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OZET

Kanser, viicuttaki hiicrelerin degismesine ve kontrolsiiz sekilde tliremelerine
neden olan bir hastaliktir ve diinyadaki 6liim nedenleri arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirlidiir. Meme kanseri
tedavisindeki gelismelere ragmen, baz1 vakalarda meme kanserinin 6nemli tedavi
seceneklerinden biri olan kemoterapi basarisizlikla sonuglanmaktadir. Kanserde ve
cesitli hastaliklarda, tedavide kullanilan ilaglara direng gelisiminin yani sira bu
hastaliklara yatkinlikta da MDR1 geninin 6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir.
Buna ek olarak bu genin polimorfizmleri etnik gruplar arasinda farklilik géstermekte
ve etkileride yine bu gruplar arasinda degismektedir. Bu ¢alismada MDRI1 geni
C3435T, T1236C, G2677T ve A2956G polimorfizmlerinin 35 meme kanserli ve 20
saglikli bireyden olusan ¢alisma grubunda karsilastirilarak, meme kanseri ile bu
polimorfizmler arasinda iliski olup olmadigin1 ve bu polimorfizmlerin Tiirk
populasyonundaki sikliklarin1  belirlemek amaglanmistir. Calismada Oncelikle
calisma grubundaki bireylerden alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmis
ve bunu takiben PCR (Polymerase Chain Reaction)- RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) yontemi kullanilarak hastalarin bu polimorfizmler igin
genotipleri belirlenmistir. Istatistiki yontem olarak SSCP uygulanmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Calisma verilerine dayanarak hasta ve kontrol grubu arasinda
T1236C, G2677T ve A2956G polimorfizmleri agisindan anlamli bir fark
gbzlenmezken, C3435T polimorfizmi i¢in hasta grupta TT genotip siklig1 anlaml
sekilde yiiksek bulunmus ve TT genotipinin meme kanserine yatkinlik

olusturabilecegi diislinliilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: MDR 1, Meme Kanseri, Polimorfizm,



SUMMARY

Cancer is a disease that causes changes and uncontrollable reproduction of cells
in living bodies and it is on the top of the disease list that causes to death. Breast
cancer is the most common cancer type for woman. Although some important steps
were taken for breast cancer medication, chemotherapy which is the most important
weapon for breast cancer treatment does not give successful results in some cases. It
is considered that MDR1 gene has an important role on susceptibility to this disease
and drug resistance developed against medicines used in cancer and some other
diseases. In addition to that, polymorphisms of this gene shows differences among
the ethnical groups and its effects changes among these groups. In this study, it is
aimed to compare C3435T, T1236C, G2677T and A2956G polymorphism of MDR1
gene among a study group which consist of 35 patient with breast cancer and 20
healthy people and determine whether there is a relation between breast cancer and
these polymorphisms. In addition, the incidence of these polymorphisms was
determined for Turkish population. During the studies, DNA isolation was
performed for collected blood samples and genotypes of study group for these
polymorphisms were determined by using PCR (Polymerase Chain Reaction) -
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) method. SPSS program was
utilized for statistical evaluation of experimental data. Results showed that there is
no meaningful difference between patient and control group in terms of T1236C,
G2677T and A2956G polymorphisms. But TT genotype incidence is signifcatly
high for C3435T polymorphism in patient group and it can be responsible for

susceptibility to breast cancer.

Keyword: MDR1, Breast Cancer, Polymorphism



1. GIRiS

1.1. Kanser

Kanser viicuttaki hiicrelerin degismesine ve kontrolsiiz sekilde iiremelerine neden
olan bir hastaliktir. Bir ¢ok kanser tiiriinde hiicreler timor adi verilen bir kitle
olusturur ve kanser tiimoriin kdken aldigi viicut bolgesine gore isimlendirilir (1).
Diinya saglik orgiitiiniin raporuna gore 2005 yilinda Tiirkiye’ de kanserden yaklasik
52 000 kisi 0lmiistiir ve bunlarin 37 000 i 70 yas altindaki bireylerdir. Yine bu
rapora gore kanser nedenli 6liimlerde meme kanseri ilk sirada yer almaktadir. 2002
raporlarina gore de kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii meme kanseridir.
Sekil 1.1 de WHO raporlarina gore 2005 yilinda Tiirkiye’deki temel 6lim sebepleri
ve yiizdeleri, sekil 1.2 de ise 2002-2005 yillar1 arasinda kadinlarda kanser

oliimlerine yol acan ilk 10 kanser tiirii ve yeni kanser vakalar1 verilmistir (2).

"r Kardivovaslkiiler Hastaliklar
D Diger Kronik Hastalklar

D' Kanszer

> Bulasics Hastahiklar

> Yaralanmalar

6.5%

11.7%

11.7%
56.0%

14.2%

Tiirkiye deki Temel Oliim Sebepleri 2003

Sekil 1.1. WHO Raporlarma Goére 2005 Yilindaki Tiirkiye’deki Temel Oliim
Sebepleri ve Yiizdeleri
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Sekil 1.2. WHO Raporlarina Gére Tiirkiye’de Kadinlarda Kanser Oliimlerine Yol

Acan Ilk 10 Kanser Tiirii ve Yeni Kanser Vaka Sayilart

1.2. Meme Kanseri

1.2.1. Meme Anatomisi

Kadinlarda eriskin donemde meme 4 temel yapidan olusmaktadir: lobiiller ya da
glandler olarak adlandirilan siit bezleri, duktlar olarak adlandirilan siit kanallari, yag
ve bag doku. Lobiiller birleserek lob adi verilen daha biiyiik yapilari olustururlar.
Her bir memede meme basindan memenin i¢ine dogru yayilan ortalama 15-20 lob
bulunmaktadir. Tiim meme kanserlerinin yaris1 loblardan kdken almaktadir. Meme
loblar1 birbirlerine duktlarla bagli olup duktlarda siitii meme ucuna tagimaktadir.
Meme basinda 6-10 adet genis toplayici dukt yer almaktadir. (3) Sekil 1.3 de

memenin anatomik yapisi goriilmektedir (4).



Meme Profili: Biiyiitme:
A Duktlar A Normal dukt hiicreleri
B Lobiiller B Temel membran

C Siit tastyan duktlarim C liimen (duktlarm merkezi)
genislemis bolimii

D Meme basi

E Yag

F Pectoralis major kast

Sekil 1.3. Meme Anatomisi

1.2.2. Meme Kanseri Tipleri

Memedeki kitlelelerin biiylik bir kismi1 benigndir (iyi huylu). Yani kanseroz
olmayan, kontrolsiiz sekilde biyliylip yayilmayan ve hayat1 tehdit etmeyen
kitlelerdir. Meme kanseri lobiillerden (yaklasik %20 oraninda) ve duktlardan
(yaklasik %80 oraninda) yapilmis meme dokusunda baslar. Memenin geri kalan
kismi1 yag, destek ve lenfatik dokudan yapilmistir (5). Histolojik olarak meme
kanserleri in situ ve invaziv kanserler olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir.
Giliniimiizde meme kanserinin histolojik smiflandirilmasinda en ¢ok kullanilan

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan énerilen smiflamadir (Tablo 1.1) (6, 7).

Tablo 1.1. Diinya Saghik Orgiiti (WHO) tarafindan 6nerilen meme kanserinin
histolojik siniflandirilmasi

In Situ Karsinom

In Situ Duktal Karsinom

In Situ Lobiiller Karsinom

Invaziv Karsinom

Invaziv Duktal Karsinom Invaziv Lobuller Karsinom

Tubiiler Karsinom Invaziv Kibriform Karsinom




Tablo 1.1. Devam: Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan onerilen meme
kanserinin histolojik siniflandirilmast

Mediiller Karsinom Miisinéz Karsinom

Invaziv Papiller Karsinom Invaziv Mikropapiller Karsinom
Apokrin Karsinom Sekretuvar (juvenil) Karsinom
Adenoid Kistik Karsinom Metaplastik Karsinom
Noroendokrin Karsinom Enflamatuar Karsinom

1.2.2.1. In Situ Meme Kanserleri

In situ meme kanserleri duktlarda (in situ duktal karsinoma) ya da lobiillerde (in
situ lobiiler karsinoma) hapsolmustur. Bu asamadaki kanserlerin hemen hemen hepsi
tyilestirilebilir 6zelliktedir. Onkologlarin ¢ogu lobiiler neoplazi olarak da bilinen in
situ lobiiler karsinomanin tam bir kanser olmadigina ama gelecekte artmis invaziv

kanser gelisim riskinin bir gostergesi olduguna inanirlar (5).

1.2.2.2. Invaziv Meme Kanserleri

Bir ¢ok kanser6z meme tiimorleri invaziv ya da isgalcidir. Bu kanserler
lobiillerde ya da duktlarda baslayip memenin diger dokularina yayilan invaziv meme
kanserleridir (5). Meme kanseri memenin disina yayildiginda koltuk altindaki
lenfatik nodiiller, memenin diger lenf nodlari, kemik, karaciger ve akciger en sik

goriilen yayilim yerleridir (8).

1.2.3 Meme Kanserinin Evrelendirilmesi

Kanser icin hastaligin hangi evrede oldugunun anlasilmasini saglayan iki ana
sistem vardir. The American Joint Committee’ nin kanser evrelendirme sisteminde:
e Tiimdr boyutu (T)
e Lenfnodu katilim1 (N)

e Uzak metastaz varligina (M)




dayanilarak siniflandirma yapilir ve bu sistem klinikte yaygin sekilde kullanilir. T, N
ve M belirlenerek hastaligin I, II, III ve IV asamalarindan hangisinde oldugu tayin
edilir ki bu asamalardan I en erken, IV ise en ileri asamadir (9). Tablo 1.2 de The
American Joint Committee’ nin Kanser Evrelendirme Sisteminde Kullanilan

Kriterler yer almaktadir (10).

Tablo 1.2. The American Joint Committee’ nin Kanser Evrelendirme Sisteminde
Kullanilan Kriterler

T kategori orijinal (primer) tiimdri tanimlar.

X Primer tiimdr degerlendirilememstir
TO Primer tiimdr varligina dair kanit gézlenememistir.
. Karsinoma in situ (komsu dokulara yayilmamis erken kanser
s asamasi)
T1-T4 Primer tiimdriin biiyiikliigii ya da genisligi

N kategori kanserin komsu lenf nodlarina ulasip ulagsmadigini tanimlar

NX Bolgesel lenf nodu degerlendirilememistir

Bolgesel lenf nodu katilimi yoktur (lenf nodlerinda kanser
NO bulunamamastir)
NLN3 Bolgesel lenf nodu katilimi mevcuttur (yayilim sayist ya da

genisligi)

M kategori uzak metastaz olup olmadigini tanimlar (kanserin viicudun diger

bolgelerine yayilimi).

MX Uzak metastaz degerlendirilememistir

Uzak netastaz yoktur (kanser viicudun diger bolgelerine
MO yayllmamistir)
Mi Uzak metastaz mevcuttur (kanser viicudun diger bolgelerine

yayilmistir)




Kanserin simiflandirilmasinda kullanilan ve SEER (Surveillance Epidemiology
and End Results) sistemi olarak bilinen siniflandirma sistemi ise daha ¢ok halk
sagligr arastirmalari, planlamalar1 ve kanser kayitlarinin raporlandirilmasinda

kullanilir (11). Bu sisteme gore:

e [okal timorler meme ile sinirli kanserlerdir.
e Bolgesel timorler ¢cevre dokulara ve lenf nodlari etrafina yayilmistir.

e Uzak mesafe kanserler uzak organlara yayilmistir.

1.2.4. Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Meme kanseri kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiiriidiir. Diinya
genelinde her yil teshis edilen her dort yeni kanser vakasindan birinin kadin meme
kanseri oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda 2002 yilinda bildirilen yaklagik 410.
000 6len vaka sayisi ile (toplam saymin %14 ii) global olarak kanser nedenli 6liimler
arasinda meme kanseri ilk sirada yer almaktadir (12). Amerika’ da 2009 yilinda yeni
kadin meme kanseri vaka sayisi 192,370, meme kanseri nedenli 0lim sayisi ise
40,170 olarak bildirilmistir (13). Meme kanseri riskini etkileyen en giiclii risk
faktorleri yas, aile oykiisii ve tireme ile ilgili faktorler olmakla beraber yasam sekli
ve hormonal faktorlerde meme kanseri ile baglantilidir. Tablo 1.3 de meme kanseri

risk faktorleri yer almaktadir.



Tablo 1.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Risk Faktorii Bagil Risk Yiiksek Risk Grubu

Yas >10 Yaslilar

Ureme ile ilgili Faktorler

Ilk Mensturasyon Tarihi 3 11 yasindan 6nce olanlar
Menapoz Yasi 2 54 yasindan sonra olanlar
Ik Hamilelik Yast 3 Hi¢ ¢ocuk dogurmayan ya

da ilk g¢ocuk sahip olma

yast 40 ve sonrasi olanlar

Yasam Sekli ile Tlgili Faktorler

Beslenme 1.5 Yiiksek miktarda doymus
yag alanlar

Postmenapozal Viicut | 2 Viicut kitle indeksi 35 ten

Agirhig biiylik olanlar

Alkol 1.3 Fazla miktarda alanlar

Hormonal Durum

Oral Kontraseptifler 1.24 Mevcut kullanimi olanlar

Hormon Replasman Terapi | 1.35 10 yas ve dncesinde tedavi
alanlar

Radyasyon 3 10 yas sonrast normal
olmayan sekilde
maruziyeti olanlar

Aile Oykiisii >2 Ozellikle geng  yastaki
birinci derece akrabalarda
meme kanseri varlig

1.2.4.1. Yas

Meme kanseri gelisimi i¢in yas tek basina oldukga biiyiik bir risk faktoriidiir.

Meme kanseri insidansi, kanser tanis1 konuldugunda kadinlarin yaklasik %64 {iniin




55 yas lizerinde oldugunu gosteren yasa bagli belirgin bir egri gosterir. (Sekil 1.4).
(12, 14). Amerika’da meme kanseri gelisimi i¢in tahmin edilen risk 60-79 yas arasi
kadinlarda her 13 kadinda 1, 40-59 yas arasi kadinlarda her 24 kadinda 1 ve 39 yas
ve alt1 kadinlarda her 229 kadinda 1 olarak belirlenmistir (15).

Meme Kanzeri igin Yag Spesifik Insidans ve Mortalite
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Sekil 1.4 : Meme kanseri i¢in yas spesifik insidans ve mortalite

1.2.4.2. Ureme ile Ilgili Faktorler

Meme kanseri riski ilk menstyrasyonun erken yaslarda olmasi, ilk hamileligin

ileri yaglarda olmasi ve az sayida cocuk sahibi olmakla artmaktadir (16).

1.2.4.3. Menapoz

Her ne kadar meme kanseri riski yasin ilerlemesi ile birlikte artsa da menapozu
takip eden yillarda risk artis oraninda belirgin bir diisme s6z konusudur. Menapoz
baslangicindaki geciken her yil meme kanseri riskinde %3 likk bir artig ile

iliskilendirilmektedir (17).



1.2.4.4. Ilk Mensturasyon Yasi

Mensturasyon baglangici i¢in her bir yillik gecikme hayatin daha sonraki
donemlerinde meme kanseri gelisim riskinde %5 lik bir azalma ile
iligkilendirilmektedir (18). Mensturasyon baslangi¢c yasimnin 11 ya da daha erken
olmas1 meme kanseri i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak, 15 yas ve sonrast olmasi

onemli bir koruyucu faktor olarak diisiiniilmektedir (19).

1.2.4.5. Cocuk Sahibi Olma

En az bir ¢ocuk sahibi olmak, dogumdan yaklasik 5 yil sonra pik yapan meme
kanseri risk artisina neden olmakla beraber uzun donemde meme kanseri gelisim
riskinde diisme ile iliskilendirilmektedir (20). Bu koruyucu etki sahip olunan ¢ocuk
sayisi ile birlikte artmaktadir. Her dogum meme kanseri bagil riskini ortalama %7
oraninda diisiirmektedir (21). Meme kanseri riski ilk ¢ocuk sahibi olma yas1 20
yasindan Once olan kadinlarda 35 yasindan sonra olanlara oranla %30 daha diistik
oldugu i¢in dogum basina meme kanseri riskindeki diisiis gen¢ yaslarda ileri

yaslardakinden daha fazladir (22).

1.2.4.6. Emzirme

Emzirmenin meme kanseri riskini diistirmekteki roliine uzun zamandan beri
kugku ile yaklagilmaktadir. Bu konuda yapilan bir g¢aligma tam bir neticeye
ulagsmamistir (23). Buna ragmen oldukc¢a genis kapsamli ortaklasa yapilan bir

calisma her 12 aylik emzirmenin riski %14 oraninda diisiirdiiglinii rapor etmistir

@1).
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1.2.4.7. Yasam Sekli

Beslenme sekli , obezite, alkol tliketimi ve tiitiin kullanimin1 igeren yasam sekli

ile iligkili baz1 faktdrler meme kanseri riski ile iliskilendirilmektedir (14).

1.2.4.8. Alkol

Alkol meme kanseri i¢in beslenmeye dayali en iyi tanimlanmais risk faktoriidiir ve
bir ¢cok ¢alismada bu goriisii desteklemektedir (24, 25). Bazi kohort ¢aligmalari alkol
kullanicilarinda meme kanseri igin yaklasik % 30 luk bir risk artis1 oldugunu ortaya

koymustur (26, 27).

1.2.4.9. Beslenme Sekli

Spesifik beslenme sekillerinin meme kanserine sebebiyet verip vermedigi heniiz
tam olarak anlasilamamuistir. Et, siit ve siit tirlinleri, yag ve lifli gidalarin tiiketimi ile
meme kanseri arasinda baglanti oldugu diistiniilmekle birlikte eldeki verilerle kesin

bir sonuca varilamamaktadir (14).

1.2.4.10. Obezite

Obezite postmenapozal donemdeki kadinlarda artmis meme kanseri ile birliktelik
gostermektedir (28, 29). Ozellikle 18 yasindan sonra alinan fazla kilolar BMI unitesi
basma % 2 oraninda meme kanseri riskinde artisa neden olmaktadir (30, 31). Buna
ragmen son zamanlarda postmenapozal donemdeki kadinlarda yapilan sekiz
prospektif calismanin zenginlestirilmis analizleri ile meme kanseri riskinin artan
BMI ile birlikte arttig1 fakat artan riskin serum Ostrojen konsantrasyonunun (obez
kadinlarda serum Ostrojen seviyesi yilikselmeye meyillidir, ¢iinkii yag dokusunda
bulunan bir enzim olan aromataz aracilifi ile androjenler Ostrojene doniisiir)

ayarlanmasiyla biiyiik dl¢lide azaltilabilecegi sonucuna varilmistir (32).
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1.2.4.11. Fiziksel Aktivite

Menapoz sonrasi baslayan fiziksel aktivitenin meme kanseri riskini azalttig
diisiiniilmektedir (33). Menapoza giris yasi, fiziksel aktivitenin tipi ve yogunluguna
bagli olmaksizin fiziksel olarak aktif kadinlarda meme kanseri riski %20-40

oraninda azaldigi rapor edilmektedir (34).

1.2.4.12. Sigara Kullanimi

Onemli arastirmalara ragmen tiitiin kullanimi ile meme kanseri arasindaki iliski
tartismaya aciktir. 53 epidemiyolojik ¢alismanin bireysel datalarinin yeniden ve
birlikte analizi ile tiitlin kullaniminin meme kanseri gelisim riski iizerine etkisi
olmadig1 ya da ¢ok az etkisi oldugu sonucuna varilmistir (25).

Son yapilan prospektif bir calismaya gore aktif tiitlin kullanicilarinda (tiitiin
kullanimina erken yaslarda baslayanlarda, ilk hamileliginden en az 5 yil Once
baslayanlarda, ¢ok uzun siire kullananlarda ve ¢ok yogun kullananlarda) meme

kanseri riski kullanmayanlara oranla artmistir (35).

1.2.4.13. Hormonal Durum

Oral kontraseptif kullanimi ya da hormon replasman tedavisi gibi nedenlerle
ekzojen hormonlara maruz kalanlarda meme kanseri riskinde artis oldugu

diisiiniilmektedir (36, 37).

