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1. GIRIS

Meme kanseri Saglik Bakanligi’nin 1999 yili verilerine gore kadinlarda en sik
goriilen kanserler arasinda %24.1 oramiyla 1. sirada yer almaktadir (1). Tedavide
cerrahi, sistemik kemoterapi, radyoterapi ve hormonoterapi kullanilmaktadir.
Kemoterapi, cerrahiden sonra meme kanseri tedavisinde uygulanan en yaygin ve
etkili yontemdir. Ancak, kemoterapi siiresince, hastalarin tedaviye cevap vermemesi

veya tedavi sonrasi kanserin tekrarlamasi siklikla goriilen bir durumdur.

Kanser tedavisinde basariya ulagsmak igin genellikle birden fazla
antineoplastik ila¢ uygulanmaktadir. Ancak, sonradan kazanilan ya da tedavi dncesi
kiside varolan ila¢ direncliligi, kanser kemoterapisinde basariya ulasmay1 biiyiik
Olglide engellemektedir. Bu duruma “coklu ilag direngliligi” (multiple drug
resistance; MDR) denilmektedir (2).

Kemoterapiye karsi gelistirilen direnglilik pekcok antikanser ilacin hastalar
tizerinde beklenen etkisini gdsterememesine ve hastaligin ilerlemesine neden
olmaktadir. Artirilan ilag dozlar1 ise hastalarda goriilen yan etkilerin artmasina neden
olmaktadir. Ayrica, direnclilik nedeniyle zaman ve ila¢ kayb1 olmakta, hastalarin

tedavisi zorlagsmaktadir.

Coklu ilag direngliligi birden ¢ok ve birbirinden farkli ilaca direng gelisimidir
(2). Hiicre i¢ine pasif olarak giren ilaglarin hiicre disina aktif olarak pompalanmasi
membran transport sistemlerinin gérevidir. Bu grup proteinlerinin biiyiik kismi ATP
Binding Cassette (ABC) siiper ailesine aittir (3). Hiicre ig¢i yetersiz ilag
konsantrasyonunun nedeni membran gecirgenliginin bozulmasidir ve bundan sorumlu
faktor 170 kilodalton (kD) agirhigindaki plazma membran proteini olan p-
glikoproteindir. Human P-glikoprotein (P-gp), 7921’de lokalize ve 28 ekzon igeren
MDRI geni tarafindan kodlanir (3). Insan P-gp’i ince ve kalin barsaklar, karaciger,
bobrek, beyin, testis, kas dokusu, plesanta ve siirrenal gibi normal dokularda da
bulunur (4). P-gp’nin fizyolojik fonksiyonu tam olarak aydinlatilmamis olmasina
ragmen P-gp’nin intraselliler potansiyel toksik metabolitleri uzaklagtirdig

diistiniilmektedir. P-gp’nin asir1 ekspresyonu proliferasyon aktivitesinde azalma,



uzamis yasam siklusu, apoptoza direng ve hiicre transformasyonunda artisla iligkilidir
(5). Giinlimiizde MDR 1 geni igin 20’den fazlas1 sessiz olan 50’den fazla tek niikleotid

polimorfizmi (single nucleotide polymorphisms; SNP) tanimlanmustir (6).

Bu calismamizda amag¢ Tiirk toplumunda meme kanserli hastalarin saglikli
meme dokusu ve tiimorlii meme dokusunda 7. kromozomda ekzon 12°deki C1236T,
ekzon 21’deki G2677T=A ve ekzon 26’daki C3435T allellerinin bu olgulardaki

sikligini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERI

2.1.1. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Kadinlar yasamlarinin herhangi bir zamaninda herhangi bir meme problemi
i¢in tibbi yardima ihtiya¢ duyarlar. Siklikla bu hastalarda benign meme patolojileri
saptanmasina karsin meme kanserinin de goriilme sikligi hizla artmaktadir. Meme
kanseri diinyada kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiirii olup, her yil
diinyada 1 milyon yeni olguya tant konmaktadir. Kadinlarda goriilen yeni kanser

olgularinin yaklagik %20’sini olusturur (7).

Yasa bagli en yliksek goriilme oran1 yilda her 100.000 kadinda 86.3 ile Kuzey
Amerika’da, en diisiik oran ise 11.8 ile Cin’de goriilmektedir. Meme kanseri siklig1
tilkeler arasinda farklilhik gostermekte ve bu fark Ozellikle menopoz sonrasi

kadinlarda daha belirgin sekilde ortaya ¢ikmaktadir (7).

Meme kanseri 50 yasina kadar yas artisina paralel olarak dik egimle yiikselis
gosterirken daha sonra bu artis orant azalir. Meme kanseri goriilme siklig1 1973’den

itibaren diinyanin ¢esitli lilkelerinde %1- 2 oraninda bir artis gostermektedir (8).

Meme kanserindeki artig, tarama yoOntemlerinin daha sik ve diizenli
kullanilmasma bagli tan1 oranindaki artiga baglanmakta ve toplumlarin ortalama
yasam siirelerinin uzamasiyla hastaligin ileri yas grubunda daha sik goriilmesi ile

aciklanmaktadir (9).

Gorililme sikhigindaki yillik artig, diislik riskli toplumlarda daha belirgindir.
Bu nedenle zaman iginde Bat1 iilkelerinde yasayan kadinlarla, Dogu toplumlarindaki

kadinlar arasindaki meme kanseri siklig1 farkinin kapanacagi 6ngériilmektedir (8).

Insidansta en biiyiik artis Kanada, Amerika, Ispanya ve Isve¢’de (1960- 1975
yillar1 arasinda %1.8) ortaya ¢ikmistir. Amerikali bir kadinda yasam siiresi boyunca
meme kanseri gelisme olasiligi %12.5, meme kanserinden 6liim olasiligi %3.4 olarak
hesaplanmistir (10). Ulkemizde ise kadimlarda deri disindaki tiim kanserler i¢inde

meme kanseri ilk sirada yer almaktadir. Meme kanseri sikligi iilkeler arasinda



farklilik gostermekte ve bu fark 6zellikle menopoz sonrasi kadinlarda daha belirgin

sekilde ortaya ¢ikmaktadir (11).

2010 yili i¢in projeksiyonlar yeni meme kanser vakalarmin yillik kiiresel
yiikiiniin 1,5 milyona ulasacagini ve bunlarin artmakta olan bir ¢ogunlugunun diisiik

ve orta gelir seviyesindeki iilkelerde goriilecegini gostermektedir (12).

Hastalik gelisme riski, yas ile dogrudan iliskili olup, yas arttik¢a hastalik
goriilme sikligr giderek artar. Meme kanseri 30 yasindan dnce nadir olup, bu yasi
takip eden reprodiiktif yillarda hizli bir tirmanis gdsterir, menopoz dénemindeki hafif
bir azalmay1 takiben menopoz sonrasi yillarda yavas bir egimle siirekli devam eden

artig ortaya ¢ikar (13).

2.1.2. Meme Kanserinde Mortalite

Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda en yaygin kanser kaynakli 6liim
nedenlerinden biridir. Kansere bagli 6limlerde akciger kanserinin arkasindan 2.
sirada gelmektedir. ABD(Amerika Birlesik Devletleri)’de 2009 yili i¢in 194280
invazif meme kanseri ve 62280 in situ karsinoma gelisecegi tahmin edilmis ve ayni

yil igerisinde 40610 kadinin ise meme kanseri nedeniyle dlecegi on goriilmistiir (14).

Yillar igerisinde meme kanseri goriilme sikliginda artis olmakla birlikte erken
tan1 ve tedavi modalitelerindeki gelismeler sayesinde mortalite oranlarinda diisiis
goriilmektedir. Saglik Bakanligi’nin verileri incelendiginde ise Tirkiye’de meme

kanseri insidansinin kadinlar arasinda %35 oraninda oldugu goriilmektedir (1).

Meme kanseri kaynakli olarak her y11 411.000 6liim meydana gelir ve bu tiim
nedenlerden kaynaklanan kadin 6limlerinin %1,6’sm1 teskil eder. Diinyada meme
kanseri goriilme siklig1 yillik ortalama %0,5 oraninda artmaktadir. Ancak goriilme
sikligindaki bu artisa karsin, gelismis Bat1 iilkelerinde mortalite oraninda az da olsa

gerileme gozlenmektedir (15).

Meme kanserinin biiylik dl¢lide zengin iilkelerin bir sorunu oldugu yoniindeki
yaygin yanlis kaniya ragmen her yi1l meme kanserinden Sliimlerin ¢cogu gelismis

tilkelerde degil, gelismekte olan iilkelerde meydana gelir (12).



Diger taraftan meme kanseri sadece kadinlara 6zel bir hastalik degildir. Tiim
meme kKkanserlerinin yaklasik %]1°1 erkeklerde goriilmektedir. Meme kanseri
erkeklerde goriilen tiim kanser g¢esitlerinin  %0,2’sinden ve Oliimlerin ise

%0.14’tinden sorumludur (16).

2.1.3. Meme Kanserinde Etyoloji

Insanlarda meme kanserinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Meme
kanseri genetik ve cevresel faktorler arasinda giiclii etkilesimin oldugu karmasik ve
multifaktoriyel bir hastaliktir. Son arastirmalar kadinda meme kanserini tetikleyen
faktorlerin ne oldugunu bulmaya yonelmistir. Genetik, hormonal, sosyobiyolojik ve
psikolojik etkenlerin olusumda rol aldigi kabul edilmekle beraber, meme kanserli
kadinlarin %70-80’1 bu risk faktorlerine sahip degildir. Cok degisik ajanlarin
kromozomal mutasyonlara neden olarak kanserin ortaya c¢ikisi ve gelisimi ile
yakindan iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Yeni calismalar en 6nemli belirleyici

faktoriin genetik imza oldugu yoniinde veriler icermektedir.

2.1.3.1. Genetik ve Aile Oykiisii

Genetik faktorler meme kanserinin etyolojisinin yaklasik dortte birini
olusturmaktadir (17). Isvegli, Danimarkali, Finlandiyali mono ve dizogotik ikizler
lizerinde yapilan bir calismada; genetik faktorler tim meme kanserli olgularin

%27’sini agiklayabilmistir (18).

Magnusson ve ark. meme kanserli bir kisinin annesinde toplumdaki kadinlara
gore meme kanseri gelisme riskinin 2 kat fazla, kiz kardesinde ise 2.5 kat fazla
oldugunu gostermistir (19). Atipik hiperplazi saptanan kadinlarda meme kanseri
olugma riski %4.4 artarken atipik hiperplazi ile birlikte ailevi meme kanseri oykiisii

olanlarda meme kanseri olusma riski %9 artmistir (19).

Meme kanserinin etyolojisinde suglanan genler arasinda tek basina meme
kanser riskini yiikselten yiiksek penetransli genler ve tek basina kanser riskinde daha
az etkili olan diisiik penetransli genler olmak iizere iki grup gen vardir. Yiiksek

penetransli genlerin hastalia neden olan allelik varyantlar1 genel popiilasyonda



beklenenden azdir. Popiilasyonda bu genotiplerle agiklanabilecek meme kanserini

orani diisiik penetransh genlerden ¢ok daha azdir (20).

BRCA1 (“Breast cancer susceptibility gene”-meme Kkanserine yatkinlik
genil), BRCA2 ve p53 (tiimor baskilayict gen) yaygin olan yiiksek penetransli genler
olup timor supressor gen grubundandirlar. Bu genlerin erken donemde goriilen
meme kanserlerinin familyal grubunun asagi yukari yarisii kapsadigi tahmin
edilmektedir. Bu genler hem hastaligin erken baslangigli olmasina, hem de
miiltifokal tiimoérlere yatkinliga neden olur (18). BRCAl1 ve BRCA2 proteinleri
genomik stabilitenin  korunmasinda, DNA zararlarina hiicresel yanitta,
transkripsiyonel regiilasyonda ve hiicresel proliferasyonda rol oynar (21). BRCAl
geninin lokalizasyonu 17912-21 seklindedir ve otozomal dominant 6zellik gosterir.

Bu gen kalitsal meme kanserlerinin biiyiik bir kismindan (%42) sorumludur(18).

Erken meme kanserlilerde BRCA1’de erken protein sonlanmasina neden olan
bir mutasyon (1200 insA), bir yanlis anlam mutasyonu (2080A—G) ve gen dizi
farklilasmas1 bulunmustur. BRCAZ2 13qg12-13 kromozom bolgesinde yer alir.
BRCAZ2 genindeki mutasyonlar, kalitsal kadin meme kanser vakalarinin %32’sini ve
erkeklerdeki meme kanserlerinin ¢ogunu agiklar. Iki adet birinci derece akrabasinda
meme kanseri olanlarda erken protein sonlanmasina neden olan (6880 insG) ve (3034
delAAAC) BRCA2 mutasyonu saptanmistir. Bu genlerin kalitimsal meme kanseri ile
iligkisini belirlemek amaciyla yapilan popiilasyon genetigi calismalarinda degisik
toplumlarda BRCA1l ve BRCA2 mutasyonlarinin sikliklariin 6nemli farkliliklar
gosterdigi goriilmistiir (22).

p53 tiimor slipresor geni 17. kromozomun p12-13.3 gen bolgelerinde bulunan
ve hiicrede proliferasyonu diizenleyen 53 Kd’luk bir fosfoprotein kodlayan gendir.
Bu protein hiicrenin S(sentez) fazina girmesini pRb (protein of Retinablastoma)
fosforilasyonunu engelleyerek meydana getirirler. p53 geni, insanlarda gozlenen
birgok kalitsal ve sporadik form kanserde aktif olarak rol oynamaktadir. Bu gendeki
mutasyonlar kanserde en sik rastlanan genetik degisikliklerdir. Mutasyonlar hiicre
proliferasyonundaki en oOnemli baskilayict mekanizmay1 ortadan kaldirirlar ve
hiicrede genetik bir dengesizlik olustururlar. Bu olay tiimor proliferasyonunun

artmasina yol agar (23).



Hiicre boliinmesini durduran ve DNA hasarimin diizeltilmesini saglayan
genlerin transkripsiyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktorii olmasinin yani sira
p53 onarilmayan DNA hasarli hiicrelerde de apopitozu saglayan bir role sahiptir.
Endojen faktorler veya yasam sekli ile birlikte hareket eden diisiik penetransli genler
heniliz tam olarak tanimlanmamistir (24). Disiik penetransli genler {izerindeki
bilgilerimiz meme kanseri iizerine etkisi oldugu distiniilen biyokimyasal ve
fizyolojik yollara dayanmaktadir. Substrata bagli olarak enzimler bu yolda ya inaktif
ya da aktif role sahip olabilirler. Yapilan ¢ok genis c¢apli ¢alismalarda, meme
kanserine iliskin diisiikk penetransli genlerin CYP, GST, NAT ve COMT u kodladigi
saptanmistir (18).

