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OZET

Meme Kanserinde Mangan-Superoksit Dismutaz (Mn-SOD) Gen Polimorfizminin

Arastirilmasi

Degisik endojen ve eksojen etmenler sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin
yarattiZ1 hasarin meme kanseri olusumunda etkili oldugu diistiniilmektedir. Superoksid
dismutaz (SOD) reaktif oksijen tiirlerine (ROT) ne kars1 antioksidant etkiye sahip en
onemli enzimlerden biridir. SOD2 veya mangenez iceren SOD (Mn-SOD) mitokondride
superoksidleri yok eden tek enzim oldugundan enzimin antioksidant etkisi oldukca
onemlidir. Mn-SOD geninde meydana gelen bir transisyon (T-C) mutasyon enzimininin
mitokondri tagima dizisinin 9. kodonunda Alanin yerine Valin amino asidinin
geemesine neden olmaktadir.

Tezin amaci Mn-SOD Ala-9Val polimorfisminin meme kanseri ile iligkisini
arastirmaktir. Bu amacla histolojik olarak onaylanmis meme kanseri vakalarindan ve
goniillii olarak ¢calismamiza katilan saglikli kontrollerden kan toplanda.

PCR-RFLP metodu kullanilarak 156 meme kanseri hastasinin ve 228 kontroliin
genotiplemesi yapildi. Istatistiksel analize gdre hastalarla kontroller arasinda allelik
iliski bulunamadi (x2 =3.447, df=2, P=0.178). Fakat AV genotipinin odds ratio (OR)’su
1.476 olarak bulundu (95% CI=0.978-2.229, df=1, P=0.063). Buna gore hastalarda ve
kontrollerde genotip dagilimi sirasiyla %24.4 VV, %56,6 AV, %16 AA; %30.3 VV,
%50 AV, %19.7 AA olarak bulundu. Allelik frekanslar1 da V alleli i¢in, hastalarda
%154.16 kontrollerde %55.26, A alleli i¢in de hastalarda %45.83 kontrollerde %44.73,
olarak hesaplandi.

Sonug olarak Mn-SOD Ala-9Val polimorfizminin meme kanserine yatkinlik

saglayan bagimsiz bir risk faktorii olmadigi bulundu.

Anahtar kelimeler : Meme kanseri, Mn-SOD geni, Polimorfizm, Baglanti
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ABSTRACT

The Investigation of Manganese Superoxide Dismutase (Mn-SOD) Gene

Polymorphism in Breast Cancer

Oxidative damage induced by the generation of reactive oxygen species (ROS)
by exogenous and endogenous exposures is believed to be implicated in breast cancer.
Mn-SOD is the primary antioxidant enzyme in the mithochondria with a function of the
detoxification of superoxide free radicals and thus protecting cells from oxidative stress.
An alanin to valin substitution at amino acid 16, occuring in the mitochondrial targeting
sequence of the Mn-SOD gene has been reported to increase breast cancer risk.

The aim of the thesis was to invesigate the relationship of the Mn-SOD Ala-9Val
polymorphism to breast cancer risk in a population-based case-control study. We
collected blood from women with primary, incident, histologically confirmed breast
cancer who had not received radiotherapy and/or chemotherapy and age-matched
voluntary healthy controls.

By using PCR-RFLP method we genotyped 156 breast cancer patients and 228
healthy controls. Statistical analysis of the data suggested that there was no allelic
association between the cases and healthy controls (x*=3.447, df=2, P=0.178). Whereas
the AV genotype gave an odds ratio of 1.476 (95% CI=0.978-2.229, df=1, P=0.063).
However it was statistically insignificant. The distribution of the VV, AV, AA
genotypes was %24.4, %56,6, %16 in breast cancer patients and %30.3, %50, %19.7 in
controls. The frequncy of the V allele was %54.17 in cases and %55.26 in controls. The
frequency of the A allale was %45.83 in cases and %44.74 in controls.

In conclusion, there is no association between Mn-SOD polymorphism and breast

cancer.

Key words : Breast cancer, Mn-SOD gene, Polymorphism, Association
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1. GENEL BIiLGI VE ILGILI CALISMALAR

1.1 MEME BIYOLOJISI

Memeler ergenlik Oncesi donemde gelismemistir, ergenlikten sonra
yumurtaliklarda Ostrojen hormonu iiretiminin baslamasi ile hizli bir sekilde gelisim
gosterirler (Sekil 1.1). Bu donemde o zamana kadar olgunlasmamis duktlar uzamaya
baslar ve bunlar1 ¢evreleyen doku igerisine 15-20 arasinda lob olusur. Her lob kendi
icinde 2040 adet daha ufak alt birime ayrilir. Bu alt birimler de kendi igerisinde ¢ok
sayida boliime ayrilirlar. Hamilelikte duktuslar bag dokusunun i¢ine dogru iyice
uzayarak alveolleri olusturur. Boylece salgt hiicreleri farklilagir ve duktuslar olgunlasir.
Emzirme salgi bezlerinin biiylimesine neden olmaktadir ve daha sonra da ozellikle
alveollerde bulunan luminal salgi hiicreleri apoptozis ge¢irmektedir. Bu sekilde doku

tekrar bir diizenlemeye gitmektedir (http://www.gebelik-rehberi.com/meme/doku.asp).

Organ
fonksivonu

Biiyiime ve

olgunlasma

"‘-\-\.\_\_\_\_'_'_,_,.,-"

|:|Hja_|mi elik Emzirme

L

1. Biiviime 2. Biiyiime " Biiyiime ° ] Biiyiimenin

fan fazm v sikluslar: - durmasi

EfﬁtsaiLl Puberte llenu]>

Sekil.1.1. Memenin biiyiime fazlar:

Tiim bu sikluslar lokal olarak olusturulan biiyiime faktorleri ve hormonlarin

birlikte ¢alismasi ile kontrol edilmektedir. Diger dokularda oldugu gibi memede de



boliinme stroma tarafindan gergeklestirilir. Stromal ve epiteliyal hiicreler steroid
hormonlarina cevaben parakrin biiyiime faktorleri iiretirler. Ostradiol ve progesteron
steroid hormon reseptorleri ailesine ait olan 6zel reseptorlere baglanarak hareket ederler.
Bu aile birgok ligand vasitasi ile DNA’ya baglanan proteinleri kapsamaktadir. Bu
grubun iiyeleri ligand bagimli olarak c¢aligan transkripsiyon faktorleri olup homodimer
olarak spesifik DNA bélgelerine baglanirlar. Bu bolgeler de dstrojen respons elementi
(ERE), progesteron respons elementi (PRE) v.s gibi isimlendirilmektedirler. Ostrojen
reseptor o (ERa) bu reseptorlere tipik bir 6rnektir. Bu reseptoriin, iki adet ¢inko parmak
tastyan DNA’ya baglanma bolgesi primer aminoasid dizisinin ortasinda bulunur. Bu
bolgenin yaninda ve proteinin N-terminal bolgesinde AF-1 olarak adlandilan
transaktivasyon bolgesi bulunur. C-terminal bolgesinde bulunan “hinge” bolgesi ise
AF-2 olarak adlandirilan ikinci transaktivasyon bolgesine baglanir. AF-2 siki bir
sekilde liganda baglanir ve aktif hale gecmesi buraya baglanmasi ile olur (Schulz,
2005).

Inaktif reseptdrler sitosolde durmaktadir, ancak liganda baglamp gereken
konformasyon degisiklikleri gecirdikten sonra ¢ekirdege girerler. Reseptor dimerleri
DNA’da kendine spesifik bolgelere baglandiktan sonra AF bolgeleri vasitasiyla degisik
ko-aktivator proteinleri ¢agirmaktadirlar. ERa’daki AF-2 bolgesi en az 5 farkli ko-
aktivator proteini baglayabilmektedir. Bunlardan en iyi tanimlanmis olan SRC-
1(steroid reseptor ko-aktivatdrii) proteinidir. Ko-aktivatorler araciliyla steroid hormon
reseptorleri ve transkripsiyon aparati arasindaki etkilesimler gerceklesir, bunun
sonucunda da reseptoriin DNA baglanma bolgesinde kromatin degisimi olmaktadir. Ko-
aktivatorlerin baglanmasi histon asetilasyonunu stimule ederek transkripsiyonun
baslamasmma neden olmaktadir. Ayrica reseptorler aynmi genin regiilator kismina
baglanan birden fazla transkripsiyon faktoriinden ve sinyal transduksiyon
“yolak”larindan gelen sinyalleri entegre ederler. Ornegin, ER’{i ve androjen reseptorii
(AR) ile etkilesime giren ko-aktivatorler EGF ailesine ait biiylime faktorleri ile fosforile
olan mitojen activated protein kinase (MAPK) ile regule edilirler. Reseptoriin kendisi de
fosforile olur. Ko-aktivatorlerle etkilesimler genleri aktif hale getirirken ko-represorlerle

etkilesimler genin baskilanmasina neden olur (McDonnell and Norris, 2002).



ERa’y1 aktive eden ikinci bir mekanizma ise reseptoriin DNA’ya baglanmasina
gerek duymamaktadir. Steroid hormon reseptorii DNA’ya bagli olan diger
transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girerek onlarin aktivitelerini diizenlemektedirler.
Bu mekanizma reseptér baglama bolgesi igermeyen genlerin regulasyonunda yer
almaktadir. ERoc  AP1 transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini diizenleyebilmektedir.
Boylece Ostrojen tek basina veya biiytime faktorleri ile birlikte MAPK yollarini taklit
ederek hiicre ¢ogalmasini stimule eder. Ayrica Ostrojen meme dokusunda EGF’ne
benzer biiyiime faktdrlerininin iiretimini de stimule eder (Schulz, 2005).

Aslinda Ostrojen ile meme dokusu biiyiimesi ve fonksiyonunun diizenlenmesi
olduk¢a karmasik bir olaydir. Ostrojen reseptorleri SP1 ve NFxB ile dogrudan veya
dogrudan olmayan etkilesimler yaparak da gen aktivitesini etkileyebilmektedirler.
Bunun disinda ERa aktivitesi siklin D1 ve BRCAL ile olan protein-protein etkilesimleri
ile degismektedir. Ostrojenler hiicre membraninda da direkt olarak iyon kanallarini
etkileyerek membranda degisiklige yol agmaktadirlar. En 6nemlisi de Ostrojenlerin
meme dokusunda yer alan epiteliyal ve stromal orjinli birgok hiicre tipini
etkileyebilmeleridir.

Insanda &strojen reseptdrii o ve dstrojen reseptdrii B olmak iizere iki tane farkli
Ostrojen reseptorii bulunmaktadir. ERo’yr ESR1 geni, ERB’y1 ise ESR2 geni
kodlamaktadir. Bu iki reseptoriin yapilart sadece %30’luk homoloji gostermesine
ragmen DNA’ya baglanma bolgeleri birbirinin aynidir ve her ikisi de AGGTCA NNN
TGACCT ostrojen respons elementi (ERE) dizisini tanirlar. ERa  disi iireme
dokularindaki hiicre bolinmelerinden sorumludur. Oysa ERP inhibitor gorevi
yapmaktadir. iki strojen reseptorii viiciit igerisinde farkli ekspresyon paternlerine
sahiptirler (Schulz, 2005).

Progesteron reseptorii (PR)’niin subiiniteleri (PRA ve PRB) ise farkli sekilde
cevrilen fakat ayni gen iirlini olan mRNA’dan sentezlenirler. Homodimer veya
tetradimer olarak birbirleriyle baglanabilmektedirler. Progesteron reseptoriiniin
ekspresyonu ERa tarafindan indiiklenir. PRA (veya PRa) kismen ERa’nin feedback

inhibitdrii olarak gdrev yapar. Fakat PR aktivitesi gestagenlere bagli olarak degisir, yani



PR’linlin aktif olabilmesi i¢in gestagenlerin belli seviyede olmasi gerekmektedir
(Jordan, 2004).

Ostrojen ve Ostrojen reseptorleri bircok diger hormon ile etkileserek normal
meme gelisimden sorumlu olan en énemli faktorlerdir. Ayrica ostrojen, EGF ailesine ait
biiyiime faktdrleri ile birleserek ERBB ailesine ait olan reseptor tirozin kinazlar1 aktive
eder. Bu sekilde de duktal ve alveolar epitelyumun proliferasyonunu ve farklilasmasini
saglamaktadir. Aktif ERBB reseptorleri MAPK kaskadini indiiklemektedir bu da
ERa’nin proliferasyonunu ve AP1 transkripsiyon faktoriiniin sentezlenip fosforile
olmasina neden olmaktadir.

Insanda ERBB ailesi ismini ilk olarak karakterize edilen retroviral v-erbB
onkogeninden almaktadir. Bu ailede yapisal olarak birbileri ile iligkili dért memebran
reseptorii yer almaktadir: ERBB1-ERBB4 (HER1-HER4 olarak da adlandirilmaktadir)
(Cizelge 1.1) (Holbro et al, 2003).

Cizelge 1.1 insanda ERBB gen ailesi

Gen | Digeraqi | Sromozomal |y dlari* Ozellik
lokazisyonu
EGFR | ERBB1/ | 7pl2 EGF, TGFa,
HER1 Amphiregulin,
HB-EGF,
betaseliilin
ERBB2 | HER2/ 17q11.2-q12 yok Diger aile fyelerini
NEU/ heterodimerizasyon
p185HER ortaga
ERBB3 | HER3 12q13 NRGI1, NRG2 | Tirozin kinaz aktivitesi
yok
ERBB4 | HER4 2q33.3-q34 NRG1, NRG2
NRG3, NRG4
Betaseliilin
HB-EGF

*EGF: epidermal biliylime faktorii, TGF: tranformasyon biiyiime faktorii, NRG:

ndrogulin.



Her reseptorde yaklasik 600 aminoasitlik ekstraseliiler ligand baglama bolgesi, 24
aminoasitlik tek gecisli helikal transmembran bdlgesi ve otofosforilasyon ve
otoinhibitdr luplart olan >500 aminoasitlik tirozin kinaz bolgesi bulunmaktadir (Schulz,

2005).

1.1.1 Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik goriilen habis tiimdrlerdendir. Ulkemiz
Saglik Bakanliginin 1999 yili verilerine gore kadinlarda meme kanseri en ¢ok goriilen

on kanser tiirli arasinda %24,1 ile birinci siray1 almaktadir (www.saglik.gov.tr).

Cizelge.1.2 Tiirkiye’de kadinlarda en ¢ok goriilen on kanser tiirii, 1999

ORGANLAR | VAK'A % |INSIDANS(Yiizbinde)
Meme 2.390 24,1 7.32
Mide 693 6,99 2.12
Yumurtalik 556 5,61 1.70
Deri 684 6,9 2.10
Kolon 419 4,22 1.28
Akciger 404 4,07 1.24
Serviks 310 3,13 0,95
Beyin 349 3,52 1.07
Kemik iligi 391 3,94 1.20
Rektum 381 3,84 1.17
Digerleri 3342 33,69 10.24
TOPLAM 9.919 100 30.38

Ayrica Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda yatirilarak tedavi
gormiis 100 kanserli kadin hastanin 27°si meme kanseri olarak tespit edilmistir (Cerrahi

Onkoloji, 1995).



1.1.1.1 Meme Kanserinin Klinik Ozellikleri

Klinik olarak meme kanserlerinin ilk belirtisi bir sertlik veya kitlenin ortaya
cikmasidir. Cok nadir olarak memede palpabl bir kitle yokken hastalik memebasi
akintis1 ya da bolgesel lenf diiglimlerinde kendini gosterebilir. Okiilt meme kanserleri
ad1 verilen bu kanserler ¢cok ender goriildiigii i¢in meme kanserinin ilk belirtisi pratik
olarak memede bir kitleden ibarettir. Bu kitlenin kivami, igerdigi epitelyal ve fibroz
elemanlarin birbirine oranina gore degisir.

Meme karsinomlar1 daha ¢ok meme iist dis kadraninda gelisir. ikinci derecede
santral bolge, daha sonra iist i¢ kadran, onu da takiben alt kadranlar gelir. Meme
kanserlerinde klasik olarak kitle sert, zor hareket ettirilebilen, elastik olmayan kolayca
kesilebilen bir nodiildiir. Kesit yiiziinde opak, kuru bir ylizey mevcut olup bag dokunun
translusan ¢izgilerin yaninda ufak sarimsi veya opak gri ¢izgiler bulunur. Kitleye istirak
eden epitelyal ve bag doku miktarina gore tiimoriin kivami degisir. Tiimor bag dokudan
zenginse skird karsinomdan s6z edilir. Diger makroskopik goriinlimler arasinda
hemoraji ve nekrozla birlikte olan opak beyaz veya pembemsi goriiniimde, yumusak
kivamda mediiller tiimorler, mukoid veya jelatindz papiller sinirl intrakistik ve komedo
tipleri vardir. Malign meme tiimdrlerinin %90°1ndan fazlasi ya genis veya kiigiik caplh
duktal sistem epitelinden gelisir. Geri kalan kisimda ise lobiiler karsinomlar ve
sarkomlar yer alir.

Histolojik olarak herhangi bir meme karsinomunda esas olarak adenokarsinom
yapist bulunabilir, ama bir tiimérde birkag¢ degisik histolojik yap1 da bulunabilir. Meme
timorleri makroskobik ozelliklerine gore (skird, kolloid, mediiller), histolojik
karakterlerine gore (adenokarsinom, papiller, sarkom), histogenezine gore (duktal,
lobiiler, asiner) veya aktivitesine gore (infiltratif ve noninfiltratif) olarak ayrilir (Goksel,
1991).

Meme kanserinin tanisi klinik muayene ile baglar ve biopsi ile sonuclanir. Meme
tan1 metodlar1 arasina girmis olan mammografi, ksenografi, termografi ve ultrasonografi
memede patolojik bir olay olup olmadigini gésterme bakimindan yardimci olabilirler.

Bu metodlarla her ne kadar mevcut hastaligin maling mi, benign mi oldugu konusunda



On kanilara varilabilirse de bu tanilar higbir zaman kesin degildir ve meme

hastaliklarinda biyopsi olmaksizin kesin tan1 konulamamaktadir (Goksel, 1991).

1.1.1.2 Meme Kanserinde ER, PR ve ERBB Reseptorlerinin Onemi

Meme kanserlerinin %70°1 ERa bakimindan pozitiftir. Bu kanserlerin yaklagik
yarist da PR’linii eksprese etmektedirler. PR’li ER’ii tarafindan indiiklendigi igin
PR’linlin varligi hem ER’liniin varligim1 kanitlar hem de onun aktif olarak ¢alistigini
gosterir. Meme kanserinin %5°lik bir kisminda sadece PR’ii eksprese edilir. ER ise
meme kanserinde genellikle eksprese edilmemektedir ve siklikla ESR2 genin promatorii
hipermetiledir. Bu da ERP’nin bilyime agisindan negatif bir faktér oldugunu
gostermektedir.

ER (+) meme kanserlerleri 1yi diferensiye olup daha yavas biiylimektedir ve ER
(-) meme kanserlerine gore daha iyi prognoz gdstermektedir. Bu kanserler Gstrojene
bagli olarak cogaldiklar i¢in Ostrojen antagonistleri kullanilarak daha basarili tedavi
yapilabilmektedir (McDonnell and Norris, 2002).

ER’ii eksprese etmeyen tliimorlerde, hatta bazi ER(+) tlimorlerde bile biiyiime
ERBB tirozin kinaz reseptorleri iizerinden gerceklesmektedir. Bu grup kanserlerde
ERBBI1 ve ERBB3 ile heterodimer olusturan ERBB2 proteinini kodlayan gen amplifiye
olmustur ve fazla eksprese olmaktadir. Bu yilizden ER (+) veya ER (-)
klasifikasyonunda oldugu gibi tiimoriin ERBB2 (+) mi yoksa ERBB (-) oldugu da
tiimdriin tedavisi agisindan 6emlidir. ERBB (+) kanserler kotii prognoza sahiptir. Diger
tirozin kinazlara karsi oldugu gibi ERBB2’ye kars1 diisiik molekiiler agirlikli
inhibitorler kullanilarak tedavi yapilmaktadir. Trastuzumab adi verilen monoklonal
antibodi 6zellikle ERBB2 i¢in gelistirilmistir ve son zamanda tedavi amagh

kullanilmaktadir (Holbro et al, 2003).



1.1.1.3. Meme Kanserinin Etiyolojisi

Meme kanserleri bayanlarda 6zelikle menopoz sonrasi ortaya ¢ikmaktadir fakat
son zamanlarda menopoz Oncesi vakalarda da artig goriilmektedir. Ortalama menopoz
yast yaklasik 50 dir ve menopoz hemen hemen tiim kadinlarda 45-55 yaslar arasinda
goriilmektedir. Meme kanseri de Ozellikle 40—60 yaslar1 arasinda kadinlarda en sik
goriilen hastaliktir (Colditz, 1998).

