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OZET
TUMOR NEKROSIS FAK'I_'(")R ALFA (TNF-a), BETA (TNF-B) VE iNTERF_E_RON
GAMA (IFN-y) GENLERINDEKI POLIMORFIZMLERIN MEME KANSERI ILE
ILISKISI
Nevin KARAKUS, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Eyliil 2009

Meme kanseri, kadinlarda en yaygin goriilen kanser tipidir ve sikligr giderek
artmaktadir. Anti-timor immiin cevabin olustugu kanserlerde, sitokin genlerindeki
polimorfizmler, kansere yatkinligin arastirilmasinda onemlidir. Bu calismada, ¢ogunlugu
Karadeniz ve bir kism1 i¢ Anadolu Bolgesi'ne ait populasyonda, TNF-a, TNF-B ve IFN-y
sitokin gen polimorfizmlerinin meme kanseri ile iliskisini arastirmayr amagladik. Bu
calismaya meme kanserli 204 kadin hasta ve 35 yas iistii 204 saglikli kadin kontrol dahil
edildi. Yogun tuz cozeltisinde ¢oktiirme yontemiyle periferik kandan elde edilen hasta ve
kontrol DNA’lar;, PCR, ASO PCR ve RFLP yontemleri uygulanarak degerlendirildi.
TNF-a -308 G>A polimorfizmi acisindan hasta ve kontrollerin genotip ve allel
sikliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla p=0.333 ve
p=0.4175). TNF-B +252 A>G polimorfizmi i¢in, hasta ve Kkontrollerin genotip
dagilimlarinda (p=0.016), IFN-y 4874 T>A polimorfizmi i¢in ise hem allel hem genotip
dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu goriildii (sirasiyla p=0.0312
ve p=0.001) ve IFN-y TA+AA genotiplerinin, meme kanseri riskini onemli derecede
artirdig1 saptandi. Yapilan haplotip ve kompozit genotip analizlerinde TNF-o/f GAAG
haplotipinin (p=0.0424), TNF-o/IFN-y GGTT ve GATT kompozit genotiplerinin (sirasiyla
p=0.0296 ve p=0.0129), TNF-B/IFN-y AGTT kompozit genotipinin (p=0.0003),
TNF-o/B/TIFN-y GGAGTT ve GAAGTT kompozit genotiplerinin (sirasiyla p=0.0437 ve
p=0.0038) meme kanserine kars1 koruyucu etkisi oldugu saptandi. Ancak, TNF-o/IFN-y
GGTA kompozit genotipinin meme kanseri i¢in risk olusturdugu tespit edildi (p=0.0156).

Sonug olarak, TNF-a/f ve IFN-y genleri polimorfik genotiplerinin tek veya
kompozit seklinde meme kanseri ile iliskisi oldugu saptanmistir. Bu c¢alismalarin

genisletilmesi ile daha aciklayici ve kesin sonuglarin elde edilebilecegi kanaatindeyiz.
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ABSTRACT

THE ASSOCIATION OF TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA (TNF-a), BETA
(TNF-B) AND INTERFERON GAMMA (IFN-y) GENE POLYMORPHISMS WITH
BREAST CANCER

Nevin KARAKUS, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University Samsun, September 2009

Breast cancer is the most common malignancy among women and its incidence is
increasing gradually. Cytokine genes are important for researching cancer predisposition in
cancers that elicit anti-tumor immun response. In this study, we aim to research the
association of breast cancer with TNF-a, TNF-f§ and IFN-y cytokine genes polymorphisms
in a population which is composed of mostly Blacksea and partly Middle Anatolia region.
This study involves 204 female breast cancer patients and 204 healthy female controls
older than 35. The DNAs isolated from pheripheral bloods of patients and controls by
salting-out method, were analysed by the technics of PCR, ASO PCR and RFLP. There
was no significant difference in the genotype and allele frequencies of patients and controls
for TNF-a -308 G>A polymorphism (p=0.333 and p=0.4175 respectively). There were
statistically significant differences between the genotype frequencies of patients and
controls for TNF-B +252 A>G polymorphism (p=0.016) and the allele and genotype
frequencies for the IFN-y +874 T>A polymorphism (p=0.0312 and p=0.001 respectively)
and IFN-y TA+AA genotypes were estimated to increase the breast cancer risk
significantly. In the haplotype and composite genotype analysis, the TNF-a/f GAAG
haplotype (p=0.0424), the TNF-o/IFN-y GGTT and GATT composite genotypes (p=0.0296
and p=0.0129 respectively), the TNF-B/IFN-y AGTT composite genotype (p=0.0003), the
TNF-o/B/TIFN-y GGAGTT and GAAGTT composite genotypes (p=0.0437 and p=0.0038
respectively) were estimated to have protective effect against breast cancer. However, the
TNF-o/IFN-y GGTA composite genotype is a risk factor for breast cancer (p=0.0156).

In conclusion, the polymorphic genotypes of TNF-o/p and IFN-y are determined to
have association with breast cancer in the form of single or composite. By enlargeing the

study we hope that more explanatory and definitive results can be obtained.
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1. GiRiS

Meme kanseri, kadinlarda en yaygin goriilen kanser tipidir ve siklig1 giderek
artmaktadir (Sunpaweravong ve Sunpaweravong, 2005; Jemal ve ark., 2008).
Kadinlarda, akciger kanserinden sonra meme kanseri, kansere bagli 6liim nedenlerinin
ikincisi olup tiim kanserlerin %26’sin olusturmaktadir (Stewart ve ark., 2004; Lester,
2007; Jemal ve ark., 2008). Meme kanserinin diinya genelinde tesbit edilen yillik sikligy,
yaklagik bir milyondur ki bunun 200.000’1 Amerikali, 320.000’1 ise Avrupalidir (Jemal
ve ark., 2002; Bray ve ark., 2002a). Tiirkiye’de ise meme kanseri, 2005 yil1 verilerine
gore kadinlar arasinda en sik goriilen 10 kanser tipi icerisinde %35.47 ile ilk sirada yer
almaktadir (http://www.saglik.gov.tr).

Meme kanserli olgularin sadece %5-10’u, BRCA1 ve BRCA2 gibi nadir,
penetrans1 yiiksek genlerdeki kalitsal mutasyonlardan kaynaklanirken, olgularin
cogunlugu, penetransi diisiik genlerden kaynaklanir (Dunning ve ark, 1999; Weber ve
Nathanson, 2000; Nathanson ve ark., 2001; Sunpaweravong ve Sunpaweravong, 2005).
BRCA1 ve BRCA?2 gibi penetransi yiiksek genlerdeki mutasyonlar, otozomal dominant
tarzda kalitilir ve yiiksek risk olusturur (Miki ve ark., 1994; Wooster ve ark., 1995;
Nelson ve ark., 2005). Baz1 daha sik rastlanan ve penetransi diisiik olan genler, meme
kanseri i¢in diisiik risk olusturmalarina ragmen, bu genlerin varyantlarina populasyonda
yiikksek oranda rastlanir. Bu yilizden penetransi diisiik olan genler, penetransi yliksek
olan genlere gore, meme kanseri olgularinin daha genis bir kismindan sorumludur
(Wooster ve ark., 1995; Blackwood ve Weber, 1998; Nathanson ve Weber, 2001;
Pharoah ve ark., 2002).

Meme kanseri tanis1 giiniimiizde farkli tekniklerle konmaktadir. Bunlardan bir
tanesi de SNP analizleridir. SNP’ler, genel populasyonda siklikla olusan (>%1) genetik
polimorfizmlerdir. Meme kanseri ve SNP’ler arasindaki iligki, bir¢ok c¢alismada
incelenmis olup meme kanserinin gelismesinde baz1 SNP’lerin kii¢ciik ama anlamli risk
artisina sebep oldugu gosterilmistir (Tempfer ve ark., 2006). Bu anlamda calisilan gen
gruplarindan biri de sitokinlerdir. Sitokinler, kendileri veya diger hiicrelerin
davranislarin1 degistiren 6zel uyaranlara cevap olarak, hiicreler tarafindan salgilanan
immiin diizenleyici proteinler veya glikoproteinlerdir. Son zamanlarda, sitokin gen

dizileri icinde, Ozellikle de bu genlerin promotor bolgelerinde, cok sayida SNP tesbit



edilmistir (Martin ve ark., 2003). Birer sitokin olan TNF-a, TNF-f ve IFN-y
genlerindeki polimorfizmler, kanser de dahil bir ¢ok hastalik ile iliskilendirilmislerdir
(Bidwell ve ark., 2001; Haukim ve ark., 2002; Hollegaard ve Bidwell, 2006). Bu
calismada, TNF-a, TNF-f ve IFN-y genlerindeki SNP’ler, meme kanserinde risk faktorii
olabilecegi diisiincesi ile arastirilmistir.

TNF-a, hem protiimorijenik hem de antitiimorijenik ozellikleri igeren genis bir
aktiviteye sahip multifonksiyonel bir sitokindir (Naylor ve ark., 1993; Balkwill, 2002).
Yiiksek miktarlarda TNF-a’ya, enflamatuvar dokularda, memeyi de iceren bircok insan
timoriinde rastlanmistir (Balkwill, 2002). TNF-a promotor bolgesi iginde c¢esitli
polimorfizmler, TNF-a’nin ifadesi ile iliskilendirilmistir (Kroeger ve ark., 1997; Jang ve
ark., 2001; Kirkpatrick ve ark., 2004). Bunlardan biri de promotor bolgede genin
baslama bolgesinin 308 b¢ Oniinde yerlesik bulunan G>A polimorfizmidir (Wilson ve
ark., 1992). TNF-a -308G>A degisimi, TNF-o ‘nin ifadesini etkiler ve -308G alleli
azalmis TNF-a iiretirken, -308A alleli yiiksek miktarda TNF-a iiretimi ve dolayisiyla
artan meme kanseri riski ile iliskilendirilmistir (Chen ve ark., 1996; Wilson ve ark.,
1997; Kroeger ve ark., 1997).

TNF-B, MHC icinde ard arda yerlestigi TNF-a ile benzer biyolojik 6zellikler
gosteren bir sitokindir (Carroll ve ark., 1987; Inoko ve Trowsdale, 1987; Smith, 1994).
TNF-B geninin, birinci intronu iginde +252 konumundaki A>G polimorfizminin,
TNF-f’nin plazma diizeyini ve in vitro TNF-B ifadesini etkiledigi rapor edilmistir
(Messer ve ark., 1991; Ozaki ve ark., 2002). TNF-B iiretimi, TNF-B GG genotipine
sahip olanlarda, A allelini iceren genotiplere sahip olanlara gore anlamli derecede
diisiiktiir (Whichelow ve ark., 1996). TNF- +252 A>G polimorfizmi, meme kanseri
gelisimi ile iligkilendirilmistir (Park ve ark., 2002; Lee ve ark., 2005b).

IFN-y, immun diizenleyici ve anti-proliferatif etki gosteren bir sitokindir (Stark
ve ark., 1998). IFN-y'nin, meme kanser hiicrelerini de igeren bir¢ok tiimor kaynakl
hiicre hattinda biiyiimeyi inhibe ettigi rapor edilmistir (Wadler ve Schwartz, 1990;
Kirchhoff ve Hauser, 1999; Ruiz-Ruiz ve ark., 2000). IFN-y geninin birinci intronunda
+874 konumunda T’den A’ya seklinde olan bir tek niikleotid degisimi tanimlamistir
(Pravica ve ark., 2000). +874T ve A alleline sahip olma, sirasiyla yiiksek ve diisiik
IFN-y ifadesi ile iliskilendirilmistir (Rossouw ve ark., 2003). IFN-y geni +874



polimorfizmi, meme kanseri de dahil bir¢ok hastalikla iligkilendirilmistir (Lio ve ark.,
2002; Daher ve ark., 2003; Ben-Ari ve ark., 2003; Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a).
Cogunlugu Karadeniz ve bir kism1 I¢ Anadolu Bélgesi’nden olusan hastalarin
kullanilmis oldugu calismamizin amaci, TNF-a -308 (G>A), TNF-f +252 (A>G) ve
IFN-vy 4874 (T>A) polimorfizmleri ile meme kanseri arasinda bir iligki olup olmadiginin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 MEME KANSERI EPIDEMiYOLOJiSI

Meme kanseri, kadinlarda en yaygin goriilen kanser tipidir ve siklig1 giderek
artmaktadir (Sunpaweravong ve Sunpaweravong, 2005; Jemal ve ark., 2008).
Kadinlarda gozlenen kanserlerin %26’sindan sorumludur (Lester, 2007; Jemal ve ark.,
2008). Meme kanseri kadinlarda, akciger kanserinden sonra kansere bagli Oliim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Stewart ve ark., 2004; Jemal ve ark.,
2008). Diinya Saghk Orgiitine (WHO) bagli Uluslararas1 Kanser Arastirma
Kurumu’nun (IARC) 2002 yilindaki degerlendirmesinde, 1.152.000 yeni meme kanserli
olgu ve 411.000 meme kanserinden Oliim tesbit edilmistir (Parkin ve ark., 2005).
Tahminlere gore, 2010 yilinda meme kanserli hasta sayisinin 1.500.000, meme
kanserinden kaybedilecek kadin sayisinin ise 500.000 olacag ileri siiriilmektedir. Meme
kanseri, 2005 yil1 verilerine gore Tiirkiye’de kadinlar arasinda en sik goriilen 10 kanser
tipi icerisinde %35.47 ile ilk sirada yer almaktadir (http://www.saglik.gov.tr).
Ulkemizde heniiz diizenli bir meme kanseri kayit programi olmadigindan, kesin sikligin
belirlenmesi giictiir ancak mevcut verilere gore, dogu bolgelerimizde 20/100.000, bati
bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir sikligin oldugu oOne siiriilmektedir
(Ozmen, 2006).

2.2.  MEME KANSERININ ETIYOLOJiSi VE RiSK FAKTORLERI

Meme kanserinin etiyolojisi son derece karmasiktir; hastaligin baglamasi ve
ilerlemesi, epigenetik, genetik, endokrin ve dig cevresel faktorlerin bir seri etkilesimi
sonucu olusan ¢ok basamakli bir siirectir (Welch ve ark., 2000). Bundan dolayi, meme
kanseri, diabet, astim ve kalp hastaliklar1 gibi kompleks bir hastaliktir (Houlston ve
Tomlinson, 2000). Meme kanserinin olusmasina neden olan risk faktorleri su sekilde

gruplanabilir:

2.2.1. Demografik Karakterler
Cinsiyet: Cinsiyet, bagh basina bir risk faktoriidiir. Tiim meme kanserlerinin %99’u
kadinlarda, %1°i erkeklerde goriilir. Meme kanseri i¢in erkeklerin yasam boyu riski

9%0.11 iken, kadinlarinki %13’tiir (Brewster ve Helzlsouer, 2001).



Yas: Meme kanseri siklig1, 25 yas oncesi ¢ok diisiiktiir ve 45 yasinda 100 kata kadar
artar (Hulka ve Moorman, 2001). Meme kanserli kadinlarin %77’si 50 yasin iistiinde,
%0.3’1i 30 yasin altindadir (Falkenberry ve Legare, 2002).

Cografik alan: Meme kanseri siklig1 ciddi bir cografik farklilik gostermektedir. Meme
kanserinin siklik ve 6liim oranlarinda, diisiik (Uzak Dogu, Afrika ve Giiney Amerika)
ve yiiksek riskli (Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa) bolgeler arasinda 5 ile 10 kat
arasinda degisen anlamli bir farklilik vardir (Parkin ve ark., 2005).

2.2.2.  Aile Oykiisii

Meme kanseri vakalarinin ¢ogu sporadiktir. Meme kanseri olgularinin %15-
20’sinin aile oykiisiinde hastalik bulunmaktadir (Falkenberry ve Legare, 2002). Anne
veya kizkardeslerden herhangi birinde veya her ikisinde meme kanseri olmasi, o kisinin

meme kanseri riskini %2-3 artirmaktadir (Colditz ve ark., 1993).

2.2.3. Ureme Faktorleri

Menars yasi: Erken menars yas1 (12 yasindan kiiciik), meme kanseri riskini %20-30
artirmaktadir (Kelsey ve ark., 1993; Titus-Ernstoff ve ark., 1998).

Menopoz yasi: Geg¢ yasta menopoz ile meme kanseri arasinda artan bir iligki vardir
(Kelsey ve ark., 1993). Menopoz yasinin her 1 yillik artisinda, meme kanseri riskinin
yaklasik %3 arttig1 gosterilmistir (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
Cancer, 1996).

Gebelik sayisi: Gebelik sayisindaki artis, meme kanseri riskinde azalma ile
iliskilendirilmistir (Kelsey ve ark., 1993).

Ilk gebelik yasi: Erken yasta gebeligin, meme kanserine kars1 koruyucu etkisi vardir
(Kelsey ve ark., 1993). Ik dogumu 20 yasin altinda yapan kadinlarda meme kanseri
riski, ilk dogumunu 30 yasindan sonra yapanlara oranla yar1 yariya daha azdir ve erken
yasta ilk gebelikten sonra takip eden gebeliklerin olmasi da meme kanseri riskini azaltir
(Chie ve ark., 2000; Wohlfahrt ve ark., 2001).

Emzirme siiresi: Uzun siire emzirme de azalan meme kanseri riski ile
iliskilendirilmistir (Lipworth ve ark., 2000). Her 12 ay emzirmede meme kanseri

riskinde %4.3 azalma oldugu gosterilmistir (Beral, 2002).



2.2.4. Diger Hormonal Faktorler
HRT kullammmi: HRT kullanan kadinlarda, meme kanseri riskinin az miktarda arttigi
gosterilmistir (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1997).
HRT’yi 5 yil veya daha fazla kullanan kadinlarda, menopozun gecikmesi nedeniyle,
meme kanseri riskinin %35 arttig1 gdzlenmistir (Mitrunen ve Hirvonen, 2003).
Oral kontraseptif kullanimi: Oral kontraseptif kullanimi1 ve meme kanseri arasindaki
iligkiyi gosteren 54 caligmanin verilerine gore yapilan bir analiz sonucunda, oral
kontraseptif kullaniminin, meme kanseri riskini %?2 artirdigi, fakat en fazla risk artisinin
10 yillik kullanimdan sonra ortaya c¢iktigi saptanmistir (Collaborative Group on
Hormonal Factors in Breast Cancer, 1996).

Hormonla iliskili risk faktorlerinin ¢ogunun, ER ve PR pozitif olan hastalarda,
negatif olanlara oranla meme kanseri ile daha kuvvetli bir iliski icinde oldugu

gosterilmistir (Huang ve ark., 2000).

2.2.5. Yasam Tarzyla ilgili Faktorler

Alkol: Alkoliin, hormon diizeyleri iizerine etkisinden dolayi, meme kanseri riskini giin
icindeki tiiketimi ile dogru orantili olarak artirdigi gosterilmistir (Smith-Warner ve ark.,
1998; Ferraroni ve ark.,1998).

Diyet: Fazla yag aliminin ve et tiikketiminin meme kanseri riskini artirdigin1 gosteren
calismalar mevcuttur (Zheng ve ark., 1998; Bartsch ve ark., 1999). Bununla beraber
dogal antioksidan kaynaklari olan meyva ve sebzelerin tiiketiminin meme kanseri riskini
azalttig1 gosterilmistir (Lee, 1999; McKeown, 1999; Gandini ve ark., 2000).

Obezite ve fiziksel aktivite: Obezite, menopoz sonrasi kadinlarda, yiiksek endojen
Ostrojen seviyesi ve dolayisiyla artan meme kanseri riski ile iligskilendirilmistir (Hunter
ve Willett, 1993). Fiziksel aktivitenin meme kanseri riskini azalttifi gosterilmistir
(Bernstein ve ark., 1994; Thune ve ark., 1997; Verloop ve ark., 2000; Gross, 2000).
Sigara kullanimi: Bazi caligmalarda, sigara kullanimi1 ve meme kanseri arasinda ¢ok

zay1f bir iliski oldugu gosterilmistir (Palmer ve Rosenberg, 1993).

2.2.6. Diger faktorler
Mammografik yogunluk: Mammografik yogunluk, hem menapoz Oncesi hem de

menapoz sonrast kadinlarda goriilen bir meme kanseri risk faktoriidiir. Calismalar,



mammografide meme yogunlugu artist %75’den fazla olan kadinlarda, meme kanseri
riskinin 5 kat artmis oldugunu gostermistir (Brinton ve ark., 1995; Boyd ve ark., 1995).
Onceki meme hastah@ oykiisii: {yi huylu meme hastaligi Sykiisii, meme kanseri
gelistirme riskini artirir. Ciddi atipik epitelial hiperplazisi olan kadinlarda, memesinde
herhangi bir proliferatif degisiklik olmayan kadinlara oranla 4-5 kat daha fazla meme
kanseri riski vardir (McPherson ve ark., 2000).
Geng yasta iyonize edici radyasyon: Meme bezlerinin, yiiksek dozda iyonize edici
radyasyona maruz kalmasinin, meme kanseri riskini artirdigr gosterilmistir (Hulka ve
Moorman, 2001).
Kemik yogunlugu: Kemik yogunlugu, ostrojenle iliskili olarak meme kanseri icin bir
risk faktoriidiir. Calismalar, menapoz sonrasi kadinlarda, artmis kemik yogunlugu ile
yiikksek meme kanseri riski arasinda pozitif bir iligki oldugunu gostermektedir (Biglia ve
ark., 2004).

Bir¢ok risk faktorleri degistirilemez oldugundan dolayi, meme kanseri riskini
azaltmak icin etkili stratejiler gelistirmek zordur. Bilateral total mastektomi gibi cerrahi

miidahaleler, meme kanserini Onleyici 6nemli bir girisimdir (Bevers ve ark., 2007).

23.  MEME KANSERININ GENETIGI

Meme kanseri, ¢cok sayida kanserle iligkili genin mutasyonu sonucu olusur. Bu
mutasyonlar, esey hiicrelerinin ¢esitli genlerinde meydana geldiginde ve nesilden nesile
aktarildiginda kalitsal veya ailesel meme kanserlerini; somatik hiicrelerde meydana
geldiginde ise nesilden nesile aktarilmayan sporadik meme kanserlerini olusturur.
Meme kanserlerinin biiyiilk cogunlugunu sporadik kanserler olusturmaktadir (Johnson-
Thompson ve Guthrie, 2000). Sporadik meme kanserlerinde aile dykiisiine rastlanmaz.
Sporadik meme kanseri vakalarinin olusumuna endojen ve yasamsal risk faktorleriyle
birlikte penetranst diisiik genlerindeki mutasyonlar neden olmaktadir (Johnson-
Thompson ve Guthrie, 2000). Kalitsal sebeplere bagli olarak gelisen kanserler ise meme
kanseri olgularinin %27’ sinden sorumludur (Lichtenstein ve ark., 2000). Meme kanseri
olgularinin ¢cok az bir kismini olusturan kalitsal kanserler, BRCA1 ve BRCA2 gibi
penetrans1 yiiksek genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanirlar ve belirgin bir meme
kanseri aile Oykiisii ve yiiksek riske sahiptirler (Miki ve ark., 1994; Wooster ve ark.,

1995; Nelson ve ark., 2005). Penetransi diisiik olan genlerin sebep oldugu meme



kanseri, aynmi ailede birden fazla kiside goriiliiyorsa, ailesel meme kanseri adi verilen
ticlincli bir siniftan bahsedilebilir. Penetransi1 diisilk olan genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanan ailesel kanserlere, kalitsal kanserlerden daha sik rastlanir ve bunlar, diisiik
meme kanseri riski ve daha zayif meme kanseri aile Oykiisiiyle iliskilidirler (Rebbeck,
1999). Penetransi diisiik olan genler, diisilk meme kanseri riski olusturmalarina ragmen,
bu genlerin varyantlarina populasyonda yiiksek oranda rastlanir. Bu yiizden penetransi
diisiik olan genler, penetrans: yiiksek olan genlere gore, meme kanseri olgularinin daha
genis bir kismindan sorumludur (Wooster ve ark., 1995; Blackwood ve Weber, 1998;
Nathanson ve Weber, 2001; Pharoah ve ark., 2002) (Sekil 1).
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Sekil 1: Kadinlardaki meme kanseri risk degerleri
(http://envirocancer.cornell.edu/factSheet/General/fs48.inheritance.pdf)



2.3.1. Penetransi Yiiksek Olan Meme Kanseri Genleri

Kalitsal meme kanseri, biitiin meme kanseri olgularinin sadece %5-10"undan
sorumludur (Sunpaweravong ve Sunpaweravong, 2005). Kalitsal meme kanserinde en
sik rastlanan ve penetrans: yiiksek olan BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar,
biitiin kalitsal meme kanserlerinin yaklasik olarak %80-90’nindan sorumludur (de Jong
ve ark., 2002). BRCAI geni, kromozom 17’nin uzun kolu iizerinde (17q21), BRCA2
geni ise kromozom 13’iin uzun kolu iizerinde (13q12-13) yer alir (Hall ve ark.,1990;
Wooster ve ark.,1994). BRCAI, yaklasik 81 kb uzunlukta ve 24 ekzondan olusan, 1863
aminoasitlik protein kodlayan bir gendir. BRCA2 geni ise, 70 kb uzunlukta ve 27
ekzondan olusmakta olup 3418 aminoasitlik bir protein kodlar (Wooster ve ark., 1995;
Tavtigian ve ark., 1996). Her iki gen de tiimor baskilayict protein kodlar ve DNA cift-
zincir kiri@ tamirinde rol alirlar, fakat kalitsal kanser sendromlarinda yer alan bircok
genden farkli olarak BRCA1 ve BRCA2, sporadik meme kanserlerinde mutasyona
ugramamistir (Futreal ve ark., 1994; Lancaster ve ark., 1996; Welcsh ve ark., 2000).

