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OZET

Epitelyal yumurtalik kanserleri jinekolojik kanserler i¢inde 6liim orani en
yiiksek olamidir. Hastalik erken evrede belirti vermez ve hastalarin en az 2/3° si
tiimoriin karin bolgesine metastaz yaptigi ve 5 yillik sag kalim oranlarinin % 20’ den
daha az oldugu evre III ve IV gibi ileri evrelerinde tam alir. Hastaligin yiiksek 6lim
oranina sahip olmasinda baslica; hastaligin ileri evrelerde belirlenmesi, tani sirasinda
metastazin gergeklesmis olmasi ve ilag direncliligi gibi mekanizmalar rol
oynamaktadir. Bu calismada; metastaz baskilayict genler olarak bilinen NM23-H1,
KAIl ve MAP2K4 genlerinin malign epitelyal yumurtalik tiimoriiniin karin bolgesine
metastazindaki rollerinin ve coklu ila¢ direnclilifinden sorumlu oldugu bilinen
ABCBI genindeki g.3435C>T polimorfizminin epitelyal yumurtalik kanserlerinde
ila¢g direncliligindeki roliiniin belirlenmesi amaclanmistir. Malign epitelyal
yumurtalik tiimorlii 50 olguda cerrahi islem ile elde edilen normal, primer timor ve
metastatik tiimor dokularinda Q-RT-PCR teknigi ile NM23-HI, KAIl ve MAP2K4
genlerinin mRNA diizeyleri belirlenerek gen ifadesindeki degisimler belirlendi.
ABCBI geni g.3435C>T polimorfizminin varligt PCR-REA yontemi ile belirlendi ve
hastaliksiz yasam siiresi ve yan etkiler gibi klinik parametrelerle birlikte
degerlendirildi. Genel olarak NM23-HI ve KAII genlerinin ifadelerinin normal
dokuya kiyasla primer timor ve metastatik timor dokularinda arttigi, MAP2K4
geninin ifadesinin ise azaldig belirlenmistir. Ancak sadece MAP2K4 geninin hem
karin bolge metastazi olan hem de lenf diiglimii metastaz1 olan olgularda sadece
karin bolge metastazi olan olgulara gore analizi istatistiksel acidan anlaml
bulunmustur. NM23-HI ve KAII genlerinin metastaz baskilayici rolleri diger bircok
kanser tipinde gosterilmistir ancak yumurtalik kanserindeki rolii belirsizdir. NM23-
HI ve KAIl gen ifadelerinin daha once de bildirildigi gibi hastalarin bir kisminda
arttigl, geri kalanlarda ise azaldigr ya da degismedigi belirlenmistir. Bu genlerin
ifadesinin yumurtalik kanseri metastazinda diger kanser tiplerine zit olarak artmasi,
bu genlerin farkli dokularda farkli sekillerde metastaz baskilayici mekanizmalarda
rol alabileceklerini gosterebilir. Hem primer tiimor hem de metastatik tiimor
dokularinda MAP2K4 geninin ifadesindeki azalma, MAP2K4 geninin yumurtalik
kanserinin olusumunda ve metastazinda baskilayic1 roliini  gostermektedir.
Yumurtalik kanseri metastazin1 baskilamak ve hastaligin tekrarlama riskini
azaltabilmek icin MAP2K4 fonksiyonunun yerine konmasini hedefleyen tedavi
yaklagimlar1 yumurtalik kanserinde 6liim oranlarinin azaltilmasinda 6nemli olabilir.
Calismamizda ayrica; ABCBI geni g.3435 T/T genotipi ile hastaliksiz yasam
stiresinin kisalmasi arasinda bir iliski belirlendi. Bu bulgu; degerlendirilen hasta
sayist az olmakla birlikte TT genotipinin kotii prognoz ile iliskili bir belirte¢ olarak
tanimlanmasim saglamaktadir. ABCBI geninin 3435. pozisyondaki T varyantinin
hangi mekanizma ile hastaliksiz yasam siiresinin kisalmasina neden oldugunun
belirlenmesi aym1 zamanda bu bulgunun kullamshiligimi desteklemek acisindan
aydinlatilmasi gereken bir konu olarak kalmaktadir.

Anahtar Kelimeler: NM23-HI, KAIl, MAP2K4, Yumurtalik kanseri, Metastaz.



ABSTRACT

Epithelial ovarian cancer has the highest mortality rate among gynecological
malignancies. Disease is generally asymptomatic in early stages, and 2/3 of the
patients are diagnosed at advanced stages as stage III and IV in which disease spread
beyond the pelvis and 5 years survive rate is less than 20 %. The leading reasons for
high mortality rate are late diagnosis of the disease, existence of metastasis at time of
diagnosis, and high recurrency rate because of drug resistance. In this study, we
aimed to determine the role of NM23-HI, KAII, and MAP2K4 genes known as
metastasis suppressors in abdomino-pelvic metastasis of epithelial ovarian cancer,
and to determine the impact of ABCBI g.3435C>T polymorphism which is
associated with multi-drug resistance on drug resistance occurring in epithelial
ovarian cancer. Surgically obtained normal, primary tumor and metastatic tumor
samples from fifty patients with malign epithelial ovarian tumor were involved in
this study. The changes of mRNA levels of NM23-HI, KAIl, and MAP2K4 between
three different tissues were determined using Q-RT-PCR. ABCBI g.3435C>T
polymorphism was genotyped by PCR-REA techniques, and it was correlated with
some clinical data as disease free survive and recurrency. Elevated mRNA levels of
NM?23-HI and KAII genes were detected, while lowered mRNA level of MAP2K4
gene was detected in primary tumor and metastatic tumor tissues compared to normal
tissue. But these findings were not statistically significant. On the other hand, it was
statistically confirmed that MAP2K4 expression level decreased in primary tumor
sample compared to normal tissue in patients with omental metastasis and lenf node
positive to those in patients with omental metastasis positive and lenf node
metastasis negative. Even though it is clear that anti-metastatic role of NM23-H1 and
KAII genes in many cancer types, it is not completely elucidated in epithelial ovarian
cancer. Despite of insufficient number of patients involved in this study, increases in
some part of the patients and decreases or no changes in the others were detected
conformingly the literature. While lowered expression levels of NM23-HI and KAIl
genes has been detected in other cancer types, detection of increased expression
levels of these genes in ovarian cancer may imply that they show metastasis
suppressor effect with different mechanisms in different types of cancers. Decreased
expression levels of MAP2K4 gene in primary tumor and metastatic tumor tissues
could support both of tumor and metastasis suppressor roles of MAP2K4 gene in
epithelial ovarian cancer. Based on this finding, therapeutic approaches aiming to
replace the MAP2K4 function can suppress metastasis and lower the recurrency risk
of the disease, and may help us to decrease the high mortality rate in epithelial
ovarian cancer. In this study; we have also found that there is an association between
ABCBI g.3435T/T genotype and lowered disease free survive. This finding shows
that T/T genotype might be marker pointing out poor prognosis. Mechanisms
explaining how “T” variant at position 3435 in ABCBI gene can lead shortened
disease free survive remains elusive. Clarification of these mechanisms is required to
support the validation of effect of “T” allele on poor prognosis.

Key Words: NM23-HI, KAIl, MAP2K4, Ovarian cancer, Metastasis.
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GIRIS ve AMAC

Kanser; giiniimiizde molekiiler boyutta daha iyi anlasilmasiyla ve gelisen tani
yontemleri sayesinde giderek artan siklikta bildirilen, tiim toplumlar1 etkileyen
onemli bir saglik sorunudur. Kanser, tiim diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra en ¢ok oliime sebebiyet veren ikinci hastaliktir [1].

T.C. Saghik Bakanligi 2004 yili verilerine gore yumurtalik kanseri “Over
kanseri” Tiirkiye’ de, yiliz binde 5,86 orani ile kadinlarda en sik goriilen kanserler
arasinda sekizinci siradadir. 2004 yili verilerine gore Amerika Birlesik
Devletleri’nde, 24 bin yeni olgu yumurtalik kanseri tanist almis ve 14 bin kisi bu
hastaliktan dolayr hayatin1 kaybetmistir. Yumurtalik kanseri Amerika Birlesik
Devletleri’'nde kadinlar arasinda en sik goriilen besinci kanser tiirii ve o©liime
sebebiyet veren dordiincii kanser tiiriidiir [2]. Yumurtalik dokusu pek ¢ok degisik
hiicreyi barindirir. Dolayisiyla yumurtalik kanserleri; epitelyal hiicreler, germ
hiicreleri ve stromal hiicreler olmak iizere 3 farkli hiicre tipinden koken alabilir.
Epitelyal hiicreden koken alan yumurtalik kanserleri tiim yumurtalik kanserlerinin %
90’nindan fazlasim1 olusturur ve histolojik o0zelliklerine gore serdz, miisindz,
endometrioid, berrak hiicreli, degisici epitel hiicreli, miks, farklilasmamis ve az
farklilagmig gibi alt tiplere ayrilir. Bunlar icerisinde en sik goriilen ise seroz tiptir [3].
Jinekolojik kanserler arasinda en sik Oliim bu kanser tiiriinde goriilmektedir [4].
Bunun sebeplerinden birisi hastalarin % 75’ inden fazlasinda tan1 sirasinda tiimoriin
viicuda yayilmis olmasidir. Epitelyal yumurtalik tiimorleri lenf ve kan yoluyla uzak
bolgelere metastaz yapabilirse de en sik peritoneal bosluga bazen de yakin bolge lenf
diiglimlerine metastaz yaparlar. Olgularin sadece % 2- 3 kadarinda akciger ve
karaciger gibi uzak bolge metastazlar1 goriilmektedir [5]. Evre I’ de tam alanlarda 5
yillik sag kalim oran1 % 90’dan fazla iken, evre III ve IV’ de tami alanlarda ise bu
oran % 25°dir [6]. Yumurtalik kanserini erken donemde belirlemeye yonelik giincel
tarama secenekleri; ultrason goriintiileme, serum CA-125 diizeyi ve rektovajinal
pelvik muayene olarak siralanabilir [7]. Hastaligin yiiksek Olim oranina sahip
olmasinda baslica etken; hastaligin ileri evrelerde belirlenmesi, tan1 sirasinda
metastazin gerceklesmis olmasi ve ila¢c direncliligi gibi mekanizmalarin rol
oynamasidir.

Bu calismada; metastaz baskilayici genler olarak bilinen NM23-HI, KAII ve
MAP2K4 genlerinin malign epitelyal yumurtalik tiimoriiniin karin  bolgesine
metastazindaki rolleri ile ¢oklu ilag direncliliginden sorumlu oldugu bilinen ABCB1
geni g.3435C>T polimorfizminin epitelyal yumurtalik kanserlerinde ilag
direncliligindeki roliiniin belirlenmesi amac¢lanmistir.



GENEL BiLGILER

Hiicre boliinmesi genetik kontrol altindadir. Bu kontrol farkli zamanlarda ifade
edilen bircok gen tarafindan diizenlenmektedir. Kanser ise hiicre boliinmesinin
kontrol edilememesine baglh olarak gelisen, bulundugu doku veya organin normal
yapt ve fonksiyonunu etkileyerek organ homeostasisini bozmak suretiyle oliime
neden olan oldukca heterojen bir hastaliktir.

2.1 Kanserde Hiicresel ve Genetik Temel

Kanser aym1 zamanda, ¢ok sayida genomik degisimin aymi hiicrede
birikmesiyle, hiicrenin boliinmeyi kontrol eden icsel ve digsal uyarilara yanit
vermeyerek smirsiz boliinme yetenegi kazanmasiyla ortaya ¢ikan, tek bir hiicreden
koken alan klonal bir hastaliktir. Asirt hiicre boliinmesinin temelindeki neden hiicre
dongiisiinii kontrol eden ve hiicrenin gerektiginde planl bir sekilde 6lmesini yoneten
genlerde bir takim degisikliklerin olmasidir. Bu degisiklikler DNA sentezindeki
hatalar ya da metabolizma faaliyetleri sirasinda ortaya c¢ikan serbest radikaller gibi
i¢csel faktorlerin yaninda kimyasal, UV ve iyonize edici radyasyon gibi fiziksel veya
biyolojik ajan olarak viriisler gibi digsal faktorler araciligiyla meydana gelebilir.
DNA’ da meydana gelen degisimlerin bir hiicrede birikerek kanser olusumunda rol
alabilmesi i¢in boliinmeyle olusan yeni hiicrelere bu degisimlerin aktariliyor olmasi
onemlidir. Hiicrenin DNA’ da meydana gelen hasar1 onarabilme mekanizmasi
sayesinde mutasyonlarin bir kismi diizeltilebilirse de bir kismi genomda kalici
degisiklikler olarak hiicresel ve bireysel bazda sonraki nesillere aktarilir. Ayni
zamanda genomik biitiinliiglin korunmasindan da sorumlu olan DNA tamir
mekanizmasinda gorevli genlerde meydana gelen inaktive edici mutasyonlar ise
hiicrenin kanserlesmeye giden yolda kazanacagi genomik degisiklikleri edinme
stirecini hizlandirir. Ayrica bu tip genlerde ya da kanser olusumunda baskin role
sahip diger genlerde kazanilmis mutasyonlarin kusaklar arasi aktarilmasi tiim
kanserlerin % 5’ ini olusturan ailesel kanser sendromlarinin ortaya ¢ikmasina neden
olur [8]. Tiim kanser olgularinin % 95’ ini olusturan sporadik kanser olgularinda
hiicreyi kanser hiicresi haline doniistiirecek olan degisimler, ailesel kanser
sendromlarinda da oldugu gibi genetik ve epigenetik mekanizmalarla, iliskili
genlerin fonksiyon kayb1 ya da kazanciyla ortaya ¢ikabilmektedir.

Kanserin olusum siireci 3 ayr1 evreye boliinebilen karmasik bir siirectir.
Bunlar; baslangig, gelisme ve ilerleme evreleridir. Baslangic evresi normal hiicreleri
kanser olusturmaya yatkin hale getiren, geri dOniisimii olmayan genetik
degisiklerden kaynaklanir. Bu evre haftalar ya da yillar siirebilir. Gelisme evresi ise
hiicre boliinmesindeki artis ile karakterize, geri doniisiimlii bir siiregtir. Uciincii evre
olan ilerleme evresi genetik ya da epigenetik mekanizmalarla hiicrenin kanser
hiicresine doniisiimiiniin son basamagidir. Geri doniisiimii olmayan bu evre genetik
kararsizlik, hizli biiyiime ve yayilma ile hiicrelerin biyokimyasal, morfolojik ve
metabolik degisimleriyle karakterizedir. 3 evre boyunca genetik degisiklikler devam
eder [1]. Bir hiicrede meydana gelerek kanser olusumuna neden olan bu degisimlerin
yaninda bireyler arasinda farklilik gosteren bir takim Ozellikler nedeniyle bireysel
yatkinliklar s6z konusudur. Tiimor olusumu iizerinde belirleyici rolii olan bu olaylar;



karsinojenlere maruz kalmada detoksifikasyon mekanizmasi, bireyin immiin
savunmasi gibi sistemik faktorlerdir. Hiicre boliinmesindeki artis ile gelisen tiimor
dokusu her zaman kanser olusumuna neden olmaz. Benign “iyi huylu” tiimorler ileri
derecede farklilagsmis olmasi, bir bag doku ile cevrelenerek koken aldiklart dokuda
sinirlt kalma egiliminde olmasi ve ayrica biiyiime hizinin ¢ok daha yavas olmasi gibi
temel bir takim farkliliklar ile Malign “kotii huylu” tiimorlerden ayrilirlar. Malign
doniisiimiin dogal seyri olarak en son basamakta hiicreler yayilma ve ilk basta koken
aldig1 doku veya organ disinda baska bolgelere yerleserek metastaz yapma yetenegi
kazanirlar. Solid tiimorlerde kanserden oliimlerin % 90’1ndan fazlasinda temel neden
metastazdir [9].

Karmagik bir genetik hastalik olan kanser, genomda farkli genetik
lokuslardaki kalitsal ve somatik olarak kazanilmis, genetik ve epigenetik
degisiklikler sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar; DNA diizeyindeki degisimler,
sayisal ve yapisal kromozom degisimleri, gen amplifikasyonlar1 ya da delesyonlari,
kanser gelisiminde rol oynayan tiimor viriislart ve DNA paketlenmesinde rol
oynayan proteinlerin metilasyonu-demetilasyonu ve asetilasyonu-deasetilasyonudur.
Ayrica kalitsal kanserler lizerine yapilan c¢alismalarda birgok fonksiyonel gen
tanimlanmugstir. Bunlar; proto-onkogenler, onkogenler, tiimor baskilayici genler ve
DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan genlerdir. Son yillarda yapilan ¢alismalar
daha c¢ok kanserin metastazi ve metastazin baskilanmasi mekanizmasi {iizerine
yogunlagmistir.

2.2. Kanserde Metastaz Nasil Gerceklesir?

Metastaz malign doniisiimiin son basamagidir ve kanserden oliimlerin baglica
nedenidir. Duktal karsinoma in situ ve intraepitelyal prostat neoplazisi gibi
orneklerin disinda, solid doku tiimorlerinde tiimor hiicreleri malignitenin dogal seyri
olarak tiimorii cevreleyen kapsiilin disina c¢ikar ve bu olay invazyon olarak
tanimlanir. Sonrasinda yeterli potansiyele sahip tiimor hiicreleri primer timor
odagindan bagka bir bolgeye cesitli yollarla go¢ ederek burada ikincil tiimér odagini
olusturur. Birbirinden bagimsiz olarak meydana gelen ve ayirt edilebilen bu karmasik
olaylar siireci “metastaz” olarak tanimlanmaktadir. Metastaz 3 farkli yolla
gerceklesebilmektedir. Birincisi kan damarlar1 yolu, ikincisi lenfatik damar yolu ve
liciinciisii  ise  tiimor hiicrelerinin  viicut bosluklarina  yayilmasi yolu ile
gerceklesmektedir [10]. Kan ve lenfatik damar yolu ile gerceklesen metastazda bu
slireg; tiimor hiicresinin primer tiimor dokusundan ayrilmasi, damar igerisine girmesi,
dolasim sisteminde hayatta kalarak yer degistirmesi, damar disina ¢ikmasi, ikincil
noktada ihtiyaglarimi karsilayabilmek icin damarlanmay1 saglayabilmesi ve burada
asirt derecede biiyiiyerek yeni bir tiimor kitlesi olusturmasi olarak tanimlanmaktadir
[11-14].

Primer tiimor gelisiminin erken evrelerinde, hiicrelerin invaziv ya da metastatik
ozellik gostermedigi ve tiimor hiicrelerinde sonradan kazanilan ilave bir takim
genetik degisikliklerin birikimi sonucu, metastaz yapma Ozelliginin kazanildigi
diisiiniilmektedir [15]. Ancak, son donemde tiimor hiicresinin metastatik siireci
basariyla gerceklestirebilmesi i¢in gerekli ozellikleri, tiimoriin sahip oldugu igsel
ozellikler sayesinde tahmin edilenden ¢ok daha once kazanabilecegi de bildirilmistir
[12, 16]. Ayrica tiim kanser olgularinin % 5’ inde goriilen ve kokeni bilinmeyen
kanserler olarak bilinen bir kanser tipinde; tanimlanabilir bir primer odak olmaksizin
viicudun birden fazla bolgesinde metastatik tiimor dokularinin gelismesi s6z



konusudur [17]. Bu durum, metastaz gerceklesmesi icin gerekli o6zelliklerin timor
gelisiminden bagimsiz olarak kazanilabilecegine isaret etmektedir. Giiniimiizde
kanser gelisiminde farkli bir¢ok mekanizmanin rolii oldugu bilinmektedir. Bu
mekanizmalardan  bazilarinin  hem timoér gelisiminde hem de metastaz
gerceklesmesinde rolii olan bazi genleri icermesi, metastatik 6zelligin bazen timor
gelisiminin erken basamaklarinda gelisebildigini desteklemektedir [13].

Solid doku tiimorleri sadece kanser hiicrelerinden ibaret degillerdir.
Makrofajlar, adipositler, mast hiicreleri, diiz kas hiicreleri, fibroblast ve diger
endotelyal hiicreler de tiimor dokusunda yer alir ve timor hiicreleriyle karsilikli
etkilesimin de bir sonucu olarak, timoér gelisiminin erken ve gec evrelerinde hatta
metastazda rol oynarlar. Bagslica damarlanmay1 artiran anjiogenetik faktorler,
ekstraselliiler matriksin yikimina neden olan matriks metallo-proteazlar ve hiicre
gocii ile invazyonu artiran hiicre yiizey ligandlar ile metaztazin ger¢eklesmesinde rol
almaktadirlar [18-21].

Metastatik siireci yonlendiren genetik degisikliklerin belirlenmesinde en akilci
yaklasimlardan birisi primer tiimor dokusu ile metastatik tiimor dokusundaki genetik
degisikliklerin kiyaslanmasidir. Fakat primer tiimor dokusu ile metastatik timor
dokulariin elde edilmesindeki giiclik bu kiyaslama icin en ©6nemli sorundur.
Metastatik 6zelligin kazanilmasinin timor gelisiminin ilerleyen evrelerinde oldugu
var sayimindan yola c¢ikildiginda, ayni kanser tipine ait erken ve ileri evre timor
dokularinin kiyaslanmasi da metastazda rolii olan genler hakkinda bilgi verici
olabilmektedir. Ayrica tiimordeki heterojeniteden yola cikilarak, metastaz yapma
yetenegine sahip olan ve olmayan hiicre tiplerinin bir birinden ayrilmasi ve bu sub-
populasyonlarin kiyaslanmas1 metastazda rolii olan genlerin belirlenmesi i¢in 6nemli
bir yaklasimdir. Tiim bu genomik kiyaslamalara ilave olarak gen ekspresyon
profillerinin kiyaslanmas1 da metastazda rolii olan genlerin belirlenmesine yardimci
olmaktadir [15].

2.3. Metastaz Iliskili Genler

Tiimor gelisiminde rolii olan onkogenler ve tiimor baskilayict genler 6rneginde
oldugu gibi metastatik siireci aktive eden metastatik genler ile bu siireci engelleyen
metastaz baskilayic1 genlerin varlifindan da bahsedilmektedir. Metastazla iliskili
genler ilk olarak primer tiimor Kkitlesinin biiyiimesi {izerine herhangi bir etkisi
olmaksizin metastatik siirecte rolii olan genler olarak tanimlanmustir [10]. Ancak
giinlimiizde sadece metastaz iizerine etkisi olan genler disinda tiimor gelisimi iizerine
etkisi oldugu bilinen bazi genlerin ayni zamanda metastaz iizerine de etkilerinin
olabildigi gosterilmistir. Dolayisiyla metastatik genlerin tanimi degisebilmektedir
[13]. Farklh tiimor tiplerinde farkli mekanizmalarin metastazin gerceklesmesinde
rolii olabilecegi diisiiniilmesine ragmen temelde korunmus bir mekanizmanin da
olabilecegi diisiiniilmektedir [22]. Metastazla iligkili genlerin iiriinleri, hiicre yiizey
reseptorleri ile onlarin ligandlari, bu reseptorlerle iligkili sinyal yollari, hiicre dist
matriksini yikan proteazlar olarak tanimlanmustir.

Tablo 2.1. Metastaz Baskilayict Genler [23].



Metastaz Baskilayic1 Genler :

Genler Fonksiyonu

k. ”éfjfjjhﬁ“““ Tip IT kaderin
Caﬁp:;e .2 Proapoptotik enzim
CD44 Transmembran glikoproteini
Clandin-1_ clandin-4 Hiicreler arasi baglant1 molekiilii eleman1
CRSP: Transkﬁpsiy9nel ko-regiilator
Comnective tissue growth factor Integrein baglama
Gelsolin 1 Aktin regiilator protein
E-cadherin. N-cadherin Integral membran proteini
KA EGFR desensitizasyonu
KISS1 G-coupled reseptor ligandi
RECE MMP lerin negatif regiilatorii
BhoGDI? Rgo ve Rac’ 1n fonksiyonunu diizenler

Sre-suppressed C kinase substrate
Stress-activated signaling

Rho sinyali i¢in scaffold protein

P38 ve/veya JNK’ y1 aktive eder

TNEELMEE4

VEES P38’ i aktive eder

MEE7 INK’ y1 aktive eder
EPK signaling )

am3-Hi ERK1/2 aktivasyonunu diisiiriir

FEIP MAP/ERK kinaz fosforilasyonunu inhibe eder
PI3K/AKTsignaling ) )

BEMLIST Kromatin yeniden yapilanmasi

Dre-1 Fonksiyonu bilinmiyor

Metastaz i¢in bazi1 doku ve organlarin tercih edilmesinin altinda tiimoriin sahip
oldugu hiicre yiizey reseptorleri ile bunlar1 taniyan sitokin ligandlarinin rol oynadig
bilinmektedir [24]. 4012 otopsi incelemesi ile degisik dokularda gelisen primer
timorlerin  hangi bolgelere metastaz yaptiklar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu
calismanin sonucunda en c¢ok metastazin lokal ve bolgesel lenf diigiimlerine
gerceklestigi  belirlenmistir. Karaciger, akciger ve kemigin en cok metastaz
gerceklesen diger bolgeler oldugu bildirilmistir. Bu bolgelerin yiiksek kan akisina
maruz kaldiklar i¢in tercih edildigi ileri siiriilmektedir. Mide, vajina, prostat, iskelet
kast ve testislerin ise metastaz icin en az tercih edilen bolgeler olduklari
bildirilmistir. Ayrica primer timor basina en ¢ok metastaz yapan kanser tipleri ise
sirastyla testis, meme, adrenal, deri, akciger, retroperitoneal, yumurtalik, bobrek, goz
ve pankreas olarak bildirilmistir. Yumurtalik tiimorlerinin siklikla metastaz yaptigi
bolgeler; omentum, periton, kalin ve ince barsaklar ile beyin ve diyafram olarak
stralanmagtir [25]. Yapilan bagka bir ¢alismada 3 farkli primer timor tipinin belirgin
bir metastatik profili ve metastaz i¢in bir bolgenin baskin bir sekilde tercih edildigi
bildirilmistir. Yumurtalik tiimorleri % 91 siklikla karin bosluguna, prostat % 90
siklikla kemige ve pankreas % 85 siklikla karacigere metastaz yapar. Karin
bosluguna metastaz yapan yumurtalik tiimorlerinin % 80’ inin sadece bu bolgeye
metastaz yaptigr bildirilmistir. Yumurtalik tiimoriinde ikinci en sik metastaz lenf
diigtimleri gerceklesir ve evre 1 tiimorlii hastalarin %10,6-24" iinde, evre 2 tiimorlii
hastalarin % 23-50 kadarinda, evre III hastalarin % 53-74 i ve evre IV hastalarin ise
9% 65-75 kadarinda lenf diigiimii tutulumu vardir [26]. Ayrica diger kanser tiplerinde
de belirgin bir sekilde bir orgamin tercih edildigi bildirilmistir. Farkli dokularin
kendilerine ©6zgii metastatik profilleri olmasi1 iki ayri teori ile agiklanmaktadir.
Birincisi hemodinamik teoridir. Ayn1 zamanda mekanik teori olarak da bilinen bu
teoriye gore, kan akis yonii ve organ drenaj rotasi metastatik profilde belirleyici
olmaktadir. Bu teori ile sistemik vendz dolasimin nasil akciger metastazina neden
oldugu ve gastrointestinal sistem kanserlerinin nigin karacigere daha siklikla
metastaz yaptiklar1 portal ven araciliiyla aciklanmaktadir. ikinci teori ise toprak ve
tohum hipotezidir. Bu teoriye gore ise tiimor hiicreleri viicudun bircok bolgesine



yayilmakla birlikte sadece tiimor dokusu olusturmasina olanak saglayabilecek
ozellikteki dokularda ikincil odaklar1 olusturarak metastazi gerceklestirebilmektedir.
Primer tiimor hiicresinin tipi ve ikincil odagin olusacagi dokunun bu tiimor hiicresine
saglayabilecegi olanaklar metastatik profilin belirlenmesinde onemlidir. Baz1 kanser
tiplerinde mekanik teori metastatik profil acisindan daha belirleyici olabilirken,
bazilarinda ise toprak ve tohum hipotezi gibi doku uyumunun rol oynadig:i bir
mekanizma daha belirleyici olabilmektedir [27]. Toprak ve tohum hipotezinde
heterojen tiimor dokusu icgerisinden genetik olarak metastatik fenotipi kazanan alt
klonlarin metastaz yapma ve dolayisiyla primer tiimor dokusundan belirgin bir
sekilde genetik olarak farkli olma egilimi vardir. Mekanistik modele gore ise
metastatik hiicreler secilmis degildir ve primer tiimoérden genetik olarak farkl
degildir [28]. Giinlimiizde tiimorlerin metastatik profillerini agiklamak i¢in bu iki
teori birlikte kullanilmaktadir.
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Sekil 2.1. Bazi timor tipleri belirgin metastatik profile sahiptir.