Meme kanserine neden olan faktorler arasinda Ostrojene maruz kalma siiresi,
iyonizan radyasyona maruz kalma, hareketsiz yasam tarzi, yiiksek miktarda yag igeren
besinlerle beslenme, alkol, sigara ve genetik yatkinlik (BRCA1, BRCA2 ve diger
genlere bagl olan yatkinlik) sayilabilir (Bingham et al, 2003).

Reprodaktif faktorler: Son zamanda yapilan calismalar endojen hormon
seviyeleri ile meme kanseri arasinda baglanti oldugunu ortaya koymustur. Ostrojene
uzun siire maruz kalma meme kanseri riskini artirmaktadir. Erken adet gorme, gec
menopoza girme, ge¢ yasta dogum yapma ve az sayida dogum yapma gibi faktorler
Ostrojene maruz kalma siiresini artirmaktadir ve bdylece meme kanser riskini
artirmaktadir. Bu mekanizmanin altinda yatan nedenler tam olarak belli degilse de buna
dair bazi tahminler mevcuttur. Buna gére meme dokusunun uzun siire dstrojene maruz
kalmas1 hiicrelerde meydana gelebilecek mutasyonlarin birikmesine neden olabilir.
Fakat hamilelik boyunca gelen giiclii sinyaller meme dokusunu degisime ugratmaktadir
ve Ozellikle emzirme kesildikten sonra hiicrelere apoptozisi hizlandiran sinyaller
gelmektedir ve bu bir Ol¢iide meme dokusunun temizlenmesini saglamaktadir
(Colditz,1998).

Viicutta bulunan tiim Ostrojenler aromatik A halkasi, C-3 pozisyonunda fenolik
hidroksil grubu ve C—13 pozisyonunda metil grubu igcermektedirler. Kanda iki tiir
Ostrojen mevcuttur, C—17 pozisyonunda hidroksil grubu bulunan 6stradiol (E2) ve bu
pozisyonda keto grubu igeren dstron (E1). Meme dokusunda biyolojik olarak daha aktif
olan &stradioldiir. Ostrojen ve progesteron hiicresel aktivitelerini reseptdrlere

baglanarak gosterirler. Ostradioliin dstrojen reseptdriine (ER) baglanma afinitesi daha



yuksektir. Kanserlesmis dokularada normal

bulunmaktadir (Mitrunen et al, 2003).

Ostradioliin aneuploidiye ve yapisal kromozomal degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir. Hayvanlarda yapilan ¢alismalar ostradioliin karsinojen oldugunu agik¢a

ortaya koymustur ve ayrica Uluslararasi Kanser Arastirma Kurulusuna (IARC) gore

insanlarda da karsinojen olduguna dair yeterli kanit mevcuttur.

Sekil 1.2 Ostrojenin meme kanserine neden oldugu iki farkh yolun sematik olarak

gosterilmesi

dokulara gore daha fazla ER’i

Androjenler
Aromataz
inhibitirleri
Ostrojenler

Antidstrojenler

hiicre hiliinmesi ile
olusan mutasyon

Ostrojen metabolitleri
sonucu olusan mutasyvonlar

E;
1
ER

1

Prolifrazyon genlkeri

l

Hiicre bilinmesd

AMutazyonlar

II:
4-OHE,
1
E, 3.4 kuinon

Adenin+
guanin- kuinon konjusatlar

DNA depiirinmizasyom
!
Hatah DA tamiri

Nokta mufasyonlar

N

Meme Kanseri




Meme dokusunda hiicre ¢ogalmasmma neden olmast da Gstrojenin
karserlesmedeki roliinii ortaya koymaktadir. Hiicreler ne kadar fazla ve hizli cogalirlarsa
genetik hata sansinin o kadar yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Normalde hiicrede ¢ift
sarmal olarak bulunan DNA’nin boliinme sirasinda tek zincir halinde olmasi DNA’da
hasar meydana gelme olasiligini arttirmaktar. Bu sekilde bir mutasyon tasiyan hiicrenin
de Ostrojen etkisiyle cogalarak klonlar olusturmasi miimkiin hale gelmektedir
(Sekill.2).

Mutasyona bagli olmayan diger bir mekanizma da 6strojenin meydana getirdigi
metabolitlerin meme dokusunda yaptig1 toksik etkidir. Ostrojen ve dstrojen
metabolitleri fenolik bilesiklerdir ve ozellikle difenolik Ostrojen metabolitleri okside
olarak semikinoninlere doniigmektedir, bunlar da makromolekiillerle etkilesime
girmektedirler (Sekil 1.2).

Ayrica semikuinoninler kuinon redoks “cycling” denilen bir isleme neden
olmaktadirlar ve bunun sonucunda da ortama yiiksek derecede reaktif oksijen tiirlerinin

meydana gelmesini saglamaktadir (Sekill.3).

Serbest radikmllere bagh DNA, protein ve lipid hazar

? MnSOD Fe?
KOLESTEROL o 0 — W HO, — o -OH—= DNA hazan
CYP17 \_/‘
CYP19
17pH5D CYP1Al
} . CYP1ElL o
OSTRADIOL (E.) — = OH-E,— = SEMIKUINON  KUINON — = DNA “adducts"
GSTM1
GSTM3
COMT GSTPL
CSTT1
Inalsif metabolitler Clutation konjugatlam

Sekil 1.3 Ostrojen biyosentezinde ve metabolizmasinda rol oynayan polimorfik

genlerin sematik gosterilmesi
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Boylece 0Ostrojen kimyasal karsinojen etkisi yapmaktadir. Yiiksek konsantrasyonda
Ostrojen iceren dokularin kanserlesme riski kisinin dstrojen metabolitlerini elimine etme
kapasitesi ile dogrudan baglantilidir (Mitrunen et al. 2003).

Eksojen ostrojen: Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar oral kontraseptif
kullanim1 ve hormon replasman tedavisinin meme kanser riskini artirdigini ortaya
koymustur. Her ikisinin kullanimu ile ilgili ¢eliskili bilgiler bulunmasina ragmen oral
kontraseptif kullaniminin %24, hormon replasman tedavisinin de %36 oraninda meme
kanser riski artirdigi bilinmektedir (Ross et al.,2000).

Kilo: Menopoz sonrasi bayanlarin kanindaki 6strojen yag dokusunda bulunan
androjenin Ostrojene doniligmesi sonucu olugmaktadir. Boylece menopoz sonrasi kilo
alan kadinlarda Ostrojen seviyeleri ylikselmektedir, bu da meme kanser riskinin
artirmaktadir. Son zamanda bel/kal¢a orani ile meme kanseri arasinda dogru oranti
oldugu saptanmistir (Carpenter et al, 2003).

Iyonizan radyasyona maruz kalma: Iyonizan radyosyona maruz kalmanimn da
meme kanser riskini artirdig1 bulunmustur (Dumitrescu and Cotarla, 2005).

Beslenme faktorleri: Yedigimiz besinlerde bol miktarda karsinojen ve anti-
karsinojen maddeler bulunmaktadir. Bazi1 bilesiklerin oksijen radikallerini iireterek
DNA’da hasar meydana getirebilirler. Ozellikle doymamus yag asitleri igeren besinlerle
beslenmenin meme kanser riskini artirdigi ortaya konmustur. Bol miktarda dogal
antioksidantlar1 igeren meyve ve sebzeleri bol sekilde tiiketmek ise meme kanser riskini
azalttig1 bulunmustur (Hanf and Gonder, 2005).

Sigara: Sigara ve meme kanseri arasindaki iligki hakkinda geligkili bilgiler
mevcuttur. Ozellikle erken yasta sigaraya baslamis ve ¢ok sigara igenlerde meme
kanseri gelistigine dair baz1 yayinlar bulunmaktadir. Diger yandan da sigarada bulunan
baz1 kimyasallarin anti-dstrojenik etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin nikotinin
CYPI19’u inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica sigara igicilerin daha erken menopoza
girdigi bilinmektedir. Sigaranin bol miktarda oksijen radikali iiretilmesine neden olarak

Mn-SOD’1 enzimini indiikledigi gosterilmistir (Schulz, 2005).
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Alkol: Alkol alimmin meme kanseri ile iliskili oldugu bulunmustur. Ozellikle
icki miktar1 ve meme kanseri arasinda linear bir iliski bulundugu saptanmistir. Bunun
nedenin dstrojen seviyelerinin artmasi ile olabilecegi veya diger bir meknizma da alkole
bagli olarak ROT’lerinin {liretilmesi olabilecegi diisiiniilmektedir (Hanf ve Gonder

2005) .

1.1.1.3.1. Meme Kanserinde Genetik Faktorler:

Meme kanserlerinde rol oynayan genler iki sinifta toplanabilir: 1) Yiiksek meme
kanser riski olusturan yiiksek gecisli (high-penetrance) genler; 2) Meme kanserinin
olusmasina neden olan diisiik gecisli (low-penetrance) genler. Genel populasyonda
yiiksek gecisli genlerde mutasyonlarin nadir goriildiigii ve bu mutasyonlarin 6zellikle
ailesel meme kanserlerine neden oldugu bilinmektedir. Oysa diisiik gecisli genlerdeki
mutasyonlarin, meme kanserlerinin biiyiik c¢ogunlugunu olusturan sporadik meme
kanserlerinin olusumunda rol aldig1 diisiiniilmektedir (Mitrunen et al, 2003).

Ailelerde birden fazla meme kanseri vakasi goriildiigiinde bu ailesel meme
kanseri olarak degerlendirilmektedir. BRCA1, BRCA2, ATM ve p53 genleri ailesel
meme kanserlerine neden olan yiiksek gecisli genlerdir. Bu genler timdr supresor
genler olup erken yasta goriilen ailesel meme kanserlerinin %50’sinden ve total olarak
degerlendirildiginde meme kanserlerinin yaklasik %5-10’dan sorumludurlar. Ayrica bu
genlerdeki mutasyonlarin multifokal meme kanserlerine neden oldugu bulunmustur
(Oesterreich and Fuqua, 1999).

BRCA1 ve BRCA2 proteinleri genomik stabilitenin saglanmasinda, DNA’da
meydana gelen hasara karsi hiicrenin verdigi cevaba, transkripsiyonel regulasyonda ve
hiicre ¢ogalmasinda gorev yapmaktadirlar. BRCA1 geni 17. kromozomda bulunmakta
olup otozomal dominant kalitim 6zelligi gostermektedir ve ailesel meme kanserlerinin
%42’sinden sorumludur. BRCA2 geni ise 13. kromozomun tizerinde yer almaktadir ve
kadinlarda goriilen ailesel meme kanserlerinin %32°’nden ve hemen hemen erkeklerde
goriilen tim meme kanserinden sorumludur. BRCA1 veya BRCA2 genlerinde

mutasyon tasityan bayanlarda meme kanser riskinin %80 oldugu belirlenmistir. Fakat
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baz1 toplumlarda, 6rnegin Finlandiya populasyonunda, BRCA1 ve BRCA2 genlerinin
sadece ailesel meme kanserlerinin %10—-11 sorumlu oldugu bulunmustur. Bu yiizden bu
populasyonda BRCA genlerinin meme kanseri ile ¢ok fazla iliskisi olmadig:
distiniilmektedir (Rebbeck, 1999).

Epidemiyolojik ¢alismalara dayanarak mutant BRCA1 tasiyicilarinda belirlenen
meme ve over kanser riski, sirasiyla %85 ve %50’dir (Fearon and Cho, 1997). BRCALI
mutasyonlart 35 yas 6ncesi meme kanseri gelisen kadinlarin %10-15"nde gozlenmistir.
40 yas Oncesi meme kanserine yakalanan Yahudi kadinlarinin %20’nde BRCALI
mutasyonlart gézlenmistir (Fitzgerald et al, 1996). BRCA1 veya BRCA2’de mutasyon
tasiyan bayanlardaki meme kanser riski hemen hemen aynidir. Fakat over kanser
riskinin BRCA2 tasiyicilarinda BRCA1 tasiyanlara nazaran daha azdir. BRCA2
mutasyonu tasityan erkekler de ise meme kanser riski daha yiiksektir. Ayni1 zamanda
larinks ve prostat kanser riski de BRCA2 mutasyonlarina bagli olarak artmaktadir (Ford
et al, 1994). BRCA2 lokusunu kapsayan bdlgede heterozigosite kaybinin sporadik
meme, pankreas, bas-boyun ve diger bazi kanserlerde arttigi gozlenmistir. Bu da
BRCAZ2’ye yakin bolgede somatik olarak mutasyona ugrayan baska bir tiimor siipresor
genin oldugunu diisiindiirmektedir.

p53 mutasyonlar1 birgok kanserde yaygin olarak goriilmektedir. p53 geni 17.
kromozomun p13.1 bdlgesinde bulunmaktadir. Bu gen bir tiimor siipresér gen olup 393
kodon igermektedir ve 53 000 Dalton biiyiikliiglinde bir protein kodlamaktadir. p53
mutasyonlart en sik genin 175, 248 ve 273 kodonlarinda meydana gelmektedir (tim
kanserlerin %12-13’nde). Mutasyonlarin detayli karakterizasyonu degisik tiplerdeki
kanserlerde p53 mutasyonlarinin degisik yapida olduklarini gostermektedir (Greenblatt
et al, 1994).

Primer meme kanserlerinde p53 mutasyonlar1 olduk¢a yaygindir ve genin
bliylimeyi baskilayan 6zelliklerini kaybettirmektedir (Shishikura et al, 1998). Meme
kanserlerinin yaklasik %20-40’nda p53 genleri mutasyona ugramistir (Hollstein et al,
1997). Germline p53 mutasyonlar1 tasiyan bireylerde (Li-Fraumani sendromlu
bireylerde) meme kanser riski olduke¢a yiiksektir (Malkin et al, 1990). Germline p53

mutasyonu tasiyan bireylerde 30 yasin altindakiler i¢in risk %50’dir, 70 yasin iizerinde
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olanlar i¢in de %90 dir (Li et al, 1990). Germline p53 mutasyonu tasiyan 231 hasta ile
yapilan bir ¢alismada bu hastalarda en yaygin olarak meme kanserinin oldugu tespit
edilmistir (Velculescu and El-Deiry, 1996). BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarina bagl
olarak gelisen meme tiimorlerinde p53°iin de mutasyon sikliginin oldukca yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Smith et al, 1999). BRCAl mutasyonu tasiyan meme
tiimorlerinde p53°iin ekspresyon seviyelerinin BRCA2 mutasyonu tasiyicilart ve BRCA
mutasyonu tagimayanlara gore oldukea yiiksek oldugu bulunmustur (Armes et al, 1999).
Erken yasta ortaya ¢ikan meme kanserlerinin %18’de p53 mutasyonlar1 goriilmektedir
ve BRCA1 mutasyonu tagtyicilarinda diger kanserlerde sik rastlanmayan insersiyon ve
delesyonlar saptanmistir. Bunun disinda bazi caligmalarda da 17. kromozomun kisa
kolunun sporadik meme kanserlerinde en ¢ok degisiklige ugrayan bdlge oldugu tespit
edilmistir (%45-60). Bu da p53’e bitisik olan bolgede baska bir tiimor silipresoriin
oldugunu diisiindiirmektedir (Armes et al, 1999).

Son zamanda yapilan ¢aligmalara gore, meme tiimorlerinde p53 mutasyonlarinin
varlig1 hastalarin prognozu hakkinda fikir verebilecegi diisiiniilmektedir (Stal et al,
1995; Kovach et al, 1996). Overgaard ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada da hem
nod pozitif hem de nod negatif hastalarda p53 mutasyonlarinin oldukc¢a yiiksek oranda
bulundugu ve bunlarda hastaligin kotii seyrettigi tespit edilmistir. Ayrica p53
mutasyonlarinin, anaplazi derecesi yiiksek, ER(-) duktal karsinomlarda ¢ok sik olarak
meydana geldigi gozlenmistir (Overgaard et al, 2000). pS3 mutasyonlarinin goriilme
siklig1 populasyona ve timoriin evresine gore de degiskenlik gostermektedir. Timori
bliyiik ve hastalig1 ilerlemis olanlarda ve geng hastalarda goriilme sikligi yiiksekken
kiigiik tiimore sahip olan ve ilerlemis yastaki hastalarda ise mutasyon goriilme siklig
diisiiktiir (Sunpaweravong and Sunpaweravong, 2005). Fakat bu bilgilerin kesinlesmesi
icin ilave ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ataksiya Telangiektaziya (AT) ile ilgili olan ATM genin meme kanseri
olusumunda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. ATM geni 11. kromozomun q22-23
bandinda bulunmaktadir (Rodriguez et al, 1997). ATM c-Abl, DNA-PK ve p53 ile
etkilesime girerek DNA tamirinde ve hiicre siklusu kontroliinde rol oynamaktadir. DNA

hasar1 sonucu p53°iin ATM tarafindan fosforile ve stabilize edildigi bulunmustur (Banin
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et al, 1998). Molekiiler genotipleme uygulanan bir calismada ATM heterozigositesi ile
meme kanseri arasinda bir iligki oldugu ortaya konmustur ve bu ¢alismaya goére meme
kanser populasyonunda ATM heterozigositesinin %6,6 oldugu tespit edilmistir (Athma
et al, 1996). Ayrica ATM’de goriilen nadir polimorfizmlerin, baz1 spesifik missense
mutasyonlarin ve protein truncating variatlarin da meme kanseri riski ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir (Khanna and Chenevix-Trench, 2004).

Meme kanserinde rolii olabilecegi diisiiniilen diger bir tiimor siipresér de PTEN
genidir. Gen 10. Kromozomun 23 bolgesinde bulunmakta olup birgok sporadik
kanserde ve kalitsal bazi sendromlarda rolii oldugu bulunmustur (Agrawal and Eng,
2006). Timor slipresor etkisini apoptozise neden olarak ve hiicre siklusunun G1 fazini
durdurarak gostermektedir. Bu gen iiriinii ¢ift fosfataz etkisi gostererek hem lipid hem
de protein substratlarin1 defosforile edebilmektedir. PTEN fosfatidil inositol-3-kinaz
iriinii olan fosfatidilinositol-3.4.5-trifosfat (PIP3)’1 defosforile etmektedir (Agrawal
and Eng, 2006). Cowden sendromlu hastalarin %85°nde PTEN geni germline olarak
mutasyona ugramistir. Bu sendrom multiple hamartomalarla karakterize edilir ve bu
sendromu tasiyan hastalarin meme ve tiroid kanseri gelistirme riskleri oldukca
yiiksektir. PTEN’nin sporadik meme kanseri ile iliskisini gosteren bir¢ok calisma
mevcuttur fakat sonuglar celigkilidir. Agrawal ve Eng’in yaptiklar1 ¢alisma PTEN’deki
splice variantlarinin meme kanseri patolojisinde rolii olabilecegini gostermektedir. Ueda
ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmaya gore ise PTEN genindeki mutasyonlarin sporadik
meme kanseri agisindan onemli bir etken olmadiklari diisiiniilmektedir (Ueda et al.
1998).

Ailesel vakalara karsin sporadik meme kanserlerinin daha ¢ok diisiik gecisli
genlerdeki mutasyonlardan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu tiimorlerin daha ¢ok
baz1 genetik faktorlerin ¢evresel kosullarla interaksiyona girmeleri ile olustuguna dair
bir¢cok yayin mevcuttur.

Genelde diisiik gegisli genlerin yaptigt yatkinigin daha ¢ok meme
karsinojenezisindeki biyokimyasal veya fizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi ile
ortaya c¢ikarilabilecegi diisiiniilmektedir. Aday polimorfik genler dstrojen ve karsinojen

metabolizmasinda rol oynayan enzimleri kodlayan genleri, ROT’lerini etkisiz hale
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getiren enzimleri kodlayan genleri, alkol ve tek karbon metabolizmasinda rol oynayan
genleri ve DNA tamirinde ve hiicre sinyal sisteminde gorev yapan genleri icermektedir.
Siibstrata bagli olarak bu enzimler bu mekanizmalarda inaktive edici veya aktive edici
ozellikte olabilirler. Bunlarin arasinda en ¢ok ¢alisilmis gen polimorfizimler CYP, GST,
NAT, COMT, Mn-SOD, ER, PR, VDR, ADH, MTHFR, XRCCI1, TNFa, Hsp70
polimorfizmleri yer almaktadir (Dumitrescu and Cotarla, 2005).