Meme kanserlerinin yaklasik %30’unda meme epitelinde mutasyonlar sonucu
protoonkogen asir1 ekspresyonu gozlenmektedir. Bunlar arasinda en karakteristik
olan HER-2 (Epidermal Biiylime Faktor Reseptorii) protoonkogeninin asiri
ekspresyonudur. HER-2 geni epidermal biiyiime faktor reseptor ailesinin (HER-1,
HER2, HER3, HERA4) bir iiyesidir (9). HER-2 geni 17912-g21 kromozom bdlgesinde
lokalizedir. Yaklasik 3 kb uzunlugundadir ve 27 ekson igermektedir. HER-2 185 kd
agirh@inda tirozin kinaz aktivitesi gosteren bir reseptor kodlar. Asirt HER-2
ekspresyonu hiicre yiizeyinde homodimer (HER2-HER2) ve heterodimer (HER2-
HERT1) olusumu artisina yol agmaktadir (25). HER-2’nin olusturdugu dimerler diger
aile tyelerinin birlesmesiyle ortaya c¢ikan dimerlerden daha aktiftir. Dimerler
olustuktan sonra; Ras/MAP Kinaz, PI-3K/Akt, JAK/STAT, PLC-y, src ve strese
bagli aktiflesen kinaz gibi degisik sinyal yollariin uyarilabildigi gosterilmistir.
Ostrojen reseptorii negatif tiimorlerde HER-2 ekspresyonu daha sik goriiliirken
reseptOr pozitif tiimdrlerde ekspresyonun daha ender gézlenmesi HER-2 ile dstrojen
reseptOrii arasinda endokrin ve parakrin sinyallerin etkilesimi ile birbirini baskilayan

bir ¢evrimin bulundugunu diisiindiirmektedir (25).

2.1.3.2. Endokrin Nedenler
2.1.3.2.1. Reprodiiktif Faktorler

Son yapilan c¢alismalar endojen hormon seviyesi ve meme kanserine
yakalanma riski arasinda bir baglanti oldugunu gostermistir (26). Bu baglamda

Ostron, oOstrodiol, Ostriol, androstenedion, testesteron, dihidroepiandrosteron,



progesteron, seks hormonu baglayan globulin ve prolaktin serum diizeylerinin
onemli oldugu diisiiniilmektedir. Yasam boyunca kadinlar; menarsta, ilk gebelik
doneminde, ¢ok sayidaki gebelik sonucu ve menopoz ¢agini iceren bazi donemlerde
yiiksek diizeyde endojen seks steroidlerine maruz kalmaktadir. Erken yasta baslayan
diizenli mestrual siklus ve menarstan sonraki birka¢ yil cok yiiksek diizeydeki
Ostrojen seviyesi sonucu meme epitelinin siirekli Ostrojene maruz kalmasi ile

kadinlarda meme kanserine yakalanma riski artmaktadir (18).

Genel olarak menarsin her bir yil gecikmesi ile meme kanseri riskinin %20
azaldig1 6n gorillmektedir. Ancak, meme kanseri riski yoniinden menstruasyonun
baslama yas1 yaninda ilk diizenli (6nceden tahmin edilebilen) menstruasyon yas1 da
onemlidir (7). Benzer sekilde, menopozun ileri yaslara kadar sarkmasi ovulator
sikluslarin sayisini arttirmakta ve bu da riskin artmasina neden olmaktadir (18). 45
yasindan dnce menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski, 55 yasindan sonra
menopoza giren kadinlardaki riskin yarist kadardir. Menopoz yasinda her bir yillik
artts i¢in meme kanserine yakalanma riski yaklasik olarak %3 artmaktadir (7).
Yiiksek parite ve erken dogum yas1 gibi faktorlerin her ikisi de yagsam boyunca meme

kanser insidansinin diigiik kalmasinda etkilidir (18).

Ilk ¢ocugunu 20 yasindan 6nce yapma, ilk cocugunu 30 yasindan sonra
yapmaya gore meme kanserine yakalanma riskini yar1 yariya diisiirmektedir.
Paritenin koruyucu etkisi ve mekanizmasi tam olarak anlagilmamakta ancak meme
bezi hiicrelerini erken donemde tam olarak farklilastirdigi ve onlari karsinojenik
transformasyonlara daha az duyarli hale getirdigi disiiniilmektedir (27). Ayrica

stirekli emzirme de meme kanserine yakalanma riskini azaltmaktadir (28).

Uzun siiren laktasyonlarin toplam ovulatuar donem sayisini azaltarak
koruyucu etki yapmas1 beklenmektedir. Cin’de yapilan bir ¢alismada toplam 5 yillik
bir emzirme siiresinin meme kanseri riskini %30, 4-12 ay arasinda emziren
kadinlarda riski %11; iki y1l veya daha fazla emzirenlerde ise %25 oraninda azalttig1
gosterilmistir (29). Ostrojen reseptdrii (ER) ve progesteron reseptdrii (PR) pozitif
olanlar negatif olanlarla karsilagtirildiginda yukarida bahsedilen hormonla iliskili

faktorlerin bu kisilerde daha etkili oldugunu gostermistir (30).



2.1.3.2.2. Hormonal Faktorler

Cinsiyet hormonlar1 ve analoglar1 kadinlar arasinda yaygin olarak kullanilan
ilaglardan olup bunlarin giivenilirligi konusunda endiseler mevcuttur. Genellikle,
hormonlarin zararh etkilerini ayr1 ayri ¢alismak miimkiin degildir. Ciinkii bunlarin
birgogu oral kontraseptiflerde veya hormon replasman tedavisinde (HRT) oldugu

gibi ya kombinasyon seklinde ya da ayn1 hastada arka arkaya kullanilmaktadir (18).

Epidemiyolojik olarak yapilan 54 ¢alismanin sonuglar1 toplu olarak analiz
edildiginde; oral kontraseptif kullanimi siiresi artisiyla meme kanserine yakalanma
riskini arttirdigi saptanmistir (31). Premenopoz ve uzun siireli oral kontraseptif
kullanmis kadinlarda meme kanseri riskinde artis bulunmustur. Genellikle 35 yas ve
altindaki kadinlarda daha belirgin risk artis1 gozlenmektedir (32). 45 yas altindaki
gen¢ kadinlarda uzun siireli oral kontraseptif kullaniminin etkisini arastiran yedi
calismanin tiimiinde meme kanseri riskinin %3.1 arttig1 hesaplanmistir. Buna gore 10
yil boyunca oral kontraseptif kullanan gen¢ bir kadinda hi¢c oral kontraseptif
kullanmayan bir kadima gére meme kanseri olusma riski %36 artmaktadir. Oral
kontraseptiflerin kullaniminin kesilmesinden sonraki 10 yillik silirecte meme
kanserine yakalanma riski tizerindeki etkisi ortadan kalkmaktadir (31). Yapilan 51
¢alismanin analizi sonucunda HRT kullanan kadinlarda meme kanserine yakalanma
riskinin az da olsa arttigi gosterilmistir (33). 5 yil veya daha uzun siireli HRT
kullanan kadinlarda meme kanseri riskinde %35 oraninda bir artis gézlenmekte ve bu
risk artist  HRT  kullanomiyla meydana gelen menopozda gecikmeyle
iliskilendirilmektedir. Hormon kullaniminin kesilmesiyle 5 yil sonunda ¢ogunlukla
bu risk ortadan kalkmaktadir (34).

Giliniimiizde kombine Ostrojen-progesteron preparatlar1 kullanilmakta olup
meme kanseri riskini tek basina dstrojen kullanimina gore daha fazla arttirmaktadir
(34). Ostrojen—progestin kullanimiyla ilgili (5 yillik kullanim igin) kontrollii olarak
yapilan ¢alismalarda meme kanserinde %26’lik bir artis saptanmistir (35). Daha 6nce
HRT kullanan kadinlarda kanserin hi¢ kullanmayanlara gore daha az agresif olma
egiliminde oldugu gosterilmistir, ancak bununla celigkili olan sonucglar da vardir.
HRT kullanicilarinda mortalite oraninin  diisik oldugu fakat uzun siireli

kullanimlarda saglanan yararin azaldigi gosterilmistir (18).



Bocek zehirleri (pestisid), boyalar, kirleticiler ve gida koruyucularini iceren,
Ostrojene benzer etkileri olan kseno-Gstrojenlerin meme kanserinin etyolojisinde
onemli bir role sahip olabilecegi gosterilmistir. Ornegin; PCB (polychlorinate
biphenyl)’nin katekol metabolizmasinin karsinojenik Ostrojen metabolitlerini inhibe

ederek Ostrojen metabolizmasini degistirdigi gosterilmistir (36).

2.1.3.3. Cevresel Faktorler

2.1.3.3.1. Sigara

Sigara ve meme kanserine yatkinlik lizerine yapilan caligmalarda farkli
sonuglar elde edilmistir. Meme kanserinin gelisme riskinin sigara igiciligi ile
iliskisinin zayif oldugu bilinmektedir. Erken yaglarda sigaraya baslayanlarda, fazla
miktarda kullananlarda ve pasif igicilerde sigaranin zararl etkileri gézlenmistir (37).
Ote yandan tiitiin dumaninda bulunan bazi ajanlar antidstrojenik etkilere sahiptirler.
Ornegin; nikotinin CYP19 enzimlerini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu nedenle sigara

kullananlarda menopoz kullanmayanlara gore daha erken ger¢eklesmektedir (38).

Sigara katran1 3000’den fazla bilesik icermektedir. Bunlarin 30 tanesinin
karsinojen oldugu bilinmektedir. Sigara dumanindaki en Onemli karsinojenler;
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), aril aminler, heterosiklik aromatik aminler
(HAA) ve nitrosaminlerdir (39).

Sigara dumani ile viicuda alinan PAH’lar ilk evrede: Sitokrom P4501Al,
ikinci evrede ise GST enzimleri tarafindan detoksifiye edilerek suda ¢oziinebilir
tiirevlerine doniistiiriiliir. PAH’lar meme hiicreleri i¢in mutajenik etkiye sahiptirler
ve lipofilik bilesikleri memeyi de igeren adipoz dokularda depo edilir. Bu nedenle,
PAH sonucu olusan DNA hasar1 normal meme dokusunda ve kanserli meme
dokusunda belirlenmistir. Aromatik aminler, NAT enzimi ile N-asetilasyon

katalizasyonu yoluyla detoksifiye olurlar (40).

Sigara dumani oksijen radikalleri bakimindan zengin oldugu gibi sigara
dumani MnSOD(manganez superoksit dismutaz) gibi bazi1 antioksidan enzimleri
indiikler. Sigara dumanindaki semiquinon radikalleri oksijene indirgendiginde

stiperoksidler olusur. Bu sekilde hidrojen peroksid ve hidroksil radikalleri (OH)’nin
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tiretimi stimiile olur (41, 42). Hidroksil radikalleri reaktif olduklarindan DNA’da

endojen oksidasyon olusmasi i¢in baslica adaylardir.

2.1.3.3.2. Besin faktorii

Insanlarin aldig1 giinliik besinler ¢ok cesitli dogal Kkarsinojenler ve anti-
karsinojenleri icerir. Bu bilesiklerin bircogu DNA hasarina neden olan oksijen
radikalleri olusumuna neden olur. Bu nedenle asir1 yag kullanimi o6zellikle
poliansature edilmis yag asitlerinin alinimi meme kanser riskini arttirmaktadir (43).
Fakat bunu desteklemeyen caligmalar da mevcuttur. Meme kanseri gelisen kadinlarin
beslenme sekliyle meme kanseri gelismeyen kadinlarin  beslenme  sekli

kiyaslandiginda; yag alimi ile meme kanseri arasinda iliski bulunamamistir (44).

2.1.3.3.3. Viicut Agirhg:

Obezite postmenopozal kadinlarda hem asir1 endojen Ostrojen seviyesi hem
de meme kanserine yakalanma riski ile iligkilidir. Obez olan postmenopozal
kadinlarda sirkiile olan &strojenin biilyik ¢ogunlugu adipoz dokularda androjenin
Ostrojene doniistimiiyle olusur. Bu durum CYP19’la Kkatalize olan in situ
aromatizasyonun ostradiol seviyesini dokularda, sirkiilasyondaki dstrojene gére daha
etkili bir sekilde arttirmasiyla gergeklesmektedir (45). Buna zit olan bir iligski obez ve
premenopozal meme kanserliler arasinda  gosterilmistir. Bu  kadinlarda

anovulasyonun sik olmasi daha diisiik 6strojen miktariyla sonuglanmaktadir (45).

Fiziksel aktivite de azalmis meme kanseri riski ile iliskilidir. Fiziksel
aktivitenin diizenli ovulator siklusu azaltttigi ve dolasimdaki Ostrojen miktarini

arttirdi@1 gosterilmistir (46).

2.1.3.3.4. Vitaminler

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ilaglarin, karsinojenlerin,
toksik radikallerin, ksenobiyotiklerin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan
maddelerdir. Dogal antioksidan kaynagi olan vitamin ve sebzelerin kullaniminin

meme kanseri riskini azalttig1 gosterilmistir (18).
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Askorbik asit, a-tokoferol ve karotenoidleri igeren antioksidan besinlerin
yiiksek tiiketimi ile ters iligkilendirilmesi kadar, meyve ve sebze alimi ile meme
kanseri riski arasindaki iliskiyi destekleyen nispeten tutarli bilgiler de vardir (47). Bu
besinlerin prooksidan hiicre aktivitesi ve antioksidan savunmalari arasindaki dengeyi
degistirerek oksidatif stres ve ROS (reactive oxygen species) iiretimini etkiledigine
dair bir hipotez vardir. ROS’lar normal hiicre solunumu, hiicre stresi ve inflamasyonu
sonucu {retilir (48). Toksik ajanlardan etkilenim veya patolojik siiregte savunma
mekanizmasindaki yetersizlik ROS’un yogun iiretimine neden oldugundan oksidatif
stres olusabilir. Lipit peroksidasyonu, protein degisikligi, membran hasar1 ve

mitokondrial hasar ve de kirilmalarina kadar varan DNA hasart ile sonuglanir (48).