1.2.4.14. Oral Kontraseptif Kullanim

Oral kontraseptifler 6zellikle uzun donem kullanicilarinda meme kanseri riskinde
kiigiik bir artisa neden olabilmektedirler. Yayinlanmis 54 ¢alismanin meta-analizi ile
kombine kontraseptif hap kullanicilarinda (Ostrojen ve progesteron igeren) bagil
riskin 1,24 oldugu belirlenmistir. Kullanimin birakilmasindan 10 yil ve daha fazla

gegmesinden sonra riskte anlamli bir fark gozlenmemistir (bagil risk 1,01) (36).
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1.2.4.15. Hormon Replasman Tedavisi

HRT meme kanseri literatiirlinde tartismaya acik bir konudur. Women’s Health
Initiative (WHID)‘in 2002 de yaptigt kontrollii randomize c¢alismanin
yaymlanmasindan oOnce, goézlemsel c¢alismalarin toplu analizleri mevcut HRT
kullanicilarinda ya da kullanmay1 1-4 yil 6nce birakanlarda meme kanseri riskinin
kullanim yili basina % 2,3 oraninda arttigin1 ortaya koymustur (17). The WHI‘in
calismas1 kombine oOstrojen/progesteron HRT kullaniminin 5,2 yilin iizerinde
olanlarda meme kanseri riskinde yaklastk %26 oraninda artis oldugunu
dogrulamistir (38). Yine HRT kullanimi {izerine son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar
progesteron i¢eren preparatlarin uzun dénem kullaniminin sadece dstrojen icerenlere

oranla daha zararli oldugunu rapor etmislerdir (39, 40).

1.2.4.16. Klinik Faktorler

Meme dokusu dansitesinin yiiksekligi (memedeki yag dokusu ile iliskili bir
miktar glanduler dokunin mamografik gdstergesi) meme kanseri gelisimi i¢in giiclii
bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Bir ¢ok caligmada yiliksek meme
dansitesine sahip kadinlarin meme kanseri riskinin diisiik meme dansitesine sahip

olanlara oranla 4-6 kat arttig1 gézlenmistir (41, 42).

1.2.4.17. Genetik Faktorler

Meme kanserinin tek bir hiicrede baslayan bir seri genetik mutasyonel olaylardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Baslangigtaki mutasyonel olay normal hiicrelerin
sayica artmasini saglayan hiicresel proliferasyonun artmasina izin verir, bunu takip
eden ek mutasyonel olaylar ise hiperplazi, displazi, karsinoma ve en nihayetinde
metastatik hastaligin gelismesine neden olur (43). Meme kanserinin yaklasik %5-
10’unun kalitsal oldigu ve meme kanseri yatkinlik genleri olan BRCA1 ve BRCA2’
nin kalitsal meme kanserlerinin %21-40’indan sorumlu oldugu bilinmektedir. Geri
kalan meme kanserleri sporadiktir ki bunlarin yaklasik %70’i ER, PR ve /veya

HER/neu pozitif olan metastatik meme tiimorleridir (44). Kanser hiicrelerinin
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gelisimi ve davranislarindaki genis molekiiler cesitlilik genetik kompozisyona
baghdir. Spesifik sinyal yollarindaki aktivite ve tiimorlerin hiicresel bilesenleri
spesifik gen alt gruplarinin ekspresyonuna karsilik gelen degisiklikleri
yansitmaktadir. Boyle gen gruplarinin ekspresyonu tiimor Ornekleri arasinda genis
olciide degisir ve genellikle mitotik indeksle iyi sekilde koreledir. Interferon
pathway I tarafindan diizenlenen genis bir gen grubunun ekspresyonu tiimorler
arasinda Onemli degisiklikler gostermektedir (45). Meme kanseri insidansini
birbirinden bagimsiz sekilde etkileyen bir ¢cok farkli genetik faktér bulunmaktadir.
(43) (Sekil 1.5). Bunlar dort kategoride siniflandirilabilirler :

1. Timdr Supressor Genler
2. Proto-onkogenler
3. DNA Tamir Genleri
4. Karsinojen Metabolizma Genleri
GENOMIK PROFILLEME (Mf2me Kansarinden Sorumlu Genler)
Tiimér Supresdr Genler | Proto Onkogenler DNA Tamir Genl| |Karsingjen Matabolizma Genl.
WrCHEKD | B s s
_[ Q0 ¥ xmec [—CYP1Al
pa3 L 27 BRCT —UGTI1AL
-_ﬁ[BRE-i-'- — Skp? XRCC3 - NATI
BRCA2  p=RAS - XPD e
— MYC — RADS]
= pTEN ; it I~ GSTMI
i — CYP17
il | cyp19
-ATM
E_ Pﬁ:‘ j— [-_,Oj'.-:j
F RB1 — HSDITB 1
- W
. — CYPIBI
- WHL
L ST18
| PER2
| PIGS

Sekil 1.5. Meme kanseri insidansini etkileyen genetik faktorler
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Meme Kanseri Olusumunda Yer Alan Timoér Supressor Genler ve

Olusturduklar: Sendromlar

Artmis meme kanseri riski ile baglantili bir ¢cok gen vardir. En yaygin ailesel
kanser sendromlarindan bazilart meme kanseri riski ile iligskilendirilmektedir (43).

Li Fraumeni Sendromu otozomal dominant olarak kalitilir, yani kanser gelisim
riskini artirmak i¢in her hiicrede genin degismis bir kopyasinin olmasi yeterlidir. p53
ve CHECK2 genleri Li Fraumeni Sendromu ile iligkilidir. Li Fraumeni Sendromu
olan tiim ailelerin yarisindan fazlasinda p53 geninde kalitilmig bir mutasyon
bulunmaktadir. Meme kanserinde rol oynayan bir ¢ok tiimor supressor gen adayi
rapor edilmis fakat bunlardan sadece bir ka¢i bu statiide dogrulanmistir. Meme
kanserinde simdiye kadar bulunan p53 timdor supressor genindeki degisimler en
yaygin genetik degisiklilkerdir ki, bu da hastaligin gelisiminde bu genin temel bir rol
oynadigini akla getirmektedir. P53 hiicre gelisiminde negatif diizenleyici rol oynar
ve bu gendeki degisimler bu negatif diizenlemenin kaybina yol acarak hiicre
proliferasyonunun hizlanmasina neden olur (46).

DNA hasarina cevap i¢in 22. kromozomun uzun kolunda lokalize olan CHECK?2
proteini p53 geni tarfindan lretilen timor p53 proteininide i¢ine alan bazi diger
proteinlerle etkilesime girer. Li Fraumeni Sendromu ile iligkili p53°iin haricindeki
gen kontrol noktasi kinaz 2 (CHECK2) genidir ve ayni zamanda meme kanseri
riskinin bayanlarda 2 ile 5 kat arasinda, erkeklerde ise 10 kata kadar artmasindan
sorumludur (47).

Ailesel meme-over kanseri veya kalitsal meme-over Kkanseri sendromu
(HBOC) temelde BRCA gen ailesinden kaynaklanmaktadir. BRCA1 ve BRCA2
meme kanseri genetiginde yer alan en gizemli iki gendir (48). BRCA1 ve BRCA2
genlerindeki  kanser yatkinlik mutasyonlar1  otozomal dominant olarak
kalitilmaktadir. Meme kanserinin ¢ok rastlandigi ailelerin baglanti analizlerine
istinaden 1990°da 17921 ‘de lokalize meme kanseri ile iliskili bir gen rapor edilmis
ve BRCAL olarak bilinen bu gen 1994’de temel olarak tanimlanmistir (49). BRCA1
ve BRCA2 tiimor supressor fonksiyonunun kaybi  kalitsal meme kanserine
yatkinliga (yasam boyu risk yaklasik %80) neden olmaktadir (50). BRCAIl

mutasyonuna sahip bir kadinin yasam boyu meme kanseri gelistirme riski % 50-85
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arasindadir (51). Meme kanseri olusumunda yer alan tiimdr supressor genler,

kromozom lokalizasyonlar1 ve fonksiyonlar1 Tablo 1.4 te verilmektedir (43).

Tablo 1.4. Meme kanseri olusumunda yer alan tiimor supressor genler, kromozom

lokalizasyonlar1 ve fonksiyonlar1

Sendrom Kolonlanan Fonksiyonu Koromozomal
Gen Lokasyonu
Li—Fraumeni P53 Hiicre dongii regiilayonu, apoptosis 17p13
sendromu CHEK2 Hiicre dongii kontrol noktasi diizenleyici | 22q12.1
HBOC sendromu BRCAL1 Genomik kararliligin saglanmasi, Rad51 | 17q21
proteini ile birlikte ¢ift sarmaldaki
kiriklarin tamiri
BRCA2 13q12.3
Cowden sendromu PTEN Phosphoinositide 3-phosphatase protein | 10g23.3
tyrosine phosphatase
Peutz—Jeghers STK11 Vaskiiler endotelial biiylime faktor 19p13.3
sendromu (PJS) mekanizmasinin diizenlenmesi (VEGF)
Digerleri ATM DNA tamiri 11922.3
P65 B-hiicre 3 teki kappa light polypeptide 11q13
gene enhancer ‘in niikleer faktorii
RBI Hiicre dongiisiiniin negatif diizenleyicisi | 13q14.2
WTI Dért-parmak motifi ve a 13q14.2
proline/glutamine ce zengin DNA-
binding domainler igeren tarnskripsiyon
faktorlerini sifreler
VHL Elongin B, elongin C, ve cullin-2, igeren | 3p26—p25
ve possesses ubiquitin ligase E3
aktivitesini saglayan protein
kompleksinin bir pargasini sifreler
ST18 Znc finger protein 387’ yi sifreler 8ql1.23
PER2 Bu gruptaki genler crcadian rhythms of | 2q37.3
locomotor aktivitesini, metabolizmasini
ve davranislarina ait bilesenleri sifreler
PIGS8 Caspase 9 ve mitokondrial metodlarla 11q24

apoptotik hiicre 6liimiinii saglayarak
hiicre biiylimesini baskilar

Cowden Sendromu yasam boyu meme kanseri riskini %25-50, benign meme

degisiklikleri riskini %65 artiran PTEN genindeki kalitilan bir mutasyondan

kaynaklanmaktadir. Bu gendeki mutasyon sporadik vakalarda yaygin degildir (52).

The Peutz—Jeghers syndrome (PJS) : PJS sendromlu ailelerde meme, uterus ve

akciger kanserinde artmis risk sézkonusudur. PJS sendromlu kadinlarda yasam boyu

meme kanseri gelisim riski yaklasik % 50 dir. PJS ile iligkili gen 19p13.3 de lokalize
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olan STKI1 genidir (tiimor supressor gen) ve bir serin kinazi kodlar (53). Ailesel
vakalarin yaklasik %70 inde STK11 de mutasyonlar tespit edilmistir. Sporadik
meme kanserlerinde LKB1/STKI11 in diisiik ekspresyonu kuvvetli sekilde daha kisa
hayatta kalma ile iligkilidir (54).

Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) geni 11. kromozomda lokalizedir ve meme
kanserinide iceren bir ¢ok kanserde rol oynuyor olabilecegi diisiiniilmektedir. ATM
geninin normal rolii hiicre boliinmesini kontrol etmektir. ATM protein kinazin ¢ift
zincir DNA kiriklarina cevapta énemli rolii vardir (55).

P65 proteini 65 kDa luk bir onkofetal proteindir ve farkli tipteki neoplazilerde
eksprese edilen potansiyel non spesifik tiimor markir1 oldugu diistiniilmektedir. P65
in degismis formu meme kanserine neden olabilen bazi hormonlarin artmis tiretimi
ile baglantilidir (56).

Retinoblastoma (Rb) geni 13q14 de lokalizedir ve bu bdlgenin kaybinin meme
kanserinin ilerlemesinde pay1 oldugu diistiniilmektedir (57, 58). Bu genden derive
olan protein (105 kDa luk niikleer fosfoprotein) hiicre dongiisii boyunca serin ve
treonin rezidiilerinden farkli sekillerde fosforile edilir (59). Hipofosforile Rb G1
fazinda baskindir ve siklin bagiml kinaz tarafindan gerceklestirilen fosforilasyon S
fazina gecise neden olur (60, 61). Kromozomal kayiplart icine alan yapisal
anomaliler ve Rb geninin mutasyonu meme kanserlerinin yaklagik %20-30 unda
rapor edilmigtir. Rb iiriiniiniin 6nemli sekilde reseptdr sayisinin azalmasi (down
regulation) ayni zamanda Rb promotirinin hipermetilasyonunun sonucu olarak da
gerceklesir. Aslinda, bu Rb nin tiimérlerde bir alelinin kayb1 ve diger alelinin
hipermetilasyonu ile inaktive edilebilecegini gdstermistir. Watts ve arkadaslart Rb
nin Ostrojenle diizenlenmesinin meme kanserinde Onemli bir rolii olabilecegini
diisiinmektedirler. Meme kanseri hiicrelerinde 0Ostrojen tedavisi Rb nin
fosforilasyonuna neden olmaktadir (tartismali sekilde antidstrojenlerin  de
fosforilasyonu blokladig1 diisiiniilmektedir (62, 63). Ayrica sadece fosforilasyon
degil ayn1 zamanda Rb mRNA s1 ve protein seviyesininde dstrojen bagimli meme
kanseri hiicre hatlarinda Ostrojen maruziyeti ile dogrudan artmaktadir (64). Ancak
Rb eksikligi hormonal terapilerin anti-mitojenik etkisini etkin sekilde bastirmakta ve

bu da tamoxifen terapisini takiben erken donemde hastaligin niiks etmesi ile
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iligkilendirilmektedir. Bu yiizden, Rb yolundaki basamaklarin hem tiimorojenik
proliferasyon hem de terapotik cevap iizerinde giiclii etkisi mevcuttur (65).

Wilm’s tiimor 1 supressor geni (WT1) ilk olarak pluripotent embriyonik renal
prekiirsor hiicreleri etkileyen bir bobrek malignensisi olan bazi sporadik Wilm’s
tiimorii vakalarinda mutasyona ugramis bir gen olarak tespit edilmistir (66). WT1 in
yiiksek seviyesi meme kanseri ve ldsemide zayif prognozla iliskilendirilmektedir
(67, 68).

Von Hippel Lindau hastaligi (VHL) VHL geninin kalitilmig bir mutasyonundan
kaynaklanmaktadir ve viicudun cok sayida kan damarlar1 igeren bolgelerinde
tiimorlerin olusumu ile karakterize bir hastaliktir. VHL tiimor supressor geni VHL
proteinini (pVHL) kodlar. Bu protein hiicre dongiisiiniin ilerlemesini kontrol eder ve
VHL hastalig1 olanlarda mutanttir (69, 70). VHL anjiogenezin inhibe edilmesi
siirlandirilmas1 ya da GO/yaslanma dongiisiindeki kontrollerle primer timor
olusumunu kisitlayabilir ama, bunun aksine metastazi da tesvik edebilir. Sourvinos
ve arkadaslarinin ¢alismalar1 VHL tiimor supressor geninin meme karsinogenezinde
yer almadig1 seklindeki yorumlara giicli sekilde karsidir (71).

Tiimor olusumunu baskilama geni 18 (suppression of tumorigenicity 18 ) (ST18,
breast carcinoma, zinc-finger protein) 8ql1 de yer almaktadir ve son zamanlarda
meme kanseri timor supressor geni oldugu belirlenmistir. ST18 bir ¢inko parmakli
DNA baglanma proteinini kodlar, potansiyel bir transkripsiyonel diizenleyici oldugu
ve meme karsinomunda roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir (72).

PER2 nin tiimor supresif etkisi hiicre biiylimesini inhibe etmesi, apoptozisin
indiiklemesi, koloni formasyonu ve gelisiminin engellemesi ile agik¢a gosterilmistir.
PER2 nin kaybi bazi meme kanserleri ile iliskilendirilmektedir. PER2
ekspresyonunun  MCF-7meme kanseri hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi
gosterilmigtir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde PER2 ekspresyonu {izerine
yapilan c¢aligmalar, PER2 ekspresyonu ile siklin D1 in ekspresyonunda énemli bir
diisme oldugunu ve p53 seviyesinin yukart yonde diizenlendigini gdstermektedir
(73) .

Insan malignensilerinde PIG8 genindeki degisimler, p53 eksprese eden

hiicrelerde ekspresyonun arttigini gostermistir ve PIG8 in meme karsinomunda p53
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indiiklemeli apoptoziste rol oynadig1 i¢in potansiyel bir tiimdr supressor rolii oldugu
tahmin edilmektedir (74).

P70S6K P13/mTOR yolu tarafindan diizenlenen bir serin/treonin kinazdir ve
hiicre dongiisiiniin gelisiminin ve hayatta kalma siiresinin kontroliinde 6nemli rol
oynamaktadir. Caligmalar p70S6K nm fazla ekspresyonunun meme kanseri
hastalarinda agresif hastalik ve zayif prognoza neden olabilecegini gostermistir (75).

Muhtemelen simdiye kadar bahsedilen bu genler disinda meme kanserine kalitsal
yatkinlik tizerine etkisi olan fakat heniliz tespit edilemeyen baska genlerde
bulunmaktadir (43).

Protoonkogenler

Proto-onkogenler hiicre boliinmesini tesvik eden normal hiicresel genler olmakla
birlikte bu genlerin bir alelinin mutasyonu hiicre prolifersyonunun artmasini aktive
eder. Proto-onkogenlerin genetik dizilerindeki degisimler kontrolsiiz hiicre
bliylimesi ve nihayetinde tiimér olusumuna neden olur. Kontrolsiiz hiicre
biiyiimesini indiikleyen ve devamini saglayan proto-onkogenlerin mutant formlaria
onkogenler olarak adlandirilir (43).

Insan epitelyal bilyiime faktdr reseptdr-2 geni (HER-2/neu ya da erbB-2) proto-
onkogenler arasinda sayilir. Bu gen eger fazla eksprese edilirse zayif prognoza
neden olur. 17q da lokalizedir ve 185 kDa luk transmembran tirozin kinaz biiyiime
faktor reseptoriinii kodlar (76). HER2/neu proto-onkogeni meme kanserlerinin
yaklasik %20-30 unda amplifiye edilir ya da fazla eksprese edilir (77).

Meme bezlerindeki farklilasmayi ve hiicre biiylimesini reseptorleri araciligi ile
stimiile eden Ostrojen , dstrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) meme
kanseri kliniginde prognostik markir olarak kullanilmaktadir. Ostrojen reseptorii
negatif olan meme tiimorlii hastalarda ER (-) prognoz 0Ostrojen reseptorii (+)
olanlardan daha zayiftir (78). PR (-) olan meme tiimoérleri PR (+) olanlardan daha
yiiksek proliferasyon oranlarina sahiptir ve HER-2/neu ve EGFR gibi tlimorojenik
prognostik indikatorler i¢in artmis ekspresyon gostermeye daha yatkindir (79). HJ
Huang ve arkadaslar1 ER, PR ve tiimor derecesinin HER-2/neu nin fazla
ekspresyonu i¢in bagimsiz prediktorler olduklarini 6ne siirmektedirler. ER ve PR
HER-2/neu ile negatif asosiyasyon gosterirken timor derecesi pozitif asosiyasyon

gostermektedir (80).
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P27 ubiquitin-bagimli proteolitik yolagin bir substratidir. Agresif insan
karsinomalarinda yiiksek p27 spesifik proteolitik aktivite gdzlenmistir. S-faz kinaz-
iliskili protein Skp2 cdk-inhibitor p27 nin ubiquitin aracili par¢alanmasi i¢in gerekli
bir proto-onkoproteindir. Skp2 fonksiyon ve ekspresyonundaki bir degisim meme
tiimorlerinin malignant bir davranis gostermesine ve meme kanseri i¢in hastaliktan
bagimsiz zayif yasam siiresine katkida bulunabilir (81, 82). Ayni zamanda meme
kanserinde p27 ekspresyonu ile skp2 fonksiyonu ve ekspresyonu ters orantilidir.
Uluslar aras1 meme kanseri ¢alisma grubu diistiik p27 ve yiiksek Skp2 seviyesinin
diger zayif prognostik faktorlerle birliktelik gosterdigini dogrulamis fakat tahmin
amacl ya da prognostik bir deger olarak kullanilamayacagini ve bu yiizdende nod
negatif meme kanserler i¢in p27 ve Skp2 nin rutin degerlendirmesinin yapilmasini
onermemektedir (83).