BRCAI geni tanimlandiktan sonra 800’den fazla soyhattt mutasyon tespit
edilmistir (Ahmed ve ark., 2009). BRCA1’de tanimlanan en yaygin kurucu (founder)
mutasyonlarlar, 185delAG ve 5382insC’dir (Couch ve Weber, 1996). BRCA2 icin
simdiye kadar 650’den fazla soyhatti mutasyon tanimlanmistir (Ahmed ve ark., 2009).
BRCA2’deki 6174delT mutasyonu Ashkenazilerde, 999del5 mutasyonu [zlandalilarda
yaygindir (Struewing ve ark., 1997; Johannesdottir ve ark., 1996). BRCA1’deki soyhatti
(germline) mutasyonlar, kalitsal meme kanseri gozlenen ailelerinin yaklasik olarak
9%15-45’inde (¢alisilan populasyona bagli olarak), kalitsal meme ve ovaryum kanserinin
birlikte gozlendigi ailelerin ise en az %80’inde goriilmektedir (Easton ve ark., 1993a;
Narod ve ark., 1995; Couch ve ark., 1997; Ford ve ark., 1998). BRCA2’deki soyhatti
mutasyonlar, hem kadinlarin hem de erkeklerin etkilenmis oldugu meme kanseri
ailelerinin yaklasik olarak %76’sinda goriilmektedir (Ford ve ark., 1998). Bu oran,
sadece kadinlarin meme kanseri oldugu ailelerde %32’ye ve meme-ovaryum kanserli
ailelerde %14’e diismektedir (Ford ve ark., 1998). BRCA1 ve BRCA2 gen
mutasyonlarini tasiyan kadinlarin meme kanseri riski BRCAT1 icin %60-87, BRCA2 i¢in
9%45-85’tir (Easton ve ark., 1993b; Easton ve ark., 1995; Struewing ve ark., 1996;
Easton ve ark., 1997; Ford ve ark., 1998; Antoniou ve ark., 2003) (Tablo 1). Diger
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genlerdeki degisimler, BRCA1/2 mutasyon tasiyicilarindaki riski degistirebilmektedir
(Antoniou ve Easton, 2006).

Penetransi yiiksek olan genler arasinda p53 (TP53), kalitsal meme kanseri ile
iliskilendirilen ilk tiimor baskilayic1 gendir ve kromozom 17°nin kisa kolu iizerinde
(17p13.1) yer alir (McBride ve ark., 1986; Miller ve ark., 1986). p53, tiimorlerde
mutasyona ugradigi gosterilen ilk gendir (DeLeo ve ark., 1979) ve kanserlerin tiimiinde
en stk mutasyona ugrayan genlerden biridir (Malkin, 1994). p53, hiicre dongiisii
diizenlenmesinde, DNA hasarlarimin tamirinde, anormal hiicrelerin ¢ogalmasinin ve
anjiogenezin engellenmesinde gorev alan 6nemli bir ¢ekirdek fosfoproteinidir. Soyhatti
pS53 mutasyonlari, otozomal dominant kaliimli bir kanser yatkinlik sendromu olan
LFS’li hastalarda tanimlanmistir ve etkilenmis kadinlar, genel populasyonla
karsilastirildig1 zaman, 45 yasindan 6nce meme kanseri i¢in 18 kat gibi yiiksek bir riske
sahiptir (Garber ve ark., 1991). Penetransi yiliksek olmasina ragmen, LFS ve TP53’deki
soyhattt mutasyonlar, nisbeten nadirdir ve biitiin meme kanseri olgularinin %1’inden
daha azindan sorumludur (Sidransky ve ark., 1992; Borresen ve ark., 1992). P53
mutasyonlari, sporadik meme kanserlerinin ise %20-40’1nda goriiliir (Beroud ve Soussi,
1998; Soussi ve ark., 2000; Soussi ve Beroud, 2001; Oliver ve ark., 2002; Beroud ve
Soussi, 2003) (Tablo 1).

Penetrans: yiiksek olan diger bir gen olan PTEN’deki soyhatti mutasyonlar,
nadir bir meme ve tiroid kanseri yatkinlik sendromu olan Cowden Sendromlu hastalarin
%80’inde bulunur ve bu hastalarda meme kanseri riski %25-50’dir (de Jong ve ark.,
2002) (Tablo 1). PTEN geni 10g23’de yer alir ve proteini bir fosfatazdir (Myers ve ark.,
1997). PTEN mutasyonlar1 sporadik meme kanserlerinde nadirdir ve sporadik olgularin
sadece %5’inde bulunur (Teng ve ark., 1997; Feilotter ve ark., 1999).

AT, ATM genindeki (11g23°de yer alir) (Pecker ve ark., 1996) mutasyonlardan
kaynaklanan otozomal resesif bir hastaliktir ve ATM mutasyonlar1 i¢in heterozigot olan
AT tasiyicilari, meme kanseri icin artan riske sahiptir (de Jong ve ark., 2002).
STK11/LKB1 genindeki (19q13.3’de yer alir) kesikli (truncating) soyhatti
mutasyonlarin sebep oldugu otozomal dominant bir hastalik olan PJS’li hastalar da,
artan meme kanseri riskine sahiptir (Boardman ve ark., 1998; de Jong ve ark., 2002).
CHEK?2 (CHK2) geni, kromozom 12°de yerlesiktir ve DNA tamirinde gorev alan bir

hiicre dongiisii kontrol noktas1 kinazi sentezler. CHEK2 1100delC mutasyonunun,
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kadinlardaki meme kanserine iki kat, erkeklerde ise 10 kat artisa neden oldugu
saptanmistir (Meijers-Heijboer ve ark., 2002) (Tablo 1).

MSH2/MLH1 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanan ve otozomal
dominant bir hastalik olan Muir-Torre sendromlu bireylerde, kolorektal kansere ek
olarak, kadin tasiyicilarin %?25’inde, ortalama 68 yaslarinda, meme kanserinin de

gelistigi gozlenmistir (Cohen ve ark., 1991).

Tablo 1: Mutasyonlari meme kanserine neden olan genler (Bradbury ve
Olopade’den, 2007)

Kalitsal sendrom Gen (kromozomal Meme kanseri riski Populasyondaki

yerlesimi) (70 yas civar) tasiyici sikhigi
Kalitsal Meme ve BRCAI1(17q) 965 1/860
Ovaryum Kanseri BRCA2 (13q) %45 1/740
LiFraumi TP53 (17p) %50-60 (45 yas civart) 1/5,000
Cowden’s PTEN (10q) %25-50 1/250,000
Peutz-Jegers LKB1/STK11 (19p) %54 (64 yasina kadar) 1/25,000-280,000
Ataxia- ATM (11q) %23 1/100
telengiectasia
CHEK2-iligkili CHEK2 (22q) %11 1/90

meme kanseri

2.3.2. Penetransi Diisiikk Olan Meme Kanseri Yatkinlik Genleri

Iyi tanimlanan penetrans: yiiksek olan genlerden ayri olarak, meme kanserine
yatkinligr artiran bagska genler de mevcuttur. Penetranst diisiik olan genler olarak
adlandirilan bu genler, yasamboyu meme kanseri riskinde diisiik veya orta diizeyde artis
olustururlar. Penetrans1 diisiik olan kanser yatkinlik allellerinin, gen ekpresyonu veya
fonksiyonunda degisiklik yapan ve bu ylizden hastalik riskini degistiren genetik
polimorfizmlerin (¢ogunlugu SNP) sonucu olustugu gosterilmistir (Shields ve Harris,

2000; Ahmed ve ark., 2009).



12

Penetransi diisiik olan meme kanseri yatkinlik genlerindeki polimorfizmler, i¢
ve dig etkilerle birlikte, meme tiimorii gelisimi iizerinde biiylik etkiye sahiptirler
(Rothman ve ark., 2001). Penetrans1 diisik olan yatkinlik genleri, meme
karsinogenezinde yer aldig1 bilinen biyokimyasal ve fizyolojik yolaklarin ¢alisilmasi ile
tanimlanabilir. Aday polimorfik genler, Ostrojen veya c¢esitli karsinojenlerin
metabolizmasinda, bu reaksiyonlardan koken alan reaktif oksijen radikallerinin
detosifikasyonunda rol alan enzimler ve DNA tamiri veya hiicre sinyal yolag: isleminde
rol alan proteinleri kodlayan genleri igcerir (Dumitrescu ve Cotarla, 2005). CYP1A1l,
CYP2D6, CYP19, GSTM1 ve GSTP1, ADH, MTHFR, XRCC1 ve XRCC3,
ERCC4/XPF, PR, ER, TNF-a, HSP70, p53, HER2/erbB2 veya PHB gibi diisiik-
penetransli genlerdeki cesitli polimorfizmlerin, meme kanseri ile olan iliskileri
calisiilmis ve hastalikla iliskilendirilmis veya iliskilendirilmemistir (Dumitrescu ve
Cotarla, 2005; Frank ve ark., 2005; Damin ve ark., 2006; Karakus ve ark., 2008).

Heniiz penetransi diisiik olan yatkinlik genleri hakkindaki veriler sinirli olup bu
genlerin meme kanseriyle iliskisi ile ilgili elde edilen sonuclar birbirinde farklilik
gostermektedir. Bu yiizden, diinya genelinde, kanser hastalarinin ¢ogunda, hastaliga
yatkinliktan ve prognozdan sorumlu olan ve daha sik rastlanan, diisiik penetransh
polimorfizmlerin tanimlanmasi ilgi ¢ekmektedir. Anti-tim6r immiin cevabin meydana
geldigi gosterilen kanserlerde, iirtinleri immiin cevabi diizenleyen genlerdeki (TNF-a,
TNF-B, IFN-y gibi sitokin genleri) genetik polimorfizmler, arastirmalar i¢in aday

polimorfizmlerdir.

24.  MEME KANSERININ MOLEKULER ETiYOLOJiSi

Meme kanseri gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalar heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Fakat genel olarak meme kanserinin baslangicinin, proto-
onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu sonucunu
doguran genetik hasarlar olduguna inanilmaktadir. Sonradan en az dort veya bes farkli
gende bagimsiz mutasyonlar meydana gelir. Bunu kontrolsiiz hiicre boliinmesi veya
apoptozis izler (Kenemans ve ark., 2004).

Esas olarak biitiin meme kanserlerinin etiyolojisi, genomik DNA dizisinde
olusan mutasyonlardir. Bir insanin hayat1 boyunca meme epitel hiicreleri ve bu hiicreler

icindeki DNA, c¢esitli mutajenler, replikasyon hatalar1 ve yaslanma etkisine maruz
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kalmaktadir. Genomik DNA’daki mutasyonlar, mikrodelesyonlar ve duplikasyonlarin
gelisimi gibi kromozomal aberasyonlar ve promotor hipermetilasyonu ve diger
epigenetik olaylar, transkriptin yanlis veya hi¢c olmamasina ve degisen protein liretimine
yol agabilir. Genetik hasar genellikle tamir edilir veya hiicre apoptozise yonlendirilir.
Fakat nadir durumlarda, bu biriken mutasyonlar, kritik bir genin veya onun yolaginin
fonksiyonunu degistirebilir ve olustugu hiicrede kontrolsiiz ¢cogalmaya neden olur. Daha
fazla genetik degisimler ve klonal ¢ogalma sonugta, meme kanseri fenotipinin
olugmasina sebep olur.

Meme kanseri yatkinliga neden olan genetik faktorlerin  molekiiler
tanimlanmasinda kullanilan ii¢ temel deneysel yontem vardir. Bunlar, genomu kapsayan
baglanti analizi, aday genlerin mutasyonlarinin taranmasi ve iligkilendirme
calismalaridir. Aile baglanti ¢alismalar1 sadece penetransi yiiksek olan meme kanseri
genlerinin tanimlanmasinda uygundur. Penetransi diisiik olan genlerin tanimlanmasi
icin, etkilenmis ve etkilenmemis populasyonlarda aday gene dayali iliskilendirme
calismalari, tiimorlerde somatik mutasyonlarin (genetik, epigenetik ve gen ifade
degisimleri) analizi ve yeni, daha genis kapsamli genomik teknikleri iceren yaklagimlar
kullamlir (Polyak, 2002) (Sekil 2). iliskilendirme calismalarinin en basit ve en etkili
olani, bizim de bu calismada yaptigimiz gibi meme kanserli hastalar ve kontrollerin allel
sikliklarim karsilagtiran hasta-kontrol yaklagimidir. Hasta-kontrol ¢alismalari, genetik
polimorfizmler ile populasyonda sik gbzlenen hastaliklar arasindaki iliskiyi arastirmak
icin kullanilan en yaygin yontemdir. Bu tiir ¢alismalarda genetik etkileri %80
giivenilirlikle (OR > 2.0) tesbit etmek icin en az 200 hasta ve 200 kontroliin caligilmasi
gerektigi one siiriilmektedir (Garcia-Closas ve ark., 2000).

Aday meme kanseri yatkinlik genlerinin, kodlanan bdolgelerindeki
polimorfizmlere ek olarak, yakin zamanda yapilan ¢alismalar, promotorler ve intronlar
gibi kodlamayan bolgelerdeki dizi degisimlerinin de meme kanseri riski iizerinde etkili
olabilecegini gostermistir. Bu degisimlerin molekiiler etkisi heniiz acik degildir, fakat
bu degisimlerin, genlerin mRNA/protein diizeylerini etkiledigi bir¢cok calismada
gosterilmistir (Polyak, 2002).
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Normal  Timor

bc 49 %:&
54 e B : A

bc 32 y
u ]
Aile baglanta Hayvan Bivolojik Tinérlerde somatik gen
calisimalan modellen fonksivon degisimleri
Aday genomik Aday
bilgeler/genler meine kanser genleri
b
Ihiskilendome ¢ahsmalan
/ / Hasta ve kontrollerde
A tin genom kapsamh SNP taramas
Penetrans: yiksek olan Penetrans: ditsitk olan
meme kanser genleri meme kanser genleri

Sekil 2: Meme kanserine neden olan gen mutasyonlarmin tayini icin kullanilan

yaklasimlarin 6zeti. bc 49, 49 yasinda ortaya ¢ikan meme kanseri (Polyak’dan, 2002)

2.5. MEME KANSERI VE SNP’ler

Insan genomunun dizilenmesiyle birlikte, DNA’nm yaklasik %99.9’unun
biitiin insanlarda benzer oldugu goriilmiistiir (Kotnis ve ark., 2005). %0.1°lik fark,
bireyler aras1 varyasyondan ve her bireyin bireysel fenotipinden sorumludur. Tek baz
degisimi seklinde goriilen bu kiiciik genetik varyasyonlar, SNP’ler olarak adlandirilirlar.
SNP’ler, genel populasyonda siklikla olusan (>%1) genetik degisimler olarak
siniflandirilirken, proteinler iizerinde bariz fonksiyonel degisiklikler olusturan nadir
varyantlar ise mutasyon olarak siniflandirilir. Mutasyonlarla karsilastirildigi zaman,
SNP’ler, fonksiyonel olarak anlamsiz olarak diisiiniilmekte iken, sonraki bulgular,
dikkate deger bir kisminin proteinlerin i¢ Ozelliklerini ve fonksiyonlarini ¢esitli
derecelerde etkiledigini gostermistir (Collins ve ark., 1997; Chakravarti, 1998; Mehrian-
Shai ve Reichardt, 2004). SNP’ler insan genomunda, en fazla goriilen genetik
degisimlerdir (Don Haeng ve Ki-Baik, 2008). SNP’lerin yaklasik 30.000’1 klinik olarak
goriilebilir fenotipik etkiye sahiptir ve bunlar, artmis/azalmis transkripsiyon, degismis

transkripsiyon sonrast ve translasyon sonrast aktivite veya proteinin dordiinciil
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yapisinda degisiklikler olusturabilirler (Li ve ark., 2001; Shastry, 2002). SNP’ler,
bireyler arasindaki kan basinci, ilag metabolizmasi, kan pihtilagsmasi ve kardiyovakiiler
fonksiyon bozukluklar1 gibi bircok fizyolojik fonksiyon c¢esitliliginden sorumludur
(Herrington, 2003; McGillavry ve Prins, 2003; Tempfer ve ark., 2004).

Tek bir SNP’nin etkisi genellikle kii¢iik olmasina ragmen, fonksiyonel olarak
birbiriyle iligkili SNP’lerin toplu genetik etkisi, eklemeli veya sinerjik olarak artan
meme kanseri riski olusturabilir. Meme kanseri ve SNP’ler arasindaki iligki, bircok
calismada incelenmistir. Aslinda meme kanseri, SNP’lerin en ¢ok calisildigi hastalik
grubu olup bircok SNP’nin kiiciik ama anlamli risk artisina sebep oldugu gosterilmistir

(Tempfer ve ark., 2006).

2.6.  SITOKIN GENLERI VE GEN POLIMORFIZMLERI

Immiin sistem, insanlar1 enfekte edici ajanlara ve tiimor gelisimine karsi
korumak icin gelismis karmasik bir hiicreler agidir. Immiin sistemin bir pargasi olan
sitokinler, ©zel uyaranlara cevap olarak hiicreler tarafindan salgilanan immiin
diizenleyici proteinler veya glikoproteinlerdir. Hedef hiicreler iizerinde ve o6zellikle
hematopoetik sistemde, aktivite gosterirler; hedef hiicrelerdeki 6zel sitokin
reseptorlerine baglanirlar ve bu hiicreler icindeki sinyal iletimi ve ikincil mesaj yolunu
baslatirlar. Bu olaylar, mitotik boliinme, biiylime ve farklilagsma, go¢ veya apoptosize
yol acan gen aktivasyonu ile sonuclanabilir. Sitokinler, hem kendi hem de diger sitokin
ve sitokin reseptorlerinin sentezini diizenleyen oldukc¢a karmasik ve birbirleriyle
baglantil1 bir sistem icinde calisirlar. Immiin hiicreler tarafindan, hem antijene-ozgii
hemde antijene-6zgii olmayan uyaranlara cevap olarak, cok sayida sitokinin iiretimi,
inflamatuar immiin cevapta kritik rol oynar (Howell ve Rose-Zerilli, 2007). Sitokinler
cok diisiik yogunlukta fonksiyon gostermesine ragmen, etkileri dolasimdaki
miktarlariyla yakindan ilgilidir. Bu yiizden, sitokin iiretimini artiran gen ifade
bozukluklari, organizmanin homeostazisini bozar ve organa 0zgii veya sistemik
sorunlara yol acar (Cuenca ve ark., 2001). Sitokinler, immiin hiicreler kadar bircok
organ sistemindeki hiicrelerin hayatta kalma, cogalma, farklilagma ve fonksiyonunu
diizenlemekte ve ayrica kanseri de igeren bir¢cok hastaligin mekanizmasinda yer

almaktadir (Kubo ve ark., 2003).
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Sitokinler ve sitokin reseptor genleri, yiiksek derecede polimorfiktir. Bu genler,
ekzon dizileri agisindan korunmustur. Bu genlerdeki polimorfizmlerin ¢ogunlugu,
genlerin  transle edilmeyen  bolgelerinde  bulunmaktadir  (http://www.ashi-
hla.org/publicationfiles/ASHI_Quarterly/26_4_2002/Polymorphism. pdf). Genin 5' ve 3'
diizenleyici dizilerindeki polimorfizmler, transkripsiyon faktoriiniin baglanma
bolgesinin yapisini degistirerek transkripsiyonu etkileyebilirler. Intronik polimorfizmler,
mRNA’nin splays bolgelerini veya ifadeyi yiikseltici (enhancer) ve susturucu (silencer)

bolgelerin yapisini etkileyebilir (Bidwell; 1998) (Sekil 3).

Ditzenleyici bilee Intronik Bilzeler

(SHE, gen ifadesini ve sitokin (ham SHP'ler mFM 4'tun splays yapmasiu ve

dimerpin etkileyehiliy) dolayisiyla splays varyantlarmm iretimam
atkilayehbiliv)

JHT% 5

Ekzonik bilgeler Intronik hilzeler Transle edilmeyen bélze
[SHP, aninoasitte va (protem kodlamayan (SHElex, mEHA'mn
dolayisiyla protein bilze oldofundan ka:a.rhhé;lm ve d..;:ul,a].nﬂ]rla
vapsmda dedisiklize dolayy, SHP, protein i-:ll’EtJlE:n.PI'Dt.E]IUIl. )

wol agahiliv. Verwa Faprun dizeyini etkileyebiliv
SHP, aminoasiti etkilemesaceltir)

etkilemes vani

sinonim degisim ohr)
Sekil 3: Sitokin genlerindeki SNP bolgeleri ve onlarin olasi sonuclar1 (Ollier’den,
2004)

Sitokinler, otoimmiin, enfeksiyonel, alerjik veya kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi bir¢ok hastalikta etkin rol oynamaktadir. Bu nedenle sitokin gen polimorfizmlerinin
bu hastaliklarla iligkisinin incelendigi ¢ok sayida genetik calisma yapilmistir (Bidwell
ve ark., 1999; Haukim ve ark., 2002; Hollegaard ve Bidwell, 2006). Ornegin, TNF-a
promotorundaki polimorfizmler ile romatoid artrit, serebral sitma, asttim ve kardiyak,
bobrek ve akciger transplantasyonundan sonra ciddi rejeksiyon arasinda iliski gosteren
yayinlar mevcuttur (McGuire ve ark., 1994; Moffatt ve Cookson, 1997; Sankaran ve
ark., 1999; Pelletier ve ark., 2000; Bathgate ve ark., 2000; Azzawi ve ark., 2001).
Sitokin polimorfizmleri ve kanser arasindaki iliskiyi gosteren calismalarin sayist da

hizla artmaktadir. TNF-o ve TNF- (LT-a) SNP’leri ile kronik lenfositik 16semi, non-
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Hodgkin’s lenfoma ve meme kanseri gibi bazi kanserler arasinda iligki gosteren
caligmalar vardir (Demeter ve ark., 1997; Chouchane ve ark., 1997; Warzocha ve ark.,
1998; Mestiri ve ark., 2001). Sitokin gen polimorfizmleri ile ilgili ¢cok sayida in vitro
expresyon c¢alismalar1 ve in vivo hastalik iliski ¢alismalar1 mevcuttur (Bidwell ve ark.,

2001; Haukim ve ark., 2002; Hollegaard ve Bidwell, 2006).

2.6.1. Tiimor Nekrosis Faktor Alfa (TNF-a=TNFA), [= Tiimor Nekrosis Faktor

(TNF), TNF Superfamily Member 2 (TNFSF2)], (MIM: 191160)

TNF-a, multifonksiyonel bir sitokin olup ilk olarak in vitro ve in vivo solid
timorlerin nekrozuna aracilik eden ve makrofajdan elde edilmis bir serum proteini
olarak tamimlanmistir (Carswell ve ark., 1975). TNF-o0, cogunlukla aktive adilmis
makrofajalar, T lenfositleri ve dogal oldiiriicii (NK) hiicreler tarafindan sentezlenir;
diisiik seviyelerde ise, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve timor hiicreleri gibi cesitli
hiicrelerden sentezlenmektedir (Vassalli, 1992; Naylor ve ark., 1993). TNF-a, hem salgi
proteini, hem de membrana bagli protein olarak eksprese edilir ve homotrimerik formda
bulunur (Li ve ark., 2000).

TNF-o’nin biyolojik fonksiyonu ¢ok karmasiktir. Akut durumlarda, TNF-o’nin
lokal iiretimi faydalidir. Vaskiiler endoteldeki adezyon molekiillerinin {iretimini
artirarak immiin hiicrelerin, ©6zellikle notrofil ve makrofajlarin, doku hasari veya
enfeksiyonun oldugu bolgeye gitmesine izin verir (Barbara ve ark., 1996). Bunun yani
sira, TNF-oa, fagositleri aktive ederek, onlarin enfekte edici ajanlar1 ve hiicre enkazlarini
temizlemesini saglar. Fakat TNF-o’ya sistemik ve uzun siireli maruz kalmak zararli
olabilir. Dolasimdaki fazla TNF-a seviyesi, toksik sok ve cerrahi veya travma
hastalarinda metabolizmanin bozulmasi ile iligkili bulunmustur (Tracey ve ark., 1986).

TNF-a, hem protiimorijenik hem de antitiimorijenik Ozellik gostermektedir
(Naylor ve ark., 1993; Balkwill, 2002). Tercihen, yiiksek dozda lokal TNF-a
uygulamasi, timor kan damarlarini tahrip eder ve giiclii bir anti-timor aktivitesine
sahiptir (Lejeune ve ark., 1998). Fakat kronik olarak iiretildiginde, bu sitokin, endojen
tiimor gelistirici olarak aktivite gosterir ki bu durumda, tiimor gelisimi ve yayilmasi i¢in
gerekli olan dokunun yeniden sekillenmesi ve stromal gelisime yardimci olur (Balkwill
ve Mantovani, 2001). Kanser gelisiminin, TNF-a’nin diizensiz ve fazla iiretimi ile ilgili

oldugu gosterilmistir (Balkwill, 2002). Yiiksek miktarlarda TNF-a’ya, enflamatuvar
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dokularda, memeyi de iceren bircok insan tiimoriinde (Balkwill, 2002) ve hatta obezite
ve kanser hastalarinin serum orneklerinde rastlanmistir (Bray ve ark., 2002b; ElI-Omar
ve ark., 2000). Bu yiizden TNF-a’'nin ifade diizeyi, kanserde patogenez ve hastaligin
prognozu hakkinda belirleyici olabilir (Moore ve ark., 1999; Suganuma ve ark., 1999).
Meme tiimoriiniin mikrogevresindeki kronik enflamasyonun, 6zellikle de yiiksek TNF-a
seviyesinin, meme kanserinin biiyiimesi kadar ilerlemesine de yol agabildigi
gosterilmistir (Leek ve ark., 1998).