Karotenoidlerden A vitamini hiicre farklilasmasinda regiilator olarak rol
oynadig1 i¢in hiicrelerin malign forma gegisini 6nleyebilir. Retinol in vitro kosullarda
insan meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini Onlemistir (49). Diyetle alinin o-
tokoferol lipid peroksidasyonuna karst korur ve steroidlerin neden oldugu karaciger
hiicre hasar1 ve timor gelisimine karsi kullanilabilir. Ancak; Vitamin C ve E'nin
artmis lipid peroksidasyon ve serbest radikallere kars1 savunmada yetersiz kaldigi
belirtilmistir (49). Riboflavin, niasin suda eriyen vitaminlerdir. Flavin mononiikleotid
(FMN) gibi aktif koenzim formlarinda ve flavin adenin diniikleotid (FAD) halinde
hazir bulunan riboflavin, solunum =zinciri yoluyla enerji iretiminde ve sayisiz
metabolik yolda oksidasyon- rediiksiyon reaksiyonlarina katilir (49). Niasin ve onun
kofaktérii olan nikotiamid adenin diniikleotid (NAD) ve nikotiamid adenin
dintikleotid fosfat (NADP) doku solunumunu kapsayan oksidasyon- rediiksiyon
reaksiyonlarmin bir ¢esidi olarak 6nemlidir. Nikotinamidin koruyucusu etkisi bir
serbest radikal artikgisi olmasindan ve poli ADP-riboz sentetazin inhibisyondaki
etkisinden ya da hiicredeki NAD diizeyinin yiiksekliginden kaynaklanabilir (49).
Tamoksifenin antiproliferatif etkileri protein kinazin inhibisyonuyla ve DNA
sentezinde rol oynayan protein olan kalmodulinin baglanmasi ile ilgili olabilir (50).

Ek olarak, tamoksifen programlanmis hiicre 6liimiine dogrudan neden olabilir (51).

2.1.3.3.5. Alkol

Alkol meme kanseri riskini arttiran unsurlardan biri olarak tanimlanmustir.

Giinliik olarak alinan bir ile bes bardak arasinda alkoliin meme kanserine yakalanma
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riskini arttirdigi gosterilmistir (52). Alkolik kadinlarda yapilan ¢alismada ise meme

kanserine yakalanma riskinin yalnizca %15 oraninda arttig1 gosterilmistir (53).

Alkol kullanimimin 6zellikle yetigkinlik ¢aginin erken donemlerinde zararh
oldugu gosterilmistir (54). Alkoliin karsinojenik etkisinin mekanizmasi tam
anlagilmamigtir. Ancak alkol kullanan kadinlarda Ostrojen seviyesinin arttigini
gosteren goriisler vardir. Bir diger goriis ise alkol ile indiiklenen ROS’un olusmasi ve
bu nedenle detoksifikasyon enzimlerinin protein ekspresyonlarindaki azalmalari
kapsamaktadir (55).

2.1.3.4. Diger Risk Faktorleri

Iyonizan radyasyonun kadim ucus gérevlilerinde, hemgirelerde ve kimyagerler
arasinda meme kanseri riskini arttirdigi gosterilmistir (18). Elektromagnetik alanlarin
melotonin iiretimini baskilayarak meme Kkanseri riskini etkiledigine dair giiglii
olmayan kanitlar mevcuttur. Yiiksek sosyo-ekonomik durum ve meme kanseri

arasinda pozitif bir iligki bulunmustur (56).

Adolesan ve erigskin donemde yapilan egzersizlerin meme kanseri riski
lizerine etkisini arastiran bir calismada egzersizin 40 yasin altindaki kadinlarda
meme kanseri riskini azalttig1 gosterilmis ve haftada 4 saat veya daha fazla egzersiz
yapan kadinlarda kanser riskinin hi¢ egzersiz yapmayanlara gore %60 daha az

oldugu bildirilmistir (50).

2.2. KANSER VE MOLEKULER TEMELI

Meme kanseri ve diger maligniteler hiicre biiyiimesi ve gelisimine katilan
onemli hiicresel yollar1 etkileyen genetik degisimler ile ¢ok adimli bir islem sonucu
ortaya ¢ikar. Cogu genetik degisimler sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde
gozlenirken, daha az siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile
ortaya ¢ikan maligniteler kalitsal 6zellik tasirlar. Genomdaki bu kalitsal veya kalitsal
olmayan genetik degisimler, belli hiicresel genlerin belli 6zel degisimleri ile iligkili
bulunmustur. Bunlar onkogenler olarak isimlendirilirler ve normal islevlere sahip bir
diger gen grubundan (protoonkogenlerden) tiirevlenirler. Proto-onkogenler normal

hiicre biiytimesi ve farklilasmasi i¢in 6nemli olan bazi proteinlere ait kodlar igerirler.
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Eger bir mutasyon sonucu proto-onkogenin yapisi degisirse olusan hasar, genin
dolayisi ile gen tirlinlintin yapisinin degismesine neden olur ve ¢esitli yollarla hiicre
boliinmesinin kontrolii ortadan kalkar ve malignite ortaya ¢ikar. Kanser olusumunda,
onkogenlerden baska 6nemli ikinci bir gen grubu da tiimor-baskilayici genlerdir. Bu
iki gen grubu karsinogenezde birbiriyle zit etkilidir. Onkogenler malign
transformasyona neden olurken tiimor baskilayici genler, hiicre biiylimesinde iglev
goren genleri kontrol ederek tiimor olusumunu engellerler. Eger bu tiimor baskilayici
genlerde bir hasar olursa biiyiime kontrolii ortadan kalkacagindan kanser ortaya gikar
(57,58).

Onkogenlerin kanser olusumuna katilmasi hakkinda iki hipotez vardir.
Birincisi; onkogenin ekspresyon seviyelerindeki kantitatif degisiklikler, ikincisi
onkogen yapisinda meydana gelen degisikliklerdir. Onkogenlerdeki degisiklikler
nokta mutasyonu, gen delesyonu, kromozomlarda yeni diizenlenmeler, gen
amplifikasyonu (gen ¢ogaltimi) ve insersiyonel mutagenez (yeni DNA Kkatilimi)
olarak siralanabilir. Proto-onkogenler, DNA dizilerindeki sadece bir bazin degismesi
(nokta mutasyon) ile onkogenlere dontisebilirler. Somatik hiicrelerde bu olay
anormal gen {riiniinlin (onkoprotein) sentezine yol acar ve bu f{iriin, hiicre
boliinmesini ve gelisimini uyararak kansere neden olur. Kromozomlardaki yapisal
mutasyonlar proto-onkogenlerin aktivasyonunu etkileyen mekanizmalardan biridir.
Cesitli kanser tiirlerinde, bir kromozomun her zaman ayni yerinde bir kirik veya
translokasyonun meydana gelmesi o kanser tiirii i¢in ayirict bir ozellik olarak
gozlenir. Gen amplifikasyonunda ise onkogene ait DNA parcas1 ¢ok fazla sayida
replike olur. Bu islem normal hiicrelerde ya hi¢ gdzlenmez yada ¢ok nadir gozlenir.
Fakat kanserli hiicrelerde sik rastlanan bir olaydir. Proto-onkogenin amplifikasyonu
ayni zamanda ¢ok fazla miktarda gen iriinlerinin de (m-RNA ve onkoproteinler)
ortaya ¢ikmasina (asir1 ekspresyon) yol agar. Amplifiye olan DNA’nin kodladig
proteinler normal islevlerini kaybederler veya anormal tarzda islev goriirler.
Amplifikasyonun tiimor gelisimi ve ilerlemesi ile yakin iligkisi saptanmistir. Bu
konuda tipik orneklerden biri meme kanserinde cerbb-2 (Her2-neu) onkogeninin
amplifikasyonudur. Insersiyonal mutagenez olarak isimlendirilen bir bagska
mekanizma ile de onkogenler faaliyete gegerler. Bazi durumlarda retroviral

genomlarin kiiglik bir pargasinin, hiicresel onkogenlerin hemen bitisigine kaynastigi
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gbzlenir ve bu yol ile hiicresel onkogenlere promotor etki yaparlar. Bu olayin c-myc

protoonkogeni i¢in s6z konusu olabilecegi bildirilmistir (58).

Tiim bu mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan onkogenlerin triinleri hiicrede
yerlestikleri yerlerde 6zel fonksiyonlar gorerek hiicrenin fizyolojik aktivitesinde
degisiklikler ortaya ¢ikarirlar. Onkoproteinler, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi
sirasinda hiicrenin nukleusundan plasma zarina kadar uzanan bir seri islemde rol
alirlar. Ornegin hiicresel onkogenler biiyiime faktorii ve cesitli hormon reseptorlerine
ait kodlar icerebilirler. Boylece bu proteinler plazma membranindan nukleusa dogru
cesitli sinyallerin iletilmesinde rol alirlar. Baz1 onkogenler ise gen ekspresyonunu
diizenlemek ig¢in transkripsiyon diizenleyici faktorler gibi DNA’ya baglanan
proteinlerin iglevini gorecek olan onkoproteinleri kodlarlar. Onkogenler hiicre
seviyesinde dominant bir etkiye sahiptir. Bu genler aktiflestiklerinde tek bir mutant

allel bile, bir hiicrenin normalden malign sekle doniismesine yeterli etkidedir (59).

Proto-onkogenlerin {iriinleri, biiyiime ve gelismeyi ilerletici iglevlere
sahiptirler. Ancak hiicrede, proto-onkogenlerin ¢aligmalarin1 kontrol eden, anormal
biiylimeyi ve malign degisimleri engelleyen tiimor baskilayici genler bulunur. Bu
genlere ait her iki allel kayboldugunda (heterozigotluk kaybi) veya bu genler
mutasyona ugradiginda kontrol mekanizmasi ortadan kalkar ve tiimor olusumu
gerceklesir.  Protoonkogenlerdeki mutasyonlarinin  tersine tiimor baskilayict
genlerdeki mutasyonlar ¢ekinik karakterlidir. Tiimor baskilayict genin tek bir
fonksiyonel kopyasit (normal alleli) normal hiicre fenotipinin ortaya ¢ikmasi i¢in
yeterlidir. Retinoblastoma, Wilm’s tiimorii ve nadir ailesel kanser tipi Li- Fraumeni
sendromunda tiimor baskilayic1 genlerde degisimler tespit edilmistir. Timor
baskilayici genlerden olan p53, 17. kromozomun kisa kolunda saptanmistir. Bu

bolgenin kaybi ile meme kanserlerinde arasinda yakin iliski bulunmustur (60).

2.2.1. Meme Kanserinde Etkili Onkogenler

Meme kanserinin gelisiminde yiiksek riske sahip hastalarda baglanti
analizlerine dayanan caligmalar onkogenlerin ailesel meme kanserlerinde primer
lezyonlarda yeri olmadigi, fakat tiimor baskilayici genlerdeki resesif degisimlerin
primer lezyon olusumuna katildigini goésteren c¢alismalar vardir. Bu modele gore

onkogenlerdeki degisimler daha siklikla tiimor invazyonu veya metastaz ile iliskili
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olabilirler. Cok adiml tiimorogenez hipotezinin benzeri bir model meme kanserleri
icin de diisiiniilebilir. Meme kanserinin ortaya ¢ikisina, ilerlemesine ve metastazina
katilan bir ¢ok faktoriin varligi bilinmektedir (61). Meme kanserlerinin bir boliimii
bazi onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde meydana gelen cesitli degisimler
sonucu ortaya cikar. Meme kanserinde heterozigotluk kaybi ve gen kopyalarinin
sayisindaki artis ile hiperplaziden duktal karsinoma in situ(DCIS)’ya gegiste ani
artiglar gozlenir. Bu genetik degisimler tarafindan etkilenen hiicresel islem yollari
diger bircok hiicresel yol ile oldukca siki iliskili oldugundan bu karmasa nedeniyle
teshis ve tedavi uygulamalari da oldukga yavas ilerlemektedir. Meme igin ayirici
ozellikler tasiyan onkogenler vardir. Hem normal hem de kanserli meme dokularinda
cogunlukla saptanan bu 6zel onkogenler ras, myc ve c-erbB-2 (veya HER2/neu)

olarak siralanabilir (62).

Meme kanseri heterojen bir hastalik olup genetik olarak nokta mutasyonlari,
kromozomal amplifikasyonlar, delesyonlar, yeniden diizenlenmeler, translokasyonlar
ve duplikasyonlar1 da igeren anormalliklerin progresif birikimi sonucu olusur
(63,64).

Meme karsinogenezisinin tam anlasilabilmesi i¢in biliylime, invazyon ve
metastazla sonug¢lanan hiicresel program doéniisiimiine neden olan genetik
degisikliklerin bilinmesi gerekir. DNA’dan RNA’ya ve RNA’dan proteine aktarilan
genetik bilgi akisinda, herhangi bir adimdaki bozukluk meme karsinogenezisine

neden olur.

Germline mutasyonlar tiim meme kanserlerinin sadece %10’luk kismini
olustururken, meme kanserlerinin ¢ogu sporadiktir ve somatik genetik degisikliklerle

olusur (65).

Ailevi meme kanseri tiim meme kanserlerinin yaklasik %20-%30’unu
olusturmaktadir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 kalitimsal meme kanserinin
yaklagik yarisini olusturmaktadir. CHEK2, TP53, PTEN ve STKI1 diger
siiphelenilen genlerdir. Yeni kesfedilen genler, ailevi meme kanserinin %5 in altinda
bir oran1 olusturmaktadir. Ailevi meme kanserinin yaklasik yaris1 hala

aciklanamamustir (65).
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2.2.1.1. Kalitimsal Meme Kanseri

Aile Oykiisii meme kanseri i¢in en dnemli risk faktorlerinden biridir. Ailevi
form meme kanserinin yaklasik %20’lik bir kismini1 olustur. Ailevi kansere neden
olan bir¢ok gen yakin zamanda ortaya konmustur. Meme kanseri gelisiminde duyarh
genler sagladiklar1 risk  diizeyi ve sikliklarina gore 1ii¢ kategoride
siiflandirilmaktadir: Nadir goriilen ama etkinligi yiiksek genler, nadir ama orta

diizeyde etkin genler ve diisiik etkinlikli genler (66).

2.2.1.1.1. Meme Kanser Gelisimine Yatkinhk Yaratan Nadir Goriilen,
Etkinligi Yiiksek Genler

Dominant gecisli ailevi meme kanser olgularinin yarisina yakinininda
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 goézlenmektedir. Bu mutasyon genel kadin
populasyonunda meme kanser gelisme riskini 10-30 kat artirmakta, yasam boyu

meme kanser gelisimini yaklagik %85 oranina ¢ikarmaktadir (67).

BRCAT1 ve BRCA2’ye bagli binden fazla germline mutasyon belirlenmistir.
Patolojik mutasyonu en sik daha kisa bir protein iiretilmesine, ya da protein
fonksiyonun degismesiyle sonuglanir (66,67). BRCA1 iliskili meme kanseri, BRCA2
iligkili ve sporadik meme kanserinden farklilik gosterir. BRCAL iligkili meme
kanseri daha agresif karekterlidir, daha gen¢ hastalarda goriliiliir, yiiksek histolojik
grade, yiiksek proliferasyon orani, andploidi, ve ER(-), PR(-), HER2(-) (“triple-
negatif”’) karakteri daha yiiksektir. BRCAl-iliskili “triple-negatif” fenotip “basal-

like” gen ekspresyon paterni gosterir (68).

