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OZET

Kadinlarda en sik gorilen kanser tird olan meme kanserinde patolojinin altinda yatan
genetik etkenlerin aydinlatilmasi ve uygun tedavinin secimi biylk dnem tasimaktadir. RET,
cesitli dokularin normal gelisimi ve olgunlagsmasi icin gerekli olan reseptér tirozin kinaz
ailesinin bir Gyesidir. RET sinyali timoru cevreleyen stroma ve hicresel kompozisyonu
degistiren timor mikrogevresindeki dedisiklikleri tesvik etmektedir. RET ve NRTN’in gen
polimorfizmleri kanser patojenezinin, riskinin, invazyon ve metastazinin aragtiriimasinda
calismalarin odak konularindan biridir. Birgok etnik koken ve populasyonda cesitli
kanserlerde RET ve NRTN polimorfizmleri arastiriimis olmakla birlikte meme kanseri
konusunda literatirde yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda RET geni
G691S (rs1799939), L769L (rs1800861) ve S904S (rs1800863) ile Neuturin geni IVSI-663
(rs1379868) polimorfizmleri ile meme kanseri arasindaki olasi riskin incelenmesi ve RET
iliskili serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK dizeylerinin degerlendiriimesi amacglanmigtir.
Calismada 110 meme kanserli hasta ve 110 saglikh kontrol yer almigtir. RET geni G691S,
L769L ve S904S ve NRTN geni IVSI-663 polimorfizmleri PZR-RFLP yontemiyle tespit
edilerek alel frekanslari ve genotip dagilimlari belirlenmistir. Serum NRTN, BDNF, MMP-2
ve FAK duzeyleri ticari kitler kullanilarak ELISA yontemiyle dlgilmustur. NRTN geni IVSI-
663 bdlgesi polimorfizminde G alelinin meme kanseri riskini 1,54 kat arttigi ve AA
genotipinde meme kanseri riskinin 0,43 kat azaldigi tespit edilmistir (sirasiyla, p<0,05,
p<0,05). RET geni G691S, L769L ve S904S alel frekanslari ve genotip dagilimlari agisindan
hasta ve kontrol gruplari benzer bir profil gostermistir (p>0,05). Hasta grubunda serum
NRTN, BDNF ve FAK duzeylerinde artis ve MMP-2 dizeylerinde azalma bulunmustur
(p<0,05). RET ligandi olan NRTN geni IVSI-663 polimorfizminde G aleli ile artan meme
kanseri riskinin, ayni zamanda artan serum NRTN, BDNF ve FAK duzeylerinin bulunmasi
teshis, prognoz ve yeni tedavi stratejilerinin belilenmesine katki saglayacagi
dusinitlmektedir.
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ABSTRACT

The most common type of cancer in women is breast cancer elucidating the genetic factors
underlying the pathology and choosing the treatment method are of great importance. RET
is a member of the receptor tyrosine kinase family that is essential for the normal
development and maturation of various tissues. RET signaling promotes changes in the
tumor microenvironment that alter the stroma and cellular composition surrounding the
tumor. Gene polymorphisms of RET and NRTN are one of the focus of studies in the
investigation of cancer pathogenesis, risk, invasion and metastasis. Although RET and
NRTN polymorphisms have been investigated in various cancers in many ethnicities and
populations, there are not enough studies in breast cancer. In this thesis, it was aimed to
examine the possible risk between RET gene G691S (rs1799939), L769L (rs1800861),
S904S (rs1800863), Neuturin gene IVSI-663 (rs1379868) polymorphisms and breast
cancer, and to evaluate RET-related serum NRTN, BDNF, MMP-2 and FAK levels. The
study consists of 110 breast cancer patients and 110 healthy controls. RET gene G691S,
L769L, S904S and NRTN gene IVSI-663 polymorphisms were detected by PCR-RFLP
method. Allele frequencies and genotype distributions of this polymorhisms were
determined. Serum NRTN, BDNF, MMP-2 and FAK levels were measured by ELISA
method using commercial kits. NRTN gene 1VSI-663 polymorphism in G allele has been
found to be 1.54 fold increased the risk of breast cancer, however AA genotype has been
found 0,43 fold decreased the risk of breast cancer (respectively, p<0.05, p<0.05). The
patient and control groups showed a similar profile for RET gene G691S, L769L and S904S
allele frequencies and genotype distributions (p>0,05). In the patient group, increase in
serum NRTN, BDNF and FAK levels and decrease in MMP-2 levels were found (p<0,05). It
is thought that increased breast cancer risk with the G allele in NRTN gene, which is a RET
ligand, 1IVSI-663 polymorphism, as well as the increased serum NRTN, BDNF and FAK
levels, will contribute to the diagnosis, prognosis and determination of new treatment
strategies.
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1. GIRIS

Meme kanseri dunya genelinde son 5 yilda 7,8 milyon kadinin tani aldigi en yaygin
kanser turadur. Hastaligin erken teshisi prognozun iyilestiriimesini ve sagkalim
artisini saglarken kemik, karaciger, akciger ve beyin gibi uzak organlara metastaz
yapmasi meme kanserinin tedavisini zorlagsmaktadir. Meme kanseri kadinlarda
erkeklere gore 100 kat daha sik gorulmektedir. Gorulme sikligi her gecen yil
artmasina ragmen erken taramalarin yayginlagsmasi ve gelismig tibbi tedaviler
nedeniyle meme kanserinden olumler azalmaktadir [1]. TUm meme kanseri
vakalarinin yaklasik %10'u Ulkeye ve etnik kdkene gore farkliliklar gostermektedir.
Dunya ¢apinda meme kanseri insidansi yasam tarzi faktorleri ve ekonomik gelisme

arasindaki iliskiyi yansitmaktadir ve 6lum/insidans orani %15'tir [2].

Reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler) o6zellikle kanserdeki rolleri nedeniyle
arastirmalarin ilgi odagi olan transmembran reseptorlerdir. Kesfedilmelerinden bu
yana ¢oklu kanser tarleriyle iliskili ¢esitli RTK duzensizlik mekanizmalari ortaya
konmustur. Son yirmi yilda c¢esitli kanserlerde klinik onay alan ¢ok sayida kuguk
molekll yapil tirozin kinaz inhibitora ilaglar bu alanda bulyutk bir sinifi temsil
etmektedir [3]. RET (rearranged during transfection), 10. kromozomda 10g11.2
Uzerinde lokalize edilmis RET protoonkogen tarafindan kodlanan bir transmembran
RTK'dir [4]. RET norotrofik faktorlerden olan glial turevli norotrofik faktor (GDNF)
ailesinin buyume faktorlerini baglayan c¢ok molekilld bir kompleksin sinyal
reseptorudir. RET sinyaline neurturin (NRTN), artemin (ARTN) ve persefin (PSPN)
de dahil olmak tUzere, GDNF ailesi ligandlarinin (GFL'ler) ¢cozunebilir proteinlerinin
baglanmasi aracilik etmektedir. GFL'ler, GDNF ailesi reseptori a (GFRa) proteinleri
ile birlesir ve ardindan RET'e baglanarak aktive edilirler. GFL’ler dokularin gelisimi
icin gerekli olan ayni zamanda kansere énemli katkida bulunan ¢6zinUr nérotrofik
faktorlerdir. RET'in GFL aracili aktivasyonu, tumoér blyumesini ve yayillmasini
destekleyen, giderek daha fazla taninan bir mekanizmadir. RET ve GFL
ekspresyonlari kotu hasta prognozu ile baglantii meme, pankreas ve prostat
tumorlerini iceren ¢esitli kanserlerde metastaz ve invazyon ile iligkilendiriimektedir.
Buna ek olarak GFL-RET sinyali timorlu c¢evreleyen stroma ve hicresel
kompozisyonu degistiren tumoér mikrogevresindeki dedisiklikleri de tesvik

etmektedir. Bu nedenle, GFL-RET sinyali yeni terapotik yaklasimlar igin 6nemli bir
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hedeftir [5]. Meme kanserinde RET ekspresyonundaki artisin RET’teki polimorfizm
ve genomik degisikliklerin kanserin patojenezinde ve tedaviye yanita dahil
olabilecegini gostermektedir [6-8]. RET fonksiyonel polimorfik varyantlarinin,
mutasyonlarinin ve artan ekspresyon seviyelerinin RET’in onkojenik fonksiyonlari
Uzerinde etkisi oldugu bildiriimektedir [9]. Onkojenik bir gen olarak tanimlanan
RET’in birgok polimorfizmi (rs1799939, rs1800861, rs1800862, rs1800863,
rs1800858, rs2435357, rs2565206) multipl endokrin neoplazi tip 2 (MEN2),
feokromositoma, papiller tiroid kanseri (PTK) ve folikiler tiroid kanserli (FTK),
sporadik meddller tiroid karsinom (sMTK), tiroid kanseri, akciger kanseri gibi gesitli

kanserlerde arastiriimistir [10-15].

Norotrofik faktorler spesifik hucre yuzeyi reseptorlerine baglanarak iglevlerini
gerceklestiren polipeptidlerdir. Norotrofik faktorler klasik ndrotrofinler, GDNF
ligandlari ve néroprotektif sitokinler olmak tGzere Ug¢ gruptur [16]. GDNF ligandlari
ailesinden olan NRTN, RET uzerinden birka¢ sinyal yolagini aktiflestirerek
hdcrelerin hayatta kalmasi, proliferasyonu, farklilagsmasi, migrasyonu ve onkojenik
etkileri yaymaktadir [17]. NRTN’nin koreseptori GFRo2'ye baglanmasiyla olugan
protein kompleksi transmembran reseptéri olan RET'i aktive etmektedir [18].
Neurturinin polimorfik varyantlari olan rs1379868, rs10775589 ve rs11268405
Hirschsprung hastali§gi ve rs1379868 sMTK'da arastiriimistir [19, 20]. Klasik
norotrofinlerden olan, 477 amino asitten olusan ve beyindeki bliyume, hayatta
kalma, sinir hucrelerinin farklilagmasi ve noral plastisitede 6nemli rol oynayan beyin
kaynakli norotrofik faktér (BDNF), tirozin kinaz reseptorleri TrkA, TrkB ve p75
reseptorleri araciligiyla meme kanseri hlicre buylimesini ve metastazini uyaran

guclu bir norotrofik faktordur [21].

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraselller matriksin (ESM) bilesenlerini
parcalamaktan sorumlu ¢inko bagimh endopeptidaz enzim ailesidir. MMP-2
denatire kolajen, kolajen IV ve V'nin degrade eden Ug fibronektin tekrarina sahip
jelatinaz ailesinin bir Gyesidir. Bazal membrandaki kolajeni ve ayrica diger ESM
bilesenlerini bozarak ESM’nin yeniden sekillenmesini saglayarak doku onarimi, yara
iyilesmesi ve hulcre farklilagsmasi gibi cesitli fizyolojik streglerde anahtar rol
oynamaktadir. MMP-2 proteolitik islevleri araciligiyla hicre proliferasyonu,
anjiyojenez ve tumor metastazi dahil olmak Uzere karsinojenez sureclerinde yer
almaktadir [22].
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Fokal adezyon kinaz (FAK), integrin aracili hiicre yapisma bdlgelerinde ve blyime
faktorl reseptorleri tarafindan basglatilan sinyal iletim yollarinda 6nemli bir rol
oynayan ve reseptor olmayan bir tirozin kinazdir. FAK kanserde hayatta kalma,
¢ogalma, migrasyon ve invazyon sureclerinin Kkilit duzenleyicisidir. Cesitli

kanserlerde FAK'In asiri ekspresyonu ve artan aktivitesi gdsterilmektedir [23-26].

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda meme kanserinin tedavisinde kisiye 6zel
molekuler duzeyde gen tedavileri ve genetik haritalama yontemleri
yayginlagmaktadir. RET geni meme kanseri de dahil oimak Uzere gesitli kanserlerde
tedavi hedefi olarak arastirmacilarin ilgi odaginda bulunmaktadir. Kanser turlerinde
RET geninin etkisini arastiran ¢alismalar bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda RET
geni G691S (rs1799939), L769L (rs1800861) ve S904S (rs1800863) ve NRTN geni
IVSI-663 (rs1379868) polimorfizmlerinin incelenmesi ve meme kanseri riski ile
iliskisinin irdelenmesi, bunun yaninda RET iliskili parametreler olan serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeylerinin degerlendiriimesi amaclanmistir. Bu galigmanin

meme kanseri tedavisini konu alan calismalara katki saglayacagi dusunulmektedir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Anatomisi

Meme tabani ikinci kaburgadan altinci kaburgaya kadar uzanan 6n gogus duvarinda
yer alir. Memenin anatomik sinirlari, Gstte ikinci veya tg¢lincu kaburga seviyesinden
altta meme alti kivrimina kadar ve enine siniri, medialde sternumun lateral
sinirindan lateralde midaksiller c¢izgiye kadardir. Memenin yaklagik Ugte ikisi
pektoralis major kasinin Uzerinde bulunur ve geri kalani serratus anterior kasi ve
abdominal oblik kasin Ust kismi ile temas eder. Meme dokusu siklikla Spence'in
koltuk alti kuyrugu olarak aksillaya uzanir. Meme deri, deri altt doku ve meme
dokusundan olusur. Memede 2 fasyal katman bulunur. Yuzeysel fasya dermisin
derinliklerinde yer alir ve derin fasya pektoralis major kas fasyasinin dnunde yer alir.
Meme dokusu, dermisin derinindeki ylizeyel fasyada bulunur, Cooper'in ligamentleri
ile cilde tutunur ve pektoralis major kasinin yatirrm fasyasindan retromammary
bursa ile ayrilir. Retromammary bursa gevsek areolar doku ile dolar ve Cooper'in
asici baglari ile birlikte memenin gogus duvarina karsi serbestce hareket etmesine
izin verir. Cooper ligamentleri, meme parankiminden gecen ve dermise dik olarak
uzanan fibréz bag dokusu bantlaridir (Sekil 2.1.) [27].

KIaW

Sternum

Subkutan yag dokusu
Yagli bag doku

Cooper ligamentleri

Pectoralis major kasi : -Mgme bag!
, (Nipple)
Pectoralis mindr kasi
Areola

Meme loblu

T Laktiferoz sints
Gogus duvarn .

kaburgalar Laktiferoz duktus

Meme lobuli

Sekil 2.1. Meme dokusunun anatomisi [28]



Meme 15 ile 20 lobdan olusur ve her biri 20 ile 40 arasinda degdisen lobullere ayrilir.
Lobdller, dallanmis tubuloalveolar bezlerden meydana gelir. Her lob buylk bir stt
kanalina drene olur. Sut veren kanallar areolanin altinda sut veren bir sinUse
genisler ve daha sonra daralmig bir delikten meme ucuna agcilir. Loblar arasindaki
bosluk yag dokusu ile doludur. Meme, Ust i¢, Ust dis, alt i¢c ve alt dis kadran olmak
uzere dort bolume ayrilir. Meme hacminin ¢gogu, meme tumorlerinin en sik

goruldugu yer olan Ust dig kadranda bulunur [29].
2.2. Meme Kanseri

Kanser, kontrolsiz buyume, tumor olusumu ve cevredeki dokularin istilasi ile
karakterize olan heterojen bir hastalik grubudur. Normal somatik hicrelerin agiri
blyUmesi timorlerin gelismesine yol agar, ancak tum tumor tarleri kanser degildir.
Benign timorler tek bir bolgede kalirlar, sinirl buylime gdsterirler, komsu dokulari
istila etmezler ve vicuda yayilmazlar [30]. Bununla birlikte malign tGmorler tek bir
bolgede kalmayarak komsu dokulara veya vucudun diger bolgelerine yayilirlar.
Malign tGmorlerin daha yikici formu, timorlerin lenfatik sistem veya kan dolagimi
yoluyla vicudun uzak bdlgelerine hareket ettigi metastatik timorler olarak bilinir.
Metastaz, kansere bagh 6limlerin %90'indan fazlasinin nedenidir. Yerel gevreyi
istila eden birincil tumor hucreleri dolagima dahil olurlar ve uzak organlar istila

ederek metastatik bir lezyon olusturabilirler (Sekil 2.2.) [30].

Kanser cesitli ve ¢ok yonlu bir hastaliktir, vicudun her yerinde ortaya cikabilir.
Kanser tipik olarak anatomik kokenine gére meme kanseri, kolon kanseri, prostat
kanseri, lenfoma, 16semi, akciger kanseri, vb siniflandirilir. Bunlarin her biri ayrica
farkl alt tirlere ayrilir. Kanser son derece karmasik bir hastalik olmasina ragmen,
hemen hemen tum maligniteler arasinda bir dizi 6zellik ortaktir. Bu 6zellikler, timor
olusumu sirasinda kazanilan birlesik yetenekler kimesidir. Baslangigta kanserin
ayirt edici 6zellikleri olarak 6ne surulen alti 6zellik vardir: buyume sinyallerinde kendi
kendine yeterlilik, buyUmeyi inhibe eden sinyallere karsi1 duyarsizlik, programlanmig
hlcre 6lumunun énlenmesi, sinirsiz replikatif potansiyel, strekli anjiyojenez ve doku

istilasi ile metastaz [31].
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Sekil 2.2. Malign timor gelisimi. (A) Hiperplazi, genetigi degistiriimis veya anormal
hicrelerin kontrolsuz ve hizli buyime gosterdigi agsamadir. (B) Displazi,
asiri buyldyen hdcrelerin orijinal formlarini degistirdigi timor gelisiminin
asamasl. Daha olgunlagsmamis hucrelerden olusur. (C) Yerinde kanser,
hucrelerin olgunlagma surecine girmedigi, doku kimliklerini kaybettigi ve
dizenleme olmadan buyudugu neoplastik lezyonu temsil eder. (D) Kotu
huylu timorde, asiri buyuyen hucreler, bazal zari yirtarak diger alanlari
istila eder. (E) Metastazlar, kanser hucrelerinin lenfatik sistem ve kan
dolasimi yoluyla uzak bolgelere ulagsmasiyla olusur [32].

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik gorllen kanser olup, her yil 2,1 milyon
kadini etkilemektedir. Meme kanseri kadinlarda kansere bagl olumlerde birinci
sirada yer alan kanser turudur ve insidansi dinya genelinde hemen hemen her
bdlgede artmaktadir [33]. Meme kanseri gelisiminde cinsiyet, yas, Ostrojen, aile
OykUsu, gen mutasyonlari ve yasam tarzi gibi sayisiz risk faktord bulunmaktadir
[34]. Meme kanseri genellikle kadinlarda gorulur ve vaka sayisi kadinlarda
erkeklerden 100 kat daha fazladir [35].

Meme kanseri metastatik bir kanserdir ve genellikle kemik, karaciger, akciger ve
beyin gibi uzak organlara yayilabilmektedir. Hastaligin erken teshisi prognozun
iyilesmesini ve yluksek sagkalimi saglamaktadir. Kuzey Amerika'da, meme kanseri
hastalarinin 5 yillik goreceli sagkalim orani, bu hastaligin erken teshisi nedeniyle %
80'in Uzerindedir [36]. Avrupa Birligi'nin (AB) 28 tye Ulkesinden 25'i, klinik 6ncesi bir
asamada meme kanserini tespit etmek i¢in ulusal veya bolgesel populasyon temelli



mamografi tarama programlarini planlamakta, pilotlastirmakta ve
yayginlastirmaktadir [37]. Avrupa Komisyonu Meme Kanseri Girisimi (ECIBC) 50-
69 yas arasi kadinlarda kanita dayali olarak mamografi taramasini gerekli gorerek
onermektedir. Daha geng yas gruplarindaki kadinlar i¢in ise kogullara bagh oneriler
sunmaktadir [38].

Meme kanseri tanisi, goruntileme ile kombinasyon halinde klinik muayeneye ve
takiben patolojik degerlendirmeye dayanmaktadir. Klinik muayene memelerin ve
bolgesel lenf dugumlerinin bimanuel palpasyonunu ve uzak metastazlarin
degerlendiriimesini icermektedir. Norolojik muayene ise sadece semptomlar
oldugunda gerekli goérilmektedir. Goéruntlleme, bilateral mamografi, meme ve
bolgesel lenf nodlarinin ultrasonografisini icermektedir [39]. Tam kigisel tibbi
oykunun alinmasi, meme/yumurtalik ve diger kanserlerle ilgili aile dykusunun
varhginin 6grenilmesi, hastanin menopozal durumunun teyidi ve tam bir fiziksel

muayene yapilmasi zorunlu gorilmektedir [40].

Meme timorleri genellikle duktal hiperproliferasyondan baglar ve daha sonra gesitli
kanserojen faktorlerle surekli uyarildiktan sonra iyi huylu tumorler veya metastatik
karsinomlar halinde gelismektedir. Stromal etkiler ve makrofajlar gibi timér mikro
ortamlari meme kanseri baglangicinda ve ilerlemesinde hayati rol oynamaktadir
[41].

2.2.1. Meme kanseri siniflandiriimasi

Meme kanserinde heterojenligi duzenlemek ve dili standardize etmek igin
siniflandirma sistemleri gelistirilmistir. TUmor baslatan kanser kok hicrelerinin ve
meme kanserinin molekuler alt tiplerinin tanimlanmasi, meme kanseri
heterojenitesinin daha kapsamli ve klinik olarak siniflandirmasini saglamaya
yardimci olmaktadir [42]. Meme kanserinin tUmor, nod, metastaz (TNM), molekdiler,

histolojik seklinde siniflandiriimalari yapiimaktadir.

Meme Kanseri Tumor, Nod, Metastaz Siniflandirmasi

Meme kanserinde patolojik tani Diinya Saglik Orgiti (DSO) siniflandirmasina ve
Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) TNM evreleme sistemine gore

yapillmaktadir [43, 44]. TNM evreleme sistemi 1959 yilinda AJCC evreleme
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raporlarinin bir sonucu olarak ortaya konulmustur (Cizelge 2.1., 2.2., 2.3.) [45].

Meme kanserinde anatomik bilgilerin disinda, Ostrojen reseptérii (ER), progesteron

reseptord (PR), insan epidermal bliyume faktorld reseptori 2 (HERZ2), tumor

derecesi ve gen ekspresyonu gibi tumor biyolaojisi ile ilgili prognostik bilgilerin daha

fazla anlasilmasi ve bunlarin prognoz, tedavi segimi ve tedaviye yanit Gzerindeki

etkisini degerlendirebilmek igin TNM evreleme sistemi kullaniimaktadir [46].

Cizelge 2.1. AJCC Primer tumorun (T) -klinik (cT) ve patolojik (pT) olarak
tanimlanmasi [43]

T Kategorisi | T Kriteri

TX Primer tumor degerlendirilemez.

TO Primer tumor kaniti yok.

Tis (DKIS) Duktal karsinom in situ (DKIS)

Tis (Paget) | Meme basindaki paget hastalgi

T1 TUamor <20 mm

T1imi Tdmor <1 mm

Tla 1 mm<TUmor £5 mm

T1lb 5 mm<Tumoér €10 mm

Tlc 10 mm<TUmor <20 mm

T2 20 mm<TUmor <50 mm

T3 TUamor >50 mm

T4 Gogus duvarina vel/veya cilde dogrudan uzayan herhangi bir
boyuttaki tumor (Ulserasyon veya makroskopik noduller)

T4a Go6gus duvari invazyonu olan timor

Tab Ulserasyon velveya satellit deri nodilleri ve/veya 6dem dahil
makroskopik deri degisiklikleri olan timaor

T4c Hem T4a hem de T4b mevcuttur

T4d inflamatuvar karsinom
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Cizelge 2.2. AJCC Bdlgesel lenf nodlarinin- klinik (cN) ve patolojik (pN) olarak

tanimlanmasi [43]

Kategori @ Kriter
cNX Bolgesel lenf dugumleri degerlendirilemez.
cNO Bolgesel lenf nodu metastazi yok.
cN1 Hareketli ipsilateral seviye | ve Il aksiller lenf nodlarina metastaz
cN1mic Mikrometastazlar (yaklasik 200 hucre, 0,2 mm<nod £2,0 mm
Klinik olarak fikse veya matlasmig ayni tarafta seviye I-ll aksiller lenf
cN2 nodlarina veya aksiller lenf nodu tutulumu olmayan ipsilateral internal
meme nodlarina metastazlar
cN2a Klinik olarak sabit veya matlasmis ipsilateral seviye I-II aksiller
nodlara metastazlar
cN2b Aksiller dugum tutulumu olmaksizin ipsilateral i¢c meme dugumlerine
metastazlar
Ipsilateral infraklavikiler (seviye Il aksiller) lenf nodlarina, seviye I-II
cN3 aksiller lenf nodu metastazlari olan ipsilateral internal meme lenf
nodlarina veya ipsilateral supraklavikller lenf nodlarina metastazlar
cN3a ipsilateral infraklavikiler lenf nodlarina metastazlar
cN3b ipsilateral internal meme lenf nodlarina ve aksiller lenf nodlarina
metastazlar
cN3c Ayni taraf supraklavikuler lenf nodlarina metastazlar
pNX Bolgesel lenf dugumleri degerlendirilemez
ONO Bolgesel lenf nodu metastazi tanimlanmamis veya sadece izole
tumor hucreleri yok
ONO(i+) Bolgesel lenf nodlarinda sadece izole tUmor hucreleri (0,2 mm'den
blyulk olmayan malign hlicre kiimeleri)
Mikrometastazlar
ON1 1-3 aksiller lenf nodlarindaki metastazlar
Sentinel lenf nodu biyopsisi ile mikrometastaz
Makrometastazli klinik olarak negatif internal meme lenf nodlari
pN1mi Mikrometastazlar (0.2 mm<nod<2 mm)

pNla

1-3 aksiller lenf nodlarina metastaz, <2,0 mm en az bir metastaz



11

Cizelge 2.2. (devam) AJCC bdlgesel lenf nodlarinin- klinik (cN) ve patolojik (pN)

pN1b

olarak tanimlanmasi [43]

ipsilateral internal meme sentinel lenf nodlarina izole tumor
hucreleri hari¢ metastazlar

pN1c
pN2

pN2a

pN2b

pN3

pN3a

pN3b
pN3c

pNla ve pN1lb kombine

Aksiller lenf nodu metastazlarinin yoklugunda goruntileme ile 4-9
aksiller lenf noduna veya pozitif ipsilateral internal meme lenf
noduna metastazlar

4-9 aksiller digime metastaz, >2 mm en az 1 metastaz

Klinik olarak saptanan i¢ meme dugumlerinde mikroskobik

dogrulama ile veya dogrulama olmadan metastazlar

Patolojik olarak negatif aksiller digumler ile
10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz; infraklavikiler

(seviye Il aksiller) lenf dugumlerinde

Bir veya daha fazla pozitif seviye | ve Il aksiller lenf nodu varliginda
goruntilenerek pozitif ipsilateral internal meme lenf nodlari

Klinik olarak negatif ipsilateral internal meme lenf nodlarinda
sentinel lenf nodu biyopsisi ile 3'ten fazla aksiller lenf nodu ve
mikrometastaz veya makrometastazda

ipsilateral Supraklavikiler lenf digimlerinde

210 aksiller lenf nodunda metastaz (>2,0 mm en az bir tumor)
infraklavikiler (seviye IlI aksiller lenf) diigiimlere metastazlar
cN2b varliginda pN1a veya pN2a; veya pN1b varliginda pN2a
ipsilateral supraklavikiler diigiimlere metastaz

Cizelge 2.3. Uzak metastaz kategorileri—Kklinik ve patolojik (CM0, CM1, PM1) [43]

Uzak Mestastaz Kategorileri—KIlinik ve Patolojik (CMO, CM1, PM1)

M Kategorisi | M Kriteri

MO
cMO(i+)

M1

pM1

Uzak metastazlarin klinik veya radyografik kaniti yok
Tumor hadcrelerinin varhdinda uzak metastazlarin klinik veya

radyografik kaniti veya semptom veya bulgusu olmayan bir

hastada dolagimdaki kan, kemik iligi veya diger bolgesel

olmayan lenf nodu dokusunda metastazlarin mikroskobik olarak
veya molekuler teknikler kullanilarak 0,2 mm'den blyuk

olmayan tortular

Klinik ve radyografik yontemlerle (cM) tespit edilen uzak
metastazlar ve/veya 0,2 mm'den (pM) buyuk histolojik olarak

kanitlanmig metastazlar
Solid organlarda histolojik olarak kanitlanmis uzak metastazlar;
bdlgesel olmayan dugumlerde >0,2 mm metastazlar
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Meme Kanseri Molekuler Siniflandirmasi

Meme kanseri molekuler siniflandirmasinda Luminal A, Luminal B, HER2 ve Bazal
tip olmak Uzere dort alt tip bulunmaktadir (Cizelge 2.4.). Hormon reseptorandn
durumu, malignitede Ostrojen vel/veya progesteron reseptdr ekspresyonunun
varhidini veya yoklugunu ifade etmektedir. Hormon reseptdrt pozitif metastatik
olmayan meme kanseri, hormon bloke edici tedaviye uygundur. ER ve PR pozitif,
HER2 negatif meme kanserinin en yaygin ekspresyon tipidir. Uglii negatif meme
kanseri (UNMK), ER, PR ve HER2 ekspresyonu olmayan malignitelere isaret
etmektedir. Hasta kadinlarin yaklasik %12'sinde UNMK bulunmaktadir [47]. UNMK
olan kadinlarin teshis edilmesi evre Il veya IV’tedir. Bunun yaninda, UNMK bazal
alt tipi ER ve PR pozitif, HER2 negatif hastaligindan daha yuksek dereceli agresif
maligniteler daha ileri evrededir. Ki-67 meme kanserinde nuks riskini

siniflandirmaya yardimci olan proliferasyon biyobelirtecidir [48].
Luminal A

Luminal timorler meme kanserinde en yaygin alt tiptir ve luminal A ¢ogunluktadir.
Luminal A tumorleri, ER ile iligkili genlerin ekspresyonuna ve proliferatif genlerin
luminal B kanserine gére daha disuk ekspresyonuna sahiptir [49]. Luminal timorler
tipik olarak dusuk dereceli, gucli ER pozitif/PR pozitif, HER2 negatif ve dusik
proliferatif fraksiyona sahiptir [50].

Luminal B

Luminal B tUmora luminal A tumdranden énemli 6l¢glide daha kotu prognoz ve daha
yuksek dereceli olma egilimindedir [49]. Tumoérler ER pozitiftir, ancak degisken
derecelerde ER/PR ekspresyonu olabilir ve ylksek proliferatif fraksiyona sahiptir
[50].

Luminal timorler hormon tedavisine iyi yanit verirken, geleneksel kemoterapiye
zayif yanit vermektedirler. Luminal A tUmoérlu endokrin tedavisi ile tedavi
edilebilirken, daha proliferatif olan luminal B timérinde kemoterapi ve hormonal

tedavinin kombine terapotik stratejisinden daha fazla yararlanilabilmektedir [49].
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HER2

HER2 asin ekspresyon timoru, ER negatif, PR negatif, HER2 pozitif alt gruba
karsilik gelmektedir. HER2 asin ekspresyonlu meme tumord koétu bir prognoz
tasimakla birlikte, luminal meme tumorlerinden 6nemli 6lgide daha yuksek patolojik

tam yanit ile antrasiklin ve taksan bazli neoadjuvan kemoterapiye daha duyarlidir.

