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ÖZET 

TÜMÖR NEKROSİS FAKTÖR ALFA (TNF-α), BETA  (TNF-β) VE İNTERFERON 
GAMA (IFN-γ) GENLERİNDEKİ POLİMORFİZMLERİN MEME KANSERİ İLE 

İLİŞKİSİ 
 

Nevin KARAKUŞ,  Doktora Tezi 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Samsun, Eylül 2009 

 

Meme kanseri, kadınlarda en yaygın görülen kanser tipidir ve sıklığı giderek 

artmaktadır. Anti-tümör immün cevabın oluştuğu kanserlerde, sitokin genlerindeki 

polimorfizmler, kansere yatkınlığın araştırılmasında önemlidir. Bu çalışmada, çoğunluğu 

Karadeniz ve bir kısmı İç Anadolu Bölgesi’ne ait populasyonda, TNF-α, TNF-β ve IFN-γ 

sitokin gen polimorfizmlerinin meme kanseri ile ilişkisini araştırmayı amaçladık. Bu 

çalışmaya meme kanserli 204 kadın hasta ve 35 yaş üstü 204 sağlıklı kadın kontrol dahil 

edildi. Yoğun tuz çözeltisinde çöktürme yöntemiyle periferik kandan elde edilen hasta ve 

kontrol DNA’ları, PCR, ASO PCR ve RFLP yöntemleri uygulanarak değerlendirildi.  

TNF-α -308 G>A polimorfizmi açısından hasta ve kontrollerin genotip ve allel 

sıklıklarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (sırasıyla p=0.333 ve 

p=0.4175). TNF-β +252 A>G polimorfizmi için, hasta ve kontrollerin genotip 

dağılımlarında (p=0.016), IFN-γ +874  T>A polimorfizmi için ise hem allel hem genotip 

dağılımlarında istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar olduğu görüldü (sırasıyla p=0.0312 

ve p=0.001) ve IFN-γ TA+AA genotiplerinin, meme kanseri riskini önemli derecede 

artırdığı saptandı. Yapılan haplotip ve kompozit genotip analizlerinde TNF-α/β GAAG 

haplotipinin (p=0.0424), TNF-α/IFN-γ GGTT ve GATT kompozit genotiplerinin (sırasıyla 

p=0.0296 ve p=0.0129), TNF-β/IFN-γ AGTT kompozit genotipinin (p=0.0003),          

TNF-α/β/IFN-γ GGAGTT ve GAAGTT kompozit genotiplerinin (sırasıyla p=0.0437 ve 

p=0.0038) meme kanserine karşı koruyucu etkisi olduğu saptandı. Ancak, TNF-α/IFN-γ 

GGTA kompozit genotipinin meme kanseri için risk oluşturduğu tespit edildi (p=0.0156). 

Sonuç olarak, TNF-α/β ve IFN-γ genleri polimorfik genotiplerinin tek  veya 

kompozit şeklinde meme kanseri ile ilişkisi olduğu saptanmıştır. Bu çalışmaların 

genişletilmesi ile daha açıklayıcı ve kesin sonuçların elde edilebileceği kanaatindeyiz.   
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ABSTRACT 
 

THE ASSOCIATION OF TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA (TNF-α), BETA 
(TNF-β) AND INTERFERON GAMMA (IFN-γγγγ) GENE POLYMORPHISMS WITH 

BREAST CANCER 
 

Nevin KARAKUS, Ph. D. Thesis 

Ondokuz Mayıs 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-α, TNF-β and IFN-γ 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-α -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-β +252 A>G polymorphism (p=0.016) and the allele and genotype 

frequencies for the IFN-γ +874 T>A polymorphism (p=0.0312 and p=0.001 respectively) 

and IFN-γ TA+AA genotypes were estimated to increase the breast cancer risk 

significantly. In the haplotype and composite genotype analysis, the TNF-α/β GAAG 

haplotype (p=0.0424), the TNF-α/IFN-γ GGTT and GATT composite genotypes (p=0.0296 

and p=0.0129 respectively), the TNF-β/IFN-γ AGTT composite genotype (p=0.0003), the 

TNF-α/β/IFN-γ 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-α/IFN-γ GGTA composite genotype is a risk factor for breast cancer (p=0.0156). 

 In conclusion, the polymorphic genotypes of TNF-α/β and IFN-γ 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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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

ADH Alkol dehidrogenaz 

AP-2 Aktivatör protein-2 

ASO PCR Allel spesifik oligonükleotid PCR 

AT Ataxia telangiectasia 

ATM Ataxia telangiectasia mutasyonlu 

BRCA1 Meme kanseri 1 

BRCA2 Meme kanseri 2 

CHEK2(CHK2) Kontrol noktası kinazı 2 

CYP19    Sitokrom P450, aile 19, altaile A, polipeptid 1 

CYP1A1    Sitokrom P450, altaile 1, polipeptid 1 

CYP2D6 Sitokrom P450, subfamily IID, polipeptid 6 

ER Östrojen reseptör 

ERCC4/XPF        Kesip-çıkarma tamiri, komlementasyon başarısız, çin hamsteri 4’te 

GAS Gamma aktive edici dizi 

GSTM1 Glutation S-transferaz, mu-1 

GSTP1 Glutation S-transferaz, P1 

HER2/erbB2        v-erb-b2 eritroblastik lösemi viral onkogen homolog 2 

HLA Human lökosit antijen 

HRT Hormon replasman tedavisi 

HSP70 Isı şok proteini 70 KD 

IFN-γγγγ                     İnterferon gama 

IFNγγγγR1 IFN-γ reseptörü 1 

IFNγγγγR2 IFN-γ reseptörü 2 

JAK Janus kinaz 

LFS Li-Fraumeni sendromu 

LT-β Lenfotoksin beta 

LTβR    Lenfotoksin beta reseptörü 

MHC Major histokompatabilite kompleksi 

MLH1 mutL homolog 1 

MSH2   mutS homolog 2 



vii 

MTHFR 5.10-metilentetrahidrofolat redüktaz 

NFκB Nüklear faktör Κb 

p53 (TP53)           Tümör protein 53 

PCR Polimereaz zincir reaksiyonu 

PHB Prohibitin 

PJS Peutz-Jeghers sendromu 

PR Progesteron reseptör 

PTEN Fosfotaz ve tensin homolog 

RFLP Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi 

SNP Tek nükleotid değişimi 

STAT Transkripsiyonun sinyal aktarıcısı ve aktivatörü 

STK11/LKB1       Serin threonin kinaz 

TNF-α                   Tümör nekrosis faktör alfa 

TNF-β (LT-α)   Tümör nekrosis faktör beta (Lenfotoksin alfa) 

TNFR-1 (p60)      TNF reseptör 1 

TNFR-2 (p80)      TNF reseptör 2 

UTR   Transle edilmeyen bölge 

XRCC1   X-ray tamiri, komplementasyon başarısız, çin hamsteri 1’de 

XRCC3 X-ray tamiri, komplementasyon başarısız, çin hamsteri 3’de 
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1.       GİRİŞ 

 

Meme kanseri, kadınlarda en yaygın görülen kanser tipidir ve sıklığı giderek 

artmaktadır (Sunpaweravong ve Sunpaweravong, 2005; Jemal ve ark., 2008). 

Kadınlarda, akciğer kanserinden sonra meme kanseri, kansere bağlı ölüm nedenlerinin 

ikincisi olup tüm kanserlerin %26’sını oluşturmaktadır (Stewart ve ark., 2004; Lester, 

2007; Jemal ve ark., 2008). Meme kanserinin dünya genelinde tesbit edilen yıllık sıklığı, 

yaklaşık bir milyondur ki bunun 200.000’i Amerikalı, 320.000’i ise Avrupalıdır (Jemal 

ve ark., 2002; Bray ve ark., 2002a). Türkiye’de ise meme kanseri, 2005 yılı verilerine 

göre kadınlar arasında en sık görülen 10 kanser tipi içerisinde %35.47 ile ilk sırada yer 

almaktadır (http://www.saglık.gov.tr). 

Meme kanserli olguların sadece %5-10’u, BRCA1 ve BRCA2 gibi nadir, 

penetransı yüksek genlerdeki kalıtsal mutasyonlardan kaynaklanırken, olguların 

çoğunluğu, penetransı düşük genlerden kaynaklanır (Dunning ve ark, 1999; Weber ve 

Nathanson, 2000; Nathanson ve ark., 2001; Sunpaweravong ve Sunpaweravong, 2005). 

BRCA1 ve BRCA2 gibi penetransı yüksek genlerdeki mutasyonlar, otozomal dominant 

tarzda kalıtılır ve yüksek risk oluşturur (Miki ve ark., 1994; Wooster ve ark., 1995; 

Nelson ve ark., 2005). Bazı daha sık rastlanan ve penetransı düşük olan genler, meme 

kanseri için düşük risk oluşturmalarına rağmen, bu genlerin varyantlarına populasyonda 

yüksek oranda rastlanır. Bu yüzden penetransı düşük olan genler, penetransı yüksek 

olan genlere göre, meme kanseri olgularının daha geniş bir kısmından sorumludur 

(Wooster ve ark., 1995; Blackwood ve Weber, 1998; Nathanson ve Weber, 2001; 

Pharoah ve ark., 2002).  

Meme kanseri tanısı günümüzde farklı tekniklerle konmaktadır. Bunlardan bir 

tanesi de SNP analizleridir. SNP’ler, genel populasyonda sıklıkla oluşan (>%1) genetik 

polimorfizmlerdir. Meme kanseri ve SNP’ler arasındaki ilişki, birçok çalışmada 

incelenmiş olup meme kanserinin gelişmesinde bazı SNP’lerin küçük ama anlamlı risk 

artışına sebep olduğu gösterilmiştir  (Tempfer ve ark., 2006). Bu anlamda çalışılan gen 

gruplarından biri de sitokinlerdir. Sitokinler, kendileri veya diğer hücrelerin 

davranışlarını değiştiren özel uyaranlara cevap olarak, hücreler tarafından salgılanan 

immün düzenleyici proteinler veya glikoproteinlerdir. Son zamanlarda, sitokin gen 

dizileri içinde, özellikle de bu genlerin promotor bölgelerinde, çok sayıda SNP tesbit 
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edilmiştir (Martin ve ark., 2003). Birer sitokin olan TNF-α, TNF-β ve IFN-γ 

genlerindeki polimorfizmler, kanser de dahil bir çok hastalık ile ilişkilendirilmişlerdir 

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

çalışmada, TNF-α, TNF-β ve IFN-γ genlerindeki SNP’ler, meme kanserinde risk faktörü 

olabileceği düşüncesi ile araştırılmıştır.  

TNF-α, hem protümörijenik hem de antitümörijenik özellikleri içeren geniş bir 

aktiviteye sahip multifonksiyonel bir sitokindir (Naylor ve ark., 1993; Balkwill, 2002). 

Yüksek miktarlarda TNF-α’ya, enflamatuvar dokularda, memeyi de içeren birçok insan 

tümöründe rastlanmıştır (Balkwill, 2002). TNF-α promotor bölgesi içinde çeşitli 

polimorfizmler, TNF-α’nın ifadesi ile ilişkilendirilmiştir (Kroeger ve ark., 1997; Jang ve 

ark., 2001; Kirkpatrick ve ark., 2004). Bunlardan biri de promotor bölgede genin 

başlama bölgesinin 308 bç önünde yerleşik bulunan G>A polimorfizmidir (Wilson ve 

ark., 1992). TNF-α -308G>A değişimi, TNF-α ‘nın ifadesini etkiler ve -308G alleli 

azalmış TNF-α üretirken, -308A alleli yüksek miktarda TNF-α üretimi ve dolayısıyla 

artan meme kanseri riski ile ilişkilendirilmiştir (Chen ve ark., 1996; Wilson ve ark., 

1997; Kroeger ve ark., 1997).   

TNF-β, MHC içinde ard arda yerleştiği TNF-α ile benzer biyolojik özellikler 

gösteren bir sitokindir (Carroll ve ark., 1987; Inoko ve Trowsdale, 1987; Smith, 1994). 

TNF-β geninin, birinci intronu içinde +252 konumundaki A>G polimorfizminin,    

TNF-β’nın plazma düzeyini ve in vitro TNF-β ifadesini etkilediği rapor edilmiştir 

(Messer ve ark., 1991; Ozaki ve ark., 2002). TNF-β üretimi, TNF-β GG genotipine 

sahip olanlarda, A allelini içeren genotiplere sahip olanlara göre anlamlı derecede 

düşüktür (Whichelow ve ark., 1996). TNF-β +252 A>G polimorfizmi, meme kanseri 

gelişimi ile ilişkilendirilmiştir (Park ve ark., 2002; Lee ve ark., 2005b).  

IFN-γ, immun düzenleyici ve anti-proliferatif etki gösteren bir sitokindir (Stark 

ve ark., 1998). IFN-γ’nın, meme kanser hücrelerini de içeren birçok tümör kaynaklı 

hücre hattında büyümeyi inhibe ettiği rapor edilmiştir (Wadler ve Schwartz, 1990; 

Kirchhoff ve Hauser, 1999; Ruiz-Ruiz ve ark., 2000). IFN-γ geninin birinci intronunda 

+874 konumunda T’den A’ya şeklinde olan bir tek nükleotid değişimi tanımlamıştır 

(Pravica ve ark., 2000). +874T ve A alleline sahip olma, sırasıyla yüksek ve düşük  

IFN-γ ifadesi ile ilişkilendirilmiştir (Rossouw ve ark., 2003). IFN-γ geni +874 
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polimorfizmi, meme kanseri de dahil birçok hastalıkla ilişkilendirilmiştir (Lio ve ark., 

2002; Daher ve ark., 2003; Ben-Ari ve ark., 2003; Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a).  

Çoğunluğu Karadeniz ve bir kısmı İç Anadolu Bölgesi’nden oluşan hastaların 

kullanılmış olduğu çalışmamızın amacı, TNF-α -308 (G>A), TNF-β +252 (A>G) ve 

IFN-γ +874 (T>A) polimorfizmleri ile meme kanseri arasında bir ilişki olup olmadığının 

araştırılmasıdır.  



2.          GENEL BİLGİLER 

 

2.1         MEME KANSERİ EPİDEMİYOLOJİSİ 

Meme kanseri, kadınlarda en yaygın görülen kanser tipidir ve sıklığı giderek 

artmaktadır (Sunpaweravong ve Sunpaweravong, 2005; Jemal ve ark., 2008). 

Kadınlarda gözlenen kanserlerin %26’sından sorumludur (Lester, 2007; Jemal ve ark., 

2008). Meme kanseri kadınlarda, akciğer kanserinden sonra kansere bağlı ölüm 

nedenleri arasında ikinci sırada yer almaktadır (Stewart ve ark., 2004; Jemal ve ark., 

2008). Dünya Sağlık Örgütüne (WHO) bağlı Uluslararası Kanser Araştırma 

Kurumu’nun (IARC) 2002 yılındaki değerlendirmesinde, 1.152.000 yeni meme kanserli 

olgu ve 411.000 meme kanserinden ölüm tesbit edilmiştir (Parkin ve ark., 2005). 

Tahminlere göre, 2010 yılında meme kanserli hasta sayısının 1.500.000, meme 

kanserinden kaybedilecek kadın sayısının ise 500.000 olacağı ileri sürülmektedir. Meme 

kanseri, 2005 yılı verilerine göre Türkiye’de kadınlar arasında en sık görülen 10 kanser 

tipi içerisinde %35.47 ile ilk sırada yer almaktadır (http://www.saglik.gov.tr). 

Ülkemizde henüz düzenli bir meme kanseri kayıt programı olmadığından, kesin sıklığın 

belirlenmesi güçtür ancak mevcut verilere göre, doğu bölgelerimizde 20/100.000, batı 

bölgelerimizde ise 40-50/100.000 oranında bir sıklığın olduğu öne sürülmektedir 

(Özmen, 2006).  

 

2.2.         MEME KANSERİNİN ETİYOLOJİSİ VE RİSK FAKTÖRLERİ 

Meme kanserinin etiyolojisi son derece karmaşıktır; hastalığın başlaması ve 

ilerlemesi, epigenetik, genetik, endokrin ve dış çevresel faktörlerin bir seri etkileşimi 

sonucu oluşan çok basamaklı bir süreçtir (Welch ve ark., 2000). Bundan dolayı, meme 

kanseri, diabet, astım ve kalp hastalıkları gibi kompleks bir hastalıktır (Houlston ve 

Tomlinson, 2000). Meme kanserinin oluşmasına neden olan risk faktörleri şu şekilde 

gruplanabilir: 

 

2.2.1.     Demografik Karakterler 

Cinsiyet: Cinsiyet, başlı başına bir risk faktörüdür. Tüm meme kanserlerinin %99’u 

kadınlarda, %1’i erkeklerde görülür. Meme kanseri için erkeklerin yaşam boyu riski 

%0.11 iken, kadınlarınki %13’tür (Brewster ve Helzlsouer, 2001).   
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Yaş: Meme kanseri sıklığı, 25 yaş öncesi çok düşüktür ve 45 yaşında 100 kata kadar 

artar (Hulka ve Moorman, 2001). Meme kanserli kadınların %77’si 50 yaşın üstünde, 

%0.3’ü 30 yaşın altındadır (Falkenberry ve Legare, 2002). 

Coğrafik alan: Meme kanseri sıklığı ciddi bir coğrafik farklılık göstermektedir. Meme 

kanserinin sıklık ve ölüm oranlarında, düşük (Uzak Doğu, Afrika ve Güney Amerika) 

ve yüksek riskli (Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa) bölgeler arasında 5 ile 10 kat 

arasında değişen anlamlı bir farklılık vardır (Parkin ve ark., 2005). 

 

2.2.2.      Aile Öyküsü 

Meme kanseri vakalarının çoğu sporadiktir. Meme kanseri olgularının %15-

20’sinin aile öyküsünde hastalık bulunmaktadır (Falkenberry ve Legare, 2002). Anne 

veya kızkardeşlerden herhangi birinde veya her ikisinde meme kanseri olması, o kişinin 

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

 

2.2.3.     Üreme Faktörleri 

Menarş yaşı: Erken menarş yaşı (12 yaşından küçük), meme kanseri riskini %20-30 

artırmaktadır (Kelsey ve ark., 1993; Titus-Ernstoff ve ark., 1998). 

Menopoz yaşı:  Geç yaşta menopoz ile meme kanseri arasında artan bir ilişki vardır 

(Kelsey ve ark., 1993). Menopoz yaşının her 1 yıllık artışında, meme kanseri riskinin 

yaklaşık %3 arttığı gösterilmiştir (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast 

Cancer, 1996).  

Gebelik sayısı: Gebelik sayısındaki artış, meme kanseri riskinde azalma ile 

ilişkilendirilmiştir (Kelsey ve ark., 1993). 

İlk gebelik yaşı: Erken yaşta gebeliğin, meme kanserine karşı koruyucu etkisi vardır 

(Kelsey ve ark., 1993). İlk doğumu 20 yaşın altında yapan kadınlarda meme kanseri 

riski, ilk doğumunu 30 yaşından sonra yapanlara oranla yarı yarıya daha azdır ve erken 

yaşta ilk gebelikten sonra takip eden gebeliklerin olması da meme kanseri riskini azaltır 

(Chie ve ark., 2000; Wohlfahrt ve ark., 2001).  

Emzirme süresi: Uzun süre emzirme de azalan meme kanseri riski ile 

ilişkilendirilmiştir (Lipworth ve ark., 2000). Her 12 ay emzirmede meme kanseri 

riskinde %4.3 azalma olduğu gösterilmiştir (Beral, 2002).  
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2.2.4.     Diğer Hormonal Faktörler 

HRT kullanımı: HRT kullanan kadınlarda, meme kanseri riskinin az miktarda arttığı 

gösterilmiştir (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1997). 

HRT’yi 5 yıl veya daha fazla kullanan kadınlarda, menopozun gecikmesi nedeniyle, 

meme kanseri riskinin %35 arttığı gözlenmiştir (Mitrunen ve Hirvonen, 2003). 

Oral kontraseptif kullanımı: Oral kontraseptif kullanımı ve meme kanseri arasındaki 

ilişkiyi gösteren 54 çalışmanın verilerine göre yapılan bir analiz sonucunda, oral 

kontraseptif kullanımının, meme kanseri riskini %2 artırdığı, fakat en fazla risk artışının 

10 yıllık kullanımdan sonra ortaya çıktığı saptanmıştır (Collaborative Group on 

Hormonal Factors in Breast Cancer, 1996).  

Hormonla ilişkili risk faktörlerinin çoğunun, ER ve PR pozitif olan hastalarda, 

negatif olanlara oranla meme kanseri ile daha kuvvetli bir ilişki içinde olduğu 

gösterilmiştir (Huang ve ark., 2000).  

 

2.2.5.     Yaşam Tarzıyla İlgili Faktörler 

Alkol: Alkolün, hormon düzeyleri üzerine etkisinden dolayı, meme kanseri riskini gün 

içindeki tüketimi ile doğru orantılı olarak artırdığı gösterilmiştir (Smith-Warner ve ark., 

1998; Ferraroni ve ark.,1998). 

Diyet: Fazla yağ alımının ve et tüketiminin meme kanseri riskini artırdığını gösteren 

çalışmalar mevcuttur (Zheng ve ark., 1998; Bartsch ve ark., 1999). Bununla beraber 

doğal antioksidan kaynakları olan meyva ve sebzelerin tüketiminin meme kanseri riskini 

azalttığı gösterilmiştir (Lee, 1999; McKeown, 1999; Gandini ve ark., 2000). 

Obezite ve fiziksel aktivite: Obezite, menopoz sonrası kadınlarda, yüksek endojen 

östrojen seviyesi ve dolayısıyla artan meme kanseri riski ile ilişkilendirilmiştir (Hunter 

ve Willett, 1993). Fiziksel aktivitenin meme kanseri riskini azalttığı gösterilmiştir 

(Bernstein ve ark., 1994; Thune ve ark., 1997; Verloop ve ark., 2000; Gross, 2000). 

Sigara kullanımı: Bazı çalışmalarda, sigara kullanımı ve meme kanseri arasında çok 

zayıf bir ilişki olduğu gösterilmiştir (Palmer ve Rosenberg, 1993).  

