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OZET

Meme kanseri ve diger maligniteler, hiicre biiyiimesi ve geligsimine katilan hiicresel yollar: etkileyen genetik degigsimler sonucu
ortaya ¢ikar. Proto-onkogenler normal hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi icin 6nemli bazi proteinlere ait kodlar igerirler. Eger bir
mutasyon sonucu proto-onkogenin yapisi degisirse olugan hasar, genin ve gen iiriiniin yapisim degistirerek, cesitli yollarla hiicre
boliinmesinin kontroliinii ortadan kaldirir ve malignite ortaya gikar. Kanser olusumunda, onkogenlerden bagka 6nemli ikinci bir
gen grubu da tiimor-baskilayici genlerdir.

Kaderinler, birbiri ile genelde homofilik karakterde iligkiye girerler ve baglanarak hiicre-hiicre adezyonunu saglarlar. Tiimor
hiicrelerinin diizensiz davramg: nedeniyle hiicre-hiicre iligkisi tiimorlerde bozulmugtur. E-Kaderin (CDH-1) hiicrenin hareketlilik
ozelliginin yok olmasina neden olur. Meme kanserlerinde, E-Kaderin ekspresyon kaybi veya sitoplazmik pargasinin
fosforilasyonundaki bozukluk nedeniyle epitelyum hiicreleri hareketlilik kazanir ve lokal yayillmada artig gozlenir. E-Kaderin
eksikligi invazif fenotipin ortaya ¢ikmasindan sorumludur ve duktal karsinomlarda kotii prognoza yol agmaktadir.
Matriks metalloproteinaz (MMP) gen ailesi extraseliiler matriks makromolekiillerine karg1 aktivite gosteren dokuz ya da daha
fazla endopeptidaz kodlarlar. Yapilan ¢caligmalarda meme kanserinde artrmg MMP-3 ekspresyonunun tiimor prognozunu tegvik
edici oldugu bildirilmigtir.

Bu bilgiler 15181nda calismamizda meme kanserinde E-Kaderin -160 C/A ve MMP-3 5A/6A gen polimorfizmlerinin etkisini
incelemeyi amagladik. Bu amagla ¢alismamizda ilgili gen polimorfizmlerini tayin etmek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon fragmam uzunluk polimorfizmi (PZR-RFLP) metodunu kullandik. Istatistiksel degerlendirme sonucunda MMP-3
6A alleli ve E-Kaderin CC genotiplerini tagimanin, hastalik geligiminde ve metastaz olugumunda rol oynayabilecegi izlenimini
elde ettik.

Anahtar Kelimeler: MMP-3, E-Kaderin, Matriks Metalloproteinaz, Polimorfizm, Meme Kanseri
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ABSTRACT

Breast cancer and other malignities are caused by genetic alterations affecting cellular pathways participating in cell growth and
development. Proto-oncogenes contain certain proteins which are impotant for normal cell growth and differentiation. If a mutation
causes a damage by changing in the structure of the proto-oncogene, it eliminates the control of cell division in various ways
by changing the structure of genes and gene products and malignity consists. Except the oncogenes, a second gene group called
tumor suppresor genes are also important in formation of cancer.

Cadherins are connected each other by homophilic binding and they play important roles in cell adhesion, ensuring that cells
within tissues are bound together. Because of the irregular behavior of tumor cells to cell-cell relationship is corrupted. E-Cadherin
(CDH-1) leads to the destruction of property of the cell mobility. In breast cancer issues, due to lost of E-Cadherin expression
or disorder in phosphorylation of cytoplasmic part of E-Cadherin, epithelial cells gain mobility. And increase in their local spread
is observed. The lack of E-cadherin is responsible for emergence of invasive phenotype and ductal carcinomas, leading to a poor
prognosis.

Matrix metalloproteinases (MMP) gene family, codes 9 or more endopeptidase against extracellular matrix macromolecules. It
has been reported that increased MMP-3 expression in breast cancer is encouraging tumor prognosis.
In this study, we aimed to investigate the effect of the E-Cadherin -160 C/A and MMP-3 5A/6A gene polymorphisms in breast
cancer. For this purpose, to determine relevant gene polimorphisms we used polymerase chain reaction-restriction fragment
lenght polymorphism (PCR-RFLP) method. As a result of statistical consideration, we find out that carrying 6A allel of MMP-
3 gene and CC genotype of E-Cadherin can play a role in disease progression and metastasis.

Key Words: MMP-3, E-Cadherin, Matrix Metalloproteinases, Polymorphism, Breast cancer

Girig Kaderinler, ve kaderin tipinde bélgelere sahip proteinler,
tek hiicrelilerden omurgalilarin tiim siniflarina kadar uzanan
canhlarin ¢ok biiyiik bir boliimiinde bulunurlar (1). Molekiiler

agirliklar1 120,000-140,000 arasinda degisen, yap1 ve

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir.