Bazal tumorlerin aksine, HERZ2 asiri ekspresyon tumorleri igin anti HER2
monoklonal antikoru, trastuzumab gibi molekuler olarak hedeflenmis ajanlar

mevcuttur [49].
Bazal Tip (Uglii Negatif)

Bazal tip ER-PR-HER2- tumdrlerden olusmaktadir. Bu ekspresyon paternleri,
hormon reseptorleri ve HER2'nin eksik veya dusuk ekspresyonunu ve bazal
belirteclerin, proliferasyonla iligkili genlerin ylUksek ekspresyonunu igermektedir.
Diger alt tiplerle karsilastirildiginda, bu timérler daha erken hasta yasi ile iligkili
olmakla birlikte Afro-Amerikali kadinlarda ve 6zellikle menopoz 6ncesi bireylerde
daha sik gorulmektedir. Bu tip meme kanseri daha dusuk bir sagkalim ve daha
yuksek lokal ve bolgesel niks riskiyle iligkilidir. Metastaz paterni bazal timorleri
diger meme kanserlerinden ayirir, kemik hari¢ viseral organlara egilim gosterir ve
lenf dugumlerini icerme olasiliyi daha dusuktir. Bazal timdrlerin boyutu, genel
olarak, diger alt tiplerden daha buyuktur, bir seride medyan boyutu 2 cm'dir. Ayrica,
bu siniftaki timorler hizli biyime gésterme egilimindedir. Uglii negatif reseptor
durumu g6z 6nune alindiginda, bazal tumorler konvansiyonel hedeflenmis meme
kanseri tedavilerine uygun degildir, bu da kemoterapiyi tedavide tek secenek olarak
birakmaktadir [49].
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Cizelge 2.4. Meme kanseri molekdler alt tipleri [48].

Alt tip immunohistokimya Bazi 6zellikler
* En yaygin alt tip

* Genellikle dislk dereceli timorler

* ER pozitif
» * Genellikle erken evrelerde teshis edilir.
* PR pozitif o . e
Luminal A ) * Selektif 6strojen reseptdr modulatorleri ve
* HER-2 negatif o o
] L aromataz inhibitorleri gibi hormon tedavilerine
* Ki67 dusuk )
yanit verir.
* En dlsuk niks orani
* ER pozitif
* PR pozitif
. * Yiksek dereceli olma egilimi
Luminal B * HER-2 pozitif

) * Luminal A'dan daha sik tekrarlama egilimi
veya negatif

*  Ki67 yiuksek
* Bazi timorler anti-HER-2 monoklonal

* ER negatif antikorlarina uygun olabilir.
HER-2 pozitif * PR negatif * Cogu hastada anti-HER-2 monoklonal
* HER-2 pozitif antikorlara (6zellikle trastuzumab) direng
gelisir.
* Siyahi kadinlarda daha yaygindir.
* ER negatif » Tani yasi genellikle diger alt tiplerden daha
Bazal * PR negatif erkendir.
* HER-2 negatif * Hormon tedavisine veya HER-2 tedavisine

uygun degildir.
* Yuksek nuks oranlari ile agresif olma
egilimindedir.

Meme Kanseri Histolojik Siniflandirilmasi

Meme kanseri genel olarak in situ karsinom ve invaziv karsinom olarak
siniflandiriimaktadir. in situ meme karsinomu duktal veya lobiiler olarak alt siniflara
ayrilir, byime paternleri ve sitolojik dzellikleri iki tip arasinda ayirnm yapmak igin
temel olusturur. Duktal karsinoma in situ (DKIS), lobiiler karsinoma in situdan (LKIS)
daha yaygindir ve heterojen bir timor grubunu olusturur. Bu siniflandirma, degerli
bir ara¢ olmasina ragmen, kanitlanmis prognostik 6nemi olan daha yeni molekuler

belirtecleri kullanmadan yalnizca histolojiye dayanmaktadir (Cizelge 2.5.) [42].
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Cizelge 2.5. Meme kanseri histolojik siniflandirmasi [42]

Meme Kanseri

in Situ Karsinomu invaziv Karsinomu
invaziv Duktal
invaziv Lobiiler
Tabuler
Duktal Karsinoma in Situ Kribiform
Lobliler Karsinoma in Situ Misinéz (Kolloid)
Medller
Papiller
Mikropapiller

in situ meme karsinomu

in situ meme karsinomu, primer bélgenin 6tesine yayilmamis lokalize olan
kanserdir. DKIS veya LKIiS olarak iki alt sinifa ayrilir [51]. Memenin in situ
karsinomlarindan en sik gorilen iki alt tip duktal karsinom (%70-75) ve lobdler
karsinomdur (%12-15) [18].

Duktal karsinoma in situ

DKIS, LKiS’a gére daha sik gériilmektedir. Sit kanallarini astariyla sinirli olan ve
sut kanallarini ¢cevreleyen meme dokusunu veya vucudun herhangi bir bolumunu
istila etmeyen meme kanseri hucreleri ile karakterizedir. Tedavi edilmediginde
zamanla yakindaki dokulara yayilabilir ve invaziv meme kanserine donusebilir [52].
DKIS, DKIiS olmayan kadinlarda beklenenden daha yiiksek risk indeksi faktoriine
sahip invaziv karsinomun sonraki gelisimi igin oncu bir lezyon olarak kabul
edilmektedir. DKiS'e baglh 6lim son derece nadirdir, ancak DKiS'nin ilk teshisinden
sonra meydana gelen 6lum, ya saptanamayan invaziv bilesen ya da tedaviden
sonra invaziv lezyonun tekrarlamasi nedeniyledir [44]. Bazi DKIS vakalari tek bir
blylime modeline sahiptir, ancak cogunlugu modellerin bir karisimini gésterir. DKIS
lezyonlarinin kiiguk bir kismi, tagh yuzuk hicreleri, néroendokrin farklilasma veya
cok cekirdekli dev hucreler, apokrin metaplastik hicreler ve vakalarda skuamo6z

Ozellikler gibi nadiren ek morfolojik varyasyonlar gdsterir [53].
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Lobliler karsinoma in situ

LKIS, lobiillerde gelisir ve genellikle cevre meme dokusuna yayillmaz. LKIiS'li
kadinlarin yaklagik %20-25'inin yasami boyunca invaziv lobuler veya invaziv duktal

karsinom geligtirdigi tahmin edilmektedir [54].

Genel muayenede LKiS’in ayirt edici bir 6zelligi yoktur ve genellikle tesadiifen
meme orneginde veya baska nedenlerle yapilan biyopside tespit edilir. Olgularin
yaklagik %70'inde multisentrik ve yaklagik %30-40'inda bilateral olan LKIS'i ayirt
etmek igin iki immudnohistokimyasal belirte¢ vardir: E-kadherin ve [(-katenin
ekspresyonlarinin eksikligi ve yuksek molekuler agirlikli keratin ekspresyonu
acisindan pozitiflik. Duktal veya lobiiler meme karsinomlarinin her iki tirii de LKIS
'ten kaynaklanir. Bu nedenle, LKIS tedavi protokoliinde énerilen, tamoksifen tedavisi

olsun veya olmasin dmur boyu takibidir [53].
Invaziv meme karsinomu

Bu histolojik tipte kanser, tani aninda gevre meme dokularini istila etmistir. Ayrica
in situ karsinomlara benzer sekilde invaziv karsinomlar; invaziv duktal, invaziv
lobdler, tubdler, kribiform, musin6éz (kolloid), meduller, papiller, mikropapiller

karsinomlar gibi gesitli histolojik alt tiplere ayrilan bir timér grubudur [53].

invaziv duktal karsinomu

invaziv duktal karsinom (IDK) siit kanallarinda gelisen ve kanalin disindaki memenin
yag dokusuna yayilan invaziv meme karsinomlarinin en yaygin olanidir ve tim
invaziv lezyonlarin yaklasik %70-80'ini olusturur. IDK ayrica mitotik indeks, niikleer
pleomorfizm ve glandiler/tibldl olusumuna gore iyi farkhlasmis, orta derecede
farklilagsmis veya zayif farkhlasmis karsinomlar olarak alt siniflara ayrilir [53].
IDK’lar, goreceli oranlarinin disinda, DKIS varliginda veya yoklugunda stromal
invazyon ile birlikte malign duktal proliferasyon gdsteren meme kanserleridir. invaziv
bilesenin gérinimii, DKIS tiplerinden veya derecesinden ziyade IDK 'nin alt
tiplerinden belirlenmelidir. iDK, hiicre tipi, salgi miktari, tipi ve yeri, mimari ézellikler
de dahil olmak Uzere ¢ok cesitli kriterlere gore birgok histolojik alt tipte siniflandirilir
[55]. IDK'lar, genis bir morfolojik varyasyon kapsamina sahip heterojen bir gruptur.

Bazilar, 6zel alt tipler olarak siniflandiriimak igin yeterli ayirt edici 6zelliklere ve
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belirli davranislara sahipken, IDK'nin yaklasik %75'ini olusturan cogunluk, belirli
histolojik tipler olarak siniflandirilmak igin yeterli morfolojik 6zellikler sergilemekte

basarisiz olur ve genellikle IDK olarak adlandirilir [44].

invaziv Lobliiler Karsinom

invaziv lobiiler karsinom (iLK), IDK disinda biyolojik olarak farkli ikinci biiyiik invaziv
meme kanseridir. invaziv meme karsinomunun %5-15'ini olusturur ve genellikle
geleneksel IDK'dan etkilenen daha ileri yas grubundaki kadinlar etkiler [44]. ILK
tumor hacreleri tipik olarak yuvarlak, kiguk, nispeten tniform, kohezyonsuzdur ve
stromanin tek sirall invazyonu ile karakteristik bliyiime paternine sahiptir. in situ
bilesenin yoklugunda bile bu sito-mimari 6zelliklerin varliginda iLK tanisi konulabilir.
Aksine, invaziv bir timér, LKIS ile iligkili oldugu icin ILK olarak adlandirilamaz;
bunun yerine, invaziv bilesenin tipik mikroskobik 6zelliklerine sahip olmalidir [55].
Ozellikle postmenopozal kadinlarda iLK insidansi daha yiiksektir ve bu bulgunun
kismen hormon replasman tedavisi ile iligkili oldugu dusunidlmektedir [56]. E-
kadherinin mutasyon, heterozigosite kaybi veya metilasyon yoluyla inaktivasyonu,
ILK'de, 6zellikle pleomorfik alt tipte karakteristik molekiler degisikliklerdir. ILK'nin
bes farkh histolojik varyanti vardir [57].

Tibller karsinom

Tubuler karsinom, IDK'nin yaklagik %2'sini olusturan, milkkemmel prognoza sahip,
nadir, iyi farklilasmis, belirgin, 6zel bir meme kanseri tarudur. Tubuler karsinom yagl
kadinlarda daha sik goralur ve lenf nodu metastazi olma olasiligi daha dusuktir.
Bazen, DKIS, LKIS ve diiz epitel atipi gibi potansiyel olarak premalign epitelyal
proliferatif meme lezyonlarinin eszamanli olusumu vardir [56]. Mikroskobik olarak,
gelisiglzel duzenleme ile acili, oval veya uzun tubdllerin proliferasyonu ile
karakterizedir ve miyoepitelyal hucrenin dis tabakasini ve bazal membrani
desteklemeden tek bir epitel tabakasi ile kapl agik lumen, tumorun gevresinde
stroma ve yagdin multifokal invazyonu ile karakterizedir. Hastalarin yaklasik %10-
20'sinde bir veya daha fazla kadranda ayri odaklar olarak buylyen ¢ok merkezli
tubuler karsinom oldugu bulunmustur [58]. Multifokalite ttubulolobuler karsinomda
saf tubuler karsinomdan daha siktir. Aksiller lenf digumlerine metastaz vakalarin
yaklasik %10'unda meydana gelir; bazen tiibiiler karsinom ve IDK NST bélgeleri
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mevcuttur. Bu karisik timdrlerin prognozu, saf tibuler karsinomdan énemli dlgiide
daha kétuduar [55].

Kribriform karsinom

Invaziv kribriform karsinom, uygun bir prognoz ile iligkili 6zel, nadir bir meme kanseri
tiriddr. Meme kanseri hastalarinin yaklasik %0,8-3,5'ini olusturur ve 53-58 yas
araligindaki hastalarda goértlme olasiliyi daha yuksektir [55]. Mikroskobik olarak,
kribriform DKIiS'de gériilene benzer bir kribriform gérinime sahip disik dereceli
atipi ile tek tip timor hucreleri adalari vardir, ancak net bir stromal invazyon yoktur.
Vakalarin %25'inde kiguk tibiler farklilasma alanlari goérilir; eslik eden DKIS
bileseni genellikle kribriform veya mikropapiller tiptedir. lyi farklilasmis karisik
kribriform-tibuler karsinom, kribriform ve tubuler karsinomun birlesik blUyume

paternleri goruldiginde uygulanabilir [58].

Miisinbz karsinom

Musindz karsinom meme kanserinin nadir gorulen, iyi prognozlu bir alt tipidir. 60 yas
ustinun hastaligidir ve genellikle postmenopozal kadinlarda goérulur. Toplam meme
karsinomlarinin %?2'sini olusturur [55]. Klasik saf misin6z karsinomlar, musindz
olmayan infiltre edici kanal karsinomu olmayan ancak lezyonun en az %33'UnU
olusturan hicre digi musin ve timér dokusunun en az %90'in1 olusturan musindz
farklilasma olan timorlerdir [44]. Memenin diger musin Ureten karsinomlari, bol
hdcre disi ve/veya hucre i¢i musin Uretimi ile karakterize edilen gesitli karsinomlari
icerir. Bunlar arasinda musin6z kistadenokarsinom, kolumnar hucreli musindz

karsinom ve tasli yuzuk htcreli karsinom bulunur [55].

Mediiller karsinom

Meduller karsinom, iyi tanimlanmig bir tUmor Kitlesi ve anaplastik morfoloji ile
sunulan nadir, bir meme kanseri alt tipidir; yine de yaygin IDK'den daha iyi bir
prognoza ve sonuca sahiptir. Yaklasik 50 yasindaki kadinlarda goruliir. Ozellikle
BRCA1 mutasyonlarinin tasiyicilarinda yaygin goértlmektedir. Cogu seride meme
karsinomlarinin %5'inden azini olusturur, ancak %7'ye varan siklik da bildirilmistir
[59]. Blylime paterni daginiktir; bu arada, glandiiler farklilasma, DKIS lezyonu veya

musin salgisi olmamalidir. Aksiller lenf nodu metastazlar siktir [55].
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Papiller karsinom

invaziv papiller karsinom, klasik IDK'den daha iyi prognoza sahip, cogunlukla
postmenopozal kadinlari etkileyen ve beyaz kadinlar arasinda daha yaygin olan gok
nadir bir meme kanseri alt tipidir. Invaziv meme kanserlerinin %1-2'sinden daha
azini olusturur [55]. Memenin papiller karsinomlarinin ¢ogu agirlikli olarak
intraduktal lezyonlardir. invaziv papiller karsinom, invaziv bilesende baskin olarak
%90'dan az olmayan bir papiller morfolojiye sahiptir. Papiller intraduktal lezyonlarla
iligkili invaziv papiller olmayan karsinom, invaziv papiller karsinom olarak kabul
edilmez, invaziv bilesenin tipine gére siniflandirilir. Meme timérlerinin son DSO
siniflandirmasina goére, malign intraduktal papiller lezyonlar, intraduktal papiller
karsinom, kapsullu papiller karsinom ve kati papiller karsinom gibi G¢ tipe sahiptir
[44]. Mikroskobik olarak, invaziv elementler agirlikli olarak papiller mimari gosterir,
malign hucreler tarafindan olusturulan papillalar, miyoepitelyal hiicrelerden yoksun
hassas fibrovaskiler ¢cekirdege sahip hafif ile orta derecede niikleer atipiye sahiptir.

Papiller DKIS vakalarin %70'inden fazlasinda gérlebilir [58].

Mikropapiller karsinom

Memenin invaziv mikropapiller karsinomu, histolojik olarak, dilate anjiyolenfatik
damarlara benzeyen belirgin agik stromal bosluklar icinde kohezif timor hiicre
kimelerinin bluyUmesi ile karakterize edilir. Blylime paterni, sik deri invazyonu ve
genis nodal tutulum ile gosterildigi gibi agresif davranisin bir belirtisi olabilir [60].
Farkl prognostik davranigsa sahip 6zel bir IDK alt tipi olarak invaziv mikropapiller
karsinomun taninmasi yenidir. Tim invaziv meme kanserlerinin sadece %2'sini
olusturur; mikropapiller farklilagsma geleneksel IDK'nin yaklagik %3-6'sinda gériliir.
Geleneksel iDK'ye kiyasla kétl bir klinik seyire ve daha diisiik bir sagkalim oranina
sahiptir [55]. Lokal nlks insidansi yuksektir, lenf nodu metastazi yaygin bir 6zelliktir
ve vakalarin %70'inde goérllir [61]. Meme kanseri mikropapiller karsinomunun
morfolojik ve mikroskobik Ozellikleri, endometrium, yumurtallk ve mesanenin
mikropapiller karsinomuna ¢ok benzer. Fibrovaskuler bir ¢cekirdege sahip olmayan
psodopapiller yapilarda dizenlenmis, berrak bos alanlarda serbest yluzen veya
lenfovaskiler bosluklara benzeyen ici bos kiguk epitel kimeleri vardir. Tumor
hacreleri, neoplastik hucrelerin apikal kutbunun i¢ [lumen duktal bosluktan ziyade

stromal bosluga baktigi, ters polaritenin karakteristik bir 6zelligini gdsterir [44].
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2.2.2. Meme kanseri risk faktorleri

Meme kanserinin patofizyolojisi ok boyutludur ve hala tam olarak anlasilamamistir.
Meme kanseri gelisme riskini artirabilecek cinsiyet, yas, dstrojen, aile dykusu, gen
mutasyonlari ve yagam tarzi gibi sayisiz risk faktoru vardir (Cizelge 2.6.) [34, 35].
En dnemli risk faktorleri genetik yatkinlik, uzun sireli endojen ve ekzojen hormon
replasman tedavisi (HRT), iyonlastirici radyasyon, fazla meme yogunlugu ve atipik
hiperplazi dykusudur. Bati tarzi beslenme, obezite ve alkol tuketimi de meme
kanseri insidansinin artmasina katkida bulunmaktadir [40]. ilerleyen yas ve kadin
cinsiyeti en yaygin risk faktorleridir. Genetik mutasyonlar, 6zellikle BRCA1 ve
BRCA2, meme kanserlerinin yaklasik %10'unu olusturmaktadir [62]. Bilinen diger
risk faktorleri arasinda DKIS 6ykust, yiksek viicut kitle indeksi (VKI), ilk dogumu 30
yasindan sonra yapmis olmak veya hi¢ dogum yapmamis olmak, erken menstriel
dongu baslangici, ailede meme veya yumurtalik kanseri 6ykisunin bulunmasi, geg
menopoz ve postmenopozal hormon tedavisi bulunmaktadir. Postmenopozal
hormon tedavisi alan kadinlar arasinda, beyaz irk, normal VKi’ne sahip ve yogun
memeye sahip kadinlar yuksek risk altindadir. Ayrica daha énce meme radyasyonu

Oykusu olan kadinlar da artmigs bir risk altindadir [63].
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Cizelge 2.6. Meme kanserinde risk faktorleri

o Kadinlarda gorulme sikligi erkeklere oranla 100 kat daha
Cinsiyet

fazladir.
Yas 40 yas ve Ustu kadinlarda daha sik gorulmektedir.
. Uzun sureli endojen ve ekzojen hormon replasman tedavisi
Ostrojen
almak.
L Birinci derece akrabada meme veya yumurtalik kanseri
Aile oykusu

tanisi almis kigilerin olmasi
ilk menars yasi 12 yasindan dnce olmasi
. . ilk dogumu 30 yas ve sonrasinda yapmis olmak veya hic
llk dogum yasi .
dogum yapmamig olmak
Gen BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, STK11l, CDH1, PALB2,
mutasyonlari CHEK2, NBN, ATM, NF1
Yasam tarzi Alkol ve sigara kullanimi, obezite, dengesiz beslenme vb

N . lyonlastirici radyasyon, yilksek meme yogunlugu ve atipik
Digerleri

hiperplazi vb

Yas

Cinsiyetin yani sira, yas meme kanserinin en dnemli risk faktorlerinden biridir, cinku
meme kanseri insidansi artan yasla oldukga iligkilidir. Bu nedenle, 40 yas ve Ustu
kadinlarda mamografi taramasi yapilmasi gerekmektedir Meme kanseri, 60

yasindan dnce etkilenme riski %49 ile en 6nde gelen turdir.[64].

Aile Oykis

Meme kanseri vakalarinin yaklagik dortte biri aile dykusu ile ilgilidir. Anne veya kiz
kardesinde meme kanseri olan kadinlar bu hastaliga daha yatkindir. ingiltere'de
113.000'den fazla kadinla yapilan bir kohort ¢alismasi, birinci derece akrabalarinda
meme kanseri olan kadinlarda bu hastaligin gelisme riskinin, olmayan kadinlardan
1,75 kat daha yuksek oldugunu gdsterilmistir. Ayrica, meme kanseri olan iki veya
daha fazla birinci derece akrabalari olan kadinlarda risk 2,5 kat ve Uzerindedir.
Meme kanserine kalitsal duyarlihk kismen BRCA1 ve BRCA2 gibi meme kanseri ile

ilgili genlerin mutasyonlarina atfedilmektedir [65].



22

Reproduktif oyki

Erken menars, ge¢ menopoz, ge¢ yasta ilk gebelik ve dusuk parite gibi ureme
faktorleri meme kanseri riskini artirabilmektedir. Menopozdaki her 1 yillik gecikme
meme kanseri riskini %3 arttirmaktadir. Menarstaki her 1 yillik gecikme veya ek
dodumlar meme kanseri riskini sirasiyla %5 veya %10 azaltir [66-68]. Yakin
zamanda yapilan Norveg kohort ¢galismasi, risk oraninin 35 yas alti ge¢ ilk dogumda
ile 20 yas alti erken dogum arasinda 1,54; =230'da 1,6 ile <25 yas arasi 1,2 bagil
oraninin oldugunu gostermigtir [69]. Ureme faktérleri ER durumu ile glgli bir
korelasyona sahipti. ER + ile ER-— meme kanserinde parite agisindan
kargilastirildiginda OR (bagil orani): 23 dogum yapmis Kisilerde 0,7; ¢ocuksuz
olanlarda 0,9 ve ilk dogum yasi 30’dan buyuk olanlarda OR=1,6 iken <25 olan
kisilerde 1,2 olarak gozlemlenerek guglu bir sekilde iligkili oldugu bildirilmistir [70].

Ostrojen

Hem endojen hem de ekzojen dstrojenler meme kanseri riski ile iligskilendirilmektedir.
Endojen 06strojen genellikle menopoz oncesi kadinlarda yumurtalik tarafindan
uretilmektedir ve yumurtaliklarin alinmasinin meme kanseri riskini azaltabilecegi
bildirilmistir [71]. Ekzojen 6strojenin ana kaynaklari oral kontraseptifler ve HRT'dir.
1960'lardan beri yaygin olarak kullanilan oral kontraseptiflerin formulasyonlari yan
etkileri azaltmak icin gelistiriimistir. Ancak bagil orani, Afro-Amerikali ve iran
kadinlar icin hala 1,5'in Uzerindedir [72, 73]. Bununla birlikte, 10 yildan az sureli oral
kontraseptif kullanimi meme kanseri riskini arttirmamaktadir [68]. Bircok ¢alismada
HRT kullaniminin meme kanseri riskini artirabilecegi gdésterilmistir. ingiltere'de
Milyon Kadin Calismasi, mevcut HRT kullanicilari ile hi¢ kullanmayanlar arasinda
1,66 goreceli risk oldugunu bildirmigtir [74]. Asya'da 22.929 kadindan olusan kohort
c¢alismasinda, HRT kullanimindan sonra sirasiyla 4 ve 8 yil boyunca 1,48 ve 1,95
risk oranlar gosterilmigtir [75]. Bununla birlikte, iki yil kullanimdan sonra HRT'nin
kesilmesinin 6nemli dlcide meme kanseri riskini azalttigi gosterilmistir [76]. HRT
tedavisi alan meme kanserli hastalarda niks orani da yuksektir ve yeni bir meme
tumaoru icin risk orani 3,6'dir [77]. 2003 yilinda yayinlanan Kadin Sagligi Girigimi'nin
randomize kontrolli c¢alismasinda HRT'nin olumsuz etkilerinin bildiriimesi ile
Amerika'daki meme kanseri insidansi, HRT kullanimindaki azalma nedeniyle
yaklasik %7 dugmustar [78].
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Yasam Tarzi

Alkol tiketiminin ve diyet yag aliminin fazla oldugu modern yasam tarzlari meme
kanseri riskini artirabilmektedir. Alkol tuketimi, kandaki 0strojene bagli hormonlarin
seviyesini yukselterek Ostrojen reseptor yollarini tetikleyebilmektedir. 53 adet
epidemiyolojik ¢alismaya dayanan meta-analiz, ginde 35-44 gram alkol aliminin,
meme kanseri riskini %32 artirabildigini ve gunlik her 10 gram alkol i¢in bagil riskte
%7,1 artis oldugunu gostermistir [79, 80]. Asiri doymus yag iceren modern bati
diyeti meme kanseri hastalarinda mortalite (bagil risk = 1,3) ve kotu prognoz ile
iliskilidir [81]. Sigara ve meme kanseri riski arasindaki iliski tartismali olmakla
birlikte, emzirmeyen kadinlarin meme sivisinda sigara dumaninda bulunan
mutajenler tespit edilmistir. Hem sigara kullanan hem de ic¢ki icen kadinlarda meme
kanseri bagil riski 1,54 olarak bildiriimektedir [82]. Yapilan arastirmalar erken
yaglarda sigara icmenin meme kanseri igin yuksek bir risk tasidigini gostermektedir
[83-86].

Genetik Mutasyonlar

Kalitim meme kanseri igin en dnemli risk faktoridur. Meme kanserinin yaklasik %15-
20'si ailesel sebeplidir ve kadinin bir veya iki birinci/ikinci derece yakininda meme
kanserinin gortlme riskini 6nemli Olclide arttirmaktadir. Oldukga penetrans
otozomal dominant yatkinlik genleri olan BRCA1 ve BRCAZ2'nin kesfinden sonra,
orta ile yuksek meme kanseri riski olusturan birka¢ meme kanseri geni daha
tanimlanmistir. Ailesel riskin yaklasik %20'sini yuksek riskli genler BRCA1, BRCAZ2,
TP53, STK11, CD1 ve PTEN, %5'ini orta riskli genler, %18'ini 180'den fazla dusuk
riskli lokus olusturmaktadir [87].

Meme kanserine kalitsal bir yatkinlik, yUksek riskli kadinlarda tarama ve takip
Onerilerini 6nemli dlgude etkilemekle birlikte, kisisel ve/veya aile Oykusu olan
hastalarda %30'un altinda yatkinliga sebep olan gen tanimlanmaktadir. Kalitsal
vakalarin %25 kadari, yasam boyu %80'e varan meme kanseri riskine neden oldugu
tanimlanmis az sayidaki ve ylksek penetrant BRCA1, BRCA2, PTEN, TP53, CDH1
ve STK11 genlerinden birindeki mutasyondan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.3.).
Vakalarin %2-3'G, riskin iki kat artigina sebep olan, orta derece penetrant CHEK2,
BRIP1, ATM ve PALB2 genlerindeki bir mutasyona baglidir. Poligenik olarak meme
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kanseri riskine katkida bulunan yaygin ve disuk penetrant alellerin arastiriimasi ile

tek nikleotid polimorfizmi (SNP'ler) ortaya ¢ikarmistir [88].

PTEN TP53

ATM \

CHEK?2
PALB2
BARD1

Sekil 2.3. Gen mutasyonuna sahip bazi genler ve siklik diyagrami [89]

BRCA1 ve BRCAZ2

BRCA1 geni, hicre donglustu kontrol noktasi aktivasyonunun vyani sira
transkripsiyonel dizenleme ve apopitoz dahil olmak Uzere genomik stabiliteyi
korumak igin bir dizi hiicresel yolda iglev goren ¢ok alanli bir proteini kodlamaktadir.
BRCA1 ve BRCA2 o0Ozellikle ¢ift zinciri DNA kirilmalarinin - homolog
rekombinasyonunda DNA onarimi i¢cin énemlidir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari,
BRCA1 icin %50-80, BRCA2 igin %10-25tir ve yasam boyu meme kanseri riskini
oldukca artirmaktadir. Goreceli meme kanseri riskinin BRCA1 i¢in 11,4 ve BRCA2
icin 11,7 oldugu bildiriimektedir. Bu genlerin patojenik varyantlari, tim kodlama
dizisinin hemen hemen tamaminda yer almaktadir. BRCA1 ile iliskili meme
kanserlerinin gogu bazal benzeri bir fenotipe sahiptir ve ayrica ER, PR, HER2'nin
(bazal tip) reseptorlerinin asiri ekspresyonunun olmamasi ile karakterizedir. Hem
BRCA1 hem de BRCA2 tumorleri yuksek histolojik dereceye sahiptir, BRCA1
timorleri daha siklikla kétu diferansiye iken (derece 3), BRCA2 timorleri ise orta
veya kotu diferansiyedir (derece 2 ve 3) [90, 91].
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TP53

En fazla galisilan tUmor baskilayici genlerden biri olan timor proteini 53 (TP53)
yabanil tip TP53 aktivitesinin kaybi bir¢ok farkli tumor tipinde siklikla tespit
edilmektedir. Bu protein, hdcre dongusunl, apopitozu, hucresel yaslanma
metabolizmasini dizenlemektedir. Kalitsal TP53 mutasyonlari, nadir goértlen
otozomal dominant bozukluk olan Li-Fraumeni sendromu ile iliskilidir. Kadin
mutasyon tasiyicilar, erkeklere gore %73 ve yasam boyu %100 kanser riskine
sahiptir. Meme kanseriyle iligkili TP53 varyantlari i¢cin artan meme kanseri riskinin
100 katin tzerinde oldugu bildirilmistir [92, 93].