 

2.2.6.     Diğer faktörler 

Mammografik yoğunluk: Mammografik yoğunluk, hem menapoz öncesi hem de 

menapoz sonrası kadınlarda görülen bir meme kanseri risk faktörüdür. Çalışmalar, 
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mammografide meme yoğunluğu artışı %75’den fazla olan kadınlarda, meme kanseri 

riskinin 5 kat artmış olduğunu göstermiştir (Brinton ve ark., 1995; Boyd ve ark., 1995). 

Önceki meme hastalığı öyküsü: İyi huylu meme hastalığı öyküsü, meme kanseri 

geliştirme riskini artırır. Ciddi atipik epitelial hiperplazisi olan kadınlarda, memesinde 

herhangi bir proliferatif değişiklik olmayan kadınlara oranla 4-5 kat daha fazla meme 

kanseri riski vardır (McPherson ve ark., 2000). 

Genç yaşta iyonize edici radyasyon:  Meme bezlerinin, yüksek dozda iyonize edici 

radyasyona maruz kalmasının, meme kanseri riskini artırdığı gösterilmiştir (Hulka ve 

Moorman, 2001). 

Kemik yoğunluğu: Kemik yoğunluğu, östrojenle ilişkili olarak meme kanseri için bir 

risk faktörüdür. Çalışmalar, menapoz sonrası kadınlarda, artmış kemik yoğunluğu ile 

yüksek meme kanseri riski arasında pozitif bir ilişki olduğunu göstermektedir (Biglia ve 

ark., 2004). 

Birçok risk faktörleri değiştirilemez olduğundan dolayı, meme kanseri riskini 

azaltmak için etkili stratejiler geliştirmek zordur. Bilateral total mastektomi gibi cerrahi 

müdahaleler, meme kanserini önleyici önemli bir girişimdir (Bevers ve ark., 2007). 

 

2.3.         MEME KANSERİNİN GENETİĞİ 

Meme kanseri, çok sayıda kanserle ilişkili genin mutasyonu sonucu oluşur. Bu 

mutasyonlar, eşey hücrelerinin çeşitli genlerinde meydana geldiğinde ve nesilden nesile 

aktarıldığında kalıtsal veya ailesel meme kanserlerini; somatik hücrelerde meydana  

geldiğinde ise nesilden nesile aktarılmayan sporadik meme kanserlerini oluşturur. 

Meme kanserlerinin büyük çoğunluğunu sporadik kanserler oluşturmaktadır (Johnson-

Thompson ve Guthrie, 2000). Sporadik meme kanserlerinde aile öyküsüne rastlanmaz. 

Sporadik meme kanseri vakalarının oluşumuna endojen ve yaşamsal risk faktörleriyle 

birlikte penetransı düşük genlerindeki mutasyonlar neden olmaktadır (Johnson-

Thompson ve Guthrie, 2000). Kalıtsal sebeplere bağlı olarak gelişen kanserler ise meme 

kanseri olgularının %27’sinden sorumludur (Lichtenstein ve ark., 2000). Meme kanseri 

olgularının çok az bir kısmını oluşturan kalıtsal kanserler, BRCA1 ve BRCA2 gibi 

penetransı yüksek genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanırlar ve belirgin bir meme 

kanseri aile öyküsü ve yüksek riske sahiptirler (Miki ve ark., 1994; Wooster ve ark., 

1995; Nelson ve ark., 2005). Penetransı düşük olan genlerin sebep olduğu meme 
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kanseri, aynı ailede birden fazla kişide görülüyorsa, ailesel meme kanseri adı verilen 

üçüncü bir sınıftan bahsedilebilir. Penetransı düşük olan genlerdeki mutasyonlardan 

kaynaklanan ailesel kanserlere, kalıtsal kanserlerden daha sık rastlanır ve bunlar, düşük 

meme kanseri riski ve daha zayıf meme kanseri aile öyküsüyle ilişkilidirler (Rebbeck, 

1999).  Penetransı düşük olan genler, düşük meme kanseri riski oluşturmalarına rağmen, 

bu genlerin varyantlarına populasyonda yüksek oranda rastlanır. Bu yüzden penetransı 

düşük olan genler, penetransı yüksek olan genlere göre, meme kanseri olgularının daha 

geniş bir kısmından sorumludur (Wooster ve ark., 1995; Blackwood ve Weber, 1998; 

Nathanson ve Weber, 2001; Pharoah ve ark., 2002) (Şekil 1). 

 

 

 

Şekil 1: Kadınlardaki meme kanseri risk değerleri  
(http://envirocancer.cornell.edu/factSheet/General/fs48.inheritance.pdf) 
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2.3.1.     Penetransı Yüksek Olan Meme Kanseri Genleri 

Kalıtsal meme kanseri, bütün meme kanseri olgularının sadece %5-10’undan 

sorumludur (Sunpaweravong ve Sunpaweravong, 2005). Kalıtsal meme kanserinde en 

sık rastlanan ve penetransı yüksek olan BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar, 

bütün kalıtsal meme kanserlerinin yaklaşık olarak %80-90’nından sorumludur (de Jong 

ve ark., 2002). BRCA1 geni, kromozom 17’nin uzun kolu üzerinde (17q21), BRCA2 

geni ise kromozom 13’ün uzun kolu üzerinde (13q12-13) yer alır (Hall ve ark.,1990; 

Wooster ve ark.,1994). BRCA1, yaklaşık 81 kb uzunlukta ve 24 ekzondan oluşan, 1863 

aminoasitlik protein kodlayan bir gendir. BRCA2 geni ise, 70 kb uzunlukta ve 27 

ekzondan oluşmakta olup 3418 aminoasitlik bir protein kodlar (Wooster ve ark., 1995; 

Tavtigian ve ark., 1996). Her iki gen de tümör baskılayıcı protein kodlar ve DNA çift-

zincir kırığı tamirinde rol alırlar, fakat kalıtsal kanser sendromlarında yer alan birçok 

genden farklı olarak BRCA1 ve BRCA2, sporadik meme kanserlerinde mutasyona 

uğramamıştır (Futreal ve ark., 1994; Lancaster ve ark., 1996; Welcsh ve ark., 2000).  

BRCA1 geni tanımlandıktan sonra 800’den fazla soyhattı mutasyon tespit 

edilmiştir (Ahmed ve ark., 2009). BRCA1’de tanımlanan en yaygın kurucu (founder) 

mutasyonlarlar, 185delAG ve 5382insC’dir (Couch ve Weber, 1996). BRCA2 için 

şimdiye kadar 650’den fazla soyhattı mutasyon tanımlanmıştır (Ahmed ve ark., 2009). 

BRCA2’deki 6174delT mutasyonu Ashkenazilerde, 999del5 mutasyonu İzlandalılarda 

yaygındır (Struewing ve ark., 1997; Johannesdottir ve ark., 1996). BRCA1’deki soyhattı 

(germline) mutasyonlar, kalıtsal meme kanseri gözlenen ailelerinin yaklaşık olarak 

%15-45’inde (çalışılan populasyona bağlı olarak), kalıtsal meme ve ovaryum kanserinin 

birlikte gözlendiği ailelerin ise en az %80’inde görülmektedir (Easton ve ark., 1993a; 

Narod ve ark., 1995; Couch ve ark., 1997; Ford ve ark., 1998). BRCA2’deki soyhattı 

mutasyonlar, hem kadınların hem de erkeklerin etkilenmiş olduğu meme kanseri 

ailelerinin yaklaşık olarak %76’sında görülmektedir (Ford ve ark., 1998). Bu oran, 

sadece kadınların meme kanseri olduğu ailelerde %32’ye ve meme-ovaryum kanserli 

ailelerde %14’e düşmektedir (Ford ve ark., 1998). BRCA1 ve BRCA2 gen 

mutasyonlarını taşıyan kadınların meme kanseri riski BRCA1 için %60-87, BRCA2 için 

%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). Diğer 
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genlerdeki değişimler, BRCA1/2 mutasyon taşıyıcılarındaki riski değiştirebilmektedir 

(Antoniou ve Easton, 2006).  

Penetransı yüksek olan genler arasında p53 (TP53), kalıtsal meme kanseri ile 

ilişkilendirilen ilk tümör baskılayıcı gendir ve kromozom 17’nin kısa kolu üzerinde 

(17p13.1) yer alır (McBride ve ark., 1986; Miller ve ark., 1986). p53, tümörlerde 

mutasyona uğradığı gösterilen ilk gendir (DeLeo ve ark., 1979) ve kanserlerin tümünde 

en sık mutasyona uğrayan genlerden biridir (Malkin, 1994). p53, hücre döngüsü 

düzenlenmesinde, DNA hasarlarının tamirinde, anormal hücrelerin çoğalmasının ve 

anjiogenezin engellenmesinde görev alan önemli bir çekirdek fosfoproteinidir. Soyhattı 

p53 mutasyonları, otozomal dominant kalıtımlı bir kanser yatkınlık sendromu olan 

LFS’li hastalarda tanımlanmıştır ve etkilenmiş kadınlar, genel populasyonla 

karşılaştırıldığı zaman, 45 yaşından önce meme kanseri için  18 kat gibi yüksek bir riske 

sahiptir (Garber ve ark., 1991). Penetransı yüksek olmasına rağmen, LFS ve TP53’deki 

soyhattı mutasyonlar, nisbeten nadirdir ve bütün meme kanseri olgularının %1’inden 

daha azından sorumludur (Sidransky ve ark., 1992; Borresen ve ark., 1992). P53 

mutasyonları, sporadik meme kanserlerinin ise %20-40’ında görülür (Beroud ve Soussi, 

1998; Soussi ve ark., 2000; Soussi ve Beroud, 2001; Oliver ve ark., 2002; Beroud ve 

Soussi, 2003) (Tablo 1). 

Penetransı yüksek olan diğer bir gen olan PTEN’deki soyhattı mutasyonlar, 

nadir bir meme ve tiroid kanseri yatkınlık sendromu olan Cowden Sendromlu hastaların 

%80’inde bulunur ve bu hastalarda meme kanseri riski %25-50’dir (de Jong ve ark., 

2002) (Tablo 1). PTEN geni 10q23’de yer alır ve proteini bir fosfatazdır (Myers ve ark., 

1997). PTEN mutasyonları sporadik meme kanserlerinde nadirdir ve sporadik olguların 

sadece %5’inde bulunur (Teng ve ark., 1997; Feilotter ve ark., 1999).  

AT, ATM genindeki (11q23’de yer alır) (Pecker ve ark., 1996) mutasyonlardan 

kaynaklanan otozomal resesif bir hastalıktır ve ATM mutasyonları için heterozigot olan 

AT taşıyıcıları, meme kanseri için artan riske sahiptir (de Jong ve ark., 2002). 

STK11/LKB1 genindeki (19q13.3’de yer alır) kesikli (truncating) soyhattı 

mutasyonların sebep olduğu otozomal dominant bir hastalık olan PJS’li hastalar da, 

artan meme kanseri riskine sahiptir (Boardman ve ark., 1998; de Jong ve ark., 2002). 

CHEK2 (CHK2) geni, kromozom 12’de yerleşiktir ve DNA tamirinde görev alan bir 

hücre döngüsü kontrol noktası kinazı sentezler. CHEK2 1100delC mutasyonunun, 
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kadınlardaki meme kanserine iki kat, erkeklerde ise 10 kat artışa neden olduğu 

saptanmıştır (Meijers-Heijboer ve ark., 2002) (Tablo 1). 

MSH2/MLH1 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanan ve otozomal 

dominant bir hastalık olan Muir-Torre sendromlu bireylerde, kolorektal kansere ek 

olarak, kadın taşıyıcıların %25’inde, ortalama 68 yaşlarında, meme kanserinin de 

geliştiği gözlenmiştir (Cohen ve ark., 1991). 

 

Tablo 1: Mutasyonları meme kanserine neden olan genler (Bradbury ve 

Olopade’den, 2007) 

Kalıtsal sendrom Gen (kromozomal 

yerleşimi) 

Meme kanseri riski 

(70 yaş civarı) 

Populasyondaki 

taşıyıcı sıklığı 

 

Kalıtsal Meme ve 

Ovaryum Kanseri 

 

BRCA1(17q) 

BRCA2 (13q) 

 

%65                       

%45 

 

1/860               

1/740 

LiFraumi TP53 (17p) %50-60 (45 yaş civarı) 1/5,000 

Cowden’s PTEN (10q) %25-50 1/250,000 

Peutz-Jegers LKB1/STK11 (19p) %54 (64 yaşına kadar) 1/25,000-280,000 

Ataxia-

telengiectasia 

ATM (11q) %23 1/100 

CHEK2-ilişkili 

meme kanseri 

CHEK2 (22q) %11 1/90 

 

 

2.3.2.     Penetransı Düşük Olan Meme Kanseri Yatkınlık Genleri 

İyi tanımlanan penetransı yüksek olan genlerden ayrı olarak, meme kanserine 

yatkınlığı artıran başka genler de mevcuttur. Penetransı düşük olan genler olarak 

adlandırılan bu genler, yaşamboyu meme kanseri riskinde düşük veya orta düzeyde artış 

oluştururlar. Penetransı düşük olan kanser yatkınlık allellerinin, gen ekpresyonu veya 

fonksiyonunda değişiklik yapan ve bu yüzden hastalık riskini değiştiren genetik 

polimorfizmlerin (çoğunluğu SNP) sonucu oluştuğu gösterilmiştir (Shields ve Harris, 

2000; Ahmed ve ark., 2009).  
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Penetransı düşük olan meme kanseri yatkınlık genlerindeki polimorfizmler, iç 

ve dış etkilerle birlikte, meme tümörü gelişimi üzerinde büyük etkiye sahiptirler 

(Rothman ve ark., 2001). Penetransı düşük olan yatkınlık genleri, meme 

karsinogenezinde yer aldığı bilinen biyokimyasal ve fizyolojik yolakların çalışılması ile 

tanımlanabilir. Aday polimorfik genler, östrojen veya çeşitli karsinojenlerin 

metabolizmasında, bu reaksiyonlardan köken alan reaktif oksijen radikallerinin 

detosifikasyonunda rol alan enzimler ve DNA tamiri veya hücre sinyal yolağı işleminde 

rol alan proteinleri kodlayan genleri içerir (Dumitrescu ve Cotarla, 2005). CYP1A1, 

CYP2D6, CYP19, GSTM1 ve GSTP1, ADH, MTHFR, XRCC1 ve XRCC3, 

ERCC4/XPF, PR, ER, TNF-α, HSP70, p53, HER2/erbB2 veya PHB gibi düşük-

penetranslı genlerdeki çeşitli polimorfizmlerin, meme kanseri ile olan ilişkileri 

çalışılmış ve hastalıkla ilişkilendirilmiş veya ilişkilendirilmemiştir (Dumitrescu ve 

Cotarla, 2005; Frank ve ark., 2005; Damin ve ark., 2006; Karakus ve ark., 2008).  

Henüz penetransı düşük olan yatkınlık genleri hakkındaki veriler sınırlı olup bu 

genlerin meme kanseriyle ilişkisi ile ilgili elde edilen sonuçlar birbirinde farklılık 

göstermektedir. Bu yüzden, dünya genelinde, kanser hastalarının çoğunda, hastalığa 

yatkınlıktan ve prognozdan sorumlu olan ve daha sık rastlanan, düşük penetranslı 

polimorfizmlerin tanımlanması ilgi çekmektedir. Anti-tümör immün cevabın meydana 

geldiği gösterilen kanserlerde, ürünleri immün cevabı düzenleyen genlerdeki (TNF-α, 

TNF-β, IFN-γ gibi sitokin genleri) genetik polimorfizmler, araştırmalar için aday 

polimorfizmlerdir. 

 

2.4.        MEME KANSERİNİN MOLEKÜLER ETİYOLOJİSİ 

Meme kanseri gelişiminin altında yatan moleküler mekanizmalar henüz tam 

olarak anlaşılamamıştır. Fakat genel olarak meme kanserinin başlangıcının, proto-

onkogenlerin aktivasyonu ve tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu sonucunu 

doğuran genetik hasarlar olduğuna inanılmaktadır. Sonradan en az dört veya beş farklı 

gende bağımsız mutasyonlar meydana gelir. Bunu kontrolsüz hücre bölünmesi veya 

apoptozis izler (Kenemans ve ark., 2004).  

Esas olarak bütün meme kanserlerinin etiyolojisi, genomik DNA dizisinde 

oluşan mutasyonlardır. Bir insanın hayatı boyunca meme epitel hücreleri ve bu hücreler 

içindeki DNA, çeşitli mutajenler, replikasyon hataları ve yaşlanma etkisine maruz 
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kalmaktadır. Genomik DNA’daki mutasyonlar, mikrodelesyonlar ve duplikasyonların 

gelişimi gibi kromozomal aberasyonlar ve promotor hipermetilasyonu ve diğer 

epigenetik olaylar, transkriptin yanlış veya hiç olmamasına ve değişen protein üretimine 

yol açabilir. Genetik hasar genellikle tamir edilir veya hücre apoptozise yönlendirilir. 

Fakat nadir durumlarda, bu biriken mutasyonlar, kritik bir genin veya onun yolağının 

fonksiyonunu değiştirebilir ve oluştuğu hücrede kontrolsüz çoğalmaya neden olur. Daha 

fazla genetik değişimler ve klonal çoğalma sonuçta, meme kanseri fenotipinin 

oluşmasına sebep olur.   

Meme kanseri yatkınlığa neden olan genetik faktörlerin moleküler 

tanımlanmasında kullanılan üç temel deneysel yöntem vardır. Bunlar, genomu kapsayan 

bağlantı analizi, aday genlerin mutasyonlarının taranması ve ilişkilendirme 

çalışmalarıdır. Aile bağlantı çalışmaları sadece penetransı yüksek olan meme kanseri 

genlerinin tanımlanmasında uygundur. Penetransı düşük olan genlerin tanımlanması 

için, etkilenmiş ve etkilenmemiş populasyonlarda aday gene dayalı ilişkilendirme 

çalışmaları, tümörlerde somatik mutasyonların (genetik, epigenetik ve gen ifade 

değişimleri) analizi ve yeni, daha geniş kapsamlı genomik teknikleri içeren yaklaşımlar 

kullanılır (Polyak, 2002) (Şekil 2). İlişkilendirme çalışmalarının en basit ve en etkili 

olanı, bizim de bu çalışmada yaptığımız gibi meme kanserli hastalar ve kontrollerin allel 

sıklıklarını karşılaştıran hasta-kontrol yaklaşımıdır. Hasta-kontrol çalışmaları, genetik 

polimorfizmler ile populasyonda sık gözlenen hastalıklar arasındaki ilişkiyi araştırmak 

için kullanılan en yaygın yöntemdir. Bu tür çalışmalarda genetik etkileri %80 

güvenilirlikle (OR ≥ 2.0) tesbit etmek için en az 200 hasta ve 200 kontrolün çalışılması 

gerektiği öne sürülmektedir (Garcia-Closas ve ark., 2000). 

Aday meme kanseri yatkınlık genlerinin, kodlanan bölgelerindeki 

polimorfizmlere ek olarak, yakın zamanda yapılan çalışmalar, promotorler ve intronlar 

gibi kodlamayan bölgelerdeki dizi değişimlerinin de meme kanseri riski üzerinde etkili 

olabileceğini göstermiştir. Bu değişimlerin moleküler etkisi henüz açık değildir, fakat 

bu değişimlerin, genlerin mRNA/protein düzeylerini etkilediği birçok çalışmada 

gösterilmiştir (Polyak, 2002). 
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Şekil 2: Meme kanserine neden olan gen mutasyonlarının tayini için kullanılan 

yaklaşımların özeti. bc 49, 49 yaşında ortaya çıkan meme kanseri (Polyak’dan, 2002) 

 

 

2.5.        MEME KANSERİ VE SNP’ler 

İnsan genomunun dizilenmesiyle birlikte, DNA’nın yaklaşık %99.9’unun 

bütün insanlarda benzer olduğu görülmüştür (Kotnis ve ark., 2005). %0.1’lik fark, 

bireyler arası varyasyondan ve her bireyin bireysel fenotipinden sorumludur. Tek baz 

değişimi şeklinde görülen bu küçük genetik varyasyonlar, SNP’ler olarak adlandırılırlar. 

SNP’ler, genel populasyonda sıklıkla oluşan (>%1) genetik değişimler olarak 

sınıflandırılırken, proteinler üzerinde bariz fonksiyonel değişiklikler oluşturan nadir 

varyantlar ise mutasyon olarak sınıflandırılır. Mutasyonlarla karşılaştırıldığı zaman, 

SNP’ler, fonksiyonel olarak anlamsız olarak düşünülmekte iken, sonraki bulgular, 

dikkate değer bir kısmının proteinlerin iç özelliklerini ve fonksiyonlarını çeşitli 

derecelerde etkilediğini göstermiştir (Collins ve ark., 1997; Chakravarti, 1998; Mehrian-

Shai ve Reichardt, 2004). SNP’ler insan genomunda, en fazla görülen genetik 

değişimlerdir (Don Haeng ve Ki-Baik, 2008). SNP’lerin yaklaşık 30.000’i klinik olarak 

görülebilir fenotipik etkiye sahiptir ve bunlar, artmış/azalmış transkripsiyon, değişmiş 

transkripsiyon sonrası ve translasyon sonrası aktivite veya proteinin dördüncül 
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yapısında değişiklikler oluşturabilirler (Li ve ark., 2001; Shastry, 2002). SNP’ler, 

bireyler arasındaki kan basıncı, ilaç metabolizması, kan pıhtılaşması ve kardiyovaküler 

fonksiyon bozuklukları gibi birçok fizyolojik fonksiyon çeşitliliğinden sorumludur 

(Herrington, 2003; McGillavry ve Prins, 2003; Tempfer ve ark., 2004).    

Tek bir SNP’nin etkisi genellikle küçük olmasına rağmen, fonksiyonel olarak 

birbiriyle ilişkili SNP’lerin toplu genetik etkisi, eklemeli veya sinerjik olarak artan 

meme kanseri riski oluşturabilir. Meme kanseri ve SNP’ler arasındaki ilişki, birçok 

çalışmada incelenmiştir. Aslında meme kanseri, SNP’lerin en çok çalışıldığı hastalık 

grubu olup birçok SNP’nin küçük ama anlamlı risk artışına sebep olduğu gösterilmiştir  

(Tempfer ve ark., 2006).      

