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Ozet

ABCG2 plazma membranminda yerlesmis olan bir yarim ATP- bagh kaset tasiyicidw:. Enerji
bagimli bir akig pompast ve tasiyici olarak, toksik bilesikler ve antikanser ilaglarin da oldugu,
genis araliktaki yapisal olarak birbirinden farkli substratlarin intraseliiler boliimlerden,
ekstraseliiler alan transportunu gerceklestirir. Bundan dolayr BCRP, ksenobiyotikler ve onlarin
metabolitlerine karsi koruyucu rol oynar ve antikanser ilaglarin intraseliiler konsantrasyonunu
etkiler. Calismamizda, meme kanserli vakalarda ve saglikli kontrollerde, ABCG2 G34A (Vall2Met)
polimorfizmi incelenerek, genotip ve allel frekanslarinin saptanmasi amag¢lanmistiv. 128 meme
kanseri ve 106 saglikli kontrolden elde edilen DNA érneklerinde PCR, RFLP ve jel elektroforez
teknikleri kullanilarak bu polimorfizm belirlenmistir. Hasta ve saglikli kontrol gruplari arasinda
genotip ve allel dagilimi acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkhilik bulunamamistir
(p>0,05). Ancak kapsiiler invazyon goriilen hastalarin tamamimin G344 GG genotipine sahip
olduklar: gézlemlenmistir (p=0,026) ve dstrojen reseptor pozitif hastalarda GG genotipine sahip
olma sikliginin anlamli diizeyde arttigi saptanmistir (p=0,027).

Calismamiz, iilkemizde meme kanserli hastalarda bu iki polimorfizmle ilgili ilk verileri sunmusg
olup, bu verilerin daha sonra yapilacak olan ¢alismalara onciiliik edecegi inancini tagimaktayiz.
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Abstract

ABCG?2 is a half ATP-binding cassette (ABC) transporter that localizes to plasma membranes. It
functions as energy-dependent efflux pump and transports a wide array of structurally divergent
substrates, including toxic compounds and anticancer drugs, from intracellular to extracellular
compartments. Therefore, BCRP plays a protective role against xenobiotics and their metabolites
and can affect the intracellular concentration of anticancer drugs. The present study aimed
to investigate the susceptibility and prognostic implications of the ABCG2 G34A (Vall2Met)
polymorphism in breast cancer. We used PCR, RFLP and gel electrophoresis techniques to detect
these polymorphisms in 128 breast cancer patiens and 106 healthy controls. No statistically
significant differences were found in this polymorphism between patient and control groups.
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.
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GIRIS

Diinyada kadinlar arasinda ise, en sik goriilen malign tiimor olup her yi1l yaklasik olarak 1,6 milyon
yeni meme kanseri tanis1 konulmaktadir (1). Ulkemizde meme kanseri insidansinin, popiilasyondaki
yaslanma ve batili yasam bi¢imi nedeniyle son yirmi yilda iki katindan fazla arttig1 belirtilmistir

(1,2).

ABC tasiyict ailesi, aralarinda lipid, sterol, metabolik iirlinler ve ilaglarin da bulundugu ¢esitli
molekiillerin hiicre membranindan taginmasini saglayan transmembran proteinlerin en yaygin
olanidir ve bu tasiyicilar, gerekli olan enerjiyi ATP hidrolizinden saglayarak bu molekiillerin
konsantrasyon gradyentine karsi hiicre membranindan taginmasini saglarlar (3-5). Meme Kanseri
Direng Proteini (Breast Cancer Resistance Protein, BCRP) olarak ta bilininen ABCG2, bir ATP
baglanma bolgesi ve bir transmembran bolgesi bulunan bir ATP tasiyicidir. BCRP ilk defa Doyle
ve arkadaslar1 (1998) tarafindan doksorubisin diren¢li MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda
klonlanip kesfedilince meme kanseri diren¢ proteini olarak isimlendirilmistir (6,7). ABCG2,
ksenobiyotikler ve onlarin metabolitlerine karsi koruyucu rol oynar ve antikanser ilaglarin
intraseliiler konsantrasyonunu etkiler (8,9). Normal dokulardaki ABCG?2 ifadesi arastirildiginda,
en yliksek oranda plasentada, daha diisiik olarak beyin, kolon ve ince bagirsak epitelinde, karaciger
kanalikér membraninda, memenin kanal ve lobiillerinde ve normal dokularin ven ile kapiler
endotelinde oldugu ortaya ¢ikarilmistir (7-10). ABCG2 ifadesinin kanser hiicrelerinde ilag direng
fenotipi gostermesinden sonra, ilgili caligmalar kanserde ABCG2 nin ilag direncindeki roliiniin
belirlenmesine yonelik olarak yogunlasmustir. Ilk yapilan calismalardan birinde, ABCG2’nin
l6semide ilag¢ direnci ile ilgili rol oynadigini bildirilmistir (11). Meme kanseri c¢aligsmalarinda
hastalikta ABCG2 ifadesinin genelde diisiik oldugu rapor edilmistir. Kanserde ila¢ direnci ile
ilgili olarak ABCG2’nin roliiniin dogru bir sekilde belirlenmesi i¢in daha genis ¢aligmalara ihtiyac
duyulmaktadir.

