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OZET

Yildiz Y. (2015). Meme Kanserli Hastalarda ABCG2 Gen Polimorfizmleri ve Serum
Diizeyinin Incelenmesi.

Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip AD. Doktora Tezi.
Istanbul

BCRP olarak da bilinen ABCG2, plazma membraninda localize olan bir yarim
ATP- bagh kaset transporterdir. Enerji bagimh bir akis pompas1 ve transporter olarak,
toksik bilesikler ve antikanser ilaglarn da oldugu, genis araliktaki yapisal olarak
birbirinden farkli substratlarin intraseliiler komportmandan, ekstraseliiler kompartmana
transportunu  gergeklestirir.  Bundan dolayt BCRP, ksenobiyotikler ve onlarin
metabolitlerinden koruyucu rol oynar ve antikanser ilaclarin intraseliiler
konsantrasyonunu etkiler. ABCG2 geninde tanimlanan genel germline polimorfizmler
kodlanan proteinin ekspresyonunu, hiicresel lokalizasyonunu ve/veya substrat tanima
durumunu etkileyebilmektedir. Calismamizda, meme kanserli vakalarda ve saglikli
kontrollerde, ABCG2 protein seviyesinin ve bu gende yer alan polimorfizmlerinden
G34A (Vall2Met) ve C421A (GIn141Lys) polimorfizmleri incelenerek, genotip ve allel
frekanslarinin saptanmasit amaglanmistir. PCR, RFLP ve jel elektroforez teknikleri
kullanilarak 128 meme kanseri ve 106 saglikli kontrolde bu polimorfizmler
belirlenmistir, bunun yaninda ABCG2 serum seviyesi kantatif enzim immunoassay
(ELISA) ile olciilmiistiir. Hasta ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda bu polimorfizmler
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir, ayrica hasta ve
saglikli kontroller arasinda anlamli bir iliski tespit edilememistir (p>0,05). Ancak
kapsiiler invazyon goriilen hastalarin tamammin G34A GG genotipine sahip olduklar1
gozlemlenmistir (p:0,026) ve 0Gstrojen reseptor pozitif hastalarda GG genotipine sahip
olma sikliginin anlaml diizeyde arttig1 saptanmistir (p:0,027).
Calismamiz, iilkemizde meme kanserli hastalarda bu iki polimorfizmle ilgili ilk
verileri sunmus olup, bu verilerin daha sonra yapilacak olan calismalara Onciilitk

edecegine inantyoruz.

Anahtar Kelimeler: ABCG2, Ilag Direnci, Transporter, Polimorfizm, Meme Kanseri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 13448
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ABSTRACT

Yildiz Y. (2015). Investigation of ABCG2 Gene Polymorphisms and Serum Level In
Breast Cancer Patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular

Medicine. Istanbul.

ABCG2, also known as BCRP, 1s a half ATP-binding cassette (ABC) transporter
that localizes to plasma membranes. It functions as energy-dependent eftflux pump and
transports a wide array of structurally divergent substrates, including toxic compounds
and anticancer drugs, from the intracellular to the extracellular compartment. Therefore,
BCRP plays a protective role against xenobiotics and their metabolites and can affect
the intracellular concentration of anticancer drugs. Common germline polymorphisms
in the ABCG2 gene have been described that can affect expression, cellular localization
and/or substrate recognition of the encoded protein. The present study aimed to
investigate the susceptibility and prognostic implications of the ABCG2 G34A
(Vall2Met) and C421A (GInl141Lys) polymorphisms and ABCG2 serum level in the
breast cancer. We used PCR, RFLP and gel electrophoresis techniques to detect these
polymorphisms in 128 breast cancer patiens and 106 healthy controls, besides that
serum level of ABCG2 was measured by quantitative sandwich enzyme immunoassay
(ELISA). No statistically significant differences were found in these two
polymorphisms between patient and control groups. In addition there is no association
between serum ABCG2 levels were detected in patients and healthy controls (p>0,05).
However, a significant association was found between the ABCG2 G34A GG genotype
and capsular invasion (p=0.026) and having GG genotype was considerably higher in
estrogen receptor positive breast cancer patients compared to having GA+AA genotype

(p=0.027).

Our study reveals the first data about these two polymorphisms on breast cancer
patients in our country and we believe that this study will play a pioneering role for the

next studies.

Key Words: ABCG2, drug resistance, Transporter, Polymorphism, Breast Cancer

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No:13448



1. GIRIS VE AMAC

ABCG2 olarakta bilinen Meme Kanseri Direng Proteini (Breast Cancer
Resistance Protein, BCRP), bir ATP baglanma domeni ve bir transmembran domenden
olusan ATP transporteridir. Enerji bagimli bir akis pompasi ve transporter olarak,
toksik bilesikler ve antikanser ilaglarm da oldugu, genis araliktaki yapisal olarak
birbirinden farkli substratlarin intraseliiler kompartmandan, ekstraseliiler kompartmana
transportunu  gergeklestirir. Bundan dolayt BCRP, ksenobiyotikler ve onlarin
metabolitlerinden koruyucu rol oynar ve antikanser ilaclarin intraseliiler
konsantrasyonunu etkiler. Normal dokulardaki BCRP dagilimmnin arastirildiginda, en
yiiksek oranda BCRP'min plasentada, daha diisiik olarak kolon ve ince bagirsak
epitelinde, karaciger kanalikor membraninda, memenin kanal ve lobiillerdinde ve
normal dokularin ven ile kapiler endotelinde oldugu ortaya ¢ikarilmistir. BCRP
homodimer olarak fonksiyon goriir ve SN-38, topotecan, ile MXR gibi antikanser
ilaglara direng tavri gosterir. ABCG2 geninde dogal olarak olusmus seksenin {izerinde
dizi varyasyonu rapor edilmistir. Cesitli etnik gruplarda dogal olarak olusan BCRP
SNPIleri tanimlanmistir. Birgok etnik popiilasyonda yiiksek oranda goriilen BCRP G34A
(Vall2Met) ve C421A (GInl41Lys) polimorfizmlerinin BCRP proteininin ekspresyonu
ve aktivitesi ile alakali oldugu gdsterilmistir.

Calismamizda, Tiirk toplumundaki meme kanserli vakalarda ve saglikh
kontrollerde, BCRP protein seviyesinin ve bu gende yer alan Onemli gen
polimorfizmlerinden G34A (Vall2Met) ve C421A (GInl41Lys) polimorfizmleri

incelenerek, genotip ve allel frekanslarinin saptanmas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERI

Meme, lobiiller (siit bezleri) ve duktuslar (siit kanallar1) olmak {izere iki
bolgeden olusur. Lobiiller ve duktuslar arasinda bulunan boslugu destek ve yag dokusu
doldurmaktadir. Memede siit salgilayan boliim olan lobiiller, duktuslar ile memenin
ortasinda bulunan areola denilen koyu renkli bélgede meme basina acilirlar (1).

Meme kanseri, bu boliimlerden herhangi birini olusturan hiicrelerin kontrolsiiz
ve anormal c¢ogalmasi ve viicudun c¢esitli yerlerine giderek cogalmaya devam
etmeleriyle olusur.

Klinik, morfolojik ve molekiiler ¢ok farkli bileseni olmasiyla kompleks bir
hastalik olan meme kanserinin olusumunda ve ilerlemesinde, ¢evresel ve genetik
etmenlerin dnemli rolii vardir.

Hormonlarin ve ¢evresel etkenlerin genetik yapi ile etkilesiminin bir sonucu olan
meme kanseri riskinin ¢esit kimyasallar, disaridan Ostrojen alimi, dstrojen metabolize
eden genler, ge¢ menopoz, erken menars, ilk dogumun ileri yaslarda gergeklesmesi,
ailede meme kanseri hikayesi, artmis viicut-kitle indeksi, menopoz sonrasi obezite,
timor baskilayici genler ile DNA tamir genlerindeki g¢esitli mutasyonlar, iyonlastirici

1s1n1m, alkol ve sigara kullanimui ile arttig1 belirtilmistir (2,3).

2.1.1. Goriilme Sikhg:

Meme kanseri goriilme siklig1 ve mortalitesi cografi bolgeye, kiiltiire, irka, etnik

kokene ve sosyo-ekonomik duruma gore degisiklik gostermektedir.

Diinya capinda meme kanseri; tiim cinsiyetlerde, akciger kanserinden sonra
ikinci en yaygin kanser tiirlidiir. Diinyada kadinlar arasinda ise, en sik goriilen malign

timdr olupher yil yaklasik olarak 1,6 milyon yeni meme kanseri tanist konulmaktadir

4).



En ytiksek vaka orani sirasiyla yilda 100.000 kadinda 111,6 ile Belcika; 104,4
ile Fransa; 92,9 ABD ile goriliirken en diisiik oran ise 9,4 ile Mogolistan, 22,7 ile
Cin’de tespit edilmistir (4).

Ulkemizde ise heniiz diizenli bir meme kanseri kayit program olmadigindan,
kesin sikliginin belirlenmesi daha gii¢c olmaktadir. Ancak son verilere gore ililkemzde
goriilme siklig1 100.000 kadinda 39,1 dir. Ulkemizde meme kanseri insidansmin,
popiilasyondaki yaslanma ve batili yasam bigimi nedeniyle son yirmi yilda iki katindan

fazla arttig1 belirtilmistir (4,5).

2.1.2. Meme Kanseri Siniflamasi

Meme kanseri morfolojik 6zellikleri ¢cok farkli olabilen heterojen bir hastaliktir.
Histolojik olarak, meme kanserleri in situ ve invaziv kanserler olmak iizere iki ana
gruba ayrilmaktadir. Invaziv kanserler, lenf ve kan damarlarmna yayilarak bolgesel lenf
diigiimlerine ve uzak organlara metastaz yapabilme 6zelligine sahiptir. Histopatolojik
simiflamada, tiimor hiicrelerinin sitolojik 6zellikleri yam swa olusturduklar1 yapisal
ozellikleri de g6z Oniine alinmaktadir. Duktal karsinoma ve lobiiler karsinoma meme
kanserlerinin ¢ok biiyiik bdliimiinii olusturmakla birlikte, Diinya Saglik Orgiitii Meme
Timorler1 Histopatolojik Siniflamasi’nin son versiyonunda yirminin iizerinde meme

karsinomu histopatolojik tipi tanimlamaktadir.

Giiniimiizde meme kanseri i¢in kullanilan smniflama Diinya Saglik Orgiitii

(WHO) tarafindan 6nerilen smiflamadir (Tablo 2-1) (6).



Tablo 2-1.Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan 6nerilen meme kanserinin histolojik
simiflandirilmasi (6)

1. in situ karsinom
- Insitu duktal karsinom

- In situ lobiiler karsinom

2. Invaziv karsinom
- Invaziv duktal karsinom
- Invaziv lobiiler karsinom
- Tubuler karsinom
- Invaziv kribriform karsinom
- Mediiller karsinom
- Miisin6z karsinom
- Invaziv papiller karsinom
- Invaziv mikropapiller karsinom
- Apokrin karsinom
- Sekretuar (juvenil) karsinom
- Adenoid kistik karsinom
- Metaplastik karsinom
- Noroendokrin karsinom

- Inflamatuar karsinom

2.1.2.1. invaziv Meme Kanseri

Lobiillerin ya da kanallarin i¢indeki anormal hiicreler bazal membrani1 asarak
cevre meme dokusunda yayildiginda ortaya ¢ikmaktadir. Bu siire¢ kanserin lenf
diiglimlerine, daha ileri evrelerde ise karaciger, akciger ve kemik gibi alanlara
yayilmasmi olanakli kilmaktadir. invaziv meme kanserleri morfolojik olarak birbirinden
farkli fenotipik 6zellikler gosterebilir. Bunlarin bazilarmin klinik ve prognostik agidan

karakteristik 6zellikleri bulunur.



2.1.2.2. invaziv Olmayan (in situ Karsinom) Meme Kanseri

“In situ”, “dzgiin yerinde” anlamma gelmektedir. Bu tip meme kanserinde
kanser hiicreleri 6zgiin lokasyonlarin kaldigi, ¢evre dokulara ya da daha uzak bdlgelere
metastaz yapmadiklart icin “in situ” ifadesi kullanilmistir. Baglica iki tip in situ
karsinom bulunmaktadir. Anormal hiicreler 16biil icerisinde cogaldiklarinda 16biiler
karsinom in situ olarak isimlendirilmektedir. Buna karsin anormal hiicreler siit
kanallarinin i¢inde ¢ogaldiklarinda duktal in situ karsinom olarak tanimlandirilmaktadir.
In situ karsinom kanserin erken bir dénemi olup yayilmamaktadir, lakin daha tehlikeli

olan invaziv forma doniisebilmektedir.