Kadinlarda kansere bagh oliimlerde ise akciger kanserinden

sonra ikinci siradadir. Meme kanseri ve diger maligniteler, fonksiyonlan agisindan kalsiyuma bagiml transmembran

hiicre biiytimesi ve gehsimine katilan énemli hiicresel yollart proteinleridir. Embriyojenik dokulann olugumu ve stabiliteleri

etkileyen genetik degisimler ile cok adiml bir islem sonucu icin gerekli, hiicreler aras1 adezyon olaylarinin baglamasi ve
devami, doku morfogenezi ve tiimor baskilanmas i¢in kritik
oneme sahiplerdir (2,3). Sitoplazmik bolge, katenin ad1 verilen,
kaderinlerin aktin temelli hilcre iskeletine baglanmasini saglayan

hiicre i¢i molekiillerle etkilesim halindedir. Kaderinlerin hiicre

ortaya gikar. Proto-onkogenler normal hiicre biiyiimesi ve
farklhilagmasi i¢in 6nemli olan bazi proteinlere ait kodlar
igerirler. Eger bir mutasyon sonucu proto-onkogenin yapisi
degisirse olugan hasar, genin dolayzsi ile gen iiriiniin yapisimnin

degismesine neden olur ve gesidi yollarla hiicre boliinmesinin
kontrolii ortadan kalkar ve malignite ortaya ¢ikar. Kanser
olusumunda, onkogenlerden bagka nemli ikinci bir gen grubu
da tiimor-baskilayici genlerdir. Bu iki gen grubu kanserogenezde
birbiriyle zit etkilidir. Onkogenler malign transformasyona
neden olurken tiimér basklayici genler, hiicre biiyiimesinde
islev goren genleri kontrol ederek tiim&r olusumunu engellerler.
Eger bu tiimor baskilayici genlerde bir hasar olursa biiyiime
kontrolii ortadan kalkacagindan kanser ortaya ¢ikar,

iskeletine baglanmasi, hiicre hiicre adezyonu igin oldukga
onemlidir ve E-Kaderin ya da kateninlerde olusacak
mutasyonlar bu baglantiy1 bozarak, hiicresel adezyonun ortadan
kalkmasina neden olabilirler (3). 8-Kaderin kalsiyuma bagiml,
normal epitel dokularda eksprese edilen bir adezyon
molekiiliidiir ve 16. kromozomda q22.1 da yer almaktadir (4).
Transmembran bir glikoprotein olan B-Kaderin, normal
epiteliyal hiicrelerinin hiicreleraras1 adezyonunda, hiicre
polarizasyonunda, hiicre sinyal iletiminde, hiicresel farkhlagma
bakiminda ve doku morfolojisinde goérevlidir (5).
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Azaltilmis E-Kaderin ekspresyonu malign doniiglim,
tiimor invazyonu ve metastazi tegvik etmektedir. Cesitli hiicre
hatlarinda, E-Kaderin ekspresyonu ve invazivlik diizeyleri
arasinda kargilikh bir iligki gosterilmistir (6).

E-Kaderin protein ekspresyonunun yok oldugu
mekanizmalar, E-Kaderin mutasyonlarim ve heterozigozite
kayb1 (LOH) ad1 verilen yaban tip allel kaybim igerir. Bu
bilgiler E-Kaderinin klasik bir tiimor baskilayic1 gen oldugunu
gostermektedir (7,8).

E-Kaderin hiicrenin hareketlilik zelliinin baskilanmasma
neden olur. E-Kaderin ekspresyonu azalan epitel hiicrelerinde
diferansiyasyonunun azaldif1 ve goc kabiliyetlerinin arttigi
belirlenmistir. Meme kanserlerinde, E-Kaderin ekspresyon
kayb1 veya sitoplazmik parcasmin fosforilasyonundaki bozukluk
nedeniyle epitelyum hiicreleri hareketlilik kazanir ve lokal
yayilmada artig gézlenir. Kaderin eksikligi invazif fenotipin
ortaya ¢ikmasindan sorumludur ve duktal karsinomlarda kétii
prognoza yol agmaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda mobilite kazanan tiimér hiicrelerinde,
hiicresel adezyonu saglayan kaderin ailesinin bir iiyesi olan
E-Kaderin ekspresyonun azaldig bildirilmistir (9,10). E-
Kaderin geninin promotor bdlgesinde tanimlanmis olan ve
transkripsiyon baglangic bolgesi ile iligkili oldugu bildirilen
-160 C/A polimorfizmi (rs16260) ile ilgili bircok kanser tipinde
caligmalar bulunmaktadar.

Li ve ark. Yapt1§1 calismada bu polimorfizmde goriilen
C/A baz degisiminin sonucu olarak A allelinin, C alleline gore
%68 daha az transkripsiyonel aktivite ile iligkili oldugu
bildirilmigtir (11).

