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Özet

ABCG2 plazma membranında yerleşmiş olan bir yarım ATP- bağlı kaset taşıyıcıdır. Enerji 
bağımlı bir akış pompası ve taşıyıcı olarak, toksik bileşikler ve antikanser ilaçların da olduğu, 
geniş aralıktaki yapısal olarak birbirinden farklı substratların intraselüler bölümlerden, 
ekstraselüler alan transportunu gerçekleştirir. Bundan dolayı BCRP, ksenobiyotikler ve onların 
metabolitlerine karşı koruyucu rol oynar ve antikanser ilaçların intraselüler konsantrasyonunu 
etkiler. Çalışmamızda, meme kanserli vakalarda ve sağlıklı kontrollerde, ABCG2 G34A (Val12Met) 
polimorfizmi incelenerek, genotip ve allel frekanslarının saptanması amaçlanmıştır. 128 meme 
kanseri ve 106 sağlıklı kontrolden elde edilen DNA örneklerinde PCR, RFLP ve jel elektroforez 
teknikleri kullanılarak bu polimorfizm belirlenmiştir. Hasta ve sağlıklı kontrol grupları arasında 
genotip ve allel dağılımı açısından istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunamamıştır 
(p>0,05). Ancak kapsüler invazyon görülen hastaların tamamının G34A GG genotipine sahip 
oldukları gözlemlenmiştir (p=0,026) ve östrojen reseptör pozitif hastalarda GG genotipine sahip 
olma sıklığının anlamlı düzeyde arttığı saptanmıştır (p=0,027).
Çalışmamız, ülkemizde meme kanserli hastalarda bu iki polimorfizmle ilgili ilk verileri sunmuş 
olup, bu verilerin daha sonra yapılacak olan çalışmalara öncülük edeceği inancını taşımaktayız.
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Abstract

ABCG2 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 (Val12Met) 
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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GİRİŞ

Dünyada kadınlar arasında ise, en sık görülen malign tümör olup her yıl yaklaşık olarak 1,6 milyon 
yeni meme kanseri tanısı konulmaktadır (1). Ülkemizde meme kanseri insidansının, popülasyondaki 
yaşlanma ve batılı yaşam biçimi nedeniyle son yirmi yılda iki katından fazla arttığı belirtilmiştir 
(1,2).

ABC taşıyıcı ailesi, aralarında lipid, sterol, metabolik ürünler ve ilaçların da bulunduğu çeşitli 
moleküllerin hücre membranından taşınmasını sağlayan transmembran proteinlerin en yaygın 
olanıdır ve bu taşıyıcılar, gerekli olan enerjiyi ATP hidrolizinden sağlayarak bu moleküllerin 
konsantrasyon gradyentine karşı hücre membranından taşınmasını sağlarlar (3-5). Meme Kanseri 
Direnç Proteini (Breast Cancer Resistance Protein, BCRP) olarak ta bilininen ABCG2, bir ATP 
bağlanma bölgesi ve bir transmembran bölgesi bulunan bir ATP taşıyıcıdır. BCRP ilk defa Doyle 
ve arkadaşları (1998) tarafından doksorubisin dirençli MCF-7 meme kanseri hücre hatlarında 
klonlanıp keşfedilince meme kanseri direnç proteini olarak isimlendirilmiştir (6,7). ABCG2, 
ksenobiyotikler ve onların metabolitlerine karşı koruyucu rol oynar ve antikanser ilaçların 
intraselüler konsantrasyonunu etkiler (8,9). Normal dokulardaki ABCG2 ifadesi araştırıldığında, 
en yüksek oranda plasentada, daha düşük olarak beyin, kolon ve ince bağırsak epitelinde, karaciğer 
kanalikör membranında, memenin kanal ve lobüllerinde ve normal dokuların ven ile kapiler 
endotelinde olduğu ortaya çıkarılmıştır (7-10). ABCG2 ifadesinin kanser hücrelerinde ilaç direnç 
fenotipi göstermesinden sonra, ilgili çalışmalar kanserde ABCG2 nin ilaç direncindeki rolünün 
belirlenmesine yönelik olarak yoğunlaşmıştır. İlk yapılan çalışmalardan birinde, ABCG2’nin 
lösemide ilaç direnci ile ilgili rol oynadığını bildirilmiştir (11). Meme kanseri çalışmalarında 
hastalıkta ABCG2 ifadesinin genelde düşük olduğu rapor edilmiştir. Kanserde ilaç direnci ile 
ilgili olarak ABCG2’nin rolünün doğru bir şekilde belirlenmesi için daha geniş çalışmalara ihtiyaç 
duyulmaktadır.