Son zamanda hem epidemiyolojik ¢alismalarla hem de hiicre biyolojisi
caligmalar ile Ostrojenin meme uterus ve over kanserlerinde dnemli rol oynadig: tespit
edilmistir (Service, 1998). Steroidogenezis metabolizmasinda ve biyosentezinde rol alan
genlerin yapis1 kisiden kisiye degisebilmektedir. Bu varyasyon da kisilerin iireme
sistemine bagli kanserlere yatkinhigmin farkli olmasini agiklamaktadir. Ozellikle
Ostrojenin metabolizmasini ve Ostrojenin intrasellular transportunu kontrol eden genlerin
rolii olabilecegi diistiniilmektedir. Etnik gruplar arasinda da genetik yapiya bagl olarak
steroid metabolizmas1 ve transportu farklidir. Henderson ve Feilgeson (1997) tarafindan
gelistirilen poligenik modele gore steroid hormon biyosentezinde ve metabolizmasinda
yer alan enzimleri kodlayan genlerde fonksiyonel agidan 6nemli olan polimorfizmler
bulunmaktadir. Bunlarin da meme kanserinde bireysel yatkinlifa sebep olabilecekleri
sanilmaktadir. Bu genler 17B-hidroksi steroid dehidrogenaz 2 (EDHI17B2) geni,
sitokrom p450cl7a (CYR17) ve Ostrojen reseptor (ER) genleridir. ER genindeki
polimorfizm &strojen baglanmasini ve bunu takiben hedef genlerin transkripsiyonunu
etkileyebilmektedir (Henderson and Feigelson, 1997). Ayrica Ostrojen metabolizmasi
sirasinda meydana gelen metabolik yan iiriinlerin de meme kanserinde rol oynadiklari
bilinmektedir (Yue et al, 2003). Bu yolla ilgili ¢alisilan diger bir polimorfik gen de
katekol-O-metiltransferaz (COMT) genidir. Ostrojen metabolizmasi sirasinda olusan
katekolostrojenler viiciit i¢in toksik olan kuinon veya semikuinonlara doniisebilmektedir.
COMT genin iirlinii olan katekol-O-metiltransferaz enzimi de bu yolu engelleyerek
katekoldstrojenleri metiller ve karsinojenik olmayan 2- ve 4-metoksiestradiollere
doniigmelerini saglayarak Ostrojenin toksik etkisini yok etmektedir. COMT proteini iki
formda bulunmaktadir: sitoplazmada ¢oziinmiis olarak bulunan 25 kDa’luk S-COMT
formu ve hiicre memebrana bagl olarak bulunan 30 kDa’luk MB-COMT formu. S-
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COMT meme dokusunda eksprese olurken MB-COMT beyinde eksprese olmaktadir.
Her iki form ayni gen tarafindan kodlanmaktadir ve gen 22. kromozomun ql1.2
bandinda bulunmaktadir. Polimorfik olan bu gen kodlama bolgesinde S-COMT i¢in 108.
amino asid pozisyonunda valin yerine metionin amino asidi tasimaktadir, MB-COMT’da
ise ayni amino asid degisimi 158. amino asitte bulunur. Metionin tagiyan ve diisiik enzim
altivitesine neden olan form L formu olarak adlandirilmistir, valin tagiyan ve ytiksek
enzim aktivitesine sahip formu ise H formu olarak adlandirilmistir (Weinshilboum and
Raymond, 1977; Lashman et al, 1996). L formunda enzim aktivitesinin 4 kat diistiigi
tespit edilmistir bundan dolay1 da LL (Met108Met) genotipini tagtyan kadinlarin yiiksek
meme kanser riski tasidigi bulunmustur (Thompson et al, 1998; Huang et al, 1999; Yim
et al, 2001, Sazci et al, 2004).

Tek karbon metabolismasinda rol oynayan genlerin de meme kanserindeki
rolleri incelenmistir. 5,10-metilenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) geni DNA
sentezi ve DNA metilasyon paternlerinin korunmasi i¢in &nemli bir enzimi
kodlamaktadir. Bu gende iki fonksiyonel polimorfizim bulunmustur: C677T ve A1298C
polimorfizmleri. Bunlardan o6zellikle C677T polimorfizmi diisiik enzim aktivitesine
neden olmaktadir ve mutant formu (TT genotipi) tasiyan bayanlarin meme kanserine
yakalanma risklerinin yiiksek oldugu bulunmustur (Ergiil et al, 2003; Deligezer et al,
2005; Kalemi et al, 2005).

Yapilan bu caligmalar meme kanseri mekanizmasi ile ilgili bazi sorulara cevap
verse de bununla ilgili fenotipik ve genotipik bir¢ok ozelligin ¢alisilmasi gerektigi

agiktir.
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1.2. SERBEST OKSIiJEN RADIKALLERI VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Serbest radikaller son orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
tastyan molekiil veya molekiil fragmanlar1 olarak tanimlanabilir. Bir molekiilde
eslesmemis elektron bulunmasi o molekiilii yiiksek derecede reaktif hale getirmektedir
(Akkus, 1995).

Metabolik prosesler sonucu veya fiziksel olarak radyasyona maruz kalma sonucu
olusan oksijen aktiflesmesini takiben meydana gelen superoksid aniyonu primer ROT i

olarak degerlendirilmektedir.
O, +te — 02._

Daha sonra superoksid radikali diger molekiillerle etkileserek sekonder ROT nin
olusumuna neden olmaktadir. Superoksid radikali polipeptidler, seker veya nukleik
asidlerle dogurudan etkilesime girmemekle beraber hidrojen peroksid kaynagi ve gecis
metalleri indirgeyicisi olmasit bakimindan énemlidir. Superoksid, diisiik pH degerlerinde
daha reaktif olup hidroksil radikalini olusturmaktadir. Hidroksil radikali organik
bilesiklerle etkilesime giren oldukg¢a giiclii bir oksidanttir. Fakat ¢ok stabil bir radikal
olmayip cok kiiciik capta etkisini gosterebilmektedir, sadece olustugu yerde hasar
vermektedir. Oysa superoksid anyonu kolaylikla difuse olabildigi i¢in daha uzak
mesafelere gidebilmektedir ve hidroksil radikaline gore daha fazla hasar verme olasilig
vardir (Fridovich, 1998).

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi sonucu
peroksit olusur. Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin iiretimi superoksidin
dismutasyonu ile olur. iki superoksid molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksid ve
molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan {iriinler meydana

geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

20, + 2H - H,0, + O,

Bu dismutasyon ya spontandir ya da superoksid dismutaz tarafindan katalizlenir.
Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve

serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Cilinkii superoksid ile reaksiyona
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girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali

olusturmak {iizere kolaylikla yikilabilir.
H,0, + 20, — «OH+OH + 0,

Bu reaksiyon katalizorsiiz oldukc¢a yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok

hizlidir. Bu reaksiyona Fenton reaksiyonu adi verilir.
Fe” + H,0, — Fe” + OH + «OH

H202 + e — «OH + OH

Goriildiigii gibi superoksid, hem hidrojen peroksid kaynagi hem de gecis metalleri
indirgeyicisidir. Indirgenmis gecis metalleri (demir ve bakir gibi) okside sekillerine gére
hidrojen peroksidle daha reaktiftirler.

Hidroksil radikali hidrojen peroksidin gecis metallerinin varliginda indirgenmesi
ile (Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur ve son derece reaktif
bir oksidanttir (Akkus, 1995).

ROT’leri biolojik sistemlerde ayni zamanda hem yararli hem de zararh
olabilmektedirler. Optimal konsantrasyonlarda ROT’leri yararhi etki gosterirler ve
oksidatif stresin azaltilmasi, patojen ataga, hiicresel sinyal sistemlerinde sinyal
transdiiksiyonu, gen ekspresyonu, mitojenik cevab aktivasyonunu gibi normal fizyolojik
olaylarda 6nemli gorevler almaktadirlar. Buna karsin yiiksek konsantrasyonlarda niikleik
asidler, lipidler, proteinler ve hiicre memebranlar1 gibi 6nemli hiicre komponentleri ile
etkileserek yasayan organizmaya zarar verebilmektedirler. Biyolojik sistemler her ne
kadar bu bilesiklerin zararli etkilerine karst koruma sistemleri gelistirmis olsalar da
radikallere bagli biyolojik molekiil hasarinin  kanser, arterosklerosis, artrit,
norodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastaliin meydana gelmesinde Onemli roli
oldugu bilinmektedir. Tiim ROT nin DNA bazlar1 ve DNA’nin deoksiriboksil iskeleti ile
etkilesime girdikleri gosterilmistir. Oksijen radikalleri ayni zamanda lipid veya
proteinleri de okside ederek DNA’ya zarar verecek metabolitler meydana

getirebilmektedirler. Bazi  oksidatif DNA lezyonlarinin  promutajenik  oldugu

19



bulunmustur ve bu lezyonlarin kanserlesmeye zemin hazirladig1 bilinmektedir (Valko et

al, 2004).

1.2.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynagi

ROT’lerinin kaynagi endojenik ve eksojenik olabilmektedir. Potansiyel
endojenik kaynaklar mitokondri, sitokrom P450 metabolismasi, peroksizomlar ve
inflamatoar hiicre aktivasyonu olabilmektedir (Sekill.4).

Serbest radikaller: UV veya X isinlarina maruz kalmaninin sonucu olarak;
metaller tarafindan katalizlenen reaksiyon friinleri olarak; atmosferde var olan toksik
maddelerin; inflamasyon sirasinda neutrofiller ve makrofajlardan iiriinii olarak;
mitokondride yapilan elektron transport reaksiyonlar1 iiriinii olarak ortaya

cikabilmektedirler (Valko et al, 2006).

Mitokondri
Niikleer (-
Membran Lizozomlar
Peroksizomlar
: Endoplazmik
Sitoplazmik Retikulum
membran

g Simplazma

Sekil 1.4 Hiicrenin degisik komponentlerinde serbest radikal olusumu

ROT’lerinin en fazla tretildigi yer mitokondridir. Mitokondri hiicrenin hayatini

stirdiirebilmesi i¢in gereken enerjiyi iireten en dnemli organellerden biri olmakla beraber
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serbest radikallerin de iiretildigi, bu serbest radikallerin regulator ve toksik etkilerinin
diizenlendigi bir merkezdir. Ayrica son zamanda yapilan ¢alismalarda mitokondrinin
ozellikle hiicre siklusunu, boliinmesini ve apoptosisi de diizenleyen bir organel oldugu
ortaya konmustur (Inoue et al, 2003).

Ubisemikuinon mitokondrial membranda en 6nemli oksijen reduktantidir. Bu
proteinin mitokondride dakikada yaklasik 2-3 nmol superoksid iiretmektedir ve
proteinin yaygin olarak goriilmesi de yasayan organizmalarda superoksidin en 6nemli
fizyolojik kaynaklarindan biri oldugunu gdstermektedir. En fazla serbest radikal iiretimi
mitokondride oldugu i¢in mitokondrinin i¢ ve dis zarinda GSH, SOD ve glutation
peroksidaz gibi oksidatif stresi azaltan enzimlerden bol miktarda bulunmaktadir (Inoue
et al, 2003).

Mitokondrinin disinda ksantin oksidaz enzimi de serbest radikallerin 6nemli
kaynaklarindan biridir. Bu enzim molibdenium demir-sulfiir flavin i¢eren hidroksilaz
grubu enzimlerinin tiyesi olup hipoksantini ksantine ksantini de trik aside
doniistiirmektedir. Bu reaksiyonun ilk adiminda superoksid radikali ikinci agsamasinda da
hidrojen peroksid agiga ¢ikmaktadir (Valko et al, 2006).

Bunlara ilaveten notrofiller, eozinofiller ve makrofajlar da hiicre ici reaktif
oksijen tiirlerinin kaynagidir. Aktive olmus makrofajlar oksijen alimini artirmaktadirlar
ve bunun sonucunda superoksid anyonu, nitrik oksid ve hidrojen peroksid aciga
cikmaktadir. Sitokrom P450 katalitik siklus sirasinda da 6zellikle superoksid anyonu ve
hidrojen peroksid agiga ¢ikmaktadir (Klaunig and Kamendulis, 2004).

Diger bir reaktif oksijen kaynagmi da mikrozomlar ve peroksizomlar
olusturmaktadirlar. Mikrosomlar in vivo hiperoksi bolgelerinde H,O, %80’ninden
sorumludurlar. Peroksizomlarin fizyolojik sartlarda sadece H,O, iirettigi bilinmektedir.
Karaciger, peroksizom kaynakli H,O, iiretiminin primer organi olsa da peroksizom
igeren diger organlar da H,O, maruz kalmaktadirlar (Fahl et al, 1984).

Eksojen reaktif oksijen tiirlerinin kaynagini ¢evresel ajanlar olusturmaktadir. Bu
cevresel ajanlar direkt olarak ROT’ni olusturduklari gibi indirekt olarak da ROT’in
olusumuna neden olabilmektedirler. Bir¢ok ksenobiotigin kullanimi ile de ROT olusumu

tetiklenmektedir. Bunlar klorin bilesikleri, metal (redoks ve redoks olmayan) iyonlari,
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radiyasyonu ve barbituratlar1 igermektedirler. Ornegin 2-butoksietanoliin ROT’ni
indirekt olarak tirettigi ve farelerde kanser meydana getirdigi bilinmektedir (Valko et al,

2006).

1.2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kanserlesme Mekanizmalar:

Son 20 yildir reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan oksijen kokenli serbest
radikallerin organizmaya etkisi yogun bir sekilde incelenmektedir. Oksidatif stresin tam
olarak nasil bir mekanizmayla kanserlesmeye neden oldugu bilinmemekle beraber buna
dair en azindan iki mekanizma ortaya atilmistir.

Birincisinde oksidatif hasarin gen ekspresyonunu degistirerek kanserlesmeye
neden olabilecege diigiiniilmektedir. Aktif oksijen tiirlerinin protein kinaz ve poly (ADP
ribolizasyon) yolaklarimi1 etkileyerek sinyal transdiiksiyonunu etkileyebildikleri
bilinmektedir. Bu da daha sonra hiicre ¢ogalmasi ve tiimor biiylimesi i¢in gereken
onemli genlerin ekspresyonuna neden olabilmektedir (Cerutti and Trump, 1991). Son
zamanda c¢ikan bir ¢aligmada serbest radikallerin ras sinyal transdiiksiyon yolu ile etki
ettikleri gosterilmigtir (Lander et al, 1995).

Ikinci mekanizma ise serbest radikallerin bazi mutasyonlara veya kromozomal
yeniden diizenlenmelere neden olarak kanserlesmeye neden olmalaridir. Oksidatif DNA
hasar1 genis Ol¢iide mutasyonlara neden olarak DNA replikasyonunu durdurabilir ve
sitotoksite meydana getirebilir. Mutasyonlar, DNA’nin yanlis onarimi veya yanlig
replikasyonundan kaynaklanirken genis kromozomal diizenlemeler tek veya ¢ift zincir
kiriklarinin  yanlis tamirinden kaynaklanabilmektedir. Oksidantlarin kanserlesmeye
neden olmalarinin diger bir sebebi de bazi onkogen veya tumor supresor genlerde baz
degisimlerine sebep olarak bu genlerde mutasyon meydana getirmeleri olabilir.
Hidroksil radikallerinin K-ras ve C-Raf-1 gibi baz1 onkogenleri aktive -etikleri
gosterilmistir. Aktivasyon oOzellikle genlerin CpG adaciklarinda nokta mutasyonlari
olusturarak veya genlerin N-terminal boélgelerinde delesyon meydana getirerek
olmaktadir (Jackson, 1994). CpG diniikleotidlerindeki tek baz nokta mutasyonlar1 p53

ve retinoblastoma gibi bazi tiimor supressorleri de inaktif hale getirebilmektedir (Nigro
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et al, 1989). Ayrica hidroksil radikali ataklarindan dolay1 hiicreler hiicre siklusunu G1°de
durduramadiklar1 i¢cin DNA’y1 tamir etme Kkapasiteleri diiser. Bu replikasyon
hatalarindaki artis da onkogen aktivasyonu veya tiimor siipressor inaktivasyonuna neden
olarak kanserlesmeye zemin hazirlamaktadir. Serbest radikallere bagli sitotoksisite
normal hiicre populasyonlarinin olusumunu engelleyerek daha direngli klonal hiicrelerin

cogalmasina da izin vererek maliniteye neden olabilmektedir (Jackson, 1994).

1.2.2. Biyolojik Sistemde ROT’ne Karsi1 Koruma Saglayan Antioksidant Sistemler

Organizmalarin ROT’larin hasar potansiyellerini azaltan antioksidant sistemleri
mevcuttur. Bunlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidantlar olarak
siiflandirilabilirler. Enzimatik olmayan antioksidantlar C vitamini, E vitamini,
karatenoidler gibi organik bilesiklerinin yani1 sira selenyum gibi mineralleri de
icermektedirler. Besinlerle aldigimiz bu antioksidantlar serbest radikallerin hiicreye
zarar vermesini engeleyerek kisilerin kansere, kalp hastaliklarina ve felce yakalanma
risklerini azaltmaktadirlar. En Onemli antioksidant enzimler superoksid dismutaz,
glutation peroksidaz, katalaz ve tioredoksin reduktazdir. Bu enzimler hiicrede
iiretilmektedirler ve besin yoluyla alinamazlar (Valko et al, 2004).

Superoksid dismutaz enzimleri hiicrelerin ROT lerine kars1 koruma saglayan en
Oonemli enzimatik antioksidant sistemleri olusturmaktadirlar. Bu enzimeler katalitik
bolgelerinin merkezinde redoks metalleri igerirler ve superoksid radikalini hidrojen
peroksid ve oksijene doniistiirmektedirler. Ug farkli isoform karakterize edilmistir:
mitokondride bulunan ve manganez iceren SOD (Mn-SOD, SOD-2), sitozolde bulunan
ve bakir/¢inko iceren SOD (CuZnSOD, SOD-1) ve ekstraselliiler bolgede bulunan ve
yine bakir/¢inko iceren SOD (ecSOD, SOD-3) (Sekill.5) (Faraci, 2003; Faraci and
Didion, 2004).
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Sekil 1.5 Siiperoksit dismutaz enzimleri ve hiicresel lokalizasyonlari.

Glutation peroksidaz (GPX) selenium igeren bir antioxidant enzim olup hidrojen
peroksidi suya ve lipid peroksidleri de lipid alkollerine doniistiirmektedir. Daha sonra da
glutationu glutation disulfide okside etmektedir. GPX etkin olarak gorev yapamadiginda
veya glutation seviyeleri diisiik oldugunda, hidrojen peroksid ve lipid peroksidleri
detoksifiye edilememektedir ve Fe*" gibi transisyon metallerin varliginda H,O, hidroksil
peroksidlerine, lipid peroksidleri de lipid peroksil radikallerine doniismektedir.
GPX/glutation sistemlerinin diisiik seviyeli oksidatif streste onemli rolleri oldugu
diistiniilmektedir (Wassmann et al, 2004).

Katalaz intraselliiler antioxidant enzimi olup genellikle hiicresel peroksizomlarda
bazen de sitozolde bulunmaktadir ve hidrojen peroksidi iki asamali bir reaksiyon ile
suya ve molekiiler hidrojene doniistiirmektedir. Katalaz hidrojen peroksidi etkisiz hale
getirerek indirekt olarak SOD tarafindan hidrojen perokside doniistiiriilen superoksid
radikalini detoksifiye etmektedir. Enzimin ayni1 zamanda peroksidaz aktivitesi de vardir.
Katalaz yiiksek seviyedeki oksidatif strese karsi etkili olup hiicre igerisinde olusan

hidrojen perokside karsi etkilidir. Bu enzim 6zellikle hiicrede glutation seviyeleri azsa
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hidrojen peroksidin etkisiz hale getirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Wassmann
et al, 2004).

Tioredoksin reduktaz da tiole bagli hiicresel reduksiyon prosesinde gorev
yapmaktadir. Enzim indirgenmis tioredoksini rejenere edip direkt olarak lipid
hidrojenperoksidlerini indirgemektedir. Ayrica tioredoksinin MnSOD ekspresyonunu
artirdig1 gosterilmistir. Tioredoksin sistemlerin ayn1 zamanda oksidatif stresin etkisiyle
inaktif hale gelmis proteinleri de etkili bir sekilde rejenere ettigi ortaya konmustur

(Wassmann et al, 2004).

1.2.2.1. Mn-SOD Genin Yapis1 ve Fonksiyonu

Gen fare-insan hibritleri kullanilarak 6. kromozom iizerinde localize edilmistir.
In situ hibridizasyon ve somatik hiicre hibritlemeleri yardimiyla gen 6 kromozomun g25
bandinda sublokalize edilmistir. Gen 5 ekson ve 4 introndan olusmaktadir (Sekill.6).
Genin upstream bolgesinde TATA ve CAAT kutusu bulunmamaktadir. Fakat bu gen
ailesinin diger iyelerinde de oldugu gibi CpG’ce zengin bdlgeler mevcuttur. Bu
“housekeeping” gen 6zellikleri ile uyum gostermektedir (Jones et al,1988). Insan ve fare
SOD genleri NF-kB transkripsiyonu regule edici elementleri igermektedirler. Bu
element insan SOD genin 3’ bolgesinde bulunurken fare genlerinde ise genin 5’
bolgesinde bulunur (Wan et al, 1994).