TNF-o’nin biyoaktivitesi ¢cogunlukla, ¢oziinebilir TNF-a baglayan reseptorler
tarafindan diizenlenir (Smith, 1994). TNF-o, TNFR-1 ve TNFR-2 olarak adlandirilan iki
farkli reseptor aracilifiyla aktivite gosterir (Vandenabeele ve ark., 1995). TNF o’nin
TNFR-2’ye olan afinitesi, TNFR-1’den 5 kat fazla olmasina ragmen, TNF-o’nin
biyolojik aktivitesinin ¢ogunlugunu TNFR-1 baglatir (Tartaglia ve Goeddel; 1992).
TNFR-1 (p60), biitiin hiicre tiplerinde eksprese olmasina ragmen, TNFR-2 (p80)’nin
ifadesi cogunlukla immiin hiicrelerle simirhidir (Aggarwal, 2003). Bu iki reseptor
arasindaki temel fark, TNFR-2’de eksik olan, fakat TNFR-1’de bulunan olim
domainidir (DD = Death domain). Bu yiizden, TNFR-1, apoptotik hiicre 6liimiinii
indiikleme yetenegine sahip Oliim reseptor ailesinin 6nemli bir iiyesidir. TNFR-1,
apoptozisin yani sira, hiicre yasam sinyalleriyle de uyum saglama ozelligine sahiptir
(Sekil 4). TNFR-2 ise, apoptozisi indiiklemekle beraber, hayatta kalmay1 artiran doku
tamiri ve anjiogenezisi de saglayabilir.

1984 yilinda klonlanmis olan TNF-a geni, insan kromozomu 6’nin kisa kolu
izerinde (6p21.3) yer alir ve TNF lokusu i¢inde TNF-B geni ile ardisik yerlesmistir
(Pennica ve ark., 1984). TNF-a geni, MHC’nin siif (class) III bolgesindeki 7 kb’lik
(kilobaz) DNA icinde yer alir (Sekil 5). Gen, 2763 niikleotidden olusur, dort ekzon ve
tic intron igerir (NC_000006) (GenelD: 7124). TNF-a’nin 1. ekzonu (338 b¢) 5'UTR’yi
ve sinyal dizisinin ¢ogunlugunu, 2. ekzonu (46 bg) sinyal dizisinin kalan kismini ve
olgun proteinin ilk amino asitini, 3. ekzonu (48 bg) olgun proteinin bir kismim ve 4.
ekzon (1210 bg) olgun proteinin kalan kismini ve 3'UTR’yi kodlar (Posch ve ark.,
2003). Gen, 1669 b¢’lik bir mRNA sentezler (NM_000594). Biyolojik olarak trimerik
formda hareket eden 17 kDa’luk bir protein olan TNF-a, baslangigta hiicre zarina bagh
233 aminoasitlik bir form olarak sentezlenir ve 157 aminoasitlik sitokini olusturmak

tizere metalloproteinaz ile proteolitik isleme tabi tutulur (NP_000585). TNF-a, bir
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distilfit bag1 icermektedir ki, bu onun biyolojik fonksiyonu icin dnemlidir (Narachi ve

ark., 1987).
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Sekil 4: TNFR-1 sinyal yolagi. TNF-a, hem yasamsal ve cogalma ile ilgili yolagi hem
de apoptozis yolagini TNFR-1 ile aktive eder. Kisaltmalar: APAF-1, apoptozis protein
aktive edici faktor 1; Bcl-2, B-hiicre lenfoma 2; Bid, Bak, Bax, and Bcl-XL, Bcl-2
ailesinin mitokondrial proteinleri; CAD, kaspaz-aktive edici DNaz; Caspase-3/8/9,
sistein aspartaz (apoptotik proteaz) 3/8/9; Cdc37, HSP90’nin ko-saperonu; cIAP,
apoptozisin sitoplazmik inhibitorii; cFos/cJun, transkripsiyon faktorleri; DD, olim
domaini; EndoG, mitokondrial DNaz; FADD, Fas-iliskili DD; HSP90, 1s1 sok proteini
90; I-CAD, CAD’1n inhibitorii; IkB, NF- kB’nin inhibitorii; IKKo/B, IkB kinaz; JNK,
cJun n-terminal kinaz; MEKKI1, mitojen-aktive edici protein kinaz/hiicre-dis1 sinyal-
iliskili kinaz 1; MKK3/7, MAPK kinaz 3/7; NEMO, NF-xB esas modiilatorii; NF-kB,
niiklear faktor kappa B transkripsiyon faktorii; NIK, NF-xB indiikleyici kinaz;
p38MAPK, p38 mitojen-aktive edici protein kinaz; RIP, reseptorle karsilikli etkilesen
protein; SODD, DD’nin susturucusu; sTNFR-1, c¢oziinir TNFR-1; TNF-o, timor
nekrozis faktor alfa; TNFR-1, TNF resetor 1; TRADD, TNF reseptor-iligkili DD;
TRAF-2, TNF reseptor-iliskili faktor-2. (van Horssen’den, 2006)
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Sekil 5: TNF genlerinin yapisi. MHC bélgelerinin yerlesimleri gosterilmektedir. Agik
renk kutular TNF ekzonlarinin transle edilmeyen, koyu renk kutular transle edilen
bolgeleri, cizgiler ise intronlart gostermektedir. C2 = kompleman bilesen 2; Bf =
kompleman faktor B; C4A = kompleman bilesen 4A; C4B = kompleman bilesen C4B;
21-OH = 21-hidroksilaz (Holmes’den, 2003).

TNF-a'nin ifadesi, c¢ogunlukla transkripsiyonel olarak kontrol edilmekle
birlikte post-transkripsiyonel veya translasyonel diizeyde de diizenlenmektedir
(Aquillon ve ark., 2002). TNF-o promotor bolgesi ig¢inde c¢esitli polimorfizmler,
TNF-o’nin iiretim seviyesi ile iligkilendirilmistir (Kroeger ve ark., 1997; Jang ve ark.,
2001; Kirkpatrick ve ark., 2004).

TNF-a geni i¢cinde promotor bolgesi de dahil olmak iizere ¢ok sayida (yetmise
yakin) SNP tanimlanmistir (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TNF&
snp=69#snp). Bunlardan bazilari, -1073(C>T), -1031(T>C), -863(C>A), -857(C>T),
-575(G>A), -572(A>C), -419(G>C), -376(G>A), -308(G>A), -244(G>A), -238(G>A),
-163(G>A) ve -49(G>A)’dir (Posch ve ark., 2003; Simmonds ve ark., 2004; Elahi ve
Matata, 2005). Bu durum bize TNF-a geninin 5’ bolgesinin yiiksek derecede polimorfik
oldugunu gostermektedir. Bunlara ek olarak, ilk ekzonda +69 G>C degisimi ve +70
pozisyonunda bir sitokin insersiyonu, ilk intronda +691 pozisyonunda bir guanin
delesyonu ile birlikte +467(G>A), +489(G>A), +492(G>A), +851(A>G), +943(G>A),
+1304(A>G) SNP’leri mevcuttur (Simmonds ve ark., 2004; Elahi ve Matata, 2005)
(Sekil 6). Ilging olarak, -1031 ile -863 pozisyonundaki SNP’ler arasinda ve -376 ile
-238 pozisyonundaki SNP’ler arasinda baglanti dengesizligi mevcuttur (Baglanti

dengesizligi, bir bireyde aym veya farkli lokuslardaki iki allelin birarada bulunma
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sikliginin rastlant1 olarak tahmin edilenden daha fazla olmasi durumunda ortaya cikar).
Ek olarak, TNF-a geni -308 pozisyonundaki polimorfizm, komsusu TNF-B (LT-a)
genindeki kodon 26’daki polimorfizm ile baglantilidir (Hamann ve ark., 1995). TNF-a
-308 polimorfizmi ile HLA-A1, B8 ve DR3 haplotipleri arasinda baglant1 dengesizligi
gosterilmistir (Wilson ve ark., 1993).

Promotor Transkipsivon

5’ I II III v 3’
-1073 863 575 308 -40 469 +467 +601
-1031 -857 571 244 +70 +489 +85

419 238 +492 4043 ANAHTAR
376 -163 +1304
D = EEZON
| =fntronik SNP

=Ekzonte SITP

Sekil 6: TNF-a gen yapis1 ve bilinen polimorfizmlerin bir kismu (Simmonds’dan,

2004)

TNF-o’daki yaygin genetik varyasyonlarin, genin ifade diizeyini degistirdigi
gosterilmistir (Westendorp ve ark., 1997; Negoro ve ark., 1999). TNF-a geninde en sik
gozlenen ve promotor bolgede genin baslama bolgesinin 308 bc¢ Oniinde yerlesik
bulunan G>A polimorfizmi (-487A>G) (rs1800629), genin transkripsiyonel aktivitesi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Wilson ve ark., 1992). Bu noktada, guanin (G)
niikleotidinin, adenin (A) niikleotidine doniisiimii seklinde bir degisim gozlenir. -308
konumundaki guanin, sik gozlenen TNFAT1 allelini tanimlarken, adenin, nadir gézlenen
TNFAZ2 allelini tamimlar (Wilson ve ark., 1992). -308A alleli, -308G alleline gére daha
giiclii bir transkripsiyon saglar (Messer ve ark., 1991; Wilson ve ark., 1997; Baseggio
ve ark., 2001; Gonzélez ve ark., 2003). TNF-a -308G>A polimorfizmi, transkripsiyon
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faktorii AP-2’nin baglanma bolgesi olan bir konsensus dizi i¢inde yer alir (Kroger ve
Abraham, 1996). -308A alleli varliginda TNF-o’nin 10 bp’lik bir bolgesi, AP-2’nin
konsensus baglanma bolgesi ile homoloji gostermektedir ki bu homoloji, -308G
varyantinda azalir (Kroger ve Abraham, 1996). Yapilan ¢alismalar, -308A allelini iceren
hiicrelerin, -308G allelini iceren hiicrelere gore alt1 kat daha fazla mRNA sentezledigini
gostermigstir (Cabrera ve ark., 1995). -308A alleli, ¢oziinmiis yiiksek serum TNF-a
diizeyi ve periferal kan mononiiklear hiicreleri (PBMCs) tarafindan yiiksek TNF-a
tiretimi ile iliskilendirilmistir (Wilson ve ark., 1992; Stuber ve ark., 1996; Bouma ve
ark., 1996b; Wilson ve ark., 1997; Louis ve ark., 1998; Knight ve ark., 1999; Tang ve
ark., 2000; Fernandes ve ark., 2002; Nordlander ve ark., 2002; Schroeder ve ark., 2003;
Jeong ve ark., 2004; Balog ve ark., 2004).

TNF-a -308G/A polimorfizminin, serebral sitma, mukokiitanoz leishmania,
ilseratif kolitis, Crohn’s hastaligi, fetal meningokokkal hastalik, sistemik lupus
eritematoz ve septik sok gibi bulasici ve iltihabi hastaliklar icin risk olusturdugu
gosterilmistir (McGuire ve ark., 1994; Cabrera ve ark., 1995; Nadel ve ark., 1996;
Stuber ve ark., 1996; Westerndorp ve ark.,1997; Sullivan ve ark., 1997; Hohler ve ark.,
1998; Mira ve ark., 1999; Wittle ve ark., 2002; Gonzalez ve ark., 2003; Mugnier ve ark.,
2003). Aym1 zamanda, TNF-a -308G/A polimorfizmi ile meme kanseri de dahil bircok

kanser tipi arasinda artan veya azalan iliski tesbit edilmigstir (Tablo 2).

2.6.2. Tiimor Nekrosis Faktor Beta (TNF-B=TNFB), [=Lenfotoksin alfa

(LT-0=LTA), TNF Superfamily Member 1 (TNFSF1)], (MIM: 153440)

Timor nekrosis faktor ailesinin bir iiyesi olan TNF-B, yiiksek derecede
uyarilan, salgilanan ve homotrimerik formda bulunan bir sitokindir (Eck ve ark., 1992).
Cok cesitli iltihabi, immunostimulator ve antiviral yanitlarin olusmasinda etkindir. Ayni
zamanda gelisim sirasinda ikincil lenfoid organlarin olusumunda yer alir ve apoptoziste
rol oynar (GenelD: 4049).

TNF-B, TNF-a gibi TNF reseptorleri tarafindan taninir ve bir¢ok biyolojik
etkileri TNF-a ile benzerdir (Smith, 1994). Her iki gen, aminoasit dizisi agisindan %35
benzerlik ve %50 homoloji gosterirler (Ruuls ve Sedgwick, 1999; Chan ve ark., 2000;
Locksley ve ark., 2001). Her iki protein benzer biyolojik aktiviteye sahiptir, fakat

yapilart arastirlldiginda, TNF-o’nin bir disiilfit bagi icermesine ragmen TNF-f’nin
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sistein amino asiti icermeyen bir glikoprotein oldugu goriilmiistiir (Aggarwal ve ark.,
1985). TNF-o’nin aksine, TNF-B, cogunlukla uyarilmig T hiicreleri (lenfositler)
tarafindan ifade edilir ve salinir (Steffen ve ark., 1988). TNF-f, sadece salg1 proteini
olarak homotrimer halde ifade edilir (Li ve ark., 2000) ve hiicre yiizeyine LT-f ile
heterotrimer olusturarak baglanabilir (Browning ve ark., 1993).

TNF-B homotrimeri (LTa3), TNF-a ile ayni yiizey reseptorlerine (TNFR-1 ve
TNFR-2) baglanarak biyolojik etkisini gosterir (Old; 1985) (Sekil 7). TNFRI1’e
baglanarak apoptozisi, TNFR2’ye baglanarak ise gen transkripsiyonu ve hiicre
cogalmasina indiikler. TNF-B/LT-B kompleksi (LTalp2) ise farkli fakat digerleri ile
iliskili bir reseptore, LTPR’ye, baglanir ve bu yolla gen transkripsiyonu ve hiicre
cogalmasin indiikler (Crowe ve ark., 1994; Browning ve ark., 1995). (Sekil 7).

Farelere transplante edilen insan solid tiimorlerde TNF-f’nin anti-timor ve
anti-metastatik etkisi rapor edilmistir (Funahashi ve ark., 1991; Qin ve Blankenstein,
1995). Yine ovaryum ve servikal karsinoma hiicrelerinde TNF-$ ve TNF-a’nin sitolitik
aktivitesi gOsterilmistir (Powell ve ark., 1998). Akciger, kolorektal ve gastrik kanserli
hastalarda TNF-B lokusu icin soyhatti SNP sikligi, saglikli kontollerde bulunandan
anlamli derecede farklilik gostermektedir (Shimura ve ark., 1994, 1995; Hagihara ve
ark., 1995; Park ve ark., 1998).

Insan TNF-B geni, kromozom 6’nin kisa kolu (6p21.3) iizerindeki MHC iginde
HLA-B ve HLA class III genleri arasinda TNF-a ile ard arda yerlesiktir (Carroll ve ark.,
1987; Inoko ve Trowsdale, 1987). TNF-a ile siki bir baglant1 i¢indedir ve TNF-f’nin
poliadenilizasyon bolgesi ile TNF-ao’ nin transkripsiyon baslangi¢c bolgesi arasinda 1240
b¢’lik bir alan bulunmaktadir (Posch ve ark., 2003) (Sekil 8). Gen, 2006 niikletidden
olusur, 4 ekzon ve 3 intron igerir (NC_000006.10). TNF-f’nin 1. ekzonu (163 bg)
5'UTR’nin biiyiik bir kismini, 2. ekzonu (99 b¢) 5'UTR’nin kalan 9 bazimi ve sinyal
dizisinin ¢ogunlugunu, 3. ekzon (106 bg) sinyal dizisinin son kodonunu ve olgun
proteinin bir kismuini, 4. ekzon (1041 bg) olgun proteinin kalan kismini ve 3'UTR’yi
kodlar (Posch ve ark., 2003). Gen, 1386 b¢’lik mRNA ve 205 a.a.’lik bir protein
sentezler (NM_000595, NP_000586).



24

TNF-a  LTalf2 LTa3

LLLULIUUNRRRRRR LR LTI URN RN L] I IIIIIII1rIIIEEiIIIIIII1rIIIIIIIIIIIIIIII1fIIIIIIIIIIIIII.-'-fI LS TN RR AL DI AN RRR L]

¢ 2

THFR1 LTBR | TNFR2

LT DO RRERDE L LE AU ARRR AR LEET A ARNRRRRDRECTT T AANN| NRURERETTDICAARAURANEE FELLDRAU AU RRRT DL LA RN DL T SRR AR L]

TRAFlar

'
[Kaspaz-8 | 100
[Kaspaz:3] |
- Etkilenen el oIb Etkilenen
. Genl
APOPTOZIS Genler |"‘ enler

Sekil 7: TNF-o ve TNF-$ genleri sinyal yolaklari. TNF sitokinlerinin reseptorleriyle
etkilesimi oklarla gosterilmistir. Ligandin reseptore baglanmasi, sinyal yolu kaskatinin
harekete gecmesine yol acar. Reseptoriin hiicre i¢i kisminda DD (6liim domaini)’nin
bulunmasi (TNFR-1’de), TRADD (TNFR-lile iligkili 6lii domain)’nin aktive olmasina
ve apoptozisin gerceklesmesine yol acar. DD’nin olmadigi durumda TNFRIer, dogrudan
TRAF (TNF reseptorti ile iligkili faktor) molekiilleriyle etkilesime girer ve klasik NFkB
(niiklear faktor xB) yolagimi aktifler. Bunun sonucunda da NFxB heterodimeri
(p50/RelA), cekirdege gecer ve etkilenen geni indiikler. LTBR aym1 zamanda, p100’iin
islenmesi ve p52/RelB’nin cekirdege aktarimini iceren, klasik olmayan bir NFxB
yolagini da indiikler. FADD, Fas-iligkili 6lii domain; IKK, IkB kinaz; NIK, NFxB
indiikleyici kinaz. (Schneider’dan, 2004).
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HLA-DR LTB  TNF LTA HLA-B
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Sekil 8: TNF ve LT bolgeleri. Oklar genin sentez yoniinii gostermektedir ve ekzonlar

numaralandirilmistir.. (Posch’dan, 2003)

TNF-B geni icinde c¢ok sayida (altmisa yakin) SNP rapor edilmistir
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=Ita&snp=56#snp) (Sekil 9).
Bunlarin bir¢ogu promotor bolge i¢inde trnaskripsiyon baslama noktasinin Oniinde
-2066(C>T), -1876(C>G), -1783(G>A), -1563(A>T), -1051(G>A), -626(G>A),
-294(C>T), -293(G>A) noktalarinda bulunmaktadir (Posch ve ark., 2003). Ilk olarak
5’UTR’nin ¢ogunlugunu kodlayan 1. ekzonda +11(G>A) ve +81(C>A) olmak iizere iki,
1. intronda +252(A>G) ve +369(G>C) konumlarinda iki tane SNP tanimlanmistir
(Dawkins ve ark., 1989; Abraham ve ark., 1991; Ferencik ve ark., 1992). Bunun yani
sira 1. intronda bir (CT), diniikletid tekrar1 (n=9-10) bulunmus ve TNFc mikrosatelliti
olarak tanimlanmistir (Nedospasov ve ark., 1991). Daha sonraki ¢alismalarda bulunan 3.
ekzon +724(C>A)’deki SNP’nin olgun proteinin 26. aminoasidini treoninden asparajine
doniistiirdiigii (Ozaki ve ark., 2002), 2. ekzon +496(T>C)’daki SNP’nin ise, sinyal dizisi
-21 konumundaki amino asitin sisteinden arjinine doniisiimiine sebep oldugu tespit

edilmistir (Posch ve ark., 2003).

THFc 1
+637 va36 _
w724 | +agg 81/ gy I Lo 4816
3 '“.3q (25? | 425 '“|’51 "~"|“ A78s| 2086
2 1

Sekil 9: TNF-$ geni iizerindeki bazi polimorfik bolgelerin yerlesimi. Ekzonlar kutu

icine alinmistir ve golgeli alanlar 5'UTR’yi gostermektedir (Posch’dan, 2003).
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TNF-B geni icinde tamimlanan polimorfizmlerden biri olan +252A>G
polimorfizmi (rs909253), TNF-B’nin plazma diizeyini ve in vitro TNF-B ifadesini
etkilemektedir (Messer ve ark., 1991; Ozaki ve ark., 2002). +252A>G polimorfizmi, bir
fosfor ester-respons DNA elementi (TRE) i¢cinde yer alir ve AP-1, jun ve C-fos
heterodimer transkripsiyon faktor ailesi icin yiiksek afinite gosterir. Bu tek niikleotid
degisimi (+252 A>G), varyant A alleli TNFB1 (5.5 kb) ve yabanil tip G alleli TNFB2
(10.5 kb) diye belirtilen iki allel olusturur (Messer ve ark., 1991). +252A alleli, +252G
alleline gore daha giiclii bir transkripsiyon faktoriidiir (Messer ve ark., 1991). TNF-
GG genotipine sahip olanlarda, TNF-B iiretimi, A alleline sahip olanlara gére anlamli
derecede diisiiktiir (Whichelow ve ark., 1996). TNF-B +252G alleli ile TNF-a -308A
alleli ve TNF-3 +724A allelleri arasinda bir iliski bulunmaktadir (Posch ve ark., 2003;
Heesen ve ark., 2003). Aym1 zamanda, +252A>G polimorfizminin TNF-a iiretimini
etkiledigi ve +252GG bireylerin TNF-ao mRNA diizeyinin artmis oldugu rapor edilmistir
(Temple ve ark., 2003).

TNF-B A252G polimorfizmi, miyokard infarktiis, sedef, kardiyovaskiiler
hastaliklar, serebral damar tikanikligi gibi hastaliklarla iliskilendirilmistir (Ozaki ve
ark., 2002; Balding ve ark., 2003; Suzuki ve ark., 2004; Um ve ark., 2003). Ayni
zamanda TNF-f A252G polimorfizminin, meme kanseri de dahil bircok kanser tipi ile

iliskisi oldugu tesbit edilmistir (Tablo 2).

2.6.3. interferon Gama (IFN-y), (MIM: 147570)

Interferonlar, immiin diizenleyici ve antiproliferatif etki gosteren diger bir
sitokin ailesidir (Stark ve ark., 1998). IFN-y (makrofaj aktive edici faktor olarak da
bilinir), bu ailenin bir {iyesi olup antijenler, alloantijenler veya mitojenler tarafindan
aktive edildiklerinde 6zellikle T lenfositleri ve dogal oldiiriicti (NK) hiicreler tarafindan
iretilen bir proteindir (Farrar ve Schreiber, 1993; Boehm ve ark., 1997). IFN-y, hem
koruyucu immiin cevaplarin hem de immiinopatolojik islemlerin tesvikinde ¢ok kritik
rol oynar (Farrar ve Schreiber, 1993; Boehm ve ark., 1997; Bach ve ark., 1997).
Calismalar, IFN-y’nin viriislere veya hiicrelerarasi patojenlere karsi savunmada ve
immiin sistemin ¢aligmasinin ve gelisiminin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynadigin

gostermigstir (Bream ve ark., 2000; Sato ve ark., 2004; Shao ve ark., 2005).
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Ik olarak dogrudan antiviral aktivitesi olan bir ajan olarak tanimlanmasina
ragmen, in vivo ve in vitro gozlemler, IFN-y’ nin cok sayida anti-tiimor mekanizmasinin
oldugunu ortaya koymustur. Dolayistyla, IFN-y'nin, meme kanser hiicrelerini de iceren
bircok tiimor kaynakli hiicre hattinda biiylimeyi baskiladigi rapor edilmistir (Wadler ve
ark., 1990; Kirchhoff ve Hauser, 1999; Ruiz-Ruiz ve ark., 2000; Gollob ve ark., 2000;
Cifaldi ve ark., 2001). Endojen olarak iiretilen IFN-y, tiim6r olusumunda 6nemli bir
etkiye sahiptir ki bunu sadece tiimorlere karsit koruyucu konak cevabi artirarak degil
aynt zamanda timorlerde immiin saldirndan kagmayr kolaylastiran cevaplari
diizenleyerek de yapar (Ikeda ve ark., 2002). Devaml diisiik seviyede IFN-y iiretimi,
timor gelisimini artirir; fakat devaml yiiksek seviyede IFN-y iiretimi, énemli anti-
timor etki gosterir. Bu sonuclar, IFN-y’nin tiimor gelisiminde veya timor
immiintedavisinde ‘iki-tarafli kilic” gibi gorev aldigim gostermektedir (He ve ark.,
2005).

IFN-y’ nin biyolojik etkisi, hiicre i¢i molekiiler sinyal aginin aktivasyonu yolu
ile ortaya c¢ikar ki bunun da en iyi tanimlanmis olan1 JAK-STAT sinyal yolagidir (Sekil
10). Klasik IFN-v sinyal yolagi, IFN-y’'nin hiicre ylizey reseptorleri olan IFNYR1 (iki o
zincirinden olusur) ve IFNYR2 (iki B zincirinden olusur)’ye baglanmasi ile baslar ve
bunu reseptoriin oligomerizasyonu izler. JAK 1 ve 2’nin aktivasyonu, JAK’larin ve
reseptor alt iinitelerinin trans-fosforilasyonuna olanak saglar. Reseptoriin tirozin
fosforilasyonundan sonra bir transkripsiyon faktorii olan STAT, reseptore baglanir ve
bir homodimer olusturur. Fosforilize olmus olan bu homodimer, ¢ekirdege gecer ve gen
transkripsiyonunu baslatmak i¢in promotorlardaki GAS elementlerine baglanir (Gough
ve ark., 2008).