Akciger ve kemige metastaz yapan meme kanseri dokularindaki gen ifadesi
profillerine bakildiginda farkliliklar gozlenmistir. Bu bulgu ayni tiimorden koken
alsa bile farkli organlara metastaz yapan tiimor hiicrelerinin tiimér dokusundaki
heterojenitenin de bir gostergesi olarak birbirinden farkli 6zelliklere sahip oldugunu
ve metaztaz i¢in farkli dokularmn tercih edilmesinin nedenini gostermektedir.
Boylelikle organa spesifik metastazda belirli genlerin rol oynadig gosterilmistir [13].
Ayrica metastazda rolii olan gen ifade profillerinin primer tiimorlerde belirlenmesi
olas1 metastazlar1 engellemek amaciyla koruyucu tedavinin verilmesi agisindan da
onemlidir [29].



Epitelyal yumurtalik tiimorii olan olgularda yapilan otopsi calismasi ile
epitelyal yumurtalik kanserinin metastatik paterni belirlenmeye calisilmistir. Daha
onceki calismalara paralel olarak abdominal ve retroperitonal tutulumun en fazla
oldugu ancak onceki calismalardan farkli olarak karaciger, akciger ve perikardiyal
tutulumun daha fazla oldugu bildirilmistir. Bu calismada kemoterapide cisplatin alan
ve almayan hastalarin farkli metastatik yayilim sergiledikleri bildirilmistir ve
cisplatinin bu tiimoriin metastatik potansiyelini etkiledigi ileri siiriilmiistiir. Toplam
73 hastanin sadece 17’ sinde metastazin abdominopelvik bolgede sinirli oldugu,
digerlerinde ise birden fazla bolgeye yayilmis oldugu bildirilmistir. Bu durumun
incelemenin tam sirasinda degil de, post mortem yapilmasiyla iligkili oldugu ileri
stiriilmektedir. Evre 3 ve evre 4 yumurtalik kanserli olgularda metastatik dagilimlarin
bir miktar farklilhik gosterdigi bildirilmistir. Evre 4’ yumurtalik kanserli olgularda
karaciger parankimi ve mediastinal lenf diiglimii tutulumunun daha fazla oldugu
bildirilmistir [30].

2.4. Yumurtalk Kanseri ve Simiflandirilmasi

Yumurtalik dokusu pek ¢ok degisik hiicreyi barindirir. Dolayisiyla yumurtalik
kanserleri; epitelyal hiicreler, germ hiicreleri ve seks kord stromal hiicreler olmak
tizere 3 farkli hiicre tipinden koken almaktadir (Sekil 2.2). Epitelyal hiicreden kdken
alan yumurtalik kanserleri tiim yumurtalik kanserlerinin % 90’nindan fazlasim
olusturur ve histolojik oOzelliklerine gore serdz, miisindz, endometrioid, berrak
hiicreli, degisici epitel hiicreli, mikst, farklilasmamis ve az farklilasmis gibi alt tiplere
ayrilir. Bunlar igerisinde en sik goriilen ise serdz tiptir [3]. Epitelyal yumurtalik
tiimorleri lenf ve kan yoluyla uzak bolgelere metastaz yapabilirse de en sik peritonal
bosluga bazen de yakin bolge lenf diiglimlerine metastaz yaparlar. Olgularin sadece
% 2- 3’ nde akciger ve karaciger gibi uzak bolge metastazlar goriilmektedir [5].

Malign epitelyal yumurtalik kanserinde hastalarin % 70’ inden fazlas1 evre III
ve IV gibi ileri evrelerde tani alirlar ve 5 yillik sag kalim oranlart % 30’ dan azdir [9,
31]. Metastatik siirecte rolii olan molekiiler elemanlarin belirlenmesi hem bu siirecin
daha iyi anlasilabilmesi hem de yeni tedavi yaklasimlari i¢in aday molekiiler
hedeflerin belirlenebilmesi agisindan 6nemlidir. Yumurtalik kanserinde uygulanan
cerrahi islem ve ila¢ tedavisine ragmen hastalarin yarisinda hastalik tekrar ortaya
cikmaktadir. Hastalarin ileri evrelerde tani almasinin yaninda kemoterapiye yanit
vermemeleri tekrarlama riskinin birincil nedenidir. ila¢ tedavisine direncliligin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas1 da yumurtalik kanserlerinin
tedavisinde yeni yaklagimlarin belirlenebilmesi acisindan 6nemli olabilecektir.
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Sekil 2.2. Kokenlerine gore yumurtalik tiimorlerinin siniflandirilmasi.

Yumurtalik kanserinin belirtileri erken, gec ve ileri evrelerde farklidir. Bunlar;
1- Erken evre yumurtalik kanserinin klinik bulgulari:
Karin bolgesinde agr1

Karin bolgesinde doluluk ve siskinlik hissi

2- Geg evre yumurtalik kanserinin klinik bulgulari:
Adet diizensizligi

Karin bolgesinde agr1

Kabizlik

Sik idrara ¢ikma

Cinsel birlesme sirasinda agri

Karin bolgesinde siskinlik hissi

3- Ileri evre yumurtalik kanserinin klinik bulgular1:
Istah kaybi

Kabizlik

Yorgunluk hissi

Iyi hissetmeme ve hastalik hissi

Yumurtalik kanseri evrelemesi cerrahi yontemle asagida verilen kriterlere uygun

olarak yapilir.

Yumurtalik kanseri icin FIGO (The Federation Internationale de Ginecologie et

d’Obstetrique) tarafindan onerilen evreleme yontemi:
Evre 1: Tiimor overlerde sinirhidir.

la- Tiimor tek overde sinirli, kapsiil invazyonunun olmamasi ve/veya asidik sivida

ya da batin yikant1 sivisinda malign hiicre olmamasi.

1b- Tiimor her iki overde sinirli, kapsiil invazyonunun olmamasi ve/veya asidik

stvida ya da batin yikanti sivisinda malign hiicre olmamasi.



1c- 1a veya 1b bulgularina ilave olarak, kapsiil invazyonunun olmasi1 ve/veya asit
sivist veya batin yikanti sivisinda malign hiicre olmasi.

Evre 2: Pelvis icersine ilerlemis overlerden birini ya da her ikisini birden tutan timor
2a- Uterus veya tubalara yayilim, asidik sivida ya da batin yikanti sivisinda malign
hiicre olmamasi.

2b- Diger pelvis i¢i dokulara yayilim olmasi ancak asidik sivida ya da batin
yikanti sivisinda malign hiicre olmamasi.

2¢- 2a veya 2b bulgularina ilave olarak, overlerden birinin ya da her ikisinin de
yiizeyinde timor olmasi ya da asit sivist veya batin yikanti sivisinda malign hiicre
olmasi.

Evre 3: Bir ya da her iki overdeki tiimore ilave olarak pelvis disinda peritonal
tutunmalar ve/veya retroperitonal ya da inguinal lenf diiglimlerine malign hiicre
olmasi.

3a- Lenf diiglimleri negatif, tiimoriin pelviste sinirli olmasi ancak batin igine
mikroskopik yayilimin varlhigi.

3b- Batin i¢ine 2 cm den daha kiiciik makroskopik yayilimin olmasi, nodlarda malign
hiicre olmamasi.

3c- Batin icine 2cm den daha biiyiik makroskopik yayilimin olmasit ve/veya
retroperitonal ya da inguinal lenf diiglimlerinde malign hiicre olmas.

Evre 4: Bir ya da her iki overdeki tiimore ilave olarak uzak bolge metastazin varligi
(Plevral s1vida malign hiicre olmasi) [32, 33].

Tablo 2.2. Epitelyal yumurtalik tiimorlerinin histolojik siniflandiriimasi [34].

1. Seroz tiimorler:

Serdz benign kistadenomlar

Diisiik potansiyelli veya borderline malign ser6z kistadenomlar
Seroz kistadenomlar

2. Musinoz tiimorler (Endoservikal benzeri ve intestinal tipler):
Musin6z benign kistadenomlar

Diisiik potansiyelli veya borderline malign musinodz kistadenomlar
Musin6z kistadenomlar

3. Endometrioid tiimorler (Endometriumda adenokarsinom benzeri tiimor):
Endometrioid benign kistler

Diisiik potansiyelli veya borderline malign endometrioid tiimorler
Endometrioid Adenokarsinomlar

4. Berrak hiicreli (mesonephroid) tiimérler:

Benign berrak hiicreli timorler

Diisiik potansiyelli veya borderline malign berrak hiicreli tiimérler
Berrak hiicreli kistadenokarsinomalar

S. Degisici hiicreli (Brenner) tiimorler:

Benign ya da malign Brenner tiimorler

Diisiik potansiyelli veya borderline malign Brenner tiimorler
Degisici epitel hiicreli karsinomlari

6. Miks tip epitelyal tiimorler:

Benign tiimorler

Diisiik potansiyelli veya borderline malign tiimorler

Malignant tiimorler

7. Farkhilasmams karsinomlar:

8. Smiflandirilamayan ve miscellaneous epitelyal tiimorler yukaridaki gruplarin
hic birisine dahil edilemeyenler.




Tablo 2.3.Yumurtalik tiimorlerinin evrelendirilmesinde FIGO ve UICC-TNM evrelendirme sistemleri

[35].
TNM FIGO Ozellikleri
Kategorisi Evresi

Tx Degerlendirmesi yapilamayan primer timor

TO Primer tiimo6r bulgusu olmamasti

T1 I Overlerle sinirli timor

Tla 1A Tumor bir over ile sinirlt olmast
Kapsiil saglamdir. Over yiizeyinde tiimor olmamasi

T1b IB Tiimor her iki overde, Kkapsiill saglam, over
yiizeylerinde tiimor olmamast

Tlc IC Tiimor bir veya her iki overle sinirli olmakla birlikte
kapsiil yirtilmasi, yiizeyde tiimor olmasi, periton
yikamasinda veya asit sivisinda malign hiicre
goriilmesi gibi durumlardan birinin varlig

T2 II Bir veya her iki over tutulumu ve beraberinde pelvik
yayilimu olan timérler

T2a ITA Uterus ve/veya tiiplere yayilim ve/veya implantasyon

T2b 1B Diger pelvik dokulara yayilim

T2c IIc Periton yikamasi veya asitte malign hiicre ile birlikte
pelvik yayilimi (2a veya 2b)

T3 ve/veya N1 I Mikroskobik olarak dogrulanan pelvis peritonal
metastazlar ve/veya bolgesel lenf diigiimii + olan bir
veya her iki overde yerlesen tiimorler

T3a 1A Pelvis disinda mikroskobik periton metastazlari
T3b 111B Pelvis disinda en biiyiik cap1 2 cm veya daha kiiciik
olan makroskobik periton metastazlar
T3c ve/veya N1 mc Pelvis disinda en biiyiik ¢cap1 2 cm’ den
daha biiyiik olan periton metastazlari
ve/veya bolgesel lenf diiglimii metastazlar
M1 v Periton metastazlar1 diginda uzak metastazlar

T-Primer Tiimor

N-Bolgesel lenf diigiimleri

NX Bolgesel lenf diigimleri degerlendirilememekte.
NO Bolgesel lenf diigiimii metastaz: yok.
N1 Bolgesel lenf diiglimii metastazi var.

M-Uzak metastaz

MX Uzak metastaz degerlendirilememekte.
MO Uzak metastaz yok.
M1 Uzak metastaz var.

2.5. Borderline Yumurtalik Yiizey Epitel Tiimorleri

Tiim yumurtalik tiimorlerinin % 10-15 kadarim olustururlar. ileri evre malign
yumurtalik tiimorlerine kiyasla daha genc yaslarda ortaya ¢ikan, daha iyi prognoza
sahip ve olgularin % 50-80 kadarinda Evre-I ile sinirli malignite potansiyeli diisiik



olan tiimorlerdir. En sik goriilen histolojik tipi hastalarin % 50’ sinde goriilen ser6z
tiptir. Miisinoz tip % 46 sinda, Miks, endometrioid, berrak hiicreli ve brenner
tiimorleri ise yaklasik % 4’ iinde goriiliir. Seroz tip borderline yumurtalik timérleri
hastalarin % 30’ unda bilateraldir ve yine hastalarin % 35’ inde yumurtalik disinda
da lezyonlar bulunabilir [36]. Yumurtalik disinda yerlesebilen bu lezyonlar invaziv
ve non-invasiv olabilir. Non-invaziv yumurtalik disi lezyonlari olan hastalarda
tekrarlama riski % 18 ve oliim oranlar1 % 6 iken, invaziv yumurtalik dis1 lezyonlari
olan hastalarda tekrarlama riski % 36, 6liim orani ise % 25 olarak bildirilmektedir. 5
yillik sag kalim oranlar1 serdz ve miisinéz borderline yumurtalik tiimorlerinde
strastyla % 98,4 ve % 97 olarak bildirilmisken, ileri evre serdz ve miisindz borderline
yumurtalik tiimorlerinde ise sirasiyla % 92,3 ve % 85,5 olarak bildirilmistir [37].
Borderline yumurtalik tiimoriinde hastaliga 6zgii spesifik bir bulgu olmamakla
birlikte, tan1 konuldugu anda hastalarin % 16’ sinda her hangi bir bulgu da yoktur
[38]. Borderline yumurtalik tlimdriiniin tedavisinde temel uygulama tiimoriin cerrahi
islem ile cikartilmasidir. Tamamlayict kemoterapinin tedavideki rolii tam olarak
aydinlatilamamistir ve yalnizca kiigiik bir kisminda uygulanmaktadir [39, 40].

2.6. Yumurtalik kanseri riskini arttiran durumlar;
* Menapozdan sonra hormon replasman tedavisi
* Aile hikayesinin olmasi (ailede iki veya ii¢ kiside yumurtalik kanseri varsa
risk % 7, anne veya kiz kardeste yumurtalik kanseri varsa risk % 5’ dir.)
* Yagdan zengin beslenme
* Perine bolgesine talk pudra uygulanmasi
* Serum selenyum diizeyinin diisiik olmast

2.7. Yumurtalik kanseri riskini azaltan durumlar;
* Dogum kontrol ila¢ kullanimi
* Cocuk dogurma ve emzirme
* Rahmin alinmasi
* Tiiplerin baglanmasi
* Koruyucu olarak yumurtaliklarin alinmasi
* Yagl beslenmeden kaginma
* Fertilizan ila¢ kullanimindan kaginma

2.8. Yumurtalik Kanseri Yakin Bolge Metastazlarimin Mekanizmasi

Yumurtalik epiteli omentum yiizeyindeki mezotelyal hiicreler ile ayn1 kokene
sahiptir ve bu nedenle omentum yiizeyi yumurtalik epitelinin barinmasi i¢in diger
epitel tiplerine gore daha uygundur. Bu durum epitelyal yumurtalik kanserinin
abdominal bolge metazlarinin mekanizmasinda, toprak ve tohum hipotezinin 6nemli
rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak bugiine kadar bu konuda yapilan
calismalardan elde edilen veriler 15181inda hem toprak ve tohum hem de mekanistik
teorinin o6zelliklerini birlikte sergileyen bir model tamimlanmistir. Bu modelde
epitelyal yumurtalik tiimoriiniin omentum metastazi 6 basamakta gerceklesmektedir
(Sekil 2.3). Birinci basamak; tiimor hiicrelerinin primer tiimér kitlesinden ayrilmasi
ve bagimsiz yasayabilme 6zelligi kazanmalaridir. Bunu basarabilmelerindeki 6nemli
etkenlerden birisi yumurtalik epitelinin epitelyal-mezensimal degisim gecirerek
fibroblast benzeri morfolojik Ozellikler ile invazyon ve go¢ edebilme Ozelligini
kazanabilmeleridir. Ikinci basamak; tiimor hiicrelerinin migrasyonuna kolaylik
saglayacak asit olusumudur. Uciincii basamak; immiin sistemden kagmalaridir.
Dordiincii basamak; metastatik tiimor hiicrelerinin bir araya gelerek kiire seklinde bir



yap1 kazanmasidir ve bdylelikle komplement ve antikorlardan kacarak humoral
immiin yanittan kacabilmektedir. Besinci basamak; tiimor hiicrelerinin invazyonu ve
sonraki basamakta tutunmasini kolaylagtiracak molekiilleri iceren asit igerisine
gociidiir. Altinc1 basamak ise; tiimor hiicrelerinin peritonal bir ylizeye tutunmasidir.
Tiimor hiicrelerinin karin boslugundaki metastazlart aym1 zamanda uzak bolge
metastazlari icin lenf ve kan damarlarina ulasmanin da bir yoludur [28].
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Sekil 2.3. Yumurtalik kanserlerinde yakin bolge metastazlarinin mekanizmasi [28].

2.9. Epitelyal Yumurtalik Tiimoriiniin Metastazinda Rol Oynayan Faktorler
Epitelyal yumurtalik tiimorii, cogunlukla yakin bolgeye metastaz yapmasi ve
hem primer timor hem de metastatik tiimor kitlelerinin tedavi amagli ¢ikarilmasi
nedeniyle, metastazda rolii olan genlerin belirlenmesi acisindan gerekli timor
materyallerinin nispeten kolaylikla elde edilebildigi iyi bir modeldir. Iki farkl1 hiicre
populasyonundaki genomik farkliliklarin belirlenmesi i¢in klasik karyotip analizi,
genoma dagilmis halde bulunan ve bireyler arasi farklilik gosteren belirteclerle
(mikrosatellitler vb.) yapilan ve spesifik genomik bolgelerdeki alelik kayiplarin
belirlenmesine olanak saglayan heterozigosite kaybinin tespiti (LOH; Loss of
Heterozygosity), Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH) gibi iki farkli hiicre
popiilasyonundaki genomik artis yada azalislarin belirlenmesi ve Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH), Spektral karyotipleme (SKY) gibi molekiiler sitogenetik
yontemler kullanilmaktadir. Ancak yumurtalik kanserinin metastazinda rolii olan
faktorlerin belirlenmesi i¢in ayni hastadan elde edilen primer tiimor ve metastatik
timor dokularinda genetik farkliliklarin  belirlenmesine yonelik bahsedilen
tekniklerle yapilmis sistemli ve kampamli bir calisma bulunmamaktadir. Epitelyal



yumurtalik kanserinde peritonal metastaz sikligi oldukca yiliksek olmasina ragmen,
primer tiimor ve metastazinin gen ifadesi profilindeki degisimleri konu alan caligsma
sayist da oldukc¢a azdir. Bu ¢alismalar oldukg¢a kiigiik calisma gruplarim1 kapsamakta
ve yumurtalik kanserinin abdomino-pelvik bdlge metastazlarinin mekanizmalarini
aciklamak icin yeterli veri saglamamaktadir [28]. Son donemde epitelyal yumurtalik
tiimoriiniin metastazinda rol oynayan faktorleri tanimlamak i¢in ayni hastadan elde
edilen primer yumurtalik tiimorii ile omentumdan alinan metastatik timor dokusu
arasindaki gen ifadesi profilindeki degisimleri tanimlamak {izere yapilan bir
calismada; yumurtalikta lokalize olan primer tiimor dokusu ile omentumda lokalize
olan metastatik tiimor dokular1 arasinda ekspresyon farkliligi gOsteren genleri
belirlemek amaciyla 12000’ den fazla genin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesine
olanak saglayan ¢ip 1ile hibridizasyona dayali gen ekspresyon deneyi
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada 20 ileri evre ser6z epitelyal yumurtalik kanserli
olgudan cerrahi yontemle alinan taze tiimor dokulart kullamlmistir. Iki doku arasinda
toplam 56 genin ekspresyon farkliligi gosterdigi, bunlarin 23 tanesinin metastatik
timor dokusunda ifadeleri artmisken 33 tanesinin azaldigi belirlenmistir. Ayrica bu
56 genden 20 tanesinin daha once metastaz ile iligkili oldugu belirlenmistir [41].
Ayni konuda yapilan bagka bir calismada, 4 adet normal yumurtalik dokusu ve 6 adet
Evre IIIC yumurtalik kanserli hastadan elde edilen primer tiimor dokusu ile
metastatik timor dokusunda ifadesi degisen genler 12000’ den fazla gene ait prob
iceren ¢ip ile belirlenmeye calisilmistir. Primer tiimor dokusu normal dokuyla
kiyaslandiginda 172 genin ifadesinin 3 kattan fazla degistigi belirlenmisken
omentumdan alinan metastatik timor dokusu primer tiimor dokusuyla
kiyaslandiginda sadece 35 genin ifadesinin metastatik dokuda arttig1 gosterilmistir
bununla birlikte temelde primer tiimor ile metastatik tiimor dokusunun gen ifade
profillerinin benzer oldugu bildirilmistir [42]. Yumurtalik kanserinin metastazinda
rolii olabilecek genlerin tanimlanmasina yonelik mikroarray ile gerceklestirilen
global gen ekspresyonu calismalarina ek olarak daha once degisik kanser tiplerinde
metastatik siire¢ ile iligkili oldugu gosterilmis olan aday genlerin ifadelerindeki
degisimlerin belirlenmesi de 6nemli bir yaklasim olmustur.

2.9.1. NM23-H1 geni

NM?23 geni 1988 yilinda metastaz baskilayici olarak tanimlanmig ilk gendir
[43]. Niikleozid Difosfat (NDP) kinaz olarak da bilinmektedir. Ik olarak mayada
tanimlanmisg olan bu genin daha sonra memeli dokularinda yapilan calismalarda
farkli elektroforetik profiller sergilemesiyle NM23-HI den H8 e kadar 8 farklh
izomeri tanimlanmustir [44]. Ancak bu giine kadar bunlardan sadece NM23-HI’ in
metastazda rolii oldugu gosterilmistir. NM23-HI geni 17q21.3 te lokalize olan 8,5
kb uzunlugunda 5 ekzonlu bir gendir [45]. Ayn1 zamanda NME1, NDPK-A olarak da
isimlendirilmektedir. Ilk olarak Melanoma hiicre soylarinin  metastatik
potansiyellerinin arastirildig1 bir calismada, bu genin mRNA diizeyleri ile metastatik
potansiyel arasinda ters bir iliski oldugu 23 nolu klonda belirlenmis ve buradan yola
cikarak bu gen nonmetastatik klon 23 olarak isimlendirilmistir. Sonrasinda kisaca
NM?23 olarak isimlendirilmistir. NM23 proteini Niikleozid Trifosfatin Niikleozid
Difosfata doniistimiinii katalizleyen bir enzimdir. Memelilerde bir NDP kinaz olarak
NM23 proteininin rol aldig1 metabolik yollar; niikleik asit sentezinde ATP kaynagi,
GTP ve ADP arasindaki transfosforilasyon reaksiyonu ve protein sentezi i¢in gerekli
GTP kaynagmin saglanmasi olarak tanimlanmustir [46]. NM23 geninin metastaz
tizerindeki baskilayict etkisini nasil gosterdigi bilinmemekle birlikte bu etkisini NDP
kinaz enzimatik aktivitesinin disinda bir fonksiyonu sayesinde yaptigi



diistiniilmektedir [47]. Yonlendirilmis mutagenezis ile yapilan calismalarla NM23-
H1I geninin metastaz baskilayict etkisini histidin protein-kinaz aktivitesi sayesinde
gerceklestirdigi  bildirilmistir  [48]. NM23-H1 proteinin 3’-5" ekzoniikleaz
aktivitesine sahip oldugu gosterilmis ve DNA tamirinde rol aldig1 6ne siiriilmiistiir.
Sekil 2.4 de NM23-H1 geninin metastazda hangi mekanizmalarla rol aldig1 sematize
edilmistir [49] [S50]. NM23-HI’ in metastaz baskilayic1 etkisini nasil gosterdigini
arastiran ¢alismalarda farkli hiicre tiplerinde farkli bulgular elde edilmesiyle NM23-
HI’ in doku spesifik rolii olabilecegi ve farkli kanser hiicrelerinde farkli
mekanizmalarin metastaz baskilayici etkisini gosterme de rol oynadigi goriisii 6ne
stirilmiistiir [51]. Genel olarak NM23-HI1 protein diizeyindeki azalis ile timor
agresivitesi arasinda bir iliski oldugu bir¢cok kanser tipinde gosterilmis olmasina
ragmen, ileri evre tiroid kanserleri gibi baz1 6rneklerde NM23-HI geninin ifadesinin
artmis oldugu bildirilmistir [52]. Bunun disinda, osteosarkom ve noroblastomda da
NM23-H1 geninin ifadesindeki artis kotii prognoz ile iliskilendirilmistir [53].
Gliniimiizde NM23-HI geninin farkli kanser tiplerinde arastirilmasina yonelik
calismalarin artmasiyla farkli kanser tiplerinde farkli bulgular gézlenmistir. Bu da
NM23-HI’ iin doku spesifik roliinii giiclendirmektedir. Yumurtalik kanserlerinde
NM23-HI’ in roliinii belirlemeye yonelik yapilan calismalarda NM23-H1 geninin
ifadesindeki azalisin lenf diigiimii metastazini artirdigi bildirilmistir [54]. Bu konuda
yapilan baska bir calismada NM23-H1 gen ifadesi ile yumurtalik kanserindeki ortak
klinopatolojik parametreler arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir [55]. Diger bir
calismada ise daha Onceki bulgulara tiimiiyle zit olarak NM23-HI gen ifadesindeki
artis, epitelyal yumurtalik kanserinde ileri evre invazyon ile iligkili bulunmustur [56].
Bu celiskili bulgular 15181nda NM23-H1 geninin epitelyal yumurtalik kanserindeki
rolii belirsiz ve arastirilmasi gereken bir konu olarak tanimlanmistir [51].
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2.9.2. KAII geni

Tetraspanin (TM4SF) siipergen ailesi iiyesi olan KAIl geni, ayn1 zamanda
CDS82, R2, C33, IA4 ve 4F9 olarak da isimlendirilmektedir. 11 nolu kromozomun
pl1.2 bolgesinde yer almaktadir. Toplamda 80 kb uzunlugunda 10 ekzonlu bir gendir
ve 267 aminoasitlik 4 adet transmembran domaini bulunan bir proteini kodlar [57,
58]. KAIl proteini normal dokularda siirekli olarak sentez edilmekle birlikte bazi
dokularda yiiksek miktarda, yumurtalik dokusunun da i¢inde oldugu bazi dokularda
ise diisiik diizeyde ifade edildigi belirlenmistir. KAI/ geninin metastaz baskilayici
ozelligi ilk olarak mikro hiicre aracili kromozom transfer teknigi ile KAIl geninin
lokalize oldugu kromozom bolgesinin metastatik potansiyeli azalttiginin
belirlenmesiyle anlagilmistir [59]. Daha sonraki calismalarla ilgili kromozom
bolgesinde yer alan KAII geninin ekspresyonunun asirt derecede metastatik prostat
kanseri hiicrelerinin primer tiimoriin biiyiimesine herhangi bir etkisi olmaksizin
akciger metastazlarim1 engelledigi belirlenmistir [60]. Bircok solid tiimorlerde KAIl
ekspresyonu iyi prognoz ile iliskilendirilmesine ilave olarak prostat, mide, kolon,
serviks, meme, deri, mesane, akciger, pankreas, karaciger ve tiroid kanserlerinde
KAII ekspresyonu ile tumoriin invaziv ve metastatik potansiyeli arasinda pozitif bir
iliski kurulmustur. Ayrica in vitro ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarla KA1
asirt sentezlenmesinin hiicre gocii ve invazyonunu engelledigi boylelikle metastazi
baskiladig1 gosterilmistir [61]. Bir tetraspanin gen ailesi iiyesi olarak KA/l geninin
immiin yanit, sinaps olusumu, sinir hiicresi gelisimi ve sperm ile yumurtanin
birlesmesi gibi bir¢cok fakli biyolojik olayda ise karistigi bilinmekle birlikte,
hiicrelerin birbirine tutunmasi, birlesmesi ve gociinde ne sekilde rol aldigi
bilinmemektedir [62]. KAII geninin hiicre gogii ve invazyonunu iki farkli mekanizma
ile baskilayarak metastazi engelledigi diisiiniilmektedir. Birincisinde KA/l’ in hiicre
hareketliligini azaltan sinyalleri direk olarak kendisinin baslatmas1 s6z konusudur.
Her ne kadar KAIIl’ in intrastoplazmik domainlerinde bu tiir bir sinyali baslatacak
enzim motifi bulunmasa da KA/l ligandinin olmast ve KAII’ in monoklonal
antibodiler ile baglanmasiyla hiicrede morfolojik degisimlerin meydana gelmesi
dolayli kamitlar olarak degerlendirilebilir. ikinci olarak ise KAII’ in hiicre
membraninda kompleks olusturdugu integrin ve EGFR gibi proteinlerce baslatilan ya
da aracilik edilen sinyalin regiilasyonu ile hiicre hareketliligini baskiladig
diistiniilmektedir. KAI1 hiicre membraninda bir ¢ok molekiil ile kompleks olusturur
bu kompleks Tetraspanin Web olarak isimlendirilmektedir. Sekil 2.5" de KAIIl’ in
hangi mekanizmalarla anti-metastatik rol oynayabilecegi o6zetlenmistir [61]. KAIl
geninin ifadesindeki azalisin nedenleri arastirildiginda, bunun alelik kayiplardan, gen
ici mutasyonlardan veya promotor hipermetilasyonu gibi epigenetik bir faktdrden
kaynaklanmadig gosterilmistir [63] [64, 65]. KAIl ifadesindeki degisimin
transkripsiyonel regiilasyondaki degisikliklerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Ancak KAII transkripsiyonun diizenlenmesinde ¢ok sayida faktoriin birlikte ise
karistigr anlagilmistir. Bunlardan bazilart NFkB, P53, N-CoR, B-Katenin, AP-1 ve
AP-2’ dir.

