® (Sigma) ve Marker

VIII® (Roche) molekiler agirlik markeri kullanilarak dogrulandi.

Tablo 3: PCR’ da kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlar

‘Kullanilan maddeler 25541 .
dH20 -
10XTampon
dNTP karisimi

| Son konsantrasyon
Tamamlayacak kadar

1x

0.5 i 200 uM

2 ul 2mM
Primer 5' sens: 0.5l 50 pmol
?nm&rﬁ‘anﬂsens l,gj 0.5 i 50 pmol
KalpDNA |2yl 50-100 ng
 Taq polimeraz 0.5 pl 2.5 Unite

Tablo 4: Ekson3 Polimeraz zincir reaksiyonu igin sicakhik profili:
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5 dakika 94 C° | llk denaturasyon|
45 saniye 94 C°
30 saniye 56 C° | 33 ddngli

45 saniye 72 C°

6.4 p-Catenin Ekson 4 Polimeraz zincir reaksiyonu:

B-catenin genomik DNA dizisi gen bankasindan bulunduktan sonra (Genbank
ACCESSION no: X89579, X89580, X89581, X89582, X89583 ve NT_022517) bu
dizi Fast PCR® programinda iglemlenerek pB-catenin Ekson 4 igin sens ve antisens
primerleri dizayn edildi.

Sens (F) 5- GACAGTATGCAATGACTCGAGC -3’
Antisens (R) 5-TTGCTTACCTGGTCCTCGTC -3

4F - 253bp -

Sekil 9: Ekson 4 PCR primerleri

Bu primerier kullanilarak ekson 4 polimeraz zincir reaksiyonu ile gogaltildi.
PCR’ da kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlar tablo 4 deki gibidir. PCR
islemi sonrasinda bant biyuklukleri horizontal jel elektroforezi ile degerlendirildi.
Agaroz jel elektroforezi 0.5xTBE Tamponu iginde, %3’lik NuSieve® GTG®(FMC),
0.5ug/mi etidyum bromidli jelde 10Volt/cm olacak sekilde 35 dakika yuratildi. PCR
aranlerinin buytklugandn 253bp oldudu, ‘50bp step ladder® (Sigma) ve Marker

VIII® (Roche) molekiler agirlik markeri kullanilarak dogrulandi.
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Tablo 5: Ekson4 Polimeraz zincir reaksiyonu igin sicakhik profili:

5 dakika 94 C° | llk denaturasyon
30 saniye 94 C°

30 saniye 55 C° | 33 dbng
20 saniye 72 C°
 5dakika 72 C°

Son uzama

6.5 p-Catenin Ekson 5 Polimeraz zincir reaksiyonu.

B-catenin genomik DNA dizisi gen bankasindan bulunduktan sonra (Genbank
ACCESSION no: X89579, X89580, X89581, X89582, X89583 ve NT_022517) bu

dizi Fast PCR® programinda iglemlenerek p-catenin Ekson 5 igin sens ve antisens

primerleri dizayn edildi.
Sens (F) 5-GAATTCCTGTATTACAGGTGGTGG -3’
Antisens (R) 5-AAGCATTTTCACCAGGGCAG -3’

5 F et 254bp -

Sekil 10: Ekson 5 PCR primerleri

Bu primerler ile Ekson 5 polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaitildi. PCR’ ‘da
kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlari Tablo 4 deki gibidir. PCR iglemi
sonrasinda bant buyuklikleri horizontal jel elektroforezi ile de§erlendirildi. Agaroz jel
elektroforezi 0.5xTBE Tamponu iginde, %3’lik NuSieve® GTG®(FMC), 0.5ug/ml
etidyum bromidli jelde 10Volt/cm olacak sekilde 35 dakika ydrituldt. PCR drinlerinin
buyuklugtniin 254bp oldugu, 50bp ‘step ladder® (Sigma) ve Marker VIII® (Roche)

molekuler agirlik markeri kullanilarak dogrulandi.

41



Tablo 6: Ekson5 Polimeraz zincir reaksiyonu igin sicakhik profili:

5 dakika 94 C° | lIk denatirasyon
20 saniye 94 C°

30 saniye 56 C° | 33 déngu

30 saniye 72 C°
| 5 dakika 72 C°

6.6 p-Catenin Ekson 6 Polimeraz zincir reaksiyonu:

B-catenin genomik DNA dizisi gen bankasindan bulunduktan sonra (Genbank
ACCESSION no: X89579, X89580, X89581, X89582, X89583 ve NT_022517) bu
dizi Fast PCR® programinda iglemlenerek p-catenin Ekson 6 igin sens ve antisens
primerleri dizayn edildi.

Sens (F) 5-TCTTCCCAGTTCACCAGTGG -3’
Antisens (R) 5-TCTTACCTTGCTTTCTTGGTTGC -3’

6R

OF =2 217bp -

Sekil 11: Ekson 6 PCR primerleri

Bu primerler kullanilarak ekson 6 polimeraz zincir reaksiyonu ile gogaltildi.
PCR’ da kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlan Tablo 4 deki gibidir. PCR
islemi sonrasinda bant biyulklikleri horizontal jel elektroforezi ile degeriendirildi.
Agaroz jel elektroforezi 0.5xTBE Tamponu iginde, %3’lik NuSieve® GTG®(FMC),
0.5ug/ml etidyum bromidli jelde 10Volt/cm olacak sekilde 35 dakika ydritaldi. PCR
Granlerinin buyukltiganin 217bp oldugu, 50bp ‘step ladder® (Sigma) ve Marker

VIlI® (Roche) molekiler agirlik markeri kullanilarak dogrulandi.
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Tablo 7: Ekson6 Polimeraz zincir reaksiyonu igin sicaklik profili:

’Sdai;ikastl ceo | ik déng,ti;irasyqn |
20 saniye 94 C°

20saniye 55 C° | 33 déngu

30 saniye 72 C°
5 dakika 72 C° | Sonuzama

6.7 p-Catenin Ekson 2, Ekson 3, Ekson 4 Polimeraz zincir

reaksiyonu:

B-catenin genomik DNA dizisi gen bankasindan bulunduktan sonra (Genbank
Accession no: X89579, X89580, X89581, X89582, X89583 ve NT_022517) bu dizi
Fast PCR® programinda islemlenerek B-catenin Ekson 2-4 bdlgesini kapsayacak
sens ve antisens primerleri dizayn edildi.

Sens (F) 5-CTGTTTTGAAAATCCAGCGTGG -3’
Antisens (R) 5-CATCTGAGGAGAACGCATGA -3’

1R

1F& PCR 1377 bp <

Sekil 12: Ekson 2, Ekson 3 Ekson 4 PCR primerleri.