MMP gen ailesi extraseliiler matriks makromolekiillerine
kars1 aktivite gisteren dokuz ya da daha fazla endopeptidaz
kodlarlar. MMP-3, matriks metalloproteinaz ailesinde,
stromelysin-1 olarak da adlandirilan bir proteazdir. Hiicre
ylizey molekiillerinden timd6r nekroz faktor prekiirsorii
(TNF-a.) ve E-Kaderini (12); ayrica fibronektin, laminin, tip
IV kollajen ve proteoglikanlar1 degrade ederek ekstraselliiler
matriksin yikilmas: ve yeniden diizenlenmesinde gorev alir.
Bunlardan dolay: romatoid artrit, osteoartrit, gastrointestinal
lezyonlar, bag ve boyun karsinom, bazal hiicreli karsinom,
brong ve akciger skuamdz hiicreli karsinom, 6zofagus skuaméz
hiicreli karsinom, kolorektal kanser ve meme kanserinde tiimér
hiicresi invazyonu ve metastazinda 6nemli bir rol oynadigi
diigiiniilmektedir (13). Klasik bir tiimoér baskilayict olan

E-Kaderin ekspresyonunun epitelyal tiimorler arasinda siklikla
azalmug oldugu gosterilmigtir. Bu durum, E-Kaderin/ 8-katenin
kompleksinin Wnt sinyal yolaginin gérev aldigi, hiicre-hiicre
adezyonu, hiicresel polarite, doku diizenlenmesi gibi olaylarda
bozukluklar, tiimor gelisimi ve tiimor metastaziyla
sonuclanmaktadir (6, 14-16). Wnt sinyal yollan, erigkin
dénemde kendini yenileyen hiicrelerin adezyonunda, hedef
hiicre genlerinin transkripsiyonunun kontrol edilmesinde,
embriyonik dénemdeki hiicrelerde ise hiicre polaritesinin,
proliferasyonunun saglanmasinda, farklilagsmada ve hiicre
gocilinde onemli Slgiide rol oynamaktadir. Wnt/ 8-katenin
sinyal yolunun kanserle olan iligkisi bu sinyal yolunda gérev
yapan molekiillerde meydana gelebilecek herhangi bir
mutasyonla agiklanabilmektedir. Bu durum birgok kanser
tlirliniin de ortaya ¢cikmasina neden olabilmektedir (17).
Ozellikle son yillarda, Wnt/ ?-katenin sinyal yolunun gesitli
kanser tiirleri ve bircok ciddi hastaliklar ile olan iligkisi
literatiirde genig yer bulmaktadir. E-Kaderinin membran bagimh
B-katenini serbest birakarak Wnt sinyal yolagini
giiclendirmesinin, tiimoérogenezi tesvik ettigi bildirilmigtir
(6,14,18).

E-Kaderin mutasyonu sonucunda, hiicre hiicre
adezyonunun yok olmasi ve Wnt yolaginin etkisi diginda,
tiimor invazyon ve metastazinda 6nemli olan diger agamalar,
MMP'lerin 6nemli rol oynadig: ekstraselliiler matriks (ECM)
'in ve bazal membranmin degredasyonu, anjiyogenez ve epitelyal
mezenkimal doniigiimdiir (EMT) (19).

Bu gen ile ilgili en yaygm sekilde yapilan cahgmalardan
biri, bir insersiyon/delesyon polimorfizmi olan ve MMP-3
geni promotor blgesinde tamimlanan SA/6A polimorfizmidir
(rs3025058). Bu polimorfizm transkripsiyon baglangicindan
1612 b¢ uzaklikta 5 ya da 6 adenozinin lokalizasyonu ile
karakterizedir. Bu polimorfizmin sonucunda gende meydana
gelen degigikliklere iligskin literatiirde celigik bilgiler
bulunmaktadir. Yapilan in vitro caligmalarda 5A allelinin 6A
alleline gore daha fazla promotor aktivitesine sahip oldugu
gosterilmigtir (20). Bagka bir caligmada ise 6A allelinin bir ya
da iki kopyasmin bulunmasma gére serum MMP-3 diizeylerinde
artig oldugu gosterilmistir (21).

Yapilan ¢caligmalarda meme kanserinde artrug MMP-3
ekspresyonunun tiimér prognozunu tegvik edici oldugu ve
bununla beraber invaziv meme kanseri hiicrelerinde MMP-3
ekspresyonunun invaziv olmayan hiicrelere gore arttifim
gozlemlemiglerdir. Meme kanserinde tiimér olugumu, kanseri

hiicresi invazyonu ve metastazinda, adezyon molekiilleri ve

32

DENEYSEL TIP ARASTIRMA ENSTITUSU DERGISIDIR



matriks metalloproteinaz ailesinin 6nemli rol oynadig:
belirtilmigtir. Matriks metalloproteinazlarin, ECM
degredasyonunda 6nemli rol oynamasi, tiimér invazyonunda
ve metastazinda etkilidir (22-25).