Genetik ras mutasyonlart meme kanserinde sik karsilagilan mutasyonlar degildir
fakat ras araciligi ile sinyal iletimini saglayan biiylime faktor reseptorlerinin fazla
ekspresyonu ile patolojik olarak aktive ediliyor olabilirler (84). Her ne kadar ras in
mutant formlarinin meme kanserinin ¢ogunlugu ile iligkisi olmasa da fazlaca aktif
olan ras in meme kanseri gelisimini tesvik edebilecegi yoniindeki deneysel kanitlar
dikkate deger bulunmaktadir (85).

Non-transforme hiicrelerde Myc aktive olur ve tiimor hiicrelerinde karsinogenetik
prosese direkt olarak katkida bulunan bir dizi hedef gene baglanarak diizenlemeyi
saglayan Myc proteini fazla eksprese olur (86). Meme kanseri olgularinin yaklasik
%350-100 1 artmig Myc protein seviyesine sahiptir (87). Deming ve arkadaslari
meme kanseri biyopsilerinin meta analizini yaptiklar1 ¢aligmalarinda c-myc gen
ammplifikasyonunun 3 kat ya da daha fazla arttigin1 rapor etmislerdir (88). Meme
kanserinde c-myc nin amplifikasyonu pozitif ya da negatif sekilde diger genlerdeki
degisimlerle korele olabilir (89). Meme kanserinde rol alan proto-onkogenlerin

fonksiyonlar1 ve kromozomal lokalizasyonlar1 Tablo 1.5. te yer almaktadir (43).
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Tablo 1.5. Meme kanserinde rol alan proto-onkogenlerin fonksiyonlar1 ve
kromozomal lokalizasyonlari

Proto-onkogenler Fonksiyonlari Kromozomal
Lokasyonu
HER2 Downstream signaling pathway’nin tyrosine 17921.1
kinase aracilig1 ile aktivasyonunu hizlandiran
proteini sifreler
P27 Sentromerik otoantijen (27 kDa) 11q13.1
Skp2 protein p45 le ilgili CDK2/cyclin A 5pl3
Ras Hiicre i¢i iletisim agin1 kontrol eder 11p15.5
Myc Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, Apoptosis, 8q24.21
Hiicre transformasyonu
DNA Tamir Genleri

DNA tamiri bir hiicrenin genomunu kodlayan DNA molekiiliindeki hasarlari
belirleyerek tamir etmesi seklinde aciklanan bir prosestir. DNA tamir enzimlerinin
bozulmus fonksiyonu DNA tamir genleri polimorfizmlerinin her ne kadar tutarsiz
olsa da meme kanseri ile iligkili oldugu i¢in kismen ailesel riski agiklayabilir. (43)

XRCCI1 geni (X-ray repair cross-complementing gene) baz eksizyon tamir
yolaginda rol alir. Bu gen DNA hasar1 onariminda yer alan ve dongii kontrol noktas1
fonksiyonu olan proteinlere has BRCA1 C-terminal domain (BRCT) e sahiptir.
XRCCI1, XRCC3, ve XPD (ERCC2) DNA tamirinde gorev alirlar. Bu genlerdeki
polimorfizmler artmis meme kanseri riski ile iligskilendirilmektedir (90-93). Meme
kanserinde rol alan DNA tamir genlerinin fonksiyonlar1 ve kromozomal

lokalizasyonlari tablo 1.6. da yer almaktadir. (43)

Tablo 1.6. Meme kanserinde rol alan DNA tamir genlerinin fonksiyonlar1 ve
kromozomal lokalizasyonlar1

DNA tamir genleri Fonksiyonlar Kromozomal
Lokasyonlari

XRCCl1 Tek zincir kiriklarinin tamiri 19q13.2

BRCT Hiicre dongiisii kontrol noktalarinda gérev 17g21

alir

XRCC3 Homolog rekombinasyon ve DNA tamiri 14q32.3

XPD DNA hasarlarinin tamiri 19q13.3

RAD 51 Homolog rekombinasyon ve DNA tamiri 15q15.1
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Karsinojen metabolizma genleri

Karsinojen metabolizma genleri etkin sekilde potansiyel karsinojenlerin aktive
edilmesinde ya da hiicre i¢ine alinmasinda ve etkilerinin giderilmesinde ya da hiicre
disina atilmasinda rol oynayabilir (43).

CYPIA1 ve UGTIA1 genleri fazl ve fazll ilag metabolizma enzimlerini
kodlarlar. Kadinlarda bu genlerin ekspresyonlart meme kanseri insidansi ile
iligkilendirilmektedir. Bazi ksenobiyotikler bu iki enzimin substratlaridirlar (94).
NATI1, NAT2, GSTM1 ya da GSTT1 metabolik genlerinin varyantlari

karsinojenlerin detoksifikasyon kapasitesinde bireysel farkliliklara neden olabilir.

Meme kanserinde rol alan karsinojen metabolizma genlerinin fonksiyonlar1 ve

kromozomal lokalizasyonlar1 tablo 1.7. de yer almaktadir (43).

Tablo 1.7. Meme kanserinde rol alan karsinojen metabolizma genlerinin
fonksiyonlar1 ve kromozomal lokalizasyonlar1

Karsinojen-Metabolizma
Genleri

Fonksiyonlar

Kromozomal
Lokasyonlari

CYP1A1

Ila¢ metabolizmasinda ve kolestrol, steroid,
ve diger lipidlerin sentezinde gorev alan
enzimlerin, sitokrom P450 siiper ailesinin bir
iiyesini sifreler

15922—q24

UGTI1A1

Steroid, bilirubin, hormon ve ilag gibi kiiciik
liyofilik molekiilleri suda ¢6ziinebilir
matabolitler tarafinda ekstrakte edilebilir hale
doniigtiirtr.

2937

NATI1

Arylamine N-acetyltransferase enziminmi
kodlar

8p23.1-p21.3

NAT2

N-acetyltransferase 2 enzimini kodlar

8p22

GSTM1

Glutathione S-transferase M1 enzimini
kodlar

1p13.3

CYP17

Ila¢ metabolizmasinda ve kolestrol, steroid,
ve diger lipidlerin sentezinde gorev alan
enzimlerin sitokrom P450 siiper ailesinin bir
liyesini sifreler

10q24.3

CYP19

Ila¢ metabolizmasinda ve kolestrol, steroid,
ve diger lipidlerin sentezinde gorev alan
enzimlerin sitokrom P450 siiper ailesinin bir
iiyesini sifreler

15q21.1

COMT

catechol-O-methyltransferase enzimini
kodlar

22q11.21

HSDI7B 1

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 1
enzimini kodlar

17q11-q21

CYPIBI

Ila¢ metabolizmasinda ve kolestrol, steroid,
ve diger lipidlerin sentezinde gorev alan
enzimlerin sitokrom P450 siiper ailesinin bir
liyesini sifreler

2p21
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1.2.5. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanseri tedavisi kanserin tipine, kanserin hangi asamada olduguna, kanser
hiicrelerinin hormonlara duyarli olup olmadigina, kisinin genel saglik durumuna ve
tercihine bagli olarak degismektedir. Meme kanseri i¢in bir ¢cok tedavi secenegi

bulunmaktadir (95). Bunlar arasinda :

Ameliyat

- Lumpektomi

- Mastektomi

- Tek lenf nodu ¢ikarimi

- Birden fazla lenf nodu ¢ikarimi
Radyasyoterapi
Kemoterapi

Hormon terapisi
Hedefe odakli ilaglarla tedavi

Klinik Denemeler

1.2.5.1. Ameliyat

Lumpektomi

Memeden sadece kanserli dokunun ve etrafini kusatan bir kisim saglam dokunun
cikarilmasidir. Lumpektomi daha c¢ok etrafin1 kusatan saglam dokudan kolayca
ayrilabilen kiigiik timorlerin ¢ikarilmasinda tercih edilmektedir (95).
Mastektomi

Basit mastektomi lobiillerin, duktlarin, meme basinin, meme ucunun,yag
dokunun ve derinin yani tim meme dokusunun ¢ikarilmasidir. Radikal mastektomi
ise meme dokusuna ek olarak gogiis duvar altindaki kaslarin koltuk altina kadar

uzanan lenf nodlar ile birlikte alinmasidir (95).
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Tek lenf nodu ¢ikarimi

Lenf nodlarina yayilmis olan meme kanseri viicudun diger bolgelerine de
yayilabilir. Ameliyat esnasinda kanserli bolgeden lenf drenaji yapan lenf nodunun
hangisi oldugu belirlenerek o lenf nodu ¢ikarilir ve meme kanseri hiicrelerinin
varlig1 arastirilir. Eger c¢ikarilan lenf nodunda kanser bulunmamigsa, diger lenf
nodlarinda kanser bulunma olasiligt ¢cok az oldugu i¢in kalan lenf nodlarinin
cikarilmalar1 gerekmemektedir (95).
Birden fazla lenf nodu ¢cikarim

Eger kanserli bolgeden lenf drenaji yapan lenf nodunda kansere rastlanmissa,
koltuk altindaki lenf nodlarininda c¢ikarilmas1 gerekmektedir. Kanserin lenf
nodlarina yayilip yayilmadigmin anlasilmast uygulanacak tedavi seklinin

belirlenmesi acgisindan énemlidir (95).

1.2.5.2. Radyoterapi

Radyoterapide kanser hiicrelerini dldiirmek i¢in X-ray ler gibi yiiksek enerjili
isinlar kullanilmaktadir. Radyoterapi viicuda disaridan 1sin veren makinelerle veya
viicuda radyoaktif materyalin verilmesiyle yapilabilmektedir (brakiterapi) (95).

Disaridan viicuda 1sin verme seklindeki radyoterapi erken asama meme
kanserlerinde lumpektomi sonrasi uygulanmaktadir. Fakat bu terapi sekli daha

biiylik meme kanserlerinde mastektomi sonrasinda da 6nerilmektedir (95).

1.2.5.3. Kemoterapi

Kemoterapide kanser hiicrelerini 6ldiirmek icin ilaglar kullanilmaktadir. Eger
kanserin niiks etme olasiligi ya da viicudun diger bolgelerine yayilma olasiligi
yiiksekse kanserin niiks olasiligini azaltmak i¢in ameliyat sonrasi kemoterapi
onerilmekte ve bu tedavi sekli adjuvan sistemik kemoterapi olarak bilinmektedir.
Kemoterapi yine biiyiik tlimorlerde ameliyat dncesi tiimor boyutunu kii¢liltmek i¢in
de uygulanmaktadir ve neoadjuvan kemoterapi olarak adlandirilmaktadir. Viicudun
diger bolgelerine de yayilmis olan kanserlerde ise kanseri kontrol altina almak ve

semptomlar1 azaltmak i¢in kullanilmaktadir (95).
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1.2.5.4. Hormon Terapisi

Hormon terapisi, daha dogru bir tabirle hormon bloklama terapisi genellikle
hormonlara duyarli meme kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu sekilde
tedavi edilen kanserler bazen Ostrojen ya da progesteron reseptorii pozitif kanserler
olarak da adlandirilmaktadir. Hormon terapisi ameliyat sonrasinda ya da diger tedavi
yontemleri sonrasinda niiks ihtimalini azaltmak ic¢in kullanilabilir. Kanser eger
viicudun diger bolgelerine de yayilmissa kanseri kiiciiltmek ya da sinirlamak igin
yine hormon terapisi uygulanabilir. Hormon terapisinde farkli etki mekanizmasina
sahip ilaglar mevcuttur (95).

Kanser hiicrelerine tutunan hormonlar: bloklayan ilaclar

Bu grupta yer alan Tamoxifen segici dstrojen reseptdr modulatorii (SERM) olarak
adlandirilmaktadir. Bu grup ilaclar kanser hiicrelerini 6ldiirmek ya da tiimor
gelisimini yavaslatmak i¢in kanser hiicreleri iizerindeki Ostrojen reseptorlerine
tutunacak olan viicuttaki mevcut Ostrojeni bloke ederler. Tamoxifen hem
premenapozal hem de postmenapozal donemdeki kadinlarda kullanilabilir (95).
Menapoz sonrasi 6strojen yapimini durduran ilaglar

Aromataz inhibitorleri olarak da adlandirilan bu ilaglar viicuttaki androjenleri
Ostrojene doniistiiren aromataz enzimini bloke ederler. Bu ilaglar sadece
postmenapozal donemdeki kadinlarda etkilidir. Anastrozole (arimidex), letrozole
(femara) ve exemestane (aromasin) aromataz inhibitorleri olarak kullanilan etken
maddelerdir (95).

Yumurtahklardaki hormon yapimim ilaclarla ya da ameliyatla durdurmak

Premenapozal donemdeki kadinlarda, ameliyat ya da ilaglar yumurtaliklardaki

hormon yapimini durdurabilir (95).

1.2.5.5. Hedefe Odakh ilaglar

Hedefe odakli ilaglar kanser hiicrelerindeki spesifik bir anormalligi hedeflerler.

Bu tedavide kullanilan ilaglar ve etki mekanizmalr1 asagida siralanmistir (95).
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Trastuzumab (Herceptin)

Trastuzumab bazi meme kanseri hiicrelerinin biiylimesine ve hayatta kalmasina
yardimc1 olan HER2 adindaki bir proteini hedefler. Eger meme kanseri hiicrelerinde
fazla miktarda HER2 yapimi varsa trastuzumab bu proteini bloklayip kanser
hiicrelerinin 6lmesine saglayabilir (95) .

Bevacizumab (Avastin)

Bevacizumab kanser hiicreleri etrafinda yeni kan damarlarinin olusumunu
indiikleyen sinyalleri durdurmasi i¢in dizayn edilen bir ilagtir. Tiimdre oksijen ve
besin getiren yeni kan damarlarinin olusumu engellendiginde kanser hiicreleri Sliir.
Bevacizumab viicudun diger bolgelerine yayillan meme kanserleri i¢in uygun bir
tedavi segenegi olarak goriilmektedir (95).

Lapatinib (Tykerb)

Lapatinib de HER2 proteinini hedefler ve ileri asamadaki kanserlerin tedavisi i¢in

uygundur. Lapatinib trastuzumab kullanip kanseri ilerlemeye devam eden kadinlarda

ikinci bir segenek olarak goriilmektedir (95).

1.2.5.6. Klinik Denemeler

Klinik denemelerde, kanser tedavisinde yeni ve umut vaaden ilaglar
kullanilmaktadir. Bu ilaglarin kanser tedavisindeki kullanimlar1 ¢ok eskiye
dayanmadig1 i¢in mevcut kullanilan ilaglara tistiinliikleri ya da {istiin olmadiklar1 tam
olarak kanitlanmamistir. Meme kanseri tedavisindeki klinik denemeler arasinda
varolan ilaglarin yeni kombinasyonlari, meme kanserinin niiks etmesini 6nlemek
icin kemik yapimini artiric ilaglarin kullanimi ve memenin kii¢iik bir bolgesine kisa

stireli fakat yiiksek dozda radyasyon uygulamasi yer almaktadir. (95)

1.2.6. Coklu ila¢ Direnci, MDR1 Geni ve Meme Kanseri

Hiicrelerin cesitli molekiilleri sitoplazma disina tasiyan bir mekanizmaya sahip
oldugu on yillardan beri bilinmektedir. Yillar once farkedilen organik katyon
transportirlart bu mekanizmaya 6rnek verilebilir (96). Ila¢ direnci ise deneysel

olarak ilk kez fare 16semik hiicrelerinin 4-amino-N10-metil-pteroilglutamik asite
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kars1 diren¢ kazandiginin anlasilmasiyla 1950 yilinda tanimlanmistir (97). Bir tiir
ilacla tedavi edilen hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel olarak bir biri ile iliskisi
olmayan diger ilaglarin sitotoksik etkilerine karsi direng gelistirmesi seklinde
aciklanan ¢oklu ila¢ direnci siklikla MDRI1 geni ekspresyonu ile yani MDR1 geni
iiriinii p- glikoprotein ile iliskilendirilmektedir (98). 170 kD luk bir glikoprotein olan
P- glikoprotein varliginin bir ¢ok hiicre hattinda ila¢ direng¢ derecesi ile birliktelik
gosterdiginin anlasilmasini takiben hiicre membran transportirlar1 ya da pompalari
ile ila¢ diren¢ fenotipi arasindaki ilk spesifik birliktelik 1970 lerin ortalarinda
hemstir hiicre hatlarinda gosterilmistir (99). Bunu takip eden yillarda yine bir ¢ok
hiicre ¢esidinin colchicine, vinblastine, doxorubicin, vinca alkaloidlere ve
kemoterapide kullanilan ilaglar olan etoposide, paclitaxel ve diger kiiciik
molekiillere direncli oldugu bulunmustur (100).

P-glikoprotein ilk kez 1979 da saflastirilmistir (101). 1982 yilinda direncli hiicre
hatlarindan elde edilen DNA nin direncli olmayan hiicrelere aktarildiginda proteinin
ekspresyonu ile uyumlu sekilde onlarinda direng gelistirdiginin gosterilmesi ile p-
glikoproteinin ilag direncindeki rolii giiclii bir kanitla desteklenmistir (102). 1985 de
ise p-glikoproteini kodlayan MDR-1 geni klonlanmistir (103).

Meme kanserininde dahil oldugu bir ¢ok kanser tiiriiniin kemoterapdtik ilaglara
kars1 gelistirdigi direng, yani ¢oklu ilag¢ direnci ¢esitli kemoterapilerin basarisizlikla
sonuclanmasinin temel nedenidir ve ¢esitli kan kanserlerinin, meme, yumurtalik,
akciger ve gastrointestinal kanserlerin mevcut oldugu hastalar1 etkileyebilir.
Tiimorler genellikle bazilarinin ilaca duyarli bazilarinin direngli oldugu malignant
hiicrelerin  karisik populasyonlarindan olusmaktadir. Kemoterapi ilaca duyarl
hiicreleri oldiirtirken direncli olanlar1 6ldiiremez. Geriye kalan direncgli hiicreler
biliylimeye devam edecegi icin tedavi basarisizlikla sonuglanir.

Tedaviye diren¢ tiimor hiicre membranlarindaki kemoterapotik ilaglari hiicre
icinden disar1 atan molekiiler transportirlarin varlig: ile birliktelik gostermektedir.
Bu mekanizma tiimor hiicrelerinin niikleus ya da sitoplazma igindeki molekiiler
proseslerin ya da ilaglarin toksik etkilerinden korunmalarim1 saglar. Kanserde
kemorezistansa neden olan en bilinen transportirlardan biri ABC transportirlari

ailesine ait P — glikoproteindir (100).
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1.2.7. MDR1 geninin Meme kanseri ve diger hastaliklara yatkinhktaki rolii

P-gp/MDRI1 fonksiyonundaki baz1 degisiklikler, ¢esitli doku ve organlarin toksik
maddelere ve ksenobiyotiklere maruziyetini artiracagi icin P-gp fonksiyonunun
bozulmasmma yol acan MDRI genindeki degisikliklere sahip kisilerin bazi
hastaliklara yatkinliginin artacagi diisiiniilmektedir (104). Bu konuda yapilan
caligmalardan birinde MDR1 geninin yaygin haplotipleri ve iilseratif kolit hastalig
arasinda giiclii bir iliski saptanmistir. Buna ek olarak iilseratif kolitli kisilerde diigiik
intestinal P-gp ekspresyonuna yol agcan MDRI geni C3435T polimorfizmine
oldukca sik rastlanmistir (105).

Yine kan-beyin bariyerinde yer alan ve toksinleri elimine eden P-gp/MDRI in
fonksiyonundaki bozulmalarin bazi ndorolojik hastaliklarin gelismesine katkida
bulunabilecegi tahmin edilmektedir. Nitekim yapilan ¢alimalardan biri erken donem
parkinson hastalarinda, ge¢ donem parkinson hastalar1 ve kontrol grubuna kiyasla
C3435T polimorfizmi i¢in TT genotipini tagiyan bireylerin sayis1 oldukca yiiksek
bulunmustur (106). Bu konudaki diger bir ¢alismada ise erken donem Parkinson
hastalarinda saglikli bireylere oranla C3435T polimorfizmi i¢in TT genotipi siklig1
oldukga yiiksek bulunmus ve TT genotipinin kan-beyin bariyerinde diisiikk P-gp
ekspresyonuna yol actigi, bununda toksik maddelere maruziyetin artmasiyla
noronlarda hasara neden oldugu sonucuna vartlmistir (107,108).