Bu primerler kullanilarak Polimeraz zincir reaksiyonu ile gogaltildi. PCR’ da
kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlari Tablo 4 deki gibidir. PCR iglemi
sonrasinda bant buyuklukleri horizontal jel elektroforezi ile degerlendirildi. Agaroz jel
elektroforezi 0.5xTBE Tamponu iginde, %3’lik NuSieve® GTG® (FMC), 0.5ug/mi
etidyum bromidli jelde 10Volt/cm olacak sekilde 35 dakika yiiriitildi. PCR drdnlerinin
buyuklugunun 1377bp oldugu, ‘GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (MBI Fermantas)
molekiler agirlik markeri kullanilarak dogruland..
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Tablo 8: B-Catenin Ekson 2, Ekson 3, Ekson 4 Polimeraz zincir reaksiyonu igin

sicakhk profili:

5 dakika 94 C° | Ik denatirasyon
45 saniye 94 C°
30 saniye 56 C° | 33 déngu

1 dakika 72 C°

5 dakika 72 C° | Son uzama

6.8 p-Catenin Ekson 3, Ekson 4, Ekson 5, Ekson 6 SSCP
Analizi:

PCR drinlerinin biylkliglu agaroz jelde kontrol edildikten sonra 150-200ng
cogaltiimig DNA (Toplam PCR urininin %10'u) bagka bir PCR tlupune aktarildi.
Aktanlan miktara gére esit hacimdeki SSCP jel yikleme tamponu ile karistirildi.
Ornekler 98 C° de 5 dakika denatiire edildikten sonra, yiikleme éncesi 2 dakika buz

Uizerinde bekletildi.

SSCP jel elektroforezi “Hoefer SE 600 vertikal slab jel elektroforez Unitesi”
kullanilarak yapildi. 18x16 cm’ lik cam levha pudrasiz eldiven giyilerek dH-0 ile iyice
yikandiktan sonra kurumaya birakildi. Kuruyan cam levhalar absolt etanol ile silindi
ve kagit haviu ile kurulandi. Cikarirken jelin cama yapigmasini énlemek igin
isopropanol ile yikandi ve kagit haviu ile silindi. Ayni sekilde iki levha arasina
yerlestirilecek 0.75mm kalinlikta “spacer” (aralayici) ve digli tarak da isopropanol ile
yikandi ve kagit havlu ile silindi. Daha sonra camlar arasina 0.756mm aralayici
yerlestirilerek levhalar birbiri Gzerine kapatilarak sikigtirildi. Ornekler %6-8 ‘lik
nondenatiran poliakrilamid jelde gliserolili veya gliserolsiz olarak 15 C° de
sirkilasyonlu su banyosu kullanilarak yurutiilda. Poliakrilamid jel, 37.5:1 oranindaki
%40’'lik stok poliakrilamid jelden 3ml, 10xTBE tamponundan 1.5ml, ve gliserolden
3ml bir beher igine alinarak 30ml ye dH,0 ile tamamlanarak hazirlandi. Karigtirilan
solusyonlar 50ml lik enjekttre gekildikten sonra, 0.45 ym por capl filtreden damla
damla siziildi. Daha sonra sollisyon (izerine 30yl TEMED ve taze hazirlanmig
%10’'luk 300ul Amonyum persiifat eklendi. Jel zaman kaybetmeden 50ml lik
enjektore cekildi ve camlar arasina dékuldi. Jel donmadan &énce levhalarin ug
kismina tarak yerlestirildi. Jelin polimerizasyonu igin en az 2 saat beklendi. Jel



polimerize olduktan sonra 15 kuyulu tarak dikkatli bir bigimde jelden ayrildi. Kuyular
bir insiilin enjektdr yardimi ile polimerize olmayan akrilamid pargalarini uzaklagtirmak
icin 0.5xTBE tamponu ile yikandi. Cam levhalar elektroforez tankina yerlestirildi.
Tankin alt béimesi 4 L 0.5x TBE tamponu ile Gst bélmesi 700ml 0.5 TBE tamponu ile
dolduruldu. Sirktlasyonlu su banyosu 15C° a ayarlandi ve elektroforez ekipmani ile
baglantisi yapildi bdylece elektroforez iglemi 15 C° de gergeklestiriimis oldu. Gig
kaynagi 4 Watt'a ayarlandiktan sonra érnekler denatiire edilip yiklendi. Ornekler
4Watt gicte 4 saat yuritaldo.

Yiariime iglemi tamamiandiktan sonra jel dikkatlice cam levhalardan ayrildi,
100ml 0.5xTBE tamponu iginde 1:10 000 dilisyonunda SYBR® Gren |l eklenerek 30
dakika karanlikta bekietildi. Bekleme sonrasinda jel transliiminatér Gzerine yerlestirildi
ve 300nm ultraviole altinda uyarildi. Cikan bantlar eagle eye ll® Stratagene

goéruntileme sisteminde fotograflandi.

glig
kaynagi
baglantisi

Ust tank
bolmesi

e Sogutucu

Kuyu acma inite

taradi

_— Alt tank
balmesi

Aralayic

Sekil 13: Hoefer SE 600 vertikal slab jel elektroforez linitesi parcalari
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6.9 p-Catenin Ekson 3 ve Ekson 5 DNA Dizi analizi:

B-catenin genomik DNA dizisi Ekson 3 igin sens ve antisens, Ekson 5 i¢in sens
ve antisens, primerleri ile godaltildiktan sonra DNA dizi analizi iglemi igin “Macrogen's
Genome Center” firmasina (Giiney Kore, Seul) génderildi. DNA dizi analizi “ABI
PRISM 3700 DNA analyzer” kullanilarak yaptinidi. Firmadan gelen “chromatogram”
dosyalari Chromas2.23 bilgisayar programi ile agilarak ¢iktilar alindi. Her bir érnek
icin DNA dizileri tek tek g6zle degerlendirilerek mutasyon olup olmadigi tarandi.

6.10 p-Catenin immunohistokimyasal yéntem:

Caligmaya dahil edilen 14 olgunun B-catenin, progesteron, estrogen ve c-erb
icin immidnohistokimyasal boyamalari ve degerlendirmeleri Bozyaka Sosyal Sigorta
hastanesi Patoloji servisinde calismamiza bagh dier bir aragtirma kapsaminda
yapildi. Immunohistokimyasal ¢aligma igin Histopatolojik tani amaciyla hazirlanmis
olan preparatlar gézden gegirildi. Uygun prepatalara ait parafin bloklar belirlendi.
Uygun preparat kriterleri:

materyalin ¢gok biiylilk olmamasi,
e timor gcevresinde normal asiner yapilarin bulunmasi,
e nekroza gitmemis timor alanlari icermesi,

o Ozellikle primer timori igeren preparat olmasidir (LAP veya metastaz
olmamal).

