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Ozet

Bu ¢aligmanin amaci, Tiirk popiilasyonunda ROCK1 gen polimorfizmleri ile meme kanserinin metastaz yapma 6zelligi arasindaki
muhtemel iligkiyi aragtirmaktir. Bu arastirmada, ROCK1 geninin G15741A (Lys222Glu) ve G156064A (Arg1262GIn) polimorfizmleri
icin genotip dagilimlarini ve allel frekansini arastirmak ve bu polimorfizmler ile tiimor metastazi arasindaki iliskiyi ortaya koymak
amaglanmistir. Bu caligmada, en az 5 yil siireyle metastaz gelismemis meme kanseri olan hastalar (nonmetastatik grup, n=92),
metastaz gelismis meme kanserli hastalar (metastatik grup, n=101) ve herhangi bir hastaligi olmayan, kanser ge¢misi olmayan, ilag
kullanmayan, sigara igmeyen ve alkol kullanmayan saglikli bayan géniilliiler (kontrol grubu, n=128) ¢alismaya alind1. Hastalardan ve
kontrol grubundan alman kan 6rneklerinden DNA izole edildi ve LightCycler cihaziyla PCR yontemi kullanilarak erime egrisi analizi
yapildi. ROCK1 geni Lys222Glu ve Argl262Gln polimorfizmlerinin kontrol grubu ile hasta gruplari arasinda genotip ve allel
frekanslart bakimindan anlaml fark gézlenmemistir (P>0.05). Meme kanserinde ROCK1 gen polimorfizmlerinin roliinii arastiran bu
ilk ¢aliymada, Lys222Glu ve Argl262GIn polimorfizmlerinin meme kanseri gelisme riski veya metastaz: ile iliskili olmadig
bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri; polimorfizm; Rho-kinaz; ROCK1

Abstract

The purpose of this study was to evaluate the possible relationship between breast cancer metastasis and ROCK1 gene polymorphisms
in Turkish population. In this study, investigation of genotypic distribution and allele frequency of ROCK1 genes G15741A
(Lys222Glu) and G156064A (Argl262GIn) polymorphisms, and studying the association between these polymorphisms and tumor
metastasis were aimed. In the present study, we enrolled patients with breast cancer without metastasis at least 5 years (non-metastatic
group, n=92), metastatic breast cancer patients (metastatic group, n= 101), and voluntary healthy women, with no disease and cancer
history, no drug usage, no smoking and no alcohol abuse (control group, n=128). DNA was isolated from blood samples of patients
and control group, and melting curve analyses were made with PCR method at LightCycler equipment. No significant differences in
ROCK1 genes Lys222Glu and Arg1262GIn polymorphisms were observed between the control group and patients in terms of
genotype and allele frequencies (P>0.05). In this research, which is the first study to evaluate the role of ROCK1 gene polymorphisms
in breast cancer, no associations between the Lys222Glu and Arg1262GIn polymorphisms and risk of developing breast cancer or
metastasis have been found.
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Giris

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignite
tipidir. Kadinlarda goriilen malign hastaliklarin yaklagik
%28’ini meme kanseri olusturur (1). Avrupa’da
kadinlarda biitiin kanser vakalarinin %13.5’ini meme
kanseri olusturmaktadir (2). Yasla birlikte meme kanseri
sikligr artmaktadir ve gelisiminde genetik, cevresel,
hormonal, sosyobiyolojik ve fizyolojik faktdrler
suclanmaktadir (1,2). Meme kanseri gelisiminde ¢esitli

faktorlerin - etken oldugunun Dbilinmesine ragmen,
olgularm  %70-80’inde  hi¢  bir risk  faktori
saptanamamaktadir.