Pediatrik grup Crohn’s hastaliginda MDR1 geni polimorfizmlerinin arastirildig:

bir ¢calismada, MDRI1 genindeki degisikliklerin ¢ocuklarda Crohn’ s hastaliginin
klinik fenotipini etkiledigi sonucuna varilmistir (109). Crohn’s hastaligi {izerine
yapilan bagka bir ¢calismada ise MDR1 geni C3435T polimorfizmi ile bu hastalia
yatkinlik arasinda bir iligki bulunamamaistir (105).
MDRI1 geni C3435T polimorfizmi ile yetiskin glioma hastaligina yatkinlik arasinda
baglant1 olup olmadiginin arastirildigi bir ¢alismada, bu polimorfizmin diger tip
gliomalarla iligkisi olmadigi, fakat erkeklerdeki glioblastoma gelisimi ile iligkili
oldugu sonucuna varilmistir (110).

Macar ¢ocuklarda akut lenfoblastik 16semi (ALL) yatkinligi ve MDR1 geni nadir
haplotipleri arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alismada bireysel polimorfizmlerin ve

sik rastlanan haplotiplerin ALL’ ye yatkinlikta etkisinin olmadigi, bununla birlikte
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C3435T polimorfizminin T allelini de igine alan nadir bir haplotipin artmis ALL
riski ile birliktelik gosterdigi rapor edilmisdir (111). Bagka bir ¢alismada ise yine bu
polimorfizm icin TT genotipini tasiyanlarin yliksek ALL riskine sahip olduklari,
buna ilaveten CC genotipine sahip olanlarin prognozlarinin daha koétii oldugu
yoniinde veriler elde edilmistir (112) .

Japon populasyonunda yapilan bir ¢alismada gastrik kanser riskinin C3435T
polimorfizmi i¢in TT genotipini tasiyanlarda daha diisiik oldugu rapor edilmistir
(113).

Tirk populasyonunda yapilan meme kanserinde MDR1 geni C3435T
polimorfizminin arastirildig1 bir ¢aligmada meme kanserli grupta C alleli sikliginin
saglikli gruba oranla anlamli sekilde diisiik oldugu bulunmus ve C allelinin meme
kanserine kars1 koruyucu etkisi oldugu diisiiniilmiistiir (114). iran populasyonunda
yapilan bir ¢alismada ise bu polimorfizm ile meme kanseri yatkinlig1 arasinda bir

birliktelik saptanmamustir (115).

1.2.8. Coklu ila¢ Direnci ve ABC Transportirlari

Coklu ila¢ direnci proteinleri, kanserde kemoterapiye diren¢ olusturan zar
proteinleri olarak kesfedilmistir. 1970’ lerin ortalarinda klinik onkologlar bazi
timorlerin kalitsal olarak tedaviye direngli bir yap1 gosterirken, digerlerinin tedavi
boyunca normalde oldukca etkili bazi kemoterapétik ajanlara karst direng
gelistirdiginin farkina varmislardir. Buna ilaveten tiimor tek bir kemoterap6tik ajana
diren¢ gelistirdiginde bir¢ok durumda bunun ¢oklu ila¢ direnci ile sonuglanmakta
oldugu anlagilmigtir. Son otuz yilda biyokimyagerler, molekiiler biyologlar ve hiicre
biyologlar1 bu fenomenin kanser hiicrelerinden sitotoksik ajanlar1 aktif olarak disari
pompalayan plazma zar pompalarinin ekspresyonundan kaynaklandigini acgikga
ortaya koymuslardir. Bu yiizden plazma zar pompalarinin ekspresyonundaki artig
ve/veya direngli kanser hiicrelerinin segilimi bu zar transportirlarinin birgok
substratinida i¢ine alan ¢oklu ilag¢ direnci ile sonu¢lanmaktadir.

Coklu ilag direnci proteinleri memelilerden prokaryotlara kadar tiim

organizmalarda bulunan ATP binding cassette (ABC) ailesine aittir. ABC
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transportirlart  biiylik, zar bagimli proteinler olup zar1 kapsayan kisimlar ve
sitoplazmik ATP baglanma kisimlar1 gibi karakteristik bolgelerden olugsmaktadirlar.
Insanlarda ii¢ ana tip ¢oklu ilag direnci proteini bulunmaktadir. Bunlar arasinda
ABCB (ABCB1/MDR1/P-glikoprotein), ABCC (ABCC1/MRP1, ABCC2/MRP2,
ABCC3-6, ve ABCC10-11), ve ABCG (ABCG2/MXR/BCRP) sayilabilir. ABC
transportirlarinin filogenetrik agaci Sekil 1.6’te gosterilmistir (116).

3 MRP1
| (ABCC1)

G

6

— G5

Pgp/MDR1
(ABCB1)

MXR/BCRP
(ABCG2)

B11

Sekil 1.6. ABC Transportirlarinin Filogenetik Agact (Kalin ¢izgilerin ucunda
gosterilenler kanser coklu ilag direncinde rolii oldugu kesin olarak bilinen ABC
transportirlari)

Birgok deneysel ve klinik ¢alisma bu pompalarin ¢ok sayida ilag substratini
taniyabildigini ortaya koymustur. Bu pompalarin tanidig1 substratlar, her ne kadar
hidrofobik yapida olsalar da bu pompalar amfipatik anyon ve katyonlar1 da hiicre
disina ¢ikarabilmektedirler. ABCC1 ve ABCG2 aileleri hem hidrofobik ilaglar1 hem
de ila¢ konjugatlar1 gibi biiylik anyonik bilesenleri taniyip pompalayabilirken,
MDRI1 tercihen hidrofobik molekiilleri pompalayabilir. Iste bu ii¢ ana MDR-ABC
transportir ailesinin bir¢ok farkli substrati tantyarak bunlart hiicre disina ¢ikarmasi
kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag¢ direnci gelismesine neden olmaktadir. MDR-ABC
transportirlarinin fizyolojik rolleri canli hiicreleri ve organizmalar1 enerji kullanarak
toksik ajanlara karsi korumaktir. Yani bu transportirlar kompleks hiicre savunma

mekanizmalariin pargalaridirlar (117).
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1.2.8.1. ABC Transportirlarinin Genel Yapilari

ABC proteinleri dizilenen her genomda bulunan ve ¢esitli organizmalarda 30 ile
100 arasinda iiyesi olan genis bir ailedir (117). ABC proteinleri adini1 200-250 amino
asit iinitesinden olusan ve ATP ye baglanarak onu hidrolize eden ABC bolgesinden
almaktadir (118). ABC bolgesi (niikleotid baglanma bdlgesi (NBD) olarak da
adlandirilir) NH2 den COOH wucuna dogru ¢esitli dizi motifleri muhafaza eder.
Bunlar A loop, glisince zengin olan Walker A (P loop), glutamin barindiran Q loop,
ABC ailesine spesifik ABC signature motifi (LSGGQ) (C loop seklinde de
adlandirilir), Walker B motifi, D-loop ve histidin barindiran His-switch (H-loop
olarak da adlandirilir) dir. Walker A ve Walker B motifi tiim ATP kullanan
proteinlerde bulunurken ABC signature motifi sadece ABC proteinlerinde
bulundugu i¢in ABC proteinleri i¢in ayirt edici motiftir (119, 120).

ABC proteinleri ayn1 zamanda transmembran domeynlerden (TMD) olusur ki bu
domeynler ¢ogu zaman membranin bir yanindan diger yanina uzanan 6 halkadan
olusmaktadir. Cogu prokaryotlarda ABC ve transmembran domeynleri genelde ayni
operon i¢indeki farkli genler tarafindan kodlanirken, bazi durumlarda tek bir gen
ABC fnitesine bitisik TMD icermektedir. Bakterilerde bu proteinler ya dnemli
komponentlerin hiicre i¢ine alinmasindan, ya da bazi materyalleri hiicreden veya
membranin dig yiiziine gomiilii lipitlerden disar1 ¢ikarilmasindan sorumludurlar.
Okaryotlardaki aktif ABC transportirlarinin gogu molekiilleri sitozolden hiicre disina
veya endoplazmik retikulum, peroksizom gibi hiicre organellerine tagimaktadirlar
(117).

Tim MDR-ABC transportirlarinda tasimnacak olan substratla iligkiye giren
bolgeler TMD’ lerin i¢inde yer almaktadir. Tasinacak olan substratla kompleks
reaksiyonun gerceklesmesini saglayabilmek i¢in 12 adet membrani boydan boya
gecen halka gerekmektedir. Kavramsal olarak hiicre igine yiiksek affinite gosteren
ve buraya bagli olan taginacak substratlar diisiik affinite gosterdikleri hiicre digina
atilirlar. Buna ragmen son zamanlarda yapilan yapisal ¢alismalarin hepst MDR-ABC
proteinlerinin transmembran bolgesi i¢inde oldukca biiyiik ilaclar1 baglayan bir
paket oldugunu gostermistir (121-124). Substrat baglayan bolge olan TMD ve

katalitik bolge olan ABC iiniteleri arasinda molekiil i¢i sinyalleri tasiyan molekiiler
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baglayicilar heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. MDR/ABC transportirlarinin
temel katalitik ve aktif transport Ozelliklerini ortaya koyan, bu molekiiliin
ekspresyonunu ve bu isi yaparkenki izolasyon/yeniden yapilanma sistemlerini
aragtiran bir¢ok calisma bulunmaktadir. Buna ragmen tam baglanma bdlgesini ve
transport prosesinin termodinamigini ve enerjik degisimleri tahmin etmek oldukga
zordur. Tasiman molekiillerin ¢ogu zarlar icinde korunan hidrofobik molekiillerdir.
Bu substratlar hem sitoplazmada hemde ekstraseliiler sivi fazinda minimum

cozlintirliige sahiptirler (117).

1.2.8.2. insan MDR-ABC Transportirlarinin Bilesimi ve Membran Topolojisi

Genel goriise gore tiim fonksiyonel aktif ABC transportirlart minimum 2 ABC
iinitesi ve 2 TMD f{initesi igermektedir. Genelde bu dort element tek polipeptid
zincirinde mevcuttur ve MDR1/Pgp/ABCBI1 proteinleri gibi ful transportirlar olarak
adlandirilmaktadir. Buna karsin half transportirlar 6rnegin ABCG ailesinin iiyeleri
tek bir ABC ve tek bir TMD f{initesine sahiptir. Half transportirlarin fonksiyonel bir
ABC transportirt olusturmak icin homodimerler ya da heterodimerler olarak
sekillenmeleri gerekmektedir. ABC transpotirlarinin membran topolojisi Sekil 1.7

‘da verilmistir (116).

Hiicre Ici

MDR1

MRP1

ABCG2
(MXR/BCRP) L)L

Sekil 1.7. ABC Transportirlarinin Membran Topolojisi
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Insan genomu 48 baz1 kaynaklara gére 49 ABC proteini kodlamaktadir. Bunlarin
aminoasit dizisi bu proteinlerin A’dan G’ye 7 alt grupta toplanabilecegini ortaya
koymustur.

ABC (ATP-binding cassette) Tastyici Siiperailesi:

e ABCB-----ABCBI1: MDR1
e ABCC-----MRP ailesi, CFTR

e ABCD
e ABCE
e ABCF

e ABCG----ABCG2:BCRP

Bireysel tiyeler karilastirildiginda ATP {initelerinin dizi 6zglinliik/benzerliginin
TMD fiinitelerininkinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Buna ragmen her bir alt
iinite tipik ve farkli membran topolojileri ile karakterizedir.

Kisaca ABCA alt ailesinin iiyeleri domeyn diizenlenmesi TMD1-ABC1-TMD2-
ABC2 olan ful transportirlardir. Bu ailedeki TMD’ler bir ¢ok glikolizasyon bolgeli
olduk¢a biiyiik ilmekler igerir. ABCB alt ailesi domeyn diizeni TMD1-ABCI-
TMD2-ABC?2 seklinde olan (MDR1/Pgp/ABCB’yi igeren) 3 ful transportirdan ve 7
TMD-ABC tip half transportirdan olusur (117). ABCC alt ailesinin 12 {iyesinin
membran topolojisi bir NH2 terminal uzama bolgesi igerir (125). ABCD alt ailesi
domeyn diizenlenmesi TMD-ABC seklinde olan 4 half transportir igerir. ABCE ve
ABCF ailesinin iiyeleri membran transport prosesinde yer almazlar ve
transmembran domeynleri yoktur. ABCG alt ailesindeki 5 half transportir ters

domeyn diizenlenmesi (ABC-TMD) gosterir (117).
1.2.8.3. ABC Transportirlarindaki Islemin Molekiiler Mekanizmasi
ABC Katlanmasi

ABC transportirlarindaki islemin molekiiler mekanizmasimin anlagilmasi igin

sadece bakteri ABC transportirlari iizerinde yapilan yiiksek rezoliisyonlu ¢alismalar
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mevcuttur. Bu ylizden insan ABC proteinlerindeki transport mekanizmasi bu datalar
ve modellere dayali olarak tartisilmaktadir (117). Bazi bakteriyel ABC
proteinlerinde ABC tiniteleri ayr1 proteinler olarak eksprese edilirler ve ilk yapisal
bilgiler bdyle sistemlerden elde edilmistir. ABC {initesinin ilk kez yapisal olarak
yiiksek rezoliisyonda aydinlatilmasi 1998’de  RbsA ve HisP de yapilmistir
(126,127). HisP yapis1 1.5 AO ‘luk rezoliisyonla ¢oziimlenmistir ve tipik L sekilli
(iki loblu) ABC katlanmasina sahip ABC monomerini temsil eder. O zamandan beri
bir cok ABC iinitesinin yapisi aydinlatilmistir (117).

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen verilerle ABC domeyninin 6zel bir katlanmaya
sahip oldugu anlagilmaktadir. Ciinkii sadece ABC-ATP az’larda ikincil yapisal
elementlerin tiim karakteristikleri 6zel bir sekilde bir araya gelmektedir. ABC yapist
3 alt domeyne boliinebilir. F1 — tip ATP binding kor, 5 adet paralel ve 1 tane
antiparalel  levhasindan olusmaktadir. Bu alt domeyn walker A motifi (P-loop), Q
loop (y fosfat baglayici ), walker B motif ve his-switch igermektedir. ABC spesifik
o- alt domeyn 4 o heliksinden olugmakta ve aile spesifik ABC signature (LSGGQ)
motifini icerirken antiparalel [ alt domeyni riboz/adenin uyumu ve etkilesiminden
sorumlu elementleri icermektedir. F1-tip kor ve ABC spesifik 3 alt domeyni genis
lobu olustururken (L sekilli yapinin uzun kolunu), o- alt domeyni daha kii¢iik
lobunu (L sekilli yapmin kisa kolu) olusturmaktadir. ATP/Mg™ ile bagh HlyB-
NBD dimerinin kristal yapis1 Sekil. 1.8 ‘de verilmektedir (128).

Sekil 1.8. ATP/Mg " ile bagli HlyB-NBD dimerinin kristal yapisi
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ABC finitesinin yapisiyla ilgili ilk calismalar ABC iinitesinin 4 monomerden
olustugunu ortaya koymaktadir ve bu ¢aligmalar 1518inda bilim adamlar1 iki ABC
initesinin sirt sirta geldigi bir dimer yapisi 6nermistir (127). Fakat bu yapt iki
monomerin etkilesiminde enerji acisindan sakincali bir durum olusturmaktadir.
Ciinkii iki katalitik bolgenin yan yana geldigi durumda aktif bolgelerin
fonksiyonlarimin diizenlenmesi olduk¢a zordur. Fakat iki fonksiyonel ABC alt
iinitesinin bas-kuyruk yerlesimi ile dimerize oldugu ve bu sekilde etkilestikleri
model simdiye kadar yapilan ¢alismalarla oldukga ikna edici sekilde dogrulanmistir.
Bu yapida iki ABC domeyni karsilikli iki katalitik merkez olusturacak sekilde
birbirlerinin aktif bdlgelerini tamamlamaktadirlar. Karsilikli her bir katalitik
bolgenin yerlesiminde bir alt {initenin walker A dizisi ile karsi alt {initenin ABC
signature motifi yer almakta ve bu motiflerin direkt olarak ATP baglanmasi ve
hidrolizinde yer aldig1 bilinmektedir. Bu yap1 ilk olarak Rad50cd (bir
nontransportirbakteriyel ABC-ATP az) da tanimlanmis ve daha sonra benzer yapi
bakteriyel transportirlarin ABC yapisinda da bulunmustur (128-132).

ATP Baglanmasi ve Hidrolizinin Molekiiler Mekanizmasi

Calismalardan elde edilen veriler dogrultusunda modellenen ABC yapisina baglh
olarak ABC transportirlar1 tarafindan yapilan ATP hidrolizi i¢cin  molekiiler
mekanizma One siirlilmiistiir. Bu mekanizmaya gore bir ATP baglanmasi boyunca 1.
ABC iinitesindeki walker A segmentinin rezidiileri ATP’nin {i¢ fosfat grubunu
koordine ederken, adenin halkast komsu biiyiik hacimli rezidii ile etkilesime
girmektedir. Ayn1 ABC {initesinde Q loop ve walker B glutamat doniisiimlii olarak
ATP hidrolizinde yer alan su molekiilii ile etkilesime girerler. Tkinci ABC iinitesinde
de signature bolgesinin rezidiileri yine fosfat gruplari ve ATP’nin riboz kisminin
koordinasyonunda yer alirken, ek bir alanin katalitik su molekiilii ile etkilesime
girmektedir. ATP hidrolizi boyunca bazi mindr intramolekiiler degisimlerle birlikte
pre hidrolitik durumdan Mg-ADP bagli post hidrolitik duruma gecilmektedir. Q loop
ve signature bolgesi biiyiikk hareketler, yerdegismeler sergilemekte ve signature
segmentinin (LSGGQ) hareketi ABC spesifik o alt domeynin rotasyonu ile
saglanmaktadir. Signature motif ve y fosfat arasindaki etkilesim ise niikleotid
sandvi¢c dimerine ek isbirlikci stabilizasyon saglamaktadir. ATP’nin y fosfat’la

birlikte ABC {initelerinden birinin walker A, walker B motifi ve Q loop’lari ile kars1
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ABC iinitesinin LSGGQ signature motifi arasinda birlesme saglayan molekiiler bir
yapistirict olduklar1 diisiintilebilir. Hidrolizden sonra ADP walker A motifine bagl
kalirken ayrilan fosfat anyonlari signature bolgesine bagli kalmaktadir (133,134).
ABC Uniteleri ve TMD ler Arasindaki Haberlesme

Cesitli ABC-ABC dimerlerinin yiiksek rezoliisyonlu yapilart ABC ve TMD
iiniteleri arasindaki substrat baglama bdlgesinden katalitik bolgeye sinyal iletimini
saglayan etkilesimin yapisal temeli hakkindaki bazi sorular1 yanitlayamamaistir. Ayni
zamanda ATP baglanmasi ve hidrolizinin membranlar arasi transportta nasil gii¢
cikist olarak is gordiigide bilinmemektedir. Buna ek olarak ayr1 ABC-ABC
dimerlerinde ~ molekiiler  etkilesimler =~ TMD  initelerinin  varligindan
etkilenmemektedir ve burdan ABC {initelerinin ful transport komplekslerinde yer
alan ABC finitelerinden daha bagimsiz olmaktan hoslandiklar1 sonucuna varilabilir
(117). Okaryot ABC transportirlarinda sadece diisiik rezoliisyonlu c¢alismalar
ornegin image analizi ile kombine edilmis tek partikiillerin elektron mikroskobisi ya
da MDR1/Pgp’nin kristallerinin iki boyutlu elektron mikroskobisi mevcuttur. Tipik
olarak bu yapilarin rezoliisyonu biiyilk konformasyonel degisikliklerin ve biiyiik
yapisal elementlerin birbirine gore pozisyonunun saptanmasina izin veren 12-25 A°
‘dur (135-137).

Tim bu calismalar TMD’ler ve ABC iiniteleri arasinda koprii gorevi goren
intraseliiler domeynlerin (ICD)  varligindan bahsetmektedir. ICD ler TMD
heliksleri ve ABC heliksleri arasindaki intraseliiler ilmeklerin elementlerinden
sekillenen oldukca yiiklii, protein kinaz C tarafindan birka¢ bolgeden fosforillenmis
yapilardir ve ii¢ alt domeynden olusurlar (104,117).