Tiim bu bilgiler 15181nda ¢alismamizda MMP-3 -1171
5A/6A ve E-Kaderin gen polimorfizmleri ile meme kanseri
arasindaki iligkiyi incelemeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM

SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu ¢alismada iki 6rnek grubu kullamlmigtir. Birinci grupta
Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi tarafindan
takip edilen meme kanseri tanis1 konulmug 65 hasta ¢aligmaya
dahil edilmistir.

ikinci grupta kontrol olarak kullanilmak iizere kendisinde
ve 1. derece akrabalarmda kanser gériilmeyen 54 saglikli birey
secilerek kullanilmgtir.

Her iki ¢alisma grubu i¢in de 6rnek toplanmasi iglemi
calismanmizin Istanbul T1p Fakiiltesi etik kurulu tarafindan

onaylanmasindan sonra baglatilmigtir (Say:r 284).

KULLANILAN YONTEMLER

Periferik Kandan DNA Izolasyonu

EDTA’L tiiplerle alinan 10ml.lik kan 6rnekleri ¢aligma
icin falkon tiiplerine aktarilir. Uzerilerine 1:3 oraminda lizis
eklenerek +4°C’de 15dk. bekletilir. Daha sonra 1500rpm'de
10dk. santrifiij edilir ve siipernatant kisimlar atilarak pelletler
tamamen siispansiyon durumuna getirilir ve iizerlerine tekrar
15-20ml. lizis eklenir. Ornekler +4°C’de 15dk. bekledikten
sonra 10dk.1500rpm’de santrifiij edilir. Stipernatant kisimlar:
atilir ve siispanse olan pellet tizerine 500 I %10’luk sodyum
dodesil siilfat (SDS), 75ul proteinaz K (20mg/ml) ve 9,4 mi
16kosit pargalama ¢ozeltisi eklenerek 56°C’de su banyosunda
bir gece inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra her 1mi 6rnek
bagina 0,37 ml olacak sekilde 9,5 M’lik amonyum asetat
¢Ozeltisi eklendikten sonra karigtirilir ve 3000rpm’de 25dk
santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriiliir. Santrifiij sonras:
siipernatant kismi temiz bir falkona aktarilir ve lizerine 1:2
oraninda %99’luk absolii alkol eklenir ve DNA’nin
presipitasyonu saglanmr. Yogunlagsan DNA’nm alkol yiizeyine
¢cikmasi beklenir ve DNA mikropipet ucuyla alinir. DNA
%70’1lik alkolde yikanir ve korunmak iizere Tris-EDTA
¢Ozeltisinde c¢oOziindiiriilerek +4°C’de saklanir.

PZR Y iintemi Ile MMP-3 ve E-Kaderin Gen Bolgelerinin
Cogaltilmas: ve RFLP Y ontemiyle Polimorfizm Analizi

Genomik DNA 6rneklerinde MMP-3 ve E-Kaderin gen
bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi. DNA
Omeklerinin her birinin amplifikasyonu i¢in 10x PCR tamponu
(10mM Tris-HCl, 50 mM of KCl, 1,75 mM of MgCl,), 2,5mM
dNTP, 0,1 iinite Taq DNA polimeraz MMP-3 ve E-Kaderin
gen bolgelerine 6zgii her bir primerden 100pmol/ul ve 500ng
DNA igeren toplam 25ul’lik PZR karigimi hazirlandi.

Kullanilan primer dizileri agagidaki gibidir:

E-Kaderin -160C/A pohmorfizmi igin;

Forward -5’ TTCTGATCCCAGGTCTTAGTGAGC 3’
Reverse- 5° GGTACCTGCAGCAGCAGCAGCAG 3’
MMP-3 -1171 5A/6 A pohmorfizmi i¢in;

Forward- 5’
GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAgA 3’
Reverse- 5°
CTTCCTGGAATTTCACATCACTGCCACCACT 3’

MMP-3 -1171 5A/6A geninden 129 b¢ ve E-Kaderin -
160 C/A Gen Polimorfizminin Belirlenmesi Igin PZR
Uriinlerinde Restriksiyon Enzim Analizi

Tth1111 Kesim enzimi (10U/pl): Tth1111 enzimi 10X
Buffer Tango ile birlikte MMP-3 -1171 5A/6A gen
polimorfizminin belirlenmesi i¢in kullamldi.

Banll Kesim enzimi (10U/pl): Banll enzim 10X Buffer
B ile birlikte E-Kaderin
-160C/A gen polimorfizminin belirlenmesi i¢in kullanildi.

Restriksiyon Enzim Kesimleri

PZR iiriinii saptanmg érneklerden toplam hacimleri 10,5
nl (distile su 4,5 ul; 10xTampon ¢ézelti 0,5 ul; enzim 0,25 ul;
PCR iiriinii 5,25 pl) ve 11,35 pl (distile su 4,5 pl; 10xTampon
¢ozelti 0,5 ul; enzim 0,35 ul; PCR iiriinii 6 ul) olacak sekilde
restriksiyon enzim kesimleri Tth1111 ve Banll enzimlerinin
eklenmesi ile gergeklestirildi. Bu kesim iglemlerinde kulanilan
Tth1111 enzim igin optimum sicaklik 37°C’de 2 saat olmustur.
BanllI enzimi i¢in optimum sicaklik 37 °C’de 16 saat olmustur.