Insan IFN-y geni, kromozom 12q24.1°de yer alir, 4975 niikleotidden olusur ve
dort exon ve ii¢ intron icerir (NC_000012.10) (Gray ve Goeddel; 1982; Baron ve ark.,
2002; Tegoshi ve ark., 2002) (Sekil 11). 1240 b¢’lik mRNA, 166 aminoasitlik kisa bir
polipeptid ve 20 aminoasitlik bir sinyal peptidi kodlar (NP_000610, NM_000619).

Delesyon analiz caligmalari, -100’den -30’a kadar uzanan bolgeyi igeren kor
IFN-y promotoru, evrim siiresince ¢ok iyl korunmus oldugunu gostermistir (Chrivia ve
ark., 1990; Penix ve ark., 1993). Ayrica birinci intronda enhancer bolgeler yerlesiktir ve
intron 1, 2 ve 3’de bir¢cok NFxB baglanma bolgesi tanimlanmistir (Ciccarone ve ark.,

1990, Sica ve ark., 1992).
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Sekil 10: Klasik IFN-y sinyal yolag
(http://www .biocarta.com/pathfiles/ifngPathway.asp#history)
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Sekil 11: IFN-y gen yapisi ve bilinen baz1 polimorfizmler. Ekzonlar koyu kutular
icine almip numaralandirilmistir. Ag¢ik renkli kutular 5'UTR ve 3'UTR’yi (transle

edilmeyen bolgeler) gostermektedir.

IFN-y geni icinde c¢ok sayida (yiize yakin) SNP tanimlanmistir
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IFNG). IFN-y genindeki genetik
polimorfizmlerin, farkli miktarlarda IFN-y salinimi ile ilgili oldugu ve bu yiizden
biyolojik dnemi olabilecegi gosterilmistir (Pravica ve ark., 1999). IFN-y geninin birinci
intronunda +874 konumunda T’den A’ya seklinde olan bir tek niikleotid degisimi
tanimlanmustir (Pravica ve ark., 2000). IFN-y +874T>A polimorfizminin (rs2430561),
insan IFN-y geninin transkripsiyonu i¢in fonksiyonel 6neme sahip olabilen bir niiklear

faktor kappa B (NF-xB) baglanma bolgesi ile ¢akistigi one siiriilmektedir (Pravica ve
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ark., 2000). Bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB, tercihi olarak +874T alleline
baglanmaktadir. +874T ve A alleline sahip olma, sirasiyla yiiksek ve diisiik IFN-y
ifadesi ile iliskilendirilmistir (Pravica ve ark., 1999; Pelletier ve ark., 2000; Tambur ve
ark., 2001; Rossouw ve ark., 2003). Dahasi, bu polimorfizm, IFN-y geni birinci intronu
icindeki mikrosatellit polimorfizmi (CA tekrar1) ile siki bir baglanti dengesizligi
icindedir. +874T alleli ile baglantili olan (CA);, tekrarli allel 2, in vitro stimiile edilmis
lenfositlerde yiliksek IFN-y iiretimi ile iliskilendirilmistir (Pravica ve ark., 1999).

IFN-y +874A allelinin parvoviriis, tiiberkiiloz, brusella ve HBV (Hepatit B
viriisii) infeksiyonu, kutanoz leishmania, SARS (ciddi akut solunum sendromu), kronik
yorgunluk sendromu (CFS) gibi bazi bulasici hastaliklar ile iligkili oldugu rapor
edilmistir (Kerr ve ark., 2003; Bravo ve ark., 2003; Lopez-Maderuelo ve ark., 2003; Tso
ve ark., 2005; Yu ve ark., 2006; Liu ve ark., 2006; Kamali-Sarvestani ve ark., 2006;
Chong ve ark., 2006; Carlo-Stella ve ark., 2006; Sallakci ve ark., 2007). Aynm1 zamanda
IFN-y geni +874 polimorfizmi ile meme kanseri ve servikal kanser arasinda iliski tesbit

edilmistir (Tablo2).

TNF-a, TNF-B ve IFN-y, timor hiicreleri iizerinde sinerjik etki gostermektedir
(Kawatsu ve ark., 1990; de Kossodo ve ark., 1995; Ozzelo ve ark., 1995). Bu olguyla
iliski olarak, sistemik IFN-y, lokal olarak enjekte edilmis TNF-o ile beraber
verildiginde, faredeki meme kanserli ksenograftlarda makroskobik nekroz gézlenmistir
(de Kossodo ve ark., 1995). Benzer sekilde, insan rekombinant TNF-o’sinin, IFN-y’ nin
antitimor rolil iizerine olan artirict etkisi, nude mice’da biiyiiyen insan meme kanser
kserograftlarinda gosterilmistir (Ozzelo ve ark., 1995). Nude mice’a transplante edilen
insan meme kanser tiimorlerinde IFN-y’ nin, TNF-f ile sinerjik anti-timor etkisi rapor
edilmistir (Kawatsu ve ark., 1990).

Bu veriler, TNF-a, TNF-f ve IFN-y'nin meme kanserine yatkinlik iizerine
onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu yiizden, bu sitokinlerin dogal olarak
yiiksek miktarda iiretildigi bireylerin, meme kanserini de iceren belirli malignansilere,
farkli yatkinliklar veya hassasiyetler gostermesi olasidir. TNF-a, TNF-f ve IFN-y'nin
diizeyleri, bu genler icindeki genetik polimorfizmlerden etkilenmektedir (Wilson ve

ark., 1992; Messer ve ark., 1991; Pravica ve ark., 2000).
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Tablo 2: TNF-a -308(G>A), TNF-p +252(A>G) ve IFN-y +874(T>A) gen

polimorfizmleri ile ¢esitli kanser tipleri arasindaki iliskilendirme calismalari

Polimorfizm | Kanser Tipi Calisma alam, iliski Kaynak
biiyiikliigii
(hasta+kontrol)
TNFa_305 Meme kanseri Tunus (243 + 174) Yatkinlik Mestiri ve ark., 2001
TNFa.35 / Meme kanseri Kore (95 + 195) Etkisi yok / Park ve ark., 2002
TNFB,2506 Yatkinlik
TNFo 305/ Meme kanseri Hollanda (956 + Etkisi yok / de Jong ve ark., 2003
TNFB.252 1271) Etkisi yok
TNFa_305 Meme kanseri halya (125 + 100) Etkisi yok Giordani ve ark., 2003
TNFa. 305 Meme kanseri Ingiltere (709 + 498) | Etkisi yok Azmy ve ark., 2004
TNFo 3056 Meme kanseri 1ngiltere (144 + 263) | Yatkinlik Smith ve ark., 2004
TNFa 305 / Meme kanseri Iran (223 + 267) Etkisi yok / Kamali-Sarvestani ve
TNFB,252/ Etkisi yok / ark., 2005a
IENY, 8741 Yatkinlik
TNFB,2506 Meme kanseri Kore (560 + 509) Yatkinlik Lee ve ark., 2005b
TNFa.35 / Meme kanseri Italya (84 + 226) Etkisi yok / Scola ve ark., 2006
IFNY,874 Etkisi yok
TNFa 305 / Meme kanseri USA + Polonya Etkisi yok / Gaudet ve ark, 2007
TNFB.252 (5546 + 5219) Etkisi yok
TNFa.35 / Meme kanseri Tiirkiye (38 + 24) Etkisi yok / Gonullu ve ark., 2007
IFNY, 874 Etkisi yok
TNFa_305 Meme kanseri Rusya (167 + 139) Etkisi yok Ostashkin ve ark.,
2008

TNFa 3034 / Meme kanseri Hindistan (127 + Yatkinlik / Kohaar ve ark., 2009
TNFB.2526 150) Yatkinlik
TNFo 3054 Meme kanseri / Tunus (124 + 106) Yatkinlik / Chouchane ve ark.,

Non-Hodgkin’s Yatkinlik 1997

lenfoma
TNFa_3054 / Non-Hodgkin’s Fransa (273 + 96) Yatkinlik / Warzocha ve ark.,
TNFB,2506 lenfoma (NHL) Yatkinlik 1998
TNFa._3054 / Non-Hodgkin’s Fransa (204 + 120) Yatkinlik / Juszczynski ve ark.,
TNFB,252 lenfoma (NHL) Etkisi yok 2002
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Tablo 2: TNF-a -308(G>A), TNF-B +252(A>G) ve IFN-y +874(T>A) gen

polimorfizmleri ile cesitli kanser tipleri arasindaki iliskilendirme calismalari

(devam)
TNFa.305/ Non-Hodgkin’s Avusturya, Etkisi yok / Seidemann ve ark.,
TNFB,252 lenfoma (NHL) Almanya, Isvigre Etkisi yok (18 | 2005

(488 + yas ve alt1

hastalarda)

TNFa_3054 / Non-Hodgkin’s Amerika (1172 + Yatkinlik / Wang ve ark., 2006
TNFB,2506 lenfoma (NHL) 982) Yatkinlik
TNFa.3054 / Non-Hodgkin’s Avrupa, Kanada, Yatkinlik / Rothman ve ark., 2006
TNFB.2s» lenfoma (NHL) Amerika (3586 + Etkisi yok

4018)
TNFa. 305 / Non-Hodgkin’s Ingiltere (492 + 478) | Etkisi yok / Spink ve ark., 2006
TNFB,252 lenfoma (NHL) Etkisi yok
TNFa.30g / Non-Hodgkin’s Avustraya (545 + Etkisi yok / Purdue ve ark., 2007
TNFB,252 lenfoma (NHL) 498) Etkisi yok
TNFo.305 Kronik lenfositik Polonya (183 + 348) | Etkisi yok Bogunia-Kubik ve

16semi (CLL) ark., 2005

TNFB.2526 Gastrik kanser Japonya (152 + 141) | Yatkinhk Shimura ve ark., 1995
TNFa_305a Gastrik kanser Amerika (314 + Yatkinlik EI-Omar ve ark., 2003

210)
TNFa_3054 Gastrik kanser Portekiz (287 + 304) | Yatkinlik Machado ve ark., 2003
TNFo.305 Gastrik kanser Tayvan (204 + 210) | Etkisi yok Wu ve ark., 2004b
TNFa_305 Gastrik kanser Cin (264 +437) Etkisi yok / Guo ve ark., 2005
TNFB,252 Etkisi yok
TNFa_305 Gastrik kanser Kore (122 + 120) Etkisi yok Lee ve ark., 2005a
TNFa_305 Gastrik kanser Cin (250 + 300) Etkisi yok Lu ve ark., 2005
TNFa_305 Gastrik kanser halya (184 + 362) Etkisi yok Perri ve ark., 2005
TNFa_305 Gastrik kanser Brazilya (166 +536) | Etkisi yok Rocha ve ark., 2005
TNFa_305 Gastrik kanser Kore (237 + 461) Etkisi yok Kim ve ark., 2006
TNFa. 305 Gastrik kanser Finlandiya (112 + Etkisi yok Kamangar ve ark.,

208) 2006
TNFa.35 / Gastrik kanser ispanya (404 + 404) | Etkisi yok / Garcia-Gonzalez ve
TNFB.252 Etkisi yok ark., 2007
TNFa_305a Gastrik kanser Polonya (305 + 427) | Yatkinhik Hou ve ark., 2007
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Tablo 2: TNF-a -308(G>A), TNF-p +252(A>G) ve IFN-y +874(T>A) gen

polimorfizmleri ile cesitli kanser tipleri arasindaki iliskilendirme calismalari

(devam)
TNFa. 305 Gastrik kanser Japonya (105 + 172) | Etkisi yok Sugimoto ve ark.,
2007

TNFa 305 / Gastrik kanser + Kore (341 + 133 + Etkisi yok / Lee ve ark., 2004

TNFB.2s, Duedonal iilser 261) Etkisi yok

TNFa-308 / Kolorektal kanser Kore (136 + 325) Etkisi yok / Park ve ark., 1998

TNFB,2506 Yatkinlik

TNFa.35 / Kolorektal kanser Italya (244 + 231) Etkisi yok/ Gunter ve ark., 2006

TNFB,252 Etkisi yok

TNFo.305 Servikal kanser isveg (103 + 101) Etkisi yok Stanczuk ve ark., 2003

IFNY, 874 Servikal kanser Giiney Afrika (458 Etkisi yok Govan ve ark., 2003
+ 587)

TNFo 3054 Invasiv servikal Portekiz (195 + 244) | Yatkinlik Duarte ve ark., 2005

kanser

TNFB,252 Servikal kanser Japonya (131 + 320) | Etkisi yok Niwa ve ark., 2005

TNFa_305 Servikal kanser Giiney Afrika (244 Etkisi yok Govan ve ark., 2006
+ 228)

IFNY,874a Servikal kanser Hindistan (200 + Yatkinlik Kordi Tamandani ve
200) ark., 2008

TNFB,2506 Endometrial kanser Japonya (110 + 220) | Yatkinhk Niwa ve ark., 2007

TNFa_3054 / Multiple miyeloma Ingiltere (198 +250) | Yatkinlik / Davies ve ark., 2000

TNFB,2506 Yatkinlik

TNFa.3056 / Multiple miyeloma Ingiltere (181 +233) | Yatkinlik / Morgan ve ark., 2005

TNFB,252 Etkisi yok

TNFa 303G / Multiple miyeloma 1ngi1tere (127 + 545) | Yatkinlik / Brown ve ark., 2007

TNFB,252 Etkisi yok

TNFa. 305 / Multiple miyeloma Avustralya (545 + Etkisi yok / Purdue ve ark., 2007

TNFB.252 498) Etkisi yok

TNFa.3056 / Multiple miyeloma Macaristan (94 + Yatkinlik / Kédar ve ark., 2008

TNFB.252 (MM) 141) Etkisi yok

TNFB,250a Akciger kanseri Japonya (102 + 159) | Yatkinhk Shimura ve ark., 1994

TNFa.35 / Akciger kanseri Almanya (117 + Etkisi yok / Seifart ve ark., 2005

TNFB.252 117) Etkisi yok

TNFa_3054 Akciger kanseri Tayvan (202 +205) | Yatkinhk Shih ve ark., 2006
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Tablo 2: TNF-a -308(G>A), TNF-p +252(A>G) ve IFN-y +874(T>A) gen

polimorfizmleri ile cesitli kanser tipleri arasindaki iliskilendirme calismalari

(devam)
TNFa. 305 Nazofaringeal Tayvan (89 + 360) Etkisi yok Ho ve ark., 2006
kansinoma
IFNY, 874 Nazofarigeal Tunus (160 + 197) Etkisi yok Ferhat ve ark., 2008
karsinoma (NPC)
TNFo.305 Mesane kanseri Tayvan (103 + 150) | Etkisi yok Tsai ve ark., 2001
TNFo.305 Mesane kanseri Ingiltere (196 + 208) | Etkisi yok Marsh ve ark., 2003
TNFo.305 Mesane kanseri Kore (113 + 109) Etkisi yok Jeong ve ark., 2004
TNFo.305 Mesane kanseri Kore (153 + 153) Etkisi yok Kim ve ark., 2005
TNFa.35 / Mesane kanseri Japonya (141 + 173) | Etkisi yok / Nonomura ve ark.,
TNFB,250a Yatkinlik 2006
TNFo.305 Prostat kanseri Ingiltere (247 + 263) | Etkisi yok McCarron ve ark.,
2002
TNFa_305 Prostat kanseri Tayvan (96 + 126) Etkisi yok Wu ve ark., 2004a
TNFa_305 Prostat kanseri Amerika (1585 + Etkisi yok Danforth ve ark., 2008
1732)
TNFo 3054 Prostat kanseri 1spanya (296 + 311) | Yatkinlik Saenz-Lopez ve ark.,
2008
TNFo.305 Kemik kanseri ispanya (110 + 111) | Etkisi yok Patio-Garcia ve ark.,
(¢ocuklarda) 2000
TNFa.3056 Oral squamous hiicre | Tayvan (192 +146) Yatkinlik Liu ve ark., 2005
karsinomasi (OSCC)
TNFa._305a/ Oral squamous hiicre | Yunan ve Alman Yatkinlik / Vairaktaris ve ark.,
TNFB,252 karsinomas1 (OSCC) | kokenli beyaz irk Etkisi yok 2008
(162 + 168)
TNFo 3054/ Oral kanser Yunanistan ve Yatkinlik / Yapijakis ve ark.,
TNFB.2526 Almanya (160 + Yatkinlik 2009
153)
TNFa.35 / Deri malignant Ingiltere (146 + 220) | Etkisi yok / Howell ve ark., 2002
TNFB,252 melanomasi Etkisi yok
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2.7. MEME KANSERINDE TEDAVI YAKLASIMLARI

Klinik ag¢idan meme kanseri genlerinin  tanimlanmasinin  Onemi
degerlendirildiginde, meme kanserine neden oldugu bilinen genlerin (BRCAl ve
BRCA?2) mutasyonlarinin tanisinda, genetik testin onemli oldugu varsayimi heniiz
kesinlik kazanmamistir (Polyak, 2002). Giintimiizde tercihen en etkili onleyici tedavi
yontemi bilaterel mastektomidir. Ancak meme kanseri i¢in ailesel riski olan ve hatta
mutasyon tastyicisi oldugu kanitlanan c¢ogu kadin, bu tedavi bi¢imini tercih
etmemektedir. Bu yiizden, meme kanserinin erken tesbiti icin yeni teknolojiler ve yeni
onleyici tedaviler gerekmektedir (Polyak, 2002)

Genetik hasarlar, potansiyel tedavi edici hedefler olduklarindan dolayi, meme
kanserinin genetik temelinin anlasilmasi, daha etkili kanser 6nleme ve tedavi yollarinin
ortaya ¢ikmasini saglayacaktir. Genomik teknolojiler kullanilarak tiimor Orneklerinin
klinik verilerle 1iligkisi ile birlikte analizinin, tiimorlerin klinik seyirlerinin
(durumlarinin) kararlastirilmasinda yeni molekiiler hedeflerin tanimlanmasi i¢in yararli
olabilecegini gostermektedir. Ostrojen-reseptor-pozitif meme tiiméorlerinin 6nlenmesi ve
tedavisinde, anti-Ostrojen tedavinin basarisi ve Her2/ErbB2-pozitif tiimorlerin
tedavisinde rekombinant humanised anti-Her2/ErbB2  monoklonal antibodi
trastuzumab’in kullanimi, daha baska molekiiler temelli tedavilerin tanimlanabilecegini
ve meme Kkanserli hastalarin klinik takibinde basarili olarak kullanilabilecegini

diistindiirmektedir (Gibbs, 2000).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA PROFILI VE BiYOLOJiK GEREC ELDESI

Bu calismaya dahil edilen kadin hastalarin 117’sini OMU Tip Fakiiltesi Genel
Cerrahi Anabilim Dali’ndan, 87’sini ise Ankara Onkoloji Arastirma Enstitiisii’'nden
gelen toplam 204 meme kanserli hasta olusturmaktadir. Hasta seciminde yas sinirlamasi
yapilmamis ve 2002 ve 2007 yillar1 arasinda histopatolojik olarak meme Ca tanisi
konmus her yas grubundan hastalar incelemeye alinmigtir. Olusturulan hasta takip
formu ile hastalar hakkinda gerekli bilgiler toplanmis ve hastalara bilgi olur formu
imzalatilmistir. Kontrol grubu, kendisinde ve ailesinde herhangi bir kanser ve diger
ciddi bir hastalik 6ykiisii (astim, sedef, romatoid artrit gibi) olmayan saglikli ve 35 yas
istii 204 kadindan olusmaktadir. Hastalarin yas ortalamasi 52.40 (en diisiik 28, en
yiiksek 82), kontrollerin yas ortalamasi ise 47.72 (en diisiik 35, en yiiksek 86) dir.
Secilen hasta ve kontrol populasyonu, etnik koken, yas, cinsiyet gibi ozellikler
bakimindan birbirlerine yakindir. Calismamizin etik yonden uygulanabilir olduguna

04.04.2005 tarihli OMU etik kurulunda oy birligi ile karar verilmistir.

3.2 KULLANILAN KiMYASAL GERECLER

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar
asagida verilmistir:

1.  Siikroz (Merck)
Tris (Merck)
Magnezyum Kloriir (MgCl,.6H,O) (Merck)
Triton X-100 (Sigma)
HCI (Merck)
EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Merck)
Sodyum klorid (NaCl) (Merck)
Proteinaz K (Sigma)
Sodyum dedosil siilfat (SDS) (Fermentas)
Saf etanol (Riedel-de Haen)

A S AT L T o O
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Borik asit (Sigma)
Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)
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N
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13.  Etidyum bromid (EtBr) (Sigma)

14. 6xyiikleme boyasi (6xloading dye) (sigma)
15. Deoksiniikleosit trifosfat seti (Fermentas)

16. Primerler (Metabion, Bio basic, TIB Molbiol)
17. Taq DNA Polimeraz enzimi (Fermentas)

18. Restriksiyon enzimi (BioLabs, Takara)

19. Molekiiler belirte¢ (marker) (Fermentas)

20. Agaroz (Prona)

21.  Nu micropor agaroz (Prona)

3.3. KULLANILAN CIHAZLAR VE TEKNiK MALZEMELER
Asagida listesi verilen ve bu calismada kullanilan cihazlar ve teknik
malzemeler, arastirmanin yapildigi Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilim Dal1 Molekiiler Genetik Laboratuvarinda bulunmaktadir.

1.  Otoklav (Niive)

2. Bidistile su cihaz1 (Niive)

3. Sogutmali santrifiij (Niive)

4.  Hassas terazi (Mettler AJ 100)

5. Isitict (Hotplate)

6.  Vorteks (Niive NM 110)

7.  pH metre (Hanna)

8.  Etiiv (Dedeoglu)

9.  Subanyosu (Niive)

10. Mikrosantrifiij (Hettich)

11. Otomatik pipetler (Ependorf, Socorex, Rainin)
12.  Is1 doniistiiriicti (Thermal cycler) (Biolab)

13. Yatay elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Scie-Plas)
14. UV spektrofotometrede (Vilber Lourmat)

15. UV transillumunator (Viber Laurmat)

16. UV goriintii analiz sistemi (Biolab)

17.  Buzdolab1 (Arcelik)

18. Derin dondurucu (Ariston)
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34. UYGULANAN YONTEMLER

Onay formu imzalatilan hasta ve kontrollerden 5’er ml EDTA’1 kan 6rnekleri
alindi. Alinan kan oOrneklerinden standart salting-out (yogun tuz konsantrasyonu ile
coktiirme) yontemi ile DNA saflastirildi (Miller ve ark., 1988). Bunu takiben TNF-a ve
TNF-B genlerinde tek niikleotid degisimleri Kamali-Sarvestani (2005a) ve
arkadaslarinin yontemine, IFN-y genindeki tek niikleotid degisimi ise Pravica (2000) ve
arkadaslarinin yontemine benzer sekilde yapildi. Bu genler icin PCR, ASO PCR ve
RFLP yontemleri uygulandi.

3.4.1. Kullamlan Solusyonlar ve Bunlarin Hazirlanmasi

Lizis Tamponu: 110 gr siikroz, 20 ml 500mM Tris pH:7.5, 0.81 gr MgCl,.6H,0 ve 10
ml Triton X-100 alinip karistirilir ve bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Isiticida

iyice karigtirtlir. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklavlanir ve +4°C’de saklanir.

TEN Tamponu: 1 ml 500mM Tris pH:8, 1ml 100mM EDTA ve 1.17 gr NaCl alinip
karistirilir ve bidistile su ile 50 ml’ye tamamlanir. Soliisyon hazirlandiktan sonra

otoklavlanir ve +4°C’de saklanir.

Proteinaz K Soliisyonu: 10 ml 500mM Tris pH:8.0 solusyonu i¢ine 0.1 ml 100mM
CaCl, katihir ve 100 mg proteinaz K soliisyonuna eklenir. Bu sekilde 10 mg/ml

proteinaz K soliisyonu hazirlanmis olur ve -20°C’de saklanir.

%10 SDS: 10 gr SDS alinir 100 ml bidistile su i¢inde ¢oziiliir. Oda 1s1sinda saklanir.

Doymus NaCl Soliisyonu (6M): (Doymus tuz ¢ozeltisi) 7 gr NACI bidistile su ile 20

ml’ye tamamlanir. lyice karigtirtlir. Oda 1s1sinda saklanur.

TE Soliisyonu: 1 ml 500mM Tris pH:7.5, 0.5 ml 100mM EDTA alinip bidistile su ile

50 ml’ye tamamlanir. +4°C’de saklanir.
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SXTBE: 54 gr Tris, 27.5 gr Borik asit ve 20 ml EDTA 0.5M pH:8.0 karstirilip bidistile

su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.

IXTBE: 100 ml 5XTBE solusyonu iizerine 400 ml bidistile su eklenir. Oda 1sisinda

saklanir.

Ethidium bromid soliisyonu (10 mg/ml): 1 gr ethidium bromid, 10 ml distile su i¢inde
¢oziiniir. Isik almayan bir sise icinde +4°C’de saklanir. Stok soliisyondan, calisma

soliisyonu 0.5 mg/ml olacak sekilde hazirlanir.

0.5SM EDTA pH 8.0: 18.6 gr disodyum EDTA, 80 ml bidistile su i¢inde ¢Oziiniir.
Soliisyona 2 gr NaOH tableti atilarak eritilir. pH 8.0’a ulasinca bidistile su ile 100 ml’ye

tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve +4°C’de saklanir.

S00mM Tris pH 7.5: 6.1 gr Tris iizerine 95 ml bidistile su eklenip iyice calkalandiktan
sonra yaklasik 3.25 ml konsantre HCI ilave edilip pH 7.5 a ulasinca bidistile su ile 100

ml’ye tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve +4°C’de saklanur.