Epitelyal yumurtalik kanserinde KAIl geni ve ifadesindeki degisimleri
belirlemeye yonelik yapilan caligmalar genelde, immiino histokimyasal boyama
yontemleri ile KAIl proteinin miktarin1 belirlemeye yoneliktir. 32 primer, 8
metastatik epitelyal yumurtalik tiimorii ve 18 normal yumurtalik dokusunun
kullanildigr bir caligmada; KAIl protein miktar1 ile tiimoriin histolojik derecesi
arasinda ters bir iliski oldugu ve metastazlarda da KAIl’ in azaldigi bulunmustur.
Ayrica bu calismada, KAIl protein lokalizasyonununda tiimériin histolojik derecesi



arttikca membrandan stoplazmaya dogru kaydigi gosterilmis ve bu degisimin malign
transformasyon siirecinde tiimor hiicresinin adhesif 6zelligini kaybetmesinde rolii
olabilecegi one siiriilmiistiir [66]. 107 primer epitelyal yumurtalik tiimor dokusunun
kullanildig: bir caligmada KAIl protein miktariin serdz tip yumurtalik tlimoriinde
diger histolojik tiplere kiyasla daha fazla azaldigi belirlenmis ve KAIl bagimsiz bir
prognostik faktor olarak tamimlanmistir [67]. 11 benign, 11 borderline, 44 primer
invaziv ve 8 tekrarlayan epitelyal yumurtalik tiimorii olan ve ayrica prospektif olarak
toplanmis 7’ sinde abdominal metastaz olan 24 primer invaziv epitelyal yumurtalik
tiimori ile yapilan bir ¢calismada; KA/l ifadesinin genellikle erken evre tiimorlerden
baslayarak bir azalma gosterdigi ve yumurtalik tiimorii gelisiminde rol
oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu c¢alismada ayrica bazi primer invaziv ya da
tekrarlayan yumurtalik kanserli hastalarin 6rneklerinde KAIl ifadesinin hic
degismedigi ya da arttig1 belirlenmistir [61]. Bu bulgular KA/l geninin yumurtalik
kanseri metastazindaki roliiniin anlasilmas: icin daha fazla calisma yapilmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir.
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Sekil 2.5. KAII” in hiicre membraninda etkilestigi molekiiller ve olas1 metastaz baskilayici
mekanizmalari.

2.9.3. MAP2K4 geni

Genomda 17 nolu kromozomun pl1.2 bolgesinde ve pozitif zincir {izerinde
123 Kb uzunlugundaki bir bolgede yer almaktadir. Toplamda 399 amino asitten
olusan 11 domain kodlayan bir gendir. MAP2K4 geni asagida siralandig1 gibi bir¢ok
farkl1 sekilde isimlendirilmektedir. C-JUN N-terminal kinaz kinaz 1, ikili spesifik
mitojen-aktivate protein kinaz kinaz 4, INK-aktive eden kinaz 1, JNKK 1, JNK kinaz
1, MAPK/ERK kinaz 4, MAP kinaz kinaz 4, MAPKK 4, MEK4, MKK4, Prkmk4,
PRKMK4, SAPK/ERK kinaz 1, Sek1, SEK1, Serkl. MAP2K4 geninin fonksiyonunu
arastirmaya yonelik olarak knock out fare modeli olusturulmaya calisilmis ancak
karaciger gelisiminde anomali gozlenmistir. Bu ¢alismalar 14. embriyonik giinden



once farenin Oliimiiyle sonuclanmistir. Bununla birlikte MAP2K4 geninin her iki
kopyasinin da hasara ugratilarak olusturulan hiicre soyu modelleri MAP2K4
proteinin hiicresel fonksiyonlarinin aydinlatilmasinda faydali bir model olarak
kullanilmaktadir. MAP2K4, mitozu aktive eden protein kinaz (MAPK) ailesinin bir
tiyesidir ve iic onemli MAPK sinyal yolagi vardir. Birincisi ERK ya da MAPK
olarak bilinir. Ikincisi p38 kinazlar ve iiglinciisii c-Jun NH2- terminal kinaz (JNK)
yolagidir. Ayrica; JNK ve p38 1s1, ozmotik dengesizlik, DNA hasari, bakteriyal
infeksiyon ve inflamatuar sitokinlerin uyarimiyla aktive edilen, stresle aktive olan
protein kinaz yolagi (SAPK) olarak bilinirler. MAP2K4 hiicresel stres ile
proinflamatuar uyarimlara yamit olarak, strese bagli hiicresel yanitin anahtar
molekiilii olan JNK’ i direk olarak fosforiller ve aktive eder. MAP2K4 proteini beyin
ve iskelet kasinda bol miktarda olmakla birlikte tiim dokularda eksprese olmaktadir.
JNK’ in en {ist diizeyde aktivasyon gosterebilmesi igin threonin ve tirozin
rezidiilerinden fosforillenmesi gerekmektedir. MAP2K4, INK’nin fosforillenmesinde
MKK?7 ile birlikte gorev alir ve MAP2K4 daha cok tirozin rezidiilerin
fosforilasyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir. JNK’ nin fosforile edilerek aktive
edilmesi ise c-Jun ve ATF2 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden
olur. Boylelikle strese bagl hiicresel yanit olusturulmus olur [68].

MAP2K4 geninin metastaz ile olan iliskisi ilk olarak prostat tiimoriinde
MAP2K4 ekspresyon diizeylerinin Gleason skorlamasi ile ters orantili oldugunun
goriilmesiyle kurulmustur. Metastatik epitelyal yumurtalik tiimoriinden elde edilen
patolojik kesitlerde yapilan immiino boyama ile de MAP2K4 proteinin ekspresyon
diizeyinin normal yumurtalik epiteline kiyasla azalmis oldugu gosterilmistir.
Boylelikle MAP2K4 geninin yumurtalik kanserinin metastazinda rolii olabileceginin
diisiiniilmesiyle yumurtalik tiimorii hiicre soylar1 kullanilarak daha detayli calismalar
yapilmasinin  zorunlulugu dogmustur. MAP2K4 proteinin  sentezlenemedigi
yumurtalik tiimorii hiicre soylarinda, MAP2K4 proteinin ektopik ekspresyonu
saglanmistir. Gerceklestirilen ¢alismalarda, bu hiicre soylarinin fare modellerindeki
metastatik kolonizasyon olusturma yetenegine bakilarak, MAP2K4 geninin metastik
stirecteki roliine iliskin olumlu bulgular elde edilmistir. Ayrica bu calismalar
sirasinda, MAP2K4’ in ektopik ekspresyonunun tiimor hiicresi proliferasyonu ve
apoptoz gibi tiimorojenik parametreler {iizerine bir etkisinin olmadigr da
gosterilmistir. Ayn1 zamanda MAP2K4 ekspresyonu olmayan metastatik yumurtalik
kanseri hiicre soylarinda, MAP2K4 ile aym1 metabolik yolda yer alan diger
proteinlerin ekspresyon diizeylerinde bir etkilenme olmadiginin gosterilmesi de
MAP2K4’ in SAPK metabolik yolundan bagimsiz olarak, metastatik siirecte selektif
bir rolii olabilecegine isaret etmektedir [22].

MAP2K4 geninin metastatik siirecin son basamagi olan ikincil dokuda
metastatik kolonizasyonu baskilayarak metastaz baskilayict gen olma o6zelligini
gosterdigi ileri siiriilmiistiir. MAP2K4 proteinin bilinen fonksiyonuyla yani cesitli
stres uyarilarina maruz kalinmasina yanit olarak, bu olusan cevabin anti metastatik
etkide rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu durum hiicre i¢i sinyal yolaklar1 ile
metastatik siirecin kesigsmesi olarak degerlendirilmistir. Yine de MAP2K4 proteinin
heniiz aydinlatilmamis baska bir fonksiyonu araciligiyla metastaz baskilayici
ozelligini yerine getirebilecegi de vurgulanmaktadir [69]. MAP2K4 proteinini
sentezleyemeyen  hiicre  soylarinda, @ MAP2K4’in  hedef  molekiillerinin
aktivasyonunun saglanmasi sonucu gerceklestirilen deneylerle, MAP2K4 proteinin



prostat ve yumurtalik kanserlerinin metastatik siireclerinde, farklt mekanizmalarla rol
alabilecegini gosteren bulgular elde edilmistir (Sekil 2.6) [70].
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Sekil 2.6. MAP2K4 geninin farkli organlarda farkli mekanizmalarla metastazda rol almasi.

MAP2K4 proteininin sentez edilemedigi metastatik yumurtalik kanseri hiicre
soyu modellerinde, MKK6 aktivasyonunun p38 sinyal yolunu aktive ederek
metastazi baskiladig1 goriilmiistiir. Bu bulguya dayanarak MAP2K4’in aktive ettigi
iki hiicresel sinyal yolundan p38 sinyal yolunun metastazin baskilanmasinda énemli
sinyal yolu oldugu gosterilmistir. Ayrica MAP2K4’ in bilinen kinaz aktivitesi
araciligiyla bu yolun aktivasyonunda ve dolayisiyla metastazin baskilanmasinda rol
aldig1 goriisii One siirlilmiistiir. Tiim bunlara ilave olarak, yumurtalik kanseri
tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapatik ajanlardan platinum ve taxene’in
yumurtalik kanseri hiicre soylarinda JNK ve p38 sinyal yollarin1 aktive ettigi
gosterilmistir. Buna dayanarak iki sinyal yolunun baslangicinda bulunan MAP2K4’in
aktivasyonuna yonelik yeni yaklasimlarin anti-metastatik tedavinin gelistirilmesinde
onemli olacagr diisiiniilmektedir [71]. Proteinin hiicredeki miktarinin yami sira ne
kadar aktif oldugu ya da aktive edilebildigi de hiicredeki fonksiyonunu yerine
getirebilmesi agisindan Onemlidir. MAP2K4 proteinin hiicredeki miktarinin
belirlemesinde MAP2K4 promotor metilasyonu ve MAP2K4 geninin alelik
kayiplarinin belirleyici olacagi diisiincesiyle yumurtalik tiimorii 6rneklerinde LOH
analizi ve metilasyon analizi yapilmis ancak her iki etkeninde yumurtalik tiimorii
hiicrelerindeki MAP2K4 protein miktarinin azalmasinda belirleyici olmadiklari
bulgusuna ulasilmistir. Bununla birlikte MAP2K4’in serin 80. pozisyondan
fosforillenmesinin proteinin fonksiyonunu engelledigi ve serin 257 ile treonin 262
den fosforillenmesinin ise proteini aktive ettigi bilinmektedir. Yumurtalik timort
orneklerinde MAP2K4’ un 80. pozisyondaki serin aminoasidinin fosforile formunun
toplam MAP2K4 proteinin % 62’ sini olusturdugu bununla birlikte 257.
pozisyondaki serin ve 262. pozisyondaki threoninden fosforillenmis aktif formunun
hemen hemen hi¢ bulunmadigi spesifik antikorlarla yapilan western blot
calismalariyla gosterilmistir. Bu bulgular 1s181inda yalniz protein miktarindaki azalma
degil, ayn1 zamanda MAP2K4 proteininin farkli bdolgelerinden fosforilasyonu
aracihigiyla saglanan regiilasyonunun MAP2K4 in metastazindaki roliiniin
aydinlatilmasinin 6nemli olabilecegi gosterilmistir [72].



2.10. ABCB1 (MDRI) geni g.3435C>T Polimorfizminin Epitelyal Yumurtahk
Tiimériiniin Tedavisindeki Onemi

Kanser tedavisinde kullanilan antikanser ajanlarin biiyiik bir kismi toksik
etkiye sahiptir. Etki mekanizmalar1 kisaca DNA sentez ve transkripsiyonu baskilama,
DNA’ da hasar olusturma ve hiicre boliinmesinde Onemli rolii olan mitotik ig
iplik¢iklerinin organizasyonunu engelleme gibi genel mekanizmalardir. Giiniimiizde
genel etkiye sahip anti-kanser ilaclar yerine, hedeflenmis anti-kanser tedavi
molekiillerinin gelistirilmesi kanser tedavisindeki giincel yaklasimlarin basinda
gelmektedir. Her ne kadar kanserin ilag ile tedavisinde 6nemli gelismeler olmakta ise
de cesitli nedenlerden otiirti farkli kanser tiplerinde farkli oranlarda olmakla birlikte
ilaca yanitsizlik ya da diger bir ifade ile direnglilik gelisebilmektedir. Bu direnglilik
kanser tedavisindeki basarisizigin baslica nedenini olusturmaktadir. Ozellikle
metastatik kanserlerin % 90’ nindan fazlasinda tedavinin basarisiz olmasindan ilac
direncliliginin sorumlu olduguna inanmilmaktadir. Kimi kanser tiplerinde bu
direnglilik tedavinin baglangicindan itibaren ortaya cikmakla birlikte kimi kanser
tiplerinde ise ilk etapta iyi yanit alinmasinin ardindan bir siire sonra direnglilikle
karsilagilmaktadir. Bu durum, baslangigta ilacin tiimor dokusundaki hiicrelerin
tamamina yakinini Oldiirmesinin ardindan, bir grup hiicrenin ilaca kars1 kendisini
koruyabilecek adaptasyonlar1 gosterebilmesiyle agiklanabilmektedir. Bu hiicrelerin
yeniden tiimor dokusu olusturmasiyla eski tiimor dokusundan kaynaklanan ancak
ilaca direngli yeni bir tiimor olusumundan bahsedilebilir. Normal kok hiicrelerin
sahip oldugu 6zelliklere sahip olup tiimor dokusunun yeniden olusturulmasinda rolii
olan ve tiimoriin kimligini tamamen degistirerek agresiviteyi arttiran bu hiicre grubu
kanser kok hiicresi olarak nitelenmektedir [73].

Genel olarak kanser hiicresine spesifik ila¢ direngliliginin mekanizmalari;
ilacin digsar1 atillmindaki artig, iceri alimmmindaki azalis, ilag inaktivasyonu, ilacin
hedeflerindeki degisiklikler, ilacla saglanan hasarin giderilmesi ve apoptozdan kagcma
olarak siralanmaktadir [33]. Sitotoksik etkiye sahip konvansiyonel anti kanser
ajanlarin viicuttaki emilim, atthm ve dagilimi gibi kinetigini etkileyen faktorler,
genel anlamda ilacin kanser hiicresi iizerine etkisini degistirerek tedaviye verilen
yanit iizerine belirleyici olabilmektedir. Ote yandan kanser hiicresinde spesifik bir
molekiilii hedef alan tedavi yaklasimlarinda, yukarida bahsedilen farmakokinetik
ozellikler iizerine olan etkilere ilave olarak, hedef alinan molekiildeki degiskenlikler
nedeniyle farkli yanitlar hatta yanitsizlik ve diren¢ durumu gelisebilmektedir. Bu
diren¢ ilacin kanser hiicresinde istenilen konsantrasyonda olmasina ragmen,
farmakodinamik o©zelliklerindeki degiskenlikten kaynaklanir. Bunun temelindeki
neden ise hedef alinan molekiildeki heterojenitedir. Dolayisiyla direnglilige neden
olan mekanizmalar1 baslica ilacin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini
belirleyici faktorler olarak iki grupta siniflandirabiliriz. Bunlarin da temelinde
genetik ve genetik olmayan faktorler yer almaktadir.

Her iki grup anti kanser ajana karsi istenilen yanitin alinamayisinin altinda
yatan ve ajanin farmakokinetik 6zelliklerini etkiledigi diisiiniilen en 6nemli genetik
faktorlerden birisi ATP bagimli, hiicre yiizeyinde yer alan ATP-Binding Cassette
siiper gen ailesi liyesi ABCBI geni iiriinii olan P-glikoproteinidir (P-gp). Normal
kosullarda hiicreye giren her tiirlii kimyasal ajanin hiicre disina atilmasi gorevini
istlenmis olan P-gp’ nin hiicre i¢in toksik olabilecek bir¢ok kimyasali substrat olarak
kabul ettigi, ozellikle de antikanser bir¢ok ajanin hiicre disina atilmasinda rolii
oldugu gosterilmistir. P-gp’ nin bu 6zelligi ile bu ajanlarin viicuda alig yoluna bagh



olarak emilimi, atilmi ve viicuttaki dagilimi {izerine etkisi oldugu gosterilmistir.
Bunlarin yaninda kimi kanser tiplerinde P-gp’ inin fazla sentezlenmesinin ilacin
kanser hiicresindeki miktar1 ve dolayisiyla ilaca verilen yanit iizerinde belirleyici
etkisi oldugu gosterilmistir. ABCBI geninde, 3435. pozisyondaki C/T degisimi P-gp
sentezini etkiledigi icin en c¢ok arastirlan ABCBI gen polimorfizmi olarak
gozlenmektedir. Bu genomik degisiklik 26. ekzonda yer alir, ancak amino asit
degisikligine neden olmaz. Bununla birlikte ABCBI mRNA’ smin ii¢ boyutlu
komformasyonel yapisimi degistirmek suretiyle mRNA stabilitesini ve sonug olarak
da P-gp’ nin miktarini azaltir (Sekil 2.7). Ayrica C varyantimi tagiyan alelin T” ye
gore daha fazla transkribe oldugu bdylelikle C alelinin P-gp miktarindaki artisa katki
sagladigr gosterilmistir [74]. Bu bulgular 1s18inda ABCBI geni 3435C/T
genotiplemesinin kemoterapiye direngliligin 6ngoriilmesinde ve buna bagli olarak
kisiye ozel, dogru ilag dozu ve komposizyonu anlamina gelen dogru ila¢ rejiminin
belirlenmesinde belirleyici bir rolii oldugu kabul edilmektedir.
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Sekil 2.7. ABCBI geni 3435. pozisyondaki “C” ya da “T” degisiminin ABCBI mRNA’ sinin ikincil
yapisini degistirmesi.

Epitelyal yumurtalik kanserinde, cerrahi islem ile tiimoriin g¢ikarilmasini
takiben uygulanan kemoterapiye baslangicta iyi yanit alinmis olsa bile hastalarin %
50 kadarinda hastaligin tekrar ortaya c¢iktigr bildirilmistir [75]. Bu kanser tiiriinde
goriilen direncliligin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasiyla, kemoterapinin
basarisim arttirarak, hastaliksiz yasam siireleri ve sag kalim siirelerinin uzatilmasi
amaclanmaktadir. Bu amagla yapilan ¢alismalarda yumurtalik kanseri tedavisinde
yaygin kullanilan ilaglardan birisi olan paclitaxel’ in farmakokinetik 6zelliklerinin
bireyler arasinda farkli olmasina ABCBI genindeki varyasyonlarin neden oldugu ve
ABCBI genotiplemesinin kisiye ©0zel dogru dozun ayarlanmasinda kullanish
olabilecegi gosterilmistir [76]. Paclitaxel bir¢ok toksik yan etkiye sahiptir. Bunun
yaninda timor hiicresini oldiirebilmek icin belli miktarda olmalidir. Bu nedenle
ilacin kandaki istenilen diizeyler araliginda olmasi tedavinin basaris1 acisindan
onemlidir. Bu noktada bireye 0zgiin dozun belirlenmesinde kullanish olabilecek
genetik ve genetik olmayan faktorlerin belirlenmesi ©Onemlidir. Yumurtalik
kanserinde paclitaxel direncliligi ile ABCBI geninin asir1 eksprese olmasi arasinda
bir iliski oldugu kemoterapiye yanit veren ve tekrarlayan yumurtalik kanseri
olgularin1 iceren c¢alisma ile gosterilmistir. Bu calismada; ayrica tekrarlayan
yumurtalik kanserli olgulardan elde edilen tiimor oOrneklerinde, hiicre kiiltiirii
kosullarinda paclitaxel kullaniminin, cisplatin ve doxorubicine gibi yumurtalik
kanseri tedavisinde siklikla kullanilan diger ajanlara kiyasla P-gp sentezini de
indiikledigi ve paclitaxel direngliliginde P-gp’ inin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir



[77]. Epitelyal yumurtalik kanserinde ABCBI geni ifadesi ile hastalik ilerleme hiz1 ve
tedaviye yanit arasinda bir iligki oldugu 6ne siiriilmiistiir [78]. Bu nedenle ABCBI
geni ifadesini direk olarak etkileyen g.3435C>T polimorfizminin prognostik agidan
kullanigh bir markir olup olamayacaginin belirlenmesi énemlidir.

Bu calismamizda; metastaz baskilayici genler olarak bilinen NM23-H1, KAIl,
MAP2K4 ve genlerinin metastatik yumurtalik kanserlerinde primer kanser odagi ve
varsa ayn1 hastadan elde edilen metastatik tiimor dokularinda mRNA diizeylerinin Q-
RT-PCR ile belirlenmesi, boylelikle bu genlerin epitelyal over kanserlerinin ortaya
c¢ikisi, progresyonu ve metastazindaki rolii arastirilmistir. Ayrica ayni hasta grubunda
ABCBI geni g.3435C>T polimorfizmine bakilarak tedavi ile iliskisinin arastirilmasi
amaclanmistir.



MATERYAL ve METODLAR

Bu calismada 50 malign epitelyal yumurtalik tiimorlii olguda cerrahi yontemle
elde edilen normal, primer tiimor ve varsa metastatik dokularda RNA izolasyonunu
takiben metastaz baskilayic1 genler olarak bilinen NM23, KAIl ve MAP2K4
genlerinin mRNA diizeylerindeki degisimler kantitatif gercek zamanli PCR (Q-RT-
PCR) teknigi kullanilarak belirlendi. Dokularin tiimér veya normal doku oldugundan
emin olmak amaciyla, cerrahi islem ile hastadan alinan timor dokusunun frozen
teknigi ile uzman patologlar tarafindan patolojik incelemesi yapildi. Hastalardan
izole edilen genomik DNA’ lardan farmakogenetik 6nemi olan ABCB1 g.3435C>T
polimorfizminin varligi Restriksiyon Endoniikleaz Analizi (REA) yoOntemi ile
arastirildi. Yeterli miktarda ve uygun kosullarda temin edilebilen 6rneklerde uzun
stireli doku Kkiiltiirii ile sitogenetik calismalar gerceklestirildi. Ayrica hastalarin
patolojik ve klinik bulgular1 ile uygulanan kemoterapi protokolleri kayit edilerek
deneysel caligmalardan gelen bulgularla birlikte degerlendirildi. Elde edilen deneysel
verilerin klinik ve patolojik bulgularla birlikte degerlendirilmesi icin; sayisal
degerlerin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi ve Kruskal Wallis testleri, ikili
karsilagtirmalarda Mann-Whitney U testi ile Bonferroni diizeltmesi, nominal
verilerin karsilastirilmasinda ise Chi-square testleri kullanilarak istatistiki agidan
degerlendirildi.

3.1. Normal, Primer Tiimor ve Metastatik Tiimor Dokularindan RNA

izolasyonu

Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kadin Dogum ve Hastaliklar1 Anabilim
Dal1 tarafindan gerceklestirilen cerrahi islem ile ¢ikarilan timor dokulari, patolojik
incelemesi yapilarak, Anabilim Dalimiz Molekiiler Genetik Laboratuvarina
gonderildi. Gonderilen 40 hastaya ait normal, primer timor ve varsa metastatik
timor dokularindan; manuel yontem ile taze dokudan RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Bunlara ilave olarak, formalin ile fiske edilerek ve parafine
gomiilerek (FFPE) saklanan patolojik doku arsivlerinden alinan kesitlerle, 10 hastaya
ait normal, timor ve varsa metastatik timor dokular1 calisildi. Parafine gomiilii
dokulardan total RNA izolasyonu kit kullanilarak gerceklestirildi.