 

2.6.        SİTOKİN GENLERİ VE GEN POLİMORFİZMLERİ 

İmmün sistem, insanları enfekte edici ajanlara ve tümör gelişimine karşı 

korumak için gelişmiş karmaşık bir hücreler ağıdır. İmmün sistemin bir parçası olan 

sitokinler, özel uyaranlara cevap olarak hücreler tarafından salgılanan immün 

düzenleyici proteinler veya glikoproteinlerdir. Hedef hücreler üzerinde ve özellikle 

hematopoetik sistemde, aktivite gösterirler; hedef hücrelerdeki özel sitokin 

reseptörlerine bağlanırlar ve bu hücreler içindeki sinyal iletimi ve ikincil mesaj yolunu 

başlatırlar. Bu olaylar, mitotik bölünme, büyüme ve farklılaşma, göç veya apoptosize 

yol açan gen aktivasyonu ile sonuçlanabilir. Sitokinler, hem kendi hem de diğer sitokin 

ve sitokin reseptörlerinin sentezini düzenleyen oldukça karmaşık ve birbirleriyle 

bağlantılı bir sistem içinde çalışırlar. İmmün hücreler tarafından, hem antijene-özgü 

hemde antijene-özgü olmayan uyaranlara cevap olarak, çok sayıda sitokinin üretimi, 

inflamatuar immün cevapta kritik rol oynar (Howell ve Rose-Zerilli, 2007). Sitokinler 

çok düşük yoğunlukta fonksiyon göstermesine rağmen, etkileri dolaşımdaki 

miktarlarıyla yakından ilgilidir. Bu yüzden, sitokin üretimini artıran gen ifade 

bozuklukları, organizmanın homeostazisini bozar ve organa özgü veya sistemik 

sorunlara yol açar (Cuenca ve ark., 2001). Sitokinler, immün hücreler kadar birçok 

organ sistemindeki hücrelerin hayatta kalma, çoğalma, farklılaşma ve fonksiyonunu 

düzenlemekte ve ayrıca kanseri de içeren birçok hastalığın mekanizmasında yer 

almaktadır (Kubo ve ark., 2003).   
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Sitokinler ve sitokin reseptör genleri, yüksek derecede polimorfiktir. Bu genler, 

ekzon dizileri açısından korunmuştur. Bu genlerdeki polimorfizmlerin çoğunluğu, 

genlerin transle edilmeyen bölgelerinde bulunmaktadır (http://www.ashi-

hla.org/publicationfiles/ASHI_Quarterly/26_4_2002/Polymorphism. pdf). Genin 5' ve 3' 

düzenleyici dizilerindeki polimorfizmler, transkripsiyon faktörünün bağlanma 

bölgesinin yapısını değiştirerek transkripsiyonu etkileyebilirler. İntronik polimorfizmler, 

mRNA’nın splays bölgelerini veya ifadeyi yükseltici (enhancer) ve susturucu (silencer) 

bölgelerin yapısını etkileyebilir (Bidwell; 1998) (Şekil 3).  

 

 

 

Şekil 3: Sitokin genlerindeki SNP bölgeleri ve onların olası sonuçları (Ollier’den, 

2004) 

 

Sitokinler, otoimmün, enfeksiyonel, alerjik veya kardiyovasküler hastalıklar 

gibi birçok hastalıkta etkin rol oynamaktadır. Bu nedenle sitokin gen polimorfizmlerinin 

bu hastalıklarla ilişkisinin incelendiği çok sayıda genetik çalışma yapılmıştır (Bidwell 

ve ark., 1999; Haukim ve ark., 2002; Hollegaard ve Bidwell, 2006). Örneğin, TNF-α 

promotorundaki polimorfizmler ile romatoid artrit, serebral sıtma, astım ve kardiyak, 

böbrek ve akciğer transplantasyonundan sonra ciddi  rejeksiyon arasında ilişki gösteren 

yayınlar 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 arasındaki ilişkiyi gösteren çalışmaların sayısı da 

hızla artmaktadır. TNF-α ve TNF-β (LT-α) SNP’leri ile kronik lenfositik lösemi, non-



17 

 

Hodgkin’s lenfoma ve meme kanseri gibi bazı kanserler arasında ilişki gösteren 

çalışmalar vardır (Demeter ve ark., 1997; Chouchane ve ark., 1997; Warzocha ve ark., 

1998; Mestiri ve ark., 2001). Sitokin gen polimorfizmleri ile ilgili çok sayıda in vitro 

expresyon çalışmaları ve in vivo hastalık ilişki çalışmaları mevcuttur (Bidwell ve ark., 

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

 

2.6.1.  Tümör Nekrosis Faktör Alfa (TNF-α=TNFA), [= Tümör Nekrosis Faktör 

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

TNF-α, multifonksiyonel bir sitokin olup ilk olarak in vitro ve in vivo solid 

tümörlerin nekrozuna aracılık eden ve makrofajdan elde edilmiş bir serum proteini 

olarak tanımlanmıştır (Carswell ve ark., 1975). TNF-α, çoğunlukla aktive adilmiş 

makrofajalar, T lenfositleri ve doğal öldürücü (NK) hücreler tarafından sentezlenir; 

düşük seviyelerde ise, fibroblastlar, düz kas hücreleri ve tümör hücreleri gibi çeşitli 

hücrelerden sentezlenmektedir (Vassalli, 1992; Naylor ve ark., 1993). TNF-α, hem salgı 

proteini, hem de membrana bağlı protein olarak eksprese edilir ve homotrimerik formda 

bulunur (Li ve ark., 2000).  

TNF-α’nın biyolojik fonksiyonu çok karmaşıktır. Akut durumlarda, TNF-α’nın 

lokal üretimi faydalıdır. Vasküler endoteldeki adezyon moleküllerinin üretimini 

artırarak immün hücrelerin, özellikle nötrofil ve makrofajların, doku hasarı veya 

enfeksiyonun olduğu bölgeye gitmesine izin verir (Barbara ve ark., 1996). Bunun yanı 

sıra, TNF-α, fagositleri aktive ederek, onların enfekte edici ajanları ve hücre enkazlarını 

temizlemesini sağlar. Fakat TNF-α’ya sistemik ve uzun süreli maruz kalmak zararlı 

olabilir. Dolaşımdaki fazla TNF-α seviyesi, toksik şok ve cerrahi veya travma 

hastalarında metabolizmanın bozulması ile ilişkili bulunmuştur (Tracey ve ark., 1986).  

TNF-α, hem protümörijenik hem de antitümörijenik özellik göstermektedir 

(Naylor ve ark., 1993; Balkwill, 2002). Tercihen, yüksek dozda lokal TNF-α 

uygulaması, tümör kan damarlarını tahrip eder ve güçlü bir anti-tümör aktivitesine 

sahiptir (Lejeune ve ark., 1998). Fakat kronik olarak üretildiğinde, bu sitokin, endojen 

tümör geliştirici olarak aktivite gösterir ki bu durumda, tümör gelişimi ve yayılması için 

gerekli olan dokunun yeniden şekillenmesi ve stromal gelişime yardımcı olur (Balkwill 

ve Mantovani, 2001). Kanser gelişiminin, TNF-α’nın düzensiz ve fazla üretimi ile ilgili 

olduğu gösterilmiştir (Balkwill, 2002). Yüksek miktarlarda TNF-α’ya, enflamatuvar 
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dokularda, memeyi de içeren birçok insan tümöründe (Balkwill, 2002) ve hatta obezite 

ve kanser hastalarının serum örneklerinde rastlanmıştır (Bray ve ark., 2002b; El-Omar 

ve ark., 2000). Bu yüzden TNF-α’nın ifade düzeyi, kanserde patogenez ve hastalığın 

prognozu hakkında belirleyici olabilir (Moore ve ark., 1999; Suganuma ve ark., 1999). 

Meme tümörünün mikroçevresindeki kronik enflamasyonun, özellikle de yüksek TNF-α 

seviyesinin, meme kanserinin büyümesi kadar ilerlemesine de yol açabildiği 

gösterilmiştir (Leek ve ark., 1998).  

TNF-α’nın biyoaktivitesi çoğunlukla, çözünebilir TNF-α bağlayan reseptörler 

tarafından düzenlenir (Smith, 1994). TNF-α, TNFR-1 ve TNFR-2 olarak adlandırılan iki 

farklı reseptör aracılığıyla aktivite gösterir (Vandenabeele ve ark., 1995). TNF α’nın 

TNFR-2’ye olan afinitesi, TNFR-1’den 5 kat fazla olmasına rağmen, TNF-α’nın 

biyolojik aktivitesinin çoğunluğunu TNFR-1 başlatır (Tartaglia ve Goeddel; 1992). 

TNFR-1 (p60), bütün hücre tiplerinde eksprese olmasına rağmen, TNFR-2 (p80)’nin 

ifadesi çoğunlukla immün hücrelerle sınırlıdır (Aggarwal, 2003). Bu iki reseptör 

arasındaki temel fark, TNFR-2’de eksik olan, fakat TNFR-1’de bulunan ölüm 

domainidir (DD = Death domain). Bu yüzden, TNFR-1, apoptotik hücre ölümünü 

indükleme yeteneğine sahip ölüm reseptör ailesinin önemli bir üyesidir. TNFR-1, 

apoptozisin yanı sıra, hücre yaşam sinyalleriyle de uyum sağlama özelliğine sahiptir 

(Şekil 4). TNFR-2 ise, apoptozisi indüklemekle beraber, hayatta kalmayı artıran doku 

tamiri ve anjiogenezisi de sağlayabilir. 

1984 yılında klonlanmış olan TNF-α geni, insan kromozomu 6’nın kısa kolu 

üzerinde (6p21.3) yer alır ve TNF lokusu içinde TNF-β geni ile ardışık yerleşmiştir 

(Pennica ve ark., 1984). TNF-α geni, MHC’nin sınıf (class) III bölgesindeki 7 kb’lık 

(kilobaz) DNA içinde yer alır (Şekil 5). Gen, 2763 nükleotidden oluşur, dört ekzon ve 

üç intron içerir (NC_000006) (GeneID: 7124). TNF-α’nın 1. ekzonu (338 bç) 5'UTR’yi 

ve sinyal dizisinin çoğunluğunu, 2. ekzonu (46 bç) sinyal dizisinin kalan kısmını ve 

olgun proteinin ilk amino asitini, 3. ekzonu (48 bç) olgun proteinin bir kısmını ve 4. 

ekzon (1210 bç) olgun proteinin kalan kısmını ve 3'UTR’yi kodlar (Posch ve ark., 

2003). Gen, 1669 bç’lik bir mRNA sentezler (NM_000594). Biyolojik olarak trimerik 

formda hareket eden 17 kDa’luk bir protein olan TNF-α, başlangıçta hücre zarına bağlı 

233 aminoasitlik bir form olarak sentezlenir ve 157 aminoasitlik sitokini oluşturmak 

üzere metalloproteinaz ile proteolitik işleme tabi tutulur (NP_000585). TNF-α, bir 
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disülfit bağı içermektedir ki, bu onun biyolojik fonksiyonu için önemlidir (Narachi ve 

ark., 1987). 

 

 

 

Şekil 4: TNFR-1 sinyal yolağı. TNF-α, hem yaşamsal ve çoğalma ile ilgili yolağı hem 

de apoptozis yolağını TNFR-1 ile aktive eder. Kısaltmalar: APAF-1, apoptozis protein 

aktive edici faktör 1; Bcl-2, B-hücre 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’nın ko-şaperonu; cIAP, 

apoptozisin sitoplazmik inhibitörü; cFos/cJun, transkripsiyon faktörleri; DD, ölüm 

domaini; EndoG, mitokondrial DNaz; FADD, Fas-ilişkili DD; HSP90, ısı şok proteini 

90; I-CAD, CAD’ın inhibitörü; IκB, NF- κB’nin inhibitörü; IKKα/β, IκB kinaz; JNK, 

cJun n-terminal kinaz; MEKK1, mitojen-aktive edici protein kinaz/hücre-dışı sinyal-

ilişkili kinaz 1; MKK3/7, MAPK kinaz 3/7; NEMO, NF-κB esas modülatörü; NF-κB, 

nüklear faktör kappa B transkripsiyon faktörü; NIK, NF-κB indükleyici kinaz; 

p38MAPK, p38 mitojen-aktive edici protein kinaz; RIP, reseptörle karşılıklı etkileşen 

protein; SODD, DD’nin susturucusu; sTNFR-1, çözünür TNFR-1; TNF-α, tümör 

nekrozis faktör alfa; TNFR-1, TNF resetör 1; TRADD, TNF reseptör-ilişkili DD; 

TRAF-2, TNF reseptör-ilişkili faktör-2. (van Horssen’den, 2006) 
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Şekil 5: TNF genlerinin yapısı. MHC bölgelerinin yerleşimleri gösterilmektedir.  Açık 

renk kutular TNF ekzonlarının transle edilmeyen, koyu renk kutular transle edilen 

bölgeleri, çizgiler ise intronları göstermektedir. C2 = kompleman bileşen 2; Bf = 

kompleman faktör B; C4A = kompleman bileşen 4A; C4B = kompleman bileşen C4B; 

21-OH = 21-hidroksilaz (Holmes’den, 2003). 

 

 

TNF-α’nın ifadesi, çoğunlukla transkripsiyonel olarak kontrol edilmekle 

birlikte post-transkripsiyonel veya translasyonel düzeyde de düzenlenmektedir 

(Aquillon ve ark., 2002). TNF-α promotor bölgesi içinde çeşitli polimorfizmler,      

TNF-α’nın üretim seviyesi ile ilişkilendirilmiştir (Kroeger ve ark., 1997; Jang ve ark., 

2001; Kirkpatrick ve ark., 2004).  

TNF-α geni içinde promotor bölgesi de dahil olmak üzere çok sayıda (yetmişe 

yakın) SNP tanımlanmıştır (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TNF& 

snp=69#snp). Bunlardan bazıları, -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)’dır (Posch ve ark., 2003; Simmonds ve ark., 2004; Elahi ve 

Matata, 2005). Bu durum bize TNF-α geninin 5′ bölgesinin yüksek derecede polimorfik 

olduğunu göstermektedir. Bunlara ek olarak, ilk ekzonda +69 G>C değişimi 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) 

(Şekil 6). İlginç olarak, -1031 ile -863 pozisyonundaki SNP’ler arasında ve -376 ile       

-238 pozisyonundaki SNP’ler arasında bağlantı dengesizliği mevcuttur (Bağlantı 

dengesizliği, bir bireyde aynı veya farklı lokuslardaki iki allelin birarada bulunma 
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sıklığının rastlantı olarak tahmin edilenden daha fazla olması durumunda ortaya çıkar). 

Ek olarak, TNF-α geni -308 pozisyonundaki polimorfizm, komşusu TNF-β (LT-α) 

genindeki kodon 26’daki polimorfizm ile bağlantılıdır (Hamann ve ark., 1995). TNF-α  

-308 polimorfizmi ile HLA-A1, B8 ve DR3 haplotipleri arasında bağlantı dengesizliği 

gösterilmiştir (Wilson ve ark., 1993).  

 

 

 

Şekil 6:  TNF-α gen yapısı ve bilinen polimorfizmlerin bir kısmı (Simmonds’dan, 

2004) 

 

TNF-α’daki yaygın genetik varyasyonların, genin ifade düzeyini değiştirdiği 

gösterilmiştir (Westendorp ve ark., 1997; Negoro ve ark., 1999). TNF-α geninde en sık 

gözlenen ve promotor bölgede genin başlama bölgesinin 308 bç önünde yerleşik 

bulunan G>A polimorfizmi (-487A>G) (rs1800629), genin transkripsiyonel aktivitesi 

üzerinde önemli bir etkiye sahiptir (Wilson ve ark., 1992). Bu noktada, guanin (G) 

nükleotidinin, adenin (A) nükleotidine dönüşümü şeklinde bir değişim gözlenir. -308 

konumundaki guanin, sık gözlenen TNFA1 allelini tanımlarken, adenin, nadir gözlenen 

TNFA2 allelini tanımlar (Wilson ve ark., 1992). -308A alleli, -308G alleline göre daha 

güçlü bir transkripsiyon sağlar (Messer ve ark., 1991; Wilson ve ark., 1997; Baseggio 

ve ark., 2001; González ve ark., 2003). TNF-α -308G>A polimorfizmi, transkripsiyon 
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faktörü AP-2’nin bağlanma bölgesi olan bir konsensus dizi içinde yer alır (Kroger ve 

Abraham, 1996). -308A alleli varlığında TNF-α’nın 10 bp’lik bir bölgesi, AP-2’nin 

konsensus bağlanma bölgesi ile homoloji göstermektedir ki bu homoloji, -308G 

varyantında azalır (Kroger ve Abraham, 1996). Yapılan çalışmalar, -308A allelini içeren 

hücrelerin, -308G allelini içeren hücrelere göre altı kat daha fazla mRNA sentezlediğini 

göstermiştir (Cabrera ve ark., 1995). -308A alleli, çözünmüş yüksek serum TNF-α 

düzeyi ve periferal kan mononüklear hücreleri (PBMCs) tarafından yüksek TNF-α 

üretimi ile ilişkilendirilmiştir (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-α -308G/A polimorfizminin, serebral sıtma, mukokütanoz leishmania, 

ülseratif kolitis, Crohn’s hastalığı, fetal meningokokkal hastalık, sistemik lupus 

eritematöz ve septik şok gibi bulaşıcı ve iltihabi hastalıklar için risk oluşturduğu 

gösterilmiştir (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). Aynı zamanda, TNF-α -308G/A polimorfizmi ile meme kanseri de dahil birçok 

kanser tipi arasında artan veya azalan ilişki tesbit edilmiştir (Tablo 2).  

 

2.6.2. Tümör Nekrosis Faktör Beta (TNF-β=TNFB), [=Lenfotoksin alfa         

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

Tümör nekrosis faktör ailesinin bir üyesi olan TNF-β, yüksek derecede 

uyarılan, salgılanan ve homotrimerik formda bulunan bir sitokindir (Eck ve ark., 1992). 

Çok çeşitli iltihabi, immunostimulator ve antiviral yanıtların oluşmasında etkindir. Aynı 

zamanda gelişim sırasında ikincil lenfoid organların oluşumunda yer alır ve apoptoziste 

rol oynar (GeneID: 4049). 

TNF-β, TNF-α gibi TNF reseptörleri tarafından tanınır ve birçok biyolojik 

etkileri TNF-α ile benzerdir (Smith, 1994). Her iki gen, aminoasit dizisi açısından %35 

benzerlik ve %50 homoloji gösterirler (Ruuls ve Sedgwick, 1999; Chan ve ark., 2000; 

Locksley ve ark., 2001). Her iki protein benzer biyolojik aktiviteye sahiptir, fakat 

yapıları araştırıldığında, TNF-α’nın bir disülfit bağı içermesine rağmen TNF-β’nın 
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sistein amino asiti içermeyen bir glikoprotein olduğu görülmüştür (Aggarwal ve ark., 

1985). TNF-α’nın aksine, TNF-β, çoğunlukla uyarılmış T hücreleri (lenfositler) 

tarafından ifade edilir ve salınır (Steffen ve ark., 1988). TNF-β, sadece salgı proteini 

olarak homotrimer halde ifade edilir (Li ve ark., 2000) ve hücre yüzeyine LT-β ile 

heterotrimer oluşturarak bağlanabilir (Browning ve ark., 1993).   

 TNF-β homotrimeri (LTα3), TNF-α ile aynı yüzey reseptörlerine (TNFR-1 ve 

TNFR-2) bağlanarak biyolojik etkisini gösterir (Old; 1985) (Şekil 7). TNFR1’e 

bağlanarak apoptozisi, TNFR2’ye bağlanarak ise gen transkripsiyonu ve hücre 

çoğalmasına indükler. TNF-β/LT-β kompleksi (LTα1β2) ise farklı fakat diğerleri ile 

ilişkili bir reseptöre, LTβR’ye, bağlanır ve bu yolla gen transkripsiyonu ve hücre 

çoğalmasını indükler (Crowe ve ark., 1994; Browning ve ark., 1995). (Şekil 7).  

Farelere transplante edilen insan solid tümörlerde TNF-β’nın anti-tümör ve 

anti-metastatik etkisi rapor edilmiştir (Funahashi ve ark., 1991; Qin ve Blankenstein, 

1995). Yine ovaryum ve servikal karsinoma hücrelerinde TNF-β ve TNF-α’nın sitolitik 

aktivitesi gösterilmiştir (Powell ve ark., 1998). Akciğer, kolorektal ve gastrik kanserli 

hastalarda TNF-β lokusu için soyhattı SNP sıklığı, sağlıklı kontollerde bulunandan 

anlamlı derecede farklılık göstermektedir (Shimura ve ark., 1994, 1995; Hagihara ve 

ark., 1995; Park ve ark., 1998). 

İnsan TNF-β geni, kromozom 6’nın kısa kolu (6p21.3) üzerindeki MHC içinde 

HLA-B ve HLA class III genleri arasında TNF-α ile ard arda yerleşiktir (Carroll ve ark., 

1987; Inoko ve Trowsdale, 1987). TNF-α ile sıkı bir bağlantı içindedir ve TNF-β’nın 

poliadenilizasyon bölgesi ile TNF-α’nın transkripsiyon başlangıç bölgesi arasında 1240 

bç’lik bir alan bulunmaktadır (Posch ve ark., 2003) (Şekil 8). Gen, 2006 nükletidden 

oluşur, 4 ekzon ve 3 intron içerir (NC_000006.10). TNF-β’nın 1. ekzonu (163 bç) 

5'UTR’nin büyük bir kısmını, 2. ekzonu (99 bç) 5'UTR’nin kalan 9 bazını ve sinyal 

dizisinin çoğunluğunu, 3. ekzon (106 bç) sinyal dizisinin son kodonunu ve olgun 

proteinin bir kısmını, 4. ekzon (1041 bç) olgun proteinin kalan kısmını ve 3'UTR’yi 

kodlar (Posch ve ark., 2003). Gen, 1386 bç’lik mRNA ve 205 a.a.’lik bir protein 

sentezler (NM_000595, NP_000586). 
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Şekil 7: TNF-α ve TNF-β genleri sinyal yolakları. TNF sitokinlerinin reseptörleriyle 

etkileşimi oklarla gösterilmiştir. Ligandın reseptöre bağlanması, sinyal yolu kaskatının 

harekete geçmesine yol açar. Reseptörün hücre içi kısmında DD (ölüm domaini)’nin 

bulunması (TNFR-1’de), TRADD (TNFR-1ile ilişkili ölü domain)’nin aktive olmasına 

ve apoptozisin gerçekleşmesine yol açar. DD’nin olmadığı durumda TNFRler, doğrudan 

TRAF (TNF reseptörü ile ilişkili faktör) molekülleriyle etkileşime girer ve klasik NFκB 

(nüklear faktör κB) yolağını aktifler. Bunun sonucunda da NFκB heterodimeri 

(p50/ReIA), çekirdeğe geçer ve etkilenen geni indükler. LTβR aynı zamanda, p100’ün 

işlenmesi ve p52/ReIB’nin çekirdeğe aktarımını içeren, klasik olmayan bir NFκB 

yolağını da indükler.  FADD, Fas-ilişkili ölü domain; IKK, IκB kinaz; NIK, NFκB 

indükleyici kinaz. (Schneider’dan, 2004). 
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Şekil 8: TNF ve LT bölgeleri. Oklar genin sentez yönünü göstermektedir ve ekzonlar 

numaralandırılmıştır.. (Posch’dan, 2003) 

 

 

TNF-β geni içinde çok sayıda (altmışa yakın) SNP rapor edilmiştir 

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=lta&snp=56#snp) (Şekil 9). 