Mn-SOD birgok hiicre tipinde ve dokuda yiiksek seviyede eksprese edilmesine
ragmen transkripsiyonu bir ¢ok intraselliiler ve g¢evresel etmenler tarafindan kontrol
edilmektedir. Translasyon baglama bolgesinin 74 bg ilerisinde transkripsiyon baslama
bolgesi bulunmustur. Bu bolgeye de CpG’ce zengin (%78) olan ve Sp-1 ve AP-2
konsensus dizileri igeren promotor bolge onciiliikk etmektedir. Gende SP1, AP2, and NF-
kB konsensus dizilerin bulunmasi bu potansiyel regiilator elementlerin Mn-SOD gen
ekspresyonunda 6nemli rolleri olabilecegini ortaya koymaktadir (Wan et al, 1994). SP1
ve AP-2 proteinlerinin Mn-SOD geni ekspresyonunun {izerine zit etkisi bulunmaktadir,
Sp-1 transkripsiyonu pozitif etkilerken AP-2 ise Mn-SOD promotdriinii aktif olarak
baskilamaktadir (Zelko et al, 2002).
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Sekil 1.6 Mn-SOD gen yapisinin sematik olarak gosterimi

Mn-SOD transkripsiyonu etkileyen bir ¢ok bilesik bulunmaktadir. Interleukin
(IL)-1, IL-4, IL-6 gibi sitokinler, TNF-a, lipopolisakkarid (LPS) ve IFN-y Mn-SOD’yi
degisik dokularda aktive eden potansiyel aktivatorlerdir. Sitokinlere cevap veren SOD
enhansir1 2. intronun 236.b¢’nde bulunmaktadir. Ayrica bu bolge NF-xB, C/EBP ve NF-
1 transkripsiyon faktorlerini de baglayabilmektedir. TPA gibi protein kinaz C’yi
aktiflestiren ajanlar SOD2 ekspresyonunu CREB-1/ATF-1 iizerinden etkilemektedirler.
Mikrotubulleri aktive eden vinblastin, taxol ve vinkristin gibi antikanser ilaglarin da
SOD2 ekspresyonunu protein kinaz C {izerinden indiikledikleri belirlenmistir. Yiiksek
konsantrasyonlardaki Manganez iyonlarin viicuda toksik etki yaptigi halde meme
kanserinde SOD2 ekspresyonunu artirdigi bulunmustur (Kim et al, 1999; Das et
al,1998).

SOD2’nin baz1 kanserlerde intronik bdlgelerin metilasyonundan dolay1
ekspresyonun diistiigii ve bu dokularda AP2 transkripsiyon faktoriiniin seviyelerinin

yiiksek oldugu gosterilmistir (Zelko et al, 2002).
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1.2.2.1.1. Mn-SOD Proteini

Superoksid dismutaz enzimi ilk olarak 1968 yilinda McCord ve Fridovich
tarafindan tanimlanmistir. SODI1  sitoplazmada, nuklear kompartmanlarda ve
lenfositlerde bulunup molekiiler agirligi 32 bin Dalton civarindadir. SOD3 enzimi ise
yeni bulunmus olup bu ailenin en az karakterize edilmis iiyesidir. Protein yapisi
homotetradimer olup agirligr yaklasik 135 bin Dalton’dur ve yiiksek heparin afinitesi
mevcuttur (Cizelge 1.3) (Zelko et al, 2002).

Cizelge 1.3 Superoksid dismutaz enzimlerinin protein yapilari, kullandiklar:

metaller, molekiiler agirhiklar: ve genlerinin kromozomal lokalizasyonlar:

SOD Protein yapis1 | Metaller M. Agrhg Kromozomal
(kDa) lokalizasyonu

CuZnSOD Homodimer Cuve Zn 32 21922

MnSOD Homotetramer | Mn 86-88 6925

ECSOD Homotetramer | Cuve Zn 135 4921

Sekil 1.7 insan Mn-SOD proteinin aktif bélgesini iceren monomerik kristal yapi
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SOD3’iin ekspresyonu sadece bazi hiicre tipleri ile smirlandirilmistir. Ozellikle
plazmada, lenflerde veya serebrospinal sivida eksprese olmaktadir. Uciincii SOD
izoformu ise kofaktoér olarak Mn (Mn-SOD) icermektedir ve mitokondride lokalize
olmustur. Insan Mn-SOD enzimi homotetramer yapida olup 22-kDalton’luk her
monomeri aktif bolgesinde bir manganez atomu bulundurmaktadir. Metal {i¢ histidin
molekiilii ve bir monodentat aspartat molekiilii tarafindan koordine edilir ve tek

¢Oziinmiis molekiil sapmis trigonal bipiramidal geometri gostermektedir. (Davis et al,

2004)

1.2.2.2. Mn-SOD Enziminin ve Mn-SOD Genin Ala-9Val Polimorfizminin
Hastahklarla iliskisi

Mn-SOD hiicre yagami icin ne kadar onemli oldugunu bu gen bakimindan
homozigot mutant olan neonatal farelerin oliimii ile gosterilmistir. Bu enzimi sadece
%50 eksprese eden farelerin oksidatif strese asir1 duyarli olduklar1 ve artan reaktif
oksijen tiirleri sonucu mitokondriyal disfonksiyon gosterdikleri bulunmustur (Lebovitz
et al, 1996).

Sitokin uygulamasi, ultraviole 11k, radiyasyon, bazi tumorler, amiyotrofik lateral
sklerozis ve iskemi/reperfusiyon sonucu olusan pro-oksidantlara karsi Mn-SOD’nin
koruyucu rol oynadigr bircok ¢alismada gosterilmistir. Mn-SOD genin yiiksek
seviyedeki ekspresyonun pro-apoptotik stimulusa ve iskemi sonucu olusan hasara karsi
koruyucu oldugu saptanmistir. Bircok ¢alismada kanser, yaslanma, progeria, astim ve
transplant reddi gibi hataliklarda Mr-SOD aktivitesinin diisiik oldugu gosterilmistir. Bu
aktivite kaybinin molekiiler biyokimyasal diizeyde tam olarak nasil oldugu heniiz
bilinmemektedir. Muhtemelen bu inaktivasyonda Mn-SOD gen ekspresyonu veya diger
bozukluklar rol oynamaktadir. Son zamanda yapilan calismalar Mn-SOD’nin post
transkripsiyonel degisiminin bu aktivasyon kaybinda rolii olabilecegini gdstermistir.
Macmillan-Crow (2001) ve arkadaslarimin yaptiklar1 calismada Mn-SOD’nin insan
bobrek allograftlarinin redidinde ve pankreatik duktal adenokarsinomlarinda tirozin

kisimlarindan nitratlanarak inaktive edildigini gostermislerdir. Tirozinin nitratlanmasi ve

28



MnSOD inaktivasyonu superoksid seviyesinde artiglara yol agtig1 gibi mitokondrideki
ONOO- seviyelerini de yiikselterek burdaki 6nemli proteinlerin nitratlanarak inaktif hale
gelmelerine de neden olmaktadir. Bu durum da mitokondride fonksiyon bozukluguna,
bunu takiben de hiicre 6liimiine sebebiyet vermektedir (Macmillan-Crow et al, 2001).

Hutchinson-Gilford Progeria sendromu (progeria) insan hayatinin ilk 10 yilinda
meydana gelen erken yaslanma ile karakterize edilir. Progeria hastalar1 asir1 derecede
yaslanmig bir goriinlime sahip olmanin yaninda biiylime geriligi, aterosklerozis
kardiovaskiiler hastaliklar gibi birgok hastalik belirtisi gostermektedirler. Yan ve
arkadaslar1 (1999) normal kisilere ve progeria hastalarmma ait hiicrelerde Mn-SOD
protein seviyelerini dlgmiislerdir progeretik hiicrelerde Mn-SOD protein seviyelerinin
normallere gore diisiik oldugunu bulmuslardir (Yan et al,1999).

Insan Mn-SOD geni igin iki polimorfik yap: belirlenmistir: 339. nukleotitte
meydana gelen C’nin T’ye doniismesi sonucu olusan Ile58Thr polimorfizmi ile 1183.
nukleotidte meydana gelen yine C’nin T’ne ddniismesi sonucu olusan Ala-9Val
polimorfizmi. Farkli alleller tarafindan kodlanan proteinlerin aktivitelerinde de farklilik
oldugu gosterilmistir. [1e58Thr amino asid degisimi enzimin tetramerik stabilitesini
etkileyerek enzimatik aktiviteyi diisiirmektedir (Zhang et al, 1999). Oysa Ala/Val
degisimi proteinin mitokondriyel hedef dizisinde meydana gelmektedir ve enzimin
aktivitesinden ¢ok enzimin mitokondriye transfer edilmesinde sorun yaratmaktadir
(Grasbon-Frodl et al, 1999). Ayrica SOD2 genin proksimal promotoriinde ii¢ tane
heterozigot mutasyon bulunmustur ve bu mutasyonlarin diisiik tanskripsiyon aktivitesi
olusturduklar1 gosterilmistir (Xu et al, 1999).

Ala-9-Val polimorfizminin Parkinson hastaligi, ailesel olmayan idiopatik
kardiomiyopati, romatoid artrit (RA), sizofreni, astim, motor ndron hastaliklari,
Parkinson hastaligi, amiyotrofik lateral sklerozis (ALS) gibi nonkanser hastaliklarda ve
meme kanseri, mide kanseri, kolon kanseri, akciger kanseri gibi c¢esitli kanserlerde
hastaliklarla iligkisi olup olmadigi incelenmistir. Hemen hemen her hastalik grubunda
yapilan caligmalarin sonuglar1 ¢eliskilidir. Bunun nedenlerinden biri Ala allelinin
olduk¢a genis etnik varyasyonunun olmasidir. Ornegin Japonya populasyonunda ala

allel dagilim1 0.14 iken Hispanik’lerde bu 0.62°dir (Cizelgel.4).
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Motor Noron Hastaligi (MND) beyinin motor korteksi, beyin kokii ve spinal
kortta geriye doniisiimsiiz olarak meydana gelen ndéron kaybi ile karakterize edilen
oliimciil bir hastaliktir. Semptomlarin baslangi¢ bolgesine ve hastaligin belirtilerine gore
genelde klasik ‘Charkot-type’ amiyotrofik lateral sklerozis (ALS), progresif bulbar palsy
(PBP) ve progresif spinal maskular atrofi (PMA) gibi alt tiplere ayrilmaktadir (van
Landeghem et al, 1999). MND hastaligida SOD gen mutasyonlarinin roliinii aragtiran
bir¢cok calisma yapilmistir. Caligmalar bu genlerdeki mutasyonlarin MND hastalig ile
iligkili oldugunu gostermistir ve bundan dolay1 bu hastalig1 tasiyan kisilerde, en azindan
bazilarinda, serbest radikal homeostazisin bozuk olabilecegini ortaya koymuslardir .
Andersen et al (1997) bu hastaligin Cu/Zn-SOD genindeki mutasyonlarla iligkili oldugu
gosterilmiglerdir (Andersen et al, 1997). Van Landeghem ve arkadaslar1i ise MND
hastalart ve kontroller arasindaki Mn-SOD genotiplerinin anlamli derecede farklilik
gosterdiklerini ortaya koymuslardir (P = 0.025). Ozellikle de erkek hastalarin genotipleri
ile disi hastalarin genotipleri arasinda anlamli farklilik bulmusglardir (P = 0.009). Ala
alleli bakimindan homozigot olan bireylerin MND agisindan yiiksek risk tasidiklar
gbzlenmistir (OR= 2,9; 95% CI = 1,3-6,6). Ozelikle sadece bayan hastalar analize
alindiginda bu riskin daha da yiiksek oldugu gozlenmistir (OR= 5.0; 95% CI =1.8-14.0).
Klasik amyotrofik lateral sklerozis icin ise OR 3,8 (95% CI=1.3-10.0) olarak
bulunmustur, sadece bayanlar i¢in OR 5.5 (95% CI= 1.5-19.9) olarak hesaplanmistir.
(van Landeghem et al, 1999). Diger bazi yayimnlarda ise Mn-SOD Ala-9Val
polimorfizminin ALS’de roli olmadigini bulunmustur (Parboosingh et al, 1995;
Tomkins et al, 2001).

Parkinson hastalar1 substantia nigra (SN)’da compleks I aktivitesinin diisiik
olmasi ile karakterize edilirler (Janetzky et al, 1994). Bu hastalarda ayrica kaslarda
fibroblastlarda ve platelitlerde enzim aktivitesinin diisiik oldugu bulunmustur (Haas et al,
1995). Mn-SOD Ala—9Val polimorfizminin bu hastalikla olan ilgisini arastiran bazi
caligmalar mevcuttur. Shimoda-Matsubayashi ve arkadaslarinin (1996) yaptiklari ¢alismada
Japonyadaki Parkinson hastalarinda val/val genotipinin daha sik goriildiigiinii bulmuslardir
(Shimoda-Matsubayashi et al, 1996). Fakat Almanya’dan ¢ikan bir ¢alismada Mn-SOD
Ala—9-Val polimorfizminin bu hastalikla iligkili olmadig1 ortaya konmustur (Grasbon-Frodl
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et al, 1999) Bu bulguyu destekleyen baska calismalar da mevcuttur (Farin et al, 2001;
Parboosingh et al, 1995).

Sizofreni geng erigkin bireylerde gelismektedir. Hastalik daha 6nce normal olan
bu bireylerin daha sonra haliisiinasyon, psikotik semptomlar, asir1 derecede emosiyonel
cevap, karmasik konsantrasyon ve diisiinceler, sapkin davraniglar gibi semptomlar
gelistirmeleri ile karakterize edilir (Andreasen, 1995). ROT’nin sizofrenide rol
oynadiklarina dair bilgiler spekiilatif olsa da noropatolojik degisimlerin serbest
radikallerin veya ROT nin etkisi ile olabildigini gosteren bulgular mevcuttur (Mahadic
and Mukherjee, 1996). Ayrica antioksidant enzimlerin sizofreni hastalarindaki
aktiviteleri ile ilgili bilgiler de celiskilidir. Mn-SOD enzim aktivitesini sizofrenin
patofizyolojisi ile ilgili oldugunu gosteren yayinlar bulunmaktadir (Akyol et al, 2002).
Mn-SOD Ala-9Val polymorfizminin sizofreni ile olan iliskisi inceleyen yaymlar da
mevcuttur. Akyol ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada sizofreni hastalari ile kontrollere
ait genotip dagilimlar1 arasinda anlamh farklilik saptanmistir. Sizofreni hastalarinda
genotipik daglim %9.2 AA, %69.3 AV ve %21.6 VV iken kontrollerde %23.5 AA,
%42.3 AV ve %34.2 VV olarak bulunmustur (p<0.0001). Bu sonuglara goére -9Ala
allelinin sizofreni ile iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir (Akyol et al, 2005). Horry ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada ise sizofreni hastalar1 ve control genotipleri arasinda
onemli farklilik bulunamamistir fakat sizofreni tedavisinde kullanilan bir ilacin sonucu
tardif diskenezi (TD) gelistiren ve gelistirmeyen sizofrenler olarak hastalar iki gruba
ayrildiginda gruplar arsindaki genotipik dagilimin anlamli oldugu ortaya konmustur (p =
0. 03). -9Ala allelinin TD’li hastalarda diisiik oranda goriilmesi bu genotipi tasiyan
hastalarin TD gelistirme riskine kars1 korunabildigi diisiiniilmiistiir (Hori et al, 2000).

Romatoid artrit (RA) eklemleri ve bazi internal organlari etkileyen kronik
inflamatuar bir hastaliktir. Hastaligin patogenezisine dair bilgiler kisithh olsa da
etiyolojisi ile ilgili baz1 genetik ve cevresel faktorler belirlenmistir. cDNA mikroarray
deneyleri ile hastalikla ilgili bircok genin ekspresyonuna bakilmistir (Heller et al, 1997).
Bu sonuglara gore bu hastalikta Mn-SOD gen ekspresyonun yiiksek oldugu bulunmustur.
Fakat Mn-SOD Ala-9Val polimorfizminin hastalikla iligkisi olmadig1 ortaya konmustur
(Yen et al, 2003).
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Ozellikle akcigerde O, karsi antioksidant savunmasinin &nemli olabilecegi
diisiiniilerek Mn-SOD Ala-9Val polimorfizmi astim hastalarinda degerlendirilmistir.
Fakat bu konuda c¢ikan calismalar bu polimorfizmin astimda rol oynamadigini

gostermistir (Holla et al, 2006).

1.2.2.2.1 Ala-9Val Polimorfizminin Kanserle Iliskisi

Mn-SOD Ala-9Val polimorfizminin prostat kanseri, kolorektal kanser, akciger
kanseri, mesane kanseri, over kanseri ve meme kanseri ile iligkisini arastiran yayinlar
mevcuttur. Fakat kanser dis1 ¢alismalarda oldugu gibi kanser ¢alismalarinda da sonuclar
oldukea celigkilidir.

Prostat kanseri ile ilgili simdiye kadar iki yaym yapilmistir. Woodson ve
arkadaslarinin (2003) yaptig1 calismada ala alleli bakimindan homozigot olan erkeklerin
prostat kanserine yakalanma riskinin val alleli bakimindan homozigot erkeklere gore
%70 daha fazla oldugu bulunmustur (OR = 1.72, 95% CI = 0.96-3.08, p = 0.07). Ayrica
alanin bakimimdan homozigot olan erkeklerin tiimor evrelerinin daha ileri safthada
oldugu saptanmistir (OR=2.72, 95% CI=1.15-6.40, p = 0.02). Bu ¢alismada ala allelinin
prostat kanseri ile iliskisi oldugu ortaya konmustur ve daha ileri evre tiimorlerinin ala/ala
genotipini tagimasinin, prognostik agidan 6nemli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Woodson
et al, 2003). Prostat kanseri ile ilgili diger ¢alismaya gore ise Mn-SOD polimorfizmi ve
prostat kanser riski arasinda zayif bir baglant1 vardir, fakat bu risk orani prediagnostik
plazma antioksidantlarin etkisiyle degismektedir (P= 0.05). Total prostat kanseri
hastalar1 arasinda ala/ala genotipi tastyan erkeklerde, yiiksek selenium seviyeleri 0.3’liik
relative risk (RR) yaratmaktadir. (95% CI= 0.2-0.7) klinik agresif prostat kanserli kisiler
icin ise bu risk 0.2°dir (95% CI =0.1-0.5). Oysa val/val veya val/ala genotipi tasiyan
hastalarda bu risk sirasiyla 0.6 (C1=0.4-1.0) ve 0.7 (CI=0.4-1.2) olarak hesaplanmistir
(Li et al, 2005).

Mn-SOD val/val genotipinin mesane kanser riski yarattigi1 (OR = 1.91, 95% CI =
1.20-3.04) ve bu riskin sigara (OR = 7.20, 95% CI = 3.23-16.1) ve polisiklik aromatik
hidrokarbon (PAH) (OR = 3.02, 95% CI = 1.35-6.74) ile daha da artig1 bulunmustur
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(Hung et al, 2004). Terry ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise Mr-SOD ala/ala veya
val/ala genotipi tasiyan hastalarda val/val genotipine gore kiigiik bir risk artis1 oldugu
gosterilmistir. Val/ala genotipini tasiyan sigara igenlerde ise yiiksek mesane kanser riski
oldugu bulunmustur (OR=1.7; 95% CI=1.0-2.9) (Terry et al, 2005).

Stoehlmacher ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada kolorektal kanser ve Mn-SOD
ala-9val polimorfizmi arasindaki iliski incelenmistir. Hispanik kokenli hastalarla
hispanik olmayan beyazlarda yapilan ¢alismada hasta ve kontrol grubuna ait genotip
dagilimlar1 arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (P=0.90). Fakat hispanik kdkenli
geng hastalarda ala allelinin daha fazla goriildiigii saptanmistir. Homozigot ala alleli
tagityan hastalarin yas ortalamasinin 37.6 oldugu oysa heterozigot hastalarin yas
ortalamasinin 42.3 ve homozigot val genotipine sahip hastalarin yas ortalamasinin 48.4
oldugu bulunmustur (p=0.045) (Stoehlmacher et al, 2002). Levine ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada ise ala allelinin kolon kanseri bakimindan cok zayif sekilde
koruyucu etki yarattig tespit edilmistir (Levine et al, 2002).