2.1.3. Meme Kanserinde Prognostik Etmenler

Meme kanseri i¢in bilinen en 6nemli prognostik degiskenler, timor capi,
histolojik tip, histolojik grad ve lenf nodlarinin durumudur. Bunlarla birlikte, steroid
hormon reseptorleri (Gstrojen ve progesteron reseptorii), onkogenler, tiimor baskilayici

genler, anjiogenez ve proteazlar da meme kanseri prognozunda belirleyicidirler (7).

2.1.3.1. Histolojik Derecelendirme

Glinlimiizde artik invaziv karsinomlarin morfolojik tipine bakilmaksizin
derecelenmesi Onerilmektedir ve modife edilmis Bloom-Richardson sistemi en g¢ok
kullanilan dereceleme sistemidir. Bu dereceleme sistemine gore tiimor hiicrelerinin;
cekirdeginin 6zellikleri, olusturduklar: tiibiilar yapilarin oran1 ve mitoz sayis1 ayr1 ayri
hesaplanarak elde edilen toplam skora gore derece (Grad) belirlenmektedir (Tablo 2-2).
10 yillik sagkalim orani; Grad I tiimorler i¢in %85, Grad II tiimorler i¢in %60, Grad II1
tiimorler i¢cin %15°dir (8,9).



Tablo 2-2. Histolojik derecelemede kullamilan modife edilmis Bloom-Richardson

sistemi(10,11)
Skor (puan)

Tubuler tiimor olusumu
Tiimorlerin biiyiik kisminda (>75) 1
Orta derecede (%10-75) 2
Minimal veya hi¢ yok (<10) 3
Nukleus ozellikleri
Kiigiik, uniform (hepsi ayn1 bigimde) hiicreler 1

Orta derecede boyut ve sekil farki, nukleolus varligi 2
Belirgin boyut ve sekil farki, siklikla ¢ok sayida nukleolus 3
Mitoz sayis1 (x25, alan cap1 0.59 mm-10 alan)
0-9 1
10-19 2
>20 3

Toplam skor; 3-5: Grad I, 6-7: Grad I, 8-9: Grad IlI

2.1.4. Meme Kanserinde Giincel TNM Evrelemesi

Kanserin yayilimi ve ciddiyeti hakkinda bilgi edinilmesini saglayan sistemler
timor evreleme sistemleridir. TNM Evreleme Sistemi’nde tiimor siniflandirilmasit i¢in
kullanilan kriterler; tiimor boyutu (tiimor-T), aksiller lenf nodlarmin tutulumu (nodal-N)

ve uzak bolgelere yayilimdir (metastaz-M) (tablo 2-3; tablo 2-4) (12).



Tablo 2-3. Meme kanserinde TNM simiflamasi (12)

Birincil tiimor
TX: Degerlendirilemeyen birincil timor
TO: Birincil tiimdre ait bulgu yok
Tis: In situ karsinom
Tis (DCIS): Duktal karsinoma in situ
Tis (LCIS): Lobuler karsinoma in situ
Tis (Paget): Meme basinin kitlesiz Paget hastaligi
T1: En biiyiik cap1 <2cm tiimor
T1mic: En biiyiik ¢cap1 <0,1 cm mikroinvaziv timor
T1a: Timor ¢ap1 >0,1 cm, ancak <0,5 cm
T1b: Timor ¢ap1 >0,5 cm, ancak <1 cm
T1c: Tiimor ¢ap1 >1 cm, ancak <2 cm
T2: Timor cap1 >2 cm ancak, <5 cm
T3: Timor ¢ap1 >5 cm
T4: Gogilis duvarina veya cilde dogrudan yayilimi olan herhangi biiyiikliikte olan timor
T4a: Pektoral kasa ulagsmamug gégiis duvari yayilimi

T4b: Meme cildinde 6dem (peau d’orange da dahil), iilserasyon, ayn1 memede satellit
deri nodiilleri

T4c: T4a ve T4b birlikte

T4d: Enflamatuar karsinom

Klinik simiflama

NX: Daha dnce ¢ikarildigr i¢in degerlendirilemeyen nodal tutulum
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Hareketli, ayni tarafta (ipsilateral) bolgesel lenf nodu metastazi

N2: Komsu dokulara yapisik ayni tarafta aksiller lenf nodu metastazi veya aksiller metastaz
olmaksizin klinik veya radyolojik olarak goriilebilen aymi tarafta (ipsilateral) IM (internal
mammaryal) nodal metastaz

N2a: Komsu dokulara yapisik, ayni tarafta aksiller lenf nodu metastazi

N2b: Aksiller metastaz olmaksizin klinik veya radyolojik olarak goriilebilen ayni
tarafta IM nodal metastaz

N3: Ayni tarafta infraklavikiiler lenf nodu metastazi veya klinik+radyolojik olarak goriilebilen
ayni tarafta IM lenf nodu metastazit+aksiller lenf nodu metastazi veya supraklavikiiler lenf
nodu metastazi

N3a: Ayni tarafta infraklavikiiler lenf nodu metastazi+aksiller lenf nodu metastazi

N3b: Klinik+radyolojik olarak goriilebilen ayn1 tarafta IM lenf nodu metastazi+aksiller
lenf nodu metastazi

N3c: Supraklavikiiler lenf nodu metastazi




Patolojik simflama
pNX: Degerlendirilemeyen bolgesel lenf nodlar
pNO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
pNO(i-): Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok, immunohistokimyasal (IHK) (-)

pNO(i+): Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok, IHK (+), ancak tiimér infiltrasyon alani
<0,2mm

pNO(mol-): Bolgesel lenf nodu metastazi yok, RT-PCR (-)
pNO(mol+): Bolgesel lenf nodu metastazi yok, RT-PCR (+)

pN1: 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu ve/veya klinik veya radyolojik olarak goriintilenemeyen,
ancak sentinel biyopside saptanan IM lenf nodunda mikrometastaz

pN1mic: Mikrometastaz timor infiltrasyon alani1 >0,2 mm <2,0 mm
pN1a: 1-3 adet aksiller lenf nodu tutulumu

pN1b: Klinik veya radyolojik olarak gorintilenemeyen, ancak sentinel biyopside
saptanan IM lenf nodunda mikrometastaz

pNlc: 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu ve klinik veya radyolojik olarak
goriintiilenemeyen, ancak sentinel biyopside saptanan IM lenf nodunda mikrometastaz

pN2: 4-9 aksiller lenf nodu metastazi veya aksiller tutulum olmaksizin IM lenf nodlarinda
klinik+radyolojik olarak goriintiilenebilen tutulum

pN2a: 4-9 aksiller lenf nodunda metastazi en kii¢iik timdr infiltrasyon alani>2,0 mm

pN2b: Aksiller tutulum olmaksizin IM lenf nodlarmnda klinik + radyolojik
(Ienfosintigrafi dis1) olarak belirgin olan tutulum

pN3: 10 veya daha fazla aksiller lenf nodu metastazi veya infraklavikiiler lenf nodu metastazi
veya klinik + radyolojik (lenfosintigrafi dis1) olarak belirgin IM lenf nodu metastazi + en az 1
aksiller lenf nodu metastazi veya sentinel biyopsi ile tanis1 konan mikroskopik IM lenf nodu
metastazi + 3’ten fazla aksiller lenf nodu metastazi

pN3a: 10 veya daha fazla aksiller lenf nodu metastazi, en kii¢iik tiimor infiltrasyon
alan1 >2 mm veya infraklavikiiler lenf nodu metastaz

pN3b: Klinik + radyolojik (lenfosintigrafi dis1) olarak belirgin IM lenf nodu metastazi
+ en az 1 aksiller lenf nodu metastazi veya sentinel biyopsi ile tanis1 konan mikroskopik IM
lenf nodu metastazi + 3’ten fazla aksiller lenf nodu metastazi

pN3c: Supraklavikiiler lenf nodu metastazi

Uzak metastaz
MX: Degerlendirilemeyen uzak metastaz
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var




Tablo 2-4. Meme kanserinde TNM simflamasina gore evrelerin gruplandirilmasi (2003)

Evre T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre I T1 NO MO
T1mic NO MO
Evre IIA TO N1 MO
Tl N1 MO
T2 NO MO
Evre I1IB T2 N1 MO
T3 NO MO
Evre IITIA TO N2 MO
Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre I1I1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Evre IIIC T1-4 N3 MO
Evre IV T1-4 NO-3 Mil




10

2.1.5. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

2.1.5.1. Cinsiyet

Kadin cinsiyetine sahip olmak meme kanseri gelisiminde temel risk faktoriini
olusturur. Erkek bireylerde de meme kanseri goriiliir fakat bu oran kadinlarda erkeklere
gore yiiz kat daha fazladir. Erkeklerde meme kanseri goriilme siklig1 tim meme kanseri

vakalarinin yiizde 1’inden daha azdir (13).

2.1.5.2. Yas

Yasin ilerlemesiyle birlikte meme kanseri riskinin yiikseldigi ve menapoz
donemine kadar her 10 yilda ikiye katlandigi, daha sonra ise risk insadansindaki artigin
azaldig1 bildirilmistir. Invaziv meme kanserlerinin yaklasik 8’de 1’inin 45 yasinm
altindaki kadnlarda goriildiigii bildirilmistir. Ayrica meme kanseri, akciger kanseri ile

karsilastirildiginda geng yasta goriilme sikligmin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (14).

2.1.5.3. Cografik Varyasyon

Meme kanserinden 6liimlerin Japonya hari¢ sanayilesmis iilkelerde yogunlastigi,
ozellikle Bat1 ve Kuzey Avrupa ile ABD’de oranm arttig1 goriilmektedir. Bununla
birlikte, Japonya’dan Havai’ye goceden gocmenlerle ile igili yapilan bir ¢aligmada,
goemenlerin meme kanseri oraninin bir veya iki generasyon sonra gocettikleri yerlerin
oranmna yaklastigi goriilmiistiir. Bu da cevresel faktorlerin genetik faktorlere gore

olduk¢a 6nemli oldugunu diistindiirmektedir (14).

2.1.5.4. Menars ve Menapoz Yasi

Erken menstruasyona baglayan veya ge¢ menapoza giren kadinlarda yiiksek bir
meme kanseri riski goriildiigii rapor edilmektedir. 55 yasindan sonra dogal bir menapoz
geciren kadinlarin, 45 yasindan 6nce menapoz geciren kadinlara gore neredeyse iki kat
meme kanseri gelisim riski tasidigi bildirilmistir. Bu yiiksek riskin yasam siirelerinde
daha uzun siire Ostrojen ve progesteron hormanlarna maruz kalmadan dolay1

olabilecegi bildirilmistir (15-19).
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2.1.5.5. ik Gebelik Yasi

Ilk dogumun ge¢ yasta gerceklesmesi ve hi¢ ¢ocuk sahibi olamamanin yasam
stiresindeki meme kanseri insidansini arttirdig: belirtilmistir (18, 20, 21). 30 yasindan
sonra ilk cocuga sahip olanlarda meme kanseri riskinin, 20 yasindan 6nce ilk ¢ocuga
sahip olanlara gore iki kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Ayrica,erken yasta ikinci

cocuga sahip olmanimn meme kanseri riskini daha da azalttig1 bildirilmektedir (22).

2.1.5.6. Aile Hikayesi

Yapilan caligmalarda, bat1 iilkelerinde meme kanserlerinin % 10’undan
fazlasinin genetik yatkinlikla iliskili oldugu belirtilmektedir. Meme kanseri gelisiminde
genellikle smirli penetransla otozomal dominant olarak kalitimin s6z konusu oldugu,
yani her iki cinsiyetle hatta bazi ailelerin kendilerinde kanser gelisimi olmadan da
anormal geni aktarabilecegi bilinmektedir. Ancak meme kanseri gelisimi ile ilgili
olabilecek genlerin sayis1 su anda tam olarak bilinmemektedir. Yiiksek riskli ailelerin
(yani yakim akrabalarinda dort veya daha fazla meme kanseri bulunmasi) ¢ogunda,
sirasiyla 17 ve 13 nolu kromozomlarin uzun kollarina yerlesmis olan BRCA1 ve
BRCA2 genlerindeki bozukluklar siklikla  rapor edilmis ve {lizerinde Onemle
durulmustur. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin, biiyiik genler oldugu ve mutasyonlarin
hemen her pozisyonda olusabildigi bilinmektedir (23, 24). Bunun yaninda, p53
genindeki mutasyona bagli olarak gelisen Li-Fraumeni sendromlu hastalarda da yiiksek
oranlarda meme kanseri gelisme riski bulundugu bildirilmistir (1). Bir kadmin birinci
dereceden akrabasi (anne, kizkardesi veya kizi) 50 yasindan Once hastalik gelisimi
gostermisse, o kadinin meme kanseri riskinin iki veya daha fazla kat yiikseldigi, eger
daha erken yasta hastalik gelisimi gostermigsse o zaman riskin daha da artabilecegi

bildirilmistir (14).