Bunların birçoğu promotor bölge içinde trnaskripsiyon başlama noktasının önünde         

-2066(C>T), -1876(C>G), -1783(G>A), -1563(A>T), -1051(G>A), -626(G>A),             

-294(C>T), -293(G>A) noktalarında bulunmaktadır (Posch ve ark., 2003). İlk olarak 

5’UTR’nin çoğunluğunu kodlayan 1. ekzonda +11(G>A) ve +81(C>A) olmak üzere iki, 

1. intronda +252(A>G) ve +369(G>C) konumlarında iki tane SNP tanımlanmıştır 

(Dawkins ve ark., 1989; Abraham ve ark., 1991; Ferencik ve ark., 1992). Bunun yanı 

sıra 1. intronda bir (CT)n dinükletid tekrarı (n=9-10) bulunmuş ve TNFc mikrosatelliti 

olarak tanımlanmıştır (Nedospasov ve ark., 1991). Daha sonraki çalışmalarda bulunan 3. 

ekzon +724(C>A)’deki SNP’nin olgun proteinin 26. aminoasidini treoninden asparajine 

dönüştürdüğü (Ozaki ve ark., 2002), 2. ekzon +496(T>C)’daki SNP’nin ise, sinyal dizisi 

-21 konumundaki amino asitin sisteinden arjinine dönüşümüne sebep olduğu tespit 

edilmiştir (Posch ve ark., 2003). 

 

  

 

Şekil 9: TNF-β geni üzerindeki bazı polimorfik bölgelerin yerleşimi. Ekzonlar kutu 

içine alınmıştır ve gölgeli alanlar 5'UTR’yi göstermektedir (Posch’dan, 2003).  
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TNF-β geni içinde tanımlanan polimorfizmlerden biri olan +252A>G 

polimorfizmi (rs909253), TNF-β’nın plazma düzeyini ve in vitro TNF-β ifadesini 

etkilemektedir (Messer ve ark., 1991; Ozaki ve ark., 2002). +252A>G polimorfizmi, bir 

fosfor ester-respons DNA elementi (TRE) içinde yer alır ve AP-1, jun ve C-fos 

heterodimer transkripsiyon faktör ailesi için yüksek afinite gösterir. Bu tek nükleotid 

değişimi (+252 A>G), varyant A alleli TNFB1 (5.5 kb) ve yabanil tip G alleli TNFB2 

(10.5 kb) diye belirtilen iki allel oluşturur (Messer ve ark., 1991). +252A alleli, +252G 

alleline göre daha güçlü bir transkripsiyon faktörüdür (Messer ve ark., 1991). TNF-β 

GG genotipine sahip olanlarda, TNF-β üretimi, A alleline sahip olanlara göre anlamlı 

derecede düşüktür (Whichelow ve ark., 1996). TNF-β +252G alleli ile TNF-α -308A 

alleli ve TNF-β +724A allelleri arasında bir ilişki bulunmaktadır (Posch ve ark., 2003; 

Heesen ve ark., 2003). Aynı zamanda, +252A>G polimorfizminin TNF-α üretimini 

etkilediği ve +252GG bireylerin TNF-α mRNA düzeyinin artmış olduğu rapor edilmiştir 

(Temple ve ark., 2003). 

TNF-β A252G polimorfizmi, miyokard infarktüs, sedef, kardiyovasküler 

hastalıklar, serebral damar tıkanıklığı gibi hastalıklarla ilişkilendirilmiştir (Ozaki ve 

ark., 2002; Balding ve ark., 2003; Suzuki ve ark., 2004; Um ve ark., 2003). Aynı 

zamanda TNF-β A252G polimorfizminin, meme kanseri de dahil birçok kanser tipi ile 

ilişkisi olduğu tesbit edilmiştir (Tablo 2).  

 

2.6.3.     İnterferon Gama (IFN-γγγγ), (MIM: 147570) 

İnterferonlar, immün düzenleyici ve antiproliferatif etki gösteren diğer bir 

sitokin ailesidir (Stark ve ark., 1998). IFN-γ (makrofaj aktive edici faktör olarak da 

bilinir), bu ailenin bir üyesi olup antijenler, alloantijenler veya mitojenler tarafından 

aktive edildiklerinde özellikle T lenfositleri ve doğal öldürücü (NK) hücreler tarafından 

üretilen bir proteindir (Farrar ve Schreiber, 1993; Boehm ve ark., 1997). IFN-γ, hem 

koruyucu immün cevapların hem de immünopatolojik işlemlerin teşvikinde çok kritik 

rol oynar (Farrar ve Schreiber, 1993; Boehm ve ark., 1997; Bach ve ark., 1997). 

Çalışmalar, IFN-γ’nın virüslere veya hücrelerarası patojenlere karşı savunmada ve 

immün sistemin çalışmasının ve gelişiminin düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığını 

göstermiştir (Bream ve ark., 2000; Sato ve ark., 2004; Shao ve ark., 2005).  
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İlk olarak doğrudan antiviral aktivitesi olan bir ajan olarak tanımlanmasına 

rağmen, in vivo ve in vitro gözlemler, IFN-γ’nın çok sayıda anti-tümör mekanizmasının 

olduğunu ortaya koymuştur. Dolayısıyla, IFN-γ’nın, meme kanser hücrelerini de içeren 

birçok tümör kaynaklı hücre hattında büyümeyi baskıladığı rapor edilmiştir (Wadler ve 

ark., 1990; Kirchhoff ve Hauser, 1999; Ruiz-Ruiz ve ark., 2000; Gollob ve ark., 2000; 

Cifaldi ve ark., 2001). Endojen olarak üretilen IFN-γ, tümör oluşumunda önemli bir 

etkiye sahiptir ki bunu sadece tümörlere karşı koruyucu konak cevabı artırarak değil 

aynı zamanda tümörlerde immün saldırıdan kaçmayı kolaylaştıran cevapları 

düzenleyerek de yapar (Ikeda ve ark., 2002). Devamlı düşük seviyede IFN-γ üretimi, 

tümör gelişimini artırır; fakat devamlı yüksek seviyede IFN-γ üretimi, önemli anti-

tümör etki gösterir. Bu sonuçlar, IFN-γ’nın tümör gelişiminde veya tümör 

immüntedavisinde “iki-taraflı kılıç” gibi görev aldığını göstermektedir (He ve ark., 

2005).   

IFN-γ’nın biyolojik etkisi, hücre içi moleküler sinyal ağının aktivasyonu yolu 

ile ortaya çıkar ki bunun da en iyi tanımlanmış olanı JAK-STAT sinyal yolağıdır (Şekil 

10). Klasik IFN-γ sinyal yolağı, IFN-γ’nın hücre yüzey reseptörleri olan IFNγR1 (iki α 

zincirinden oluşur) ve IFNγR2 (iki β zincirinden oluşur)’ye bağlanması ile başlar ve 

bunu reseptörün oligomerizasyonu izler. JAK 1 ve 2’nin aktivasyonu, JAK’ların ve 

reseptör alt ünitelerinin trans-fosforilasyonuna olanak sağlar. Reseptörün tirozin 

fosforilasyonundan sonra bir transkripsiyon faktörü olan STAT1, reseptöre bağlanır ve 

bir homodimer oluşturur. Fosforilize olmuş olan bu homodimer, çekirdeğe geçer ve gen 

transkripsiyonunu başlatmak için promotorlardaki GAS elementlerine bağlanır (Gough 

ve ark., 2008). 

İnsan IFN-γ geni, kromozom 12q24.1’de yer alır, 4975 nükleotidden oluşur ve 

dört exon ve üç intron içerir (NC_000012.10) (Gray ve Goeddel; 1982; Baron ve ark., 

2002; Tegoshi ve ark., 2002) (Şekil 11). 1240 bç’lik mRNA, 166 aminoasitlik kısa bir 

polipeptid ve 20 aminoasitlik bir sinyal peptidi kodlar (NP_000610, NM_000619). 

Delesyon analiz çalışmaları, -100’den -30’a kadar uzanan bölgeyi içeren kor 

IFN-γ promotoru, evrim süresince çok iyi korunmuş olduğunu göstermiştir (Chrivia ve 

ark., 1990; Penix ve ark., 1993). Ayrıca birinci intronda enhancer bölgeler yerleşiktir ve 

intron 1, 2 ve 3’de birçok NFκB bağlanma bölgesi tanımlanmıştır (Ciccarone ve ark., 

1990, Sica ve ark., 1992). 
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Şekil 10: Klasik IFN-γγγγ sinyal yolağı 

(http://www.biocarta.com/pathfiles/ifngPathway.asp#history) 

 

 

 

Şekil 11: IFN-γγγγ gen yapısı ve bilinen bazı polimorfizmler. Ekzonlar koyu kutular 

içine alınıp numaralandırılmıştır. Açık renkli kutular 5'UTR ve 3'UTR’yi (transle 

edilmeyen bölgeler) göstermektedir. 

 

 

 IFN-γ geni içinde çok sayıda (yüze yakın) SNP tanımlanmıştır 

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IFNG). IFN-γ genindeki genetik 

polimorfizmlerin, farklı miktarlarda IFN-γ salınımı ile ilgili olduğu ve bu yüzden 

biyolojik önemi olabileceği gösterilmiştir (Pravica ve ark., 1999). IFN-γ geninin birinci 

intronunda +874 konumunda T’den A’ya şeklinde olan bir tek nükleotid değişimi 

tanımlanmıştır (Pravica ve ark., 2000). IFN-γ +874T>A polimorfizminin (rs2430561), 

insan IFN-γ geninin transkripsiyonu için fonksiyonel öneme sahip olabilen bir nüklear 

faktör kappa B (NF-κB) bağlanma bölgesi ile çakıştığı öne sürülmektedir (Pravica ve 
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ark., 2000). Bir transkripsiyon faktörü olan NF-κB, tercihi olarak +874T alleline 

bağlanmaktadır. +874T ve A alleline sahip olma, sırasıyla yüksek ve düşük IFN-γ 

ifadesi ile ilişkilendirilmiştir (Pravica ve ark., 1999; Pelletier ve ark., 2000; Tambur ve 

ark., 2001; Rossouw ve ark., 2003). Dahası, bu polimorfizm, IFN-γ geni birinci intronu 

içindeki mikrosatellit polimorfizmi (CA tekrarı) ile sıkı bir bağlantı dengesizliği 

içindedir. +874T alleli ile bağlantılı olan (CA)12 tekrarlı allel 2, in vitro stimüle edilmiş 

lenfositlerde yüksek IFN-γ üretimi ile ilişkilendirilmiştir  (Pravica ve ark., 1999).  

IFN-γ +874A allelinin parvovirüs, tüberküloz, brusella ve HBV (Hepatit B 

virüsü) infeksiyonu, kutanöz leishmania, SARS (ciddi akut solunum sendromu), kronik 

yorgunluk sendromu (CFS) gibi bazı bulaşıcı hastalıklar ile ilişkili olduğu rapor 

edilmiştir (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; Sallakcı ve ark., 2007). Aynı zamanda 

IFN-γ geni +874 polimorfizmi ile meme kanseri ve servikal kanser arasında ilişki tesbit 

edilmiştir (Tablo2). 

  

TNF-α, TNF-β ve IFN-γ, tümör hücreleri üzerinde sinerjik etki göstermektedir 

(Kawatsu ve ark., 1990; de Kossodo ve ark., 1995; Ozzelo ve ark., 1995). Bu olguyla 

ilişki olarak, sistemik IFN-γ, lokal olarak enjekte edilmiş TNF-α ile beraber 

verildiğinde, faredeki meme kanserli ksenograftlarda makroskobik nekroz gözlenmiştir 

(de Kossodo ve ark., 1995). Benzer şekilde, insan rekombinant TNF-α’sının, IFN-γ’nın 

antitümör rolü üzerine olan artırıcı etkisi, nude mice’da büyüyen insan meme kanser 

kserograftlarında gösterilmiştir (Ozzelo ve ark., 1995). Nude mice’a transplante edilen 

insan meme kanser tümörlerinde IFN-γ’nın, TNF-β ile sinerjik anti-tümör etkisi rapor 

edilmiştir (Kawatsu ve ark., 1990). 

Bu veriler, TNF-α, TNF-β ve IFN-γ’nın meme kanserine yatkınlık üzerine 

önemli bir rol oynayabileceğini göstermektedir. Bu yüzden, bu sitokinlerin doğal olarak 

yüksek miktarda üretildiği bireylerin, meme kanserini de içeren belirli malignansilere, 

farklı yatkınlıklar veya hassasiyetler göstermesi olasıdır. TNF-α, TNF-β ve IFN-γ’nın 

düzeyleri, bu genler içindeki genetik polimorfizmlerden etkilenmektedir (Wilson ve 

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

polimorfizmleri ile çeşitli kanser tipleri arasındaki ilişkilendirme çalışmaları 

 

Polimorfizm Kanser Tipi Çalışma alanı, 

büyüklüğü 

(hasta+kontrol) 

İlişki Kaynak 

TNFα-308A Meme kanseri Tunus (243 + 174) Yatkınlık Mestiri ve ark., 2001 

TNFα-308 / 

TNFβ+252G  

Meme kanseri Kore (95 + 195) Etkisi yok / 

Yatkınlık 

Park ve ark., 2002 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Meme kanseri Hollanda (956 + 

1271) 

Etkisi yok / 

Etkisi yok 

de Jong ve ark., 2003 

TNFα-308 Meme kanseri İtalya (125 + 100) Etkisi yok Giordani ve ark., 2003 

TNFα-308 Meme kanseri İngiltere (709 + 498) Etkisi yok Azmy ve ark., 2004 

TNFα-308G Meme kanseri İngiltere (144 + 263) Yatkınlık Smith ve ark., 2004 

TNFα-308 /  

TNFβ+252 / 

IFNγ+874T 

Meme kanseri İran (223 + 267) Etkisi yok / 

Etkisi yok / 

Yatkınlık 

Kamali-Sarvestani ve 

ark., 2005a 

TNFβ+252G Meme kanseri Kore (560 + 509) Yatkınlık Lee ve ark., 2005b 

TNFα-308 / 

IFNγ+874 

Meme kanseri İtalya (84 + 226) Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Scola ve ark., 2006 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Meme kanseri USA + Polonya 

(5546 + 5219) 

Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Gaudet ve ark, 2007 

TNFα-308 /  

IFNγ+874 

Meme kanseri Türkiye (38 + 24) Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Gonullu ve ark., 2007 

TNFα-308 Meme kanseri  Rusya (167 + 139) Etkisi yok Ostashkin ve ark., 

2008 

TNFα-308A / 

TNFβ+252G  

Meme kanseri Hindistan (127 + 

150) 

Yatkınlık  / 

Yatkınlık 

Kohaar ve ark., 2009 

TNFα-308A Meme kanseri /   

Non-Hodgkin’s 

lenfoma 

Tunus (124 + 106) 

 

Yatkınlık / 

Yatkınlık 

Chouchane ve ark., 

1997 

TNFα-308A / 

TNFβ+252G 

Non-Hodgkin’s 

lenfoma (NHL) 

Fransa (273 + 96) Yatkınlık / 

Yatkınlık 

Warzocha ve ark., 

1998 

TNFα-308A / 

TNFβ+252 

Non-Hodgkin’s 

lenfoma (NHL) 

Fransa (204 + 120) Yatkınlık / 

Etkisi yok 

Juszczynski ve ark., 

2002 
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Tablo 2: TNF-α -308(G>A), TNF-β +252(A>G) ve IFN-γ +874(T>A) gen 

polimorfizmleri ile çeşitli kanser tipleri arasındaki ilişkilendirme çalışmaları 

(devam) 

 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Non-Hodgkin’s 

lenfoma (NHL) 

Avusturya, 

Almanya, İsviçre 

(488 +  

Etkisi yok  / 

Etkisi yok (18 

yaş ve altı 

hastalarda) 

Seidemann ve ark., 

2005 

TNFα-308A / 

TNFβ+252G 

Non-Hodgkin’s 

lenfoma (NHL) 

Amerika (1172 + 

982) 

Yatkınlık / 

Yatkınlık 

Wang ve ark., 2006 

TNFα-308A / 

TNFβ+252 

Non-Hodgkin’s 

lenfoma (NHL) 

Avrupa, Kanada, 

Amerika (3586 + 

4018) 

Yatkınlık / 

Etkisi yok 

Rothman ve ark., 2006 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Non-Hodgkin’s 

lenfoma (NHL) 

İngiltere (492 + 478) Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Spink ve ark., 2006 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Non-Hodgkin’s 

lenfoma (NHL) 

Avustraya  (545 + 

498) 

Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Purdue ve ark., 2007 

TNFα-308 Kronik lenfositik 

lösemi (CLL) 

Polonya (183 + 348) Etkisi yok Bogunia-Kubik ve 

ark., 2005 

TNFβ+252G Gastrik kanser  Japonya (152 + 141) Yatkınlık Shimura ve ark., 1995 

TNFα-308A Gastrik kanser Amerika (314 + 

210) 

Yatkınlık El-Omar ve ark., 2003 

TNFα-308A Gastrik kanser Portekiz (287 + 304) Yatkınlık Machado ve ark., 2003 

TNFα-308 Gastrik kanser Tayvan (204 + 210) Etkisi yok Wu ve ark., 2004b 

TNFα-308 

TNFβ+252 

Gastrik kanser Çin (264 +437) Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Guo ve ark., 2005 

TNFα-308 Gastrik kanser Kore (122 + 120) Etkisi yok Lee ve ark., 2005a 

TNFα-308 Gastrik kanser Çin (250 + 300) Etkisi yok Lu ve ark., 2005 

TNFα-308 Gastrik kanser İtalya (184 + 362) Etkisi yok Perri ve ark., 2005 

TNFα-308 Gastrik kanser Brazilya (166 +536) Etkisi yok Rocha ve ark., 2005 

TNFα-308 Gastrik kanser Kore (237 + 461) Etkisi yok Kim ve ark., 2006 

TNFα-308 Gastrik kanser Finlandiya (112 + 

208) 

Etkisi yok Kamangar ve ark., 

2006 

TNFα-308 / 

TNFβ+252  

Gastrik kanser İspanya (404 + 404)  Etkisi yok / 

Etkisi yok  

Garcia-Gonzalez ve 

ark., 2007 

TNFα-308A Gastrik kanser Polonya (305 + 427) Yatkınlık Hou ve ark., 2007 
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Tablo 2: TNF-α -308(G>A), TNF-β +252(A>G) ve IFN-γ +874(T>A) gen 

polimorfizmleri ile çeşitli kanser tipleri arasındaki ilişkilendirme çalışmaları 

(devam) 

 

TNFα-308 Gastrik kanser Japonya (105 + 172) Etkisi yok Sugimoto ve ark., 

2007 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Gastrik kanser  + 

Duedonal ülser 

Kore (341 + 133 + 

261) 

Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Lee ve ark., 2004 

TNFα-308 / 

TNFβ+252G  

Kolorektal kanser Kore (136 + 325) Etkisi yok / 

Yatkınlık 

Park ve ark., 1998 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Kolorektal kanser İtalya (244 + 231) Etkisi yok/ 

Etkisi yok 

Gunter ve ark., 2006 

TNFα-308 Servikal kanser İsveç (103 + 101) Etkisi yok Stanczuk ve ark., 2003 

IFNγ+874 Servikal kanser Güney Afrika (458 

+ 587) 

Etkisi yok Govan ve ark., 2003 

TNFα-308A İnvasiv servikal 

kanser  

Portekiz (195 + 244) Yatkınlık Duarte ve ark., 2005 

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

TNFα-308 Servikal kanser Güney Afrika (244 

+ 228) 

Etkisi yok Govan ve ark., 2006 

IFNγ+874A Servikal kanser Hindistan (200 + 

200) 

Yatkınlık Kordi Tamandani ve 

ark., 2008 

TNFβ+252G Endometrial kanser Japonya (110 + 220) Yatkınlık Niwa ve ark., 2007 

TNFα-308A / 

TNFβ+252G 

Multiple miyeloma İngiltere (198 + 250) Yatkınlık / 

Yatkınlık 

Davies ve ark., 2000 

TNFα-308G / 

TNFβ+252 

Multiple miyeloma İngiltere (181 + 233) Yatkınlık / 

Etkisi yok 

Morgan ve ark., 2005 

TNFα-308G / 

TNFβ+252 

Multiple miyeloma  İngiltere (127 + 545) Yatkınlık / 

Etkisi yok 

Brown ve ark., 2007 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Multiple miyeloma  Avustralya (545 + 

498) 

Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Purdue ve ark., 2007 

TNFα-308G / 

TNFβ+252 

Multiple miyeloma 

(MM) 

Macaristan (94 + 

141) 

Yatkınlık / 

Etkisi yok 

Kádár ve ark., 2008 

TNFβ+252A Akciğer kanseri Japonya (102 + 159) Yatkınlık Shimura ve ark., 1994 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Akciğer kanseri Almanya (117 + 

117) 

Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Seifart ve ark., 2005 

TNFα-308A Akciğer kanseri Tayvan (202 + 205) Yatkınlık Shih ve ark., 2006 
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Tablo 2: TNF-α -308(G>A), TNF-β +252(A>G) ve IFN-γ +874(T>A) gen 

polimorfizmleri ile çeşitli kanser tipleri arasındaki ilişkilendirme çalışmaları 

(devam) 

 

TNFα-308 Nazofaringeal 

kansinoma 

Tayvan (89 + 360) Etkisi yok Ho ve ark., 2006 

IFNγ+874 Nazofarigeal 

karsinoma (NPC) 