PTEN

PTEN, PISK/AKT-mTOR sinyal yolunda rolleri olan ¢ok islevli bir proteini kodlar.
Hastaliga neden olan varyantlarin tasiyicilari Gzerinde yapilan arastirmalar, erken
baslangi¢c yasiyla birlikte, yasam boyu meme kanseri riskinin olduk¢a yuksek
oldugunu gostermektedir. Tasiyicilar ayrica, tiroid ve endometriyal kanser basta

olmak uzere diger bazi maligniteler agisindan da ylUksek risk altindadir [94].
STK11

Tumor baskilayici STK11, hiicre dénglsu regulasyonu ve apopitoza ilerleyen
onemli bir gendir [95]. Ayrica bu genin 60 yasina kadar yasam boyu meme kanseri
riskini %32-54 oraninda etkiledigi bildiriimektedir. STK11 mutasyon tasiyicilari

herhangi bir kanser icin %85'e kadar kimulatif yagam boyu riskine sahiptir [96].
CDH1

CDH1 geni, hiicreden hilcreye adhezyondan sorumlu bir proteini kodlar ve hlicre
invazyonu baskilayici olarak iglev gorur [97]. CDH1 gen varyant tasiyicilarinin,
tahmini olarak goreceli meme kanseri riski 6,6'dir. Ailesinde mide kanseri dykusu
olmayan bilateral lobuler meme kanserli kadinlarda CDH1 mutasyonlari oldugu
bildirilmigtir. Ayrica, lobller meme kanserinin bagimsiz bir E-kadherin sendromu

olarak yeni CDH1 mutasyonlari tanimlanmigtir [98].
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PALB2

PALB2 geni, genomik butunligun korunmasinda 6nemli rol oynayan bir proteini
kodlamaktadir. Baglangigta BRCAZ ile etkilesime giren bir protein olarak tanimlanan
PALB2'nin, temel BRCA2 timor baskilayici iglevleri igin ¢ok o6nemli oldugu
gosterilmistir [99]. PALB2 ilk olarak 2007'de orta derecede penetrasyona sahip bir
risk geni olarak meme kanseri ile iligkilendiriimistir. Bir meta-analizde PALB2
mutasyonlarinin, patojenik mutasyon tasiyicilarinda 5,3'luk bir kimulatif bagil risk

olusturdugunu gostermigtir [100].
CHEK2

Aktive edilmis CHEK2 (Checkpoint kinase 2), timoér baskilayici genlerden olan
TP53 ve BRCALY'i igceren azalarak duzenlenen substratlarin fosforilasyonunda
onemli bir rol oynar [101]. Bu mutasyonlu gen ilk olarak Li-Fraumeni hastalarinda
bulunmustur. ¢.1100delC'yi kesen mutasyonlardan birinin farkh populasyonlarda
meme kanseri ile iliskili oldugu bildirilmigtir. CHEK2 1100delC varyantinin yani sira,
del5395 ve IVS2+1G>A varyantlari da meme kanseri riski ile iligkilendirilmigtir [102].
Meme Kanseri Dernedi Konsorsiyumu'ndan (BCAC) elde edilen verileri iceren bir
calisma, CHEK2 1100delC tasiyicilarinda goreceli meme kanseri riskinin 2,26
oldugunu gostermistir [103]. CHEK2 1100delC ile iliskili meme kanseri riski,
ailesinde meme kanseri 0ykusu olan tasiyicilarda, goreceli riski netlik tagimayanlara
gore belirgin sekilde daha ylksek bulunmustur. CHEK2 1100delC tasiyicilarinin
kontralateral meme kanseri gelisme riskinin 6zellikle ER pozitif meme kanseri igin
tasiyici olmayanlarla karsilastirildginda 3,5 kat fazla ve daha kotu bir prognoza

sahip oldugu bildirilmistir [104].
NBN

MRE11A-RAD50-NBN (NBS1), cift zincir kiriklarinin tespiti ve erken islenmesi igin
onemli olan evrimsel olarak korunmus bir protein kompleksidir (MRN kompleksi).
Heterozigot NBN mutasyonlarinin tagiyicilari, bagil olasilik orani 3,1 olan meme
kanseri riskine sahiptir [105]. Yedi ¢calismayi iceren bir meta-analizde, 2,7'lik goreceli
risk ile c.657del5 varyanti ile iligkili orta derecede artmigs meme kanseri riski oldugu

gosterilmigtir [106].
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ATM

Ataksi-telanjiektazi mutasyona ugramis (ATM) gendeki homozigot veya bilesik
mutasyonlar, serebellar ataksi, immunolojik yetersizlik, iyonlastirici radyasyona agiri
duyarlilik ve artan kanser riski ile karakterize nérodejeneratif bir bozukluga neden
olur. ATM, hasar yanit yolundaki TP53, BRCA1 ve CHEK2 proteinleri ile azalarak
dizenlenme yoluyla ¢ift zincir kiriklarinin DNA onariminda yer alan bir protein kinazi
kodlar [107]. Yapilan bir meta-analiz, 2,8'lik bagil meme kanseri riskinde ATM
mutasyonlarinin  heterozigot tasiyicilarini  bildirmistir [100]. ATM varyanti
p.Val2424Gly (c.7271T>G), diger varyantlara gére daha yuksek bir riske sahiptir ve

baskin-negatif mutasyon érnegini olusturmaktadir [108].
NF1

Neurofiboromin 1 (NF1) geninin protein urinu, Ras sinyal iletim yolunun negatif
dizenlenmesiyle bir timoér baskilayici olarak iglev gorir [109]. Fin populasyonunda
yapilan bir kohort c¢alismasinda, yasam boyu %59,6 meme kanseri riski
bulunmusgtur. Asin meme kanseri riski orta duzeydeyken 40 yasin altindaki

kadinlarda en yuksek riske sahip olduklari bildirilmistir [110].
2.3. Reseptor Tirozin Kinazlar

RTK'ler, 20 alt aileye bolinmug 58 proteinle insanlarda 6rneklenen butunlesik bir
zar protein ailesini temsil etmektedir. Bunlar arasinda, RET, ErbB (epidermal
blyime faktori reseptori), VEGFR (vaskuler endotelyal blyume faktorl
reseptord), PDGFR (trombosit kaynakli buyime faktort reseptoru) ve IR (insdlin
benzeri reseptodr) gibi reseptor ailelerini icermektedir (Sekil 2.4.) [37]. RTK'ler, hlicre
disi uyaranlara yanit olarak gesitli hucre i¢gi sinyal kaskadlarini tetiklemek igin dnemli
olan entegre hucre yuzeyi membran reseptorleridir. Cesitli hlicresel fenotiplerde,
Ozellikle biyume, ¢ogalma, gog, farkllasma ve hayatta kalmada onemli roller

oynarlar [3].
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Styki  Ryk TrkA  FGFR1 DDR1 ALK  MuSK Tyro3 ROR1 PDGFRa EphA1-8 PTK7  Ret TIEL  ErbB1 IR VEGFR1 LMTK1 Met  Ros
TrkB  FGFR2 DDR2  LTK Mer  ROR2 PDGFR§ EphA10 TIE2  ErbB2 IRR VEGFR2 LMTK2 Ron
TrkC  FGFR3 Axl CSF-1R  EphB1-4 ErbB3 IGF-1R VEGFR3  LMTK3
FGFR4 Kit EphB6 ErbB4

FLT-3

Sekil 2.4. insan reseptor protein-tirozin kinazlar. Yer alan reseptérlerin kisaltmalari:
EGFR, epidermal blyime faktorli reseptord; InsR, insulin reseptor;

PDGFR, trombosit kokenli buylime faktoru reseptort; VEGFR; vaskiler
endotelyal biylume faktori reseptort; FGFR, fibroblast biylime faktori
reseptord; KLG/CCK, kolon karsinomu kinaz; NGFR, sinir buyume

faktori reseptorl; HGFR, hepatosit bdyume faktora reseptori, EphR,

ephrin reseptord; Axl, bir Tyro3 PTK; TIE, endotel hicrelerinde tirozin

kinaz reseptoru; RYK, tirozin kinazlara bagl reseptor; DDR, diskoidin

alan reseptoru; Ret, transfeksiyon sirasinda yeniden dizenlenmis; Bazi

epitelyal hucre tiplerinde ROS, RPTK ekspresyonu; LTK, I6kosit tirozin

kinaz; ROR, reseptor yetim; MuSK, kas spesifik kinaz; LMR, Lemur (11)

Tdm RTK’ler hucre disi bir ligand baglama bdlgesi, alfa helikal yapida tek bir
transmembran bolge ve buradan devam eden sitoplazmik bir bolge ile benzer bir
alan organizasyonu sergilemektedir. Farkli RTK'lerin benzersiz ligand baglama
Ozellikleri; fibronektin 1ll benzeri tekrarlar, sistein bakimindan zengin motifler,
immunoglobulin benzeri bolgeler, 16sin ve glisin acisindan zengin tekrarlar/motifler
gibi hdcre digi alandaki o6zellikler ile belilenmektedir [111]. Ligandin RTK
monomerlerine baglanmasi, hicre ici tirozin kinaz alanlarinin aktivasyonuna, tirozin
kalintilarinin  trans-otofosforilasyonuna ve hlcre igi sinyal proteinlerinin
aktivasyonuna yol agan dimerizasyon ve konformasyonel degisiklikleri indikler
[112]. Ligand baglanmasi Uzerine monomer RTK'ler, ligand aracili veya reseptor
aracil bir sekilde yardimci molekullerin bir kombinasyonunu igeren mekanizmalar

yoluyla homodimerizasyona veya heterodimerizasyona ugramaktadir. Bunu
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takiben, tirozin kinaz alanlarinin trans-otofosforilasyonu yoluyla aktivasyonu ve
azalarak duzenlenen sinyal efektorlerinin aktiflesmesi gerceklesir. Fosforile tirozin
motiflerine baglanan Src-Homology 2 (SH2) ve Fosfo-tirozin baglanma alani igeren
proteinler, aktive edilmis bir RTK'ye ilk yanit veren sinyal efektorleridir. Efektor alimi
icin ek fosfotirozin baglanma bdlgeleri saglayan yerlestirme proteinlerini (GAB1,
FRS2, IRS1), adaptér proteinlerini (SHC1, GRB2), ubikitin ligazlarini (CBL),
fosfatazlar (SHP2) ve transkripsiyonel faktorleri (STAT3) icerir. RTK'lerin azalarak
duzenlenen yolunda, Ras-MAPK, PISK-AKT, STAT3 ve PLC-y/PKC olmak Uzere
RTK sinyallesmesi ile birlikte iyi aydinlatilmis dort sinyal yolagi bulunmaktadir [113].
Proliferasyon ve hayatta kalmadaki dogal rolleri nedeniyle, diizensiz RTK sinyali
birgok kanserde rol oynamaktadir. RTK'ler, asiri ekspresyon,
mutasyon/translokasyon ve atipik ligand induksiyonu tarafindan yodnlendirilen

mekanizmalar yoluyla anormal sekilde aktive edilebilmektedir [114].
2.4. RET

RET, 10. kromozomda 10qgl11.2 Uzerinde lokalize edilmis RET protoonkogen
tarafindan kodlanan ve beynin normal gelisimi, periferal, sempatik ve parasempatik
sinir sistemleri, néroendokrin tiroid kalsitonin Ureten C-hUcreleri, tiroid, akciger ve
diger dokular icin gerekli olan bir transmembran RTK'dir [4]. RET'in onkojenik
potansiyeli, ilk olarak 1985 yilinda, RET kodlama sekansinin bir kismini igeren insan
lenfoma DNA'sinin ekzojen segmentinin, NIH/3T3 hucrelerinin fibroblastlarini

dondstirmesinin anlagiimasi ile tanimlanmistir [115, 116].

Olgun RET reseptoru, kadherin benzeri tekrarlar iceren blyuk bir hicre digi alani
ve protein yapisi ile ligand etkilesimleri icin 6nemli olan sistein agisindan zengin bir
bolge ile plazma membranini kapsar. Ekstraselller bolgesinde kadherin benzeri
alanlara sahip tek RTK'dir. Dort kadherin benzeri alan, bir kalsiyum baglanma
bdlgesi, sistein bakimindan zengin motif, tek bir membran-genisleyen bdlge, iki yan
dizenleyici bolge, jukstamembran ve C-kuyrugu ile aktif tirozin kinaz bdlgesini
iceren hicre i¢i bolgeden meydana gelir. RET reseptor tirozin kinaz Ug fonksiyonel
bdlgeye sahiptir: dort kadherin benzeri alan (KBA 1 ile 4) igeren hlcre digi ve sistein
acisindan zengin alan (SZA), hidrofobik transmembran bdlgesi ve hucre igi ikili
tirozin kinaz alani (TK) (Sekil 2.5.) [117].
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Sekil 2.5. A) RET reseptor tirozin kinazin u¢ fonksiyonel bolgesi, B ve C) RET
reseptdr tirozin kinazin tg¢ fonksiyonel bolgesinin 3 boyutlu molekuler
goruntusu [117].

Kadherinler, adezyon ozellikleri hucre disi bolgedeki yaklagik 110 kalintinin

tekrarlanan modiillerine (kadherin alanlarina) bagli Ca*? bagh hiicre yapisma

proteinleridir. Her bir alan arasinda genellikle bir Ca*? baglama bdlgesi bulunur.

Kadherinler genis bir super aileden olusur. RET’in hicre disi bdlgesinin kadherin

benzeri alanin dort tekrarini ve Ca*? iyonlarini baglama yetenegi, RET'i kadherin

super ailesinin uzak bir Uyesi yapar. RET'in bir kadherin bir tirozin kinaz ata
genlerinin rekombinasyonu ile ortaya ¢ikmis olabilecegi ileri stralmektedir. Sistein
bakimindan zengin bdlgedeki 28 sistein kalintisinin yirmi yedi tanesi, dogru
intramolekuler disulfid baglarinin olusumunda kritik bir rol oynamaktadir. Molekalin
hlcre disi alani birkag glikozilasyon bolgesi igerir. Tam glikozile olan 170 kDa RET
proteini, hicre zarindaki reseptérin olgun formudur. 150 kDa formu ise
glikozilasyona sahip olmayan ve sadece endoplazmik retikulumda bulunan

olgunlagsma uranadar [117].

RET’ in Ug¢ izoformu vardir. Uzun, orta ve kisa RET izoformlari sirasiyla RET51,
RET43 ve RET9 olarak adlandirilir. iki ana izoform olan RET51 ve RET9, cok cesitli
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turlerde ylksek oranda korunmustur. RET51 ve RET9 ile iligkili sinyal kompleksleri
belirgin bir sekilde farklidir, bu da farkli izoformlarin RET'in gesitli fizyolojik islevlerini
yerine getirdigini dugundurmektedir [117].

RET, norotrofik faktorlerden olan GDNF ailesinin buylume faktorlerini baglayan ¢ok
molekulli bir kompleksin sinyal reseptértdir. RET sinyalizasyonuna ayni zamanda
NRTN, ARTN ve PSPN de dahil olmak Uzere, GFL'lerin ¢dzlnebilir proteinlerinin
baglanmasi aracilik etmektedir. GDNF’ nin yani sira bu ailede bulunan diger
GFL'ler, GFRa proteinleri ile birlesir ve ardindan RET'e baglanarak aktive edilir
(Sekil 2.6.).

RET
GDNF

L |

(/
TR TE LT ETTEEEERTTELTLTTTTE
GFRal

Sekil 2.6. GDNF- GFRa1’in RET reseptorune baglanmasi [118]

GFRa, hlcre ici veya transmembran bodlgeleri olmayan ve hicre yuzeyine
glikozilfosfatidil inositol (GPI) baglantisi ile baglanan ligand baglayici
koreseptorlerdir. GDNF esas olarak GFRa1 ile birlesir, NRTN, ARTN ve PSPN ise
sirasiyla GFRao2, GFRa3 ve GFRa4 ile birlikte RET'e baglanir (Sekil 2.4.; a) [119].
Cogu RTK'den farkh olarak RET, ligandlarini dogrudan baglamaz. RET tirozin kinaz
aktivitesini ekstraselller ortamda gerceklestirmek icin GFL'lelerin GPI ile
iliskilendirilmis koreseptorleri GFRa ailesi (GFRa1-4) ile kompleksin bir araya
gelmeleri gerekir, daha sonra GFL-GFRa kompleksi RET ile heterodimerleri
olusturur (Sekil 2.7.; b) [120].
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Sekil 2.7. a) GDNF, NRTN, ARTN ve PSPNin GFRa ailesi reseptorlerine
baglanmasi, b) RET-GFL-GFRa kompleksi

ligili GFRa koreseptdriine baglanan ligand, hiicresel hayatta kalma, farklilasma,
proliferasyon, migrasyon ve kemotaksiyi dizenlemede 6nemli bir role sahip olan,
farkh hticre ici sinyal kaskad yolaklarinin aktivasyonuna yol agan hucre igi tirozinlerin
RET dimerizasyonunu ve trans fosforilasyonunu stimile eder [121]. Ligand
baglanmasindan sonra RET’in aktivasyonu, tirozin kinazin aktivasyonuyla
sonugclanir ve gesitli hiicre ici tirozin kalintilarinin otofosforilasyonuna yol acar. Bu
olayin iki sonucu vardir: esas olarak Tyr900 ve Tyr905'in aracilik ettigi aktif kinaz
konformasyonunun korunmasi ve sinyal iletim proteinleri igin yerlesim yerlerinin
olusturulmasidir. Ligand baglanmasiyla RET, RAS/hucre digi sinyal ayarl protein
kinaz 1 ve 2 (ERK1/2), fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K/AKT), c-Jun amino-terminal
kinaz (JNK), p38 mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (p38MAPK), sinyal transduseri
ve transkripsiyon aktivatoru 1/3 (STAT1/3) ve fosfolipaz C-y (PLCy) dahil olmak

Uzere ¢ok sayida sinyal yolunu aktive eder [122].
2.4.1. Meme kanserinde RET

RET aktivasyonunun g¢esitli kanser tiplerinde proliferasyonu, ilerlemeyi ve metastazi
arttird1g1 gosterilmigtir [123]. Bircok meme tUmoru gen buyumesi ve HER2, EGFR,
IGFR ve FGFR gibi RTK'lerin tim&r bliyumesine katkida bulunan asir ekspresyonu
ile karakterizedir [124-126]. Bir proto-onkogen olarak tanimlanan RETteki
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degisiklikler ilk kez 1990'da tiroid kanserinde ve yirmi yildan fazla bir slire sonra
akciger kanserlerinde tanimlanmistir [115, 127-129]. Pankreatik duktal
adenokarsinomlu hastalarin %40-65'inde ve prostat kanserlerinin %20-75'inde RET
ekspresyonunda artis oldugu saptanmistir ve bu durum Kkotd prognozun bir
gOstergesi olarak dusunulmektedir [130, 131]. Ayrica melanom, gliom, néroblastom,
renal hucre karsinomlari, endometriyal, bas ve boyun kanserleri dahil olmak tUzere
bircok kanser turinde ylksek RET ekspresyonu gosterilmigtir [132]. Aktif onkojenik
RET olusumuna yol agan mutasyonlarin, néroendokrin organlari etkileyen dominant
kalitsal bir kanser sendromu olan MENZ2'ye neden oldugu bulunmustur. RET’in

onkojenik mutasyonlarina sMTK’lerinin yaklasik %50'sinde rastlanmaktdir [133].

Meme kanserinde RET teki genomik degisiklikler yeni tanimlanmis olmakla birlikte,
bagimsiz galismalardan elde edilen sonuglar RET ekspresyonundaki artisin meme
kanseri patojenezinde ve tedaviye yanitta anahtar bir igsleve sahip oldugunu
disundurmektedir [6, 134, 8, 135, 136]. RET geni, meme kanserinde 6énemli bir
transkripsiyon faktort olan ER aigin dogrudan bir hedeftir ve meme kanseri ile iligkili
RET ekspresyonu ilk olarak esas olarak ER+ meme tumoértunde bildirilmigtir [137,
133]. Bununla birlikte yapilan birgcok calismada ER-, Gg¢lii negatif (UN) ve HER2
meme kanseri alt gruplarinda ylksek RET seviyelerinin bulunmasi RET asiri
ekspresyonunun ER+ alt grubuyla sinirli olmadigi gdsterilmistir [134, 138-140].
RET, invaziv meme kanserlerinin %30-70" inde eksprese edilmektedir ve
ekspresyon ER pozitif tumorlerinde nispeten daha sik gorulmektedir. Otokrin
aktivasyonuna yol acan RET ve GFL'lerin birlikte ekspresyonu bazi meme
timorlerde saptanmis olup metastaz, niks ve azalmis sagkalim ile iligkilidir [133,
134, 141, 135].

Tekrarlayan meme kanserinde tumorlu doku hem normal hem de primer tumorlu
dokularla kargilagtinidiginda RET protein ekspresyon seviyelerinin onemli dlgude
arttig1 gorulmustar. Ayrica artmis RET ekspresyonunun, daha buyuk tumor boyutu,
daha ileri tumor evresi, duslk metastazsiz sagkalim ve daha dusik genel sagkalim
ile iligkili oldug@u bildirilmektedir [137, 133-135, 142]. Meme tumadrlerinde in vivo artan
RET ekspresyon seviyelerinin selektif 6strojen modulatérleri (tamoksifen gibi),
Ostrojen biyosentezini bloke eden ajanlar (aromataz inhibitdrleri gibi) ve ER
antagonistlerini (fulvestrant gibi) iceren endokrin tedavilere karsi direng ile iligkili

oldugu bildirilmistir [134, 143, 135]. Ostrojeni hedef alan tedaviler, hormon reseptori
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pozitif meme timoérd olan kadinlar icin  6nemli bir adjuvan secgenegini
olusturmaktadir. Ancak edinilmis veya i¢sel endokrin direnci olarak adlandirilan bu
tedavilere direng, uzun sureli kullanimlarini ciddi bir sekilde sinirlandirmaktadir.
Tamoksifen veya aromataz inhibitorleri ile tedavi edilen hastalarin primer
tumorlerinde RET ekspresyonundaki artmis insidansin direng gelistiren hastalar igin
yeni bir prediktif gdsterge olabilecedini disindirmektedir [143, 135]. Klinik dncesi
calismalarda meme kanserinde RET’in hedeflenmesinin hem timor buydmesini
bloke etmek hem de endokrin tedavilere yaniti arttirmak icin destek
saglayabilecegini gostermektedir [6, 138, 144].

2.4.2. Kanserde RET’in tek niikleotid polimorfizmleri

Tek nukleotid polimorfizmleri (SNP'ler), ortalama insan genomunun yaklagik
1/1.000'ini iceren, insanlarda en yaygin gorllen genetik varyasyon seklidir.
Geleneksel olarak, SNP'lerin bialelik oldugu varsayilan pozisyonda dort ortak
nikleotitten sadece ikisi bulunur ve popullasyonun %1'inden daha fazlasinda
gorulen en az yaygin nukleotide sahiptir. SNP'lerin dagiimi ve iglevi mevcut
arastirmalarin énemli bir alanini olusturmaktadir. Bu arastirmalar SNP'lerin protein
yapisini nasil etkiledigini, genetik calismalarda SNP'lerin kullanimini ve aday
genlerdeki fonksiyonel varyantlarin tanimlanmasini kapsamaktadir [145]. SNP'ler,
bir poptilasyonda dogal varyasyonu goésteren genomdaki bireysel baz pozisyonlarini
ifade etmektedir. insanlarda en ¢ok bulunan genetik cesitliligi temsil ederler ve
birbiriyle iligkisiz bireyler arasindaki tum farkliliklarin  %90'indan fazlasini
olustururlar. SNP kaliplarinin birgok insan fenotipini etkilemesi muhtemel oldugu icin
SNP genotiplemesine dayanan buyuk Olcekli calismalarin karmasik hastaliklari,
ilaclara verilen yanitlari veya ¢evresel kimyasallara verilen tepkileri etkileyen genleri
belirlemesine yardimci olmasi beklenmektedir. SNP'ler hedef tanimlamadan klinik
calismalara kadar ilag geligtirme surecinin tim asamalarinda 6nemli bir rol

oynamaktadir [146].

ik olarak tiroid kanserinde onkojenik bir gen olarak tanimlanan RET, cesitli tipteki
ailesel ve sporadik tumoérlerde tani, prognoz ve hastalik ydnetiminde rol
oynamaktadir. MEN2, feokromositoma, meduller singer bobrek, hiperparatiroidi,
Hirschsprung hastaligi, PTK, sMTK, desmoplastik melanom, akciger kanseri,
pankreas kanseri gibi cesitli kanserlerde RET’in birgok SNP’si (rs1799939,
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rs1800861, rs1800862, rs1800863, rs2435357, rs1800858, rs2435357, rs2565206)
bildirilmistir [147-149, 10, 150, 11, 151, 152, 12, 153-157, 13-15]. Meme kanserinde
RET’in rs2435357 SNP’sini igeren bir ¢alisma bulunmaktadir [158]. Meme
kanserinde hem in vitro hem de in vivo olarak yapilan bu ¢alismada ER+ meme
kanserli hastalarda azalmis RET ekspresyonu ve RET geni rs2435357 SNP’si olan
tasiyicilarda artmis sagkalim oldugu bildirilmistir [142]. RET Kkisisellestiriimis tedavi

igin artan dnemi olan yeni bir terapotik hedeftir [9].

Lebeault ve digerleri RET genindeki SNP'lerin, MEN2, medduller tiroid kanseri
vel/veya feokromositoma gelisimi ve ilerlemesindeki potansiyel rollerini arastirmak
Uzere Fransa'da yaptiklari retrospektif kohort calismasinda 10 yillik strede 5109
vaka ve 2214 akrabada RET protoonkojen analizini yapmiglardir. RET SNP
varyantlari- G691S (rs1799939), L769L (rs1800861), S836S (rs1800862) ve S904S
(rs1800863) karakterize edilmis, G691S SNP'nin veya SNP kombinasyonunun
feokromositoma goérilme riskini arttirdigi, fakat medduller tiroid kanseri ile iligkisi
bulunmadigi bildirilmistir [153]. Meduller stinger bdbrek ve hiperparatiroidi tanisi
almis Cinli kadin hastada RET G691S/S904S polimorfizmleri bulunmustur [152].
Yapilan bir meta-analiz c¢alismasinda farkli etnik kdkenlerde RET
protoonkojenindeki rs2435357 ve rs1800858 polimorfizmlerinin Hirschsprung

hastaligina duyarhlik ile iligkili olabilecegi ileri strtlmustir [147].

Bir enterik néropati gesidi olan Hirschsprung hastaligi duyarhliginda RET c.73x
9277T>C (rs2435357) ve ¢.135G> A (rs1800858) polimorfizmlerinin rolu ile alakal
yapilan diger bir meta-analiz calismasinda Asya, Kafkas ve Cin populasyonlarinda
c.73x9277T>C ve ¢.135G>A polimorfizmlerinin etnik kokene goére artmis

Hirschsprung hastalgi riski ile dnemli dlgude iligkili oldugu gosterilmistir [148].

MEN2 hastalarinda RET varyantlarinin feokromositoma penetrasyonu Uzerindeki
etkisinin arastinldigi galismada, feokromositomasi olan ve olmayan hastalarda RET
varyantlarindan L769L, S836S ve G691S/S904S frekanslar kargilastiriimigtir.
L769L, S836S veya S904S/G691S varyantlarinin frekanslari ile feokromositoma
gelisimi arasinda herhangi bir iliski bulunmamisg, iki RET genetik varyanti barindiran
bireylerde, yasa bagh olarak feokromositoma gelisme riskinin 2,6 kat arttigi
bildirilmigtir. MENZ ile iligkili feokromositomada RET risk alellerinin duyarlilik ve yasa

bagl penetrans tzerinde sinerjik bir etkisi oldugu sonucuna variimistir [156].
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2.5. Norotrofik Faktorler

Norotrofik faktorler, nérit blyldmesini, néronal hiicre farklilagsmasini ve in vivo/in vitro
hayatta kalmay! destekleyici salgilanan proteinlerdir [159]. Norotrofik faktorler,
spesifik hlcre yuzeyi reseptorlerine baglanarak ve aktive ederek eylemlerini
gerceklestiren polipeptidlerdir. Norotrofik faktorler, hem merkezi hem de periferik
sinir sistemlerinde noronlarin bayumesi, gelisimi ve surdurilmesinde dnemli bir role
sahiptir [16]. Bunlar klasik norotrofinler, glial tirevli norotrofik faktor ligandlari ve

noroprotektif sitokinler olmak Uzere 3 gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.7.) [160].

Cizelge 2.7. Norotrofik faktorlerin siniflandiriimasi [160] NGF, sinir blylime faktoru;
BDNF, beyin kaynakli noérotrofik faktor; NT-3, norotrofin-3; NT-4,
norotrofin-4; GDNF, glial kaynakli nérotrofik faktdr; NTN, neurturin;
ARTN, artemin; PSPN, persephin; EGF, epidermal buyime faktoru;
IGF-1, insulin benzeri buylume faktért; FGF, fibroblast buyime faktord;
HGF, hepatosit buyime faktort; EPO, eritropoietin; VEGF, vaskuler
endotelyal blylume faktor; CNTF, siliyer nérotrofik faktér; TNF, tGmor
nekroz faktord.

i ¢ R
= |GF

= NGF = GDNF = FGF

= BDNF = ARTN = HGF

= NT-3 = PSPN = EPO

= NT-4 = NRTN = VEGF
= CNTF
= TNF

2.5.1. Klasik norotrofinler

Klasik norotrofinler merkezi ve periferik sinir sisteminde néronal hayatta kalma,
gelisme, fonksiyon ve plastisiteyi dliizenleyen blyume faktorleri ailesidir. Klasik dort
norotrofin vardir: sinir buyime faktord (NGF), BDNF, ndrotrofin-3 (NT-3) ve
norotrofin-4 (NT-4). BDNF beyindeki ylksek ekspresyonu nedeniyle lzerinde en
cok calisilan norotrofindir. Norotrofinlerin aktiflesmesi, PI3K/Akt, Ras-Raf-MAPK,

PLCy yolu ve EGFR’nin transaktivasyonu dahil olmak tzere bir dizi asagdi akis
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yolunu uyarir. Bu sinyal vyollarinin aktivasyonu, kanser hucre buyumesini,
proliferasyonu, hayatta kalmayi, migrasyonu ve epitelden mezenkimale gegisi
artirarak ve anoikis, relaps ve kemoterapotik duyarlihgr azaltarak onkojenik etkilere
neden olur. Norotrofinler p75 norotrofin reseptoru ve tropomiyozin reseptor kinazlari
(Trk) olmak Uzere iki tip reseptére sahiptir. P75, dort nérotrofinin tima igin
reseptordir. NGF, TrkA'yl, BDNF ve NT-4, TrkB'yi ve NT-3 TrkC'yi baglar (Sekil 2.8.)
[18, 161].
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Sekil 2.8. Klasik noérotrofinler ve reseptorleri [18]

Bu nodrotrofinler ve reseptorlerinin sadece sinir sisteminde eksprese edildigi
dusunulirken yapilan c¢alismalar ile makrofajlar, endokrin hucreler, bagisikhk
hdcreleri, duz ve gizgili kas lifleri tarafindan da eksprese edildigini gosterilmigtir.
Norotrofinlerin ve Trk reseptorlerinin, 6zellikle BDNF ve TrkB'nin ylksek dizeyde
duzenlendigi ve meme, akciger, kolon-rektum, pankreas, prostat, karaciger,
miyelomlar ve lenfoid tumdrler dahil olmak Uzere gesitli kanserlerde 6nemli rol
oynadidi bulunmustur. Trk reseptorlerini hedefleyen ilaglar, kanser tedavisi igin klinik
caligmalara dahil edilmis ve ilimh yan etkilerle imit verici sonuglar elde edilmistir
[161].
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BDNF tirozin kinaz reseptort olan TrkB igin spesifik bir liganddir ve BDNF'nin
baglanmasi ile birlikte PI3K yolu dahil olmak tGzere gesitli yollari etkin hale getirir.
BDNF-TrkB sinyalinin, kemoterapide dirence ve neoplastik hucrelerin blyumesine
aracilik ettigi, bunun da primer tUmor hicrelerinde otokrin sinyal yoluyla yoluyla
gerceklestigi 6ne surtlmuasttr. Otokrin BDNF-TrkB sinyal transdiksiyonu ile uyumlu
olarak hucre proliferasyonu, farklilagsmasi, hayatta kalma ve invazyonu ile iligkilidir.
Bununla birlikte metastatik Her2+ meme kanserinde beyin mikrogevresinde BDNF
tarafindan TrkB aktivasyonunun olasi parakrin roliinin daha fazla aydinlatiimasi
gereklidir [162].