Calismamizda, Tiirk toplumundaki meme kanserli vakalarda ve saglikli kontrollerde, BCRP protein
seviyesinin ve bu gende yer alan kritik gen polimorfizmlerinden G34A (Vall2Met, rs2231137)
polimorfizmi incelenerek, genotip ve allel frekanslarinin saptanmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOD
Hasta Secimi

Calismada meme kanserli ve saglikli kontrol grubu olmak iizere iki farkli grup kullanilmistir.
Meme kanserli bireyler, istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Cerrahi Klinigi tarafindan takip
edilen kadin hastalardan secilmistir. Hastalarin klinik parametrelerine gore degerlendirilmeleri,
kan orneklerinin saglandig1 klinik tarafindan yapilmistir. Buna gbre, mamografi, ultrasonografi
ve patolojik testlerle meme kanseri teshisi konulan 128 kadin hasta ¢alisma grubuna alinmustir.
Kontrol grubu ise, herhangi bir patolojik bulgusu, malign ya da selim tiimorii ve tercihen ailesinde
tiimor hikayesi olmayan 106 saglikli kadin bireyden olusturulmustur.

Calisma icin gereken etik kurul karar1 Istanbul T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan
(karar no: 975/2010) alindiktan sonra vakalardan 6rnek toplanmasi islemi gerceklestirilmistir.
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Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in ¢aligma gruplarindan EDTA’I tiiplere alinan kan 6rnekleri ticari kitteki
prosediire gore isleme tabi tutularak DNA izolasyonlar1 yapilmistir (Invitrogen, K182001).

ABCG2 G34A Polimorfizminin Tayini

ABCG2 G34A genotip ve allel tayinleri Polimerize Zincir Reaksiyonu (PCR), restriksiyon
fragman1 uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve jel elektroforez teknikleri kullanilarak yapilmistir.
G34A polimorfizmi icin Ileri primer: 5’-AAT CTC ATT TAT CTG GAC TAT CAA C-3’ ve Geri
primer: 5’-TCG ATAATATTT CTT TCT CAA CTG-3’ primer ¢ifti kullanilmistir. Toplam reaksiyon
hacmi 25 pl olacak sekilde PCR reaksiyonu hazirlanmis ve 95 C 5 dakika, 94 C 45 saniye, 57 C 45
saniye, 72 C 45 saniye ve 72 C de 5 dakika olacak sekilde PCR sartlar1 optimize edilmistir (12).

PCR sonucu olusan 264 baz ¢iftlik (bg) iiriin genotiplerin belirlenmesi amaci ile Bsr [ kesim enzimi
ile uygun kosullar altinda kesime tabi tutularak A/A genotipi i¢in, 164 bg, 76 b¢ ve 24 b¢’lik, G/G
genotipi i¢in 141 bg, 76 bg, 24 be, 23 bg’lik ve G/A genotipi i¢in ise 164, 141, 76, 24 ve 23 bg’lik
kesim sonuglar1 degerlendirilmistir.

Istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢alismanin istatistiksel analizleri SPSS 11.0 paket programi kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alinmistir. ABCG2 G34A polimorfizmine ait genotip ile allellerinin
goriilme sikliginin, gruplar arasi farkliliklarla beraber degerlendirilmesi i¢in Ki kare () ve
Fisher testi kullanilmistir. Allel frekanslari gen sayma metoduna gore yapilmistir. Gruplar arast
demografik verilerin karsilastirilmasinda Student’t ve Mann Whitney U testleri kullanilmigtir.

BULGULAR

Hasta ve calisma grubumuzun yaglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0.05). Hasta grubumuzun yas ortalamas1 50,11+13,14 iken kontrol grubumuzun yas ortalamast
52,99+11,59 olarak saptanmustir. Hasta grubuna ait klinik parametreler Tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 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)
Kapsiiler invazyon varhg 39 (%75)
Ailede kanser hikayesi 16 (%34)

Sigara iciciligi 15 (%39.,5)
48 (%72,7)

5 (%11,4)

Ostrojen reseptor pozitif

Metastaz varhg
n=birey sayis1

Calisma gruplarimizi, ABCG2 G34A genotip ve allel dagilimlarma gore karsilagtirdigimizda
istatistiksel olarak anlamli bir bulguya rastlanilmamistir (p>0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Calisma gruplarinda ABCG2 G34A polimorfizmi genotip ve allel dagilimlar

Kontrol Hasta
: 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(%388,68) 230(%389,85)

n= birey say1s1
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Hasta grubunda genotip ve allel dagilimlari ile klinik parametreler arasindaki iligkiyi
inceledigimizde kapsiiler invazyon goriilen hastalarin tamamimin G34A GG genotipine sahip
olduklar1 gézlemlenmistir (p=0,026) (Tablo 3).

Tablo 3. Calisma grubunda kapsiiler invazyon varliginda G34A polimorfizmi genotip dagilimlar

Kapsiiler Invazyon Varhig

G34A Genotipleri
Var (n/%) Yok (n/%)
GG 16 (%32)* 34(%68)
GA 0(%0) 11(%100)
AA 0(%0) 1(%100)
*p=0,026

Ayrica Ostrojen reseptor (+) hastalarda GG genotipine sahip olma sikliginin anlamli diizeyde arttig1
saptanmistir (p=0,027) (Grafik 1).

100

80

60 -

W GG tagima

B GG tagimama
20 -

ER (+)

Grafik 1:ER (+) hastalarda G34A GG genotipi tasima sikligi, (p=0,027, %95 giiven
araligi=1,24-1,18).

TARTISMA

Memekanseri, farklibiyolojik 6zellik ve klinik davranis gosteren cok sayida bileseni olan heterojenik
bir hastaliktir (13). Bir¢ok calismada meme kanserli hastalar arasindaki bireysel genetik farkliliklar
tanimlanmaktadir. Bu farkliliklar hastaligin prognozu ve tedaviye cevabini etkileyebilmektedir.
Tedaviye direncin mekanizmasit meme kanseri gelisimine katilan olasi genlerdeki degisikliklerin
bulunmasiyla aydinlatilabilir (14). BCRP olarak da bilinen ABCG2, bir yarim tastyict olan ABCG
ailesinin ikinci tyesidir. Normal dokularda ABCG2, ¢esitli kanser kemoterapi ilaglari dahil
potansiyel toksik substrat molekiillerinin atilimina yardim ederek, bagirsak, safra kanilikiilleri,
plesanta, kan-testis ve kan-beyin bariyerlerinde ifadelenmesi ile toksin ve ksenobiyotiklere karsi
savunma fonksiyonu gosterir. ABCG2 ile ilgili ¢alismalar genelde klinik kanserlerde ABCG2’nin
ilag direnci iizerine yogunlasmistir. ABCG?2 ile atilan antikanser ilaglarin spektrumu mitoksantron,
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kamptotesin, indokarbozol, metotreksat, flavopridol ve kinazolin gibi inhibitorleri icermektedir
(15). ABCG?2 tarafindan ila¢ birikiminin azaltilmasi, kanser hiicrelerinin ilag direncine dahil
olmasiyla ABCG2’nin birincil hiicresel mekanizmasi olabilir, ancak bunun yaninda bir ¢alismada
ABCG2’nin 6zellikle ¢coklu ilag direnci gosteren kanser hiicrelerinin proliferasyonuna dahil oldugu
gosterilmistir (16). Bu ABCG2’nin hiicre siklusu gelisimini diizenleyerek ila¢ direnci kontroliine
katildigin1 diisiindiirebilir. Tasiyict molekiillerindeki varyasyonlar ile degisen ksenobiyotiklerin
metabolizmasi bazi kanserlerin risk durumunu etkileyebilmektedir (17-21).