Çalışmamızda, Türk toplumundaki meme kanserli vakalarda ve sağlıklı kontrollerde, BCRP protein 
seviyesinin ve bu gende yer alan kritik gen polimorfizmlerinden G34A (Val12Met, rs2231137) 
polimorfizmi incelenerek, genotip ve allel frekanslarının saptanması amaçlanmıştır.

MATERYAL VE METOD

Hasta Seçimi

Çalışmada meme kanserli ve sağlıklı kontrol grubu olmak üzere iki farklı grup kullanılmıştır. 
Meme kanserli bireyler, İstanbul Eğitim ve Araştırma Hastanesi Cerrahi Kliniği tarafından takip 
edilen kadın hastalardan seçilmiştir. Hastaların klinik parametrelerine göre değerlendirilmeleri, 
kan örneklerinin sağlandığı klinik tarafından yapılmıştır. Buna göre, mamografi, ultrasonografi 
ve patolojik testlerle meme kanseri teşhisi konulan 128 kadın hasta çalışma grubuna alınmıştır. 
Kontrol grubu ise, herhangi bir patolojik bulgusu, malign ya da selim tümörü ve tercihen ailesinde 
tümör hikayesi olmayan 106 sağlıklı kadın bireyden oluşturulmuştur.

Çalışma için gereken etik kurul kararı İstanbul Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulundan 
(karar no: 975/2010) alındıktan sonra vakalardan örnek toplanması işlemi gerçekleştirilmiştir.



                                              Yemliha Yıldız, Soykan Arıkan, Gonca Candan, Saime Turan, İlhan Yaylım, Arzu Ergen

11

Periferik Kandan DNA İzolasyonu

DNA izolasyonu için çalışma gruplarından EDTA’lı tüplere alınan kan örnekleri ticari kitteki 
prosedüre göre işleme tabi tutularak DNA izolasyonları yapılmıştır (Invitrogen, K182001).

ABCG2 G34A Polimorfizminin Tayini 

ABCG2 G34A genotip ve allel tayinleri Polimerize Zincir Reaksiyonu (PCR), restriksiyon 
fragmanı uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve jel elektroforez teknikleri kullanılarak yapılmıştır. 
G34A polimorfizmi için İleri primer: 5’-AAT CTC ATT TAT CTG GAC TAT CAA C-3’ ve Geri 
primer: 5’-TCG ATAATATTT CTT TCT CAA CTG-3’ primer çifti kullanılmıştır. Toplam reaksiyon 
hacmi 25 µl olacak şekilde PCR reaksiyonu hazırlanmış ve 95̊ C 5 dakika, 94̊ C 45 saniye, 57̊ C 45 
saniye, 72̊ C 45 saniye ve 72̊ C de 5 dakika olacak şekilde PCR şartları optimize edilmiştir (12). 

PCR sonucu oluşan 264 baz çiftlik (bç) ürün genotiplerin belirlenmesi amacı ile Bsr I kesim enzimi 
ile uygun koşullar altında kesime tabi tutularak A/A genotipi için, 164 bç, 76 bç ve 24 bç’lik, G/G 
genotipi için 141 bç, 76 bç, 24 bç, 23 bç’lik ve G/A genotipi için ise 164, 141, 76, 24 ve 23 bç’lik  
kesim sonuçları değerlendirilmiştir.

İstatistiksel Değerlendirme

Bu çalışmanın istatistiksel analizleri SPSS 11.0 paket programı kullanılarak yapılmıştır. İstatistiksel 
anlamlılık sınırı p<0.05 olarak alınmıştır. ABCG2 G34A polimorfizmine ait genotip ile allellerinin 
görülme sıklığının, gruplar arası farklılıklarla beraber değerlendirilmesi için Ki kare (χ2) ve 
Fisher testi kullanılmıştır. Allel frekansları gen sayma metoduna göre yapılmıştır. Gruplar arası 
demografik verilerin karşılaştırılmasında Student’t ve Mann Whitney U testleri kullanılmıştır. 

