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OZET

Amag: Meme kanserinde gen ekspresyon profillerinin kantitatif olarak 6lgim klinik diizeyde 6nemli bir arag
olma potansiyeline sahiptir. Bu calismada, meme kanserli hastalar, bu hastalarin birinci derece yakinlarinin
periferal transkriptom profilleri saglikli kontrol grubu da dahil edilerek kantitatif olarak karsilastiriimasi he-
deflenmistir.

Materyal-metod: Calisma poptlasyonu, cerrahi ve sonrasinda kemoterapi ile tedavi edilmis olup, radyote-
rapi igin klinigimize basvuran 30 meme kanserli hasta (aile 6ykisi olmayan sporadik vakalar), bu hastalarin
30 kisilik birinci derece yakinlari (kiz kardes veya kiz gocuklari) ve 30 kisilik saghkl, aile 6yktsi negatif olan
bireylerden olusmaktadir. Total genomik RNA, her g grupta da periferal kandan ayrilmigtir ve gen ekspres-
yon profilleri niceliksel olarak belirlenmistir. Calismamizda 36 gen Urini degerlendirilmistir. Ancak sadece
ER, HER2, p53, GATA-3, GRB-7, EGFR, MYC, BCL-2, VEGF gibi 9 genin ekspresyon profilleri kantitatif olarak
Olgllebilmistir.

Bulgular: Kantitatif olarak olgilen 9 gen profili, her 3 grup icin karsilastirildiginda, gruplar arasinda fark
saptanmamigtir (p<0.050). Ancak HER2, GATA3, GRB-7 ve EGFR’nin gen ekspresyon profilinin ortanca kan-
titatif degerleri hasta grubunda, hasta yakini ve meme kanseri olmayan bireylere gére anlamli daha yiksek
bulunmustur (p<0.050).
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ABSTRACT

Objective: Quantitative measurement of gene expression profiles in breast cancer has the potential to be an
important tool. In this study, it was aimed to compare peripheral transcriptom profiles of the breast cancer
patients, the first-degree relatives of breast cancer patients with including healthy control group.
Material-Method: The study population consisted of 30 patients with breast cancer who were treated with
surgery and chemotherapy and who applied to our clinic for radiotherapy. 30 patients with breast cancer
are composed of individuals with negative family history. Total genomic RNA was separated from the perip-
heral blood in all three groups, and gene expression profiles were quantitatively determined. In our study,
36 gene products were evaluated. However, expression profiles of only 9 genes such as ER, HER2, p53, GATA-
3, GRB-7, EGFR, MYC, BCL-2, VEGF were quantitatively measured.

Results: Nine gene profiles measured quantitatively, no difference was found between the groups (p
<0.050). However, the median quantitative values of the gene expression profile of HER2, GATA3, GRB-7
Radyasyon Onkolojisi A.D. Sivas, Turkiye 54 EGFR were found to be significantly higher in the patient group (p <0.050).
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ERDIS ve ark.
Meme Kanserinde Periferal Transkriptom Profili

GIRIS

Genetik galismalar, meme kanserinin hem klinik hem
de molekiiler bazda heterojen bir hastalik oldugunu
gostermistir.  Prognozu belirleyen birbirinden ¢ok
farkh gen ekspresyon paternleri bulunmustur
(1). Bu heterojeniteye ragmen meme timorind
tanimlayacak, ongérecek parametrelere ihtiyag vardir.
Tumor dokusunun genetik profilinin bu gereksinimleri
karsilayacagi bilgileri icerdigi dusundlmektedir (2).
Tumor dokusunu hem RNA hem de DNA dizeyinde
tanimlama c¢abalari bu dislinceye hizmet etmektedir.
Tumor dokusunun genetik profilinin yaninda niikleotiD
dizilerinde degisiklik yaratmadan gen ekspresyonunu
degistiren epigenetik degisikliklerin kanserin baslangici
ve seyrinde dnemli rol oynadigi dusinilmektedir (3-
5). Bir ¢ok farkli genin meme kanserinde anormal
hipermetilasyonla inaktive edildigi bilinmekle birlikte
spesifik meme kanser fenotipine uyan farkli epigenetik
degisimlerin neler oldugu hala bilinmemektedir.