3.1.1. Taze Dokudan RNA izolasyonu

3.1.1.1. Kullanilan Soliisyonlar:
TRI Reagent (Trizol) (Sigma)
Kloroform (Sigma)

Izopropanol (Sigma)

%70’ lik Etanol (Reidel-de Haen)

3.1.1.2. islemler:
1. 10 mg biiyiikliigiindeki doku parcaciklar steril petri kabi i¢inde bistiiri yardimi ile
parcalandi.



2. 2 ml’ lik steril ependorf i¢ine 500 ul Trizol konuldu. Parcalanan doku trizol icine
eklendi. Doku, homojen bir goriiniim alincaya kadar mekanik homojenizator yardimi
ile iyice pargalandi.

3. Tamamen homojen bir hale geldikten sonra iizerine 500 ul daha Trizol ilave edildi
ve karistirildi.

4. Uzerine 200 ul Kloroform ilave edilerek oda 1sisinda 5 dakika siire ile alt-iist
edilerek karistirildi.

5. Siire sonunda 12000 rpm’ de 15 dakika oda 1s1sinda santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonunda ii¢ faz olugsmaktadir. En {istte olusan faz, RNA’ nin bulundugu
faz olup temiz bir 2 ml’ lik ependorfa alindi. Uzerine 1:1 oraninda Izopropanol
eklendi ve alt-iist edilerek karigmasi saglandi.

7. Oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

8. Siire sonunda 12000 rpm’ de 10 dakika oda 1si1sinda santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonrasi iist faz atildi ve tiipiin dibine ¢6kmiis olan RNA iizerine 250 ul
%70’ lik etanol eklendi.

10. 12000 rpm’ de 5 dakika oda 1s1sinda santrifiij yapildi.

11. Siire sonunda {iist faz otomatik pipet yardimiyla atildi.

12. Alkoliin ugmast i¢in tiipler 37°C’ ye ayarli etiivde 30 dakika bekletildi.

13. Elde edilen RNA miktarina gére RNaz icermeyen steril distile su eklendi.

14. Oda 1s1sinda 5 dakika bekletilerek RNA’ nin ¢6ziinmesi saglandi.

15. 260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik (Shimadzu,UV-1601) 6l¢iim
yapilarak RNA miktar1 belirlendi.

3.1.2. FFPE Dokudan RNA izolasyonu

Kullanilan Kit:
RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion INC)

Kit Icerigi:

Izolasyon katki soliisyonu
Sindirme soliisyonu
Yikama soliisyonu 1
Yikama soliisyonu 2/3
Toplama tiipleri

Filtreler

DNase inkiibasyon soliisyonu
RNase

DNase

Proteaz

3.1.2.1.Yapilan islemler
1. Oncelikle deparafinizasyon icin parafine gomiilii dokulardan 20 mikronluk 4
kesit lam iizerine alinarak, 75°C’ ye ayarlanmus etiivde 15 dakika bekletildi.
2. Uzerinde kesitleri tasiyan lamlar 75°C’ lik sicakliga énceden getirilmis Ksilen
bulunduran saleye alinarak 10 dakika bekletildi.
3. Siire sonunda oda 1sisina sogutularak Ksilen degistirildi ve oda 1sisinda 10
dakika bekletildi.
4. Ksilen uzaklastirilarak absolii etanol eklendi ve 15 dakika bekletildi.
5. Absolii etanol degistirilerek yeni absolii etanolde 15 dakika bekletildi.



6. Alkol uzaklastirilarak Saleye su ilave edildi ve 5 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
Bu islem 2 defa tekrarlandi. Boylelikle ornekler deparafinize edilerek kit ile
kullanim i¢in uygun hale getirildi.

7. Sudan gecirilen lam iizerindeki Ornekler bisturi yardimi ile homojenize
edilerek 1,5 ml lik ependorf tiipii icine alindi.

8. 400 pl Sindirme soliisyonu’ na 4 ul proteaz eklenerek hazirlanan soliisyon tiip
icerisine eklenerek 50°C” de 3 saat inkiibe edildi.

9. Siire sonunda 480 ul Izolasyon katki soliisyonu eklenip vorteks yardimiyla
iyice karistirildi.

10. Beyaz ve bulanik bir goriiniim kazanan soliisyon iizerine 1,1 ml lik absolii
etanol ilave edilerek pipet yardimiyla karistirildi ve bu karisim toplama tiipiine
yerlestirilen filtreden yaklasik 700 pl hacimlerle 3 seferde gecirildi.

11. Filtre tizerine 700 ul Yikama soliisyonu 1 eklendi ve 10000 rpm de 30 saniye
santrifiij yapilarak yilkama yapildi.

12. Ayni islem 500 pl Yikama soliisyonu 2/3 ile tekrarlandi.

13. 6 pul 10X DNase inkiibasyon soliisyonu, 4 ul DNase ve 50 pl niikleaz
icermeyen su ile hazirlanan soliisyon filtre iizerine eklenerek 30 dakika oda
1sisinda bekletildi.

14. 11. ve 12. basamaktaki islemler tekrarlandi.

15. Onceden 95°C’ ye getirilmis Eliisyon tampondan 30 ul filtre iizerine
yerlestirilerek maksimum devirde 1 dakika santrifiij yapildi. Bu basamaktaki
islem tekrar edilerek toplam 60 ul RNA iceren soliisyon elde edildi.

16. 260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik (Shimadzu, UV-1601) 6l¢iim

yapilarak RNA miktar1 belirlendi.
3.2. Kantitatif Gercek Zamanh PCR (Q-RT-PCR)
3.2.1. ¢cDNA Eldesi

Kullanilan kit:
Tagman Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems)

Kit icerigi:

10X Reverse transkripsiyon tamponu
MgCl, (25 mM)

dNTP karisimi (25 mM)

10XRandom Hekzamer (50 mM, 5 nmol)
Multiscribe Reverse Transkriptaz (50 U/ul)
RNaz Inhibitorii (200 U/ ul)

c¢DNA reaksiyonu icin PCR kosullari:

10X Reverse transkripsiyon tamponu Sul
MgCl, (25 mM) 11 pl
dNTP karisimi (25 mM) 2,5 ul
10XRandom Hekzamer (50 mM, 5 nmol) 2,5 ul
RNaz Inhibitorii (200 U/ul) 3ul
Multiscribe Reverse Transkriptaz (50 U/ml) 1.25 ul
Niikleaz icermeyen distile su 23,75 ul
RNA lug

Toplam hacim 50 ul olacak sekilde PCR reaksiyonu kuruldu.



PCR 1s1 dongiileri:

25°C’ de 10 dakika 1 dongii
37°C’ de 120 dakika 1 dongii
85°C’ de 5 saniye 1 dongii
4°C’ de 00

3.2.2. Q-RT-PCR Reaksiyonu

mRNA diizeyleri belirlenecek genlerin kantitatif gercek zamanli PCR
reaksiyonunda kullanilan primer ve prob karisimini iceren soliisyonlar firmadan hazir
olarak temin edildi. NM23-HI geni i¢in Hs00264824_ml, KAIl geni icin
Hs00174463_m1, MAP2K4 geni icin ise Hs0387426_ml nolu primer prob
karisimlarini iceren kitler kullanildi (Applied Biosystems). Reaksiyonda i¢ kontrol
olarak Ribozomal RNA’ ya ait primer ve prob kullanildi. Her iki genin ayni tiip
icerisinde birlikte calisilmasi, hem test edilen genin hem de ribozomal RNA’ nin
ekspresyon diizeylerinin bir 6rnekte ayn1 anda belirlenmesini saglamistir.

Kullanilan soliisyonlar:
Universal Master Miks (Applied Biosystems)

Q-RT-PCR Kkosullar:

Stok Derisim Kullanilan
Miktar
Universal Master Miks 2X 10 ul
Test Geni Primer Prob karigimi1 20X 1 ul
Ribozomal RNA Spesifik Primer (ileri) 10 pmol/ul 0,2 ul
Ribozomal RNA Spesifik Primer (Geri) 10 pmol/ul 0,2 ul
Ribozomal RNA Spesifik Prob 10 pmol/ul 0,05 ul
Niikleaz icermeyen distile su 4,6 ul
cDNA 4 ul

Toplam hacim 20 pl olacak sekilde PCR kuruldu.

Hazirlanan PCR reaksiyonu, asagida belirtilen sicaklik dongiileri ile kantitatif
gercek zamanli PCR cihazinda (Applied Biosystems) gerceklestirildi.

PCR Kosullari:

50°C 2 dakika 1 Dongii
95°C 10 dakika 1 Dongii
95°C 45 saniye

62°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

61°C 45 saniye 1 Déngii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

60°C 45 saniye } 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye
59°C 45 saniye 1 Dongii



72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

58°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

57°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

56°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

55°C 45 saniye } 40 Dongii
72°C 1.5 dakika

3.2.3. Q-RT-PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Sonuglar 2[-Delta Delta C(T)] (2**“") (CT; Treshold Cycle) metodu
kullanilarak hesaplandi. Bu metotda; her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr olarak, test edilen
genin CT degeri ile endojen kontrol olarak kullanilan rRNA’ nin verdigi CT
degerleri birbirinden c¢ikarilarak ACT degerleri belirlendi. Benzer sekilde her bir
olgudan alinan normal, primer timor ve metastatik tiimor doku 6rnekleri i¢in ACT
degerleri belirlendi. Kiyaslanmak istenilen dokulara ait ACT degerleri birbirinden
cikartilarak AACT degerleri hesaplandi. Ornegin bir genin normal doku ile primer
timor dokusu arasindaki mRNA diizeyleri arasindaki farkliligi bulmak amaciyla,
normal doku icin belirlenen ACT degerinden tiimor dokusu i¢in belirlenen ACT
degerinin ¢ikartilmasiyla artis veya azalis olup olmadig: belirlendi.

3.3. ABCBI g.3435 C>T Polimorfizminin REA ile Belirlenmesi

3.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Epitelyal yumurtalik tiimorlii 40 olgudan operasyon sirasinda alinan periferal
kan oOrneklerinden genomik DNA izolasyonu igin, yiiksek tuz konstrasyonu
kullanilarak proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve DNA’ nin alkol ile presipite edilmesi
esasina dayanan salting-out yontemi olarak bilinen bir yontem kullanildi. Ayrica 10
hastaya ait FFPE dokulardan genomik DNA izolasyonu kit ile gerceklestirildi.

3.3.1.1. Kandan DNA Izolasyonu Icin Kullamlan Cozeltiler

0.5 M EDTA (pH:7.4 - 8.0): 100 ml 0.5 M EDTA soliisyonu hazirlamak icin
18.6120 g EDTA (Sigma) 100 ml steril distile su igerisinde ¢oziildii. Soliisyonun
pH’ 11 7.4’e ayarlamak i¢in NaOH ¢ozeltisi kullanildi. Oda sicakliginda saklandi.

Eritrosit Liziz Tamponu:
155 mM NH4C1
10 mM KHCO;3
0.5 M EDTA

1 litre liziz tamponu hazirlamak i¢in 8.28 g NH4Cl (Sigma), 1 g KHCO;
(Sigma) ve 4 ml 0.5 M EDTA (Sigma) toplam hacim 1 litre olacak sekilde distile
suda ¢oziildii. Otoklavda steril edildikten sonra +4 °C’de saklandi.

0.1 M NaCl: 100 ml 0.1 M NaCl soliisyonu hazirlamak i¢in 23.4 g NaCl (Sigma)
100 ml steril distile su icerisinde ¢oziildii. Oda sicakliginda sakland.



Lokosit Liziz Tamponu (WBL):
0.1 M NaCl
0.5 M EDTA (pH: 7.4 - 8.0)

100 ml WBL hazirlamak ic¢in 2.5 ml NaCl (Sigma), 5 ml EDTA (Sigma) ve
92.5 ml steril distile suda c¢oziildii. Otoklavda steril edildikten sonra oda sicakliginda
saklandi.

9.5 M Amonyum Asetat Cozeltisi: 36.613 g amonyum asetat (Sigma) 20 ml distile
suda ¢oziildii. Sonra toplam hacim 50 ml’ye tamamlandi. Otaklavda steril edildikten
sonra oda sicakliginda saklandi.

% 10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi: 10 g SDS (Sigma) 100 ml distile
suda ¢oziildiikten sonra filtreden (Orange Scientific) gecirilerek steril edildi ve oda
sicakliginda saklandi.

Proteinaz K Cozeltisi: 10 mg proteinaz K (Sigma) 1ml steril distile suda ¢oziildii.
Daha sonra 50 pul’lik alikotlara béliinerek -20 °C’de saklandi.

% 70’lik Etanol: 70 ml % 99’luk etanol, 30 ml distile su ile karistirildi ve +4 °C’de
saklandi.

3.3.1.2. Kandan DNA izolasyonu i¢in Yapilan islemler
1. Her bireyden KsEDTA’l1 tiiplere 10 ml periferal kan alindi.
2. KzEDTA’11 tiip igerisindeki 10 ml kan 50 ml’lik santrifiij tiipiine transfer edildi
ve transfer edildikten sonra alt iist edilerek homojenize edildi.
3. Uzerine toplam hacim 40 ml olacak sekilde soguk liziz tamponu ilave edildi ve
vorteks araciligl ile karistirildi.
4. 15 dakika -20 °C’de inkiibe edildi.
5. 10 dakika 1500 rpm’de +4 °C’de santrifiij (Sigma) edildi.
6. Dokelti atilip ¢okelti elle vurularak iyice homojenize edildikten sonra iizerine
toplam hacim 20 ml olacak sekilde ikinci kez soguk liziz tamponu ilave edildi ve
vorteks araciligi ile iyice kisa siireli karigtirildi.
7. 10 dakika 1500 rpm’de +4 °C’de santrifiij edildi.
8. Dokelti atilip ¢okelti iyice karistirillarak homojenize edildi ve c¢okeltinin
tizerine 9.4 ml WBL tamponu, 500 ul % 10’luk SDS ve 50 ul proteinaz K (20
mg/ml) eklendi.
9. 37 °C’de bir gece etiivde bekletildikten sonra ertesi giin iizerlerine 3.7 ml 9.5
M amonyum asetat ¢ozeltisinden eklendi. Beyaz kopiiklii bir goriiniim olusuna
kadar elle vurularak iyice karistirildi.
10. Oda 1s1sinda 5000 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi.
11. Protein iceren cokelti tiipte birakilarak, DNA’y1 bulunduran dokelti,
mikropipet ile bagka bir 50 ml’lik steril santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 1:2
oraninda saf etanol yavasca eklendi ve tiip alt list edilerek DNA’nin toplanmasi
saglandi.
12. Toplanan DNA, i¢ine 500 pl % 70’lik etanol konulmus 1.5 ml’lik ependorf
tiipiine pipet ucu ile transfer edildi.
13. 10 dakika 13000 rpm’de oda sicakliginda santrifiij (Sigma) edildi.



14. Santrifiij sonrasinda dokelti atildi ve dipte kalan DNA’dan alkoliin
uzaklagmasi i¢in ependorf tiipiiniin kapagi acik sekilde yaklasik 1 saat 37 °C
etiivde inkiibe edildi.

15. Kurumus olan DNA iizerine 50-100 pl steril distile su ilave edildi.

16. Yaklagik 20 dakika 37 °C etiivde DNA ¢6ziinmeye birakildi.

17. Elde edilen DNA orneklerinin optik dansite (OD) oOlgiimleri 260 nm’da
spektrofotometre  (Shimadzu,UV-1601) kullanilarak  oOl¢iildiikten  sonra,
konstrasyonlar1 500 ng/ul olacak sekilde sulandirilip uzun siireli -20 °C’de, kisa
siireli +4 °C’de saklandi.

3.3.1.3. FFPE Dokulardan DNA izolasyonu

Kullanilan Kit
RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion INC)

Kit Icerigi

Izolasyon katki soliisyonu
Sindirme soliisyonu
Yikama soliisyonu 1
Yikama soliisyonu 2/3
Toplama tiipleri

Filtreler

DNase inkiibasyon soliisyonu
RNase

DNase

Proteaz

3.3.1.4. FFPE Dokulardan DNA Izolasyonu Icin Yapilan islemler
1. Oncelikle deparafinizasyon igin parafine goémiilii dokulardan 20 mikrometrelik
4 kesit lam iizerine alinarak 75°C’ ye ayarlanmis etiivde 15 dakika bekletildi.
2. Uzerinde kesitleri tasiyan lamlar 75°C” ye 6nceden 1sitilmis Ksilen bulunduran
saleye alinarak 10 dakika bekletildi.
3. Siire sonunda oda 1sisina sogutularak Ksilen degistirildi ve oda 1sisinda 10
dakika bekletildi.
4. Ksilen uzaklastirilarak absolii etanol eklendi ve 15 dakika bekletildi.
5. Absolii etanol degistirilerek yeni absolii etanolde 15 dakika bekletildi.
6. Alkol uzaklastirilarak saleye su ilave edildi ve 5 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
Bu islem 2 kez tekrarland1 ve boylelikle dokular deparafinize edildi.
7. Sudan gecirilen lam iizerindeki Ornekler bisturi yardimi ile homojenize
edilerek 1,5 ml lik ependorf tiipii i¢ine alindi.
8. 400 ul Sindirme soliisyonu’ na 4 ul proteaz eklenerek hazirlanan soliisyon tiip
icerisine eklenerek 50°C’ de 48 saat inkiibe edildi.
9. Siire sonunda 480 pl Izolasyon katki soliisyonu eklenip vorteks yardimiyla
tyice karistirildi. 10. Beyaz ve bulanik bir goriiniim kazanan soliisyona 1,1 ml lik
absolii etanol ilave edilerek pipet yardimiyla karistirildi ve bu karisim toplama
tiipiine yerlestirilen filtreden yaklasik 700 pl hacimlerle 3 seferde gegirildi.
11. Filtre tizerine 700 pl yikama soliisyonu 1 eklendi ve 10000 rpm de 30 saniye
santrifiij edilerek yikama yapildi.
12. Ayni islem 500 pl Yikama soliisyonu 2/3 ile tekrarlandi.



13. 10 ul RNaseA ve 50 ul niikleaz icermeyen su ile hazirlanan toplam 60 ul
hacmindeki soliisyon filtre iizerine eklenerek 30 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

14. 11. ve 12. basamaktaki islemler tekrarlandi.

15. Onceden 95°C’ ye getirilmis Eliisyon tampondan 30 ul filtre iizerine
yerlestirilerek maksimum devirde 1 dakika santrifiij yapildi. Bu basamaktaki
islem tekrar edilerek toplam 60 ul DNA igeren soliisyon elde edildi.

16. 260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik (Shimadzu, UV-1601) 6l¢iim
yapilarak DNA miktar1 belirlendi.

3.3.2.1.ABCB1 g.3435C>T Polimorfizminin (Entrez SNP veritabam1 no:
rs1045642) REA Yontemi ile Belirlenmesi Icin Ilgili Gen Bolgesinin PCR
ile Cogaltilmasi
ABCBI geninin 26. ekzonunda ve 3435. pozisyondaki C>T degisimini
belirleyebilmek icin ilgili bolgeyi icerecek sekilde primerler dizayn edildi ve PCR ile
ilgilenilen bolge cogaltildi. PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.

PCR kosullari:

10X tampon (NH4),SO; 2,5 wl
MgCl, (25mM) 1,5 ul
dNTP mix (10mM) 0,5 wl
primer F (20pmol) I
primer R (20pmol) I u
Taq polimeraz (Fermentaz) (5U/ul) 0,2
ddH,O 17,7 wl
gDNA (500ng) 1w

25 ul
Primer dizileri:

Primer F: gTAACTTggCAgTTTCAZT
Primer R: CATgCTCCCAggCTgTTTaT

PCR sicaklik dongiileri:

95°C 5 dak 1 dongii

95°C 1 dak

55°C 1 dak 40 dongii

72°C 2 dak

72°C 3 dak 1 dongii

3.3.2.2. PCR iiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrol Edilmesi
3.3.2.1.1. Kullamlan Cozeltiler

10X Tris- Borat-EDTA (TBE) Tamponu:

0.089 M Tris-Borat (Sigma)

0.089 M Borik Asit (Sigma)
0.002 M EDTA (Sigma)



500 ml 10X TBE tamponu hazirlamak icin 54 g tris-baz, 27.5 g borik asit, 20
ml 0.5 M EDTA (pH:8.0) son hacim 500 ml olacak sekilde distile suda ¢6ziildii. Oda
sicakliginda saklandi.

1X TBE Tamponu: 1X TBE tampon ¢o6zeltisi hazirlamak icin 10X TBE tampon
cozeltisi 1:9 oraninda distile su igerisinde seyreltildi. Oda sicakliginda saklandi.

EtBr (Etidyum-bromid) (Sigma) Cozeltisi: 10 mg EtBr 1ml distile suda coziildii.
Isik gecirmeyen bir sisede +4 °C’de saklandi.

Yiikleme Tamponu:
% 0.5 (w/v) ksilen siyanol (Sigma)
9 95 (w/v) formamid (Sigma)
% 5 (w/v) bromfenol mavisi (Sigma)

100 ml yiikleme tamponu hazirlamak i¢in 95 ml formamid, 0.5 g ksilen
siyanol ve 0.5 g bromfenol mavisi toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suda
coziildii. Cozelti +4 °C’de saklandi.

% 2’lik Agaroz Jel Cozeltisi: 50 ml % 2’lik agaroz jel ¢cozeltisi hazirlamak icin 1 gr
agaroz (Sigma) 50 ml 1X TBE tamponunda ¢ozelti berrak goriiniim kazanincaya
kadar kaynatilarak ¢o6ziildii ve sonra 50 °C’ ye gelene kadar sogutuldu. Daha sonra
stok EtBr soliisyonundan 1 pl ilave edilerek karistirildiktan sonra igine taragi
onceden yerlestirilerek hazirlanmis olan elektroforez kiivetine bosaltildi. Agaroz
cozeltisi oda 1sisinda 40-45 dakika polimerizasyon icin bekletildikten sonra
kullanildi.

3.3.2.1.2. islemler

1. Elektrofotez tankina 1X TBE tamponu konuldu. Jel, tarak ¢ikartildiktan sonra bu
tampon icerisine alindi.

2.5 ul PCR 6rnegi, 1 pul yiikkleme tamponuyla karistirilarak jelde taragin olusturmus
oldugu kuyulara yiiklenerek yaklasik 15 dakika 120 volt potansiyel farkinda
yiiriitiildii.

3. Orneklerin yiiriitiilme islemi tamamlandiktan sonra UV 1s1kta goriintiilenerek PCR
sonuglar1 kontrol edildi.

3.3.3. REA ile ABCBI g.3435C>T Polimorfizminin Belirlenmesi

Ilgili gen bolgesinin PCR ile cogaltilmasi ve agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmesinin ardindan 3435. pozisyondaki niikleotidin C ya da T olmasina gore kesim
yaparak genotiplemede kullanilan Nde-II restriksiyon endoniikleaz ile kesim
reaksiyonu gerceklestirildi. Kesim iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilerek olusan band paternine gore genotipleme yapildi.

Enzim reaksiyonu Kosullari:

10X Buffer 5wl
Nde-II Restriksiyon Endoniikleaz 0,2 ul
PCR iiriinii 3 ul
ddH,O 18w

10 pl



3.3.3.1. Kullanilan Cozeltiler

10X Tris- Borat-EDTA (TBE) Tamponu:
0.089 M Tris-Borat (Sigma)
0.089 M Borik Asit (Sigma)
0.002 M EDTA (Sigma)

500 ml 10X TBE tamponu hazirlamak icin 54 g tris-baz, 27.5 g borik asit, 20
ml 0.5 M EDTA (pH:8.0) son hacim 500 ml olacak sekilde distile suda ¢6ziildii. Oda
sicakliginda saklandi.

1X TBE Tamponu: 1X TBE tampon ¢o6zeltisi hazirlamak icin 10X TBE tampon
cozeltisi 1:9 oraninda distile su icerisinde seyreltildi. Oda sicakliginda saklandi.

EtBr (Etidyum-bromid) (Sigma) Cozeltisi: 10 mg EtBr 1ml distile suda coziildii.
Isik gecirmeyen bir sisede +4 °C’de saklandi.

Yiikleme Tamponu:
% 0.5 (w/v) ksilen siyanol (Sigma)
9 95 (w/v) formamid (Sigma)
% 5 (w/v) bromfenol mavisi (Sigma)

100 ml yiikleme tamponu hazirlamak i¢in 95 ml formamid, 0.5 g ksilen
siyanol ve 0.5 g bromfenol mavisi toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suda
coziildii. Cozelti +4 °C’de saklandi.

% 2’lik Agaroz Jel Cozeltisi: 50 ml % 2’lik agaroz jel ¢cozeltisi hazirlamak icin 1 gr
agaroz (Sigma) 50 ml 1X TBE tamponunda ¢ozelti berrak goriiniim kazanincaya
kadar kaynatilarak ¢o6ziildii ve sonra 50 °C’ ye gelene kadar sogutuldu. Daha sonra
stok EtBr soliisyonundan 1 pl ilave edilerek karistirildiktan sonra igine taragi
onceden yerlestirilerek hazirlanmis olan elektroforez kiivetine bosaltildi. Agaroz
cozeltisi oda 1sisinda 40-45 dakika polimerizasyon icin bekletildikten sonra
kullanildi.

3.3.3.2. islemler

1. Elektrofotez tankina 1X TBE tamponu konuldu. Jel, tarak ¢ikartildiktan sonra bu
tampon icerisine alindi.

2.5 ul PCR 6rnegi, 1 pul yiikkleme tamponuyla karistirilarak jelde taragin olusturmus
oldugu kuyulara yiiklenerek yaklasik 15 dakika 120 volt potansiyel farkinda
yiiriitiildii.

3. Orneklerin yiiriitiilme islemi tamamlandiktan sonra UV 1s1kta goriintiilenerek PCR
sonuglar1 kontrol edildi.

3.3.3.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

PCR ile elde edilen fragment 340 niikleotid uzunlugundadir. Nde-II enziminin
PCR iiriinii icerisinde aranilan polimorfizm disinda bir kesim noktas: daha vardir ve
bu bize internal pozitif kontrol gorevi gorerek enzimin ¢alismasi hakkinda bilgi veren
bir durumdur. Nde-II enziminin tanima bolgesi GAT’C dir dolayisiyla enzim C
varyantini tantyarak kesim yapar ve CC genotipine sahip bireylerde 172, 94 ve 76
niikleotid uzunlugunda 3 ayr1 fragment olusur. TT genotipine sahip bireylerde 266 ve
76 niikleotid uzunlugunda 2 ayn fragment, CT genotipinde ise 266, 172, 94 ve 76
niikleotid uzunlugunda 4 ayn fragment beklenmektedir. ABCBI g.3435C>T



polimorfizminin genotiplenmesinde kullanilan primer dizileri, Nde-II enziminin
tanima bolgeleri, genin intron ve ekzonik dizileri Sekil 3.1 de verilmistir.

gtaacttggcagtttcagtgtaagaaataatgatgttaattgtgctacattcaaagtgtgctggtcctgaagttgat’ ctgtg
aactcttgttttcagCTGCTTGATGGCAAAGAAATAAAGCGACTGAATGTTCAGTG
GCTCCGAGCACACCTGGGCATCGTGTCCCAGGAGCCCATCCTGTTTGACT
GCAGCATTGCTGAGAACATTGCCTATGGAGACAACAGCCGGGTGGTGTC

ACAGGAAGAGAT’ CGTGAGGGCAGCAAAGGAGGCCAACATACATGCCTT

CATCGAGTCACTGCCTAATGtaagtctctcttcaaataaacagectgggageatg

Sekil 3.1. ABCBI g.3435C>T polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan Nde-II enziminin tanima
bolgelerini (Internal kesim bolgesi; mavi renkte. Polimorfizmi igine alan kesim bolgesi;
biiyiik ve yesil renkte), polimorfizm noktas1 (Alt1 cizili ve yesil renkte), primer dizilerini
(Kirmz1), genin intron (Kiigiik harf) ve ekzonik (Biiyiik harf) dizileri iceren genomik DNA
dizisi.