BULGULAR

Hasta ve çalışma grubumuzun yaşları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır 
(p>0.05). Hasta grubumuzun yaş ortalaması 50,11±13,14 iken kontrol grubumuzun yaş ortalaması 
52,99±11,59 olarak saptanmıştır. Hasta grubuna ait klinik parametreler Tablo 1’de gösterilmiştir.
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Tablo 1. Hasta grubuna ait klinik parametreler

Klinik parametreler  N (%)
T Evreleme
                                     T1
                                     T2
                                     T3
                                     T4

37 (%37,4)
48 (%48,5)
10 (%10,1)
4 (%4)

N Evreleme
                                     N0
                                     N1
                                     N2
                                     N3       

48 (%48,5)
25 (%25,3)
17 (%17,2)
9 (%9,1)

Kapsüler invazyon varlığı 39 (%75)

Ailede kanser hikayesi 16 (%34)
Sigara içiciliği 15 (%39,5)

Östrojen reseptör pozitif 48  (%72,7)
Metastaz varlığı 5 (%11,4)

                                   n=birey sayısı

Çalışma gruplarımızı, ABCG2 G34A genotip ve allel dağılımlarına gore karşılaştırdığımızda 
istatistiksel olarak anlamlı bir bulguya rastlanılmamıştır (p>0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Çalışma gruplarında ABCG2 G34A polimorfizmi genotip ve allel dağılımları

Kontrol
(n=106)

Hasta
(n=128)

GENOTİP

        AA 1(%0,9) 1(%0,9)

GG  83 (%78,3) 103(%80,5)

GA 22(%20,8) 24(%18,8)

ALLEL

A 24(%11,32) 26(%10,15)

G 188(%88,68) 230(%89,85)
                                 n= birey sayısı
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Hasta grubunda genotip ve allel dağılımları ile klinik parametreler arasındaki ilişkiyi 
incelediğimizde kapsüler invazyon görülen hastaların tamamının G34A GG genotipine sahip 
oldukları gözlemlenmiştir (p=0,026) (Tablo 3). 

Tablo 3. Çalışma grubunda kapsüler invazyon varlığında G34A polimorfizmi genotip dağılımları

G34A Genotipleri
Kapsüler İnvazyon Varlığı

Var (n/%) Yok (n/%)
GG 16 (%32)* 34(%68)
GA 0(%0) 11(%100)
AA 0(%0) 1(%100)

                       *p=0,026

Ayrıca östrojen reseptör (+) hastalarda GG genotipine sahip olma sıklığının anlamlı düzeyde arttığı 
saptanmıştır (p=0,027) (Grafik 1).
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Grafik 1:ER (+) hastalarda G34A GG genotipi taşıma sıklığı, (p=0,027, %95 güven 
aralığı=1,24-1,18).

TARTIŞMA

Meme kanseri, farklı biyolojik özellik ve klinik davranış gösteren çok sayıda bileşeni olan heterojenik 
bir hastalıktır (13). Birçok çalışmada meme kanserli hastalar arasındaki bireysel genetik farklılıklar 
tanımlanmaktadır. Bu farklılıklar hastalığın prognozu ve tedaviye cevabını etkileyebilmektedir. 
Tedaviye direncin mekanizması meme kanseri gelişimine katılan olası genlerdeki değişikliklerin 
bulunmasıyla aydınlatılabilir (14). BCRP olarak da bilinen ABCG2, bir yarım taşıyıcı olan ABCG 
ailesinin ikinci üyesidir. Normal dokularda ABCG2, çeşitli kanser kemoterapi ilaçları dahil 
potansiyel toksik substrat moleküllerinin atılımına yardım ederek, bağırsak, safra kanilikülleri, 
plesanta, kan-testis ve kan-beyin bariyerlerinde ifadelenmesi ile toksin ve ksenobiyotiklere karşı 
savunma fonksiyonu gösterir. ABCG2 ile ilgili çalışmalar genelde klinik kanserlerde ABCG2’nin 
ilaç direnci üzerine yoğunlaşmıştır. ABCG2 ile atılan antikanser ilaçların spektrumu mitoksantron, 
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kamptotesin, indokarbozol, metotreksat, flavopridol ve kinazolin gibi inhibitorleri içermektedir 
(15). ABCG2 tarafından ilaç birikiminin azaltılması, kanser hücrelerinin ilaç direncine dahil 
olmasıyla ABCG2’nin birincil hücresel mekanizması olabilir, ancak bunun yanında bir çalışmada 
ABCG2’nin özellikle çoklu ilaç direnci gösteren kanser hücrelerinin proliferasyonuna dahil olduğu 
gösterilmiştir (16). Bu ABCG2’nin hücre siklusu gelişimini düzenleyerek ilaç direnci kontrolüne 
katıldığını düşündürebilir. Taşıyıcı moleküllerindeki varyasyonlar ile değişen ksenobiyotiklerin 
metabolizması bazı kanserlerin risk durumunu etkileyebilmektedir (17-21).

