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OZET

Manganez Siiperoksid Dismutaz (MnSOD) Geninin Ala-9Val Polimorfizmiyle
Meme Kanseri Riski Arasindaki iliskinin Arastirilmasi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiiriidiir.
40-44 yas arasinda kadinlarda kansere bagh oliimlerde birinci sirada yer
almaktadir. Etyolojisinde; genetik faktorler, endokrin nedenler ve cevresel
faktorler rol oynamaktadir.

Bir tiimor siipresor gen gibi fonksiyon gosteren Manganez Siiperoksid
Dismutaz (MnSOD) geni kromozom 6q25.3’de lokalizedir. SOD2 adiyla da
bilinen MnSOD geni 5 ekson ve 4 introndan olusur. MnSOD geni insanlarda
polimorfiktir. Bu polimorfizmde Timinin Sitozine degisikligi sonucu Valin amino
asidi Alanine aminoasidine doniisiir. Serbest radikallerden gelen zarara karsi
koruyucu hiicrelerde kritik bir rol oynayan MnSOD’daki bu doniisiimiin meme
kanserine yakalanma riskini arttirdig seklinde goriisler bulunmaktadir.

Bu calismada MnSOD geninin Ala-9Val polimorfizminin meme kanseri
gelisiminde risk faktorii olup olmadigim arastirmak amaclandi. 104 kontrol ve 83
meme Kkanserli olmak iizere toplam 187 bireyden alman kanlardan DNA
izolasyonu yapildiktan sonra genotipler PCR ve RFLP yontemi ile belirlendi. Ala-
9Val polimorfizmi icin T ve C allel frekanslar1 genel olarak kontrol grubu ve
meme kanserli grupta fark gostermedi. Premenopozal ve postmenopozal alt grupta
da meme kanserine yakalanma riskini etkilemedigi saptandi. Genotip oranlariyla
meme kanseri gelisimi riski arasindaki iliski incelendi. TT genotipinin artisi, TC
genotipinin diismesinin, meme kanserine yakalanma riskinin artisindan sorumlu
oldugu sonucuna variddi. Gogiis kanserinde etkili oldugu disiiniillen risk
faktorlerinden aile oykiisiinde meme kanserli yakimm olmanin meme kanserine
yakalanmada bir risk faktorii oldugu belirlendi.

Anahtar Sozciikler; Manganez Siiperoksid Dismutaz (MnSOD) Geni, Meme
Kanseri, Genetik Polimorfizm
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ABSTRACT

The Relationship Between The Risk of Breast Cancer and The Ala-9Val
Polymorphism of Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD) Gene

The breast cancer is a kind of cancer which is seen the most widespread
among the women in the world. Breast cancer is the first death reason which
depend on cancer among the 40-45 aged women. Genetic factors, endocrine
reasons and environmental factors have a role in its etiology.

MnSOD gene which functions as a tumor supressor is located in chromosome
6q25.3. MnSOD gene which is also known as SOD2 is formed of 5 exon and 4
intron. MnSOD gene is polymorphic in human beings. In this polymorphism, Valin
aminoacid is transformed into Alanine aminoacid as a result of alteration of timin
into sitozin. There are opinions that the transformation in MnSOD, which has a
critical role in protective cells against the damage that comes from free radicals,
increases the risk of getting the breast cancer.

In this study, it was aimed to investigate whether Ala-9Val polymorphism of
MnSOD gene is a risk factor in the development of breast cancer. Genotypes were
determined with PCR and RFLP methods after DNA had been isolated from the
blood samples which were collected from total 187 people (104 control and 83
breast cancer patients). T and C allel frequency for Ala-9Val polymorphism didn’t
show difference in the control group and breast cancer group in general. It was
determined that in premenopausal and postmenopausal subgroups, T and C allel
frequency didn’t affect the risk of getting breast cancer. The relation between the
rates of genotype and the risk of breast cancer development was investigated.
Increase in TT genotype and decrease in TC genotype have been concluded
responsible for increased risk of getting the breast cancer. It is determined that
among the putative risk factors, family history of breast cancer is one of the risk
factors in getting the breast cancer.

Key words: Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD) Gene, Breast Cancer,
Genetic Polymorphism
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1. GIRIiS

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen malign timdr olup kadinlardaki
kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir (1). Meme kanseri kadinlarda sik
goriilmekle birlikte, seyrek oranda da erkeklerde goriiliir. Ancak goriilme siklig
kadinlardaki oraninin %1°1 kadardir (2). Bu lezyonlar genellikle palpe edilebilir. Bazen
agrili nodil ya da kitleler seklindedir. Bunlarin ¢ogu masum olmakla birlikte, 1986
yilinda yerini akciger kanseri alana kadar, meme kanseri ABD’de kadinlarda kanser
Olimlerinin 6nde gelen nedeni olmustur (3).

Meme kanserinin olusumundan bir ¢cok mekanizma sorumlu tutulmustur. Meme
kanserinin baglamasma birikmis genetik hasarlar sonucunda meydana gelen
degisikliklerin neden oldugu ve buna bagli olarak da bu degisikliklerin proto-onkogen
aktivasyonu veya tlimor supressor genlerin inaktivasyonuna neden olduguna
inanilmaktadir. Bunu sirasiyla kontrolsiiz hiicresel proliferasyon ve/veya normal
olmayan programlanmis hiicre 6liimleri yani apopitozis izler (4).

Cesitli hiicrelerde mitojenik oldugu icin kanserin etyolojisinde reaktif oksijen
tiirlerinin rolii de bulunmaktadir. Ostrojen metabolizmasinda {iretilen semiquinonlar
molekiiler oksijenle etkileserek, Serbest Oksijen Tiirlerini (Reactive Oxygen Species,
ROS) olusturabilirler. Ayrica ROS; poliansature yag asitleri, etanol ve sigara dumani
metabolizmasi ile de olusur (4, 5). Toksik ajanlara maruz kalmasina bagl olarak reaktif
oksijen tiirlerinin fazla olusumu veya savunma mekanizmalarinda olusabilecek
yetersizlikler hiicre membranlari, DNA ve proteinlere oksidatif stres hasar1 verir (6).

Stiperoksid dismutazlar (SOD) bir metalloenzim ailesidir. Metalloenzimler
siiperoksid anyonlarin1 (O7) hidrojen peroksid (H,O;) ve molekiiler oksijen (O;)’e
cevirirler. Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirli, kararsiz,
molekiil agirlig: diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanan serbest radikallerin
neden oldugu zararlardan hiicreleri korurlar (7, 8). Aktif bolgede bulunan metallere
bagl intraselliiler iki tiir SOD bildirilmistir: Bakir ve ¢inko igeren SOD (Cu-SOD ve
Zn-SOD=SO0OD1, sitoplazmik) ve manganez iceren SOD (Mn-SOD=SOD2,
mitokondrial). Diger Cu ve Zn igeren form (EC-SOD, SOD3) ise ekstraselliiler

yerlesimlidir (9). Antioksidan defans enzimlerinin basinda yer alan fonksiyonel



MnSOD’un oksidatif hasara karsi hiicresel savunmada 6zel bir 6neme sahip oldugu
diistiniilmektedir (10). MnSOD’deki bir polimorfizmin ise meme kanseri olusum
mekanizmasinda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (11).

Hiicrede aerobik solunum i¢in gerekli oksijenin %90’dan fazlasinin mitokondride
tilkketilmesi dolayisiyla, hiicrede agiga ¢ikan siiperoksid radikallerinin en yogun agiga
ciktig1 yerlerin de buralar olduguna isaret etmektedir. Mitokondrideki MnSOD oksidatif
hasara karst major koruma saglar. Son zamanlarda c¢alismalar MnSOD’un
mitokondrideki hedef parcasi icindeki polimorfizmi ile meme kanseri birlikteligi
lizerine yogunlagsmaktadir. Meme kanseri ile iligskilendirilen sigara kullanimi, alkol ve
asir1 yag tiiketimi igeren diyet etmenlerinin olasi kanserojen etkisinin ROS yoluyla
olabileceginin ortaya konmasi, MnSOD gen polimorfizmlerinin bu konudaki énemini
ortaya koymaktadir. Bu calismada yukaridaki bilgiler kapsaminda Mersin ili
ornekleminde MnSOD geni Ala-9Val polimorfizmi ile meme kanserine yakalanma riski

arasindaki iliski arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERiIi HAKKINDA GENEL BiLGIiLER

2.1.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiirii olup, her
yil diinyada 1 milyon yeni olguya tan1 konmaktadir. Kadinlarda goriilen yeni kanser
olgularinin yaklasik %20’sini olusturur (12, 13). Yasa bagli en yiiksek goriilme orani
yilda her 100.000 kadinda 86.3 ile Kuzey Amerika’da, en diisiik oran ise 11.8 ile Cin’de
goriilmektedir. Meme kanseri siklig1 iilkeler arasinda farklilik géstermekte ve bu fark
0zellikle menopoz sonrast kadinlarda daha belirgin sekilde ortaya ¢ikmaktadir (14).
Meme kanseri 50 yasma kadar yas artisgina paralel olarak dik egimle yiikselis
gosterirken daha sonra bu artig orani azalir. Meme kanseri goriilme sikligi 1973’den
itibaren diinyanin ¢esitli iilkelerinde %1-2 oraninda bir artis gostermektedir (15).
Goriilme sikligindaki yillik artis, diisiik riskli toplumlarda daha belirgindir. Bu nedenle
zaman icinde Bati {ilkelerinde yasayan kadinlarla, Dogu toplumlarindaki kadinlar
arasindaki meme kanseri siklig1 farkinin kapanacag: éngoriilmektedir (1). insidansta en
biiyiik artis Kanada, ABD, Ispanya ve Isve¢’de (1960-1975 yillar1 arasinda %1.8) ortaya
ctkmistir. Amerikali bir kadinda yasam siiresi boyunca meme kanseri gelisme olasiligi

%12.5, meme kanserinden 6liim olasilig1 %3.4 olarak hesaplanmigtir (16).

2.1.1.1. Meme Kanserinde Mortalite

1950°den beri bir yandan meme kanser insidansi artarken diger yandan bu artisa
paralel olarak mortalite orani da artmis ve kadinlarda kansere bagli dliimler %18’e
ulasmstir. Insanlarda genel olarak meme kanserine bagli &liimler, akciger kanseri ve
kolorektal kanserlerden sonra {igiincii siray1 almaktadir. Kadinlarda kansere bagl 6lim
nedenleri ile yas gruplar arasindaki iliski arastirildiginda 40-44 yas arasinda meme

kanserinin birinci siray1 aldig1 goriilmektedir. Goriilme siklig1 yaninda mortalite de yasa



bagl olarak artmakta ve 80 yasindaki 100.000 kadindan 155’1 meme kanserinden
O0lmektedir (1). Menopoz sonrasi yillarda mortalite, nedeni agiklanamamakla beraber;
Japonya’da azalirken, Yugoslavya’da sabit kalmakta, ABD’de ise giderek artmaktadir
(14). Gog eden insanlarda zaman i¢inde olusan mortalite degisikligi meme kanseri
olusumunda ¢evresel etkenlerin ve yasam tarzinin dnemli faktdrler oldugu goriistinii
desteklemektedir. ABD’de ve Hawai’de dogan veya yasayan Japonlarda meme
kanserine bagli mortalitenin, Japonya’da dogan veya yasayan Japonlara gore daha
yiiksek oldugu saptanmustir (1). Meme kanserinde mortalite orant 1973’den 1990’a
kadar yaklasik sadece %1.5 artigla sabit kalirken 1991°den itibaren meme kanseri
mortalitesinde yillik %1 azalma olmustur. Bu iyilesme taramaya; tedaviye ve yas,
hormonal durum ve karsinojen temasi gibi toplumdaki demografik degisikliklere

baglanabilir (14).

2.1.1.2. Tiirkiye’de Kanser Mortalitesi

Gelismis tilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de 1990-1995 yillar1 arasinda en sik
0liim nedeni kardiovaskiiler sistem olup ikinci sirada kanser yeralmaktadir. Siire¢ i¢inde
enfeksiyon hastaliklar1 daha iyi kontrol altina alinmistir. Ciinkii tanisal olanaklar ve
toplumsal biling artmistir. Saglik Bakanlig1 kanser kayit verilerine gore; 1994°de 12.124
erkek ve 7976 kadin olmak iizere toplam 20.100 kanser olgusu bildirilmistir. Erkeklerde
en sik karsilasilan {i¢ kanser tiirii akciger kanseri, 16semi- lenfoma ve mide kanseri iken

kadinlarda ise meme kanseri, l6semi-lenfoma ve uterus kanseridir (Tablo 1).

Cizelge 2.1. Kadin ve erkeklerde en sik karsilagilan kanser tiirleri (17)

ERKEK KADIN
Kanser Tiirii Oran (%) | Kanser Tiirii Oran (%)
Akciger 27.7 Meme 14.9
Losemi-lenfoma 13 Losemi-Lenfoma 12.7
Mide 8.5 Uterus 10.8
Prostat 6.3 Akciger 7.2
Larinks 6 Mide 6.8
Kolon-Rektum 4 Kolon-Rektum 3.7
Oral 3.1 Cilt 2.7
Cilt 2.6 Agiz 2.4
Ozofagus 2.1
Diger 26.7 Diger 35




1975-1978 ile 1994 yillarina ait kanser istatistikleri kiyaslandiginda; akciger
kanseri %14’den %28’e yiikselirken, kadinlarda meme kanseri %11.5’den %14.5’e
yiikselmistir. Kadinlarda meme kanseri mortalitesi 1980’den 1995 yilina kadar olan

donemde giderek artmis ve akciger kanserinden sonra ikinci siraya yiikselmistir (17).

2.1.2. Meme Kanserinin Etyolojisi

Meme kanserinin etyolojisinde aydinlatilamamis pek c¢ok nokta bulunmakla
beraber; genetik ve cevresel kosullarin rol oynadigi diisliniilmektedir. Karsinojen
metabolizmasi i¢in biyosentetik yollarda ve steroid hormon metabolizmasinda kisiler
arasinda onemli farkliliklar vardir (18). Bu farkliliklar ksenobiyotik metabolizmasindaki
enzimleri (XME) kodlayan genlerdeki polimorfizmlerden kaynaklanmaktadir. XME gen
polimorfizmleri; yasami boyunca Ostrojen, Ostrojen metabolitleri ve diger
karsinojenlerden etkilenen kadinlarin alt popiilasyonunu belirleyebilir (19). Bu gibi
degisiklikler reprodiiktif olaylar, hormon maruziyeti ve bununla beraber yasam sekli ve
cevresel risk faktorleri gibi diger risk faktorlerinin de meme kanseri ile iligkisini kismi

olarak agiklamaktadir (7).

2.1.2.1. Genetik ve Aile Oykiisii

Genetik faktdrler meme kanserinin etyolojisinin yaklagik dortte  birini
olusturmaktadir (20). Isvegli, Danimarkali, Finlandiyali mono ve dizogotik ikizler
izerinde yapilan bir ¢aligmada; genetik faktorler tiim meme kanserli olgularin %27’sini
aciklayabilmistir (7). Macklin meme kanserli bir kisinin annesinde toplumdaki kadinlara
gore meme kanseri gelisme olasiliginin 2 kat fazla, kiz kardesinde ise 2.5 kat fazla
oldugunu gdostermistir. Atipik hiperplazi saptanan kadinlarda meme kanseri olusma riski
%4 .4 artarken atipik hiperplazi ile birlikte ailevi meme kanseri Oykiisii olanlarda meme
kanseri olusma riski %9 artmistir (1).

Meme kanserinin etyolojisinde; tek basina meme kanser riskini yiikselten allelik
varyanth genler (yliksek penetransli genler) ve tek basina kanser riskinde daha az

etkili olan genler (diisiik penetransli genler) olmak {izere iki grup gen vardir. Yiiksek



penetransli genlerin hastaliga neden olan allelik varyantlar1 genel popiilasyonda
beklenenden azdir. Popiilasyonda bu genotiplerle agiklanabilecek meme kanserini
orani diisiik penetransh genlerden ¢ok daha azdir (21).

BRCA1 (“Breast cancer susceptibility gene”-meme kanserine yatkinlik genil),
BRCA2 ve p53 (tiimor baskilayici gen) yaygin olan yiiksek penetransli genler olup
tiimor supressor gen grubundandirlar. Calismis oldugumuz MnSOD geni de tiimor
siipresOr gen grubu iginde yer almaktadir. Bu genlerin erken dénemde goriilen meme
kanserlerinin familyal grubunun asag1 yukari yarisin1 kapsadigi tahmin edilmektedir.
Bu genler hem hastaligin erken baslangicli olmasina, hem de miiltifokal timdrlere
yatkinliga neden olur (7). BRCA1 ve BRCA2 proteinleri genomik stabilitenin
korunmasinda, DNA zararlarina hiicresel yanitta, transkripsiyonel regiilasyonda ve
hiicresel proliferasyonda rol oynar (22). BRCA1 geninin lokalizasyonu 17q12-21.
seklindedir ve otozomal dominant 0&zellik gosterir. Bu gen kalitsal meme
kanserlerinin biiyiik bir kismindan (%42) sorumludur (7). Erken meme kanserlilerde
BRCAT1’de erken protein sonlanmasina neden olan bir mutasyon (1200 insA), bir
yanlis anlam mutasyonu (2080A—G) ve gen dizi farklilagmasi bulunmugtur. BRCA2
13q12-13 kromozom bdlgesinde yer alir. BRCA2 genindeki mutasyonlar, kalitsal
kadin meme kanser vakalarinin %32’sini ve erkeklerdeki meme kanserlerinin ¢ogunu
aciklar. Iki adet birinci derece akrabasinda meme kanseri olanlarda erken protein
sonlanmasina neden olan (6880 insG) ve (3034 delAAAC) BRCA2 mutasyonu
saptanmistir. Bu genlerin kalitimsal meme kanseri ile iligkisini belirlemek amaciyla
yapilan popiilasyon genetigi calismalarinda degisik toplumlarda BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlarmin sikliklarinin 6nemli farkliliklar gosterdigi gosterdigi goriilmiistiir.
Yapilan ¢aligmalarda BRCA1 mutasyon siklig1 Izlanda’da %9 iken Rusya’da %79
olarak bulunmustur. Yine BRCA2 geni i¢in de Onemli farkliliklar saptanmistir.
Finlandiya’da %8, Izlanda’da %64 oraninda mutasyon tespit edilmistir (23).

pS3 tiimor siipresor geni 17. kromozomun p12-13.3 gen bolgelerinde bulunan
ve hiicrede proliferasyonu diizenleyen 53 KD’luk bir fosfoprotein kodlayan gendir.
Bu protein hiicrenin S fazina girmesini pRb fosforilasyonunu engelleyerek meydana
getirirler. p53 geni, insanlarda gozlenen bir¢ok kalitsal ve sporadik form kanserde
aktif olarak rol oynamaktadir. Bu gendeki mutasyonlar kanserde en sik rastlanan

genetik degisikliklerdir. Mutasyonlar hiicre proliferasyonundaki en 6nemli baskilayici



mekanizmay1 ortadan kaldirirlar ve hiicrede genetik bir instabilite olustururlar. Bu
olay tiimor proliferasyonunun artmasina yol agar (3, 24). Hiicre boliinmesini durduran
ve DNA hasarinin diizeltilmesini saglayan genlerin transkripsiyonunu aktive eden bir
transkripsiyon faktorii olmasinin yan sira p53 onarilmayan DNA hasarli hiicrelerde
de apopitozu saglayan bir role sahiptir (25).