Tunus (160 + 197) Etkisi yok Ferhat ve ark., 2008 

TNFα-308 Mesane kanseri Tayvan (103 + 150) Etkisi yok Tsai ve ark., 2001 

TNFα-308 Mesane kanseri İngiltere (196 + 208) Etkisi yok Marsh ve ark., 2003 

TNFα-308 Mesane kanseri Kore (113 + 109) Etkisi yok Jeong ve ark., 2004 

TNFα-308 Mesane kanseri Kore (153 + 153) Etkisi yok Kim ve ark., 2005 

TNFα-308 / 

TNFβ+252A  

Mesane kanseri Japonya (141 + 173)  Etkisi yok / 

Yatkınlık  

Nonomura ve ark., 

2006 

TNFα-308 Prostat kanseri İngiltere (247 + 263) Etkisi yok McCarron ve ark., 

2002 

TNFα-308 Prostat kanseri Tayvan (96 + 126) Etkisi yok Wu ve ark., 2004a 

TNFα-308 Prostat kanseri Amerika (1585 + 

1732) 

Etkisi yok Danforth ve ark., 2008 

TNFα-308A Prostat kanseri İspanya (296 + 311) Yatkınlık Saenz-Lopez ve ark., 

2008 

TNFα-308 Kemik kanseri  İspanya (110 + 111) Etkisi yok 

(çocuklarda) 

Patio-Garcia ve ark., 

2000 

TNFα-308G Oral squamous hücre 

karsinoması (OSCC) 

Tayvan (192 +146) Yatkınlık Liu ve ark., 2005 

TNFα-308A/ 

TNFβ+252 

Oral squamous hücre 

karsinoması (OSCC) 

Yunan ve Alman 

kökenli beyaz ırk 

(162 + 168) 

Yatkınlık / 

Etkisi yok 

Vairaktaris ve ark., 

2008 

TNFα-308A/ 

TNFβ+252G 

Oral kanser Yunanistan ve 

Almanya (160 + 

153)  

Yatkınlık / 

Yatkınlık 

Yapijakis ve ark., 

2009 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Deri malignant 

melanoması 

İngiltere (146 + 220) Etkisi yok / 

Etkisi yok 

Howell ve ark., 2002 
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2.7.        MEME KANSERİNDE TEDAVİ YAKLAŞIMLARI 

 

Klinik açıdan meme kanseri genlerinin tanımlanmasının önemi 

değerlendirildiğinde, meme kanserine neden olduğu bilinen genlerin (BRCA1 ve 

BRCA2) mutasyonlarının tanısında, genetik testin önemli olduğu varsayımı henüz 

kesinlik kazanmamıştır (Polyak, 2002). Günümüzde tercihen en etkili önleyici tedavi 

yöntemi bilaterel mastektomidir. Ancak meme kanseri için ailesel riski olan ve hatta 

mutasyon taşıyıcısı olduğu kanıtlanan çoğu kadın, bu tedavi biçimini tercih 

etmemektedir. Bu yüzden, meme kanserinin erken tesbiti için yeni teknolojiler ve yeni 

önleyici tedaviler gerekmektedir (Polyak, 2002) 

Genetik hasarlar, potansiyel tedavi edici hedefler olduklarından dolayı, meme 

kanserinin genetik temelinin anlaşılması, daha etkili kanser önleme ve tedavi yollarının 

ortaya çıkmasını sağlayacaktır. Genomik teknolojiler kullanılarak tümör örneklerinin 

klinik verilerle ilişkisi ile birlikte analizinin, tümörlerin klinik seyirlerinin 

(durumlarının) kararlaştırılmasında yeni moleküler hedeflerin tanımlanması için yararlı 

olabileceğini göstermektedir. Östrojen-reseptör-pozitif meme tümörlerinin önlenmesi ve 

tedavisinde, anti-östrojen tedavinin başarısı ve Her2/ErbB2-pozitif tümörlerin 

tedavisinde rekombinant humanised anti-Her2/ErbB2 monoklonal antibodi 

trastuzumab’ın kullanımı, daha başka moleküler temelli tedavilerin tanımlanabileceğini 

ve meme kanserli hastaların klinik takibinde başarılı olarak kullanılabileceğini 

düşündürmektedir (Gibbs, 2000).      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3.    GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1.     HASTA PROFİLİ VE BİYOLOJİK GEREÇ ELDESİ 

Bu çalışmaya dahil edilen kadın hastaların 117’sini OMÜ Tıp Fakültesi Genel 

Cerrahi Anabilim Dalı’ndan, 87’sini ise Ankara Onkoloji Araştırma Enstitüsü’nden 

gelen toplam 204 meme kanserli hasta oluşturmaktadır. Hasta seçiminde yaş sınırlaması 

yapılmamış ve 2002 ve 2007 yılları arasında histopatolojik olarak meme Ca tanısı 

konmuş her yaş grubundan hastalar incelemeye alınmıştır. Oluşturulan hasta takip 

formu ile hastalar hakkında gerekli bilgiler toplanmış ve hastalara bilgi olur formu 

imzalatılmıştır. Kontrol grubu, kendisinde ve ailesinde herhangi bir kanser ve diğer 

ciddi bir hastalık öyküsü (astım, sedef, romatoid artrit gibi) olmayan sağlıklı ve 35 yaş 

üstü 204 kadından oluşmaktadır. Hastaların yaş ortalaması 52.40 (en düşük 28, en 

yüksek 82), kontrollerin yaş ortalaması ise 47.72 (en düşük 35, en yüksek 86) dir. 

Seçilen hasta ve kontrol populasyonu, etnik köken, yaş, cinsiyet gibi özellikler 

bakımından birbirlerine yakındır. Çalışmamızın etik yönden uygulanabilir olduğuna 

04.04.2005 tarihli OMÜ etik kurulunda oy birliği ile karar verilmiştir.  

 

3.2.        KULLANILAN KİMYASAL GEREÇLER 

Bu çalışmada kullanılan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar 

aşağıda verilmiştir: 

1. Sükroz (Merck) 

2. Tris (Merck) 

3. Magnezyum Klorür (MgCl2.6H2O) (Merck) 

4. Triton X–100 (Sigma) 

5. HCl (Merck) 

6. EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Merck) 

7. Sodyum klorid (NaCl) (Merck) 

8. Proteinaz K (Sigma) 

9. Sodyum dedosil sülfat (SDS) (Fermentas) 

10. Saf etanol (Riedel-de Haen) 

11. Borik asit (Sigma) 

12. Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck) 
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13. Etidyum bromid (EtBr) (Sigma) 

14. 6×yükleme boyası (6×loading dye) (sigma) 

15. Deoksinükleosit trifosfat seti (Fermentas) 

16. Primerler (Metabion, Bio basic, TIB Molbiol) 

17. Taq DNA Polimeraz enzimi (Fermentas) 

18. Restriksiyon enzimi (BioLabs, Takara) 

19. Moleküler belirteç (marker) (Fermentas)  

20. Agaroz (Prona) 

21. Nu micropor agaroz (Prona) 

 

3.3.        KULLANILAN CİHAZLAR VE TEKNİK MALZEMELER 

Aşağıda listesi verilen ve bu çalışmada kullanılan cihazlar ve teknik 

malzemeler, araştırmanın yapıldığı Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyoloji Anabilim Dalı Moleküler Genetik Laboratuvarında bulunmaktadır. 

1. Otoklav (Nüve) 

2. Bidistile su cihazı (Nüve) 

3. Soğutmalı santrifüj (Nüve) 

4. Hassas terazi (Mettler AJ 100) 

5. Isıtıcı (Hotplate) 

6. Vorteks (Nüve NM 110) 

7. pH metre (Hanna) 

8. Etüv (Dedeoğlu) 

9. Su banyosu (Nüve) 

10. Mikrosantrifüj (Hettich) 

11. Otomatik pipetler (Ependorf, Socorex, Rainin) 

12. Isı dönüştürücü (Thermal cycler) (Biolab) 

13. Yatay elektroforez tankı ve güç kaynağı (Scie-Plas) 

14. UV spektrofotometrede (Vilber Lourmat) 

15. UV transillumunator (Viber Laurmat) 

16. UV görüntü analiz sistemi (Biolab) 

17. Buzdolabı (Arçelik) 

18. Derin dondurucu (Ariston) 
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3.4.        UYGULANAN YÖNTEMLER  

Onay formu imzalatılan hasta ve kontrollerden 5’er ml EDTA’lı kan örnekleri 

alındı. Alınan kan örneklerinden standart salting-out (yoğun tuz konsantrasyonu ile 

çöktürme) yöntemi ile DNA saflaştırıldı (Miller ve ark., 1988). Bunu takiben TNF-α ve 

TNF-β genlerinde tek nükleotid değişimleri Kamali-Sarvestani (2005a) ve 

arkadaşlarının yöntemine, IFN-γ genindeki tek nükleotid değişimi ise Pravica (2000) ve 

arkadaşlarının yöntemine benzer şekilde yapıldı. Bu genler için PCR, ASO PCR ve 

RFLP yöntemleri uygulandı.  

 

3.4.1.     Kullanılan Solusyonlar ve Bunların Hazırlanması  

 

Lizis Tamponu: 110 gr sükroz, 20 ml 500mM Tris pH:7.5, 0.81 gr MgCl2.6H2O ve 10 

ml Triton X–100 alınıp karıştırılır ve bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlanır. Isıtıcıda 

iyice karıştırılır. Solüsyon hazırlandıktan sonra otoklavlanır ve +4oC’de saklanır. 

 

TEN Tamponu: 1 ml 500mM Tris pH:8, 1ml 100mM EDTA ve 1.17 gr NaCl alınıp 

karıştırılır ve bidistile su ile 50 ml’ye tamamlanır. Solüsyon hazırlandıktan sonra 

otoklavlanır ve +4oC’de saklanır. 

 

Proteinaz K Solüsyonu: 10 ml 500mM Tris pH:8.0 solusyonu içine 0.1 ml 100mM 

CaCl2 katılır ve 100 mg proteinaz K solüsyonuna eklenir. Bu şekilde 10 mg/ml 

proteinaz K solüsyonu hazırlanmış olur ve -20oC’de saklanır. 

 

%10 SDS: 10 gr SDS alınır 100 ml bidistile su içinde çözülür. Oda ısısında saklanır.   

 

Doymuş NaCl Solüsyonu (6M): (Doymuş tuz çözeltisi) 7 gr NACl bidistile su ile 20 

ml’ye tamamlanır. İyice karıştırılır. Oda ısısında saklanır. 

 

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

50 ml’ye tamamlanır. +4oC’de saklanır. 
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5××××TBE: 54 gr Tris, 27.5 gr Borik asit ve 20 ml EDTA 0.5M pH:8.0 karştırılıp bidistile 

su ile 1000 ml’ye tamamlanır. Oda ısısında saklanır. 

 

1××××TBE: 100 ml 5×TBE solusyonu üzerine 400 ml bidistile su eklenir. Oda ısısında 

saklanır. 

 

Ethidium bromid solüsyonu (10 mg/ml): 1 gr ethidium bromid, 10 ml distile su içinde 

çözünür. Işık almayan bir şişe içinde +4oC’de saklanır. Stok solüsyondan, çalışma 

solüsyonu 0.5 mg/ml olacak şekilde hazırlanır. 

 

0.5M EDTA pH 8.0: 18.6 gr disodyum EDTA, 80 ml bidistile su içinde çözünür. 

Solüsyona 2 gr NaOH tableti atılarak eritilir. pH 8.0’a ulaşınca bidistile su ile 100 ml’ye 

tamamlanır. Otoklavda steril edilir ve +4oC’de saklanır. 

 

500mM Tris pH 7.5: 6.1 gr Tris üzerine 95 ml bidistile su eklenip iyice çalkalandıktan 

sonra yaklaşık 3.25 ml konsantre HCl ilave edilip pH 7.5’a ulaşınca bidistile su ile 100 

ml’ye tamamlanır. Otoklavda steril edilir ve +4oC’de saklanır. 

 

500mM Tris pH 8.0: 6.1 gr Tris üzerine 95 ml bidistile su eklenip iyice çalkalandıktan 

sonra yaklaşık 0.42 ml konsantre HCl ilave edilip pH 8.0’a ulaşınca bidistile su ile 100 

ml’ye tamamlanır. Otoklavda steril edilir ve +4oC’de saklanır. 

 

100mM EDTA: 3.72 gr EDTA alınır ve bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanır. 

Otoklavda steril edilir ve +4oC’de saklanır. 

 

100mM CaCl2: 1.47 gr CaCl2 alınır ve bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanır. 

 

%70 Etil alkol: 70 ml %99.5 etil alkol alınır ve üzerine 30 ml bidistile su eklenir ve -

20oC’de saklanır. 
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3.4.2.     DNA İzolasyonu 

Çalışma grubumuzun kan örnekleri, EDTA içeren vakumlu tüplere 5’er ml 

olarak alındı. Kandan DNA izolasyonu “Salting out” (yoğun tuz konsantrasyonunda 

çöktürme) yöntemi kullanılarak  yapıldı (Miller ve ark., 1988).  

 

I. Gün: 

1. EDTA’lı tüpteki 5 ml tüm kan 50 ml’lik polipropilen tüpe alındı.  

2. Kan örneğinin üzerine, üç katı hacimde (15 ml) lizis tamponu konuldu. Kapağı 

kapatılıp tüp birkaç kez ters yüz edildi.  

3. 2200 rpm’de 4ºC’de 15 dakika santrifüj yapıldı. Üstteki süpernatant atıldı. 

4. Lizis tamponu ile yıkama işlemi iki kez daha yapılıp aynı devirde ve sıcaklıkta 

santrifüj edildi. 

5. Üstteki süpernatant atıldı. Dipte kalan çökelti üzerine 3 ml TEN tamponu 

konuldu ve kısa süre vortekslendi. Daha sonra 200 µl %10’luk SDS ve 50 µl 

Proteinaz K ilave edildi.  

6. Bir gece (yaklaşık 16 saat) 37ºC’de etüvde hafif çalkalamayla inkübe edildi. 

 

II. Gün: 

1. Ertesi sabah örneklerin üzerine 1 ml 6M’lık NaCl solüsyonundan konuldu ve 

kısa bir süre vortekslendi. 

2. 3300 rpm’de 20 dakika oda ısında santrifüj yapıldı. 

3. Üstteki süpernatant 15 ml’lik santrifüj tüpüne alındı ve tekrar 3300 rpm’de oda 

ısısında 30 dakika santrifüj edildi. 

4. Süpernatant başka bir 15 ml’lik santrifüj tüpüne alındı (dipteki çökeltinin 

süpernatanta karışmamasına dikkat edildi). Çökelti atıldı. 

5. Süpernatantın üzerine iki katı hacimde absolü etil alkol ilave edildi. Tüp ağzı 

kapatılarak hafif şekilde alt üst edilerek DNA çöktürüldü. 

6. Pipet ucu ile DNA 15 ml’lik santrifüj tüpünden alındı ve içinde 1 ml % 70’lik 

etil alkol bulunan Eppendorf tüpüne konuldu. 

7. Ependorf Tüp 14000 rpm’de 10 dakika oda ısısında santrifüj yapıldıktan sonra 

üstteki alkol su trombu ile çekilerek atıldı. Dipte çöktürülen DNA, tüpün ağzı 

açık bırakılarak, 37ºC’de etüvde 1 saat kadar bekletildi.  
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8. DNA örneği üzerine 150 µl TE tamponu katıldı ve tüpün ağzı kapatılarak 

37ºC’de etüvde hafif çalkalanarak birkaç saat çözünmeye bırakıldı. 

9. DNA örnekleri çözündükten sonra stok DNA örnekleri -20ºC’de saklandı. 

 

3.4.3.     DNA Miktarının Tayini 

990 µl steril su koyduğumuz bir ependorf tüp içine stok DNA’dan 10 µl 

eklendi. İyice vortekslendi ve quartz tüpe aktarılıp UV spektrofotometrede 260 nm 

dalga boyunda okundu. 260 nm dalga boyunda okunan değer (OD260 ) TE solüsyonu 

içindeki DNA miktarını göstermektedir.  

 

DNA konsantrasyonu = OD260 x Sulandırma Katsayısı (100) x 50 µg/ml (çift zincirli              

DNA’lar için standart) formülü ile hesaplandı. 

 

3.4.4.     TNF-α Geninin ASO PCR ve PCR-RFLP Yöntemleri ile Genotiplenmesi 

TNF-α geni promotor bölgesi -308’deki G>A polimorfizmi, ASO PCR ve 

PCR-RFLP yöntemleri ile çalışıldı. ASO PCR’da internal kontrol olarak β-globin’e 

özgü primerler kullanıldı (Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a). TNF-α geni ASO PCR ve 

PCR-RFLP yöntemleri için kullanılan primerlerin dizileri Tablo 3’de gösterilmektedir. 

Bu primerlerin, 2763 nükleotidden oluşan ve dört ekzon içeren TNF-α geni üzerindeki 

bağlanma bölgeleri Şekil 12’de belirtilmiştir.  

 

Tablo 3: TNF-α geni genotiplemesinde kullanılan primerler 

 PRİMERLER 

İnternal Kontrol (β-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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Şekil 12: TNF-α geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bölgeyi çoğaltmada kullandığımız primerlerin 

gen üzerindeki bağlanma bölgeleri ile -308G>A polimorfik bölgesi  

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&dopt=genbank&val=27544418) 
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İlk olarak 152 hasta ve 141 kontrole ASO PCR yöntemi uygulandı. Bu 

yöntemde her bir örnek için iki ayrı reaksiyon karışımı hazırlandı. Bu iki reaksiyon 

karışımındaki tek fark birinde G allel primeri bulunurken diğerinde bunun yerine A allel 

primerinin bulunması idi. Yapılan optimizasyon çalışmaları sonucunda 25 µl’lik 

reaksiyon karışımı içindeki girdilerin miktarları Tablo 4’de gösterildiği gibi belirlendi. 

 

Tablo 4: TNF-α geni ASO PCR’ı için her bir örnek başına oluşturulan reaksiyon 

karışımı 

PCR bileşeni (stok) 25 µl 
karışımdaki 
miktar 1 

25 µl 
karışımdaki 
miktar 2 

Final 
konsantrasyon 

10×Taq DNA polimeraz tamponu 2.5 µl 2.5 µl 1× Tampon 

MgCl2 (25 mM) 2 µl 2 µl 2 mM 

dNTP mix (25 mM) 0.2 µl 0.2 µl 200 µM 

Primer commom (100 pmol/ µl) 0.1 µl 0.1 µl 10 pmol 

Primer G allel (100 pmol/ µl)  0.1 µl - 10 pmol 

Primer A allel (100 pmol/ µl) - 0.1 µl 10 pmol 

Primer internal kontrol F           

(100 pmol/ µl) 

0.1 µl 0.1 µl 10 pmol 

Primer internal kontrol R            

(100 pmol/ µl) 

0.1 µl 0.1 µl 10 pmol 

Genomik DNA (200 ng/ 2µl) 2 µl 2 µl 200 ng 

Taq DNA polimeraz (1.25u/ 2µl) 2 µl 2 µl 1.25 u 

Steril bidistile su 15.9 µl 15.9 µl - 

Toplam  25 µl 25 µl  

 

 

Reaksiyon karışımı ve elde edilen DNA’lar PCR tüplerine konduktan sonra ısı 

dönüştürücü (thermal cycler) cihazına yerleştirildi. En uygun ASO PCR amplifikasyon 

koşulları, optimizasyon çalışmaları sonucunda belirlendi. Amplifikasyon koşulları; 

95oC’de 5 dk ilk denaturasyon, 31 döngülük: 94oC’de 30 sn denaturasyon, 61oC’de 15 

sn hibridizasyon, 72oC’de 30 sn uzama ve son olarak 72oC’de 10 dk son uzama şeklinde 

gerçekleştirildi. Enzim ön denaturasyon aşamasından (hot start) sonra eklendi. TNF-
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α’ya ait olan ASO PCR ürünleri etidium bromid ile boyanmış %3’lük Nu Micropor 

jelde yürütülerek 184 bç büyüklüğündeki ürün ve 100 bç büyüklüğünde internal kontrol 

bandı gözlendi. İnternal kontrolün bütün örneklerde çoğalması bekleniyordu, 

çoğalmadığı örnekler tekrar çalışıldı. Sonuçlar şu şekilde yorumlandı:  

 

 Reaksiyon karışımı 1  
(G allel) fragment boyları 

Reaksiyon karışımı 2  
(A allel) band uzunlukları 

GG (yabanıl) homozigot 184 bç, 100 bç 100 bç 

GA heterozigot 184 bç, 100 bç 184 bç, 100 bç 

AA (varyant) homozigot 100 bç 184 bç, 100 bç 

 

Sonuçlarımızın doğruluğundan emin olmak için aynı bölge PCR-RFLP 

yöntemi ile de çalışıldı. Tablo 3’de belirtilen primerler kullanılarak PCR yapıldı. Bu 

primerlerin gen üzerindeki bağlanma bölgeleri Şekil 8’de gösterilmektedir. Yapılan 

optimizasyon çalışmaları sonucunda 25 µl’lik reaksiyon karışımı içindeki girdilerin 

miktarları Tablo 5’de gösterildiği gibi belirlendi. 

 

Tablo 5: TNF-α geni PCR’ı için her bir örnek başına oluşturulan reaksiyon karışımı 

PCR bileşeni (stok) 25 µl karışımdaki 
miktar  

Final 
konsantrasyon 

10×Taq DNA polimeraz tamponu 2.5 µl 1×Tampon 

MgCl2 (25 mM) 2 µl 2 mM 

dNTP mix (25 mM) 0.2 µl 200 µM 

Primer forward (100 pmol/ µl)  0.2 µl 20 pmol 

Primer reverse (100 pmol/ µl) 0.2 µl 20 pmol 

Genomik DNA (200 ng/ 2µl) 2 µl 200 ng 

Taq DNA polimeraz (1u/ 2µl) 2 µl 1 u 

Steril bidistile su 15.9 µl - 

Toplam  25 µl  

 

Reaksiyon karışımları ve elde edilen DNA’lar PCR tüplerine konduktan sonra 

ısı dönüştürücü cihazına yerleştirildi. En uygun PCR amplifikasyon koşulları, 

optimizasyon çalışmaları sonucunda belirlendi. Amplifikasyon koşulları; 95oC’de 5 dk 
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ilk denaturasyon, 29 döngülük: 95oC’de 30 sn denaturasyon, 60oC’de 30 sn 

hibridizasyon, 72oC’de 42 sn uzama ve son olarak 72oC’de 10 dk son uzama şeklinde 

gerçekleştirildi. Enzim hot start olarak uygulandı. TNF-α’ya ait olan PCR ürünleri 

etidium bromid ile boyanmış %2.5’lük agaroz jelde yürütülerek 107 bç büyüklüğündeki 

ürün bandı gözlendi. Amplifikasyondan sonra TNF- α’ya ait PCR ürünlerinin her biri 

Tablo 6’da belirtilen RFLP reaksiyon karışımı oluşturulup tanıma bölgesi 5’... 