Arsivden uygun oldugu anlagilan preparatlarin parafin bloklar eslestirildi. Her
bloktan her bir marker igin birer tane olmak lzere ve negatif ve pozitif kontroller igin
de 2 tane olmak {izere toplam 6 adet lizinli lama dokular alidi.

Lizinli lama alinan doku énce deparafinize edildi. Bu iglem etiivde 60-61°C’de
yapildi. Geri kalan parafin xylol ile uzaklastinldi. Xylol uygulandiktan sonra
preparatlarin Uzerindeki xylol alkol ile yikanarak uzaklastinildi. Formalin ile fiske
edilen dokularda antijen maskelenmesini 6nlemek icin preparatlar sitrath solisyonda
10dk. kaynatildi. Bu kaynatma esnasinda dokunun lamdan digmesini lizinli lam
onlemektedir. Bu agamadan sonra Primer antikorlar belirli dilisyonda preparat tizerine
damiatildi. B-catenin igin Santa Cruze marka (Katalog Numarasi:sc-7963) fare
monoklonal antikor kuilanildi. Primer antikor da preparatlar belli stre inkiibe edildi ve

PBS (fosfatli tamponlu solisyon ile) yikama yapildi. Daha sonra preparatlar Uzerine
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biyotinlen bagdl sekonder antikor damlatildi. Belli bir inklibasyon siiresi sonunda
preparatlar PBS ile yikandi. Bu agamadan sonra preparatiar Gzerine streptavidin
biotin enzim kompleksi damlatildi ve ardindan son olarak kromojen damlatilip
preparatlar 11tk mikroskobunda incelemeye alindi.

Immiinhistokimya boyamalar “UltraVision Large Volume Detection System
Anti-Polyvalent, HRP” kiti kullanilarak yapiimigtir.

Bu kitteki reagent’lar igaretli bir streptavidin-biyotin immunoenzimatik antijen
tarama sistemini olusturmaktadir. Bu teknik, o6rnedin, hedef antijene spesifik
unkonjuge primer bir antikor ile sirali enkilbasyonunu, primer antikorla reaksiyona
giren biyotinlenmig sekonder antikor, enzim igaretli streptavidin, ve substrat kromojeni

kapsar.
BOYAMA PROTOKOLU

e Parafinden arindinimig rehidrate doku kesitleri, Non-spesifik
“packground” boyanmay! azaltmak amaciyla endojen peroksidaz
sindirimi yapilir, Lam hidrojen peroksit iginde 10-15 dakika bekletilir.

e  Tamponla 2 kez yikanir.

e Gerekirse, doku digestive enzim iginde edilr (veya uygun
pretreatment yapilir).

o Non-spesifik “background” boyamay! énlemek i¢in oda sicakhiinda 5
dakika bekletilir.

e Lamlar bu bekleme sirasinda ¢alkalayici ile galkalanir.

e Primer antikor uygulanir ve firmanin protokoline uygun olarak
bekletilir.

e Tamponla 4 kez yikanir.

e Sekonder antikor olarak Biyotinlenmis keg¢i Anti-Polyvalent antikor
uygulamasi yapilir ve oda isisinda 10 dakika bekletilir.

e Tamponla 4 kez yikanir.

e Streptavidine Peroksidase uygulanir ve oda isisinda 10 dakika
bekletilir.

e Tamponla 4 kez yikanir.
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e  Firmanin oénerilerine uygun segilen peroxidase-uyumlu kromojen ile

bekletilir.

e Negatif boyama yapilir ve lamelle értalir.
6.11 Kullanilan Geregler, Soliisyonlar ve Kimyasal Maddeler

6.11.1 Kullanilan Geregler:

Major Science Dry Bath inklbatér

Velp Zx3 Vorteks

Sorval® MC12V masa Usti santrifij

Argelik mikrodalga firin

Grant LT D66 sirklilasyonlu su banyosu.
ATTA Cross Power 500 Gii¢ kaynagi

Hoeffer HE33 Mini submarine agaroz jel sistemi
Hoeffer PS500XT Gi¢ kaynagdi

Hoeffer HEB0O0 Vertikal elektroforez ekipmani.
IKA Labortechnik Manyetik karigtirici

MJ Research PTC-100 Thermal denetleyici
Stratagene Eagle Eye® Il jel fotograflama sistemi.
Presica 2200 SCS terazi

Presica 205A SCS hassas terazi

Jenway 3320 pH metre

Aura SD4 vertikal Laminer-air flow

Philco -20 C° derin dondurucu

Sanyo -80 C° derin dondurucu

Argelik +4 Buzdolab!

Astell Scientific pastér firini

Nanopure saf su cihazi

Easypure ultra saf su cihazi

Gelenkamp Etiv
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Gilson Pipetman p10 (0,2ul-10ul)
Finnpipette (0.5ul-10ul)
Finnpipette (40ul-200ul)
Finnpipette (200ul-1000pi)

6.11.2 Kullanilan soliisyonlar:

10XTBE

108gr Tris baz (0.04 M)

55gr Borik asit

40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)

1 litreye distile su ile tamamlanir.

5M EDTA

186,1gr disodyum EDTA (2 sulu) 1 litreye distile su ile tamamlandi. pH'1 10 M
NaOH ile 8.0’a ayarlandi. Not: EDTA pH 8.0’da ¢dziilur.

3M Sodyum Asetat

408,1 g Sodyum asetat 1 It distile suda ¢dzildiu, pH glasiyel asetik asit ile
ayarlandi.

Denatiiran jel yikleme tamponu

-% 95 Formamid

-20mM EDTA

-% 0.05 Brom fenol mavisi

-% 0.05 Ksilen Siyanol

Agaroz jel igin denatiiran olmayan yiikleme tamponu (6X)
-% 0.25 Brom fenol mavisi

-% 40 (W/V) siikroz

10 X Tag Polimeraz igin ¢aligma tamponu
-10 mM Tris HCI

-%0.1 Triton X 100

-50 mM KCI

-1.5 mM MgCl,
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-0.2 mg/ml BSA (Sigir Serum Albimini)
Tampon pH'1 9.0
Primerler

Primerler 0.2umol konsantrasyonda ve HPLC (High presure liquid
chromotography) ile saflagtirmis olarak sentezlettirildi. Liyofilize halde gelen
primerler 100 pmol/ul konsantrasyonda olacak sekilde dH20 ile ¢ézildd.