MnSOD igeren mitokondrial antioksidan enzim bir tiimor siipresor geni gibi
fonksiyon gosterir. Kanserli hiicre bolgelerinde bulunan MnSOD  ekspresyonu
malignensinin gerilemesine yol agmaktadir. TNF ve hiperterminin sitotoksik etkilerine
direncli fenotipe neden olmaktadir. MnSOD overekspresyonu yapan hiicrelerdeki bu
fenotipik degisikliklerin altinda yatan sinyal yollar, QP-1 ve NF-kB ‘yi igeren birkag
redoks-duyarli transkripsiyon faktorlerin aktivitesindeki degisimler incelenmis olmasina
ragmen tam olarak bilinmemektedir (26).

Endojen faktorler veya yasam sekli ile birlikte hareket eden yaygin genler (diisiik
penetranslt genler) heniiz tam olarak tanimlanmamistir (27). Diislik penetransh genler
tizerindeki bilgilerimiz meme kanseri iizerine etkisi oldugu diisiiniilen biyokimyasal ve
fizyolojik yollara dayanmaktadir. Substrata bagli olarak enzimler bu yolda ya inaktif
yada aktif role sahip olabilirler. Yapilan ¢ok genis ¢apli calismalarda, meme kanserine
iliskin diisiik penetransli genlerin CYP, GST, NAT ve COMT u kodladig1 saptanmistir
(3, 7).

Meme kanserlerinin yaklagik %30’unda meme epitelinde mutasyonlar sonucu
protoonkogen overekspresyonu gozlenmektedir. Bunlar arasinda en karakteristik olan
HER-2 (Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii) protoonkogeninin overekspresyonudur.
HER-2 geni epidermal biiylime faktor reseptor ailesinin (HER-1, HER2, HER3, HER4)
bir iiyesidir (3). HER-2 geni 17q12-q21 kromozom boélgesinde lokalizedir. Yaklagik 3
kb uzunlugundadir ve 27 ekson icermektedir. HER-2 185 kd agirliginda tirozin kinaz
aktivitesi gosteren bir reseptor kodlar. Asirt HER-2 ekspresyonu hiicre yiizeyinde
homodimer (HER2-HER2) ve heterodimer (HER2-HER1) olusumu artisina yol
acmaktadir (28). HER-2’nin olusturdugu dimerler diger aile iiyelerinin birlesmesiyle
ortaya ¢ikan dimerlerden daha aktiftir. Dimerler olustuktan sonra; Ras/MAP Kinaz, PI-
3K/Akt, JAK/STAT, PLC-y, src ve strese bagli aktiflesen kinaz gibi degisik sinyal
yollarinin uyarilabildigi gdsterilmistir. Ostrojen reseptdrii negatif timoérlerde HER-2

ekspresyonu daha sik goriiliirken reseptor pozitif tiimorlerde ekspresyonun daha ender



gozlenmesi HER-2 ile Ostrojen reseptorii arasinda endokrin ve parakrin sinyallerin

etkilesimi ile birbirini baskilayan bir ¢evrimin bulundugunu diisiindiirmektedir (29).

2.1.2.2. Endokrin Nedenler

2.1.2.2.1. Reprodiiktif Faktorler: Son yapilan c¢aligmalar endojen hormon
seviyesi ve meme kanserine yakalanma riski arasinda bir baglanti oldugunu gdstermistir
(7, 30). Bu baglamda en azindan Ostron, dstrodiol, dstriol, androstenedion, testesteron,
dihidroepiandrosteron, progesteron, seks hormonu baglayan globulin ve prolaktin serum
diizeylerinin 6nemli faktorler oldugu diisiiniilmektedir. Yasam boyunca kadinlar;
menarsta, ilk gebelik doneminde, ¢cok sayidaki gebelik ve menopoz ¢agini igceren bazi
donemlerde endojen seks hormonlarina maruz kalmaktadir. Cok erken donemde
baslayan diizenli mestrual siklus, menarstan sonraki birka¢ yil ¢ok yiiksek diizeydeki
Ostrojen seviyesi sonucu meme epitelinin siirekli 6strojene maruz kalmasi ile kadinlarda
meme kanserine yakalanma riski artmaktadir (7). Genel olarak menarsin her bir yil
gecikmesi ile meme kanseri riskinin %20 azaldigi kabul edilmektedir. Ancak, meme
kanseri riski yoniinden menstruasyonun baslama yasi yaninda ilk diizenli (6nceden
tahmin edilebilen) menstruasyon yasi da 6nemlidir (1).

Benzer sekilde, menopozun ileri yaglara kadar sarkmasi ovulator sikluslarin
sayisini arttirmakta ve bu da riskin artmasina neden olmaktadir (7). 45 yasindan once
menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski, 55 yasindan sonra menopoza girenlerin
yarist kadardir. Menopoz yasinda her bir yillik artis icin meme kanserine yakalanma
riski yaklasik olarak %3 artmaktadir (1). Yiksek parite ve erken dogum yasi gibi
faktorlerin her ikisi de yasam boyunca meme kanser insidansinin diisiik kalmasinda
etkilidir (7). Ilk ¢ocugunu 20 yasindan énce yapma, ilk ¢cocugunu 30 yasindan sonra
yapmaya gore meme kanserine yakalanma riskini yar1 yariya diisiirmektedir. Paritenin
koruyucu etkisi ve mekanizmasi tam olarak anlasilmamakta ancak meme bezi
hiicrelerini erken donemde tam olarak farklilagtirdigt ve onlar1 karsinojenik
transformasyonlara daha az duyarli hale getirdigi diisiiniilmektedir (31). Ayrica stirekli
emzirme de meme kanserine yakalanma riskini azaltmaktadir (32). Uzun siiren

laktasyonlarin toplam ovulatuar donem sayisini azaltarak koruyucu etki yapmasi



beklenmektedir. Cin’de yapilan bir calismada toplam 5 yillik bir emzirme siiresinin
meme kanseri riskini %30, 4-12 ay arasinda emziren kadinlarda riski %11; iki yil veya
daha fazla emzirenlerde ise %25 oraninda azalttigi gosterilmistir (1). Ostrojen reseptorii
(ER) ve progesteron reseptorii (PR) pozitif olanlar negatif olanlarla karsilastirildiginda
yukarida bahsedilen hormonla iligkili faktorlerin bu kisilerde daha etkili oldugunu

gostermistir (33, 34).

2.1.2.2.2. Hormonal Faktorler: Cinsiyet hormonlar1 kadinlar arasinda yaygin
olarak kullanilan ilaglardir. Bu da onlarin gilivenirliligini arttirmaktadir. Genellikle,
hormonlarin zararli etkilerini ayr1 ayr1 ¢alismak miimkiin degildir. Ciinkii bunlarin
bircogu ya kombinasyon seklindedir ya da ayni hastada arka arkaya kullanilmaktadir.
Ornegin; oral kontraseptif veya hormon replasman tedavisi (HRT) (7). Epidemiyolojik
olarak yapilan 54 caligmanin sonugclari toplu olarak analiz edildiginde; oral kontraseptif
kullanim1 stiresi artisiyla meme kanserine yakalanma riskini arttirdigi saptanmistir.
Premenopoz ve uzun siireli oral kontraseptif kullanmis kadinlarda rolatif risk bir meta
analizde 1.5 bir digerinde ise 1.4 olarak bulunmustur. Genellikle 35 yas ve altindaki
kadinlarda daha belirgin risk artisi gozlenmektedir. 45 yas altindaki gen¢ kadinlarda
uzun slireli oral kontraseptif kullaniminin etkisini arastiran yedi ¢aligmanin tiimiinde
meme kanseri riskinin %3.1 artti§1 hesaplanmistir. Buna gore 10 yil boyunca oral
kontraseptif kullanan geng bir kadinda hig oral kontraseptif kullanmayan bir kadina gore
meme kanseri olusma riski %36 artmaktadir (1). Oral kontraseptiflerin kullaniminin
kesilmesinden sonraki 10 yillik siireg¢te meme kanserine yakalanma riski lizerindeki
etkisi ortadan kalkmaktadir.

Yapilan 51 calismanin analizi; HRT kullanan kadinlarda meme kanserine
yakalanma riskinin azda olsa artigin1 gostermistir (7). 5 yil veya daha uzun siireli HRT
kullanan kadinlarda riskte %35 oraninda bir artis gozlenmistir. Bu artis hormon
kullanimina son vermeyi izleyen 5 yilda ¢ogunlukla ortadan kalkmaktadir. Gegmiste
hormonlar 06zellikle Ostrojenlerden olusmasina karsin  giiniimiizde Ostrojen ve
progesteron kombinasyonundan olusmaktadir. Kombine kullanim, 6strojenin tek bagina
kullanimma gore riski daha da arttirmaktadir (35). Ostrojen—progestin kullanimiyla

ilgili (5 yillik kullanim i¢in) kontrollii olarak yapilan caligmalarda meme kanserinde



%26’lik bir artis saptanmistir (36). Daha 6nce HRT kullanan kadinlarda kanserin hig
kullanmayanlara gére daha az agressif olma egiliminde oldugu gosterilmistir, ancak
bununla celiskili olan sonuglarda vardir. HRT kullanicilarinda mortalite oraninin diisiik
oldugu fakat uzun siireli kullanimlarda saglanan yararin azaldig1 gosterilmistir (7).
Bocek zehirleri (pestisid), boyalar, kirleticiler ve gida koruyucularini igeren,
Ostrojene benzer etkileri olan kseno-6strojenlerin meme kanserinin etyolojisinde 6nemli
bir role sahip olabilecegi gosterilmistir. Ornegin; PCB (polychlorinate biphenyl)’nin
katekol metabolizmasinin karsinojenik dstrojen metabolitlerini inhibe ederek Ostrojen

metabolizmasini degistirdigi gosterilmistir (37).

2.1.2.3. Cevresel Faktorler

2.1.2.3.1. Sigara: Sigara ve meme kanserine yatkinlik {izerine yapilan
calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Meme kanserinin gelisme riskinin sigara
igiciligi ile iliskisinin zay1f oldugu bilinmektedir. Istatistiksel olarak énemli etkileriyse;
erken yaslarda baslayanlarda, asir1 kullananlarda ve pasif igicilerde gdzlenmistir. Ote
yandan tiitin dumaninda bulunan bazi ajanlar antidstrojenik etkilere sahiptirler.
Ornegin; nikotinin CYP19 enzimlerini inhibe ettigi gdsterilmistir (7). Bu nedenle sigara
kullananlarda menopoz kullanmayanlara gore daha erken gerceklesmektedir.

Sigara katram1 3000°den fazla bilesik igcermektedir. Bunlarin 30 tanesinin
karsinojen oldugu bilinmektedir. Sigara dumanindaki en 6nemli karsinojenler; polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH), aril aminler, heterosiklik aromatik aminler (HAA) ve
N-nitrosaminlerdir (7, 38). Sigara dumani ile viicuda alinan PAH’lar ilk evrede:
Sitokrom P4501A1 (CYPI1AL1), ikinci evrede ise Glutatyon S transferaz (GST)
enzimleri tarafindan detoksifiye edilerek suda ¢Oziinebilir tlirevlerine doniistiiriiliir.
PAH’lar meme hiicreleri i¢in mutajenik etkiye sahiptirler ve lipofilik bilesikleri memeyi
de igeren adipoz dokularda depo edilir. Bu nedenle, PAH-DNA hasar1 normal meme
dokusunda meme kanserli dokuda belirlenmistir. Aromatik aminler, N-asetiltransferaz
(NAT) enzimi ile N asetilasyon katalizasyonu yoluyla detoksifiye olurlar. NAT yoluyla
O-asetilasyonu bunlarin aktivasyonu ile sonuglanir (7, 39).

Sigara dumani oksijen radikalleri bakimindan zengindir. Sigara dumani MnSOD

gibi bazi1 antioksidan enzimleri indiikler. Sigara dumanindaki semiquinon radikalleri
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oksijene indirgendiginde siiperoksidler olusur. Bu sekilde hidrojen peroksid ve hidroksil
radikalleri (OH)’nin iretimi stimiile olur (40, 41). Hidroksil radikalleri reaktif
olduklarindan DNA’da endojen oksidasyon olusmasi i¢in baslica adaylardir (42).
Maternal PAH’e maruz kalma, diigik dogum agirhigt ve erken dogum riskini
artirmaktadir. Annenin ¢evredeki tiitiin dumanindan etkilenmesiyle neonatal iiriner 8-
OH-dG derigimi artarak, hiicresel oksidatif stres yoluyla k&tii hamilelik sonucunun

belirleyicisi olur (6).

2.1.2.3.2. Besinlerdeki Yag Miktari: insanlarin aldig giinliik besinler ¢ok ¢esitli
dogal karsinojenler ve anti-karsinojenleri igerir (43). Bu bilesiklerin bir cogu DNA
hasarina neden olan oksijen radikalleri olusumuna neden olur. Bu nedenle asir1 yag
kullanim1 6zellikle poliansature edilmis yag asitlerinin alinimi meme kanser riskini
arttirmaktadir (7). Eritrositlerde, kolesterolle beslenme, malondialdehit (MDA) ve
katalaz diizeylerini degistirmemis, SOD ise artmistir. Torasik aorta dokusunda
kolesterolle beslenen tavsanlarda katalaz degismezken SOD aktivitesi artmistir (44).
Genis bir grubun ele alinarak izlendigi bir ¢alismada ise meme kanseri gelisen
kadinlarin beslenme sekliyle ayni1 grupdaki meme kanseri gelismeyen kadinlarin
beslenme bicimi kiyaslandiginda; yag alimi ile meme kanseri arasinda iligki

bulunamamustir (1).

2.1.2.3.3. Viicut Agirhgi: Obezite postmenopozal kadinlarda hem asir1 endojen
Ostrojen seviyesi hem de meme kanserine yakalanma riski ile iligkilidir. Obez olan
postmenopozal kadinlarda sirkiile olan Ostrojenin biiyiik ¢cogunlugu adipoz dokularda
androjenin Ostrojene doniisiimiiyle olusur (45). Bu durum sitokrom P45019(CYP19)’la
katalize olan in situ aromatizasyonun dokularda Ostradiol seviyesini, sirkiilasyon
yoluyla iiretilen Ostrojene gore daha etkili bir sekilde arttirmasiyla gerceklesmektedir.
Buna zit olan bir iliski obez ve premenopozal meme kanserliler arasinda gosterilmistir.
Bu kadinlarda anovulasyon seviyesinin yliksek olmasi daha diisiik 6strojen miktariyla

sonuclanmaktadir.
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Fiziksel aktivitenin meme kanserine yakalanma riskini azalttig1 belirlenmistir.
Fiziksel aktivitenin diizenli ovulator siklusu azaltan ve metillenmis katekol Gstrojen

miktarini arttiran bir mekanizmay1 igerdigi gosterilmistir (7).

2.1.2.3.4. Vitaminler: Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak
ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikallerin istenmeyen
etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir (8). Dogal antioksidan kaynagi olan
vitamin ve sebzelerin kullannminin meme kanser riskini azalttigi gosterilmistir (7).
Askorbik asit, o-tokoferol ve karotenoidleri iceren antioksidan besinlerin yiiksek
tiiketimi ile ters iligkilendirilmesi kadar, meyve ve sebze alimi ile meme kanseri riski
arasindaki iliskiyi destekleyen nispeten tutarli bilgiler de vardir (46, 47). Bu besinlerin
prooksidan hiicre aktivitesi ve antioksidan savunmalar1 arasindaki dengeyi degistirerek
oksidatif stres ve ROS iiretimini etkiledigine dair bir hipotez vardir. ROS’lar normal
hiicre solunumu, hiicre stresi ve inflamasyonu sonucu iiretilir (48). Toksik ajanlardan
etkilenim veya patolojik siirecte savunma mekanizmasindaki yetersizlik ROS un yogun
iiretimine neden oldugundan oksidatif stres olusabilir. Lipit peroksidasyon, protein
degisikligi, membran hasar1 ve mitokondrial hasar ve de kirilmalarina kadar varan DNA
hasari ile sonuglanir (11). Karotenoidlerden A vitamini hiicre farklilasmasinda regiilator
olarak rol oynadigi i¢in hiicrelerin malign forma gegisini dnleyebilir. Retinol in vitro
kosullarda insan meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini énlemistir (1). Diyetle alinin a-
tokoferol lipid peroksidasyona kars1 korur ve steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre
hasar1 ve timor gelisimine karsi kullanilabilir. Ancak; Vitamin C ve E'nin artmus lipid
peroksidasyon ve serbest radikallere karst savunmada yetersiz kaldigi belirtilmistir (8).