C↓CATGG...3’ ve 3’... GGTAC↑C...5’ şeklinde olan NcoI kesim enzimi ile 37oC’de 16 

saat kesime bırakıldı. 

 

Tablo 6: TNF-α geni RFLP için her bir örnek başına oluşturulan reaksiyon karışımı 

RFLP bileşeni (stok) 15 µl karışımdaki 
miktar  

Final 
konsantrasyon 

10×NE Buffer 4 1.5 µl 1× NE Buffer 4 

PCR ürünü 10 µl - 

NcoI  kesim enzimi (10 u/µl)                                                    0.5 µl 5 u 

Steril bidistile su 3 µl - 

Toplam  15 µl  

 

RFLP kesim ürünleri, etidium bromid ile boyanmış %2.5’luk agaroz jelde 

yürüterek görüntülendi. Kesim sonucunda oluşan parçalar şu şekilde yorumlandı: 

 

 

GG (yabanıl) homozigot 

Gözlenen fragment boyları 

87 bç, 20 bç 

GA heterozigot 107 bç, 87 bç, 20 bç 

AA (varyant) homozigot 107 bç 

 

20 bç’lik ürün çok küçük olduğu için jelde kayboldu. PCR RFLP yöntemi ile 

önceden ASO PCR yöntemi ile çalışılan 45 Meme Ca’lı hasta çalışıldı ve bunlardan 

elde ettiğimiz sonuçlar ASO PCR sonuçları ile uyumlu çıktı. Tez izleme komitesinin 

önerisi doğrultusunda, geri kalan örnekler güvenirliği daha yüksek olan PCR-RFLP 

yöntemi ile çalışıldı. 
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3.4.5.     TNF-β Geninin PCR-RFLP Yöntemi ile Genotiplenmesi 

TNF-β geni 1. intronu  +252 bölgesindeki A>G polimorfizmi, PCR-RFLP 

yöntemi ile çalışıldı. TNF-β geni PCR-RFLP yöntemi için 782 bç’lik bölge 5′-CCG 

TGC TTC GTG GTT TGG ACT-3′ (forward) ve 5′-AGA GGG GTG GAT GCT TGG 

GTT C-3′ (reverse) primerleri kullanılarak çoğaltıldı. Bu primerlerin, 2006 nükletidden 

oluşan ve 4 ekzon içeren TNF-β geni üzerindeki bağlanma bölgeleri Şekil 13’de 

belirtilmiştir.  

 

                      

 
Şekil 13: TNF-β, geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bölgeyi çoğaltmada kullandığımız primerlerin 

gen üzerindeki bağlanma bölgeleri ile +252A>G polimorfik bölgesi          

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NC_000006.10&from=31648072&to=31650077&d

opt=gb) 
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TNF-β geni PCR yöntemi için yapılan optimisyon çalışmaları sonucunda 25 

µl’lik reaksiyon karışımı içindeki girdilerin miktarları Tablo 7’de gösterildiği gibi 

belirlendi. 

 

Tablo 7: TNF-β geni PCR’ı için her bir örnek başına oluşturulan reaksiyon karışımı 

PCR bileşeni (stok) 25 µl karışımdaki 
miktar  

Final 
konsantrasyon 

10×Taq DNA polimeraz tamponu 2.5 µl 1×Tampon 

MgCl2 (25 mM) 2 µl 2 mM 

dNTP mix (25 mM) 0.2 µl 200 µM 

Primer forward (100 pmol/ µl)  0.2 µl 20 pmol 

Primer reverse (100 pmol/ µl) 0.2 µl 20 pmol 

Genomik DNA (200 ng/ 2µl) 2 µl 200 ng 

Taq DNA polimeraz (1.25u/ 2µl) 2 µl 1.25 u 

Steril bidistile su 15.9 µl - 

Toplam  25 µl  

 

 

Reaksiyon karışımları ve elde edilen DNA’lar PCR tüplerine konduktan sonra 

ısı dönüştürücü cihazına yerleştirildi. En uygun PCR amplifikasyon koşulları, 

optimizasyon çalışmaları sonucunda belirlendi. Amplifikasyon koşulları; 95oC’de 3 dk 

ilk denaturasyon, 37 döngülük: 95oC’de 30 sn denaturasyon, 68oC’de 30 sn 

hibridizasyon, 74oC’de 60 sn uzama ve son olarak 74oC’de 6 dk son uzama şeklinde 

gerçekleştirildi. Enzim hot start olarak uygulandı. TNF-β’ya ait olan PCR ürünleri 

etidium bromid ile boyanmış %2.5’lük agaroz jelde yürütülerek 782 bç büyüklüğündeki 

ürün bandı gözlendi. Amplifikasyondan sonra TNF-β’ya ait PCR ürünlerinin her biri 

Tablo 8’de belirtilen reaksiyon karışımı oluşturulup tanıma bölgesi 5’... C↓CATGG...3’ 

ve 3’... GGTAC↑C...5’ şeklinde olan NcoI kesim enzimi ile 37oC’de 16 saat kesime 

bırakıldı. 
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Tablo 8: TNF-β geni RFLP için her bir örnek başına oluşturulan reaksiyon karışımı 

RFLP bileşeni (stok) 15 µl karışımdaki 
miktar  

Final 
konsantrasyon 

10×NE Buffer 4 1.5 µl 1× NE Buffer 4 

PCR ürünü 10 µl - 

NcoI  kesim enzimi (10 u/µl)                                                    0.5 µl 5 u 

Steril bidistile su 3 µl - 

Toplam  15 µl  

 

RFLP kesim ürünleri, etidium bromid ile boyanmış %2.5’luk agaroz jelde 

yürüterek görüntülendi. Kesim sonucunda oluşan parçalar şu şekilde yorumlandı: 

 

 

AA (yabanıl) homozigot: 

Gözlenen fragment boyları 

782 bç 

AG heterozigot: 782 bç, 586 bç, 196 bç 

GG (varyant) homozigot: 586 bç, 196 bç 

 

3.4.6.     IFN-γ Geninin ASO PCR Yöntemi ile Genotiplenmesi 

IFN-γ geni 1. intronu +874 bölgesindeki T>A polimorfizmi, ASO-PCR 

yöntemi ile belirlendi. ASO PCR’da internal kontrol olarak β-globine özgü  primerler 

kullanıldı. IFN-γ geni ASO PCR yöntemi için kullanılan primerlerin dizileri Tablo 9’da 

gösterilmektedir. Bu primerlerin, dört ekzon içeren IFN-γ geni üzerindeki bağlanma 

bölgeleri Şekil 14’de belirtilmiştir.  

 

Tablo 9: IFN-γ geni genotiplemesinde kullanılan primerler 

 PRİMERLER 

İnternal Kontrol           

(β-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′-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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Şekil 14: IFN-γ geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bölgeyi çoğaltmada kullandığımız primerlerin 

gen üzerindeki bağlanma bölgeleri ile +874T>A polimorfik bölgesi         

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=184638) 

 

 

ASO PCR yönteminde her bir örnek için iki ayrı reaksiyon karışımı hazırlandı. 

Bu iki reaksiyon karışımındaki tek fark birinde T allel primeri bulunurken diğerinde 

bunun yerine A allel primerinin bulunması idi. Yapılan optimizasyon çalışmaları 

sonucunda 25 µl’lik reaksiyon karışımı içindeki girdilerin miktarları Tablo 10’da 

gösterildiği gibi belirlendi. 

Reaksiyon karışımı ve elde edilen DNA’lar PCR tüplerine konduktan sonra ısı 

dönüştürücü cihazına yerleştirildi. En uygun ASO PCR amplifikasyon koşulları, 

optimizasyon çalışmaları sonucunda belirlendi. Amplifikasyon koşulları; 95oC’de 5 dk 

ilk denaturasyon, 30 döngülük: 95oC’de 45 sn denaturasyon, 56oC’de 45 sn 

hibridizasyon, 72oC’de 1 dk uzama ve son olarak 72oC’de 8 dk son uzama şeklinde 

gerçekleştirildi. Enzim hot start olarak uygulandı. 
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Tablo 10: IFN-γ geni ASO PCR’ı için her bir örnek başına oluşturulan reaksiyon 

karışımı 

PCR bileşeni (stok) 25 µl 
karışımdaki 
miktar 1 

25 µl 
karışımdaki 
miktar 2 

Final 
konsantrasyon 

10×Taq DNA polimeraz tamponu 2.5 µl 2.5 µl 1× Tampon 

MgCl2 (25 mM) 2 µl 2 µl 2 mM 

dNTP mix (25 mM) 0.2 µl 0.2 µl 200 µM 

Primer commom (100 pmol/ µl) 0.1 µl 0.1 µl 10 pmol 

Primer T allel (100 pmol/ µl)  0.1 µl - 10 pmol 

Primer A allel (100 pmol/ µl) - 0.1 µl 10 pmol 

Primer internal kontrol F           

(100 pmol/ µl) 

0.1 µl 0.1 µl 10 pmol 

Primer internal kontrol R         

(100 pmol/ µl) 

0.1 µl 0.1 µl 10 pmol 

Genomik DNA (200 ng/ 2µl) 2 µl 2 µl 200 ng 

Taq DNA polimeraz (1u/ 2µl) 2 µl 2 µl 1 u 

Steril bidistile su 15.9 µl 15.9 µl - 

Toplam  25 µl 25 µl  

 

 

IFN-γ’ya ait olan ASO PCR ürünleri etidium bromid ile boyanmış %3’lük Nu 

Micropor jelde yürütülerek 262 bç büyüklüğündeki ürün ve 100 bç büyüklüğünde 

internal kontrol bandı gözlendi. İnternal kontrolün bütün örneklerde çoğalması 

bekleniyordu, çoğalmadığı örnekler tekrar çalışıldı. Sonuçlar şu şekilde yorumlandı:  

 

 Reaksiyon karışımı 1  
(T allel) fragment boyları 

Reaksiyon karışımı 2  
(A allel) fragment boyları 

TT (yabanıl) homozigot 262 bç, 100 bç 100 bç 

TA heterozigot 262 bç, 100 bç 262 bç, 100 bç 

AA (varyant) homozigot 100 bç 262 bç, 100 bç 
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3.4.7.      Agaroz Jelin Hazırlanışı 

Çalışmamız için % 2.5’luk agaroz jel ve % 3’lük nu micropor agaroz jel 

hazırlandı. Bunlar için sırasıyla 2.5 gr agaroz ve 3 gr nu micropor agaroz tartıldı. Ayrı 

ayrı erlen mayere alınan bu agarozların üzerine 100 ml 1XTBE eklenip mikrodalgada 

iyice çözünene kadar kaynatıldı. Sonradan soğumaya bırakılan jelin sıcaklığı 80 °C’ye 

ulaşınca üzerine (çeker ocak açık haldeyken) 100µl EtBr (0.5mg/ml’lik çalışma 

solüsyondan) eklendi ve jel iyice çalkalanıp tarağı yerleştirilmiş olan jel kabına 

döküldü. En az 1 saat beklenip jel donduktan sonra taraklar çıkarılıp jelde oluşan 

kuyulara PCR ürünleri yüklendi.  

 

3.4.8.    Agaroz Jel Elektroforezi Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

15 µl PCR ürünü, ASO PCR ürünü veya RFLP ürünü, 3 µl 6X jel yükleme 

boyası (6X loading dye) ile karıştırılarak jeldeki kuyulara yüklendi. Kuyulardan birine 

ise 2µl pUC19 DNA/MspI (HpaII) veya ФX174 DNA/BsuRI (HaeIII) adlı moleküler 

belirteçlerden (maker) biri, 3µl 6X jel yükleme boyası ve 13µl 1×TBE solüsyonu ile 

karıştırılarak yüklendi. Elektroforez 125 volt’da 30 dk süreyle yapıldı. Elektroforez 

sonunda, jel >320 nm boyunda transillüminatörde incelenerek belirteç ve DNA’ların 

gittikleri mesafelerden yararlanarak, DNA fragmentlerinin uzunluğu hesaplandı. Jel 

fotoğrafları, UV görüntü analiz sisteminde çekildi. 

 

3.5.        İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME 

SPPS istatistik programı kullanılarak klinik bulgular ile genotipler arasında 

korelasyon analizi yapıldı. Ayrıca hasta ve kontrol grupları arasındaki allel ve genotip 

frekanslarını karşılaştırmak için Ki kare, olasılık oranları (OR) ve P değeri hesaplandı. 

SPSS ve Epiinfo istatistik programları kullanılarak haplotip ve kompozit genotip analizi 

yapıldı. Elde edilen sonuçlar incelenerek meme kanserinin polimorfik bölgeler ile 

ilişkileri olup olmadığı değerlendirildi. 

 

 

 

 



4.          BULGULAR 

 

4.1.    ÇALIŞMA GRUBU İLE İLGİLİ DEMOGRAFİK KARAKTERLERİN    

DEĞERLENDİRİLMESİ  

Bu çalışmada, TNF-α -308G>A, TNF-β +252A>G ve IFN-γ +874T>A 

polimorfizmlerinin meme kanseri ile olan ilişkisinin araştırılması amacıyla 204 meme 

kanserli kadın hasta ile kendisinde ve ailesinde herhangi bir kanser ve diğer ciddi bir 

hastalık öyküsü (astım, sedef, romatoid artrit gibi) olmayan sağlıklı ve 35 yaş üstü 204 

kadın kontrol incelendi. Hastaların yaş ortalaması 52.40 (en düşük 28, en yüksek 82), 

kontrollerin yaş ortalaması ise 47.72 (en düşük 35, en yüksek 86) idi. Hastalar ve 

kontroller arasında sigara kullanımı açısından herhangi bir farklılık yoktu ve her iki 

grupta da sigara kullanmayanların sayısı daha fazlaydı (sırasıyla %84.2 ve % 83.6).  

 

Hasta grubu: Meme kanserli hastaların aile öyküsü, sigara kullanımı, klinik tanı, 

kanserin tipi ve evresi, menarş ve menapoz yaşı, doğum sayısı ve ortalama emzirme 

süresi ile östrojen ve progesteron reseptörlerinin durumu gibi demografik karakterleri 

Tablo 11’de gösterilmiştir. Hastalarda meme kanserinin başlama yaşlarına bakıldığında, 

hastalığa 50 yaşın altında ve üstünde yakalananların sayısının hemen hemen eşit olduğu 

görüldü. Hastaların %54.6’sında kanserle ilgili hiçbir aile öyküsü yoktu; %14.3’ünün 

ailesinde meme kanserinin, %31.1’in ise diğer kanser tiplerinin gözlendiği aile bireyleri 

vardı. Bilateral meme kanseri tanısı konmuş hastaların sayısı az olup (%6.3), sol veya 

sağ meme kanseri tanısı konmuş hastaların sayısı birbirine eşitti. Hastaların %88.5’ine 

duktal karsinom, %6’sına ise lobular karsinom tanısı konmuştu. Hastaların patolojik 

evrelerine bakıldığında, en fazla evre II’in (%40.3) olduğu, bunu da %30.2 ile evre 

IIIA’nın izlediği görüldü. Hastaların çoğunluğunun (%78.9) menarşa başlama yaşı 15’in 

altındaydı ve %39.3’ü henüz menapoza girmemişti. Menapoz yaşı hastaların yarısından 

çoğunda 40 yaşın üzerindeydi (%55.1). Ortalama emzirme süreleri çoğunlukla 6 aydan 

fazlaydı (%64.2). ER pozitif olanların sayısı (%70.6) ve PR pozitif olanların sayısı 

(%58.9) negatif olanlardan fazlaydı (Tablo 11).   

 

 

 



53 

 

4.2.        TNF-α GENİ POLİMORFİZMİ 

TNF-α geni -308G>A polimorfizmi çalışılan 204 hastanın 167’sinin (%81.9) 

GG homozigot, 36’sının (%17.6) GA heterozigot, 1’inin (%0.5) AA homozigot; 204 

kontrolün ise 159’unun (%77.9) GG homozigot, 45’inin (%22.1) GA heterozigot olduğu 

tesbit edildi. Kontrollerde AA homozigot genotipine rastlanmadı (Tablo 12). ASO PCR 

ve PCR-RFLP yöntemleri ile çalışılan örneklerin bazılarının genotiplerini gösteren jel 

fotoğrafları verilmiştir (Şekil 15, 16). Kontrol grubunun SNP dağılımı, Hardy-Weinberg 

Dengesi (HWE) ile uyum içindeydi. Hasta ve kontrollerin genotip ve allel sıklıkları 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (sırasıyla p=0.333 ve 

p=0.4175). Genotiplerden, GG+GA’ya karşılık AA veya GG’ye karşılık GA+AA  

karşılaştırıldığında da istatistiksel olarak bir ilişki tesbit edilmedi (sırasıyla p=1.00 ve 

p=0.3230). Aynı zamanda meme kanserli hastaların aile öyküsü, sigara kullanımı, klinik 

tanı, kanserin evresi, menarş ve menapoz yaşı, doğum sayısı ve ortalama emzirme süresi 

ile östrojen ve progesteron reseptörlerinin durumu ile TNF-α -308G>A polimorfizmi 

arasında bir ilişki saptanmadı (Tablo 11). Fakat meme kanserinin tipi ile TNF-α geni     

-308G>A polimorfizmi arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olduğu gözlenmiş 

olup (p=0.003), sadece bir kişide gözlenen AA homozigot genotipine lobüler 

karsinomlu meme kanseri hastasında rastlanmıştır (Tablo 11).  

 

 

 

Şekil 15: TNF-alfa geni ASO PCR sonuçları. 184 bp’lik band TNF-α polimorfizminin 

bulunduğu bölgeyi, 100 bp’lik band ise internal kontrolü göstermektedir. Her bir örnek 

için yan yana iki kuyu kullanılmıştır. İlk kuyular A allel primerine, ikinci kuyular ise G 

allel primerine ait ASO PCR sonuçlarını göstermektedir. Kuyulardan 1-2, 5-6 ve 7-8 

GG homozigot genotipleri, 3-4 GA heterozigot genotipi yansıtmaktadır. M: pUC19 

DNA/MspI (HpaII) Marker; 501 bç, 489 bç, 404 bç, 331 bç, 242 bç, 190 bç, 147 bç, 111 

bç, 110 bç, 67 bç ve 34 bç olmak üzere 11 fragment içermektedir (Markera ait ilk iki 

band tek band olarak görülmektedir).  
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Şekil 16: TNF-alfa geni RFLP sonuçları. 2. kuyu GA heterozigot genotipi, 1, 3, 4 ve 5. 

kuyular GG homozigot genotipleri göstermektedir. M: pUC19 DNA/MspI (HpaII) 

Marker.  

 

 

4.3.        TNF-β GENİ POLİMORFİZMİ 

TNF-β geni +252A>G polimorfizmi için, çalışılan 204 hastanın 103’ünün 

(%50.5) AA homozigot, 83 ‘ünün (%40.7) AG heterozigot, 18’inin (%8.8) GG 

homozigot; 204 kontrolün ise 88’inin (%43.1) AA homozigot, 108’inin (%52.9) AG 

heterozigot, 8’inin (3.9) GG heterozigot olduğu tesbit edildi (Tablo 12, Şekil 17). 

Kontrol grubunun SNP dağılımı, Hardy-Weinberg Dengesi ile uyum içindeydi. Hasta ve 

kontrollerin genotip dağılımları karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık olduğu görüldü (p=0.016). AA’ya karşılık AG+GG karşılaştırıldığında hasta ve 

kontroller arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık (p=0.1368) gözlenmezken, 

AA+AG genotiplerine karşılık homozigot resesif genotip GG karşılaştırıldığında ise 

anlamlı bir farklılık olduğu gözlendi (p=0.0468, OR=2.371 %95CI 1.007-5.584). GG 

homozigot genotipine, hastalarda kontrollere nazaran yaklaşık 2.5 kat daha fazla 

rastlanıldığı ve bu genotipin, meme kanseri riskini artırdığı saptandı. Allel dağılımları 

karşılaştırıldığında ise hasta ve kontroller arasında istatistiksel olarak herhangi bir fark 

gözlenmedi (p=0.7019). Aynı zamanda meme kanserli hastaların aile öyküsü, sigara 

kullanımı, klinik tanı, kanserin tipi ve evresi, menarş ve menapoz yaşı, doğum sayısı ve 

ortalama emzirme süresi ile östrojen ve progesteron reseptörlerinin durumu ile TNF-β 

+252A>G polimorfizmi karşılaştırıldığında bunlar arasında istatistiksel olarak herhangi 

bir ilişki bulunmadı (Tablo 11). 
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Şekil 17: TNF-beta RFLP sonuçları. 1, 2, 3, 6 ve 7. kuyular AA homozigot genotipleri, 

4, 5, 8 ve 9. kuyular AG heterozigot genotipleri göstermektedir. M: ФX174 

DNA/BsuRI (HaeIII) Marker; 1353 bç, 1078 bç, 872 bç, 603 bç, 310 bç, 281 bç, 271 bç, 

234 bç, 194 bç, 118 bç ve 72 bç olmak üzere 11 fragment içermektedir (281 bç ve 271 

bç uzunlukta olan bandlar tek band olarak görülmektedir). 

 

 

4.4.        IFN-γγγγ GENİ POLİMORFİZMİ 

IFN-γ geni +874T>A polimorfizmi için çalışılan 204 hastanın 41’inin (%20.1) 

TT homozigot, 112’sinin (%54.9) TA heterozigot, 51’inin (%25.0) AA homozigot; 192 

kontrolün ise 69’unun (%35.9) TT homozigot, 74’ünün (%38.5) TA heterozigot, 

49’unun (%25.5) AA homozigot olduğu gözlendi (Tablo 12, Şekil 18). Kontrol 

grubundan 12 örneğin DNA’ları yetersiz olduğundan dolayı, sadece IFN-γ geni 

+874T>A polimorfizmi için diğerlerinden farklı olarak 192 kontrol kullanılmıştır. 