BDNF/TrkB sinyalinin onkojenik sonuglari evrensel olarak kabul goérmustur.
BDNF/TrkB'nin meme kanseri, karsinoid, servikal, kolorektal, gliom, karaciger,
akciger gibi sayisiz kanser tirinde artarak regule edildigi bulunmustur. Yapilan
calismalar BDNF'nin gesitli kanserler igin dnemli bir prognostik faktor olabilecegini
ortaya koymustur. BDNF/TrkB yolaginin artarak dizenlenen blyume faktoru
reseptori olan EGFR'yi transaktive ettigi goOsterilmigtir. Bu transaktivasyon,
embriyonik kortikal ndronlarin, akciger ve yumurtalik kanseri hucrelerinin gogalmasi

ve migrasyonu icin 6nem tasimaktadir.

BDNF uygulanmasi, kolon kanserinde EGFR inhibisyonunun onkolitik etkisini
onlemektedir. Ayrica BDNF ve EGFR yolaklarinin birlikte inhibisyonu kolon kanseri
hicre c¢ogalmasini baskilamada birbirini kompanse ediyor goérunmektedir.
BDNF/TrkB kanser hucresinin kemoterapiye duyarhligini da azaltabilmektedir.
BDNF'nin néroblastom hicrelerinin sisplatin, etoposid ve vinblastin ile doza bagiml
bir sekilde sagkalimi arttirdidi bildirilmistir. BDNF'ye kargi antikorlarla tedavi fareleri
meme kanseri, rahim sarkomu ve ndroblastom modellerinde kemoterapiye daha
duyarli hale getirmistir. BDNF uygulamasinin bas ve boyun skuamoéz hucreli
karsinomunda kemoterapotik dirence neden oldugu gosterilmistir. Kemoterapide
BDNF'nin bu koruyucu roll, muhtemelen kanser hucrelerinin ¢ogalmasini ve
hayatta kalmasini desteklemesinden kaynaklanmaktadir [161]. Meme kanseri
dokusunda BDNF’nin fazla eksprese edildigi bildirilmigtir [163]. BDNF TrkB

araciligiyla apopitoza direncin uyariilmasi sonucunda kanser hucrelerinin hayatta
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kalmasina katkida bulunmaktadir. BDNF/TrkB’nin hedeflenmesi ile timor

blylUmesinin engellenebilecedi 6ne surilmektedir [164].
2.5.2. GDNF ligandlari

GDNF ailesi beta benzeri buyume faktorlerini donustlren ligandlar olarak hem
sempatik, parasempatik, duyusal ve enterik néronlari igeren periferik, hem de orta
beyin dopamin néronlari ve motor ndronlari iceren merkezi sinir sisteminde
noronlarin geligtiriimesi ve sdrdurtlmesinde rol oynamaktadir. GDNF ailesi bu
sebeple parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif hastaliklarla micadelede terapotik
ilgi odagi olmustur. Sinir sisteminin disinda bu faktérler bébrek morfojenezi gibi diger
bircok slrece de aracilik etmektedir [165]. GFL’ler GDNF, Neurturin, Artemin ve

Persephin olmak Uzere dort proteinden olusmaktadir [156].

Neurturin (NRTN)

NRTN, noérotrofik faktérlerin bir alt sinifi olan GDNF ailesi ligandlarinin Gyesidir
[166]. NRTN’nin koreseptdri GFRa2'ye baglanmasiyla olusan protein kompleksi
transmembran reseptorleri olan RET veya noral hiicre adezyon molekulini aktive
eder (Sekil 2.9.) [154]. Bdylece hlcre sagkalimi, farklilasmasi ve baylimesine yol
acan hucresel yanitlar tetiklenmektedir. NRTN, GDNF ve ARTN'nin GFRa
reseptorlerine baglanmalarinin yani sira, sulfatlanmis polisakkarit heparini ve ilgili
molekull heparan sulfati (HS) bagladigi gosterilmistir. Dallanmamis HS, cesitli HS
baglayan molekullerin lokal konsantrasyonlarinin artisinin  oldugu hucre

yuzeylerinde ve ESM ifade edilen glikoproteinler tarafindan saglanmaktadir [167].
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NRTN

l RET

GFR2

Sekil 2.9. Neurturin, koreseptdri GFRa2 ve reseptori [168]

GFL'ler, aksonlarin buylmesini stimile etmek i¢in hedef dokular tarafindan serbest
birakilmaktadir ve hem in vitro hem de hayvan modellerinde hasar gérmus noronlari
yeniden ¢ogaltabildikleri gosterilmistir [169]. Bu nedenle NRTN ve diger GFL'ler bir
dizi nérodejeneratif hastalik icin protein yapili terapétikler olarak goésterilmigtir.
NRTN, Parkinson hastaliginin tedavisi igin klinik ¢calismalarda yer bulmustur [170].
Noral krest hucrelerinin yetmezligiyle gelisen Hirschsprung hastaliginda Neurturinin
polimorfik varyantlari olan IVSI-663 (rs1379868), c¢.x592 (rs10775589)
arastinimistir [20]. NRTN’nin dahil oldugu GFL'ler, RET Uzerinden birka¢ sinyal
iletim yolunu aktive ederek hucrelerin hayatta kalmasi, ¢odalmasi, farklilagsmasi,
gocu ve onkojenik etkileri yaymaktadir [17]. RET'in aktivasyonu NRTN’in ile
etkilesimini gerektirdiginden, NRTN'’i kodlayan genlerin, c¢esitli kanser tiplerinin
patojenezinde rol oynadigi dusundlmektedir. Pankreas kanserinde doku ve
hicrelerde artmig NRTN ekspresyonu oldugu, invazyon ve proliferasyonu arttirdigi
gosterilmigtir [171]. sMTK hastaliginda Neurturinin  IVSI-663 (rs1379868),
STOP+711bp (rs778811) SNP’leri degerlendirilmistir [19, 20].

2.5.3. Noroprotektif sitokinler

Blyume faktorleri, hicreden hlcreye iletisimde yer alan hicre digi sinyal
proteinleridir. Cogu buyume faktort, spesifik yuksek afiniteli plazma membran
reseptorlerine baglanarak komsu hedef hicreler Uzerinde etki etmektedir. Spesifik
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reseptorlere baglanan blyume faktorleri hicre icinde efektdér mekanizmalarin
aktivasyonuna yol acan sinyal iletim yollarini indiklemektedir. Blylime faktorleri,
¢ok hucreli organizmalarda hicreden hucreye iletisimi gerceklestirmek igin
evrimlesmistir. Hedef hlcredeki hiicresel yanit, buyime ve hucre proliferasyonu ile
iligkilidir. Bununla birlikte, htcre farkhlasmasi, transformasyonu, sentezi,
salgilanmasi, hucre dlumu ve hareketliligi gibi kimyasal sinyallerle bir dizi hucresel
yanit ortaya cikarilabilmektedir [172, 173]. Buyume faktorlerinden noroprotektif
sitokinler ailesinde epidermal buyume faktora (EGF), insulin benzeri buyume faktoru
(IGF-1), fibroblast blyime faktéri (FGF), hepatosit bliyuime faktéri (HGF),
eritropoietin (EPO), vaskuller endotelyal bluylime faktori (VEGF), siliyer norotrofik
faktor (CNTF), timor nekroz faktora (TNF) bulunmaktadir.

2.6. Matriks Metaloproteinazlar (MMP'ler)

FAK sinyali hiicre gé¢u ve hayatta kalma gibi hicresel fonksiyonlarin yaninda
MMP'ler Uretiminde kritik bir rol oynamaktadir [174]. Matriksinler olarak da bilinen
MMP'ler ¢cinkoya bagh enzimlerdir. Temel etki mekanizmalari toplu olarak kollajen,
jelatin, fibronektin, vitronektin ve laminin gibi ESM’nin hemen hemen her bileseninin
degradasyonunu icermektedir. 17’si ¢dzlnebilir salgilanan ve 6’si membran tipi
enzim olmak Uzere 23 tip insan MMP’si vardir. MMP'ler spesifik yapiya,
substratlarina ve ekspresyon modellerine sahip olan enzimler olarak tanimlanmistir.
MMP'ler ESM icinde tercih ettikleri substratlara gore alt gruplara ayrilirlar:
kollajenazlar (MMP-1, -8, -13), jelatinazlar (MMP-2, -9), stromelisinler (MMP-3, -10,
-11), matrilisin (MMP-7) ve membran iligkili MMP'ler (MT1-MMP / MMP-14, -15, -16,
-17, -24, -25) [175].

MMP ailesinin tim Uyeleri arasinda iki yapisal unsur ortaktir. ilki, proteinin katalitik
bdlgesinde bulunan ve eylemi igin gerekli olan ginko iyonudur; ikinci ise bir sistein
kalintisi igceren propeptittir. Bu proteazlar, genellikle hicre digi boslukta aktive olan
ve pro-MMP olarak adlandirilan zimojen seklinde salgilanirlar. MMP'lerin faaliyeti,
transkripsiyon, salgilama ve proteolitik bolinme yoluyla aktivasyonun yani sira
metalloproteinaz endojen doku inhibitdrleri (TIMP'lerinin) ile inhibisyonunu igeren

birka¢ adimda duzenlenir [176].
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MMP'ler, timor invazyonu ve metastazinda rol oynarlar. TUmor hicrelerinden gelen
sinyaller, hiicre disi membrani bozan/sindiren MMP'lerin Uretimini aktive eder,
bdylece anjiyojenez/hlicre gogune yardimci olur. Bu slreg, hematolojik invazyon/
metastaz icin asamayi belirler. Doku MMP'si kan dolasimina sizabildiginden ve
dolasim seviyelerini artirabildiginden, kandaki MMP profilinin hastaligin baslangici,
ilerlemesi veya izlenmesi icin biyolojik belirtecler olarak dusunitimektedir [177].
MMP’ler, ESM'nin gesitli bilesenlerini segici olarak bozarlar ve ESM'de bulunan
baylume faktorlerini ve sitokinleri serbest birakirlar. MMP'ler ayrica gesitli blyume
faktorlerini, sitokinleri, kemokinleri aktive edebilirler ve sitokin reseptorleri, hicre
yapisma molekdilleri, Grokinaz reseptord, vb. hicre ylzeyi proteinlerini ayirabilirler.
MMP'ler proteolitik aktiviteleri sayesinde invazyon ve metastazda 6nemli roller
oynarlar ve anjiyojenez de dahil olmak Uzere hucresel olaylari kontrol eden sinyal

yollarini diizenlerler [178].
2.6.1. Matriks metaloproteinaz-2 (MMP-2)

Jelatinazlardan olan MMP-2, inaktif zimojen olarak salgilanir (poroMMP-2:72 kDa) ve
yapisindaki prodomainin ayrilmasi ile aktif formuna (MMP-2:65 kDa) donusgur (Sekil
2.10.). Aktivasyon surecini ¢esitli mekanizmalar harekete gecirmektedir. ProMMP-
2'nin hucre yuzeyinde aktivasyonu icin ana yol, MT1-MMP ve TIMP-2 igeren
molekuller kompleks olusmasi ile gergeklesir. Bu hiicre ylzeyi etkilesimi, proMMP-
2'nin TIMP'siz, aktif MT1-MMP'nin yakininda kimelenmesine yol acar ve bu da
proMMP-2'nin aktivasyonunu baslatir [178].

MMP-2 (jelatinaz A), tip IV kollajenolitik aktiviteye sahiptir ve endotel hicreler,

osteoblastlar, fibroblastlar ve miyoblastlar tarafindan ifade edilir [179].

Proteini l

Fibronektin tekrarlann  Mentese bolgesi Hemopeksin

Sekil 2.10. MMP-2’nin yapisi [180]
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MMP-2 tumoru gevreleyen dokuyu ayiran bazal membranin temel bilegenlerinden
biri olan tip-1V kollajeni yikarak meme tUmoru istilasinda ve metastazinda kritik bir
rol oynar. MMP-2 ayrica buyume faktorlerinin ve inflamatuvar belirteglerini
aktiflegtirir ve anjiyojenezin uyariimasi yoluyla tumor gelisimini kolaylagtirmaktadir
[181]. Tumor metastazinin erken evresinde 6nemli bir adim olan invazyon, kanser
hlcrelerinin primer bélgeden kagmak igin bazal membranlari ve timori gevreleyen
ESM'yi bozmasiyla meydana gelir. MMP-2, kolajen tip I/1V, fibronektin, entaktin ve
elastini parcalayabilen proteinazlardandir ve bu nedenle tUmor hucrelerinin uzak
metastazi ve invazyonu dahil olmak uUzere kanser ilerlemesinde Oonemli rol
oynamaktadir. MMP-2'nin artan regulasyonu, meme kanseri de dahil olmak Uzere

cesitli kanserlerde kotl prognoz ile yakindan iligkilidir [182].
2.7. Fokal Adezyon Kinaz (FAK)

Kanser hucreleri ve timor mikrogevresi arasindaki etkilesimden kaynaklanan
sinyaller timdr gelisimi icin kritik bir Sneme sahiptir. integrinler, plazma zarinin i¢ ve
dig bolgesi arasindaki fiziksel baglantinin saglanmasinda ve sinyal iletiminin
dizenlenmesinde ¢ift yonlu vericilerdir. ESM'lerde birlesen integrinler, adaptor
proteinler (6rn., P130 Cas ve Crk), reseptor olmayan tirozin kinaz (Src ailesi kinaz
ve fokal adezyon kinaz), kiglik GTPazlar (6rn. Rho, Rac ve Cdc42) ve sitoskeletal
proteinler (6rn. talin, vinculin ve paxillin), fokal adezyonlar olarak adlandirilan hicre
ici 6zellesmis kompleksler ve yaplilar olusturarak aktivasyonu saglamak igin plazma

membrani Uzerinde bir araya gelirler [183].

FAK, molekiler agirligi 125 kDa olan ve hicresel iletisimde, farkli hicresel
fonksiyonlarin regilasyonunda ESM icin énemli bir hlicre ylzeyi reseptorleri ailesi
olan integrinler tarafindan hucre i¢i sinyalinin anahtar araci olarak tanimlanan
sitoplazmik bir tirozin kinazdir. FAK oto-inhibitor mekanizmasinin bozulmasiyla
integrinlerin aktivasyonu Uzerinden otofosforilasyona ugramaktadir ve kinaz
aktivitesi azalarak sinyallemeyi tetiklemek igin Src ve diger hlicresel proteinler ile
kompleks olusturmaktadir [184, 185]. FAK integrinler, sitokinler, biyume faktorleri
ve G proteini baglli reseptdrler dahil olmak Uzere hlcre ylzeyi transmembran
reseptorlerinden gelen farkl hicre disi sinyalleri aldiktan sonra gesitli hiicresel
fonksiyonlar igin sinyal yollarini tetiklemektedir [186, 187].
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Cesitli kanserlerde FAK'In potansiyel rolinidn arastirildigi ¢cok sayida galismada,
kanserin gelisimine ve ilerlemesine katkida bulundugunu goésteren biyolojik
mekanizmalar ortaya koyulmustur [188]. FAK, timor mikrogevresinde hulcre
sinyalizasyonunun ¢ok fonksiyonlu bir dizenleyicisidir ve invaziv hicre fenotiplerini
tesvik eder. FAK integrin veya blyume faktorl reseptorleri aracihgiyla sinyalleri
kanser hicrelerine entegre eden ve donustiren ¢ok fonksiyonlu bir proteindir [189,
190]. Pek ¢ok kanser turinde artan FAK mRNA duzeyleri gozlemlenmigtir ve kotu
hasta sagkalimi ile iligkili bulunmustur. [191, 192]. FAK'In hlcre gogunden,
sagkalimdan, proliferasyondan ve adezyondan sorumlu ¢oklu kanser hiicrelerinde
asiri eksprese edildigi ve/veya asiri fosforile oldugu bulunmustur [193-196]. FAK,
tumor anjiyojenezinde vaskuler fonksiyonlarin korunmasini saglamaktadir.
Sitokinler FAK sinyal yolu ile vaskller buyume faktoéri ekspresyonunu
indtklemektedir [197].

MCF7 hicrelerinde FAK/RET kompleksi tanimlanmistir ve FAK’In RET’in asagi akis
sinyalinde bulundugu gosterilmistir. Fare modelinde bir RET inhibitdri olan NVP-
ASTA487 ile muamele edilen J110 timorlerde FAK ve STATS3 aktivitesi azalmistir ve
FAK aktivasyonunun RET-STAT3 sinyal etkilesiminin bir aracisi oldugu
g6sterilmistir [134]. insan timdr dokulari ve tiimérden elde edilen hiicre dizileri ile
yapilan g¢alismalar, FAK ekspresyonunun malignitede yukseldigini gostermektedir.
Meme, kolon ve tiroid karsinomlarinda dokuda yuksek FAK duzeyleri bulunmustur
ve bu artan FAK ekspresyonun tumor invazyonu ile iligkili oldugu ileri surGimustar
[198, 199]. Meme kanseri hlicrelerinde FAK'in karboksil-terminal alaninin (FAK-CD)
adenoviral gen transdiksiyonu ile adezyon kaybi, fosforile FAK'In yikimi ve
uyarilmig apopitoz goérulmustur [200]. Primer meme kanserli dokuda FAK
ekspresyonunun normal meme dokusuna kiyasla artarak regule oldugu bildirilmigtir
[201].
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

AN N NN Y U N U N N U N N NN

Otomatik Pipet seti (Brand)

Termal déngu cihazi (Himedia Prima-96 Plus)
Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer)
Hassas terazi (Shimadzu AW320)

Mikrodalga firin (Argelik)

ELISA okuyucu (Versemax),

Derin Dondurucu -80° C (Jouan WX 530),

Derin Dondurucu -20° C (Argelik)

Santrifuj (Jouan MR 18 22),

Vorteks (Firlabo 1640),

Yatay jel elektroforez tanki (Cleaver Scientific)
Guc¢ kaynagi (Cleaver Scientific nanoPAC-300P)
ELISA okuyucu (Versemax i3x)

Jel Gorunttleme Cihazi (Syngene Ingenius Bio Imaging)
Spin Cihazi (Star Lab)

Kuru Blok Isitici (Biosan Bio TDB-100)

3.2. Kullanilan Kimyasallar

D N N NN

AN N N N N

Distile su

Agaroz

SNP primerleri (rs1799939, rs1800861, rs1800863, rs1379868)
Restriksiyon enzimleri (Taql (Thermo Fischer), Banl (Thermo Fischer), Rsal
(EurX))

%96 EtOH

%70 EtOH

RNAase (EurX)

Proteinkinaz K (EurX))

Master mix (Solis BioDyne)

DNA Ladder (100-1000 bg) (Solis BioDyne)

6x Jel ylikleme ¢ozeltisi (New Bioscience)
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v' 10x TBE Tampon Cozeltisi
v Etidiyum Bromdir alternatifi glivenilir boya (A.B.T. Gel Safer)

3.3. Kullanilan Ticari Kitler

v" DNA izolasyon Kiti (EURx, GeneMATRIX Quick Blood DNA Purification Kit,
Poland),

BDNF Human Elisa Kit (Elabscience Biotechnology Inc, United States),
Neurturin Human Elisa Kit (SunRed Biotechnology Company, United States),
MMP-2 Human Elisa Kit (Elabscience Biotechnology Inc., United States),

DN N NN

FAK Human Elisa Kit (Elabscience Biotechnology Inc., United States).
3.4. Etik Onay ve Calisma Grubu

Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Kurulu'ndan 10.12.2018 tarihinde 912 sayili
onay (EK 1) alinmistir. Bunu takiben Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji

Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden izin alinmigtir (EK 2).

Arallk 2018-Temmuz 2020 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Genel Cerrahi Poliklinigi ve Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji
Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Poliklinigi'ne bagvuran, meme kanseri
teshisi konulmus 110 hasta ve herhangi bir sistemik hastaligi olmayan 110 saghkh
kadin ¢alisma grubunu olusturmustur. Gonulliler calisma hakkinda bilgilendirildikten
sonra anket (EK 3) uygulanmis ve bilgilendirilmis goénalli olur formunu

imzalamislardir.
3.4.1. Calisma grubunun i¢gleme ve diglama kriterleri
Calisma grubunun igleme kriterleri asagidaki gibidir:

e Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi ABD Poliklinigi'ne ve
Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi
Genel Cerrahi Poliklinigi’ ne basvuran yeni teshis almis ve tedaviye
baslanmamis meme kanseri hastalari

e Saglikh kadinlar (kontrol grubu)

e 18 yasin Ustlnde, 88 yasin altinda olmak
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Calisma grubunun diglama kriterleri asagidaki gibidir:

e Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi ABD Poliklinigi'ne ve
Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi
Genel Cerrahi Poliklinigi’ ne basvuran kemoterapi tedavisi almis meme
kanseri hastalari

e Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi ABD Poliklinigi'ne ve
Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi
Genel Cerrahi Poliklinigi’ ne basvuran radyoterapi tedavisi almis meme
kanseri hastalari

e Daha 6nce herhangi bir malignite sebebiyle kemoterapi almig kadinlar

e Endokrin ilag tedavisi alan hastalar

e 18 yasin altinda, 88 yasin Ustlinde olmak

e Hirschsprung hastalari

e Meduller suinger bobrek hastalari

e Pankreas kanser hastalari

e MEN 2A hastalar

e Hiperparatiroidizm hastalari

e Sporadik ve Kalitsal Meddller Tiroid Karsinomlu hastalar
3.5. Kan Numunelerinin Toplanmasi

Hasta ve kontrollerden EDTA’lI ve kirmizi kapakli tiplere alinan kan ornekleri Gazi
Universitesi Eczacilik Fakdiltesi Biyokimya ABD arastirma laboratuvarinda 4000 rpm’
de 15 dk santrifij edilerek serum elde edilmistir ve ependorf tliplere konularak
Olcimler yapilana kadar derin dondurucuda -80°C’de muhafaza edilmistir. Hasta ve
kontrollerden mor kapakh (KsEDTA'l) tuplere alinan kan drnekleri DNA izolasyonu

yapilana kadar -20°C’ de saklanmistir.
3.6. Meme Kanserinde Prognostik Faktorlerin Siniflandiriimasi

Calismamiz kapsaminda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde ve Dr.
Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde toplanan

hasta grubunda molekduler ve histolojik alt tipi, timor derecesi, timor boyutu, dstrojen,
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progesteron ve Her2 reseptér durumlari ve Ki67 proliferasyonu degerlendirilmigtir.

Tumor dereceleri Modifiye Bloom Richardson Skorlama Sistemine goére yapilmistir.

Molekuler siniflandirma Luminal A, Luminal B, Her2 ve Bazal tip olmak Uzere 4 grup;
histolojik siniflandirma, Duktal Karsinoma in Situ, invaziv Duktal Karsinom, invaziv
Lobuler Karsinom, Miks tip ve diger olmak uzere 5 grup altinda degerlendirilmigtir.
Miks tip herhangi iki meme karsinomunu kapsamaktadir. Tiumér derecesi 1, 2, 3;
tumor boyutu 2 cm’den kuglk ve buyuk; Ki67 proliferasyonu %20°’den kiguk ve
blyuk; Ostrojen, progesteron, cerbB2 reseptdr durumlari pozitif ve negatif olarak

siniflandiriimistir.
3.7. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Calisma grubunda RET geninde G691S (rs1799939), L769L (rs1800861), S904S
(rs1800863) bolgeleri ve Neurturin geninde 1VSI-663 (rs1379868) bodlgesine ait gen
polimorfizmlerinin belirlenmesi amaciyla DNA izolasyonu yapilmistir. KsEDTA’lI
tiplere alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu EURX, GeneMATRIX Quick Blood
DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir. izolasyon semasi Sekil 3.1.‘de

gOsterilmigtir.

TR
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DNA'nin DNA
bajlanmas Y 'kama eliisyonu

Omegin RNaz A ve Hucre
hazirlanmasi Proteinkinaz K pargalanmam
eklenmesi

Sekil 3.1. Orneklerden DNA izolasyonu
Kit protokolu su sekildedir:
e 40 pL aktivasyon QB tamponu kolona konularak ve oda isisinda lizati
aktarana kadar tutulmustur.
e 1,5 mL’lik ependorflara 200 pL kan érnegdi konulmustur. Uzerine 2 yL RNaz A

eklenerek karigtiriimigtir.
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e 10 pL proteinkinaz K ve 200 uL QB ¢ozeltisi eklenerek karigtiriimis ve 10 dk
70°C’ de inkube edilmigtir.

e 200 pL %96’hk etanol eklenerek karistiriimis ve 12000 rpm’de 1 dk santrifQj
edilmistir.

e Lizat kolona aktarilarak 12000 rpm’ de 2 dk santriflij edilmistir.

e Santrifij sonrasinda kolonun altinda suzulerek birikmig olan sivi atilarak kolon
tUpu tekrar yerlestirilmigtir.

e 500 pL yikama QBX1 tamponu kolona eklenmis ve 12000 rpm’de 1 dk
santriftj edilmistir.

e Santrifij sonrasinda kolondan suzilerek birikmis sivi atilarak kolon tlpu
tekrar yerlestirilmigtir.

e 500 pL yikama QBX2 tamponu kolona eklenmis ve 12000 rpm’de 2 dk
santrifij edilmigtir.

e Kolon yeni ependorf tipe (1,5-2 ml) yerlestiriimis ve bagdli DNA'y1 ayristirmak
icin 50 yL Elusyon tamponu eklenmigtir. 3 dk oda sicakhginda bekletilmistir.

e 12000 rpom’de 1 dk santriflij edilmis ve takiben ellisyon basamagi bir kez daha
tekrar edilmigtir.

e Kolon cikarildiktan sonra ependorf kapatilarak elde edilen DNA -20°C'de

muhafaza edilmistir.
3.7.1. DNA derigiminin ol¢gumiui

Elde edilen DNA’nin derigiminin dlgulmesi nanodrop cihazinda asagidaki protokole
gore yapilmistir:

e 1 uL distile su ile ilk dlgim yapiimigtir.

e 1 pL elisyon tamponu ile ikinci dlgim yapilmistir.

e 1 puL drnek ile Gglncl dlgum yapilmistir.

e Sonuglar degerlendirilmigtir.

Safsizlik tayini igcin DNA 6rneklerinin 230 nm, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
absorbansi dlgulmastur. 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda élgulen absorbanslarin
orani (260/280) ile saflik derecesi belirlenmigtir. Saflik derecesi 1,8’e kadar yeterli

kabul edilmigtir. 260 nm ve 230nm dalga boylarindaki absorbanslarin orani
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(260/230) ile de kontaminasyon durumu tespit edilmistir. 260/230 oraninda 1,8-2,2
kabul edilebilir degerdir.

3.8. PZR-RFUP ile Dizi Analizi

RET geni G691S (rs1799939), L769L (rs1800861), S904S (rs1800863) ve Neurturin
geni IVSI-663 (rs1379868) bolgelerine ait SNP’leri tayin etmek igin literatlr taramasi

yapilarak uygun primerler belirlenmigtir. Primerler Cizelge 3.1.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Calisilan her bir SNP igin gen bolgesi adlari ve kullanilan primer dizileri

Gen Bolgesi Primerler (Forward-Reverse)
RET Ekzon 11 G691S F-5-CAGGCATACGCAGCCTGTAC-3'
rs1799939 R-5-GCCTCGTCTGCCCAGGCGTTG-3!
RET Ekzon 13 L769L F-5-CCTGTCCACTGATCCCAAAG-3
rs1800861 R-5'-CACTCAGCCCGTGGACTC-3!
RET Ekzon 15 S904S F-5-GGTCTCACCAGGCCGCTAC-3!
rs1800863 R-5-TCGGTATCTTTCCTAGGCTTC-3'
Neurturin IVSI-663 F-5-GGTCCGTTTTGTCACCTGTC-3!
rs1379868 R-5-CCATTGCTGCTCCATTCTCC-3!

Belirtilen SNP’ler i¢in uygulanan PZR reaksiyon protokolu Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Stoktan hazirlanan reaksiyon ¢ozeltisi PZR grade su ile 35 ul'ye tamamlanmistir.

Cizelge 3.2. PZR reaksiyon protokolu

Bilesen Stok Reaksiyon
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

PZR Tamponu 10X 1X

MgCl. 25mM 1,5 mM

dNTP miks 20 mM 0,2 mM

Forward Primer 10 uM 0,3 uM

Reverse Primer 10 uM 0,3 uM

Taq DNA Polimeraz 5U/ yL 2U

DNA 20-150 ng

Elde edilen reaksiyon ¢ozeltisi igin termal dongu cihazinda asagidaki PZR programi
uygulanmigtir:
* 95°C’de 5 dk
+ 35 dongu:
— 95°C‘de 45 sn
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— 57°C’de 45 sn
— 72°C’de 30 sn
« 72°C’de 5 dk

PZR drunleri elde edildikten sonra %Z2’'lik agaroz jelde yurutulerek bant profilleri
tespit edilmistir. Ayni jelde 100 b¢’lik DNA ladder yardimiyla PZR drUnlerinin dogru
b¢’ye karsilik gelip gelmedigi kontrol edilmistir. PZR Urlnlerinin bant olusturdugu
b¢'ler Cizelge 3.3.’te yer almaktadir.

Cizelge 3.3. Her bir SNP i¢cin PZR Urun uzunlugu ve Tm sicakliklari
PZR Uriinii Uzunlugu

Gen Bolgesi Tm (°C)
(be)
RET G691S 428 60
RET L769L 460 64
RET S904S 332 62
Neurturin IVSI-663 419 59

3.8.1. Agaroz jel hazirlanigi, orneklerin jelde yurutilmesi ve goruntiileme

%1’lik jel icin 1 g agaroz ve %2’lik jel icin 2 g agaroz 100 mL TBE tamponuna
eklenerek elde edilen karisimlar mikrodalga firinda eritilmistir. Erimis jel su altinda
sogutulduktan sonra etidiyum bromur alternatifi guvenilir boyadan 6 damla
eklenerek karistinlmistir. Ardindan ¢ozelti jel kalibina dokllerek donmasi
beklenmistir. Jel donduktan sonra jel tanka yerlestirilip 1XxTBE tamponu eklenmistir.
Her bir kuyucuga 2 uL 6rnek ve 10 uL 6x yukleme ¢ozeltisi pipetleme ile karistirilarak
10 pL hacimde yuklenmistir. Gug kaynagi 80-120 volta ayarlanarak jeldeki érnekler
60-90 dk yurutalmustar. Jel gérintileme sisteminde elde edilen hasta ve kontrollere
ait érnek PZR Urun goéruntileri RET SNP’leri G691S, L769L, S904S ve Neurturin
IVSI-663 SNP’si igin asagida yer almaktadir (Sirasiyla, Resim 3.1., Resim 3.2.,
Resim 3.3., Resim 3.4.).