Rho-kinaz bir serin/treonin protein kinazdir ve

molekiiler agirligi yaklagik 160 kDa’dur (3). Rho-kinaz
enziminin ROCK1 (ROCK I, pl160ROCK, ROCKS,
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ROKp) ve ROCK2 (ROCK II, ROCKa, ROKa) olan iki
izoformu vardir (4). Her iki enzim tiim hiicrelerde
eksprese edilir. ROCK2 mRNA &zellikle kas ve beyin
hiicrelerinde daha fazla eksprese edilmektedir. Baglica
sitoplazmada ¢oziiniir halde dagilmistir fakat RhoA
aktivasyonu iizerinden kismen periferal membranlara
transloke olur. ROCK2’nin cekirdekte yerlestigi de
gosterilmistir (5). Bu proteinler sitoplazmada dagilmig
halde bulunur ve ozellikle gelismekte olan hiicrelerde
membran igerisinde yerlesirler (4). Insan ROCK1 geni
18. kromozomda (18ql1.1) ve ROCK2 geni ise 2.
kromozomda (2p24) yerlesiktir. Rho ile etkilesen ve
aktive olan Rho-kinaz, diiz kas kasilmasi, hiicre
biiylimesi, adezyonu, migrasyonu, hareketliligi, gen
ekspresyonunu ve apoptozu de igeren farkli hiicresel
fonksiyonlara aracilik eder (6-8). Rho-kinaz inhibitorleri
ile bu hiicresel fonksiyonlarin azaltildigi ve kanser
hiicrelerinde metastazin  baskilandig1 ~ gosterilmistir
(9,10). Onkojenik degisim, hiicre ¢ogalmasindaki
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kontroliin kayb1 ve hiicrenin morfolojik degisiklikleri ile
karakterizedir. Hiicre morfolojik degisiklikleri aktin
stres lifleri vasitasi ile saglanmaktadir. Hiicrelerin
onkolojik degisiklige ugramasinda Rho proteinleri ve

dolayis1 ile Rho-kinazin aktivasyonu ©onemli rol
oynamaktadir (11).
Genetik  faktorlerin = ve  polimorfizmlerin  meme

kanserinde 6nemli oldugunun bildirilmesine karsin (12),
meme kanserinde Rho-kinaz polimorfizmi ile yapilmis
bir ¢alisma bulunmaktadir, bu da ROCK2 ile ilgilidir
(13). Bu g¢alismanin amaci, Tiirk popiilasyonunda Rho-
kinaz enzimleri olan ve metastaz biyolojisinde
etkinlikleri bilinen ROCK1 gen polimorfizmleri ile
meme kanserinin metastaz yapma Ozelligi arasindaki
muhtemel iligkiyi arastirmaktir. Bu ¢aligmada, ROCK1
geninin  G15741A  (Lys222Glu) ve G156064A
(Argl262GIn) polimorfizmleri olmak {izere 2 farkli
polimorfizm i¢in genotip dagilimlarimi ve allel frekansini
arastirmak ve bu polimorfizmler ile meme kanseri ve
tiimOr metastazi arasindaki iliskiyi ortaya koymak
amaclanmustir.

Gereg ve Yontemler

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Gaziantep Onkoloji
Hastanesi, Tibbi Onkoloji Bilim Dali’'nda meme kanseri
tanistyla takip edilen hastalar ve saglikli goniilli
kadmnlar bilgilendirilmis onam formlar1 okutulup
imzalatildiktan sonra ¢alismaya alindi. Bu arastirmada,
en az 5 yil siireyle metastaz gelismemis meme kanseri
olan hastalar (nonmetastatik grup, n=92), metastaz
gelismis meme kanseri hastalar1 (metastatik grup,
n=101) ve herhangi bir hastaligt olmayan, kanser
gecmisi olmayan, ilag kullanmayan, sigara igmeyen ve
alkol kullanmayan saglikli bayan goniilliiler (kontrol
grubu, n=128) ¢alismaya alindi. Meme kanserli
hastalarin tamaminin tanilari patolojik inceleme sonucu
konmustur. Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu’nda onay almistir.