Genotip sıklığının kontrollerde Hardy-Weinberg Dengesi ile uyum gösterdiği görüldü. 

Hasta ve kontrollerin genotip dağılımları karşılaştırıldığında (TT, TA, AA) istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık görüldü (p=0.001). TT homozigot genotipe kontrollerde, 

heterozigot genotipe (TA) de hastalarda daha fazla rastlanmış olup, TA genotipinin 

meme kanserine yatkınlık oluşturduğu saptandı. Allel dağılımları karşılaştırıldığında da 

yine hasta ve kontroller arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görüldü 

(p=0.0312; OR=1.36, %95 CI 1.028-1.798). A alleline, hastalarda, kontrollere nazaran 

yaklaşık 1.4 kat daha fazla rastlanmış olup, bu allelin meme kanseri riskini artırdığı 

saptandı. Çok daha anlamlı bir ilişki ise, TT genotipine karşılık TA+AA genotipleri 

karşılaştırıldığında ortaya çıktı (p=0.0004, OR=2.23 %95 CI 1.419-3.504). Genotip 

dağılımı açısından değerlendirildiğinde A alleli taşıyan genotiplere (TA+AA), meme 
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kanserli hastalarda daha fazla rastlanıldığı ve bu genotiplerin meme kanseri riskini 

önemli derecede artırdığı saptandı. TT+TA genotiplerine karşılık AA genotipi 

karşılaştırıldığında ise istatistiksel olarak herhangi bir farklılık görülmedi (p=0.9051). 

Aynı zamanda meme kanserli hastaların aile öyküsü, sigara kullanımı, klinik tanı, 

kanserin tipi ve evresi, menarş ve menapoz yaşı, doğum sayısı ve ortalama emzirme 

süresi ile östrojen ve progesteron reseptörlerinin durumu ile IFN-γ +874T>A 

polimorfizmi karşılaştırıldığında bunlar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 

gözlenmedi (Tablo 11).  

 

 

. 

 

Şekil 18: IFN-gamma geni ASO PCR sonuçları. 262 bp’lik band IFN-γ polimorfizminin 

olduğu bölgeyi, 100 bp’lik band ise internal kontrolü göstermektedir. Her bir örnek için 

yan yana iki kuyu kullanılmıştır. İlk kuyular T allel primerine, ikinci kuyular ise A allel 

primerine ait ASO PCR sonuçlarını göstermektedir. Kuyulardan 1-2 AA homozigot 

genotipi, 3-4 TA heterozigot, 5-6 ise TT homozigot genotipi yansıtmaktadır. M: pUC19 

DNA/MspI (HpaII) Marker.  

 

 

4.5.    TNF-α, TNF-β, ve IFN-γγγγ GEN POLİMORFİZMLERİ HAPLOTİP ve 

KOMPOZİT GENOTİP ANALİZLERİ  

Haplotip analizinde SNP-SNP etkileşimlerinden, TNF-α/β genleri GAAG 

haplotinin görüldüğü 65 örneğin 25’ini (%12.3) hastalar, 40’ını (%19.6) kontroller 

oluşturmaktaydı (Tablo 13). Hasta ve kontroller karşılaştırıldığında GAAG haplotipinin, 

kontrollerde hastalara göre yaklaşık 1.5 kat daha fazla görüldüğü ve meme kanseri riski 

açısından koruyucu bir etkisi olduğu istatistiksel olarak saptandı (p=0.0424, OR=0.573 

%95CI 0.333-0.985).  
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Kompozit genotip analizinde, ikili genotiplerden TNF-α/IFN-γ genleri GGTT 

kompozit genotipin görüldüğü 81 örneğin 33’ünü (%16.2) hastalar, 48’ini (%25) 

kontroller oluşturmaktaydı (Tablo 13). Hasta ve kontroller karşılaştırıldığında GGTT 

kompozit genotipinin, kontrollerde hastalara göre 1.5 kat daha fazla görüldüğü ve meme 

kanseri riski açısından koruyucu olduğu tesbit edildi (p=0.0296, OR=0.579 %95CI 

0.353-0.950). Daha koruyucu bir etki ise GATT kompozit genotip analizinde görüldü. 

29 örnekte görülen GATT kompozit genotipinin 8’i (%3.9) hastalarda, 21’i (%10.9) 

kontrollerde tesbit edildi (Tablo 13). Hasta ve kontroller karşılaştrıldığında GATT 

kompozit genotipinin kontrollerde hastalara göre yaklaşık 3 kat daha fazla görüldüğü ve 

meme kanseri riski açısından koruyucu olduğu saptandı (p=0.0129, OR=0.332 %95CI 

0.144-0.770). İstatistiksel olarak en kuvvetli koruyuculuk ilişkisine ise TNF-β/IFN-γ 

genleri AGTT kompozit genotipine sahip hasta ve kontroller karşılaştırıldığında 

rastlandı (p=0.0003, OR=0.295 %95 CI 1.151-0.576). AGTT kompozit genotipine sahip 

49 örneğin 13’ünü (%6.4) hastalar, 36’sını (%18.8) 3 katlık bir fark ile kontroller 

oluşturmaktaydı (Tablo 13). Tam tersi bir ilişkiye ise  TNF-α/IFN-γ genleri GGTA 

kompozit genotip analizinde rastlandı. 152 örnekte görülen GGTA kompozit 

genotipinin 90’ını (%44.1) hastalar, 62’sini (%32.3) ise kontroller oluşturmaktaydı. 

Hasta ve kontroller karşılaştrıldığında GGTA kompozit genotipinin, hastalarda 

kontollere göre yaklaşık 1.5 kat daha fazla görüldüğü ve meme kanseri riskini artırdığı 

saptandı (p=0.0156, OR=1.655 %95CI 1.099-2.494).  

Ayrıca çalıştığımız üç polimorfik gen bölgesinin SNP etkileşimleri incelendi 

ve yapılan üçlü kompozit genotip analizi sonucunda TNF-α/β/IFNγ genleri GGAGTT 

kompozit genotipinin, kontrollerde hastalara göre yaklaşık 2.3 kat daha fazla olduğu ve 

meme kanserine karşı koruyucu etkisi olduğu görüldü (p=0.0437; OR=0.420, %95 CI 

0.177-0.998). GGAGTT kompozit genotipine sahip 25 örneğin 8’ini (%3.9) hastalar, 

17’sini (%8.9) kontroller oluşturmaktaydı (Tablo 14). Daha kuvvetli bir koruyuculuk 

ilişkisine ise GAAGTT kompozit genotip analizinde rastlandı (p=0.0038; OR=0.229, 

%95 CI 0.084-0.626). GAAGTT kompozit genotipine sahip 24 örneğin 5’ini (%2.5) 

hastalar, 19’unu (%9.9) kontroller oluşturmaktaydı (Tablo 14). GAAGTT kompozit 

genotipinin kontrollerde, hastalara göre yaklaşık 4 kat daha fazla görüldüğü ve meme 

kanseri riski açısından kuvvetli bir koruyucu etkisi olduğu saptandı.  
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5.         TARTIŞMA 

 

TNF-α, TNF-β ve IFN-γ genlerinin, tümör hücrelerine karşı immün cevaptaki 

ve kanser patogenezindeki rolleri gözönüne alındığında, bu genlerin meme kanseri 

çalışmaları için potansiyel adaylar olduğu öne sürülmektedir. TNF-α -308G>A, TNF-β 

+252A>G ve IFN-γ +874T>A gen polimorfizmleri ile meme kanseri arasındaki ilişkiyi 

incelemek için farklı populasyonlarda birçok çalışma yapılmıştır ve bu çalışmaların 

sonuçları birbirinden farklılık göstermektedir (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; Gönüllü ve ark., 2007; Kohaar ve ark., 2009). 

Meme kanseri ile TNF-α -308G>A, TNF-β +252A>G ve IFN-γ +874T>A gen 

polimorfizmleri arasındaki ilişkinin çalışıldığı araştırma sonuçları ile kendi 

bulgularımızı karşılaştırdık (Tablo 15).  

 

5.1.        TNF-α GENİ -308G>A POLİMORFİZMİ 

TNF-α -308G>A promotor polimorfizmi, TNF-α’nın ifadesini etkiler ve -308A 

alleli yüksek miktarda TNF-α üretirken, -308G alleli azalmış TNF-α üretimi ve 

dolayısıyla artan meme kanseri riski ile ilişkilendirilmiştir (Chen ve ark., 1996; Wilson 

ve ark., 1997; Kroeger ve ark., 1997). TNF-α -308G/A polimorfizminin, transkripsiyon 

faktörü aktivatör protein-2 (AP-2)’nin bağlanma bölgesi olan bir konsensus diziyi 

etkilediği rapor edilmiştir (Kroger ve Abraham, 1996). -308G alleli varlığında TNF-

α’nın 10 bp’lik bir bölgesi, AP-2’nin konsensus bağlanma bölgesi ile homoloji 

göstermektedir ki bu homoloji, -308A varyantında azalır (Kroger ve Abraham, 1996). 

Fakat, daha sonra yapılan bazı çalışmalarda, AP-2 transkripsiyon faktörünün, polimorfik 

bölge ile konsensus diziye sahip olmasına rağmen, -308 polimorfik bölgesi ile 

etkileşime girmediği gösterilmiştir (Wilson ve ark., 1997; Baseggio ve ark., 2004). 

Belki de polimorfik bölgedeki DNA konformasyonundaki değişimin sonucu olarak 

farklı çekirdek proteinlerinin bağlanma yetenekleri değişmekte ve TNF-α geninin 

transkripsiyonel aktivitesi etkilenmektedir. Birçok farklı tümör tipinde artmış TNF-α -

308 GA genotipi ile birlikte, malignant tümörlü hastalarda önemli derecede artış 
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göstermiş   -308G alleli rapor edilmiştir (Chouchane ve ark., 1997; Oh ve ark., 2000; Ho 

ve ark., 2004). 

 TNF-α -308G>A polimorfizmi ile sadece meme kanseri arasında değil, aynı 

zamanda diğer 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), akciğer kanseri 

(Shih ve ark., 2006), invasiv servikal kanser (Duarte ve ark., 2005), oral squamous 

hücre karsinoması (Liu ve ark., 2005; Vairaktis ve ark., 2008) ve prostat kanseri (Saenz-

Lopez ve ark., 2008) arasında da ilişki gözlenmiştir (Tablo 2).  

TNF-α -308G>A promotor polimorfizminin, çalışılan populasyonlarda farklı 

sıklıklarda olduğu gözlenmiştir. Normal populasyonda, beyazların (Amerika, 

Avustralya, Danimarka, İngiltere, Almanya, İsviçre) yaklaşık %60-70’i G alleli için 

homozigot, %30-40’ı heterozigot, %1.5-3’ü A alleli için 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, Çin, Tayvan, Batı Afrika, İtalyan, Fransız ve 

İspanyolların %80-97’si G alleli için homozigot, %3-17’si heterozigot ve %0-3’ü A 

alleli için homozigottur (Cuenca ve ark., 2001; Bagheri ve ark., 2006; Skorpil ve ark., 

2007). Çalışmamızda normal populasyon (204 kontrol) için elde ettiğimiz oranlar ise G 

allelinin homozigot formu için %77.9, heterozigot için %22.1, A allelinin homozigot 

formu için %0 olup Afrikalı Amerikanlar, Slovak, Kore ve Singapur Çinlilerinde 

bulunan sonuçlarla benzerlik göstermektedir (Bagheri ve ark., 2006; Javor ve ark., 

2007; Zabaleta ve ark., 2008). Türkiye’de (İstanbul ilinde) yapılan başka bir çalışmada 

da normal populasyonun (146 kontrol) %79.5’i GG homozigot, %20.5’i GA 

heterozigot, %0’ı AA homozigot olup bizim sonuçlarımızla benzerlik göstermektedir 

(Ates ve ark., 2008).   

204 meme kanserli hasta ve 204 sağlıklı kontrol kullanarak yaptığımız 

çalışmamızda, TNF-α -308G>A polimorfizmi ile meme kanseri arasında gerek genotip 

(p=0.333) gerekse allel (p=0.4175) dağılımları açısından istatistiksel olarak herhangi bir 

ilişki bulunamamıştır. Hasta ve kontrollerin genotiplerini GG+GA’ya karşılık AA veya 

GG’ye karşılık GA+AA olarak karşılaştırıldığımızda da istatistiksel olarak bir ilişki 

olmadığı görülmüştür (sırasıyla p=1.00 ve p=0.3230). Diğer populasyonlarda yapılan 



67 

 

çalışmalarının birçoğunda da bizim sonuçlarımızla benzer şekilde TNF-α -308G>A 

polimorfizmi ile meme kanseri arasında ilişki tesbit edilememiştir (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 çok geniş populasyonlarla yapılan çalışmalarda meme kanseri ile TNF-α -

308G>A polimorfizmi arasında (sırasıyla p=0.48 ve p=0.12) istatistiksel  olarak anlamlı 

bir ilişki bulunmamıştır (Gaudet ve ark., 2007). Amerika ve Polonya’da yapılan bu 

çalışmaların sonuçlarının birleştirilmiş analizinde de TNF-α -308G>A polimorfizmi ile 

meme kanseri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki gözlenmemiştir (p=0.15) 

(Gaudet ve ark., 2007). Bu çalışmalarda, genotip-meme kanseri risk ilişkisi, teşhis yaşı, 

menapozal durum, aile öyküsü ve meme kanseri tipine göre oluşturulan alt gruplarda da 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir (Gaudet ve ark., 2007). 

Hollanda’da yapılan ve 956 meme kanserli hasta ve 1271 sağlıklı kontrolün katıldığı 

diğer bir geniş populasyonlu çalışmada da bizim bulgularımızla benzer şekilde meme 

kanseri ile en az bir A alleli taşımak arasında herhangi bir ilişki (OR = 0.90, %95 CI 

0.75-1.08) bulunamamıştır (de Jong ve ark., 2003). Azmy ve ark.’larının, iki farklı 

TNF-α promotor polimorfizmi ile yapmış oldukları çalışmada, TNF-α -308 

polimorfizmi ile meme kanseri arasında bizim sonuçlarımıza benzer şekilde herhangi bir 

ilişki (OR=0.82, %95  CI 0.64-1.04) saptanmamıştır (Azmy ve ark., 2004). 709 meme 

kanserli hasta ve 498 sağlıklı kontrolün kullanıldığı bu çalışmada aynı zamanda, -308 A 

alleli, meme kanserli aile öyküsü bulunan altgrubu oluşturan meme kanserli bireylerle 

de ilişkilendirilememiştir (OR=0.79, %95 CI 0.49-1.26).  

Bizim çalışma populasyonumuzdan biraz daha büyük bir populasyon üzerinde 

çalışan Kamali-Sarvestani ve ark.ları, İranlı 223 meme kanserli hasta ve 267 sağlıklı 

kontrol ile yapmış olduğu çalışmada, çalışmamızdaki sonuçlarla benzer olarak TNF-α    

-308 polimorfizmi ile meme kanseri arasında anlamlı bir ilişki olmadığını 

gözlemişlerdir  (p=0.96) (Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a). Aynı çalışmada TNF-α  

polimorfizmi ile, klinik tümör büyüklüğü, lenf nodu durumu ve hastalığın başlangıç yaşı 

arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır.  

Daha küçük populasyonlarla yapılan çalışmalardan bazılarında da bizim 

çalışmamızdaki sonuçlara benzer sonuçlar bulunmuştur. Rusya’da 167 sporadik meme 
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kanserli hasta ve 139 kadın kontrol kullanılarak yapılan çalışmada da, -308 

polimorfizmi ile meme kanseri arasında bir ilişkiye rastlanmamıştır (Ostashkin ve ark., 

2008). İtalyan populasyonunda TNF-α -308 polimorfizmi ile meme kanseri arasındaki 

ilişkinin incelendiği iki çalışma bulunmaktadır. Bu iki çalışmanın sonuçları hem 

birbirleriyle hem de bizim sonuçlarımızla benzerlik göstermektedir. Giordani ve 

ark.’larının 125 meme kanserli hasta ve 100 sağlıklı kontrol; Scola ve ark.’larının da 84 

meme kanserli hasta ve 226 sağlıklı kontrol ile yapmış oldukları İtalyan hasta-kontrol 

çalışmalarında sitokin gen polimorfizmlerine bakılmış ve TNF-α -308 polimorfizmi ile 

meme kanseri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki saptanamamıştır (Giordani 

ve ark., 2003; Scola ve ark., 2006). Koreli 95 meme kanserli hasta ve 190 kontrol ile 

yapılan diğer bir çalışmada, TNF-α -308 polimorfizmi bizim çalışmamızda da olduğu 

gibi meme kanseri ile istatistiksel olarak ilişkilendirilememiş, fakat GG genotipinin 

sıklığının, meme kanserli hastalarda sağlıklı kontrollerle kıyaslandığında daha fazla 

olduğu gösterilmiştir (Park ve ark., 2002). 

Daha önce Türkiye’de yapılan diğer bir çalışmada, sitokin gen polimorfizmleri 

ile meme kanseri arasındaki ilişkiye bakılmıştır (Gonullu ve ark., 2007). Marmara 

Bölgesi’nde (Bursa ili) yapılan ve 38 meme kanserli hasta ve 24 sağlıklı kontrolün dahil 

edildiği bu çalışmada TNF-α -308 polimorfizmi ile meme kanseri arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir ilişki bulunamamıştır (Gonullu ve ark., 2007).  Çalışılan populasyon 

çok küçük olmakla beraber, bu çalışmada elde edilen sonuçlar, bizim sonuçlarımızla 

benzerlik göstermektedir.  

Bizim sonuçlarımızdan farklı olarak TNF-α -308 polimorfizmi ile meme 

kanseri arasında ilişkinin tesbit edildiği çalışmalar da bulunmaktadır. Smith ve 

ark.’larının, İngiltere’de meme kanserli hastalarda yapmış olduğu çalışmada, genel 

dağılıma bakıldığında TNF-α -308 genotipleri ile meme kanseri arasında istatistiksel 

olarak bir ilişki saptanamamıştır (p=0.07) (Smith ve ark., 2004). Fakat Smith ve 

ark.’larının 144 meme kanserli hasta ve 261 sağlıklı kontrol kullanarak yapmış olduğu 

bu çalışmada, bizim sonuçlarımızdan farklı olarak, GG genotipinin sıklığının, kontrol 

grubuyla karşılaştırıldığında meme kanserli hasta grubunda anlamlı derecede artmış 

olduğu (p=0.03; OR=1.83, %95 CI 1.08-3.09) gözlenmiştir (Smith ve ark., 2004). Bu 

çalışmada bizim sonuçlarımızdan farklı bir sonucun çıkmasında, kullanılan sağlıklı 

kontrollerin yarısının erkek olması ve kontrol grubunun yaş ortalamasının hasta 
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grubununkine göre düşük olması etken olabilir.  Chouchane ve ark.’ları, TNF-α -308 

polimorfizmini, Tunuslu 40 meme kanserli hasta ve 106 sağlıklı kontrol ile çalışmış ve 

bizim sonuçlarımızdan farklı olarak TNF-α heterozigot genotip ile meme kanseri 

(p≤0.001; RR=3.2) arasında anlamlı bir ilişki olduğunu göstermişlerdir (Chouchane ve 

ark., 1997). Aynı çalışma grubu, meme kanserli hastaların (n=243) ve sağlıklı 

kontrollerin sayısını (n=174) artırarak çalışmayı tekrarlamış ve AA homozigot genotipi 

ile meme karsinoması arasında anlamlı bir ilişki (p=0.0006, RR=4.4) tesbit etmişlerdir 

(Mestiri ve ark., 2001). Bu çalışmaya dahil edilen meme kanserli hastaların hepsinin, 

tek taraflı meme tümörüne sahip olmaları ve çalışılan populasyonun farklı olması bizim 

sonuçlarımızdan farklı bir sonucun oluşmasına sebep olmuş olabilir.   

Bizim sonuçlarımızdan farklı olan diğer bir çalışmada, TNF-α -308 GA 

heterozigot genotipinin, meme kanserli hastalarda (sporadik) sağlıklı kontrollerden 9.5 

kat daha fazla bulunduğu gösterilmiştir (p<0.0001) (Kohaar ve ark., 2009). Aynı 

çalışmada meme kanserli hastalar, meme kanseri için yüksek riskli grup (meme kanseri 

aile öyküsü olan) ile karşılaştırıldığında ise bu riskin 5 kat arttığı gözlenmiştir 

(p=0.0002). Hindistan’da 127 birey (40 meme kanserli hasta [35 sporadik ve 5 ailesel], 

87 meme kanseri için yüksek riskli grup) ve 150 kontrol kullanılarak yapılan bu 

çalışmada meme kanseri için yüksek riskli olan grup ile kontroller arasında TNF-α -

308G>A polimorfizmi açısından herhangi bir farklılığa rastlanılmamıştır. Yine bu 

çalışmada A allel sıklığının meme kanserli hastalarda kontrol grubunkinden 6.5 kat 

fazla olduğu görülmüştür. Çalışılan populasyonun farklı bir etnik kökenden geliyor 

olmasının böyle bir farklılığa neden olduğu kanaatindeyim.   

Çalışmamızda, hastaların demografik karakterleri ile TNF-α -308G>A 

polimorfizmi karşılaştırılmış ve meme kanserli hastaların aile öyküsü, sigara kullanımı, 

klinik tanı, kanserinin evresi, menarş ve menapoz yaşı, doğum sayısı ve ortalama 

emzirme süresi ile östrojen ve progesteron reseptörlerinin durumu ile TNF-α -308G>A 

polimorfizmi arasında bir ilişki saptanmamıştır. Buna karşılık meme kanserinin tipi ile 

TNF-α geni -308G>A polimorfizmi arasında bir ilişki olduğu gözlenmiş (p=0.003) olup 

tek olan AA homozigot genotipine lobüler karsinomlu meme kanseri hastasında 

rastlanmıştır Yapılan başka bir çalışmada, TNF-α -308 GA genotipini taşıyan infiltratif 

lobular karsinomlu meme kanseri hastalarına, aynı genotipi taşıyan infiltratif duktal 
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karsinomlu meme kanseri hastalarından daha sık rastlandığı görülmüştür (%34.0’a 

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

 

5.2.        TNF-β GENİ +252A>G POLİMORFİZMİ 

TNF-β geni birinci intronu içindeki +252A>G polimorfizminin, TNF-β’nın 

plazma düzeyini ve in vitro TNF-β ifadesini etkilediği rapor edilmiştir (Messer ve ark., 

1991; Ozaki ve ark., 2002). +252 A alleli, G alleline göre daha güçlü bir transkripsiyon 

faktörüdür (Messer ve ark., 1991). GG genotipine sahip olanlarda, TNF-β üretimi, A 

alleline sahip olanlara göre anlamlı derecede düşüktür (Whichelow ve ark., 1996). TNF-

β +252A>G polimorfizminin meme kanseri riskini artırdığı rapor edilmiştir (Park ve 

ark., 2002; Lee ve ark., 2005b). TNF-β +252A>G polimorfizmi, meme kanseri kadar 

akciğer 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 ilişkilendirilmiştir. 