Resim 3.1. Hasta ve kontrollere ait rastgele secilmis érnek RET G691S PZR Grin
jel goruntusu (NK:Negatif Kontrol; 1:H1; 2:H127; 3:H63; 4:K99; 5:K75;
6:K6)

Resim 3.2. Hasta ve kontrollere ait rastgele secilmis 6rnek RET L769L PZR Urun jel
goruntisu (NK:Negatif Kontrol; 1:H110; 2:H121; 3:H129; 4:K16; 5:K42;
6:K78)
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Resim 3.3. Hasta ve kontrollere ait rastgele secilmis 6érnek RET S904S PZR Urun
jel goruntistu (NK:Negatif Kontrol; 1:H110; 2:H119; 3:H122; 4:K18;
5:K56; 6:K96)

Resim 3.4. Hasta ve kontrollere ait rastgele secilmis érnek Neurturin IVSI-663 PZR
ariin jel goruntist (NK:Negatif Kontrol; 1:H68; 2:H70; 3:H72; 4:K39;
5:K41; 6:K43)
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3.8.2. PZR urunlerine kesim enzimi uygulanmasi

RET geni icin 3 bdlgeye uygulanan kesim enzim protokolleri asagida sunulmustur.

RET G691S bolgesi Banl kesim enzimi uygulamasi

Kesim reaksiyonuna ait protokol asagida verilmigtir:

o PZRUrUNU.....ccooiiiiiiiiiii i, 10 yL
e Ndukleaz free molekdler su................... 18 pL
o 10xBufferO......ccoiiiiii 2 uL
o Banl ... 1-2U

Karisima en son enzim eklendikten sonra pipetleme ile nazikge karigtiriimis ve sonra
37° C’de 16 sa inkube edilmigtir.

RET L769L bolgesi Taqgl kesim enzimi uygulamasi

Kesim reaksiyonuna ait protokol asagida verilmigtir:

o PZRUrUNU......cooiiiiiiiiiiiie e 10 pL

e Ndukleaz free molekduler su................... 18 uL
e 10xBufferTagl.......ccoceoviiiiiiiiiiiinn. 2 uL
o Tagl..cooiiiiii 1-2U

Karisima en son enzim eklendikten sonra pipetleme ile nazikge karistirilmis ve sonra
65° C’de 16 sa inklibe edilmisgtir.

RET S904S bolgesi Rsal kesim enzimi uygulamasi

Kesim reaksiyonuna ait protokol asagida verilmigtir:

o PZRUrUNU......coeiiiiiiiiiiii e, 10 pL
e 10x ONE Tamponu...........cccooviviieininnn, 2 uL
o JOOXBSA...co e, 0,5 uL
o Rsal... 1-2U

Karisim Nukleaz free molekiler su ile 50 ul’ye tamamlanmistir. Pipetleme ile

nazikce karistirildiktan sonra 37° C'de 2 sa inklbe edilmisgtir.

Kesim enzimlerinin uygulanmasini takiben drtnler %1’lik agaroz jelde yurutulerek
bantlar goruntulenmistir. Kesim enzimi reaksiyonu i¢in her bdlgede kullanilan

enzimler, Urln bant sayilari, uzunluklari ve adlar Cizelge 3.4.’te verilmigtir.
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Cizelge 3.4. RET G691S, L769L ve S904S SNP’leri i¢in uygulanan kesim enzimleri
ve kesim sonrasi bant bilgileri

. Kesim Kesim Enzimi Sonrasi Gériilen Bant Uzunluklari ve Adlari
Gen Bolgesi o i i i
Enzimi Yabanil Tip Homozigot Heterozigot
. GA, Ug bant
AA, Iki bant
RET G691S GG, Tek bant 428 bg
Banl 237 bg
AlG 428 bg 237 be
191 be
191 bg
. TG, Ug bant
GG, Iki bant
RET L769L TT, Tek bant 460 bg
Taql 270 bg
TIG 460 bg 270 be
190 be
190 bg
. GC, Ug bant
GG, Iki bant
RET S904S CC, Tek bant 332 be
Rsal 224 bg
CIG 332 bg 224 be
108 bg
108 bg

3.9. Sekanslama ile Dizi Analizi

Neurturin  IVSI-663 (rs1379868) bdlgesi icin kesim enziminin halihazirda
uretiimemesi sebebiyle bu SNP’i tayin etmek icin elde edilen PZR drinlerinde
sekanslama iglemi gergeklestiriimistir. PZR Granld saflastirma asamasinda, elde
edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-
60005) saflastirma kiti kullanilarak kit prosedurine goére saflastiriimistir. Kit protokolt

asagida verilmigtir:

e HighPrep™ PCR reaktifi iyice calkalayarak manyetik boncuklar siispanse
edilmigtir.

e PCR urlnleri 96 kuyucuklu plakaya aktarilarak 50uL’lik reaksiyon igin steril
su, HighPrep™ PCR reaktifi eklenmisgtir.

e HighPrep™ PCR reaktifi ve PCR Urunlerini 6-8 kez pipetlenerek iyice
karistinlmistir ve karisim oda sicakliginda PCR temizleme sisteminde 5
dakika inkube edilmistir.

e Plaka manyetik ayirma cihazinin tzerinde 3 dakika tutulmustur ve ardindan

miknatis Uzerinde pipetleme ile supernatanti ¢ikarilirak atilmigtir.
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Plakanin her bir kuyucuguna 200 ul %80 etanol eklenerek oda sicakliginda
30 saniye inkuibe edildikten sonra supernatant pipetleme ile atilmigtir. Etanol
ile yilkama islemi 2 kez terar edilmigtir.

Plakayr manyetik ayirma cihazi tzerindeyken oda sicakliginda 10-15 dakika
inkUibe edilerek boncuklari kurutulmustur.

Plaka manyetik ayirma cihazindan c¢ikarilarak her kuyucuga 40ul elisyon
tamponu, su ve TE tamponu eklenmistir. 5 kez ¢ekilip birakilarak pipetlenip
iyice karigtiriimigtir.

Oda sicakliginda 2 dakika inkube edildikten sonra plaka manyetik ayirma
cihazinda 3 dakika bekletiimigtir. Temizlenmis suUpernatant sonraki

uygulamalar igin yeni bir plakaya aktariimigtir.

Saflastirma isleminin ardindan Sanger Dizileme 6rnekleri icin ABI 3730XL Sanger

dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1

Cycle Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA) kullaniimistir. Elde edilen

pikler Finch TV programinda goruntulenerek sonuclar degerlendirilmistir.

3.10. ELISA Olgiimleri

3.10.1. Serum BDNF olgiimii

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan serum érneklerinde BDNF 6lgimu Elabscience
markali ELISA kit (Katalog No: E-EL-H0010) ile yapilmistir. Kit protokolli asagida

verilmistir:

Kor ve standart galisma ¢ozeltileri ile serum drneklerinden 100 yL alinarak
plaka kuyucuklarina eklenmistir. islem sonrasinda plaka sizdirmazlik értiisi
ile kapatilarak 37° C'de 90 dk inklibe edilmisgtir.

inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda bulunan ¢dzelti uzaklastiriimistir. Ardindan
her kuyucuga 100 uL Biyotinile Detection Ab ¢alisma solusyonu eklenmistir.
Plaka calkalayicida yavasga karistinimistir ve 37°C'de 1 saat inkube
edilmigtir.

Solusyon aspire edildikten sonra her kuyucuktan 350 yL yikama tamponu
eklenmistir. 1-2 dakika bekletilip kuyucuklardan sollUsyon aspire edilerek
temiz bir havlu kagida dogru kurulanmigtir. Bu ylkama adimi 3 kez

tekrarlanmigtir.
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e Her kuyucuga 100 yL HRP Konjugat g¢alisma solisyonu eklenmistir. Plaka
sizdirmazlik ortusu ile kaplanarak 37°C'de 30 dk inkube edilmigtir.

e (CoOzelti her kuyucuktan aspire edilip 350 pL yikama tamponu eklenmigtir. 1-2
dakika bekletilip her kuyucuktan sollisyon aspire edilmistir. Bu yilkama adimi
5 kez tekrarlanmisgtir.

e Her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklenmistir. Yeni bir plaka ortasu ile
kaplanarak 1giktan uzak bir ortamda 37°C'de yaklasik 15 dk inkuibe edilmistir.

e Her kuyucuga 50 pL Stop Sollsyonu eklenmisgtir.

e Plaka 450 nm'ye ayarlanmis mikro-plaka okuyucuya vyerlestirilerek her

kuyucugun absorbansi dlguimusgtur.

Standart konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerlerinden kalibrasyon

grafigi olusturulmustur (Cizelge 3.5.) (Sekil 3.2.).

Cizelge 3.5. BDNF standart konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri

Konsantrasyon Absorbans
(ng/mL)
250 0,560
125 0,302
62 0,149
31 0,091
0,6
y = 0,0022x + 0,0219
0,5 R? = 0,9987
[a)
Qo4
)
p
< 0,3
M
o
3 02
m
<
0,1
0
0 50 100 150 200 250 300
KONSANTRASYON (ng/mL)

Sekil 3.2. Standart BDNF kalibrasyon grafigi
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Gun ici ve gunler arasi tekrarlanabilirlik

BDNF yontem kesinliginin belirlenmesi i¢in gun ici ve glnler arasi 3 6rnek segilerek

Olcimleri yapiimigtir (Sirasiyla Cizelge 3.6. ve Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.6. Serum BDNF degderleri gun ici tekrarlanabilirlik

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3
1.6lglim (ng/mL) 9,85 12,74 12,47
2.6l¢im (ng/mL) 10,75 14,25 12,76
3.6l¢im (ng/mL) 10,32 11,42 13,79
Ortalama deger 10,09 12,08 13,13
Standart sapma 0,33 0,93 0,93
Varyasyon katsayisi 3,30 7,73 7,11

Cizelge 3.7. Serum BDNF degerleri gunler arasi tekrarlanabilirlik

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3
1.6lctim (ng/mL) 5,49 18,97 17,19
2.6lcim (ng/mL) 5,17 17,82 16,88
3.6lctim (ng/mL) 5,72 19,22 17,61
Ortalama deger 5,61 19,10 17,40
Standart sapma 0,16 0,18 0,30
Varyasyon katsayisi 2,90 0,93 1,71

3.10.2. Serum NRTN olgumu

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan serum érneklerinde Neurturin 6lgimi SunRed
Biotechnology Company ELISA kiti (201-12-4385) ile yapilmistir. Kit protokoll
asagida verilmigtir:
e Standart calisma ve kor ¢ozeltilerinden 50 uL, serum 6rneklerinden 40 uL
alinarak plaka kuyucuklarina eklenmisgtir.
e Ardindan her kuyucuga 10 pL NRTN antibody solusyonu ve 50 pL
Streptavidin-HRP eklenmisgtir.
e islem sonrasinda plaka sizdirmazlik ortiisii ile kapatilarak 37°C'de 60 dk

inkibe edilmistir.
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e Kuyucuklardan solisyon aspire edildikten sonra her kuyucuga 350 pL yikama
tamponu eklenmigtir. 1-2 dakika bekletilip kuyucuklardan solisyon aspire
edilmigtir. Bu yikama adimi 5 kez tekrarlanmistir.

e Her kuyucuga 50 pyL Kromojen A solusyonu ve 50 uL Kromojen B solusyonu
eklenmistir. Yeni bir plaka oOrtusu ile kaplanarak isiktan uzak bir ortamda
37°C'de 10 dk inklube edilmistir.

e Kuyucuklara 50 yL Stop Sollsyonu eklenmigtir.

e Plaka 450 nm'ye ayarlanmig mikro-plaka okuyucuya yerlestirilerek her
kuyucuktaki ¢ozeltinin absorbansi dlgulmustar.

Standart konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerlerinden kalibrasyon

grafigi olusturulmustur (Cizelge 3.8.) (Sekil 3.3.).

Cizelge 3.8. Neurturin standart konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans

degerleri
Konsantrasyon
(ng/mL) Absorbans
8 1,655
4 0,853
2 0,408
1 0,164
1,8
y =0,2115x - 0,0233
1,6 R2? = 0,9986
14
(@)
0 12
2
< 1
@ 0,8
3
A 06
< 0,4
0,2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
KONSANTRASYON (ng/mL)

Sekil 3.3. Standart Neurturin kalibrasyon grafigi
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Gun ici ve gunler arasi tekrarlanabilirlik

Neurturin yontem kesinliginin belirlenmesi icin gin i¢i ve gunler arasi 3 6rnek

secilerek olgumleri yapilmigtir (Sirasiyla Cizelge 3.9. ve Cizelge 3.10.).

Cizelge 3.9. Serum Neurturin degerleri gun ici tekrarlanabilirlik

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3
1.6lglim (ng/mL) 0,53 0,65 0,71
2.6l¢im (ng/mL) 0,47 0,63 0,76
3.6lgim (ng/mL) 0,49 0,71 0,72
Ortalama deger 0,50 0,68 0,72
Standart sapma 0,03 0,04 0,01
Varyasyon katsayisi 6,15 6,24 0,99

Cizelge 3.10. Serum Neurturin de@erleri glnler arasi tekrarlanabilirlik

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3
1.6lciim (ng/mL) 9,82 1,37 0,62
2.6lcim (ng/mL) 10,68 1,32 0,66
3.6l¢im (ng/mL) 10,25 1,33 0,69
Ortalama deger 10,04 1,34 0,66
Standart sapma 0,30 0,03 0,04
Varyasyon katsayisi 3,03 1,97 5,35

3.10.3. Serum MMP-2 dlgumu

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan serum 6rneklerinde MMP-2 6lgumU Elabscience
markal ELISA kit (Katalog No: E-EL-H1445) ile yapiimistir. Kit protokoli asagida
verilmistir:

e Kor ve standart ¢alisma ¢ozeltileri ile serum orneklerinden 100 yL alinarak
plaka kuyucuklarina eklenmistir. islem sonrasinda plakay! kitte verilen
sizdirmazlik ortusu ile kapatilarak 37° C'de 90 dk inkibe edilmigtir.

 inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda bulunan ¢ézelti uzaklastiriimistir. Ardindan

her kuyucuga 100 pL Biyotinile Detection Ab ¢alisma sollsyonu eklenmigtir.
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Plaka calkalayicida yavasca karnistinimistir ve 37°C'de 1 saat inkibe
edilmigtir.

e SolUsyon aspire edildikten sonra her kuyucuktan 350 uL yikama tamponu
eklenmistir. 1-2 dakika bekletilip kuyucuklardan solusyon aspire edilerek
temiz bir havlu kagida dogru kurulanmistir. Bu yikama adimi 3 kez
tekrarlanmigtir.

e Her kuyucuga 100 yL HRP Konjugat ¢aligma solusyonu eklenmistir. Plaka
sizdirmazlik ortusu ile kaplanarak 37°C'de 30 dk inkube edilmigtir.

e (COzelti her kuyucuktan aspire edilip 350 uL yilkama tamponu eklenmigtir. 1-2
dakika bekletilip her kuyucuktan sollsyon aspire edilmistir. Bu yilkama adimi
5 kez tekrarlanmisgtir.

e Her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklenmistir. Yeni bir plaka oértlsu ile
kaplanarak 1giktan uzak bir ortamda 37°C'de yaklasik 15 dk inkiibe edilmistir.

e Her kuyucuga 50 pL Stop Sollsyonu eklenmisgtir.

e Plaka 450 nm'ye ayarlanmig mikro-plaka okuyucuya yerlestirilerek her
kuyucugun absorbansi délgulmuastur.

Standart konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerlerinden kalibrasyon

grafigi olusturulmustur (Cizelge 3.11.) (Sekil 3.4.).

Cizelge 3.11. MMP-2 standart konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans

degerleri
Konsantrasyon
Absorbans
(ng/mL)
6,25 0,499
3,13 0,250
1,56 0,124
0,78 0,057
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y = 0,0805x - 0,0035
R? =0,9999

ABSORBANS (OD)
o
w

0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

KONSANTRASYON (ng/mL)

Sekil 3.4. Standart MMP-2 kalibrasyon grafigi

Gln ici ve gunler arasi tekrarlanabilirlik

MMP-2 yontem kesinliginin belirlenmesi i¢in gun ici ve gunler arasi 3 drnek secilerek

Olcimleri yapilmistir (Sirasiyla Cizelge 3.12. ve Cizelge 3.13.).

Cizelge 3.12. Serum MMP-2 degerleri gun ici tekrarlanabilirlik

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3

1.6l¢ctim (ng/mL) 141,13 83,39 106,22

2.6lgtim (ng/mL) 144,74 86,85 115,57

3.6l¢im (ng/mL) 146,8 84,83 107,03

Ortalama deger 143,97 84,11 106,63
Standart sapma 4,01 1,02 0,57
Varyasyon katsayisi 2,78 1,21 0,54

Cizelge 3.13. Serum MMP-2 degerleri gunler arasi tekrarlanabilirlik

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3
1.6lcim (ng/mL) 113,44 112,23 80,74
2.6lcim (ng/mL) 117,71 115,76 82,07
3.6lcim (ng/mL) 116,17 110,42 81,48
Ortalama deger 114,81 111,33 81,11
Standart sapma 1,93 1,28 0,52
Varyasyon katsayisi 1,68 1,15 0,65
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3.10.4. Serum FAK olgimu

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan serum orneklerinde FAK olgcumu Elabscience
markal ELISA kit (Katalog No: E-EL-H1771) ile yapiimistir. Kit protokolu agsagida

verilmigtir:

e Kor ve standart ¢alisma ¢ozeltileri ile serum orneklerinden 100 yL alinarak
plaka kuyucuklarina eklenmistir. islem sonrasinda plaka sizdirmazlik rtiisii
ile kapatilarak 37°C'de 90 dk inkiibe edilmigtir.

e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda bulunan g¢ézelti uzaklastirilmigtir. Ardindan
her kuyucuga 100 pL Biyotinile Detection Ab galisma sollisyonu eklenmigtir.
Plaka calkalayicida yavasgca karistinimistir ve 37°C'de 1 saat inkube
edilmigtir.

e SolUsyon aspire edildikten sonra her kuyucuktan 350 uL yikama tamponu
eklenmistir. 1-2 dakika bekletilip kuyucuklardan solusyon aspire edilerek
temiz bir havlu kagida dogru kurulanmistir. Bu yikama adimi 3 kez
tekrarlanmigtir.

e Her kuyucuga 100 yL HRP Konjugat ¢alisma sollsyonu eklenmigstir. Plaka
sizdirmazlik ortisu ile kaplanarak 37°C'de 30 dk inklibe edilmigtir.

e (COzelti her kuyucuktan aspire edilip 350 uL yilkama tamponu eklenmigtir. 1-2
dakika bekletilip her kuyucuktan solusyon aspire edilmigtir. Bu yikama adimi
5 kez tekrarlanmisgtir.

e Her kuyucuga 90 pyL Substrat Reaktifi eklenmistir. Yeni bir plaka oérttsu ile
kaplanarak 1siktan uzak bir ortamda 37°C'de yaklasik 15 dk inkiibe edilmistir.

e Her kuyucuga 50 pL Stop Sollsyonu eklenmistir.

e Plaka 450 nm'ye ayarlanmig mikro-plaka okuyucuya yerlestirilerek her

kuyucugun absorbansi dlgulmustur.

Standart konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerlerinden kalibrasyon
grafigi olusturulmustur (Cizelge 3.14.) (Sekil 3.5.).
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Cizelge 3.14. FAK standart konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri

Konsantrasyon Absorbans
(ng/mL)
5 1,843
2,5 0,963
1,25 0,42
0,63 0,205
0,32 0,096
0,16 0,026
2
18 y =0,3774x - 0,0274
’ Rz =0,9987
1,6
S 14
2 12
<
Q 1
o
2 08
<
0,6
0,4
0,2
0
0 1 2 3 4 5 6
KONSANTRASYON (ng/mL)

Sekil 3.5. Standart FAK kalibrasyon grafigi
Guln ici ve gunler arasi tekrarlanabilirlik

FAK yontem kesinliginin belirlenmesi i¢in gun ici ve gunler arasi 3 ornek segilerek

Olcumleri yapiimistir (Sirasiyla Cizelge 3.15. ve Cizelge 3.16.).

Cizelge 3.15. Serum FAK degerleri gun ici tekrarlanabilirlik

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3
1.6lcim (ng/mL) 0,33 0,28 0,29
2.6lcim (ng/mL) 0,32 0,27 0,27
3.6lcim (ng/mL) 0,37 0,31 0,3
Ortalama deger 0,35 0,30 0,30
Standart sapma 0,03 0,02 0,01
Varyasyon katsayisi 8,08 7,19 2,40
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Cizelge 3.16. Serum FAK degerleri glinler arasi tekrarlanabilirlik

Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3
1.6lglim (ng/mL) 0,68 1,51 0,35
2.6lgim (ng/mL) 0,73 1,5 0,29
3.6lcim (ng/mL) 0,78 1,33 0,33
Ortalama deger 0,73 1,42 0,34
Standart sapma 0,07 0,13 0,01
Varyasyon katsayisi 9,69 8,96 4,16

3.11. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin analizinde SPSS versiyon 26 istatistik paket
programi kullaniimigtir. Varsayim kontrolleri icin Kolmogorov-Smirnov testi, Q-Q plot
ve Levene's testi uygulanmigtir. Tanimlayici istatistiklerde ortalamatstandart hata
degerleri verilmigtir. Kantitatif degiskenlere ait ortalamalarin ikili gruplara goére
(kontrol-hasta, menapoz 6ncesi-sonrasi, yas <40 ve 240, ER- PR- CerbB2 pozitif-
negatif, timor gapi, homozigot, yabanil ve heterozigot genotipi, ailede meme
kanseri durumu vb.) karsilastiriimasinda bagimsiz 6rneklem t testi (student's t test),
varsayimlarin saglanmadigi durumlarda Mann-Whitney U ya da Welch's T testi
kullanilmigtir. Grup sayisinin ikiden fazla oldugu durumlarda tek yonli varyans
analizi (One Way ANOVA), alternatif olarak Kruskal-Wallis testi uygulanmis ve
anlamh farklihdin bulundugu durumlarda Tukey testi veya Dunn's Post Hoc testi
kullanilimigtir. Kalitatif degiskenlerde siklik karsilastirmalari ile genotip ve alel
frekanslarina gore kontrol-hasta dagilimlarinin karsilastirlmasinda Pearson's ki-
kare analizi ve gerekli durumlarda Fisher's Exact testi yapilmistir. Dort farkli SNP
bolgesindeki genotip farkliliklar ve alelik durumlarinin hastalik durumu Uzerindeki
meme kanseri risk iligkisinin incelenmesinde lojistik regresyon analizi kullaniimigtir.
Serum biyokimya parametrelerinin birbirleri ile olan iligkilerinin incelenmesinde
kontrol ve hasta gruplarinda ayri olacak sekilde pearson korelasyon katsayisi esas
alinmigtir ve anlamli iliskinin goraldugu durumlar igin parametreler arasinda sagilim
grafigi ile gosterim saglanmistir. Kullanilan tim testler ¢ift yonli hipotez kabul

edilerek uygulanmis olup p<0,05 kriteri esas alinarak anlamlilik degerlendirilmistir.



66



67

4. BULGULAR

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Genel Cerrahi poliklinigi ve Dr.
Abdurrahman Yurtaslan Genel Cerrahi poliklinigi olmak Uzere iki merkezli yirutulen
calismada Aralik 2018-Temmuz 2020 tarihleri arasinda merkezlere basvuran 110
meme kanserli hasta ve 110 saglkh kadin yer almaktadir. Hasta ve kontrol
grubunun karakteristik 6zellikleri Cizelge 4.1.’de verilmigtir. Hasta ve kontrol grubu
yas, VKI, menopoz yasi, ilk menars yasi, ailede meme kanseri bulunma durumu,
fiziksel aktivite, sigara ve alkol kullanimi agisindan karsilastirildiginda anlamli bir

farkhlik bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubunun karakteristik 6zellikleri

Hasta (n=110) Kontrol (n=110)

Yas (yil) (XxSH)

53,2%1,21

51,94+1,28

<50 46 (%41,8) 49 (%44,5)
Yas gruplar (X:SH) >50 64 (%58,2) 61 (%55,5)
VKIi (kg/m?) (X£SH) 27,58+0,44 27,77+0,46
<25 1 (%0,9) 3 (%2,7)
VKIi gruplar 25< ve <40 17 (%15,5) 20 (%18,2)
>40 92 (%83,6) 87 (%79,1)
Menopoz yasi (yil)
(X£SH) 46,12+1,43 47,31+1,36
Menopoz 8 57
Oncesi
Menopoz durumu Menopoz
62 53
Sonrasi
ilk menars yasi (XtSH) 13,05+0,13 12,99+0,14
ilk menars yasi gruplari <12 13 12
212 97 98
Ailede meme kanseri Var 26 -
oykiisii Yok 64 -
. Var 19 (%17,3 21 (%19,1
Sigara kullanimi Yok 91 5%82,7; 89 E%so,gi
Var 4 (%3,6) 4 (%3,6)
Alkol kullanim Yok 106 (%96.,4) 106 (%96,4)
Hafif 27 (%35,06) -
Fiziksel Aktivite Orta 39 (%50,65) -
Agir 11 (%14,29) -
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Hasta grubu dagihmi molekiler alt tip, histolojik alt tip, reseptér durumlari, timor
boyutu 2 cm’den kiglk ve 2 cm’den buylk; timoér derecesi 1, 2, 3 ve Ki67

proliferasyonuna gore yapilmigtir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Hasta grubu dagihmi

n %
Duktal Karsinoma in situ 15 13,6
invaziv Duktal Karsinom 72 65,5
Histolojik invaziv Lobdiler Karsinom 8 7,2
Miks Tip 9 8,2
Diger 6 55
Luminal A 24 25
Luminal B 59 61,5
Molekiiler

Her2 6 6,2
Bazal Tip 7 7,3
Pozitif 85 86,7

ER durumu )
Negatif 13 13,3
Pozitif 78 81,2

PR durumu -
Negatif 18 18,8
Pozitif 28 30,1

HER2 durumu )
Negatif 65 69,9
<2cm 40 36,4
Tamor Boyutu >2 cm 36 32,7
Bilinmeyen 34 30,9
1 17 15,5
2 41 37,3

Timor Derecesi

3 36 32,7
Bilinmeyen 16 14,5
<20 43 39,1
Ki-67 20< 47 42,7

Bilinmeyen 20 18,2
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4.1. Polimorfizmler
4.1.1. RET G691S polimorfizmi (rs1799939)

Hasta ve kontrol gruplarinda RET geni ekzon 11'de bulunan G691S bdlgesinin
analizi yapiimigtir. Calisma grubunun DNA o6rneklerinden PZR Uranlerinin elde
edilmesini takiben Banl kesim enzimi uygulanmigtir. %1’lik jelde elektroforez iglemi
sonucunda kesim Urlnlerine ait bantlar elde edilmistir. 428 b¢’de yabanil tip olan
GG genotipi tek bant, 237 b¢ ve 191 bg’de homozigot AA genotipi iki bant, 428 bg,
237 bg ve 191 bg’de heterozigot GA genotipi Ug bant halinde tespit edilmistir. Kesim

islemi sonrasinda elde edilen 6érnek jel gérintist Resim 4.1.’de verilmistir.

w
w
W
"

Resim 4.1. RET G691S polimorfizmi kesim sonrasi jel goéruntuleri (H:Hasta,
K:Kontrol) (1:H15, 2:H81, 3:H92, 4:H90, 5:H75, 6:H53, 7:H23, 8:K55,
9:K22, 10:K105, 11:K3, 12:K80, 13:K69, 14:K49)

G691S genotip dagihmi hasta grubunda %7,3 AA, %34,5 GA, %58,2 GG ve kontrol
grubunda %5,5 AA, %32,7 GA, %61,8 GG olarak bulunmustur. Alel frekansi
dagihmi hasta grubunda %75,5 G, %24,5 A ve kontrol grubunda %78,2 G, %21,8 A
‘dir. RET G691S polimorfizmi ile meme kanseri riski arasindaki iliski incelendiginde,
heterozigot GA genotipine gore AA ve GG genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklihk bulunmamistir (p>0,05). Alel frekansi ile hastalik riski iligkisi
acisindan anlamh bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Calisma gruplarina ait G691S genotip ve alel dagilimlari

Kontrol Hasta
Grubu Grubu x?Testi  OR (95% GA) p
(n=110) (n=110)
0 0, -
Alel G 172 (%78,2) 166 (%75,5) %2=0,49 1 (rffféZnS)
Frekansi 0 0 >0,05 ’
A 48 (%21,8) 54 (%24,5) P (0,748-1,82) >0,05
1,263
0 0, !
cenon AA 6 (%5,5) 8 (%7,3) o7 (0,399-4) >0,05
enotip o 0 X*=0, -
Dagilimi GA 36 (%32,7) 38 (%34,5) 0>0,05 1 (r(;efSegan)
0, 0, ]
GG 68 (%61,8) 64 (%58,2) (0,050-1.58) >0,05

OR: Olasiliklar orani, GA: Glven Araligi

4.1.2. RET L769L polimorfizmi (rs1800861)

Hasta ve kontrol gruplarinda RET geni ekzon 13’te bulunan L769L bélgesinin analizi
yapilmistir. Calisma grubunun DNA orneklerinden PZR Urlnlerinin elde edilmesini
takiben Tagl kesim enzimi uygulanmistir. %1’lik jelde elektroforez islemi sonucunda
kesim Urlnlerine ait bantlar elde edilmistir. 460 b¢’de yabanil tip olan TT genotipi
tek bant, 270 b¢ ve 190 b¢’de homozigot GG genotipi iki bant, 460 bg, 270 bg ve
190 bg¢’'de heterozigot TG genotipi U¢ bant halinde tespit edilmigtir. Kesim iglemi

sonrasinda elde edilen drnek jel goruntistu Resim 4.2.’de verilmigtir.

Resim 4.2. RET L769L polimorfizmi kesim sonrasi jel goruntileri (H:Hasta,
K:Kontrol) (1:H9, 2:H34, 3:H60, 4:H53, 5:H84, 6:H104, 7:H68, 8:K24,
9:K8, 10:K49, 11:K69, 12:K88, 13:K103, 14:K95)
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L769L genotip dagilimi hasta grubunda %8,2 GG, %44,5 TG, %47,3 TT ve kontrol
grubunda %13,6 GG, %39,1 TG, %47,3 TT olarak bulunmustur. Alel frekansi
dagihmi hasta grubunda %30,5 G, %69,5 T ve kontrol grubunda %33,2 G, %66,8 T
‘dir. RET L769L polimorfizmi ile meme kanseri riski arasindaki iliski incelendiginde,
heterozigot TG genotipine gore GG ve TT genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir farkliik bulunmamistir (p>0,05). Alel frekansi ile meme kanseri riski

arasindaki iliski agisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Calisma gruplarina ait L769L genotip ve alel dagilimlari

Kontrol Hasta
Grubu Grubu x?Testi  OR (95% GA) P
(n=110) (n=110)

Alel T 147 (%66,8) 153 (%69,5) 0,882

x2= 0,54 (0,59-1,32) >0,05

Frek
reKanSl S 73 (%332) 67 (%305  p>0,05 1 (referans)
0,527

0, 1) !
- GG  15(%136) 9 (%8.2) o 0200132 >0,05
enotip - . x2=0, -
Dagilimi TG 43 (%39,1) 49 (%44,5) 050,05 1(r§f8e;zns)

0, 1) !