Etidyum Bromid (10 mg/ml konsantrasyonda)

100mg etidyum bromid ¢eker ocak igerisinde tartilarak 10 ml dH20 igerisinde
¢ozuldi.

Amonyum persulfat (%10)

1 gr. Amonyum persulfat 1 ml’ ye tridistile dH,O ile tamamlanir.

6.11.3 Kullanilan kimyasal maddeler

Agaroz (Sigma Kat.No: A 9539)

NuSieve GTG agaroz (FMC Kat.No:50084)

Agaroz LE (Promega Kat.No:123325)

Akrilamid (Sigma Kat. No: A-9099)

Amonyum persiilfat (Sigma Kat.No: A 9164)

Borik Asit (Sigma Kat.No: B 0394)

Brom fenol mavisi (Merck Kat.No:61159)

EDTA pH8.0 0.5M (Applichem Kat.No: 3145)

Etanol (Carlo ERBA Kat.No: 414608)

Etidyum Bromid (Sigma Kat.No: E 7637)

Isoprapanol (Applichem Kat.No:A3928-00)

N,N’-Metilen -bis-Akrilamid (Sigma Kat. No: M-2022)

Taq polimeraz(Recombinant)(MBI Kat. No:EPO402)

Taq polimeraz(Roche Kat No:1146173)

High Fidelity PCR Enzyme Mix (MBI Fermantas Kat No: EPO510)
Pfu DNA Polymeraz (Recombinant) (MBI Fermantas Kat No:EPO509)
DNA Molekiler agirlik belirleyicisi VIII (Roche Kat No:1336045)
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GeneRulerTM 1kb DNA Ladder (MBI Fermantas Kat No:SM0318)
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (MBI Fermantas Kat No:SM0321)
50bp Step Ladder (Sigma Kat No:S7025)

2mM dNTP (MBI Fermantas Kat No:R2049)

TEMED (Sigma Kat. No: T 7024)

Trisma-Base (Sigma Kat. No: T 8524)

Xylene Cyanole FF (Sigma Kat.No: X 4126)

“Nucleospin Tissue” DNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel Kat.No:740.952.50)
Gliserol (Carlo Erba Kat.No:516852)

SYBR® GREEN Il (Amresco Kat No:K143)

B-catenin fare monoklonal antikor (Santa Cruze Kata No:sc-7963)

Universal imminohistokimya kiti “UltraVision Large Volume Detection System
Anti-Polyvalent”, HRP (Lab vision)

pH indikatdér pH(0-14) (Merck Kat.No:109535)

0.45um Enjektor Filtre (Schleicher&Schwell Kat.No:462200)
100-1000pl Filtreli pipet ucu (Corning Kat.No:4809)

0.5-20ul Filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Kat.No:771288)

10-200ul Filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Kat.No:739288)

0.5-20ul Filtreli jel yukleme pipet ucu (Greiner Bio-one Kat.No:775288)
0.2ml PCR tipi (Greiner Bio-one Kat.N0:683201)

0.5ml PCR tiipt (Greiner Bio-one Kat.N0:682201)

2mi cryo tiip (Greiner Bio-one Kat.No:122278)

1.5ml Tip (Greiner Bio-one Kat.N0:616201)
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7 BULGULAR

7.1 Klinik ve patolojik veriler:

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik ve patolojik verileri Tablo.9 da
verilmektedir. Grubu olugturan hastalarin %7.14’'0 (1/14) 40 yas alt,, %7.14’t (1/14)
41-50 yas arasi, %21.42'si (3/14) 51-60 yas arasi, %50’si (7/14) 61-70 yas arasi,
%14.28'i (2/14) 71-80 yas arasinda bulunmaktadir. Aile dykisiine bakildiginda
grubun %21.42’sinin (3/14) aile éykist vardir. |ki hastanin aile 6ykist bulgusuna
ulagilamamistir. Patolojik agidan bakildiginda grubun %21.4sinin (3/14) miks tip
IDC+IDL histopatolojik tanisi aldigi goériilmektedir. Lenf nodu metastazi agisindan
hastalarin % 78.57'si (11/14) pozitif olarak saptanmistir. Yine grubu olugturan
hastalarin %7.14'G (1/14) derece 1, %21.42'si (3/14) derece2, %57,14'u (8/14)
derece 3 ve %14.28'si (2/14) de derecelendiriiemeyen ve derecesi bilinmeyen
hastalardan olugsmaktadir. Ostrojen reseptérii (Er) pozitif hasta sayisi %64.28 (9/14),
negatif hasta sayisi %21.42 (3/14) tiir. Progesteron reseptéru (Pr) pozitif hasta sayisi
%35.71 (5/14), negatif hasta sayisi %50 (7/14)tir. Epidermal biyime faktori
reseptorii (c-erb) imminhistokimyasi pozitif olan hastalar %50 (7/14), negatif olan
hastalar %21.42 (3/14) tur. gruptaki hastalardan birinde kemik ili§i ve akciger
metastazi, bir tanesinde sol aksiler metastaz ve bir tanesinde de akciger ve kemik

metastazi bulunmaktadir.

Tablo 9: Calismaya dahil edilen hastalarin klinik ve patolojik bulgulan.

+ IDC + Il | T2N2MO + + - - +
- IDC+IDL + ] T2N1MO - +
Kemik
- IDC + | T2N2MO - ++ | Ake
- IDC + Il | T3N1MO + - +4+
- IDC - T2NOMO + - - +
Sol
+ IDC + i T3N2MO ++ - - axilla +
- IDC + | T2N2MO | - e
Akc
- IDC + Il | T2N2MO +++ |+ | Kemik
IDC + il | T2N2MO
+ IDC+ILC + 1] T2N1MO - - - - +
- IDC - T2N2MO + ++ -
IDC+ILC - ] T4NxMO i+ | - + - +
Lokal
- IDC ]+ | T2N2MO - + + niks +
- ILC + | TIN2MO + - + - +
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7.2 DNA izolasyonu:

M 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 M

Sekil 14: %1’lik agaroz jelde DNA 6rnekleri
1-14 hasta DNA'lari, M; DNA agirlik Belirleyicisi 1kb Ladder® (MBI Fermantas)

7.3 PCR Amplifikasyonlari:

7.3.1 Ekson 3 PCR Amplifikasyonlari:

M1 3 4 5 & 8 9 10 11 12 13 14 M,
250bp - «-320bp
200bp— o <242bp

P e el T T «-190bp

Sekil 15: %3’liik NuSieve® GTG® (FMC) Agaroz jelde Ekson 3 PCR sonuglan
(227bp).
Sirasi ile My; 50bp step ladder® (Sigma), 1-14 Hasta PCR’lari, My; VIII®

(Roche) molekuler agirlik belirleyicisi.