S00mM Tris pH 8.0: 6.1 gr Tris iizerine 95 ml bidistile su eklenip iyice calkalandiktan
sonra yaklasik 0.42 ml konsantre HCI ilave edilip pH 8.0’a ulasinca bidistile su ile 100

ml’ye tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve +4°C’de saklanur.

100mM EDTA: 3.72 gr EDTA alinir ve bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Otoklavda steril edilir ve +4°C’de saklanir.

100mM CaCl,: 1.47 gr CaCl, alinir ve bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

%70 Etil alkol: 70 ml %99.5 etil alkol alinir ve iizerine 30 ml bidistile su eklenir ve -
20°C’de saklanir.
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3.4.2. DNA izolasyonu
Calisma grubumuzun kan ornekleri, EDTA igeren vakumlu tiiplere 5’er ml
olarak alindi. Kandan DNA izolasyonu “Salting out” (yogun tuz konsantrasyonunda

¢coktiirme) yontemi kullanilarak yapildi (Miller ve ark., 1988).

I. Giin:

1. EDTA’l1 tiipteki 5 ml tiim kan 50 mI’lik polipropilen tiipe alindi.

2. Kan 6rneginin iizerine, ii¢ kati hacimde (15 ml) lizis tamponu konuldu. Kapagi
kapatilip tiip birkag kez ters yiiz edildi.

3. 2200 rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi. Ustteki siipernatant atild.

4. Lizis tamponu ile yikama islemi iki kez daha yapilip aynm1 devirde ve sicaklikta
santrifiij edildi.

5. Ustteki siipernatant atildi. Dipte kalan cokelti iizerine 3 ml TEN tamponu
konuldu ve kisa siire vortekslendi. Daha sonra 200 pl %10’luk SDS ve 50 pl
Proteinaz K ilave edildi.

6. Bir gece (yaklasik 16 saat) 37°C’de etiivde hafif ¢alkalamayla inkiibe edildi.

II. Giin:

1. Ertesi sabah orneklerin iizerine 1 ml 6M’lik NaCl soliisyonundan konuldu ve
kisa bir siire vortekslendi.

2. 3300 rpm’de 20 dakika oda 1sinda santrifiij yapildi.

3. Ustteki siipernatant 15 ml’lik santrifiij tiipiine alind1 ve tekrar 3300 rpm’de oda
1sisinda 30 dakika santrifiij edildi.

4. Siipernatant bagka bir 15 ml’lik santrifiij tiipiine alind1 (dipteki c¢okeltinin
slipernatanta karismamasina dikkat edildi). Cokelti atildi.

5. Siipernatantin iizerine iki kati hacimde absolii etil alkol ilave edildi. Tiip agzi
kapatilarak hafif sekilde alt iist edilerek DNA ¢oktiiriildii.

6. Pipet ucu ile DNA 15 ml’lik santrifiij tiipiinden alindi ve i¢inde 1 ml % 70’lik
etil alkol bulunan Eppendorf tiipiine konuldu.

7. Ependorf Tiip 14000 rpm’de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij yapildiktan sonra
tistteki alkol su trombu ile ¢ekilerek atildi. Dipte ¢oktiiriilen DNA, tiipiin agzi
acik birakilarak, 37°C’de etiivde 1 saat kadar bekletildi.
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8. DNA 0rnegi iizerine 150 pul TE tamponu katildi1 ve tiipiin agz1 kapatilarak
37°C’de etiivde hafif calkalanarak birkag saat ¢oziinmeye birakildi.
9. DNA ornekleri ¢oziindiikten sonra stok DNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

3.4.3. DNA Miktarinin Tayini

990 ul steril su koydugumuz bir ependorf tiip icine stok DNA’dan 10 pl
eklendi. Iyice vortekslendi ve quartz tiipe aktarilip UV spektrofotometrede 260 nm
dalga boyunda okundu. 260 nm dalga boyunda okunan deger (ODysy ) TE soliisyonu
icindeki DNA miktarin1 gostermektedir.

DNA konsantrasyonu = OD;6) x Sulandirma Katsayisi (100) x 50 pg/ml (¢ift zincirli

DNA’lar icin standart) formiilii ile hesaplandi.

3.4.4. TNF-a Geninin ASO PCR ve PCR-RFLP Yontemleri ile Genotiplenmesi
TNF-o geni promotor bolgesi -308’deki G>A polimorfizmi, ASO PCR ve
PCR-RFLP yontemleri ile calisildi. ASO PCR’da internal kontrol olarak B-globin’e
0zgii primerler kullanild1 (Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a). TNF-a geni ASO PCR ve
PCR-RFLP yontemleri i¢in kullanilan primerlerin dizileri Tablo 3’de gosterilmektedir.
Bu primerlerin, 2763 niikleotidden olusan ve dort ekzon iceren TNF-a geni {izerindeki

baglanma bolgeleri Sekil 12’de belirtilmistir.

Tablo 3: TNF-a geni genotiplemesinde kullanilan primerler

PRiIMERLER

Internal Kontrol (B-globin)  (F)* 5’-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3’
(R)* 5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’
ASO PCR (ortak) 5-TCT CGG TTT CTT CTC CAT CG-3’
(G allel) 5-ATA GGT TTT GAG GGG CAT GG-3’
(A allel) 5-ATA GGT TTT GAG GGG CAT GA-3’
PCR-RFLP (F)* 5'-AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT-3’
(R)* 5-TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG-3’

*F: forward primer, R: reverse primer
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3781 tagttcoctatc tttttooctgoc atcotgtotg gaagttagaa ggaaacagac cacagacoctg
3841 gtccccaaaa gaaatggagg caataggttt tgaggggeat ggggacggogg ttcagectocc  (ASOPCR

% &/ Aallel primerleri 3 (polimorfik bélge) alle! Primerieri)
agg caataggttt tgaggggeoat (PCR forward Primeri)
a5 forward primer 3

3901 agggtcctac acacaaatca gtcagtggcc cagaagaccc cocctoggaat cggagcaggg (PCR reverse
3 reverse Primeri)

3961 aggatgggga gtgtgagggg tatccottgat gottgtgtgt coccaacttt ccocaaatcocoo
Primer &

4021 gcccoccgoga tggagaagaa accgagacag aaggtgcagg goccactacc gottcctcca (A4S0 PCR

E cOmmon primer 2 cammon Primeri)

4081 gatgagctca tgggtttote caccaaggaa gttttoogot ggttgaatga ttotttocco
4141 gccctoctct cgocccaggg acatataaag gocaghbtgttg gocacacccag ccagcagacg
4201 ctccctcagec aaggacagca gaggaccagc taagagggag agaagcaact acagacccoccoc
4261 cctgaaaaca accctocagac gcocacateo
cc ctgacaagect goccaggecagg ttotcttect
4321 ctcacatact gacccacgge tccaccotot ctoccoctgga aaggacacca tgagcactga
4381 aagcatgatc cgggacgtgg agcetggococga ggaggogcotc cocaagaaga caggggggoo Exon 1
4441 ccagggctcoc aggoggtget tgttccteocag cecteottotcoco ttocctgateg tggocaggogoe
4501 caccacgctc ttotgoctge tgeactttgg agtgatcgge cocccagaggg aagag
gJrtgag
4561 tgceotggoca goocttcateoc actotccocac ccaaggggaa atggagacge aagagaggga
4621 gagagatggg atgggtgaaa gatgtgcgct gatagggagg gatggagaga aaaaaacatg
4681 gagaaagacg gggatgcaga aagagatgtg gcaagagatg gggaagagag agagagaaag
4741 atggagagac aggatgtctg gcacatggaa ggtgoctcact aagtgtgtat ggagtgaatg
4801 aatgaatgaa tgaatgaaca agcagatata taaataagat atggagacag atgtggggtg
4861 tgagaagaga gatgggggaa gaaacaagtg atatgaataa agatggtgag acagaaagag
4821 cgggaaatat gacagctaag gagagagatg ggggagataa ggagagaaga agatagggtg
4981 tctggcacac agaagacact cagggaaaga goctgttgaat goctggaagg tgaatacaca
5041 gatgaatgga gagagaaaac cagacacctc agggcoctaaga gogocaggoca gacaggoage
5101 cagectgttoc toctttaagg gtgactcooct cgatgttaac cattcoctoctt ctoccoccaaca
5161 g
ttoocccagg gacctotote taatcageoco totggoceocag geagtea Exon 2
gta agtgtctcca
aacctctttc ctaattctgg grtttgggttt gggggtaggg ttagtaccgg tatggaagca
gtgggggasaa tttaaagltt tggtoltggy ggaggatggsa tggaggtgaa agtagooggy
tattttoctag gaagtttaag ggtctoagot ttttottttc totcoctoctcot toag
gatcoat Exon 3

nonon
AR
[T SN )
[

5401 ectteoctegaac ccocogagtgac aageoctgtag cccatgttgt ag

gtaagagc tctgaggatg
5461 tgtcttggaa cttggagggc taggatttgg ggattgaagc ccggctgatg gtaggcagaa
5521 cttggagaca atgtgagaad gactocgotga gotcocaaggga agggtggagg aacagoacag
5581 geceocttagtgy gatactcaga acgtcatggc caggtgggat gtgggatgac agacagagag
5641 gacaggaacc ggatgtgggg tgggcagagc tcgagggcocca ggatgbggag agtgaaccga
5701 catggccaca ctgactctcc toctococctctc tcococtccoctc cag

caaaccc tcaagctgag
5761 gggcagctce agtggctgaa cocgcococgggce aatgecccteoc tggoccaatgg cgtggagetg
5821 agagataacc agctggtggt gocatecagag ggooctgtace teocatctacto cocaggtocte
5881 ttcaagggce aaggotgoce cteccacccat gtgotccoctea ceocacaccat cagoocgoato
5%41 gccgteotcet accagaccaa ggtcaacctc ctotectgeca tecaagagcoccc ctgocagagg
6001 gagaccccag agggggctga ggccaagocc tggtatgage ccatctatct gggaggggtco
606l ttoccagetgg agaagggtga cogactcage gotgagatoca atocggocoga ctatoctogac
6121 tttgeecgagt ctgggocaggt ctactttggg atcattgece tgtgaggagg acgaacatoco Exon 4
6181 aaccttccca aacgcocctocce ctgecceccaat ccoctttatta cecccctccoctt cagacaccct
6241 caacctctte tggcoctcaaaa agagaattgg gggettaggg teggaaccca agocttagaac
6301 tttaagcaac aagaccacca cttcgaaacc tgggattecag gaatgtgtgg cctgeoacagt
6361 gaagtgctgg caaccactaa gaattcaaac tggggcectoc agaactcact ggggectaca
6421 geotttgatce ctgacatotg gaatctggag accagggage ctttggttot ggocagaatg
6481 ctgeocaggact tgagaagacc tocacctagaa attgacacaa gtggacctta ggocottcocete
6541 tctcecagatg tttccagact toecttgagac acggagcocececa gecctococcocca tggagocage
6601 tccctoctatt tatgtttgeca cttgtgatta tttattattt atttattatt tatttattta
6661 cagatgaatg tatttatttg ggagaccggg gtatcoctggg ggacccaatg taggagotge
6721 cttggeotcag acatgttttec ocgtgaaaacg gagotgaaca ataggetgtt coccatgtage
6781 cccctggeect ctgtgocctte ttttgattat gttttttaaa atatttatct gattaagttg
6841 tctaaacaat gotgatttgg tgaccaactg tcactecattg ctgageoctcect gotoceoceoccagg
6901 ggagttgtgt ctgtaatcgec cectactattc agtggogaga aataaagttt gottagaaaa
&%61 gaa
acatggt ctcoc

Sekil 12: TNF-a geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bolgeyi ¢ogaltmada kullandigimiz primerlerin

gen iizerindeki baglanma bolgeleri ile -308G>A polimorfik bolgesi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&dopt=genbank&val=27544418)
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Ik olarak 152 hasta ve 141 kontrole ASO PCR yontemi uygulandi. Bu
yontemde her bir 6rnek i¢in iki ayr1 reaksiyon karistmi hazirlandi. Bu iki reaksiyon
karisimindaki tek fark birinde G allel primeri bulunurken digerinde bunun yerine A allel
primerinin bulunmasi idi. Yapilan optimizasyon calismalart sonucunda 25 pl’lik

reaksiyon karisimi i¢indeki girdilerin miktarlar: Tablo 4’de gosterildigi gibi belirlendi.

Tablo 4: TNF-a geni ASO PCR’1 i¢in her bir 6rnek basina olusturulan reaksiyon

karisimi

PCR bileseni (stok) 25l 25 ul Final
karisimdaki karisimdaki  konsantrasyon
miktar 1 miktar 2

10xTaq DNA polimeraz tamponu 2.5 pl 25wl Ix Tampon

MgCl (25 mM) 2 ul 2ul 2 mM

dNTP mix (25 mM) 0.2 pl 0.2 ul 200 uM

Primer commom (100 pmol/ pl) 0.1l 0.1 ul 10 pmol

Primer G allel (100 pmol/ pl) 0.1l - 10 pmol

Primer A allel (100 pmol/ pl) - 0.1l 10 pmol

Primer internal kontrol F 0.1l 0.1 ul 10 pmol

(100 pmol/ pl)

Primer internal kontrol R 0.1l 0.1l 10 pmol

(100 pmol/ pl)

Genomik DNA (200 ng/ 2ul) 2ul 2l 200 ng

Taq DNA polimeraz (1.25u/ 2ul) 2ul 2l 1.25u

Steril bidistile su 159 ul 159 Wl -

Toplam 25wl 25 ul

Reaksiyon karisimi ve elde edilen DNA’lar PCR tiiplerine konduktan sonra 1s1
doniistiiriici (thermal cycler) cihazina yerlestirildi. En uygun ASO PCR amplifikasyon
kosullari, optimizasyon caligmalar1 sonucunda belirlendi. Amplifikasyon kosullari;
95°C’de 5 dk ilk denaturasyon, 31 dongiiliik: 94°C’de 30 sn denaturasyon, 61°C’de 15
sn hibridizasyon, 72°C’de 30 sn uzama ve son olarak 72°C’de 10 dk son uzama seklinde

gerceklestirildi. Enzim 6n denaturasyon asamasindan (hot start) sonra eklendi. TNF-



43

a’ya ait olan ASO PCR iiriinleri etidium bromid ile boyanmis %3’liikk Nu Micropor
jelde yiiriitiilerek 184 bg biiyiikliigiindeki iiriin ve 100 bg biiyiikliigiinde internal kontrol
bandi gozlendi. Internal kontroliin biitiin 6rneklerde ¢ogalmasi bekleniyordu,

cogalmadig ornekler tekrar ¢alisildi. Sonuglar su sekilde yorumlandi:

Reaksiyon karisim 1 Reaksiyon karisim 2

(G allel) fragment boylar1 (A allel) band uzunluklar
GG (yabanil) homozigot 184 bg, 100 bg 100 bg
GA heterozigot 184 bg, 100 bg 184 bg, 100 bg
AA (varyant) homozigot 100 bg 184 bg, 100 bg

Sonug¢larimizin  dogrulugundan emin olmak ic¢in ayn1 bolge PCR-RFLP
yontemi ile de calisildi. Tablo 3’de belirtilen primerler kullanilarak PCR yapildi. Bu
primerlerin gen {iizerindeki baglanma bolgeleri Sekil 8’de gosterilmektedir. Yapilan
optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda 25 pl’lik reaksiyon karisimi igindeki girdilerin

miktarlar1 Tablo 5’de gosterildigi gibi belirlendi.

Tablo 5: TNF-a geni PCR’1icin her bir 6rnek basina olusturulan reaksiyon karisimi

PCR bileseni (stok) 25 pl kanisimdaki Final
miktar konsantrasyon
10xTaq DNA polimeraz tamponu 2.5 ul IxTampon
MgCl, (25 mM) 2ul 2 mM
dNTP mix (25 mM) 0.2 ul 200 uM
Primer forward (100 pmol/ pl) 0.2 ul 20 pmol
Primer reverse (100 pmol/ pl) 0.2 ul 20 pmol
Genomik DNA (200 ng/ 2ul) 2ul 200 ng
Taq DNA polimeraz (1u/ 2ul) 2ul lu
Steril bidistile su 159 ul -
Toplam 25 ul

Reaksiyon karisimlar ve elde edilen DNA’lar PCR tiiplerine konduktan sonra
1s1 doniistiiriicti cihazina yerlestirildi. En uygun PCR amplifikasyon kosullari,

optimizasyon calismalar1 sonucunda belirlendi. Amplifikasyon kosullari; 95°C’de 5 dk
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ilk denaturasyon, 29 dongiiliik: 95°C’de 30 sn denaturasyon, 60°C’de 30 sn
hibridizasyon, 72°C’de 42 sn uzama ve son olarak 72°C’de 10 dk son uzama seklinde
gerceklestirildi. Enzim hot start olarak uygulandi. TNF-o’ya ait olan PCR iiriinleri
etidium bromid ile boyanmis %?2.5’liik agaroz jelde yiiriitiilerek 107 bg biiyiikliigiindeki
riin band1 gozlendi. Amplifikasyondan sonra TNF- o’ya ait PCR iiriinlerinin her biri
Tablo 6’da belirtilen RFLP reaksiyon karisimi olusturulup tamima bolgesi 5°...
CLCATGG...3’ ve 3°... GGTACTC...5" seklinde olan Ncol kesim enzimi ile 37°C’de 16

saat kesime birakildi.

Tablo 6: TNF-a geni RFLP i¢in her bir 6rnek basina olusturulan reaksiyon karigimi

RFLP bileseni (stok) 15 pl karisimdaki Final

miktar konsantrasyon
10xNE Buffer 4 1.5l 1x NE Buffer 4
PCR iiriinii 10 ul -
Ncol kesim enzimi (10 u/pl) 0.5 ul Su
Steril bidistile su 3ul -
Toplam 15wl

RFLP kesim iiriinleri, etidium bromid ile boyanmis %2.5’luk agaroz jelde

yiiriiterek goriintiilendi. Kesim sonucunda olusan parcalar su sekilde yorumlandi:

Gozlenen fragment boylar:
GG (yabanil) homozigot 87 be, 20 be
GA heterozigot 107 bg, 87 be, 20 be
AA (varyant) homozigot 107 bg

20 be¢’lik iiriin ¢ok kiigiik oldugu icin jelde kayboldu. PCR RFLP yontemi ile
onceden ASO PCR yontemi ile ¢alisilan 45 Meme Ca’li hasta ¢alisildi ve bunlardan
elde ettigimiz sonuglar ASO PCR sonuglari ile uyumlu ¢ikti. Tez izleme komitesinin
Onerisi dogrultusunda, geri kalan Ornekler giivenirligi daha yiiksek olan PCR-RFLP

yontemi ile ¢aligildi.
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3.4.5. TNF-B Geninin PCR-RFLP Yontemi ile Genotiplenmesi

TNF-B geni 1. intronu +252 bolgesindeki A>G polimorfizmi, PCR-RFLP
yontemi ile calisildi. TNF-3 geni PCR-RFLP yontemi igin 782 bg’lik bolge 5-CCG
TGC TTC GTG GTT TGG ACT-3’ (forward) ve 5'-AGA GGG GTG GAT GCT TGG
GTT C-3’ (reverse) primerleri kullanilarak ¢ogaltildi. Bu primerlerin, 2006 niikletidden
olusan ve 4 ekzon iceren TNF- geni iizerindeki baglanma bolgeleri Sekil 13’de

belirtilmistir.

1 gcecccatcte cttgggetge cecgtgetteg tgetttggac taccgecccag cagtgtoctg (PCR Primeri)
=3 forward primer S

61 ceocctetgeoct gggoctoggt cococtectgeoa cotgotgeoct ggatceoccogg cotgooctggg Exon 1
121 cctgggcett
ggtgggottty gttttggttt cocttcoctctgt ctctgactct ccatctgtca
181 gtcteoattgt ctotgtcaca cattctetgt ttcoctgocatg Aattcoctcoctcot gttoccocttoc (RE tamma bélgesi)
(Polimerfik bélge)

241 tgtotcoctoto tgtotoocto tgotcaccott ggggtttoto tgactgoate ttgtococott
301 ctetgteogat ctototctcog ggggtcgggy ggtgotcotot ccoccagggogg gaggtotgte
36l ttccgococgog tgocccocgococc cgotcactgt ctotctoctoct ctoctoctocttt ctoctgoag
gt
421 tctoccccatg acaccacctg aacgtcoctcoctt coctcoccaagg gtgtgtggca ccaccctaca Exon 2
481 ecctcctecett ctggggetge tgetggttct getgectggg goceag
gtga ggcagcagga
541 gaatgggggc tgotggggtg gotcagocaa accttgageoc ctagagoccocc cotcocaactet
601 gttctccocct ag
gggctcce tggtgttgge ctcacacett cagectgeccca gactgoccegt Excn 3
661 cagcaccceca agatgecatct tgecccacage accctcaaac ctgetgcteca cctcattg
gt
721 aaacatccac ctgaccteocc agacatgtoe ccaccageote tectectace ccoctgecteoag
781 gaacccaagce atccacccoccot ctoccoccoccaac ttococcocacg ctaaaaaaaa cagagggage [PCRPﬁmerD
3 reverse primer a

841 cecactecctat geoctcocccccot gocatcoccoo aggaactcag ttgttcocagtg cccacttect
801 cagggattga gacctctgat ccagaccocct gatctcccac cococcatccococ tatggotctt
361 cctag
gagac cccagcaagc agaactcact gctctggaga gcaaacacgg accgtbgoctt
1021 cctccaggat ggtttctcct tgagcaacaa ttctctectg gtccccacca gtggeoatecta
1081 cttcocgtcoctac tococcaggtgg tocttctcotgg gaaagocctac tcoctoccoccaagg ccacctocto
1141 cccactectac ctggeccatg aggtccaget cttctecectcc cagtaccccect teoccatgtgec
1201 tcoctcococtcage tococcagaaga tggtgtatcc agggctgocag gaaccctgge tgoactogat
1261 gtaccacggg gctgegtbtcec agectcacceca gggagaccag ctatccaccoc acacagatgg
1321 catccccoccac ctagtoccteca gococctagtac tgtcoctteottt ggagoccttcg ctoctgtagaa
1381 cttggaaaaa tcoccagaaaga aaaaataatt gatttcaaga ccttcoctocccococ attetgeocto
1441 cattctgacc atttecagggg tegtcaccac ctctocetttg goecattccaa cagctcaagt Excn 4

1501 cttccetgat caagtcaccg gagetttcaa agaaggaatt ctaggcatcc caggggacca
1561 cacctococtg aaccatceocct gatgtotgte tggotgagga tttcaageoct geoctaggaat
1621 teoccagocca aagotgttgg tetgtococcac cagotaggtg gggoctagat ccacacacag
1681 aggaagagca ggcacatgga ggagcttggg ggatgactag aggcagggag gggactattt
1741 atgaaggcaa aaaaattaaa ttatttattt atggaggatg gagagagggg aataatagaa
1301 gaacatccaa ggagaaacag agacaggooc aagagatgaa gagtgagagg geoatgogeac
1861 aaggctgacc aagagagaaa gaagtaggea tgagggatca cagggooocca gaaggoaggg
1%21 aaaggctctg aaagocagot goocgaccaga gococcacacg gaggeatotg cacccoctegat
1981 gaagccocaat aaacctottt teteotg

Sekil 13: TNF-f, geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bolgeyi ¢cogaltmada kullandigimiz primerlerin
gen iizerindeki baglanma bdlgeleri ile +252A>G polimorfik bolgesi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NC_000006.10&from=31648072&t0=31650077&d

opt=gb)
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TNF-B geni PCR yontemi icin yapilan optimisyon caligmalari sonucunda 25
ul’lik reaksiyon karisimi ig¢indeki girdilerin miktarlar1 Tablo 7°de gosterildigi gibi

belirlendi.

Tablo 7: TNF- geni PCR’1 i¢in her bir 6rnek basina olusturulan reaksiyon karigimi

PCR bileseni (stok) 25 pl kansimdaki Final
miktar konsantrasyon
10xTaq DNA polimeraz tamponu 2.5 ul IxTampon
MgCl, (25 mM) 2l 2 mM
dNTP mix (25 mM) 0.2 ul 200 uM
Primer forward (100 pmol/ pl) 0.2 ul 20 pmol
Primer reverse (100 pmol/ pl) 0.2 ul 20 pmol
Genomik DNA (200 ng/ 2ul) 2ul 200 ng
Taq DNA polimeraz (1.25u/ 2pul) 2ul 1.25u
Steril bidistile su 159 pl -
Toplam 25 ul

Reaksiyon karisimlar1 ve elde edilen DNA’lar PCR tiiplerine konduktan sonra
151 doniistiiriicii  cihazina yerlestirildi. En uygun PCR amplifikasyon kosullari,
optimizasyon caligsmalar1 sonucunda belirlendi. Amplifikasyon kosullari; 95°C’de 3 dk
ilk denaturasyon, 37 dongiilik: 95°C’de 30 sn denaturasyon, 68°C’de 30 sn
hibridizasyon, 74°C’de 60 sn uzama ve son olarak 74°C’de 6 dk son uzama seklinde
gerceklestirildi. Enzim hot start olarak uygulandi. TNF-f’ya ait olan PCR iiriinleri
etidium bromid ile boyanmis %?2.5’liik agaroz jelde yiiriitiilerek 782 bg biiyiikliigiindeki
iriin band1 gozlendi. Amplifikasyondan sonra TNF-B’ya ait PCR f{iriinlerinin her biri
Tablo 8’de belirtilen reaksiyon karisimi olusturulup tanima bélgesi 5°... CLCATGG...3’
ve 3’... GGTACTC...5’ seklinde olan Ncol kesim enzimi ile 37°C’de 16 saat kesime
birakildi.
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Tablo 8: TNF-f geni RFLP icin her bir 6rnek basina olusturulan reaksiyon karigimi

RFLP bileseni (stok) 15 pl karisimdaki Final

miktar konsantrasyon
10xNE Buffer 4 1.5l 1x NE Buffer 4
PCR iirtinii 10 pl -
Ncol kesim enzimi (10 u/pl) 0.5 ul Su
Steril bidistile su 3ul -
Toplam 15 ul

RFLP kesim iiriinleri, etidium bromid ile boyanmis %2.5’luk agaroz jelde

yiiriiterek goriintiilendi. Kesim sonucunda olusan parcalar su sekilde yorumlandi:

Gozlenen fragment boylar:
AA (yabanil) homozigot: 782 bg
AG heterozigot: 782 beg, 586 bg, 196 be
GG (varyant) homozigot: 586 bg, 196 be

3.4.6. IFN-y Geninin ASO PCR Yontemi ile Genotiplenmesi

IFN-y geni 1. intronu +874 bolgesindeki T>A polimorfizmi, ASO-PCR
yontemi ile belirlendi. ASO PCR’da internal kontrol olarak B-globine 6zgii primerler
kullanildi. IFN-y geni ASO PCR yontemi i¢in kullanilan primerlerin dizileri Tablo 9°da
gosterilmektedir. Bu primerlerin, dort ekzon iceren IFN-y geni iizerindeki baglanma

bolgeleri Sekil 14’de belirtilmistir.