Bu calismada, meme kanserli hastalarin, bu hastalarin
birinci derece vyakinlarinin periferal transkriptom
profilleri saglkl kontrol grubu da dahil edilerek
kantitatif olarak karsilastiriimasi hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOD

Bu calisma 2008-2009 yillari arasinda Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dali ve Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiltesi Genetik
Anabilim Dal’'nin isbirligi ile yapilmistir. Calisma, ayrica
Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan da onaylanmistir (Onay No: 2008-10/1).
Calisma popiulasyonu, cerrahive sonrasinda kemoterapi
ile tedavi edilmis olup, radyoterapi icin klinigimize
basvuran 30 meme kanserli hasta (aile 6ykisii olmayan
sporadik vakalar), bu hastalarin 30 kisilik birinci
derece yakinlari (kiz kardes veya kiz ¢ocuklari) ve 30
kisilik saghkh, aile 6ykisi negatif olan bireylerden
olusmaktadir. Bilgilendirilmis “Olur Formu” dolduran
ve calismaya katilmayi kabul eden hastalardan, bu
hastalarin yakinlari ve kontrol bireylerden 5 cc periferik
kan dokusu EDTA’li ortama alinarak, total mRNA
izolasyonlarinda kullanilmistir. izolasyonda kullanilan
filtrelere uygun miktarda I6kosit kullanilmak Uzere,
her bir hastanin hemogram profilleri elde edilmis
ve bu bilgiler dogrultusunda uygun miktarda kan
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ornekleri (50 pl-1.5 ml) izolasyonda kullaniimistir. Bu
gruplara ait kanlar, genomik total mRNA izolasyonu
icin kullanilmistir. Kanlar uygun primerlerin bulundugu
vortexlenmis eppendorf tiplere konularak, PCR
yontemiyle amplifiye edilmistir. Daha sonra ise, revers
transkriptaz ile elde edilen c-DNA sayilarina bakilmistir.
Her bir hasta icin toplam 36 olmak Uzere, ayni diske 2
hasta bireye ait toplam 72 gen Urlnleri analiz edilmek
Gzere Real-time PCR yapiimistir.

Sonug¢ olarak, hedef genlere ait mRNA miktarlar
oncelikle RT-PCR ile cDNA dondstirilerek, daha sonra
ardil real — time PCR ile amplifiye edilen cDNA Urinleri
(Corbett, RG-6000) sayilmistir.

Degerlendirme — istatistiki analiz

Calismamizin verileri SPSS versiyon 14.0 programina
ylklendi. Normal dagilim parametrelerine bakildiktan
sonra, gruplarin yas ve gen profillerin ortanca
degerlerini karsilastirmak Uzere Kruskal-Wallis Testi,
kullanildi. istatistiksel olarak P<0.050 sonucu anlamli
kabul edildi.

BULGULAR
Calismada vyer alan hasta grubundaki kadinlarin
yas ortalamalari  52.83+10.57'dir. Hasta vyakini

grubundaki kadinlarin yas ortalamalari 32.93+10.88,
kontrol grubundaki kadinlarin yas ortalamalari ise
34.70£11.02dir. Yas yoninden her {i¢ grup arasinda
istatistiki olarak farklilik mevcuttur (p<0.05). Hormon
reseptdor durumlari hasta grubundaki kadinlarin
19'unda (%63,3) pozitif iken, 11 kadinda (%36,7)
reseptor negatiftir. HER2 durumunun hasta grubundaki
kadinlarin 13‘Unde (%43,3) pozitif iken, 17’sinde
(%56,7) negatif oldugu gorilmektedir.

Calismaya dahil edilen hasta grubunda 36 gen profili
galisiimig olup bunlarin sadece dokuz gen profilinde
kantitatif &lciim yapilmistir. Olciilen kantitatif degerler
Tablo 1'de gosterilmistir. Her Gg grup karsilastirildiginda
hicbir gen profili icin anlamh fark saptanmamistir
(p>0.050). Ancak, HER2, GATA3, GRB-7 ve EGFR’nin
gen profilinin  kantidatif degerinin  ortancalari
karsilastirildiginda hasta grubunun sonuglari, diger
iki gruba goére anlamli daha yiksek bulunmustur
(p<0.050).
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Tablo 1. Kantitatif 6lgiim yapilan genlerin gruplara gore dagihmi