53



7.3.2 Ekson 4 PCR Amplifikasyonlari:

9 10 11 12 13 14 M

300bp
- 250bp

<~ 200bp

Sekil 16: %3’liikk NuSieve® GTG® (FMC) Agaroz jelde Ekson 4 PCR sonuglari
(253bp).

Sirasi ile My; Marker VIII® (Roche), 1-14 Hasta PCR’lari, M,; 50bp step

ladder® (Sigma) molekiler agirlik belirleyicisi.

7.3.3 Ekson 5 PCR Amplifikasyonlari:

320bp-3> .
242bp -3

Sekil 17: %3’liik NuSieve® GTG® (FMC) Agaroz jelde Ekson 5 PCR sonuglan
(254bp).

Sirasi ile M;y; Marker VIII® (Roche), 1-14 Hasta PCR’lari, My; 50bp step

ladder® (Sigma) molekiler agirlik belirleyicisi.
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7.3.4 Ekson 6 PCR Amplifikasyonlari:

7 8 9 10 11 12 13

Sekil 18: %3’liikk NuSieve® GTG® (FMC) Agaroz jelde Ekson 6 PCR sonuglan
(217bp).
Sirasi ile My; Marker VIII® (Roche), 1-14 Hasta PCR’lari, M2; 50bp step

ladder® (Sigma) molekiler agirlik belirleyicisi.

7.3.5 Ekson 2, Ekson 3, Ekson 4 PCR Amplifikasyonlari:

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14HepG2 M.

- - - g 1114bp
. . . «&— 900bp
< 692bp

Sekil 19: %2’lik NuSieve® GTG® (FMC) Agaroz jelde Ekson 2, Ekson 3, Ekson 4
PCR sonuglan (1377bp).

Sirasi ile My; Marker GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (MBI Fermantas),
1-14 Hasta PCR’larn,15 HepG2 (heterozigot 115 aminoasit delesyon) hiicre hatti
pozitif kontrol, M,; Marker VIII® (Roche) molekiiler adirlik belirleyicisi.
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7.4 SSCP sonucglari:

7.4.1 p-Catenin, Ekson 3 SSCP:

1 2 34 5 6swise 7 8 9 10 1112 13 14

Sekil 20: %6’lik non-denatiiran %10 gliserollii poliakrilamid jelde, Ekson 3
SSCP sonuglan.

Sirasi ile; 1-6 Hasta; sw48 pozitif kontrol hiicre hatti, 7-14 hasta érnekleri.

SW4g WT 1 2

Sekil 21: %4,5’lik non-denatiiran poliakrilamid jelde , Ekson 3 SSCP sonuglar.

Sirasi ile; sw48 pozitif kontrol hiicre hatti, wt wild type hiicre hatti, érnek 1, ve

oérnek 2.
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7.4.2 p-Catenin Ekson 4 SSCP:

Sekil 22: %10’luk non-denatiiran %10 gliserollii poliakrilamid jelde Ekson 4
SSCP sonuglari.

Sirasi ile; 1-14 hasta wt; wildtype hiicre hatti.

7.4.3 p-Catenin Ekson 5 SSCP:

Sekil 23: %8’lik non-denatiiran %5 gliserollii poliakrilamid jelde Ekson 5 SSCP

sonugclari.

Sirasi ile; 1-14 hasta wt; wildtype hiicre hatt.

57



7.4.4 p-Catenin Ekson 6 SSCP:

1 2 34 56 7 8 9 1011 12 13 14 wt

Sekil 24: %8’lik non-denatiiran gliserolsiiz poliakrilamid jelde Ekson 6 SSCP

sonuglan.

Sirasi ile; 1-14 hasta wt; wildtype hiicre hatt.

7.5 DNA Dizi analizi sonuglari
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Sekil 25: 1 numarali 6rnege ait DNA dizi analizi kromatogram gériintiisii.

\/’“
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7.6 Immiinohistokimyasal Boyama:

i
.

Sl

S
R
i

Sekil 26: invaziv duktal karsinoma da B-catenin Immiinohistokimyasal Boyama
goriiniimii.
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'8 SONUC VEONERILER

Tablo 10: 14 invaziv duktal karsinom olgusuna ait p-catenin immiinohistokimya

ve N-ucu mutasyon sonuglari.

No [ va | Ef cerd | pcatimm | pcat mit
1064|+| IDC |m|T2NeMO| + | + | - | ++ | -
44 | - |IDC+ILC | | | T2N1MO * * * +++ -

37 | - IDC | T2N2MO - ++ | +++ + -

- IDC il | T3N1TMO | + - | i+ - -
- IDC * | T2NOMO | + - * ++ -

6 67|+ | IDC |1l |T3N2MO | ++ | - | - + -
- IDC M| T2N2MO | +++ | - | +++ ++ -
- IDC | T2N2MO | +++ | ++ | +++ + -
* IDC il | T2N2MO F * * + -
+ | IDC+ILC | 1l | T2N1MO - - - +++ -
- IDC * I T2N2MO | + | ++ | * ++ -
* | IDC+ILC | Il | TANXMO | +++ | - + +++ -
- IDC | T2N2MO | - + + +++ -
- IDC | TIN2MO | + - + + -

Kisaltmalar: AO: Aile 6ykisil, IDC: Invaziv duktal karsinom, ILC:Invaziv lobiiler karsinom, ER: Ostrojen
reseptdrll, PR: Progesteron reseptdrii, B-cat imm: B-catenin immiinohistokimya boyamasi, B-cat mut: B-catenin
mutasyonu, *:ulagilamayan veri.

Sonug olarak, basta Invaziv duktal karsinomlar olmak iizere sporadik meme
kanserlerinde B-catenin N-ucu mutasyonlarinin kanserlesme siirecinde bir 6nem
tasimadigi dustnilmektedir. Literatiirde sporadik kanserlerle yapilan galigmalarda B-
catenin N-ucu mutasyonlarinin frekansi ¢ok disdktar. Bizim galigmamizda bunu
destekler niteliktedir. Caligma bize Invaziv duktal karsinom progresyonunun farkl
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kanser yoladi Gizerinden oldugu digtnaimektedir. Meme ve Invaziv duktal karsinomu
B-catenin mutasyonu arastiriimasi agisindan ilk galismalardan biri olan bu galismanin
devaminda, hasta sayisi arttinlarak, Wnt yolaginda rol alan diger genler ile meme
karsinomu arasindaki iliskinin bakilmasinin yararl olacagi dusiincesindeyiz

61



9 TARTISMA

Onkogenik mutasyoniar, hiicrelerin sinyal iletim yolaklarinda goérev alan
proteinlerin degisimine neden olarak etki gosteriler. Bu etki, sinyal iletimi
basamaklarinda dogal olmayan sinyallerin ortaya ¢cikmasina ve/veya sinyal iletisinin
aktariimamasina neden olabilir. Bu degisimler hiicre tarafindan tolere edilmedigi
durumlarda spontan hicresel yanit gézlenir. Buyume faktérlerinin farkli
komponentlerini kodlayan genlerin mutasyonlan hiicre bélinmesinin kontroltiniin
kaybina ve sonug olarak bu hiicrenin kanserlesme sirecine yol acabilir. Onemli
igslevleri nedeniyle hiicresel onkogenler evrimsel olarak korunmuslardir, yapt ve
islevleri uzak akraba ¢ok hiicreli canlilarda benzer yada aynidr.