Riboflavin, niasin suda eriyen vitaminlerdir. Flavin mononiikleotid (FMN) gibi
aktif koenzim formlarinda ve flavin adenin diniikleotid (FAD) halinde hazir bulunan
riboflavin, solunum zinciri yoluyla enerji iiretiminde ve sayisiz metabolik yolda
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarina katilir (49). Niasin ve onun kofaktorii olan
nikotiamid adenin diniikleotid (NAD) ve nikotiamid adenin dintikleotid fosfat (NADP)
doku solunumunu kapsayan oksidasyon—rediiksiyon reaksiyonlarinin bir ¢esidi olarak
onemlidir. Nikotinamidin koruyucusu etkisi bir serbest radikal artik¢ist olmasindan ve
poli ADP-riboz sentetazin inhibisyondaki etkisinden ya da hiicredeki NAD diizeyinin
yuksekliginden kaynaklanabilir (50). Tamoksifenin antiproliferatif etkileri protein
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kinazin inhibisyonuyla ve DNA sentezinde rol oynayan protein olan kalmodulinin
baglanmasi ile ilgili olabilir (49). Ek olarak, Tamoksifen programlanmis hiicre 6liimiine

dogrudan neden olabilir (51).

2.1.2.3.5. Alkol: Giinliik olarak alinan bir ile bes bardak arasinda alkoliin meme
kanserine yakalanma riskini arttirdigi gosterilmistir (7). Alkolik kadinlarda yapilan
calismada ise meme kanserine yakalanma riskinin yalmizca %15 oraninda arttig
gosterilmistir (52). Alkol kullaniminin 6zellikle yetiskinlik ¢aginin erken donemlerinde
zararli oldugu gosterilmistir (53). Alkoliin karsinojenik etkisinin mekanizmasi tam
anlagilmamistir. Ancak alkol kullanan kadinlarda 6strojen seviyesinin arttigin1 gésteren
gorilisler vardir. Bir diger goriis; alkol ile indiiklenen ROS’un olusmasi ve adduct
olusumunun artmasini, bu nedenle detoksifikasyon enzimlerinin  protein

ekspresyonlarindaki azalmalar1 kapsamaktadir (7).

2.1.2.4. Diger Risk Faktorleri

Iyonizan radyasyonun kadm ucus gérevlilerinde, hemsirelerde ve kimyagerler
arasinda meme kanser riskini arttirdig1 gosterilmistir (7, 54). Elektromagnetik alanlarin
melotonin liretimini baskilayarak meme kanser riskini etkiledigine dair gii¢lii olmayan
kanitlar mevcuttur. Yiiksek sosyo-ekonomik durum ve meme kanseri arasinda pozitif
bir iliski bulunmustur (55). Adolesan ve eriskin donemde yapilan egzersizlerin meme
kanseri riski iizerine etkisini aragtiran bir caligmada egzersizin 40 yasin altindaki
kadinlarda meme kanseri riskini azalttig1 gosterilmis ve haftada 4 saat veya daha fazla
egzersiz yapan kadinlarda kanser riskinin hi¢ egzersiz yapmayanlara gore %60 daha az

oldugu bildirilmistir (1).
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2.1.3. Meme Kanserinin Morfolojisi

Meme kanseri sol memede sag memeye goére daha sik goriiliir. Hastalarin
%4 tinde iki tarafli birincil timdrler vardir ya da sonradan ikinci bir primer timor
gelisir. Meme i¢inde tiimor en sik Uist dis kadranda yerlesir. Cogu kanserler (%90)
duktus epitelinden, geri kalan kii¢iik bir kismi ise lobiil epitelinden kdken alir. Duktal
ve lobiiler kanserlerin her ikisi de ayrica sinirlayict bazal membrani penetre
etmeyenler (infiltre olmayan) ve penetre edenler (infiltre olan) olmak iizere ikiye
ayrilirlar.
A. Infiltre olmayan
1. Intraduktal karsinom (komedokarsinom)
2. Paget hastaliginda intraduktal karsinom
3. Lobiiler karsinoma insitu
B. Infiltre olan (invaziv) duktal karsinom
la. Skir¢ karsinom
1b. Paget hastalig1 igeren invaziv duktal karsinom
Invaziv lobiiler karsinom
Mediiller karsinom

Kolloid (miisin6z) karsinom

wok wd

Tubuler karsinom
6. Diger nadir tipler
Bunlar i¢inde invaziv duktal karsinom en sik goriilenidir. Cogu kez yogun

fibroz bir stroma icerdiginden, skird karsinom olarak da adlandirilir (3).
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2.2. SUPEROKSID DISMUTAZ (SOD)

Antioksidan defans enzimlerinin basinda yer alan siiperoksid dismutaz (SOD)
serbest radikallerden gelen zarara karsi koruyucu hiicrelerde kritik bir rol oynar. SOD
tic izoform igerir; intraselliler SOD (Cu/ZnSOD), ekstraselliler SOD (ECSOD) ve
mitokondrial SOD (MnSOD) (56).

2.2.1. Cu/ZnSOD: SODI adiyla da bilinir. CuSOD ve ZnSOD olmak iizere iki
cesittir. Molekiiler agirligi 32000 olan bir homodimerdir ve sitozolde sentezlenir.
Cu/ZnSOD ayrica niikleus ve peroksizomlarda da bulunur (57). SOD1 geni kromozom
21g22.1’de lokalizedir ve bes ekson igerir (58) Saglikli insan akcigerinde brong
epitelinde bulunur. Ayrica; karaciger, eritrosit, beyin ve noronda yiliksek

seviyelerde bulunur (57).

2.2.2. ECSOD: SOD3 adiyla da bilinen ECSOD bir bakir ve ¢inko igeren
homotetramerik glikoproteindir. Ekstraselliiler matrikste (plazma, lenf ve sinovya)
bulunur. ECSOD geni kromozom 4pl15.3-15.1’de lokalizedir ve ii¢ ekson igerir.
ECSOD, TNFa benzeri sitokinler ile aktive edilir. Direk antioksidan stres ECSOD’i
MnSOD gibi etkilemez. ECSOD saglikli akcigerde, pulmoner damarlarda ve hava
yolunda bulunur. Pulmoner hiicre tiplerinden brongial epitel, alveolar makrofaj ve
endotel hiicrelerinde bulunur. ECSOD sistemik arterlerde de bulunmaktadir. Kanser

hiicrelerindeki rolii ve regiilasyonu bilinmemektedir (57, 58).
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2.2.3. MnSOD: Kromozom 6q25.3’de lokalize olan, SOD2 adiyla da bilinen
MnSOD geni 5 ekson ve 4 introndan olusur (58, 59, 60).

+1 Transkripsiyon baslangic sitesi

+ —

E1 E2 E3 E4 ES

Sekil 2.1. Manganez Siiperoksid Dismutaz geninin sematik goriiniimii (59)

MnSOD geninin 5° promotor bolgesi TATA veya CAAT kutusu olmaksizin, %78’
GC‘den olusur. MnSOD’1in promotor bdlgesi multipl SP-1 ve AP-2 baglayici bolgeden olusur.
SP-1 ve AP-2 bolgeleri iist tiste gelir (Sekil 2.2.).

a0 04 0 0 Gb 0 de @V

®5P-1 0 AP-2

=553

Sekil 2.2. Manganez Siiperoksid Dismutaz geninin promotor bdlgesi (59)

SP-1 ve AP-2 baglayic1 bolgeleri, DNAaz I footprinting analizleri ile promotor
bolge(-555/+24)’de saptanmustir. SP-1 transkripsiyon olusumunda pozitif rol oynarken AP-2
negatif rol oynar. AP-2 proteinleri promotor aktiviteyi baskilar. Promotordeki mutasyonlar bazi
kanser hiicrelerinde insan MnSOD geninin ekspresyonunun azaltiimasma neden olabilir. MnSOD
geni oksidatif stresin neden oldugu cesitli ajanlar ve kosullar ile asir1 aktive olur (59).

MnSOD geninin promotor bolgesinde Sp3, AML-1a, MZF1, C/EBP-1, -2, -X, NF-kKB
ve NF-1 gibi transkripsiyon faktorleri icin de baglayici alanlar mevcuttur (51, 59, 61, 62).
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Intron 2°de 1741-2083 arasindaki bir bdlge MnSOD geninin TNF ve IL-1 ile
indiiksiyonu ile ilgilidir (61). MnSOD indiiksiyonunda rol oynayan ROS; NF-kB, AP-1,
AP-2 ve SP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin MnSOD geni ilizerinde bulunan cis
elementlerine baglanmasini etkilemektedir (63).

Okaryoryotik ve prokaryotik enzimlerden MnSOD un yapis1 homologdur. Insan
MnSOD proteini 96 kDa’lik bir homotetramer yapidadir (64). Insan MnSOD
proteininde her bir alt iinite 198 aminoasit icerir (65). Her alt tinitenin boliimlerini N—
terminal ve C-terminal bolge olusturur. N-terminal bolge: N-terminal loop, a; ve oy
sarmaldan olusur. C-terminal bdlge ise bes a-sarmal (os.07) ve ili¢ B-ipliginden( B;-B3)

olusur (64).

Sekil 2.3. MnSOD’n alt iinitesinin zincir yapisi (66)
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Sekil 2.4. MnSOD’1n tetramer yapisi (66)

Manganez aktif bolgesi B diiz yapisal elementler ve helikal kivrimli yap1 arasinda
lokalizedir. Dinlenme halinde, aktif bolge metal iyonu +3 degerliktedir (64). Bir¢ok

organizma Mn yerine MnSOD’u kullanir. Bunun olas1 nedenleri:

1)  MnSOD dismutaz siiperoksidleri mangandan daha etkilidir

2) Kompleks yapili SOD proteini, hiicredeki diger elementlere manganin
baglanmasini engeller.

3) Fizyolojik kosullar altinda siiperoksidler Mn(II) ve Mn (III)’e okside olur. Fakat
Mn(III) diger hiicresel rediiktantlar tarafindan 6zel olarak azaltilirken Mn(II)SOD
ve Mn(II1)SOD siiperoksidlere ¢evrilir.

Mn(I1I)-SOD+0, ~>Mn(II)-SOD+0,
Mn(II)-SOD+0,+2H>Mn(I1I)-SOD+H,0,

SOD
02'_+02'_+2H+ > H,O, +0,
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Hiicrelerin mangani yalnizca MnSOD proteinlerinin aktif bolgelerinin katalizinde
degil ayrica MnSOD ekspresyonunun diizenlenmesinde de kullandig1 gosterilmistir. (8,
63). Kadinlardaki giinliik 15 mg kadar Mn alim1 lenfosit MnSOD aktivitesini artirmigtir
(67). Escherichia coli ve Basillus subtiliste manganin MnSOD aktivitesine neden
oldugu gozlenmistir. Mangan bakimindan fakir diyetin rat, fare ve tavukta MnSOD
aktivitesini azalttig1 belirlenmistir. MnSOD aktivitesi i¢in gerekli olan manganin fetal
gelisimde de yer aldigi gosterilmistir. Neonatal farelerde mangan absorbsiyonunun
olduk¢a fazla oldugu gosterilmistir. Dokularin normal gelisimi ve aktiviteleri igin
gerekli bir eser element olan Mn; piruvat karboksilaz, arginaz ve manganez iceren
MnSOD proteinlerine sik1 bir sekilde baglanarak c¢esitli reaksiyonlarda kofaktor olarak
fonksiyon yapar. Protein kinaz ve fosfataz iceren gesitli enzimleri aktive eder. Mn*"
stiperoksid radikalleri (O,") ve hidrojen peroksidi (H,O,) temizleyebilir ve Mn’in bu
ozelligi MnSOD’un fonksiyonlarinda nemli rol oynar (Mn**+0, ™+2H"—Mn’" +H,0,)
(8, 63, 65). Hidrojen peroksid ve siiperoksid radikaller onkogen c-fos, c-myc ve c-jun un
ekspresyonuna neden olur. H,O,, katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan su ve
oksijen gibi daha zayif etkili triinlere donistiiriilerek etkisiz kilinir ve bdylece
onkogen ekspresyonlar1 onlenir (26, 65 ).

Mn baskisina ragmen yagamini siirdiiren hiicrelerde adaptif bir yanit olarak yiiksek
miktarda MnSOD olusmaktadir. Bu da hiicrelerdeki MnSOD’un Mn toksisitesine karsi
koruma sagladigin1 gostermektedir (63). Toplam intraselliler SOD aktivitesinin
yaklasik %15’i MnSOD’dan olusmaktadir. Okaryotik hiicrelerde MnSOD gen
regiilasyonu kompleks bir olaydir. Hiicrelerin oksidatif streste durumu MnSOD
ekspresyonun regulasyonunda esastir. MnSOD sitokin Tiimor Nekroze Faktor-a
(TNF-0) tarafindan arttiritlir. MnSOD indiiksiyonuna neden olan diger faktorler;
hiperoksi, radyasyon, LDL, interldkin-1, interferon-y, lipopolisakkaritler, H,O, ve
asbest fiberleridir. Bazi1 MnSOD gen indiiksiyonu ¢alismalarinda hiperoksiye direng,
oksidan stresi takiben oksidan hasardan korumak i¢in enzimin etkilemesi seklinde
aciklandi.

MnSOD kalp, beyin, karaciger ve bobreklerde yiiksek oranlarda bulunur. Akciger
MnSOD*1 tip II pnomositler, brons epitel hiicreleri ve alveolar makrofajlarda bulunur.
MnSOD geninin rolii insan malignensilerinde tartigmalidir. Karsinogeneziste

antioksidan-oksidan dengesizligi diisiliniiliir. Proteindeki konformasyonal degisimden
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dolayr mitokondriye MnSOD’un transportundaki degisimle sonuglanan MnSOD
geninin polimorfizmi akciger ve gogiis kanserinin gelisimi i¢in en azindan bir risk
faktoriidiir. MnSOD aktivitesinin kanser aktivitesinde diisiik oldugunu gosterilmistir
(57). Hiperoksi, sitokinler ve invivo/invitro bazi sitotoksik ilaglara karsi dokular ve
hiicrelerin  korunmasinda MnSOD’un O6nemini vurgulanmistir. Tiimdr hiicrelerine
MnSOD geninin aktarilmasindan sonra mitotik aktivitenin yavasladigi gosterildiginden,
MnSOD geninin meme kanserinde tiimdr baskilayic1 bir gen olarak diisiiniilmesine
neden olmustur (68). MnSOD’yi asir1 eksprese eden hiicreler tiimor silipresor etkilerini;
azaltilmis kaplama yetenegi, hiicre populasyonunda miktar artiginin iki katina ¢ikma
stiresinde uzama, yumusak agarda diisiik kolonogenik boliim ve tam bir inhibisyon veya
farede tlimor olusumunun gecikmis baslangict seklinde kendini gosterir (65).
Mitokondrial DNA’nin kaybi kiiltiire edilmis goglis tiimor hiicrelerinin  tiimor
olusturucu fenotipini etkileyebildigi belirtilmektedir (69). Belki daha da Onemlisi
MnSOD’nin asir1 ekpresyonu gogiis kanserinde TNF-a’dan sitotoksisiteye direnci ve
apopitozisi arttirir. MnSOD’1n indiiksiyonu katalazi da arttirir. Mitokondride olugsmakla
beraber siiperoksitlerin DNA hasarina neden olabilmesi ve MnSOD’un ise mitokondride
stiperoksid radikallerini etkisizlestirmesi g6z Oniine alindiginda; MnSOD genindeki
genetik polimorfizmlerin meme kanserinde risk faktorleri olarak iligkilendirilmesine
neden olmaktadir (11).

MnSOD polimorfiktir ve insanda iki fonksiyonel varyanti bulunmaktadir (70).
Bizim de ¢aligmis oldugumuz ilk varyant olan Ala-9Val ekson-2’de yer almaktadir. Bir
baz ¢iftinin (T->C) transisyonu ile olusmakta ve 9. pozisyondaki Valinin-Alanine
doniistimiinii icermektedir. Timinin Sitozin ile yer degisimi intraselliiler trafigi hatal
yonlendirir. Bu degisim proteinin ikincil yapisini a-sarmal yapidan B-plaka sekline
doniistiirebilir ve mitokondri i¢ membranindaki reseptdriin  bu protein ile daha az
etkilesime girmesine, mitokondriye transportunun yavaslamasina neden olabilir (9, 56,
60, 71). Ikinci varyant olan (Ile58Thr) ise Ekson 3’de yer alir ve 339’uncu niikleotidi
C->T donistiirerek 58. amino asit olan izoldsinin threonine degisimine neden olur. Bu
degisim enzimin tetramerik ara yliziiniin stabilitesini etkiler ve MnSOD’un enzimatik
aktivitesini azaltir. 1le58Thr varyanti populasyonda nadir olarak goriiliir (%0.05) ve
insan meme kanser hiicrelerinde tiimor supresor kapasitesinin azalmasiyla iligkilidir.