ERDIS ve ark.
Meme Kanserinde Periferal Transkriptom Profili

Genler Hasta Hasta yakini Kontrol p
Ortanca (min-max | Ortanca (min-max) | Ortanca (min-max) | degeri
ESR 1154.6 (0-5680) 1010.5 (0-4667) 835.0 (0-4976) >0.05
HER2 149.5 (0-382) 6.9 (0-1) 7.8 (0-4) >0.05
VEGF 319.1 (0-1567) 135.0 (0-1293) 519.2 (0-2793) >0.05
GATA-3 | 165.3 (0-2619) 16.1 (0-146) 12.2 (0-177) >0.05
GRB-7 689.0 (0-2619) 6.0 (0-6) 48.2 (0-106) >0.05
EGFR 673.8 (0-2619) 7.0 (0-7) 31.0 (0-59) >0.05
P53 39.0 (0-137) 49.0 (0-256) 55.2 (0-277) >0.05
MYC 129.5 (0-726) 96.3 (0-315) 229.1 (0-2026) >0.05
BCL-2 1460.0 (0-3386) | 1157.38 (0-4976) 1520.7 (0-4976) >0.05
TARTISMA degisiklik olmaz ve etkisini sadece transkripsiyon

Meme kanseri, epigenetik ve genetik degisikliklerin
progresif birikimi ile olusan, kalitsal ve cevresel risk
faktorlerinin etkili oldugu heterojen bir hastaliktir (6).
Meme kanserine bagl denetimsiz hiicre ¢ogalmasi
genellikle genomik instabilite belirtileri ve belirli
epitelyal 6zelliklerin ortadan kalkmasi gibi degisiklikler
sergiler. Bu ylzden kanser gelisimine neden olan
molekiler mekanizmalarin bilinmesi ve buna en uygun
tedavi yontemlerinin belirlenmesi 6nem tasir. Meme
kanseri arastirmalarinin genel amaci, prognostik ve
prediktif degisiklikleri belirlemektir (7).

Yeni kanser belirteglerinin saptanmasinda, gen
ekspresyon profilleri giderek artan oranlarda
kullanilmaktadir. Bu teknoloji klinik ve patolojik
parametrelerin belirlenmesi ve yeni modalitelerin
olusturulmasi icin umut vaat etmektedir. ER, PR, HER2
ve EGFR gibi etyolojik genler, prognozu belirlemede ve
hedefe yonelik tedavilerin seciminde kullaniimaktadir.
Meme kanserinde Gstrojen reseptor ekspresyonu her
asamasi Ostrojen tarafindan kontrol edilen ¢ok asamali
kompleks birislemdir. Ostrojen etkisiyle ER ekspresyonu
ve dolayisiyla 6strojen baglanma bdlgelerinin sayisi
azalir(8). Ostrojen buetkisinitranslasyon, transkripsiyon
ve transkripsiyon sonrasi asamalarin hepsinde gosterir.
Endokrin tedaviye cevap agisindan énemli rol oynayan
progesteron reseptoriniin ekspresyonu &strojen-ER
etkilesimi ile regule edilir. Boylece transkripsiyon hizi
diiser RNA diizeyi ve progesteron reseptor sayisi azalir.
Ostrojene bagh degisiklerin aksine mRNA yari dmriinde

ve transkripsiyon sonrasi asamalarinda gosterir
(9). Stanley ve Szewczuk yaptiklari hicre kaltara
calismalarinda multiplex tandem PCR ile ER relatif gen
ekspresyon degerini yaklasik 600 olarak bulmuslardir
(10). Bizim galismamizda ise hasta grubunda ortanca ER
degeri 1154.6 olarak bulunmustur. ikili karsilastirmada
fark gozlenmemistir.