Klinik tani ve veri toplanmasi igin yapilan islemler
Hastalar hazirlanmig standart bir protokole uygun olarak
degerlendirildi ve tetkikleri yapildi. Degerlendirmeye
alinan tim hastalarin anamnez, fizik muayene,
demografik ozellikleri, tedavi Oykiileri, goriintiileme
yontemleri, tiimor belirtegleri ve rutin laboratuar
ozellikleri kaydedildi. Aile anamnezi sorgulandi.
Metastatik meme kanseri grubundaki hastalar, metastaz
ortaya ¢ikan organlara goére smiflandirildi. Plevra
metastazi, akciger metastazi ile ayn1 grupta
degerlendirildi. Hastalarin metastazlar1 tutulan organa
gore toraks bilgisayarli tomografi (BT), batin BT, beyin
BT, tim viicut kemik sintigrafisi ve lizum halinde
kemik BT wveya direkt grafilerle degerlendirildi.
Arastirmanin molekiiler analizleri Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji Hastanesi Molekiiler
Onkoloji Laboratuari’nda yapildi. Her bireyden 5 ml
periferik kan alinarak EDTA’l1 tiiplere konuldu ve DNA
izolasyonu yapildi.

Real Time PCR
Calismaya dahil edilen ROCK1 geni tek niikleotid
degisimleri Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Calismaya dahil edilen ROCK1 geni tek niikleotid
degisimleri

SNP Yerlesim ngerans SNP E:goit:illzigi

G15741A Ekzon 6 rs2271255 Lys222Glu

G156064A  Ekzon 31 rs1045142 Arg1262GIn
SNP’lere ait veriler NCBI SNP data base
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusld=
6093)’den  alinmustir. Elde edilen DNA’lardan

LightCycler (Roche, Almanya) cihaz ile floresan PCR
yontemi kullanilarak erime egrisi analizi yapildi.
Calisma icin kullanilan primer prob setleri (TIB
Molbiol, Almanya) Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. ROCK1 geni i¢in ¢alisma i¢in kullanilan primer prob setleri

Ekzon 6 (rs2271255)

Forward 5’ - TCTggCAATCCATATTTACCCT

Reverse 5°- CCTgCAgAgAgTgTgAAgCCT
Probel 5°- CCTTATTCATCTCCATACAAGTACCA-FL
Probe 2 5°- LC640-TCTgCTAACTTCAAATYTCCAgGATTTATCC-PH

Ekzon 31 (rs1045142)

Forward 5° - gTAGAGATGGAACCAGTACAACAAY

Reverse 5°- CACTACACATAAGTTAGTTCATTgAGAC
Probel 5’- CCTgCCCTAgAGTGTCAAAGA-FL
Probe 2 5’- LC640-gCCATGTTAAGTgCCACAGAJATCAC-PH

PCR karisimu igin 1 pl genomik DNA, 5 pM primer ve
prop, 1 ul LightCycler FastStart DNA Master HybProbe
kit (Roche), 2.5 mM MgCl, kullanilarak hazirlandu.
Karigim kapiller tiiplere aktarilarak reaksiyona gegildi.
95°C’de 10 dakika denatiirasyon yapildi. Daha sonra 50
dongii amplifikasyon icin denatiirasyon (95°C 10 s),
anealing (50°C 10 s), ekstansiyon (72°C 15 s) yapildi.
Amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra, sicakligin

saniyede  0.2°C  artirilarak  40°C’den  85°C’ye
yiikseltilmesiyle erime egrileri olusturuldu.
Floresan/sicaklik negatif tiirevinin sicakliga gore
cizilmesiyle de, erime egrileri, erime tepelerine
doniistiiriildi.
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Istatistiksel analiz

Hasta-kontrol grubu igin istatistiksel analizler GraphPad
Instat (v.3.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA) yazilimi kullanildi. Veriler ortalama + standart
sapma olarak ifade edildi. Genotip dagilimi ve allel
sikliklart  gruplar arasmda y?® testi kullamlarak
karsilastirildi. 0.05'den az olan P degerleri anlaml
olarak kabul edildi.