Ancak meme kanseri ile Ala-9Val polimorfizmi kadar iligkilendirilememistir (70).
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2.3. MnSOD ve SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii,
kararsiz, molekiil agirligi diisiikk ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Cogu
olayda serbest radikal {iretimi, pato-mekanizmanin bir parcasidir ve pek ¢ok
ksenobiyotigin toksisitesi, serbest radikal tiretimi ile ilgilidir. Oksidatif stres kisaca;
viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipit tabakasinin peroksidasyonuna
neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir. Serbest
radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak olusurlar.
Ekzojen etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma,
karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksifikasyonlari, iyonize ve ultraviyole
1510, hava kirliligi yapan kimyasal maddeler, sigara dumani, solventler (organik
¢Oziiciiler), nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin (antineoplastik
ajanlar), alkol ve uyusturucular (bagimlilik yapici maddeler) bulunmasi nedeniyle

serbest radikaller toksikolojik agcidan da 6nemlidir.

Cizelge 2.2. Serbest radikallerin olusumuna neden olan ekzojen kaynaklar (8)

Ilaglar Metal Iyonlar1 | Kirleticiler Radyasyon
Aminotriazol, asetaminofen, Demir, bakir, Asbest lifleri, mineral tozlar, | Ultraviyole,
bleomisin, doksorubisin, kadmiyum, karbon monoksit, nitrik oksit, | x-ray,
hiperbarik oksijen, klonazin, nikel, krom, nitrojen dioksit, silika, bazi gamma
klosapin, 3,4- Civa solventler, ozon, radyasyon
metilendioksimetamfetamin, toksinler,hipoklorit, kiikiirt
nitrofurantoin, siprofloksasin, dioksit, yangin, PCB,
siklosporin, trisiklik plumbagin, juglone, dikuat,
antidepresanlar, troglitazon. parakuat

Serbest radikaller hidroksil radikal (OH), siiperoksit radikal (O™",), nitrik oksit
(NO) ve peroksinitrit (ONOO") radikalleri gibi degisik tiirlere ayrilir (10). Biyolojik
sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen,
stiperoksit grubuna (O™ "';) baz1 demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri
ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Okaryotik hiicreler; mitokondrideki elektron

transfer reaksiyonlarindan araliksiz bir sekilde O, ™ tiretilirler (Sekil 2.5.)(8, 63, 72).
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Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler,
siiperoksit  gruplarinin  zararsiz  hale getirilmesini  sinirlandirirken,  lipid
peroksidasyonunu hizlandirirlar. Ayrica katalazin etkinligini engelleyen maddeler
(aminotriazol gibi herbisidler) de etkin oksijen gruplarma veya bu gruplar1 olusturan

maddelere duyarligi artirir (8, 73).

0,
;xﬂ 2"
Kompleks I
2¢-| NADH
NADH—Dehidrogenaz
(5Fe.S)
»"
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UQ>sit. b>sit. clgsit. oS [sit. aa ﬁ ?
/1 \ /\ H,O
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Sekil 2.5. Mitokondri i¢ zarinda elektron tagima zinciri (72)

Serbest oksijen tiirlerinin, ila¢ ve toksinle olusan reaksiyonlar, kursun
zehirlenmesi, aminoglikozit nefrotoksisitesi, agir metal nefrotoksisitesi, karbon
tetrakloriire bagli karaciger hasari, glomerulonefritis, hepatitis B, iskemi ve
reperfiizyon, vitamin E eksikligi, kanser, amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner
displazi, arteroskleroz, pankreatitis ve romatoid artrit gibi pek ¢ok hastaligin
patogenezisinde etkili olduklar1 6ne siiriilmektedir (8).

Siiperoksit gruplarinin hizl bir sekilde olusturdugu singlet oksijen, hiicre zarlarinin
fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona

girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli
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lipid peroksidasyon iiriinlerini olusturur. Lipid peroksitler, indirgenmis glutatyona
(GSH) bagimli selenyumlu bir enzim olan GS-peroksidaz tarafindan lipid alkollere
cevrilerek inaktive edilirse de, gerek siiperoksit gruplariyla fazla miktarda lipid
peroksitlerin sekillendirilmesi, gerekse selenyum eksikligi ve de ortamdaki GSH'nin
tiikenmesine neden olabilen dietilmaleat, dioksin gibi maddelerin bulunmasi, lipid
hidroperoksitlerinden serbest lipid gruplarin olusumunu saglar. Serbest lipid gruplar
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olur. Lipid hidroperoksitlerin yikimi
ile olugan ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize
olurlar ya da baslangigtaki etki alanlarinda diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine
hasar1 yayarak sekonder bozukluklarin da gostergesi olabilirler. Beyin, oksidatif hasara
en duyarli bolgedir. Serbest radikaller, santral sinir sisteminin patolojik durumlarinin
pek cogunda, direkt olarak doku hasar1 meydana getirirler. Serbest oksijen tiirleri,
ekzitotoksisite, metabolik disfonksiyon ve kalsiyumun intraseliiler hemostazisinde

bozulma gibi ¢cogul mekanizmalarla doku hasar1 olustururlar (8).

2.4. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU TEKNIiGIi (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) yontemi; bir
organizma veya mutant gene iliskin normal ya da parcalanmig DNA ya da RNA’nin
invitro ¢ogalmasina olanak veren bir yontemdir. Kary Mullis ve arkadaglarinca 1885°de
ortaya atilmig, daha sonra Saiki ve arkadaglari tarafindan gelistirilmistir. PCR yontemi
avantajlar1 nedeniyle molekiiler biyoloji, tip, arkeoloji gibi degisik alanlarda
uygulanabilen bir yontem olmustur (74). PCR 1 pg’dan daha az DNA 6rnegi istenilen
miktarda cogaltilarak DNA analizinin saatlerle ifade edilen bir siirede yapilmasina
olanak saglar (75). Ayrica bu yontemde DNA amplifikasyonu in vitro kosullarda
gerceklestirilmekte, belirli bir noktada amplifikasyon durduruldugu zaman onun devam

etmediginden emin olunmaktadir (74).
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2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Olusum Mekanizmasi:

PCR ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin
baglanmas1 ve uzamasi esasina dayanir. Amplimer olarak da adlandirilan oligoniikleotid
primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra,
tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayic1 olan bolgelerle
melezlenirler. Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik
derecelerinde gergeklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort gesit
deoksiriboniikleozid trifosfat (dNTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan
uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayict olan yeni DNA molekiili
sentezlenmis olur (76).

Bir PCR dongiisii li¢ evreden olugmaktadir:

1. Denatiirasyon evresi,

2. Primerlerin baglanmasi (annealing) evresi,

3. Uzama (extension) evresi
1- DNA’nin denatiirasyonu: Bu evrede ¢ogaltilmasi istenen ¢ift sarmal DNA; sarmallari
bir arada tutan hidrojen baglarin1 ayirmak lizere denatiire edilerek tek sarmal haline
getirilir. DNA sarmallarinin birbirinden ayrilmasi i¢in uygulanabilecek fiziksel ve
kimyasal yontemler olmasina karsin 95-100°C’ye kadar 1sitmak en basit ve etkin bir
yontem olarak kullanilmaktadir. Ancak PCR sirasinda genellikle en etkin denatiirasyon
sicaklig1 92-95°C dir (74).
2- Primerlerin baglanmasi (annealing): Bu evrede primer adi verilen ve c¢ogaltilmasi
istenen DNA i¢in spesifik olan sentetik oligoniikleotid; ilk evrede elde edilen DNA tek
sarmal1 lizerinde kendisine komplementer olan niikleotid dizisi ile annealing yapar.
Primerler, hedef DNA sarmalinin amplifikasyonunu baslatmak amaciyla kullanilirlar.
Primerler minimum 17-19 niikleotidden olusmus oligomerlerdir. Primerlerin
baglanmasi asamasinda deney ortamunin 1s1s1 40-60°C’ye diisiiriiliir.
3- Primerlerin uzatilmas1 (extension) ve amplifikasyon: Annealing tamamlandiktan
sonra primer hibridlestigi tek sarmalin karsiligini sentezler. Bu sentez i¢in termostabil
olan ve Thermus aquaticus adl1 bakteriden elde edilen Taq polimeraz enzimi kullanilir.
Niikleotidleri orijinal DNA sarmalina komplementer olacak bi¢cimde primere ekler ve

uzatir. Olusan yeni DNA sarmallar1 bir sonraki dongiide primerler i¢in kalip olarak rol
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oynarlar. Primerlerin uzatilmas: asamasmnda 70-75°C’lerde 1s1 uygulamir. 72°C’de
niikleotid eslesme hizi; tampon, pH, tuz konsantrasyonu ve DNA kalibinin yapisina
bagli olarak saniyede 35-100 niikleotid olarak gerceklesir. 72°C’de bir dakikalik uzama
stiresi 2 kb uzunlugundaki bir amplifikasyon iiriinii i¢in yeterli kabul edilir.

PCR uygulamasinda ii¢ evre bir dongii olarak kabul edilir, bir dongii 3-5 dakika
siirer ve 20-40 kez tekrarlanir. Her dongii sonunda DNA miktar1 geometrik dizi seklinde
iki katina ¢ikar. Dongii sayis1 "n" olarak kabul edilirse "2"" ¢ogaltilmis DNA materyali
miktarint verir (74). Termostabil DNA polimerazlart ve farkli sicaklik derecelerini
istenilen siireler i¢in otomatik olarak ayarlanabilen PCR aletlerinin ("thermal cycler")
kullanima sunulmasi, PCR’nin verimi ve kullaniminda 6nemli gelismelere yol agmistir
(76). PCR yonteminin uygulanabilmesi i¢in 6ncelikle tam dogru bir baz dizisi bilgisine
ihtiya¢c bulunmaktadir. Yontemin son derece duyarli olmasi nedeniyle ¢ok kiiciik
miktarlardaki kontaminasyon bile yanlis sonuglara neden olur. PCR c¢alismalarinda
diger bir dezavantaj ise her primer c¢iftinin kendine 0zgii annealing ve uzama
kosullarmin olmasidir. Bu kosullar; 1s1, siklus uzunlugu, primer yogunlugu, Mg

konsantrasyonu, enzim ve DNA miktar1 olarak siralanabilir (74).

2.4.2. PCR’1n Temel Bilesenleri

PCR’1n temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz

enzimi, primerler, ANTP karisimi, tampon ve MgCl,‘dir.

2.4.2.1. Kalip DNA: PCR’de genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lari, ¢esitli genler
ve hatta herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir.PCR ‘da kalip olarak tek
ya da cift iplikli DNA’nin yan1 sira RNA da kullamilabilir. Kalip olarak RNA
kullamlacaksa total RNA ya da poli(A)” RNA’dan once klasik yolla cDNA elde edilir,
ya da Thermus thermophilus kaynakli rekombinant Tth DNA polimeraz enzimi
kullanimiyla ayni tiipte RNA’dan DNA iirliniiniin elde edilmesi tek kademeli olarak

yapilabilir. Eger yiiksek molekiil agirlikli genomik DNA kalip olarak kullanilacaksa,
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DNA kismi kesim yapan Notl ya da Sfil gibi restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra

kullanilmalidir.

2.4.2.2. Polimerazlar: DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayic1 bir DNA
ipligi meydana getirmek iizere, orijinal iplikteki baz bilgisini kullanarak dNTP'lerden
uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler. Bu enzimler, sentezi baslatmak i¢in
kalip molekiildeki tamamlayic1 diziye baglanan primerlere gerek duyarlar. Sentezin
yonii 5 ugtan 3' uca dogru olup, primerin serbest 3' hidroksil ucuna ortamdaki
dNTP'lerin niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA
ipliginin polimerizasyonu saglanir. Termostabil DNA polimerazlardan PCR’de en
yaygin olarak kullanilan1 Thermus aquaticus’dan elde edilen Taq DNA polimerazdir.
Taq DNA polimerazin polimerizasyon orani (niikleotid/saniye) enzim i¢in en uygun
sicaklik olan 70-80°C’de 35-100"diir.

Taqg DNA polimeraz ve Amplitaq® zincirin uzayan ucundan niikleotidleri
uzaklastiran 5 3" eksoniikleaz aktivitesine sahiptir. Amplitaq®, Taq DNA polimerazin
E. coli’de klonlanmis ve modifiye edilmis rekombinant formudur. Amplitaq®’1n
Ozellikleri Taqg DNA polimerazinki ile aynidir, ama Amplitaq rekombinant oldugundan
safligt Taq DNA polimerazdan daha fazladir ve PCR’da tercih edilir. Amplitaq’in
degistirilmis tipi olan Stoffel fragmenti 5->3' eksoniikleaz aktivitesi tasimamaktadir;
Taq ve Amplitag®’dan iki kat daha termostabil olup aym1 zamanda magnezyum
konsantrasyonunun daha genis sinirlarinda optimum aktivite gosterir. Stoffel fragmenti
yiiksek termostabilitesi nedeniyle yiiksek denatiirasyon sicakliklarinin kullanilmasini
gerektiren, Ozellikle G-C ¢iftleri bakimindan zengin olan ya da kompleks sekonder
yapiya sahip olan kalip DNA’larin ¢ogaltilmasi icin tercih edilir. 53" eksoniikleaz
aktivitesinin bulunmayis1 plazmid DNA’s1 gibi halkasal kaliplarin ¢ogaltilmasinin daha
etkin bir sekilde gerceklesmesi i¢in 6nemlidir. Vent'™ DNA polimeraz geni E. coli’de
klonlanmustir. Vent™ DNA polimerazin termostabilitesi Taq DNA polimerazdan daha
fazladir ve 8-13 kilobaz ¢iftlik iiriin olusturma yetenegindedir. Vent ™™ DNA polimeraz
hata diizeltme 6zelligi olan 3'->5' eksoniikleaz aktivitesi gostermesi nedeniyle yanlis
baz eslesmelerinin olusumunu engellediginden Taq DNA polimerazdan 5-15 kat daha

fazla dogrulukta iirlin olusturur. 3'>5' eksoniikleaz aktivitesi nedeniyle primerlerin yok
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edilmesi sorununun ortadan kaldirilmasi i¢in enzim reaksiyona en son eklenmeli ve 3'-
fosforotioat iceren primerler kullanilmalidir. Pfu DNA polimeraz hem 5->3' hem de
3'>5' eksoniikleaz aktivitelerine sahiptir. Pfu DNA polimerazin polimerizasyon
dogrulugu Taq DNA polimerazdan 12 kat fazladir. Tht DNA polimeraz 70°C dolayinda
etkin bir sekilde revers transkriptaz aktivitesi gosterir. Bu nedenle Tht DNA
polimerazin RNA (RT) PCR’de kullanimi, klasik RNA PCR (¢ift enzimli)’sine gore
daha avantajlidir. UITma™ DNA polimeraz Amplitaq®, DNA polimerazdan ¢ok daha
yiiksek bir termostabilite gosterir. Bu enzim 53" eksoniikleaz aktivitesi gostermezken,

3'->5' eksoniikleaz hata diizeltme aktivitesine sahiptir (76).

2.4.2.3. Primerler: Hedef dizinin her iki ucuna uyan oligoniikleotiddir. Bu iki
oligoniikleotidden biri, ¢ift zincirli bir DNA molekiiliiniin zincirlerinden birinin
ucundaki hedef diziye, digeriyse, diger ugtaki diziye tamamlayici olarak uymasi igin
tasarlanmistir (25). Genel olarak kullanilan kalip ile yiiksek oranda baglanma saglamak
tizere primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir. Primer tasarimi yapilirken ¢ogaltilmasi
istenen DNA dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu bolgelere
tamamlayict olan primerler tasarlanir. Tasarim yapilirken miimkiin oldugunca dort

bazin esit sayida kullanimina dikkat edilir.

2.4.2.4. Deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP): Deoksiriboniikleaz trifosfatlar (dATP,
dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim halindedir. Taq
DNA polimeraz diisiik dNTP konsantrasyonlarinda (10-100 uM) kaliba uygun dogru
bazlar1 segmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PCR 100 uM dNTP
konsantrasyonu ile gergeklestirilir. Ayrica optimal dNTP konsantrasyonu; MgCl,
konsantrasyonuna, reaksiyon kosullarina, primer konsantrasyonuna, ¢ogaltilmis iiriiniin

boyuna, PCR dongii sayisina baglidir (76).

2.4.2.5. Tamponlar ve MgCl,: PCR‘da kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok

kullanilan1 Taq/Amplitaq enzimlerine 6zgii olan tampondur. MgCl,’lin reaksiyon
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karisimindaki final konsantrasyonu degisebilmekle birlikte genellikle 0.5-5.0 mM'lik
degerler arasinda calisiir. Mg™ iyonlar1 dNTP’ler ile ¢ziinebilir kompleksler
olustururlar, polimeraz aktivitesini stimiile ederler ve ¢ift iplikli DNA’nin *Tm degerini
artirirlar, ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar (*Tm Degeri: ¢ift iplikli niikleik asit
molekiillerindeki baz ¢iftlerinin yarisinin ortadan kalkmasina yol agan sicaklik
derecesi). Bu nedenle MgCl,’in PCR’nin 6zgiilligli ve {iriin verimi iizerinde cok
onemli bir etkisi vardir. Genellikle optimum MgCl, konsantrasyonu olarak 1.0-1.5
mM'lik degerler tercih edilir. Diisiik Mg™* konsantrasyonu, iiriin olusumunda azalmaya,
yiiksek Mg™ konsantrasyonu ise spesifik olmayan iiriin birikimine yol agar. MgCl,
iceren tamponlar kullaniliyorsa, ayrica MgCl, kullanimina gerek yoktur. Bu standart
PCR tamponu 50 mM KCl, 10 mM Tris.Cl (oda 1sisinda pH 8.3), 1.5 mM MgCl, ihtiva
eder. PCR’da Mg konsantrasyonunun etkiledigi komponentler sunlardir:

1. Primer yapismasi
PCR iiriinti ve kaliplarin ayrilmasi
PCR iiriiniin spesifitesi

Primer-dimer artefaklarin olusmasi

A

Taq polimeraz enzim aktivitesi (Tag-polimeraz enziminin g¢alisabilmesi igin

serbest Mg olmasi gereklidir) (76, 77).