BRCA1 ve BRCA2 tiimor supresor genler olup fonksiyonlari genomik
stabilitenin devamini saglamaktir. Yaban tip BRCA1 ve BRCA2 mutasyonuna bagli
olarak heterozigotluk kaybi1 yasandiginda DNA onariminda defekt olusur ve kanser

gelisimine zemin hazirlanir (68,69).

BRCAl1 ve BRCAZ2’nin DNA onarimindaki rolii BRCA iligkili meme
kanserinde terapotik hedefler i¢in imkan saglar. Platinyum ajanlarla DNA
replikasyonu bloke edilebilir ya da PARP1 selliiler enzim inhibitorleri kullanilarak
DNA onarmmi i¢in alternatif yollar saglanabilir (70). Bu smifa giren diger genler
TP53, PTEN, STK11/LKB1 ve CDHI1 genleridir. Bu genler meme kanser gelisme
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riskini 8-10 kat artirmaktadir. Hepsi de otozomal dominant gecis gdsteren, timor

supresor fonksiyonu olan genlerdir (71).

2.2.1.1.2. Meme Kanser Gelisimine Yatkinhk Yaratan Etkinligi Orta
diizeyde, Az-siklikta Goriilen Genler

Meme kanser gelisiminde orta derecede risk yaratan dort adet gen
belirlenmistir: CHEK2, TM, BRIP1 ve PALB2. Bu genlerin her biri mutasyona

ugramig bireylerde meme kanser gelisimini 2- 3 kat artirmaktadir (67).

Bu genler kalittimsal meme kanser olgularinin %2,3’linii olusturmaktadir.
Genel populasyonda mutasyon sikliklar1 diisiik (%0,1-%]1) oldugundan ilgili

calismalarda belirlenmeleri oldukga zordur.

2.2.1.1.3. Meme Kanser Gelisimine Yatkinhk Yaratan Etkinligi Diisiik,

Sik Goriilen Gen ve Lokuslar

Meme kanseri olan kadinlarda %15-%40 oraninda diisiik risk paneline sahip

yaklagik on farkli allel ve lokus belirlenmistir (67).

Cok sik goriilmelerine karsin, bu genlere bagli meme kanser gelisme riski
oldukga diisiiktiir (66). Buna karsin, bu allel ve lokuslar muhtemelen diger orta ve
yiiksek risk yaratan genlerle etkileserek klinik olarak onemli hale gelmektedir.
BRCA ailesi iginde EFGFR2, MAP3K1 tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs)

BRCA2 mutasyon varliginda risk artirici rol oynamaktadir.

2.3. MEME KANSERI FARMAKOGENETIGI

Bir populasyonda ilaclara karsi verilen kisisel yanitlarin genis oOlgiide
degiskenlik gosterdigi ve ayni zamanda toplumlar arasinda da ilag yaniti acisindan
farkliliklarin bulundugu bilinmektedir. Ila¢ kinetiginin ve kisinin ilaglara kars:
verdigi yanitin genetik yapiya gore bireyler ve toplumlar arasinda degiskenlik
gostermesi, farkli populasyonlarda elde edilecek genetik veri tabanlarinin kullanimi

ile “kisiye 6zel tedavi” yaklagimlarinin gelistirilmesini giindeme getirmistir (4,72).

Farmakodinamik ve farmakokinetik temelli olan ilag yamitindaki farkliliklar,

ilaglarin metabolizmasindan sorumlu enzimlerde, ilag¢ tasiyicilarinda, reseptdrlerinde
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veya kofaktorlerindeki genetik varyasyonlardan etkilenebilmektedir (73). Bugiine
kadar ilag metabolize edici enzimlerin farmakogenetikleri iizerinde yogun c¢aligmalar
gergeklestirilmis olmakla birlikte ilag tagiyicilarinda gozlenen genetik ¢esitlilik yakin
gec¢miste popiilerlik kazanmustir (74). Kanser tedavisinde kemoterapinin etkinligi
direngli hiicre varyantlariin gelismesi nedeniyle azalmaktadir. Direng, genellikle
hedefte meydana gelen degisiklikler nedeniyle tek bir ilaca kars1 gelisebilirken, daha
siklikla kimyasal yapilar1 bir birinden oldukg¢a farkli ¢ok sayidaki ilaca karsi
gelismektedir (75).

Direng, ekstrinsik ve intrinsik olarak ikiye ayrilir. Ekstrinsik direng ilaglarin
timor hiicresine ulagsamamasindan, intrinsik diren¢g ise tiimor hiicrelerinin
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Intrinsik direng in vitro olarak gdzlenmekte olup 2
gruba ayrilir: basit direng hiicreler eger tek bir ilaca karsi direng gosterirse, ¢coklu ilag
direnci (Multi Drug Resistance, MDR) farkli biyokimyasal hedeflere sahip

kemostatik ilaglara kars1 ¢apraz direng gosterirlerse olur (2).

2.3.1. Coklu ila¢ direnci

Coklu ilag direnci, belirli bir ajana kars1 direngli olarak secilen bir¢ok tiimdr
hiicresinin ¢esitli ilaglar, anthrasiklinler, vinka alkoloidler, epipodofilotoksinler,
taksol, kolsisin gibi yapisal ve fonksiyonel bilesiklere karsi ¢apraz direng gostermesi
olarak bilinmektedir (76).

MDR, hastalarda sik olarak gozlenmekte ve bazi mekanizmalarla
olusmaktadir. Farmakolojik mekanizmalarin temelinde tiimorlii hiicrelerden ilaglarin

aktif olarak atilimi yatmaktadir (2).

Kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri ve kolon kanseri gibi kanserleri igeren
maligniteler direncli bir fenotip ve sitotoksik ilaglara karsi yetersiz bir cevaba
sahiptirler. Ilerlemis meme ve yumurtalik kanserleri gibi diger tiimérlerde de
baslangic yanmitindan sonra relaps gelismekte ve bir¢cok ilaca direncli hale

gelmektedir (76).

Kanser hiicrelerinde goézlenen ¢oklu ilag direnci ile ilgili olarak hiicre
dongiisii  kontrol noktalarindaki  degisiklikler, apoptotik mekanizmalardaki

aksakliklar, hasarlanan hiicresel hedeflerin onarimi ve hiicre i¢i ila¢ birikiminin
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azaltilmasi gibi ¢esitli mekanizmalar aydinlatilmis bulunmaktadir. Hiicre zarinda
transmembran olarak lokalize olan ve enerji bagimli bir pompa seklinde ¢alismasi
nedeniyle hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonunda azalmaya neden olan P-glikoprotein

ifadesinin artis1 bu mekanizmalar arasinda en yaygin olanidir (77,78).

Ilag direncini agiklayan birgok hiicresel mekanizma karakterize edilmistir. Bu
mekanizmalar, insan multi-drug rezistans iliskili protein (MRP) tarafindan ilaglarin
artan atilmi, DNA topoizomeraz II gibi ila¢ hedeflerindeki degisimleri ve
bilesiklerin artan detoksifikasyonunu icermektedir. MDR’nin klasik formu ise, bir
transmembran ilag atilim pompasi olarak fonksiyon goren P-gp’i kodlayan MDR1

geninin asirt ekspresyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (76).

2.3.2. Coklu ila¢ Diren¢ Mekanizmasi

Ilag direncini agiklayan birgok hiicresel mekanizma karakterize edilmistir. Bu
mekanizmalar, insan multi-drug rezistans iliskili protein (MRP) tarafindan ilaglarin
artan atilmi, DNA topoizomeraz II gibi ila¢ hedeflerindeki degisimleri ve
bilesiklerin artan detoksifikasyonunu icermektedir. MDR’nin klasik formu ise, bir
transmembran ilag atilim pompasi olarak fonksiyon goren P-glikoproteini (P-gp)

kodlayan MDR1 geninin asir1 ekspresyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (76).

P-gp’nin ¢alisma mekanizmasi i¢in glinimiizde kabul edilen model
“hidrofobik vakum pompas1” dir. Bu modele gore substrat dogrudan proteinin ilag-
baglama cebine baglanmakta ve ATP’nin hidrolizinden elde edilen enerji ile hiicre

dis1 ortama pompalanmaktadir (79).

2.3.3. P glikoprotein

1280 amino asit uzunlugunda ve 170 kDa biiyiikligiinde bir molekiil olup

insanlarda 7. kromozomda lokalize MDR1 geninin {irliniidiir (80).

P-glikoprotein, ATP-Binding Cassette (ABC) superfamilyasi olarak da
bilinen tasiyici proteinlerin genis bir grubuna aittir ve bu familyaya benzer yapisal ve
fonksiyonel o6zellikler gostermektedir (3). ABC tasiyici protein iiyeleri yiiksek
oranda korunmus iki ATP baglayic1 bolge igermektedir. Bu superfamilya iiyeleri

iyonlar, sekerler, amino asitler, peptidler, proteinler, ilaclar ve toksinler gibi bir ¢ok
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maddenin taginimindan sorumludurlar (81). ABC superfamilyasi i¢inde yer alan P-

gp, fosforillenmis ve glikozillenmis bir protein olup 170 kDa agirligindadir (76).

1280 amino asit iceren P-gp, birbirine yiiksek oranda benzeyen iki kisimdan
olusmaktadir. Her bir kisim, bir niikleotid baglama domaini (NBD) ve yiiksek oranda
hidrofobik olan alt1 transmembran domaini (TMD) igermektedir (75) (Sekil 1).
TMD’lerin ilag molekiillerinin membrandan gegisinde rol oynadigi diistiniilmektedir.
Proteinin amino ve karboksil terminal uglari1 ile NBD’ler intrasellular alanda lokalize
olmustur. Molekiilin N-terminal kisminin ekstraselliiler bdlgesinde tek bir
glikozillenme bolgesi vardir (76). Her bir NBD Walker A ve B olmak iizere iki
motifden meydana gelmistir. Bu motiflerin ATPazlarda bulundugu, niikleotidlerin
baglanmasi ve hidrolizinde goérev aldiklar diisiiniilmektedir. Her iki NBD P-gp’nin
normal isleyisi i¢in gereklidir ve P-gp aktivitesi tamamen ATP varligima baghdir.
ATP baglayici domainler ATPaz olarak islev gérmekte olup P-gp’nin substratlari
membran disina ¢ikarmada gerekli enerjiyi saglamaktadir. P-gp’nin islev gorebilmesi
icin ATP her iki NBD’ye de baglanmakta, fakat P-gp aktivitesi i¢in her iki ATP nin
de hidrolize olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. ATP’nin baglanmasi ile P-gp’de

konformasyonel degisiklikler olmakta ve hidrolizi ile de transport ger¢eklesmektedir

(82).
Glikozillenme
Bolgesi
Niikleotid
Transmembran

Baglama
Domaini Domaini

(NBD) (TMD)

i Walker A
ve
Walker B

Fosforillenme
Bolgesi

Sekil 1. P glikoproteinin iki boyutlu yapis1 (75).
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Sekil 2. MDR1 geninde gozlenen SNP’lerinin sematik gosterimi. (Kirmizi i¢i dolu
dairelerle gosterilen bolgeler bizim calismay1 planladigimiz ve literatiirde
de fonksiyonel Onemleri bildirilmis olan SNP’lerin, kodlanan protein

tirlinlindeki aminoasit pozisyonlarini gostermektedir.)

ATP bagimh akis pompasi olarak gorev yapan P-gp, belli ekzojenik ve
endojenik maddeleri hiicre digsina ¢ikaran bir membran proteinidir. P-gp’nin
dokulardaki fizyolojik ekspresyonu cesitli hiicrelerdeki ila¢ detoksifikasyonu igin
gerekli olan belirleyicilerinden biridir ve bu durum potansiyel olarak zararh
bilesiklere karsi hiicresel savunma mekanizmasi saglamaktadir (83). P-gp’nin
igerdigi transmembran segmentlerinin ilacin disar1 atildigi bir kanal olusturdugu ve
ATP baglanma bélgesinin ise konsantrasyon gradyentine karsi ilacin hiicre disina
cikartilmasinda gereken ATP hidrolizinde gorev aldigi disilintilmektedir. ATP
baglanma bolgelerinin birinde meydana gelen O6nemli aminoasit degisikliklerinin

pompa fonksiyonunu bozdugu gézlenmistir.

P-glikoproteinin, ilacin  baglandigi tasiyict  proteini  hiicre  digina
pompaladiginin diisiiniilmesine ragmen, direkt olarak ilaca baglandig1 yoniinde de
kanitlar bulunmaktadir (84). P-gp, ilaglar1 modifiye olmamis formuyla tagimaktadir.
llaclarin hiicre disina akisini arttirarak, hiicre i¢i konsantrasyonunu diisiirmekte ve

sonugta bir¢ok sitotoksik antikanser ilaca kars1 bir direng olusturmaktadir (85).

Coklu ilag¢ direnci gosteren kanser hiicrelerinde P-gp ifade artisi, promotor
metilasyon degisimleri, gen yeniden diizenlenmeleri ve transkripsiyon faktorlerinin

degismis aktivitesi gibi farkli mekanizmalarla iligkilendirilmistir (86,87). Yapilan
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calismalar da bu proteinin sadece kanser hiicrelerinde degil ayn1 zamanda ince ve
kalin bagirsagin epitel hiicreleri, 16kositler, beyin ve testisteki kapiller endotel

hiicreleri, plasenta gibi normal hiicrelerde de ifade buldugu gosterilmistir (4,88).

Bugiin i¢in P-gp’in normal dokulardaki ifadesinin basta organizmayi1 dogal
olarak maruz kaldig1 toksik ksenobiyotiklere karsi korumak olmak tizere, hormon
taginim1 ve iireme, hiicre hacminin diizenlenmesi ve lipid tasinimi gibi fizyolojik
roller iistlendigi bilinmektedir (5). Ayrica P-gp’in gastrointestinal yol boyunca ilag
absorbsiyonunu etkiledigi, ilaglarin safra ve idrara atilimimi sagladigi ve yine
ilaclarin kan-beyin bariyerini gegisini engelledigi bilinmektedir. Sonug olarak P-gp,
yalnizca kanser hiicrelerinde gozlenen ¢oklu ilag direncine neden olmakla kalmayip
ayni1 zamanda pek ¢ok ilacin (steroid hormonlar, immunsupresanlar, antimikrobiyal

ajanlar, vb.) normal dokulardaki farmakokinetiklerini de belirlemektedir (4).