HER2 insan solid timdrlerinde gozlenen ve bilinen
anormalliklerin prototipidir. Bu gendeki degisikliklerin
bilinen kotu prognostik ozellikler ile iliskisi ve bu
molekiler degisiklige karsi hedefe yonelik tedavi
gelistirme olanagl vurgulanmaktadir. HER2, EGFR ile
blylk benzerlik tasiyan ve tirozin kinaz aktivitesine
sahip bir transmembran proteini kodlamaktadir.
Meme kanserinin oldukca énemli bir bolimiinde HER2
geninde ekspresyon artisi gorilir. HER2 molekiliinin
ekstraselller bolgesi, molekilden ayrilarak dolasima
girmesi bu molekiliin hasta serumunda saptanmasina
olanak vermektedir. Bu ylizden tani sirasinda yapilacak
serum HER2 testi primer tiimoérin durumu ve timor
hicrelerinin  yayihmi hakkinda bilgi verebilir. HER
sporadik olgularin  %15-30’unda fazla miktarda
eksprese edilmektedir (11). Bizim g¢alismamizda
kanserli olgularda ortanca 149,5 (0-382) HER2
ekspresyonu mevcutken hasta yakini ve kontrol
grubunda 1’er olguda ekspresyon izlenmistir. Stanley
ve Szewczuk’un calismalarinda hiicre kiltlriinde
multipleks tandem PCR ile HER2 rolatif genekspresyon
degerini calismamizla benzer olarak, yaklasik 150-200
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arasinda saptamislardir (10). Galismamizda gruplar
arasinda ortanca HER2 degerlerinde, 3 grup i¢in fark
saptanmamis ancak hasta grubunun diger iki grup
ile karsilastiriimasinda, hasta grubunun degerleri
digerlerine gore anlamh daha ylksek bulunmustur.
EGFR, tirozin kinaz aktivitesine sahip bir glikoprotein
reseptoridir. EGFR asiri ekspresyonu fibroblastlarda
EGFR'den bagimsiz transformasyon olusturabilmesi,
reseptorin trans formasyonunda énemli rol oynadigina
isaret eder. Klinikte yiksek EGFR dizeylerinin
Ostrojen reseptor durumundan bagimsiz olarak,
kot prognozla iliskili oldugu gosterilmistir. EGFR ile
c-erbB2 asiri ekspresyonunun birlikte gorilmesini
ve iki molekilin birbirlerini fosforile etmeleri, bu
iki gen arasinda islevsel bir baglanti olduguna isaret
etmektedir. iki genin birlikte asiri eksprese oldugu
hastalarda, prognozun koti oldugu gérilmektedir (12).
Molekiillerin kompleks kurmasi biyk olasilikla tirozin
kinaz aktivitesini artirmaktadir. Sporadik olgularda
%11-21'inde EGFR overekspresyonu goérilmektedir
(6). Bizim calismamizda, her (¢ grup karsilastirildiginda
p degerinin anlamli olmamasina ragmen gruplar
ikili karsilastirildiginda, hasta grubunun EGFR gen
ekspresyon degerleri diger gruptakilerin EGFR gen
ekspresyon degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli
daha yiksek bulunmustur.

VEGF, anjiogeneziste rol alan, tirozin kinaz aktivitesine
sahipbirreseptordiir. VEGF ekspresyonu pek cokyayinda
bagimsiz prognostik faktér olarak tanimlanmistir ve
meme kanserinde dusuk sag kalim ile iliskilendirilmistir
(13). Calismamizda, her (g gruptaki VEGF olgimleri
karsilastirildiginda, gruplar arasi farkliliklar 6nemsiz
olarak bulunmustur.

GATA-3 meme gland
differansiyasyonunda rol oynayan onemli bir
transkripsiyon faktoridir. GATA-3 meme kanseri
differansiyasyonu ve proliferasyonunda rol oynayan
gen dizilerini kontroliinde gorev almasi sebebiyle, ayni
zamanda timor supresor gen olarak da adlandirilabilir.

morfogenez ve

Meme kanserinde GATA-3 ekspresyonu ve ER
ekspresyonu arasinda gigli bir iliski vardir. Bu nedenle
komplementer DNA mikro-array analizleri Ostrojen
pozitif karsinomlarda disiik GATA-3 ekspresyonu
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yuksek metastaz ve rekirrens ile iligkili bulunmustur.
Yiksek GATA-3 gen anlatimi ise relapssiz sag kalimla
iliskilendirilmistir (11). Bizim sonuglarimizda, bu gen
ekspresyonu icinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
saptanmamistir. Ancak gruplarin kendi aralarinda ikili
karsilastirildiginda hasta grubunun degerleri digerlerine
gore anlamli daha yiiksek bulunmustur.