2.4.2.6. PCR Engelleyicileri (inhibitorleri) ve Artiricilari: Cok sayida degisik
biyolojik 6rnek (hayvan dokulari ve wviicut sivilari, bakteri ornekleri, adli tip ve
arkeolojik materyaller) PCR’de DNA kaynag1 olarak kullanilir. Bu dogal kaynaklar cok
cesitli bilinmeyen engelleyicileri igerirler. Bu nedenle inhibisyonun olmadigma iliskin
olarak PCR kontrolleri yapilmalidir. DNA izolasyonu i¢in kullanilan materyallerden biri
kandir. Kanin pihtilasmasini 6nlemek i¢in kullanilan heparin PCR i¢in potansiyel bir
inhibitérdiir. Bunun disinda kanda bulunan porfirin gibi diger maddeler de PCR i¢in
kuvvetli inhibitor etki gosterirler, bu nedenle DNA izolasyonu sirasinda lizis ve
santrifiijleme agsamalarinda uzaklastirilirlar.  DNA izolasyon islemlerinde hiicre
parcalanmasi ve denatlirasyon i¢in kullanilan deterjanlardan Triton X-100, Tween 20,
Nonidet P40 gibi iyonik olmayan deterjanlarin %5’in iizerindeki konsantrasyonlari

PCR’1 pek engellemezler. Diger yandan sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi iyonik
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deterjanlar sadece son derece diisiik konsantrasyonlarda kullanildiklarinda tolere
edilebilirler. Bu nedenle PCR’den once fenol ekstraksiyonu ve etanol ¢oktiirmesi ile
uzaklagtirnlmalidir. Taq DNA polimeraz, protein yikimina duyarli oldugu igin
proteinleri parcalayan proteinaz K uzaklastirilmali ya da inhibe edilmelidir. 95°C termal
denatiirasyon bu inhibisyon i¢in yeterlidir. Ardisik olarak uygulanan santrifiijleme
DNA’nin siv1 fazda kalmasini saglarken, proteazi da fenol fazina ayirir. Kalan fenol,
kloroform: izoamil alkol veya eter ekstraksiyonu ya da DNA’nin etanol ile ¢oktiiriilmesi

ile uzaklastirilir (76).

2.5. ELEKTROFOREZ

Elektroforez yiiklii molekiillerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin izlendigi
bir tekniktir. Coziinmiis durumdaki molekiillerin elektrik yiiklerinin kitlelerine oraniyla
belirlenen hizlarda elektriksel alanda hareket etmeleri prensibine dayanir. Bu sistemde
analizi yapilacak 6rnek bir destek ortami olan jellere uygulanir. Jeller, igerisinde uygun
bir tampon bulunan bir elektroforez aygitina yerlestirilerek islem gerceklestirilir. Analiz
edilecek ornek jele bir leke ya da ince bir bant halinde uygulanir. Kat1 jel destegi ile
ayrimi yapilacak molekiillerin hareketi, molekiillerin yiikiine, boyutuna, bicimine,
kimyasal icerige ve uygulanan elektriksel alana baglhidir. Oldukca hizli ve kullanisl bir
teknik olan elektroforezin bir homojenattaki farkli molekiilleri ayirma kapasitesi
genellikle fazla yiliksek degildir. Bu nedenle bu teknikten smirhi 0Olgiide
yararlanilmaktadir. Buna karsilik az miktardaki protein ya da niikleik asit karigimlarini
(ayrica niikleoprotein ve polisakkarit karigimlarini) saflagtirmakta ve analizlerini
yapmakta genis Ol¢iide kullanilmaktadir. Tiim elektroforez tiplerinin temeli elektriksel
esitliklere dayanir. Aralarindaki temel fark destek ortaminin baslica tipi ve konumudur.
Dikey ya da yatay konumdaki destek ortami seliiloz ya da ince (poliakrilamid veya
agaroz) jellerden hazirlanmis olabilir.

Seliiloz, aminoasitler ve karbonhidratlar gibi diisiik molekiil agirlikli olan
molekiiller i¢in, jeller ise daha biiyiik olanlar (niikleik asitler ve proteinler) i¢in destek

ortami olarak kullanilir.
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Akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan poliakrilamid jellerin elektroforetik
ayirimlarda cesitli tistinliikleri vardir: Kii¢iik ya da orta boydaki (yaklasik 1x10° Da’ya
kadar) niikleik asitler ve proteinler icin yiiksek ayristirma giiciine sahiptir; oldukca
biiylik boyuttaki Ornekler i¢in uygundur; go¢ eden molekiillerle destek materyali
arasindaki etkilesim en diisiik diizeydedir; destek materyali fiziksel olarak oldukca
kararl1 ve dayaniklidir. Poliakrilamid jelle yapilan elektroforez 6rnekteki bilesenlerin
daha iyi ayrigmalarina yol acar. Poliakrilamid jel elektroforezi daha ¢ok proteinlerin ve
kiigiik (350.000 Da’ya yani 500 b¢’ye kadar) DNA pargalarinin ayirimi ve analizi igin
kullanighdir. Poliakrilamid jeldeki kiiclik por boyutlar1 biliyik DNA molekiilii
parcalarinin ayirimi i¢in uygun degildir. 200-50.000 b¢ boyutlar1 arasindaki DNA ve
RNA molekiillerini tanimlamakta kullanilan standart yontem destek ortami olarak
agarozun kullanildig1 elektroforezdir. Agaroz jel elektroforezi ile, dzellikle degisik
kokenli (6rnegin, kromozoma, plazmide, organele ait) DNA’larin izole edildikleri
ve/veya restriksiyon enzimleri ile kesildikleri durumda molekiil agirliklar1 ve miktarlar
belirlenebilir. Ayni sekilde, bu teknik RNA’ya ait kiigiik (<500 niikleotid) parcalarin
ayrilmasi icin ¢ok kullanigh bir sistem saglarlar. Agaroz jel elektroforezi proteinlerin
yiiklerine gore ayrilmasinda da kullanilmaktadir. Degisken alanli ("Pulsed Field") jel
elektroforezi ile ¢ok biiylik DNA molekiilleri (6rnegin, maya kromozomlarinin 200-300
kb boyutundaki DNA’lar1) ayrilabilmektedir. Degisken alanli jel elektroforezinin
standart jel elektroforezinden en belirgin farki, uygulanan elektrik alaninin sabit
olmamasi, ayirma sirasinda yOniiniin ve siddetinin tekrarlanan bir big¢imde
degistirilmesidir. Iki boyutlu jel elektroforezde SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile
proteinlerin ayirimmin molekiil boyutuna goére yapilmasina karsilik izoelektrik
odaklama ile ayirim yiike dayanir. iki boyutlu elektroforez bu iki yontemin bilesimidir.
Kilcal elektroforez ¢ok az miktardaki (5-10 nL) Ornegin, yiiksek ¢oziiniirliikte
ayrisimint ve attomol (107"%) diizeyinde duyarlilikta analizini saglar. Bu nedenle,
aminoasitlerin, peptidlerin, proteinlerin, niikleik asitlerin analizinde genis c¢apta
kullanilan bir teknik olmaya baslamistir. Immiinoelektroforez yénteminde, énce protein
karisimi kiiciik cam tabakada hazirlanmis agaroz jelde elektroforezle ayrilir. Daha
sonra, ayrilmig proteinler Ozel antikor uygulamasinda birakilirlar. Uygulanmig
antikorlarin jelde yayilmasi saglanir. Eger bu antikorlarin proteinlerinden birine ilgisi

varsa antikor ve antijen protein arasinda suda ¢oziinmeyen bir kompleks olusur ve gozle
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goriilebilen bir ¢okelme meydana gelir. Bu teknik, bir proteinin saflifinin,

kompozisyonunun ve antijenik 6zelliginin analizi i¢in ¢ok yararhidir (76).

2.6. RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK POLIMORFiZMLERI (RFLP)

DNA sarmali 6zgiil restriksiyon enzimi ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda
fragmentler olusur ve jel elektroforezinde gozlenir. Bu fragmentler restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmleri (Restriction Fragment Length Polimorphism, RFLP) olarak
adlandirilirlar. RFLP’ler bir ¢ok hastalikta kalitsal marker olarak kullanilir. Gozlenen
RFLP’lerin iki tiirii bulunmaktadir:

l. Restriksiyon bolge polimorfizmleri (Restriction Site Polimorphism): Bu tiir
RFLP’ler daha 6nce var olan enzim kesme bolgesini degistiren ya da yeni kesim bolgesi
olusturan tek baz degisimleridir. Bunlar iki alele sahip olup 06zgiil enzimlerle
tanimlanabilirler.

2. Eksilme araya girme polimorfizmleri (delesyon, insersiyon polimorfizmleri): Bu
tiir RFLP’ler de iki allele sahip olup bir¢ok enzimle tanimlanabilirler.

PCR diriinlerinin restriksiyon enzimi (RE) ile kesilmesi sonucu olusan
elektroforetik paterne bakilarak olusan RFLP fragmentlerine dayanarak PCR-RFLP
formati: RE tanima boélgesinin degismesi, kaybolmas: veya baska bir restriksiyon
enzimine ait tanima bdlgesinin ortaya c¢ikmasi sonucu elektroforetik patern taniya
yonelik olarak kullanilabilmektedir (74).

RFLP’nin yararlar1 su sekilde siralanabilir:
e Kalitim ¢aligmasi i¢in gereklidir.
e Yapisal heterozigotlugun kaybinin incelenmesi.
e Doku tiplemesinde/ prenatal tanida/ babalik tayininde kullanilabilir.
¢ Gen klonlanmasinda kullanilabilir.
e Enfeksiyon ajanlarin (bakteriler, viriisler) birbirlerinden farkliliklarinin

belirlenebilmesinde kullanilabilir (77).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu arastirma populasyonu, meme kanseri tanis1 konulmus 83 bireyden deney
grubu ve ayni yas grubundan 104 saglikli bireyden kontrol grubu olusturularak
gerceklestirildi. Bireylerden detayli anamnez alindi ve anamnez kagitlarina alinan
bilgiler kaydedildi. Bireylerden alinan 7-8 ml kan ornekleri %2’lik 1 ml etilen dimetil
tetra asetik asit (EDTA) igeren tiiplere birakildiktan sonra Miller’in tuz ¢oktiirme
yontemine gore (78) DNA’lar izole edildi. Manganez Siiperoksid Dismutaz geninin
Ala-9Val polimorfizmine ait gen bolgesi PCR ile amplifiye edilip elektroforezle
goriintiilendi. Elde ettigimiz DNA PCR’a dayali RFLP‘de bir kalip olarak kullanildi ve

sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.1. HASTA ve KONTROL GRUPLARININ TOPLANMASI

26-78 yaslar1 arasinda meme kanserli kadindan olusan deney grubu ve ayni
bolgede yasayan 32-75 yaslar1 arasinda saglikli bireylerden olusan kontrol grubu ile
toplam 187 bireyden olusan bir aragtirma populasyonu olusturuldu. Bireylerden
anamnez alindi. Bireylerin yas, kilo, boy, sigara tiiketimi, alkol tiiketimi, ilk dogum
yasl, menars yasl, menopoz yasi, gecirilen operasyonlar, kullanilan ilaglar, kronik
hastaliklar, meme kitle Oykiisii, aile meme kanseri Oykiisii, egitim durumu hakkinda
bilgiler alinarak anamnez kagidina kaydedildi. Bireylerin beden kitle indeksi (BMI):
kilo ve boy verileri ile hesaplandi:

Beden kitle indeksi = Beden agirhigi(kg) / Boy(m)®

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerden DNA izolasyonu i¢in alinan 7-8 ml
vendz kan %2’lik EDTA igeren, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu. DNA

izolasyonuna kadar -20°C buzdolabinda saklandi.

32



3.2. KULLANILAN ARAC ve GERECLER

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

e  Mikropipet Seti (Eppendorf)

. Santrifiij (Niive NF-800)

. Mikrosantrifiij (Hermle. Z 160M)

. Otoklav (Niive OT 4060 V)

e  Etiiv (Niive EN-500)

. Buzdolabi (Argelik-8188 NF)

. Derin Dondurucu (Argelik-2031 D)

e  Vorteks (VELP)

o Termal Cycler (Techne Flexigene, Cambridge, UK)
. Hassas Terazi (AND)

. Mikrodalga Firin (Alaska)

. Manyetik Karistirict (Niive MK-418)

o Elektroforez Tanki (Midicell EC-350)
. Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC-135-90)

. Jel Goriintiileme (Vilber Lourmat Marne La Vallee, France)

3.2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

. Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

o Sodyum Kloriir (Riedel-de Haen)

o EDTA (Sigma E-5134)

o Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma L-5750)
o Sodyum Perklorat (Sigma S-3546)

. Proteinaz K (Sigma P-2308)

. Etanol (Riedel-de Haen 32221)

o Tris Base (Sigma T-6066)
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Borik Asit (Carlo Erba 302177)

Agaroz (Prona Agarose Plus, E.U)

Etidyum Bromid (Sigma E-1510)

Orange G (Sigma O-3756)

Gliserol (Merck 4091)

Taq DNA Polimeraz (Promega M2665)

NgoM IV (Promega R7171)

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Promega G2101)

dNTP Mix (Promega U1515)

10xPCR Buffer (Fermantes EP0402)

Bidistile Su (Sigma W-3500)

DMSO (Sigma D8418)

Ala-9Val polimorfizmi i¢in primer ¢ifti:

Forward 5’-ACC AAC CAG CAG GCA GCT GGC GCC GG-3’ (SOD Al)
Reverse 5’- GCG TTG ATG TGA GGT TCC AG-3’ (SOD S1)

3.2.3. Kullamlan Tampon Cozeltileri

3.2.3.1. DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Cézeltiler

o Niiklei Lizis Buffer

Tris HCI............... 1.576 g
NaCl.....c.oooeviniin, 234 ¢
Na,EDTA.............. 0.7¢g

1 litre distile suya tamamlanip ¢oziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve +4°C’de

saklandi.

® %10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi: 10 g SDS, 100 ml distile suda

¢Oziildii.

e 5 M Sodyum Perklorat Cozeltisi: 61.2 gr sodyum perklorat (NaClO4) 1 It

distile suyla tamamlanip, ¢ozdiikten sonra otoklavda sterillendi ve +4°C’de saklandi.

e 6 M NaCl Cozeltisi: 35.5 g NaCl, 100 ml distile suda ¢oziildii.
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e TE Buffer
* Tris-HCl.............. 0.394 ¢
* Na,EDTA............ 0.093 g

250 ml distile suya tamamlanip ¢oziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve
+4°C’de saklandi.

e Proteinaz K: Liyofilize 100 mg proteinaz-K, 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek

10 mg/ml’lik konsantrasyona getirildi ve -20° C’de sakland.

3.2.3.2. Elektroforez i¢in Kullanilan Cozeltiler

e 10xTBE (Tris-Borat-EDTA)

= Tris Base.............. 108 ¢g
* Borik Asit............. 548 ¢g
* Na,EDTA............. 544 ¢

Distile suile 1 litreye tamamlanarak ¢oziildii.

o Elektroforez Yiiriitme Tamponu: 10xTBE Buffer’den distile su ile
seyreltilerek hazirlanmis olan 1xTBE igerisine 0.5pug/ml konsantrasyonunda etidyum
bromid konulduktan sonra karistirildi.

o Agaroz Jel Cozeltisi (% 3’liik): 140 ml 1xTBE Buffer igerisine 4,2 g agaroz
birakilip mikrodalga firinda 4 dakika siiren eritme islemi gerceklestirildikten sonra
konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid eklendi.

e Orange G Cozeltisi
* Na;EDTA ............... 2232 ¢
*Orange G................. 200 mg

60 ml gliserol ve 40 ml distile sudan olusan soliisyon igerisinde ¢oziildii.

3.3. DNA’NIN iZOLASYONU

Dogadaki canlilarin tiimiine yakin kisminda genetik materyal DNA’dir. Bu

nedenle, genetik materyalle yapilacak c¢esitli ¢alismalarda molekiiler biyoloji
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tekniklerinin uygulanabilmesi i¢in Oncelikle yiiksek molekiil agirlhikli DNA
molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilmesi gerekmektedir.

DNA izolasyon yontemlerinde birbirini izleyen ii¢ temel asama bulunmaktadir:

1. Hiicrenin parcalanmasi ile yiiksek molekiil agirlikli DNA’nin agiga ¢ikmast,

2. Denatiirasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin ayrilmasi ve
DNA’nin ¢oziiniir duruma getirilmesi,

3. DNA’nin basit enzimatik ve/veya kimyasal yontemlerle proteinler, RNA ve
diger makromolekiillerden ayrilmasi.

Bu asamalardan sonra da farkli kaynakli ya da farkli ozellikteki DNA
molekiillerinin ayrilmasi1 gerekmektedir. Genomik DNA’y1 hiicre lizatindan ayirmada
oldugu gibi, tek ve cift zincirli DNA molekiillerini ve plazmid DNA‘s1 ile genomik
DNA’y1 birbirinden ayirmada da, kromatografik tekniklerden yararlanilabilir. Bununla
beraber jel elektroforezi yontemi daha yiiksek ayirma giicii nedeniyle niikleik asitleri
ayirmada en yaygin kullanilan yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (76).

Bu calisgmada DNA izolasyonu icin makro bir yontem olan Miller’in tuzla
coktiirme yontemi kullanilmistir. Yontemin esasi, lokositlerde bulunan DNA disindaki
tiim yapilarin bozularak parcalanmasi, yogun bir tuz ¢dzeltisi ile ¢oktiiriilmesi ve iistte
kalan sivi kisminda bulunan DNA’nin etil alkol yardimi ile yogunlasmasi saglanarak

izole edilmesidir (78).