P-gp’nin normal dokularda da eksprese olmasi bu proteine, toksik maddelerin
hiicre icine girisine engel olmak ve hiicre i¢inde olusan zararli baz1 ksenobiyotiklerin
hiicre disina tekrar pompalanmasmi saglamak gibi O6nemli fizyolojik roller
yiiklemektedir. P-gp’nin normal hiicre metabolizmasi i¢in gerekli ve koruyucu bir
protein oldugu ve bu agidan bakildiginda karsinogenez siirecinde rol oynayabilecegi
one siirilmektedir (89). Normal dokularda bazal P-gp ifade seviyesi bireyler arasi
degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenlik P-gp substrati olan anti-kanser ilaglarin
etkinlik ve toksisitesinde bireysel farkliliklara neden olmaktadir. Normal dokularda
gozlenen P-gp ifade farkliliklarinin temeli tam olarak bilinmemektedir (90). Ancak
son yillarda yapilan caligmalar MDR1 geninde var olan genetik polimorfizmlerin P-

gp ifade ve fonksiyonlarinda 6nemli oldugunu gostermistir.

2.4. MDR1 GENi TEK NUKLEOTID POLIMORFiZMLERI

7.kromozomun uzun kolunda (7921.1) lokalize olan MDR1 geni 100 kb dan
daha fazla baz igeren 28 intron ve 28 ekzon igermektedir (75,91). Adenosine
triphosphate-binding cassette B1 (ABCBL1) geni olarak da adlandirilmaktadir (92).

MDRI1 genine iliskin ¢ok sayida tekli niikleotid polimorfizmleri

bulunmaktadir. Bu polimorfizmlerin bazilar1 amino asit degisiklifine neden
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olmazken (C1236T, C3396T ve C3435T), bazilar1 ise kodlanan amino-asitte
degisime sebep olmaktadir (A61G, G1199A, A2956G, T3421A) (93).

MDR1 genine ait tekli niikleotid polimorfizmlerinden bazilarinin P-gp
ekspresyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir. Yapilan calismalar normal dokularda
C3435T (ekson 26), G2677T (ekson 21) ve T129C (ekson 1b) polimorfizmlerinin
diisiik P-gp ekspresyonuyla iliskili oldugunu goéstermistir (94,95). MDR1 geninde
yapisal varyasyonlarin bulundugu ilk olarak ¢ok sayida Ornek iizerinde yapilan
RNase koruma ve dizi analizleri sonucunda ortaya konmustur. Bu ¢aligsmalar

sonucunda G2677T ve G2995A polimorfizmleri tanimlanmistir (96,97).

MDR1 geninde ilave tek niikleotid polimorfizmlerinin varligin1 géstermeye
yonelik ilk sistematik calisma Hoffmeyer ve ark. tarafindan yapilmistir. S6z konusu
caligmada 28 ekzonun tamami, kor promotor bolge ve ekzon-intron sinirlart dizi
analizi ile incelenmis ve {igli aminoasit degisimine neden olan toplam 15 SNP

tanimlanmustir (6).

Giiniimiizde MDR1 geninin kodlayici bolgesi i¢in ‘National Center for
Biotecnology Information’ veri tabaninda kayitli SNP’lerinin sayis1 60’dan fazladir.
Literatiirde MDR1 geni SNP’leri arasinda en yaygin olarak bildirilen ve iizerinde en
cok arastirma yapilan polimorfizmler C3435T, G2677T/A ve C1236T’dir. S6z
konusu polimorfizmlerin P-gp aktivitesini ve ifade seviyesini etkileyerek fonksiyonu

tizerinde 6nemli rol oynadig1 yoniindeki kanitlar her gegen giin artmaktadir (74).

2.4.1. C3435T Polimorfizmi

Ik defa Hoffmeyer ve ark. tarafindan tespit edilen C3435T polimorfizmi
azalmis duodenal P-gp ifadesi ve oral yolla alimdan sonra artmis plazma digoksin
konsantrasyonu ile iligkili olarak bildirilmistir (6). C3435T polimorfizmi 26.ekzonda
C>T transizyonu sonucu olusan ve amino asit degisikligine neden olmayan sinonim
bir polimorfizmdir. C3435T polimorfizminin sikligi farkli toplumlarda degisik
oranlarda bildirilmistir. Genel olarak bakildiginda C3435T alelinin sikligimin Afrika
orijinli bireylerde (%11-%27) beyaz irka (%37-%57) kiyasla daha diisiik oldugu
goriilmektedir (94, 98, 99, 100). Tirk toplumunda C3435T polimorfizmi ile ilgili
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olarak alel sikliklar1 C:%48, T:%52 ve genotip sikliklart CC:%21, CT:%53, TT:%26
olarak bildirilmistir (101).

Sinonim bir polimorfizm olmakla birlikte C3435T polimorfizminin P-gp
fonksiyonu {izerindeki etkisinin olmasi degisik sekillerde agiklanmaya
calisilmaktadir. Bu polimorfizm diger sinonim olmayan polimorfizmlerle (6rn:
G2677T/A) giicli bir baglanti dengesizligi gostermektedir. Bu nedenle C3435T
polimorfizminin diger sinonim olmayan polimorfizmlerin etkisini yansitabilecegi
diisiniilmektedir (74). Diger olasi bir mekanizmaya gore, alelik degisikliklere bagl
olarak ortaya ¢ikan MRNA Katlanma farkliliklarinin, ayiklanma, islenme ve
translasyonel kontrol olaylarini etkileyebilecegi diisiinilmektedir (102).

Son olarak one sirilen mekanizma ise meydana gelen bu sinonim
polimorfizmin P-gp’in substrat o6zgiinliiginii degistirdigidir. Kimchi-Sarfaty ve
ark.nin ¢aligmasinda C>T doniisiimiiniin nadir kullanilan bir kodon olusuma neden
oldugu, bu durumun ribozom gecikmesine neden olarak translasyonel kinetigi
etkiledigi gosterilmistir. Translasyon hizinda meydana gelen degisiklik sonucu
proteinin ii¢ boyutlu katlanmasinda farkliliklarin ortaya ¢ikmasimin substrat
Ozgiinliigiinii degistirdigi bildirilmistir (103).

Bugiine kadar C3435T polimorfizminin P-gp ekspresyonu ve fonksiyonu
tizerine etkisi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda celigkili sonuglarin bildirildigi
dikkati c¢ekmektedir. Ornegin, Jamroziak ve ark.nin galismasinda CC genotipi
yikksek; CT genotipi orta; TT genotipi diisiik seviyede P-gp aktivitesi ile
iliskilendirilirken; Ilmer ve ark.nin ¢alismasinda CC genotipi diisiik P-gp ifadesi ile
iliskili olarak bildirilmistir (104,105). Bu ¢alismalarin aksine, Calado ve ark. C3435T
polimorfizmi i¢in her 3 genotip arasinda P-gp fonksiyonu ag¢isindan fark olmadigini

belirtmislerdir (106).

Lara ve ark.nin ileri evre kiigiik hiicreli akciger kanseri hastalarinda
irinotecan/cisplatin (IP) tedavisinin etoposide/cisplatine (EP) tedavisine kiyasla sag
kalim acisindan etkinligini arastirdiklar1 Faz III denemesinde, 3435TT genotipinin IP
nedenli diyare ile iliskili oldugu bildirilmistir (107).

Ashariati’ nin ¢alismasinda, meme kanserinde pre-operatif antrasiklin

kemoterapi cevabinda C3435T polimorfizminin rolii degerlendirilmis ve yalnizca
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homozigot mutant TT genotipine sahip bireylerde klinik cevap elde edilebildigi

gozlenmistir (108). Kafka ve ark.nin ¢alismasinda da benzer sonuglar bildirilmistir
(109).

fleri evre 41 meme kanseri hastasinda ii¢ siklus neoadjuvan kemoterapi [5-
florourasil (500 mg/m2), epirubisin (75 mg/m2) ve siklofosfamid (500 mg/m2)/giin]
cevabr ve C3435T polimorfizmi arasindaki iliskinin degerlendirildigi baska bir
calismada ise bu polimorfizmin klinik cevap ile bir iliskisinin bulunmadig1 rapor

edilmistir (110).

Jiko ve ark.nin paklitaksel tedavisi alan iirogenital kanser hastalarinda yaptig
caligmada C3435T polimorfizminin paklitaksel farmakogenetigi {izerine etkisi
degerlendirilmis ancak bu polimorfizm ve paklitaksel’in tiim viicut klerensi arasinda
herhangi bir iliski saptanmamustir (111). Kirk dort eriskin akut lenfoblastik 16semi
(ALL) hastasinda kemoterapi cevab1 ve C3435T polimorfizmi arasindaki iligkinin
degerlendirildigi Jamroziak ve ark.’nin ¢alismasinda, bu polimorfizmin tedavi yaniti

tizerine etkisinin bulunmadigi bildirilmistir (112).

Effert ve ark.’nin 20 T-ALL hiicre serisi, 53 ALL hastasi ve 7 saglikl
vericiyle gerceklestirdikleri ¢alismada C3435T genotipleri ve P-gp mRNA ifade
seviyesi arasinda iliski bulunmadigi, bu polimorfizmin hiicre serilerinde gozlenen
doksorubisin direncinden sorumlu olmadig1 ve hastaligin prognozu iizerinde etkiye

sahip oldugu yoniinde herhangi bir bulguya rastlanmadigi belirtilmistir (113).

2.4.2. G2677T/A Polimorfizmi

G2677T/A polimorfizmi 21. ekzonda G>T transversiyonu veya G>A
transizyonu sonucu olusan sinonim olmayan bir polimorfizmdir. Protein iiriiniinde
893. pozisyondaki alanin amino asiti G>T mutasyonu sonucu serin’e degisirken;
G>A mutasyonu sonucu treonin’e degismektedir. Yapilan ¢aligmalarda G2677T/A
polimorfizminin P-gp ifade seviyesini etkiledigi gosterilmistir. Tanabe ve ark.nin
caligmasinda bu polimorfizmi tasiyan bireylerde plasental P-gp seviyesinin azaldigi
bildirilmistir (95).

C3435T polimorfizminde oldugu gibi G2677T/A polimorfizmi ile ilgili

olarak allel ve genotip sikliklar1 bakimindan toplumlar arasinda genis varyasyonlar
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dikkati ¢cekmektedir. AA genotipi yalnizca uzak dogu toplumlarinda gdzlenirken
(Japonya, Kore ve Cin), Avrupa toplumlarinda bu genotip bildirilmemektedir
(72,74,99,114,115).

Green ve ark. 38 over kanserli hastada paklitaksel’in farmakokinetikleri ve
toksisitesi tizerine CYP2C8, ABCB1 ve CYP3A4 gen polimorfizmlerinin etkisini
arastirmiglardir. Sonug¢ olarak MDR1 G2677T/A polimorfizmi i¢cin GA genotipine
sahip heterozigot bireylerin diger MDRI1 varyantlarina gére anlamli derecede daha
yiksek paklitaksel klerensi gosterdiklerini bildirmislerdir (116). Yine Green ve
ark.nin over kanserli hastalarda gerceklestirdikleri benzer bir ¢aligmada 53 hastada
G2677T/A  ve C3435T polimorfizmlerinin  paklitaksel — yanitina  etkisi
degerlendirilmistir. Bu c¢alisma sonucunda C3435T polimorfizminin aksine,
G2677T/A polimorfizminin tedavi yaniti ile iliskili oldugu ve bu polimorfizm
bakimindan homozigot mutant (TT ve TA) bireylerin daha iyi tedavi yaniti
gosterdikleri rapor edilmistir (117). Pan ve ark.nin 54 kiiglik hiicre dis1 akciger
kanseri hastasinda gergeklestirdikleri arastirmanin sonuglarma goére, G2677T
polimorfizmi bakimindan GG genotipine sahip bireyler, GT veya TT genotipi tasiyan

bireylere gore docetaxel/cisplatin tedavisine daha iyi yanit vermektedirler (118).

2.4.3. C1236T Polimorfizmi

Onikinci ekzonda lokalize olan bu polimorfizm P-gp molekiiliinde 412.
amino asidi kodlayan GGC kodonunun GGT’ye degisimine neden olmaktadir (103).
Ancak her iki kodonda glisin’i kodladigi icin bu polimorfizm de C3435T
polimorfizmi gibi sinonimdir. Daha 6nceden belirtildigi gibi C1236T polimorfizmi
sinonim olmasma karsin P-gp aktivitesinde fonksiyonel Oneme sahiptir. Bu
polimorfizminde nadir kodon kullanimina neden olarak P-gp fonksiyonunu
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (79).

C3435T ve G2677T/A polimorfizmlerine benzer sekilde, C1236T
polimorfizmi de allel ve genotip sikliklar1 agisindan toplumlar arasinda oldukga
degiskenlik gostermektedir. Avrupa toplumlariyla mukayese edildiginde TT
genotipinin Asya toplumlarinda daha sik gbzlendigi, bunun aksine CC genotipinin
ise Avrupa toplumlarinda daha sik gézlendigi dikkati ¢cekmektedir (99, 114, 119).
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Tiirk populasyonunda C1236T polimorfizmi i¢in alel sikliklar1 C:%45.5, T:
%54.5 ve genotip sikliklart CC: %20, CT: %51, TT:%29 olarak bildirilmistir (120).

Bosch ve ark.nin dosetaksel tedavisi alan 92 solid timorlii hastada yaptigi
calismada C1236T polimorfizmi bakimindan TT genotipine sahip bireylerde
docataxel klerensinin anlamli derecede diistiigii bildirilmistir (121).

Schaich ve ark.nin ¢aligmasinda temozolomide tedavisi alan glioblastoma
hastalarinda 2 yillik toplam sag kalim oranlar1 CC genotipine sahip bireylerde %37,
CT genotipine sahip bireylerde %8 ve TT genotipine sahip bireylerde %10 olarak
bildirilmis ve C1236T polimorfizminin glioblastomada temozolomide yaniti igin

yeni bir prediktif faktor oldugu vurgulanmistir (122).

