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Meme Kanseri Hastalarinda NF-kappa-B inhibitor alpha
Gen Polimorfizmlerinin Bfal Enzim Kesimi ile Aragtinimasi

Mustafa Karabicici®, Esin Guvenir Celik, Merve Celen, Onur Eroglu

'Bifecik Seyh Edebali Universitesi, Fen Edebiyat Fakgltesi, Molekuler Bivoloji ve Genetik, Bilecik
mustafakarabicici@hotmail.com

Giris: NF-xB proliferasyon, farklilagma, apoptoz ve metastazda rol
alan pek ¢ok genin ekspresyonlarnnin diizenlenmesinde rol oynayan bir
transkripsiyon faktorudur, NF-kB. IkB inhibitor proteinleri ile etkileserek
gen ekspresyonunu dizenler. Meme kanserine sahip farkli populasyonla-
rin genotipleri arasinda bir takim degisiklikler olabilmektedir. Yapilan bir
calismada Kafkas popilasyonunda NFkB1 ve NFkBIA polimorfizmleri
sporadik meme kanseri igin incelenmig ve meme kanseri ile iliskili olma-
dign goriilmigtir. Bu arastirma ile NFKBIA polimorfizminin meme kan-
seriyle arastirildigy tek caligma olup Haelll enzim kesimi uygulanmig ve
sonug itibariyle NFkB1 ve NFkBIA nin sporodik meme kanseri yatkinli-
ginda onemli bir rol oynamadig sonucuna ulagiimistir. Bu calismada
NFKBIA geninde SNP’lerin meme kanserinde i1k kez NFKBIA-826 C/T
polimorfizminin Bfal enzim kesimiyle incelenmesi amaglanmistir.

Gerecler ve Yontemler: Calismaya dahil edilen hastalar Bagcilar
Arastirma ve Uvgulama Hastanesi Patoloji Anabilim Dali'ndan meme
kanseri tanisi alan, yiksek riskli olarak kabul edilen timor boyutu = 2
cm. olan ve/veya lenf metastazi ve/veya uzak metastazi velveya yast 40
yas alti olan primer meme kanserli hastalardir. (Bageilar Egitim ve Arag-
tirma Hastanesi, Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu, Etik Ku-
rul Karar Numarast: 2012/37). Ornekler parafinle gomili olarak labora-
tuvarimiza ulasmis olup ilk asamada deparafinizasyon islemi yapildi.
Deparafinize edilen dokulardan DNA izolasyonlan gerceklestirildi. Elde
edilen DNA’lar NFKBIA-826 C/T polimorfizimine spebifik primerler
aracili PCR reaksiyonu ile amplifiye edildi. PCR triinlen Bfal enzimiyle
RFLP yontemine uygun olarak kesildi. Daha sonra %31k agaroz jelde
90V da 1: 30 saat yuritilda.
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Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimu

Bulgular:Normal ve timérli dokular, marker ve kontrol gruplan ile
birlikte jele yiiklendi.(Marker: 50 bg). “mnugldr UV 1sik altinda incelene-
rek jel dokiimentasyon sistemi ile degerlendirildi. N/ KBIA uemmn PCR
amplifikasyonu ile 200 bg¢'lik boyutunda bir fragman tretildi. B al enzim
kesimiyle yapilan 23 ornekten 22’si (%95.6) polimortizm ile 1!151\111 g0-
rillmezken, bir (%4.4) ornek NFKBIA-826 C/T polimorfizmi ile iliskili

olarak bulundu.

Sonug ve Tartisma: Belirledigimiz amag dogrultusunda literatiirde
ilk kez meme kanserinde NFKBIA826 C/T polimorfizmi Bfal enzim ke-
simi ile arastinlmistir. Bfal enzim kesiminde 22 dmekie | kesim olmamasi
homozigot(200bp) allel ile iliski iliyken, bir ornekte gortilen kesim hetero-
zigot allelle(180bp+20bp) iligkili olarak bulunmustur. Elde edilen bu
banugiarddn yola gikarak polimorfik genotipin meme kanseri riski ile
iliskili oldugu soylenebilmektedir. Bu anlamda bu calismanin literatiire
ozgiin bir katkist soz konusudur.