Bu çalışmamızda, ABCG2 genine ait kritik polimorfizmlerden G34A ile meme kanseri hastalığı 
arasındaki ilişki araştırılmıştır. Çalışmamız sonucunda, ABCG2 G34A gen polimorfizmine ait 
genotip dağılımımızda % 0,9 AA, % 20,8GA, % 78,3GG bulunmuştur. Buna göre çalışmamızda 
A aleli frekansını 0,113,  G alleli frekansını ise 0.887 olarak saptadık. ABCG2 G34A gen 
polimorfizmine ait allel frekanslarımız Mizuarai ve arkadaşlarının beyaz ırkta yaptıkları allel 
frekans bulgularıyla (A alleli için 0,103)  uyumlu bulunmuştur (22). Çalışma gruplarımızı ABCG2 
G34A genotip ve allel dağılımlarına gore karşılaştırdığımızda, kontrol grubu ve meme kanserli 
hastalar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir bulguya rastlanılmamıştır (p>0.05). Çalışmamızda 
ABCG2 G34A genotip dağılımı, gerekse de allel frekansları açısından meme kanserli hastalar 
ailede kanser hikayesi varlığı ve ailede meme kanseri hikayesi varlığı göz önüne alınarak 
değerlendirildiğinde,  herhangi bir ilişkiye rastlanmamıştır. Hu ve arkadaşlarının, Diffüz Büyük 
B-Hücreli Lenfoma (DLBCL) ile ABCG2 G34A ve C421A polimorfizmlerinin hastalığın risk ve 
sağkalımu arasındaki ilişkiyi inceledikleri çalışmalarında, C421A A alleli ile hastalık arasında 
artmış bir risk görülmüş (p=0,042) bununla birlikte G34A AA genotipi taşıyanlarda kötü sağkalım 
ile bağlantılandırılmıştır (HR, hazard ratio:3,69) (12). Başka bir çalışmada ise ABCG2 421CC 
homozigot genotipinin nonpapiller renal hücre karsinomunda artmış risk taşıdığı gösterilmiştir 
(23).  Wang ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, ABCG2 G34A polimorfizminin akut lösemi 
hastalarında potansiyel bir bağımsız prognostik faktör olabileceği önerilmiştir. Yine aynı çalışmada 
34GA/AA genotipi taşıyan hastaların 34GG genotipi taşıyan hastalara göre daha kötü bir sağkalım 
gösterdiği belirtilmiştir (24).

Çalışmamızda, ABCG2 gen polimorfizmleri genotip ve allel dağılımları ile klinik parametreler 
arasındaki ilişki incelendiğinde, kapsüler invazyon görülen hastaların tamamının G34A GG 
genotipine sahip oldukları gözlenmiştir ve bu istatistiksel olarak anlamlılık düzeyinde bulunmuştur 
(p=0,026).

Ayrıca çalışma sonucuna göre, östrojen reseptörü (ER) pozitif hastalarda GG genotipine sahip 
olma sıklığının anlamlı düzeyde arttığı saptanmıştır (p=0,027). Östrojen reseptörü (ER) pozitif ve/
veya progesteron reseptörü(PR) pozitif tümörlü meme kanserli hastaların teşhis sonrası ER negatif 
ve/veya PR negatif hastalara kıyasla daha düşük motralite riskine sahip oldukları belirtilmektedir 
(25). ER ifadesi hormon tedavisine potansiyel cevapta belirteçtir, insan meme kanserlerinin 
yaklaşık olarak %70’inin hormon bağımlı ve ER pozitif olduğu belirtilmektedir(26).

Çalışmamız Türk toplumunda meme kanserli hastalarda ABCG2’nin önemli gen polimorfizmlerinden 
G34A ile ilgili ilk verileri sunmuş olup, bu verilerin daha sonra yapılacak olan çalışmalara öncülük 
edeceğine inanıyoruz. 
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