Sonuglarnin Degerlendirilmesinde Kullanilacak
Istatistiksel Yéntemler

Bu calismanin istatiksel analizi SPSS 11.0 paket programi
kullanilarak yapilmistir. Istatiksel anlamlilik sinir1 p<0.05
olarak alinmigtir.
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Genotip ve ailelerin goriilme siklifinin gruplararasi
farkliliklarinin degerlendirilmesinde Ki Kare, Fisher testleri
kullanmilmigtir. Allel frekanslar1 gen sayma metoduna gore
yapilmugtir.

BULGULAR

Calismamizda yas ortalamas1 50,82+8,91 arasinda olan
65 hasta ve yag ortalamasi 46,98+11,49 olan 54 saglikli kadin
kontrolden alinan 6rnekler kullanilmigtir. Hasta ve kontrol
grubu arasinda yaglar agisindan anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (p>0.05). Hastalarimizin %27,9’i menapoz

oncesi donem, %72,1’si ise menapoz sonras1 dénemdedir.

Calismaya dahil ettigimiz meme kanserli hastalarin %80’
invaziv duktal, %7,8’i invaziv lobiiler, %7.8’i kombine, %2’si

meduller ve %2 ’si miisindz’ diir.

Hastalarimiz TNM evrelemesinde T evresine gore
degerlendirildiklerinde %24,5’i T1, %46,9’u T2, %20,4’ii T3
ve %8,2’si T4 olarak gézlemlenmisgtir. Bolgesel lenf nodu
pozitifligine bakildiginda ise hastalarin %22,4’ii NO, %44.9’u

N1, %26,5’i N2, %6,1’i N3 evresinde bulunmustur.

Meme kanserli hastalar histolojik diferansiyasyona gére
degerlendirildiginde %9,5’u iyi diferansiye, % 47,6°s1 orta
diferansiye ve %42,9’u az diferansiye olmus tiimorlerdir.

Calisma gruplarimizda MMP-3 SA/6A ve E-Kaderin -
160 C/A genlerine ait genotip ve allel dagilimlar: tablo 1°de
gosterilmistir. Bulgularimza gore hasta grubunda kontrol gore
MMP-3 5AS5A genotipi tagima oram anlamli olarak azalmigtir
(p:0,024, x%:5,085, OR:0,292, %95C1:0,096-0,89). Bu
bulgumuza paralel sekilde hasta grubunda da MMP-3 6A alleli
tagima orani kontrol grubuyla karsilagtirildiginda anlamh
yiiksek olarak saptanmigtir (p:0,024, x2:5,085, OR:3,42,
%95Cl1:1,12-10,45).

Calisma gruplarimizi E-Kaderin -160C/A genotiplerine
gore degerlendirdigimizde ise gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamigtir. Her iki grubumuzda da AA genotipine
ait bireye rastlamlmamugtir.

Tablo 1. Caligma gruplarimizda MMP-3 5A/6A ve E-Kaderin -160 C/A genlerine ait genotip ve allel dagilimlari

Hasta (n:65) Kontrol (n:54)
Genotipler
6A6A 27 (%41,5) 16(%29,6)
SASA 5(%1,7) 12 (%22,2)*
SA6A 33 (%50,8) 26(%48,1)
Alleller
6A 87(%66,9)** 58(%53,70)
SA 43 (%33,1) 50(%46,30)
E-Kaderin Hasta (n:65) Kontrol (n:54)
Genotipler
CcC 28 (%43,1) 21 (%38.,9)
AA 0 (%0) 0 (%0)
CA 37 (%56.,9) 33(%61,1)
Alleller
C 93 (%71,5) 75 (%69,4)
A 37 (%29.5) 33 (%30,6)

*(p:0,024, x%5,085, OR:0,292, %95C1:0,096-0,89)
**(p:0, 024, %x%5,085, OR:3,42, %95Cl:1,12-10,45)

Hasta grubumuzu nod metastazi goriilmesi agisindan
MMP-3 gen polimorfizmi dagilimlanim inceledigimizde SASA
genotipine sahip bireylerde nod metastazi gzlenmemistir .

Buna ek olarak, 6A alleli tagiyan hastalarda ise tagimayan
gruba gore anlamli derecede yiiksek olarak saptanmigtir
(p:0,038, %95C1:3,12-11,04) (Tablo 2).
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Tablo 2. Hasta grubunda MMP-3 genotip dagilhimina gére Nod metastazi varligimin iligkilendirilmesi

MMP-3 5A5A genotipine gore
Nod Metastaz1 var Nod Metastaz1 yok
5ASA genotipi tasima 2(%100) 0(%0)
5ASA genotipi tasimama 8(%17) 39 (%83)
MMP-3 6A alleline gore
Nod Metastaz var Nod Metastaz yok
6A alleli tagima 39 (%83)* 8(%17)
6A alleli tagtmama 0(%0) 2(%100)

* p:0,038, %95C1:3,12-11,04

Hastalarin premenapoz yada postmenapoz doneminde
olmalanyla iligkin olarak MMP-3 ve E-Kaderin genotip ve
allel dagilimlan agisindan anlamh bir bulguya rastlanmamigtir
(p>0,05).