3.3.1. DNA izolasyonunun Yapilisi

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden DNA izolasyonu i¢in 7-8 ml vendz kan
aliip icinde 1 ml EDTA bulunan 15 ml’lik polipropilen santrifiij tiiplerine konularak
+4°C°de sakland:. iki giin siirecek olan islemde, ilk giin tiiplerdeki kanlarin iizerine
otoklavlanarak steril edilmis distile soguk su ilave edilerek 14 ml’ye tamamlandi.
Kapaklar1 kapatildiktan sonra elle yaklasik 2-3 dk hizli olarak asagi yukari karigtirildi.
Calkalama islemine tiip icerisindeki ¢okelti homojen sekilde dagilana kadar devam
edildi. 15 dk 2000 rpm’de ilk santrifiijleme gerceklestirildikten sonra santrifiijlenen
tiiplerin slipernant kisimlari transfer pipetiyle alinarak atildi. Tiiplere tekrar soguk distile

su ilave edilerek 14 ml’ye tamamland: ve galkalama islemi tekrarland. Ikinci ve sonraki
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santrifiijlemeler 10 dk ve yine 2000 rpm’de yapildi. Supernatant kisim berrak bir
goriintii alana kadar tiiplerdeki ¢alkalama ve santrifiijleme islemleri tekrarlandi. Son
santrifiijleme ve supernatantin atilmasi isleminden sonra pelet iizerine lokositlerin
nukleuslarinin parcalanmasini ve serbest hale gelmesini saglayan 3 ml niiklei lizis
buffer ilave edildi. Tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra birka¢ saniye elle ¢alkalandi.
Daha sonra tiiplere %10’luk SDS’den 200 pl, 5 M’lik sodyum perklorattan 500 pul veya
10 mg/ml proteinaz-K’dan 25 pl eklendikten sonra tiipler kapatilarak asagi yukari altiist
edildi. Tiipler bir gece 37°C’ye ayarlanmus etiivde inkiibe edildi. Ertesi giin son bir saat
55°C"de bekletildi ve islemin ikinci asamasina gegildi.

Etiivden ¢ikarilan tiiplere 2’ser ml, 6 M’lik NaCl ¢6zeltisi ilave edildi. Yaklagik 20
defa asag1 yukar1 karistirildiktan sonra 10 dk oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra 15 dk
3500 rpm’de santrifiijleme islemine gecildi. Santrifiijlemeden sonra tliplerdeki
supernantlar transfer pipetiyle bos bir tlipe aktarildi. DNA’nin yogunlasip goriiniir bir
hale gelmesi i¢in tliplere soguk absolu etanol ilave edildi. Goriiniir hale gelen DNA
yumag1 mikropipet ucuyla ¢ekmeden, uca dikkatlice sarilarak alindi. Daha 6énce 500 pl
TE buffer konulan ependorf tiiplere aktarildi. 37°C etiivde bir gece bekletilerek
DNA’larin TE buffer igerisinde ¢oziinlip homojen hale gelmesi saglandi. Saklama

ortami olarak +4°C’deki buzdolabina kondu. Sonra molekiiler analiz islemine gecildi.

3.4. MOLEKULER ANALIZ

3.4.1. PCR islemi

MnSOD geninin ekson 2’deki Ala-9Val polimorfizmini belirlemek i¢in primer

cifti olarak:

Forward 5°-ACC AAC CAG CAG GCA GCT GGC GCC GG-3’ (SOD A1)
Reverse 5°- GCG TTG ATG TGA GGT TCC AG-3’ (SOD S1)

kullanildi. 107 bp PCR iiriinii, kullanilan spesifik primerlerle ¢ogaltildi. Bir 6rnek i¢in

PCR ortaminda kullanilan malzeme ve miktarlar su sekildedir:
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@ Bidistile Su.........cooooiii 17 wl
@ 10xPCR Buffer (NH2(SO4))..c.ovvvvvinninnin. 2,5ul
@ 2MmdANTP mixX........coooeiiiiiii, 2,5 ul
@ Primer (Forward)...................ocoeiiiin. 0,8 ul
@ Primer (Reverse)........cccoovvvviiiiiiinnnnnnn. 0,8 ul
@ MEClu i, L5 ul
@ DMSO. .. 10,0 pl
@ Taq DNA polimeraz.................cocoovvenne. 0,2 pl

Caligilacak O0rnek sayisina gore miktarlar hesaplandiktan sonra steril ependorf tiipe
yukaridaki sira ile malzemeler birakildi. Karisim vortekslendikten sonra her bireye ait
protokol numarasini igeren, 0.5 ml’lik steril ependorf tiiplere esit miktarlarda dagitildi.
Her tiipe ait oldugu bireyin DNA’sindan 1’er pl eklendi. Ependorf tiipleri thermal cycler

cihazina yerlestirildi. En iyi sonug aldigimiz thermal cycler kosullar1 su sekilde idi:

[k Denatiirasyon —95 °C 5 dakika 1 dongii
Denatiirasyon — 95 °C 1 dakika

Annealing (Primer Baglanmas1)  — 67 °C 1 dakika 35 dongt
Sentez (Extension) — 72 °C 2 dakika

Son Uzama (Final Extension) — 72 °C 7 dakika 1 dongii

PCR reaksiyonu bittikten sonra ependorf tlipleri thermal cyclerden ¢ikarildi. PCR
tirlinleri restriksiyon endoniikleaz enzimi olan NgoM IV (G|CCGGC) ile kesildi.

Bunun i¢in reaksiyon karigimi hazirlandi. Bir 6rnek i¢in karigim sunlari icerdi:

Bidistile Su ... 9,5 ul
Storage Buffer B......................o 2,5ul
Enzim (NgoM IV)................. (10 U/ul) 0,2 ul

Calisilacak ornek sayisina gore hazirlanan karigim vortekslendikten sonra esit
miktarda PCR iiriinlerinin {izerine birakildi. Mikrosantrifiijde kisa siire ¢evrilen 6rnekler
37°C’lik etiivde 16 saatlik inkiibasyona birakildi. Siire sonunda ornekler %3’liik agaroz

jelde elektroforez islemine tabi tutuldu ve RFLP ydntemi ile genotipler belirlendi.
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3.4.2. Elektroforez islemi:

Amplifiye edilen gen bdlgelerinin uzunlugunu belirlemek icin agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. %3’liik agaroz jel asagidaki prosediire gore hazirlandi:

4.2 g agaroz ve 140 ml 1XTBE soliisyonu beher i¢ine konulup, mikrodalga firinda
homojen hale gelmesi icin 4 dk 1sitildi. Daha sonra elektromanyetik karistiricida 200
devir/dk ile yaklasik 5 dk karistirildi. Karistirma islemi devam ederken jel igerisine 10
mg/ml’lik Etidyum Bromid 14 pl eklendi. Jel uygun 1siya diislince jel kalibina
dokiildiikten sonra yaklasik 2 dk daha beklendikten sonra taraklar takildi. Jel
katilastiktan sonra taraklar ¢ikarildi ve bir siire buzdolabinda bekletilerek kullanima
hazir hale getirildi.

Buzdolabindan ¢ikarilan jel elektroforez tankina yerlestirildi. Ependorf
tiiplerindeki PCR ile amplifiye edilen ve NgoM IV enzimi ile kesilen 6rnekler {izerine
10 pl Orange-G katildiktan sonra birkag¢ saniye mikrosantrifiijjde 3500 rpm’de ¢evrildi.
Bu islemi takiben tankin igindeki jelin kuyucuklarina ornekler sirayla birakildi.
Kuyucuklardan birine 2 pl 100 bp’lik marker birakildi. Elektroforez tankinin kapagi
kapatilarak elektroforez cihazi, gli¢ kaynagindan 120 volt akim gececek sekilde
ayarland1 ve 6rnekler 30-33 dk yiiritiildi.

3.4.3. Genotiplendirme

MnSOD geninde meydana gelen Timinin Sitozine degisim polimorfizmi,
NgoMIV enzimi kullanilarak belirlenmistir. Elektroforez islemi sonucunda yiiriitiilen
bantlarin uzunluklarint belirlemek icin 100 bp’lik marker kullanildi. Bunun igin
orneklerin yiirttildiigii jel, goriintiilleme sistemine konuldu ve 260 nm dalga boyunda
UV 15181 altinda goriiniir hale gelen bantlarin uzunluklar: marker ile kargilagtirildi.

MnSOD geninin Ala-9Val polimorfizmi i¢in yapilan elektroforez sonucunda
gbzlenen bantlarin uzunluklari; 107 bp, 89 bp ve 18 bp olarak belirlendi ve bu bant

uzunluklarina gore yapilan degerlendirmede;
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e 107 bp’lik tek bantin goriildiigii bireylerin genotipi—TT
(Homozigot Yabanil Tip)
e 107 bp ve 89 bp’lik iki ayr1 bantin goriildiigii bireylerin genotipi —»TC
(Heterozigot Tip)
e 89 bp’lik tek bantin goriildiigl bireylerin genotipi—CC
(Homozigot Mutant Tip)
olarak tanimlandi. 18 bp’lik bant agaroz jelde goriinemeyecek kadar kii¢iik oldugu icin

gozlenemedi ve degerlendirme ona gore yapildi.

3.5. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME
MnSOD geninin ekson 2’de meydana gelen Ala-9Val polimorfizmi ile meme

kanseri riski arasindaki iligki SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version

10.0) paket programi, ¢coklu lojistik regresyon modeli ile kullanilarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

MnSOD geninin ekson 2’de (Ala-9Val) polimorfizmiyle meme kanseri arasindaki iliskinin
aragtirildig1 bu ¢alismada, aragtirma populasyonumuza ait kontrol grubu; gegmiste meme kanseri
oykiisii olmayan yaslan 32-75 arasinda degisen (X =49.01+9.26) 104 géniillii bireyden
olusmustur. Deney grubu ise Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali
Onkoloji Klinigi ve Genel Cerrahi Anabilim Dalinda 2004-2005 yillarinda meme
kanseri tanis1 konmus yaslar1 26-78 arasinda degisen (X =51.97+11.48) 83 bireyden
olusmustur. Kontrol ve deney grubundaki tiim bireyler i¢in ayr1 ayr1 PCR ve RFLP
yontemleri ile MnSOD genine ait Ala-9Val polimorfizmi allel ve genotip oranlari
belirlenerek incelenmeye alindi. Deney ve kontrol grubuna ait bulgularimiz; Meme
kanserinin yas gruplarina gore dagilimi, allel ve genotip oranlar ile meme kanserine
yakalanma riskinin incelenmesi ve ¢evresel faktorlerle meme kanseri iligkisi olmak
lizere li¢ ana baslik altinda toplanmugtir.

MnSOD geninin Ala-9Val polimorfizmi i¢in genotiplendirme yapilirken 104
kontrol grubu ve 83 meme kanserli olmak iizere toplam 187 bireyden olusan 6rnek
hacmi kullanildi. Bireylere ait elektroforez sonuglar1 goriintilleme sisteminde
degerlendirildi. 260 nm dalga boyundaki UV altinda goriiniir hale gelen bantlarin
uzunluklar1 marker ile karsilastirildiginda 107 bp hizasinda olan 6rnekler T alleli; 89 bp
hizasindaki 6rnekler C alleli olarak degerlendirildi. Buna gore de 107 bp hizasindaki tek
banta sahip olan bireyler TT; 89 bp hizasinda tek banta sahip olan bireyler CC; 107 ve
89 bp hizalarinda iki banta sahip olan 6rnekler ise hem T hem de C alleline sahip
olduklar1 i¢in TC olarak degerlendirildi. Meme kanserlilerde MnSOD geninin Ala-9Val
polimorfizminin RFLP 6ncesi goriintiisii sekil 4.1°de ve RFLP sonras1 goriintiisii sekil

4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.1. MnSOD Ala-9Val polimorfizmine ait DNA fragmentlerinin RFLP 6ncesi goriintiisii. M: 100
bp’lik markeri, 1-10: 107 bp’lik PCR bantlarin1 géstermektedir.

Sekil 4.2. MnSOD Ala-9Val polimorfizmine ait genotiplerin RFLP sonrasi goriintiisii. M: 100 bp’lik
markeri, 1, 2, 4, 9: TC genotipi, 3, 5, 10:TT genotipi, 6, 7, 8: CC genotipini gostermektedir.
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4.1. MEME KANSERINiN YAS GRUPLARINA GORE DAGILIMI

Ornek hacmimizde yer alan bireyler; <40, 40-49, 50-59 ve >60 olmak iizere 4 alt
yas grubuna ayrilarak ayrintili degerlendirildi. Kontrol grubumuzdaki 104 kisi yas
gruplarina gore miktar ve oransal dagilimi incelendiginde; <40 yas:17 kisi (%16.35),
40-49 yas: 38 kisi (%36.53), 50-59 yas: 35 kisi (%33.65) ve >60: 14 kisi (%13.46)
seklindedir. Deney grubumuzu olusturan meme kanserli 83 bireyin yas gruplarina gore
miktar ve oransal dagilimi ise; <40 yas:13 kisi (%15.67), 40-49 yas: 22 kisi (%26.51),
50-59 yas: 30 kisi (%36.14) ve >60: 18 kisi (%21.68) seklindedir.

Meme kanseri ile yas iliskisini belirlemek iizere yapmis oldugumuz
degerlendirildiginde: Yukaridaki oransal degerlerden de goriilecegi gibi Meme
kanserinin 40 yas civarinda ortaya ¢iktig1, 50 yas civarinda artan bir oranla en yiiksek
seviyeye ulasgtigi, bu artisin 60 yas lizerinde daha diigiik bir diizeyde (%21.68) devam
ettigi goriilmektedir. Yas ile meme kanserinin goriilme siklig1 arasindaki iliskiyi
belirlemek iizere yapilan istatiksel degerlendirmede 40 yasindan sonra yas artisina

paralel olarak meme kanseri goriilme riskinin artti1 saptanmaistir (p<0.05).

4.2. MnSOD GENIi ALA-9VAL POLIMORFIiZMINE AiT ALLEL ve GENOTIP
ORANLARIYLA MEME KANSERI ILiSKiSI

4.2.1. MnSOD Geni Ala-9Val Polimorfizmine Ait Allellerin Kontrol Grubu ve

Meme Kanserlilere Gore Dagilimi

Ala-9Val Polimorfizmi allellerine ait bulgular incelendiginde; Kontrol grubunda
toplam 208 allelin: 139°u T alleli ve 69’1 C alleli, meme kanserlilerde ise toplam 166
allelin: 127’si T alleli ve 39’1 C alleli olarak belirlendi. Kontrol grubu ve meme
kanserlilerdeki allel oranlar karsilastirildiginda; kontrol grubunda T alleli %66.8 iken
meme kanserlilerde %76.5, C alleli kontrol grubunda %33.2 iken meme kanserlilerde
%23.5 olarak bulunmustur (p>0.05) (Cizelge 4.3.). Allel frekanslarina dair bulgulardan
anlasilacagi tizere allel frekanslar ile meme kanseri riski arasinda dogrudan bir iliski

goriilmemektedir.
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Cizelge 4.1. MnSOD geni Ala-9Val polimorfizminin allel frekanslari

GRUP
MnSOD KONTROL MEME KANSERLI
Ala-9Val
Allelleri Allel sayis1 Oran Allel sayis1 Oran
eren (n) (%) (n) (%)
T Allel Frekansi 139 66.8 127 76.5
C Allel Frekansi 69 33.2 39 23.5

4.2.2. MnSOD Geni Ala-9Val Polimorfizmine Ait Genotiplerin Kontrol Grubu ve

Meme Kanserlilere Gore Dagilimi

Ala-9Val Polimorfizminin genotip bulgular1 incelendiginde; kontrol grubunda
toplam 104 bireyden, 46 bireyin TT, 47 bireyin TC ve 11 bireyin ise CC genotipine
sahip oldugu belirlendi. Meme kanserli 83 bireyden, 50 bireyin TT, 27 bireyin TC ve 6
bireyin CC genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubu ve meme kanserlilerdeki
genotip oranlar1 karsilagtirlldiginda; kontrol grubunda TT %44.2 iken meme
kanserlilerde %60.2’ye yiikselmistir (p<0.05), TC kontrol grubunda %45.2 iken meme
kanserlilerde %32.6’ya diigsmiistiir (p<0.05), CC genotipi ise kontrol grubunda %10.6
iken meme kanserlilerde %7.2 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4.). Genotip oranlar ile
meme kanserine yakalanma riski iligkisine dair degerlendirmelerde; TT genotipi ile

meme kanser birlikteligi artarken, TC genotipinde azalmaktadir.

Cizelge 4. 2.. MnSOD geni Ala-9Val polimorfizminin genotip frekanslari

GRUP
MnSOD
Ala-9Val KONTROL MEME KANSERLI
Genotipleri Birey Sayist Oran Birey Sayisi Oran
N (%) N (%)
TT 46 44.2 50 60.2
TC 47 45.2 27 32.6
CC 11 10.6 6 7.2
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Ornek hacmimizdeki allel ve genotip oranlari ile meme kanserine yakalanma riski
arasindaki iliskiyi meme kanserli bireylerin menopoz durumlarina gore (premenopoz ve
postmenopozal) ayrintili olarak degerlendirdigimizdeyse allel frekanslari; premenopozal
kontrol grubunda Timin %65.1 iken meme kanserlilerde %73.5, Sitozin alleli ise
kontrol grubunda %34.9 iken meme kanserlilerde %26.5’dir. Post menopozal kontrol
grubunda Timin %68.6 iken meme kanserlilerde %78.6, C alleli ise kontrol grubunda
%31.4 iken meme kanserlilerde %21.4’dir. Allel frekansi1 bulgular1 {izerinde yapilan
istatistiksel degerlendirmelerde; Timin veya Sitozin allel frekanslar1 her iki alt grup i¢in
fark gostermemistir. Genotip oranlari; premenopozal kontrol grubunda TT %43.4, TC
%43.4 ve CC %13.2 iken, meme kanserlilerde TT %58.9, TC %29.5 ve CC %11.6’dur.
Postmenopozal kontrol grubunda TT %45.1, TC %47.1 ve CC %7.8 iken Meme
kanserlilerde TT %61.2, TC %34.7 ve CC %4.1°dir. Genotip oranlarina dair bulgular
tizerinde yapilan istatistiksel degerlendirmelerde; premenopozal kontrol grubunda TT
genotipi %43.4 iken meme kanserlilerde %58.9’a yiikselmis, TC %43.4 iken meme
kanserlilerde %29.5’e diigsmiistiir (p<0.05). Postmenopozal kontrol grubunda TT
genotipi kontrol grubunda %45.1 iken meme kanserlilerde %61.2°ye ylikselirken, TC
%47.1’den meme kanserlilerde %34.7’ye diismiistiir (p<0.05). Bu degerlendirmeden
goriilecedi lizere; Meme kanseri ile birliktelik yabanil genotip olan TT uyumlu iken, TC

heterozigot genotipte azalma gostermektedir.