Akciger kanseri ile ilgili calismalarda ala allelinin degil de val allelinin etkili
oldugu bulunmustur. Wang ve arkadaslarinin 1100 hasta ile yaptiklar1 calismada val/val
ve val/ala’nin genotiplerinin ala/ala genotipine gore daha fazla risk (OR= 1.67 ve 1.4.)
olusturdugunu bulmuslardir (Wang et al, 2001). Yapilan baska bir ¢alismada da kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserinde M#n-SOD polimorfizmi XRCC1 ve p53
polimorfizmleri ile karsilagtirilarak incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gére Mn-
SOD val/val genotipinin XRCC1 variant Gln ve p53 variant Pro genotipleri ile yliksek
adenokarsinom riski olusturmaktadir (OR= 1.84, 95% CI = 1.20-2.82; OR= 1.39, 95%
Cl= 0.98-2.21 ve OR= 2.54, 95% CI=1.38-4.68) (Liu et al, 2004). Fakat Lin ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma bu sonuglar1 desteklememekle birlikte Mr-SOD ala-
9val polimorfizminin akciger kanseri bakimindan risk olusturmadigini gostermistir (Lin
et al, 2003).

Over kanseri ile Mn-SOD ala—9val polimorfizmi arsindaki iliskiyi gosteren
sadece bir ¢aligma mevcuttur. Buna gore ala/ala genotipi tasiyan kadinlarin yiiksek over

kanseri riski (OR= 2.1, 95% CI= 1.1-4.0) tasidig1 ortaya konmustur (Olson et al, 2004).
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Su ana kadar meme kanserinin Mn-SOD polimorfizmini incelemis olan toplam
sekiz yaym bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilar1 ala-9val polimorfizmi ile meme
kanseri arasinda baglanti bulmuslardir. Ambrosone ve arkadaglarinin yaptiklar
calismada ala/ala genotipi tagtyan kadinlarin bir veya iki valin alleli tasiyanlara gore 4
kat fazla meme kanseri riski (OR = 4.3, 95% CI= 1.7-10.8) tasidiklarin1 bulmuslardir.
Risk az meyve tiiketen bayanlar arasinda daha belirgindir. Postmenopozal bayanlarda
baglant1 zayif olmakla beraber Mn-SOD ala/ala genotipi tasiyan bu bayanlarda risk iki
kat olmasina ragmen istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (OR=1.8; 95% CI=0.9—
3.6). Bu bayanlarin antioksidant¢ca zengin bir dietle beslenmeleri de bu riskin
azalmasinda 6nemli rol oynamamaktadir (Ambrosone et al, 1999).

Mitrunen ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada da ala/ala genotipini tasiyan
kadinlarin val/val tasiyanlara gére meme kanserine yakalanma riski 1,5’tir (95% CI
=1.1-2.0) (Mitrunen et al, 2001).

Cai ve arkadaslarmin yaptiklar1 caligmada da ala/ala genotipinin o6zellikle
premenopozal bayanlarda meme kanser riskinin arttigin1 bulmuglardir (OR=1.3, 95 %
CI= 0.7-2.3). Ozellikle riskin BM indeksi yiiksek olan bayanlarda daha da fazla oldugu
saptanmistir (OR =2.5, 95% CI=0.9-7.0) (Cai et al, 2004).

Bergman ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise gen¢ meme kanseri vakalar
ve val/val genotipi arasinda baglanti bulmuslardir. Buna gore val/val genotipi tasiyan
genc¢ bayanlarda meme kanserine yakalanma riski yiiksektir (OR= 2.7; 95% CI= 2.2-5.5,
P=0.01) (Bergman et al, 2005).

Yapilan diger caligmalara gore de meme kanseri ile ala/ala genotipi arasinda
iliski bulunamamistir (Egan et al, 2003, Knight et al, 2004, Tamimi et al, 2004).

Sonuglarin bu kadar c¢eliskili olmasinin nedenlerinden birinin de ¢alismalarda
kullanilan populasyon biiytikliiklerinin ¢ok farkli olmasi, ayrica hasta gruplar ile
kontrol gruplarinda yer alan kisilerin etnik kokenlerin farkli olmasi olabilecegi

diisiiniilmektedir (Cizelge 1.4 ve 1.5).
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Cizelge 1.4 Degisik populasyonlarin kontrol gruplarinda ala-9val polimorfizminin

genotip ve allel frekanslarinin daghm

Ulke n Ala-9-Val Genotip Allel Referans
Frekansi, (%) Frekansi,
%
AA | AV | VV | Ala | Val
Amerika 1205 | 24.6 | 50.8 | 24.7 | 0.50 | 0.50 | Tamimi, 2004
Amerika 295 | 213 | 57.2 | 21.3 | 0.50 | 0.50 | Ambrosone, 1999
Amerika 495 | 21.8 | 422 | 253 | 048 | 0.52 | Levine, 2002
Amerika 497 26 49 26 | 0.50 | 0.50 | Egan, 2003
A | Afro- 677 | 18 | 53 | 29 | 045 | 0.45 | Millikan, 2004
B | Amerikan
D | Beyazlar 1135 | 25 52 23 0.51 | 0.49 | Millikan, 2004
Cek . 327 | 248 | 51.4 | 23.8 | 0.51 | 0.50 | Holla, 2005
Cumbhuriyeti
Cin 1197 | 1.9 | 242 | 739 | 0.14 | 0.86 | Cai, 2004
Dogu Litvanya 103 | 26.2 60 13.8 | 0.56 | 0.44 | Landeghem,1999
Finlandiya 482 | 203 | 479 | 31.7 | 0.44 | 0.56 | Mitrunen, 2001
Ingiltere 120 32 52 16 0.58 | 0.42 | Tomkins, 2001
Isveg 174 25 50 25 0.50 | 0.50 | Bergman, 2005
Kanada 372 23 52 25 0.49 | 0.50 | Knight, 2004
Kuzey | 100 | 23 | 49 | 28 | 0.61 | 0.39 | Landeghem,1999
Finlandiya
Kuzey Isveg 135 16 50 34 0.40 | 0.60 | Landeghem,1999
Singapur 38 2.6 | 552 | 422 | 030 | 0.70 | Landeghem,1999
Tiirkiye 196 | 23.5 | 423 | 342 | 044 | 0.56 | Akyol, 2005
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Cizelge 1.5 Degisik populasyonlarin hasta gruplarinda ala-9val polimorfizminin

genotip ve allel frekanslarinin daghm

Ulke n | Hastalik | Ala-9-Val Genotip | Allel Frekansi Ref.
grubu Frekansi (%) (%)
AA | AV | VV | Ala | Val
. Meme ..
Amerika 968 : 253 | 484 | 263 | 049 0.51 | Tamimi, 2004
kanseri
Amerika | 456 | Koo | oa o 14581 5301 046 | 054 | Levine, 2002
kanseri 3
Amerika | 266 | Meme | s3¢ 515 | 146 | 059 | 041 |Ambrosone,
kanseri 1999
Amerika | 470 | MM | o5 | 53| 21 | 051 | 049 | Egan, 2003
kanseri
Afro- iae
Ameri | 760 | Meme |7 | 49 | 34 | 041 | o059 | Millikan,
% lan kanseri 2004
< __
Beyaz | 126 | Meme Millikan,
lar 5 kanseri 25 >4 21 0.52 0.48 2004
Cek 209 | Astim | 23.7 | 50.2 | 26.1 | 0.488 | 0.512 | Holla, 2005
Cumbhuriyet
Cin H2) Meme |55 | 36| 739 | 014 | 086 | Cai, 2004
5 kanseri
Finland | 379 | MM | 909 | 532 | 259 | 0.60 | 040 | Mitrunen,
kanseri 2001
; Meme Bergman,
isvec Hg | o0 | 10| 62 | 28 | 041 | 059 | %
ingiltere | 77 | ALS 28 | 42 | 30 | 049 | 051 gggfms’
Kanada [399 | MM | o6 | 47 | 27 | 049 | 051 |Knight, 2004
kanseri
Tiirkiye 153 | Sizofreni | 9.2 | 69.3 | 21.6 | 0.46 0.54 | Akyol, 2005
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1.2.2.3. Superoksid Dismutaz’in Evrimi

Superoksid dismutazlarin olusumu yaklagitk 2 milyar yil 6nce fotosentetik
organizmalarin meydana gelip oksijen tiretmesi ile birlikte baglamigtir. Oksijenin toksik
etkilerini yok etmek icin bir¢ok antioksidant enzim evrimlesmistir. O zamanda
prokaryotlarda bakir/¢inko i¢ceren SOD’lar ve demir/manganez igeren SOD’lar olmak
tizere iki ana tip superoksid dismutaz meydana gelmistir. SOD’larin tiim formlarinin,
organizmalar1 bu yeni toksine kars1 koruyan tek bir proteinden orijinlenmis olabilirler mi
sorusu akla gelmistir. Enzimin iki tipi de ayn1 fonksiyona sahip olmasina ragmen kristal
yapilarinin  bir birinden tamamen farkli olmasi, kulandiklar1 ko-faktorlerin aym
olmamast ve katalitik mekanizmalarinin da farkli olmasi ortak bir atanin olabilecegi
ihtimalini ortadan kaldirmaktadir. Kristal yapilara dayanarak yapilan coklu dizi
analizleri sonucu ortaya c¢ikarilan Cu/Zn-SOD’a ait evrimsel agacin, ekstraselliiler
SOD’in  funginin, bitkilerin ve metazoa’nin heniiz ayrilmadigi evrimin erken
safthalarinda sitozolik formdan orijin aldigim1 gostermektedir (Bordo et al, 1994). Zelko
ve arkadaslarinin yapilan ve tiim bilinen vertebralara ait SOD genlerinin filogenetik
analizi de SOD1 ve SOD3 genlerinin birbirine ¢ok benzedigi fakat SOD2 ile homoloji
gostermediklerini ortaya koymaltadir. SOD1’in ana yapisal bolgesi sekiz tane B “barrel”
motifi icermektedir (Getzoff et al, 1989). Amino asid degisimleri, delesyonlar ve
insersiyonlar genellikle bu yapisal motifin disinda meydana gelmektedir. Bu veri CuZn-
SOD evriminin ekson I ve III’in eklenmesi ile sonuglanan gen duplikasyonu ve
flizyonunu igerdigine dair teoriyi desteklemektedir. ilging olarak da, Cu/Zn- ve Mn-
SOD’in evrimsel oranlar1 son bir milyar yil boyunca onemli olgiide farklilik
gostermektedir. Mn-SOD proteinlerinin olduk¢a sabit evrimine karsilik, CuZn-SOD’lar
baslangigta yavas bir oranda evrimlesirken son 100 milyon yilda oldukca yiiksek bir
oranla evrimlesmistir, yani sabit bir evrim orani gostermedigi bulunmustur (Smith and
Doolittle, 1992; Rodriguez-Trelles et al, 2001). Cu/Zn-SOD’1in evrim oranlarinin bu
sekilde anormal seyretmesi heniiz agiklanmis bir sey degildir fakat olasi bir agiklama
CuZn SOD’nin zararli degisimleri tolere edememis olabilecegidir. Cu/Zn-SOD’da

zamanla biriken sessiz mutasyonlarin bu evrimsel duraklamadan ¢ikmasina neden olarak
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daha hizli bir evrimsel oran yakalamasina olanak saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu teorinin heniiz kesinlik kazanmamis olmasina ragmen yeryiiziindeki aerobik hayatin
varligt SOD’in oksijenin zararli etkisine karsi basarili bir sekilde evrimlestigini

gostermektedir (Zelko et al, 2002).

1.3 DNA POLIMORFiZMi

Dogada, ayni tiirden organizmalar genellikle, baz1 goriintimleri ile farklidirlar.
Bu farkliliklar genetik olarak belirlenmistir ve polimorfizm olarak isimlendirilmektedir.
Polimorfizm, tiim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu bilesiklerinin
varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin morfolojik
ozelliklerinde (kromozomal polimorfizm) veya DNA diizeyinde niikleotid farkliliklar:
(DNA polimortfizmi) seklinde goriilebilir.

Diger organizmalarin genomlar1 gibi insan genomu da statik bir yap1 degildir.
Insan genomu kalitilabilir bircok degisiklige (mutasyon) maruz kalmaktadir. Genis
kapsamli mutasyonlar yeni kromozom kazanimini veya kaybmi veya kromatidler
arasindaki degisimi igermektedirler. Daha kiiciik kapsamli mutasyonlar ise baz
siibstitusyonlari, delesyonlar1 ve insersiyonlar1 igermektedir. Baz siibstitiisyonlarindan
kasit genelikle tek baz degisimidir fakat nadir de olsa bazen birka¢ baz da ayni anda
degisebilmektedir. Bir veya birka¢ bazin diziden elimine olmasina delesyon kazanimina
da insersiyon adi verilir. Bu tiir mutasyonlar ayrica basit mutasyonlar olarak da
adlandirilir (Strachan and Read, 2004).

DNA polimorfizmlerinin genetik marker olarak kullanilmas1 karmagik
genomlarin haritalanmasina, manipule edilmesine ve ilging biyolojik 6zelliklere sahip
olan genlerin klonlanmasma imkan vermektedir. Bircok organizmanin DNA’sinda
bireysel cesitlilik goriildiigiinden DNA polimorfizimleri genetik analizlerde oldukca
kullanighdirlar. 1k defa 1980 yilinda RFLP kullanarak tanimlanan DNA varyasyonlari
memeli genomunu incelemek i¢in genetik marker kaynaklar1 saglamiglardir. Bunun
sonucunda bir¢ok organizmanin DNA polimorfizm haritalar1 olusturulmustur

(NIH/CEPH Collaborative Mapping Group, 1992).
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DNA polimorfizmini baz alan genetik markirlarin identifikasyonu, genetik
haritanin de novo konsturiksiyonlarin belirlenmesi (6r. tiim genomu veya kromozomlari
kapsayan), mevcut olan haritaya yeni genetik markirlarin eklenmesi veya mutasyon
spesifik markirlarin olusturulmasi yoniinden 6nem tagimaktadir.

Genetik markir olarak en ¢ok kullanilan DNA polimorfizmleri, SNP’ler ( 6r. tek
baz substitusyonlar, delesyonlar ve insersiyonlar), RFLP’ler (restriksiyon bdlgelerini
degistiren tek niikleotid degisimleri) ve tandem tekrar sayilarinda farkliliktan dolay1

olusan polimorfizmlerdir.

1.3.1 DNA Polimorfizm tipleri

1.3.1.1. Tek Nukleotid Polimorfizmi (SNP)

Tek niikleotid pozisyonundaki degisikligi (substitusyonlar, delesyonlar ve
insersiyonlar) temsil eden tek baz cifti polimorfizmi ya da tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) olarak tanimlanmaktadirlar. Bu polimorfizmlerin ¢ogu bialleliktir. Birgok
SNP’nin kodlamayan genomik bdlgelerde bulunmasina ragmen, o6nemli bir kismini
hastalikla veya diger fenotiplerle ile ilgili mutasyonlar teskil etmektedir.

SNP’ler birgok genomda siklikla meydana gelmektedirler ve mutasyon oranlari
diisiiktiir. Bu 6zeliklerinden dolay1 karsilagtirmali genetik haritalarin olusturulmasinda
tercih edilmektedirler. SNP’leri igeren genetik haritalar karmasik 6zelliklere etki eden
genetik faktorlerin belirlenmesini amaglayan linkage disequilibrium caligmalarinda
kullanilmaktadirlar (Collins et al, 1997).

Insan genomunda DNA’nin  %1,5 kodlayan DNA’dan olusur, SNP’ler ise
cogunlukla intron ve intergenik diziler gibi genomun kodlamayan kismini olusturan
bolgelerde yer almaktadirlar. Ayrica SNP’lerin kromozomal dagilimi uniform degildir:
cok az SNP bulunan bdlgelerin hemen yaninda ¢ok fazla SNP iceren bolgeler
bulunabilmektedir (Strachan and Read, 2004).

Bir DNA segmentinin yaklasik her 100 baz ¢iftindeki niikleotid dizisi bireylerde

degisiklik gosterir. Bazen SNP’ler restriksiyon enzimi tanima bolgelerinde degisiklige
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neden olurlar. Bu durumda, restriksiyon fragman biiyiikliikleri bu bolge icin farklidir
(restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi, RFLP). Bu da bu bdélgelerde olusan

mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

1.3.1.2. VNTR

Bazi baz dizileri yanyana tekrarlanabilir (ardarda tekrarlar). Tekrarlarin
sayisindaki degisiklikler polimorfizm olusturur (degisken sayida ardarda tekrarlar,
VNTR). VNTR’ler iki sinifta toplanabilir: mikrosatellitler ve minisatellitler. Boyle bir
segmentte mevcut tekrarlarin sayist fragmanlarin biiylikliglnii belirler. Cesitli
biiyiikliiklerde birgok DNA fragmani olusur. Ornegin 2.0, 2.5, 3.0 ve 3.5 kb’lik dort
farkli fragman halinde bulunabilen bir DNA segmenti toplam 10 farkli allelik
kombinasyonda goriilebilir. Her birey bu kombinasyonlardan birine sahiptir ve birbiri
ile iligkisi olmayan iki bireyin belli bir DNA segmenti i¢in farklilik gostermesi olasiligi
yiiksektir. Genetik analizlerde bundan yararlanilabilir. Kesin bireysellik gdsteren bazi
DNA markir sistemleri adli tip amaclartyla kullanilabilir. Son zamanlarda, birka¢ baz
ciftli polimorfik tekrarlar, 6rn. CA tekrarlari, DNA’nin boélgelerinin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir (Passarge, 1995).

Bunlara ilaveten insan genomunda transpozon tekrari polimorfizmleri, genis-
alan VNTR polimorfizmleri, inversiyon polimorfizmleri ve kromozomal

polimorfizmler mevcuttur (Strachan and Read, 2004).
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2.AMAC VE KAPSAM

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik goriilen habis tiimdrlerdendir. Ulkemiz
Saglik Bakanliginin 1999 yili verilerine gore Tiirkiyede de kadinlarda meme kanseri en
cok goriilen on kanser tiirli arasinda %24,1 ile birinci sirayr almaktadir. Ayrica
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dalinda yatirilarak tedavi gérmiis 100
kanserli kadin hastanin 27’si meme kanseri olarak tespit edilmistir .

Steroidogenesisin metabolik ve biyosentetik yolaklarin kisiler arasinda genetik
varyasyon gostermektedir. Bu varyasyon da kisilerin {ireme sistemi ve hormonal
olaylara bagli kanser gelistirme yatkinligmmin farkli olmasini agiklamaktadir.
Kanserlesmeye neden olan potansiyel mekanizmalardan birinin de reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) yaratig1 oksidatif hasar oldugu diistiniilmektedir. ROT’leri dstrojen ve
metabolitleri ile bazi ksenobiotikler tarafindan firetilir. Hiicrelerde ROT nin birikmesi
DNA’ya, proteinlere ve lipidlere hasar vermektedir, bu da kanserlesmeyi
tetiklemektedir. Superoksid dismutaz (SOD) ROT’ne kars1 antioksidant etkiye sahip en
onemli enzimlerden biridir. SOD2 veya mangenez igeren SOD (Mn-SOD) mitokondride
superoksidleri yok eden tek enzim oldugundan enzimin antioksidant etkisi oldukca
onemlidir. Ayrica Mn-SOD hiicreleri ve dokular1 hiperoksidten, sitokinlerden ve
sitotoksik ajanlardan korudugunu gdsteren bazi ¢alismalar mevcuttur. Mn-SOD enzimini
kodlayan gende meydana gelen bir transisyon (C-T) mutasyonu 9. kodonda alanin
aminoasidinin valin amino asidine doniismesini saglamaktadir, bu da enzimin yapisinda
degisiklige neden olmaktadir. Bu degisim enzimin mitokondriye tasinmasinda sorun
yaratmaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci antioksidant etkiye sahip en énemli enzimlerden biri olan
ve bir transisyon mutasyonundan dolayi polimorfik yapida bulunan Mn-SOD genin

meme kanseri ile iliskisini arastirmaktir.