3.3.4. Uzun Siireli Doku Kiiltiirii ve Kromozom Eldesi Calismalar:

Cerrahi yontemle elde edilen, RNA ve DNA c¢alismalar1 i¢in ayrilan dokulardan
geriye kalan, uygun kosullarda ve yeterli olan normal, primer tiimor ve varsa
metastatik tiimor dokularindan primer hiicre kiiltiirii ile kromozom elde edilerek
karyotip analizine gidildi. Projemizde; metastatik tiimor dokusu ile primer timor
dokusu arasinda kromozom diizeyindeki genomik degisikliklerin belirlenmesi icin
sitogenetik analiz yapilmasi planlanmisti. Ancak sadece 3 hastadan doku kiiltiirii
calismast icin uygun metastatik tiimor dokusu temin edilebildi. Bu nedenle sadece 3
metastatik timor dokusu, 7 normal doku ve 7 primer tiimor dokusunda doku kiiltiirii
calismalar1 gerceklestirildi.

3.3.4.1. Primer Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.3.4.1.1. Besi Ortamu ve Kiiltiir Kosullari

RPMI 1640 medium (Biological Industries) 100 ml
% 10 Fetal Kalf Serum (Biological Industries) 2,5 ml
% 1 Penisilin-Streptomisin Antibiyotik Karisim1 (Sigma) 1 ml
% 0,1 Epidermal Biiytime Faktorii (EGF)(Biological Industries) 0,1 ml
L-Glutamin (Sigma) 1 ml

Epidermal Biiyiime Faktorii:
100 mg toz haldeki EGF steril distile su ile ¢oziildiikten sonra final konsantrasyonu
20 ng/ml olacak sekilde sulandirilarak ve 0,5 ml lik steril kii¢iik plastik tiiplere
béliinerek -20 °C’ de saklandi.

3.3.4.1.2. islemler

Dokular giivenli kabin icerisinde steril kosullarda bisturi yardimiyla
parcalandiktan sonra bir miktar besiyeri ile siispanse edilerek T25 (25cm?) flaska
aktarilarak ekim yapildi. % 5 CO>’li etiivde 37 °C’ de ve % 60 nem kosullarinda
inkiibe edildi. Belirli araliklarla kiiltiirlerde hiicrelerin tutunmasi inverted mikroskop
ile kontrol edildi ve gelisen kiiltiirlerde taze besiyeri eskisiyle degistirildi. Yeterli
mitoz oranina sahip kiiltiirler kromozom eldesi i¢in harvest protokoliine alindi.



3.3.4.2. Kromozom Eldesi ve Analizi

3.3.4.2.1. Kullamlan Soliisyonlar
Kol¢isin soliisyonu (Biological Industries)
tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma)
Hipotonik Soliisyonu (0,06 M KCI (Sigma))
Fiksatif soliisyonu (3/1 oraninda Metanol (Sigma), Glasial Asetik Asit
(Sigma)

3.3.4.2.2. islemler

Mikroskopta incelenerek yeterli mitoz oranina sahip olduguna karar verilen
kiiltiirlere 4 pl hazir kolgisin soliisyonu giivenli kabin igerisinde steril kosullarda
damlatild1 ve 3 saat 37 °C etiivde bekletildi. Siire sonunda flask icerisindeki besiyeri
disar1 alindi ve flask 5 ml izotonik soliisyon ile yikandi. izotonik soliisyon
uzaklastirildiktan sonra 1,5 ml hazir Tripsin-EDTA soliisyonundan flaska ilave edildi
ve yiizeyin soliisyon ile kaplanmasi saglanarak 37 °C etiivde 10 dakika bekletildi.
Inverted mikroskopta hiicrelerin flasktan ayrildig: tespit edildikten sonra iizerine 5
ml izotonik soliisyon ilave edildi ve steril cam pastor pipeti ile hiicreler 15 ml’ lik
plastik santrifiij tiipline aktarildi. Bir miktar hiicre flaskta birakilarak kromozom
eldesi islemlerinin tekrarlanabilmesi i¢in 5ml taze besi yeri ilave edilerek Kkiiltiiriin
baslangictaki kosullarda inkiibasyonuna devam edildi.15 ml’ lik plastik santrifiij
tiipiine alinan hiicre siispansiyonu 1200 rpm’ de 7 dakika santrifiij edilerek dokelti
uzaklastirildi. Cokelti siispanse edilerek iizerine 8 ml hipotonik soliisyon ilave edildi
ve oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Siire sonunda 1200 rpm’ de 7 dakika santrifiij
edilerek dokelti uzaklastirlldi. Cokelti iizerine 3 ml taze hazirlanmis fiksatif
soliisyonu ilave edilerek 1200 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Bu son basamak 2
defa daha tekrarlandi. Son basamakta ¢okelti miktarina uygum hacimde fiksatif
soliisyonu birakilarak hiicreleri iceren cokelti tekrardan siispanse edildi. Yikanmis ve
sogutulmus lam (Menzel) lizerine hiicre siispansiyonundan bir damla yaklasik 30 cm
mesafeden cam pastor pipeti yardimiyla damlatilarak uygun nem ve 1s1 kosullarinda
yayma yapildi. Preparatlar 3 giin 37 °C etiivde bekletilerek yaslandirma islemi
yapildi. Kromozomlar yaslandirma islemi sonunda GTG bandlama teknigi ile
bandlanarak analiz edildi.

GTG Bandlama Teknigi:

Tripsin soliisyonu:
0,1gr toz tripsin (Sigma) tartildi ve 100 ml pH 7 fosfat tamponunda ¢oziilerek
hazirlandi.

Giemsa boya soliisyonu:

4 ml hazir giemsa boyas1 1L bidistile suda 9.08gr KH,HPO,’ iin ¢6ziilmesiyle
hazirlanmis pH 7 Sorensan tamponun 96 ml’ sine ilave edilip karistirilarak
hazirlandi.

Preparatlar 30-60 saniye tripsin soliisyonunda bekletildikten sonra akan musluk
suyuyla yikandi ve giemsa boyasinda ortalama 4-5 dakika bekletilerek tekrar musluk
suyunda yikandi. Preparatlar 6zel kurutma kagitlar1 (Whatman) ile kurutularak
entellan (Merk) araciligiyla 24x60mm boyutlarindaki lamelle (Menzel) kapatildi ve
151k mikroskobunda (Olympus) metafazlar analiz edildi.



BULGULAR

Epitelyal yumurtalik kanserli 50 olgudan cerrahi islem ile elde edilen taze ya da
formalin ile fiske edilerek parafinize edilmis normal, primer tiimor ve varsa
metastatik tiimor dokularindan RNA izolasyonunu takiben NM23-HI, KAIl ve
MAP2K4 genlerinin mRNA diizeyleri Q-RT-PCR yontemi ile belirlendi. Normal,
timor ve metastatik tiimor dokularinda Q-RT-PCR ile her 3 gen icin elde edilen CT
degerleri rolatif kantifikasyon yontemi ile degerlendirildi. Bu kapsamda, her hasta
icin normal-primer timor ve primer tiimor-metastatik tiimor dokularda her 3 geninde
mRNA diizeylerindeki degisimler belirlendi. mRNA diizeylerindeki degisimler
hastalarin klinik ve patolojik verileri ile birlikte degerlendirilerek, bu genlerin
hastaligin evresine ve tiimoriin histopatolojik tipine gore epitelyal yumurtalik
tiimoriiniin olusumunda, ilerlemesinde ve metastazinda rol alip almadig arastirildi.
Ayrica hastalarda ABCB1 g.3435C>T polimorfizmi belirlenerek, tedavi ile arasindaki
iliski degerlendirildi. Doku kiiltiirii ve sitogenetik ¢alismalarda sadece 6 normal doku
orneginde kromozom analizi gerceklestirilerek 46,XX kromozom kurulusu
belirlendi. Bir normal doku Orneginde tutunma olmadigi icin kromozom analizi
gerceklestirilemedi. 7 primer timor ve 3 metastatik tiimor orneginde kontaminasyon
ve tutunmama gibi nedenlerle kromozom elde edilemedi. Bu nedenle, sitogenetik
calismalarda elde edilen veriler yetersiz oldugundan degerlendirmeye alinmadi.

4.1. Epitelyal Yumurtalik Kanserli Olgularin Klinik ve Patolojik Bulgular
Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii 50 hastanin yaslarinin ortalamasi
57,48+10,6 bulundu. 50 hastanin yaslarina gére dagilimlar1 Tablo 4.1 de verilmistir.
Hastalarin 22’ sinde tiimoriin histolojik tipi serdz, 10’ unda endometrioid, 5° inde
miisindz, 6’ sinda Miks tip (Endometrioid + Ser6z), 2’ sinde Miks tip (Berrak hiicreli
+ Serdz) ve geri kalan 5’ inde borderline serdz (1), borderline miisindz (4) olarak

belirlendi (Tablo 4.2).
Tablo 4.1. Epitelyal yumurtalik kanserli 50 olgunun yas araliklarindaki dagilimlari
Yas Araligi Hasta Sayis1 (%)

38-43 4(8)
44-48 9 (18)
49-53 4 (8)
54-58 11 (22)
59-63 7(14)
64-68 7(14)
69-73 2(4)
74-79 6 (12)




Tablo 4.2. Epitelyal yumurtalik kanserli 50 olgunun tiimoriin histolojik alt tiplerine gore dagilimlar

Histolojik alt tipi

Olgu Sayist (%)

Seroz 22(44)
Miisin6z 5 (10)
Endometrioid 10 (20)
Miks tip; Endometrioid + Sertz 6 (12)
Miks tip; Berrak hiicreli + Ser6z 24
Borderline, Seroz 1(2)
Borderline, Miisinoz 4 (8)

FIGO evreleme sistemine gore 41 (% 82) hasta evre III-C, 1 (% 2) hasta evre
IV, 2 (% 4) hasta evre III-B, 2 (% 4) hasta evre I-A, 2 (% 4) hasta evre I-B, 1 (% 2)
hasta evre I-C ve 1 (% 2) hasta evre II-A olarak evrelendi. 43 (% 86) hastada
abdomino-pelvik bolgede metastaz belirlenirken, bu olgularin 27° sinde (% 54) ayn
zamanda bolgesel lenf diigiimii metastazi ve 2 (% 4) tanesinde ise uzak bolge
metastaz1 belirlendi. Hastalarin sadece 16’ sinda (% 32) abdomino-pelvik bdlge
metastazi oldugu belirlendi. Hastalarin tiimiinde cerrahi islem ile tiimor ¢ikartildiktan
sonra, evre III ve daha yukar1 olanlarda Carboplatin + Paclitaxel 6 x 1 kemoterapi
protokolii uygulanmustir. Tiim hastalara ait bazi klinik ve patalojik veriler Tablo 4.3.”
de verilmistir. Bu tabloda diisiik malign potansiyelli borderline tiimorlii 6, 18, 19, 20

ve 30 nolu hastalar tablonun sonuna yerlestirilmistir.

Tablo 4.3. Epitelyal yumurtalik kanserli olgularin klinik, patolojik bulgular1 ve ABCBI g.3435 C>T

genotipleri.
HastaNo | Yas | Timor [Tiimor Histolojik TNM | ABCB1 Metastaz
EYI'eSi Tipi g.3435C>0m Lenf |Uzak
(FIGO) T nodu |bolge
EOC1 46 IIIC  [Seroz pT3c TT +
pN1
EOC 2 49 IIC |Miks tip pT3
(Endometrioid + pN1 CC +
Seroz)
EOC 3 74 IIIC  |Seroz pT3c
TT -
pNO
EOC 4 45 IA Miisinoz pTla
CT -
pNO
EOC 5 47 IC Miks tip pT3c
(Endometrioid + pN1 CC +
Seroz)
EOC 7 48 IIIC  [Seroz pT3c CT +
pN1
EOC 8 63 IIC Miks tip pT3c
(Endometrioid + pN1 CC +
Serdz)
EOC 9 47 B  [Seroz pT3b
CT -
pNO
EOC 10 64 IIC  [Seroz TT
EOC 11 54 IIIC  [Seroz pT3c TT +
pN1
EOC 12 73 IIC Miks tip pT3c
(Berrak hiicreli + pNO CC -
Serdz)




EOC 13

69

Ic

Serdz

pT3c

pNI CT
EOC 14 79 IIIC  [Seroz pT3c
CT
pN1
EOC 15 64 IIIC  [Seroz pT3c
CT
pN1
EOC 16 48 IIIC [Endomertioid pT3c
CT
pN1
EOC 17 65 IIIC  |Miks tip pT3c
(Berrak hiicreli + pNO CcC
Seroz)
EOC 21 56 IIIC Miisinoz pT3c
CT
pN1
EOC 22 47 IIIC [Endometrioid pT3c
CT
pN1
EOC 23 68 IIIC |Miks tip pT3
(Endometrioid + pN1 CT
Seroz)
EOC 24 63 IIIC  [Seroz pT3c
CT
pN1
EOC 25 74 IIIC  [Seroz pT3c
CT
pN1
EOC 26 65 IIC Miisinoz pT3c
TT
pN1
EOC 27 78 IIIC  [Seroz pT3c
CT
pN1
EOC 28 72 IIIC [Ser6z pT3c
CT
pN1
EOC 29 61 IIC Miks tip pT3
(Endometrioid + pN1 CT
Serdz)
EOC 31 56 IIIC  [Ser6z pT3c
CT
pN1
EOC 32 63 IIIC [Endometrioid pT3c
CC
pN1
EOC 33 38 IIIC  [Ser6z pT3c
CT
pN1
EOC 34 45 A Miisindz pT2a
CT
pNO
EOC 35 55 IIIC [Ser6z pT3c
CT
pN1
IEOC 36 49 IIIC  [Seroz pT3c
CT
pN1
EOC 37 65 IIIC  Miks tip pT3c
(Endometrioid + pNO CC
Seroz)
EOC 38 74 IIIC [Ser6z pT3c
TT
pNO
EOC 39 49 IIIC  [Seroz pT3c
CT
pNO
EOC 40 41 IIIC  [Endometrioid pT3c
CcC
pNO
EOC 41 55 IIIC  [Endometrioid pT3c CT

pN1




EOC 42 56 IIIC  [Endometrioid pT3c
CT + -
pNO
EOC 43 68 B  [Seroz pT3b TT + )
pNO
EOC 44 61 IIIC  [Endometrioid pT3c
TT + -
pNO
EOC 45 57 IIIC  [Endometrioid pT3c
CT + -
pNO
EOC 46 58 IIIC  [Endometrioid pT3c
TC + +
pN1
EOC 47 60 IIIC  [Seroz pT3c cC + )
pNO
EOC 48 39 IIIC  [Endometrioid pT3c
TT + +
pN1
EOC 49 58 IV [Serdz pT4
pN1 CC + +
Ml
EOC 50 59 IIIC |Miisin6z pT3c cC + )
pNO
EOC 6 * 55 IB  |[Borderline, pT1b CC - -
Miisinoz pNO
EOC 18 * 53 IC  Borderline, pTlc TT - -
Seroz pNO
EOC 19 * 43 IB  Borderline, pT1b CC - -
Miisinoz pNO
EOC 20 * 44 IA  |Borderline, pTla TT - -
Miisin6z pNO
EOC 30 * 54 IIIC Borderline, pT3c TT + +
Miisinoz pN1

* Borderline yumurtalik yiizey epiteli tiimorlii hastalar.

4.2. Normal, Primer Tiimor ve Metastatik Tiimor Dokularinda NM23-H1, KAII
ve MAP2K4 Genlerinin mRNA Diizeyleri
Tiim olgularda her 3 genin normal, primer tiimor ve metastatik timor
dokularinda mRNA diizeylerindeki degisimler ilk olarak hastaligin evresi, histolojik
alt tipi ya da diger klinik parametrelerden bagimsiz sekilde verilecek, takip eden
boliimde ise klinik bulgulari ile birlikte degerlendirilecektir.

4.2.1. NM23-H1 Geni mRNA Diizeylerindeki Degisimler

Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii hastalarin hem normal hem de primer timor
dokularina ait 6rneklerden Q-RT-PCR ile NM23-H1 geni i¢in 50 hastanin 39’undan
(% 78) bilgi verici sonu¢ alindi. Diger 11 hastanin 3 tanesinde normal dokusu elde
edilemediginden, geri kalan 8 tanesinde ise sadece normal ya da primer timor
orneginden sonu¢ elde edildigi i¢in degerlendirmeye alinmadi. Diisiik malign
potansiyelli Borderline 4 hasta degerlendirme dis1 birakildi. Tiimériin histolojik
tipinden ve hastalifin evresinden bagimsiz olarak degerlendirildiginde, NM23-H1
geninin mRNA miktarinin tim6r dokusunda normal dokuya kiyasla 17 hastada (%
48) ortalama 2.44 kat arttig1, geri kalan 18 hastada (% 52) ortalama 2,39 kat azaldig
belirledi. Tiim hastalardaki NM23-H1 geni mRNA miktarinin tiimor ve normal doku
arasindaki degisim oranlar1 Sekil 4.1° de verilmistir.
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Sekil 4.1. Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii hastalarda, NM23-HI geninin Q-RT-PCR ile
belirlenen mRNA miktarlarinin primer tiimor ile normal doku arasindaki degisim oranlart.

50 hastanin hem primer tiimoér hem de metastatik tiimor dokularinda Q-RT-
PCR yontemi ile NM23-H1 geni mRNA diizeylerine bakildiginda 29 (% 58) hastada
sonu¢ alindi. Diger 21 hastanin 15 tanesinde metastatik tiimor dokusu elde
edilemediginden, geri kalan 6 tanesinde ise sadece primer timor ya da metastatik
timor dokusunda sonug¢ elde edildigi i¢cin degerlendirmeye alinmadi. Tiimoriin
histolojik tipinden ve hastalifin evresinden bagimsiz olarak degerlendirildiginde,
NM?23-HI geninin mRNA miktarinin metastatik tiimor dokusunda, primer tiimor
dokusuna kiyasla 8 hastada (% 27.5) ortalama 2.17 oraninda azaldig1, geri kalan 21
hastada (% 72.5) 4,20 oraninda arttig1 belirlenmistir. Tiim hastalardaki primer timor
ve metastatik tiimor dokusu arasindaki degisim oranlar1 Sekil 4.2” de verilmistir.
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Sekil 4.2. Malign epitelyal yumurtalik kanserli hastalarda, NM23-HI geninin Q-RT-PCR ile
belirlenen mRNA miktarlarinin primer timor ile metastatik tiimor dokular1 arasindaki
degisim oranlar1.




4.2.2. KAI1 Geni mRNA Diizeylerindeki Degisimler

Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii hastalarin hem normal hem de primer timor
dokularina ait 6rneklerden Q-RT-PCR ile KAII geni icin 50 hastanin 38’inden (%
76) bilgi verici sonu¢ alindi. Diger 12 (% 24) hastanin 3 tanesinde normal dokusu
elde edilemediginden, geri kalan 9 tanesinde ise sadece normal ya da primer timor
dokusunda sonu¢ elde edildigi i¢in degerlendirmeye alinmadi. Diisilk malign
potansiyelli Borderline 4 hasta degerlendirme dis1 birakildi. Tiimériin histolojik
tipinden ve hastaligin evresinden bagimsiz olarak degerlendirildiginde, KAI/ geninin
mRNA miktarinin primer tiimor dokusunda normal dokuya kiyasla 11 (% 32)
hastada ortalama 2,53 kat azaldigi, geri kalan 23 (% 68) hastada ortalama 4,30 kat
arttig1 belirlenmistir. Tiim hastalardaki KA/l geni mRNA miktarinin primer timor ve
normal doku arasindaki degisim oranlar1 Sekil 4.3’ te verilmistir.
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Sekil 4.3. Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii hastalarda, KAII geninin Q-RT-PCR ile belirlenen
mRNA miktarlarinin primer tiimor ile normal doku arasindaki degisim oranlari.

50 hastanin hem primer tiimor hem de metastatik timor dokularinda Q-RT-
PCR yontemi ile KAIl geni mRNA diizeylerine bakildiginda 31 (% 62) hastada
sonu¢ alindi. Diger 19 hastanin 15 tanesinde metastatik tiimor dokusu elde
edilemediginden, geri kalan 4 tanesinde ise sadece primer timor ya da metastatik
timor dokusunda sonu¢ elde edildigi i¢in degerlendirmeye alinmadi. Timoriin
histolojik tipinden ve hastaligin evresinden bagimsiz olarak degerlendirildiginde,
KAIl geninin mRNA miktarinin metastatik tiimor dokusunda, tiimor dokusuna
kiyasla 11 (% 35.5) hastada ortalama 3,53 oraninda azaldigi, geri kalan hastalarin 19’
unda (% 61.3) 2,85 oraninda arttig1 belirlenmistir. Ayrica 1 (% 3.2) hastada her hangi
bir degisim belirlenmemistir. Tiim hastalardaki primer timor ve metastatik timor
dokusu arasindaki degisim oranlar1 Sekil 4.4’ de verilmistir.
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Sekil 4.4. Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii hastalarda, KAZ7 geninin Q-RT-PCR ile belirlenen
mRNA miktarlarinin primer tiimér ile metastatik tiimor dokular1 arasindaki degisim
oranlari.

4.2.3. MAP2K4 Geni mRNA Diizeylerindeki Degisimler

Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii hastalarin hem normal hem de primer timor
dokularina ait 6rneklerden Q-RT-PCR ile MAP2K4 geni i¢in 50 hastanin 38’inden
(% 76) bilgi verici sonug alindi. Diger 12 (% 24) hastanin 3 tanesinde normal dokusu
elde edilemediginden, geri kalan 9 tanesinde ise sadece birer 6rneginde sonuc elde
edildigi icin degerlendirmeye alinmadi. Diisiik malign potansiyelli Borderline 4 hasta
degerlendirme dis1 birakildi. Tiimoriin histolojik tipinden ve hastaligin evresinden
bagimsiz olarak degerlendirildiginde, MAP2K4 geninin mRNA miktarinin primer
timor dokusunda normal dokuya kiyasla 12 (% 35) hastada ortalama 2.94 kat arttig1
belirlenmisken, geri kalan 22 (% 65) hastada ortalama 4,52 kat azaldig
belirlenmistir. Tiim hastalardaki MAP2K4 geni mRNA miktarinin primer timor ve
normal doku arasindaki degisim oranlar1 Sekil 4.5’ te verilmistir.
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Sekil 4.5. Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii hastalarda, MAP2K4 geninin Q-RT-PCR ile belirlenen
mRNA miktarlarinin primer tiimor ile normal doku arasindaki degisim oranlari.



50 hastanin hem primer tiimor hem de metastatik tiimor dokularinda Q-RT-
PCR yontemi ile MAP2K4 geni mRNA diizeylerine bakildiginda 30 (% 60) hastada
sonug alindi. Diger 20 (% 40) hastanin 15 tanesinde metastatik tiimor dokusu elde
edilemediginden, geri kalan 5 tanesinde ise sadece primer tiimor ya da metastatik
timor dokusunda sonug¢ elde edildigi icin degerlendirmeye alinmadi. Tiimoriin
histolojik tipinden ve hastalifin evresinden bagimsiz olarak degerlendirildiginde,
MAP2K4 geninin mRNA miktarinin metastatik tiimor dokusunda, primer timor
dokusuna kiyasla 20 (% 66,6) hastada ortalama 4,54 oraninda azaldigi, geri kalan 10
(% 33,3) hastada 6,34 oraninda arttif1 belirlenmistir. Tiim hastalardaki primer timor
ve metastatik tiimor dokusu arasindaki degisim oranlar1 Sekil 4.6’ de verilmistir.
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Sekil 4.6. Malign epitelyal yumurtalik tiimorlii hastalarda, MAP2K4 geninin Q-RT-PCR ile belirlenen
mRNA miktarlarinin primer timor ile metastatik tiimor dokulart arasindaki degisim
oranlar.

Q-RT-PCR’da endojen kontrol olarak kullanilan rRNA’ ya ait amplifikasyon
egrileri PCR’ 1n daha erken evrelerinde ve birbirlerine daha yakin sikluslarda esik
degerini asarken, test edilen genler PCR’ 1n daha gec¢ evrelerinde esik degerini astig
ve daha genis bir dagilim gosterdigi izlenmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 ).
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Sekil 4.7. iki ayr1 dokudan elde edilen cDNA ile gerceklestirilen Q-RT-PCR’da CT degerlerinin
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belirlenmesinde kullanilan amplifikasyon egrileri. Normal ve primer tiimor dokularindaki
endojen kontrol olarak kullanilan rRNA’ ya ait amplifikasyon egrileri ayn1 CT degerine
sahipken, test edilen gene ait egriler farkli dokularda farkli CT degerlerine sahiptir.
Aralarindaki fark ilgili genin mRNA diizeyindeki farlili§1 yansitmaktadir.
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Sekil 4.8. Q-RT-PCR’ daki amplifikasyon egrileri: rRNA’ ya ait amplifikasyon egrileri PCR’ 1n daha

erken evrelerinde ve birbirlerine daha yakin sikluslarda esik degerini agarken, test edilen
genlerin PCR’ 1n daha gec evrelerinde esik degerini astig1 ve daha genis bir dagilim
gosterdigi belirlenmistir.

4.3. NM23-H1, KAIl ve MAP2K4 Genlerinin mRNA Diizeylerindeki Degisimler
ile Hastalarin Klinik ve Patolojik Verilerinin Birlikte Degerlendirilmesi
Hastalar 57 yas ve iizeri ve 57 yas alt1 olmak {izere iki gruba boliindiigiinde iki

grup arasinda, ileri ve gec¢ evreler arasinda, metastaz olan ve olmayan olgular



arasinda ve farkli histolojik tipler arasinda her 3 genin mRNA diizeylerindeki
degisimler acisindan istatistiksel fark bulunmadi. Ug genin kendi aralarindaki iliski
degerlendirildiginde, ayni hastalardan alinan orneklerde NM23-HI mRNA’sindaki
degisimlerin KAl genindeki degisimlere paralellik gosterdigi belirlendi (Correlation
Coefficiency: 0,479).