Tablo 9: IFN-y geni genotiplemesinde kullanilan primerler

PRIMERLER
Internal Kontrol (F)* 5°-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3°
(B-globin) (R)* 5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’
ASO PCR (ortak) 5-TCA ACA AAG CTG ATA CTC CA-3

(T allel) 5-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCT-3’
(A allel) 5-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCA-3’

*F: forward primer, R: reverse primer
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agcaaatgat caatgtgctt
aggTaCE2A33 2A3TTLCCAg
accagaatgg cacaggtggg
tzaaggaaac tctaactaca
atcatcocty CCoCAatctgtco
Caggagactt caattaggta

atcatctgaa gatcagctat
cttgatacaa gaactactga
tatacaagtt atatcttgge
tgocaggacc catatgtaaa

ttttaatagt acttgtttot
gataggotgt catctottgt
tgactagatg agttoocttga
gtatagagac ttaaaaggga
agcataatga tgttaataat
atgcagatty aaazaaatga
attagcatta aazaggtaat
ctttggotta aaaaaataac
cttoctotatec tatattactt
aagaattatyg attctggcta
tttazaattt tattgatgot
ttaaazactta geotgttataa
tttattctta caacacaaaa
) T/Aallel primerleri

tgtttggaac tatcttttaa
taatagaaac ctgraccatt
Lgtttttgta ttttttagoc
gacctttgga gtatcagectt

kS comman primer

tgggaaataa aaaagctaaa
tgggaatact tattgttaga
cacatctgag ttcaatgaaa
aaccaatttt ttcttttttt

actcttttet taggeatttt

taattttcot gttgottget
ttcottocaa
ggagagtgac
aactttttaa aaactttaaa
aagacatgaa tgtcaagttt
tgactaatta tteg
gtgagg
gcaaagcatt tattcoctcocag
actcaactca tggctgaaac
aageoccagtaa gagaatcget
gcgtaaagac aggtgagrttg
ggagtactga gaagcagttce
ttgaatgaga ggctgtctgt
gttetecctee caactcagee
gtttococtcat cttaaaagga
ctococazaact ctacaatgeoa
ctttgaatag gtaccaggga
tgococaatta gaagoaagaa
tttatacctt atgaaaagat
tggagaactc cttagactcc
tctatazaca gaaagataac
ctagaagaca aaggcctcta
gagagggacec agggtecttea
ctattgctgg goctgoctct
catggoaaca ggrtctococttt
ggtgcccotg gottactgtt
zacattggaa agraaaatct
tctgeocaggaa ctgggoctta
ctacaaacct ccoctgtttott
tttggotcag ttgotaaget
tgtaatccoc cagccatcct
aaaaatgtaa tggcagagee
taaatggcoc tattggttag
gcagggtact ggaaaagttg

tgtgaatgaa
tcocttgaaty
cataatgggt
acacccaaat
accatctcat
taaataccag

tagaagagaa
tttoaactte
ttttcagetc
agaagcagaa

gottgaaaat
aggcagtcat
ctaaataatec
tttatgaatt
tttgtgotgg
ttggttatta
aggaaatgtt
tgataggtga
gtgaagratt
aggaatgttt
tzatgazaag
ttatagctgt
tcaaatctca
agctcgtata
ggggggcagt
tagcottgaaa
tgttgagctc
5

agaacataat
actaagcaga
cttgaaatat
tttttag
aat
gaagaattgg

ttctgatgga

agaaaaataa
gatgaccaga
ttcaatagca

ctatttaaat
aaagtagaca
tctaccttac
gaagtatgta
acaaattcca
totcattgte
cttaatggaa
accaaggaac
aactgttagg
aagaatagaa
caccccactg
tggttgctgt
tgttotatea
taagtcttac
grtgaggcat
gattcoctttg
agctageoatt
cactcctcte
ggttataaac
cagtcctgga
gtcacttgca
aaaaaatgaa
gatgggcaat
attttatgca
cagaaatgtg
aagaggaagy
agtgaggaga
ttgocaatteot
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gagtcaacat tttaccaggg
gtgtgaagta aaagtgococtc
ctgtcoctcatc gtcaaaggac
gocacaaaac cttagttatt
cttaaaaaac ttgtgaaaat
cagecagagg aggtgeage
a
agatcagtta agtcctttgg
tttggottaa ttctoctogga
tgocategttt tgggttcoctet
aaccttaaga aatatttt
gt
gactgaatat cgacttgctyg
tttgagattt ggtgttattt
tagatattgt tttaaccttc
ttccaaaaga tgggoataat
gaactcattc agttgtgata
gtttttgact tcoctcagactc
tacazattaa agtcaasaag
ttttoctocaa aaagtgattt
cocggaacttc gttgoctcact
aaaaatttta agtgaatttt
tttttacatt ttaaatattt
cataataata ttcagacatt
cacacacaca cacacacaca

(polimerfik bélge)

ataataccct acaggaaggc
attttatagt ggggtggctt
atactttctt tagcttacta
atttgtgaca ttgcaattta

agtctttgte tatatctcac
agagttgaaa aggaaatcag
atttttaagg caatttatgg

gcaggtecatt cagatgtage
aaaga

ggtaa gcotgaatatt
taaattcaca tcatococtcotg

tgoagagooa aattgtotoo
gcatccaaaa gagtgtggag
acaaaaagaa acgagatgac

totttetttg gttteattge
ttagctattt aacagttgct
tatttoccatt cgtogtttogg
atgtagagaa atgctggoat
gtgaagagga agtaggtgag
CCLtgCtCcAat Atgatggaas
agagcagtgg gaggagcotga
tgtgatgaat cacatggcotg
ttcactgtat aagtttgatg
23TgAagaaty AgATAgQAAJE
caagtctcota gocaacctat
ttgtttgttt ttagogaaas
actctoctatc aactttcaga
ctcatgaact Tgtatcttta
22agacCA3AT CATOLLLLELC
gggttgactt tgatataaat
tgtgttctta ggatatgtge
atgtaagccc ccagaaacag
tagacactca gCcacttgttt
taagtotett agtttettog
BACACACAJC TLOLCgaZsas
aaasaatctg tggtttotto
cttgagtgag ctotattaat
tgttatgoccc TLLgacasatt
gtgaggtagc catagtgttco
taaatggtcco acatcttatg
tgcaagtagt tcaatttgcot
taattttazaa ctttatatat

Coaagrogog
saagaatccc
ccaaggagtc
aatacaaact
acgtaatcect

cattgttetg
acctgatcag
aacgatgaaa
tggctgttac

aagtatgact
tagcatctcot
tgttaattat
tgotcagttt
atgggtatga
gtcaaggagt
taaggtcaag
gtccocttaaag
caacattctyg
gggattttgg
ttgagtttct
cattatttgt
Cacaattgat
cactcgoaca

acagtagatg
tgotgttttt
tagtttttgg
atggttatat

ataagocottt
tgaatattgt
gotaattgta

ggataatgga

cccatttgge
tttgtgeotot

ttttactteoa
accatcaagg
ttcgaaaage

cgagggtott
aaagctatga
tgactttgoa
tgtaactatt
gaagaagcag
ttctottact
gaagatgtgt
goctgggotoa
accttotttg
aagctacagt
cagattgtac
atagatagaa
atatctcageo
agttatggeot
agaatgtttt
gggctcaaat
tcagotttoa
aaaggagaga
ctaatccagt
tgatgatttg
ttttttcoctac
cttotggaag
tattattoto
agtctttage
ccaagattag
aagcatcateo
tgcctagaag
cagtaagccoa

Exon 1

(ASO PCR Primeri)

(AS0 PCR Primeri)

Exon 2

Exon 3
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3841 tatataaata tgattggggy Tgtttatttt asaatctatt atggaaattg agagactgac
3901 CTAATCTOUY AJAAATTAAA AATTACAQTT TTCACTOQTT TUUJATITOY TOTTTTOTAQ
3961 ggtacctaac ctagatcagt ggttctcaaa cttaggtgga tgtcagaatc acctggggag
4021 cttagtgaat goacagggca cagtoCttol acttcatgoa cootggatctc tgaggtottt
4081 gacaggtttc CUJATTAATLS TYCTATCJCAC AACAJTJAJA ATCATCJACC CATAQLTACE
4141 catttgatgc atacaggaaa gactgaagta taaagtgata taattggtag attgatgata
4201 FAGAQUTCAT AJAAACAQTS TOATOCTOST TTAJATJAJE AJATAJAAJT ToAJAQAGYT
4261 taagtagctg gotcaaggtc AgaattAttg catgcatgagy AttcAa’aaccc ACCTLLLTAL
4321 gotgactcoca caaccaggag TOTTLtcact ATATtAALLTC AAgAATTota tagaagtaga
4381 tttaaagata tgtgatggac tocaccacat tatagocacaa ctagaaatgt aattgtaatt
4441 TTragotToa ACTOCOTgAAT AAQTAAATAT TOTLATALTAS JUTAATACHY TOCALLLTLEE
4501 amaggaAtac TCLTACTILC ACCOACCATLC ATCACALCAJ CAJAATCALCC TOATJICTTA
45£1 tatgoctgaa attaattttg ctottttcott tocogatag

g taactgactt gaatgtocaa
4621 ogcaaagcaa tacatgaact catocaagtg atggotgaac tgtogocage agotaaaaca
4681 gggaagcgaa aaaggagtca gatgotgttt cgaggtocgaa gagecatocca gtaatggttg
4741 tootgootgo aatatttgaa ttttaaatot asatotattt attaatattt aacattattt
4801 atatggggaa tatatttita gactcatcaa tcaaataagt atttataata goaactttig
4861 tgtaatgaaa Aatgaatatot attaatatat gtattattta taattocotat atoctgtgac
4921 tgtcotcactt aatocctttgt tttotgacta attaggoaag gotatgtgat tacaaggett Exon 4
4981 tatotoaggg gocaactagg cagocaacot aagoaagate ccatgggttg tgtgtttatt
5041 tcacttgatg atacaatgaa cacttataag tgaagtgata ctatccagtt actgeooggtt
5101 tgaaaatatg cotgoaatot gagocagtgo tttaatggoa tgtoagacag aacttgaatg
5161 tgtoaggtga ccotgatgaa aacatagoat ctoaggagat ttoatgootg gtgottocaa
5221 atattgttga caactgtgac tgtacccaaa tggaaagtaa cteoatttgtt aaaattatea
5281 atatotaata tatatgaata aagtgtaagt toacaactac

ttatgctgtg ttggactitt

5341 coTAaAgTgAg ACCTYAQTY BAAQAACTAC CTATTAATGA ATTAgLAQYY AQIggagter
5401 tecttageotgt gaaaattita gagttgoatt tggttocatt aaatgtggta tttotttoca
5461 CTAQCATLLT QUIQYCTTLS QOTLTTCCAY TLAJCAJSCS TTCLJAATTAT CCLTOTAAgA
5521 tacagattta attatgtcac tattcaattc agaggttctg ctatggaatg tagtttaaac
5581 TgoTTAQOTT gUcACAcCAgA JATTTALILEC TAQCCCOTTC TOCACCITOC TATLLOCTEC
564]1 crtegtttoag AAtCECocts TocctoAteC aatgetggca aacaccagoyg ggggtggage
5701 agtgggtgta agotctaggy agaaggcocttg gattggaatc caagttattc cattacaagt
5761 AgTQTgACCST TTAATCACATLT ATCJTLACATEY TOTCAAJULLCS AJCSCTCATLE] TOCOAAAAAQ
5821 aaaaataatt gtgigttcct cataatattg tggtacgaat tgattctitc actcaagaaa
5881 TALTTACTOY AQTACCTACT ACATJCCTOY TUSTOTLOTA QACCTTOAJA TACCLTACTC
5941 aagcaaaaca gocaaggatc o

Sekil 14: IFN-y geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bolgeyi ¢ogaltmada kullandigimiz primerlerin
gen iizerindeki baglanma bolgeleri ile +874T>A polimorfik bolgesi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=184638)

ASO PCR yonteminde her bir 6rnek i¢in iki ayr1 reaksiyon karisimi hazirlandi.
Bu iki reaksiyon karistmindaki tek fark birinde T allel primeri bulunurken digerinde
bunun yerine A allel primerinin bulunmasi idi. Yapilan optimizasyon c¢alismalari
sonucunda 25 pl’lik reaksiyon karigimi igindeki girdilerin miktarlar1 Tablo 10’da
gosterildigi gibi belirlendi.

Reaksiyon karisimi ve elde edilen DNA’lar PCR tiiplerine konduktan sonra 1s1
doniistiiriicii  cihazina yerlestirildi. En uygun ASO PCR amplifikasyon kosullari,
optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda belirlendi. Amplifikasyon kosullari; 95°C’de 5 dk
ilk denaturasyon, 30 dongiilik: 95°C’de 45 sn denaturasyon, 56°C’de 45 sn
hibridizasyon, 72°C’de 1 dk uzama ve son olarak 72°C’de 8 dk son uzama seklinde
gerceklestirildi. Enzim hot start olarak uygulandi.
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Tablo 10: IFN-y geni ASO PCR’1 ic¢in her bir 6rnek basina olusturulan reaksiyon

karisimi

PCR bileseni (stok) 25 pl 25 ul Final
karisimdaki  karisimdaki ~ konsantrasyon
miktar 1 miktar 2

10xTaq DNA polimeraz tamponu 2.5 pl 2.5 ul Ix Tampon

MgCl, (25 mM) 2ul 2ul 2 mM

dNTP mix (25 mM) 0.2 ul 0.2 ul 200 uM

Primer commom (100 pmol/ pl) 0.1l 0.1l 10 pmol

Primer T allel (100 pmol/ ul) 0.1l - 10 pmol

Primer A allel (100 pmol/ ul) - 0.1l 10 pmol

Primer internal kontrol F 0.1 ul 0.1l 10 pmol

(100 pmol/ pl)

Primer internal kontrol R 0.1l 0.1l 10 pmol

(100 pmol/ pl)

Genomik DNA (200 ng/ 2ul) 2l 2ul 200 ng

Taq DNA polimeraz (1u/ 2ul) 2l 2ul lu

Steril bidistile su 159 ul 159 ul -

Toplam 25 ul 25wl

IFN-y’ya ait olan ASO PCR fiiriinleri etidium bromid ile boyanmis %3’liilk Nu
Micropor jelde yiiriitiillerek 262 bg biiyiikliigiindeki iiriin ve 100 b¢ biiyiikliigiinde
internal kontrol bandi gozlendi. Internal kontroliin biitiin orneklerde cogalmasi

bekleniyordu, cogalmadigi 6rnekler tekrar calisildi. Sonuglar su sekilde yorumlandi:

Reaksiyon karisim 1 Reaksiyon karisimm 2

(T allel) fragment boylar1 (A allel) fragment boylari
TT (yabamil) homozigot 262 bg, 100 bg 100 bg
TA heterozigot 262 be, 100 bg 262 be, 100 bg

AA (varyant) homozigot 100 bg 262 be, 100 bg
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3.4.7. Agaroz Jelin Hazirlamsi

Calismamiz icin % 2.5’luk agaroz jel ve % 3’lik nu micropor agaroz jel
hazirlandi. Bunlar i¢in sirasiyla 2.5 gr agaroz ve 3 gr nu micropor agaroz tartildi. Ayri
ayr1 erlen mayere alinan bu agarozlarin iizerine 100 ml 1XTBE eklenip mikrodalgada
iyice coziinene kadar kaynatildi. Sonradan sogumaya birakilan jelin sicakligi 80 °C’ye
ulaginca iizerine (¢eker ocak acik haldeyken) 100ul EtBr (0.5mg/ml’lik calisma
soliisyondan) eklendi ve jel iyice calkalanip taragi yerlestirilmis olan jel kabina
dokiildii. En az 1 saat beklenip jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilip jelde olusan

kuyulara PCR fiiriinleri yiiklendi.

3.4.8. Agaroz Jel Elektroforezi Sonuclarimin Degerlendirilmesi

15 ul PCR iiriinii, ASO PCR iiriinii veya RFLP iiriinii, 3 pl 6X jel yiikleme
boyasi (6X loading dye) ile karistirilarak jeldeki kuyulara yiiklendi. Kuyulardan birine
ise 2ul pUC19 DNA/Mspl (Hpall) veya ®X174 DNA/BsuRI (Haelll) adli molekiiler
belirteclerden (maker) biri, 3ul 6X jel yiikleme boyasi ve 13ul 1XTBE soliisyonu ile
kanistirilarak yiiklendi. Elektroforez 125 volt’da 30 dk siireyle yapildi. Elektroforez
sonunda, jel >320 nm boyunda transilliiminatérde incelenerek belirteg ve DNA’larin
gittikleri mesafelerden yararlanarak, DNA fragmentlerinin uzunlugu hesaplandi. Jel

fotograflari, UV goriintii analiz sisteminde ¢ekildi.

3.5.  ISTATISTIiKSEL DEGERLENDIRME

SPPS istatistik programi kullanilarak klinik bulgular ile genotipler arasinda
korelasyon analizi yapildi. Ayrica hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki allel ve genotip
frekanslarin1 karsilagtirmak icin Ki kare, olasilik oranlari (OR) ve P degeri hesaplandi.
SPSS ve Epiinfo istatistik programlar kullanilarak haplotip ve kompozit genotip analizi
yapildi. Elde edilen sonuclar incelenerek meme kanserinin polimorfik bolgeler ile

iliskileri olup olmadig1 degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. CALISMA GRUBU ILE ILGILI DEMOGRAFIK KARAKTERLERIN

DEGERLENDIRILMES]

Bu calismada, TNF-a -308G>A, TNF-f +252A>G ve IFN-y +874T>A
polimorfizmlerinin meme kanseri ile olan iliskisinin arastirilmasi amaciyla 204 meme
kanserli kadin hasta ile kendisinde ve ailesinde herhangi bir kanser ve diger ciddi bir
hastalik Oykiisii (astim, sedef, romatoid artrit gibi) olmayan saglikli ve 35 yas istii 204
kadin kontrol incelendi. Hastalarin yas ortalamasi 52.40 (en diisiik 28, en yiiksek 82),
kontrollerin yas ortalamasi ise 47.72 (en diisiik 35, en yiliksek 86) idi. Hastalar ve
kontroller arasinda sigara kullanimi acisindan herhangi bir farklilik yoktu ve her iki

grupta da sigara kullanmayanlarin sayis1 daha fazlaydi (sirasiyla %84.2 ve % 83.6).

Hasta grubu: Meme kanserli hastalarin aile oykiisii, sigara kullanimi, klinik tani,
kanserin tipi ve evresi, menars ve menapoz yasi, dogum sayisi ve ortalama emzirme
stiresi ile Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin durumu gibi demografik karakterleri
Tablo 11°de gosterilmistir. Hastalarda meme kanserinin baslama yaslarina bakildiginda,
hastaliga 50 yasin altinda ve iistiinde yakalananlarin sayisinin hemen hemen esit oldugu
goriildii. Hastalarin %54.6’sinda kanserle ilgili hicbir aile oykiisii yoktu; %14.3’{iniin
ailesinde meme kanserinin, %31.1’in ise diger kanser tiplerinin gozlendigi aile bireyleri
vardi. Bilateral meme kanseri tanis1 konmus hastalarin sayisi az olup (%6.3), sol veya
sag meme kanseri tanis1 konmus hastalarin sayist birbirine esitti. Hastalarin %88.5’ine
duktal karsinom, %6’sina ise lobular karsinom tanis1 konmustu. Hastalarin patolojik
evrelerine bakildiginda, en fazla evre II'in (%40.3) oldugu, bunu da %30.2 ile evre
IITA nin izledigi goriildii. Hastalarin cogunlugunun (%78.9) menarsa baslama yas1 15’in
altindaydi ve %39.3’ii henliz menapoza girmemisti. Menapoz yasi hastalarin yarisindan
cogunda 40 yasin iizerindeydi (%55.1). Ortalama emzirme siireleri cogunlukla 6 aydan
fazlaydir (%64.2). ER pozitif olanlarin sayis1 (%70.6) ve PR pozitif olanlarin sayisi
(%58.9) negatif olanlardan fazlaydi (Tablo 11).
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4.2.  TNF-o GENI POLIMORFIZMI

TNF-a geni -308G>A polimorfizmi ¢alisilan 204 hastanin 167’sinin (%81.9)
GG homozigot, 36’sinin (%17.6) GA heterozigot, 1’inin (%0.5) AA homozigot; 204
kontroliin ise 159 unun (%77.9) GG homozigot, 45’inin (%?22.1) GA heterozigot oldugu
tesbit edildi. Kontrollerde AA homozigot genotipine rastlanmadi (Tablo 12). ASO PCR
ve PCR-RFLP yontemleri ile calisilan 6rneklerin bazilarinin genotiplerini gosteren jel
fotograflar verilmigstir (Sekil 15, 16). Kontrol grubunun SNP dagilimi, Hardy-Weinberg
Dengesi (HWE) ile uyum icindeydi. Hasta ve kontrollerin genotip ve allel sikliklari
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla p=0.333 ve
p=0.4175). Genotiplerden, GG+GA’ya karsiik AA veya GG’ye karsiik GA+AA
karsilastinlldiginda da istatistiksel olarak bir iliski tesbit edilmedi (sirasiyla p=1.00 ve
p=0.3230). Ayn1 zamanda meme kanserli hastalarin aile dykiisii, sigara kullanimi, klinik
tani, kanserin evresi, menars ve menapoz yasi, dogum sayisi ve ortalama emzirme siiresi
ile Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin durumu ile TNF-a -308 G>A polimorfizmi
arasinda bir iliski saptanmadi (Tablo 11). Fakat meme kanserinin tipi ile TNF-a geni
-308G>A polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu gozlenmis
olup (p=0.003), sadece bir kiside gozlenen AA homozigot genotipine lobiiler

karsinomlu meme kanseri hastasinda rastlanmistir (Tablo 11).

183 b p
100 b P

Sekil 15: TNF-alfa geni ASO PCR sonuglari. 184 bp’lik band TNF-a polimorfizminin
bulundugu bolgeyi, 100 bp’lik band ise internal kontrolii gostermektedir. Her bir 6rnek
icin yan yana iki kuyu kullanilmistir. Ik kuyular A allel primerine, ikinci kuyular ise G
allel primerine ait ASO PCR sonuglarin1 gostermektedir. Kuyulardan 1-2, 5-6 ve 7-8
GG homozigot genotipleri, 3-4 GA heterozigot genotipi yansitmaktadir. M: pUCI19
DNA/Mspl (Hpall) Marker; 501 bg, 489 bg, 404 bg, 331 be, 242 be, 190 bg, 147 be, 111
be, 110 bg, 67 b¢ ve 34 b¢ olmak iizere 11 fragment icermektedir (Markera ait ilk iki
band tek band olarak goriilmektedir).
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Sekil 16: TNF-alfa geni RFLP sonuclari. 2. kuyu GA heterozigot genotipi, 1, 3, 4 ve 5.
kuyular GG homozigot genotipleri gostermektedir. M: pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
Marker.