41



3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Enzimler

Taq DNA polimeraz (MBI)

Proteinaz K (Sigma)

BsaW 1 (New England Biolabs)

3.1.2. Primerler

Mn-SOD geni primer dizisi

F: 5°-CAG CCC AGC CTG CGT AGA CG-3’

R: 5’-GCG TTG ATG TGA GGT TCC AG-3’

3.1.3. Kimyasallar

Agaroz Sigma

Akrilamid Sigma A 9099
Amonyum asetat Merck A174189
Amonyum persiilfat Sigma A 9164
Asetik asit Sigma A6283
Bisakrilamid Sigma M 7279
Borik asit Sigma B 6768
Brom fenol mavisi Sigma B5525
Etanol Sigma E7023

42



Etidium bromid Sigma

EDTA Sigma
Formaldehit Sigma
Formamid Sigma
Glmis nitrat Sigma
Ksilen siyanol Sigma
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum klorid Merck
Sodyum karbonat Sigma
TEMED Sigma
Tris baz Sigma

3.1.4. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

3.1.4.1. DNA izolasyon Cozeltileri

RBCL ( eritrosit parcalama solisyonu) pH 7.4

0.15 M NH,CI
0.01 M KHCO;
0.01 M EDTA (pH 8,0)

WBL ( beyaz hiicre parcalama soliisyonu)

0.1 M NaCl
0.025 M EDTA (pH 8,0)
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Amonyum asetat soliisyonu

9.5 M NH4Ac ( sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden gegirilir)

TE tamponu (pH 8.0)

10 mM Tris HCI
1 mM EDTA pH 8.0 (+20°C)

SDS stok soliisyonu

10% (w/v) SDS
0.2-0.45 um membran ile filtre edilmis

3.1.3.2. Elektroforez Soliisyonlar1

Yiikleme tamponlart

6 X agaroz jel yiikkleme tamponu
% 0.25 bromfenol mavisi

% 0.25 Xanal cyanol
% 30 gliserol

Etidyum bromiir stok soliisyonu

10 mg/ml etidyum Bromiir

50X TAE
2 M Tris-Asetat
0.05 M EDTA (pH 8,0)
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5X TBE
0.45 M Tris Borat
0.01 M EDTA (pH 8,0)

% 10’luk non-denatiire poliakrilamid jel soliisyonu (29:1 akrilamid: bisakrilamid)

%10 Akrilamid-Bisakrilamid

1X TBE

Polimerizasyon ig¢in;

0.001 M amonyumpersiilfat (APS),
% 0,1 TEMED ilave edildi.

3.1.4.3. Giimiis Boyama Soliisyonlari

10 X A soliisyonu: %5 asetik asit % 95 absoliit etil alkol

10 X B soliisyonu: %1 glimiis nitrat

C soliisyonu: 3 g NaOH, 0.02 g Boraks, %0,2 formaldehit

10 X D soliisyonu: 22,5 g Sodyum bikarbonat/ 11t (opsiyonel)

3.1.5. Kullamilan Cihazlar

Thermocycler (Eppendorf Mastercycler)
Dikey elektroforez(BIORAD)

Yatay elektroforez(BIORAD)

Gii¢ kaynag1 (BIORAD Power Pac 3000)
UV transilimiinatér (BIORAD)
Spektrofotometre (SHIMADZU)
CanoScan N670U (Canon)
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Bilgisayar

3.1.6 Hasta Grubu

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’na basvuran,
aynmi anabilim dalinda tedavi géren ve daha Once kemoterapi ve/veya radyoterapi
almamis meme kanseri hastalardan EDTA’L tliplere 10’ar cc kan alindi. Hastalara

ayrintili bilgi verdikten sonra onam formlar1 imzalatildi.

3.1.7 Kontrol Grubu
Ailesinde meme kanseri bulunmayan goniillii bayanlardan EDTA’l tiiplere

10’ar cc kan alindi. Kisilere ayrintili bilgi verilerek onam formlar1 imzalatildi.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

1. 10 ml periferik kan 50 mI’lik falkon tiipiine aktarilarak iizerine 1:3 oraninda eritrosit
lizis tamponu eklendi. +4°C’de 20 dakika bekletilip, 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi.

2. Ornek santrifiijden almarak iizerindeki siipernatan atildi. Pellet siispanse edildi ve
tizerine 20 ml eritrosit lizis tamponu eklendi. Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi ve siipernatan atild1.

3. Pelet tamamen siispanse edilip tizerine 500 pl SDS (%10’luk), 50ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 9,4 ml WBL (White Blood-Cell Lysis) tamponu eklenerek 56°C’de
gece boyu bekletildi.

4. Inkiibasyon sonrasi iizerine 4 ml Amonyum asetat (9.5M) eklenip iyice karistirildi.
20 dakika 4500 rpm’de santrifiij edildi.

5. Ustteki temiz kistm aliarak yeni bir falkon tiipe aktarildi, pellet atildi. Supernatanin

tizerine 20 ml etanol eklendi ve DNA’nin toplanmasi beklendi. DNA alinarak bir
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eppendorf tiipe aktarildi ve iizerine 1ml % 70 etanol koyuldu. Maksimum hizda
(13.200 rpm) 10 dakika santrifiij edilerek DNA c¢oktiiriildii ve siipernatan atildi.
Kurutma islemi ile kalan alkol uguruldu

6. Elde edilen DNA’nin miktarina gore 100-300ul kadar TE (Tris-EDTA, pH=8.0)
tamponu eklenerek 56°C’de 1 saat bekletilerek +4°C’de muhafaza edildi.

3.2.2. DNA Konsantrasyonu ve Safhigimin Ol¢iimii

1. Stok DNA tiipiinden 1ul 6rnek alindi ve 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi.

2. Uzerine 99ul TE eklenerek 1/100 oraninda sulandirilds.

3. Ornegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviole dalgaboyunda absorbsiyon
degerleri okundu

4. DNA miktar1 formiile gore hesaplandi:
Konsantrasyon= 100 (sulandirma) x 50 (sabit) x OD 260= ng/ul DNA

5. OD 260/280 > 1,8 RNA, < 1,8 protein kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

3.2.3. GENOTIiPLEME

Genotipleme alinan kan 6rneklerinden izole edilen DNA’lardan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu- Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (Polymerase Chain Reaktion-

Restriction Length Polymorphism (PCR-RFLP)) metodu ile yapildi.

3.23.1. PCR

Mn-SOD polimorfizmi Shimoda-Matsubayashi ve ark. (1996) yaymladigi metod
ile incelendi ve analiz yapildi. PCR reaksiyonu i¢in 100 ng genomic DNA, 10 pmol
forward (F: 5°- CAG CCC AGC CTG CGT AGA CG-3’) ve reverse (R: 5°-GCG TTG
ATG TGA GGT TCC AG-3’) primerler kullanarak amplifiye edildi. PCR sartlari: 94°C
de 3 dk. denaturasyonu takiben 94°C 1dk, 66 °C’de 1dk. ve 72 °C’de 1dk. 35 dongii ve
son olarak 72 °C’de 7dk. seklinde yapildi. Total miktar1 25ul olan PCR mix’i 10mM
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Tris-Cl (pH 8,8), 50 mM KCl, %0.08 Nonidet P40 ve 1,5mM MgCl,, 200 uM dNTP ve
1,0 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas) icerecek sekilde hazirlandi.

3.2.3.1.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Toplam 25ul hacimde gergeklestirilen reaksiyondan kontrol amaci ile Sul
almarak 6X agaroz yiikleme tamponu ile karistirildi. %2’lik agaroz jele pUC-Mix
(MBI) size markir ile birlikte yliklenen PCR iirlinleri, 50 V akimda yaklagsik 1 saat

yiriitiildii. UV transiliiminatérde goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi.

3.2.3.2. RFLP

BsaW 1 restriksiyon enzim kesimi total olarak 15 pl olup 1X BsaWI tamponu
(NE Buffer), SU BsaW I enzimi, 5 pl PCR {irtinii ve 6 pl steril distile su igerecek sekilde
hazirlandi ve gece boyunca 60° C’de bekletilerek yapildi. Kesim {iriinleri %10’ luk
poliakrilamid jelde (29:1) yiiriitiiliip, giimiis nitrat metodu ile boyanarak goriintiilendi.
Tarayic1 yardimi ile tiim goriintiiler bilgisayara kaydedildi. MnSOD Ala ig¢in
karakteristik olan 86 bg¢ bantlar elde edildi.

3.2.3.2.1. Kesim Uriinlerinin Poliakrilamid Jel Elektroforezi

35 cm x 10 cm ebatlarinda hazirlanan jelin elektroforezi igin dikey elektroforez
cihazi kullanildi. Jelin kalinlig1 0,5 mm olarak ayarlandi. Yiizde onluk PAGE stok
sollisyonuna siras1 ile % 10’luk APS stogundan % 1 hacim ve TEMED’den % 0,1
hacim ilave edilip 0,5 mm’lik cam arali§ina dokiildii. Polimerizasyonun tamamlanmasi
icin en az 1/2 saat beklendi.

Polimerizasyon sonrasi camlar elektroforez cihazina yerlestirildi, 1X TBE
iceren yiiriitme tamponu ilave edildi. Ornekler jel kuyucuklarina yiiklendi. Yiikleme
tamponu i¢inde bulunan ve elektrik alanda hareket eden brom fenol mavisi ve ksilen

siyanol boyalarinin yiiriidiikleri mesafe takip edilerek akim asagidaki ¢izelgelerde
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verildigi gibi ayarlandi. Cizelgelerde verilen siireler sonunda jel ¢ikartilarak giimiis

boyama islemine gecildi.

Cizelge 3.4: Mn-SOD Ala-9Val polimorfizmi icin poliakrilamid jel elektroforezi

kosullari
Akim PAGE (%) |Yiiriime zamani (dk)
mA \% \%4
~50 ~150 20 10 25

3.2.3.2.2. Giimiis Boyama

Soliisyonlarda ve yikamada kullanilan suyun kalitesi énemli oldugundan test edilmis
distile su kullanildi. Elde hafif ¢alkalama ile agagidaki soliisyonlarda sira ile bekletildi.
C soliisyonu kullaniomdan hemen Once hazirlandi. Sonraki soliisyonlara gecerken

aralarda distile su ile bir kag saniyelik kisa siireler ile yikandi.

A soliisyonu (Asetik asit-etanol): 200 ml distile suya stok soliisyondan 10 ml ilave
edilerek hazirlandi ve jel bu solisyonla 5 dakika muamele edildi.

B soliisyonu (Giimiis nitrat): 200 ml distile suya stok sollisyondan 10 ml ilave edilerek
hazirland1 ve jel bu solisyonla 10 dakika muamele edildi.

C soliisyonu ( NaOH-Boraks-Formaldehit): 200 ml distile suya 2.5 gr NaOH ve 0.02 gr
boraks ilave edildi ve jel bu solisyona alindiktan sonra soliisyonun igerisine 1ml
formaldehit ilave edilerek bantlar goriiliinceye kadar jel soliisyon igerisinde tutuldu.

D soliisyonunu (NaHCO3): 200 ml distile suya stok soliisyondan 20 ml ilave edilerek

hazirland1 ve jel bu soliisyonla 5 dakika muamele edildi.

Distile suda yikanan jel nemli olarak asetat arasina alindi ve naylon dosya poseti i¢ine

alinarak hava almasi engellenecek sekilde saklandi.
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3.2.5. istatiksel Analiz:

Odds ratio, %95 giiven aralig1 ve 5 analizi, conditional logistic regression analizi
kullanarak yapildi. Hiicre frekanslar1 5’ten az oldugunda ger¢ek metodlar kullanilarak
risk oranlari hesaplandi. Tim analizler PC i¢in SPSS 12,0 versiyonu kullanilarak

yapildi.
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4.BULGULAR

Mn-SOD geni ile meme kanseri arasindaki iligkiyi inceleyen bu ¢alismamizda
PCR-RFLP yontemi ile Mn-SOD ala-9val polimorfizmi bakimindan 156 meme kanseri
vakasinin ve 226 kontroliin genotiplemesi yapildi. Istatistiksel analize gore hastalarla
kontroller arasinda allelik iliski bulunamadi (y* =3.447, df=2, P= 0.178). Fakat ala/val
genotipinin odds ratio’su 1.476 olarak bulundu (OR=1.476, 95% CI=0.978-2.229, df=1,
P=0.063). Buna gore hastalarda genotip dagilimi %24.4 VV, %56,6 AV, %16 AA ve
kontrollerde ise 9%30.3 VV, %50 AV, %19.7 AA olarak bulundu (A= ala, V= val).
Allelik frekanslar val alleli i¢in, hastalarda %54.16 kontrollerde %55.26, ala alleli i¢in
de hastalarda %45.83 kontrollerde %44.73 olarak hesaplandi. Bunlarin beklenen
oranlar1 da val alleli i¢in hastalarda %54.83 kontrollerde %54.80; ala alleli hastalarda
%45.16 kontrollerde %45.19 olarak hesaplandi. Hasta ve kontrollerde gozlenen ve
beklenen allel frekanslarinin birbirine yakin olmasindan dolayr gruplarin Hardy-
Weinberg esitligine uyum gosterdikleri kabul edildi. Buna gére Mn-SOD ala-9val
polimorfizminin meme kanseri olusumunda bagimsiz olarak risk olusturmadigi

bulundu.

Sekil 4.1 PCR ile cogaltilan Mn-SOD ala-9val polimorfizmini iceren gen bolgesinin

agaroz jel goriintiisii
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Cizelge 4.1 PCR ile ¢ogaltilan Mn-SOD ala-9val polimorfizmini iceren gen dizisi

Uzunluk (b¢) | Dizi

172 3 -CAGCCCAGCCTIGCGTAGACGGTCCCGCGGCGCTGACT
GACCGGGCTGTGCTTTCTCGTCTTCAGCACCAGCAGG
CAGCTGGCTCCGGTITTTGGGGTATCTGGGCTCCAGGC
AGAAGCACAGCCTCCCCGACCTGCCCTACGACTACG
GCGCCLCTGGAACCTCACATCAACGC-3®

1 2 3 4 5
e —
R
ittt s e
R
—_—
- A
R

Sekil 4.2 Bswal enzimi ile kesilen Mn-SOD ala-9val polimorfizmini iceren gen
bolgesinin poliakrilamid jel goriintiisii (1: pUC mix 8 M, 2: kesilmemis PCR
iiriinii, 3: AA, 4: VV, 5: AV).

p ’ & o & " Y Gutnd @ [ R — ¢ o VSR

— . e S B N T — il

Sekil 4.3 Bswal enzimi ile kesilen Mn-SOD ala-9val polimorfizmini iceren gen
bolgesinin total poliakrilamid jel goriintiisii (Total jel goriintiisii).
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Cizelge 4.2 Enzim kesimi sonrasi olusan bant dizileri ve uzunluklari.

Uzunluk 5 3
Dizi
(bp) Base | Base

86 86 | 172 | GTTTTGG GGTATCTGGG CTCCAGGCAG
AAGCACAGCC TCCCCGACCT GCCCTACGAC
TACGGCGCCC TGGAACCTCA CATCAACGC

86 1 86 | CAGCCCAGCC TGCGTAGACG GTCCCGCGGC
GCTGACTGAC CGGGCTGTGC TTTCTCGTCT
TCAGCACCAG CAGGCAGCTG GCTCCG

Cizelge 4.3 Mn-SOD gen polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarina gore genotip

dagilimlar.
SOD
\A AV AA Toplam
GoOzlenen 69 114 45 228
= Kontrol | Beklenen 63,5 122.9 41,6 228.0
= % %30,3 %50,0 %19,7 | %100,0
- Gozlenen | 38 93 25 156
O Hasta | Beklenen| 43,5 84,1 28,4 156,0
% %24.,4 %59,6 %16,0 | %100,0
Gozlenen 107 207 70 384
Toplam Beklenen | 107,0 207,0 70,0 384,0
% %27,9 %53.9 %18,2 | %100,0
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Cizelge 4.4 Hasta ve kontrol gruplarina gore allel daghm

Allelik Frekanslar
Hasta (%) | Kontrol(%)
V(val) Gozlenen 54.16 55.26
alleli Beklenen 54.83 54.80
A(ala) Gozlenen 45.85 44.73
alleli Beklenen 45.16 45.19

Cizelge 4.5 Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalari

N | Minimum | Maksimum | Ortalama | Std. Sapma
Kontrol 228 25 62 44,75 7,572
Hasta 156 30 59 44,39 7,483
Cizelge 4.6 Hasta grubunda patolojik tamlarin daghm
Tani n %
Invazif duktal karsinom 65 74.4
In situ duktal karsinom 8 10.5
Inv.duktal+lobular karsinom 7 8.1
Invasif lobular karsinom 3 35
Diger 5 4.7
Total 86 100
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5.TARTISMA

Vaka-kontrol  c¢alismast olan bu c¢alismamizda Mn-SOD  ala-9val
polimorfizminin meme kanserine yatkinlik saglayan bagimsiz bir risk faktorii olmadigi
bulunmustur. Odds ratio degelendirildiginde az da olsa Mn-SOD ala-9val polimorfizmi
bakimindan heterozigot bireylerin odds ratiosunun (OR=1.476, 95% CI=0.978-2.229,
df=1, P=0.063) anlamli oldugu gozlenmistir. Fakat bu deger istatiksel olarak
anlamsizdir. Bu calismada hastalarin diyeti, oral kontraseptif kullanimi, hormon
replasman tedavisi (HRT), sigara ve alkol gibi cevresel etmenlerin genotip ile olan
iliskisi arastirilmamustir.

Oksidatif stresin meme kanserine neden oldugunu gosteren bircok calisma
mevcuttur. Oksidatif stresin DNA hasar1 ve DNA zincir kiriklarina neden oldugu da
gosterilmistir (Ambrosone et al, 1999). Wang ve arkadaslart meme kanser dokularinda
oksidatif stres sonucu meydana gelen lipid peroksidasyonundan dolay1 olusan DNA-
malondialdehid yan iiriinlerinin bulundugunu ortaya koymuslardir (Wang et al, 1996).
Mamografik olarak meme displazisi tespit edilmis kadinlarin idrarinda da yiiksek
seviyede malondialdehid bulunmustur (Boyd et al, 1991).

SOD’ler ROT’ne kars1 ozellikle de superoksid anyonuna karst en Onemli
antioksidant enzimlerdir. Memelilerde ii¢ degisik SOD izoformu bulunmaktadir. Bu ii¢
izoform farkli kromozomlar {izerinde bulunan farkli genler tarafindan kodlanmaktadirlar
(Zelko et al, 2002) U¢ SOD geni de polimorfiktir. Belki bu ii¢ genin aym anda
incelenmesi gen-gen etkilesimlerini ortaya koyarak meme kanser mekanizmasi agisindan
aydinlatici olabilir. O,” anyonu SOD tarafindan yok edilmezse nitrik oksid(NO)
radikali ile etkileserek daha etkili bir oksidant olan peroksinitrite (ONOQO") doniisebilir
(Mruk et al, 2002). Mn-SOD O,” di H,0;’e doniistiiriir, HyO, ‘de mitokondride
GPXltarafindan etkisiz hale getirilir. Eger bu gergeklesmezse H,O, daha toksik olan
hidroksil ("OH) radikaline doniisiir. Bu nedenle oksidatif stresin kanserde oynadig1 rolii
daha iyi anlayabilmek i¢cin GPX1 polimorfizmini de ¢alismak gerekebilir (Cai et al,
2004).
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Mn-SOD ala-9val polimorfizi enzimin mitokondriye transferini etkilemektedir
(Shimoda-Matsubayashi et al, 1996; Rosenblum et al, 1996). Sutton ve arkadaslari
(2003) fare karacigerinde Mn-SOD alanin variantinin valin variantindan %3040
oraninda daha aktif oldugunu ortaya koymuslardir (Sutton et al, 2003). Baz1 tiimor
hiicrelerinin Mn-SOD aktivitesini kaybettikleri ve bunun malign fenotipe neden oldugu
bulunmustur (Oberley and Oberley, 1984;1988). Mn-SOD “knockout” farelerin oksidatif
DNA hasarina asir1 duyarli olduklar1 saptanmistir (Melov et al,1999). MnSOD’nin
overekspresyonu MCF-7 hiicre hattinda malignant fenotipi baskilayabildigi
gozlemlenmistir (Li et al, 1995). Soini ve arkadaglar1 (2001) Mn-SOD ekspresiyonunun
invasif meme karsinomlarinda in situ karsinomlara veya non-neoplastik meme epiteliyal
hiicrelerine gore diisiik oldugu tespit edilmislerdir (Soini et al, 2001).

Mn-SOD ala-9val polimorfizminin prostat kanseri, kolorektal kanser, akciger
kanseri, mesane kanseri, over kanseri ve meme kanseri gibi degisik kanserlerle iliskisini
arastiran birgok ¢alisma yapilmistir fakat sonuglar oldukea ¢eliskilidir. Bu ¢alismalarda
Mn-SOD ala-9val polimorfizminin alanin allelinin prostat kanserinde (OR=1.72
%95CI=0.96-3.08), over kanserinde (OR=2.1 %95CI=1.1-4.0)) kolon kanserinde
(sadece geng Hispanik kokenli hastalarda) risk olugturdugu bulunmustur (Woodson et al,
2003; Olson et al, 2004; Stoehlmacher et al, 2002). Fakat bu kanserlerle ilgili diger
calismalar bu bulgular desteklememistir. Ornegin Levine ve arkadaslarinin  yaptigi
calismada Mn-SOD ala-9val polimorfizminin risk olusturmadigi bulunmustur (Levine et
al, 2002).

Mn-SOD val/val genotipinin ise mesane kanser riski (OR=1.91, 95 % CI=1.20—
3.04) ve akciger kanser riski (OR=1.67, 95% CI=1.27-2.20) olusturdugu bulunmustur.
Ayrica bu caligmalarla ala/val heterozigotlarininda akciger ve mesane kanser riski
tagidigi tespit edilmistir (Hung et al, 2004; Wang et al, 2001).