4.3.1. NM23-H1 Geni

NM?23-H1 geninin mRNA diizeyleri erken evre (evre I ve II) ve ileri evre (evre
IIT ve IV) olgular arasinda kiyaslandiginda; ileri evrede normal dokuya kiyasla
primer tiimor dokusunda ve ozellikle ileri evreli olgularda primer tiimor dokusuna
kiyasla metastatik tiimor dokusunda artis oraninin fazla oldugu ve artis gosteren
hasta sayisinin 3 kat fazla oldugu belirlendi. Metastatik dokuda 21 (% 72.4) hastada
ortalama 4.20 oraninda artis ve 8 (% 27.6) olguda 2.17 oraninda azalis belirlendi
(Tablo 4.4 ). Metastaz acisindan hastalar; 1) metastaz olmayan, 2) sadece abdomino-
pelvik bolge metastazi olan ve 3) hem abdomino-pelvik bolge hem de lenf diigiimii
metastazi olan hastalar olmak iizere 3 gruba ayrildiginda ve gruplar arasinda mRNA
diizeylerindeki degisimler kiyaslandiginda; 2. grupta; 8 hastada ortalama 4,93 artis, 1
hastada 4,69 azalis. 3. grupta 12 hastada ortalama 3,89 oraninda artig, 6 hastada 2.07
oraninda azalis belirlendi. Ancak bu degisimler istatistiki agidan anlamli bulunmadi
(p=0,183, Chi-square testi). Tiimoriin histolojik tipine gore mRNA diizeylerindeki
degisimler ornek sayisi yetersiz oldugu igin istatistiki a¢idan degerlendirilemedi.
Hastaliksiz yagsam siireleri ile NM23-H1 geninin mRNA diizeylerindeki degisimler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi. Primer tiimor dokusu icin
p=0,167, metastatik tiimor dokusu i¢in p= 0,821 olarak bulundu (Chi-square testi).

Tablo 4.4. NM23-H1 geninin primer timor ve metastatik tiimor dokularinda mRNA diizeylerindeki

degisimler.
Hasta No Eﬁmﬁr \]’I{‘ﬁmﬁrﬁn Normal / | Tiimor / Metastaz
vresi istolojik Tipi Tiimor | Metastaz
. Omen. | Lenf | Uzak
(FIGO) (ddCT) * | (ddCT) # nodu | bilge
EOC1 1IIC Serdz - -0,55 + +
EOC 2 IIIC Miks tip
(Endometrioid + 9,70 6,83 + +
Serdz)
EOC 3 1IIC Seroz 4,48 1,34 + -
EOC 4 1A Miisinoz -8,09 - - -
EOC 5 IIIC Miks tip
(Endometrioid + -0,27 3,93 + +
Serdz)
EOC 6 1B B(irQer}me, 0.36 i i )
Miisinoz
EOC 7 1IIC Seroz 1,32 3,07 + +
EOC 8 1IIC Mikst tip
(Endometrioid + 4,61 4,31 + +
Seroz)
EOC 9 111B Seroz -7,11 2,53 + -
EOC 10 1IIC Serdz -0,26 -
EOC 11 IIIC Seroz - - + +
EOC 12 IIIC Miks tip
(Berrak hiicreli + 1,38 - + -
Serdz)
EOC 13 IIIC Seroz -5,24 0,16 + +




EOC 14 1IIC Seroz 0,08 15,25 + +
EOC 15 IIIC Seroz -0,86 - + -
EOC 16 IIIC IEndometrioid -0,57 1,64 + +
EOC 17 IIIC Miks tip

(Berrak hiicreli + -2,65 2,10 + - +

Seroz)
EOC 18 1C Borderline, Ser6z -0,07 - - -
EOC 19 1B IBorderline,

. -1,31 - - -

IMiisinoz
IEOC 20 1A IBorderline

miisinoz ) ) ) )
EOC 21 1IIC Miisinoz 2,22 0,80 + +
EOC 22 1IIC Endometrioid -0,23 -1,20 + +
EOC 23 1IIC Miks tip

(Endometrioid + -0,76 -0,38 + +

Serdz)
EOC 24 1IIC Serdz 2,17 - + +
IEOC 25 1IIC Seroz -1,65 - + +
EOC 26 IIIC Miisinoz 0,76 1,63 + +
EOC 27 IIIC Seroz 4,53 - + +
EOC 28 1IIC Seroz -0,23 - + -
EOC 29 1IIC Miks tip

(Endometrioid + -2,43 - + +

Seroz)
EOC 30 IIIC IBorderline,

e -3,63 - + +

IMiisinoz
EOC 31 IIIC Seroz 1,69 -1,92 + +
EOC 32 IIC Endometrioid -2,52 - + +
EOC 33 IIIC Seroz -3,53 1,90 + +
EOC 34 ITA Miisinoz -1,07 - - -
IEOC 35 IIIC Seroz 2,43 2,64 + +
EOC 36 IIIC Seroz 1,27 4,61 + +
EOC 37 IIIC Miks tip

(Endometrioid + -3,37 12,52 + -

Serdz)
EOC 38 IIIC Seroz 1,49 8,06 + -
EOC 39 IIIC Seroz 3,67 -4,69 + -
EOC 40 IIIC Endometrioid 0,46 1,15 + -
EOC 41 IIIC Endometrioid - 2,75 + +
EOC 42 IIIC Endometrioid - 2,24 + -
EOC 43 I11B Seroz - - + -
EOC 44 IIIC Endometrioid - 1,80 + -
EOC 45 IIIC Endometrioid 0,64 - + -
EOC 46 IIC IEndometrioid - - + +
EOC 47 IIIC Seroz 0,81 - + -
IEOC 48 IIIC Endometrioid - -5,67 + +
EOC 49 v Serdz - -0,23 + + +
EOC 50 IIIC Miisinoz - 9,85 + -

* Normal dokuya kiyasla primer tiimor dokusunda NM23-HI geninin mRNA diizeyindeki degisim
oranlar1 Q-RT-PCR yo6ntemi ile belirlenmis ve ddCT degeri olarak verilmistir.

# Primer timor dokusuna kiyasla metastatik tiimor dokusunda NM23-H1 geninin mRNA diizeyindeki
degisim oranlar1 Q-RT-PCR yo6ntemi ile belirlenmis ve ddCT degeri olarak verilmistir.



4.3.2. KAIl Geni

KAIl geninin mRNA diizeyleri erken evre ve ileri evre olgular arasinda
kiyaslandiginda; ileri evrede oOzellikle normal dokuya kiyasla primer timor
dokusunda artis oraninin fazla oldugu ve artis gosteren hasta sayisinin yaklasik 2 kat
fazla oldugu belirlendi (23 hastada ortalama 4,38 oraninda artis ve 10 hastada
ortalama 2,58 oraninda azalis) (Tablo 4.5). Ayni zamanda hastalar metastaz
acisindan; 1) metastaz olmayan, 2) sadece abdomino-pelvik bolge metastazi olan ve
3) hem abdomino-pelvik bolge hem de lenf diigiimii metastazi olan hastalar olmak
tizere 3 gruba ayrildiginda ve gruplar arasinda mRNA diizeylerindeki degisimler
kiyaslandiginda; metastaz olan 2. ve 3. grup olgularda normale kiyasla primer timor
dokularinda mRNA miktarinin oransal olarak arttig1 ve artig gosteren hasta sayisinin
belirgin diizeyde fazla oldugu belirlendi (2. grupta; 10 hastada ortalama 4.88
oraninda artig, 2 hastada ortalama 3,11 oraninda azalis. 3. grupta 14 hastada ortalama
3,91 oraninda artis, 7 hastada 2.43 oraninda azalis belirlendi). Ancak bu artis
istatistiki agidan anlamli bulunmadi. Tiimoriin histolojik tipine goére mRNA
diizeylerindeki degisimler Ornek sayis1 yetersiz oldugu icin istatistiki agidan
degerlendirilemedi. Hastaliksiz yasam siireleri ile KAIl geninin mRNA
diizeylerindeki degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi.
Primer tiimor dokusu icin p=0,810, metastatik tiimor dokusu icin p= 0,564, Chi-
square testi.

Tablo 4.5. KAII geninin primer timor ve metastatik timor dokularinda mRNA diizeylerindeki

degisimler.
Hasta No Eﬁmﬁr Tiimoriin Normal / | Timor / Metastaz
vresi Histolojik Tipi | Tiimor | Metastaz
; Omen. | Lenf [Uzak
(FIGO) (ddCT) * | (ddCT) # nodu |bilge
EOC1 IIIC Seroz - 0,00 + +
EOC 2 IIIC Miks tip
(Endometrioid + 2,80 3,64 + +
Seroz)
EOC 3 IIIC Seroz 3,42 -1,45 + -
EOC 4 1A Miisinoz 6,13 - - -
EOC 5 IIIC Miks tip
(Endometrioid + - - + +
Seroz)
EOC 6 1B B(irC!er}me, 023 i i i
IMiisinoz
EOC 7 IIIC Seroz 11,30 2,80 + +
EOC 8 IIIC Miks tip
(Endometrioid + 10,35 -3,27 + +
Serdz)
EOC 9 111B Seroz 11,47 0,71 + -
EOC 10 IIIC Seroz - -
EOC 11 IIIC Seroz 1,93 0,79 + +
EOC 12 IIIC Miks tip
(Berrak hiicreli + - - + -
Seroz)
EOC 13 IIIC Seroz -2,49 1,74 + +
EOC 14 IIIC Serdz 2,40 3,20 + +
EOC 15 1IIC Serdz -3,98 - + -
EOC 16 IIIC Endometrioid -0,63 4,10 + +
EOC 17 IIIC Miks tip -2,60 9,59 + - +




(Berrak hiicreli +

Seroz)
EOC 18 1C Borderline, Seroz -0,20 - - -
EOC 19 1B Borderline,

. -1,78 - - -

IMiisinoz
EOC 20 1A Borderline

miisindz ) ) ) )
EOC 21 1IIC Miisinoz 3,33 -1,14 + +
EOC 22 1IIC Endometrioid 1,88 0,83 + +
EOC 23 1IIC Miks tip

(Endometrioid + -1,07 13,79 + +

Serdz)
EOC 24 1IIC Serdz -2,98 - + +
EOC 25 IIIC Seroz -3,19 - + +
EOC 26 IIIC Miisinoz 2,25 -0,05 + +
EOC 27 IIIC Seroz 1,90 - + +
EOC 28 1IIC Seroz -2,25 - + -
EOC 29 1IIC Miks tip

(Endometrioid + 3,26 - + +

Seroz)
EOC 30 IIIC IBorderline,

L 5,93 - + +

IMiisinoz
EOC 31 IIIC Seroz 2,65 -1,84 + +
EOC 32 IIIC Endometrioid 2,57 - + +
EOC 33 IIIC Seroz -5,69 -0,48 + +
EOC 34 1TIA Miisinoz -1,96 - - -
EOC 35 IIIC Seroz 2,32 -6,04 + +
EOC 36 IIIC Seroz -0,99 1,25 + +
EOC 37 C  Miks tip

(Endometrioid + 3,97 -5,59 + -

Seroz)
EOC 38 IIIC Seroz 0,68 0,60 + -
EOC 39 IIIC Seroz 5,17 0,11 + -
EOC 40 IIIC  [Endometrioid 0,24 1,22 + -
EOC 41 IIIC  |[Endometrioid - 3,49 + +
EOC 42 IIIC Endometrioid - 0,31 + -
EOC 43 I11B Seroz - -13,41 + -
EOC 44 IIC Endometrioid - -3,50 + -
EOC 45 IIIC  [Endometrioid 0,36 - + -
EOC 46 IIIC  [Endometrioid - 0,26 + +
EOC 47 IIIC Seroz 10,07 - + -
IEOC 48 IIIC Endometrioid - 3,39 + +
EOC 49 1A% Seroz - 2,11 + + +
EOC 50 IIIC  Miisinoz 8,61 2,37 + -

* Normal dokuya kiyasla primer tiimor dokusunda KAII geninin mRNA diizeyindeki degisim oranlari
Q-RT-PCR yontemi ile belirlenmis ve ddCT degeri olarak verilmistir.
# Primer timor dokusuna kiyasla metastatik timor dokusunda KAIl geninin mRNA diizeyindeki

degisim oranlar1 Q-RT-PCR yo6ntemi ile belirlenmis ve ddCT degeri olarak verilmistir.

4.3.3. MAP2K4 Geni

Diger iki genin (NM23-H1 ve KAII) aksine MAP2K4 geninin mRNA diizeyleri
normal dokuya kiyasla primer timor ve metastatik tiimor dokularinin ¢ogunda
azalma gosterdigi belirlendi. MAP2K4 geninin mRNA diizeyleri erken evre ve ileri




evre olgular arasinda kiyaslandiginda; ileri evrede 6zellikle normal dokuya kiyasla
tiimor dokusunda azalis oraninin fazla oldugu ve azalis gosteren hasta sayisinin artig
gosterenlere gore yaklasitk 2 kat fazla oldugu belirlendi. Erken evrede artis
belirlenmezken, 5 hastada ortalama 3.15 oraninda azalis belirlendi. Ileri evrede 13
hastada ortalama 2.98 oraninda artis ve 20 hastada 4.79 oraninda azalig belirlendi
(Tablo 4.6). Hastalar metastaz acisindan; 1) metastaz olmayan, 2) sadece abdomino-
pelvik bolge metastazi olan ve 3) hem abdomino-pelvik bolge hem de lenf diigiimii
metastazi olan hastalar olmak iizere 3 gruba ayrildiginda ve gruplar arasinda mRNA
diizeylerindeki degisimler kiyaslandiginda; mRNA diizeyi ve azalma gosteren hasta
sayisinin, 3. gruptaki hastalarda 2. gruba gore primer timor dokusuna kiyasla
metastatik dokularda istatistiki acidan anlamh bir sekilde azaldigi belirlendi (Sekil
4.9). 3. grupta; 9 hastada ortalama 3.42 artis, 12 hastada 5.26 oraninda azalis, 2.
grupta; 4 hastada ortalama 1.99 oraninda artis, 8 hastada 4.09 oraninda azalig
belirlendi (mRNA diizeyi i¢in p=0,048, Kruskal Wallis testi ve hasta sayisi i¢in
p=0,039, Fisher's Exact Test). Tiimoriin histolojik tipine gore mRNA diizeylerindeki
degisimler 6rnek sayisi yetersiz oldugu igin istatistiki acidan degerlendirilemedi.
Hastaliksiz yasam siireleri ile MAP2K4 geninin mRNA diizeylerindeki degisimler
arasinda istatistiki agidan anlamli bir iliski bulunmadi. Primer tiim6r dokusu icin
p=0,287, metastatik tiimor dokusu i¢in p= 0,309 olarak belirlendi (Chi-square testi).

Tablo 4.6. MAP2K4 geninin primer timor ve metastatik tiimor dokularinda mRNA diizeylerindeki

degisimler.
Hasta No Eﬁmﬁr Tiimoriin Normal / | Tiimor / Metastaz
vresi Histolojik Tipi | Tiimor | Metastaz
(FiGO) TP dde) + | @acr # |Oment] Lenf [ Uzak
um | nodu | bolge
EOC1 1IIC Seroz - 6,40 + +
EOC 2 1IIC Miks tip
(Endometrioid + 2,21 -7,57 + +
Serdz)
EOC 3 1IIC Seroz -2,91 0,54 +
EOC 4 1A Miisinoz -4,00 - - -
EOC 5 IIIC Miks tip
(Endometrioid + -13,51 -1,12 + +
Serdz)
EOC 6 1B B(?.rQer}me, 2.94 i i i
Miisinoz
EOC 7 IIIC Seroz - - + +
EOC 8 1IIC Miks tip
(Endometrioid + -13,64 14,65 + +
Seroz)
EOC 9 111B Seroz -7,43 9,43 + -
EOC 10 IIIC Seroz - -
EOC 11 1IIC Seroz 3,71 -2,23 + +
EOC 12 IIIC Miks tip
(Berrak hiicreli + -7,46 - + -
Serdz)
EOC 13 1IIC Seroz -5,51 -1,51 + +
EOC 14 1IIC Seroz 4,50 -5,42 + +
EOC 15 1IIC Seroz -1,77 - + -
EOC 16 1IIC [Endometrioid 5,52 -11,75 + +
EOC 17 1IIC Miks tip i i 4 i +
(Berrak hiicreli +




Seroz)
EOC 18 1C Borderline, Seroz -3,44 - - -
EOC 19 1B IBorderline,

L -2,82 - - -

IMiisinoz
IEOC 20 1A IBorderline

miisinoz ) ) ) )
EOC 21 IIIC Miisinoz 3,82 -1,34 + +
EOC 22 IIIC Endometrioid -2,97 -0,86 + +
EOC 23 1IIC Miks tip

(Endometrioid + -5,52 -0,56 + +

Seroz)
EOC 24 1IIC Serdz -4,47 - + +
EOC 25 1IIC Seroz -4,05 - + +
EOC 26 1IIC Miisinoz 1,55 -21,86 + +
EOC 27 IIIC Seroz -3,67 - + +
EOC 28 IIIC Seroz -3,94 - + -
EOC 29 1IIC Miks tip

(Endometrioid + -0,09 - + +

Serodz)
EOC 30 IIIC IBorderline,

e 3,45 - + +

IMiisinoz
EOC 31 IIIC Seroz 2,18 -0,73 + +
EOC 32 IIIC Endometrioid 0,19 - + +
EOC 33 IIIC Seroz 6,79 -4,04 + +
EOC 34 1TIA Miisinoz -2,59 - - -
EOC 35 IIIC Seroz 1,30 -3,40 + +
EOC 36 IIIC Seroz -5,37 2,11 + +
EOC 37 C  Miks tip

(Endometrioid + -2,43 2,35 + -

Serdz)
EOC 38 IIIC Seroz 1,32 2,39 + -
EOC 39 IIIC Seroz 0,02 1,15 + -
EOC 40 IIIC Endometrioid 0,53 -5,02 + -
EOC 41 IIIC  |[Endometrioid - -9,47 + +
EOC 42 IIIC  [Endometrioid - -1,08 + -
EOC 43 I11B Seroz - -1,08 + -
EOC 44 IIIC Endometrioid - -2,06 + -
EOC 45 IIIC Endometrioid -2,83 - + -
EOC 46 IIIC  [Endometrioid - -6,74 + +
EOC 47 IIIC Seroz 6,10 - + -
IEOC 48 IIIC Endometrioid - 10,43 + +
EOC 49 v Seroz - -3,06 + + +
EOC 50 IIIC  Miisinoz -3,95 13,95 + -

* Normal dokuya kiyasla primer tiimor dokusunda MAP2K4 geninin mRNA diizeyindeki degisim
oranlar1 Q-RT-PCR yo6ntemi ile belirlenmis ve ddCT degeri olarak verilmistir.
# Primer tiimor dokusuna kiyasla metastatik tiimor dokusunda MAP2K4 geninin mRNA diizeyindeki
degisim oranlar1 Q-RT-PCR yo6ntemi ile belirlenmis ve ddCT degeri olarak verilmistir.
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Sekil 4.9. MAP2K4 geninin mRNA diizeylerindeki degisim oranlar1, hasta sayilart ve yumurtalik
tiimori lenf diigiimii metastazindaki rolii.

Tablo 4.7. Normale kiyasla primer tiimor dokusunda ve primer tiimore kiyasla metastatik timor
dokusunda her 3 genin mRNA diizeylerindeki de§isim oranlar1 ve hasta sayilari.

NM23-H1 KAIl MAP2K4
Hasta |Degisim| Hasta |Degisim| Hasta |Degisim
sayist (%)| oram |sayisi(%)| oram |sayisi(%)| orani

Normale kiyasla Artiglar | 17 (48) 2,44 23 (68) 4,30 12 (35) 2,94

primer tiimor
dokusunda Azalislar| 18 (52) 2,39 11(332) | 2,53 | 22(65) | 4,52

Primer Tiimore
kiyasla metastatik Artiglar |21 (72,5)| 4,20 |19(61,3)| 2,85 |10(33,3)| 6,34

tiimor dokusunda |Azalslar| 8 (27,5) | 2,17 |11(35,5)] 3,53 |20 (66,6)| 4,54

Her 3 genin mRNA diizeylerinin normale kiyasla primer tiimor dokusunda ve
primer tiimore kiyasla metastatik tiimor dokusunda hastalarin bir kisminda azalirken
geri kalan kisminda ise arttigi belirlenmistir (Tablo 4.7). Bu nedenle bu genlerin
epitelyal yumurtalik tiimoriindeki davranmislarini belirleyebilmek icin artis ve azalis
gosteren hasta sayilarinin ortalama artis ve azalis oranlari ile carpimindan elde edilen
degerler toplam etki olarak hesaplandi. Boylelikle dokular arasindaki ortalama
degisim oranlari, hasta sayilan ile birlikte degerlendirilerek her 3 gen i¢in final
degisim oranlar1 belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. NM23-H1, KAIl ve MAP2K4 genlerinin mRNA diizeylerinin normal, primer timor ve

metastatik tiimor dokularindaki degisim oranlari.

4.4. Epitelyal Yumurtalik Kanserli Olgularin ABCB1 g.3435C>T
Polimorfizminin REA Yéntemi Ile Belirlenmesi
Tiim hastalarin ABCBI1 g.3435C>T genotiplemesinin sonuglari Tablo 4.8 de
verilmistir. Alel frekanslar1 Tablo 4.9’ de verilmistir. Bazi1 Orneklerin ABCBI
g.3435C>T genotiplemesine ait PCR iiriinlerini ve REA sonrasi jel profilleri Sekil
4.11 ve 4.12° de verilmistir.

Tablo 4.8. ABCBI g.3435C>T polimorfizminin genotip oranlari.

ABCB1 Genotip Dagilim|
2.3435C>T (%)

CC 30

CT 46

TT 24

Tablo 4.9. ABCBI g

ABCB]I )Alel Frekansi
2.3435C>T

C aleli 0,53

T aleli 0,47

.3435C>T polimorfizminin alel frekanslari.



Sekil 4.11. ABCBI g.3435C>T genotiplemesi i¢in; ilgili genom bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra
PCR iiriinleri % 2’ lik agaroz jelde EtBr ile UV 15181 kullanilarak goriintiilenmistir. M: 50bp
DNA markir (Fermentas), 1,2,4,5: 340 niikleotid uzunlugundaki PCR fiiriinleri.
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Sekil 4.12. ABCB1 g.3435C>T genotiplemesi i¢in; PCR {iriinlerinin Nde-II restriksiyon enzimi ile
kesim reaksiyonu sonucu olusan iiriinler % 2’ lik agaroz jelde EtBr ile UV 15181
kullanilarak goriintiilenmistir. M: 50bp DNA markir (Fermentas); 3,5: CC genotipli
olgular; 1,6,7: TT genotipli olgular, 2,4: CT genotipli olgular.

4.5. ABCBI g.3435C>T Polimorfizm Sonuclari

Epitelyal yumurtalik kanserli 50 olgudan 39’ unda dosya incelemesi ve
hastalara telefon ile ulasilarak hastaligin giincel durumu hakkinda bilgi alindi. 39
hastanin 19” unda hastaligin tekrarladig1 ve ilave tedavi protokollerinin uygulandig
belirlendi. Hastaligin tekrarladigi 19 hastanin 3’ iinde (12, 26, 47 nolu hastalar)
hastalifin 6 aydan kisa bir siire icerisinde tekrarladigi gozlendi ve bu durum primer
kemodirenclilik olarak belirlendi. Tan1 konulduktan sonra 5 yildan fazla siire gecen
hasta sayis1 10 olarak belirlendi. On hastanin birisine ulagilamadi, 3’ iiniin hastaliktan
dolay1 6ldiigii ve 6’ sinin hayatta oldugu belirlendi. Bilgilerine ulasilan 39 hastadan
geri kalan 10’ unda ise hastalifin tekrarladigina dair herhangi bir bulgu yoktu.
ABCBI g.3435C>T polimorfizmi ile hastaliksiz yasam siireleri arasindaki iliski
hastaligin tekrarladigi 19 hastada degerlendirildiginde; TT genotipine sahip olanlarin
digerlerine gore daha kisa hastaliksiz yasam siirelerine sahip oldugu belirlendi (Sekil
4.13). Ancak TT genotipinde hastaliksiz yasam siirelerindeki kisalma Chi square testi
ile test edildiginde p degeri 0,05’ den biiyiik fakat yakin bir deger (p=0.078, Chi



square) bulundu. ABCBI g.3435C>T polimorfizmi ve kemoterapi ile ortaya cikan
yan etkiler arasinda anlamli bir fark bulunamad.
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Sekil 4.13. ABCBI geni g.3435C>T degisiminin epitelyal yumurtalik kanserinde hastaliksiz yagam
slirelerine etkisi.



TARTISMA ve SONUCLAR

Epitelyal yumurtalik kanseri ileri evrelerde belirti veren ve genellikle tani
sirasinda tiimoriin primer bolgeden yayilarak karin bolgesine metastaz yaptigi yiiksek
derecede metastatik potansiyeli olan bir timor tipidir. Epitelyal yumurtalik
kanserinde giincel standart tedavi; tiimoriin cerrahi islem ile ¢ikarilmasimi takiben
tamamlayict olarak carboplatin-paclitaxel kombine kemoterapi protokoliiniin
uygulanmasidir. Hastalarin biiyiik ¢ogunlugu baslangicta bu tedaviye iyi yanit
verseler de bir siire sonra hastalarin yaklasik % 50 sinde hastalik tekrar ortaya ¢ikar
[75]. Bu nedenle 5 yillik sag kalim oranlar1 yaklasik % 35’ tir [79]. Bu oran ileri
evrelerde cok daha azdir. Bu nedenler epitelyal yumurtalik kanserinde mortalite
oranini artirir ve yumurtalik kanserlerini kadinlarda en ¢ok 6liime sebebiyet veren
jinekolojik kanser yapar. Bu durumda epitelyal yumurtalik kanserinin ortaya
cikisinda, ilerlemesinde, metastazinda ve tedaviye yanitsizlikta rolii olan faktorlerin
belirlenmesi, hastaligin daha iyi anlasilmasi ve yeni tedavi protokolleri icin aday
molekiiler hedeflerin secilmesi ag¢isindan 6nemlidir.

Calismamiza dahil edilen 50 malign epitelyal yumurtalik tiimorli olgu FIGO
evrelendirmesine gore siiflandirildiginda % 90’1indan fazlasinin evre III ve IV gibi
ileri evrelerde oldugu belirlenmistir. Bu oran toplumumuzda daha 6nce yapilan bir
calismada % 88,2 olarak bildirilmistir [80]. Literatiirde olgularin % 70’ inin tam
sirasinda evre III ve IV gibi ileri evrelerde oldugu [79, 81] bizim serimizde bu
oraninin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum iilkemizde tanimin daha geg
kondugu anlamina gelebilir. ileri evrelerde tan1 alan hastalarda 5 yillik sag kalim
oranlarinin ¢ok diisiik oldugu diisiiniildiigiinde hastaligin miimkiin oldugunca erken
tespit edilmesi Onemlidir. Dolayisiyla toplumun yumurtalik kanserinin bulgular
konusunda bilgilendirilmesi ve erken tan1 yontemlerinin gelistirilmesinin gerekliligi
anlasilmaktadir.