Bu ¢alismamizda, ABCG2 genine ait kritik polimorfizmlerden G34A ile meme kanseri hastaligt
arasindaki iliski arastirilmistir. Calismamiz sonucunda, ABCG2 G34A gen polimorfizmine ait
genotip dagilimmmizda % 0,9 AA, % 20,8GA, % 78,3GG bulunmustur. Buna gore ¢alismamizda
A aleli frekansint 0,113, G alleli frekansin1 ise 0.887 olarak saptadik. ABCG2 G34A gen
polimorfizmine ait allel frekanslarimiz Mizuarai ve arkadaslarinin beyaz irkta yaptiklari allel
frekans bulgulartyla (A alleli i¢in 0,103) uyumlu bulunmustur (22). Calisma gruplarimizi ABCG2
G34A genotip ve allel dagilimlarina gore karsilagtirdigimizda, kontrol grubu ve meme kanserli
hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bulguya rastlanilmamstir (p>0.05). Calismamizda
ABCG2 G34A genotip dagilimi, gerekse de allel frekanslar1 agisindan meme kanserli hastalar
ailede kanser hikayesi varligi ve ailede meme kanseri hikayesi varligt géz Oniine alinarak
degerlendirildiginde, herhangi bir iliskiye rastlanmamistir. Hu ve arkadaslarinin, Diffiiz Biiyiik
B-Hiicreli Lenfoma (DLBCL) ile ABCG2 G34A ve C421A polimorfizmlerinin hastaligin risk ve
sagkalimu arasindaki iligkiyi inceledikleri ¢aligmalarinda, C421A A alleli ile hastalik arasinda
artmis bir risk goriilmiis (p=0,042) bununla birlikte G34A AA genotipi tagtyanlarda kotii sagkalim
ile baglantilandirilmistir (HR, hazard ratio:3,69) (12). Baska bir ¢alismada ise ABCG2 421CC
homozigot genotipinin nonpapiller renal hiicre karsinomunda artmis risk tasidigi gosterilmistir
(23). Wang ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, ABCG2 G34A polimorfizminin akut l6semi
hastalarinda potansiyel bir bagimsiz prognostik faktor olabilecegi dnerilmistir. Yine ayni ¢aligmada
34GA/AA genotipi tasiyan hastalarin 34GG genotipi tastyan hastalara gore daha kotii bir sagkalim
gosterdigi belirtilmistir (24).

Calismamizda, ABCG2 gen polimorfizmleri genotip ve allel dagilimlari ile klinik parametreler
arasindaki iligki incelendiginde, kapsiiler invazyon goriilen hastalarin tamaminin G34A GG
genotipine sahip olduklar1 gozlenmistir ve bu istatistiksel olarak anlamlilik diizeyinde bulunmustur
(p=0,026).

Ayrica calisma sonucuna gore, Ostrojen reseptorii (ER) pozitif hastalarda GG genotipine sahip
olma sikliginin anlaml diizeyde artt1§1 saptanmistir (p=0,027). Ostrojen reseptérii (ER) pozitif ve/
veya progesteron reseptorii(PR) pozitif tiimdrlii meme kanserli hastalarin teshis sonrast ER negatif
ve/veya PR negatif hastalara kiyasla daha diisiik motralite riskine sahip olduklar1 belirtilmektedir
(25). ER ifadesi hormon tedavisine potansiyel cevapta belirtectir, insan meme kanserlerinin
yaklasik olarak %70’inin hormon bagimli ve ER pozitif oldugu belirtilmektedir(26).

CalismamizTiirktoplumundamemekanserlihastalardaABCG2 nindnemligenpolimorfizmlerinden
G34A ile ilgili ilk verileri sunmus olup, bu verilerin daha sonra yapilacak olan ¢aligmalara 6nciiliik
edecegine inantyoruz.
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