4.3.  TNF-p GENi POLIMORFiZMi

TNF- geni +252A>G polimorfizmi i¢in, ¢alisilan 204 hastanin 103’iiniin
(%50.5) AA homozigot, 83 ‘iiniin (%40.7) AG heterozigot, 18’inin (%8.8) GG
homozigot; 204 kontroliin ise 88’inin (%43.1) AA homozigot, 108’inin (%52.9) AG
heterozigot, 8’inin (3.9) GG heterozigot oldugu tesbit edildi (Tablo 12, Sekil 17).
Kontrol grubunun SNP dagilimi, Hardy-Weinberg Dengesi ile uyum i¢indeydi. Hasta ve
kontrollerin genotip dagilimlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugu goriildii (p=0.016). AA’ya karsilik AG+GG karsilastirildiginda hasta ve
kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p=0.1368) gozlenmezken,
AA+AG genotiplerine karsilik homozigot resesif genotip GG karsilastirildiginda ise
anlamli bir farklilik oldugu gozlendi (p=0.0468, OR=2.371 %95CI 1.007-5.584). GG
homozigot genotipine, hastalarda kontrollere nazaran yaklasik 2.5 kat daha fazla
rastlanildig1 ve bu genotipin, meme kanseri riskini artirdig1 saptandi. Allel dagilimlar
karsilastirlldiginda ise hasta ve kontroller arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark
gozlenmedi (p=0.7019). Aym1 zamanda meme kanserli hastalarin aile Oykiisii, sigara
kullanimu, klinik tani, kanserin tipi ve evresi, menars ve menapoz yasi, dogum sayisi ve
ortalama emzirme siiresi ile Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin durumu ile TNF-3
+252A>G polimorfizmi karsilastirildiginda bunlar arasinda istatistiksel olarak herhangi
bir iligki bulunmadi (Tablo 11).
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198 bip | - - . - -

Sekil 17: TNF-beta RFLP sonuglari. 1, 2, 3, 6 ve 7. kuyular AA homozigot genotipleri,
4, 5, 8 ve 9. kuyular AG heterozigot genotipleri gostermektedir. M: ®X174
DNA/BsuRI (Haelll) Marker; 1353 bg, 1078 bg, 872 bg, 603 bg, 310 bg, 281 bg, 271 be,
234 bg, 194 be, 118 be ve 72 be olmak iizere 11 fragment icermektedir (281 bg ve 271

b¢ uzunlukta olan bandlar tek band olarak goriilmektedir).

44.  IFN-y GENI POLIMORFIZMi

IFN-v geni +874T>A polimorfizmi i¢in ¢alisilan 204 hastanin 41’inin (%?20.1)
TT homozigot, 112’sinin (%54.9) TA heterozigot, 51’inin (%25.0) AA homozigot; 192
kontroliin ise 69’unun (%35.9) TT homozigot, 74’liniin (%38.5) TA heterozigot,
49’unun (%25.5) AA homozigot oldugu goézlendi (Tablo 12, Sekil 18). Kontrol
grubundan 12 Ornegin DNA’lar1 yetersiz oldugundan dolayi, sadece IFN-y geni
+874T>A polimorfizmi i¢in digerlerinden farkli olarak 192 kontrol kullanilmistir.
Genotip sikliginin kontrollerde Hardy-Weinberg Dengesi ile uyum gosterdigi goriildii.
Hasta ve kontrollerin genotip dagilimlar karsilastinldiginda (TT, TA, AA) istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goriildii (p=0.001). TT homozigot genotipe kontrollerde,
heterozigot genotipe (TA) de hastalarda daha fazla rastlanmis olup, TA genotipinin
meme kanserine yatkinlik olusturdugu saptandi. Allel dagilimlar1 karsilagtirildiginda da
yine hasta ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriildii
(p=0.0312; OR=1.36, %95 CI 1.028-1.798). A alleline, hastalarda, kontrollere nazaran
yaklasik 1.4 kat daha fazla rastlanmis olup, bu allelin meme kanseri riskini artirdigi
saptandi. Cok daha anlaml bir iligki ise, TT genotipine karsilik TA+AA genotipleri
karsilagtirildiginda ortaya ¢ikti (p=0.0004, OR=2.23 %95 CI 1.419-3.504). Genotip
dagilimi acisindan degerlendirildiginde A alleli tasiyan genotiplere (TA+AA), meme
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kanserli hastalarda daha fazla rastlanildigi ve bu genotiplerin meme kanseri riskini
onemli derecede artirdigi saptandi. TT+TA genotiplerine karsiik AA genotipi
karsilastinlldiginda ise istatistiksel olarak herhangi bir farklilik goriilmedi (p=0.9051).
Ayni zamanda meme kanserli hastalarin aile Oykiisii, sigara kullanimi, klinik tani,
kanserin tipi ve evresi, menars ve menapoz yasi, dogum sayisi ve ortalama emzirme
siiresi ile Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin durumu ile IFN-y +874T>A
polimorfizmi karsilastirildiginda bunlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

gozlenmedi (Tablo 11).

262 bp e == -———

100 bp P s o o o S5 - -

Sekil 18: IFN-gamma geni ASO PCR sonuglari. 262 bp’lik band IFN-y polimorfizminin
oldugu bolgeyi, 100 bp’lik band ise internal kontrolii gostermektedir. Her bir 6rnek i¢in
yan yana iki kuyu kullanilmustir. ilk kuyular T allel primerine, ikinci kuyular ise A allel
primerine ait ASO PCR sonuglarini gostermektedir. Kuyulardan 1-2 AA homozigot
genotipi, 3-4 TA heterozigot, 5-6 ise TT homozigot genotipi yansitmaktadir. M: pUC19
DNA/Mspl (Hpall) Marker.

4.5. TNF-a, TNF-B, ve IFN-y GEN POLIMORFIZMLERiI HAPLOTIP ve

KOMPOZIT GENOTIP ANALIZLERI

Haplotip analizinde SNP-SNP etkilesimlerinden, TNF-a/f genleri GAAG
haplotinin goriildiigii 65 ©Ornegin 25’ini (%12.3) hastalar, 40’1m1 (%19.6) kontroller
olusturmaktaydi (Tablo 13). Hasta ve kontroller karsilastirildiginda GAAG haplotipinin,
kontrollerde hastalara gore yaklasik 1.5 kat daha fazla goriildiigii ve meme kanseri riski
acisindan koruyucu bir etkisi oldugu istatistiksel olarak saptandi (p=0.0424, OR=0.573
%95C1 0.333-0.985).
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Kompozit genotip analizinde, ikili genotiplerden TNF-o/IFN-y genleri GGTT
kompozit genotipin goriildiigii 81 ornegin 33’iinii (%16.2) hastalar, 48’ini (%25)
kontroller olusturmaktaydi (Tablo 13). Hasta ve kontroller karsilastirildiginda GGTT
kompozit genotipinin, kontrollerde hastalara gore 1.5 kat daha fazla goriildiigii ve meme
kanseri riski agisindan koruyucu oldugu tesbit edildi (p=0.0296, OR=0.579 %95CI
0.353-0.950). Daha koruyucu bir etki ise GATT kompozit genotip analizinde goriildii.
29 ornekte goriilen GATT kompozit genotipinin 8’1 (%3.9) hastalarda, 21’1 (%10.9)
kontrollerde tesbit edildi (Tablo 13). Hasta ve kontroller karsilastrildiginda GATT
kompozit genotipinin kontrollerde hastalara gore yaklasik 3 kat daha fazla goriildigii ve
meme kanseri riski acisindan koruyucu oldugu saptandi (p=0.0129, OR=0.332 %95CI
0.144-0.770). Istatistiksel olarak en kuvvetli koruyuculuk iliskisine ise TNF-B/IFN-y
genleri AGTT kompozit genotipine sahip hasta ve kontroller karsilastirildiginda
rastland1 (p=0.0003, OR=0.295 %95 CI 1.151-0.576). AGTT kompozit genotipine sahip
49 ornegin 13’iinti (%6.4) hastalar, 36’si1m1 (%18.8) 3 katlik bir fark ile kontroller
olusturmaktaydir (Tablo 13). Tam tersi bir iligkiye ise TNF-o/IFN-y genleri GGTA
kompozit genotip analizinde rastlandi. 152 Ornekte gorilen GGTA kompozit
genotipinin 90’11 (%44.1) hastalar, 62’sini (%32.3) ise kontroller olusturmaktaydi.
Hasta ve kontroller karsilastrildiginda GGTA kompozit genotipinin, hastalarda
kontollere gore yaklasik 1.5 kat daha fazla goriildiigii ve meme kanseri riskini artirdigi
saptand1 (p=0.0156, OR=1.655 %95CI 1.099-2.494).

Ayrica calistigimiz ii¢ polimorfik gen bolgesinin SNP etkilesimleri incelendi
ve yapilan iiclii kompozit genotip analizi sonucunda TNF-o/B/IFNY genleri GGAGTT
kompozit genotipinin, kontrollerde hastalara gore yaklasik 2.3 kat daha fazla oldugu ve
meme kanserine karsi koruyucu etkisi oldugu goriildii (p=0.0437; OR=0.420, %95 CI
0.177-0.998). GGAGTT kompozit genotipine sahip 25 6rnegin 8’ini (%3.9) hastalar,
17°sini (%8.9) kontroller olusturmaktayd: (Tablo 14). Daha kuvvetli bir koruyuculuk
iliskisine ise GAAGTT kompozit genotip analizinde rastland1 (p=0.0038; OR=0.229,
9%95 CI 0.084-0.626). GAAGTT kompozit genotipine sahip 24 6rnegin 5’ini (%?2.5)
hastalar, 19’unu (%9.9) kontroller olusturmaktayd: (Tablo 14). GAAGTT kompozit
genotipinin kontrollerde, hastalara gore yaklasik 4 kat daha fazla goriildiigii ve meme

kanseri riski agisindan kuvvetli bir koruyucu etkisi oldugu saptandi.
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5. TARTISMA

TNF-a, TNF-B ve IFN-y genlerinin, tiimor hiicrelerine kars1 immiin cevaptaki
ve kanser patogenezindeki rolleri gbzoniine alindiginda, bu genlerin meme kanseri
caligsmalari i¢in potansiyel adaylar oldugu 6ne siiriilmektedir. TNF-o -308G>A, TNF-f3
+252A>G ve IFN-y +874T>A gen polimorfizmleri ile meme kanseri arasindaki iliskiyi
incelemek icin farkli populasyonlarda bir¢ok calisma yapilmistir ve bu caligmalarin
sonuglar1 birbirinden farklilik gostermektedir (Chouchane ve ark., 1997; Mestiri ve ark.,
2001; Park ve ark., 2002; Giordani ve ark., 2003; de Jong ve ark., 2003; Smith ve ark.,
2004; Azmy ve ark., 2004; Lee ve ark., 2005; Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a; Scola
ve ark., 2006; Gaudet ve ark, 2007; Goniilli ve ark., 2007; Kohaar ve ark., 2009).
Meme kanseri ile TNF-a -308G>A, TNF-f +252A>G ve IFN-y +874T>A gen
polimorfizmleri arasindaki iliskinin ¢alisildigi arastirma sonuglar1 ile kendi

bulgularimizi karsilagtirdik (Tablo 15).

5.1.  TNF-a GENI -308G>A POLIMORFIZMI

TNF-a -308G>A promotor polimorfizmi, TNF-o’nin ifadesini etkiler ve -308A
alleli yiiksek miktarda TNF-o iiretirken, -308G alleli azalmis TNF-a iiretimi ve
dolayisiyla artan meme kanseri riski ile iliskilendirilmistir (Chen ve ark., 1996; Wilson
ve ark., 1997; Kroeger ve ark., 1997). TNF-a -308G/A polimorfizminin, transkripsiyon
faktorii aktivatdr protein-2 (AP-2)’nin baglanma bolgesi olan bir konsensus diziyi
etkiledigi rapor edilmistir (Kroger ve Abraham, 1996). -308G alleli varliginda TNF-
o’nin 10 bp’lik bir bolgesi, AP-2’nin konsensus baglanma bolgesi ile homoloji
gostermektedir ki bu homoloji, -308 A varyantinda azalir (Kroger ve Abraham, 1996).
Fakat, daha sonra yapilan bazi calismalarda, AP-2 transkripsiyon faktdriiniin, polimorfik
bolge ile konsensus diziye sahip olmasina ragmen, -308 polimorfik bolgesi ile
etkilesime girmedigi gosterilmistir (Wilson ve ark., 1997; Baseggio ve ark., 2004).
Belki de polimorfik bolgedeki DNA konformasyonundaki degisimin sonucu olarak
farkli cekirdek proteinlerinin baglanma yetenekleri degismekte ve TNF-o geninin
transkripsiyonel aktivitesi etkilenmektedir. Bircok farkli tiimor tipinde artmis TNF-a -

308 GA genotipi ile birlikte, malignant tiimorlii hastalarda ©onemli derecede artig
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gostermis -308G alleli rapor edilmistir (Chouchane ve ark., 1997; Oh ve ark., 2000; Ho
ve ark., 2004).

TNF-a -308G>A polimorfizmi ile sadece meme kanseri arasinda degil, ayn
zamanda diger kanser tiplerinden non-Hodgkin’s lenfoma (Chouchane ve ark., 1997;
Warzocha ve ark., 1998; Juszczynski ve ark., 2002; Wang ve ark., 2006; Rothman ve
ark., 2006), gastrik kanser (Shimura ve ark., 1995), multiple miyeloma (Davies ve ark.,
2000; Morgan ve ark., 2005; Brown ve ark., 2007; Kadar ve ark., 2008), akciger kanseri
(Shih ve ark., 2006), invasiv servikal kanser (Duarte ve ark., 2005), oral squamous
hiicre karsinomasi (Liu ve ark., 2005; Vairaktis ve ark., 2008) ve prostat kanseri (Saenz-
Lopez ve ark., 2008) arasinda da iliski gozlenmistir (Tablo 2).

TNF-a -308G>A promotor polimorfizminin, c¢alisilan populasyonlarda farkli
sikliklarda oldugu gozlenmistir. Normal populasyonda, beyazlarin (Amerika,
Avustralya, Danimarka, Ingiltere, Almanya, Isvicre) yaklasik %60-70’i G alleli icin
homozigot, %30-40’1 heterozigot, %1.5-3’ii A alleli icin homozigot (Demeter ve ark.,
1997; Wihlborg ve ark., 1999; Hoffman ve ark., 2002; Skorpil ve ark., 2007; Javor ve
ark., 2007; Zabaleta ve ark., 2008), Japon, Cin, Tayvan, Bat1 Afrika, Italyan, Fransiz ve
Ispanyollarin %80-97°si G alleli i¢in homozigot, %3-17’si heterozigot ve %0-3’ii A
alleli i¢in homozigottur (Cuenca ve ark., 2001; Bagheri ve ark., 2006; Skorpil ve ark.,
2007). Calismamizda normal populasyon (204 kontrol) icin elde ettigimiz oranlar ise G
allelinin homozigot formu i¢in %77.9, heterozigot icin %22.1, A allelinin homozigot
formu i¢in %0 olup Afrikali Amerikanlar, Slovak, Kore ve Singapur Cinlilerinde
bulunan sonuclarla benzerlik gostermektedir (Bagheri ve ark., 2006; Javor ve ark.,
2007; Zabaleta ve ark., 2008). Tiirkiye’de (Istanbul ilinde) yapilan baska bir calismada
da normal populasyonun (146 kontrol) %79.5’t GG homozigot, %20.5’i GA
heterozigot, %0’1 AA homozigot olup bizim sonug¢larimizla benzerlik gostermektedir
(Ates ve ark., 2008).

204 meme kanserli hasta ve 204 saglikli kontrol kullanarak yaptigimiz
calismamizda, TNF-o -308G>A polimorfizmi ile meme kanseri arasinda gerek genotip
(p=0.333) gerekse allel (p=0.4175) dagilimlar1 acisindan istatistiksel olarak herhangi bir
iliski bulunamamistir. Hasta ve kontrollerin genotiplerini GG+GA'’ya karsilik AA veya
GG’ye karsilik GA+AA olarak karsilagtirildifimizda da istatistiksel olarak bir iliski
olmadig1 goriilmiistiir (sirastyla p=1.00 ve p=0.3230). Diger populasyonlarda yapilan
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caligmalarinin bir¢ogunda da bizim sonuglarimizla benzer sekilde TNF-a -308G>A
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda iligki tesbit edilememistir (Park ve ark., 2002;
de Jong ve ark., 2003; Giordani ve ark., 2003; Azmy ve ark., 2004; Kamali-Sarvestani
ve ark., 2005; Scola ve ark., 2006; Gaudet ve ark., 2007; Ostashkin ve ark., 2008).

Amerika’da 3318 hasta ve 2841 kontrol; Polonya’da 2228 hasta ve 2378
kontrol gibi cok genis populasyonlarla yapilan caligmalarda meme kanseri ile TNF-a -
308G>A polimorfizmi arasinda (sirasiyla p=0.48 ve p=0.12) istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunmamistir (Gaudet ve ark., 2007). Amerika ve Polonya’da yapilan bu
calismalarin sonuglarinin birlestirilmis analizinde de TNF-a -308 G>A polimorfizmi ile
meme kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gézlenmemistir (p=0.15)
(Gaudet ve ark., 2007). Bu calismalarda, genotip-meme kanseri risk iliskisi, teshis yast,
menapozal durum, aile 6ykiisii ve meme kanseri tipine gore olusturulan alt gruplarda da
istatistiksel olarak anlamli bir farklilhik goriilmemistir (Gaudet ve ark., 2007).
Hollanda’da yapilan ve 956 meme kanserli hasta ve 1271 saglikli kontroliin katildig1
diger bir genis populasyonlu ¢alismada da bizim bulgularimizla benzer sekilde meme
kanseri ile en az bir A alleli tasimak arasinda herhangi bir iliski (OR = 0.90, %95 CI
0.75-1.08) bulunamamistir (de Jong ve ark., 2003). Azmy ve ark.’larinin, iki farkli
TNF-o promotor polimorfizmi ile yapmis olduklart c¢alismada, TNF-o -308
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda bizim sonuglarimiza benzer sekilde herhangi bir
iliski (OR=0.82, %95 CI 0.64-1.04) saptanmamistir (Azmy ve ark., 2004). 709 meme
kanserli hasta ve 498 saglikli kontroliin kullanildig1 bu ¢alismada ayn1 zamanda, -308 A
alleli, meme kanserli aile Oykiisii bulunan altgrubu olusturan meme kanserli bireylerle
de iliskilendirilememistir (OR=0.79, %95 CI 0.49-1.26).

Bizim ¢alisma populasyonumuzdan biraz daha biiyiik bir populasyon iizerinde
calisan Kamali-Sarvestani ve ark.lar1, franli 223 meme kanserli hasta ve 267 saglikl
kontrol ile yapmis oldugu calismada, ¢alismamizdaki sonuclarla benzer olarak TNF-a
-308 polimorfizmi ile meme kanseri arasinda anlamli bir iliski olmadigini
gozlemislerdir (p=0.96) (Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a). Ayni calismada TNF-a
polimorfizmi ile, klinik tiimor biiyiikliigii, lenf nodu durumu ve hastaligin baslangi¢ yasi
arasinda anlamli bir iliski bulunamamastir.

Daha kiiciik populasyonlarla yapilan c¢alismalardan bazilarinda da bizim

calismamizdaki sonuglara benzer sonuglar bulunmustur. Rusya’da 167 sporadik meme
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kanserli hasta ve 139 kadin kontrol kullanilarak yapilan calismada da, -308
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda bir iligkiye rastlanmamustir (Ostashkin ve ark.,
2008). Italyan populasyonunda TNF-a -308 polimorfizmi ile meme kanseri arasindaki
iliskinin incelendigi iki calisma bulunmaktadir. Bu iki c¢alismanin sonuglari hem
birbirleriyle hem de bizim sonuglarimizla benzerlik gostermektedir. Giordani ve
ark.’larinin 125 meme kanserli hasta ve 100 saglikli kontrol; Scola ve ark.’larinin da 84
meme kanserli hasta ve 226 saglikli kontrol ile yapmis olduklari Italyan hasta-kontrol
calismalarinda sitokin gen polimorfizmlerine bakilmis ve TNF-a -308 polimorfizmi ile
meme kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski saptanamamistir (Giordani
ve ark., 2003; Scola ve ark., 2006). Koreli 95 meme kanserli hasta ve 190 kontrol ile
yapilan diger bir ¢alismada, TNF-a -308 polimorfizmi bizim ¢aligmamizda da oldugu
gibi meme kanseri ile istatistiksel olarak iliskilendirilememis, fakat GG genotipinin
sikliginin, meme kanserli hastalarda saglikli kontrollerle kiyaslandiginda daha fazla
oldugu gosterilmistir (Park ve ark., 2002).

Daha 6nce Tiirkiye’de yapilan diger bir ¢alismada, sitokin gen polimorfizmleri
ile meme kanseri arasindaki iliskiye bakilmistir (Gonullu ve ark., 2007). Marmara
Bolgesi’nde (Bursa ili) yapilan ve 38 meme kanserli hasta ve 24 saglikli kontroliin dahil
edildigi bu ¢alismada TNF-a -308 polimorfizmi ile meme kanseri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki bulunamamistir (Gonullu ve ark., 2007). Calisilan populasyon
cok kiiciik olmakla beraber, bu ¢alismada elde edilen sonuclar, bizim sonuglarimizla
benzerlik gostermektedir.

Bizim sonuglarimizdan farkli olarak TNF-a -308 polimorfizmi ile meme
kanseri arasinda iligskinin tesbit edildigi calismalar da bulunmaktadir. Smith ve
ark.’larmin, Ingiltere’de meme kanserli hastalarda yapmis oldugu calismada, genel
dagilima bakildiginda TNF-a -308 genotipleri ile meme kanseri arasinda istatistiksel
olarak bir iligki saptanamamustir (p=0.07) (Smith ve ark., 2004). Fakat Smith ve
ark.’larinin 144 meme kanserli hasta ve 261 saglikli kontrol kullanarak yapmis oldugu
bu calismada, bizim sonuclarimizdan farkli olarak, GG genotipinin sikliginin, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda meme kanserli hasta grubunda anlamli derecede artmis
oldugu (p=0.03; OR=1.83, %95 CI 1.08-3.09) gozlenmistir (Smith ve ark., 2004). Bu
calismada bizim sonug¢larimizdan farkli bir sonucun ¢ikmasinda, kullanilan saglikli

kontrollerin yarisinin erkek olmasi ve kontrol grubunun yas ortalamasinin hasta
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grubununkine gore diisiik olmasi etken olabilir. Chouchane ve ark.’lari, TNF-a -308
polimorfizmini, Tunuslu 40 meme kanserli hasta ve 106 saglikli kontrol ile ¢alismis ve
bizim sonuglarimizdan farkli olarak TNF-a heterozigot genotip ile meme kanseri
(p<0.001; RR=3.2) arasinda anlaml1 bir iliski oldugunu gdstermislerdir (Chouchane ve
ark., 1997). Ayni calisma grubu, meme kanserli hastalarin (n=243) ve saglikli
kontrollerin sayisin1 (n=174) artirarak calismay1 tekrarlamis ve AA homozigot genotipi
ile meme karsinomasi arasinda anlaml bir iligki (p=0.0006, RR=4.4) tesbit etmislerdir
(Mestiri ve ark., 2001). Bu calismaya dahil edilen meme kanserli hastalarin hepsinin,
tek tarafli meme tiimoriine sahip olmalar1 ve ¢alisilan populasyonun farkli olmasi bizim
sonuglarimizdan farkli bir sonucun olusmasina sebep olmus olabilir.

Bizim sonuclarimizdan farkli olan diger bir caligmada, TNF-a -308 GA
heterozigot genotipinin, meme kanserli hastalarda (sporadik) saglikli kontrollerden 9.5
kat daha fazla bulundugu gosterilmistir (p<0.0001) (Kohaar ve ark., 2009). Ay
calismada meme kanserli hastalar, meme kanseri i¢in yiiksek riskli grup (meme kanseri
aile oOykiisii olan) ile karsilastirildiginda ise bu riskin 5 kat arttigi gozlenmistir
(p=0.0002). Hindistan’da 127 birey (40 meme kanserli hasta [35 sporadik ve 5 ailesel],
87 meme kanseri icin yiiksek riskli grup) ve 150 kontrol kullanilarak yapilan bu
calismada meme kanseri i¢in yiiksek riskli olan grup ile kontroller arasinda TNF-a -
308G>A polimorfizmi agisindan herhangi bir farklilia rastlamilmamistir. Yine bu
calisgmada A allel sikligimin meme kanserli hastalarda kontrol grubunkinden 6.5 kat
fazla oldugu goriilmiistiir. Calisilan populasyonun farkli bir etnik kokenden geliyor
olmasinin boyle bir farkliliga neden oldugu kanaatindeyim.

Calismamizda, hastalarin demografik karakterleri ile TNF-o -308G>A
polimorfizmi karsilastirilmis ve meme kanserli hastalarin aile oykiisii, sigara kullanima,
klinik tani, kanserinin evresi, menars ve menapoz yasi, dogum sayist ve ortalama
emzirme siiresi ile ostrojen ve progesteron reseptorlerinin durumu ile TNF-a -308G>A
polimorfizmi arasinda bir iligki saptanmamustir. Buna karsilik meme kanserinin tipi ile
TNF-a geni -308G>A polimorfizmi arasinda bir iliski oldugu gézlenmis (p=0.003) olup
tek olan AA homozigot genotipine lobiiler karsinomlu meme kanseri hastasinda
rastlanmistir Yapilan baska bir calismada, TNF-a -308 GA genotipini tagiyan infiltratif

lobular karsinomlu meme kanseri hastalarina, ayni genotipi tasiyan infiltratif duktal
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karsinomlu meme kanseri hastalarindan daha sik rastlandigi goriilmiistiir (%34.0’a

karsilik %17.3, p=0.034) (Ostashkin ve ark., 2008).

5.2.  TNF-p GENI +252A>G POLIMORFIiZMi

TNF-B geni birinci intronu i¢indeki +252A>G polimorfizminin, TNF-f’nin
plazma diizeyini ve in vitro TNF-f ifadesini etkiledigi rapor edilmistir (Messer ve ark.,
1991; Ozaki ve ark., 2002). 4252 A alleli, G alleline gore daha giiclii bir transkripsiyon
faktoriidiir (Messer ve ark., 1991). GG genotipine sahip olanlarda, TNF- iiretimi, A
alleline sahip olanlara gore anlamli derecede diisiiktiir (Whichelow ve ark., 1996). TNF-
B +252A>G polimorfizminin meme kanseri riskini artirdigi rapor edilmistir (Park ve
ark., 2002; Lee ve ark., 2005b). TNF-f +252A>G polimorfizmi, meme kanseri kadar
akciger kanseri (Hagihara ve ark., 1995), gastrik kanser (Shimura ve ark., 1995) ve non-
Hodgkin’s lenfoma (Warzocha ve ark., 1998; Wang ve ark., 2006), endometrial kanser
(Niwa ve ark., 2007), kolorektal kanser (Park ve ark., 1998) ve multiple miyeloma
(Davies ve ark., 2000) ile de iliskilendirilmistir.