Timor evrelendirmesi ve MMP-3 ve E-Kaderin gen

polimorfizmlerini inceledigimizde, MMP-3 gen polimorfizmleri
ile timor evrelendirilmesi agisindan herhangi bir iligki
gozlenmezken, E-Kaderin CC genotipine sahip hastalarn T3
veya T4 evresinde bulunma oranlar1 anlamli olarak artmig
oldugu saptanmustir (p:0,02, %95Cl: 0,041-0,786) (Tablo 3).

Tablo 3. Hastalarda E-Kaderin genotiplerinin tiimdr evrelendirilmesine gore dagilimi

E-Kaderin Genotipleri

T1+T2 Evreleri

T3+T4 Evreleri

CC

13(%59,1)

9(%49)*

CA

24(%88,9)

3 (%11,1)

* p:0,02, %95CI: 0,041-0,786

Hastalar: timor nekrozu goriilmesi acgisindan
degerlendirdigimizde %37 °‘sinde timor nekrozu
gozlemlenmistir. Ancak MMP-3 ve E-Kaderin gen
polimorfizmleri agisindan tiim&r nekrozu ile anlaml bir iligki
saptanmamustir (p>0,05).

Hasta grubumuzu olusturan bireylerin %16°s1 Ostrojen
reseptor negatif, %84’ii ise dstrojen reseptor pozitif 6zellik
tagimaktadir. CA genotipi tagtyan hastalarm %91,7’si Gstrojen

reseptor pozitif bireyler iken, CC genotipi tasiyanlarda ise bu
oran %73,7 olarak saptanmugtir.

Kapsiil invazyonu varliginda MMP-3 ve E-Kaderin
genotiplerinin dagilimim inceledigimizde MMP-3 genotip
dagilimu agisindan bir farklilik gézlemlenmezken, E-Kaderin
CC genotipi tasiyan bireylerde kapsiil invazyonu goriilme
siklifinin istatistiksel olarak arttig1 saptanmigtir (p:0,049,
x2:3,884, OR:0,308, %95Cl: 0,094-1,011) (Tablo 4).

Tablo 4. Kapsiil invazyonu varliginda E-Kaderin genotiplerinin dagilimu

Kapsiil invazyonu

E-Kaderin Genotipleri yok var
CC 8(%38,1) 13(%61,9)*
CA 18(%66,7) 9 (%33,3)

* p:0,049, x2:3,884, OR:0,308, %95Cl: 0,094-1,011

DENEYSEL TIP ARASTIRMA ENSTITUSU DERGISIDIR

35



Hastalarimizin %41,7’sinde perinodal invazyon
bulunmaktadir. MMP-3 ve E-Kaderin genotiplemeleri sonrasi
MMP- 3 genotip dagilimlan ve perinodal invazyon bulunmasi
arasinda anlamh bir iligki gézlemlenmemigtir. Ancak E-Kaderin

genotip dagilimina gére CC genotipi tagiyan hastalarda CA
genotipine gore perinodal invazyon bulunma oram istatistiksel
olarak artmigtir (p:0,012, X2:6,291, OR: 4,64, %95C1:1,35-
15,90) (Tablo 5).

Tablo 5. Perinodal invazyon varlifinda E-Kaderin genotiplerinin dagilim

Perinodal invazyon

E-Kaderin Genotipleri yok var
CC 13(%61,9)* 8(%38,1)
CA 7(%25,9) 20 (%74,1)

* p:0,012, %%:6,291, OR: 4,64, %95C1:1,35-15,90

Caligmamizda her iki genotip agisindan riskli alleller
olarak goriilen MMP-3 6A ve E-Kaderin C allellerini birarada
tagima oranina gore ¢aligma gruplarimizi karsriagtirdigimzda,

hasta grubunda kontrol grubuna gore bu iki alleli bir arada
taguma oram istatistiksel olarak yiiksek bulunmugtur (p:0,024,
x2:5,085, OR: 3,42, %95C1:1,12-10,45) (Tablo 6).

Tablo 6. Calisma gruplarinda MMP-3 6A ve E-Kaderin C allelini birarada tasima oraninin kargilagtirilmasi

(6A+C) tasimayanlar (6A+C) tagiyanlar
Hasta (n:65) 5(%1,7) 60(%92,3)*
Kontrol (n:54) 12(%22,2) 42 (%717.8)

*p:0,024, x2:5,085, OR: 3,42, %95C1:1,12-10,45

TARTISMA

Meme kanserinin nedenleri ile ilgili olarak kesin bir
agiklama bulunmamakla birlikte meme kanseri riskini yiikselten
birgok risk fakt6riintin bulundugu ifade edilmektedir. Bu risk
faktorleri de; yag, erken adet gorme, ge¢ menopoza girme,
kalitim, meme hastaliklari, alkol kullanimi vb.dir.