Evre III epitelyal yumurtalik kanserli hastalarin % 53-74° iinde lenf diigiimii
metastazinin goriildiigii rapor edilmistir [26]. Bu oran bizim calismamizda literatiire
benzer bir sekilde % 62 olarak belirlenmistir. Borderline epitelyal yumurtalik
timorleri, tim yumurtalik tiimorlerinin % 10-15° ini olusturur. Bu oran bizim
calismamizda da % 10 olarak belirlenmistir. En yaygin goriilen histolojik tipleri
serdz (% 26-50) ve miisinoz (% 45-68) tiplerdir. Bizim ¢alismamizda da 1 ser6z ve 4
miisindz tip borderline yumurtalik tiimorlii hasta belirlenmistir. Ser6z tip borderline
yumurtalik timorlii hastalarin % 20-35° inde tiimoriin yumurtalik disina ciktigi
bildirilmistir. Miisinodz tip borderline yumurtalik tiimorlii hastalarin ise % 3,6’ sinda
timoriin  yumurtalik disina c¢iktigi bildirilmistir [39, 82]. Bizim c¢alismamizda
borderline 5 olgudan sadece 1 miisindz tip borderline yumurtalik tiimorli olguda
tiimoriin yumurtalik disina ¢iktigi belirlenmis ve evre III olarak siniflandirilmistir.

Literatiirde epitelyal yumurtalik kanseri ve metastaz1 ile iliskili genlerin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar yer almaktadir. Bu ¢alismalarda; primer timor ve
omentumda lokalize metastatik tiimor dokularindaki gen ifade profilleri



kiyaslandiginda, 56 genin ifadesinin degistigi bildirilmistir. Bu genlerden 20
tanesinin daha Once metastaz ile iligkili genler oldugu gosterilmistir [41]. Diger bir
benzer calismada da 35 farkli genin ifadesinin primer timor ve omentumda lokalize
metastatik timor dokularinda farklilik gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu
genlerin daha once farkli kanser tiplerinde metastazla iliskisi de gosterilmistir [42].
Her iki ¢alismada da gen ifadelerinin degistigi belirlenmis olan, dolayisi ile epitelyal
yumurtalik kanserinin abdomino-pelvik bolge metastazinda rolii olabilecegi ileri
stirtilen genler birbirlerinden farklidir. Ayrica bu genler bizim ¢alismamiza dahil
edilen NM23-HI, KAIl ve MAP2K4 genlerini de kapsamamaktadir. NM23-H1, KAIl
ve MAP2K4 genlerinin metastaz baskilayici rollerini nasil gerceklestirdikleri heniiz
tam olarak aydinlatilmamistir. Buna karsin, bircok kanser tiiriinde primer timor ve
metastatik tiimor dokularinda bu genlerin mRNA ve protein diizeylerinde ifadelerinin
degistigi gosterilmistir. Gen ifade profillerinin degistigi bulgusu dogrultusunda, bu
genlerin metastazdaki mekanizmalarina yonelik fonksiyonel caligmalar, bu alanda
calisan aragtirmacilar i¢in giiniimiizde en onemli ilgi alanlarindan birisi olmustur.
Bununla birlikte bu genlerin degisik kanser tiirlerindeki rolleri de heniiz yeterince
aydinlatilamamustir.

NM23-HI geni ifadesinin, metastaz baskilayict bir gen olarak
tanimlanmasindan dolayi, primer timor dokusuna kiyasla metastatik timor
dokusunda azalmasi beklenmektedir. Bir¢ok kanser tiiriinde NM23-HI geninin
ifadesinin beklendigi lizere azaldig1 gozlenmesine ragmen, bazi kanser tiirlerinde de
arttig1 gozlenmistir. Bu bulguya dayanarak NM23-H1 geninin farkli kanser tiplerinde
farkli mekanizmalarla metastazda rol alabilecegi ©ne siiriilmiistiir [S1]. Epitelyal
yumurtalik kanserinde de benzer ¢alismalar ile NM23-H1 geninin metastazdaki rolii
aragtirtlmistir. Bunlar temelde yar1 kantitatif bir yontem olan immiinohistokimyasal
yontemle protein miktarindaki degisimleri belirlemeye yonelik ¢alismalardir. NM23-
HI geninin epitelyal yumurtalik kanserinin metastazindaki roliinii arastiran
calismalarda NM23-HI geninin ifadesinde hem artis hem de azalislar olabilecegi
gosterilmistir [54, 56]. 247 epitelyal yumurtalik tiimoriinde primer tiimér dokularinda
NM23-H1 protein miktarlar1 immiinohistokimyasal yontemle belirlendiginde, NM23-
HI’in ozellikle ileri evrelerde ifadesinin arttigi ve bu artisin kotii prognozla iliskisi
oldugu bulunmustur. Ayrica bu artisin NM23-H1 geninde her hangi bir mutasyondan
kaynaklanmadig1 gosterilmistir [83]. Diger yandan literatiirde caligmamizdaki gibi
bir yaklasimla; primer tiimor ve metastatik tiimor dokularinda NM23-HI geninin
ifadesinin calisildig1 bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bizim ¢alismamizda artis ve
azalig gosteren hastalar olmakla birlikte temelde NM23-HI geninin ifadesinin
metastatik dokuda primer tiimor dokusuna kiyasla artti§i ve artis gosteren hasta
sayisinin azalig gosterenlere gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla artis
oranlar1 ve hasta sayisi birlikte degerlendirildiginde primer tiimor dokusuna kiyasla
metastatik timor dokusunda NM23-HI geninin ifadesinin arttig1 belirlenmistir (Sekil
4.10). Bununla birlikte NM23-H1 geni ifadesinin artisina neden olabilecek genomik
kopya sayis1 artislari, gen mutasyonlari ya da metilasyon kaybi gibi epigenetik
faktorler calisilmadigr icin NM23-HI geni ifadesindeki artisin altinda yatan
molekiiler = mekanizmalar  calisilmasi  gereken  konulardir.  Alisilagelmis
mekanizmalarla metastaz baskilayici roliinii gosterebilmesi icin NM23-HI geninin
ifadesinde azalma olmasi beklenmektedir. Fakat daha once farkli yontemlerle elde
edilen ve calismamizdan Q-RT-PCR ile elde edilen bulgular 1s18inda NM23-HI
geninin ifadesinde azalis yerine, artis tespit edilmistir. NM23-H1’ in olas1 farkli bir
mekanizma ile epitelyal yumurtalik kanserinin metastazinda rol oynayabilecegi



diistiniilebilir. Diger bir olasihik ise NM23-HI geninin ifadesinde azalma
gozlenmedigi icin yumurtalik kanserinin abdomino-pelvik bdlge metastazinda ise
karismiyor olabilecegidir. Calismamiz olgu sayisi sinirli olmasina ragmen giincel bir
yontem olan Q-RT-PCR ile elde edilen verilerin NM23-HI geninin epitelyal
yumurtalik kanserinin metastazindaki roliine iliskin 6nemli bilgiler kazandirdig
diislincesindeyiz.

KAIl geninin epitelyal yumurtalik kanserindeki roliinii arastiran ¢alismalar ve
elde edilen bulgular NM23-H1 geni ile ilgili yapilan ¢alismalara ve bulgulara oldukca
benzerlik gostermektedir. Bir¢ok farkli kanser tipinde metastaz ile iligkili oldugu
gosterilmis olan KAIl geninin epitelyal yumurtalik kanserindeki calismalarda
celiskili bulgulara ulasilmistir. Bazi ¢alismalarda KAl geninin ifadesindeki azaliglar
ileri evre ve metastatik potansiyel ile iliskilendirilmisken, bazilarinda ise KAIl
geninin ifadesinin hi¢ degismedigi ya da arttig1 bildirilmistir [61, 67]. Otuz iki primer
yumurtalilk ve 8 metastatik yumurtalik tiimorli hastadan elde edilen timor
orneklerinde ve 18 normal yumurtalik dokusunda immiinohistokimyasal yontemle
yapilan bir calismada; KAIl protein miktarinin normalden metastatik dokuya
gecildikce azaldigr belirlenmistir. Bununla birlikte normal yumurtalik yiizey
epitelinde protein miktarinin farklilhik gosterdigi belirlenmistir [66]. Diger bir
calismada ise; 24 primer invaziv yumurtalik tiimorlii ve 7 tekrarlayan yumurtalik
timorlii olgudan elde edilen tiimor dokularinda, immiinohistokimyasal yontemle
KAIl protein miktarinin ve yart kantitatif RT-PCR teknigi ile KAIl mRNA’ sinin
azaldig1 ancak bazi 6rnekler de hi¢ degismedigi ya da arttig1 bildirilmistir. Ayrica bu
degisimlerin gen i¢i mutasyonlardan kaynaklanmadigi da bildirilmistir [84].
Calismamizda; normal dokuya kiyasla primer tiimor dokusunda KAIl geninin
ifadesinin 23 (% 68) hastada 4.30 oraninda arttif1 belirlenmistir. Ayrica oransal
olarak KAIl geni mRNA miktar1 fazla degismese de artis gosteren hasta sayisinin
metastatik timor dokularinda primer tiimore kiyasla daha fazla oldugu belirlenmistir.
Boylelikle hasta sayisi ile artis oranlar1 birlikte degerlendirildiginde; KAIl geni
mRNA miktarinin normale kiyasla primer timorde artis gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.10). Dolayisiyla KAIl geninin ifadesindeki artis ve KAIl proteininin heniiz
belirlenmemis bir mekanizma ile epitelyal yumurtalik kanserinin ortaya ¢ikisinda rol
oynadig ileri siiriilebilir. Diger yandan mRNA diizeyindeki degisimler her zaman
protein miktarlarina ayn sekilde yansimayabilir. Ornegin; mRNA miktarindaki artis,
fonksiyon kaybina ugramis bir proteinin yer aldigi yolaktaki bir geri bildirim
mekanizmasi ile azalan ya da kaybolan fonksiyonu yerine koymak amaciyla mRNA
sentezini indiiklemesi gibi bir olas1 mekanizma ile de agiklanabilir. Literatiirdeki
celiskili bulgular g6z Oniine alindiginda, calismamizla KAII geninin epitelyal
yumurtalik kanserindeki roliinii aydinlatmaya yonelik 6nemli bulgular elde edildigi
diisiincesindeyiz. Calismamizda; ayrica NM23-HI ve KAII genlerinin primer timor
ve metastatik tiimor dokularinda mRNA diizeylerinin ayni hastalarda artis veya
azalig gosterdigi, dolayisiyla bu iki genin artis ve azalislarinda paralellik oldugu
gozlendi. KAIl ve NM23-HI genlerinin ifadelerindeki artis ya da azalislarindaki
paralellik ayn1 zamanda belli bir metastatik fenotipin varligina ve iliskili genlerin
davranislarindaki birliktelige isaret edebilir.

MAP2K4 geninin mRNA diizeylerinde ise NM23-HI ve KAIl genlerindeki
bulgulara zit olarak normal dokudan primer timor ve metastatik tiimor dokularina
gecildikce hem mRNA diizeylerinde bir azalma oldugu hem de azalma gosteren
hasta sayisinda artis oldugu gozlendi. Dolayisiyla de8isim oranlar1 hasta sayisiyla



birlikte degerlendirildiginde MAP2K4 geni ifadesinin hem primer timér hem de
metastatik timor dokusunda azaldigi belirlendi. (Sekil 4.10) MAP2K4 geninin
ifadesinde abdomino-pelvik bolge ve lenf diigiimii metastaz1 gosteren hastalarda
sadece abdomino-pelvik bolge metastaz1 gosteren hastalara kiyasla bir azalma oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.9). Ayn1 zamanda azalma gosteren hasta sayisinda bir artig
oldugu belirlenmis ve istatistiksel olarak bu iligkiler dogrulanmistir (mRNA
diizeyleri i¢in Kruskal Wallis testi, p=0,048. Hasta sayilar1 i¢in Fisher's Exact Test
p= 0,039). Bu bulgu, MAP2K4 geninin epitelyal yumurtalik kanserinde lenf diigtimii
metastazinda ise karigabilecegi goriisiinii dogurabilir. Lenf diiglimiinden izole
edilecek metastatik tiimor hiicrelerinde MAP2K4 geni mRNA diizeylerinin primer
timor dokusuna kiyaslanmasi bu bulgu hakkinda daha derin bilgi verebilir. Ancak
lenf diigiimiinden metastatik tiimor hiicrelerin toplanmast olduk¢a zordur. Daha
onceki c¢alismalar ve bizim calismamizdan gelen bilgiler MAP2K4 geninin
yumurtalik tiimoriindeki metastaz baskilayici roliinii desteklemektedir. Diger yandan
MAP2K4 geninin homozigot kayiplar1 ya da gen i¢i mutasyonlart meme, pankreas ve
safra kesesi karsinomlarinda ve akciger, testis ve kolorektal kanser hiicre soylarinda
belirlenmistir [68]. Bizim calismamizdan elde edilen gen ifadesinin azalis1 ile ilgili
bulgular MAP2K4 geninin yumurtalik kanserinde hem karsinogenez asamasinda hem
de metastazinda rolii oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte daha 6nce yapilan
calismalarda; epitelyal yumurtalik kanserinde MAP2K4 geninin ifadesindeki azalisin
altinda yatan molekiiler mekanizmalar arastirlldiginda, MAP2K4 geni promotor
metilasyonu ya da gen i¢i mutasyonlarinin MAP2K4 geni ifadesinin azalmasindaki
temel mekanizma olmadig bildirilmistir [72]. Gen i¢i markirlar kullanilarak yapilan
LOH analizinde ise hastalarin % 20 - 35’ inde alelik kayiplarin oldugu belirlemistir.
Ancak hastalarin % 97’ sinde MAP2K4 proteini tespit edilmistir. Dolayisiyla bazi
hastalarda tespit edilen LOH’ un protein miktarin1 etkilemedigi One siiriilmiistiir.
Daha oOnce yapilan MAP2K4 geninin mRNA diizeyini belirlemeye yonelik
calismalar, hibridizasyona dayali mikroarray yontemi ile smirhidir. Bu yontemle
yapilan bir caligmada; MAP2K4 geni mRNA diizeyinin primer tiimor dokusuna
kiyasla metastatik dokuda 1.3 oraninda azaldigi bulunmustur ([72]. Bizim
calismamizda Q-RT-PCR gibi ¢ok daha hassas bir yontemin kullanilmis olmasi
sonuclarin giivenilirligi acisindan ©nemlidir. Ote yandan mRNA miktarindaki
degisimler her zaman proteinin fonksiyonuna ayni sekilde yansimayabilir. mRNA
miktarindaki azalma ile fonksiyon kaybi arasinda bir iliski kurarken mRNA
miktarindaki azalmanin protein miktarinda bir azalmaya neden oldugu 6n kabuliiyle
hareket edilmektedir. Fakat protein miktarindaki azalmanin disinda proteinin aktif
formundaki azalmaninda ilgili sinyal yolunu kesintiye ugratarak metastaz baskilayici
roliin engellenebilecegi gosterilmisti. MAP2K4 proteinin  80. pozisyondan
fosforilasyonu PI3K/Akt inhibitorleri araciligiyla engellendiginde proteinin aktif
formunun miktar1 artarak metastazin baskilanmasini saglayacaktir. Giinlimiizde
wortmannin gibi Akt yolagini inhibe eden molekiiller mevcuttur ancak bunlar
spesifik olmayan ajanlardir. Bu nedenle, Akt yolagimi spesifik olarak inhibe eden
ajanlarin gelistirilmesi hiicredeki MAP2K4 proteinini aktif hale getirmek suretiyle
yumurtalik kanserinde tedavi amaclh kullanilabilecegi diistiniilmektedir [72].
Miktotiibiil organizasyonunu etkileyerek, mitozu inhibe edici etki gosteren ve
yumurtalik kanseri tedavisinde de kemoterapatik olarak kullanilan paclitaxelin,
MAP2K4’ iinde yeraldigi SAPK yolagini aktive ettigi gosterilmistir [85]. Bu bulgu
yumurtalik kanseri tedavisinde giincel olarak kullanilan paclitaxelin hangi
mekanizma 1ile etkisini gosterdiginin anlasilmasinin yaninda daha O©nce de



ongoriildiigii gibi MAP2K4’ iin yumurtalik kanserinde yeni tedavi yaklagimlari icin
yeni bir hedef molekiil olabilecegini gdstermektedir.

mRNA diizeylerindeki degisimin erken ve ileri evreli olgularda kiyaslanmasi
bu genlerin epitelyal yumurtalik kanserinin ilerlemesinde bir rolii olup olmadigi
hakkinda bilgi verebilir. Bizim ¢alismamizda; erken evreli 6 hasta ve ileri evreli 44
hastada mRNA diizeylerindeki degisim kiyaslandiginda anlamli bir fark gozlenmedi.
Bu durum erken evreli hasta sayisinin az olmasindan kaynaklanabilir. NM23-H],
KAIl ve MAP2K4 genlerinin epitelyal yumurtalik kanserinin ilerlemesindeki roliiniin
gosterilmesi i¢in daha fazla erken evreli olgunun degerlendirilmesi gerekmektedir.

Hastalar ortalama yas olan 57 yas lizeri ve alti olmak iizere iki gruba
boliindiigiinde, iki grup arasinda her 3 gen i¢in de mRNA diizeylerinin degisimi
acisindan anlaml bir fark bulunamamistir. Ayrica yasa gore olusturulan bu iki grup
arasinda hastaliksiz yasam siireleri agisindan da anlamli bir fark bulunamamistir
(p=0,954, Chi-square). Hastalar yaslar1 acisindan iki gruba ayirildiginda grup i¢inde
hastaligin evresi, tiimoriin histolojik tipi ve diger parametreler agisindan homojen bir
dagilim olmamasi, sadece yas kriterinin hastaliksiz yasam siiresi iizerine etkisini
tartismada sinirlayicit bir faktordiir. Benzer durum diger kiyaslamalar icin de
gecerlidir.

Hastalar ser6z, miisindz, endometrioid ve miks tip gibi tiimoriin histolojik alt
tiplerine gore simiflandirildiginda, olusan gruplardaki hasta sayilar1 istatistiki
degerlendirme icin yetersiz oldugundan tiimoriin histolojik alt tiplerindeki ifade
farkliliklar1 degerlendirilemedi. Yukarida bahsedilen istatistiki degerlendirmelerde;
oranlar arasinda belirgin farklilik gozlenmesine ragmen, gruplart olusturan olgu
sayllarinin az olmasi sebebiyle elde edilen verilerden istastistiksel olarak sadece
birka¢ noktada anlamli sonu¢ alinmasi, bu genlerin yumurtalik kanserindeki roliinii
degerlendirme acisindan daha genis serilerin calisilmasinin gerekliligini ortaya
cikarmistir.

Ozellikle Q-RT-PCR gibi hassas bir teknigin kullamldigi gen ekspresyon
calismalarinda verilerin genis bir araliga dagiliyor olmasinin ve bazi hastalarda artig
gozlenirken bazilarinda azalis belirlenmis olmasinin bir nedeni de calisilan doku
parcasindaki normal hiicrelerin ¢esitliligi ve tiimor hiicrelerine oranidir. Kullanilan
dokularin her ne kadar makroskobik ve mikroskobik olarak tiimor dokusu oldugu
uzman jinekolog onkolog ve uzman patolog tarafindan teyit edilmis olsalar da, bu
dokularda belli oranda normal hiicrelerin olmasi kag¢inilmazdir. Normal hiicre ¢esidi
ve oranmindaki farkliliklar, farkli hastalarda farkli bulgularin elde edilmesini
aciklamaya yardimci olabilir. Ayrica tiimor dokusu homojen bir hiicre kitlesi
degildir. Ttimoriin farkli bolgelerindeki tiimor hiicreleri de farkli gen ifadesi profiline
sahip olabilirler. Bu nedenle tiimor dokusu icerisindeki heterojenite de farkli mRNA
diizeylerinin belirlenmesine yol agabilir. Ayn1 zamanda bireyler arasi farkliliklar da
gen ifadesindeki farkliliklarin agiklanmasinda kullanish olabilir.

Aym primer kokene sahip olsalar ve siklikla ayn1 bolgeye metastaz yapsalar
bile metastazda birden fazla mekanizma ve bagl olarak da c¢ok sayida gen rol
alabilir. Baz1 hastalarda NM23-HI, KAIl ya da MAP2K4 genleri rol oynarken baska
hastalarda baska genler rol alabilir. Yumurtalik kanseri metastazinda rolii olan biitiin
genetik faktorler belirlendiginde, bir hastada olas1 degisimler test edilerek o hastada



hangi faktorlerin sorumlu oldugu belirlenebilir. Boylelikle sorumlu genler hedef
almarak gelistirilecek tedavi yaklasimlarinin uygulanmasiyla hastaya 6zgiin tedavi
sayesinde tedavinin bagaris1 artacaktir. Metastazin gerceklesmesi, ayn1 timor tipinde
bile olsa farkli hastalarda ¢ok sayida ve farkli genetik faktorlerin rol oynadigi
heterojen bir siirectir. Bu nedenle bireye 6zgii tedavi yaklasimlar1 gerektirebilir.

Yumurtalik kanserinde hastalarin bir kismi baslangigta kemoterapiye yanit
vermezken, yanit veren hastalarin ise yarisinda hastalik ilerleyen zamanda tekrar
ortaya ¢ikar. Bu nedenle yumurtalik kanseri tedavisinde kemoterapinin basarisini
etkileyen faktorlerin belirlenmesi ve yeni tedavi yaklagimlari ile kemoterapi
basarisinin arttirilmasi, epitelyal yumurtalik kanserinde sag kalim oranlarininin
arttirnlmas1 acisindan 6nemlidir. ABCBI geni cok sayida ilacin istenilen etkiyi
gosterememesinde bircok farkli mekanizma ile rol aldigi gosterilmis olan, iyi
karakterize edilmis bir genetik faktordiir. Epitelyal yumurtalik kanserinde tedavinin
basarisim1 etkileyen faktorleri konu alan bir calismada; 32 klinik Ornekte
immiinohistokimyasal yontemle ABCB/ geni ifadesi belirlenmistir. Bu caligmada;
ABCBI geni ifadesi ile paclitaxele yanit ve sag kalim siireleri ag¢isindan negatif bir
iliski bulunmustur. Ancak bu calismada ABCBI geninin ifadesini etkileyen
polimorfizmler agisindan genotipleme yapilmamistir [86]. ABCBI genindeki g.-
129T>C, g.1236T>C, g.2677G>A/T polimorfizmlerinin, yumurtalik kanserinin
tedavisinde kullanilan paclitaxelin kanda diisiik konsantrasyonda olmasina neden
oldugu, dolayisiyla paclitaxelin kandaki istenilen diizeylerine ulasilmasinda ABCBI
genotiplemesinin katkisi olabilecegi bildirilmisken, ABCBI g.3435C>T polimorfizmi
ile ilacin kandaki diizeyleri arasinda bir iligki kurulamamustir [76]. Baska bir
calismada ise; paclitaxelin ABCBI geni ifadesini arttirdigi ve boylelikle paclitaxele
yanitsizliga neden oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada ayrica ABCBI geni ifadesini
baskilayan yeni ajanlarin bulunmasinin epitelyal yumurtalik kanserlerinde paclitaxel
tedavisinin basarisini arttiracagi goriisi ileri siiriilmiistiir [77]. Paclitaxelin etkinligini
arttirmak icin yapilan diger bir c¢alismada; paclitaxele etil karbonat gibi bir yan
grubun ilave edilmesi ile epitelyal yumurtalik kanseri hiicrelerinde, paclitaxelin P-gp
araciligiyla hiicre digina atilmasinin engellenebildigi gosterilmistir [87]. Boylelikle
modifiye paclitaxelin Onciil-ila¢ olarak verildiginde hiicre i¢i konsantrasyonunun
arttirilabilmesi icin P-gp’ inin onemini gostermekle birlikte, yeni tedavi yaklagimlari
icin de iyi bir Ornektir. Calismamiza dahil edilen hastalarin III. ve IV. evre
olanlarinda; cerrahi iglem ile tiimoriin ¢ikarilmasini takiben 20 giin ara ile 6 defa
Carboplatin-paclitaxel kombine kemoterapi protokolii uygulanmistir. Hastalar
kemoterapi sonrasi goriilen yan etkilerden bulanti ve kusma agisindan
degerlendirildiginde ABCBI g.3435C>T polimorfizmi acisindan yapilan genotipleme
ile olusturulan 3 grup (CC, CT, TT) arasinda bir fark gézlenmemistir. Ancak
hastaliksiz yasam siireleri acisindan kiyaslandiginda diisiik P-gp sentezlenmesine
neden oldugu gosterilmis olan TT genotipine sahip hastalarin diger genotiplere
kiyasla daha kisa hastaliksiz yasam siirelerine sahip olduklar1 belirlenmistir. Her ne
kadar sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da p degeri 0,05’ e yakin bir deger
(p=0,078, Chi-square) bulunmustur. Bu bulgu; calisilan hasta sayis1 arttirildiginda
istatistik? agidan da anlamli fark bulunma olasiligim1 desteklemektedir. Caligmamiza
dahil edilen hastalarin yas, hastaliin evresi, tiimoriin histolojik tipi ve tiimoriin
farklilasmis olmasi gibi hastaliksiz yasam siireleri iizerine etkisi olabilecek bilinen ve
bilinmeyen bir¢cok faktor agisindan heterojenite gostermesi, TT genotipi ile
hastaliksiz yasam siireleri arasindaki iliskinin yorumlanmasinda sinirlayici faktordiir.
Calismamizda hastaliksiz yasam siireleri {izerine etkisi olabilecek diger tiim faktorler



goz ardi edildiginde, TT genotipi ile hastaliksiz yagam siiresinin kisalmasi arasinda
bir iligki belirlenmistir. Boylelikle TT genotipi epitelyal yumurtalik kanserinde kotii
prognoz ile iligkili bir prognostik faktor olarak tanimlanabilir. Ancak bu bulgunun
cok daha fazla sayida hastanin degerlendirildigi c¢alismalarla teyit edilmesi
gerekmektedir. Diger yandan, TT genotipinin hangi mekanizma ile hastaliksiz yasam
stiresinin kisalmasinda rol aldiginin belirlenmesi aydinlatilmasi gereken bir nokta
olarak kalmaktadir. Ilgili mekanizmalarin aydinlatilmasi, TT genotipinin prognostik
onemine dair elde edilen bilginin kullanishligimin desteklenmesi acisindan da
onemlidir.