Sonuclar

Calismaya toplam 193 meme kanseri tanist olan kadin
hasta ve kontrol grubu olarak 128 saglikli kadin dahil
edildi.
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Tablo 3. Hastalarin demografik 6zellikleri ve risk faktorleri

Remisyon Grubu Metastatik Grup

(n=92) (n=101)
Egitim diizeyi
Diisiik 66 (%71.7) 85 (%84.2)
Orta 7 (%7.6) 11 (%10.9)
Yiiksek 7 (%7.6) 5 (%4.9)
Menapoz durumu
Premenapozal 13 (%14.1) 38 (%37.6)
Postmenapozal 79 (%85.9) 63 (%62.4)
Birinci derece akrabada meme kanseri
oykiisii 6 (%6.7) 11(%10.89)
Hormonoterapi
Hig kullanmamis 27 (%29.3) 49 (%48.5)
Gegmiste kullanmig veya halen kullanan 65 (%70.7) 52 (%51.5)
Hormonal reseptor durumu
ER-pozitif 44 (%47.8) 52 (%51.5)
ER-negatif 23 (%25.0) 38 (%37.6)
PR-pozitif 37 (%40.2) 51 (%50.5)
PR-negatif 27 (%29.3) 35 (%34.5)

Tablo 4. Metastatik hasta grubunun metastaz yerleri, aksiler diseksiyonda saptanan lenf nodu tutulum sayilari, timér gradi,
kemoterapi, radyoterapi ve hormonoterapi 6ykiileri, ER, PR, HER2 durumlart.

Metastaz yerleri
Akciger

Kemik
Karaciger

Kars1 aksilla
Beyin

Plevra

Over

Periton

Aksiller diseksiyon sonrasi lenf nodu tutulumu sayisi

0
1(1-3)
2 (4-9)
3 (>10)
Grade
1

2

3

Kemoterapi

Alanlar

Almayanlar
Radyoterapi

Alanlar

Almayanlar

Tamoksifen

Alanlar

Almayanlar

Aromataz inhibitorii
Alanlar

Almayanlar

Estrojen Reseptorii
Pozitif (say1/toplam say1)
Progesteron Reseptorii
Pozitif (sayi/toplam say1)

50 (%49.5)
46 (%45.5)
31 (%30.7)
10 (%9.9)
9 (%8.9)
8 (%7.9)
1(%0.9)
1 (%0.9)

10 (%15.4)
17 (%26.2)
18 (%27.7)
20 (%30.8)

1 (%1.4)
41 (%59.4)
27 (%39.1)

96 (%97.0)
3 (%3.0)

53 (%58.2)
38 (%41.8)

29 (%29.0)
71 (%71.0)

23 (%23.0)
77 (%77.0)

52/90 (%57.8)

51/86 (%59.3)

HER2 (IHC)

0 38 (%45.8)
1+ 5 (%6.0)
2+ 6 (%7.2)
3+ 34 (%41.0)

Hasta grubunda 101 (%52.3) kisi metastatik meme
kanseri, 92 (%47.7) kisi ise en az 60 aydir remisyonda
takip edilen meme kanseri hastasiydi. Kontrol grubunun
yas ortalamasi 47.07+13.78 yil, metastatik grubun yas
ortalamas1 51.31£12.16 yil, remisyonda takip edilen
grubun yas ortalamasi ise 55.9949.27 yil saptandi. Tim

79

hastalarin yas ortalamasi 53.54+11.1 yil idi. Menapoz
durumlarina goére hastalar siniflandirildiginda metastatik
grupta 38 (%37.6) hasta premenapozal, 63 (%62.4) hasta
postmenapozal donemdeydi. Remisyondaki grupta ise
12 (%13.3) hasta premenapozal, 78 (%86.7) hasta
postmenapozal donemdeydi.
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Metastatik hasta grubunda 11 (%10.9) kiside ve
remisyondaki hasta grubunda ise 6 (%6.7) kiside ailede
meme kanseri Oykiisii vardi. Hastalarin tani sirasindaki
yaslart  degerlendirildiginde, = metastatik  grupta
48.15+£12.05, remisyondaki grupta ise 49.03+9.66 idi.
Hasta grubunun ortalama viicut kitle indeksleri birbirine
yakin degerlerdeydi (metastatik grup; 1.73+0.15 kg/m?,
remisyon grubu; 1.72+0.6 kg/m?). Hastalarin demografik
Ozellikleri ve risk faktorleri Tablo 3’de verilmistir.