Mn-SOD ala-9val polimorfizmi en fazla meme kanserinde c¢alisilmistir. Diger
kanserlerde oldugu gibi burda da sonuglar oldukca celiskilidir. Ambrosone ve
arkadaglarinin (1999) yaptig1 calismada ala/ala genotipi tasiyan ozellikle premenopoz
kadinlarin bir veya iki valin alleli tagiyanlara gore 4 kat fazla meme kanseri riski (OR=

4.3, 95% CI=1.7-10.8) tasidiklar1 bulunmustur. Risk az meyve tiiketen bayanlar arasinda
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daha da belirgindir. Fakat postmenopozal bayanlarda risk iki kat olmasina ragmen
istatiksel olarak anlamli degildir (OR=1.8, 95% CI=0.9-3.6). Bu bayanlarin
antioksidantga zengin bir dietle beslenmeleri de bu riskin azalmasinda 6nemli rol
oynamamaktadir (Ambrosone et al, 1999).

Mitrunen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise ala/ala genotipini tasiyan
postmenopozal kadinlarin val/val tagiyanlara gore meme kanserine yakalanma riski
2,5’tir (95% CI=1.3-4.8) (Mitrunen et al, 2001). Egan ve arkadaslar1 da postmenopoz
doneminde olan ve ala/ala genotipi tagiyan bayanlarda bu riskin 1.26 (95% CI=0.79—
2.03) oldugunu bulmusglardir. Ayrica heterozigot ve premenopozal donemde olan
bayanlarda riskin 1.88 (95% CI=1.04-3.39) oldugu bulunmustur (Egan et al, 2003).

Cai ve arkadaslarinin yaptigi calismada da ala/ala genotipinin 06zellikle
premenopozal bayanlarda meme kanser riskini arttirdigi bulunmustur (OR=1.3, 95%
CI=0.7-2.3). Ozellikle riskin BM indeksi yiiksek olan bayanlarda daha da fazla oldugu
saptanmistir (OR= 2.5, 95% CI= 0.9-7.0) (Cali et al, 2004).

Bergman ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise gen¢ meme kanseri vakalar1 ve
val/val genotipi arasinda baglanti bulmuslardir. Buna gore val/val genotipi tasiyan geng
bayanlarda meme kanserine yakalanma riski yiiksektir (OR=2.7; 95% CI= 2.2-5.5;
p=0.01) (Bergman et al, 2005).

Yapilan diger caligmalara gore de meme kanseri ve Mn-SOD ala-9val
polimorfizmi arasinda iliski bulunamamistir (Egan et al, 2003; Knight et al, 2004;
Tamimi et al, 2004).

Sonuglarin  bu kadar farkli olmasmin bir¢ok sebebi olabilir. Wang ve
arkadaglarinin  diisiindtigii gibi Mn-SOD polimorfizminin etkisi dokuya ve tlimor
bolgesine gore degisiklik gosterebilir. Ayrica simdiye kadar yapilmis calismalarin
sonuclarint yorumlamanin diger bir zorlugu da; valin varyant1 hatali tasinmaya sebep
oldugu halde normal aktivite gosteren alanin varyantinin degisik kanser gruplarinda
daha fazla risk olusturmasidir. Bunun bir agiklamasi Mn-SOD tarafindan {iretilen
H,0’in detoksifiye edilmedigi takdirde toksik etki yaratabilecegidir. Bu da H,O’i
etkisiz hale getiren enzimlerin, Glutation peroksidaz, katalaz gibi, ne kadar etkin

calistigina bagilidir. Diger taraftan meme, over ve prostat gibi hormona bagli olarak
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calisan organlarda alanin alleli rol oynarken akciger mesane gibi organlarda valin
allelinin rol oynamasi da ilgingtir. Bu mekanizmalarin nasil olduguna dair ilave
arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bu celigkili sonuglarin diger bir sebebi de Mn-SOD allel frekanslarinin etnik
gruplara gore ¢ok farkli olmasidir (Cizelge 1.4, 1.5). Shimoda-Matsubayashi ve ark.
(1996) ve van Landeghem ve ark. (1999) MnSOD ala allelinin Japon ve Cin
populasyonlarinda sirstyla %12 ve %30 olarak bulmuslardir. Oysa Caucasian’larda bu
oran oldukca yiiksektir (%50). van Landeghem ve arkadaslari Mn-SOD’nin allel
frekansini degisik dil gruplarinda incelemislerdir ve alanin allel frakansinin gruplar
arasinda farkli oldugunu tespit etmislerdir. Saamis ve Lituanianlarin ala alleli frekansi
yiiksek iken (sirastyla %62 ve %56) Isveglilerde bu frekansin (%41) daha diisiik oldugu
tespit edilmistir.

Ayrica Mn-SOD genotipinin etkisi ¢evresel etmenlerin etkisiyle ROT azalmasi
veya artmasina gore de degisebilmektedir. Bu etkilesimde yine populasyonlara gore
degiskenlik gosterebilir. Yine Mn-SOD-9val allelinin, linkage disequilibrium gdsteren
ve enzimin transportunu ve/veya aktivitesini etkileyen karakterize edilmemis variantlar
da olabilir. Bircok SNP icin oldugu gibi Mn-SOD ala-9val polimorfizmine dair
mekanizmanin da c¢ok daha karmasik olabilecegi diisliniilmektedir (Chanock and
Wacholder , 2002, Weiss et al, 2000; Millikan et al, 2004).

Caligmamizda incelenen hasta ve kontrol populasyonumuz diger g¢aligmalara
gore kiiclik olmakla birlikte bu calismada elde edilen bulgular Egan et al, (2003), Knight
et al, (2004) ve Tamimi et al, (2004) yaptig1 ¢alisma sonuglari ile uyum gostererek Mn-
SOD ala-9-val polimorfizminin meme kanserine yatkinlik saglayan bagimsiz bir risk

faktorii olmadigini géstermektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Caligmamizda Mn-SOD ala-9val polimorfizminin meme kanserine yatkinlik
saglayan bagimsiz bir risk faktori olmadigi bulunmustur. Odds ratio
degelendirildiginde az da olsa Mn-SOD ala-9val polimorfizmi bakimindan heterozigot
bireylerin odds ratiosunun (OR=1.476, 95% CI=0.978-2.229, df=1, P=0.063) anlaml
oldugu gozlenmistir. Fakat bu deger istatiksel olarak anlamsizdir.

Daha net sonuglarin elde edilebilmesi i¢in daha genis hasta ve kontrol
populasyonuna ihtiya¢ vardir. Hastalarin ve kontrollerin etnik kdkeni ve menopoz
durumu g6z Oniline alinarak genis kapsamli calismalar yapilmasit sonuglarin
aydilatilmasinda 6nem tagimaktadir. Ayrica hastalarin genotiplerinin hastalik agisindan
degerlendirilebilmesi i¢in ¢ok genis klinik bilgiler gerekmektedir.

Mn-SOD’nin yaninda diger iki SOD genindeki polimorfizmlerinin incelenmesi
bunlarin gen-gen etkilesimlerini ortaya koymasi bakimindan aydinlatici olabilir. Ayrica
horman metabolizmasi, redoks homeostazisi, DNA tamiri gibi kanserlesme agisindan
onemli olan olaylarda rol oynayan diger genlerin de (GPX1, CYP, GST, NAT, ER, PR,
VDR, ADH, XRCCI1, TNFa ve Hsp70de) Mn-SOD ala-9-val polimorfizmi ile
iligkisinin arastirilmast meme kanser mekanizmasini aydinlatmak agisindan 6nemli

olabilir.

59



KAYNAKLAR

Agrawal, S., and Eng, C., (2006). Differential expression of novel naturally occurring splice
variants of PTEN and their functional consequences in Cowden syndrome and
sporadic breast cancer. Hum. Mol. Genet. 15(5):777-87.

Akkus, 1., (1995). Serbest Radikaller. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri Konya:
Mimoza Yaynlari s.1-10.

Akyol, O., Herken, H., U.Z., E., Fadillioglu, E., Unal, S., Sogut, S., Ozyurt, H., Savas, H.A.,
(2002). The indices of endogenous oxidative and antioxidative processes in plasma
from schizophrenic patients. The possible role of oxidant/antioxidant imbalance.
Prog. Neuropsychopharmacol Biol. Psychiatry. 26(5): 995-1005.

Akyol, O., Yanik, M., Elyas, H., Namli, M., Canatan, H., Akin, H., Yuce, H., Yilmaz, H.R,
Tutkun, H., Sogut, S., Herken, H., Ozyurt, H., Savas, H.A., Zoroglu, S.S., (2005).
Association between Ala-9Val polymorphism of Mn-SOD gene and schizophrenia.
Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry. 29(1):123-31.

Ambrosone, C.B, Freudenheim, J.L., Thompson, P.A., Bowman, E., Vena J.E., Marshall, J.R.,
Graham, S., Laughlin, R., Nemoto, T., Shields, P.G., (1999). Manganese
superoxide dismutase (MnSOD) genetic polymorphisms, dietary antioxidants, and
risk of breast cancer. Cancer Res. 59(3): 602—6.

Andersen, P.M., Nilsson, P., Keranen, M.L., Forsgren, L., Hagglund, J., Karlsborg, M.,
Ronnevi, L.O., Gredal, O., Marklund, S.L. (1997). Phenotypic heterogeneity in

motor neuron disease patients with CuZn-superoxide dismutase mutations in
Scandinavia. Brain. 120 ( Pt 10):1723-37.

Andreasen, N.C., (1995). Symptoms, signs, and diagnosis of schizophrenia. Lancet. 346: 477-
481.

Armes, J.E., Trute, L., White, D., Southey, M.C., Hammet, F., Tesoriero, A., Hutchins, A.M.,
Dite, G.S., Mccredie, MR., Giles, G.G., Hopper, J.L., Venter, D.J., (1999). Distinct
molecular pathogeneses of early-onset breast cancers in BRCA1 and BRCA2
mutation carriers: a population-based study. Cancer Res. 59(8):2011-7

Athma, P., Rappaport, R., Swift, M., (1996). Molecular genotyping shows that ataxia-
telangiectasia heterozygotes are predisposed to breast cancer. Cancer Genet.
Cytogenet. 92: 130-134.

Banin, S., Moyal, L., Shieh, S-Y., Taya, Y., Anderson, C.W., Chessa, L., Smorodinsky, NI.,
Prives, C., Reiss, Y., Shiloh, Y., Ziv, Y., (1998). Enhanced Phosphorylation of p53
by ATM in response to DNA damage. Science. 281: 1674-1677.

Bergman, M, Ahnstrom M, Palmeback-Wegman P, Wingren S., (2005). Polymorphism in the
manganese superoxide dismutase (MrnSOD) gene and risk of breast cancer in

60



young women. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 131(7):439-44.

Bingham, S.A., Luben, R., Welch, A., Wareham, N., Khaw, KT., Day N., (2003). Are imprecise
methods  obscuring a relation between fat and breast cancer?
Lancet. 362(9379): 212-4.

Bordo, D., Djinovic, K., Bolognesi, M., (1994). Conserved patterns in the Cu,Zn superoxide
dismutase family.J. Mol. Biol. 238(3): 366-86.

Boyd, N.F., McGuire, V., (1991). The possible role of lipid peroxidation in breast cancer risk.
Free Radic. Biol. Med. 10(3-4):185-90.

Cai, Q., Shu, X.0., Wen, W., Cheng, J.R., Dai, Q., Gao, Y.T., Zheng, W., (2004). Genetic
polymorphism in the manganese superoxide dismutase gene, antioxidant intake,

and breast cancer risk: results from the Shanghai Breast Cancer Study. .Breast
Cancer Res. 6(6): 647-55.

Carpenter, CL., Ross, R.K., Paganini-Hill, A., Bernstein, L., (2003). Effect of family history,
obesity and exercise on breast cancer risk among postmenopausal women.
Int. J. Cancer. 106(1): 96-102.

Cerutti, P.A., Trump, B.F., (1991). Inflammation and oxidative stress in carcinogenesis.
Cancer Cells. 3(1):1-7.

Chanock, S. and Wacholder S., (2002). One gene and one outcome? No way.
Trends. Mol. Med. 8(6): 266-9.

Colditz, G.A., (1998). Relationship between estrogen levels, use of hormone replacement
therapy, and breast cancer. J. Natl. Cancer Inst. 90(11): 814-23.

Collins, F.S., Guyer, M.S., Charkravarti, A., (1997). Variations on a theme: cataloging human
DNA sequence variation. Science. 278(5343): 1580-1.

Das, K.C., Guo, X.L., White, C.W., (1998). Protein kinase Cdelta-dependent induction of
manganese superoxide dismutase gene expression by microtubule-active
anticancer drugs. J. Biol. Chem. 273(51):.34639-45.

Davis, C.A., Hearn, A.S., Fletcher, B., Bickford, J., Garcia, J.E., Leveque, V., Melendez, J.A.,
Silverman, D.N., Zucali, J., Agarwal, A., Nick, H.S., (2004). Potent anti-tumor
effects of an active site mutant of human manganese-superoxide dismutase.
Evolutionary conservation of product inhibition. J. Biol. Chem. 279 (13): 12769-
76.

Deligezer, U., Akisik. E.E., Dalay, N., (2005). Homozygosity at the C677T of the MTHFR gene
is associated with increased breast cancer risk in the Turkish population.

In Vivo. 19(5): 889-93.

Dumitrescu, R.G. and Cotarla 1., (2005). Understanding breast cancer risk - where do we stand
in 2005? J. Cell Mol. Med. 9(1): 208-21.

61



Egan, K.M., Thompson, P.A., Titus-Ernstoff, L., Moore, J.H., Ambrosone, C.B., (2003).
MnSOD polymorphism and breast cancer in a population-based case-control study.
Cancer Lett. 199(1): 27-33.

Ergul, E., Sazci, A., Utkan, Z., Canturk, N.Z., (2003). Polymorphisms in the MTHFR gene are
associated with breast cancer. Tumour Biol. 24(6): 286-90.

Fahl, W.E., Lalwani, N.D., Watanabe, T., Goel, S.K., Reddy, J.K., (1984). DNA damage related
to increased hydrogen peroxide generation by hypolipidemic drug-induced liver
peroxisomes. Proc. Nat.l Acad. Sci U.S.A.. 81(24): 7827-30.

Faraci, F.M. and Didion, S.P., (2004). Vascular protection: superoxide dismutase isoforms in
the vessel wall. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 24(8): 1367-73.

Faraci, F.M., (2003). Vascular protection. Stroke. 34(2): 327-9

Farin, F.M., Hitosis, Y., Hallagan, S.E., Kushleika, J., Woods, J.S., Janssen, P.S., Smith-Weller,
T., Franklin, G.M., Swanson, P.D., Checkoway, H., (2001). Genetic
polymorphisms  of  superoxide dismutase in  Parkinson's  disease.
Mov. Disord. 16(4): 705-7.

Fearon, E.R. and Cho, K.R., (1997). The Molecular Biology of Cancer. Principles and Practice
of Medical Genetics (Eds. DL. Rimoin, JM. Connor and RE. Pyeritz) Pearson
Professional Limited. New York, pp: 405-438

FitzGerald, M.G., MacDonald, D.J., Krainer, M., Hoover, 1., O'Neil, E., Unsal, H., Silva-
Arrieto, S., Finkelstein, D.M., Beer-Romero, P., Englert, C., Sgroi, D.C., Smith,
B.L., Younger, J.W., Garber, J.E., Duda, R.B., Mayzel, K.A., Isselbacher, K.J.,
Friend, S.H., Haber, D.A., (1996). Germ-line BRCA1 mutations in Jewish and
non-Jewish women with early-onset breast cancer. N. Engl. J. Med. 334: 143-149

Ford, D., Easton, D.F., Bishop, D.T., Narod, S.A., Goldgar, D.E., (1994). Risks of cancer in
BRCA 1-mutation carriers. Breast Cancer Linkage Consortium. Lancet 343(8899):
692-5

Fridovich, 1., (1998). The trail to superoxide dismutase. Protein Sci. 7(12): 2688-90.

Getzoff, E.D., Tainer, J.A., Stempien, M.M., Bell, G.I., Hallewell, R.A., (1989). Evolution of
CuZn superoxide dismutase and the Greek key beta-barrel structural motif.
Proteins.5(4):322-36.

Goksel, HA., (1991). Meme Hastaliklar1. Genel Cerrahi, Ed.: Iskender Sayek. Ankara: Giines
Kitabevi Ltd. S. 526-527

Grasbon-Frodl, E.M, Kosel, S., Riess, O., Muller, U., Mehraein, P., Graeber, M.B., (1999).
Analysis of mitochondrial targeting sequence and coding region polymorphisms
of the manganese superoxide dismutase gene in German Parkinson disease
patients. Biochem. Biophys. Res. Commun. 255(3): 749-52.

62



Greenblatt, M.S., Bennett, W.P., Hollstein, M., Harris, C.C., (1994). Mutations in the p53
tumor suppressor gene: clues to cancer etiology and molecular pathogenesis.
Cancer Res. 54(18): 4855-78

Haas, R.H., Nasirian, F., Nakano, K., Ward, D., Pay, M., Hill, R., Shults, C.W., (1995). Low
platelet mitochondrial complex I and complex II/III activity in early untreated
Parkinson's disease. Ann. Neurol. 37(6): 714-22.

Hanf, V. and Gonder, U. (2005). Nutrition and primary prevention of breast cancer: foods,
nutrients and breast cancer risk. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol. 123(2):
139-49.

Heller, R.A., Schena, M., Chai, A., Shalon, D., Bedilion, T., Gilmore, J., Woolley, D.E., Davis
R.W., (1997). Discovery and analysis of inflammatory disease-related genes using
c¢DNA microarrays. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 94(6): 2150-5.

Henderson, B.E. and Feigelson, H.S., (1997). Epiddemiology and Screening, Textbook of
Breast Cancer-A Clinical Guide to Therapy (Eds. G. Bonadonna, GN. Hortobagyi
and AM. Gianni) Martin Dunitz Ltd. London pp:1-16

Holbro, T., Civenni, G., Hynes, N.E., (2003). The ErbB receptors and their role in cancer
progression. Exp. Cell. Res. 284(1): 99-110.

Holla LI, Kankova K, Vasku A. (2006) Functional polymorphism in the manganese superoxide
dismutase (MnSOD) gene in patients with asthma. Clin Biochem. 39(3):299-302.

Hollstein, M., Sidransky, D., Vogelstein, B., Haris, C.C., (1991). p53 mutations in human
cancers. Science. 253(5015): 49-53.

Hori, H., Ohmori, O., Shinkai, T., Kojima, H., Okano, C., Suzuki, T., Nakamura, J., (2000).
Manganese superoxide dismutase gene polymorphism and schizophrenia: relation
to tardive dyskinesia. Neuropsychopharmacology. 23(2): 170-7.

Hsu, J.L., Hsieh, Y., Tu, C., O'Connor, D., Nick, H.S., Silverman, D.N., (1996). Catalytic
properties of human manganese superoxide dismutase. J. Biol. Chem. 271(30):
17687-91.

Huang, C.S., Chern, H.D., Chang, K.J., Cheng, C.W., Hsu, S.M., Shen, C.Y., (1999). Breast
cancer risk associated with genotype polymorphism of the estrogen-metabolizing
genes CYP17, CYP1A1, and COMT: a multigenic study on cancer susceptibility.
Cancer Res. 59(19): 4870-5.

Hung, R.J., Boffetta, P., Brennan, P., Malaveille, C., Gelatti, U., Placidi, D., Carta, A.,
Hautefeuille, A., Porru, S., (2004). Genetic polymorphisms of MPO, COMT,
MnSOD, NQOI, interactions with environmental exposures and bladder cancer
risk. Carcinogenesis. 25(6): 973-8.

Inoue, M., Sato, E.F., Nishikawa, M., Park, A.M., Kira, Y., Imada, 1., Utsumi, K., (2003).

63



Mitochondrial generation of reactive oxygen species and its role in aerobic life.
Curr. Med. Chem. 10(23): 2495-505.

Jackson, J.H., (1994). Potential molecular mechanisms of oxidant-induced carcinogenesis.
Environ. Health. Perspect. 102 Suppl 10: 155-7.

Janetzky, B., Hauck, S., Youdim, M.B., Riederer, P., Jellinger, K., Pantucek, F., Zochling, R.,
Boissl, K.W., Reichmann, H., (1994). Unaltered aconitase activity, but decreased
complex I activity in substantia nigra pars compacta of patients with Parkinson's
disease. Neurosci. Lett. 169(1-2): 126-8.

Jones, N.C., Rigby, P.W., Ziff, E.B., (1988). Trans-acting protein factors and the regulation of
eukaryotic transcription: lessons from studies on DNA tumor viruses.
Genes Dev. 2(3): 267-81.

Jordan, V.C., (2004). Selective estrogen receptor modulation: concept and consequences in
cancer. Cancer Cell. 5(3): 207-13.