2.1.5.7. Onceki Benign Meme Lezyonlar

Siddetli atipik epitelyal hiperplazili kadmnlarin, memelerinde herhangi bir
proliferatif degisiklik olmayan kadinlara gore, dort ile bes kat kadar daha yiiksek oranda
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meme kanseri gelisim riski tasidiklar1 belirtilmistir, ayrica ailesinde meme kanseri

hikayesi varsa bu riskin daha da artabilecegi belirtilmistir (14).

2.1.5.8. Radyasyon

Meme dokusunun radyasyona maruz kalmasmin da kanser riskini arttirdigi
epidemiyolojik caligmalar ile gosterilmistir. Atom bombasi sonrasi sag kalanlarda
meme kanserinin fazla goriilmesi, tiiberkiiloz nedeniyle sik sik floroskopik muayeneye
girenlerde, postpartum mastit (dogum sonrasi meme iltthab1 olusumu) nedeniyle
isilananlarda veya Hodgkin hastaligi veya timus biiyiimesi nedeni ile mediastinal
radyoterapi alanlarda meme kanseri sikliginin normal topluma gore ¢ok artmis olmasi
bu goriisii kuvvetlendirmektedir (25). Radyasyonun neden oldugu kanser iki etmene
bagl olarak gelisir. Bunlardan biri radyasyonun dozu, digeri ise yastir. 30 yasin altinda
olanlarda ve yliksek doz radyasyona maruz kalanlarda risk artar. Bunun nedeni tam
gelismemis meme epitelinin radyasyona daha duyarli olmasidir (26). Iyonize
radyasyonun bayan ugus gorevlileri, hemsireler, kimyacilar ve yalitim is¢ilerinde meme

kanseri riskini arttirdig1 bildirilmistir (27-29).

2.1.5.9. Diyet

Giinliik yag alimi ile meme kanserisi insidans1 arasinda bir baglant1 olabilecegi
diisiiniilse bile, bu baglant1 tutarli gézilkmemektedir. Bununla birlikte insan diyetinde
cesitli dogal karsinojenlerin oksijen radikali olusturarak DNA hasarma neden
olabilecegi bilinmektedir (30). Antioksidanlarin kaynagi olan meyve ve sebzelerin
tiketiminin meme kanseri riskini azalttigi gosterilmistir (31, 32). Yapilan bazi

calismalarda et tiiketimiyle, meme kanseri riski artis1 iligskilendirilmistir (33).

2.1.5.10. Kilo

Menapoz sonras1 donemdeki kadinlarda obezitenin meme kanseri riskini iki kat
arttirdigl, menapoz Oncesi donemdeki kadinlar arasinda ise bu insidansin azaldigi

bildirilmistir (34).
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2.1.5.11. Alkol Kullanimi

Meme kanseri insidansi ile alkol tiiketimi arasindaki baglantinin tam tutarh
olmadigt ve bu baglantinin alkolden baska diger diyet faktorlerinden de
kaynaklanabilecegi one stiriilmektedir (14). Bununla birlikte, baz1 ¢aligmalar alkol
tilketimiyle meme kanseri insidansi arasinda bir baglant1 olabilecegi 6ne siirmektedir,
yapilan bir ¢alismada yiiksek oranda alkol kullanan kadinlarla alkol alimmin meme
kanseri riskini %15 arttirabilecegi bildirilmistir (35). Yapilan diger bir ¢alismada, giinde
1-5 bardak alkol tiiketiminin meme kanseri riskinin artmasiyla dogrusal bir iliski
oldugunu géstermislerdir (36). Ozellikle erken yaslarda alkol tiiketiminin zararh oldugu

disiiniilmektedir (35).

2.1.5.12. Sigara

Yapilan calismalarda meme kanseri riski ile sigara yada tiitiin iriinleri
tilkketmenin arasinda herhangi anlamli bir iliski bulunamamistir (37,38). Fakat erken
yasta sigaraya baslamanin, tiiketim miktarmin fazla olmasi ve pasif i¢ici olmak gibi

biiytlik faktorlerin istatistiksel olarak belirgin etkileri oldugu goriilmiistiir (38,39).

2.1.6. Meme Kanseri Molekiiler Biyolojisi ve Genetigi

Meme kanserinin gelisimi ile igili olarak yapilan ¢aligmalar biiylik bir artis
gostermesine karsin heniiz molekiiler mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir.
Cevresel karsinojenlere maruz kalma sonrasinda kazanilan mutasyonlarm yaninda,
germline mutasyonlarla kalitilan genetik degisiklikler sonucu tiimor supresor genlerinin
inaktivasyonu ve protoonkogenlerin aktivasyonu ile apoptoz mekanizmasinin bozulmasi
ve/veya kontrolsiiz hiicre proliferasyonunun sonucunda meme kanseri gelisiminin
basladig1 one stiriilmektedir (40, 41). Bununla birlikte, cesitli biliylime faktorleri ve
bunlarin iligkili reseptorlerinde olusabilecek bozukluklarin da kontrolsiiz hiicre
cogalmasmna neden olarak, insan meme kanserinde oldukca Onemli rol oynadigi

bilinmektedir (40,41).
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Meme kanseri olusumuyla ilgili genetik degisiklikler arasinda bazi genlerin
cogalmasi, delesyonlar, nokta mutasyonlari, kromozomlarin yeniden diizenlenmeleri ve
andploidi yer almaktadir. Bunlarin yaninda, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik
olmadan gen ifadesinde meydana gelen ve epigenetik olarak adlandirlan kalitsal
degisikliklerdir de mevcuttur (42). Meme kanserinde en sik goriilen epigenetik
degisiklikler histon modifikasyonlar1 ve DNA’nin metillenmesidir. Epigenetik
degisiklikler onkogenleri veya tiimor baskilayici genleri etkileyip, tiimdr olusumuna

neden olabilmektedir.

2.1.6.1.Meme Kanseri ve Onkogenler

Proto-onkogenler, hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi gibi hiicresel olaylar
diizenleme islevi olan genlerdir. Onkogenler, proto-onkogenlerin etkinlesmesi sonucu
ortaya ¢ikar ve normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimiinii kolaylastirir (43).

Meme kanserinde genelde cerbB-2 (HER2/neu), c-myc, c-fos ve c-jun gibi
onkogenlerin etkinlestigi goriilmektedir.

HER2 (c-erbB2, HER2/Neu, ERBB2), kromozom 17q21-22’de yerlesik bir
proto-onkogendir. EGFR ailesinin bir {iyesi olan HER2, biiylime i¢in tirozin kinaz
etkinligi ile sinyal iletisini saglayan, 185 kDa’luk bir protein kodlar (44). HER2, birincil
meme kanserlerinin yaklasik %30’unda ¢ogalma gdsterir (45,46). ERBB2’nin asir1 ifade
edilmesi, tiim meme kanserlerinin yaklasik olarak %18-20’sinde, DCIS lezyonlarmin
ise yaklasik %32-55’inde goriiliir ve hiicre ¢ogalmasma neden olur (47). HER-2 gen
amplifikasyonunun goriildiigi meme tiimorlii hastalarin daha kotii prognoz ve daha kisa
stirviye sahip olduklar1 gosterilmistir (48).

Meme kanserinde; c-myc, c-fos ve c-jun gibi protoonkogenlerin Ostrojen ve
progesteron uyarisi ile etkinlestikleri gosterilmistir (49). Bu onkogenlerin uyarilmasi ile
kanser hiicrelerinin cogalmasi arasinda bir baglanti oldugu diisiiniilmektedir.

C-myc geni 8.kromozomun uzun kolunun 24. bdlgesinde yerlesmis bir gendir. c-
myc proteini hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilasmasi1 ve apoptoz ile iligskili genlerin
yazilimlarin1 diizenleyen bir fosfoproteindir. c-myc geninin asir1 ifade edilmesi veya
gen yapisindaki degisikliklerin meme kanseri ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (43,

50).
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2.1.6.2. Meme Kanseri ve Tiimor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayict genler hiicre biiylimesini diizenleyerek, tiimor gelisimini
engelleyen genlerdir. Tiimor baskilayici genler tarafindan kodlanan proteinlerdeki islev
kaybi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine, anormal hiicre biiyiimesine ve hatali apoptoza
neden olmaktadir (51).

Meme kanserinde etkili olan baslica tiimor baskilayici genlerin p53, ATM,
BRCA1, BRCA2, PTEN ve retinoblastoma oldugu gosterilmistir. p53 genindeki
mutasyonlarin tiim insan kanserlerinin yarisindan fazla ve meme kanserlerinin yaklasik
%20-30’unda goriildiigi bildirilmistir (43, 52).

BRCA1, BRCA2, ATM ve p53 tiimor baskilayict genlerinin, tahmini olarak
erken ortaya c¢ikan meme kanserlerinin ailesel grupta olanlarinin yaklasik %50’sinde
onem tasidiklar1 bildirilmistir (53, 54). BRCA1 ve BRCA2 proteinleri genomik
stabilitenin  saglanmasmma, DNA hasarinda hiicresel cevaba, transkripsiyonel
diizenlemeye ve hiicresel proliferasyona dahil olurlar (23). BRCA1 kromozom 17
iizerinde bulunur ve otozomal dominant gecis gosterir, kalitsal kadin meme
kanserlerinin biiylik cogunlugundan (%42) sorumlu oldugu goriiliir (24). Kalitsal
kanserlerde BRCA2 genini tasiyan 13q bdlgesinin olmamasi, muhtemelen, genetik
degisiklikleri baslatmasiyla iliskili bir durum olarak isaret edilmektedir (55). BRCA2
genindeki mutasyonlar, kalitsal meme kanserli kadin vakalarin %32 sinde ve erkek
meme kanserli vakalarin ¢ogunda gosterilmistir (24). BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu
tastyan kadinlarin oldugu ailelerde, bu mutasyonlarin yaninda kadmlar 70 yasma
gelmisse, riskin %80’ler1 asmasi s6z konusudur. Ailesel vakalara karsm, distk
penetransli genlerin, meme kanserinin sporadik vakalarina katkida bulundugu ve
digerlerine oranla daha gec yasta teshis edildigi gosterilmistir (56).

ATM geni, 11.kromozomun uzun kolunun 22. ve 23. bdlgelerinde yerlesik olan
bir tiimor baskilayic1 gendir. Meme kanserinde ATM geninde ¢ok ¢esitli mutasyonlar
gozlenmektedir. Meme kanserlerinin %2-7’sinde ATM geninde degisiklik oldugu
goriilmiistiir (57).
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2.2. ABC (ATP-Binding Cassette, ATP-Bagh Kaset) TRANSPORTER GEN
AILESI

ABC transporter ailesi, aralarinda lipid, sterol, metabolik iirlinler ve ilaglarin da
bulundugu ¢esitli molekiillerin  hiicre membranindan tasgmmasmi saglayan
transmembran proteinlerin en yaygin olanidir ve bu transporterlar, gerekli olan enerjiyi
ATP hidrolizinden saglayarak bu molekiillerin konsantrasyon gradyentine karsi hiicre
membranindan tasinmasmi saglarlar (58-60). ABC transporterlar, besin ve diger
molekiillerin hiicre i¢ine almmasinda ve toksin, lipid ve ilaglarin hiicre disina
tasinmasinda fonksiyon gosterirler. Bu transporterlar, yasayan tiim canlilarin
genomlarinda bulunurlar, hem prokaryot hem de Okaryotlarda eksporter olarak iglev

goriirlerken, sadece prokaryotlarda importer olarak iglev goriirler (61, 62).

ABC transporterlarindaki mutasyonlarin kistik fibrozis, hiperkolesterolomi,
diabet ve kanserin ¢oklu ila¢ rezistansi gibi klinik problemlerle iliskileri dikkati

cekmistir (63).

Insan genomunda 49 gen tarafindan kodlanan bu protein ailesi, sekans
benzerliklerine gore ABCA (12 tiye), ABCB (11 iiye), ABCC (13 iiye), ABCD (4 iiye),
ABCE (1 iiye) ABCF (3 iiye), ABCG (5 tiye) olarak 7 alt aileye ayrilmistir. Bu ayrim
yapilirken gen yapilari, domen yapilar1 ve domenlerinin dizi homolojileri dikkate
almmistir ve  bunlarin igerisinde 14 tanesinin de ila¢ taginmasinda gorevli oldugu
bilinmektedir. TiimoOr hiicrelerinde kanser ilaglarma karsi olusan direngten sorumlu
olduklar1 belirtilen bu proteinler sadece tiimor hiicrelerinden degil; karaciger, bobrek,
testis, bagirsak, ovaryum ve akciger basta olmak iizere cesitli dokulardaki hiicrelerden
de eksprese edilirler. Ayrica kan beyin bariyerinden (beyin damar endotellerinin luminal
yilizeyinden), kan-testis bariyerinden (endotellerin luminal yiiziinde) ve plasentadan da
(sinsitiotrofoblast hiicrelerinden) eksprese edilen bu tasiyic1 efluks proteinleri
ksenobiyotiklerin, basta fotus olmak iizere canli i¢in 6nem tasiyan dokulara girisini

engelleyerek dnemli bir savunma mekanizmasiin fonksiyonel birimlerini olustururlar.