Metastatik hasta grubunun metastaz yerleri, aksiler
disseksiyonda saptanan lenf nodu tutulum sayilari,
timoér  grade’i, kemoterapi, radyoterapi  ve
hormonoterapi Oykiileri, ER, PR, HER2/neu durumlar1
Tablo 4’de verilmistir. ROCK1 geni ekzon 6 Lys222Glu
ve ekzon 31 Arg1262GIn polimorfizmleri kontrol ve
hasta gruplarinda herhangi bir farklilik saptanmamistir
(Tablo 5 ve 6).

Tablo 5. Meme kanseri ve kontrol grubunda ROCK1 geni ekzon 6 Lys222Glu polimorfizmi genotip dagilimi ve allel sikliklari

N Genotip n (%) P Allel n (%) P
Lys-Lys Lys-Arg Arg-Arg Lys Arg
Kontrol 128 128 0 0 256 0
(100) ©) ©) (100) )
Nonmetastatik 92 92 0 0 >0.05 184 0 >0.05
(100) ©) ©) ' (100) ()
Metastatik 101 101 0 0 202 0
(100) © © (100) ©

Tablo 6. Meme kanseri ve kontrol grubunda ROCK1 geni ekzon 31 Argl1262Gln polimorfizmi genotip dagilimi ve allel sikliklari

N Genotip n (%) P Allel n (%) P

Arg-Arg Arg-Gin GIn-GIn Arg GIn
Kontrol 128 128 0 0 256 0
(100) 0 ) (100) )

Nonmetastatik 92 92 0 0 >0.05 184 0 >0.05
(100) ©) ©) ' (100) )
Metastatik 101 101 0 0 202 0
(100) © © (100) ©

Tartisma daha spesifik hedeflerin yok edilmesi sonucunda

ROCK1 gen polimorfizmlerinin meme kanseri ile
iligkisinin aragtirildigt bu ilk ¢alismada, ROCK1 geni
Lys222Glu ve Argl1262GIn polimorfizmlerinin genotip
ve allel frekanslari karsilastirildiginda kontrol grubuna
gore anlamli bir degisiklik olusturmadigi saptanmustir.
Kadinlarda premenopozal dénemde yasla birlikte meme
kanseri siklig1 artmaktadir ve bu artis menopoza kadar
devam etmektedir. Menopozdan sonra da meme kanseri
siklig1 artmakla birlikte, bu artis oran1 premenopozal
doneme gore altida bir oraninda olmaktadir (14). Bizim
hastalarin %73.6 (142/193)’s1 postmenopozal, %26.4
(51/193)’1i premenopozal dénemdeydi ve tiim hastalarin
yas ortalamasi1 53.54+11.1 yil saptandi.

Genellikle meme kanserli hastalarin ¢ogunda ailede
meme kanseri Oykiisii yoktur ve olgularin sadece %5-
10’unda ailevi yatkinlik vardir (14). Calismamizdaki
hastalarin  soyge¢misleri sorgulandiginda, hastalarin
%8.8 (17/193)’inin birinci derece akrabasinda meme
kanseri Oykiisii vardi. Ancak BRCA1 veya BRCA2 gibi
genetik mutasyon ¢aligmalar1 yapilmadigindan, hastalar
genetik yatkinlik yoniinden degerlendirilemedi.

Tiim kanser tiplerinde oldugu gibi meme kanserinde de
yasam siiresini belirleyen en Onemli faktér metastaz
gelisimidir. Metastaz  gelisim  riskinin ~ 6nceden
belirlenmesine iliskin tani1 ve/veya tarama yontemleri
hastaligin tedavisinde onemli basarilar elde edilmesine
zemin olusturacaktir. Tgili mekanizmalarin
aydmlatilmast  ile  potansiyel tedavi  hedefleri
belirlenebilecek ve bu sayede daha az toksik etki ve
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hastaligin tamamen eradikasyonu saglanabilecektir.