Kalemi, T.G., Lambropoulos, A.F., Gueorguiev, M., Chrisafi, S., Papazisis, K.T., Kotsis, A.,
(2005). The association of p53 mutations and p53 codon 72, Her 2 codon 655 and
MTHFR C677T polymorphisms with breast cancer in Northern Greece. Cancer
Lett. 222(1): 57-65.

Khanna, K.K., Chenevix-Trench, G., (2004). ATM and genome maintenance: defining its role
in breast cancer susceptibility. J. Mammary Gland. Biol. Neoplasia. 9(3): 247-62.

Kim, H.P., Roe, J.H., Chock, P.B., Yim, M.B., (1999). Transcriptional activation of the human
manganese superoxide dismutase gene mediated by tetradecanoylphorbol acetate.
J. Biol. Chem. 274(52): 37455-60.

Klaunig, J.E., Kamendulis, L.M., (2004). The role of oxidative stress in carcinogenesis.
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 44:239-67.

Knight, J.A , Onay, U.V., Wells, S., Li, H., Shi, E.J., Andrulis, [.L., Ozcelik, H. (2004)
Genetic variants of GPX1 and SOD2 and breast cancer risk at the Ontario site of
the Breast Cancer Family Registry.Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 13(1):
146-9.

Kovach, J.S., Hartmann, A., Blaszyk, H., Cunningham, J., Schaid, D., Sommer, S.S., (1996).
Mutation detection by highly sensitive methods indicates that p53 gene mutations

in breast cancer can have important prognostic value. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
93(3): 1093-6.

Lachman, H.M., Papolos, D.F., Saito, T., Yu, Y.M., Szumlanski, C.L., Weinshilboum, R.M.,
(1996). Human catechol-O-methyltransferase pharmacogenetics: description of a
functional polymorphism and its potential application to neuropsychiatric
disorders. Pharmacogenetics. 6(3): 243-50.

Lander , H.M., Ogiste, J.S., Teng, K.K., Novogrodsky, A., (1995). p2lras as a common

64



signaling target of reactive free radicals and cellular redox stress.
J. Biol. Chem. 270(36): 21195-8.

Lebovitz, R.M., Zhang, H., Vogel, H., Cartwright, J.R., Dionne, L., Lu, N., Huang, S., Matzuk,
M.M.,, (1996). Neurodegeneration, myocardial injury, and perinatal death in

mitochondrial superoxide dismutase-deficient mice. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
93(18):9782-7.

Levine AJ, Elkhouly E, Diep AT, Lee ER, Frankl H, Haile RW (2002) The MnSOD A16V
mitochondrial targeting sequence polymorphism is not associated with increased
risk of distal colorectal adenomas: data from a sigmoidoscopy-based case control
study. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 11(10 Pt 1): 1140-1.

Li, H., Kantoff, P.W., Giovannucci, E., Leitzmann, M.F., Gaziano, J.M., Stampfer, M.J., Ma, J.,
(2005). Manganese superoxide dismutase polymorphism, prediagnostic antioxidant

status, and risk of clinical significant prostate cancer. Cancer Res. 65(6): 2498-
504.

Li, J.J., Oberley, L.W., Clair, D.K., Ridnour, L.A., Oberley, T.D., (1995). Phenotypic changes
induced in human breast cancer cells by overexpression of manganese-containing
superoxide dismutase. Oncogene. 10(10): 1989-2000.

Li, FP., (1990). Familial Cancer Syndromes and Clusters. Curr. Probl. Cancer. 14: 73-144

Lin, P., Hsueh, Y.M., Ko, J.L., Liang, Y.F., Tsai, K.J., Chen, C.Y., (2003). Analysis of NQOI,
GSTP1, and MnSOD genetic polymorphisms on lung cancer risk in Taiwan.
Lung Cancer. 40(2): 123-9.

Liu, G., Zhou, W., Park, S., Wang, L.I., Miller, D.P., Wain, J.C., Lynch, T.J., Su, L., Christiani,
D.C., (2004). The SOD2 Val/Val genotype enhances the risk of nonsmall cell lung
carcinoma by p53 and XRCC1 polymorphisms. Cancer. 101(12): 2802-8.

Macmillan-Crow, L.A., Cruthirds, D.L., (2001). Invited review: manganese superoxide
dismutase in disease. Free Radic. Res. 34(4): 325-36.

Mahadik, S.P., Mukherjee, S., (1996). Free radical pathology and antioxidant defense in
schizophrenia: a review. Schizophr. Res. 19(1): 1-17.

Malkin, D., Li, F.P., Strong, L.C., Fraumeni, J.F., Nelson, C.E., Kim, D.H., Kassel, J., Gryka,
M.A., Bischoff, F.Z., Tainsky, M.A., Friend, S.H., (1990). Germ line p53
mutations in a familial syndrome of breast cancer, sarcomas, and other neoplasms.
Science. 250(4985): 1233-8.

McDonnell, D.P. and Norris, J.D., (2002). Connections and regulation of the human estrogen
receptor. Science. 296(5573): 1642-4.

Melov, S., Coskun, P., Patel, M., Tuinstra, R., Cottrell, B., Jun, A.S., Zastawny, T.H.,

65



Dizdaroglu, M., Goodman, S.I., Huang, T.T., Miziorko, H., Epstein, C.J., Wallace,
D.C., (1999). Mitochondrial disease in superoxide dismutase 2 mutant mice.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 96(3): 846-51.

Mitrunen, K. and Hirvonen, A., (2003). Molecular epidemiology of sporadic breast cancer. The
role of polymorphic genes involved in oestrogen biosynthesis and metabolism.
Mutat. Res. 544(1): 9-41.

Mitrunen, K., Sillanpaa, P., Kataja, V., Eskelinen, M., Kosma, V.M., Benhamou, S., Uusitupa,
M., Hirvonen, A., (2001). Association between manganese superoxide dismutase
(MnSOD) gene polymorphism and breast cancer risk. Carcinogenesis. 22(5): 827-
9.

Mruk, D.D., Silvestrini, B., Mo, M.Y., Cheng, C.Y., (2002). Antioxidant superoxide dismutase
- a review: its function, regulation in the testis, and role in male fertility.
Contraception. 65(4): 305-11.

Nigro, J.M., Baker, S.J., Preisinger, A.C., Milburn- Jessup, J., Hosteller, R., Cleary, K., Signer,
S.H., Davidson, N., Baylin, S., Devilee, P., Glover, T., Collins, F.S., Weslon, A.,
Modali, R., Haris, C.C., Vogelstein, B., (1989). Mutations in the p53 gene occur in
diverse human tumour types. Nature. 342(6250): 705-8.

Oberley, L.W. and Oberley, T.D., (1984). The role of superoxide dismutase and gene
amplification in carcinogenesis. J. Theor. Biol. 106(3): 403-22.

Oberley, L.W. and Oberley, T.D., (1988). Role of antioxidant enzymes in cell immortalization
and transformation. Mol. Cell Biochem. 84(2): 147-53.

Oesterreich, S. And Fuqua, S.A., (1999). Tumor suppressor genes in breast cancer.
Endocr. Relat. Cancer. 6(3): 405-19.

Olson, S.H., Carlson, M.D., Ostrer, H., Harlap, S., Stone, A., Winters, M., Ambrosone, C.B.,
(2004). Genetic variants in SOD2, MPO, and NQOI1, and risk of ovarian cancer.
Gynecol. Oncol. 93(3): 615-20.

Overgaard, J., Yilmaz, M., Guldberg, P., Hansen, L.L., Alsner, J., (2000). TP53 mutation is an
independent prognostic marker for poor outcome in both node-negative and node-
positive breast cancer. Acta Oncol. 39(3):327-33.

Parboosingh, J.S., Rouleau, G.A., Meninger, V., McKenna-Yasek, D., Brown, R.H., Figlewicz,
D.A., (1995). Absence of mutations in the Mn superoxide dismutase or catalase
genes in familial amyotrophic lateral sclerosis. Neuromuscul. Disord. 5(1): 7-10.

Parboosingh, J.S., Rousseau, M., Rogan, F., Amit, Z., Chertkow, H., Johnson, W.G.,
Manganaro, F., Schipper, H.N., Curran, T.J., Stoessl, J., (1995). Absence of

mutations in superoxide dismutase and catalase genes in patients with Parkinson's
disease. Arch. Neurol. 52(12): 1160-3.

Ramilo, C.A., Leveque, V., Guan, Y., Lepock, J.R., Tainer, J.A., Nick, H.S., Silverman, D.N.,

66



(1999). Interrupting the Hydrogen Bond Network at the Active Site of
Human Manganese Superoxide Dismutase. J. Biol. Chem. 274(39): 27711—
27716.

Rebbeck, T.R., (1999). Inherited genetic predisposition in breast cancer. A population-based
perspective. Cancer. 86(11 Suppl): 2493-501.

Rodriguez, C. and Theillet, C., (1997). Ataxia-telangiectasia and cancer: an open question. Bull.
Cancer. 84(7): 763-6

Rodriguez-Trelles, F., Tarrio, R., Ayala, F.J., (2001). Erratic overdispersion of three molecular
clocks: GPDH, SOD, and XDH. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98(20): 11405-10.

Rosenblum, J.S., Gilula, N.B., Lerner, R.A., (1996). On signal sequence polymorphisms and
diseases of distribution. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 93(9):4471-3.

Ross, R.K., Paganini-Hill, A., Wan, P.C., Pike, M.C., (2000). Effect of hormone replacement
therapy on breast cancer risk: estrogen versus estrogen plus progestin.
J. Natl. Cancer Inst. 92(4):.328-32.

Sazci, A., Ergul, E., Utkan, N.Z., Canturk, N.Z., Kaya, G., (2004). Catechol-O-
methyltransferase Val 108/158 Met polymorphism in premenopausal breast cancer
patients. Toxicology. 204(2-3): 197-202.

Schulz, W.A., (2005). Breast Cancer. Molecular Biology of Human Cancers. An Advanced
Student’s Textbook Netherland Springer s.357-382

Semenza, J.C., Delfino, R.J., Ziogas, A., Anton-Culver, H., (2003). Breast cancer risk and
methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism. Breast Cancer Res. Treat.
77(3): 217-23.

Service, R.F., (1998). New Role for Estrogen in Cancer? Sciece. 279: 1631-1633

Shimoda-Matsubayashi, S., Matsumine, H., Kobayashi, T., Nakagawa-Hattori, Y., Shimizu, Y.,
Mizuno, Y., (1996). Structural Dimorphism in the Mitochondrial Targeting
Sequence in the Human Manganese Superoxide Dismutase Gene
Biochem. Biophys. Res. Commun. 226(2): 561-5.

Shishikura, T., Ichimiya, S., Ozaki, T., Nimura, Y., Kageyama, H., Nakamura, Y., Sakiyama,
S., Miyauchi, M., Yamamoto, N., Suzuki, M., Nakajima, N., Nakagawara. A.,
(1998). Mutational analysis of the p73 gene in human breast cancers. Int J Cancer.
84(3): 321-5

Smith, M.W. and Doolittle, R.F., (1992). A comparison of evolutionary rates of the two major
kinds of superoxide dismutase. J Mol Evol. 34(2):175-84.

Smith, PD., Crossland, S., Parker, G., Osin, P., Brooks, L., Waller, J., Philp, E., Crompton,
M.R., Gusterson, B.A., Allday, M.J., Crook, T., (1999). Novel p53 mutants
selected in BRCA-associated tumours which dissociate transformation suppression
from other wild-tipe p53 functions. Oncogene. 18(15): 2451-9

67



Soini, Y., Vakkala, M., Kahlos, K., Paakko, P., Kinnula, V., (2001). MnSOD expression is less
frequent in tumour cells of invasive breast carcinomas than in in situ carcinomas or
non-neoplastic breast epithelial cells. J. Pathol. 195(2): 156-62.

Stal, O., Stenmark-Askmalm, M., Wingren, S., Rutqvist, L.E., Skoog, L., Ferraud, L., Sullivan,
S., Carstensen, J., Nordenskjold, B., (1995). p53 expression and the result of
adjuvant therapy of breast cancer. Acta Oncol. 34(6): 767-70.

Stoehlmacher, J., Ingles, S.A., Park, D.J., Zhang, W., Lenz, H.J., (2002). The -9Ala/-9Val
polymorphism in the mitochondrial targeting sequence of the manganese
superoxide dismutase gene (MnSOD) is associated with age among Hispanics with
colorectal carcinoma. Oncol. Rep. 9(2): 235-8.

Strachan, T. and Read, A.P., (2004). Human Molecular Genetics 3. Gerland Science, Taylor
and Francis Group, London and New York.

Strehlow, K., Rotter, S., Wassmann, S., Adam, O., Grohe, C., Laufs, K., Bohm, M., Nickenig,
G., (2003). Modulation of antioxidant enzyme expression and function by
estrogen. Circ. Res. 93(2): 170-7.

Sunpaweravong, S., and Sunpaweravong, P., (2005). Recent developments in critical genes in
the molecular biology of breast cancer. Asian J. Surg. 28(1):71-5.

Sutton, A., Khoury, H., Prip-Buus, C., Cepanec, C., Pessayre, D., Degoul, F., (2003). The
Alal6Val genetic dimorphism modulates the import of human manganese
superoxide dismutase into rat liver mitochondria. Pharmacogenetics. 13(3):145-57.

Tamimi, R.M., Hankinson, S.E., Spiegelman, D., Colditz, G.A., Hunter, D.J., (2004).
Manganese superoxide dismutase polymorphism, plasma antioxidants, cigarette
smoking, and risk of breast cancer. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 13(6):
989-96.

Terry, P.D., Umbach, D.M., Taylor, J.A., (2005). No association between SOD2 or NQO1
genotypes and risk of bladder cancer. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 14(3):
753-4.

Thompson, P.A., Shields, P.G., Freudenheim, J.L., Stone, A., Vena, J.E., Marshall, J.R.,
Graham, S., Laughlin, R., Nemoto, T., Kadlubar, F.F., Ambrosone, C.B., (1998).
Genetic polymorphisms in catechol-O-methyltransferase, menopausal status, and
breast cancer risk. Cancer Res. 58(10): 2107-10.

Tomkins, J., Banner S.J., McDermott, C.J., Shaw, P.J., (2001). Mutation screening of
manganese superoxide dismutase in amyotrophic lateral sclerosis. Neuroreport.
12(11):2 19-22.

Ueda, K., Nishijima, M., Inui, H., Watatani, M., Yayoi, E., Okamura, J., Yasutomi, M.,

Nakamura, Y., Miyoshi, Y., (1998). Infrequent Mutations In The Pten/Mmacl
gene among primary breast cancers. Jpn. J. Cancer Res. 89(1): 17-21

68



Valko, M., Izakovic, M., Mazur, M., Rhodes, C.J., Telser, J., (2004). Role of oxygen radicals in
DNA damage and cancer incidence. Mol. Cell Biochem. 266(1-2):37-56.

Valko, M., Rhodes, C.J., Moncol, J., Izakovic, M., Mazur, M., (2006). Free radicals, metals
and antioxidants in oxidative stress-induced cancer.Chem. Biol. Interact.

Van Landeghem, G.F., Tabatabaie, P., Beckman, G., Beckman, L., Andersen, P.M., (1999).
Manganese-containing superoxide dismutase signal sequence polymorphism
associated with sporadic motor neuron disease. Fur. J. Neurol. 6(6): 639-44,

Van Landeghem, G.F., Tabatabaie, P., Kucinskas, V., Saha, N., Beckman, G., (1999). Ethnic
variation in the mitochondrial targeting sequence polymorphism of MnSOD.
Hum. Hered. 49(4): 190-3.

Velculescu, V. and El-Deiry, W.S., (1996). Biological and clinical importance of the p53 tumor
suppressor. Gene Clin Chem. 42(6): 858-868

Wan, X.S., Devalaraja, M.N., Clair, D.K., (1994). Molecular structure and organization of the
human manganese superoxide dismutase gene. DNA Cell Biol. 13(11): 1127-36.

Wang, L.I.,, Miller, D.P., Sai, Y., Liu, G., Su, L., Wain, J.C., Lynch, T.J., Christiani, D.C.,
(2001). Manganese superoxide dismutase alanine-to-valine polymorphism at codon
16 and lung cancer risk. J. Natl. Cancer Inst. 93(23): 1818-21.

Wang, M., Dhingra, K., Hittelman, W.N., Liehr, J.G., de Andrade, M., Li, D., (1996). Lipid
peroxidation-induced putative malondialdehyde-DNA adducts in human breast
tissues. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 5(9): 705-10

Wassmann, S., Wassmann, K., Nickenig, G., (2004). Modulation of oxidant and antioxidant
enzyme expression and function in vascular cells.
Hypertension. 44(4): 381-6.

Weinshilboum, R.M., Raymond, F.A., (1977). Inheritance of low erythrocyte catechol-o-
methyltransferase activity in man. Am. J. Hum. Genet. 29(2): 125-35.

Weiss, K.M., Terwilliger, J.D., (2000). How many diseases does it take to map a gene with
SNPs? Nat Genet. 26(2): 151-7.

Woodson, K., Tangrea, J.A., Lehman, T.A., Modali, R., Taylor, K.M., Snyder, K., Taylor, P.R.,
Virtamo, J., Albanes, D., (2003). Manganese superoxide dismutase (MnSOD)
polymorphism, alpha-tocopherol supplementation and prostate cancer risk in the
alpha-tocopherol, beta-carotene cancer prevention study (Finland). Cancer Causes
Control. 14(6):513-8.

www.gebelik-rehberi.com/meme/doku.asp

www.saglik.gov.tr

69



Xu, Y., Krishnan, A., Wan, X.S., Majima, H., Yeh, C.C., Ludewig, G., Kasarskis, E.J., Clair,
D.K., (1999). Mutations in the promoter reveal a cause for the reduced expression
of the human manganese superoxide dismutase gene in cancer cells. Oncogene.
18(1): 93-102.

Yan, T., Li, S., Jiang, X., Oberley, L.W., (1999). Altered levels of primary antioxidant enzymes
in progeria skin fibroblasts. Biochem. Biophys. Res. Commun. 257(1):163-7.

Yen, J.H., Chen, C.J., Tsai, W.C., Lin, C.H., Ou, T.T., Hu, C.J., Liu, H.W., (2003). Manganese
superoxide dismutase and cytochrome P450 1A1 genes polymorphisms in
rheumatoid arthritis in Taiwan. Hum. Immunol. 64(3): 366-73.

Yim, D.S., Parkb, S.K., Yoo, K.Y., Yoon, K.S., Chung, H.H., Kang, H.L., Ahn, S.H., Noh,
D.Y., Choe, K.J., Jang, 1.J., Shin, S.G., Strickland, P.T., Hirvonen, A., Kang, D.,
(2001). Relationship between the Vall58Met polymorphism of catechol O-methyl
transferase and breast cancer. Pharmacogenetics. 11(4): 279-86.

Yue, W., Santen, R.J., Wang, J.P., Li, Y., Verderame, M.F., Bocchinfuso, W.P., Korach, K.S.,
Devanesan, P., Todorovic, R., Rogan, E.G., Cavalieri, E.L., (2003). Genotoxic
metabolites of estradiol in breast: potential mechanism of estradiol induced
carcinogenesis. J. Steroid. Biochem. Mol. Biol. 86(3-5): 477-86.

Zelko, I.N., Mariani, T.J., Folz, R.J., (2002). Superoxide dismutase multigene family: a
comparison of the CuZn-SOD (SOD1), Mn-SOD (SOD2), and EC-SOD (SOD3)
gene structures, evolution, and expression. Free Radic. Biol. Med. 33(3): 337-49

Zhang, H.J., Yan, T., Oberley, T.D., Oberley, L.W., (1999). Comparison of effects of two

polymorphic variants of manganese superoxide dismutase on human breast MCF-7
cancer cell phenotype. Cancer Res.59(24): 6276-83.

70



OZGECMIS

1974 Plovdiv (Bulgaristan) dogumluyum. ilk ve Ortaokulu Bulgaristan’da
okudum. Liseye 1988 yilinda Sliven Rus Lisesi’nde (Bulgaristan) basladim. 1989
yilinda Tiirkiye’ye geldim ve 1991 yilinda Bursa Cumhuriyet Lisesi’nden mezun oldum.
1996 yilinda Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesiden mezun oldum. 1997 yilinda
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji A.B.D.
yiiksek lisans programina kaydoldum. Yiiksek lisansin ders asamasinm1i Uludag
Universitesinde tamamlayarak 1998 yilinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik
Bilimleri Enstiitiisiiniin Tibbi Biyoloji A.B.D yiiksek lisans programina yatay gecis
yaptim ve 2001 yilinda Kocaeli Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisiinden Yiiksek
Lisansimi aldim. 2002 yilinda Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji A.B.D. Doktora programina kaydoldum. Halen Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda Arastirma Gorevlisi olarak ¢alismaktayim.

71