Cizelge 4.3. Premenopozal ve Postmenopozal kadinlarda MnSOD geni Ala-9Val polimorfizminin allel
ve genotip oranlarinin Kontrol Grubu ve Meme Kanserlilerde dagilimi

Premenopozal Grup | Postmenopozal Grup
Kontrol Meme Kontrol Meme
Grubu Kanserli Grubu Kanserli
n 69 50 70 77
Allel T (%) (65.1) (73.5) (68.6) (78.6)
Sikhigi n 37 18 32 21
C (%) (34.9) (26.5) (31.4) (21.4)
n 23 20 23 30
TT (%) 43.4) (58.9) (45.1) (61.2)
Genotip n 23 10 24 17
Sikhigi TC (%) (43.4) (29.5) (47.1) (34.7)
n 7 4 4 2
CC (%) (13.2) (11.6) (7.8) 4.1
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4.3. MEME KANSERI OLUSUMUNDA ETKIiLI OLAN RiSK FAKTORLERI

Meme kanseri olusumunda etkili olan risk faktorleri bashigr altinda sigara
kullanimi, menars yasi, ilk hamilelik yasi, BMI, egitim ve menopoz yasi
degerlendirmeye alinmistir. Bu risk faktorlerinden sadece ailede meme kanseri dykiisii
bulunmasi ile meme kanserine yakalanma riskinin arttig1 saptanmistir (p=0.009). Meme
kanseri olusumuna etki eden risk faktorlerine ait bulgular ¢izelge 4.6’da verilmistir.

Sigara kullaniminin meme kanserine yakalanma riski acisindan roliiniin olup
olmadig1 arastirildiginda; Kontrol grubunda yer alan 104 kisiden 29 kisi sigara
kullanirken, 75 kisi kullanmamaktadir. Meme kanserlilerde ise toplam 83 kisiden 21
kisi kullanirken 62 kisi kullanmamaktadir. Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde
sigara kullanimi ile meme kanseri arasinda iligski olmadigi belirlenmistir (p=0.89).

Menars yast ile meme kanserine yakalanma riski arasindaki olast iliskiyi
belirlemek icin yaptigimiz ¢alismada 10-13 yas araliginda: Kontrol grubunda yer alan
104 kisiden 63 kisi (%55.26) yer alirken, meme kanserlilerde 83 kisiden 42 kisi
(%50.63) yer almaktadir. 14-18 yas aralifinda kontrol grubunda 41 kisi (%35.96) yer
alirken meme kanserlilerde 41 kisi (%49.3) yer almaktadir. Meme kanserine yakalanma
riski ile menars yas1 arasinda bir iliski saptanmamistir (p=0.26).

Meme kanserine yakalanma riski ile ilk hamilelik yas1 iliskisini belirlemeye
yonelik yaptigimiz degerlendirmede: Kontrol grubunda yer alan ¢ocuk sahibi 98 kisiden
45 kisi (%45.91) 20 yas altinda, 53 kisi (%54.09) ise 20 yas iistiindedir. Meme
kanserlilerde ¢ocuk sahibi 77 bayandan; ilk hamilelik yas1 20 yas altinda 29 kisi
(%37.66), 20 yas lizerinde ise 48 kisi (%62.34) yer almaktadir. Anne olma yas1 ile
meme kanserine yakalanma riski arasinda iligki belirlenmemistir (p=0.23).

Meme kanserine yakalanma riski agisindan beden  kitle  indeksi
degerlendirildiginde: Kontrol grubunda 36 (%34.61) kisinin beden kitle indeksi 25’in
altinda, 68 (%65.38) kisinin ise 25’in iistiinde bulunmustur. Meme kanserlilerde ise <25
icin 18 (%21.68) kisi ve >25 i¢in 65 (%78.32) kisi degerleri belirlenmis olup meme
kanseri ile iligki olmadigi bulunmustur (p=0.51).

Ailede meme kanseri Oykiisiine sahip (birinci dereceden akrabalarda) en az bir
meme kanserli kisi bulunma ile meme kanserine yakalanma arasindaki iligkiyi

degerlendirdigimizde: Kontrol grubunda 6 (%5.76) kiside, Meme kanserlilerde 18
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(%21.68) kiside en az bir yakininda meme kanseri 6ykiisii mevcuttur. Buna gore, aile
Oykiisiinde meme kanserli yakini olma meme kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir
(p=0.009).

Egitim durumu ile meme kanserine yakalanma riski arasindaki iliskiyi belirlemek
icin kontrol grubu ve meme kanserliler egitim durumu yiiksek okul mezunu olanlar ve
olmayanlar olarak iki gruba ayrildi. Yiiksek 6grenimliler kontrol grubunda 16 (%15.38)
iken meme kanserlilerde 11 (%13.25) kisiden olusmustur. Ogrenim durumu yiiksek
Ogrenimin altinda yer alanlar kontrol grubunda 88 (%84.61) kisi, meme kanserlilerde ise
72 (%86.74) kisiden olugsmaktadir. Yiiksek 0grenim yapma ile meme kanseri arasindaki

iliski saptanmamistir (p=0.52).

Cizelge 4.4. Meme kanserinde rol oynadigi disiiniilen risk faktorlerinin Kontrol ve Meme Kanserli
Gruplarma gore degerlendirilmesi

Kontrol/Meme Kanserli Odds Oram P
Sigara Kullanimi
Yok 75/62 Referans -
Var 29/21 0.95 (0.45-2.01) 0.89
Menars Yasi
10-13 Yas 63/42 0.68 (0.35-1.32) 0.26
14-18 Yas 41/41 Referans -
Ik Hamilelik Yas1
<20 Yas 45/29 Referans
>20 Yas 53/48 0.67 (0.34-1.29) 0.23
Menopoz
Premenopozal 53/34 0.99 (0.39-2.52) 0.99
Postmenopozal 51/49 Referans -
Beden Kitle indeksi
<25 36/18 Referans -
>25 68/65 1.27 (0.61-2.63) 0.51
Aile Meme Kanseri OyKkiisii
Yok 96/65 Referans -
Var 6/18 0.28 (0.11-0.72) 0.009
Egitim
Yiiksek okul mezunu 16/11 Referans -
Yiiksek okul mezunu degil ~ 88/72 0.74 (0.29-1.85) 0.52

Ornek hacmimiz; Menopoz durumuna gére, meme kanserinde etkili oldugu

diisiiniilen risk faktorleri ile meme kanserine yakalanma riski arasindaki iliski agisindan
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ayrintili olarak degerlendirilmistir. Sonuglar ¢izelge 4.7°de verilmistir. Kontrol grubu 53
(%50.96) premenopozal kisiden ve 51 (%49.04) postmenopozal kisiden olusmaktadir.
Meme kanserliler ise 34 (%40.96) premenopozal ve 49 (%59.03) postmenopozal
kisiden olusmaktadir. Menopoz durumu ile meme kanserine yakalanma arasinda bir

iligki belirlenmemistir (p=0.99).

Premenopozal grupta: Kontrol grubunun %15.09’u yiiksek okul mezunu iken
meme kanserli grupta %17.64 kisi yliksek okul mezunudur. Kontrol grubunda menars
yas ortalamas1 13.37+1.09 iken meme kanserli grupta ise 13.55+1.43“dir. i1k hamilelik
yas ortalamas1 kontrol grubunda 21.95+4.27, meme kanserli bireylerde 21.87+2.68"dir.
Beden kitle indeksi ortalamasi kontrol grubunda 26.30+4.62, meme kanserli bireylerde
27.82+3.29’dir. Kontrol grubunun %3.77’sinde aile Oykiisii mevcutken meme
kanserlilerin %26.7’sinde mevcuttur. Sigara kullanimi kontrol grubunun %37.73, meme
kanserli grubun %29.41°’inde mevcuttur. Premenopozal grupta meme kanserine
yakalanma riski artis1, sadece aile dykiisiinde meme kanserli yakin1 bulunma faktoriinde

on plana ¢ikmistir (p=0.01).

Postmenopozal grupta: Yiiksek Ogrenimliler kontrol grubunda %15.68 iken
meme kanserli grupta %10.20 dir. Kontrol grubunda menars yas ortalamasi 13.52+1.54
iken meme kanserli grupta ise 13.46+0.98‘dir. Ilk hamilelik yas ortalamasi kontrol
grubunda 22.20+5.53, meme kanserli bireylerde 21.75+4.35°dir. Beden kitle indeksi
ortalamas1 kontrol grubunda 28.87+5.45, meme kanserli bireylerde ise 27.81+3.54 dir.
Ailede meme kanseri Oykiisii kontrol grubunda %11.76 iken meme kanserlilerde
%18.36’dir. Kontrol grubunda sigara kullanimi %17.64 iken meme kanserli grupta
%?22.44°dir. Postmenopozal grupta gogiis kanserinde etkili oldugu diislinlilen risk

faktorlerinden meme kanserine yakalanma riskini etkileyen bulunmamistir (p>0.05).
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Cizelge 4.5. Meme kanserinde rol oynadig1 diisiiniilen risk faktorlerinin Kontrol Grubu ve Meme
Kanserlilerde Menopoz durumuna gére dagilimi

Kontrol Meme Kanserli
Premenopozal
Egitim (%) 15.09 17.64
Menars Yasi (£ ) 13.37+1.09 13.55+1.43
flk Hamilelik Yas1 (+) 21.95+4.27 21.87£2.68
Beden Kitle Indeksi (+) 26.30+4.62 27.82+3.29
Aile Meme Kanseri Oykiisii (%) 3.77 26.47
Sigara (%) 37.73 29.41
Postmenopozal
Egitim (%) 15.68 10.20
Menars Yasi (mean) 13.52+1.54 13.46+0.98
Ilk Hamilelik Yas1 (mean) 22.20+5.53 21.75+4.35
Beden Kitle Indeksi (mean) 28.87+5.45 27.8143.54
Aile Meme Kanseri Oykiisii (%) 11.76 18.36
Sigara (%) 17.64 22.44
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5. TARTISMA

Manganez Siiperoksid Dismutaz geninin Ala-9Val polimorfizmi ile meme kanseri
riski arasindaki iliskinin arastirildigi bu ¢alismada elde edilen bulgular ayni zamanda
Mersin ili bazinda Tiirk populasyonuna ait degerleri olugturmustur. Bu amagla, kontrol
grubu ve meme kanserlilerden olusan hasta gruplarina ait bireylerden izole edilen DNA
ornekleri PCR-RFLP yontemleri ile analiz edilerek genotiplendirme yapilmistir.
Bulgular meme kanseriyle yas iliskisi, allel ve genotip frekanslar1 ile meme kanserine
yakalanma riskinin incelenmesi ve gogls kanserinde etkili oldugu diisiiniilen risk
faktorlerinin meme kanseri ile iligkisi basliklar1 altinda toplanmustir.

Meme kanserinin yas gruplara dére dagilimini belirlemek iizere meme kanserli
bireylerin yas gruplarina gore oransal dagilimi incelendiginde 40 yasin altindakiler
%15.67, 40-49 yas araligindakiler %26.51, 50-59 yas araligindakiler %36.14 ve 60
yasin lzerindekiler ise %21.68 seklinde siralanmaktadir. Degerlerden de goriilecegi
lizere meme kanseri 40 yas civarinda ortaya ¢iktigi, 50 yas iizerine kadar artan bir ivme
ile artis gosterdigi, 60 yas lizerinde ise artis egrisinin diistiigii belirlenmistir (p<0.05).
Meme kanserine yakalanma yas1 ile ilgili bulgularimizi genel bilgiler boliimiinde
verilen: Mettlin ve ark. (15) tarafindan verilen oranlarla uygunluk gostermektedir.

MnSOD ekson 2 (Ala-9Val) polimorfizminin allel oranlar1 meme kanseri ile
iligkisi incelendiginde; kontrol grubunda T allel frekans1 66.8 iken meme kanserlilerde
76.5°dir (p>0.05). Kontrol grubunda C allel frekansi 33.2 iken meme kanserlilerde
23.5°dir (p>0.05). Allel frekanslariyla meme kanseri riski artisi arasinda bir iligki
belirlenmemistir.

Genotiplendirme sonucunda hasta ve kontrol grubundaki bireyler MnSOD ekson 2
(Ala-9Val) polimorfizmi bakimindan degerlendirildiginde; TT, TC ve CC genotiplerinin
kontrol grubu bireylerdeki dagilimi sirasiyla %44.2, %45.2 ve %10.6 iken meme
kanserlilerde ise %60.2, %32.6, %7.2 ‘dir. Yapilan degerlendirmelerde TT genotipinin
artis1, TC genotip oraninin diigmesi meme kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir.

Allel ve Genotip oranlartyla meme kanserine yakalanma riskinin menopoz
durumuna gore degerlendirilmesinde; Timin veya Sitozin allel frekanslart hem

premenopoz hem de postmenopozal grupta meme kanserine yakalanma riskini
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etkilemedigi saptanmistir. Premenopozal ve postmenopozal grupta genotip oranlari ile
meme kanserine yakalanma riski arasindaki iligskiyi degerlendirdigimizde; hem
premenopozal alt grupta hem de postmenopozal alt grupta TT genotip oraninin artmast,
TC genotip oraninin ise azalmas1 meme kanserine yakalanma riskini arttirmada iliskili
bulunmustur.

Ambrosona ve ark.(11) Bat1 Newyork’da, 295 kontrol ve 266 meme kanserli ile
yaptiklar1 ¢alismada premenopozal kadinlarda TT, TC ve CC genotipleri kontrol
grubunda 25(%23), 62(%56) ve 23(%21) iken meme kanserlilerde 16(%14), 53(%46),
ve 45(%40) olarak belirlemislerdir. Post menopozal kadinlarda ise TT, TC ve CC
strastyla kontrol grubunda 38(%20), 107(%58) ve 40(%22) iken meme kanserlilerde
ayn1 oranlart 23(%15), 84(%55) ve 45(%30) seklinde belirlemislerdir. CC genotipine
sahip premenopozal bireylerin gogiis kanserine yakalanma riskinin dort kat yiiksek
oldugunu (Odds Orani: 4.3) saptamislardir.

Kocabas ve ark.(68) calismalar1 103 kontrol ve 84 meme kanserli birey tizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada TT, TC, CC genotiplerinin frekanslarini; kontrol gruplarinda 0.27,
0.39, 0.37 ve meme kanserlilerde 0.33, 0.45, 0.22 olarak saptamiglardir. MnSOD
Sitozin allelinin sikliginda vaka ve meme kanserliler arasinda fark olmadigini tespit
etmiglerdir (Odss Orani:0.86, p=0.67). CC genotipini tagiyan premenopozal kadinlari
TT genotipini tasiyan kadinlar ile karsilagtirmislar ve CC genotipini tasiyan
premenopozal kadinlarda pozitif iliski bulamamislardir (OR: 0.43). Meme kanseri
riskini 6zellikle BMI >24 olan Sitozin genotipli kadinlarda Timin genotipli kadinlardan
1.5 kat daha fazla oldugunu tespit etmislerdir (OR: 1.42).

Mitrunen ve ark. (79) Finlandiya’da yasayan Kafkas kokenli 482 kontrol ve 483
meme kanserli birey ile yaptiklar1 ¢aligmada: Kontrol grubunda TT, TC, CC genotip
oranlarinin %31.7, %47.9 ve %20.3, meme kanserlilerde ise %25.9, %53.2 ve %20.9
oldugunu saptamislardir. Kontrol grubundaki premenopozallarda ayni oranlar %30.4,
%52.0 ve %17.6 seklinde iken meme kanserlilerde %28.0, %50.2 ve %?22.0 olarak
bulmuslardir. Postmenopozal kontrol grubunda %32.7, %45.0 ve %?22.3, meme
kanserlilerde ise %24.8, %54.9 ve %20.3 genotipine sahip oldugunu tespit etmislerdir.
C alleline sahip bireylerde meme kanserine yakalanma riskinin birbuguk kat arttigini
saptamiglardir. Agir sigara kullanan ve CC genotipli postmenopozal kadinlarda artan

risk (Odds Orani:3.7) bulmuslardir.
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Cai ve ark. (80) Shanghai’de 1197 kontrol ve 1125 meme kanserli bireyden olusan
calismalarindaki kontrol ve deney grubundaki genotip oranlarini: TT %73.9-%73.9, TC
%24.2-%23.6 ve CC %1.9-%2.5 olarak tespit etmislerdir. Kontrol grubunda
premenopozal kadinlarda TT +TC %98.4, CC %1.6 meme kanserlilerde TT+TC %97.2,
CC %?2.8 (Odss Orani:1.8) iken, ayn1 degerleri kontrol grubu postmenopozal kadinlarda
%97.4, %2.6, meme kanserlilerde %98.1, %51.9 olarak bulmuslardir (Odss Orani:0.8).
Yiiksek beden kitle indeksine sahip premenopozal bireylerde CC genotipi ile meme
kanseri arasinda iliski bulmuslardir (Odds Orani:2.5). Erken menars ve CC genotipi
birlikteligi olan premenopozal kisilerle de meme kanserini iligskilendirmislerdir (Odds
Orani:2.6). Ancak sitozin allelinin sikligini1 arastirmay1 yaptiklar1 toplumda, Japonya
(%14.1) ve Cin (%11.5)’de oldugu gibi diisiik oranda (%14) bulduklar i¢in verdikleri
odds oraninin istatistiksel degerinin 6nemli olmadig1 vurgulamiglardir.