Rho/Rho-kinaz yolagi hiicre adezyonu, migrasyonu,
sekil degisimleri ve sitokinezde etkili olmaktadir (7).
Trombosit kokenli endotel hiicre biiyiime faktorii (PD-
EDGF) uygulanan kiiltiir hiicrelerinde ROCK1’in agir1
ekspresyonuna ve kanser hiicresi hareketliliginin
artmasina neden oldugu bulunmustur (15). Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktori (VEGF) ile indiiklenen
endotel hiicre migrasyon ve anjiogenezde Rho/Rho-
kinaz yolaginin aktive oldugu gosterilmistir (16).
Ayrica, hipoksi ile indiiklenen anjiogeneze Rho-kinaz
aracihk eder ve Rho-kinaz inhibisyonu anjiogenezi
inhibe eder (17). Rho proteinleri ve Rho-kinaz
aktivitesinin g¢esitli kanser modellerinde etkin role sahip
oldugu gosterilmistir (15,18). Meme kanseri migrasyon
ve metastazinda Rho/Rho-kinaz yolaginin aktif rol aldig1
gosterilmistir (19). Yapilan hiicre kiiltiiri ve hayvan
deneylerinde gesitli Rho-kinaz inhibitorlerinin kullanimi
ile kanser hiicrelerinde migrasyonun ve metastaz
6zelliklerinin baskilandigr gosterilmistir (20). Yiiksek
metastatik ozelligi olan MCF-7 insan meme kanser
hiicre  serisinde, ROCK ekspresyonunun  arttigi
gosterilmistir (21). Ayrica Rho-kinaz inhibitorlerinin
hayvan modelinde meme tiimorii gelisimini inhibe ettigi
de  gosterilmistir  (10). Rho-kinaz  inhibitorleri
kullanilarak kanser hiicrelerinde metastatik 6zelliklerin
azaltildig1 in vitro ¢alismalarla gosterilmistir (22). Insan
metastatik meme timor hiicresi (MDA-MB-231)
kiiltiirtinde sitokin (M-CSF) olusumu, timor hiicre
gelisimi ve invazyonunda Rho-kinazin rolii oldugu (23),
Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’nin timor migrasyonu ve
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invazyonunu baskiladigi ortaya konmustur (24). Rho-
kinaz gen polimorfizmi ile ilgili simdiye kadar
yaymlanmis arastirmalar hipertansiyon (25), diabetik
retinopati (26) ve kronik bobrek hastalign (27) ile
iliskilidir. ~ Kanserli =~ hastalarda =~ ROCK1  gen
polimorfizminin incelendigi bir arastirma literatiirde
yoktur. Daha 6nce meme kanserli hastalarda yaptigimiz
bir c¢alismada ise ROCK2 geni  Thr431Asn
polimorfizminin meme kanseri metastazi igin bir risk
faktorii olabilecegi ve prognoza yardimer olabilecegi
gosterilmigtir (13). Bu c¢alisma meme kanserinde
ROCK1 gen polimorfizmlerinin roliinii arastiran ilk
calismadir. Arastirmamizin sonucunda ROCK1 geninde
kontrol grubu ile meme kanserli hasta gruplar1 arasinda
anlaml bir fark saptanmadi.

Bu calismadan elde edilen bulgular, Tirk
popiilasyonunda Rho-kinaz ailesinden olan ROCK1 geni
Lys222Glu ve Argl1262GIn polimorfizmlerinin meme
kanseri olma riski ile ve metastaz gelisimi ile iligkili
olmadigini ortaya koymustur.

Tesekkiir o
Bu calisma, TUBITAK Hizli Destek (SBAG-HD-222,
107S127) projesi ile desteklenmistir.
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