GRB-7 pek c¢ok hiicre ylizey reseptoriinde sinyal
iletimini  saglayan adaptér molekildir. Meme
kanserlerinin  %20-30’'unda overeksprese olarak
izlenmistir. GRB—7 overekspresyonu hiicre migrasyonu
ve metastazla iligskilendirilebilinir. Ancak bu yolak tam
olarak bilinmemektedir (10). Stanley ve Szewczuk’un
hicre kiltirinde multipleks tandem PCR ile
yaptigi calismada GRB-7 rolatif gen ekspresyon
degerini, 1000’in altinda saptamislardir (10). Bizim
calismamizda, Hasta grubunda bu gen ekspresyonu
yuksek olmasina karsin kontrol grubu ve hasta yakini
grubu ile karsilastirildiginda, istatistiki olarak anlamh
bir farklihk saptanmamistir. Ancak ikili karsilastirmada,
hasta grubunun degerleri diger gruplara gére anlamli
daha yiksek bulunmustur.

p53 17. kromozomda vyerlesmis olan bir timor
suppressor gendir. Kodladigl protein hiicre bolimiinde
diizenleyici olarak rol oynar. Ayni zamanda diger
genlerin  transkripsiyonunu da dlzenler. p53’lGn
asil gorevi hasara ugramis DNA’ya sahip hicrenin
bolinmesine engel olmaktir. p53’tin prognostik faktor
olarak, meme kanserindeki yeri yaklasik 40 arastirma
ile ortaya konmustur. p53 sporadik meme kanserlerinin
%14-35’ inde inaktivedir (14). Calismamizda gruplar
ayri ayri ve birlikte karsilastirildiginda p53 degerleri icin
anlamh fark saptanmamistir.

c-Myc protoonkogeni, transkripsiyon faktori olarak
gbrev yapan bir c¢ekirdek proteini kodlamaktadir. Bu
fosfoprotein, hiicre ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve
apoptozisin bazi asamalarini kontrol eder. Meme
kanserinde en ¢ok gorilen degisikliklerden biri c-Myc
geninde amplifikasyonudur. Cok sayida c¢alismada
c-Myc amplifikasyonunun kot prognozla iliskili oldugu
gozlenmistir  (12). Sporadik meme kanserlerinin
%5—-30 unda c-Myc geninin overeksprese oldugu
saptanmistir (7). Calismamizda gruplar ayri ayri ve
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birlikte karsilastirildiginda p53 degerleri i¢in anlamli
fark saptanmamistir.

Bcl-2 apoptozisi inhibe ederek hiicre sag-kalimini
artiran bir onkogendir. Tumorlerde Bcl-2 varligi iyi
prognoz ile iliskilidir. ileri evre tiimdrlerde azalmis
Bcl-2 salinimi séz konusudur. invaziv meme kanserinde
Bcl-2 ekspresyonu ile ER durumu arasinda glicli bir
korelasyon oldugu bildirilmistir (15). Calismamizda
gruplar ayri ayr ve birlikte karsilastirildiginda p53
degerleri icin anlamli fark saptanmamustir.

SONUC
Her geg¢en glin molekiiler onkoloji alanindaki
laboratuvar ¢alismalari tibbi uygulamalara

doniismektedir. Bireysel farkhilklari belirleyen genetik
cesitliligin ortaya konmasi gen ekspresyon degerleri ile
molekdler siniflari tanimlayabilir. Bu bakis acisiyla, bu
arastirmanin dayanak noktasi periferal kan dokusundan
bircok gen ekspresyonunu o6lgmektir. Calismanin en
blylik kisithhgr timoral dokunun gen ekspresyonu
acisindan degerlendirilememis ve farkh calismalarda
dogrulanmamis olmasidir. Meme kanserli hastalarda
ve birinci derece yakinlarinda genomik degerlerin elde
edilmesinin amaclandigi bu c¢alismanin sonucunda,
HER2, GATA3, GRB-7 ve EGFR’nin gen profilinin ortanca
kantitatif degerileri hasta grubunda, hasta yakini ve
meme kanseri olmayan bireylere gére anlaml daha
yiksek bulunmustur.
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