2.5. MEME KANSERINDE TNM EVRELEMESI

Meme kanseri i¢in American Joint Committee On Cancer tarafindan yapilan

TNM simiflamast su sekildedir. (123)

Primer Tiimér (T)

™>X Primer timdr saptanamamaktadir
TO Primer tiimdr yok
Tis Karsinoma in situ

Tis(DCIS) Duktal karsinoma in situ
Tis(LCIS) Lobuler karsinoma in situ

Tis (Paget) Meme basinin kitlesiz Paget hastaligi (Timor olan Paget

hastalarinda siniflama tiimoriin boyutuna goére yapilir)

T1 Tiimdriin en biiyiik boyutu 2 cm veya daha az
T1mic En biiyilik boyutu 0.1 cm veya daha az olan mikroinvazyon
Tla En biiyiik boyutu 0.1 cm.den biiyiikk olan ancak 0.5 cm.yi

gecmeyen tumor

T1b En biiyiikk boyutu 0.5 cm.den biiylikk olan ancak 1 cm.yi
gecmeyen tumor

Tlc En biiyiik boyutu 1 cm.den biiylik olan ancak 2 cm.yi gegmeyen

timor
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T2

T3
T4

T4a
T4b

T4c
T4d

En biiyiik boyutu 2 cm.den biiyiik olan ancak 5 cm.yi gegcmeyen
timor
En biiylik boyutu 5 cm.den biiyiik olan timor

Herhangi bir boyutta ancak (a) gogiis duvarina veya (b) cilde
direkt yayilim

Gogiis duvarma yayilim, pektoral kasi icermeden

Meme cildinde 6dem (peau d’orange da dahil) veya iilserasyon,

veya ayn1 memede satellit deri nodiilleri
T4a ve T4b birlikte

Inflamatuvar karsinoma

Bolgesel Lenf Nodiilleri (N)

Klinik Siniflama

NX

NO

N1

N2

N2a

N2b

N3

Bolgesel lenf nodlar1 saptanamamaktadir (6rn. daha 6nce ¢ikartilmis)
Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok
Ipsilateral lenf nod(lar)inda metastaz (fikse degil)

Fikse veya gruplasmis ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz veya
klinik olarak belirgin* aksiller lenf nodu metastazi olmadig1 durumlarda
klinik olarak belirgin ipsilateral internal mammaryal nodlarinda

metastaz

Birbirlerine veya ¢evre dokulara fikse ipsilateral aksiller lenf nodlarinda

metastaz

Sadece klinik olarak aksiller lenf nodu metastazi olmadiginda klinik
olarak belirgin* ipsilateral internal mammaryal nodlarda metastaz

oldugunda

Aksiller lenf nodu tutulumu olsun ya da olmasm ipsilateral
infraklavikular lenf nod(lar1) metastaz1 veya Klinik olarak belirgin*
ipsilateral internal mammaryal lenf nod(lar1) metastazi ile birlikte klinik

olarak belirgin aksiller lenf nodu metastazi; veya aksiller ya da internal
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mammaryal lenf nodu metastazi olsun ya da olmasin ipsilateral

supraklavikular lenf nod(lar1) metastazi
N3a ipsilateral infraklavikular lenf nod(lar)inda metastaz

N3b ipsilateral internal mammaryal lenf nod(lar)inda veya aksiller lenf

nod(lari)nda metastaz
N3c ipsilateral supraklavikiiler lenf nod(lar1)nda metastaz

* Gorlintliileme metodlar1 (lenfosintigrafi hari¢) veya klinik muayene ile veya
patolojik olarak agikca goriilerek saptanma durumunda ‘klinik olarak belirgin’ terimi

kullanilir.

Patolojik Simiflama (pN)a

pNX Bolgesel lenf nodlar1 saptanamamakta (6rn. patolojik inceleme

icin daha once ¢ikartilmis veya ¢ikartilmamis)

pNO Histolojik olarak bolgesel lenf nodu metastazi olmayan, izole

tiimdr hiicreleri (ITH) i¢in ek inceleme yok

Not: H&E boyast ile verifiye edilebilen ancak siklikla sadece
immiinohistokimyasal(IHK) veya molekiiler metodlarla saptanan, 0.2 mm.den daha
genis olmayan tek tiimor hiicreleri veya kiigiik hiicre kiimeleri ‘izole tiimor hiicreleri
(ITH)’ olarak tamimlanir. ITH, proliferasyon veya stromal reaksiyon gibi malign

aktivite kanitlarin1 genellikle gostermez.
pNO(i-) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, negatif IHK

pNO(i+) Histolojik bolgesel lenf nodu metastaz1 yok, pozitif IHK, 0.2
mm.den genis IHK kiimesi yok.

pNO(mol -) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, negatif molekiiler
bulgular. pNO(mol+) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi
yok, pozitif molekiiler bulgular. *Smiflama sentinel lenf nodu
diseksiyonu uygulanan veya uygulanmayan aksiller lenf nodu
diseksiyonuna gore yapilir. Ardindan aksiller lenf nodu

diseksiyonu uygulanmayan sentinel lenf nodu diseksiyonuna

30



pN1

pN1mi
pN1la

pN1b

pN1c

pN2

pNZ2a

pN2b

pN3

dayali yapilan siniflama, sentinel nod i¢in (sn) ile belirtilir, 6rn;

pNO(i+)(sn).

1-3 arasi aksiller lenf nodlarinda, ve/veya internal mamaryal
nodlarda sentinel lenf nodu diseksiyonu ile saptanan
mikroskopik hastalikla birlikte metastaz, fakat klinik olarak

belirgin degil**
Mikrometastaz (0.2 mm.den genis, 2.0 mm.den genis degil)
1-3 adet aksiller lenf nodunda metastaz

Sentinel lenf nodu diseksiyonu ile internal mammaryal nodlarda
mikroskopik hastalik olarak saptanan metastaz, fakat klinik

olarak belirgin degil**

1-3 adet aksiller lenf nodunda ve internal mammaryal nodlarda
sentinel lenf nodu diseksiyonu ile mikroskopik olarak saptanan
metastaz, fakat klinik olarak belirgin degil**. (3 aksiller lenf
nodundan fazla pozitif nod varsa, artmis timor yikiini
gostermek i¢in internal mammaryal lenf nodlart pN3b olarak

siiflandirilir). (pNla + pN1b)

4-9 aksiller lenf nodunda metastaz, veya aksiller lenf nodu
metastazt olmadiginda internal mammaryal lenf nodlarinda

Klinik olarak belirgin* metastaz

4-9 aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm.den biiyiik en az bir

tiimor odag)

Aksiller lenf nodu metastazi yokken, internal mammaryal lenf

nodlarinda klinik olarak belirgin* metastaz

10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda, veya infraklavikiiler
lenf nodlarinda, veya 1 ya da daha fazla aksiller lenf nodu
pozitif oldugunda klinik olarak belirgin* ipsilateral internal
mammaryal lenf nodlarinda metastaz; veya internal mammaryal

lenf nodlarinda klinik olarak negatif mikroskopik metastazla
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birlikte 3’ten daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz; veya

ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz

pN3a 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm.den
bliyiik en az bir timor odagl), veya infraklavikiiler lenf

nodlarina metastaz

pN3b 1 veya daha fazla pozitif aksiller lenf nodu varliginda klinik
olarak belirgin* ipsilateral internal mammaryal lenf nodu
Metastazi; veya sentinel lenf nodu diseksiyonuyla saptanan fakat
klinik olarak belirgin olmayan** mikroskopik hastalikla birlikte
3 veya daha fazla aksiller lenf nodunda veya internal

mammaryal lenf nodlarinda metastaz.
pN3c ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz

*Gorlntiileme metodlart (lenfosintigrafi hari¢) veya klinik muayene ile

saptanan metastazlarda ‘klinik olarak belirgin’ terimi kullanilir.

** QGorilintlileme metodlar1 (lenfosintigrafi hari¢) veya klinik muayene ile

saptanamayan metastazlarda ‘klinik olarak belirgin olmayan’ terimi kullanilir.

Uzak Metastaz (M)
MX Uzak metastaz bulunamiyor
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var (Tiimoriin oldugu tarafta supraklavikiiler lenf nodlar

ve karsi memenin bolgesel lenf nodlarina metastazlar dahil)
Histopatolojik Grade (G):
Gx: Degerlendirilemiyor G3: Koétii Diferansiye

G1: iyi diferansiye G4: indiferansiye
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Tablo 1. Meme Kanserinin TNM Siniflamasina Gore Smiflandirilmast

Evre 0
Evre |
Evre IIA
Evre 1IB
Evre II1A
Evre 111B
Evre I1IC
Evre IV

Tis
T1?
TO
T1°
T2
T2
T3
TO
T1%
T2
T3
T3
T4
T4
T4
Herhangi T
Herhangi T

NO
NO
N1
N1
NO
N1
NO
N2
N2
N2
N1
N2
NO
N1
N2
N3
HerhangiN

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1

°T1,T1mic’i de igerir
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ TOPLANMASI

Meme kanserinde MDR1 gen polimorfizmlerini arastirmak amaciyla, Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda patolojik incelemesi yapilan
50 kadin meme kanseri olgusuna ait materyaller kullanildi. Eksizyonel biyopsi,
kadranektomi, lumpektomi ve/veya mastektomi materyalleri incelenen vakalarda
patoloji rapor niishalarindan timdr uzun ¢api, timor tipi, timor grade'i, aksiller lenf
nodili tutulumu, ER, PR ve c-erb bilgilerine ulasildi. Molekiiler incelemede
kullanilmak iizere her bir vaka igin tiimorii temsil eden bir parafin blok ile
nontiimoral meme dokusunu igeren ikinci bir parafin blok belirlendi. Bloklardan her
seferinde temiz mikrotom bigag: kullanilarak 8 mikron kalinhiginda 4-5 kesit alindi
ve steril ependorf tiiplerine konularak molekiiler inceleme icin teslim edildi.
Karsilagtirma yapabilmek amaci ile saglikli populasyona ait MDR1 gen polimorfizm
verileri temel olarak Giimiis-Akay ve ark.’nin g¢alismasindan alindi (124). Bu
calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Degerlendirme
Kurulunun 12 Eylil 2011 tarihli toplantisinda 35-764 karar numarasi ile

onaylanmuistir.

3.2. DNA iZOLASYONU

Formalin ile fikse edilmis parafine gémiilii dokudan DNA eldesi Roche High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Kat. No: 11 796 828 001) kullanilarak
tiretici  firmanin  Onerdigi ve asagida tanimlanan protokol dogrultusunda
gerceklestirildi.
(https://cssportal.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11796828001_en_20.pdf
adresinden erisilebilir).

e Bu islem icin 25 — 50 mg formalinle fikse edilmis parafine gémiilii doku

parcas1 kullanildi.

e Doku parcasi, deparafinize olmasi i¢in ksilen icinde yaklasik 30 dakika
bekletildi.
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Doku pargasi, derecelendirilmis etanol serilerinde her birinde 10 saniye
olmak iizere inkiibe edildi.

o %100 etanol (dehidrasyon)/ %80 etanol/ %60 etanol/ %40 etanol.
o 10 saniye boyunca iki kere distile edilmis su (rehidrasyon).
Ornek steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

Uzerine 200 pl Doku Lizis Tamponu ve 40 pl Proteinaz K eklendikten

sonra iyice karistirildi ve bir gece 37°C’de inkiibe edildi.
Uzerine 20 ul Proteinaz K eklendi ve 1 — 2 saat 55 °C’de inkiibe edildi.

Ornek iizerine 200 pl Baglama Tamponu eklendi ve iyice karistirildiktan
sonra 10 dakika 70°C’de inkiibe edildi.

Uzerine 100 pul isopropanol eklendi ve iyice karistirildi.
Toplama tiipiine bir adet High Filtre Tiip yerlestirildi.
Ornek filtre tiipiiniin iist tampon rezervuarina pipetlendi.

Tiim High Pure Filtre Tiipli diizenegini standart bir masaiistii santrifiijiine
yerlestirilerek bir dakika 8,000 rpm’de santrifiijlendi.

Santifiijledikten sonra Filtre Tiipli toplama tiipiinden alindi, siiziintii ve

toplama tiipii atild1.
Filtre Tiipli yeni bir toplama tiipline yerlestirildi.

Filtre Tiipiiniin iist tampon rezervuarma 500 ul Inhibitér Uzaklastirma
Tamponu eklendi.

1 dakika 8,000 rpm’de santrifiijlendi.

Filtre Tiipii toplama tiipiinden alindi, siiziintii ve toplama tiipii atild1.
Filtre Tiipii yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Filtre tiipiiniin {ist tampon rezervuaria 500 pl Yikama Tamponu eklendi.
1 dakika 8,000 rpm’de santrifiijlendi, siiziintli ve toplama tiipii atild1.
Filtre Tiipii yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Filtre tlipliniin {ist tampon rezervuarina 500 pl Yikama Tamponu eklendi.
1 dakika 8,000 rpm’de santrifiijlendi, siiziintii ve toplama tiipii atild1.

Tiim High Pure Filtre Tiipii diizenegi ilave bir 10 saniye boyunca tam

hizda santrifiijlendi, toplama tiipii atild1.
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e Fitre Tiipii temiz, steril 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tlipiine yerlestirildi.
e Filtre Tiipiiniin iist tampon rezervuarina onceden 70 °C’ye 1sitilmig 200 pl
Eliisyon Tamponu eklendi.

e Tiip diizenegi 1 dakika 8,000 rpm’de santrifiijlendi.

e Filtre tiip atildi ve mikrosantrifiij tiip icerisinde elde edilen DNA

genotiplendirme ¢aligmalarinda kullanilmak {izere -20 °C’de saklandh.

33. MDR1 GENi TEK NUKLEOTID POLIMORFiZMLERININ
GENOTIPLENDIRILMESI

MDR1 geni C1236T (rs1128503), G2677T/A (rs2032582) ve C3435T
(rs1045642) tek niikleotid polimorfizmlerinin belirlenmesinde ger¢ek-zamanli PCR
yontemi ve “melting curve” analizi kullanildi. Gerg¢ek-zamanli PCR, Roche
LightCycler® 480 cihazinda HybProbe (Hibridizasyon Prob) yontemi ile
gerceklestirildi. Bu amagla LightCycler ® FastStart DNA Master HybProbe (Roche
Diagnostics) kullanildi. Herbir SNP i¢in spesifik primer ve prob karigimlar1 TIB
MOLBIOL’den satin alind1 (125).

PCR karigimi, 2 pLL Light-Cycler Fast-Start DNA Master Hybprobe, 1.6 uL
25 mM MgCl2, 1 pL her bir SNP i¢in 6zel Reagent Mix (Primer ve Prob karigimi) ve
10.4 pL PCR grade dH2O ile hazirlandi. Reaksiyon karigimi plate kuyularina
dagitildiktan sonra tizerine 5 uL. DNA eklendi. Plate 2500 rpm’de 30 sn santrifiij

edildikten sonra cihaza yerlestirildi

Gergek zamanli PCR protokolii asagidaki gibi olusturuldu:

Sicakhik Siire Dongii sayisi
Baslangi¢c Denatiirasonu 95 °C 10 dk 1
Amplifikasyon
Denatiirasyon 95 °C 10sn 45
“Annealing” 60 °C 10 sn.
Uzama/Sentez 2°C 15 sn
95°C 30sn
Melting Curve Analizi 40 °C 2 dk 1
40 °C 2>75°C 2°C/sn (siirekli okuma)
Sogutma 40 °C 30 sn 1
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3.4. ISTATISTIKSEL YONTEM

Calismanin istatistiksel analizi Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi

T1bbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yapildi.