[k yayinlanan ful MsbA yapisinda TM heliksleri intraseliiler bdlgeden genis bir
ac1g1 olan koni seklinde bir odacik olusturur (138). Bunun aksine ADP, vanadate ve
bir tasmnmis ligand varliginda MsbA’nin yapist periplazmik yonde acilma,
intraseliiler yiizde ise odacigin kapanmasina sebep olacak sekilde TMD’lerin
rotasyon ve Oteleme hareketi yaptigini gostermektedir (139). Ancak bu temel
molekiiler hareketlerin gergekten molekiiler mekanizmanin bir pargast mi oldugu
yoksa kristalizasyon yan iirlinlerimi oldugu halen cevaplanmamig bir sorudur. Bu
sekil insan transportirlart i¢in mevcut diisiik rezoliisyonlu yapilar ve bakteriyel

transportirlardan elde edilen atomik rezoliisyon bilgileri temel alinarak
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hazirlanmistir. Insan MDR1/Pgp nin niikleotid bagli uzay doldurulmus modeli Sekil
1.9 ‘de verilmektedir(140).

Sekil 1.9. insan MDR1/Pgp nin niikleotid bagl uzay doldurulmus modeli

1.2.8.4. ABCBI1 (P- glikoprotein, MDR1) insan MDR-ABC transportiri

ABCBI1 (MDR1) 11 transportir1 olan ABCB alt ailesinin bir iiyesidir. ABCBI1
geni 7q21°de lokalizedir ve 1280 aminoasidi kodlayan 28 ekzondan
olugmaktadir.Total uzunlugu 209 kb olup, bir kor promotor bolge icermekte ve 4,5
kb lik bir mRNA sentezlemektedir (117, 141,142). Kodlayan bdlge toplam genin %
5 inden azdir (143). Birincil dizinin analizi transmembran domeynlerin, ATP
binding kasetlerinin ve proteinin iki homolog kismini birbirine baglayan baglanma
bolgesinin tekrar dizilerini ortaya koymustur. Bu iki kisim yalanci ¢ift katlanmali
simetrisi olan tek bir transportir halinde sekillenmistir. Bu yapinin transmembran
heliksleri substrat yer degisimi i¢in bir por, niikleotid binding kasetler ise ATP
hidrolizini gerceklestiren ve baglanma enerjisini toplayan kisim olarak
tanimlanmaktadir.

MDRI1/Pgp’ nin fonksiyonunu tanimlayan modeller biyokimyasal deneyler,
mutagenez caligsmalari, diisiik rezoliisyonlu yapi calismalar1 ve diger ¢esitli ABC

transportirlarinin atomik seviyedeki yap1 ¢calismalarina dayanmaktadir (117).
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MDR1/Pgp’nin membran topolojisi epitop insersiyon deneyleriyle izah edilmistir
ve bu deneyler proteinin her iki TMD iinitesinin altt transmembran heliksten
olustugu orijinal topoloji modelini tamamen desteklemektedir (143-146). Proteinin
iki yarisin1 baglayan baglama bolgesi iki alt tinitenin etkilesimini saglamakta dnemli
gorev lstlenmektedir. Molekiiliin genel sekli diisiik rezoliisyonlu tekniklerle ortaya
koyulmustur. Kriyoelektron mikroskobu goriintiileri (yaklasik 8 A° rezoliisyonda)
transmembran domeynlerin membran diizleminde huni seklinde bir oda olarak
sekillendigini digtindiirmektedir (147). Oda ektraseliiler kompartimana dogru agik
intraseliiler ucunda ise kapali gibi goriinmektedir. ki adet NBD ise iki katalitik
bolge arasindaki etkilesimi saglayacak sekilde birbirine olduk¢a yakin ve
intraseliiler olarak yerlesmistir (147).

Mutagenez ve fotoisaretleme caligmalarinin bolluguna ragmen transportirlarin
yapisal temelindeki karigiklik hala aydinlatilamamistir. Yogun sekilde 5., 6., 11. ve
12. transmembran domeyndeki substrat spesifitesini etkileyen mutasyonlar
tanimlanmistir. Bu mutasyonlar ayni zamanda molekiiliin kalan kismlarinda da
bulunabilir ki bu kisimlar ATP binding domeynin inntraseliiler ilmeklerini de
igerebilir (117).

P- glikoproteinin Fizyolojik Rolii

P- glikoproteinin Fizyolojik Rolii her ne kadar tam olarak anlasilamasa da
potansiyel toksik maddelerin ve metabolitlerin intraseliiler birikimini O6nledigi
diisiiniilmektedir (148). Insanlarda p- glikoprotein adrenal bezde yiiksek seviyede,
meme, mide, kolon, jejunum, rectum, karaciger, bobrek ve plasentada orta seviyede
testis, beyin, kemik iligi ve kalpte diisiik seviyede eksprese edilmektedir. Beyinin
kapiller endoteliyal hiicrelerinde, testislerde ve plasentadaki ekspresyonu beyini,
gonadlar ve fetiisii toksik materyallere kars1 korumak i¢in bariyer gorevi gordiigiinii
diisiindiirmektedir. P- glikoproteinin genis doku dagilimi onun normal hiicresel
metabolizmada 6nemli bir rol listlendigine isaret etmektedir (149).

MDR1 geni polimorfizmleri ve P-glikoprotein

MDRI1 geni polimorfik bir gendir ve farkli etnik gruplarda simdiye kadar bir ¢cok
mutasyon saptanmistir (104). MDR1 genindeki ilk sistematik tarama 2000 yilinda
yapilmistir. Bu ¢alismada MDR1 geninin 28 ekzonu ve promotirt taranmis, 15 SNP
tespit edilmis ve 26. ekzonda yer alan C3435T polimorfizmi ile MDR1 ekspresyon
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seviyeleri ve p-gp fonksiyonu arasinda iligki saptanmistir (150). MDRI1 geninin
sekanslanmasiyla 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada bu polimorfizmlerden baska 2
tanesi ekzon bdlgelerinde yer alan ve amino asit degisikligine yol agmayan 9
polimorfizm daha tespit edilmistir (151). Son raporlardan birinde ise MDR1 genine ait
105 den fazla varyant bildirilmistir (152). MDRI1 genindeki polimorfizmler, yer
aldiklar1 ekzonlar, amino asit pozisyonlari, olusturduklar1 amino asit degisimleri ve
fonksiyonlar1 Tablo 1.8 de, MDR1’ in snp ler tarafindan etkilenmis amino asitlerini
gosteren hipotetik iki boyutlu insan P-gp/MDRI1’ 1 ise Sekil 1.10. da yer almaktadir
(153).

Matif dodaii ‘E

Alesp  (A) 401 "-._' ‘_*f E _-f
Walker & (WA) 427-435 1070-1078 ° "‘ . i 2 N |
aor @ | e | wmsmn ® Fosforilasyon Bolgesi 1280
Signature {S) 431502 11761187 "r Glikolizasvon Bolgesi
=t rmy s L @ Cesitli motifleri kodlayan Amino asitler

D-lnop () §58-562 1204-1207 . - -

Wioop () | sws | 1meia SNP pozisyonlari

Sinonim SNP

Sekil 1.10. MDRI1’ in snp ler tarafindan etkilenmis amino asitlerini gosteren
hipotetik iki boyutlu insan P-gp/MDR1’ i .

Her daire bir amino asit rezidiistinii temsil etmektedir. Kirmizi daireler SNP ler
tarafindan etkilenen amino asitleri gostermektedir. Sinonim SNP ler tarafindan
etkilenen amino asit rezidiileri iliggen isaretli olarak gosterilmektedir. MDR1
haplotip snp leri (G412, A893 ve I11145) daire i¢ine almmistir.  ABC
domeynlerindeki motifleri kodlayan bolgeler Sekil 1.10’da yer alan tabloda

verilmektedir.
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Tablo 1.8. MDRI genindeki polimorfizmler, yer aldiklart ekzonlar, mRNA
pozisyonlari, yabanil ve varyant alelleri, amino asit pozisyonlari, olusturduklari ami
no asit degisimleri ve fonksiyonlari

Exon | mRNA | Yabanil | Varyant | Amino asit | Amino asit | Amino asit | Fonksiyonu
No | bolgesi Alel Alel pozisyonu residue degisimi
1 -129 T C UT UT UT Kodlamayan
2 43 A G 15 Asn Asp Yanlis anlaml
2 49 T C 17 Phe Leu Yanlis anlamli
2 61 A G 21 Asn Asp Yanlig anlaml
3 131 A G 44 Asn Ser Yanlis anlaml
4 240 C A 80 Ala Gly Yanlig anlaml
4 267 T C 89 Met Thr Yanlig anlaml
5 307 T C 103 Phe Leu Yanlis anlamli
7 548 A G 183 Asn Ser Yanlis anlaml
8 729 A G 243 Glu Glu Sinonim
8 738 G A 246 Ala Ala Sinonim
8 782 A G 261 Ile Val Yanlis anlaml
11 1199 G A 400 Ser Asn Yanlis anlamli
12 1236 C T 412 Gly Gly Sinonim
12 1308 A G 436 Thr Thr Sinonim
13 1474 C T 492 Arg Cys Yanlig anlaml
14 1617 C T 539 Ile Ile Sinonim
14 1662 G C 554 Leu Leu Sinonim
14 1696 G A 566 Gly Lys Yanlis anlamh
15 1777 C T 593 Arg Cys Yanlig anlaml
15 1794 C T 598 Ile Ile Sinonim
15 1795 G A 599 Aa Thr Yanlis anlaml
16 1985 T G 662 Leu Arg Yanlig anlaml
16 2005 C T 669 Arg Cys Yanlis anlaml
20 2401 G A 801 Val Met Yanlis anlamli
21 2485 A G 829 Ile Val Yanlis anlaml
21 2505 A G 835 Val Val Sinonim
21 2506 A G 836 Ile Val Yanlis anlamli
21 2587 A G 849 Ile Met Yanlis anlaml
21 2650 C T 884 Leu Leu Sinonim
21 2677 G T 893 Ala Ser Yanlis anlaml
21 2677 G A 893 Ala Thr Yanlis anlamli
24 2956 A G 986 Met Val Yanlis anlamli
24 2995 G A 999 Ala Thr Yanlis anlaml
24 3084 G A 1028 Pro Pro Sinonim
25 3151 C G 1051 Pro Ala Yanlis anlaml
26 3200 A C 1107 Gln Pro Yanlis anlamli
26 3322 T C 1108 Trp Arg Yanlig anlaml
26 3396 C T 1132 Ala Ala Sinonim
26 3421 T A 1141 Ser Thr Yanlis anlamli
26 3435 C T 1145 Ile Tle Sinonim
28 3747 C G 1249 Gly Gly Sinonim
28 3751 G A 1251 Val Ile Yanlis anlaml
28 3767 C A 1256 Thr Lys Yanlig anlaml
28 4282 T C uUT uT uT Kodlamayan
28 4350 A T uT UT UT Kodlamayan
28 4407 G A uUT uT uT Kodlamayan
28 4454 A G UT UT UT Kodlamayan
28 4513 A C uT uT uT Kodlamayan
28 4577 G A uUT uUT uUT Kodlamayan
28 4823 T C uUT UT UT Kodlamayan
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1.2.8.5. MDR1 geni polimorfizleri ve cesitli populasyonlardaki dagilim

Farkli etnik gruplarda MDRI1 geni polimorfizmlerinin allelik sikliklar1 oldukga
fazla cesitlilik gostermektedir ve G2677T/A ve C3435T polimorfizmlerine diger
polimorfizmlere oranla daha siklikla rastlanmaktadir. G2677T polimorfizmi ile
yapilan bir ¢aligmada T alleli sikliginin Afrika kdkenli Amerika’ lilarda %10, beyaz
irkta %42-46, Meksika kokenli Amerika’ lilarda %40, Asya kokenli Amerika’
lilarda %45 oldugu tespit edilmistir (141).

Slovak populasyonunda yapilan bir ¢alismada C1236T, G2677T, G2677A ve
C3435T polimorfizm sikliklar1 sirasiyla %42,5, %43,5, %2, %44,5 olarak
bulunmug ve en yaygin haplotipin %42,2 ile 1236C — 2677G — 3435C haplotipi
oldugu rapor edilmistir (154).

Cin populasyonu ve alt gruplar1 arasinda C3435T polimorfizm sikliklarinin
arastirlldigr calismada C allel sikligit Hong Kong’ daki Han Cin’ lilerde % 66,8,
Lahu’ da % 45,7, Wa’ da ise % 54,5 siklikta bulunmustur (155).

Sibiryali’larda ve Asya populasyonunda yapilan bir ¢alismada Rus’lar, Kuzey
Kirgizistan’lilar ve Tuvinian’lar arasinda MDRI1 geni varyantlarinin  6nemli
farkliliklar gosterdigi rapor edilmektedir (156).

C3435T polimorfizmi allel sikliklarinin Bati Afrika’lilarda, beyaz irkta, Afrika
kokenli Amerika’lilarda ve Japon populasyonunda arastirildigi g¢aligmada CC
genotipi Bati Afrika’lilarda ve Afrika kokenli Amerika’lilarda diger
populasyonlara kiyasla sirasiyla % 83 ve % 62 oranlariyla daha yiiksek bulunmustur
(157).

Tiirk populasyonunda T1236C polimorfizm sikliklarinin arastirildigi calismada C
allel siklig1 % 45,5, T allel siklig1 ise % 54,5 olarak tespit edilmis ve bu dagilimin
Cek, Polonya, Portekiz, Rus, Malezya ve Japon populasyonu ile benzerlik
gosterirken, Fransiz, Alman, Cin ve Hint populasyonu ile farklilik gosterdigi rapor

edilmistir (158).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1 Deney Kurgusu

Tez caligmalar1 sirasinda uygulanan yontemlerin akis semast sekil 2.1." deki
gibidir.

HASTA VE KONTROL GRUPLARININ BELIRLENMES]

A

HASTA VE KONTROL GRUPLARINDAN
EANLABTN ATTNMAST

)

EANLARDAN DNA ELDESI

)

HEDFF BOLGELERIN PCR ILE COGALTILMASI

V

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ{

\

ENZIM KESDMI

)

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ

\

DEGERLENDIRME

Sekil 2.1. Uygulanan Yontemlerin Akis Semasi
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2.1.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi ve Kanlarin Alinmasi

Bu calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji Anabilim Dalinda
meme kanseri tanist konulmus 35 hasta ve ileri yaglarda ortaya ¢ikabilen meme
kanseri vakalarini ekarte etmek icin 50 yas {isti meme kanseri tanist almamis 20
saglikli kadindan olusan kontrol grubu dahil edildi. Calisma i¢in uygun bulunan
kisilere etik kurulca onay verilen hasta ve kontrol grubu i¢in hazirlanmis onam
formlart verilerek calisma anlatildi ve goniilli bireylerden c¢alisma grubu
olusturuldu. Hasta ve kontrol grubuna ait gerkli bilgiler daha dnceden hazirlanmis
olan formlara her hasta i¢in poliklinik doktorlar1 tarafindan girilerek kayit edildi ve
hastalardan EDTA i tiiplere 4cc kan alindi. Alinan kanlar DNA izolasyonu yapilana
kadar +4 C° de muhafaza edildi.

2.1.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzeme, Tamponlar ve Cihazlar

2.1.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

1. DNA izolasyon Kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche))
¢ Binding Buffer
e Proteinaz K
¢ Inhibitor Removel Buffer
e Wash Buffer
¢ Elution Buffer
e Collection Tiipler

e Filtreli Tiipler

Izopropanol ( Sigma)

Distile Su

Otomatik Pipet Seti (1-10 pl, 10-100 pl ve 200- 1000 Epphendorf)
Steril 10° luk, 200’ liik ve 1000’ lik uglar

1.5 mI’lik Eppendorf tiipleri (Axygen)

A T o

Eppendorf tiipliikler
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8. Santrifiyj (Heraeus — Biofuge pico)

9. Vortex

10. Su Banyosu (Niive BM402)Balik

11. Steril Eldiven

12. Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

13. Hassas terazi (Sartorius)

2.1.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR ) ve Enzim Kesimi

Thermal Cycler (Applied Biosystems 2720)

Taq DNA Polimeraz (Bio basic inc.) (100U / 20 pl)
dNTP ( Deoksiriboniikleotitler) (Bio basic inc.) (10mM)
10 X Tsg Reaction Buffer (Bio basic inc.) (1,5 ml)
MgSO, (Bio basic inc.) (1,5 ml, 20 mM)

Steril Distile Su

N kR

Primer Dizileri ve Kullanilan Restriksiyon Enzimleri

G2677T polimorfizmi icin primer dizileri ve restriksiyon enzimi:

Forward: 5° TACCCATCATTGCAATAGCAG 3’ (Bio basic inc.) pg: 153.6
nmol: 24.1

Reverse: 5° TTTAGTTTGACTCACCTTTCTAG 3’ (Bio basic inc.) pg: 168.7
nmol: 24.2

Restriksiyon enzimi: Xbal (Takara)

10 X M Buffer (Takara)

BSA (% 0.1 lik) (Takara)



44

C3435T polimorfizmi icin primer dizileri ve restriksiyon enzimi:

Forward: 5° TTGATGGCAAAGAAATAAAGC 3° (Bio basic inc.) pg: 138
nmol: 21.2

Reverse: 5° CTTACATTAGGCAGTGACTCG 3° (Bio basic inc.) pg: 158.6
nmol: 24.7

Restriksiyon enzimi: Mbol (Takara)

10 X K Buffer (Takara)

T1236C polimorfizmi icin primer dizileri ve restriksiyon enzimi:

Forward: 5> TTTTTCTCACGGTCCTGGTAG 3’ (Bio basic inc.) pg: 173.3
nmol: 27.1

Reverse: 5° CATCCCCTCTGTGGGGTCATA 3° (Bio basic inc.) pg: 169.5
nmol: 26.6

Restriksiyon enzimi: Haelll (Takara)

10 X M Buffer (Takara)

A2956G polimorfizmi icin primer dizileri ve restriksiyon enzimi:

Forward: 5° TTGTGTTTGTGCTTTCCAGAG 3’ (Bio basic inc.) pg: 169.6
nmol: 26.3

Reverse: 5° TTAGGCCTTCCGTGCTGTAGC 3’ (Bio basic inc.) pg: 172.3
nmol: 26.9

Restriksiyon enzimi: Ncol (Takara)

10 X K Buffer (Takara)

BSA (% 0.1 lik) (Takara)
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8. 0.2 ml lik tiipler (Axygen)

9. 1.5 ml lik tiipler (Axygen)

10. Otomatik Pipet Seti (1-10 pl, 10-100 pul ve 200- 1000 Epphendorf)
11. Steril 10’ luk, 200’ lik ve 1000’ lik uglar

12. Steril Eldiven

2.1.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

—

Yatay Elektroforez ( Bio Lab, Cleaver)

Gii¢ Kaynagi ( Biometra Power Pack P25T )
Transilluminator (Vilber Lourmat)

Fotograf Makinesi (Canon)

Mikrodalga Firin ( Kenwood)

100 ml lik erlen

500 ml lik meziir

5X TBE Buffer (Applichem-Bio Chemica)
Distile Su

A S A I A

[
=

. Agaroz (Bio basic inc.)

. Nusieve GTG Agaroz

—_ =
N =

. Etidyum Bromiir (Bio basic inc.)

. Brom Fenol Blue (6X) (Bio basic inc.)

. Steril Eldiven

. DNA Marker —H2 (50 bp- 1000 bp ) (Bio basic inc.)

—_—
wm B~ W

2.1.2.4. Kullanilan Soliisyon ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Inhibitor removal Buffer

20 ml absolute eklenerek kullanildi.
Wash Buffer

80 ml absolute eklenerek kullanildi.
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Proteinaz K

4,5 ml distile suda ¢oziilerek kullanildi.

G2677T polimorfizmi Forward Primer
241 pl steril distile su eklenerek kullandi.
G2677T polimorfizmi Reverse Primer
242 pl steril distile su eklenerek kullandi.
C3435T polimorfizmi Forward Primer
212 pl steril distile su eklenerek kullandi.
C3435T polimorfizmi Reverse Primer
247 wl steril distile su eklenerek kulland.
T1236C polimorfizmi Forward Primer
271 wl steril distile su eklenerek kullandi.
T1236C polimorfizmi Reverse Primer
266 wl steril distile su eklenerek kulland.
A2956G polimorfizmi Forward Primer
263 ul steril distile su eklenerek kullandi.
A2956G polimorfizmi Reverse Primer
269 ul steril distile su eklenerek kulland.
0.5 X TBE

5 X TBE den 1 e 9 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanildi.

2.2. Analiz Yontemleri

2.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Izolasyon Roche DNA izolasyon kiti ile ger¢eklestirilmistir.