Whnt sinyal yolaginin, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis, Caenorabditis
elegans ve Fare'de evrimsel olarak korundugu gésterilmistir. Bu yolakta gérev alan
proteinler, gelisimsel siiregte, viicut sekil ve eksen olusumunda gérev alirlar. Doku ve
organ geligsimini belirleyen bdyle 6nemli bir yolagin yapitaglarini olugturan
proteinlerinin herhangi birinin iglevini yerini getirememesi sonucunda hicre
boélinmesinin kontroliniin kaybina ve sonug¢ olarak bu hiicrenin kanserlegsme
slirecine yol acabilir. Bu konudaki en iyi galigmalardan biri, Wnt-1 in fare timér virlis
kaynagma bélgesinin ‘integration site’ proto-onkogen olarak tanimlanmasidir.”® Bu
entegrasyon ile Wnt-1'in yanlig ekspresyonu sonucunda meme timori veya néral tip
hiperpilazisi olugtugu tanimlanmistir.

Whnt geninin porto-onkogenik etkisi 1982 yilinda Nusse ve Vermus tarafindan
tanimlanmistir.?® Bu galismadan sonra Drosophila melanogaster’ da ‘Wingless’ yolagi

tanimlanmig ve bu vyolaktaki gen defektleri ile c¢esitli kanserlerin iligkisi
aragtinimistir.* Insan kanserlerinde Wnt yolagindaki genlerde proteinin fazla tretimi
veya az Uretimi calismalari yapiimig fakat bu g¢alismalar mRNA ekspresyon
dizeyinin bu kanser tipleri ile korelasyonundan &teye gitmemistir. Wnt ligand veya
reseptorlerini  kodlayan genlerde mutasyon, yeniden dizenlenme veya

amplifikasyonlar herhangi bir kanser tipi ile tam olarak iliskilendirilememigtir.**

Yakin zamanda, kolorektal kanserlerle iligkisi tanimlanmis bir timér baskilayici
gen olan APC geninin, Wnt sinyal yolaginda negatif dizenleyici oldugu bulunmustur.
APC bu yolakta esansiyel olarak gorev alan B-catenin’in degredasyonuna neden
olmaktadir. Bu verilerin ortaya ¢ikmasi ile, mutant APC bulunan kolon kanserinde B-
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catenin dizeyi yiiksekliji ve bu yolagin yapisal olarak aktivasyonunun nedeni
tanimlanmig oldu. APC gen mutasyonu bulunmayan kanserlere bakildiginda, kanser
olusumunda B-catenin’in N-terminal bélgesinde bulunan ve fosforilasyonu ile B-
catenin’in degredasyonundan sorumlu olan aminoasitleri kodlayan bdlgelerdeki
mutasyonlarin artmig oldugu saptanmigtir. Ozellikle replikasyon hatas! yiiksek
bulunan (Replication Error-positive) kolon kanserlerinde mikrosatelit instabilite ile
birlikte dederlendirildijinde B-catenin geni mutasyon frekans! yiiksektir. liging olarak
endometrial kanserlere bakildiginda, mikrosatelit instabilitesi ve B-catenin mutasyonu
arasindaki boyle bir korelasyon yoktur.3

Agresif fibromatozis, diger bir adi ile desmoid timérler, lokal olarak invaziv bir
biliyime gésterirler ve bu tip kanserler FAP fenotipi ile direkt iligkilidirler. FAP bireyleri
APC mutasyonu tagimaktadir ve erken yasgta intestinal adenom gérilime olasiligi gok
siktir. Desmoid timorler kolorektal kanserlerde APC geninin her iki allelinin kaybi ile
sporodik olarakta gorliimektedir. Bu iki genotipte B-catenin’in N-terminal bélgesinde
mutasyonlar saptanmistir. Shitoh ve Tejpar kirk iki desmoid timérli hasta ile yaptidi
calismada, 21 ornekte B-catenin geni mutasyonu saptamistir. Bu galismada dokuz
oérnekte APC geni mutasyonu saptanmisg fakat bu mutasyonlar B-catenin gen
mutasyonu igeren érneklerle értismemigtir.

FAP bireylerinde kolon bdlgesinde artmis kanser insidansina ragmen, bir gok
kanser tipi icin APC geninin her iki allelinin inaktive olma olasiigi ¢ok zayiftir. Bu
bircok doku tipinde B-catenin stabilizasyonunun kanser baglatici neden oldugunu
gosterebilir fakat; APC geninin her iki allelinin mutasyon sonucu inaktive olmayacagi
anlamina gelmemektedir.** Wnt yolagindaki APC’den farkli diger genler onkogenik
mutasyonlara daha agiktir ve aktivasyonunun kaybi icin APC genindeki gibi her iki
allelinin inaktive olmasi gerekmemektedir.®® Literatiire bakildiginda gesitli timoérlerle
Wnt yolagindaki onkogenik mutasyonlara agik olan bu genler arasindaki iligki
tanimlanmaya ¢aligiimigtir.

GSK3B Whnt yolaginda negatif diizenleyici olarak rol almaktadir ve potansiyel
bir timér baskilayici gendir. GSK3B'nin mutant oldugu herhangi bir kanser tipi
tanimlanamamigtir. Bu GSK3'nin hiicrenin yagamsal aktiviteleri igin gerekli oldugu
anlamina gelmektedir.*

Wnt yolaginda pozitif diizenleyici olarak goérev alan diger bir protein Dsh
proteinidir. Wnt yolaginin akis yéniinde gérev alan bu proteinin iki ana gérevi vardir
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bunlardan biri B-catenin’in stabilizasyonu dideri ise jun kinaz aktivasyonudur.
Neoplastik transformasyonda Dsh'in fazla ekspresyonu veya konstitisyonal
aktivasyonu beklenebilir fakat simdiye kadar bu proteinin iligkili oldugu herhangi bir

kanser turli tanimlanamamistir.*

Whnt yolaginda en ¢ok galigilan bilegenlerden biri kugkusuz B-catenin dir. B-
catenin bu yolagin temel proteinlerinden biridir ve bu yoladin igleyis mekanizmasi
tizerinde kilit gérevi gérmektedir. B-catenin, Wnt yolagindaki kilit roliiniin yaninda,
membrana baglh E-cadherin ve epidermal biyume fakitriine baglanarak hiicre
adezyonu ve hicre-hiicre baglantilarinda 6nemli rol almaktadir.5” Literatiirde, Wnt
yolaginda esansiyel gérev alan bu gen rtnu ile kanser iligkisi arasinda bir gok
calisma yapilmigtir.