Bu tez ¢alismasinda klinigimizde meme kanseri tanist almis ve opere edilmis
olan 50 hastanin patoloji spesmenlerine ve hasta kayitlarina ulasildi. Veriler normal
saglikli populasyonda daha oOnce yapilan calisma ile elde edilen veriler ile
karsilastirildi. Bu calisma sonucunda elde edilen biitiin genetik veri (alel sikligi,
genotip sikligi, haplotip sikligi) analizleri Arlequin version 3.11 yazilimi kullanilarak
gerceklestirildi. Haplotip sikliklarinin tahmininde “expectation-maximization (EM)”
algoritmasi kullanildi. Gruplar arasi alel ve genotip siklik farkliliklarinin istatistiksel
analizlerinde Fisher’in kesin Xz testi, Epi Info Software Version 3.2.2 kullanilarak
gerceklestirildi. Gruplar arasi ve grup i¢i haplotip dagilimlari arasindaki fark Fsr testi
ile analiz edildi. Tespit edilen her bir haplotip i¢in gruplar arasi fark i¢in Fisher’in

kesin y” testi uygulandi. P<0.05 degeri istatististiksel olarak anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MOLEKULER ANALIiZ SONUCLARI

rs1128503 Melting Curves rs1128503 Melting Peaks
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Sekil 3. CI1236T polimorfizmi i¢in heterozigot CT genotipine sahip bir bireyin

“melting curve” analizi sonucu.
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Sekil 4. G2677T/A polimorfizmi i¢in heterozigot GT genotipine sahip bir bireyin

“melting curve” analizi sonucu.
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rs1045642 Melting Curves rs1045642 Melting Peaks
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Sekil 5. C3435T polimorfizmi i¢in heterozigot CT genotipine sahip bir bireyin

“melting curve” analizi sonucu.

4.2. HAPLOTIP SIKLIGI

Tiimorli meme dokusu 6rneklerinden 8 6rnekte DNA izole edilememistir.

Tablo 2. Normal doku ile timdrlii meme dokusunun haplotip sikliklari

C1236T-G2677T/A-C3435T Tiimér dokusu (n=42) Normal doku(n=42)
CAC 0.04 0.03
CGC 0.45 0.48
CGT 0.10 0.08
CTC 0.03 0.01
TAT 0.02 0.02
TGC 0.03 0.02
TGT 0.00

TTC 0.02 0.02
TTT 0.27 0.29
CAT 0.01
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Tablo 3. Timérlii meme dokusu ile normal populasyonun haplotip sikliklart

C1236T-G2677T/A-C3435T

Tiimoér dokusu (n=42)

Normal populasyon (n=107)

CAC
CGC
CGT
CTC
TAT
TGC
TGT
TTC
TTT
CAT
CTT
TAC

0.04
0.45
0.10
0.03
0.02
0.03
0.00
0.02
0.27

0.04
0.25
0.05
0.02

0.10
0.04
0.03
0.33

0.08
0.01

Tablo 4. Tiimérsiiz meme dokusu ile normal populasyonun haplotip sikliklari

C1236T-G2677T/A-C3435T

Normal doku (n=42)

Normal populasyon (n=107)

CAC
CGC
CGT
CTC
TAT
TGC
TGT
TTC
TTT
CAT
CTT
TAC

0.03
0.52
0.08
0.01
0.01
0.02

0.02
0.27
0.01

0.04
0.25
0.05
0.02

0.10
0.04
0.03
0.33

0.08
0.01
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Tablo 5. Timdr boyutuna gore haplotip sikligi

C1236T-G2677T/A-C3435T T1 (n=10) T2-T3(n=32)
CAC 0.10 0.03
CGC 0.37 0.47
CGT 0.17 0.08
CTC 0.05
TAT 0.10

TGC 0.04
TTT 0.17 0.29
TGT 0.009
TTC 0.07 0.01

Tablo 6. Timér grade’ine gore haplotip sikliklari

C1236T-G2677T/A-C3435T G1-G2 (n=19) G3(n=23)
CAC 0.05 0.04
CGC 0.44 0.46
CGT 0.07 0.11
CTC 0.02 0.04
TAT 0.05

TGC 0.05

TTT 0.2 0.25
TGT 0.02
TTC 0.05

Tablo 7. Lenf nodu metastazina gore haplotip sikliklar

C1236T-G2677T/A-C3435T NO-N1 (n=21) N2-N3 (n=13)
CAC 0.07 0.03
CGC 0.40 0.46
CGT 0.13 0.03
CTC 0.02 0.03
TAT 0.04

TGC 0.02 0.03
TGT 0.03

TTC 0.06

TTT 0.19 0.38
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Tablo 8. Ostrojen reseptoriine gére haplotip sikliklari

C1236T-G2677T/A-C3435T ER -(n=15) ER+(n=27)
CAC 0.03 0.05
CGC 0.42 0.47
CGT 0.14 0.08
CTC 0.03 0.03
TAT 0.03 0.01
TTC 0.07

TTT 0.17 0.27
TGT 0.01
TGC 0.04

Tablo 9. Progesteron reseptorii durumuna gore haplotip sikliklart

C1236T-G2677T/A-C3435T PR -(n=9) PR+(n=33)
CAC 0.05 0.04
CGC 0.37 0.47
CGT 0.12 0.09
CTC 0.05 0.03
TTC 0.07 0.01
TTT 0.31 0.25
TAT 0.02
TGC 0.03
TGT 0.008

Tablo 10. c-erb durumuna gore haplotip sikliklar

C1236T-G2677T/A-C3435T c-erb + (n=8) c-erb - (n=34)
CAC 0.06 0.04
CGC 0.31 0.48
CGT 0.06 0.11
TAT 0.06 0.01
TTT 0.50 0.21
CTC 0.04
TGC 0.03
TGT 0.01
TTC 0.03
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4.3. ALLEL SIKLIGI
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Grafik 1. Normal populasyonda, tiimorlii meme dokusu ve normal meme dokusunda

1236 lokusunundaki C ve T allel siklig1 (%)
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Grafik 2. Normal populasyonda, tiimorli meme dokusu ve normal meme

dokusunda 2677 lokusunundaki G, T ve A allel siklig1 (%)
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Grafik 3. Normal populasyonda, tiimorli meme dokusu ve normal meme

dokusunda 3435 lokusunundaki C ve T allel siklig1 (%)

4.4, ISTATISTIKSEL KARSILASTIRMA

50 hastaya ait normal meme dokusu ve tiimorli meme dokusunun
degerlendirildigi bu calismada elde edilen haplotip siklig1 ve allel siklig1 sonuglar
daha 6nce normal populasyonda yapilan ve 107 6rnegin degerlendirildigi verilerle
karsilastirildi. Gruplar arasi allel ve genotip siklik farkliliklarinin istatistiksel
analizlerinde Fisher’in kesin XZ testi, Epi Info Software Version 3.2.2 kullanilarak
gergeklestirildi. Gruplar arasi ve grup i¢i haplotip dagilimlari arasindaki fark Fsr testi
ile analiz edildi. Tespit edilen her bir haplotip i¢in gruplar arasi fark i¢in Fisher’in
kesin x2 testi uygulandi. P<0.05 degeri istatististiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 11. Allel siklig1 a¢isindan gruplar arasi istatistiksel karsilagtirma

Saghkh Meme Kanseri
Kontrol Tiimér doku Normal doku P
SNP Allel
(N*=214) (N*=84) (N*=100)
n F n F n F
C1236T C 98 0.458 54 0.643 66 0.660 0.005
(rs1128503) T 116 0542 30 0.357 34 0.340 (0.001)
G 98 0.458 50 0.595 63 0.630
G2677T/A 0.029
T 104 0.486 28 0.334 31 0.310
(rs2032582) (0.012)
A 12 0.056 6 0.071 6 0.060
C3435T C 102 0.477 50 0.595 61 0.610 0.072
(rs1045642) T 112 0.523 34 0.405 39 0.390 (0.030)
* Kromozom sayisi, ** Kisi sayist, NS: P>0
Tablo 12. Genotip sikligi agisindan gruplar arasinda istatistiksel karsilastirma
Genotip Saghkh Tiimér doku Normal doku
Kontrol (N**=42) (N**=50)
SNP (N**=107) P
n F n F n F
CcC 22  0.206 14 0.334 21 0.420 (0.007)
C1236T CT 54 0.505 24 0.571 24 0.480 NS
(rs1128503) TT 31 0.289 4 0.095 5 0.100 0.011
(0.008)
GG 23 0.215 12 0.286 18 0.360 NS
GT 48  0.449 22 0.524 23 0.460 NS
TT 24 0.224 3 0.084 4 0.080 0.033
G2677T/A
(0.042)
(rs2032582)
TA 8 0.075 0 0 0 0 NS
GA 4 0.037 4 0.095 4 0.080 NS
AA 0 0 1 0.026 1 0.020 NS
CcC 29 0.271 14 0.334 18 0.360 NS
C3435T CT 44 0411 22 0.524 25 0.500 NS
(rs1045642) TT 34 0.318 6 0.142 7 0.140 0.039
(0.020)

* Kromozom sayisi, ** Kisi sayisi, NS: P>0.05
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Tablo 13. Haplotip sikligina gore gruplarin istatistiksel olarak karsilastiritlmasi

1236-2677-3435

Meme Kanseri

Haplotipler Sag(l;\ll(ilzlz(](.):)trol TﬁT£i3;4l;usu Nc();;lr"r:il!-gg)ku p
F F F
T-T-T 0.337 0.2701 0.2781 NS
C-G-C 0.250 0.4522 0.5275 0.000002
(0.001)
T-G-C 0.109 0.0318 0.0206 0.006
(0.066)
C-T-T 0.087 0 0 0.001
(0.003)
C-A-C 0.045 0.0480 0.0300 NS
C-G-T 0.054 0.1043 0.0819 NS
T-G-T 0.045 0.0069 0 0.034
T-T-C 0.039 0.0249 0.0215 NS
C-T-C 0.022 0.0383 0.0104 NS
T-A-C 0.011 0 0 NS
C-A-T 0 0 0.0102 NS
T-A-T 0 0.0234 0.0198 NS

*Kromozom sayisi, NS: P<(.05

4.4.1. Allel S1ikhig1 Bakimindan

Yatkinlik acisindan bakildiginda allel siklig1 bakimindan MDR1 geni C1236T

polimorfizmi i¢in tespit edilen allel sikliklar1 meme kanserli vakalarda ve saglikli

populasyonda karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir

(p=0.001). C alleli siklig1 saglikli populasyonda %45 iken, meme kanserli hastalarin

normal meme dokusunda %66’dir. Aksine T allel siklig1 saglikli populasyonda %54

iken meme kanserli hastalarin normal dokusunda %34’ diir.

MDRI1 geni G2677T/A polimorfizmi i¢in tespit edilen allel sikliklar1 meme

kanserli vakalarda ve saglikli populasyonda karsilagtirildiginda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmistir (p=0.012).
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MDRI1 geni C3435T polimorfizmi icin tespit edilen allel sikliklart meme
kanserli vakalarda ve saglikli populasyonda karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmstir (p=0.03).

4.4.2. Genotip Sikhig1 Bakimindan

MDRI1 geni C1236T polimorfizmi i¢in tespit edilen genotip siklig1 kanserli
vakalarda ve saglikli populasyonda kiyaslandiginda CC genotipine sahip bireylerin
sikliginin meme kanserli vakalarda (%42) saglikli populasyona gore (%20) anlaml

derecede yiiksek oldugu saptandi (p=0.007).

MDRI1 geni C1236T polimorfizmi icin tespit edilen genotip siklig
kanserlivakalrda ve saglikli populasyonda kiyaslandiginda TT genotipine sahip
bireylerin sikliginin meme kanserli vakalarda (%10) saglikli populasyona gore (%28)

anlaml1 derecede diisiik oldugu saptandi (p=0.008).

MDRI1 geni G2677T/A polimorfizmi i¢in tespit edilen genotip siklig1 kanserli
vakalarda ve saglikli populasyonda kiyaslandiginda TT genotipine sahip bireylerin
sikliginin meme kanserli vakalarda (%8) saglikli populasyona gore (%22) anlamli

derecede diisiik oldugu saptandi (p=0.04).

MDRI1 geni C3435T polimorfizmi igin tespit edilen genotip sikligi kanserli
vakalarda ve saglikli populasyonda kiyaslandiginda TT genotipine sahip bireylerin
sikliginin meme kanserli vakalarda(%14) saglikli populasyona gore (%31) anlaml

derecede diisiik oldugu saptandi (p=0.02).

4.4.3. Haplotip Sikhig1 Bakimindan

Haplotip sikliklar1 agisindan karsilastirma yapildiginda tiimorlii meme dokusu
grubu ile tiimorsiiz meme dokusu grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p=0.994).

Tiimorlii meme dokusu grubu ile normal populasyonun olusturdugu grup
karsilastirildiginda haplotip sikligi ag¢isindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmistir (p=0.010).

Normal meme dokusu grubu ile normal populasyon grubu karsilagtirildiginda

haplotip siklig1 agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmistir (p=0.001).
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Tiimorli hastalarin tiimor grade’lerine gore gruplama yapildiginda gruplar
arasinda haplotip sikliklar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir

(p=0.345).

Timorli  hastalarin  lenf nodu metastazi durumuna goére gruplama
yapildiginda gruplar arasinda haplotip sikligi agisindan istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmamuistir (p=0.638).

Tiimorlii hastalarin timér boyutuna goére gruplama yapildiginda gruplar
arasinda haplotip siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir

(p=0.274).

Tiimorlii hastalarin tiimorlerinin dstrojen reseptdrii durumuna gore gruplama
yapildiginda gruplar arasinda haplotip siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlaml

fark saptanmamustir (p=0.623).

Timorlii hastalarin  tiimorlerinin - progesteron reseptorii durumuna gore
gruplama yapildiginda haplotip siklig1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamugtir (p=0.489).

Tiimdrli hastalarin tiimorlerinin c-erb durumuna gore gruplama yapildiginda
haplotip siklig1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p=0.286).

1236-2677-3435 lokuslarinin CGC haplotipinin saglikli kontrol grubu(%25)
ile normal meme dokusundaki(%52) sikliklar1 karsilastirildiginda haplotip siklig
bakimindan normal meme dokusunda istatistiksel olarak anlamli derecede yiikseklik
saptanmistir (p=0.000002).

1236-2677-3435 lokuslarinin TGC haplotipinin saglikli kontrol grubu ile
normal meme dokusundaki sikliklart karsilastirildiginda haplotip sikligi bakimindan

saglikli kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede ylikseklik saptanmigtir
(p=0.006).

1236-2677-3435 lokuslarinda CAT haplotipi saglili kontrol grubunda
gbzlenmezken, meme kanserli hastalarin normal meme dokusunda bulunmustur.
CTT ve TAC haplotipi meme kanserli hastalarda izlenmezken, saglikli kontrol

grubunda saptanmustir.
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CGC, TGC ve CTT haplotipleri i¢in saglikli kontrol grubu ve meme kanserli
vakalar arasinda haplotip dagilimi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark

tespit edildi (p<0.001).