TNF-β geni +252A>G polimorfizmi açısından, normal populasyonda 

beyazların, %40-45’i yabanıl tip A alleli için homozigot, %40-45’i heterozigot ve 

yaklaşık %15’ i de varyant G alleli için homozigottur (Demeter ve ark., 1997; Wihlborg 

ve ark., 1999). Çalışmamızda ise normal populasyonunun (204 sağlıklı kontrol) %43.1’i 

AA homozigot, %52.9’u heterozigot ve %3.9’u GG homozigot olarak belirlenmiştir. 

Beyaz populasyonla karşılaştırdığımızda, bizim populasyonumuzda GG homozigot 

genotipine daha az rastlanıldığı gözlenmiştir.  

Çalışmamızda hasta ve kontrollerin genotip dağılımları karşılaştrıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık olduğu belirlenmiştir (p=0.016). AA homozigot 

genotipe  hastalarda daha fazla rastlanırken, heterozigot genotipe (AG) kontrollerde 

daha fazla rastlanmıştır. AA+AG’ye karşılık GG karşılaştırıldığında anlamlı bir farklılık 

olduğu gözlenmiştir (p=0.0468, OR=2.371 %95CI 1.007-5.584). GG genotipine, meme 

kanserli hastalarda kontrollere nazaran  yaklaşık 2.5 kat daha fazla rastlanmıştır. Allel 

sıklıkları karşılaştırıldığında ise istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığa rastlanmamıştır 

(p=0.7019).  

İstatistiksel olarak elde ettiğimiz sonuçların, diğer bazı araştırmacıların 

sonuçlarıyla benzerlik gösterdiği görülmüştür. Park ve ark.’larının Koreli 95 meme 
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kanserli hasta ve 190 sağlıklı kontrol ile yapmış olduğu çalışmada, GG genotipinin 

sıklığının, bizim sonuçlarımızla da benzer şekilde, meme kanserli hastalarda kontrol 

grubuna göre anlamlı derecede yüksek olduğu görülmüştür (p=0.001; OR=5.33, %95 CI 

2.33-12.19) (Park ve ark., 2002). Park ve ark.’larının çalışmasında G allel sıklığının da 

meme kanserli hastalarda, kontrol grubunkinden daha fazla olduğu saptanmıştır 

(p=0.015). Yaş ile TNF-β +252 genotipleri arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır. 

Yine Kore’de yapılan bir diğer çalışmada, Koreli 560 meme kanserli hasta ve 509 

sağlıklı kontrol kullanılmış ve TNF-β G allelini taşıyan genotiplerin (AG veya GG), 

postmenapozal meme kanseri riskini artırdığı (OR=1.7, %95 CI=1.09-2.55) 

gösterilmiştir (Lee ve ark., 2005b).  

Hindistan’da yapılan bir diğer çalışmada ise +252 A>G polimorfizmi açısından 

meme kanseri için yüksek riskli grup (meme kanseri aile öyküsü olan) ile kontroller 

arasında 8 katlık bir fark ile istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki ortaya konmuştur 

(p<0.0001, OR=8.27, %95 CI 4.28-16.0) (Kohaar ve ark., 2009). G alleli taşıyan 

genotiplerin sıklığının (AG ve GG) meme kanseri için yüksek riskli grupta 

kontrollerden çok daha fazla olduğu saptanmıştır. Daha zayıf bir ilişkiye, meme kanseri 

için yüksek riskli grup ile meme kanserli hastalar (sporadik) karşılaştırıldığında 

rastlanmıştır (p=0.007). Bu sonuçlar da, bizim çalışmamızda tesbit ettiğimiz GG 

genotipine hastalarda daha fazla rastlanıldığı bulgularıyla uygunluk göstermektedir 

Bizim bulgularımızın aksine, bazı populasyon çalışmaları TNF-β +252A>G 

polimorfizmi ile meme kanseri arasında hiçbir ilişki tesbit edememiştir. De Jong ve 

ark.’larının Hollandalı 956 meme kanserli hasta ve 1271 kontrol; Kamali-Sarvestani ve 

ark.larının İranlı 223 meme kanserli hasta ve 267 kontrol ile yapmış olduğu çalışmada, 

TNF-β polimorfizmi ile meme kanseri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 

bulunamamıştır (de Jong ve ark., 2003; Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a). Her iki 

çalışmada da kullanılan hasta ve kontrollerin özelliklerinin bizim çalışmamızda 

kullandıklarımızla aynı olmasına rağmen, sonuçların bizim sonuçlarımızdan farklı 

çıkması, farklı populasyonlar olmalarından kaynaklanabilir.  

Polonya ve Amerika’da geniş bir populasyon ile yapılan ve TNF lokusundaki 

polimorfizmlerin bir kısmının meme kanseri ile ilişkisine bakıldığı bir çalışmada da 

TNF-β +252 polimorfizmi ile meme kanseri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir bir 

ilişki saptanamamıştır (Gaudet ve ark., 2007). Aynı çalışmada genotipler ile meme 
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kanseri teşhis yaşı, menapozal durum, histolojik alt tipler ve meme kanserli aile öyküsü 

gibi klinik bulgularda da farklılık gözlenmemiştir. Bizim çalışmamızda da meme 

kanserli hastaların aile öyküsü, sigara kullanımı, klinik tanı, kanserin evresi, menarş ve 

menapoz yaşı, doğum sayısı ve ortalama emzirme süresi ile östrojen ve progesteron 

reseptörlerinin durumu ile TNF-β +252A>G polimorfizmi arasında bir ilişki 

saptanmamıştır. 

  

5.3.    TNF-α 308G>A ve TNF-β +252 A>G POLİMORFİZMLERİ HAPLOTİP 

ANALİZLERİ 

Meme kanseri riski üzerine tek başına etkisi olmayan veya tesbit edilemeyecek 

kadar küçük etkisi olan SNPlerin, diğer SNPlerle etkileşime girerek meme kanseri 

riskini artırabileceği gösterilmiştir (Onay ve ark., 2006).  TNF-α 308G>A ve TNF-β 

+252 A>G polimorfizmleri ile ilgili haplotip analizlerinin yapıldığı çalışmaların 

bulunması bizi de bu yönde çalışma yapmaya yönlendirdi. Bizim çalışmamızda hasta ve 

kontroller karşılaştırıldığında GAAG haplotipinin, kontrollerde hastalara göre yaklaşık 

1.5 kat daha fazla görüldüğü ve meme kanseri riski açısından koruyucu bir etkisi olduğu 

istatistiksel olarak saptanmıştır (p=0.0424, OR=0.573 %95CI 0.333-0.985). Diğer 

haplotipler ile meme kanseri arasında herhangi bir ilişki tesbit edilmedi. 

Diğer populasyonlarda yapılan haplotip analizlerinden birinde, TNF-α              

-308/TNF-β +252 polimorfizmlerinin yabanil tip allellerinin (sırasıyla G ve A) 

oluşturduğu haplotip (GGAA) ile meme kanseri arasında ilişki bulunmuştur (de Jong ve 

ark., 2003). Yine başka çalışmalarda, AG (AAGG) haplotipi ile multiple miyeloma 

arasında anlamlı bir ilişki saptanmıştır (Davis ve ark., 2000; Morgan ve ark., 2005; 

Kádár ve ark., 2008). Kamali-Servastani ve ark.’ları, TNF-α -308G/A ve TNF-β 

+252A/G polimorfizmleri ile meme kanserlerinde steroid hormonlarının ifadesi 

arasındaki ilişkiyi çalışmış ve  TNF-α -308G ve TNF-β +252A allellerinin homozigot 

halde birarada bulunduğu hastalar (GGAA haplotipi), yüksek seviyede progesteron 

reseptör (PR) ifadesi ile ilişkilendirilmiştir (Kamali-Sarvestani ve ark., 2005b).  

 

5.4. IFN-γγγγ GENİ +874T>A POLİMORFİZMİ 

IFN-γ geni +874T ve A alleline sahip olma, sırasıyla yüksek ve düşük IFN-γ 

ifadesi ile ilişkilendirilmiştir (Rossouw ve ark., 2003). Sağlıklı bireylerde yüksek in 
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vitro IFN-γ üretimi ile IFN-γ +874 TT genotipi arasında anlamlı bir ilişki olduğunu 

rapor eden yayınlar bulunmaktadır (Pravica ve ark., 2000). IFN-γ +874 polimorfizminin 

sadece meme kanseri ile olan ilişkisi değil (Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a; Scola ve 

ark., 2006; Gonullu ve ark., 2007); aynı zamanda servikal kanser (Govan ve ark., 2003) 

ve nazofaringeal kanser (Ferhat ve ark., 2008) ile olan  ilişkisi de çalışılmıştır.  

IFN-γ geni +874 polimorfizmi açısından beyaz populasyonun %22’si yabanıl 

tip IFN-γ +874T alleli için homozigot, %51’i heterozigot ve yaklaşık %27’si de varyant 

IFN-γ +874A alleli için homozigottur (Hoffman ve ark., 2002). Bizim sonuçlarımıza 

göre ise normal Türk populasyonunun %34.3’ü T alleli için homozigot, %40.2’si 

heterozigot ve %25.5’i A alleli için homozigot olarak belirlenmiştir. Beyaz 

populasyonla karşılaştırdığımızda Türk populasyonunda TT homozigot bireylere daha 

sık rastlanıldığı görülmektedir. Yapılan populasyon çalışmalarında, Slovak, 

Çekoslovak, İtalyan Makedonya, Bulgar ve Yunan ırklarında T ve A allel sıklıklarının 

hemen hemen benzer olduğu görülmüştür (Javor ve ark., 2007; Hoffman ve ark., 2002). 

Bizim bulduğumuz T ve A allel sıklıkları da bu populasyonlarla uyumludur. Türkiye’de 

(Bursa ilinde) yapılan diğer bir çalışmada normal populasyonun (58 kontrol) 

%15.3’ünün TT homozigot, %47.5’inin TA heterozigot, %37.3’ünün AA homozigot 

olduğu gösterilmiş olup TT genotip sıklığının bizim bulduğumuz orandan az olduğu 

görülmüştür (Çolakoğulları ve ark., 2008). Aynı bölgede yapılan bir başka çalışmada da  

Çolakoğolu ve ark.’larının sonuçlarına benzer bir sıklık bulunmuştur (Baştürk ve ark., 

2005). Fakat her iki çalışmadaki kontrol grubu sayısı da bizimkinden çok azdır.  

Çalışmamızda, hasta ve kontrollerin genotip dağılımları karşılaştırldığında 

IFN-γ geni +874 polimorfizmi açısından istatistiksel olarak çok anlamlı bir farklılık 

tesbit edilmiştir (p=0.001). A allelini taşıyan genotiplerin (TA ve AA) meme kanserli 

hastalarda, kontrollere nazaran anlamlı derecede yüksek olduğu görülmüştür (p=0.0004, 

OR=2.23, %95 CI 1.419-3.504). Hasta ve kontrollerin allel sıklıkları karşılaştrıldığında 

ise A alleline hastalarda daha sık rastlanıldığı görülmüştür (p=0.0312). Bu sonuçlar 

bize, A allelinin ve A alleli taşıyan genotiplerin Türk populasyonunda meme kanserine 

yatkınlık oluşturduğunu göstermektedir.  

IFN-γ geni +874 polimorfizmi ile bazı hastalıklar arasında ilişki gösteren 

çalışmalar (Daher ve ark., 2003; Ben-Ari ve ark., 2003; Lio ve ark., 2002) olmasına 

rağmen, meme kanseri ile ilişkisi ilk kez Kamali-Sarvestani ve ark.ları tarafından İran 
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populasyonunda 223 meme kanserli hasta ve 267 kontrol ile çalışılmış ve bu çalışmada 

bizim sonuçlarımızın aksine TT genotip sıklığı, meme kanserli kadınlarda kontrollere 

göre anlamlı derecede yüksek çıkmıştır (p=0.0019, OR=2.03, %95 CI 1.28-3.2) 

(Kamali-Sarvestani ve ark., 2005a).  

İtalya’da 85 meme kanserli hasta ve 226 sağlıklı kontrol ile yapılan bir 

çalışmada ise birkaç sitokin polimorfizmi ile IFN-γ geni +874 polimorfizmine de 

bakılmış ve bu polimorfizm ile meme kanseri arasında bizim çalışmamızdaki 

sonuçlardan farklı olarak herhangi bir ilişki saptanamamıştır (Scola ve ark., 2006). Bu 

çalışmada kuıllanılan hasta sayısının nispeten küçük olması ve çalışmanın farklı bir 

populasyonda yapılmış olmasından dolayı bizimkinden farklı sonuçlar çıkmış olabilir. 

Daha önce Türkiye’de Marmara bölgesinde (Bursa ili) çok az sayıda örnek (38 

meme kanserli hasta ve 24 sağlıklı kontrol) üzerinde yapılan bir çalışmada, sitokin gen 

polimorfizmleri ile meme kanseri arasındaki ilişki incelenmiş (Gönüllü ve ark., 2007) 

ve IFN-γ +874 polimorfizmi ile meme kanseri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

ilişki bulunamamıştır (Gönüllü ve ark., 2007). Bu çalışma bulgularının, bizim 

bulgularımıza benzerlik göstermemesinin nedeni çalışılan coğrafi bölgenin farklı ve 

örnek sayısının küçük olması olabilir. 

 

5.5.     TNF-α -308, TNF-β +252 ve IFNγγγγ +874 POLİMORFİZMLERİ KOMPOZİT 

GENOTİP ANALİZLERİ  

Bazı genotiplerin birarada bulunmasının meme kanseri riskini etkileyebileceği 

düşüncesi ile çalışılan polimorfizmler için kompozit genotip analizleri yapıldı. Yapmış 

olduğumuz kompozit genotip analizi sonucunda TNF-β/IFNγ genleri AGTT kompozit 

genotipinin hasta ve kontrollerde anlamlı derecede farklılık gösterdiği görülmüştür 

(p=0.0003, OR=0.295, %95 CI 0.151-0.576). İstatistiksel olarak bu iki genotipinin 

birarada bulunmasının meme kanserine karşı koruyucu olduğu saptanmıştır.             

TNF-α/IFN-γ 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 anlamlı derecede farklılık gösterdiği görülmüştür. Bu 

sonuçlar, IFN-γ geni TT genotipinin meme kanserine karşı koruyucu olduğu 

varsayımını desteklemektedir. Buna karşılık, TNF-α/IFN-γ GGTA kompozit genotipinin 
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meme kanseri riskini artırdığı görülmüştür (p=0.0156, OR=1.655 %95CI 1.099-2.494) 

(Tablo 13). 

Yapmış olduğumuz üçlü kompozit genotip analizinde de anlamlı bir ilişki, 

TNF-α/β/IFN-γ genleri GGAGTT kompozit genotipinde gözlenmiştir (p=0.0437, 

OR=0.420, %95 CI 0.177-0.998). GGAGTT kompozit genotipinin, kontrollerde 

hastalara göre yaklaşık 2.3 kat daha fazla olduğu ve meme kanserine karşı koruyucu 

etkisi olduğu görülmüştür. Daha etkili bir koruyuculuk ise GAAGTT kompozit 

genotipinde gözlenmiştir (p=0.0038, OR=0.229, %95 CI 0.084-0.626). GAAGTT 

kompozit genotipinin kontrollerde hastalara göre yaklaşık 4 kat daha fazla rastlanmıştır 

(Tablo 14). 

Çalışmamız, TNF-α -308, TNF-β +252 ve IFNγ +874 polimorfizmleri 

kompozit  genotip analizlerinin yapıldığı ilk çalışma olmaktadır. Türk populasyonunda 

bulduğumuz bu sonuçların, diğer populasyonlarda da çalışılıp bu genler ve meme 

kanseri riski arasındaki ilişkinin daha netlik kazanacağı kanaatindeyiz. 
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Tablo 15: Meme kanseri ile TNF-α -308(G>A), TNF-β +252(A>G) ve IFN-γ 

+874(T>A) gen polimorfizmleri arasındaki ilişkilendirme sonuçlarımızın literatür 

ile karşılaştırılması 

 

Polimorfizm Çalışma alanı, 

büyüklüğü 

(hasta+kontrol) 

İlişki OR (%95 CI) Kaynak 

TNFα-308GA Tunus (124 + 106) Yatkınlık /  RR=3.2 (p≤0.001) Chouchane ve ark., 1997 

TNFα-308AA Tunus (243 + 174) Yatkınlık RR=4.4 (p=0.006) Mestiri ve ark., 2001 

TNFα-308 / 

TNFβ+252G  

Kore (95 + 195) Etkisi yok / 

Yatkınlık 

-                

5.33 (2.33-12.19) 

Park ve ark., 2002 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

Hollanda (956 + 

1271) 

Etkisi yok / 

Etkisi yok 

0.90 (0.75-1.08) /              

- 

de Jong ve ark., 2003 

TNFα-308 İtalya (125 + 100) Etkisi yok 1.62 (0.08-96.42) Giordani ve ark., 2003 

TNFα-308 İngiltere (709 + 498) Etkisi yok 0.82 (0.64-1.04) Azmy ve ark., 2004 

TNFα-308GG İngiltere (144 + 263) Yatkınlık 1.83 (1.08-3.09) Smith ve ark., 2004 

TNFα-308 /  

TNFβ+252 / 

IFNγ+874TT 

İran (223 + 267) Etkisi yok / 

Etkisi yok / 

Yatkınlık 

0.98 (0.57-1.68) / 

1.15 (0.85-1.54) / 

2.03 (1.28-3.2)  

Kamali-Sarvestani ve 

ark., 2005 

TNFβ+252G Kore (560 + 509) Yatkınlık 1.7 (1.09-2.55) Lee ve ark., 2005 

TNFα-308 / 

IFNγ+874 

İtalya (84 + 226) Etkisi yok / 

Etkisi yok 

-                     

-                                  

Scola ve ark., 2006 

TNFα-308 / 

TNFβ+252 

USA + Polonya 

(5546 + 5219) 

Etkisi yok / 

Etkisi yok 

0.95 (0.88-1.02) / 

0.97 (0.89-1.05) 

Gaudet ve ark, 2007 

TNFα-308 /  

IFNγ+874 

Türkiye (38 + 24) Etkisi yok / 

Etkisi yok 

-                        

- 

Gonullu ve ark., 2007 

TNFα-308 Rusya (167 + 139) Etkisi yok - Ostashkin ve ark., 2008 

TNFα-308A / 

TNFβ+252G  

Hindistan (40 + 87 + 

150) 

Yatkınlık  / 

Yatkınlık 

9.53 (4.11-22.13) / 

2.38 (1.17-4.85) 

Kohaar ve ark., 2009 

TNFα-308 / 

TNFβ+252GG / 

IFNγ+874A 

Türkiye (204 + 204) Etkisi yok / 

Yatkınlık / 

Yatkınlık 

0.828 (0.525-1.306) / 

2.371 (1.007-5.584) / 

1.36 (1.028-1.798)   

Bizim çalışmamız 

 



6.            SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Çoğunluğu Orta Karadeniz ve İç Anadolu Bölgesinden alınan meme kanserli 

hastalar ile yapılan bu çalışmada, TNF-α -308 polimorfizmi ile meme kanseri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunamamıştır. Ancak, TNF-β +252 A>G 

polimorfizmi için, hasta ve kontrollerin genotip dağılımlarında (p=0.016), IFN-γ +874  

T>A polimorfizmi için ise hem allel hem genotip dağılımlarında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılıklar olduğu görülmüştür (sırasıyla p=0.0312 ve p=0.001) ve IFN-γ 

TA+AA genotiplerinin, meme kanseri riskini önemli derecede artırdığı saptanmıştır. 

Yapılan haplotip ve kompozit genotip analizlerinde TNF-α/β GAAG haplotipinin 

(p=0.0424), TNF-α/IFN-γ GGTT ve GATT kompozit genotiplerinin (sırasıyla p=0.0296 

ve p=0.0129), TNF-β/IFN-γ AGTT kompozit genotipinin (p=0.0003), TNF-α/β/IFN-γ 

GGAGTT ve GAAGTT kompozit genotiplerinin (sırasıyla p=0.0437 ve p=0.0038) 

meme kanseri karşı koruyuculuk etkisi olduğu saptanmıştır. Ancak, TNF-α/IFN-γ 

GGTA kompozit genotipinin meme kanseri için risk oluşturduğu tespit edilmiştir 

(p=0.0156). 

Meme kanserinde, sitokin gen polimorfizmlerinin analizi ve bunların hastalığa 

yatkınlıkla ve hastalığın ciddiyetiyle ilişkisinin olduğunun anlaşılmasının bize sunacağı 

çok şey vardır. Bu incelemeler sadece hastalık etiyolojisini anlamamızı ve hastalık 

riskini tesbit etmemizi sağlamayacak aynı zamanda yeni tedavi protokollerinin ve daha 

iyi klinik uygulamaların oluşturulmasını da sağlayacaktır. 

Sitokinler ile beraber karsinojen ve steroid metabolizması, anjiogenesis, DNA 

tamiri ve apoptozis gibi yolaklarda rol alan genleri içeren birçok farklı sınıftan 

genlerdeki polimorfizmlerin tesbit edilmesi ve bunların meme kanseri ile olan 

ilişkilerinin ortaya konması meme kanserinin erken tanısı ve klinik seyrinde bize yol 

gösterici olacaktır. 

Sonuç olarak, ülkemiz ve dünya genelinde, meme kanserli hastalarda, sitokin 

gen polimorfizmleri ile ilgili çalışmaların genişletilmesiyle daha açıklayıcı ve kesin 

sonuçların elde edilebileceği kanaatindeyiz. 
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8.          EKLER 

8.1.        BİLGİLENDİRİLMİŞ GÖNÜLLÜ OLUR FORMLARI (EK 1ve 2) 
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8.2.          ETİK KURUL RAPORLARI (EK 3 ve 4) 
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