FAP bireylerinde Hepatoblastom insidansi artmigtir. Bu tiumérierde, APC’nin
her iki allelinin kaybi ile gérilen sporadik form nadir olarak gortilmektedir.”
Hepatoblastom olgularinda B-catenin mutasyonu c¢alisilan Gg¢ farkli ¢calismada B-
catenin gen mutasyonu frekansi yiiksek bulunmasina ragmen APC geninde herhangi

bir mutasyon saptanamamigtir.”®798

Beckwidth-Wiedemann sendromu hepatoblastoma ile direkt alakalidir.
Beckwidth-Wiedemann sendromundaki genetik bozuklukiarin nedeni Wnt sinyal
yolagindaki mutasyonlar olarak gdsterilmistir. Nitekim bu tir vakalarda B-catenin gen
mutasyonlar ylksek frekansta saptanmigtir. Bu ylksek medullablastom riski gériilen,
ve germ hattinda APC mutasyonlan bulunan Turcot sendromunda aynidir. Bunun
yaninda sporadik medullablastom vakalarinda, APC ve B-catenin geninde ¢ok nadir
mutasyon saptanm|§t|r.44 |

Hepatoselliler karsinomlar Wnt sinyal yolaginda yerlesik birgok mutasyon ile
karakterize bir kanser tiradar. Hepatit C virtsi ile iligkili Hepatoselller kanserlerde B-
catenin gen mutasyonu ~%20 olarak bulunmustur. Invaziv ve intraselliller bdlgede
tumdran histolojik olarak gérildigia daha kétd prognoziu hepatoselliiler kanserlerde
immunohistokimyasal olarak B-catenin’in niikleer boyamasi gdésterilmis ve bu
vakalarda B-catenin gen mutasyonu daha yiiksek frekansta saptanmistir.2! Bagka bir
hepatoselliiler kanser ¢alismasinda ise genomdaki heterozigosite kaybi ile B-catenin
gen mutasyonu arasinda ters bir korelasyon saptanmigtir. Bu g¢alisma kromozomal
instabilite ve B-catenin mutasyonunun hepatoselliller kanser geligiminde alternatif

yolaklar oldugunu géstermektedir.*



Hepatosellller karsinom da dikkat g¢ekici baska bir nokta c-myc ve Cyclin D1
genlerinde goérilen amplifikasyonlar dir. Bu genler Wnt sinyal iletim yolaginin p-
catenin'den sonraki akis ydniinde bulunmaktadir. Literatlire bakildijinda, bu gen
aranleri amplifikasyonu gérilen hepatoseliiler kanserlerde B-catenin mutasyonlarinin

yiiksek siklikta oldugu goriilmektedir.®’

Farede SV 40 T antijeni transgenik ekspresyonu ile yapilan Hepatoselliiler
kanser modelinde, B-catenin mutasyonu bulunamamigtir., SV40 T-antijeni
Retinoblastoma proteinine baglanmakta ve bu proteini bloke ederek Cyclin D1
aktivasyonu saglamaktadir. Bdyle bir kanser gelisiminde zaten pB-catenin gen
mutasyonu beklenmemektedir. Bu galigmaya karsilik, fare karacigerinde transgenik
c-myc ekspresyonunda [-catenin geninde mutasyonlar saptanmistir. Bu veriler
1Isiginda c-myc baslangi¢h Hepatoselliler karsinom progresyonunun farkli kanser

yolag! tizerinden oldugu bildirilmistir."?

Hepatoselliler karsinom da birbirinden fakli p-catenin mutasyoniar
tanimlanmigtir. Bu kanser baslangicinin multifokal oldugu anlamina gelmektedir.
Huang ve arkadaglarinin ayni hastanin farkli timér alanlan ile yaptigi ¢alismada
farkli tumér alanlarindan alinan &rneklerde farkli bélgelerde p-catenin gen
mutasyonlari saptanmlgtlr.‘14

Wilm’s timér geni mutasyonu bulunan pediatrik bébrek kanserli hastalar ile
yapilan bagka bir galismada p-catenin geninde %15 oraninda mutasyon saptanmistir.
Bu galigsma p-catenin gen mutasyonunun diger bir onkogenik defektten sonra ortaya

ctkan bir mutasyon olabilecegini gostermektedir.2%

Melanoma ve prostat kanserleri gibi ailesel olmayan diger kanser tiirlerinde -
catenin mutasyonu dusik frekansta gorilmektedir.** Rimm ve arkadaglarinin 65
melanom o6rnegdi ile yaptigi caligmada sadece bir érnekte B-catenin mutasyonu
saptanmistir. Bu melanom 6rneklerinde B-catenin’in immuinohistokimyasal olarak
niikleer lokalizasyonu bir ile ti¢ pozitiflik arasinda degismektedir.''® Bu galisma bize
ailesel olmayan bu tip tumérlerin kanserlesme siirecinde Wnt yolaginda p-catenin

stabilizasyonundan farkli bir mekanizma kullandidini géstermektedir.

Caligmamizda bu konuda daha énce galigiimamig olmasi nedeni ile meme
karsinom gurubu kullanilmigtir. Calisma planianirken meme kanseri tiplerinde en
agresif seyreden Invaziv duktal karsinom érnekleri degerlendirmeye alinmigtir.
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Calismanin  degerlendiriimesinde  B-catenin  proteinin  fosforilasyon ile
stabilizasyonundan sorumlu olan N-ucunda yerlesik 33, 37, 41, 45. kodonlan ve
Kazein Kinaz-2 nin fosforilasyonunda gérev alan kodon 183, 245, ve adezyondon
sorumliu olan 287 inci kodonunu kapsayan DNA béigesi (Ekson 3, Ekson 4, Ekson 5,
Ekson 6) mutasyon agisindan degeriendirilmistir.