ABC proteinlerinin membrana baglandigr bolge “transmembran bolgesi’;
sitoplazmik ATP’nin hidrolize oldugu bolgeler ise “ATP-baglanma bdlgeleri” diye
adlandirilir (59,61,64-69). Bu proteinler, Tam transporter (Full Transporter) ve Yari
transporter (Half Transporter) seklinde bulunurlar. Tam transporter proteinleri, iki adet

niikleotid baglayic1 domen (NBD) ve iki adet transmembran domenden (TMD) olusur.
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Transmembran domen, fosfolipid tabakasimi alti kez gecen heliks yapisindaki
kivrimlardan ibarettir. Yar1 transporterlar ise, bir adet niikleotid baglayici domen ve

yine bir adet transmembran domenden olusurlar (Sekil 2.1).

Her niikleotid baglayici bolge yaklasik olarak 125 aminoasit igeren Walker A ve
Walker B adi verilen bolgeler icerirler. Walker A ve Walker B bdlgeleri arasinda “ABC
Imzas1 veya C Motif” ad1 verilen korunmus ii¢ dizi bulunmaktadir, biitin ABC
transporterlarint digerlerinden ayiwran kistm C motifidir ve ortak amino asit dizisi

‘LeuSerGlyGlyGln’ dir (61,64,69,70).
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Sekil 2-1. insan ABC transporter proteinlerinin yapist A, ABCB Modeli Tam Transporter,
B. ABCG Modeli Yar1 Transporter(71).

Su ana kadar insan genomunda yaklasik 49 tane ABC transporter geni
tanimlanmistir. Bu genler, yapilarindaki benzerlik (tam transporter’ a karsi yarim
transporter), bolgelerin diizeni ve NBD, TMD boélgelerindeki dizi homolojisi esas olmak

iizere alt ailelere ayrilmaktadir. Memelilerde yedi tane farkli ABC gen alt ailesi vardir
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ve bu grubun bes tanesi Saccharomyces cerevisiae genomunda da bulunmustur (72). Bu
aileler ABCA-ABCG olarak adlandirilmistir. Bu genlerde meydana gelen bozukluklar
cesitli genetik hastaliklara neden olmaktadir (61,73-76) (Tablo 2.5). Tim ABC
tastyicilart icerisinde en fazla calisilan P-glikoproteindir (PGP, ABCB1/MDR1), pek
cok tedavi ilacinin P-glikoprotein substrati olmasi ve bazi hiicrelerde P-glikoprotein
ifadesini etkileyen mutasyonlarin goriilmesi bu ¢alismalara agirlik verilmesinin baslica

nedenlerindendir (77, 78).
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Tablo 2-5.Bilinen Bazi insan ABC transporterlari, fonsiyonlar1 ve iliskili olabilecek

hastahklar (74)
TRANSPORTER FONKSIYON HASTALIK
(Bilinenler) (Bilinenler)

ABCA1 Kolesterol ve fosfolipid transportu Tangier hastalig
Ailevi hipoalfalipoproteinemia

ABCA2 Ilag resistansi Bilinmiyor

ABCA4 Cubuk fotoreseptor retinoid transportu Stargardt/fundus flavimaculatis
Retinitis pigmentosa,
Koni-gubuk distrofisi
Yas bagimli makiiler
dejenerasyon

ABCBI1 Ilag resistansi Bilinmiyor

ABCB2 Peptid transportu Immiin eksikligi

ABCB3 Peptid transportu Immiin eksikligi

ABCB4 Safra-asit transportu, kolestasis ilerleyen ailevi intrahepatik

ABCB6 Demir transportu Bilinmiyor

ABCB7 Demir transportu X’e bagli sideroblastosis ve

anemi

ABCBI1 Safra-asit transportu,kolestasis Ilerleyen ailevi intrahepatik

ABCC1 Ilag resistansi Bilinmiyor

ABCC2 Safra-asit transportu Dubin-Johnson sendromu

ABCC4 Nukleosid transportu

ABCCo6 Ca2+ transportu Pseudoxanthoma elastikum

ABCC7 Klorid iyon kanali Kistik fibroz

ABCCS Siilfoniliirea reseptorii Bilinmiyor

ABCDI Cok uzun yag asidi zincir transportu Adrenoleukodystrophy

ABCEIl Oligoadenilat baglayici protein Bilinmiyor

ABCG1 Kolesterol transportu Bilinmiyor

ABCG2 Ilag resistansi Bilinmiyor

ABCGS5 Sterol transportu Sitosterolemia

ABCGS Sterol transportu Sitosterolemia
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2.3. ABCG TRANSPORTER GEN AILESI

ABCG altgrup proteinleri, yar1 transporter proteinlerden olup, sitozolik N-
terminal NBD ve C-terminal TMD igerirler (Sekil 2-2). Insanlardaki ABCG iiyeleri 5
adettrir: ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCGS5 ve ABCGS8. Bu transporterlar, homodimer
ve heterodimer halinde bulunurlar. ABCG1, ABCG2 ve ABCG4 plazma membraninda
homodimer olarak bulunurken, ABCG5 ve ABCGS8 plazma membraninda heterodimer
halinde bulunurlar. Bununla beraber yapilan c¢aligmalar, ABCGS5 ve ABCGS8’in
endoplazmik retikulumda da homodimer olarak bulundugunu gostermistir (58, 70,79-
83).

Hiicre ici

HaN

Sekil 2-2. ABCG yari-transporter proteinlerinin membran topolojisi (80)

ABCG]1, hiicrelerden kolesterol, sfingomiyelin ve fosfotidilkolinin disar1 akigini
saglarlar. ABCG4, nuklear reseptorler olan karaciger X reseptor (liver x receptor-LXR )
ve retinoid X reseptdr (retinoid X receptor-RXR) tarafindan uyarilir ve ABCG1 gibi

HDL i¢inde kolesteroliin taginimini saglar.
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ABCG8 ve ABCGS genleri kromozom 2p21°de lokalize olmuslardir ve 13.
ekzonda bulunurlar. Bu genler, kolesteroliin karacigerden atilimini diizenlerler.
Karaciger ve ince bagirsagin apikal membranindan eksprese edilirler ve bu genlerdeki
mutasyonlar, plazmada bitkisel kolesterollerin birikimi ile karakterize edilen ve
otozomal resesif bir bozukluk olan sitosterolemia (plazma ve dokularda artmis sterol ile
karakterize edilen otosomal bir lipid bozuklugu, hiperkolesterolemi, beta-sitosterolemia)
(84), lipid ve kolesterol metabolizmast bozukluklar1 ve prematiire koroner kalp

hastaliklarina neden olur.

Tablo 2-6.insan ABCG transporter ailesi (62,74)

GEN LOKASYON FONKSIYON
(Bilinenler)
ABCG1 21g22.3 Kolesterol transport
ABCG2 4q22 Toksin akigi, ilag direnci
ABCG4 11q23
ABCGS 2p21 Sterol transport
ABCGS8 2p21 Sterol transport

2.4.ABCG2 (BCRP, BREAST CANCER RESISTANCE PROTEIN, MEME
KANSERI DIRENC PROTEINI) GENi

Meme Kanseri Direng Proteini (Breast Cancer Resistance Protein, BCRP) olarak
ta bilininen ABCG2, bir ATP baglanma domeni ve bir transmembran domenden olusan
ATP transporteridir. BCRP ilk defa Doyle ve arkadaglar1 (1998) tarafindan dexorubicin-
resistant MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda klonlanip kesfedilince meme kanseri
diren¢ proteini olarak isimlendirilmistir (85,86). Daha sonra yapisal ve dizi homoloji
analizlerine gore ABCG ailesine ait oldugu belirtilmis ve ABCG2 olarak
adlandirilmistir.

Enerji bagimli bir akis pompasi ve transporter olarak, toksik bilesikler ve
antikanser ilaglarn da oldugu, genis araliktaki yapisal olarak birbirinden farkl

substratlarin intraseliiler kompartmandan, ekstraseliiler kompartmana transportunu
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gerceklestirir. Bundan dolayr ABCG2, ksenobiyotikler ve onlarin metabolitlerinden
koruyucu rol oynar ve antikanser ilaglarm intraseliiler konsantrasyonunu etkiler (87,88).

ABCG2 geninin yiiksek oranda korunmus oldugu kuslar, siirlingenler ve
baliklarm da dahil oldugu simdiye kadar dizilenmis tiim omurgalilarda goriilmiistiir
(89). Insan ABCG2 geni kromozom 4 {izerinde 4q21-4q22 lokasyonda, 16 ekzon ve 15
introndan olusan 66 kblik bir gendir. Ekzon biiytlikliikleri 60bp ile 532 bp arasinda
degisiklik gostermektedir. ABCG2 proteini, 72 kDa’luk bir protein olup, 665 amino
asitten olusmaktadir (85,86,90) (Sekil 2-3).

Promoter Exon 1 2 345 6 7 89 10 111213 1415 16
BCRP Gene i .'.'.'.l' | =1 ;.'..'.l;_. M
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Sekil 2-3.Insan BCRP geni genomik organizsayon ve BCRP proteini primer yapisinin
diagram (91)

ABCQG?2 proteini, diger ABCG ailesi tiyeleri gibi yarim bir transporterder, ancak
heterodimerize olarak fonksiyon goren ABCGS5 ve ABCGS8’den farkli olarak
homodimerize veya oligomerize olarak fonksiyon gosterdigine inanilmaktadir (92-95).

Normal dokulardaki ABCG2 ekspresyonu arastirildiginda, en yiiksek oranda
plasentada, daha diisiik olarak beyin, kolon ve ince bagirsak epitelinde, karaciger
kanalikor membraninda, memenin kanal ve lobiillerinde ve normal dokularin ven ile
kapiler endotelinde oldugu ortaya cikarilmistir (86-88, 96). Ayrica kalp, akciger, iskelet

kasi, bobrek, dalak ve timusta ekspresyon goriilmemistir (97). Bununla birlikte yapilan
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diger bir ¢alismada northern blot analizine gore, sentral sinir sistemi, karaciger, adrenal
bez, plesenta, prostat, testisler ve uterusta de yiiksek oranda ABCG2 seviyelerine
rastlanmig, daha diisiik oranda mide, akciger, bobrek ve pankreasta tespit edilmistir
(98).

Plesentadaki tahmini koruyucu roliine zit olarak bazi ¢aligmalarda ABCG2’nin
siit bezlerinde toksinlerin siitteki konsantrasyonunu arttirdigi ortaya c¢ikarimistir.
Fareler, inekler ve insanlarda laktastondaki siit bezlerinde ABCG2 anlatimmin arttigi
gosterilmistir. ABCG2-eksik farelerde, normal olanlara oranla siitlerindeki ABCG2
substratlarindan topotecan ve 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine
(PhIP) seviyesinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (99).

ABCG2, mitoxantrone (MXR), SN-38, topotecan, ile gibi antikanser ilaglara
direng tavr1 gosterir (94,100-103). Bununla birlikte ABCG2’nin kesfinden sonra

substratlar1 ve inhibitdrlerinin listesi siirekli genislemektedir (Tablo 2-7).