TNF-f geni +252A>G polimorfizmi acisindan, normal populasyonda
beyazlarin, %40-45’1 yabanil tip A alleli i¢cin homozigot, %40-45’1 heterozigot ve
yaklasik %15’ 1 de varyant G alleli i¢in homozigottur (Demeter ve ark., 1997; Wihlborg
ve ark., 1999). Calismamizda ise normal populasyonunun (204 saglikli kontrol) %43.1°1
AA homozigot, %52.9’u heterozigot ve %3.9’u GG homozigot olarak belirlenmistir.
Beyaz populasyonla karsilastirdifimizda, bizim populasyonumuzda GG homozigot
genotipine daha az rastlanildig1 gézlenmistir.

Calismamizda hasta ve kontrollerin genotip dagilimlart karsilastrildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu belirlenmistir (p=0.016). AA homozigot
genotipe hastalarda daha fazla rastlanirken, heterozigot genotipe (AG) kontrollerde
daha fazla rastlanmistir. AA+AG’ye karsilik GG karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
oldugu gozlenmistir (p=0.0468, OR=2.371 %95CI 1.007-5.584). GG genotipine, meme
kanserli hastalarda kontrollere nazaran yaklagik 2.5 kat daha fazla rastlanmistir. Allel
sikliklar karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga rastlanmamastir
(p=0.7019).

Istatistiksel olarak elde ettigimiz sonuglarin, diger bazi arastirmacilarin

sonuclartyla benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Park ve ark.’larinin Koreli 95 meme
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kanserli hasta ve 190 saglikli kontrol ile yapmis oldugu calismada, GG genotipinin
sikliginin, bizim sonug¢larimizla da benzer sekilde, meme kanserli hastalarda kontrol
grubuna gore anlamli derecede yliksek oldugu goriilmiistiir (p=0.001; OR=5.33, %95 CI
2.33-12.19) (Park ve ark., 2002). Park ve ark.’larinin calismasinda G allel sikliginin da
meme kanserli hastalarda, kontrol grubunkinden daha fazla oldugu saptanmistir
(p=0.015). Yas ile TNF-B +252 genotipleri arasinda anlamli bir iligki bulunamamastir.
Yine Kore’de yapilan bir diger ¢alismada, Koreli 560 meme kanserli hasta ve 509
saglikli kontrol kullanilmig ve TNF-B G allelini tagiyan genotiplerin (AG veya GG),
postmenapozal meme kanseri riskini artirdiZi (OR=1.7, %95 CI=1.09-2.55)
gosterilmistir (Lee ve ark., 2005b).

Hindistan’da yapilan bir diger calismada ise 4252 A>G polimorfizmi acisindan
meme kanseri i¢in yiiksek riskli grup (meme kanseri aile Oykiisii olan) ile kontroller
arasinda 8 katlik bir fark ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski ortaya konmustur
(p<0.0001, OR=8.27, %95 CI 4.28-16.0) (Kohaar ve ark., 2009). G alleli tasiyan
genotiplerin sikligimin (AG ve GG) meme kanseri icin yiiksek riskli grupta
kontrollerden ¢ok daha fazla oldugu saptanmistir. Daha zayif bir iliskiye, meme kanseri
icin yiiksek riskli grup ile meme kanserli hastalar (sporadik) karsilastirildiginda
rastlanmistir (p=0.007). Bu sonuglar da, bizim c¢alismamizda tesbit ettigimiz GG
genotipine hastalarda daha fazla rastlanildig1 bulgulariyla uygunluk gostermektedir

Bizim bulgularimizin aksine, bazi populasyon caligmalari TNF- +252A>G
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda hicbir iligki tesbit edememistir. De Jong ve
ark.’larinin Hollandali 956 meme kanserli hasta ve 1271 kontrol; Kamali-Sarvestani ve
ark larmnin Iranli 223 meme kanserli hasta ve 267 kontrol ile yapmis oldugu ¢alismada,
TNF-B polimorfizmi ile meme kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamamistir (de Jong ve ark., 2003; Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a). Her iki
calismada da kullanilan hasta ve kontrollerin ozelliklerinin bizim c¢alismamizda
kullandiklarimizla aym olmasmma ragmen, sonuglarin bizim sonuclarimizdan farkl
cikmasi, farkli populasyonlar olmalarindan kaynaklanabilir.

Polonya ve Amerika’da genis bir populasyon ile yapilan ve TNF lokusundaki
polimorfizmlerin bir kisminin meme kanseri ile iliskisine bakildig1 bir ¢alismada da
TNF-B +252 polimorfizmi ile meme kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bir

iliski saptanamamistir (Gaudet ve ark., 2007). Ayn1 calismada genotipler ile meme



72

kanseri teshis yasi, menapozal durum, histolojik alt tipler ve meme kanserli aile oykiisii
gibi klinik bulgularda da farklilik gozlenmemistir. Bizim c¢alismamizda da meme
kanserli hastalarin aile oykiisii, sigara kullanimi, klinik tani, kanserin evresi, menars ve
menapoz yasl, dogum sayist ve ortalama emzirme siiresi ile Ostrojen ve progesteron
reseptorlerinin  durumu ile TNF-B +252A>G polimorfizmi arasinda bir iligki

saptanmamaistir.

5.3. TNF-a 308G>A ve TNF-p +252 A>G POLIMORFIZMLERI HAPLOTIP

ANALIZLERI

Meme kanseri riski iizerine tek basina etkisi olmayan veya tesbit edilemeyecek
kadar kiiciik etkisi olan SNPlerin, diger SNPlerle etkilesime girerek meme kanseri
riskini artirabilecegi gosterilmistir (Onay ve ark., 2006). TNF-o 308G>A ve TNF-
+252 A>G polimorfizmleri ile ilgili haplotip analizlerinin yapildigi c¢alismalarin
bulunmasi bizi de bu yonde ¢alisma yapmaya yonlendirdi. Bizim ¢alismamizda hasta ve
kontroller karsilastirildiginda GAAG haplotipinin, kontrollerde hastalara gore yaklasik
1.5 kat daha fazla goriildiigii ve meme kanseri riski agisindan koruyucu bir etkisi oldugu
istatistiksel olarak saptanmustir (p=0.0424, OR=0.573 %95CI 0.333-0.985). Diger
haplotipler ile meme kanseri arasinda herhangi bir iligki tesbit edilmedi.

Diger populasyonlarda yapilan haplotip analizlerinden birinde, TNF-a
-308/TNF-B +252 polimorfizmlerinin yabanil tip allellerinin (sirasiyla G ve A)
olusturdugu haplotip (GGAA) ile meme kanseri arasinda iligki bulunmustur (de Jong ve
ark., 2003). Yine baska calismalarda, AG (AAGG) haplotipi ile multiple miyeloma
arasinda anlamli bir iliski saptanmistir (Davis ve ark., 2000; Morgan ve ark., 2005;
Kadar ve ark., 2008). Kamali-Servastani ve ark.’lari, TNF-o -308G/A ve TNF-
+252A/G polimorfizmleri ile meme kanserlerinde steroid hormonlarinin ifadesi
arasindaki iliskiyi calismis ve TNF-a -308G ve TNF-B +252A allellerinin homozigot
halde birarada bulundugu hastalar (GGAA haplotipi), yliksek seviyede progesteron
reseptor (PR) ifadesi ile iliskilendirilmistir (Kamali-Sarvestani ve ark., 2005b).

54.  IFN-y GENI +874T>A POLIMORFIZMi
IFN-y geni +874T ve A alleline sahip olma, sirasiyla yiiksek ve diisiik IFN-y
ifadesi ile iligkilendirilmistir (Rossouw ve ark., 2003). Saglikli bireylerde yiiksek in
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vitro IFN-y iiretimi ile IFN-y +874 TT genotipi arasinda anlaml bir iliski oldugunu
rapor eden yayinlar bulunmaktadir (Pravica ve ark., 2000). IFN-y +874 polimorfizminin
sadece meme kanseri ile olan iligkisi degil (Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a; Scola ve
ark., 2006; Gonullu ve ark., 2007); aynm1 zamanda servikal kanser (Govan ve ark., 2003)
ve nazofaringeal kanser (Ferhat ve ark., 2008) ile olan iliskisi de ¢alisilmistir.

IFN-y geni +874 polimorfizmi agisindan beyaz populasyonun %?22’si yabanl
tip IFN-y +874T alleli i¢in homozigot, %51°1 heterozigot ve yaklasik %27’si de varyant
IFN-y +874A alleli icin homozigottur (Hoffman ve ark., 2002). Bizim sonuglarimiza
gore ise normal Tiirk populasyonunun %34.3’ti T alleli icin homozigot, %40.2’si
heterozigot ve %?25.5’1 A alleli i¢cin homozigot olarak belirlenmistir. Beyaz
populasyonla karsilagtirdigimizda Tiirk populasyonunda TT homozigot bireylere daha
stk rastlanildigi  goriilmektedir. Yapilan populasyon calismalarinda, Slovak,
Cekoslovak, italyan Makedonya, Bulgar ve Yunan wrklarinda T ve A allel sikliklarinin
hemen hemen benzer oldugu goriilmiistiir (Javor ve ark., 2007; Hoffman ve ark., 2002).
Bizim buldugumuz T ve A allel sikliklar1 da bu populasyonlarla uyumludur. Tiirkiye’de
(Bursa ilinde) yapilan diger bir calismada normal populasyonun (58 kontrol)
9%15.3’tintin TT homozigot, %47.5’inin TA heterozigot, %37.3’iiniin AA homozigot
oldugu gosterilmis olup TT genotip sikliginin bizim buldugumuz orandan az oldugu
goriilmiistiir (Colakogullar1 ve ark., 2008). Ayni1 bolgede yapilan bir bagka ¢alismada da
Colakogolu ve ark.’larinin sonuglarina benzer bir siklik bulunmustur (Bastiirk ve ark.,
2005). Fakat her iki ¢aligmadaki kontrol grubu sayis1 da bizimkinden ¢ok azdir.

Calismamizda, hasta ve kontrollerin genotip dagilimlar karsilastirldiginda
IFN-y geni +874 polimorfizmi acisindan istatistiksel olarak ¢ok anlamli bir farklilik
tesbit edilmistir (p=0.001). A allelini tagiyan genotiplerin (TA ve AA) meme kanserli
hastalarda, kontrollere nazaran anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (p=0.0004,
OR=2.23, %95 CI 1.419-3.504). Hasta ve kontrollerin allel sikliklar1 karsilastrildiginda
ise A alleline hastalarda daha sik rastlanildigi goriilmiistiir (p=0.0312). Bu sonuglar
bize, A allelinin ve A alleli tasiyan genotiplerin Tiirk populasyonunda meme kanserine
yatkinlik olusturdugunu gostermektedir.

IFN-y geni +874 polimorfizmi ile bazi hastaliklar arasinda iligki gosteren
calismalar (Daher ve ark., 2003; Ben-Ari ve ark., 2003; Lio ve ark., 2002) olmasina

ragmen, meme kanseri ile iligkisi ilk kez Kamali-Sarvestani ve ark.lar1 tarafindan Iran



74

populasyonunda 223 meme kanserli hasta ve 267 kontrol ile ¢alisilmis ve bu ¢alismada
bizim sonuclarimizin aksine TT genotip sikligi, meme kanserli kadinlarda kontrollere
gore anlamli derecede yiiksek cikmistir (p=0.0019, OR=2.03, %95 CI 1.28-3.2)
(Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a).

Italya’da 85 meme kanserli hasta ve 226 saglikli kontrol ile yapilan bir
calismada ise birkac sitokin polimorfizmi ile IFN-y geni +874 polimorfizmine de
bakilmis ve bu polimorfizm ile meme kanseri arasinda bizim c¢alismamizdaki
sonuglardan farkli olarak herhangi bir iliski saptanamamistir (Scola ve ark., 2006). Bu
calismada kuillanilan hasta sayisinin nispeten kiiciik olmasi1 ve ¢alismanin farkli bir
populasyonda yapilmis olmasindan dolay1 bizimkinden farkli sonuglar ¢ikmis olabilir.

Daha once Tiirkiye’de Marmara bolgesinde (Bursa ili) ¢ok az sayida 6rnek (38
meme kanserli hasta ve 24 saglikli kontrol) iizerinde yapilan bir ¢alismada, sitokin gen
polimorfizmleri ile meme kanseri arasindaki iliski incelenmis (Goniillii ve ark., 2007)
ve IFN-y +874 polimorfizmi ile meme kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunamamustir (Goniilli ve ark., 2007). Bu calisma bulgularinin, bizim
bulgularimiza benzerlik gostermemesinin nedeni caligilan cografi bolgenin farkli ve

ornek sayisinin kiiciik olmasi olabilir.

5.5. TNF-o0 -308, TNF-p +252 ve IFNy +874 POLIMORFIZMLERI KOMPOZIT

GENOTIP ANALIZLERI

Bazi1 genotiplerin birarada bulunmasinin meme kanseri riskini etkileyebilecegi
diisiincesi ile ¢alisilan polimorfizmler i¢in kompozit genotip analizleri yapildi. Yapmis
oldugumuz kompozit genotip analizi sonucunda TNF-B/IFNy genleri AGTT kompozit
genotipinin hasta ve kontrollerde anlamli derecede farklilik gosterdigi goriilmiistiir
(p=0.0003, OR=0.295, %95 CI 0.151-0.576). Istatistiksel olarak bu iki genotipinin
birarada bulunmasinin meme kanserine karsi koruyucu oldugu saptanmistir.
TNF-o/IFN-y genleri GGTT (p=0.0296, OR=0.579 %95CI 0.353-0.950) ve GATT
kompozit genotiplerinin de (p=0.0129, OR=0.332 %95CI 0.144-0.770) hasta ve
kontrollerde, istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu
sonuglar, IFN-y geni TT genotipinin meme kanserine karst koruyucu oldugu

varsayimint desteklemektedir. Buna karsilik, TNF-o/IFN-y GGTA kompozit genotipinin
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meme kanseri riskini artirdigr goriilmiistiir (p=0.0156, OR=1.655 %95CI 1.099-2.494)
(Tablo 13).

Yapmis oldugumuz iiclii kompozit genotip analizinde de anlamli bir iliski,
TNF-o/B/IFN-y genleri GGAGTT kompozit genotipinde gozlenmistir (p=0.0437,
OR=0.420, %95 CI 0.177-0.998). GGAGTT kompozit genotipinin, kontrollerde
hastalara gore yaklasik 2.3 kat daha fazla oldugu ve meme kanserine karst koruyucu
etkisi oldugu goriilmiistiir. Daha etkili bir koruyuculuk ise GAAGTT kompozit
genotipinde gozlenmistir (p=0.0038, OR=0.229, %95 CI 0.084-0.626). GAAGTT
kompozit genotipinin kontrollerde hastalara gore yaklasik 4 kat daha fazla rastlanmistir
(Tablo 14).

Calismamiz, TNF-o -308, TNF-B +252 ve IFNy +874 polimorfizmleri
kompozit genotip analizlerinin yapildigi ilk ¢calisma olmaktadir. Tiirk populasyonunda
buldugumuz bu sonuclarin, diger populasyonlarda da calisithip bu genler ve meme

kanseri riski arasindaki iliskinin daha netlik kazanacag kanaatindeyiz.
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Tablo 15: Meme kanseri ile TNF-o -308(G>A), TNF-f +252(A>G) ve IFN-y

+874(T>A) gen polimorfizmleri arasindaki iliskilendirme sonuclarimizin literatiir

ile karsilastirilmasi

Polimorfizm | Calisma alani, iliski OR (%95 CI) Kaynak

biiyiikliigii

(hasta+kontrol)
TNFa_3036a Tunus (124 + 106) Yatkinhik / | RR=3.2 (p<0.001) Chouchane ve ark., 1997
TNFa_303an Tunus (243 + 174) Yatkinlik RR=4.4 (p=0.006) Mestiri ve ark., 2001
TNFa.35 / Kore (95 + 195) Etkisi yok / | - Park ve ark., 2002
TNFB.2s506 Yatkinlik 5.33(2.33-12.19)
TNFa.305/ Hollanda (956 + Etkisi yok / | 0.90 (0.75-1.08) / de Jong ve ark., 2003
TNFB,252 1271) Etkisi yok | -
TNFo.305 Italya (125 + 100) Etkisi yok 1.62 (0.08-96.42) Giordani ve ark., 2003
TNFo.305 Ingiltere (709 + 498) | Etkisi yok 0.82 (0.64-1.04) Azmy ve ark., 2004
TNFo 30866 Ingiltere (144 + 263) | Yatkinlik 1.83 (1.08-3.09) Smith ve ark., 2004
TNFa._35 / Iran (223 +267) Etkisi yok / | 0.98 (0.57-1.68) / Kamali-Sarvestani ve
TNFB.252/ Etkisi yok / | 1.15(0.85-1.54)/ ark., 2005
IFNY,g747T Yatkinlik 2.03 (1.28-3.2)
TNFB.2506 Kore (560 + 509) Yatkinlik 1.7 (1.09-2.55) Lee ve ark., 2005
TNFa.35 / Italya (84 + 226) Etkisi yok / | - Scola ve ark., 2006
IFNY, 874 Etkisi yok -
TNFa 305 / USA + Polonya Etkisi yok / | 0.95 (0.88-1.02) / Gaudet ve ark, 2007
TNFB.252 (5546 + 5219) Etkisi yok | 0.97 (0.89-1.05)
TNFa 305 / Tiirkiye (38 + 24) Etkisi yok / | - Gonullu ve ark., 2007
IFNY, 874 Etkisi yok -
TNFo.305 Rusya (167 + 139) Etkisi yok - Ostashkin ve ark., 2008
TNFo. 3084 / Hindistan (40 + 87 + | Yatkinhik / | 9.53 (4.11-22.13) / Kohaar ve ark., 2009
TNFB.2526 150) Yatkinlik 2.38 (1.17-4.85)
TNFa._35 / Tirkiye (204 + 204) | Etkisi yok/ | 0.828 (0.525-1.306) / | Bizim ¢alismamiz
TNFB.25266 / Yatkinlik /| 2.371 (1.007-5.584) /
IFNY,874a Yatkinlik 1.36 (1.028-1.798)




6. SONUC VE ONERILER

Cogunlugu Orta Karadeniz ve I¢ Anadolu Bolgesinden alman meme kanserli
hastalar ile yapilan bu ¢alismada, TNF-a -308 polimorfizmi ile meme kanseri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir. Ancak, TNF-B +252 A>G
polimorfizmi i¢in, hasta ve kontrollerin genotip dagilimlarinda (p=0.016), IFN-y +874
T>A polimorfizmi i¢in ise hem allel hem genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak
anlamh farkliliklar oldugu goriilmiistiir (sirasiyla p=0.0312 ve p=0.001) ve IFN-y
TA+AA genotiplerinin, meme kanseri riskini 6nemli derecede artirdi1 saptanmistir.
Yapilan haplotip ve kompozit genotip analizlerinde TNF-o/f GAAG haplotipinin
(p=0.0424), TNF-o/IFN-y GGTT ve GATT kompozit genotiplerinin (sirasiyla p=0.0296
ve p=0.0129), TNF-B/IFN-y AGTT kompozit genotipinin (p=0.0003), TNF-ao/p/IFN-y
GGAGTT ve GAAGTT kompozit genotiplerinin (sirasiyla p=0.0437 ve p=0.0038)
meme kanseri karsi koruyuculuk etkisi oldugu saptanmistir. Ancak, TNF-o/IFN-y
GGTA kompozit genotipinin meme kanseri icin risk olusturdugu tespit edilmistir

(p=0.0156).

Meme kanserinde, sitokin gen polimorfizmlerinin analizi ve bunlarin hastaliga
yatkinlikla ve hastaligin ciddiyetiyle iligskisinin oldugunun anlasilmasinin bize sunacagi
cok sey vardir. Bu incelemeler sadece hastalik etiyolojisini anlamamizi ve hastalik
riskini tesbit etmemizi saglamayacak ayni zamanda yeni tedavi protokollerinin ve daha
iyi klinik uygulamalarin olusturulmasini da saglayacaktir.

Sitokinler ile beraber karsinojen ve steroid metabolizmasi, anjiogenesis, DNA
tamiri ve apoptozis gibi yolaklarda rol alan genleri iceren bir¢ok farkli simniftan
genlerdeki polimorfizmlerin tesbit edilmesi ve bunlarin meme kanseri ile olan
iliskilerinin ortaya konmasi meme kanserinin erken tanist ve klinik seyrinde bize yol
gosterici olacaktir.

Sonug olarak, iilkemiz ve diinya genelinde, meme kanserli hastalarda, sitokin
gen polimorfizmleri ile ilgili caligmalarin genisletilmesiyle daha agiklayic1 ve kesin

sonuglarin elde edilebilecegi kanaatindeyiz.
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8. EKLER

8.1. BiLGILENDIRIiLMiS GONULLU OLUR FORMLARI (EK 1ve 2)

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim
Dali’nda Meme Kanseri tanisi konulan hastalardan 5 ml kan 6rnegi alinarak DNA analizi
yapilacaktir. Arasgtirmaya katilmak tamamen hastanin kendi rizasiyla olacak ve hastaya
yiikiimliiliik getirmeyecektir. Arastirmaya basladiktan sonra devam etmek istemediginizde,
birakma hakkina sahip olacaksimz. Génillinin kendi rizasina bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma harici birakilabilir.

Yukarida goniilliye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri géisteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kogullarda bahsedilen

arastirmaya hi¢bir baski altinda kalmadan ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliniin
Adi Soyad:
Imzasi:
Adresi:

Tel:

Velayet ve vesayet altinda bulunanlar i¢in ve/veya vasisinin
Adi Soyadr:

Imzast:

Adresi:

Tel:

Agiklamay1 yapan aragtirmacimun
Adi Soyadt:

imzas::

Riza alma isleminde bagindan sonuna tamklik eden kurulus gérevlisinin
Adi Soyadi:

Imzast:
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BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Ankara Onkoloji Egitim ve Aragtirma Hastanesinde Meme Kanseri tanist konulan
hastalardan 5 ml kan o6rnegi alinarak DNA analizi yapilacaktir. Arastirmaya katilmak
tamamen hastanin kendi rizastyla olacak ve hastaya yiiktimliiliik getirmeyecektir. Aragtirmaya
bagladiktan sonra devam etmek istemediginizde, birakma hakkina sahip olacaksimz.
Goniilliiniin kendi rizasina bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan aragtirma harici birakilabilir.

Yukanda goniilliiye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sdzlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarda bahsedilen

arastirmaya higbir bask altinda kalmadan ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Gontilliintin
Adi Soyadu:
Imzast:
Adresi:

Tel:

Velayet ve vesayet altinda bulunanlar igin ve/veya vasisinin
Adi Soyadr:

Imzast:

Adresi:

Tel:

Agciklamay1 yapan arastirmacinin
Adi Soyadi:

Imzasi:

Riza alma isleminde bagindan sonuna tamiklik eden kurulus gérevlisinin
Ad1 Soyadi:

Imzast:
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8.2 ETIK KURUL RAPORLARI (EK 3 ve 4)

ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
ETIK KURUL BASKANLIGI

Sayi: EK: § \ 7.4.2005

Sayin Yrd.Do¢.Dr.Nurten KARA

Etik kurulumuza sunmus oldugunuz “Stokin genleri TNF-a, TNF-f, INF-y ile birlikte
protoonkogen HER-2 ve tiimér baskilayic1 p53 gen pdlimorfizmlerinin meme kanseri ile iliskisi.”
baglikli ilag dist arastirma projeniz ile ilgili degerlendirme ¢alismalari sonuglandinlmustir.
Projeniz amag, gerekce, yaklasim ve yontemle ilgili aciklamalarimizi  dikkate alarak
degerlendirilmis olup OMU Tip Fakiiltesi Etik Kurul yonergesinin 5. maddesi geregi sorumluluk
arastirmacilara ait olmak iizere ve 6 ayda bir etik kurula bilgi verilerek etik yénden uygulanabilir
olduguna 04.04.2005 tarihli etik kurulumuzda oy birligi ile karar verilmistir.

Ancak arastirmanin  biitcesi temin edildikten sonra arastirmaniza etik kurul olurumuz
verilecektir. -

Bilgilerinize rica ederim.

Prof.Dr. Yiiksel KESIM
Etik Kurul Baskani

Eki : Alt1 aylik bildirim formu
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ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITES|
_ TIP FAKULTESI
ETIK KURUL BASKANLIGI

Say: EK/ 2272 20.11.2006

Sayin Yrd.Doc.Dr. Nurten KARA

Etik kurulumuza sunmus oldugunuz “Sitokin genleri TNF-o, TNF-B, INF-y ile birlikte
protoonkogen Her-2 geni ve tumor baskilayict p53 gen polimorfizmlerinin meme kanseri ile
iliskisi” baslikli ilac dis1 arastirma projeniz icin gerekli olan meme kanserli hastalarin kan érneklerinin
saglanmasi icin Ankara Onkoloji Hastanesinin dahil edildigi gdsteren belge 27.11.2006 tarihli etik
kurulumuzda goriisiilerek kurul tiyelerimiz bilgilendirilmistir.

Bilgilerinize rica ederim.

Prof.Dr.Yiiksel KESIM
Etik Kurul Baskam

Eki 1. Alti Aylik Bildirim Formu
2. Sonuc¢ Raporu

“+
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