TT 52 (%47.3) 52 (%47.3) o515 005

OR: Olasiliklar orani, GA: Guven Araligi
4.1.3. RET S904S polimorfizmi (rs1800863)

Hasta ve kontrol gruplarinda RET geni ekzon 15’te bulunan S904S bdlgesinin
analizi yapiimistir. Calisma grubunun DNA o6rneklerinden PZR Urunlerinin elde
edilmesini takiben Rsal kesim enzimi uygulanmigtir. %1’lik jelde elektroforez iglemi
sonucunda kesim urunlerine ait bantlar elde edilmigtir. 332 bg¢’de yabanil tip olan CC
genotipi tek bant, 224 b¢ ve 108 b¢’de homozigot GG genotipi iki bant, 332 bg, 224
b¢c ve 108 b¢'de heterozigot GC genotipi U¢ bant halinde tespit edilmigtir. Kesim

islemi sonrasinda elde edilen 6rnek jel goruntist Resim 4.3.’de verilmigtir.
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Resim 4.3. RET S904S polimorfizmi kesim sonrasi jel goéruntlleri (H:Hasta,
K:Kontrol) (1:H24, 2:H11, 3:H40, 4:H58, 5:H69, 6:H100, 7:H108,
8:K16, 9:K22, 10:K22, 11:K43, 12:K46, 13:K92, 14:K100)

S904S genotip dagihmi hasta grubunda %8,2 GG, %33,6 GC, %58,2 CC ve kontrol
grubunda %7,3 GG, %31,8 GC, %60,9 CC olarak bulunmustur. Alel frekansi
dagilimi hasta grubunda %75 C, %25 G ve kontrol grubunda %76,8 C, %33,2 G ‘dir.
RET S904S polimorfizmi ile meme kanseri riski arasindaki iliski incelendiginde,
heterozigot GC genotipine gére GG ve CC genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkhhik bulunmamistir (p>0,05). Alel frekansi ile meme kanseri riski

arasindaki iligki acisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Calisma gruplarina ait S904S genotip ve alel dagihmlari

Kontrol Hasta
Grubu Grubu x? Testi OR (95% GA) p
(n=110) (n=110)
0 0 -
Alel C 169 (%76,8) 165 (%75) X2=0.656 1 (rleff(;z;ns)
Frekansi 0 0 >0,05 '
G 51 (%33,2) 55 (%25) p (0,713-1.71) >0,05
1,064
[ 0, !
oo GG 8 (%7,3) 9 (%8,2) oos (0,369-3,07) >0,05
enotip 5 o X=U, -
Dagilimi GC 35 (%31,8) 37 (%33,6) 050,05 1 (rgt(;ins)
0 0, ! >
CC 67 (%60,9) 64 (%58,2) (0,508-1,61) 0,05

OR: Olasiliklar orani, GA: Glven Araligi

4.1.4 Neurturin IVSI-663 polimorfizmi (rs1379868)

Neurturin IVSI-663 polimorfizminin analizi i¢in kesim enziminin Uretiimemesi
sebebiyle PZR Urunleri elde edilmis ve ardindan genotip ve alel tayini amaciyla
sekanslama islemi yapilmigtir. Belirlenen DNA dizileri Finch TV programinda

goéruntulenerek degerlendirilmistir.

IVSI-663 genotip dagihmi hasta grubunda %20 GG, %19,1 GA, %60,9 AA ve kontrol
grubunda %16,4 GG, %10 GA, %73,6 AA olarak bulunmustur. Alel frekansi dagilimi
hasta grubunda %70,5 A, %29,5 G ve kontrol grubunda %78,6 A, %21,4 G'dir.
Neurturin IVSI-663 polimorfizmi ile meme kanseri riski arasindaki iliski alel frekansi
acisindan incelendiginde, A aleli referansinda G alelinde istatistiksel agidan anlamli
bir farklihk bulunmustur. Bu farkhlik G alelinin meme kanseri riskini arttirdigini
goOstermektedir (p<0,05, OR:1,544, GA:1,001-2,38). Genotip dagilimi yonlinden
yapilan degerlendirmede heterozigot GA genotipi referansinda AA genotipinde
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmustur ve bu farklilk meme kanseri
riskinin azaldigini géstermektedir (p<0,05, OR: 0,433, GA:0,195-0,962). Referans
genotip ile GG genotipi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklihk
bulunmamigtir (p>0,05) (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. Calisma gruplarina ait IVSI-663 genotip ve alel dagilimlari

Kontrol Hasta
Grubu Grubu x2 Testi OR (95% GA) p
(n=110) (n=110)
Alel A 173 (%78,6) 155 (%70,5) X2=0.049 1 (rlegrins) -
Frekansi () 0 <0,05 ' <
G 47 (%21,4) 65 (%29,5) p (1,001-2,38) 0,05
0,640
0 [ !
oo GG 18 (%16,4) 22 (%20) 0089 (0.245-1.671) >0,05
enotip 5 0 xX*=U, -
Dagiim GA 11 (%10) 21 (%19,1) 0>0,05 1 (rnggzns)
AA 81 (%73,6) 67 (%60,9) ’ <0,05

(0,195-0,962)

OR: Olasiliklar orani, GA: Glven Araligi

Sekanslama isleminin ardindan Finch TV programinda dederlendiriien DNA

dizilerine ait IVSI-663 polimorfizmi yabanil tip, homozigot ve heterozigot

kromatogram goruntuleri sirasiyla Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3.’te verilmistir.

Sekil 4.1. Neurturin IVSI-663 polimorfizmi yabanil tip kromatogram géruntisu
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et

Sekil 4.2. Neurturin IVSI-663 polimorfizmi homozigot kromatogram goruntisu

Sekil 4.3. Neurturin IVSI-663 polimorfizmi heterozigot kromatogram géruntisu
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DNA dizilerindeki Neurturin geni IVSI-663 pozisyonundaki alel farkliliklari rastgele
secilmis hasta ve kontrol érnekleri icin CLC Sequence Viewer 8.0 programi ile st

uste getirilerek belirlenmistir (Sekil 4.4.).

90 100 ‘ 110 120
Hoo BETGETGETE BTETCEETTE TcECENEEEE EESREREEEC ETTEHA
52 BETGETGETE BTETCEETTE TcHcEECEEE EENEEEEEEC ATTEA
Hse @ETCETCETE BTETCENTTE TcHCEENEEE EEEEEBEREEC ATTEA
H57 BETCETCETE BTETCEETTE TcECASNEEE EEEREEEEEC ATTEA
k34 BETCETCETE BTETCEAETTE TcHcCEECEEE AEEREBEREC ATTEA
K36 BETCETCETE BTETCEETTE TcECEASNEEE EEEREEEREC ATTEA
k8o BETCETCETE BTETCEETTE TcHCEECEEE HEEEEBEEEC ATTEA
K1 QETGETCETE BTETCEETTE lGlGl!=!ll AEERAREEEC ATTHA

Sekil 4.4. Hasta ve kontrol érneklerinde 1IVSI-663 pozisyonundaki alel farkliliklari

Epistazi analizi

Birden fazla genetik degisim arasindaki baglantinin incelenmesi amaciyla epistazi
analizi yapilmistir. Kompleks hastaliklarin prognozu ve ilerlemesinde SNP’ler arasi
etkilesimlerin rol oynayabilecegi dusunilmektedir. Bu baglamda yapilan ¢alismada
RET geni G691S, L769L ve S904S SNP’leri arasindaki etkilesim sonuglari 2’li ve
3’lt kombinasyonlar halinde Cizelge 4.7., Cizelge 4.8., Cizelge 4.9. ve Cizelge 4.10.
verilmistir [202].

G691S ve L791S SNP’leri arasindaki olasi etkilesim iligkisi incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. G691S ve L769L SNP’lerinin epistazi analizi

Kontrol Hasta  x2 Testi OR (%95 GA) p
En fazla bir Heterozigot 98 94 1 (referans)
x?=0,418 >0,05
ikisi de Heterozigot 12 16 1,39 (0,624-3,09)

OR: Olasiliklar orani, GA: Guven Araligi

G691S ve S904S SNP’leri arasindaki olasi etkilesim iligkisi incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. G691S ve S904S SNP’lerinin epistazi analizi

Kontrol Hasta x?Testi OR (%95 G.A)) p
En fazla bir Heterozigot 76 74 1 (referans)
) x?=0,772 >0,05
Ikisi de Heterozigot 34 36 1,09 (0,616-1,92)

OR: Olasiliklar orani, GA: Glven Araligi

L769L ve S904S SNP’leri arasindaki olasi etkilesim iligkisi incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4.9. L769L ve S904S SNP’lerinin epistazi analizi

Kontrol Hasta  x?Testi OR (%95 GA) p
En fazla bir Heterozigot 97 94 1 (referans)
_ x?=0,55 >0,05
Ikisi de Heterozigot 13 16 1,27 (0,579-2,78)

OR: Olasiliklar orani, GA: Glven Araligi

G691S, L769L ve S904S SNP’leri arasindaki olasi etkilesim iliskisi incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.10. G691S, L769L ve S904S SNP’lerinin epistazi analizi

Kontrol  Hasta  x2? Testi OR (%95 GA) p
En fazla iki Heterozigot 98 94 1 (referans)
x?=0,418 >0,05
Ucii de Heterozigot 12 16 1,39 (0,624-3,09)

OR: Olasiliklar orani, GA: Glven Araligi
4.2. Serum Duzeyleri
4.2.1. BDNF

Calisma grubunda hasta ve kontrol serum BDNF duzeyleri kargilastiriidiginda hasta
grubunun BDNF dlzeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek bulunmustur
(p<0,05) (Sekil 4.5.).
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*

12,007 11,1205

10,00
8,00~
6,00~

4,00

Serum BDNF Konsantrasyonu (nhg/mL)

2,00—

0,00—
Hasta

9,28+6,34

Kontrol

*Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhlik, p<0,05
Sekil 4.5. Hasta ve kontrol gruplarinda serum BDNF dizeyleri

4.2.2. NRTN

Calisma grubunda serum NRTN dlzeyleri karsilastirildiinda hasta grubunda

NRTN dlzeyi kontrol grubuna gére anlamli derecede yuksek bulunmustur (p<0,05)

(Sekil 4.6.).

*

2,007 1,810,26

CH

Serum Neurturin Konsantrasyonu {(ng/mL)
o
0
?

0,00

Hasta

0,99+0,13

Kontrol

Kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli farkhlk, p<0,05
Sekil 4.6. Hasta ve kontrol gruplarinda serum Neurturin duzeyleri
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4.2.3. MMP-2

Calisma grubunda serum MMP-2 dlzeyleri karsilastinldiginda hasta grubunda
MMP-2 dlzeyi kontrol grubuna gére anlamli derecede disuk bulunmustur (p<0,01)
(Sekil 4.7.).

150,00 140,14:4,03
&
117,7113,53

Serum MMP-2 Konsantrasyonu (ngimL)

Hasta Kontrol

“Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkhhk, p<0,01

Sekil 4.7. Hasta ve kontrol gruplarinda serum MMP-2 duzeyleri
4.2.4. FAK
Calisma grubunda serum FAK duzeyleri karsilastinldiginda hasta grubunda FAK

diuzeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil
4.8.).
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1,00

*

0,8%0,05

0,80

0,64+0,05

0,60

0,40

Serum FAK Konsantrasyonu (nhgimL)

0,20

0,00
Hasta Kontrol

"Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkllk, p<0,05
Sekil 4.8. Hasta ve kontrol gruplarinda serum FAK dizeyleri

Hasta grubunda RET geni G691S polimorfizminde GA, GG ve AA genotiplerinde
serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Hasta grubunda G691S genotiplerinde serum parametrelerinin
degerlendiriimesi
NRTN BDNF FAK MMP-2

G691S n (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) P

GA 38 1,61+0,41 11,88+0,74 0,88+0,11  126,68+6,63

GG 64 1,78+0,32  10,68+0,71 0,74+0,06  113,58+4,39 >0,05

AA 8 3,11+x1,48 11,04+1,54 0,87+0,22  108,23+9,07

Hasta grubunda G691S homozigot ve heterozigot genotiplerinde serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.12.).
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Cizelge 4.12. Hasta grubunda G691S homozigot ve heterozigot genotiplerinde
serum parametrelerinin degerlendiriimesi
NRTN BDNF FAK MMP-2 p
(hg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

GG+AA 72 1,92+0,33  10,72+0,65 0,76+x0,06 112,98+4,02

G691S n

>0,05
GA 38 1,61+0,41 11,88+0,74 0,88+0,11  126,68+6,63

Kontrol grubunda RET geni G691S polimorfizminde GA, GG ve AA genotiplerinde
serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.13.).

Cizelge 4.13. Kontrol grubunda G691S genotiplerinde serum parametrelerinin
degerlendiriimesi
NRTN BDNF FAK MMP-2
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) p

GA 36 1,21+0,28 10,15+1,09 0,68+0,094 132,56+6,77

G691S n

GG 68 0,91+0,15 8,85+0,79 0,59+0,06  141,44+5,14 >0.05

AA 6 0,64+0,06 8,96+3,58 0,85+0,26 170,89+17,32

Kontrol grubunda G691S homozigot ve heterozigot genotiplerinde serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.14.).

Cizelge 4.14. Kontrol grubunda G691S homozigot ve heterozigot genotiplerinde
serum parametrelerinin degerlendirilmesi

NRTN BDNF FAK MMP-2

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

GG+AA 74 0,89+0,14 8,86+0,78 0,62+0,06 143,82+4,98 >0.05

G691S n

GA 36 1,21+0,28 10,15+1,09 0,68+0,09 132,56+6,77

Hasta grubunda RET geni L769L polimorfizminde TT, TG ve GG genotiplerinde
serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastinldiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.15.).
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Cizelge 4.15. Hasta grubunda L769L genotiplerinde serum parametrelerinin
degerlendiriimesi
NRTN BDNF FAK MMP-2

L76sL  n (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) P

TT 52  1,54+0,30 11,10+0,59 0,89+0,09 114,91+5,03

TG 49  2,33+0,46 10,54+0,84 0,73+0,06 120,12+5,68 >0.05

GG 9 0,59+0,06 14,39+1,83 0,65+0,14 120,76+8,45

Hasta grubunda L769L homozigot ve heterozigot genotiplerinde serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.16.).

Cizelge 4.16. Hasta grubunda L769L homozigot ve heterozigot genotiplerinde
serum parametrelerinin degerlendiriimesi
NRTN BDNF FAK MMP-2

L7edt (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) P

GG+TT 61 1,39+0,26 11,59+0,59 0,86+0,08 115,78+4,45

>0,05

TG 49  2,33+0,46 10,54+0,84 0,73+0,06  120,12+5,68

Kontrol grubunda RET geni L769L polimorfizminde TT, TG ve GG genotiplerinde
serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastinldiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.17.).

Cizelge 4.17. Kontrol grubunda L769L genotiplerinde serum parametrelerinin
degerlendiriimesi

L769L n NRTN BDNF FAK MMP-2
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) P
TT 52 0,87+0,13 9,91+0,97 0,66+0,08 142,1116,21
TG 43 1,06%0,22 8,09+0,99 0,59+0,08 139,69+5,77 >0,05

GG 15 1,26%0,58 10,49+1,51 0,68+0,13 134,56+12,35

Kontrol grubunda L769L homozigot ve heterozigot genotiplerinde serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklihk bulunmamigtir (p>0,05) (Cizelge 4.18.).
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Cizelge 4.18. Kontrol grubunda L769L homozigot ve heterozigot genotiplerinde
serum parametrelerinin degerlendirilmesi
NRTN BDNF FAK MMP-2

GG+TT 67 0,96+0,16 10,04+0,82 0,67+0,07 140,42+5,52

>0,05
TG 43  1,06+0,22 8,09+0,99 0,59+0,08 139,69+5,77

Hasta grubunda RET geni S904S polimorfizminde GC, CC ve GG genotiplerinde
serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.19.).

Cizelge 4.19. Hasta grubunda S904S genotiplerinde serum parametrelerinin
degerlendiriimesi

NRTN BDNF FAK MMP-2

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) P

GC 37 1,65+0,42 11,82+0,77 0,87+0,12  124,7046,55

S904S n

CcC 64 1,76+0,32 10,73+0,70 0,74+0,06  113,66%4,39 >0,05

GG 9 2,89+1,32 11,00+1,36 0,90+0,19 117,81+12,49

Hasta grubunda S904S homozigot ve heterozigot genotiplerinde serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir
farklilk bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.20.).

Cizelge 4.20. Hasta grubunda L769L homozigot ve heterozigot genotiplerinde
serum parametrelerinin degerlendirilmesi
NRTN BDNF FAK MMP-2

S9045 n (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) P

GG+CC 73 1,89+0,32 10,77+0,64 0,76+0,06 114,17+4,12

>0,05
GC 37 1,65+0,43 11,82+0,77 0,87+0,12  124,70+6,55

Kontrol grubunda RET geni S904S polimorfizminde GC, CC ve GG genotiplerinde
serum NRTN, BDNF ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh
bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05). GC genotipine sahip kisilerle karsilastirildiginda
GG genotipine sahip saglikl kisilerde MMP-2 dizeyleri istatistiksel olarak anlamli
derecede ylUksek bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.21.).
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Cizelge 4.21. Kontrol grubunda S904S genotiplerinde serum parametrelerinin
degerlendiriimesi

NRTN BDNF FAK MMP-2

(hg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) b

GC 35 1,22+0,29 10,22+1,09  0,67+0,09 130,03+6,14

S904S n

CcC 67 0,92+0,15  8,84+0,81 0,60+0,07 141,27+5,21 >0,05

GG 8 0,68+0,05 8,86+2,96 0,78+0,22 174,92+17,19*

*GC genotipine gore anlamli farklilik

Kontrol grubunda S904S homozigot ve heterozigot genotiplerinde serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir
farklilk bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.22.).

Cizelge 4.22. Kontrol grubunda S904S homozigot ve heterozigot genotiplerinde
serum parametrelerinin degerlendiriimesi
NRTN BDNF FAK MMP-2 p
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

GG+CC 67 0,89+0,14 8,84+0,78 0,62+0,06  144,86+5,11

S904S n

>0,05
GC 43 1,22+0,29 10,22+1,09 0,67+0,09 130,03+6,14

Hasta grubunda NRTN geni IVSI-663 polimorfizminde GA, GG ve AA genotiplerinde
serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastinldiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.23.).

Cizelge 4.23. Hasta grubunda Neurturin IVSI-663 genotiplerinde serum
parametrelerinin degerlendirilmesi
NRTN BDNF FAK MMP-2

Neurturin n (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) p

GG 22 1,74+0,62 10,86+0,85  0,84+0,13  109,47+9,72

AA 67 1,91+0,34 10,70+0,60 0,81+0,07  120,55+4,29 >0,05

GA 21 1,58+0,49 12,72+1,49  0,72+0,08  117,29+7,19
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Hasta grubunda NRTN geni IVSI-663 homozigot ve heterozigot genotiplerinde

serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamh bir farkliik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.24.).

Cizelge 4.24. Hasta grubunda NRTN geni IVSI-663 homozigot ve heterozigot
genotiplerinde serum parametrelerinin degerlendiriimesi

NRTN BDNF FAK MMP-2 p
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

GG+AA 89 1,87+0,29 10,74+0,49 0,82+0,06 117,81+4,03

Neurturin  n

>0,05

GA 21 1,57x0,49 12,72+1,49 0,72+0,08  117,29+7,19

Kontrol grubunda NRTN geni IVSI-663 polimorfizminde GA, GG ve AA
genotiplerinde serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.25.).

Cizelge 4.25. Kontrol grubunda Neurturin geni IVSI-663 genotiplerinde serum
parametrelerinin degerlendirilmesi

Neurturin NRTN BDNF FAK MMP-2
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) P
GG 18 0,75+0,15 9,03%1,49 0,69+0,10  141,89+9,83
AA 81 1,09+0,17 9,56+0,76 0,62+0,06  139,9914,87 >0,05

GA 11 0,65+0,14 7,65%+1,82 0,710,179 138,39%£10,28

Kontrol grubunda NRTN geni IVSI-663 homozigot ve heterozigot genotiplerinde
serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastinldiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.26.).

Cizelge 4.26. Kontrol grubunda NRTN geni IVSI-663 homozigot ve heterozigot
genotiplerinde serum parametrelerinin degerlendirilmesi

Neurturin NRTN BDNF FAK MMP-2
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) P

GG+AA 99 1,03x0,14 9,46+0,68 0,63+0,05 140,33+4,35
>0,05

GA 11 0,65+0,14 7,65+1,82 0,71+0,19 138,39+10,28
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Neurturin  IVSI-663  polimorfizminde genotiplere gore Ki67  degerleri
karsilastirildiginda, GG genotipi degerleri AA ve GA genotipi dederlerine goére
istatistiksel olarak anlamli derecede dugsuk bulunmustur (sirasiyla, p<0,05, p<0,05)
(Cizelge 4.27.).

Cizelge 4.27. NRTN geni IVSI-663 genotiplerinde Ki67 degerlerinin karsilastiriimasi

Genotip n Ki67 p
GG 22 12,23+2,82*
Neurturin AA 67 24,71+2,70 <0,05
GA 21 24,71+4,52

*AA ve GA genotipine gore anlamli farklilik

Meme kanseri hastalarinda <40 ve 240 yas gruplarina gore serum NRTN duzeyleri
<40 yas grubunda anlamlh derecede yuksek bulunmustur (p<0,05), Serum BDNF,
MMP-2 ve FAK duzeyleri <40 ve 240 yas gruplari agisindan anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.28.).

Cizelge 4.28. Hasta grubunda serum parametrelerinin yas gruplarina goére
degerlendiriimesi

Yas Gruplari n Konsantrasyon p
<40 14 2,61+0,79"
NRTN (ng/mL) 20 96 ;67+8’279 <0,05
<40 14 11,85+1,86
BDNF (ng/mL) >0,05
240 96 11,01+0,50
<40 14 102,198
MMP-2 (ng/mL) >0,05
240 96 119,98+3,83
<40 14 0,73+0,15
FAK (ng/mL) >0,05
240 96 0,81+0,06

* 240 yas grubuna goére anlamli farklilik, p<0,05

Kontrol grubunda serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK diuzeylerinde <40 ve 240
yas gruplari agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.29.).
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Cizelge 4.29. Kontrol grubunda serum parametrelerinin yas gruplarina gore
degerlendiriimesi

Yas Gruplarn n Konsantrasyon p
<40 22 1,17£0,41
NRTN (ng/mL) >0,05
240 88 0,95+0,13
<40 22 7,57+1,44
BDNF (ng/mL) >0,05
240 88 9,71+0,70
<40 22 133,82+10,42
MMP-2 (ng/mL) >0,05
240 88 141,72+4,33
<40 22 0,62+0,13
FAK (ng/mL) >0,05
240 88 0,64+0,06

Hastalarda serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK dizeyleri <50 ve 250 menopoz
yas gruplan yonuyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik
bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.30.).

Cizelge 4.30. Hasta grubunda serum parametrelerinin menopoz yasina goére
degerlendiriimesi

Yas Gruplari n Konsantrasyon p
<50 46 2,05+0,42
NRTN (ng/mL) >0,05
=50 64 1,65+0,32
<50 46 11,16+0,78
BDNF (ng/mL) >0,05
=50 64 11,08+0,65
<50 46 109,0345,15
MMP-2 (ng/mL) >0,05
=50 64 123,95+4,67
<50 46 0,85+0,11
FAK (ng/mL) >0,05
=50 64 0,77+0,06

Saglikh kontrollerde serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK dlzeyleri <50 ve =50
menopoz yas gruplari acgisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir
farklihk bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.31.).
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Cizelge 4.31. Kontrol grubunda serum parametrelerinin menopoz yasina goére
degerlendiriimesi

Yas Gruplari n Konsantrasyon p
NRTN imL <50 49 0,9+0,19 50.05
(ng/mL) 250 61 1,07+0,18 ’
<50 49 8,71+0,93
BDNF (ng/mL) >0,05
250 61 9,74+0,87
<50 49 0,69+0,1
MMP-2 (ng/mL) >0,05
250 61 144,45+4,82
<50 49 123,95+4,67
FAK (ng/mL) >0,05
250 61 0,69+0,1

Meme kanserli hastalarda ER, PR ve HER reseptor durumlarina gore serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK dlzeyleri karsilastiriimistir. Negatif/pozitif ER ve PR reseptor
durumlarina gore serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri arasinda anlamli
bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Sirasiyla, Cizelge 4.32. ve 4.33.). MMP-2
duzeyleri HERZ2 negatif olan hastalarda HER2 pozitif olanlara gére anlamli derecede
yuksek bulunurken (p<0,05); NRTN, BDNF ve FAK duzeyleri agisindan anlamli bir
farkhlik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.34.).

Cizelge 4.32. Hasta grubunda ER reseptér durumuna goére serum parametrelerinin
degerlendiriimesi

ER n Konsantrasyon p
Negatif 13 1,73+0,47
NRTN (ng/mL) — >0,05
Pozitif 85 1,95+0,32
Negatif 13 9,69+1,42
BDNF (ng/mL) — >0,05
Pozitif 85 11,51+0,57
Negatif 13 114,06+£10,07
MMP-2 (ng/mL) — >0,05
Pozitif 85 117,69+3,93
Negatif 13 0,69+0,15
FAK (ng/mL) >0,05

Pozitif 85 0,80+0,05
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Cizelge 4.33. Hasta grubunda PR reseptér durumuna goére serum parametrelerinin

degerlendiriimesi

PR n Konsantrasyon p
Negatif 18 1,63+0,36
NRTN (ng/mL) — >0,05
Pozitif 78 2,02+0,35
Negatif 18 9,69+1,09
BDNF (ng/mL) — >0,05
Pozitif 78 11,59+0,62
Negatif 18 110,79+8,84
MMP-2 (ng/mL) — >0,05
Pozitif 78 119,04+4,09
Negatif 18 0,75+0,12
FAK (ng/mL) — >0,05
Pozitif 78 0,80+0,06

Cizelge 4.34. Hasta grubunda HER2

reseptér durumuna

parametrelerinin degerlendiriimesi

gOre serum

HER2 n Konsantrasyon p
Negatif 65 1,84+0,35

NRTN (ng/mL) — >0,05
Pozitif 28 1,69+0,44
Negatif 65 11,20+0,66

BDNF (ng/mL) — >0,05
Pozitif 28 11,27+1,04
Negatif 65 123,03+4,85*

MMP-2 (ng/mL) — <0,05
Pozitif 28 105,95+5,06
Negatif 65 0,81+0,06

FAK (ng/mL) — >0,05

Pozitif 28 0,76+0,09

*reseptér durumu pozitif olanlara gére anlami farkhlik, p<0,05

Hastalarda menopoz éncesi ve menopoz sonrasi yoninden serum NRTN, BDNF,

MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda anlamli bir farklihk bulunmamistir

(p>0,05) (Cizelge 4.35.).
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Cizelge 4.35. Hasta grubunda menopoz durumuna gore serum parametrelerinin
degerlendiriimesi

Menopoz

durumu n Konsantrasyon p
Once 48 1,87+0,37
NRTN (ng/mL) >0,05
Sonra 62 1,77+0,35
Once 48 10,32+0,71
BDNF (ng/mL) >0,05
Sonra 62 11,74+0,68
Once 48 111,2145,21
MMP-2 (ng/mL) >0,05
Sonra 62 122,75+4,72
Once 48 0,77+0,09
FAK (ng/mL) >0,05
Sonra 62 0,83+0,07

Kontrol grubunda menopoz dncesi ve menopoz sonrasi yonunden serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri karsilastirildiginda MMP-2 konsantrasyonunun
menopoz sonrasi kadinlarda menopoz Oncesine gore anlamli derecede yuksek
oldugu bulunmustur (p<0,05). Serum NRTN, BDNF ve FAK duzeyleri agisindan
anlamli bir farkliik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.36.).

Cizelge 4.36. Kontrol grubunda menopoz durumuna gore serum parametrelerinin
degerlendiriimesi

Menopoz n Konsantrasyon
durumu y P
Once 57 0,87+0,16
NRTN (ng/mL) >0,05
Sonra 53 1,1340,21
Once 57 9,21+0,88
BDNF (ng/mL) >0,05
Sonra 53 9,35+0,93
Once 57 133,26+6,14
MMP-2 (ng/mL) <0,05
Sonra 53 147,53+5,01*
Once 57 0,65+0,08
FAK (ng/mL) >0,05
Sonra 53 0,62+0,06

*Menopoz durumu énce olanlara gére anlaml farkllik, p<0,05

Hasta grubunda tumor boyutuna gore <2 cm ve 22 cm gruplari arasinda serum
NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK konsantrasyonlari karsilastinildiginda anlamli bir
farklihk bulunmamigtir (p>0,05) (Cizelge 4.37.).
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Cizelge 4.37. Tumor gapina gore serum parametrelerinin degerlendirilmesi

Tumor capi n Konsantrasyon p

<2 cm 40 2,3+0,52

NRTN (ng/mL) >0,05
=2 cm 36 2,01+0,47
<2cm 40 10,96+1,01

BDNF (ng/mL) >0,05
=2 cm 36 11,17+0,62
<2 cm 40 112,47+5,6

MMP-2 (ng/mL) >0,05
=2 cm 36 124,4516,95
<2cm 40 0,8+0,08

FAK (nhg/mL) >0,05

22 cm 36 0,74+0,07

TUumor derecesine hasta grubunda yapilan degerlendirmede serum NRTN, BDNF,
MMP-2 ve FAK duzeyleri arasinda anlamli bir farklihk bulunmamigtir (p>0,05)
(Cizelge 4.38.).