Tablo 2-7. ABCG2 substrat ve inhibitorleri (104)

Substratlar

9-aminocamptothecin, abacavir, bisantrene, BNP1350, chlorin E6, CI1033, ciprofloxacin,
cladribine, daunorubicin, diflomotecan (BN-80915), dipyridamole, doxorubicin, DX-8951f,
edevarone (metabolites), epirubicin, erlotinib, etoposide, flavopiridol, gefitinib, gimatecan,
glyburide, GW1843, heterocyclic amines, homocamptothecin, imatinib, J-107088, JNJ-
7706621, leflunomide, methotrexate, mitoxantrone, NB-506, nelfinavir, nitrofurantoin,
norfloxacin, ofloxacin, olmesartan, pheophorbide A, pitavastatin, posuvastatin, protoporphyrin
IX, pyropheophorbide A, SN-38 (irinotecan metabolite), sulfasalazine, teniposide, tomudex,

topotecan, triglutamate, UCN-01, zidovudine

inhibitorler

17-B-estradiol, 6-prenlychrysin, abacavir, acacetin, amprenavir, atazanavir, biricodar (VX-710),
chrysin, CI1033, curcumin, cyclosporin A, delavirdine, diethylstilbestrol, dihydropyridines,
dipyridamole, efavirenz, elacridar (GF120918), estrone, fumitremorgin C (FTC), gefitinib,
genistein, ginsenosides, imatinib, Kol43 (FTC analog), lopinavir, naringenin, nelfinavir,
nicardapine, nimodipine, nitrendipine, novobiocin, ortataxel, pantoprazole, quercetin, reserpine,
ritonavir, rosuvastatin, saquinavir, silymarin, sirolimus (rapamycin), tacrolimus, tamoxifen,

tariquidar (XR9576), techochrysin, tryprostatin A, WK-X-34
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ABCQG?2 ekspresyonunun kanser hiicrelerinde ilag direng fenotipi gostermesinden
sonra, ilgili ¢alismalar kanserde ABCG2 nin ilag direncindeki roliiniin belirlenmesine
yonelik olarak yogunlasmistir. Ilk yapilan ¢alismalardan birinde, ABCG2’nin I6semide
ilag direnci ile ilgili rol oynadigini sunulmustur (105). Meme kanseri ¢alismalarinda
hastalikta ABCG2 ekspresyonunun genelde diisiik oldugu rapor edilmistir (88).
Kanserde ilag direnci ile ilgili olarak ABCG2’nin roliiniin dogru bir sekilde belirlenmesi
icin daha genis ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Kanser hiicreleri ile yapilan bir
calismada, ABCG2’nin kanser hiicrelerinin proliferasyonunda rolii olabilecegi
belirtilmistir. Calismada, gen spesifik SIRNA veya kimyasal inhibitorlerle ABCG2’si
baskilanan hiicrelerin hiicre proliferasyonunun azaldigi ve hiicre siklusu gelisimin

GO0/G1 fazinda bir tutulmaya sebep oldugu bildirilmistir (106).

2.4.1. ABCG2 Gen Polimorfizmleri

ABCG?2 geninde dogal olarak olusmus seksenin lizerinde dizi varyasyonu rapor
edilmistir (107). Cesitli etnik gruplarda dogal olarak olusan ABCG2 tek niikleotid
polimorfizmleri tanimlanmistir. Bunlardan en ¢ok c¢alisilanlart G34A (Vall2Met,

V12M), C421A (GIn141Lys, Q141K) veC376T (Gly126stop, Q126stop)’dir (Sekil 2.4).

Bir ¢ok etnik populasyonda yiiksek oranda goriilen ABCG2 G34A ve C421A
polimorfizmlerinin ABCG2 proteininin ekspresyonu ve aktivitesi ile alakali oldugu

gosterilmistir.

Bunlardan 421 C>A SNP’si genis oranda calisgilmistir. C421A SNPsi
fonksiyonel olarak onemli olan ATP baglanma bolgesinde Walker A ve B motifleri
arasinda olusur ve nétral glutamin kalmtisinin pozitif yiikli lizin kalitisina doniigiimii
(Q141K) ile sonuglanir. Q141K mutant A alleli azalmis plazma membran ABCG2
ekspresyonu, azalmis ilag transportu veya indirgenmis ATPaz aktivitesi ile
baglantilandirilmistir (87,108-110). Ayrica, C421A allel siklig1 c¢esitli toplumlar
arasinda biiylik bir degisiklik gosterdigi icin 6nemli bir polimorfik variant olarak

gosterilmektedir (111). Cesitli calismalarda bu polimorfizmin topotecan, diflomotecan
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ve 9-aminocamptothecin gibi kemoterapik ajanlarin farmakokinetigini degistirdigi
gozlenmistir (112-113). G34A SNP’si N-terminal domen iizerinde bulunur ve valin
kalintisinin metyionin kalintisina doniistimii ile sonuglanir.Yapilan bir calismada domuz
bobrek epitelyal hiicre hattinda (LLC-PK1) G34A mutant varyantinin dogal tip varyanta
gore, intraselluler ila¢ birikimini arttrma yoluyla bu hiicrelerde ila¢ direncini

azaltmakta oldugu rapor edilmistir (87).

ouT ﬂ

MEMBRANE

@ mutant
© SsNP
O splicing variant

Walker A: 80-89 (GPTGGGKSS)
ocoocoanan

Walker B: 204-210 (PSILFLD)
BHOOO0

Sekil 2-4. BCRP proteinin sematik yapisi, SNP, splicing varyantlar ve aminoasit
degisikliklerinin pozisyonlar: (115).

Calismamizda, Tiirk toplumundaki meme kanserli vakalarda ve saglikh
kontrollerde, BCRP protein seviyesinin ve bu gende yer alan kritik gen
polimorfizmlerinden G34A (Vall2Met, rs2231137) ve C421A (GInl41Lys, rs2231142)

polimorfizmleri incelenerek, genotip ve allel frekanslarmin saptanmasi1 amaglanmugtir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Calismada meme kanserli ve saglikli kontrol grubu olmak tizere iki farkli grup
kullanilmistir. Meme kanserli bireyler, Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Cerrahi
Klinigi tarafindan takip edilen kadin hastalardan seg¢ilmistir. Hastalarin klinik
parametrelerine gore degerlendirilmeleri, kan 6rneklerinin saglandigi klinik tarafindan
yapilmistir. Buna gore, mamografi, ultrasonografi ve patolojik testlerle meme kanseri
teshisi konulan 128 kadin hasta ¢alisma grubuna alinmistir. Kontrol grubu ise, herhangi
bir patolojik bulgusu, malign ya da selim tiimorii ve tercihen ailesinde tiimor hikayesi
olmayan 106 saglikli kadmn bireyden olusturulmustur.

ABCG2 gen polimorfizmi i¢in, calisma ve kontrol grubundaki bireylerden
calisma etigi goz Oniinde tutularak alinan kan Ornekleri steril tiiplere aktarilmustir.
Serumlar o giin i¢erisinde ayrilmis ve serum konulan tiipler -80 C lik derin dondurucuda
calisma yapilincaya kadar saklanmistir. DNA’lar, en gec bir giin igerisinde ¢alisilmak

suretiyle elde edilmis ve oda 1sisinda saklanmastir.

3.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Agaroz (Invitrogen, 16500100), Asetik asit (MECK K-04134156), Borik asi
(Sigma B-6768), Bromfenol blue (Sigma B-6896), EDTA (Merck K-90602121),
Etanol (%99 Merck), Etidyum Bromid (Sigma E-8751), Hidroklorik asit (% 37 Merck
K-13190114), Izopropanol, Primerler (Invitrogen), Sodyum dodesil (lauryl) siilfat
(Sigma L-5750), Sodyum hidroksit (Merck C754962), Sodyum kloriir (Carlo Erba
368257), Trizma baz (Sigma T-1503), dNTP seti (Intronbio), Taq polimeraz (Intronbio),

DNA marker (Intronbio), restriksiyon enzimleri (Fermentas).
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3.3. KULLANILAN GERECLER

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (E-C apparatus Corporation, E-C4000P), Hassas
terazi (Mettler), Gorilintiilleme sistemi (EL LOGIC 100, Kodak), Mikrodalga firin
(Philco), Mikrosantrifiij (TDX), PZR aleti (Longgene Scientific), pH metre (Hanna),
Pipet takimi (Eppendorf), Falkon santrifiij (Hereaus), Su banyosu (Elektromag),
Vorteks (Nuve mix), Elektroforez Sistemi (LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB
2012 maxiphor electrophoresis), Derin dondurucu (-80°C) (Regal), Buzdolabi
(+4°C)(Argelik), Santrifiij (Niive Mf 048), Elisa plate okuyucu, Nanodrop.

3.4. COZELTILER

3.4.1. AGAROZ ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN COZELTILER

3.4.1.1. 0,5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8.0)

186,1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher i¢ine alind1 ve 800
ml distile su eklendi.Manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH’s1 NaOH
cozeltisi ile 8.0’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.2. 1 M Tris Tamponu ( Stok)

121,1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 pl hidroklorik asit
(HC1 ) ile yaklasik 800 mililitre distile su eklenerek manyetik karistirict yardimiyla
¢Oziindiiriildii. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.3. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5X)
20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 M ,etilendiamintetraasetat, 1
mililitre 1M Tris (pH 8.0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol

tartilarak steril distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1sisinda saklanda.
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3.4.1.4. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamland:.

3.4.1.5. Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)
Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak %40 siikroz + %0,25 bromfenol

mavisi karigimi kullanild.

3.4.1.6. 5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher i¢ine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1sisinda saklandi.

3.5. KULLANILAN YONTEMLER
3.5.1. Periferik Kandan Serum Ayrilmasi

Serum ayirmak i¢in 10 ml periferik kan 6rnegi alinarak oda sicakliginda 15-20
dakika kadar bekletilmistir. Daha sonra 5000 g’de 5 dk santrifligasyona tabi tutularak,
santrifiigasyon isleminden sonra tiipteki serum steril bir enjektor ile alinarak 1,5 ml’lik
steril polipropilen eppendorf tiiplerine konulmus ve serum konulan tiipler -80 C lik

dolapta ¢aligma yapilincaya kadar saklanmistir.

3.5.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in alinan kan 6rnegi ticari kitteki prosediire gore isleme tabi

tutularak DNA izole edilmistir (Invitrogen, K182001).

3.5.2.1. DNA izolasyonunda Kullamlan Kit icerigi ve Hazirhk Asamas
Invitrogen Purelink Genomic DNA Kit igerigi; RNase, Proteinaz K, PureLink Genomik
Liziz/Baglama soliisyonu, Elution Buffer, Yikama Soliisyonu 1 ve Yikama Soliisyonu

2, PureLink Koleksiyon tiipii.
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Baglamadan once, DNA izolasyon kiti igerisindeki yikama soliisyonlari, her
etiketin tstiindeki yonergelere uygun olarak PureLink Genomik Yikama Soliisyonu 1 ve

PureLink Genomik Yikama Soliisyonu 2’ye %96-100 etanol ekledi.

3.5.2.2. Kan Orneklerinden Lizat Hazirlanmasi

Ilk olarak su banyosu veya 1s1 blogu 55°C’ye ayarlandi. 200 pl taze veya
dondurulmus kan drnegi steril bir mikrosantrifiij tiipii icine alind1. Ornek igine kit ile
saglanan Proteinaz K’dan 20 pl eklendi. Daha sonra ornek i¢ine yine kit ile saglanan
RNaz A’dan 20 pl eklendi, vortekslenerek iyice karistirildi ve oda sicakliginda 2 dk
inkiibe edildi. 200 pl PureLink Genomik Liziz/Baglama soliisyonu eklenir,homojen bir
soliisyon eklemek i¢in vorteksleyerek iyice karistirildi. Protein digesyonunu ilerletmek
icin 55°C’°de 10 dk. inkiibe edildi. Lizata 200 pl %96-100 etanol eklendi. Homojen bir
soliisyon elde etmek i¢in vorteksleyerek 5 saniye iyice karigmasi saglandi. Daha sonra

DNA’ya baglanma asamasina gecildi.

3.5.2.3. DNA’ya Baglanma
Koleksiyon tiipii i¢inde saglanan spin kolonu paketten c¢ikarildi. Genomik
Liziz/Baglama soliisyonu ve etanol ekli lizat1 (~640 pl) PureLink spin kolona eklendi.
Kolon, 1 dk. oda sicakliginda 10.000xg’de santrifiij edildi. Koleksiyon tiipilinii atilarak
kit ile saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tiipii icine yerlestirildi. DNA yikama

asamasina gecildi.

3.5.2.4. DNA Yikama Asamasi
Kolona, etanol ile hazirlanan yikama soliisyonu I’den 500 pl eklendi. Kolonu 1
dk. oda sicakliginda 10.000xg’de santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiinii atilarak kolon, kit
ile saglanan yeni bir PureLink Koleksiyon tiipii i¢ine yerlestirildi. Kolona etanol ile
hazirlanan Yikama soliisyonu II’den 500 pl eklendi ve oda sicakliginda maksimum
hizda 3 dk. santriftij edildikten sonra toplama tiipi ayilarak DNA eliisyon asamasina

gecildi.

3.5.2.5. DNA Eliisyon Asamasi
Kolonu steril bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiip i¢ine konudu. Uzerine 25-200 pl
PureLink Genomik Eliisyon Cozeltisi eklendi. Oda sicaklginda 1 dk. inkiibe edildikten
sonra, oda sicakliginda maksimum hizda 1 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda tiipte

toplanan purifiye genomik DNA saklandi. Daha fazla DNA kurtarmak i¢in kolon yeni
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bir steril 1.5 ml mikrosantriftij tiipiine aktarildi ve ayni1 miktarda eliisyon ¢ozeltisi
kullanarak ikinci bir eliisyon asamasi yapildi. Elde edilen piirifiye genomik DNA -
20°C’de saklanda.