1. 200 pl kan, 200 ul binding buffer ve 40 pul Proteinaz K 1,5 ml lik tiipe sirastyla
eklendi.

2. Karisim vortekslendikten sonra 3000 rpm de santrifiij edildi ve 70 C° de 10
dakika inkiibasyona birakildi.
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3. 10 dakika sonunda karigimin {iizerine 100ul isopropanol eklendikten sonra
vortekslendi, 3000 rpm de santrifiij edildi ve filtreli tiipe aktarildi.

4. Filtreli tiipe aktarilan karistm 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi ve collection
tiip ( toplama tiipleri ) degistirildi.

5. Inhibitor removal bufferdan 500 pl ilave edildi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij
edildikten sonra collection tiip degistirildi.

6. 500 pl wash buffer ilave edildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip
collection tiip degistirildi.

7. Yikama islemi yani 6. basamak tekrar edildi.

8. Yikamalardan sonra bos collection tiiple 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Collection tiip atild1 ve filtreli tiipler 1,5 ml lik tiiplere yerlestirildikten sonra 150
ul elution buffer ilave edilerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

2.2.2. DNA Miktarim Spektrofotometre ile Ol¢iilmesi

Spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda optik dansitenin okunmasi DNA
miktarini, 260 ve 280 nm dalga boyundaki okumalar ise DNA'nin safligini verir. Bu
oranin >=1,8 olmas1t DNA'nin safligin1 gosterir. Bu bulgulardan faydalanarak DNA

orneklerinin safligi kontrol edildi ve miktarlar1 saptandi.

2.2.3. Tiim Polimorfizmler i¢in Uygulanan PCR Reaksiyonu

Oncelikle pipetaj hatalarm ve kontaminasyon riskini minimuma indirmek igin
PCR mix (karisim) hazirlandi. Calisilacak 6rneklere yetecek miktarda PCR mix 1,5
ml’lik steril tlipte hazirlanarak 0,2 ml’lik steril tiiplere herbirine 45 ul olacak sekilde
dagitilip iizerine 5 pl DNA ilave edildi. Bu sekilde hazirlanan tiipler amplifikasyon
icin uygun olan PCR sartlarina programlanmis olan thermal cycler’a yerlestirildi.

PCR igerigi ve miktarlar tablo 2.1. de, PCR sartlar1 Tablo 2.2. de verilmistir.
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Tablo 2.1. PCR igerigi ve miktarlari

Maddeler Eklenen Miktarlar
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5 ul

10 X Tsg Reaction Buffer | 5 pul

MgSO04 Sul
dNTP 0.5 ul
Taq DNA Polimeraz 0.5 ul
Steril distile su 33 ul
DNA 5ul
Son Hacim 50 pl

Tablo 2.2. PCR Sartlar

Basamak | Sicakhk Siire Asama

1 94 C’ 5 dakika ik
denatiirasyon

2 94 C° 1 dakika Denatiirasyon

3 557 1 dakika Baglanma

4 72 C° 1 dakika Uzama

5 72 C° 5 dakika Son Uzama

Denatiirasyon, primerlerin tutunmasi ve uzama asamalari (2.,

3. ve 4.basamaklar) 30 defa tekrarlandi.

2.2.4. Amplifikasyonun Kontrolii icin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR islemi sonrast PCR firiinlerini kontrol etmek amaciyla 5 pl (100ng) PCR

iiriind 5 pl yiikkleme tamponu ile karistirilip agoroz jelde elektroforeze tabi tutuldu.
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Jel hazirlamak icin agorozdan 2 gr tartilarak 100ml 0.5X TBE tamponu ile
karigtirlldi.  Bu karisim  mikrodalga firinda eritildi ve iizerine 10pg/ml
konsantrasyonunda etidyum bromiir soliisyonundan 6 pl ilave edildi. Hazirlanan jel,
jel aparatina dokiildiikten sonra taraklar yerlestirildi ve jel sertlesinceye kadar
beklendi. Jel sertlestikten sonra taraklar g¢ikarilarak tanka yerlestirildi ve iizerine
0.5XTBE tamponu eklendi. Bes mikrolitre PCR {iriinii ve Sul 6X yiikleme soliisyonu
ile kanstirilarak jele yiiklendi. Kontrol olarak DNA marker (50 bp- 1000 bp )
kullanildi. PCR iiriinleri 200 volt ta yaklasik 3 cm agilana kadar yiiriitiildiikten sonra

transulliminator de sonuglar degerlendirildi.

2.2.5. G2677T Polimorfizmi i¢in Enzim Kesimi

Agaroz jelde ylriitiilerek degerlendirilmesi yapilan amplifikasyon iirlinlerinin
enzim kesimi i¢in Xbal enzimi kullanildi. 0,2 ml lik tiiplere son hacim 20 pl olacak
sekilde hazirlanan reaksiyon mix 37 C° de 3 saat inkiibe edildi. Reaksiyon mix i¢in

kullanilanlar ve miktarlari tablo 2.3. te verilmistir.

Tablo 2.3. G2677T Polimorfizmi i¢in reaksiyon mix hazirlamada kullanilanlar ve
miktarlari

Maddeler Miktarlar
Xbal 1wl
10X M Buffer 2ul
% 0,1 lik BSA 2 ul
Steril Distile Su 8 ul
PCR Uriinii 7 ul

2.2.6. C3435T Polimorfizmi i¢cin Enzim Kesimi

Agaroz jelde ylriitiilerek degerlendirilmesi yapilan amplifikasyon iirlinlerinin
enzim kesimi i¢in Mbol enzimi kullanildi. Son hacim 20 ul olacak sekilde

hazirlanan reaksiyon mix i¢in kullanilanlar ve miktarlar1 tablo 2.4. te verilmistir.
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Tablo 2.4. C3435T Polimorfizmi icin Reaksiyon Mix Hazirlamada Kullanilanlar ve
Miktarlar

Maddeler Miktarlar
Mbol 1wl
10X K Buffer 2ul
Steril Distile Su 10 ul
PCR Uriinii 7 ul

2.2.7. T1236C Polimorfizmi i¢in Enzim Kesimi

Agaroz jelde yiiritiilerek degerlendirilmesi yapilan amplifikasyon {irlinlerinin
enzim kesimi i¢in Haelll enzimi kullanildi. 0,2 ml lik tiiplere son hacim 20 pl olacak
sekilde hazirlanan reaksiyon mix 37 C° de 3 saat inkiibe edildi. Reaksiyon mix igin

kullanilanlar ve miktarlari tablo 2.5. te verilmistir.

Tablo 2.5. T1236C Polimorfizmi icin Reaksiyon Mix Hazirlamada Kullanilanlar ve
Miktarlar

Maddeler Miktarlar
Haelll 1 ul
10X M Buffer 2ul
Steril Distile Su 10 pl
PCR Uriinii 7 ul

2.2.8. A2956G Polimorfizmi I¢in Enzim Kesimi

Agaroz jelde ylriitiilerek degerlendirilmesi yapilan amplifikasyon iirlinlerinin
enzim kesimi i¢in Ncol enzimi kullanildi. 0,2 ml lik tiiplere son hacim 20 pl olacak
sekilde hazirlanan reaksiyon mix 37 C° de 3 saat inkiibe edildi. Reaksiyon mix i¢in

kullanilanlar ve miktarlari tablo 2.6. da verilmistir.
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Tablo 2.6. A2956G Polimorfizmi i¢in reaksiyon mix hazirlamada kullanilanlar ve
miktarlari

Maddeler Miktarlar
Ncol Il
10X K Buffer 2ul
% 0,1 lik BSA 2ul
Steril Distile Su 8 ul
PCR Uriinii 7 ul

2.2.9. Kesim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Degerlendirilmesi

Enzim kesimi islemi sonrasi kesim iirlinlerinin degerlendirilmesi amaciyla 5 pl
enzim kesim {iriinii 5 pl yiikkleme tamponu ile karistirilip agoroz jelde elektroforeze
tabi tutuldu. C3435T, G2677T ve A2956G polimorfizmleri i¢in % 3 liik agaroz jel
hazirlanirken, T1236C polimorfizmi i¢in enzim kesimi sonrasi jelde izlenecek
bantlarin boyutlar1 kii¢iik ve birbirine yakin oldugu i¢in daha iyi rezoliisyon elde
etmek amactyla %4 liikk nusieve agaroz jel hazirlandu.

% 3 litk Agaroz Jel Hazirlamak I¢in:

Agorozdan 3 gr tartilarak 100ml 0.5X TBE tamponu ile karistirildi. Bu karisim
mikrodalga firinda eritildi ve ilizerine 10pg/ml konsantrasyonunda etidyum bromdir
sollisyonundan 6 pl ilave edildi.

% 4 litk Agaroz Jel Hazirlamak I¢in:

3 gr agaroz, 1 gr nusieve agaroz tartilarak 100ml 0.5X TBE tamponu ile
karigtirlldi.  Bu  karisim  mikrodalga firinda eritildi ve iizerine 10upg/ml
konsantrasyonunda etidyum bromiir soliisyonundan 6 pl ilave edildi.

Hazirlanan jel, jel aparatina dokiildiikten sonra taraklar yerlestirildi ve jel
sertlesinceye kadar beklendi. Jel sertlestikten sonra taraklar cikarilarak tanka
yerlestirildi ve iizerine 0.5XTBE tamponu eklendi. 5 pl PCR iiriinii ve 5Sul 6X
yiikleme soliisyonu karistirilarak jele yiliklendi. Kontrol olarak DNA marker (50 bp-
1000 bp ) kullanildi. PCR fiiriinleri 150 volt ta yaklasik 3 cm agilana kadar

yiiriitiildiikten sonra transulliminator de sonuglar degerlendirildi.
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2.2.10. G2677T polimorfizminin degerlendirilmesi

G alleli Xbal kesim bolgesi icermediginden kesime direnglidir. T alleli ise kesim
bolgesi icerdiginden 107 baz ciftlik (bg) PCR iiriinti 83 ve 24 baz ciftlik iki parcaya
ayrilmaktadir.

Kesilmemis PCR {iriinii: 107 bg
T alleli kesim {iriinii: 83+24 bg
G alleli kesim iiriinii: 107 bg
Heterozigot : 107+(83)+24 bg

olarak bant paterni gozlenmektedir.

2.2.11. C3435T polimorfizminin degerlendirilmesi

T alleli Mbol kesim bolgesi icermediginden kesime direnglidir. C alleli ise kesim
bolgesi igerdiginden 207 baz ¢iftlik (bg) PCR {iriinii 145 ve 62 baz ciftlik iki parcaya
ayrilmaktadir.

Kesilmemis PCR iiriinii: 207 bg
C alleli kesim tirtinii: 62+145 bg
T alleli kesim {iriinii: 207 bg
Heterozigot : 207+(145)+62 bg

olarak bant paterni gdzlenmektedir.

2.2.12. T1236C polimorfizminin degerlendirilmesi

147 be¢ lik PCR iirlinii icerisinde Haelll enzimine ait 2 kesim bolgesi
bulunmaktadir. 68. pozisyondaki kesim bdlgesi polimorfizmi icermezken 33.
pozisyondaki kesim bolgesi polimorfizmi igerdigi icin T alleli mevcutsa 33.
pozisyonda kesim olmayip sadece 68. pozisyonda kesim olacagindan 147 bg lik
PCR iirlinii 79 ve 68 be lik parcalara ayrilir. C alleli mevcutsa hem 33. hem de 68.
pozisyonda kesim gergeklesecegi i¢in 147 bg lik PCR iirtinii 79, 33 ve 35 be lik

parcalara ayrilir.
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Kesilmemis PCR iiriinii: 147 bg

T alleli kesim {iriinii: 79+68 bg

C alleli kesim tirtinii: 79+33+35 bg
Heterozigot : 79+68+35+33 bg

olarak bant paterni gdzlenmektedir.

2.2.13. A2956G polimorfizminin degerlendirilmesi

G alleli Ncol kesim bolgesi icermediginden kesime direnclidir. A alleli ise kesim
bolgesi icerdiginden 171 baz giftlik (b¢) PCR {iriinii 124 ve 47 baz giftlik iki pargaya
ayrilmaktadir.

Kesilmemis PCR iiriinii: 171 bg
A alleli kesim tiriinii: 124+47 bg
G alleli kesim {irtinii: 171 bg
Heterozigot : 171+(124)+83 bg

olarak bant paterni gdzlenmektedir.

2.2.14. istatiksel Analiz

Kontrol ve hasta grubunun genotip ve alel sikliklarinin karsilastiriimas: SPSS
versiyon 13.0 istatistik programinda kikare analizi ile hesaplanmistir. Anlamlilik
derecesi p<0,05 olarak alinmistir. Kullanilan yontemler arasinda Fisher’s Exact Test,

Pearson Chi-Square Test yer almaktadir.
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3. BULGULAR

Bu calisgmada meme kanseri tanis1 almis 35 hasta kadin ve 20 saglikli kadindan
olusan calisma grubuna ait kan 6rneklerinden, MDR1 genine ait C3435T, T1236C,
G2677T, A2956G polimorfizmleri PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction —
Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemi kullanilarak ¢aligilmistir.

Hasta grubun yas ortalamasi1 48,6 + 13,1 , kontrol grubun yas ortalamasi ise 62.45
+ 5,5 olarak bulundu. Hasta grupta meme kanseri baslangi¢c yasi 19 ve 77 yaslar

arasindaydi. Hastalarin yaslar1 ve hastalik baslangi¢ yaslari tablo 3.1. de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismaya dahil edilen hastalarin yaslar1 ve hastalik baslangi¢ yaslari

Olgu No Yas Hastalik Baslangig
yasi
1 62 57
2 62 55
3 52 50
4 55 54
5 53 52
6 60 59
7 51 51
8 33 32
9 47 40
10 59 51
11 64 54
12 51 47
13 34 32
14 56 46
15 57 50
16 46 44
17 37 37
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Tablo 3.1. Devam Calismaya dahil edilen hastalarin yaslar1 ve hastalik
baslangi¢ yaslar

18 38 35
19 40 39
20 52 49
21 37 37
22 57 57
23 53 52
24 37 34
25 38 35
26 39 39
27 60 55
28 40 32
29 36 29
30 78 73
31 41 41
32 81 77
33 19 19
34 29 29
35 46 46

Calismada her polimorfizm i¢in ayrt PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmis ve PCR
reaksiyonu sonrast C3435T polimorfizmi i¢in Mbol, T1236C polimorfizmi i¢in
Haelll, G2677T polimorfizmi i¢cin Xbal ve A2956G polimorfizmi i¢in Ncol
restriksiyon enzimleri kullanilarak PCR-RFLP uygulandi. Calismaya ait PCR

iiriinleri ve enzim kesim {irlinlerine ait jel goriintiileri Sekil 3.1-8 de verilmektedir.
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Sekil 3.1. C3435T polimorfizmi PCR iiriinii jel gortintiileri.

PCR sonras1 olusan {iriin 207 bg biiyiikliigiindedir.

M 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10

Sekil 3.2. C3435T polimorfizmi i¢in Mbol enzim kesimi sonrasi jel goriintiileri.

T alleli Mbol kesim bdlgesi icermediginden kesime direnglidir. C alleli ise
kesim bolgesi icerdiginden 207 baz ¢iftlik (bg¢) PCR iiriinii 145 ve 62 baz ciftlik iki
parcaya ayrilmaktadir. Buna goére 1, 6, 7, 8, 17 ve 18 numarali hastalar TT
genotipini, 2, 3, 5, 13, 14, 15 numarali hastalar CT genotipini, 4, 9, 10, 11, 12, 16 ve

19 numaral1 hastalar CC genotipini gostermektedirler.

Sekil 3.3. T1236C polimorfizmi PCR Uriinii Jel Gériintiileri.

PCR sonrasi olusan liriin 147 bg biiytikliigiindedir.
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Sekil 3.4. T1236C polimorfizmi i¢in Haelll enzim kesimi sonras1 Jel Goriintiileri.

147 b¢ lik PCR fdriinii igerisinde Haelll enzimine ait 2 kesim bolgesi
bulunmaktadir. 68. pozisyondaki kesim bdlgesi polimorfizmi icermezken 33.
pozisyondaki kesim bdlgesi polimorfizmi igerdigi icin T alleli mevcutsa 33.
pozisyonda kesim olmayip sadece 68. pozisyonda kesim olacagindan 147 bg lik
PCR iirlinii 79 ve 68 bg lik parcalara ayrilir. C alleli mevcutsa hem 33. hem de 68.
pozisyonda kesim gergeklesecegi i¢in 147 bg lik PCR iiriinii 79, 33 ve 35 bg lik
parcalara ayrilir. Buna gore 1, 2, 4, 5 numarali hastalar TC genotipini, 3 ve 7
numaralt hastalar CC genotipini, 6, 8, 9 numarali hastalar TT genotipini

gostermektedirler.

Sekil 3.5. G2677T polimorfizmi PCR Uriinii Jel Gériintiileri.

PCR sonras1 olusan tiriin 107 bg biiyiikliigiindedir.
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Sekil 3.6. G2677T polimorfizmi i¢in Xbal enzim kesimi sonrasi Jel Goriintiileri.

G alleli Xbal kesim bdlgesi icermediginden kesime direnglidir. T alleli ise kesim
bolgesi icerdiginden 107 baz ciftlik (bg) PCR iiriinii 83 ve 24 baz ciftlik iki parcaya
ayrilmaktadir. Buna gore 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19 numaral
hastalar GG genotipini, 7, 8, 10, 18 numarali hastalar TT genotipini, 9 numaral

hasta ise GT genotipini gostermektedir.

0bp . _
100 bp =
150bp +—
W0bp &

Sekil 3.7. A2956G polimorfizmi PCR Uriinii Jel Goriintiileri.

PCR sonras1 olusan {iriin 171 bg biiyiikliigiindedir.

Sekil 3.8. A2956G polimorfizmi i¢in Ncol enzim kesimi sonrasi Jel Goriintiileri.
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G alleli Ncol kesim bolgesi icermediginden kesime direnclidir. A alleli ise kesim
bolgesi igerdiginden 171 baz ¢iftlik (bg) PCR {iriinii 124 ve 47 baz ciftlik iki parcaya
ayrilmaktadir. Buna gore sekildeki tiim hastalar AA genotipini gostermektedirler.
Yapilan analizler sonucunda C3435T polimorfizmi i¢in meme kanseri hasta
grubunda (n = 35) 13 olguda (%37,1) CC genotipi, 10 olguda (%28,6 ) CT genotipi,
12 olguda (%34,3) TT genotipi saptanmustir.

Kontrol grubunda ise (n = 20) 5 olguda (%25) CC genotipi, 13 olguda (% 65) CT
genotipi, 2 olguda (% 10) ise TT genotipi saptanmustir. (Tablo 3.2.)

Hasta ve kontrol gruplari C3435T polimorfizmi agisindan karsilastirildiginda
hasta grubun % 34,3 oraninda TT genotipini ve kontrol grubunun % 65 oraninda CT

genotipini tasimast anlamli bulunmustur. (Tablo 3.2.)

Tablo 3.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinda C3435T Polimorfizmi i¢in Genotip
Dagilim1 ve Degerlendirilmesi

Hasta Kontrol Toplam xz P OR* CI*
degeri
CC 13 (% 37,1) 5 (% 25) 18 (%32,7) | 0,852 | 0,356 1,773 | 0,522-
C3435T 6,020
CT 10 (% 28,6) 13 (%65) | 23 (% 41,8) | 6,942 | 0,008 0,215 | 0,066-
0,698
TT 12 (%343) |2 (%10) | 14 (%255) | 3,956 | 0,047 4,696 | 0,93-
23,705
Toplam | 35 20 55

Hasta ve kontrol gruplarinda C3435T polimorfizminin allel sikliklar:
karsilastirildiginda T ve C allel sikliklar1 hasta ve kontrol gruplarinda anlamli bir

fark gostermemistir. (Tablo 3.3)
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Tablo 3.3. C3435T Polimorfizmi Allel Sikliginin Hasta ve Kontrol Gruplarinda

Karsilastirilmasi.
C3435T
p OR* Cr+
C alleli T alleli 22 degeri
Hasta 36 (% 51,4) 34 (% 48,6) 0,377 0,539 0,783 0,358-1,712
Kontrol 23 (% 57,5) 17 (% 42.5)
Toplam 59 51

Meme kanseri baslangi¢ yasina gore hastalik baslangicinda 35 yas ve alti,
36-45, 46-55, 56 ve st yas gruplarinda olan hastalarda C3435T
polimorfizminin genotip dagilimi karsilastirildiginda 35 yas alt1 ve 56 yas ve
isti grupta TT genotip ylizdeleri

diger gruplara oranla yiiksek

bulunmustur.(Tablo 3.4.)