Egan ve ark (70) Amerika’da 502 kontrol ve 476 meme kanserliden olusan 978
kiside meme kanseri ve risk faktorleri arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Yaptiklari
calismada 978 kisinin kontrol grubundaki dagilimi; TT %26, TC %49, CC %26 ve
meme kanserlilerde dagilimi ise %21, %53, %25 olarak bulmuslardir. Premenopozal
kontrol grubunda %30, %44, %26 ve meme kanserlilerde dagilimi ise %21, %57, %21
iken postmenopozal kontrol grubunda %24, %50, %25 ve meme kanserlilerde dagilim
ise %22, %51, %27 olarak tespit etmislerdir. CC veya TC genotiplilerle (Odds Orana:
1.27) TT genotipli kadinlar1 (Odds Orani:1.18) karsilastirdiklarinda relatif riski 6nemsiz
olarak degerlendirmislerdir. Timin genotipli kadinlarla Sitozin genotipli kadinlari
karsilastirdiklarinda BMI >25 olanlarda (p=0.12), sigara kullananlarda (p=0.63) meme
kanseri riskinde artis bulmamislar ve meme kanserinin gelisimi ile Ala-9Val MnSOD
polimorfizminin iligkisini desteklememislerdir.

Millikan ve ark. (81) 1812 kontrol grubu (677 zenci ve 1135 beyaz) ve 2025
meme kanserli (760 zenci- 1265 beyaz) ile Kuzey Karolina yaptiklar1 caligmada TT,
TC, CC genotiplerini; zencilerde, kontrol grubunda %29, %53, %18, meme
kanserlilerde ise %34, %49, %17 olarak beyazlarda ise kontrol grubunda %23, %52,
%25 meme kanserlilerde %21, %54, %25 olarak bulmuslardir. Caligmalarinda
premenopozal grupta kontrol grubu dagilimi TT %23.9, TC %53.2, CC %22.9, meme
kanserlilerde TT %24.7, TC %53.0, CC %?22.3 iken postmenopozal grupta kontrol
grubunda TT %26.7, TC %51.1, CC %22.2, meme kanserlilerde TT %27.5, TC %51.2 ,
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CC %?21.3*dir. Sigara kullanimi ile meme kanseri arasindaki iliskiyi 20 yildan uzun siire
icenlerde belirlemislerdir. Zencilerde veya beyazlarda meme kanserinin gelisimi ile Ala-
9Val MnSOD polimorfizminin, uzun siire(>20 y1l) sigara icenlerle iyonize radyasyona
maruz kalanlar disindaki faktorlerle iligkisini bulamamislardir.

Akyol ve ark. (9) 94 saglikli birey ile yaptiklar ¢calismada kadinlarda TT, TC, CC
genotip % oranlarimi; 24.5, 70.2, 5.3 olarak bulurken Gren H ve ark. (82) kontrol
grubunda TT, TC, CC genotip % oranlarini; 22.2, 61.1, 16.7, meme kanserlilerde 33.3,
43.6, 23.1 tespit etmislerdir.

Van Landeghem ve ark. (83). MnSOD Ala-9Val polimorfizminin etnik dagilimini
inceledigi calismasinda Finlilerde TT, TC, CC genotip dagilimint %28, %49, %23,
Isveclilerde %34, %50, %16, Litvanyalilarda %14, %60, %26 ve Cinlilerde %42, %55,
%3 olarak belirlemislerdir.

Sonug olarak, yabanil T alleli ile polimorfik C alleli oranlarinin kontrol ve deney
gruplarinda farklillk gostermedigi seklindeki bulgumuzu literatiir bulgulariyla
kiyasladigimizda; Kocabas ve ark.(68), Cai ve ark.(80), Egan ve ark.(70) ve Millikan ve
ark.(81)’1 c¢aligmalarindaki bulgularla birbirini desteklemektedir. Allel frekanslari
(Kontrol i¢in T: %66.8, C: %33.2, Meme kanserliler i¢in T: %76.5, C: %23.5) ve
genotip oranlarii (Kontrol i¢in TT: %44,2, TC: %452 ve CC: %?20.6, Meme
kanserliler i¢in TT: %60,2, TC: %32,6 ve CC: %7.2) oransal olarak kiyasladigimizda
ise; Tiirk populasyonunun Mersin ili 6rneklemine dair allel frekansi bulgularimiz; Tiirk
populasyonunun Elazig ili érneklemini yansitan Akyol ve ark.(9) Kontrol grubundaki
allel frekansi ile kismen benzerlik gosterirken, Kocabag ve ark.(68) Ankara 6rneklemini
yansitan kontrol grubu bulgular ise bizim bulgularimizin tersine T frekansi diisiik, C
frekans1 ise daha yliksektir. Meme kanserlilere ait T ve C frekanslar1 ise Timinin
Sitozine gore yiiksek olmasi agisindan benzerlik gosterirken oransal olarak ciddi sekilde
T frekanslar1 daha diisiik, C frekanslar1 ise daha yiiksektir. Cai ve ark.(80) Sangay
populasyonuna ait kontrol ve meme kanserlilerdeki T ve C allel frekans1 degerleri,
Millikan ve ark.(81) Amerikan zenci populasyonuna ait kontrol ve meme
kanserlilerdeki T ve C allel frekans1 degerleri, Green ve ark.(82) Ingiliz populasyonuna
ait kontrol ve meme kanserlilerdeki T ve C allel frekansi degerleri, Van Landeghem ve
ark. (83) Fin, Isve¢ ve Cin populasyonuna ait kontrol grubundaki T ve C allel frekansi

degerleri T oraninin yiiksek, C oranmmin diisiik olmasi agisindan bulgularimizla
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benzerlik gosterirken oransal agidan farkliliklar icermektedir. Bizim bulgularimiza en
yakin oranlar; Van Landeghem’in Cin populasyonuna ait degerleridir. Bizdeki kontrol
ve meme kanserli grup i¢in T oraninin yliksek C frekansinin diisiik oldugu seklindeki
bulgumuzun tersine T orani diislik, C oran1 yiiksek olan ¢aligmalar ise; Ambrosona ve
ark.(11) Bati Newyork orneklemi meme kanserlilerde, Egan ve ark (70) Amerika
populasyonu meme kanserlilerde, Millikan ve ark.(81)’min Amerikan beyaz
populasyonuna meme kanserlilerde, Van Landeghem ve ark.(83)’'nin Litvanya
populasyonuna kontrol grubuna ait degerlerle farklilik gostermektedir.

Genotip oranlarini kontrol grubu i¢in TT: %44.2, TC: %45.2 ve CC: %10.6, meme
kanserliler icin TT: %60.2, TC: %32.6 ve CC: %7.2 degerlerini oransal olarak
kiyasladigimizda; Mersin ili 0rneklemine dair genotip oranlar1 bulgularimizi; Tiirk
populasyonunun Elazig 6rneklemini yansitan Akyol ve ark.(9) kontrol grubundaki TT
orant bizim degerimizden diisiik TC ve CC orami ise bizim degerimizden oldukca
yluksektir. Kocabas ve ark.(68)’nin Ankara 6rneklemini yansitan kontrol grubu genotip
oranlar1 CC bizde daha diisiik, meme kanserlilerde TT bizde daha yiiksek iken CC daha
diistiktiir. Bizim hem kontrol hemde meme kanserlilerde TT genotip oraninin daha
yiiksek, CC genotip oraninin daha diisiik oldugu seklindeki bulgumuz; Cai ve ark.(80)
Sangay populasyonuna ait kontrol ve meme kanserlilerdeki, Millikan ve ark.(81)
Amerikan zenci populasyonuna ait kontrol ve meme kanserlilerdeki, Green ve ark.(82)
Ingiliz populasyonuna ait kontrol ve meme kanserlilerdeki, Van Landeghem ve
ark.(83)’nin Fin ve Isve¢ ve Cin populasyonuna ait kontrol grubundaki bulgularla
birbirini desteklemektedir. Bizdeki kontrol ve meme kanserli grup i¢in TT oraninin
yiiksek CC frekansinin diisiik oldugu seklindeki bulgumuzun tersine TT oram diisiik,
CC orani yiiksek olan galismalar ise; Ambrosona ve ark.(11) Bati Newyork 6rneklemi
meme kanserlilerde, Egan ve ark (70)’t Amerika populasyonu meme kanserlilerde,
Millikan ve ark. (81) Amerikan beyaz populasyonuna meme kanserlilerde, Van
Landeghem ve ark.(83)’min Litvanya populasyonuna kontrol grubuna ait degerlerle
farklilik gostermektedir.

Premenopoz ve postmenopozal gruplardaki kontrol grubu ve meme kanserlilerdeki
allel frekanslarini inceledigimizde Timin veya Sitozin allel frekanslar1 her iki alt grup
icin fark goOstermemistir. Bulgularimizi literatiir bulgulanyla kiyasladigimizda;

Ambrosana ve ark.(11), Cai ve ark.(80), Egan ve ark.(70) ve Millikan ve ark.(81 )
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bulgular1 oransal bazda farkliliklar igermekle beraber premenopozal ve postmenopozal
alt gruplarin kontrol ve meme kanserli gruplarindaki Timin ve Sitozin allellerinin fark
gostermedigi seklindeki bulgumuz birbirlerini desteklemektedir.

Premenopozal kontrol grubunda TT genotipi %43.4 iken meme kanserlilerde
%358.9’a ylikselmis, TC %43,4 iken meme kanserlilerde %29.5’¢ diismiistiir (p<0.05).
Postmenopozal kontrol grubunda TT genotipi kontrol grubunda %45,1 iken meme
kanserlilerde %61.2’ye yiikselitken, TC %47.1’den meme kanserlilerde %34.7’ye
diismiistiir (p<0.05). Ambrosana ve ark.(11)’1 ¢alismalarinda premenopozal alt grup
kontrol grubunda CC %23 iken meme kanserlilerde %45’¢e yiikseldigini, postmenopozal
alt grup kontrol grubunda CC %22 iken meme kanserlilerde %30’a yiikseldigini
belirlemislerdir. Cai ve ark.(80) premenopozal ve postmenopozal alt gruplarin kontrol
grubu ve meme kanserlilerdeki genotip oranlari arasinda fark olmadigini saptamislardir.
Egan ve ark.(70) premenopozal kontrol grubunda TC genotip oranin1 %44 iken meme
kanserlilerde %57’ye yiikseldigini belirlemislerdir. Millikan ve ark.(81) premenopozal
ve postmenopozal alt gruplarin kontrol grubu ve meme kanserlilerdeki genotip oranlari
arasinda fark olmadigini saptamislardir. Premenopozal ve postmenopozal alt gruplarda
kontrol grubundaki TT genotip oraninin meme kanserlilerde yiikseldigi ve TC oraninin
ise diistiigli seklindeki bulgumuz ¢alismamiza 6zgii bir bulgu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Ambrosona ve ark.(11)’nin premenopoz ve postmenopozlarda CC’in kontrol grubuna
gore meme kanserlilerde daha yiiksek oldugu, Egan ve ark.(70)’nin premenopozlularda
TC oraninin meme kanserlilerde yiliksek oldugu bulgulart disinda tim diger genotipik
oran bulgularimiz birbirini desteklemektedir.

Calismamizdaki bireyler meme kanserinde etkili oldugu diisiiniilen risk faktorleri;
sigara kullanimi, menars yasi, ilk hamilelik yasi, beden kitle indeksi, egitim durumu,
menopoz yasi ve aile Oykiisiinde meme kanserli bir yakininin olmasi durumlarina gore
ayrintili olarak degerlendirmeye alinmistir. Bu faktorlerden sadece aile Oykiisiinde
meme kanserli yakini bulunanlarda meme kanserine yakalanma riskinin arttig1
saptanmistir (p=0.009). Meme kanserinde etkili oldugu diisiiniilen risk faktorlerinden
hi¢c birinin meme kanserine yakalanma riskini etkiledigine dair bir bulgu
belirlenmemistir.

Mitrunen ve ark.(79) agir sigara kullanan ve CC genotipli postmenopozal

kadinlarda artan risk bulmuglardir. Egan ve ark (70) BMI >25, sigara kullananlarla
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meme kanseri riskinde artis bulmamiglar ve meme kanserinin gelisimi ile Ala-9Val
MnSOD polimorfizminin iliskisini desteklememisglerdir. Millikan ve ark. (81) sigara
kullanimi ile meme kanseri arasindaki iliskiyi sadece >20 yil kullananlarda
belirlemiglerdir. Kocabas ve ark.(68) sigara kullaniminin meme kanseri i¢in risk
olmadigini ve BMI >24 olan Sitozin genotipli kadinlarda riskin Timin genotipli
kadinlardan 1.5 kat daha fazla oldugunu tespit etmislerdir (OR:1.42). Cai ve ark.(80)
BMI >24 olan premenopozal bireyler ve erken menars olan premenopozal kisilerle
meme kanserini iliskilendirmislerdir. Ambrosona ve ark. (11), premenopozal grupta aile
Oykiisinde meme kanserli yakini olan kisilerde meme kanserine yakalanma riskinin
ylksek oldugunu, postmenopozal grupta ise fark olmadigini belirlemislerdir.

Aile dykiisiinde meme kanserli yakin1 olan premenopozal ve postmenopozal grup
icin  Ambrosona ve arkadaslarinin bulgulariyla bizim bulgularimiz  bire bir
uyusmaktadir. Sigara kullaniminin meme kanseri riskini etkilemedigi seklindeki
bulgumuz; (79, 70, 81, 68)’in bulgulariyla ortlistirken sadece Mitrunen ve ark.(79) ve
Millikan ve ark.(81) agir sigara kullanan grubu icin meme kanserin risk faktorii
oldugunu saptamustir. Yukaridaki literatiir bulgularinda goriilecegi gibi Meme
kanserinde etkili oldugu diisiiniilen risk faktorlerinin ¢ogu bizim bulgularimizda oldugu

gibi meme kanserine yakalanma agisindan risk olusturmamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

MnSOD ekson 2 Ala-9Val polimorfizminin meme kanserine yakalanma riski
acisindan 1rksal farkliliklar gosterdigi bilgisinden hareketle; Calismamiz Mersin ili
orneklemindeki bu polimorfizmin meme kanserine yakalanma riskine olasi etkisinin
belirlenmesi temel hipotezimizi olusturmustur. Ayrica meme kanserinin yas gruplarina
gore dagilimi ve meme kanserinde etkili oldugu distiniilen risk faktorlerinin meme
kanseriyle iligkisi arastirilmistir.

Meme kanserinin 40 yas civarinda ortaya ¢iktigini ve 50 yas civarinda maksimum
hizla artig gosterdigi 60 yas tizerinde artis hizinin azalarak devam ettigi belirlendi. T ve
C allel frekanslar1 genel olarak kontrol grubu ve meme kanserli grupta fark
gostermedigi gibi, ayrica premenopoz ve postmenopozal alt grupta da meme kanserine
yakalanma riskini etkilemedigi saptanmistir. Genotip oranlariyla meme kanserine
yakalanma riski agisindan TT genotipinin artisi, TC genotip oraninin ise diigmesi meme
kanseriyle daha fazla birliktelik gostermektedir. Bu durum hem premenopozal hem de
postmenopozal grup i¢in gegerlidir. Genotip oranlarina ait bu bulgumuz ¢alismamizi
diger calismalardan farkli kilan ve Orneklemimize karekteristik olan en 0Ozgiin
bulgumuzu olusturmaktadir. Polimormorfik CC genotipi meme kanserlilerde daha
diisiik miktarda goriilmekle beraber bu farkin meme kanseri igin risk faktorii olarak
degerlendirebilecek diizeye ulasmadigi saptanmistir. Meme kanseriyle olasi iligkisi
acisindan degerlendirmeye aldigimiz sigara kullanimi, menars yasi, ilk hamilelik yasi,
beden kitle indeksi, egitim durumu, menopoz yas1 ve aile dykiisiinde meme kanserli bir
yakiinin olmasi faktorlerinden sadece aile dykiisiinde meme kanserli yakini olmanin
etkisi belirlenmistir. Bu durum ¢alismadaki bir diger 6zgilin bulgumuz olarak ortaya
cikmistir. MnSOD ekson 2 Ala-9Val polimorfizminin Tiirk populasyonundaki allel ve
genotip oranlarini belirlemede, Elazig 6rnekleminde Akyol ve arkadaslari, Ankara
ornekleminde Kocabas ve arkadaslarindan sonra bizim ¢alismamiz Mersin 6rneklemini
olusturmustur. Bu nedenle Tiirk populasyonda s6z konusu gen polimorfizmi oranlarinin
belirlenmesine yonelik 6nemli bir katki olusturmustur.

MnSOD ekson 2 Ala-9Val polimorfizminin yabanil genotipi olan TT (Valin)
artisginin, Hiroi ve ark.(84) kardiyomyopati, Wang ve ark.(85) akciger kanseri, Mattey
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ve ark.(86) romatoid artrit, Hori ve ark.(87) ise tardiv diskinezili sizofreni ile birliktelik
gosterdigini saptamiglardir. Calismamizda TT (Valin) genotip oran bulgular s6z konusu
hastaliklarin  kentimizdeki dagiliminin belirlenmesine ve tanisina indirekt katki

sunabilir.
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