3.5.2.6. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
Olgtimlerle DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50pug/ml ¢ift iplik¢ikli DNA
iceriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir. 260

nm’deki 6l¢iim degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD;ep X 50pg/ml

DNA orneklerinin safligi ODyeo/ OD3so oranmi kullanilarak belirlendi. Yeterince
1yi saflikta kabul edilen DNA’nin ODye/ ODsgo degeri yaklasik 1.8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1.8’den kiiglik olacaktir. ODy0/ ODsgp degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelmektedir.

3.5.3. ABCG2 Geninin N-terminal 2. Ekzon Bolgesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction -PCR) Yontemi Ile Cogaltilmasi

ABCG2 geninde G34A polimorfizminin goézlendigi N-terminal 2.ekzon
bolgesini ¢cogaltmada kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir

(116).

Ileri primer: 5°-AAT CTC ATT TAT CTG GAC TAT CAA C-3’
Geri primer: 5’-TCG ATAATATTT CTT TCT CAA CTG-3°
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3.54. ABCG2 Geninin NBD 5.Ekzon Bdlgesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) Yontemi Ile Cogaltilmasi

ABCG2 geninde C421A polimorfizminin gozlendigi NBD 5.ekzon bolgesini

cogaltmada kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir (116).

[leri primer: 5’-TCATTATGT CTC ATTAAA ATG CTAT-3’
Geri primer: 5’-GGA CAC AGG GAAAGT CCTAC-3’

3.5.5. PCR’da Kullamilan Kimyasal Maddeler ve PCR’1in Hazirlanisi:

DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul) (Intronbio 25022)

PCR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 25 ul lik PCR

reaksiyonuna eklendi.

dNTP’ler (100 pmol/ml) (Intronbio 32111)

100 mM' Iik ANTP' lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP ) 10’ ar pul almip (toplam
40 pl) 1500 pl’ lik tiipe kondu ve iizerine 960 pl distile su eklenerek (d,H,O) 1000 pl
ImM’> ik ANTP karistmi hazirland1 ve -20 °C derin dondurucuda saklandi. PCR

reaksiyonuna bu stoktan alinan ANTP karigimi kullanildi.

3.5.5.1. PCR ( POLYMERASE CHAIN REACTION) Karisimimin Hazirlamsi :

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, ABCG2 G34A icin tablo 3-1" ve
C421A icin tablo3-2’deki bilesenler sirasi ile 0,5 ml’lik steril tiipe konuldu. 10 6rnek
calisilacak ise pozitif ve negatif kontrol icin birer tane ve pipetleme hatalar1 i¢in de bir
tane olmak tizere toplam 13 iizerinden reaksiyon karisimi hazirlandi. PCR karigiminin

hazirlanma islemlerinin hepsi buz lizerinde sogukta ve steril kabin icerisinde yapildi.
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Tablo 3-1. ABCG2 G34A PCR reaksiyonu karisiminin hazirlanmasi

) on 13’ liik
Malzemeler  Ilk konsantrasyon konsantrasyon Kullanilan hacim reaksiyon
PCR Tamponu 10X 1X 2,5 ul 32,5ul
dNTP ImM 200 pM 1,5 ul 19,5 pul
Tleri primer 100pmol/pl 10 pmol/ul 0,8 ul 10,4 ul
Geri primer 100pmol/pl 10 pmol/pul 0,8 ul 10,4 ul
MgCl, 25 mM - 1,5ul 19,5 ul
Taq polimeraz SU/ ul - 0,4 ul 5,2 ul
Distile su - - 16,5 pl 214,5 pl
DNA - 150-200 ng. 1 pl -

Tablo 3-2.ABCG2 C421A PCR karisiminin hazirlanmasi

. Son 13’ liik

Malzemeler IIk konsantrasyon konsantrasyon Kullanilan hacim reaksiyon
PCR Tamponu 10 X 1X 2,5 ul 32,5 ul
dNTP ImM 200 pM 1,5ul 19,5 ul
Tleri primer 100pmol/pl 10 pmol/pul 0,8 ul 10,4 pl
Geri primer 100pmol/pl 10 pmol/pul 0,8 ul 10,4 ul
MgCl, 25 mM - 1,5ul 19,5 ul
Taq polimeraz SU/ ul - 0,4 pul 5,2 ul
Distile su - - 16,5 pl 214,5 ul

DNA - 150-200 ng. 1l -
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Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit kaybetmeden tiip i¢ine konan
bilesenlerin iyice karigmasi igin pipetleme islemi yapildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik
tiiplere 24 pl reaksiyon karisimi dagitildi. Daha sonra her tiipe 1 pul DNA eklenerek
yeniden pipetleme yapildi ve daha 6nceden 95 °C sicakliga ¢ikarilmigs PCR cihazina
(Longgene Scientific) 6rnekler yerlestirildi ve PCR islemi baglatild1.

3.5.5.2. PCR Sartlan
ABCG2 geni ekzon 2 bolgesinin ¢ogaltilmasinda, ileri ve geri primerler i¢in

kullanilan annealing derecesi 57 °C olarak kullanildi (Tablo 3-3).

Tablo 3-3.ABCG2 geni ekzon 2°nin G34A bdlgesi PCR reaksiyonu termal profil sartlar

95°C 5 dakika
94 °C 45saniye
57 °C 45 saniye 35 dongii
72°C 45saniye
72°C S5dakika

ABCG2 geni ekzon 5 bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan ileri ve geri

primerler i¢in annealing derecesi 56°C olarak kullanildi (Tablo 3-4).
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Tablo 3-4.ABCG2 geni ekzon 2°nin C421A bdlgesi PCR reaksiyonu icin termal profil

sartlan
95 °C 5 dakika
94 °C 45 saniye
56 °C 45 saniye 35 dongii
72°C 45 saniye
72°C 5 dakika

3.5.6. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulanmasi

3.5.6.1. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

e 4 gr. agaroz (Sigma) tartilarak erlen icine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu
ile ¢oziindiirtldii.

e FErlenin sicaklig1 elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C ) ¢oziinmiis
agaroz jel i¢cine 4.5 pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi.

e Hazirlanan jel yatay jel yatag: icine dokiilerek, ylikleme kuycuklarinin olugsmasi

icin tarak yerlestirilerek donmaya birakildi.

e Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarild1 ve jel 6rnek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

3.5.6.2. PCR Uriinlerinin %2’lik Jel’e Yiiklenmesi:
e 9%2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu iceren jel tanki igine uygun
sekilde konuldu.

e Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel iizerine

eklendi.

e 7 ul PCR iirliniine, 3 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karstirildi. 10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.
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e Yiikleme isleminden sonra jel tankmin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi (E-C
apparatus Corporation, E-C4000P) 250 miliamper 120 volt elektrik gliciine

ayarlanarak elektroforez jel yiiriitiilmesi gerceklestirildi.

3.5.6.3. PCR Uriinlerinin Kontrolii

ABCGQG2 genine ait istenilen bdlgelerin, PCR iiriinlerinin olusup olusmadigim
kontrol etmek amaci ile her iki bdlge i¢cin de ayr1 ayr1 PCR tiipiinden alinan 7 pl 6rnek
2 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde
yiirtitiildi. Yiriitme isleminden sonra jel UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) PCR
irlinleri incelendi ve fotografi UV transilliiminator diizeneginde ¢ekildi. PCR
reaksiyonlar1 sonucu ABCG2 geni G34A icin 264bg (baz ¢ifti, bp) ik bir {iriin ve
C421A i¢in 246bg lik bir {iriin elde edilmesi beklendi.

3.5.7. ABCG2 Geni 2 Inci Ekzon Bélgesinin PCR Uriinlerinde Bsr I Enzim
Kesimi

3.5.7.1. Bsr I Enzim Kesiminde Kullanilan Enzimler ve Kimyasal Maddeler:
Bsr I Kesim enzimi (10U/pul): (Fermentas ER0881) Bsr I enzimi 10X Buffer Tango ile

birlikte kullanildi. Bsr I enziminin tanidigi dizi ve kesim yeri:

5. .ACTGGN 4.3

37...T GACTC N...5

3.5.7.2. Bsr I Enzim Kesimi
PCR iiriinii saptanmis Orneklerden toplam hacmi 10 pl olacak sekilde
restriksiyon enzim kesimi tablo 3-5°de belirtilen cozeltilerin ve Bsr I enziminin

sirasiyla eklenmesi ile gerceklestirildi.



Tablo 3-5.Bsr I enzim kesiminde kullamlan kimyasal maddeler ve miktarlari

Malzemeler ilk konsantrasyon Son konsantrasyon Eklenen hacim
PCR fiiriinii S5ul
Distile su 4 w
10X Buffer

10X 0,8 X 0,7 ul

Tango Tamponu

Bsr I enzimi 10 U/ul 5 U/l 0,3 ul

3.5.7.3. Bsr I Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

e %?3’lik agaroz jel hazirlandi.
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e Bsr [ kesim enzimi ile kesilen PCR iirtiniinden 8 pl ve yiikleme tamponundan 2

pl alinarak karistirilip %3’ liik agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi.

e Kesim firiinleri (Intronbio, 50 b¢ marker) DNA molekiiler marker ile birlikte

yirtitiildi.

e Yiiriitme sonrst jel tizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.

3.5.7.4. Bsr I Enzim Kesimi Degerlendirilmesi

ABCG2 G34A mutasyonu varliginda PCR ile c¢ogaltilan bolgede birden fazla

Bsr I kesim bolgesi olusmaktadir. A/A genotipi i¢in, PCR iirlinleri 164 bg, 76 bc ve 24

b¢ biyiikligiinde iic bant verirken, homozigot G/G genotipi igeren PCR iiriinleri,

enzim kesimi sonrasi 141 bg, 76 bg, 24 b¢ ve 23 b¢ olmak lizere dort bant verir.

Heterozigot G/Agenotipi icerme durumunda ise, kesim sonrasi PCR iiriinleri 164, 141,

76, 24 ve 23 bg olmak iizere bes bant verir (Sekil 3-1).
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GA
Yiiriime Yonii Yiikleme kuyusu

164 be
141be

76 be

P
I
L | Ik

24be
23be

Sekil 3-1.Bsr I enzim kesimi sonrasi olusabilecek DNA parcalarimin %3’liik agaroz jelde
cikabilecek bant seklinin sematik goriintiisii

3.5.8. ABCG2 Geni 5. Ekzon Bolgesinin PCR UriinlerindeTaa I Enzim
Kesimi

3.5.8.1. Taal Enzim Kesiminde Kullanilan Enzimler ve Kimyasal Maddeler:

Taa I Kesim Enzimi (10U/ pl) : (Fermentas ER1361) Taa I kesim enzimi 10X Buffer ile

birlikte kullanildi. Taa I enziminin tanidig1 dizi ve kesim yerti:
5...ACN lG T...3

3°..T GTN CA..5

3.5.8.2. Taal Enzim Kesimi
PCR iiriinii saptanmig Orneklerden toplam hacmi 12,5 pl olacak sekilde
restriksiyon enzim kesimi tablo 3-6’da belirtilen ¢ozeltilerin ve Taa I enziminin sirasiyla

eklenmesi ile gerceklestirildi.
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Tablo 3-6.Taa I enzim kesiminde kullamlan kimyasal maddeler ve miktarlari

Malzemeler ilk konsantrasyon Son konsantrasyon  Eklenen hacim
PCR fiiriini 7,0 ul
Distile su 4,6 w
10X Buffer
10X 0,5 ul
Tamponu
Taa I enzimi 10 U/ul 5 U/l 0,4 ul

3.5.8.3. Taa I Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

e %3’liikk agaroz jel hazirlandu.

e Taa I kesim enzimi ile kesilen PCR iirliniinden 8 pl ve yiikleme tamponundan 2

pl alinarak karistirilip %2,5’lik agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi.

e Kesim firiinleri (Intronbio 50 b¢ marker) DNA molekiiler marker ile birlikte
yiirttildi.

e Yiiriitme sonrasi jel lizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi

3.5.8.4. Taa I Enzim Kesimi Degerlendirilmesi

PCR ile ¢ogalttigimiz bolgede birden fazla Taa 1 kesim bolgesi olusmaktadir.
Kesim reaksiyonu sonucunda, ABCG2 C421A polimorfizmi AA genotipi igeren tirlinler
icin jelde 184 ve 62 b¢’ lik iki bant goriinmektedir. Heterozigot CA genotipi i¢in 184,
167, 62 ve 17 bg’ lik dort bant goriiliirken, homozigot CC genotipi icin 167, 62 ve 17
be’ lik ti¢ bant goriiliir (Sekil 3-2).
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AA CA CC
Yitrime Yoni — — — Yiikleme kuvusu
154 bg [ ] I
167 be S [ ]
62 b . [ I
17 bg e .