Cizelge 4.38. Tumor derecesine gore serum parametrelerinin degerlendirilmesi

Timor Derecesi n Konsantrasyon p
1 17 1,27+0,49
NRTN (ng/mL) 2 41 2,12+0,45 >0,05
3 36 2,0840,53
1 17 12,99+2,08
BDNF (ng/mL) 2 41 10,40+40,60 >0,05
3 36 11,2640,72
1 17 129,44+10,82
MMP-2 (ng/mL) 2 41 112,8145,27 >0,05
3 36 118,4245,76
1 17 0,93+0,13
FAK (ng/mL) 2 41 0,72+0,07 >0,05
3 36 0,78+0,08

Meme kanseri molekuler alt tiplerinde serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK
duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir
(p>0,05) (Cizelge 4.39.).
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Cizelge 4.39. Hasta grubunda molekiler siniflandirmaya goére serum
parametrelerinin degerlendirilmesi

Molekiiler tipler n Konsantrasyon p
Luminal A 24 1,94£0,55
] Luminal B 59 2,01£0,4
Neurturin (ng/mL) — >0,05
HER2 pozitif 6 1,46+0,67
Bazal Tip 7 1,96+0,7
Luminal A 24 10,18+1,32
Luminal B 59 12,02+0,62
BDNF (ng/mL) — >0,05
HER2 pozitif 6 9,06+1,47
Bazal Tip 7 10,23+2,41
Luminal A 24 119,68+8,73
Luminal B 59 117,36+4,45
MMP-2 (ng/mL) — >0,05
HER2 pozitif 6 116,9+15,4
Bazal Tip 7 111,63+14,33
Luminal A 24 0,84+0,1
Luminal B 59 0,8+0,06
FAK (ng/mL) — >0,05
HER2 pozitif 6 0,84+0,27
Bazal Tip 7 0,52+0,09

Meme kanseri histolojik alt tiplerinde serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK
konsantrasyonlari karsilastirildiginda NRTN, BDNF ve MMP-2 dlzeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamistir (p>0,05). Serum FAK
konsantrasyonu Invaziv Duktal Karsinom’lu hastalarda miks tipe gdre anlamli

derecede yuksek bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.40.).
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Cizelge 4.40. Hasta grubunda histolojik siniflandirmaya gére serum
parametrelerinin degerlendiriimesi
Histolojik tip n Konsantrasyon p
Duktal Karsinoma insitu 15 2,29+0,78
invaziv Duktal Karsinom 72 1,91+0,33
Neurturin (ng/mL)  invaziv Lobller Karsinom 8 2112 >0,05
Miks Tip 9 0,78+0,2
Diger 6 0,6310,15
Duktal Karsinoma insitu 15 11,17+1,28
invaziv Duktal Karsinom 72 11,62+0,65
invaziv Lobiiler Karsinom 8,80+1,02 >0,05
BDNF (ng/mL) Miks Tip 11,71x1,45
Diger 6 7,1941,41
Duktal Karsinoma insitu 15 107.94+9,59
invaziv Duktal Karsinom 72 119,61+4 4
MMP-2 (ng/mL) invaziv Lobiiler Karsinom 8 124,5+13,36 >0,05
Miks Tip 108,46+11,08
Diger 124,23+17,28
Duktal Karsinoma insitu 15 1,07+0,25
invaziv Duktal Karsinom 72 0,8+0,06*
FAK (ng/mL) invaziv Lobliler Karsinom 8 0,83+0,21 <0,05
Miks Tip 9 0,6+0,08
Diger 0,39+0,05

" Miks tipe gbére anlaml farklilik, p<0,05

Ailedeki meme kanseri durumuna gore hasta grubunda NRTN, BDNF, MMP-2 ve

FAK duzeyleri

karsilastirildiginda

bulunmamigtir (p>0,05) (Cizelge 4.41.).

istatistiksel

olarak anlamli bir

farklilik
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Cizelge 4.41. Hasta grubunda ailedeki meme kanseri durumuna goére serum
parametrelerinin degerlendirilmesi

Ailede meme

kanseri durumu " Konsantrasyon P
) Var 26 1,31+0,33
Neurturin (ng/mL) >0,05
Yok 64 1,89+0,33
Var 26 12,54+1,51
BDNF (ng/mL) >0,05
Yok 64 11,10+0,54
Var 26 110,71+£7,65
MMP-2 (ng/mL) >0,05
Yok 64 124,911+4,73
Var 26 0,91+0,11
FAK (ng/mL) >0,05
Yok 64 0,76+0,07

Meme kanseri hastalarinda menars yasina goére <12 ve =212 gruplar
karsilastirildiginda serum NRTN, BDNF ve MMP-2 duzeyleri agisindan bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05). FAK konsantrasyonlari menars yasi =12 olan hastalar
menars yasl <12 olan grup ile karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamli

derecede ylksek bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.42.).

Cizelge 4.42. Hasta grubunda menars yasina gore serum parametrelerinin
degerlendiriimesi

Menars yasi n Konsantrasyon p
_ <12 13 2,33+1,21
Neurturin (ng/mL) 12 97 1752024 >0,05
<12 13 10,59+1,66
BDNF (ng/mL) >0,05
212 97 11,1940,52
<12 13 118,3549,17
MMP-2 (ng/mL) >0,05
212 97 117,6343,82
<12 13 0,55+0,09
FAK (ng/mL) <0,05
212 97 0,83+0,06*

*<12 olanlara gore anlamh farkllik, p<0,05

Kontrol grubunda menars yasina gore <12 ve 212 gruplarn karsilastinildiginda,
serum NRTN duzeyleri menars yasi <12 olanlarda menars yasi 212 olan kisilere
gore istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek bulunmustur (p<0,05). Serum
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeyleri agisindan bir farklihk bulunmamistir (p>0,05)
(Cizelge 4.43.).
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Cizelge 4.43. Kontrol grubunda menars yasina goére serum parametrelerinin
degerlendiriimesi

Menars yasi n Konsantrasyon p
_ <12 12 1,35+0,37*
Neurturin (ng/mL) 12 o8 10620 18 <0,05
BDNE ImL <12 12 8,53+2 0.05
>
(ng/mL) >12 08 9,370,67 !
MMP-2 L <12 12 151,68+12,35 0.05
- >
(ng/mL) >12 98 138,7244.27 !
<12 12 0,56+0,10
FAK (ng/mL) >0,05
212 98 0,65+0,06

*212 olanlara gore anlamli farklilik, p<0,05

Meme kanserli hastalarda serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK konsantrasyonlari
arasindaki korelasyonlar incelendiginde, FAK ve BDNF konsantrasyonlari arasinda
pozitif bir iligki bulunmustur (p<0,001) (Cizelge 4.44., Sekil 4.9.).

Cizelge 4.44. Hasta grubu korelasyon matriksi

NRTN BDNF MMP-2 FAK
NRTN .

BDNF 06?8158 .

MMP-2 gjgég '8,’%17 _
O - -

*p<0,001
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Sekil 4.9. Hasta grubu FAK-BDNF korelasyon sagilim grafigi

Kontrol grubunda serum NRTN, BDNF, MMP-2 ve FAK konsantrasyonlari

arasindaki korelasyonlar incelendiginde, serum MMP-2 ve BDNF konsantrasyonlari
arasinda negatif bir iligki bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.45., Sekil 4.10.).

Cizelge 4.45. Kontrol grubu korelasyon matriksi

NRTN BDNF MMP-2 FAK
NRTN o
-0,062 —
BDNF 0.523 B
0,172 -0,299 —
MMP-2 0,072 0,002* —
0,071 0,031 0,108 —
FAK 0,46 0,751 0,262 —

* p<0,01
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Sekil 4.10. Kontrol grubu MMP-2-BDNF korelasyon sacilim grafigi
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5. TARTISMA

Dunya genelinde 2020 yilinda meme kanseri teghisi konan 2,3 milyon kadin ve 685
000 meme kanseri nedenli 6lum kaydedilmistir. Son 5 yilda meme kanseri teshisi
konan 7,8 milyon kadinin hayatta olmasi ve bu sebeple ylksek sagkalim orani

meme kanserini dinyanin en yaygin kanseri haline getirmistir [1].

Meme kanserine yakalanma nedenlerinden 6nemli bir oran hamilelikle iligkili
faktorlere, hormonal tedaviye, obezite, fiziksel inaktivite, alkol alimi, dusuk lifli diyet
ve sigara gibi yasam tarzi faktérlerine ve diger risk faktorlerine baglanabilmektedir.
Yuksek gelir dizeyine sahip ulkelerde meme kanseri vakalarinin Ugte birinden
fazlasi yasam tarzi degisiklikleriyle dnlenebilmektedir [2]. Yuksek gelirli Ulkelerde
yasa gore standardize edilmis meme kanseri 6lum orani 1980'ler ile 2020 arasinda
%40 oraninda dusmuagstir. Didnya c¢apinda yillk meme kanserinden o6lim
oranlarinda %2,5'lik bir azalma gergeklesirse, 2020 ile 2040 yillar1 arasinda 2,5

milyon meme kanseri 6lumunun dnlenebilecegi dngorulmektedir [1].

Meme kanseri %10 Ulkeye ve etnik kokene gore farkhliklar gostermekle birlikte,
genetik yatkinhk ve aile 6ykusu ile de yakindan iligkilidir. Meme kanserinde en
yaygin germ hatti mutasyonlari BRCA1 ve BRCA2 genlerinde olup, ortalama
kimulatif yasam boyu riski yaklasik %70’tir. Meme kanserinde sekanslamada BRCA
genlerine ek olarak PALB2, ATM, CHEK2, RAD51C, BARD1 ve TP53'l iceren gen
panelleri esas alinmaktadir. Aile dykusunun alinmasi, risk degerlendirme ve genetik
danismanlik sonrasinda tedavi prosedurinde genetik test kilavuzlan
kullaniimaktadir [2]. Dunya ¢apinda en sik gorulen kanser olmakla birlikte meme
kanserinin goéruntilenme sekli, immunohistokimyasal belirtegler, genomik belirtegler
ve immun belirtegler dahil olmak Uzere molekuler 6zellikleri kapsamli bir sekilde

karakterize edildiginden teshisi kolaylasmistir [2].

Meme kanseri tedavisi, hastalik erken teshis edildiginde, %90 veya daha fazla
hayatta kalma oranina ulasarak oldukga etkili olabilmektedir. Tedavi genellikle
meme, lenf diguimleri ve gevresindeki bolgelerin cerrahi ile radyasyon tedavisi ve
metastaz riskini tedavi etmek velveya azaltmak icin sistemik tedaviden
olusmaktadir. Anti-kanser tedavi protokolleri arasinda endokrin tedavisi, kemoterapi

ve bazi durumlarda hedefli biyolojik antikor tedavisi yer almaktadir [1]. Son yillarda
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onaylanan PARP inhibitorleri, kontrol noktasi inhibitorleri ve PI3K inhibitorleri gibi
birkag ila¢ yalnizca belirli bir biyobelirtece veya mutasyona sahip hastalarda veya
tumorlerde kullaniimaktadir. Gelecekteki aragtirmalarda meme kanserinde yeni
ilaclara degil, her hastada her bir tumor i¢in tedavinin bireysellestiriimesine daha

fazla odaklanilacaktir [2].

Kanser patolojisinin altinda yatan genetik etkenlerin aydinlatiimasi hastalik
nedeninin tam olarak belirlenmesi ve uygun tedavinin segimi igin Snem tagimaktadir.
10. Kromozom uzerinde lokalize bir proto-onkogen olan RET ¢esitli dokularin normal
gelisimi ve olgunlagsmasi icin gerekli bir RTK’dir. RET’in aktivasyonu c¢esitli kanser
tiplerinde proliferasyonu, invazyonu ve metastazi arttirmaktadir [123]. RET'’in
fonksiyonel polimorfik varyantlarinin, mutasyonlarinin ve artan ekspresyonunun
onkojenik fonksiyonlar Uzerinde etkili oldugu bildiriimektedir [9]. Polimorfik RET
kodlamasi veya intronik dizi varyant kombinasyonlarinin MTK ve MEN2A riskini
arttirdigi 6ne surulmastir. MEN2 hastaliinda RET patojenik mutasyonlarina
ilaveten RET'’in birka¢ polimorfik dizi varyantinin mutasyon genotipine etki ederek
degistirdigi bildirilmigtir [10, 153, 156]. RET'in birgcok polimorfik varyanti hakkinda
feokromositoma, medduller stinger bdbrek, hiperparatiroidi, Hirschsprung hastaligi,
PTK, sMTK, desmoplastik melanom, akciger kanseri, pankreas kanseri gibi gesitli
kanserlerde ¢alismalar bulunmaktadir [147, 150, 11, 151, 152, 12, 155-157, 13-15].
Literatirde meme kanserinde RET polimorfizminde sadece rs2435357 varyantini
kapsayan bir ¢alisma bulunmaktadir [158]. Bu tez kapsaminda ilk olarak meme
kanserinde RET geni G691S, L769L ve S904S polimorfizmleri ele alinmistir.

Khan ve digerlerinin Kuzey Hindistan'da tiroidektomi sonrasi PTK'li 118 kisi ve FTK'li
22 kisi olmak Uzere toplam 140 hasta ve 180 sagliklh kontrol ile yaptigi calismada
RET G691S (rs1799939), L769L (rs1800861), ve S904S (rs1800863) SNP’leri
arastinimistir. Calismada G691S polimorfizminde varyant alellerin (GA+AA)
dagihmi hastalarda %62,9, kontrollerde %44,5; L769L'de TG+GG dagilimi
hastalarda %70, kontrollerde %88; S904S'de CG+GG dagihmi hastalarda %56,
kontrollerde %44 olarak bulunmustur. Her ¢ SNP’de dagilim agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05). RET S904S varyantinin iyi huylu tiroid
hastaligi ile iligkili oldugu bildirilmigtir. PTK ve FTK hastalarinda RET geni
G691S/S904S polimorfizmleri sik godzlenirken L769L polimorfizmi daha az
gOzlenmistir. Sonu¢ olarak RET polimorfik varyantlarinin PTK ve FTK'nin
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gelismesinde veya ilerlemesinde sinerjik olarak hareket edebilecegi sonucuna

ulasiimistir [12].

Tural ve digerleri Turk populasyonunda tiroid kanserli hastalarda rs1800861
(L769L), rs2472732, rs1799939 (G691S), rs1800962, rs1800863 (S904S) ve
rs3026272 SNP’lerini arastirmiglardir. Arastirmacilarin  yaptiklari polimorfizm
analizleri sonucunda genotip frekanslari rs1800861 (L769L) icin GG %9,5, GT %27,
TT %63,5; G691S rs1799939 icin, GG %66,7, GA %30,2, AA %3,2; rs1800863
(S904S) icin CC %61,9, CG %34,9, GG %3,2 sonuglarina ulasiimistir. Bu
hastalarda kan/doku 6rneklerinde rs1800861 (L769L) bdlgesinin TT genotip
sikhiginin diger genotiplere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek oldugu
gorulmastar (sirasiyla, n=25 (%64,1) n=15 (62,5)) (p<0,05) [15].

Gemignani ve digerleri 2000-2017 yillari arasinda sporadik MTK'li (SMTK) 585,
sporadik meddiller olmayan tiroid karsinomlu (SNMTK) 1529 hasta ve 989 saglikli
kontrolde yaptiklari ¢alismada RET rs2565206, rs1799939 (G691S), rs1800861
(L769L), rs1800862, rs1800863 (S904S) SNP'lerinin hastalik durumu ile iligkisini
degerlendiriimiglerdir. SNMTK’lI hastalar saglikli kontroller ile karsilastirildiginda
benzer genotip ve alel frekanslarina sahip oldugu goérilmustir. sMTK’li hastalarda
rs1800861 (L769L) SNP’sinde T alelinin az sikhkta oldugu (OR=0,70; GA:0,58-0,84,
p<0,001) ve homozigot TT nin nadir olarak goéruldiagu (OR=0,32; GA:0,17-0,60,
p<0,001) bulunmustur. Bu calisma sonucunda L769L SNP’sinde T alelinin italyan

populasyonunda sMTK riskinin azalmasiyla iligkili oldugu 6ne surulmustar [11].

Ceolin ve digerleri tarafindan yapilan MTK’de ¢oklu RET varyantlarinin (G691S,
L769L, S836S ve S904S) kanser riski ve tUmoér davranigi Uzerindeki etkisini
arastirdiklari 107 MTK hastasi ve 308 kontrolin ele alindigi ¢alismada, MTK
hastalarindaki minér alel frekanslarinin L769L %28,0, S836S %8,9 ve
G691S/S904S %22,2 oldugu bildirilmigtir. Elde edilen sonuglara gore RET L769L ve
S836S SNP'leri, artan MTK riski ile iliskilendirilmistir (sirasiyla OR=1,95; GA:1,2—
3,1, p<0,05 ve OR=2,29; GA:1,2-4,5, p<0,05). Uc veya daha fazla polimorfik alel
iceren haplotiplerin MTK riski Uzerinde ilave bir etkisi oldugu gdsterilmistir
(OR=3,79; GA:1,5-9,5; p<0,05). Ayrica u¢ veya dort risk aleli olan haplotipleri

tasiyan hastalarda, teghiste lenf nodu ve uzak metastaz riskinin arttigi bildirilmistir
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(OR=5,84; GA:1,1-31,2, p<0,05). RET geninde ¢oklu polimorfik alellerin varliginin,

MTK'nin gelisimi ve ilerlemesi icin riski artirabilecedi 6ne suriimustir [10].

Sromek ve digerleri tarafindan Polonya’'da yapilan ¢alismada 246 MTK’li hasta ve
420 saglikli kontrolde RET genindeki u¢ polimorfik varyantin (L769L, S836S ve
S904S) siklhigi karsilastirnlmistir. Heterozigot L769L polimorfizm sikli§i sporadik
MTK'li hastalarda (%48,3) kontrol grubu (%39,5) ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamh bir farkhlik bulunmustur (OR:1,43; GA:1,03-1,99; p<0,05). Yapilan
degerlendirmede, L769L SNP’si yonunden 124 homozigot ve heterozigot (%57,14)
sporadik MTK hastasi (OR=1,43; p<0,05) ve 202 homozigot ve heterozigot
(%48,09) kontrol (OR:1,43; GA:1,03-2,00; p<0,05) bulunmustur. S904S
polimorfizmi genotip dagihmlari agisindan yapilan degerlendirmede istatistiksel
olarak bir farkhlik bildiriimemistir. sMTK'li hastalarda RET genindeki L769L
polimorfizminde homozigot GG genotip dagiliminin yabanil TT genotipine goére
anlamli derecede dusuk oldugu gorulmustur. Elde edilen veriler 1s1ginda L769L
polimorfizminin sporadik MTK gelisimine yatkinlik olusturabilecedi ve homozigot
polimorfik varyant L769L tasiyiciliginin MTK'nin baslangi¢ yasini dusurebilecegi
bildirilmistir [14].

Sosonkina ve digerlerinin kiglk hicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiguk htcreli
olmayan akciger kanseri (KHDAK) hticre hatlarinda RET geni G691S SNP’sini
degerlendirdikleri calismada, tUm hdcre hatlarinda A alelinin toplam frekansi %43,3,
noroendokrin hicre hatlarinda %60 ve néroendokrin olmayan hicre hatlarinda %10
olarak bulunmustur. 10 néroendokrin hiicre hattindaki A alel frekansi, NCBI SNP
veri tabanina gére %17,6 olan referans populasyonla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede farkh bulunurken (p=0,0001), 5 néroendokrin olmayan
akciger tumora hattindaki A alel frekansi agisindan farkhilik bulunmamistir (p>0,05).
G691S AA genotip frekansinin akciger huicre hatlarinda GG referans genotipine
gore onemli derecede yuksek oldugu bildirilmistir (p<0,05). GA genotipinde referans
genotipe goére anlamli bir farkhlik bulunmamistir. Sonu¢ olarak RET G691S
polimorfizminin néroendokrin akciger tumaoru ile potansiyel bir iligkisi olabaileceqi

one surulmagtar [13].

Barr ve digerleri desmoplastik melanomlu 30 ve desmoplastik olmayan melanomlu

30 hastada RET G691S polimorfizmini degerlendirdiklerinde desmoplastik
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melanomlu hastalarin %30'u, desmoplastik olmayan melanomlu hastalarin %21'i
polimorfizm gdstermistir. G691S SNP’sinde genotip dagilimlari desmoplastik
melanomda GG %67, GA %23, AA %7; desmoplastik olmayan melanomda GG
%77, GA %20, AA %3'tur ve istatistiksel acidan anlamli bir farkhlik bulunmamistir.
Arastirmacilar G691S RET polimorfizminin desmoplastik melanom gelisimi igin

genetik bir risk faktori olabilecedini bildirmislerdir [149].

Siqueira ve digerleri kalitsal MTK'li 102 hasta ve sporadik MTK'li 81 hastada RET
geni L769L, S836S ve G691S/S904S polimorfizmlerinin hastalik Gzerindeki etkisini
arastirmiglardir. Kalitsal MTK'deki RET polimorfizmlerinin sikhigi L769L icin %17,3
ve G691S/S904S igin %18,2 olarak bulunmustur. L769L ve G691S/S904S'nin
genotip dagilimlar ve MTK riski arasindaki iligki incelendiginde istatistiksel olarak

anlamli bir farkhlik bulunmamistir [157].

Gursoy ve digerlerinin 19 erkek ve 31 kadindan olusan toplam 50 sporadik MTK’li
hasta ile yaptigi calismada RET geni G691S, L769L, S836S ve S904S
polimorfizmleri incelenmistir. Bu bolgelerde alel frekanslari G691S igin %24, L769L
icin %29 ve S904S icin %26 olarak bildirilmigtir. Alel frekanslari agisindan 3 SNP
icin bir farklihk bulunmamakla birlikte, L769L polimorfizmi ile lenf nodu tutulumu

arasinda anlamli bir iliski bulunmustur [151].

Mishra ve digerlerinin 2006-2018 yillari arasinda Hindistan’da 438 MTK’li hasta ve
489 cinsiyet ve etnik kdken olarak eglestiriimis saglkh kontrolden olusan kohort
calismasinda RET SNP analizi yapmislardir. Kalitsal MTK'li 77 hastada genotip
dagilimlar G691S igin GG %48,1, GA+AA %51,9; L769L igin TT %45,5, TG+GG
%54,5, S904S icin CC %46,8, GC+GG %53,2, 489 kontrolde genotip dagilimlari
G691S icin GG %57,8, GA+AA %42,1; L769L icin TT %36,4, TG+GG %36,6, S904S
icin CC %58,3, GC+GG %41,7°dir. Sporadik MTK’li hastalarda genotip dagilimlari
G691S igin GG %55,7, GA+AA %44,3; L769L icin TT %40,4, TG+GG %59,6, S904S
icin CC %53,7, GC+GG %46,3, kontrollerde G691S i¢cin GG %57,8, GA+AA %42,1;
L769L icin TT %36,4, TG+GG %36,6, S904S icin CC %58,3, GC+GG %41,7dir.
Hem kalitsal hem de sporadik MTK’'de 3 SNP i¢in de genotip dagilimlarinda hastalik

riski agisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir [203].
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Machens ve digerlerinin MTK’li 775 hasta ile yaptiklari galismada gebotip dagilimlar
G691S icin GG %13,29, GA %4,65, AA %1,56; S904S icin CC %13,29, GC %4,51,
GG %1,55; L769Licin TT %12, TG %7,1, GG %0,26 olarak bulunmustur. Her 3 RET
varyantinda genotip dagilimi ve MTK tanisindaki hasta yasi, cinsiyeti, primer timor
boyutu, timorin ekstratiroidal yayilimi, kalan ve gikarilan lenf nodu sayisi ve uzak

metastaz arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik bildirilmemistir [204].

Santos ve digerlerinin Portekizli 545 hasta ve 543 kontrolde yaptiklari calisma ile iyi
bilinen G691S, L769L, S836S ve S904S RET SNP'lerinin farkhlasmis tiroid
karsinomu genetik yatkinligina katkisini ve kanser riski Uzerindeki etkisini
belirlemeyi amacglamislardir. G691S, L769L ve S904S bolgeleri igin genotip ve alel
dagihimlarn acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bildirilmemigstir. Cok
degiskenli lojistik regresyon analizinde hastalik riski yoninden cinsiyet, tani yasi,
lenf nodu ve uzak metastaz ile ilgili istatistiksel agidan anlamli bir farklihk
bulunmamistir. Buna ek olarak G691S ve S904S mindr alel dagilimlarinda timor
boyutu <1 cm olanlarda 21 cm olanlara kiyasla anlamh farkliliklar oldugu
bulunmugtur. Elde edilen veriler 1siginda, G691S/S904S polimorfizmlerinin
hastaligin agresifligini artirabilecedi ve yapilacak ¢alismalarda timoér boyutunun da

dikkate alinmasi gerektigi bildirilmistir [131].

Griseri ve digerleri 93 ER+ meme kanserli hastada RET'’in bir baska polimorfizmi
olan rs2435357 SNP’si ile RET ekspresyon seviyeleri arasindaki olasi iligkiyi
arastirdiklar ¢alismada, rs2435357 bdlgesinde en az bir varyant alel (CT ve TT
genotipleri) varhginin CC yabanil tip alel tasiyan hastalara kiyasla artmis bir

sagkalim ile iligkili oldugunu goéstermistir [158].

Calismamizda RET genine ait G691S, L769L ve S904S bdlgelerinde polimorfizm
analizleri yapilmigtir. Tiroid karsinomu, malign melanom, multipl endokrin neoplazi,
ve akciger kanseri gibi kanser turlerinde bu 3 bdlgeye ait SNP’lerin arastirildigi
caligmalar bulunmakla birlikte meme kanserinde vyapilmig bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada G691S SNP’sinde genotip dadilimi meme kanserli
hastalarda %7,3 AA, %34,5 GA, %58,2 GG ve kontrol grubunda %5,5 AA, %32,7
GA, %61,8 GG olarak bulunmustur. Alel frekansi dagilimi hasta grubunda %75,5 G,
%24,5 A ve kontrol grubunda %78,2 G, %21,8 A olarak bulunmustur. Elde edilen

sonuglarda genotip ve alel dagilimlari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
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farkhlik bulunmamistir. Bu sonuglar Tural ve digerlerinin, Gemignani ve digerlerinin,
Ceolin ve digerlerinin, Barr ve digerlerinin, Siqueira ve digerlerinin, Glrsoy ve
digerlerinin, Mishra ve digerlerinin, Machens ve digerlerinin ve Santos ve digerlerinin
yaptiklari ¢alismalarin sonuglari ile uyumludur. Calismamizda L769L SNP’sinde
genotip dagilimi meme kanserli hastalarda %8,2 GG, %44,5 TG, %47,3 TT ve
kontrol grubunda %13,6 GG, %39,1 TG, %47,3 TT olarak bulunmustur. Alel frekansi
dagilimi hasta grubunda %30,5 G, %69,5 T ve kontrol grubunda %33,2 G, %66,8 T
‘dir. Calisma grubunda genotip ve alel dagilimlar agisindan istatistiksel olarak
anlamh bir farklilik bulunmamigstir. Elde edilen bu veriler Sosonkina ve digerlerinin,
Siqueira ve digerlerinin, Glrsoy ve digerlerinin, Mishra ve digerlerinin, Machens ve
digerlerinin ve Santos ve digerleri tarafindan bildirilen sonuglar ile uyumludur. Bu
calismada S904S SNP’sinde genotip dagilimi meme kanserli hastalarda %8,2 GG,
%33,6 GC, %58,2 CC ve kontrol grubunda %7,3 GG, %31,8 GC, %60,9 CC olarak
bulunmustur. Alel frekansi dagihmi hasta grubunda %75 C, %25 G ve kontrol
grubunda %76,8 C, %33,2 G ‘dir. Calisma grubunda genotip ve alel dagilimlari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Elde edilen bu sonuclar
Tural ve digerlerinin, Gemignani ve digerlerinin, Sosonkina ve digerlerinin, Ceolin
ve digerlerinin, Sromek ve digerlerinin, Siqueira ve digerlerinin, Glrsoy ve
digerlerinin, Mishra ve digerlerinin, Machens ve digerlerinin ve Santos ve digerlerinin

sonuglari ile uyumlu gérunmektedir.

RET'in NRTN’nin dahil oldugu timor buyimesini ve yayillmasini destekleyen GFL
araciligiyla aktivasyonu gunumuizde c¢ok fazla arastirilan bir yolaktir. Literatirde
NRTN genindeki polimorfizmler ile ilgili Fernandez ve digerlerinin Hirschsprung
hastaliginda, Cebrian ve digerlerinin meduller tiroid karsinomunda olmak Uzere iki
calisma bulunmaktadir [19, 20]. Calismamizda meme kanserinde NRTN IVSI-663
polimorfizminin saptanmasi ve meme kanseri riskine etkisinin aragtiriimasi

amagclanmistir.

Fernandez ve digerlerinin ispanya’da 142 Hirschsprung hastasi ve 99 saglikli
kontrolden olusan c¢alismasinda NRTN geninde ¢.170-663 (rs1379868=IVSI-663),
c.x592 (rs10775589) ve c.x855 881del (rs11268405) SNP’leri degerlendirilmistir.
IVSI-663 SNP’sinde Hirschsprung hastalarinda genotip dagilimi %6,33 GG, %35,91
GA, %57,74 AA ve kontrol grubunda %7,07 GG, %31,31 GA, %61,62 AA olarak
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bulunmustur. Alel frekansi dagihmi ise hasta grubunda %75,70 A, %24,29 G ve
kontrol grubunda %77,27 A, %22,73 G'dir. Calisma gruplarinda genotip ve alel

dagilimlari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmamistir [20].

Cebrian ve digerlerinin Birlesik Krallik populasyonunda sporadik MTK’li 135 hasta
ve 533 kontrolde yaptiklari ¢alismada hastalardaki duyarliligin NRTN 1VSI-663
(rs1379868) polimorfizminin arastiriimasi %60,74 AA ve kontrol grubunda %5,44
GG, %24,39 GA, %67,92 AA olarak bulunmustur. NRTN IVSI-663 SNP’sinde
genotip dagilimlari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulunmamigtir.
Arastirmacilar bu bulgular sonucunda NRTN polimorfizmi ile sporadik MTK riski

arasinda bir iligski bulunmadigini bildirmiglerdir [19].

Calismamizda meme kanserli 110 hasta ve 110 saglikli kontrolde NRTN IVSI-663
SNP’si belirlenmistir. Genotip dagihmi hastalarda %20 GG, %19,1 GA, %60,9 AA
ve kontrol grubunda %16,4 GG, %10 GA, %73,6 AA olarak bulunmustur. NRTN
IVSI-663 polimorfizmi ile meme kanseri riski arasindaki iliski genotip dagilimi
yonunden degerlendirildiginde heterozigot GA genotipi referansinda AA genotipinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilk bulunmustur ve bu farkliik meme kanseri
riskinin AA genotipinde 0,43 kat azaldigini gostermektedir. Referans genotip ile GG
genotipi arasinda istatistiksel agidan anlaml bir farklhilik bulunmamistir. Alel frekansi
dagihmi hasta grubunda %70,5 A, %29,5 G ve kontrol grubunda %78,6 A, %21,4 G
‘dir. Bu polimorfizm ile meme kanseri riski arasindaki iligki alel frekansi agisindan
incelendiginde, A aleli referansinda G alelinde istatistiksel agidan anlamli bir farklilk
bulunmustur. Bu farkhlik G alelinin meme kanseri riskini 1,54 kat arttirdigini
gOstermektedir. Calismamiz Fernandez ve digerlerinin Hirschsprung, Cebrian ve
digerlerinin MTK hastalarinda elde ettikleri sonuglar bakimindan celigkilidir. Bu
calisma meme kanserinde NRTN IVSI-663 polimorfizmi olarak bir ilki temsil

etmektedir.