Tablo 3.4. Hastalik Baslangi¢ Yas1 Araliklarina Gore C3435T Polimorfizminin

Genotip Dagilim1 ve Degerlendirmesi

35 yas ve 36-45 yas 46-55 yas 56 yas ve iistii
alti
CcC 2 (% 22,2) 6 (% 85,7) 4 (% 28,6) 1 (% 20)
C3435T [ cT 3 (%333) | 0 7 (% 50) 0
TT 4 (% 44.4) 1 (% 14,3) 3(%21,4) 4 (%30)
Toplam | 9 7 14 5

Meme kanseri baslangi¢ yasina gore hastalik baslangicinda 35 yas ve alti,
36-45, 46-55, 56 ve st yas gruplarinda olan hastalarda C3435T
polimorfizminin allel sikliklar1 karsilagtirildiginda 35 yas ve alt1 ve 56 yas ve
iistii grupta T allel sikligr yliksek bulunurken 36-45 ve 46-55 yas gruplarinda
C allel siklig1 yiiksek bulunmustur (Tablo 3.5.).
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Tablo 3.5. Hastalik Baslangi¢ Yas1 Araliklarina Gore C3435T Polimorfizminin Allel
Sikliklar

C3435T

C alleli T alleli
35 yas ve alt1 7 (% 38,9) 11 (% 61,1)
36-45 12 (% 85,7) 2 (% 14,3)
46-55 15 (% 53,6) 13 (% 46,4)
56 ve tistii 2 (% 20) 8 (% 80)
Toplam 36 34

T1236C polimorfizmi i¢in meme kanseri hasta grubunda ( n = 35) 14 olguda (%
40) TT genotipi, 9 olguda (% 25,7 ) TC genotipi, 12 olguda (% 34,3) CC genotipi
saptanmigtir.

Kontrol grubunda ise (n = 20) 8 olguda (%40) TT genotipi, 5 olguda (% 25) TC
genotipi, 7 olguda (% 35) ise CC genotipi saptanmistir (Tablo 3.6.).

Hasta ve kontrol gruplarinda T1236C genotipleri karsilastirildiginda iki grup

arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir ( Tablo 3.6.).

Tablo 3.6. Hasta ve Kontrol Gruplarinda T1236C Polimorfizmi i¢in Genotip Dagilimi
ve Degerlendirilmesi

Hasta Kontrol | Toplam xz p OR* CI*
degeri
TT 14 (% 40) 8 (% 40) | 22 (% 40) 0 1.0 1.0 0,326-
T1236C 3,069
TC 9 (%257) |5 (%25) | 14 (%25,5) | 0,0 | 0,953 1,038 0,293-
03 3,678
CC 12 (%343) | 7 (%35) | 19 (%34.5) | 0,0 | 0,957 0,969 0,306-
03 3,072
Toplam 35 20 55

Hasta ve kontrol gruplarinda T1236C polimorfizminin allel sikliklari
karsilastirildiginda T ve C allel sikliklar1 hasta ve kontrol gruplarinda anlamli bir

fark gostermemistir (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7. T1236C Polimorfizmi Allel Sikliginin Hasta ve Kontrol Gruplarinda
Karsilastirilmasi.

T1236C
p OR* CI*
T alleli C alleli 72 degeri
Hasta 37 (% 52,9) 33 (% 47,1)
Kontrol 21 (% 52,5) 19 (% 47,5) 0,001 0,971 1,014 0,466-2,209
Toplam 58 52

Meme kanseri baslangi¢ yasina gore hastalik baslangicinda 35 yas ve alti, 36-45,
46-55, 56 ve listii yas gruplarinda olan hastalarda T1236C polimorfizminin genotip
dagilimi karsilastirildiginda 35 yas ve alt1 ve 56 yas ve iistii grupta TT genotip siklig
yiiksek bulunurken 36-45 yas grubunda CC genotipi yiiksek bulunmustur. (Tablo
3.8)

Tablo 3.8. Hastalik Baslangi¢ Yasi Araliklarina Gore T1236C Polimorfizminin
Genotip Dagilimi ve Degerlendirmesi

35 yas ve 36-45 yas 46-55 yas 56 yas ve iistii
alti
TT 4 (% 44,4) 1 (% 14,3) 5 (% 35,7) 4 (% 80)
T1236C | TC 3 (% 33,3) 1(% 143) | 5(%35,7) 0
CC 2 (% 22,2) 5% 71.4) 4 (%28,6) 1 (% 20)
Toplam | 9 7 14 5

Meme kanseri baglangi¢ yasina gore hastalik baslangicinda 35 yas ve alti, 36-45,
46-55, 56 ve lstl yas gruplarinda olan hastalarda T1236C polimorfizminin allel
sikliklar1 karsilastirildiginda 35 yas ve alti, 46-55 ve 56 yas ve lstii grupta T allel
siklig1 yiiksek bulunurken, 36-45 yas grubunda C allel siklig1 yiiksek bulunmustur.
(Tablo 3.9.)



63

Tablo 3.9. Hastalik Baslangi¢ Yas1 Araliklarina Gore T1236C Polimorfizminin Allel
Sikliklar1 Karsilagtirilmast

T1236C
T alleli C alleli
35 yas ve alti 11 (% 61,1) 7 (% 38,9)
36-45 3 (% 21,4) 11 (% 78,6)
46-55 15 (% 53,6) 13 (% 46,4)
56 ve iistii 8 (% 80) 2 (% 20)
Toplam 37 33

G2677T polimorfizmi i¢in meme kanseri hasta grubunda ( n = 35) 26 olguda (%
74,2) GG genotipi, 1 olguda (% 2,9 ) GT genotipi, 8 olguda (% 22,9) TT genotipi

saptanmigtir.

Kontrol grubunda ise (n = 20) 12 olguda (% 60) GG genotipi, 3 olguda (% 15)

GT genotipi, 5 olguda (% 25) ise TT genotipi saptanmistir. (Tablo 3.10.)

Hasta ve kontrol gruplarinda G2677T genotipleri karsilagtinldiginda iki grup

arasinda anlamli bir fark gdzlenmedi ( Tablo 3.10.).

Tablo 3.10. Hasta ve Kontrol Gruplarinda G2677T Polimorfizmi i¢in Genotip Dagilimi
ve Degerlendirilmesi

Hasta Kontrol Toplam x p OR* | CI*
deger
i
GG 26(%742) | 12(%60) | 38(%69) | 1216 | 027 | 1,93 | 0,5%-
G2677T 6,221
GT T (%29) |3 (%15 |4 %74 |- 0,131 | 0,167 | 0,016-
1,725
TT 8 (%229) 5 (%25 13 (%23.6) | - 1.0 0,89 0,25-3,2
Toplam 35 20 55
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Hasta ve kontrol gruplarinda allel sikliklari karsilastirildiginda G ve T allel
sikliklar1 hasta ve kontrol gruplarinda anlamli bir farklilik gostermemistir. (Tablo

3.11)

Tablo 3.11. Hasta ve Kontrol Gruplarinda G2677T Polimorfizmi i¢in Genotip Dagilimi
ve Degerlendirilmesi

G2677T
p OR* Cr+
G alleli T alleli 72 degeri
Hasta 53 (% 75,7) 17 (% 24,3) 0,866 0,352 | 1,501 | 0,636-3,540
Kontrol 27 (% 67,5) 13 (% 32.5)
Toplam 80 30

Meme kanseri baslangi¢ yasina gore hastalik baslangicinda 35 yas ve alti, 36-45,
46-55, 56 ve istii yas gruplarinda olan hastalarda G2677T polimorfizminin genotip
dagilimi karsilagtirildiginda tiim yas gruplarinda GG genotip sikligi daha yiiksek
bulunmustur. (Tablo 3.12.)

Tablo 3.12. Hastalik Baslangic Yasi Araliklarina Gore G2677T Polimorfizminin
Genotip Dagilimi ve Degerlendirilmesi

46-55 yas 56 yas ve iistii
35yasvealti | 36-45 yas
GG 6 (% 66,7) 7 (% 100) 10 (% 71,4) 3 (% 60)
G2677T | GT 0 0 1 (%7,1) 0
TT 3 (% 33,3) 0 3(%21,4) 2 (% 40)
Toplam | 9 7 14 5

Meme kanseri baslangi¢ yasina gore hastalik baslangicinda 35 yas ve alti, 36-45,
46-55, 56 ve lstii yas gruplarinda olan hastalarda G2677T polimorfizminin allel
sikliklar1 karsilastirlldiginda tim yas gruplarinda G allel sikligi daha yiiksek
bulunmustur. (Tablo 3.13.)



Tablo 3.13. Hastalik Baslangi¢ Yas1 Araliklarina Gore G2677T Polimorfizminin Allel

Sikliklar1 Karsilagtirilmast
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G2677T

G alleli T alleli
35yasvealt1 | 12 (% 66,7) 6 (% 33,3)
36-45 14 (% 100) 0
46-55 21 (% 75) 7 (% 25)
56 ve listii 6 (% 60) 4 (% 40)
Toplam 53 17

A2956G polimorfizmi i¢in meme kanseri hasta grubunda ( n = 35) tiim hastalarin
genotipi AA olarak belirlenmistir.
Kontrol grubunda ise (n =

belirlenmistir. (Tablo 3.14.)

20) yine tim hastalarin genotipi AA olarak

Buna gore Tirk populasyonundan olusan c¢alisma grubunda A2956G

polimorfizmi monomorfik olarak bulunmustur.

Tablo 3.14. Hasta ve Kontrol Gruplarinda A2956G Polimorfizmi i¢in Genotip Dagilim1
ve Degerlendirilmesi

Hasta Kontrol Toplam
AA 35 (% 100) 20 (% 100) 55 (% 100)
A2956G AG 0 0 0
GG 0 0 0
Toplam 35 20 55




Tablo 3.15. Hasta Grupta C3435T ve G2677T Polimorfizmlerinin Birlikte Dagilim1

66

C3435T
CC CT TT Toplam
GG 13 (% 37,1) 7 (%20) 6 (% 17,1) 26
G2677T
GT 0 0 1(%2,9) 1
TT 0 3 (% 8,6) 5 (% 14,3) 8
Toplam 13 10 12 35

Tablo 3.16.

Kontrol Grubunda C3435T ve G2677T Polimorfizmlerinin Birlikte

Dagilim1
C3435T
CC CT TT Toplam
GG 5 (% 25) 7 (%33) 0 12
G2677T
GT 0 3 (% 15) 0 3
TT 0 3 (% 15) 2 (% 10) 5
Toplam 5 13 2 20
Tablo 3.17. Hasta grupta C3435T ve T1236C polimorfizminin birlikte
degerlendirilmesi
T1236C
TT TC CC Toplam
CC 1(%2,9) 2(%5,7) 10 (% 28,6) 13
C3435T
CT 5(%14,3) 4 (% 11,4) 1(%2.,9) 10
TT 8 (% 22,9) 3 (% 8,6) 1 (% 2,9) 12
Toplam 14 9 12 35

Tablo 3.18. Kontrol grupta C3435T ve T1236C polimorfizminin birlikte

degerlendirilmesi
T1236C
TT TC CC Toplam
CC 0 0 5 (% 25) 5
C3435T
CT 7 (%035) 4 (% 20) 2 (% 10) 13
TT 1(%5) 1(%5) 0 2
Toplam 8 5 7 20
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Tablo 3.19. Hasta grupta G2677T ve T1236C polimorfizminin birlikte

degerlendirilmesi
T1236C
TT TC CC Toplam
GG 7 (% 20) 8 (%22,9) 11 (% 31,4) 26
G2677T
GT 1 (%2.9) 0 0 1
TT 6(%17,1) 1(%2,9) 1 (%2,9) 8
Toplam 14 9 12 35

Tablo 3.20. Kontrol Grubunda G2677T ve T1236C polimorfizminin birlikte

degerlendirilmesi
T1236C
TT TC CC Toplam
GG 3 (% 15) 2 (% 10) 7 (%35) 12
G2677T
GT 1(%5) 2 (% 10) 0 3
T 4 (% 20) 1(%5) 0 5
Toplam 8 5 7 20
Hasta ve kontrol grubunda G2677T, C3435T ve TI1236C

polimorfizmlerinin birlesik genotip degerlendirmesi yapildiginda hem hasta
hem de kontrol grubunda GG/CC/CC haplotipi en yiiksek siklikta

bulunmustur.
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Tablo 3.21. Hasta ve Kontrol Grubunda G2677T, C3435T ve T1236C
Polimorfizmlerinin Birlesik Genotip Degerlendirmesi

G2677T / C3435T | Hasta Kontrol | Toplam p OR | CI
/ T1236C degeri | * | *
GG/CC/TT 1(%2,9) 0 1 (% 1,8)
GG/CC/TC 2 (% 5,7) 0 2 (% 3,6)
GG/CC/CC 10 (% 28,6) | 5(%25) | 15 (% 27)
GG/CT/TT 2 (% 5,7) 3(%15) |5(%9.1)
GG/CT/TC 4 (%11,4) 2(%10) |6 (% 11)
GG/CT/CC 1 (% 2,9) 2 (% 10) | 3 (% 5.5)
GG/TT/TT 4 (%11,4) 0 4 (% 7,3)
GG/TT/TC 2 (% 5,7) 0 2 (% 3,6)
GG/TT/CC 0 0 0
GT/CC/TT 0 0 0
GT/CC/TC 0 0 0
GT/CC/CC 0 0 0
GT/CT/TT 0 1(%5) |1(%1,8)
GT/CT/TC 0 2 (% 10) | 2 (% 3,6)
GT/CT/CC 0 0 0
GT/TT/TT 1(%2,9) 0 1 (% 1,8)
GT/TT/TC 0 0 0
GT/TT/CC 0 0 0
TT/CC/TT 0 0 0
TT/CC/TC 0 0 0
TT/CC/CC 0 0 0
TT/CT/TT 3 (% 8,6) 3(%15) |6 (%11)
TT/CT/TC 0 0 0
TT/CT/CC 0 0 0
TT/TT/TT 3 (% 8,6) 1(%5) |4(%7,3)
TT/TT/TC 1(%2,9) 1(%5) |2(%3,6)
TT/TT/CC 1 (% 2,9) 0 1 (% 1,8)
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4. TARTISMA

Ozellikle bat1 diinyasinda meme kanseri, kanser nedenli dliimlerde ilk sirada yer
almaktadir (159). Gectigimiz 30-40 yil iginde meme kanseri teshis ve tedavisinde
onemli agamalar kaydedilmistir. Bunun yan1 sira meme kanseri gelisiminde rol alan
genetik faktorleri ve risk faktorlerini aydinlatmaya yonelik yogun c¢aba sarfedilmistir
(160,161,162). Hastaligin etiyolojisi tam olarak anlagilamamakla beraber risk
faktorleri arasinda yas, etnik koken, iireme ile ilgili etkenler, eksojen hormonlar,
yasam sekli ve genetik faktorler sayilabilir (163).

Meme kanserinin de i¢inde yer aldigi hastaliklarda tedaviye verilen yanitin
tahmininde kullanilan bazi molekiiler markirlar bulunmustur. Bunlar arasinda
MDRI1 geni {iriinii olan p-glikoproteinin énemli rol oynadig: diisliniilmektedir (161).
ATP bagimli bir membran proteini olan p- glikoprotein oldukca fazla {iyesi olan
memeli ABC transportirlar1 ailesinin bir {iyesidir ve bu proteinle ilgili bir ¢ok
caligsma bulunmaktadir (164). P- glikoprotein ¢esitli hidrofobik ilaglar1 ve peptidleri
hiicre iginden hiicre disina tasiyan bir pompa gorevi gormektedir (165). P-
glikoproteinin fizyolojik rolii tam olarak anlagilamamakla beraber, potansiyel toksik
maddelerin ve metabolitlerin intraseliiler birikimini 6nledigi diisiiniilmektedir (148).
P-glikoprotein adrenal bezde yiiksek seviyede, meme, mide, kolon, jejunum, rektum,
karaciger, bobrek ve plasentada orta seviyede, testis, beyin, kemik iligi ve kalpte
diistiik seviyede eksprese edilmektedir (149). P-glikoproteini kodlayan MDR1 geni
7921 de lokalize, 28 ekzondan olusan ve 1280 amino asit kodlayan bir gendir (166).

MDRI1 geni polimorfik bir gendir ve simdiye kadar 105 den fazla varyanti oldugu
bildirilmistir (152). Bu gende ilk tariflenen polimorfizmler Glyl185Val, Ala893Ser
Met986Val doniistimiine neden olan polimorfizmlerdir (167,168). MDR1 genindeki
degisiklikler p- glikoprotein fonksiyonunda degisiklere yol agmaktadir ve fonksiyon
degisikligine yol actig1 ilk rapor edilen polimorfizm ekzon 26 da yer alan amino asit
degisikligine yol agmayan C3435T polimorfizmidir. Bu polimorfizm i¢in TT
genotipini tasityanlarda MDR1 geninin ekspresyonunun diistiigli ve duedonumda p-

glikoprotein seviyesinin iki kat azaldigi belirlenmistir (166). MDRI1 genindeki
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T1236C polimorfizmi yine amino asit degisikligine yol agmayan bir polimorfizmdir.
Bu polimorfizmin etrafindaki bir ¢ok amino asit rezidiisi ATP baglanmasi ve
hidrolizinde 6nemli rol oynamaktadir ve polimorfizmin proteinin ekspresyonunda ya
da fonksiyonunda degisiklige neden olmadigim1 gosteren c¢aligmalar mevcuttur.
Fakat 6. transmembran heliksin katlanmasinda etkisi oldugu diisiiniildiiglinden
dolay1 protein fonksiyonunda degisiklige neden olup olmadigi muallaktadir (120,
169, 170). 893. pozisyondaki alaninin serine doniisiimiine neden olan G2677T
polimorfizminin ise proteinin katlanmasi ve fonksiyonunda degisiklige yol actig1
bildirilmektedir (171, 172, 173). Bir diger polimorfizm 986. pozisyondaki
metioninin valine doniisiimiine neden olan A2956G polimorfizmidir ve bu
polimorfizmin proteinin ekspresyon seviyesinde degisiklige neden olmadigi fakat
ATP az aktivitesini etkiledigi rapor edilmektedir (169).

MDRI1 genindeki polimorfizmlerin ¢oklu ila¢ direncine neden olamalarinin yani
sira baz1 hastaliklara yatkinlikta rol aldiklar1 ve bu polimorfizmlerin etnik farkliliklar
gosterdikleri bildirilmektedir (104). Buna ek olarak bu polimorfizmlerin etkileri
farkli etnik gruplarda da birbirinden farklilik gostermektedir (174).

Bu calismada Tiirk toplumunda, 35 meme kanserli ve 20 saglikli bireyden olusan
calisma grubunda MDRI1 geni C3435T, TI1236C, G2677T ve A2956G
polimorfizmlerinin meme kanserine yatkinlikta etkisinin olup olmadiginin yani sira
bu polimorfizmlerin Tiirk toplumundaki sikliklari arastirilmistir.

Calismamizda yer alan hasta grubun yas ortalamasi 48,6 + 13,1 , kontrol grubun
yas ortalamasi ise 62.45 £ 5,5 olarak bulunmustur. Hastalik baslangic yasi ise 19 ile
77 arasinda degismektedir.

Literatiirde ¢esitli hastaliklara yatkinlik ile MDR1 geni polimorfizmleri arasindaki
iligkinin arastirildig1 caligsmalara sik rastlanirken meme kanserine yatkinlik ve MDR1
geni polimorfizmlerinin arastirildig: sinirlt sayida ¢alisma mevcuttur.