Anahtar Kelimeler: Polimorfizm, Meme Kanseri, NFKBIA, Bfal
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Meme Kanseri Hastalarinda PCR-PFLP Yontemiyle
PPARy Genindeki Pro12Ala Polimorfizminin Incelenmesi

Onur Eroglu®, Esin Gavenir?, Aycan Celik®

'Yrd. Dog. Dr., Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Fen Edebiyat Fakiillesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimdl
“Ars. Gor., Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Fen Edeblyat Fakliltes,
Molekuler Biyoloji ve Genetik Bolumi
3Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Fen Edebiyat Fakilltesi,
Molekiler Biyoloji ve Genelik Bélumu
aycan.celik93@gmail.com

Giris: Meme kanseri klinik olarak heterojen bir hastaliktir, genig bir
morfolojik gesitliligi ve kendine ozgii gen ekspresyon profilleri vardir.
Protein fonksiyonu veya ekspresyonunun olasi etkileri nedeniyle, timo-
riin klinik fenotipinin etkileri kadar meme kanserinin oelmmmdc birey-

sel egilimlerde olabilen karsinojen metabolizmasinda, ostrojen Gretimi,
DNA tamiri ve hiicre dongiist kontroliindeki genlerde mantiksal olarak
polimorfizmlerden suphelenilir. Olasi bi 'po! imorfizm; PPARy geninin
lipid metabolizmasi Gzerindeki etkisi ile iliskil olabilecedi dustnulen
Pro12Ala gen polimorfizmidir Yapilan ¢ hxmada PCR-RFLP yontemi ile
meme kanserli hastalarda PmLAl polimorfizminin incelenmesi ve bu
polimorfizm ile meme kanseri riski arasindaki iliskinin belirlenmesi
amaclanmistir.

Gerecler ve Yontemler: Bagcilar Arastirma ve Uygulama Hastanest
Patoloji Anabilim Dali’ndan edinilen parafine gomuli doku orneklerinde
(13 timérli, 2 timorsiiz doku) deparafinizasyon igleminden sonra ma-
nuel olarak DNA izola‘syonu gergeklestirilmistir. PPARy geninin primer-
leriyle PCR amplifikasyonu yapilmigtir. PCR trtin len I’ml 2Ala polimor-
fizmine 6zgii kesim yapan BstUI enzimi ile kesilmis ve daha sonra aga-
roz jel elektroforezi ile goruntilenerek incelenmistir.

Bulgular: Prol2Ala polimorfizminde; PPARy uenmm B ekzonu 12.
kodonunda CCA dizisinin GCA’va dontsimt (Cnin G e déntsimii)
meydana gelmektedir. BstUI enzimi polimorfizm oldugu durumda 5’
CG-CG... 3’ bolgesinden kesmektedir. Bireyin iki allelinde de po hmo
fizm olmasi durumunda jel elektroforezi sonrasinda 227 ve 43 bp’lik iki
bant gozlenir ve bu durum homozigot polimorfizm olar }\ adlandirihir,
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Bireyin tek alelinde polimorfizm varsa; kesilmeyen allel i¢in 270 bp’lik,
kesilen allel icin 227 ve 43 bp’lik olmak lizere ti¢ bant gozlenir ve bu
durum heterozigot polimorfizm olarak adlandinhr. Bireyde polimorfizm
yoksa kesim olmaz ve sadece 270 bp’lik bir bant gozlenir. Kesim sonug-
larina gore 13 timorld dokudan 8inde heterozigot Prol2Ala polimorfizmi
saptanmis ve 2 normal dokuda polimorfizm olmadig géralmiistir.

Sonug¢ ve Tartisma: Yapilan literatiir taramas: sonucunda celiskil
bilgilerin meveut oldugu ve bunun yami sira gogu makalede Prol2Ala
polimorfizmiyle meme kanseri arasinda anlamli bir iligki saptanamadig
gritlmiistir. Kismen ortak olan bir goriiste ise polimorfizm tagiyan bi-
reylerde meme kanseri veya diger kanserlere yakalanma riskinin daha
yiksek oldugu tahmin edilmektedir. 13 meme kanserli dokunun 8’inde
bu polimorfizmin bulunmasi ve 2 kanserli olmayan dokuda bulunmama-
s1, bu polimorfizmin meme kanseri ile iliskili olabilecegini dastndurmek-
tedir.



Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimii

Niklieer Faktér Kappa B-1 Geninde 94.Pozisyonda ATTG
ve 561. Pozisyonda A/C Polimorfizminin Meme Kanseri
Hastalarinda Arastirilmasi

Merve Aydemir, Muhammed Ali Nalbant', Merve Celen® Esin Guvenir Celik?,
Onur Eroglu®

'Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik, Bilecik
merveaydemir.06.14@gmail.com

Giris: Nikleer f‘a}\‘t{}r kappa Bl (NFkB1), S0kDA DNA badlanma
? ' X o
proteinini kodlayan, 4. Kr(momm q24 bol TC\de yer alan, birden fazla
fenotipik ozelligi etki lu ren onemli bir transkri psiyon faktoridiir. Meme
y
kanserine sahip bireylerde yatkinhiga md en olan bazi genler vardir. Bu
genlerde belirlenen farkh tek ntikleotid polimorfizmleri(SNP) ile hastala-
nn yatkinhk dereceleri ve tedaviye yanit durumlannim farkhih@ ortaya
konulabilir. NFxB1 geninin; meme kanseri, kolerektal kanser, hepatosel-
liler karsinoma, akciger kanseri gibi bazi kanser tipleri ile iliskisinin var-
o 5 ¥
lig1 ortaya konmustur. NFxB1 geninin 94 mrwmm*wa ATTG polimor-
| I
fizmi ile yapilan bir calisma osteosarkom ile iliskili bulunurken baska bir
3 :
galisma da NFkB1 ve NFkBIA kombinasyonu over kanseri ile iliskili-
lendirilmigtir. Amacinuz daha once ¢alisitimamis olan NFkB1 94 ATTG
3 3

polimorfizminin meme kanser ile olan iliskisini bulmak ve bu NFkBi
geninin diger kanserlerde caligilan ancak meme kanserinde arastinlma-
yan Pstl-HF enzimi ile kesim sonucu A/C polimortizminin var olup ol-
madi@inin belirlenmesidir

Geregler ve Yontemler: Calismada kullanmilan hasta 6rnekleri Bag-
cilar Arastirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji Anabilim Dalindan me-
me kanser tanis: alan yas araligi 32-76 olan 22 meme kanseri hastadan
alinmigtir. (Bageilar Egitim ve Arastirma Hastanesi, Girisimsel Oimayan
Arastirmalar Etik Kurulu, Etik Kurul Karar Numarasi: 2012/37). Parafine
gomuli gelen dokulara once deparafinizasyon islemi uygulanmistir. De-
parafinize edilen dokulardan genomik DNA 7olasyonu yapimistir.
NFkB1 94 ATTG polimorfizmi ve NFkB1 S128R(A561C) polimorfizmi
igin ozgiin primerler ile PCR tabanli amplifikasyon saglanmistr. PCR
artinleri sirastyla PiMI ve Pstl-HF enzimleri ile RFLP yodntemine uygun
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olarak kesilmistir. Daha sonra % 3’luk agaroz jelde 90V da 1.15 saat
yurGtillmistir.

Bulgular: Sonuglar UV 151k altinda jel dokamunatasyon sistemi ile
degerlendirildi. NFkB1 94 ATTG geninin PCR sonucu 281 b¢ uzunlu-
gunda bant elde edildi. PiMI enzim kesim sonucu ins (insersiyon/del
(delesyon) genotipini temsil eden 281bg, 240bg ve 45b¢ lik bantlar goz-
lemlendi. NFkB1 S128R polimorfizminin PCR sonucunda ise 281 bg’lik
bantlar elde edilmistir. Pst1-HF enzimi ile kesim sonucunda ise gen bol-
esi kesime ugramamis ve yine 281 bg uzunlugunda bantlar gozlemlendt.

g

Sonu¢ ve Tartisma: Daha ¢nceki ¢aligmalarda NFxB1 geni meme
kanser riski ile calistlmistir. Ancak ilk kez ¢ahigilan NFxB1 94 ATTG
polimorfizminin meme kanser riski ile arastinlmasi ve NFxB1 geninde
S128R polimﬂrﬁmﬁinin Pst1-HF enzimi ile kesimi ilk kez denenmigtir.
PAMI enzim kesim sonucu hastalarin % 86'sinda ins/del genotipini temsil
eden bantlar gorilmus ve %14'nde del/del genotipini temsil eden 240 b
ve 45 be'lik bantlar gmﬂmmw Bu s‘onm{la ins/del genotipine sahip
bireylerin meme kanser riski ile iliskili olabilecegi ortaya konmustur.
Pst1-HF enzim kesim sonucu bu gende inceledigmiz tim orneklerde 561.
pozisyonda A/C degisiminin olmadigini ve bu polimorfizmin meme kan-
ser riski ile iliskili olmadigi bulunmusgtur. Calismamizda hasta sayist art-
tirilarak literatiire daha kesin sonuglar ile katkida bulunulabilir.
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Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Polimorfizm, NFxB-1, PiM1,

tl-HF