Hasta érneklerinden DNA izolasyonu sonrasinda B-catenin geni sekansi Gen
bankasindan kaydedilerek ekson intron yerlesimleri ¢ikarildi. Bu islemden sonra bu
sekanslar Fast PCR programinda agilarak uygun sicakiiklarda PCR primerleri
yaratildi. Primerler sentez ettirildikten sonra her primer ¢ifti icin PCR amplifikasyon
reaksiyonu optimizasyon islemi yapildi. SSCP yontemi temeli konformasyona
dayandigi igin reaksiyonda konformasyonu etkileyecek her tirli parametre ekarte
edildi bunun icin, amplifikasyonlar sonrasinda nonspesifik bantlara neden olabilecek
etkenleri ortadan kaldirmak amaci ile her reaksiyon tekrarlanan denemeler
sonucunda elde edilen uygun sicaklik profili ve reaksiyon konsantrasyonunda
amplifikasyonlar gergeklestirildi.

Caligmada ekson 3 igin pozitif kontrol olarak daha &nceden p-catenin
mutasyonu tanimlanmig olan SW48 kolon karsinom hiicre hatti DNA’s! kullanilmigtir.
Bu hiicre hatti elimizde olmadid! icin "GSF-National Research” merkezinde Natali
Pellegata’dan tedarik edilmigtir.

Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan diger bir hiicre hatti HepG-2
Hepatoselliler karsinom hiicre hattidir. Calisma sirasinda bu hiicre hatti DNA’si
ekson 3 icin primerler ile PCR ile gogaltilarak asil iplik igcin dizayn edilen primer ile
DNA dizi analizi yapildiginda elde edilen DNA dizilerinde herhangi bir delesyon
saptanamadi. Literatlire bakildijinda bu hiicre hattinin 125 aminoasitlik heterozigot
delesyonunun oldugu saptandi. DNA dizisi primerler ile karsilastirildigina antisens
iplikteki primerin baglanma bélgesinin delesyonun iginde kaldig: ve dolayisi ile PCR
sirasinda bu hiicre hatti DNA sinin sadece bir allelinin gogaltildigi ve DNA dizi
analizinin de tek allele ait oldugu saptandi. Bunun izerine kendi érneklerimizde bdyle
bir durum ile kargilasmamak icin, bilyik heterozigot delesyonlari tanimlamada
(ekson2-4) primerleri dizayn edildi. Sekil 19'da HepG-2 DNA'sinin ekson 2-4
primerleri ile PCR ile gogaltiimis her iki allelide goérilmektedir.

Calismamizda 2 nolu drnekte ekson 5 primerleri ile yapilan SSCP ile farkl iki
bandin jelde varli§i saptandi. (Sekil 23 drnek no.2) Literatiirde SSCP teknigi icin PCR
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yapilirken enzim olarak hata orani diisitk enzim kullaniimasi gerektigi veya farkl bant
paterni goriinimlerinin hata orani disik olan enzim ile (High fidelty taq)
tekrarlanmasi gerektigi belirtiimistir. Calismamizda 2 nolu 6rnek icin hata orani diigtk
enzim ile tekrar reaksiyon kurulmug ve SSCP jelinde farkli bir bant saptanmamistir.
Ayni reaksiyon DNA dizi analizi yapiimig ve herhangi bir mutasyon saptanmamistir.
Bunun sonucunda ilkk SSCP deki farkli bant paterninin Taq polimerazin hata oraninin
yiksekliginden dolayl reaksiyon sirasinda yanlis baz eglestirmelerinden
kaynaklandigi seklinde yorumlanmigtir.

SSCP jelinde, érnekler jele yiklenmeden 6nce denatire edildigi icin ayri
yarayen, birbirinin komplementeri iki ipligin, iki bant paterni vermesi gerekmekte veya
alleller farkli ise dért bant vermesi gerekmektedir. Bizim galismamizda da ekson 3 ve
ekson 5 amplifikasyoniarinda dort adet, ekson 4 ve ekson 6 amplifikasyonlarinda iki
adet bant gorilmektedir.

SSCP de jel gorintiileme yontemi olarak tg farkli yontem kullaniimaktadir.
Bunlar; radyoaktif yéntem, giimiis boyama yéntemi ve Syber Green Il ile boyama
yéntemidir. Caligmamizda radyoaktif malzeme ile galismaya uygun ortamimizin
olmamasi nedeni ile bu y®ntem kullaniimamigtir. Gimis boyama yoéntemi
gérintileme yoéntemi olarak en sik kullanilan tekniktir. Bu yéntemin dezavantaji
boyama slrelerinin uzuniugu ve optimizasyonunun zaman almasidir. Calismamizda
gorantileme teknigi olarak daha standart bir ydontem oimasi nedeniyle tek iplikii DNA
ornegine baglanma 6zelligi gésteren Syber Green |l boyasi segilmigtir.

Meme kanserlerinin bir alt tipi olan invaziv duktal karsinomundaki B-catenin N-
ucu mutasyonlarinin ve B-catenin’in hiicresel lokalizasyonunu belirlendigi bu calisma
literatiirdeki B-catenin mutasyonu caligmalarinin arasinda memede invaziv tipteki

¢aligmalar arasinda ilktir.

Caligmada sitoplazmik olarak B-catenin immunohistokimyasal boyama ile (g
pozitif boyanan ve ekson 3 mutasyonu bulunmayan &rnekler bulunmaktadir.
Sitoplazmadaki yogun boyanan bu B-catenin fazlaligi, B-catenin’in degredasyonunun
yapilamadigi anlamina gelmektedir.

Kanser gelisiminde c-myc, insilin benzeri bilyiime faktérii, Transforming bllyime
faktérl gibi hiicresel onkogenlerin aktivasyonun yani sira, Tp53, Retinoblastoma gibi
tumor baskilayici gen inaktivasyonlar rol oynamaktadir. Caligmamizda literatiirde

kanser gelisimine neden olan etmenler dalinda énemii bir yer alacagini ummaktayiz.
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10 EKLER

10.1 EK-1

HASTA BILGILENDIRME VE ONAY FORMU

Bu c¢alismada meme kanserine neden olan etmenlerin arastiriimasi
amaglanmistir. Bunun igin operasyonunuz igin alinacak olan meme dokunuzdan ve
yine operasyonda alinacak olan parganin cerrahi sinirlan igindeki normal
dokunuzdan mercimek biyukliginde bir parga alinacak ve bu pargalarda beta
catenin geni mutasyon agisindan incelenecektir. Sizden alinan bu érnekte baska bir
amagla kullaniimayacaktir. Size bu aragtirmanin sonuglari yazili olarak iletilecektir.

Caligmaya katiimayr ONAYLIYORUM / ONAYLAMIYORUM.

Onay veren Kiginin Onay alan kiginin
Adi ve Soyad:: Adi ve Soyadi:
Tarih: Tarih:

Imza: imza:
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