Ayrica timor ve normal doku kiyaslandiginda tiimor olusumunda mutasyon

olup olmadigina bakildiginda 6 6rnekte somatik mutasyon saptanmaistir.
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5. TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir (1). Tedavide cerrahi,
sistemik kemoterapi, radyoterapi ve hormonoterapi kullanilmaktadir. Kanser
tedavisinde basariya ulagmak icin genellikle birden fazla antineoplastik ilag
uygulanmaktadir. Ancak, MDR kanser kemoterapisinde basariya ulasmay1 biiyiik
Olclide engellemektedir. Kemoterapiye kars1 gelistirilen direnglilik pek¢ok antikanser
ilacin hastalar iizerinde beklenen etkisini gdsterememesine ve hastaliin ilerlemesine

neden olmaktadir.

Coklu ilag direngliligi birden ¢ok ve birbirinden farkli ilaca direng gelisimidir
(2). Hiicre i¢i yetersiz ila¢ konsantrasyonunun nedeni membran gegirgenliginin
bozulmasidir ve bundan sorumlu faktdriin p-glikoprotein oldugu gosterilmistir.
Human P-glikoprotein hiicre igine giren toksik maddeler, kemoterapétikler gibi bir
takim kimyasallarin hiicre disina ATP enerjisi ile atilmasimi saglamaktadir.P
glikoproteini 7.kromozomdaki 28 ekzon igeren MDRI1 geni kodlamaktadir (3).
MDR1 geninde yaygin olarak gozlenen ve literatiirde en cok tizerinde durulan
SNP’ler, C3435T, G2677T/A ve C1236T’dir ve soz konusu SNP’ler yaygin bir
haplotipin bilesenidirler (103). Bu polimorfizmlerden C3435T ve C1236T
polimorfizmleri aminoasit degisimine neden olmayan sessiz (silent = synonym)
polimorfizmlerdir. C3435T her ne kadar sessiz bir polimorfizm olsa da diger yaygin
non-sinonim polimorfizmlerle birlikte herhangi bir haplotipte bulundugu zaman
azalmis P-gp fonksiyonu ile iliskili olarak bildirilmektedir (4). Kimichi-Sarfaty ve
ark. (2007) Science dergisinde yayinladiklar1 ¢aligmalarinda C3435T, G2677T ve
C1236T SNP’lerinin her birinin substrat 6zgiinliiglinii degistirdigini, ancak her li¢
SNP’yi birden tasiyan haplotip s6z konusu oldugunda bu etkinin en belirgin diizeye
ulastigini vurgulamaktadirlar. Bu veriler P-gp fonksiyonunu degistirebilecek primer
nedenin SNP farkliliklarindan degil, bu polimorfizmlerin olusturdugu haplotiplerden
kaynaklandig: fikrini desteklemektedir (103). Bu nedenle biz de ¢alismamizda tiim
geni incelemek yerine 3 allelinde oldugu haplotipleri analiz ederek Tiirk toplumunda
meme kanserli hastalarin saglikli meme dokusu ve timdrli meme dokusunda

C1236T, G2677T=A ve C3435T allellerindeki polimorfizm sikligin1 arastirdik.
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Yapilan baglanti analizleri sonucunda C3435T, G2677T/A ve Cl1236T
SNP’leri arasinda giiclii bir baglanti dengesizligi bulundugu farkli populasyonlarda
gosterilmistir. Ornegin, Tang ve ark. Cinli, Malay ve Hint populasyonlarinda bu
polimorfizmler arasinda siki bir baglanti oldugunu bildirmislerdir (68). Benzer
sekilde Kim ve ark.da C3435T, G2677T/A ve C1236T SNP’leri arasinda gii¢lii bir
baglanti bulundugunu Avrupa kokenli Amerikalilarda ve Afrika kokenli
Amerikalilarda rapor etmislerdir (126).

Bazi1 calismalarda ise s6z konusu ii¢ SNP’den ikisi arasinda kuvvetli bir
baglant1 dengesizligi bulundugu gosterilmistir. Oregin, Tanabe ve ark. 65 Japon
bireye ait drneklerin %94’tinde 3435T alelinin 2677T veya 2677A alleli ile birliktelik
gosterdigini bildirmislerdir (95). Benzer sekilde Tiirk populasyonunda da {i¢ SNP
arasinda anlamli derecede baglant1 dengesizligi bulundugu, ancak bunlardan yalnizca
2677 ve 3435 lokuslar arasinda nispeten giiclii bir baglanti varlig: tespit edilmistir
(124).

MDRL1 geni ile ilgili olarak veri tabaninda farkli toplumlar igin bildirilmis
olan baglanti dengesizligi verilerine bakildiginda, bu gende var olan SNP’leri
arasinda tespit edilen baglanti gilicii ve derecesinin bir toplumdan digerine genis
Olgiide degiskenlik gosterdigi dikkati ¢ekmektedir (127). C3435T, G2677T/A ve
C1236T SNP’leri, aralarinda var olan baglanti nedeniyle yaygin bir haplotipin
bileseni olarak kabul edilmektedirler (103). C3435T polimorfizmi basta olmak iizere
diger MDR1 polimorfizmleri ile ilgili olarak ortaya ¢ikan ¢eliskili sonuglarin nedeni
olarak s6z konusu ¢alismalarda her bir SNP’nin bireysel olarak degerlendirilmesi ve
olusturduklar1 haplotiplerin goz ardi edilmesi gosterilmektedir (88). Bu sebeple
calismamizda tek tek allel sikligmi incelemek yerine her 3 allelin olusturdugu

haplotip siklig1 degerlendirilmistir.

MDRI1 polimorfizmleri ile ilgili olarak son yillarda yapilan caligmalara
bakildig1 zaman haplotip temelli analizlerin yer aldig1 yayinlarin sayisinin her gecen
giin arttif1 goriilmektedir. Polimorfizmler arasi baglanti dengesizliginde var olan
varyasyonlara bakarak bu polimorfizmlerin olusturduklart haplotip sikliklarinin da
toplumlar arasi1 genis Olciide degiskenlik gdstermesi ¢ok da sasirtict degildir.

C1236T, G2677T/A, C3435T SNP’leri agisindan Afrika kokenli toplumlarda yaban
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tip CGC haplotipi en sik ve TTT haplotipi nispeten daha seyrek gozlenirken; beyaz
irkta CGC ve TTT haplotip sikliklarinin birbirlerine hemen hemen esit olduklari
gorilmektedir (88, 99, 126). Tiirk populasyonu i¢cin CGC ve TTT haplotip sikliklar
sirastyla %25 ve %33.7 olarak tespit edilmistir (124).

3 lokus i¢in olast 12 haplotip olmasi beklenirken saglikli kontrol grubunda 10
farkli haplotip tipi oldugu goriilmektedir. Meme kanserli hastalarda normal meme
dokusuna bakildiginda 9 haplotip oldugu gériilmiistiir. TTT haplotipine sahip
bireylerde P-gp aktivitesinin diisiik oldugu, toksik metabolitleri daha az digar1 attigi
gosterilmistir. Bu durumun kansere yatkinlik olusturabilecegi tizerinde durulmaktadir
(128). Calismamizda TTT haplotip sikligin1i meme kanserli hastalarda normal saglikli
kontrol grubuna gore daha yiiksek bulmayi beklerken aksine daha diisiik siklikta
oldugu gortilmistiir. Aksiller lenf nodu tutulumu olmayan hastalarla lenf nodu
tutulumu olanlar TTT haplotip sikligi agisindan karsilastirildiginda lenf nodu
tutulumu olanlarda TTT haplotip siklig1 olmayanlara gore 2 kat daha fazladir. Bu

durum P-gp aktivitesinin artisi ile iliskili olabilir.

Calismamizda  normal  populasyon ile normal meme  dokusu
karsilastirildiginda haplotip siklig1 a¢isindan gruplar arasi anlaml fark saptanmasi ve
normal populasyon ile tiimorlii meme dokusu grubu karsilastirildiginda haplotip
siklig1 agisindan anlaml fark saptanmasi meme kanserli hastalarda P-gp aktivitesinin
degismis olabilecegini gostermektedir. MDR1 geninin gostermis oldugu polimorfizm
hastalarda prognostik éneme sahip olabilir. Hastalarda tiimdr boyutunun, grade’in,
lenf nodu tutulumu, Gstrojen ve progesteron reseptorii, ¢ erb durumunun haplotip
sikligini istatistiksel olarak anlamli olarak degistirmedigi saptanmistir. Fakat 6rnek

genisligi arttirilarak farkli sonuglar elde edilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz sonucunda normal populasyon ile normal meme dokusu ve
normal populasyon ile tiimorlii meme dokusu arasinda haplotip siklig1 agisindan
anlaml fark saptanmigtir. Bu da meme kanserli hastalarda etyoloji ve prognozda
MDRI1 geninin 6nemi olabilecegini gostermektedir. Fakat bu konuda daha genis
ornek sayisiyla yeni caligmalara ihtiyag vardir. Bu g¢alismamiz da bu konuda
yapilacak yeni caligmalara i1s1k tutacaktir. Calismamiz Tirkiyeden yapilmig olan
haplotip temelli ilk c¢aligmadir. Daha once yapilan c¢alismalar tek lokus bazli
calismalardir. Bu yontem cok hassas olmasina karsin somatik mutasyon saptanan

hastalarda sekans analizi yapilmas1 planlanmaktadir.
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7. OZET

Tiirk toplumunda meme kanserli hastalarin saghklhh meme dokusu ve
tiimor dokusunda MDR1(Multi Drug Resistance-1) geninde C1236T, G2677T/A

ve C3435T allellerinin sikhiginin arastirilmasi

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Kanser tedavisinde
basariya ulasmak i¢in genellikle birden fazla antineoplastik ila¢ uygulanmaktadir.
Ancak, ¢oklu ila¢ direnci kanser kemoterapisinde basartya ulasmay1 biiyiik 6l¢iide
engellemektedir. Coklu ilag direngliligi birden ¢ok ve birbirinden farkli ilaca direng
gelisimidir. Hiicre 1i¢i yetersiz ilag konsantrasyonunun nedeni membran
gecirgenliginin bozulmasidir ve bundan sorumlu faktoriin p-glikoprotein oldugu
gosterilmistir.  Human P-glikoprotein  hiicre igine giren toksik maddeler,
kemoterapotikler gibi bir takim kimyasallarin hiicre digina ATP enerjisi ile atilmasini

saglamaktadir.

P glikoproteini 7.kromozomdaki 28 ekzon iceren MDR1 geni kodlamaktadir.
Bu bolgede en yaygin calisgilan alleller C1236T, G2677T=A ve C3435T
allelleridir.Bu ¢ allel genomda lokus olarak birbirine yakin olarak yerlestiginden
alleller ayn1 anda kodlanmaktadir. Bu nedenle tiim geni incelemek yerine 3 allelinde
oldugu haplotipler analiz edilerek Tiirk toplumunda meme kanserli hastalarin saglikli
meme dokusu ve timorlii meme dokusunda C1236T, G2677T=A ve C3435T

allellerindeki polimorfizm sikligini arastirdik.

50 hastaya ait tlimorlii meme dokusu ve normal meme dokusu ornekleri
incelenerek elde edilen veriler daha 6nce 107 hastadan olusan normal populasyondan
elde edilen veriler ile karsilastirildi. DNA izolasyonu High Pure PCR Template
Preparation Kiti kullanilarak gerceklestirildi. Kantitatif gercek zamanli PCR, Roche
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe cihazinda gerceklestirildi.

Calismanin istatistiksel analizi Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
T1ibbi Biyoloji Anabilim Dalinda gergeklestirildi. Tiimorlii meme dokusu grubu ile
normal populasyonun olusturdugu grup karsilastirildiginda haplotip siklig1 agisindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Normal meme dokusu
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grubu ile normal populasyon grubu karsilastirildiginda haplotip sikligi agisindan
gruplar arasinda anlamli fark saptandi. Allel siklig1 acisindan 1236-2677 ve 3435
lokuslar1 karsilastirildiginda 1236 ve 2677 lokuslarinda allel sikligr agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Tiimorlii hastalarda tiimor boyutu, timor
grade’i, lenf nodu tutulumu durumu, Ostrojen, progesteron ve c-erb durumu haplotip

siklig1 agisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Sonug olarak calismamiz Tiirkiye’den yapilan ilk haplotip temelli ¢alisma
olup Tiirk toplumunda meme kanseri gibi ¢esitli hastaliklarin olusmasinda MDR1
geninin aragtirtlmasi i¢in ve gelecekte yapilacak farmakogenetik ¢aligmalar i¢in yeni
bir ¢erceve olusturmaktadir. Bu konuda daha genis populasyonlarda yapilacak yeni

calismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: meme kanseri, ilag direng geni, polimorfizm
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8. SUMMARY

Prevalence of MDR1 (Multi Drug Resistance-1) gene C1236T, G2677T/A
and C3435T alleles in healthy breast tissue and tumor tissue of patients with
breast cancer in Turkish population

Breast cancer is the most common cancer in women. For a successful cancer
treatment usually more than one anti-neoplastic drugs are used. However multi-drug
resistance prevents success in the cancer chemotherapy. Multi-drug resistance is
development of resistance to different drugs. The cause of low drug concentrations in
the cell is the deterioration of membrane permeability and it was shown that p-
glycoprotein is the responsible factor. Human p-glycoprotein provides discharge of
several chemicals such as toxic substances, chemotherapeutic agents out of the cell
by consuming ATP.

P-glycoprotein is encoded by the MDR1 gene which contains 28 exons.
MDR1 gene is located on the 7th chromosome. The most common studied alleles on
this region are C1236T, G2677T=A, and C3435T. These alleles are located on
adjacent loci on genome so they are encoded simultaneously. Therefore instead of
studying a whole gene, the haplotypes that contains these three alleles were analyzed
and we have studied the polymorphism frequency on C1236T, G2677T=A, and
C3435T alleles in healthy and cancerous breast tissue of breast cancer patients
repectively in Turkish population.

Healthy and cancerous breast tissue samples of 50 patients were examined
and were compared with previously collected datas of 102 healthy individuals.
DNAs were isolated by High Pure PCR Template Preparation Kit. Quantitative real-
time PCR was performed in Roche LightCycler FastStart DNA Master HybProbe

device.

The statistical analysis of the research was performed by the Gaziosmanpasa
University, Department of Medical Biology. When cancerous breast tissue group and
healthy population group were compared, there were statistically significant
difference in haplotype frequency. When 1236, 2677, and 3435 loci were compared
for allele frequency, statistical significant difference were determined in 1236 and
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2677 loci. Haplotype frequency of the cancerous breast tissue group were compared
with tumor size and grade, lymph node involvement, estrogen and progesteron

receptors, C-erb presence and there were no statistically significant difference.

In conclusion, our research, which is the first haplotype based analysis from
Turkey, contributes to the study of the role of MDR1 gene in several diseases such
as breast cancer in Turkish population and to the future pharmacogenetic studies.

However there is a need of large population studies.

Keywords: breast cancer, multi-drug resistance gene, polymorphism
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