Sekil 3-2. Taa I enzim kesimi sonrasi olusabilecek DNA parc¢alarinin % 3’liik agaroz jelde
cikabilecek bant seklinin sematik goriintiisii

3.5.9. ABCG2 Serum Diizeyleri Tayini
ABCG2 serum diizeyi tayini i¢in daha 6nce ayrilan ve -80 °C’de saklanan serum
ornekleri, ticari kitteki prosediire gore isleme tabi tutularak serum diizeyleri tayin

edilmistir (USCN Life, SEA960Hu, Lot No: L130812300).

Elisa prosediiriine baslamadan 6nce serum ornekleri ve elisa kiti 30-60 dakika
oda 1s1sinda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan Biotin antikoru ve HRP-
avidin kit icerisinde bulunan diliisyon soliisyonlar1 kullanilarak 1:100 oraninda
seyreltilmistir. Yikama soliisyonu da distile su kullanilarak 1:25 oraninda diliie edilerek
hazirlanmistir. Prosediire uygun olarak o©rnek diliisyon soliisyonu kullanilarak

standartlar da hazirlanilarak prosediire baglanmstir.

[Ik asamada, plate kuyularina 100 ul standartlar ve serum &rnekleri belirlenen
kuyulara ayr1 ayr1 eklenerek 37°C’de 2 saatlik inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun
ardindan yikama yapmadan plate tlizerindeki kuyular bosaltilarak her kuyuya 100 ul
biotin antikoru eklenmis ve 37°C’de 1 saatlik inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonucu kuyular bosaltilarak 3 kere yikama soliisyonu ile yikama yapilmistir. 3.
yikamanin ardindan kuyularin her birine 100 ul HRP-avidin ilave edilerek 37°C’de 30
dakika inkiibasyon baglatilmistir. Ardindan kuyular bosaltilarak 5 kere yikama

soliisyonu ile yikama gergeklestirilmistir. 5. yilkamadan sonra kuyular bosaltilarak 90 ul
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TMB substrat1 eklenerek karanlik ortamda 15-30 dakika reaksiyonun gerceklesmesi
beklenmistir. Reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 50 ul stop soliisyonu eklenerek 5 dakika
icinde 450 nm dalga boyunda Elisa Plate okuyucu da absorbanslar okunmustur.
Standartlarin absorbanslar1 kullanilarak standart egri grafigi c¢izilmis ve serum

orneklerinin hesaplamalar1 yapilarak sonuglar degerlendirilmistir

3.5.10. Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatistiksel Yontemler

Bu calismanin istatistiksel analizleri SPSS 11.0 paket programi kullanilarak
yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alnmustr. ABCG2 G34A ve
C421A polimorfizmlarine ait genotip ile allellerinin goriilme sikligmin, gruplar arasi
farkliliklarla beraber degerlendirilmesi i¢in Ki kare (X2 ) ve Fisher testi kullanilmistir.
Allel frekanslar1 gen sayma metoduna gore yapilmistir. Gruplar arasi demografik

verilerin karsilastirilmasinda Student’t ve Mann Whitney U testleri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ISTATISTIKSEL ANALIiZ SONRASINDA ELDE EDILEN BULGULAR

Calismamiza, 128 meme kanseri ve 106 saglikli kadin kontrol grubu olmak
iizere iki grup dahil edilmistir. Hasta ve calisma grubumuzun yaglar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). Hasta grubumuzun yas
ortalamas1 50,11+13,14 iken kontrol grubumuzun yas ortalamasi 52,99+11,59 olarak

saptanmistir. Hasta grubumuza ait klinik parametreler Tablo 4-1’de gosterilmistir.

Tablo 4-1. Hasta grubuna ait klinik parametreler

Klinik parametreler N (%) |
T Evreleme
T1 37 (%37.4)
T2 48 (%48.5)
T3 10 (%10.1)
T4 4 (%4)
N Evreleme
NO 48 (%48.5)
N1 25 (%25.3)
N2 17 (%17.2)
N3 9 (%9.1)
Perinéral invazyon varhg 19 (%29,7)
Perigangliyonal invazyon varhg 16 (%25.4)
Kapsiiler invazyon varhgi 39 (%75)
Ailede kanser hikayesi 16 (%34)
Sigara iciciligi 15 (%39.5)
Ostrojen reseptor pozitif 48 (%72.7)
Metastaz varhgi 5 (%11.4)
Menapoz varhgi 39 (%75)

n: birey sayisi; tablodaki degerler X+SD olarak verilmistir;gruplararas: farklilik derecesi student-t testi ve

Kikare (x*) ile incelenmistir;* p<0.05
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Calisma gruplarimizi, ABCG2 G34A ve C421A genotip ve allel dagilimlarma
gore karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir bulguya rastlanilmamigtir

(p>0.05) (Tablo 4-2 ve Tablo 4-3).

164 b

/ 141 bp
P

76 bp

24 b

23 bn

S0bp Marker

Sekil 4-1 . Bsr I enzim kesimi sonucunda ABCG2 G34A varyantlarimin % 3’liik agaroz
jeldeki goriintiisii. Marker: Intronbio 50 bp marker.

Tablo 4-2. Calisma gruplarinda ABCG2 G34A polimorfizmi genotip ve allel dagilimlari

Kontrol SENE]
(n:106) (n:128)
GENOTIP
AA 1(%0,9) 1(%0,9)
GG 83 (%78.,3) 103(%380,5)
GA 22(%20,8) 24(%18,8)
ALLEL
A 24(%11,32) 26(%10,15)
G 188(%88,68) 230(%89,85)

n: birey sayist
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184 bp

167 bp

62bp

50 bp Marker

Sekil 4-2. Taa I enzim kesimi sonucunda ABCG2 C421A varyantlarimin %3’liik agaroz
jeldeki goriintiisii. Marker: Intronbio 50 bp marker.

Tablo 4-3. Calisma gruplarinda ABCG2 C421A polimorfizmi genotip ve allel dagilimlari

Kontrol Hasta
(n:106) (n:128)
GENOTIP
CC 90(%84,9) 110(%385,9)
AA 0 (%0) 2(%1,6)
CA 16(%15,1) 16(%12,5)
ALLEL
C 196(%92,4) 236(%94,4)
A 16(%7,6) 20(%S5,6)

n: birey sayisi
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Bulgularimiza ait haplotip analizleri yapildiginda c¢alisma gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir iliski gézlemlenmemistir ( D:0.85, LOD:0,3, r*: 0,007) (
Tablo 4-4) (Sekil 4-3).

Tablo 4-4.Calisma gruplarinda ABCG2 G34A ve C421A polimorfizmlerine ait haplotip

frekanslar

Haplotip Frekans Hasta, kontrol X?
Mliskileri oranlari
CG 0.820 0.822, 0.817 0.016 0.898
CA 0.105 0.100, 0.112 0.175 0.675
AG 0.073 0.077, 0.070 0.085 0.770

o =

@ @

= =

= =

£ £

Block 1 (3 kk)
1 2

Sekil 4-3. LD grafigi

Calisma gruplarimizda gozlenen serum ABCG2 diizeyleri Tablo 4-5°de
gosterilmistir.  ABCG2 diizeyleri agisindan gruplararasinda anlamli  bir iligki

gbozlemlenmemistir (p>0,05).
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Tablo 4-5.Calisma gruplarinda serum ABCG2d iizeyleri
GRUPLAR KONTROL

(n:89)
ABCG?2 diizeyi (ng/ml) 0,95+0,59 1,06£0,55

n: birey sayist , Gruplararasi farklilik Student t testi ile incelenmistir.

Tablo 4-6’de calisma gruplarinda ABCG2 gen polimorfizmlerine ait genotip ve
allel dagilimlarina gore serum ABCG2 diizeyleri gosterilmistir. Bulgularimiza gore GA
genotipi tasiyan hastalarda serum ABCG2 diizeyleri ayni genotipe sahip saglikli
bireylere gore azalmig olarak gozlemlenmistir (p:0,001). Ayrica A alleli tagiyan
hastalarda da ayni1 sekilde serum ABCG2 diizeyleri kontrol grubu bireylere gore anlamli
diizeyde azalmig olarak saptanmistir (p:0,001). Caligma gruplarini kendi iginde
degerlendirdigimizde ise hasta grubunda genotip ve allel dagilimlar1 ile ABCG2
diizeyleri arasinda bir iligki gozlemlenmemesine karsin saglikli grupta GG genotipine
sahip bireylerde serum ABCG2 diizeyleri daha diisiik olarak belirlenmistir (p:0,003,
%95CIL: 0,13-0,63). Her iki calisma grubunda da AA genotipine sahip tek bir birey
bulundugundan AA genotipi bu degerlendirmeye dahil edilmemistir. A alleline sahip
saglikli bireylerde ise serum ABCG2 diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttig1 saptanmistir (p:0,003, %95CL: 0,13-0,60). C421A genotip ve alleleri ile serum
ABCG2 diizeyleri arasinda gerek gruplararast gerekse grup i¢i karsilagtirmalar

sonucunda anlamli bir iligki gézlemlenmemistir.
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Tablo 4-6.Calisma gruplarinda G34A ve C421A polimorfizmleri genotip ve allel
dagihimlarina gore serum ABCG?2 diizeyleri

G34A polimorfizmi Kontrol
(n:89)

Genotip

GG 1,01+0,58 (n:76) 0,98+0,55 (n:69)**

AA 0,80 (n:1) 0,80 (n:1)

GA 0,67+0,58(n:14)* 1,38+0,41 (n:19)

Allel

A 0,68+0,56 (n:15)* 1,35+0,42 (n:20)*

G 0,96+0,59 (n:90) 1,06+0,55 (n:88)

C421A polimorfizmi Kontrol
(n:89)

Genotip

CC 0,97+0,57 (n:76) 1,07+0,54(n:75)

AA 0,45+0,33(n:2) 0

CA 0,96+0,69 (n:13) 1,04+0,57 (n:14)

Allel

C 0,96+0,58 (n:89) 1,06+0,55 (n:89)

A 0,89+0,68 (n:15) 1,04+0,57 (n:14)

n: birey sayisi, Grup i¢i ve gruplar arasi farklilik Mann-Whitney U ve Student t testleri
ile incelenmistir. *p:0,001, **p:0,003

Hasta grubunda genotip ve allel dagilimlar1 ile klinik parametreler arasindaki
iligkiyi inceledigimizde kapsiiler invazyon goriilen hastalarin tamamimin G34A GG
genotipine sahip olduklar1 gézlemlenmistir (p:0,026) (Tablo 4-7). Ayrica Ostrojen
reseptor (+) hastalarda GG genotipine sahip olma sikligmin anlaml diizeyde arttigi

saptanmustir (p:0,027) (Grafik 4-1).



Tablo 4-7.Calisma grubunda kapsiiler invazyon varhginda G34A polimorfizmi genotip
dagihimlar

Kapsiiler Invazyon Varligi

CREVNICC Gyl Var (n/%) Yok (n/%)
GG 16 (%32)* 34(%68)
GA 0(%0) 11(%100)
AA 0(%0) 1(%100)
*p:0,026
100
80
60 -
B GGtasima
40 1 ® GG tagimama
20
0 -

ER (+)

Grafik 4-1:ER (+) hastalarda G34A GG alleli tasima sikhig1



48

5. TARTISMA

Meme kanseri, farkli biyolojik 6zellik ve klinik davramis gosteren ¢ok sayida
bileseni olan heterojenik bir hastaliktir (117). Meme kanserinin biyolojik heterojenitesi,
genis genom profilleme ¢aligmalariyla aydmlatilmaya calisilmaktadir. Bircok ¢aligmada
meme kanserli hastalar arasindaki bireysel genetik farkliliklar tanimlanmaktadir. Bu
farkliliklar hastaligin prognozu ve tedaviye cevabimi etkileyebilmektedir. Tedaviye
direncin mekanizmas1 meme kanseri gelisimine katilan olas1 genlerdeki degisikliklerin
bulunmasiyla aydmlatilabilir (118).

BCRP olarak da bilinen ABCG2, bir yarim transporter olan ABCG ailesinin
ikinci tyesidir. Normal dokularda ABCG?2, c¢esitli kanser kemoterapi ilaclar1 dahil
potansiyel toksik substrat molekiillerinin atilimmna yardim ederek, gutta, safra
kanilikiilleri, plesanta, kan-testis ve kan-beyin bariyerlerinde ekspresyon ile toksin ve
ksenobiyotiklere karsi savunma fonksiyonu gosterir. Bunun yaninda ABCG2 hipoksi
durumlarinda normal hiicrenin yasamasina yardim ederek hem ve folat homeostasisinde
anahtar bir rol oynar (119).