Bu ¢alismada kadinlar arasinda goriilme siklhig1 yiiksek
olan meme kanserinin fizyopatolojisinde rol oynadig diisiiniilen
MMP-3 ve E-Kaderin gen polimorfizmlerini g¢aligmayi
amacladik.

E-Kaderin, epitelyal dokuda eksprese edilen bir gesit
adezyon molekiilidiir. Timor baskilayici bir gendir. Hiicre-
hiicre adezyonunda, hiicre polarizasyonunda ve sinyal iletiminde
ve doku morfolojisinde gorevlidir. E-Kaderin genindeki
mutasyonlar ya da ekspresyonunun azalmasi, hiicresel
adezyonun yok olmasina ve hiicrelerin hareketliliklerinin
artmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla E-Kaderin kanser
gelisimi ve metastazinda O6nemli rol oynamaktadir.

Tsukino ve ark. prostat kanserinin ilerleyisi ile ilgili Japon
populasyonunda yaptiklar ¢alismada E-Kaderin genine ait -
160 bolgesinde C?A degisimi incelenmistir. Caligmaya 219
prostat kanseri stiphesi olan ve 219 saglikh birey dahil edilmistir.

Hasta grubunda CC genotipi % 60.7, CA genotipi % 35.2 ve
AA genotipi %4.1 olarak bulunurken; kontrol grubunda CC
genotipi % 67.1, CA genotipi % 30.1 ve AA genotipi %2.7
bulunmugtur. hastalarda A alleli tasima oranm1 % 21.7 iken
kontrolde %17.8 dir. C alleli tagima oran: ise hastada %78.3
iken kontrolde %82.2 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada
genotipler acisindan hasta ve kontrol gruplan arasinda anlamlh
bir fark gbzlenmemigtir. Prostat kanseri tiimér farklilagmasi
ve agamasina gore alt boliimlere ayrilmig, E-Kaderin
polimorfizminin prostat kanserinde az farklilagmasi, invazivlik
durumu arasinda bir iligki bulunmamigtir (26). Bizim
calismamizda genotipler agisindan bakildiginda hasta grubunda
CC genotipi % 43.1, CA genotipi % 56.9 kontrol gurubunda
ise CC genotipi % 60.7, CA genotipi % 61.1 olarak bulunurken
AA genotipine rastlanmamgtir. Caligma gruplarimzi E-Kaderin

-160C/A genotiplerine gére degerlendirdigimizde gruplar
arasinda anlamli bir farklilk bulunmamagtar.

‘Wang ve ark.min yaptiklan yedi farkh kanser tiirtini iceren
meta-analiz ¢aligmasinda E-Kaderin -160 C/A polimorfizmi
ile kanser riskini incelemiglerdir. Yiiksek penetransh genlerden

BRCA1 ve BRCA2’ye ek olarak E-Kaderinin sik
variyantlarinm da meme kanser riskini arttirdig1 bulunmustur.
1043 mem kanserli hasta ve 817 saglikli bireyi iceren bu
¢alismada genotipler acisindan hasta ve kontrol gruplan arasinda
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anlaml bir farka rastlamlmamigtir. -160A mutant allelinin
meme kanseri riskinde belirleyici olmadig bildirilmigtir (14).
Bizim ¢alismamizda da A alleli tagima ile kanser riski arasinda
bir iligki bulunmamigtir.

Yu ve ark. mn 468 meme kanserli hasta ve 470 saglikli
bireyde yaptiklar1 E-kaderin -160C/A polimorfizmi ¢ahigmasinda
genotip dagilimi hasta grubunda %47.5 CC, %43 CA ve %94
AA iken, kontrol grubunda %51.8 CC, %39.9 CA ve %8.3
AA olarak tespit edilmigtir (27).

Her ne kadar E-Kaderin -160 C/A polimorfizmi ve meme
kanseri riski arasinda anlamli bir iligki gézlemlememig olsak
da E-Kaderin CC genotipine sahip hastalarda T3 veya T4
evresinde bulunma oraninin CA genotipine sahip olanlara gére
anlamh gekilde artmug oldugunu saptadik.

Ayrica kapsiil invazyonu goriilme siklig agisindan da E-
Kaderin CC genotipi tagitmanin riski arttirdifim gozlemledik.
Buna paralel gekilde perinodal invazyonda da CC genotipini
riskli olarak saptadik.

MMP-3 son zamanlarda meme kanserinde timor
etkileyici, tiimorii hizlandiric1 olarak ortaya ¢ikmig ve risk
tizerinde ilging bir aday oldugu bildirilmistir. Artmmg MMP-
3 ekspresyonu meme kanserli hiicrelerde ve bu hiicrelere ait
stromalarda gozlenmigtir. MMP-3 iin promotor bolgesindeki
yaygn bir polimorfizm olan -1171 5A/6A polimorfizminin
fonksiyonel oldugu bildirilmigtir.