Kuzey Hindistan’ lilar arasinda yaygin MDR1 gen varyantlar1 ( C129T, C1236T,
G2677T/A, C3435T) ve {ilseratif kolit arasindaki iligkinin arastirildig1 bir ¢alismada
calisgma grubu 270 iilseratif kolit hastas1 ve 274 saglikli kontrol grubundan
olugsmaktadir. Bu populasyonda CI129T polimorfizmi monomorfik olarak
bulunmustur. Hasta grupta C1236T polimorfizminin siklig1 yiiksek bulunmakla

beraber G2677T/A polimirfizmi ile ilseratif kolit arasinda zayif bir asosiasyon
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gozlenmistir. C1236T, G2677T/A, C3435T ve Cl1236T ve G2677T/A
polimorfizmlerinin yer aldigi ikili ve iiclii haplotip analizleri ise ilseratif kolit
hastalig1 ile TTT, TGT, TT ve CT haplotipleri arasinda iligki oldugunu gdstermistir.
Hastalar yaslar agisindan degerlendirildiginde ise 29 yas Oncesi hastalarda yine
iilseratif kolit ile C1236T ve G2677T/A polimorfizmleri arasinda 6nemli bir
birliktelik saptanmistir. Calisma verilerine dayanilarak Kuzey Hindistan’lilarda
iilseratif kolit hastaligina yatkinlik ve hastalik fenotipi ile MDR1 geninin yaygin
polimorfizmleri arasinda iliski saptandig1 yorumu yapilmaistir (175).

Agnes F. ve arkadaglar1 Macar akut lenfoblastik 16semili (ALL) c¢ocuklarda
MDRI1 geni nadir haplotiplerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda olgulardaki bireysel
polimorfizmlerin ve yaygin haplotiplerin ALL ye yatkinlikta etkisinin olmadigini
sOylerken, C3435T polimorfizmi T allelininde yer aldig1 nadir goriilen haplotipleri
artmis ALL riski ile iliskilendirmektedirler (111).

Jamroziak K. ve arkadaslari c¢ocukluk donemi akut lenfoblastik l6semi
hastalarinda MDR1 geni C3435T polimorfizmini arastirdiklar1 ¢alismalarinda TT
genotipini tastyanlarin bu hastalik igin artmis risk tasidiklarini, fakat CC genotipini
tagiyanlarinda daha kétii prognoza sahip olduklarini savunmaktadirlar (112).

Miller KL ve arkadaslar1 San Francisco’ daki yetigkin glioma hastalarinda MDR1
geni C3435T polimorfizmini arastirdiklart ¢aligmalarinda bu polimorfizmin diger tip
gliomalarla bir iligkisi olmamasina ragmen, yetiskin erkeklerdeki glioblastoma ile
iligkili oldugunu diisiindiiklerini rapor etmislerdir (110).

Siegsmund M. ve arkadaslart MDR1 geni C3435T polimorfizmi ile renal epitelyal
tiimorlerin  gelisimine yatkinlik arasindaki iligkiyi arastirdiklar1 c¢aligmalarinda
normal renal parankimde CC genotipine sahip olanlarda p-gp ekspresyonunun TT
genotipine sahip olanlara oranla 1.5 kat fazla oldugunu ortaya koymuslardir. Buna
ilaveten bu calismada T alleli tasiyanlarin ve TT genotipine sahip olanlarin onkositik
adenomlara ek olarak 6&zellikle papiller ve kromofob renal hiicre karsinomlar gibi
non-CCRC (clear cell renal cell ) karsinomlar1 igin artmis riske sahip olduklari
bildirilmistir (176).

Kurzawski M. ve arkadaglari tarfindan yapilan MDRI1 geni C3435T
polimorfizminin kolon kanserli hastalarda arastirildigi calismada hasta ve kontrol

grubu arasinda CC ve TT genotip sikliklar1 agisindan far gézlenemezken, 50 yas
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altinda tan1 almis hastalar ve kontrol grubu karsilastirildiginda T alleli tastyicilarinda
ya da TT genotipini tasiyanlarda, sirastyla 2.7 ve 1.7 kat hastalik gelisim riskinin
arttigt rapor edilmis ve 50 yas altindaki bireylerde kolon kanseri riskinin
degerlendirilmesi amaciyla MDR1 geni C3435T polimorfizminin degerlendirildigi
genetik testin uygun olabilecegi savunulmustur (177).

Osswald E. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada sigara i¢meyen yasli olgularda
MDRI1 geni C3435T, T129C ve G2677T/A polimorfizmleri ile kolorektal kanserlere
yatkinlik arasindaki iliski degerlendirilmis ve kolorektal kanserlere yatkinlikta
sigaranin MDR1’in genetik etkisinden daha baskin oldugu sonucuna varilmis. Buna
ragmen hayati boyunca sigara igmemis, 63 yas ve alt1 bireylerde kolorektal kanser
ve MDRI1 genotipleri arasinda 6nemli bir iliski saptanmis. (—129TT; 2677GG;
3435CC) ya da (—129TT; 2677TT,; 3435TT) haplotiplerini tasiyanlarda kolorektal
kanserlerin gelisme sikliginin diger genotiplerdeki bireylere oranla daha sik oldugu
bildirilmistir (178).

Tahara T. ve arkadaslar1 ¢alisma verileri 15181nda Japon populasyonunda MDR1
geni C3435T polimorfizmi i¢in TT genotipini tagiyanlarin gastrik kanserler igin
diisiik risk tasidiklarini rapor etmislerdir (113).

Tiirk toplumu icin meme kanserinde MDRI1 geni C3435T polimorfizminin
aragtirildigt bir ¢caligmada tiim hastalarin ortalama yasi1 verilmemekle beraber, CC
genotipine sahip olanlarin ortalama yas1 49.6 + 15.1, CT genotipine sahip olanlarinki
50.1 £ 9.9, TT genotipine sahip olanlarinki ise 47.4 + 13.6 olarak verilmistir. Bu
calismada meme kanserli grupta CC, CT ve TT genotip sikliklari sirasiyla % 12,1,
% 58.6 ve % 29,3 olarak bulunurken kontrol grubunda, % 36, % 46 ve % 18 olarak
bulunmustur. Hasta ve kontrol grubu arasindaki genotip sikliklar1 farki anlamli
bulunmustur. Hasta grupda C ve T allel sikliklari ise sirastyla % 41,2 ve % 58,8
olarak, kontrol grubunda ise % 59 ve % 41 olarak rapor edilmistir. Buna ek olarak bu
calisgmada timor capi, hormon reseptér durumu, histolojik asama, lenf nodu
katilimi, sayist ve cerb B2 gibi klinopatolojik parametrelerle MDR1 genotipleri
arasinda bir asosiasyon bulunamamustir. Fakat metastatik hastalarin %77,8 inde ve
progresif hastalarin %83,3 {inde CT/CC genotipine rastlanmistir. Bu ¢alismada C

allelinin meme kanserinde koruyucu bir etkisi oldugu sonucuna varilmistir (114).
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Iran populasyonu i¢in meme kanserinde MDR1 geni C3435T polimorfizminin
arastirilldig1 bagka bir calismaya meme kanserli 106 hasta ve 77 saglikli birey dahil
edilmistir. Bir 6nceki ¢alismadan farkli olarak meme kanseri ile MDR1 geni C3435T
polimorfizmi genotip ve allel sikliklar arasinda bir iligki saptanmamigtir. Caligma
verilerine dayanarak C3435T polimorfizmi ile meme kanserine yatkinlik arasinda bir
asosiasyon saptanmadigi rapor edilmistir (115).

Bizim calismamizda hasta grupta C3435T polimorfizmi i¢in CC, CT, TT genotip
sikliklart sirastyla  %37,1 (n=13), %28.6 (n=10), %34,3 (n=12), kontrol grubunda
%25 (n=5), %65 (n=13), %10 (n=2), T1236C polimorfizmi i¢in hasta grupta TT,
TC, CC genotip sikliklart sirasiyla %40 (n=14), %25,7 (n=9), % 34,3 (n=12), kontrol
grubunda %40 (n=8), %25 (n=5), %35 (n=7), G2677T polimorfizmi i¢in hasta
grupta GG, GT, TT genotip sikliklart sirastyla %74,2 (n=26), %2,9 (n=1), %22.,9
(n=8), kontrol grubunda %60 (n=12), %15 (n=3), %25 (n=5) olarak saptandi.
A2956G polimorfizmi icin ise tiim hastalarin AA genotipini tasidiklart bulundu.
Caligilan polimorfizmlerden T1236C, G2677T ve A2956G polimorfizmleri agisindan
hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.

C3435T polimorfizmi i¢in iki grup karsilastirildiginda ise TT genotip siklig1 hasta
grupta kontrol grubuna oranla anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. (y>= 3,956, p=
0.047 < 0,05) C3435T polimorfizmi agisindan elde ettigimiz sonu¢ Turgut S. ve
arkadaglarinin yaptiklart ¢aligma sonuglari ile uyumluluk gosterirken Tatari F. ve
arkadaslarinin ¢calisma sonuglar ile farklilik gostermektedir. (114, 115) MDRI1 geni
polimorfizmleri etkilerinin farkli etnik gruplarda farklilik gostermesi bizim
sonuclarimizin Turgut S. ve arkadaglarinin Tiirk populasyonunda yaptiklar1 ¢alisma
sonuclart ile uyumlu, Tatari F. ve arkadaslarmin iran populasyonunda yaptiklari
caligma sonuglart ile farkli olmasini aciklayabilir.

Literatiirde meme kanseri baslangic yasina gore degerlendirmenin yapildigi bir
caligmaya rastlanmamistir. Bizim c¢alismamizda ise hastalar hastalik baslangic
yaslarina gore 35 yas ve alt1, 36-45, 46-55, 56 yas ve Ustii seklinde gruplara ayrilarak
C3435T polimorfizminin genotip dagilimi degerlendirildiginde 35 yas alt1 ve 56 yas
ve ustii grupta TT genotipinin en yiiksek yiizdeye sahip olan genotip oldugu
saptanmig ve bu yiizdeler diger gruplara oranla da yliksek bulunmustur. G2677T

polimorfizminin yas araliklarina gore genotip dagilimi karsilastirildiginda ise tiim
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yas gruplarinda GG genotip sikligt daha yliksek bulunmustur. C3435T
polimorfizmine benzer sekilde yine T1236C polimorfizminde de 35 yas ve alt1 ve 56
yas ve Ustll grupta TT genotip siklig1 yiiksek bulunmustur. Bu verilere gore 35 yas ve
alt1 ve 56 yas ve istii gruptaki hastalarda tiim polimorfizmler i¢in benzer sonuglar
elde edilmis ve bu gruplarda C3435T ve T1236C polimorfizmleri i¢in polimorfik
genotipler olan TT genotip yiizdeleri diger genotip yiizdelerinden fazla bulunmustur.

C3435T, TI1236C ve G2677T polimorfizmlerinin  birlesik  genotip
degerlendirilmesi yapildiginda ise hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir ve her iki grupta da GG/CC/CC haplotipini tasiyanlarin yiizdesi en
yiiksek bulunmustur.

MDRI1 geni polimorfizmlerinin etnik farkliliklar gosterdigi bilinmektedir.
Literatiirde cesitli populasyonlarda MDR1 geni polimorfizmlerinin arastirildigt bir
cok ¢alisma mevcuttur. Farkli popiilasyonlarda MDR1 geni C3435T polimorfizmi
icin CC, CT ve TT genotip sikliklar1 Tablo 4.1°de verilmistir (179-190).

Tablo 4.1 Farkli popiilasyonlarda MDR1 geni C3435T polimorfizmi i¢in CC, CT ve
TT genotip sikliklart

Popiilasyon Ornek Alel Frekanst Genotip Frekansi
Sayisi
C T CC CT TT

Afrika Kokenli Amerikali 88 0.84 0.16 0.68 0.31 0.01
Ganali 206 0.83 0.17 0.67 0.34 0
Kenyanl 80 0.83 0.17 0.7 0.26 0.04
Silili (Pascuense) 52 0.75 0.25 0.56 0.38 0.06
Sudanlt 52 0.73 0.27 0.52 0.43 0.06
Iranl 300 0.67 0.33 0.44 0.45 0.11
Silili (Mestizo) 104 0.67 0.33 0.46 0.43 0.12
Silili (Mapuche) 96 0.65 0.35 0.49 0.31 0.20
Polonyali 122 0.62 0.38 0.42 0.41 0.17
Japonlar 114 0.61 0.39 0.35 0.53 0.12
Cinli 265 0.56 0.44 0.32 0.48 0.2
Suudi Arabistanlt 96 0.55 0.45 0.37 0.38 0.26
Orta Amerikal 229 0.53 0.47 0.29 0.47 0.24
Kuzey Ispanyali 204 0.52 0.48 0.27 0.51 0.22
Alman 188 0.52 0.48 0.27 0.48 0.24
Polonyal1 (Bati1) 204 0.48 0.52 0.22 0.51 0.27
Beyaz Itk (UK) 190 0.48 0.52 0.24 0.48 0.28
Malezyali 99 0.48 0.52 0.25 0.46 0.28
Alman 461 0.46 0.54 0.21 0.50 0.29
Giiney Hindistanlt 185 0.46 0.54 0.18 0.56 0.26
Rus 290 0.46 0.54 0.21 0.49 0.30
Cek 189 0.44 0.56 0.21 0.45 0.34
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Tiirkiye’de Denizli ilinde C3435T polimorfizmi genotip sikliklarinin arastirildigi
bir calismada CC, CT, TT genotip sikliklar1 sirasiyla %20, %53, %27 olarak
bulunmustur (191).

Bizim ¢alismamizda C3435T polimorfizmi i¢in CC, CT, TT genotip sikliklar
saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda sirastyla % 25, % 65 , % 10, toplam
caligma grubunda ise % 32,7, %41,8, %25,5 olarak bulunmustur. Bu yiizdeler Cin,
Japon, Orta Amerika ve Ispanyol populasyonlar: ile uyumlu bulunurken diger
populasyonlardan farklilik gostermektedir.

G2677T/A polimorfizmi i¢in farkli popiilasyonlardaki genotip sikliklar1 Tablo
4.2°de verilmistir (190).

Tablo 4.2. G2677T/A polimorfizmi i¢in farkli popiilasyonlardaki genotip sikliklar

Popiilasyonlar Exon 21
G2677T/A

GG GT GA 1T AA TA
Cek Cumhuriyeti (N = 29.6 47.1 0.5 22.2 0 0
189)
Almanya (N =461) 30.9 4.2 2.0 16.1 0 1.8
Polonya (N =122, 139) 33.8 46.8 0.7 17.3 0 1.4
Portekiz (N = 100) 31.0 43.0 - 26.0 - -
Rusya (N =290; 59) 30.3 44.9 4.1 18.3 0 2.4
Ingiltere (N = 190) - - - - - -
Cin (N =96) 16.7 333 8.3 26.0 1.0 14.6
Hindistan (N = 87) 13.8 31.0 8.1 41.4 0 5.8
Japonya (N = 114, 48) - - - - - -

Tiirk populasyonunda G2677T/A polimorfizmi ile inflamatuar bagirsak hastaligi
arasindaki iliskinin arastirildigi calismada hem hasta hem de kontrol grubunda A
alleli gézlenmemistir ve kontrol grubu olarak kullanilan saglikli bireylerde GG, GT,
TT genotip yiizdeleri sirastyla 30, 44,29, 25,71 olarak bulunmustur (192).

Bizim c¢alismamizda G2677T polimorfizmi i¢in GG, GT, TT genotip sikliklar
saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda sirasiyla % 60 , % 15, % 25, toplam
caligma grubunda ise %69, %7.,4, %23,6 olarak bulunmustur. Bu yiizdeler yukarda
bahsedilen populasyonlardaki yiizdelerle uyumluluk gostermemektedir. Bu
populasyonlarda en yiiksek yiizdeler GT genotipinde gozlenirken bizim
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calismamizda GG genotipinde gozlenmektedir. Bizim verilerimize gore bu
polimorfizm ac¢isindan Tiirk toplumu diger toplumlara oranla daha az polimorfiktir.

T1236C polimorfizmi i¢in farkli populasyonlardaki genotip sikliklari Tablo 4.3’te
verilmistir (190).

Tablo 4.3. T1236C polimorfizmi i¢in farkli populasyonlardaki genotip sikliklar

Etnik Koken Exon 21
T1236C

CC CT TT
Cek Cumbhuriyeti (N = 31.7 47.1 21.2
189)
Almanya (N = 461) 34.4 49.2 16.4
Polonya (N = 122, 139) 35.0 46.8 18.0
Portekiz (N = 100) - - -
Rusya (N =290; 59) 24.0 56.0 20.0
Ingiltere (N = 190) - - -
Cin (N =96) 8.3 39.6 52.1
Hindistan (N = 87) 13.8 37.9 48.3
Japonya (N = 114, 48) 14.6 47.9 37.5

Tiirk populasyonunda yapilan bir ¢alismada ise T1236C polimorfizni i¢in TT,
TC, CC genotip yiizdeleri sirasiyla 29, 51, 20 olarak bulunmustur (193).

Bizim c¢alismamizda kontrol grubunda ve tiim calisma grubunda T1236C
polimorfizmi i¢in TT, TC ve CC ylizdeleri sirasiyla %40, %25, %35 olarak tespit
edilmistir. Bu oranlar Cin ve Hindistan populasyonu ile benzerlik gosterirken diger
populasyonlardan farklidir. T alleli T1236C polimorfizmi igin polimorfik alleldir ve
TT genotip siklig1 diger genotip sikliklarina oranla bizim ¢alismamizda daha yiiksek
bulunmugtur. Nitekim Akay G. ve arkadaslarinin Tirk toplumunda T1236C
polimorfizmini arastirdiklar1 c¢alisma verileride bizim verilerimizle benzerlik
gostermektedir (193). Bu ¢alismada en yiiksek yiizde TC genotipine ait olsa da TT
genotip sikligr CC genotip sikligindan daha yiiksek bulunmustur. Bizim verilerimize

gore Tirk populasyonunda T1236C polimorfizmi siklig1 yliksek bulunmustur.
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Literatiirde A2956G polimorfizmi ile ilgili yapilan fazla ¢alisma bulunmamakla
beraber Korelilerde MDRI1 geni polimorfizmlerinin arastirildigi bir calismada
A2956G polimorfizminin goriilme siklig1 % 2,5 olarak bulunmustur (194).

Bizim ¢alismamizda ise A2956G polimorfizmine rastlanmamaistir. Tiirk toplumu
bu polimorfizm agisindan monomorfik olabilir.

Calisma verilerimize gore hasta ve kontrol grubu arasinda G2677T, T1236C ve
A2956G polimorfizmleri agisindan anlamli bir fark gozlenmezken, C3435T
polimorfizmi i¢in hasta grupta TT genotip siklig1 kontrol grubundan anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur. Bu veriler C3435T polimorfizmi i¢in TT genotipini tastyanlar
meme kanserine daha yatkindir seklinde yorumlanabilir. Sonuglarimiz literatiirde bu
konuda Iran’ Iilarda yapilan bir ¢alisma ile uyumsuzken, Tiirkiye’ de yapilan bir
calisma ile uyum icindedir. Bu sonug¢ polimorfizmlerin etkilerinin farkli etnik

gruplarda farklilik géstermesi ile aciklanabilir.
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5. SONUC

Sonu¢ olarak meme kanserli hasta grubu ve saglikli bireylerden olusan kontrol
grubunda T1236C , G2677T ve A2956G polimorfizmleri agisindan anlamli bir
farklilik gézlenmezken, C3435T polimorfizmi i¢in TT genotipi siklig1 hasta grupta
kontrol grubuna oranla anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Bu veriler, C3435T
polimorfizmi i¢in TT genotipini tasiyanlarin meme kanseri i¢in daha yiiksek riske
sahip oldugu, seklinde yorumlanabilir. Bu sonug literatiirde bu konuda Tiirk
populasyonunda yapilan bir calisma ile uyumluluk gosterirken, farkli bir
populasyonda yapilan diger bir ¢alisma ile uyumluluk gostermemektedir. Bu durum
ise MDR1 geni polimorfizmlerinin etnik farkliliklar gostermekle beraber etkilerinin
de farkli populasyonlarda degismesi ile aciklanabilir. Bunun yani sira daha net
sonuclar elde edebilmek icin daha fazla sayida olgu ve kontrol gruplarinin

kullanildig1 ¢calismalara gereksinim vardir.
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