ABCQG?2 ile ilgili calismalar genelde klinik kanserlerde ABCG2’nin ilag direnci
iizerine yogunlasmistir. ABCG?2 ile atilan antikanser ilaglarin spektrumu mitoxantrone,
camptothecin, indocarbozole, methotrexate, flavopridol ve quinazoline gibi inhibitorleri
icermektedir (120). ABCQG2 tarafindan ila¢ birikiminin azaltilmasi, kanser hiicrelerinin
ilac direncine dahil olmasiyla ABCG2’nin birincil hiicresel mekanizmasi olabilir, ancak
bunun yaninda bir c¢alismada ABCG2’nin 0zellikle multidrug-resistant kanser
hiicrelerinin proliferasyonuna dahil oldugu gdsterilmistir (104). Bu ABCG2’nin hiicre
siklusu gelisimini diizenleyerek ilag direnci kontroliine katildigini diisiindiirebilir.

Transporter molekiillerindeki varyasyonlar ile degisen ksenobiyotiklerin
metabolizmasi bazi kanserlerin risk durumunu etkileyebilmektedir (121-125).

Insan genomumdaki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) en yaygim aktarilan
dizi varyasyonlar1 olduklar1 bilinmektedir. Bu polimorfizmlerin ilgili genin ve proteinin
ekspresyonunu ve aktivitesini degistirerek farkli tipteki kanserlerin hassasiyetini

etkileyebilmektedir (126-130).
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Arastirmacilar ABCG2 geni lizerinde siklikla iki polimorfizm gdstermislerdir,
bunlar swrasiyla ekzon 2 lzerindeki G34A (V12M) ve ekzon 5 tzerindeki C421A
(Q141K) polimorfizmleridir (107,122).

Bu ¢aligmamizda, ABCG2 genine ait kritik polimorfizmlerden G34A ve C421A

ile meme kanseri hastaligi ve serum ABCG?2 diizeyleri arasindaki iliski arastirilmastir.

ABCG2 G34A polimorfizmi diger etnik gruplarla karsilastirildiginda en yiiksek
oranda Asya poplilasyonlarinda goriilmektedir A alleli i¢in, allel frekans1 0,175-0,200
diir. Beyaz rk ve Afroamerikalilarda ise sirasiyla 0,103 ve 0,063 tiir (128,131-133).

Calismamiz sonucunda, ABCG2 G34A gen polimorfizmine ait genotip
dagilimimizda % 0,9 AA, % 20,8GA, % 78,3GG bulunmustur. Buna gore ¢alismamizda
A aleli frekansmi 0,113, G alleli frekansini ise 0.887 olarak saptadik. ABCG2 G34A
gen polimorfizmine ait allel frekanslarimiz Mizuarai ve arkadaslarmin beyaz irkta
yaptiklar1 allel frekans bulgulariyla (A alleli icin 0,103) uyumlu bulunmustur (87).

ABCG2 C421A polimorfizminde ise, C> A degisimi en yiiksek oranda Asya
popiilasyonlarinda goriilmektedir, A allel frekans1 0,278-0,342 arasindadir. A alleli
frekansi, beyaz 1wk ve Afro-amerikalilarda swrasiyla 0,10 ve 0,023°tiir (128,
131,133,134). Bizim g¢alismamizda ABCG2 C421A gen polimorfizmine ait genotip
dagilimi1 % 84,9 CC, % 15,1CA, % 0 AA olarak bulunmustur. Buna goére calismamizda
A aleli frekansmi 0,076, C alleli frekansini ise 0,924 olarak saptadik. ABCG2 C421
gen polimorfizmine ait allel frekanslarimiz Mizuarai ve arkadaslarmin beyaz irkta
yaptiklar1 allel frekans bulgularma yakin(A alleli i¢cin 0,090), Uzakdogu
popiilasyonlarindan uzak bulunmustur.

Sar1 ve arkadaslarinin Tirk toplumunda kolorektal kanserli hastalarda yaptig:
calismaya gore, kontrol grubunda ABCG2 G34A i¢in A alleli frekans1 0,064; G alleli
frekans1 0,936 olarak tespit edilmistir, bunun yaninda ABCG2 C421A i¢in A alleli
frekans1 0,013; C alleli frekans1 0,987 olarak tespit edilmistir (135).

Calisma gruplarimizi ABCG2 G34A ve C421A genotip ve allel dagilimlarina
gore karsilastirdigimizda, kontrol grubu ve meme kanserli hastalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir bulguya rastlanilmamaistir (p>0.05).

Calismamizda gerek ABCG2 G34A /C421A genotip dagilimi, gerekse de allel

frekanslar1 agisindan meme kanserli hastalar ailede kanser hikayesi varligi ve ailede
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meme kanseri hikayesi varlig1 goz oniine alinarak degerlendirildiginde, herhangi bir
iliskiye rastlanmamistur.

Insan plasentasinda BCRP protein seviyesinin 421A homozigot allelinde, 421C
homozigot alleline gore daha diisik oldugu anlamhi olarak bulunmus ve
heterozigotlarda ara degerde oldugu gosterilmistir (128). ABCG2 G34A ve C421A
genotiplerinin kanserde yatkinlik ve sagkalim ile iliskisini arastiran c¢aligmalar sinirh
sayidadir.

Hu ve arkadaglarmnin, Diffiiz Biiyiik B-Hiicreli Lenfoma (DLBCL) ile ABCG2
G34A ve C421A polimorfizmlerinin hastaligin risk ve siirvisi arasmdaki iliskiyi
incledikleri calismalarinda, C421A A alleli ile hastalik arasinda artmis bir risk
goriilmiis (p=0,042) bununla birlikte G34A AA genotipi tasiyanlarda kot sagkalim ile
baglantilandirilmistir ( HR,hazard ratio:3,69) (116). Baska bir calismada ise ABCG2
421CC homozigot genotipinin nonpapiller renal hiicre karsinomunda artmis risk tagidigi
gosterilmistir (136).

Sar1 ve arkadaslarmin Tirk toplumunda yaptigi c¢aligmaya gore, C421A
polimorfizmi kolorektal kanserli hastalarda saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak
anlamlilik sinirinda bulunmustur (OR:16,12 %95 CI 0.928-130.324, P=0,005). Bununla
birlikte G34A polimorfizminde hastalarla saglikli kontroller arasinda bir anlamlilik
gozlenmemistir (P=0,204) (135). Bu ¢alismanin aksine Andersan ve arkadaslari
kolorektal kanseri riski ile ABCG2 genotipleri arasinda bir baglantiya
rastlamamiglardir, ayrica ABCG2 C421A ile et tiikketimi, sigara kullanimi1 ve nonsteroid
antiinflamatuar ila¢ kullanimi arasinda bir baglanti tespit edememislerdir (137).

Wang ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢calismada, ABCG2 G34A polimorfizminin
akut losemi hastalarinda potansiyel bir bagimsiz prognostik faktor olabilecegi
onerilmistir. Yine ayn1 ¢aligmada 34GA/AA genotipi tasiyan hastalarin 34GG genotipi
tastyan hastalara gore daha kotii bir sagkalim gosterdigi belirtilmistir (138).

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hastalartyla yapilan bagka bir
calismada, hastalardaki ABCG2 serum diizeyi saglikli kontrollere gore anlamli olarak
daha yiliksek bulunmus ve kemoterapiye direng gosteren hastalarda kemoterapiye
olumlu yanit veren hastalara gore daha yiiksek oldugu saptanmistir ancak ABCG2
ekspresyonunu agisindan hastalar ile saglikli kontroller arasinda anlamli bir sekilde

farklilik olmadig1 gosterilmistir (p = 0.08)(139).
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Gardner ve arkadaslarmin Hispanik olmayan beyaz irkta yaptigi calismaya gore,
ABCG2 C421A polimorfizmi bakimmdan prostat kanserli hastalarla saglikli kontroller
arasinda bir anlamli bir farklilik goriilmemistir. Ancak, wild tip ABCG2 C421A ( CC
genotipi tagiyan) olanlarin hetero veya homozigot varyanta sahip olanlara gore daha
uzun bir survi gosterdikleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (7,4 yil; 5,3 yil
p=0,044)(140). Yine ayni calismada in vitro olarak, ABCG2 polimorfizmine sahip
trasfekte insan embriyonik bobrek hiicrelerinde (HEK293), bu polimorfizmi tasimayan
wild tip hiicrelere gore, hiicre i¢ci PhIP birikiminin %80 daha fazla oldugu gorilmiistiir.

Miiller ve arkadaslarinin beyaz irkta yaptiklar1 ¢alismaya gore, akciger kanserli
hastalarda ABCG2 C421A A alleli tasiyanlarda platinum bazl ila¢ kullanimiyla kétii bir
genel sagkalim (overall survi) gozlemlenmistir (HR:1,60; %95 CI 1,04-2,47) (141).

Calismamizda ABCG2 G34A ve C421A gen polimorfizmlerinin dagilimlarma
gore calisma gruplarinda serum ABCG2 diizeylerini inceledigimizde, G34A GA
genotipi tasiyan hastalarda, ayni genotipi tasiyan saglikli kontrollere gore serum
ABCG?2 diizeyleri azalmis olarak goriilmiis ve bu bulgu istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p:0,001). Bununla birlikte A alleli tasiyan hastalarda yine serum ABCG2
diizeyleri, kontrol grubunandaki bireylere gore azalmig olarak gozlemlenmistir
(p:0,001).

Calisma gruplarimiz kendi iglerinde degerlendirildiginde, kontrol grubunda GG
genotipine sahip bireylerde serum ABCG?2 diizeyleri daha diisiik olarak belirlenmistir
(p:0,003, %95Cl: 0,13-0,63), ancak hasta grubunda genotip ve allel dagilimlar1 ile
ABCQG2 diizeyleri arasinda bir iliski gzlemlenmemistir. Gerek saglikli gerekse de hasta
grubumuzda, AA genotipine sahip tekbir birey bulundugundan AA genotipi bu
degerlendirmeye dahil edilmemistir. A alleline sahip saglikli bireylerde ise serum
ABCG2 diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi saptanmistir (p:0,003,
%95Cl: 0,13-0,60).

Calisma gruplarinda C421A genotip ve alleleri ile serum ABCG2 diizeyleri
arasinda gerek gruplararasi gerekse grupici karsilagtirmalar sonucunda anlamli biriligki
gozlemlenmemistir.

Calismamizda, ABCG2 gen polimorfizmleri genotip ve allel dagilimlari ile klinik
parametreler arasindaki iliski incelendiginde, kapsiiler invazyon goriilen goriilen
hastalarin tamaminin G34A GG genotipine sahip olduklar1 gézlemlenmistir ve bu

istatistiksel olarak anlamlilik diizeyinde bulunmustur (p: 0,026).
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Ayrica calisma sonucuna gore, Ostrojen reseptorii (ER) pozitif hastalarda GG
genotipine sahip olma sikligmmn anlaml diizeyde arttig1 saptanmistir (p:0,027). Ostrojen
reseptorii (ER) pozitif ve/veya progesteron reseptorii(PR) pozitif tiimorlii meme kanserli
hastalarin teshis sonras1 ER negatif ve/veya PR negatif hastalara kiyasla daha diistik
motralite riskine sahip olduklar1 belirtilmektedir(142). ER ekspresyonu hormon
tedavisine potansiyel cevapta temel indikatordiir, insan meme kanserlerinin yaklagik

olarak %70’inin hormon bagimli ve ER pozitif oldugu belirtilmektedir(143).

Sonug olarak diyebiliriz ki;

Calismamiz ABCG2 G34A ve C421A gen polimorfizm analizlerinin meme
kanserine ait risk, klinik, histopatolojik, prognostik ¢ogu parametre ile birlikte
degerlendirildigi ilk caligmadir.

Calismamiz sonucunda ilgili polimorfizmlerin meme kanserindeki genotip
frekanslarma ait ilk veriler saptanmistir. Buna gore G34A ve C421A igin allel
frekanslari; G34A A: 0,102, G: 0,898; C421A A:0,056 C:0,944 olarak saptanmuistir.

Meme kanserine yakalanma riski agisindan, hasta ve kontrol grubunda ABCG2
genotipleri ile allel frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir veriye
ulagilamamustir.

Calismamizda meme kanserli hastalar ile saglikli kontrol gruplari arasinda
ABCG2 serum diizeylerini incelemis ve gruplar arasinda anlamli bir iligki
gbozlemlenmemistir (p>0,05).

Calismamiz Tiirk toplumunda meme kanserli hastalarda ABCG2’nin 6nemli
gen polimorfizmlerinden G34A ve C421A ile ilgili ilk verileri sunmus olup, bu verilerin
daha sonra yapilacak olan caligmalara onciiliik edecegine inaniyoruz. Bununla birlikte
ilerde yapilacak daha kapsamli ¢caligmalarin meme kanserinin tedavisinde, kemoterapiye
yanit konusundaABCG2 gen polimorfizmlerinin Oneminin ortaya ¢ikaracagini

ongormekteyiz.
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