Ferre ve ark.nin yaptiklari -1171 5A/6A polimorfizm iki
farkli Avrupa populasyonunda ¢aligilmigtir. Hasta grubunda
5AS5A genotipi %23.57, SA6A genotipi %51.62, 6A6A genotipi
%24.79 olarak; kontrol grubunda 5SA5A genotipi %25.82,
5A6A genotipi %50.54, 6A6A genotipi ise %23.62 olarak
tespit edilmigtir. Allel frekanslar agisindan hasta ve kontrol
gruplan incelendiginde hasta grubunda 5A alleli %49.4, 6A
alleli %50.6 iken; kontrol grubunda 5A alleli %51.1 ve 6A
alleli %48.9 olarak saptanmigtir. Hasta ve kontrol gruplar
arasinda genotip ve allel frekanslar agisindan farklilik
saptanmanugtir. 5A alleli tasimalari bakimindan meme kanserli
hastalar ve saglikli bireylerde farkli olmadif tespit edilmistir
(12).

Ghilardi ve ark.nin Italyan populasyonunda yaptig
calismada MMP-3 geninde -160 C/A polimorfizmi
incelenmigtir. Caligmada, 5A allelinin siklif1 meme kanseri
grubunda kontrol grubuna gére daha yiiksek bulunmugtur.
Meme kanseri grubu metastaz gelisgmeyen (M-) ve metastaz
gelisen (M+) grup olarak ikiye ayrilmigtir. SA alleli, M+ grupta

kontrole gore daha yaygindir. MMP-3 geninin promotériinde
genel bir varyant tammlannugtir. in vitro cahigmalarla SA alleli,
6A alleline gore iki kat daha yiiksek promotor aktivitesine
sahip oldugu gosterilmigtir. Meme kanseri hastalarinda, MMP-
3 allelik varyasyonlar kontrollerle karsilastinldigmda 6nemli
farklilik oldugu ve dagilim egrisinin 5A homozigotluk
sikliginin artig1 yoniinde degistiSi gosterilmigtir. Meme kanseri
teshisinin sirasinda TNM diizeyi ile MMP-1 ve MMP-3 gen
promotérlerinin polimorfizmleri arasinda istatistiksel korelasyon
bulunamamugtir. 5A alleli ve M+ altgruplan ile kontroller
arasinda MMP-3 promotor polimorfizmi agisindan giiclii bir
korelasyon bulunmugtur. 5A allel sikligi, kontrol ve M-
hastalarinda istatistiksel farklilik bulunmamigtir. SA allel
homozigotlar1 M+ hastalarinda kontrole gore daha yaygindir.
M+ ve M- hastalarinda bu farklilik istatistiksel olarak anlamlilik
diizeyine ulagamadig1 gosterilmigtir. Bu ¢caligmanin sonucu
olarak, meme kanseri hastalarinda MMP-3 gen promotor
dizisinde 5A allelinin bulunmasi kanserin biiylimesi ve
metastazinda etkili oldugu bulunmusgtur (28).

Biz caligmamizda MMP-3 5A/5A genotipine sahip
hastalarda nod metastaz1 gozlemlemedik.

Peter Krippl ve ark.nin Avusturya populasyonunda
yaptiklan ¢aligmada fonksiyonel MMP-3 5A/6A promotor
polimorfizmi meme kanseri ile iligkilendirilmemigtir. Bu
caligma ile MMP-3 aktivitesinin tiimor biiyiimesi ve geligminde
onemli rol oynadif1 gosterilmigtir (29).

Caligmamizda gruplarimizs MMP-3 5A/6A genotip ve
allel dagihmlanna goére degerlendirdigimizde kontrol grubunda
hasta grubuna gére MMP-3 5A5A genotipi tagima oran1 anlamli
olarak artmgtir. Bu bulgumuza paralel sekilde hasta grubunda
da MMP-3 6A alleli tasima oranmi kontrol grubuyla
kargilagtinldiginda anlamh yiiksek olarak gozlemledik. Ancak
MMP-3 5A/6A polimorfizmi ile hastaligin TNM evrelemesi
ve diger risk faktorleri arasinda anlamli bir farklilik
saptanmamugtir. Caligmamiz sonucunda MMP-3 6A alleli
meme kanseri igin risk faktorii olarak gézlemlenmistir. Buna
ek olarak bu alleli tagiyan bireylerde nod metastaz: tagima
riskinin de arttif1 saptanmigtir. E-Kaderin CC genotipinin ise
T evreleme, kapsiil invazyonu ve perinodal invazyon ile iligkili
oldugunu tespit ettik. Vaka sayisinin arttirilmasi ile her iki gen
polimorfizm agisindan da populasyondaki meme kanseri
riskinin degerlendirilmesinde daha anlamli sonuglar elde
edilecegini diisiinmekteyiz.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Aragtirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmigtir. Proje No: 10750
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