Literatirde kanserde NRTN ekspresyonunun arastirildigi az sayida hucre hatti ve
doku calismasi bulunmaktadir. Bununla birlikte kanser turlerinde serum NRTN

diuzeylerinin degerlendirildigi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Hishiki ve digerleri noroblastom hucre hatlarinda ve 37 primer noroblastom
dokusunda NRTN ekspresyonlarini degerlendirmiglerdir. NRTN'nin  primer
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noroblastom dokusunda ekspresyonunu belirlemek igin gergek zamanlhi PCR
yapiimistir. Calisma sonucunda 10 ndroblastom hilcre hattinda ve 28 timor
dokusunda NRTN'in eksprese edildigi bildirilmistir [205].

Wang ve digerleri NRTN ve reseptort GFRa-2’nin pankreas kanserinde dokuda ve
pankreas kanseri hlicre hatlarinda hiicre digi matrikste yukari regllasyon oldugunu,
saghkh pankreas doku ve hucrelerine goére artan NRTN bulundugunu ve bu
NRTN’nin invazivligi destekledigini gostermiglerdir. NRTN'nin susturulmasi ile hem

pankreas kanseri huicre proliferasyonu hem de invazyonu sinirlandiriimistir [171].

Qiao ve digerleri 38 yasindaki kadin hastada yaptiklar calismada kolon
adenokarsinom hicrelerinde immunohistokimyasal olarak belirlenen GDNF ve
NRTN’in ylksek seviyelerde eksprese edildigi, bununla birlikte GFRa-1 ve RET

ekspresyonunun gorulmedigi bildiriimigtir [206].

Calismamizda serum NRTN dizeyleri meme kanseri hastalarinda 1,8110,26
ng/mL, saglikli kontrollerde 0,99+0,13 ng/mL olarak o6lgtlmustir. Hasta grubunda
NRTN duzeylerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede yuksek oldugu
bulunmusgtur. Meme kanseri hastalarinda olgulen yiuksek serum NRTN dizeyleri
artan ekspresyona bagli olarak agiklanabilir. Ayrica yas gruplarina gére serum
NRTN duzeyleri degerlendirildiginde meme kanseri hastalarinda <40 yas grubunda

240 yas grubu ile kargilastirildiginda anlamli derecede yuksek bulunmustur.

Norotrofin ailesinin Uyesi olan BDNF ve reseptoru TrkB'nin meme, akciger, kolon-
rektum, pankreas, prostat, karaciger, miyelomlar ve lenfoid timorler dahil olmak
Uzere cesitli kanserlerde onemli bir rol oynadigi ve artan duzeyde regule edildigi
bildiriimektedir [207]. Meme kanserinde BDNF ekspresyonunun normal dokuya
kiyasla daha yuksek oldugu gosterilmigtir. Bu artisin patolojik parametreler, kotu
prognoz ve meme kanserinden o6lum dahil olmak Uzere klinik sonuglarla énemli
Olcude iligkili oldugu bildiriimektedir [163, 208]. BDNF ekspresyonunda artigin
oldugu calismalar yaninda kolorektal kanserde ve meme kanserinde serum protein

diuzeylerinin arttigi calismalar da mevcuttur [209, 210].

Vanhecke ve digerleri meme kanseri hucre hatlarinda ve meme kanserli ksenografli
farelerde ekprese edilen BDNF’nin timor buyidmesi Uzerine katkisini arastirmigtir.
Hem BDNF’nin hem de reseptoru olan TrkB-T1’in meme kanseri hicre hatlarinda
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ve tumor biyopsilerinde eksprese edildigini gostermiglerdir. Ksenografli farelerde
anti-BDNF ve anti-TrkB-T1 tedavilerinin, hicre apopitozunu arttirdigi ve timor
blyumesinin inhibisyonu ile sonug¢landigi bildirilmigtir. Sonug olarak arastirmacilar
BDNF’nin TrkB-T1 araciligiyla kanser hucresinin apopitoza kargi direnci uyararak
hayatta kalmasina katkida bulundugunu ve bu nedenle meme kanserinde yeni

terapotik hedef olarak potansiyel olusturdugunu ortaya koymuslardir [164].

Patani ve digerleri meme kanserli kadinlarda 127 tUmor dokusu ile 33 saglkli
dokuda BDNF’nin mRNA ve protein konsantrasyonunu olgmusglerdir. Neoplastik
hucrelerde, normal meme epitel hucrelerine kiyasla onemli Olgide artan BDNF
ekspresyonu ve anlamli derecede daha yilksek MRNA transkript seviyeleri
gosterilmigtir. Aragtirmacilar hastalarin 10 yillik takip sureci sonunda yuksek BDNF
ekspresyon seviyelerinin genel sagkalimin azalmasiyla anlamh sekilde iligkili
oldugunu bildirmislerdir. Sonug olarak BDNF’nin prognostik bir belirte¢, hedeflenen

terapdétik stratejiler icin potansiyel olabilecegdi bildirilmistir [163].

Wang ve digerlerinin kolorektal kanserde BDNF’nin ayirici rolunu arastiran 81
kolorektal kanserli, 31 adenomlu hasta ve 61 saglikli kontrolde yaptigi ¢alismada
serum BDNF duzeyleri kolorektal kanserli hastalarda saglikli kontrollere goére
istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulunmustur. Serum BDNF
konsantrasyonlarinin timér boyutu, timar farklilasmasi ve TNM evrelemesi ile iliskili
oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar artan BDNF duzeylerinin kolorektal kanser
gelisiminde ve ilerlemesinde kritik bir rol oynayabilecedini ve erken teshiste uygun

bir biyobelirtec olabilecegini ileri sirmuslerdir [209].

Zoladz ve digerleri 30-65 yas araligindaki 18 meme kanserli kadinda cerrahi
operasyonun serum ve plazma BDNF konsantrasyonu Uzerindeki etkisini
belirlemeyi amacglamistir. Meme kanseri ameliyatindan 24 saat 6nce ve 24 saat
sonra Olguilen serum BDNF konsantrasyonlari kargilagtirildiginda ameliyattan
onceki BDNF duzeylerinin ameliyattan 24 saat sonra anlamli derecede dustugunu

goOstermiglerdir [210].

Calismamizda serum BDNF duzeyleri meme kanseri hastalarinda 11,12+0,5 ng/mL,
kontrol grubunda 9,281+6,34 ng/mL olarak olgtulmuagstir. Hasta grubunda BDNF
duzeylerinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede yuksek oldugu bulunmustur.
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Meme kanseri hastalarinda olgllen bu artan sonuglar Zoladz ve digerlerinin yaptigi

calisma ile uyumlu gorulmektedir.

MMP-2’nin  proteolitik aktivitesiyle TIMP-2 arasindaki dengenin bozulmasi
ekstraseluler matriks bilesenlerinin  degredasyonuna, tumor invazyonu ve
metaztazin olusumuna sebep olmaktadir. Literatirde meme kanserinde MMP-2’nin
doku ekspresyonu ve serum/plazma duzeyleri ile ilgili ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir Serum MMP-2 duzeyleri ile yapilan ¢alismalarda geligkili sonuglar
bildirilmektedir [181, 211-215].

Song ve digerlerinin ¢calismasinda meme kanseri olan 303 kisiden preoperatif kan
ornegdi alinarak serumda MMP-2 dizeyleri dl¢cliimustir. Calisma populasyonunda
TNM evresi, tumor boyutu, lenf nodu, histolojik derece, nukleer derece, ER ve PR
durumu, adjuvan kemoterapi ve hormon tedavisinin hastaliksiz sagkalim Gzerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu; tani yasi, VKi, sigara, egitim
dizeyi, menopoz, p53, C-erbB2 ve radyoterapinin hastaliksiz sagkalim Uzerinde

anlamli bir etkisi olmadigini bildirilmistir [216].

Alrehaili ve digerleri yaptiklari ¢alismada, meme kanserinde MMP-2’nin plazma
konsantrasyonlarini élgerek hastaligin evresi ve prognoz ile iligkisini incelemigslerdir.
Meme kanserli hastalarin MMP-2 dlzeyleri benign meme hastaligi olan kisilere ve
saglhkh kontrollere goére, timor derecesi 3 olan hastalarda timor derecesi 1 ve 2
olanlara gore yuksek bulunmustur. Meme kanserli hastalarda preoperatif dlglilen
MMP-2 dulzeylerinin cerrahi operasyon sonrasinda istatistiksel olarak anlamli

derecede dustlugu bildirilmistir [217].

Lawicki ve digerlerinin ¢alismasinda 100 meme kanserli hastanin plazma MMP-2
duzeylerini 50 benign meme hastaligi olan ve 50 saglikli kontrolle karsilastiriimistir.
MMP-2 konsantrasyonu benign meme hastaligi olanlarda meme kanserli hastalara
ve saglikl kontrollere gore anlamli derecede yuksek bulunurken, meme kanserli
hasta grubu ile saghkl kontroller arasinda anlamli bir farkhlik gérilmemistir. Meme
kanserli hastalarda evre | MMP-2 duzeyleri evre Il, 1l ve IV'e gore dusuk
bulunmusgtur [215].

Huang ve digerleri yaptiklari calismada 46 meme kanserli hasta ve 31 benign meme

hastaligi bulunan kiside MMP-2’'nin tumor dokusunda ekspresyon ve serum
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dizeylerini 6lgmuslerdir. Meme kanserli gruptan alinan doku ve serumda MMP-2
ekspresyonu/serum duzeylerinin, benign meme hastaligi grubuna gére istatistiksel
olarak anlamli derecede arttigi bildirilmistir. Aragtirmacilar MMP-2'nin ylksek serum
ve doku duzeylerini lenf nodu metastazi ve daha yuksek TNM evresi ile iligkili

oldugunu ortaya koymuslardir [211].

Heo ve digerleri meme kanserli 77 ve benign meme timorli 10 hastanin ameliyat
oncesi serum MMP-2 duzeylerini karsilastirmiglardir. Meme kanseri hastalarinda
benign tumorli hastalara kiyasla 6nemli dlgide daha yuksek serum MMP-2
duzeyleri bulunmustur. Arastirmacilar yuksek serum MMP-2 duzeylerinin nod

metastazi ile 6nemli dlgtde iliskili oldugunu bildirmislerdir [218].

Sheen-Chen ve digerlerinin yaptiklari galismada inaziv meme kanserli 57 ve benign
meme tumorli 12 hastada MMP-2'nin serum  konsantrasyonlarini
degerlendirdiklerinde meme kanserli hastalarda anlaml derecede yluksek MMP-2

konsantrasyonlarini géstermiglerdir [219].

Zagouri ve digerleri yaptiklari ¢calismada atipik duktal hiperplazi, lobuler neoplazi,
DKIS ve IDK'de serum MMP1, MMP-2, TIMP-1 ve TIMP-2'yi spesifik olarak palpe
edilemeyen mamografik meme lezyonlarinda degerlendirmeyi amaclamiglardir.
Lezyonlari olan bu hastalarda olgtlen serum MMP-2 konsantrasyonlari lezyonun
artisi ile negatif iliskili bulunmustur. MMP-2 diizeyleri DKIS ve iDK’li hastalarda iyi
huylu ve prekursor lezyonlu hastalara gore dusuk olmakla birlikte istatistiksel bir

anlamlihk bulunmamistir [220].

Katunina ve digerleri meme timoértnde, saglikli dokuda ve hastalarin preoperatif ve
postoperatif serumlarinda MMP-2 dizeylerini élgmuglerdir. Elde edilen sonuglara
gore saghkl kontroller ile kiyaslandiginda preoperatif ve postoperatif MMP-2
dizeylerinin, meme kanserli hastalarda operasyon oncesi ile kiyasladiginda

operasyon sonrasi duzeylerinin farklilik gostermedigi bulunmustur [212].

Kim ve digerlerinin 1993-2006 yillari arasinda farkli etnik kékenli invaziv meme
kanserli kadinlarda yuarutttkleri galismalarinda plazma 1, 2, 3 ve 7 MMP duzeylerini
analiz etmiglerdir. invaziv meme kanserli 713 kadin ile saglkli kontrollerden olusan
kohort calismasinda iki grup arasinda MMP-2'nin plazma duzeyleri ve meme
kanseri riski yonunden istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik bulunmamigtir [213].
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Aroner ve digerleri dolasimdaki MMP-2 duzeylerinin meme kanseri riskine etkisini
arastirmiglardir. 1976'da 121 700 kadinin kaydiyla baglayan, devam eden ileriye
donuk bir kohort ¢alismada 1989-1990 vyillarinda kansersiz 32 826 kadindan ve
2000-2002 yillarinda ilk koleksiyondaki 18 743 kadindan olusan bir alt gruptan kan
ornekleri toplanmistir. Yapilan ¢calismada, 1992-2004 yillari arasinda invaziv meme
kanseri tanisi konan 1136 hasta ile 1136 eslestiriimis kontrol arasinda prospektif
vaka-kontrol analizi gerceklestiriimistir. Katilimcilar, ilk kan alimindan itibaren 2004
yihna kadar invaziv meme kanseri amaciyla takip edilmistir. Plazma MMP-2
seviyeleri ile invaziv meme kanseri riski arasinda bir iliski gézlenmemistir ve MMP-

2 tanida daha yuksek nodal metastaz risk ile iligkilendirilmistir [181].

Calismamizda serum MMP-2 dlizeyleri meme kanseri hastalarinda 117,71+3,53
ng/mL, kontrol grubunda 140,14+4,03 ng/mL olarak olgulmuagstir. Hasta grubunda
MMP-2 duzeylerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede dusik oldugu
bulunmustur. Elde ettigimiz sonuclar MMP-2 serum/plazma dizeylerinin meme
kanserli hastalarda saglikli kisilere gore farkllik gostermedigini bildiren veya arttigini
bildiren c¢alismalar ile karsilastirildiginda geliskili goérinmektedir. Dusuk MMP-2
dizeyleri, meme kanserli hastalarda saglikli kontrollere gore farklilik olmadigini
bildiren calismalarin blylk populasyonlari kapsamasi, tUmor derecesine gore

farkliliklar gostermesi ve sadece invaziv meme kanserini icermesi ile agiklanabilir.

Calismamizda MMP-2 duzeyleri HER2 negatif olan hastalarda HER2 pozitif olan
hastalarla karsilastirildiginda anlaml derecede yuksek bulunmustur. Bu sonuglar,
HER2 negatif ve HER2 pozitif olan hastalarda MMP-2 dizeylerinde farkhlik
olmadigini bildiren Patel ve digerleri, Katunina ve digerleri, Huang ve digerleri ile

Song ve digerlerinin ¢calismalari ile geliskilidir [211, 212, 221, 216].

Calismamizda saglikli kontrollerde MMP-2 konsantrasyonunun menopoz sonrasi
kadinlarda menopoz 6ncesine gore anlamli derecede yuksek oldugu bulunmustur.
Muzzio ve digerleri postmenopozlu ve premenopozlu kadinlarda MMP-2
aktivitelerini zimografi yontemi ile degerlendirdiklerinde MMP-2’nin bagil alanlarinin
postmenopozlu kadinlarda premenopozlu kadinlara gére anlamli derecede yuksek
oldugunu bulmuslardir [222]. Zhang ve digerleri serum MMP-2 duzeylerinin yasla
pozitif korelasyon gosterdigini ve postmenopozal kadinlarda MMP-2 dizeylerinin

premenopozal kadinlardan anlamli derecede yuksek oldugunu bildirmiglerdir [223].
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Elde ettigimiz sonucglar Muzzio ve digerleri ile Zhang ve digerlerinin yaptigi
calismalar ile uyumludur. Yas ilerlemesi ve postmenopozal durumun kemik
dongusunu etkileyerek MMP-2 duzeyini etkilemesinin bir sonucu oldugunu

dugtunmekteyiz.

Calismamizda saglikh kontrollerde yapilan RET geni S904S polimorfizm analizinde,
GC genotipine sahip kisilerle karsilastinildiginda GG genotipine sahip kKigilerde

MMP-2 dlzeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek bulunmustur.

Calismamizda meme kanserli hastalarda serum MMP-2 ile BDNF konsantrasyonlari
arasinda bir iliski bulunmamakla birlikte saglkh kontrollerde negatif bir iligki
bulunmustur. Ozono ve arkadaslari akciger karsinom hicre hatlarinda
BDNF/TrkB’nin MMP-2'nin ekspresyonunu ve aktivasyonunu indukledigini, Odate
ve digerleri néroendokrin karsinom hucre hatlarinda BDNF inhibisyonunun MMP-

2'nin aktivitesini ve invazivligini baskiladigini bildirmislerdir [224, 225].

Hlcre disi matriks integrin sinyalinin, htcre hareketliliginin, ¢ogalmasinin ve
hdcrenin hayatta kalmasinin énemli bir aracisi olan FAK'In artan ekspresyonu,
cesitli solid timarlerde gozlenmektedir. FAK kolorektal, over ve meme dahil olmak
Uzere bir dizi kanserde asiri miktarda eksprese edilmektedir [226-228]. Serum FAK
dizeylerinin akut miyeloid I6semi hastalarinda o6l¢tldigu bir ¢calisma bulunmakla

birlikte, meme kanserinde yapilmis bir calisma yoktur.

Lark ve digerleri 629 meme timoérd dokusunda FAK ekspresyonunu
incelediklerinde, elde edilen sonuglarla yuksek FAK ekspresyonunun yuksek mitotik
indeks, nukleer derece 3, ER ve PR negatif ve HER-2/neu asiri ekspresyonu dahil
olmak Uzere prognostik gdstergelerle iliskisini bulmuslardir. Arastirmacilar ileri
dereceli, ER ve PR negatif meme karsinomunda guc¢li FAK ekspresyonunun

terapdtik mudahalede bir hedef olabilecegini bildirmiglerdir [226].

Golubovskaya ve digerleri invaziv meme kanserinde FAK’in asiri ekspresyonunun
tumor baskilayici gen olan p53’Un ekspresyonuna ve mutasyon durumuna etkisini
incelemeyi amagclamistir. imminohistokimyasal analizler sonucunda 622 meme
tumorinde FAK ve p53 ekspresyonunun arasinda yuksek bir korelasyon oldugu

gosterilmigtir. FAK’In agiri ekspresyonu ve p53 mutasyonu kotu prognoz ile iligkili
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oldugundan, meme kanserinde bu yollari hedeflemenin terapdétikler igin dnemli

olabilecegi bildirilmistir [229].

El-Sisi ve digerleri 70 akut miyeloid I6semi hastasinda ve 20 saglikli kontrolde serum
FAK duzeylerini Olctiklerinde, hasta FAK duzeylerinin kontrole gore anlamh
derecede yuksek oldugunu bildirmislerdir. Sonug olarak FAK'in akut miyeloid [6semi
hastalarinda yuksek duyarlilik ve 6zgulluk ile erken tani ve prognostik belirteg olarak

kullanilabilecegini 6ne sirmuglerdir [230].

Calismamizda serum FAK duzeyleri meme kanseri hastalarinda 0,80+0,05 ng/mL,
kontrol grubunda 0,64+0,05 ng/mL olarak o&l¢iimustir. Hasta grubunda FAK
duzeylerinin saglikh kontrollere gore anlamli derecede yuksek oldugu bulunmustur.
Yapilan galismalar FAK'In kanserde artan ekspresyonunu gostermekle birlikte,
serumda dl¢uldugu yalnizca akut miyeloid |I6semi ¢calismasi bulunmaktadir. Bu tez
kapsaminda meme kanserinde serum FAK duzeyleri literatlirde bir ilk olarak

OlculmuUs ve yuksek bulunmustur.

Theocharis ve digerleri IDK'li hastalarda FAK proteininin asiri ekspresyonunu ve
tumor histoloji derecesi ile tumor hucrelerinin gogalma kapasitesi ile iligkisini
goOstermiglerdir [231]. Lightfoot ve digerleri fibrokistik hastalik, atipik duktal
hiperplazi, DKiS ve IDK’'de FAK’In ekspresyonunu degerlendirmek icin yaptiklari
analizde, DKIiS’li dokularda atipik duktal hiperplazi ve IDK'ye gére artan FAK
ekspresyonunu gostermislerdir [232]. Calismamizda serum FAK konsantrasyonu
IDK’li hastalarda IDK ile DKiS’ten olugan miks tipe gdre anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Elde ettigimiz ylksek FAK konsantrasyonunun, Theocharis ve
digerlerinin calismasi ile uyumlu olarak, IDK'li hastalarda artan ekspresyon

sebebiyle olabilecegi dustunulmektedir.

Calismamizda hasta grubunda FAK ve BDNF konsantrasyonlari arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur. Myers ve digerleri Rho-GTPaz ailesinin bir Gyesi olan
Cdc42'nin BDNF ile induklenerek yukari akis modulasyonu ile FAK aktivitesinin
dizenlenmesinde gorev aldigini bulmusglardir [233]. Matsuda ve digerleri yaptiklari
¢alismada BDNF'nin TrkB/ERK/integrin aVB3/FAK'I igeren bir stregle endotel hiicre
gocunl indUkledigi bildirilmistir [234]. Sonuglarimiz Myers ve digerleri ile Matsuda

ve digerlerinin yaptiklari galismalar ile uyumlu gérinmektedir.
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Ki67 meme kanserlerinin histopatolojik degerlendirmesine katki saglayan, tedavi ve
takip protokollerinde prognostik degerlendirmeye ve iyilestirmeye yardimci olan bir
indekstir [235]. Ki67 degerleri Neurturin IVSI-663 polimorfizminde genotiplere gore
karsilastirildiginda, GG genotipi degerleri AA ve GA genotipi dederlerine gore

istatistiksel olarak anlamli derecede disuUk bulunmustur.



115

6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Poliklinigi

ve Dr. Abdurrahman Yurtaslan Ankara Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi

Genel Cerrahi Poliklinigi’ne Aralik 2018-Temmuz 2020 tarihleri arasinda basvuran,

yeni meme kanseri teshisi konulmus 110 hasta ve 110 saglikli kontrol yer almistir.

Calisma gruplarindan alinan kan orneklerinden DNA izolasyonunu takiben PZR-
RFLP metodu kullanilarak RET G691S, L769L ve S904S ile Neuturin geni IVSI-663

polimorfizmleri analiz edilmigtir. Hasta ve kontrollerde serum BDNF, NRTN, MMP-2

ve FAK dizeyleri ELISA ydntemi ile 8lglilmustir. Elde ettigimiz sonuclar asagida

maddeler halinde verilmigtir.

1)

2)

3)

4)

G691S genotip dagilimi hasta grubunda %7,3 AA, %34,5 GA, %58,2 GG ve
kontrol grubunda %5,5 AA, %32,7 GA, %61,8 GG olarak bulunmustur. Alel
frekansi dagihmi hasta grubunda %75,5 G, %24,5 A ve kontrol grubunda
%78,2 G, %21,8 A ‘dir. Calisma gruplari arasinda genotip dagilimi ve alel
frekansi agisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).

L769L genotip dagihmi hasta grubunda %8,2 GG, %44,5 TG, %47,3 TT ve
kontrol grubunda %13,6 GG, %39,1 TG, %47,3 TT olarak bulunmustur. Alel
frekansi dagilimi hasta grubunda %30,5 G, %69,5 T ve kontrol grubunda
%33,2 G, %66,8 T ‘dir. Calisma gruplari arasinda genotip dagilimi ve alel
frekansi agisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).

S904S genotip dagilimi hasta grubunda %8,2 GG, %33,6 GC, %58,2 CC ve
kontrol grubunda %7,3 GG, %31,8 GC, %60,9 CC olarak bulunmustur. Alel
frekansi dagilimi hasta grubunda %75 C, %25 G ve kontrol grubunda %76,8
C, %33,2 G ‘dir. Calisma gruplari arasinda genotip dagihmi ve alel frekansi
acisindan anlamh bir farkhlik bulunmamistir (p>0,05).

Neurturin 1IVSI-663 genotip dagihimi hasta grubunda %20 GG, %19,1 GA,
%60,9 AA ve kontrol grubunda %16,4 GG, %10 GA, %73,6 AA olarak
bulunmustur. Alel frekansi dagilimi hasta grubunda %70,5 A, %29,5 G ve
kontrol grubunda %78,6 A, %21,4 G ‘dir. NRTN IVSI-663 polimorfizminde
heterozigot GA genotipi referansinda AA genotipinde meme kanseri riskinin
0,43 kat azaldii tespit edilmistir (p<0,05). Bu polimorfizm ile meme kanseri

riski arasindaki iligki alel frekansi agisindan incelendiginde, A aleli
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referansinda G alelinin meme kanseri riskini 1,54 kat arttigi tespit edilmistir
(p<0,05).

5) Hasta ve kontrol serum BDNF duzeyleri kargilastirildiginda hasta grubunun
BDNF dizeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek bulunmustur
(p<0,05).

6) Hasta ve kontrol serum NRTN dizeyleri karsilastirildiginda hasta grubunda
NRTN duzeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede ylksek bulunmustur
(p<0,05).

7) Hasta ve kontrol serum MMP-2 dlzeyleri karsilastirildiginda hasta grubunda
MMP-2 dizeyi kontrol grubuna gére anlamli derecede disuk bulunmustur
(p<0,01).

8) Hasta ve kontrol serum FAK dlzeyleri karsilastirildiginda hasta grubunda
FAK duzeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek bulunmustur
(p<0,05).

9) Hastalarda serum NRTN duzeyleri <40 yas grubunda =40 yas grubu ile
karsilastirildiginda anlamli derecede ylksek bulunmustur (p<0,05).

10) Hastalarda MMP-2 dlzeyleri HER2 negatif olan kisilerde HER2 pozitif
olanlarla karsilastirildiginda anlamli derecede yuksek bulunmustur (p<0,05).

11) Saglikh bireylerde MMP-2 konsantrasyonu menopoz sonrasi kadinlarda
menopoz dncesine gore anlamli derecede yuksek bulunmustur (p<0,05).

12) Saglkh kontrollerde RET geni S904S polimorfizminde MMP-2 duzeyleri GG
genotipinde GC genotipine gore istatistiksel olarak anlamli derecede dusuk
bulunmustur (p<0,05).

13) Serum FAK konsantrasyonu IDK'li hastalarda miks tipe gére anlamli
derecede yuksek bulunmustur (p<0,05).

14) Ki67 degerleri Neurturin 1VSI-663 polimorfizminde genotiplere gore
karsilastinldiginda, GG genotipinde AA ve GA genotiplerine gore istatistiksel
olarak anlaml derecede duslk bulunmustur (p<0,05).

15) Hasta grubunda FAK ve BDNF konsantrasyonlari arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur (p<0,001).

16) Saglkh kontrollerde grubunda serum MMP-2 ve BDNF konsantrasyonlari
arasinda negatif bir iligki bulunmustur (p<0,05).
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Dunya capinda kadinlarda en sik gorulen kanser turd olan meme kanserinde yeni
tedavi stratejileri donemli bir yer tutmaktadir. Kompleks genetik bir hastalik olan
meme kanserinde konvansiyonel tedavi yaklagimlari yerine kisiye 6zel tedavi her
gegen gun daha ¢ok ©Onem kazanmaktadir. Calismamiz kapsaminda Turk
populasyonunda RET geni G691S, L769L ve S904S ile Neuturin geni IVSI-663
polimorfizmleri ile meme kanseri arasindaki olasi riskin, RET iligkili serum NRTN,
BDNF, MMP-2 ve FAK duzeylerindeki degigsimlerin belirlenmesi ve elde edilen

bilgilerle literature katki saglanmasi amacglanmaktadir.

Sonug olarak, bu calismada meme kanserinde NRTN geni IVSI-663 bolgesinin
polimorfizminde G alelinin meme kanseri riskini arttirdigi ve AA genotipinde meme
kanseri riskinin azaldigi bulunmustur. Ayrica, RET iligkili parametreler olan NRTN,
BDNF ve FAK'In serum dluzeylerinde artis, MMP-2 dlzeylerinde azalma olmustur.
RET ligandi olan NRTN’in polimorfizminde G aleli ile artan meme kanseri riskinin,
ayni zamanda artan serum NRTN, BDNF ve FAK duzeylerinin bulunmasi yeni tedavi
stratejisine yonelik galismlara katki saglayabilecektir. Meme kanserinde bir ilki
temsil eden bu calismanin daha genis populasyonlari iceren yeni calismalarla

desteklenmesi gerektigi dusunulmektedir.
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Zehra Candan lltemir Duvan. Agiklanamayan Infertilitede Serum Anti
Karbonik Anhidraz | Antikorlari ve Oksidatif Stresin Degerlendiriimesi, Gazi
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Miidirligi, 07/05/2018-03/02/2020,
Proje No: 02/2018-06.

3) Aymelek Goneng, Tuba Tagkan (Arastirmaci), Osman Kurukahvecioglu,
Niyazi Karaman. Meme Kanserinde RET Polimorfizmleri ile RET lligkili
Neurturin, FAK MMP-2 ve MMP-9 Duzeyleri. Proje No: 02/2019-03, (Devam
Ediyor).

4) Aymelek Goneng, Tuba Tagkan (Arastirmaci), Osman Kurukahvecioglu,
Farshad Noori, Kader Kubra Demirdogen. Meme Kanserinde Apopitoz lligkili
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Parametrelerin Degerlendiriimesi. Proje No: 02/2020-01, 17.02.2020,
(Devam Ediyor).

Seminer

1) 21 Haziran 2017’ de Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya ABD’ de

‘Tip Tarihinin Kara Lekesi Talidomid Facias!’ isimli bir seminer sunulmustur.

Egitmen Olarak Yer Aldigi Egitimler

1) 20-22 Subat 2019 tarihinde Yasam Bilimleri Dernegi’ nin ikincisini duzenledigi

“Hiicre Kultiri ve Uygulamalari” kursunda Duzenleme Komitesi’ nde ve
yapilan kursta egitmen

Kurslar —Sertifikalar-Kongreler

1)

2)

3)
4)
5)

6)

7

8)

Adli Eczacilik Gunleri, Adli Eczaci Egitimi, 1-2 Ekim 2016, Ankara Eczaci
Odasi, Ankara.

Tumor Belirtegleri ve Klinik Kullanimlari, Tamor Belirteglerinin  Klinikte
Kullanimi, Timor Belirtecleri; Biyokimyasal Yaklasim, ODTU Mezunlar
Dernegi Visnelik Tesisleri, Caligtay, 22 Eylul 2016, Ankara.

3. ODTU Sinir Bilim Giinleri, Sinirbilimin Disiplinler Arasi Dogasi, Orta Dogu
Teknik Universitesi, Kongre, 6-7 Mayis 2017, Ankara.

Egiticilerin EQgitimi Sertifika Programi, 8 Mayis- 2 Haziran 2017, Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiltesi, Ankara.

Proje Dongusu Egitimi, Ankara Kalkinma Ajansi, 19-20 Temmuz 2017,
Ankara.

DNA Hasari, Onarimi ve Tandem Kitle Spektrometrik Degerlendiriimesi
Teorik ve Uygulamali Kurs- 5-8 Haziran 2018, Dokuz Eylul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitist, Molekuler Tip Anabilim Dali, izmir.

Akademik Yazma Kursu, 16 Nisan-Mayis 2019, Gazi Universitesi Akademik
Yazma Merkezi, Ankara.

ORPHEUS lyi Uygulamalar Calistayl, 07 Aralik 2019, Gazi Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitisu, Ankara.
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