Calismamizla elde edilen verilerin su sonuglara ulasilmasina olanak sagladigi
diisiincesindeyiz;
1- Epitelyal yumurtalik kanseri tanisinin erken evrelerde konulmasi tedavinin
basartya ulagsmasi ve sag kalim oranlarinin arttirilmasi acisindan Onemlidir. Bu
nedenle, hastalifin erken tanisinda kullanisli olabilecek molekiiler belirteclerin
bulunmasi ile erken taniya olanak saglayan yontemler gelistirilmelidir. Hastaligin
erken goriilen bulgulart agisindan toplumun bilgilendirilmesi gerekmektedir.
2- Diger kanser tiplerinde metastatik dokularda NM23-HI, KAII genlerinin
ifadelerinin azaldig1 gosterilmis olmasina ragmen, yumurtalik kanserinde metastatik
dokularda azalmadigi, bu yiizden yumurtalik kanserinin metastazindaki
mekanizmasin1 aydinlatmaya yonelik daha fazla calisma yapilmasinin gerekliligi
ortaya ¢cikmaktadir.
3- MAP2K4 geninin hem primer timoér hem de metastatik tiimor dokularinda
azalmas1 MAP2K4 geninin epitelyal yumurtalik kanserinde hem tiimorogenesizde
hem de metastazinda baskilayici rolii olabilecegini gostermektedir.
4- ABCBI TT genotipinin diger faktorlerden bagimsiz diisiiniildiigiinde hastaliksiz
yasam siiresini kisaltarak, kotii prognoz ile iliskili oldugu ileri siiriilebilir. Ancak bu
iliskinin dogrulanmasi i¢in daha fazla sayida hastada test edilmesi gereklidir.
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Abstract—Cytochrome P43 (CYP) 142 mne is imvalved in the metabolic activation of several carcinegens
?.‘Fk aimed 1o irvestigate the dismibutions of
1L

and albered meabolization of same clinica

i

wied dm
isms - 380 (G N CYPIA2* 10y and - 2467
JAZES and —1EXNCAARCYPIA2IE) in the first iniron of the CFPIA2 gene in
h=alihy Turkish voluntesrs by PCR-EFLF technique. The fiequencies of sach polymor

relic
ion apd —T 39
10 unrelai=d
ism in Turkish popu.

de 1 CYPTAZ % D in the S'-Eanlu:iug:

lation were found as 0.04, 0.92, 001 627 for CYPIAZAIC, CYPIA24ID CYPIAZYE, CEYPIAZYIE -
:h‘elﬁ'.i‘c-u:[:-ared with cther populations, CYPIA2*1D has been found to be significantly increased in Turkish
ation. On the otber hand, in geneml, the frequencies of the other polymorphismes wepe concerdant with

ﬂ in the Bgyplian and Caucasian populations. and were differsnt from thoss in the ]
that due to increased Freq.leug‘af CHPIA28 ]

Ethiiopian laticme . Clur resulls @
tiom, functional significance of CYPT

10 shonld be evaluated. 1t mi

nese, Chinzsz and

in Turkish ls-
t b= screenad to determine |£e e la-

tiorship between CYPILAZ*ID and CYPIA 2 e lated drug metabolisms in associated groups.
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INTRODUCTIRN

C¥PIAZ. amember of the cytochmome P450 super-
family (CYPe), is imvalved in the metabolic activation
of several carcinogens and more than 20 clinically veed
drugs are parlly or predomirantly metabelized by
CYPEAZ [1-3]) Low inducibility of CYPLAD gene has
been also msociated with high sk of mypocandial ind-
arction  [4].  Since  interindividual  differences  in
CYPYAZ protein and mEMA levels heve been reparted
in hurnan liver sumplen. it has been thought that genedic
variatiore may have an impotant role in expreasion of
CYPLAZ gene [5, 6] Up to now, 23 vanants of the
CYPIAZ  gere hove  been reported. e
httpelwewimmld s’ T Y PallelesfoyplaZ bim. Tt has
been demorstmied that -2E60(0E &) amd —163(CIA)
pelymorphisms are associated with decreased and
increased induchility of the CYPPAT gene, regpece
tiwely [7. 8). Decreased activity for the CYPIAZ K,
CYPIAZ*T and CYPFAZ*H] haplobypes hee also been
reported [2-11).

Wi selected four CYPEAZ polymorphisms which
have been studied in Japanese, Egyptian populations:
v af them were associa ed with altened eneyme activ.
ity. Marecwer. there are several siudies an the disinb-
tion of some CFPYAS vanants in different ethrde popo.
latiore. This is the firg report on CYPIAZ vananis in
Turkish population. to cur knowledge. In this siady, we

| This artick: was submitted by the authoes in English

aimed to invesigate the frequency of G3BS0A
(CYPIAZ*IC), T-2467del (CYPIAZ®IDN, T-THG
(CYPIAZYIE) and C-1634 (CFPIAYF) polymor-
phisms in the CYPLAZ gene in Turkish popolation, and
io compare frequencies with other populabicms.

MATERIALS AND METHODS
Swbjects

A hundred-ten unrelated Turkish healtby solunteers
with no history of dissase were incloded in this study.
Of them, 42 were men and 58 were women with ages
varying between 22 and 61 years. Peripheral bload
samples were collected from volunteers living in the
city of Amntalya that iz located in southern Turkey
Although parental origins of valunteers were from dif-
ferent regions of Turkey, it was Artalya province for the
vt majority of the cases. Signed writien consenis were
taken from the subjects. This sady was alas approved
by theethic committee of Faculty of Medicine, Akdeniz
University.

IDNVA exiracrion

Genomic DA was isclated from peripheral leu-
kooytes of each mibject by DINA extmction kit
(Malzyme, DE).

988



FREQUENCIES OF FOUR GEMETIC FOLYMORFHISMS [N THE CYFPLA2 GENE s
Table 1. Allzle frequencies of the CYPIAZ*) O variant in Turkish, Japaess, Egyptian and Chinese populations
F‘ah-morrhi.!m Turkish Japanesa® 1121 uan® lapanesa" Il Chiness®
CHPAYC i m D10 1= 159 inm 2125 trnm 116§ fnm 155
Galkke 0.56 1% 053 1T Q.75
Aalkelke 004 0.2l oo 023 0.25

a: Statsilcaly significan differzne; p - 0.0001, %= 27026 Tor Jopanese (Chidai, x° = 30,33 Tor Japaness Makajimay, = = 37,34 for
s,

b Ho significont o Merence; Fa 021, ) = 1.55 for Egyplim.

POR-BEFLP

Four genstic  polymomphisme.  CFPFATIC,
CYPIAZ* D in the 5'-flankdng region, CYPLAZ*] Eand
CYPIAZ*IF in the first iniron of the CYPIAZ gene.
wem detected by PCR-EFLF as described before [12].
The prirmners were obiained from loniek (Turkey ). Gen-
olype and adllelic frequencies of palymarphisme at sach
site were determined and comipared with other popula-
tions.

Sertistical analysis

Differences between allelic frequencies among Jdif-
ferent eihmic groups were msessed wsing Pearson chi-
aquare test (SPEE, version 11015

RESULTE

The frequencies of CYPIAZ®IC, CYPIAZ®ID
CYPIAZ*IE, CYPIAZ*IF allelea in the Turkish popu.
lation wers found as 004, 0092 0001, 02T, respectively
Comparis o of the allelic frequencies of CFPIAZ YO
w0, v E v IF between our resalts and other popula-

tions are shown in Tables 1—4. When compared with
other populations. CYPYAZ* DY has been found o be
vary highin the Turldsh populadion (Teble 2.

DISCUSSION

Interindividual vafaton in CYPIAZ levels may be
explained by different factoms. including geretic differ-
encem and emwironmental expomim. It has been demon-
stmied that some CYPIAZ polymorphisms are assaci-
ated with individual differences in CYPLAD activity
Thue. it mery influence individual secepiikbility to can-
cer fisk and ihe therapeutic efficacy of related drugs.
CYPIAZ polymorphisms have ethrdc variakbdlity. There-
fore, detection of the frequencies of CFPIAZ gene
polymorphisms in different populations mey be impar-
tant in arder to sart an investigation on the relatombdp
heitween diseases and polymarphisms. There are few
population  siudies comparng the frequenciem of
CYPIAZ varants in different ethnic groups.

The frequency of CYPIAZYIC wm dgnificantly
loewer in the Turkish population than in Japanesse and
Chineas populations, whereas the frequency of
CYPIAZ¥IC was relatively equal in the Turkish smd

RUSEIAN JOURNAL OF GENETICE Vol 44 HNHo 8

Egypiian populations {Table 1) [12-15]. Cur daia sug-
geat that allele frequency of CYPEAZ*L0 (del variant)
in Turkish population was substantially higher than
those in Japarnese and Egyprian populations (Teble 20
Frequency of CFPIAZ*IE in the Turkish popolation
was lower than those in Japarness and Egyptan, only
the difference with the Japanme population was statis-
tically sigmificant (Table 3) [12, 15]. When the allele
frequency of CFPIAZ*SF in the Turkish population
was comparsd with those in Japaness, Egyptian. Brhic-
pian. Chinese and Caucasians. the CYPIAZ*EF allele
frequency was found 1o be significantdy higher than
those in ithe Japanese and the Ethicpian populations
(Table 4) [8.9, 12-15].

[t iz obwiows that to explain the reladonskdp
hetween CFPP AT polymorphisms and ereyme scriviiy,
all of the described allelic variants in the CYPIAD gene
should be screened in specific groups, using drugs that
are mabstrates for CYPLAZ. The entiee CFPFAD gene
should be also screensd o decribe new allelic varianis
that may be unique for Turkish population. On the ather

Table 1. Allsle frequencies of the CYPIAT 1D vaniant in
Turkizh. lipaness and Egyptian popu lations

Polvoerphizm| — Turkish Jopanesa? Egyptian®
L—.I}I!n'd_‘r*.n'ﬂ (= 1100 (= 15} (= 2123
T allele 0.08 0.58 050
del allzle 0.52 042 040

a: Statistically dgnificont diflerence; p o OO0, 3 ° = 12532 for
Japmee (Ch m]'.!'"f- 1428 r-:rEgJFuun '

e
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Table 3. Allkele frequencies of the CYPYAMLE wariant in
Turkish, Japanes: ad Egyption popu lations

Polymorphism| Turkish | Japanese® | Egyptian®
CE’F.';_EE.'E inm 1005 | (nw 155 inm 217
T allals LY L) oer
i3 allal= | g 0.3

o: SAntisdimlly sgnificoni diffemnce; P = 00eE, f- 1115 fox
Japmese (Chickj.
b Mo ugnificont o flegence; P 0,15 7" = 2,08 for Egypim.

hand, it seems that detection of the single nuclectide
polymaorphiam (SMF in the CYPIAZ gene may be
insufficient 1o decide its clinical mle, becanse many
SMPs exdstin the CTPLAZ gene. [t might be necessary
to dio haplotype analysis.

Cur study provided CYPLAZ profile for four known
polymorphisms in Tarkish population and revealed an
extremely high frequency of CYPLAZ*D varant in
Turkish population. On the other hand, we need to
sindy the functional mle of CYPLAZRID, which is
highly frequeni in Turkish populaion compared to

EILGEM et al.

other populations, to clanfy any possible clinical
impartance.
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Abstract

Aim: To evaluata the affects of hormone replacement therapy (HRET) on bone mineral dansity (ERILY in
patienits with or without COLLAT 5pl binding site pobymorphism.

Ml thoviz: Non-mmoking otherwizss haalthy pestrmenopausal women (2 = 111, whe had not recelved ary kind
af HET for at least 3 vears (bebsraen 3002 and 3005 at the orset of menopanss, ware included. All patienis
revavad LE25 mg conjugated estrogan 2.5 mg med mogrprogestarons for 18 months. BRD by dual Xoray
absorptiometry was measured at the lumbar spine and the femur nack inibally and after 13th months of
treatment CCLIAL Spl binding site polvmorphism was studied usng the PCR-EFLF method.

Eesuits: After having the resulls of COLLALL Spl birding site polrmorphism, 72 (71.2%) patlants ware 55,
HNAT.0) were 55 and bwo (1.8%) ware hemezygous for ss. The mean age, welght and length of manopausal
period wara similar betwaan the 55 and 5s patiants. The Ss hakroaygotes had lower EMD wlues both at tha
lurnbar spina and at the femur neck companad with the 55 patienits. This difference wos also refleciad in post
treatment mgasuremants The increase In MO scomeswas higher in the 55 homozvgobas than in theSs patienits.
Conclusion: Our praliminary data sapports the fact that HET had a lower incraass in BMD scores following
18 months of treatmant in CRLIAT s allele individuals compared with normal 55 individuals. Therefora our
shady may provide evidance that the Spl polvmorphism may amealicrata the effects of HET on BMD, suggest-
ing soma additional regimens may be usad to support bone strength and to deaease osbeoporotic fractures.
Key wards: bone minaral dansity, COLIAT polymarphism, hormone replacemant therapy, postraopansal
WO,

Introduction

Osbaoporess |5 a common condition with low bore
minaral density (EMD daterioration of the skalktal
micro architachare and consaquently incressad risk of
fractura It affect up to 406 of woman ot some point
decransivg thelr quality of life Usa of antcsteoporctic
therapy and hospitalization after fractures among
ederly parsons represant a majer public health

problem with significant cost to the health systern.
Canehe fBebors are importantin the patho genaesis, since
G(f%: of varlance In bone mass ks undar genatic contral *
Lz s kmown, howaver, about the possible moles of
ganetlc factors in predicting a responss b anbice
teoporctle therapy. Although the gands regulabing
bonia mass are Incompletaly defined, several cand idate
gares (Witamin [ receptor, the estrogen recaphor, the
COLIAT gene, and trarsforming growth Gctor bata-1)
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Accaphed: June 30 207,
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contribube to ostecporess, bowever @ach ona has a
ralativaly small affect on BML and other detarminants
of frachare risk:?

Collagen type | i= an imporknt componant of the
bone matrkc. Previous works have identified polymor-
phism affecting Spl binding site in the trars ol ptional
contral reglon of the COLIAT gana Alleks with a
Cobase at the Spl bindirg are defined = %, whareas
alless with a T-bese are defined as 5", Clinlcal studies
hizrre shown that patients with 5" allele are likaby to
harre reduced BEMD) amd ceteoporotic fractures in
sevaral populations ™ Since estrogan deficlency s a
consaquances of menopaus Is a major rek factor for
wsheoporosks, one alm of postmencpausal hormona
therapy I to probect against ostecporcss and con-
saquent frachires. However, HET and for antos.
Eoporotic medications revaal Incresses in EMD with
graater inter individual variance. Therefora, predictng
raepeonsa o osteoporotis treatments rot only pravents
fractura but will abso reduca the cost of weatment and
ncrease the offectivencss of therapy COLIAD Spl
allkdss are determirants of bone mass and quality.
Therfore, the aim of our shady was bo find ocut the
affects of HET on BML in patients with or without
OOLTAT Spl binding site polrmorphism and ik pos.
sible role in bone collagen turnover In postmenopaasal
woman with osbeoponosis

Materials and Methods

Monsmoking  otherwise  hoalthy  posimenopassal
woman aged 46-Sdyears (w= 11} whe had not
recaivad any kind of HET for at least 3 years {babtsem
2002 and 2005) at the onset of nabural menopass ware
nchided. An informed consent was obtained bo par-
Helpata in the study, which had previcush bean
approved by the local ethics committes ard tha irsti-
ttoral review board. All the women bad low serum
astradiol levals (<20 pg/mL) and elevated serum fol-
licla stimulating hormaona levals (=40 BIU /el Clini-
cal aminabon and routing biochemical tests ware
performed to eclude secondary csteoporosis inclu-
shon criteris which ware no previous ostecporotic
fracture. at least 2 vears of amenorthea, and no provi-
ous HET or any kind of antiostecporotie maed kcations.
Women with liver or renal dissass or endocring or
metabollc abnormalities and /o remiving ary medi-
cina known o influence bone minaralization, a histary
of cancer of the endomatriumn, liver, of braast; surgical

TE

manopaase; and a sk of cardiovascular disesss
ware axcluded. All pabants recelvad 0525 mg con-
jugated estrogan /2.5 mg and mad ey progastanons
for 18 monthe. BMD was massured at tha lumbar
sping (L2-4) and the femoral neck using dual X-ray
absorpiometry (DAY both mitially and after 15th
months of eatmant The coeffidant of varlaion in
percent (V%) from duplicale mexsuremaents in
healthy woluntesrs was 1% at the lumbar spine and
L4% at the famoral neck

Conomilc DA was ecracted from samplas of
peripharal vanous blocd according to standard proce.
dures, and the polrmerass chain reaction {PCE) using
primars with a mismakhed primer thet inkreduced
a diallelic restricion site. a5 previoushy described
datacted the intronde polrmorphism of the COLLATL
gena. The test discriminotes beo alldes S and s,
which correspond to tha presence of guanine and thy-
midine, respectively a= the first bases In tha Spl-
binding site in tha first intron of the gene for COLLAL
Tha reaction mixtire of 25 pl contained 100 ng of
genomic DA, S0mM pobssiom chloride, 10 mbd
TRIS-hydrechlonic acid pHE3). 15 mM magnesium
chlorida, 02mM didescynuckosida triphosphotes,
150ng of each primar. and 0.2 unit of Supar Taq DA
polrmerase (MBIl Fermankrs Led. Lithwonia). The
reactions were parformad inoa DMA thermal opclar
Canitus (Taching Led. USA) with a cycling protocal of
T, APC, and 72T for ome minote sach, for 35
oycks. Ten microlitars of PCR product was digested
with 2 units of Mscl restriction enzyme and 12 pL of
a baffar, containing 150 mM TRES-bvd rechloric acid
ipH7.5). 250 mM sodiom chlorida, and 35 mAd misg-
nasium chlorida, by incubation for 18 at 37%C Tha
digestion products underwent dectrophoresis on a
¥ MubSleve agarose gel (T Bio Producks, Rock-
land, MEUSA) in 4.5 bl TRIS, 44.5 b boric acid,
and 1 mM disedium ethylknediaminatetrascetic ackd
(EDTA) for 30 wolt-hours. The separation patterns
ware domumentsd by thermal printer (Mitsubishi
L, Japan) under ultraviclet illuminabon (302 nm)
COLLAL Spl binding site polvmorphism was studied
using the PCE-RFLFP (Folvmerase Chain Eeaction-
Eestricion Fragmant Length Folymorphism) methced
and the coaminers wera unaware of the results. The
EMD measuremnants were grouped into 55 and Ss
groups at the end of the study Differences in demo-
graphic variables betwaon OOLIALD gerotypes wera
iniially compared using parametrlc and  non-
paramelric tests whare applicable. A Powaloe < 006
was accapted as significant
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Table 1 Ensdine dvmcierisse of the sudy goup aocordng 1o He O0LIAL

penonpe (Bkn = 500

COL1AT gen o paes S5 (m =T Sg (0= ) ®R=I
Agw (vadrs) B3 =44 404 = 333 485 = i
BMI kg /' B2 =18 En =L MHiz 4
Timrs: Ses menopaes 84 =42 mne = iT nE =35
{morehe)
PEH{ILIL) EIR =134 20 = 117 0= 117
E; ipmol/L) Irizl® Xl=1T7 E21=z18
Faxity iriamber Io=04 Il =04 In=0z
Smoking histoey iny 5 3 2
Wamen \aking Ca HA 4.1 455

sLppkmenREon (%)

Kesults

Tha demcgraphic dat are given in Table 1. Completa
clinizal and gerotype daky were obtained from
11 postmencpausal woman. The mean age was
ST = 3years. Cenolype distribubions o the 111
women’s demegraphic characterisics are also shown
in Tabk 1. Seventy-nine (71.2% ) werns homozygous for
55, 30 (%) ware heteroaygous carrying S and bvo
115%5) ware homomygous for ss. Mo significant differ-
ances ware obtainad bebwaen the COLIAL ganotype
groups in barms of age, months since manopaisa,
welght haight basaine EMD at the femoral neck and
thia lumbar spine. All patiants were osteopanic witha T
searaof 2.5 S0 Relevant clirieal details at tha basline
in rebtion to the COLIAD gonotype are shown in
Tablel and Figurel. The spiral and femoral necks
EML! ware lower In the s group compared bo the 55
group, however the deaease was not stabistically sig-
nificant. pessibly reflecting the small number of =ub-
jects (P 2 0L05). Followirg the HET treatment, e spine
EMD incresemed in both genotype groups, howoever tha
resporse of e spines EMD was not idantical in both
groups. The Incresss in BMOC was highar in the 55
groups comparad bo the 55 (3.1 = 03% ws L8 = 02%
F =005 Fig 1). Intarestingly, HET seemad to ba lass
affectva in 5 group and only causasd some posibve
charges In lumbar spine comparad o the basaine at
tha 15th month. {Tablke 2) Femioral neck BMD changes
displayed a similar wend 2= in the lumbar spine
although less effectwaly (31 = 0.3% and 18 = 02%
we 20 = L3 and 11 = 01%, respectvaly) (Tablke 21
Lonwdoss HET causad an incresess in the femoral neck
EML! in both genotypes but the Incresss was signifi-
canthy highar In tha 55 group comparad to tha 5 group
20z 03% we L1z Ol% P06y Although the
patients with tha ss genctype ware few, all paramatars

2 2007 The Authors
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In conclusion, it has bean shown that osbeopomotic
frachiras were strongly assockated with the COLIAT =
allele Cur Praliminary data sapports that COLLAL =
allele Is assocated with lower BEMD compared o
normal women. Furthermore, HRET had a lower
increass in BEMD scores follewing 18 months of reat-
mant in COLLAT 5 allade individuals comparead with
normal 55 Iindividual. Cur shady therefore may
previde evidenca that the Spl polvmorphism ey
amellorate the affects of HET on EMLC. Thus, we
suggest that some additional regimens may ba used
to support the bone strength and decrerss the
osteoporoti; fractures on this cocasion. Moreovar,
COLLAT ganotyping may be of clinlcal wlue in Erget-
ing differant regimens to thoss most likely to respond
with potenitial banefits in barmns of cost effectvenass.

Acknowledgment

This study was supported by Akdeniz University
Reszarch Foundation

References

1. Stwwart TL. Ralaten 5H. Rele of Evlrﬁ: ek in e pathe-
peremin of oibecporcais. [ Endaorine! 2000 166 135145,

2. Grank SFA. Rnd DM, Ekls & Herd R F-uEvlkn.l I, Falston
SH. Rad ] ko and jabed with &
pedvmorphic 5l sk in H‘rr-nthl h'pII alpha 1 gene. Nat
Carvet 1900 14: D520,

E Abvarex L, Onol | Jo | el Colbgen hps | dphal gers
Sl polymerphism in promemcpausal women with primary
mibeaporcais: inproved detsction of Spl binding ik poly-
merphiam in the collggen hpe 1 gene, Clin Chee 10605, 45:
e =1

L. Faan FW. Veoodford-Rickens KL, Crnt 5By, Ralsion 5H,
L hbury 15 5 TD. A intion of pelymerphim o
tha typs 1 -mll.‘;rn I'CDLIA.I'I lesus with mduced bom

i | daraily. i rak, and incremed ool-
lagen hurrorer. Artfhror Bheen 1999, 42 285200,

E Rowe ©, Dougmdos M, Absl L, Merder G, Lucote 5 Assecia-
Hon of & polymarphi in the ccllagen 11 gme with
wabwap orcais in French women A B 1999; 41: 147-
18,

& Carrero P Borel O Grank SFA, Balston 5H, Delmas FO. Cel -
lagen I 1 polymorphium, bene mas and bore hucnorer in
healthy Fremech pre-mencpawsal women: the OFELY skudy.
[ B Mever Fi 1905 13: H15-814.

7. Hampaen & Erane O, Pettt B] o of. Eore mireral cenaibg
collaggen bypa 1alpha 1 genckypes and bona Tin pre-

2 2007 The Authors

Hormone replacement thempy and Spl polvmoephsm

mnepawsal wonmsn with diskske malline. Diabviolopn 1902
dl: 131320,

8. Bpars PH. Eritth bores—fragile mokaules: disarders ol cal
kg ger sbucture and sxprasion. Trmds Goa 1990 &
F .

8. Marn ¥, Hobson EE. Li B atal .ﬁ. l:l:ll.ﬁ.'l Spl hﬂdll‘!llh
pdl:r:rmrphun prediap ba by afbeck
ng bore densiy and cality. | l\:'m hzrs 201 10w S50
W7,

10. Largdahl BL, Fabton SH, Grant 5FA, Eriksen EF. A Spl
bindng sike polpmorphiom n the COLIAL gere predicts
cabsoparohe feetures in men and werram. | Boe Mo Rew
1908 1% 1384-1580,

11, Wi chatowa M, Sepan [L Michalaka Dot al OOLLAL polyrmece-
phizm conhibubes to bare mireral denaiby boassen presaleni
weriah frachras. B 2J000; 26: Z7-200

1Z. MdGuigan FE, Feid DM, Ralsken 5H. Swcephibility to
cahsoparshis frachure in debermined by alklic variabion at the
Spl i, ratheer than cther polymerphic sikes, st the OOLLAL
kecus, Ofaoparce Ine 2000; 11: 333343,

13, Serwars W, Wiling M. Bums T st al Carstic marken, bare
mirkrmldersiby and serum kn lerals. | Boe Moier B
195 14: 1411-1419,

4. Huwtmyer FG, Lui G, [chneien OC, Chnshan [ Fesceck M.
Polpmarphian at an Spl binding sik of COLIAT and ko
mireral denaiby in pre-memcpaual Foarake bvine ard ddecky
| patiemibe Ol Tor 1905, 0: 346350,

15, Uitbedirekn AG. Burger H. Husng Q) ot of. Palation of allakes
of H‘rrcnlhﬁvln bypa I 1 gere = bona d-l'rull.'_r and nzk ol

np F N Engl |
Mﬂ"lm:ﬂ& 101e-1m 2

16. Zapckean K, Zolkora [, Hill M. Is the 5pl polvmorphism in
the OOLLAL geresa risk Fackar for poshmen spawel cokopornm-
sia? Commenk on the arhde by Feen o o, Adhrm Bham
0T A 2R,

17. Liden M. Wiken E, Ljmghal 5, Mehus H. Pehamcrphizm at
the Sp 1 bindirgg sik in the collygen hps Lalpha 1 gene doss
el pradict bare mineral denaiby in pos e e pausal w coem
n Seaden Caledf Tume Ine 1005; &3: 203205,

18. Hemgaard A, Jorgereen HL, Viwber gard AW, Hanssger C,
Ralsien 5H. Ladk of inllumcs of colagen bype 1 alphal 5pl
birding sike pedymorphiom on the rabe of bare loss in scabect
of postamopmusl Danish women Follewsd for 13 yeam
Caleyf Tranr [t 2000; 66 400413,

19, Pedersan AT, Ctesen B. [asues h debake en the 'Il'l'-u:r-n'l
Health Initistive (WHI atudy E ik !
dinical trials — time cut for harnnr- r‘-l'Pl.l-ClﬂIl'll tHeerapy
studien? Ko Reprod T3 18: TH1-IM44.

W, Quranhi AM. Herd ] Blks GM, Fogedman 1, Ralsten 5H.
COL1AL Spl polpmanchisn predicts reaponss of homeceal
rack bore densiby to cyclical shdronate tharmpy. Calcf Tumar
Iap IO, 70 1SE-163.

I1. Mann ¥, Falsicn SH. Mets-aralysin of COL1AD 55 polymmece-
phizm in reabion ke ke mi I denaiby and csbwaporabic
Pravcturs. Boar 2003; 32 T11-T17.

Jowimal compdlatkon @ 2007 [apan Sociay of Obswewles and Symecalogy



EK-3

The Effect of MDR1 (ABCEBT) Polymormphizm on the Pharmacokinetic
of Tacrolimus in Turkish Renal Transplant Recipients

S.H. Akbas, T. Blkgen, | Kesar, M. Tuncer, L Yuceting 0. Tozun, M. Guitakin, and G. Lulsd

ARSTRACT

There is marked interindvidual wariability in trough bloed levels of acrolimus (TRL)
following standard dosing. TEL is a subsirate for Poglyooprotein (Pgp), the product of the
multidrog redstance-1 (MIDRTABCE! ) gene. Pogp acis as a mernbrane efflux purap,
which affecs TRL alsorption from the got Some of the single noclestide polymorphisms
(5MF) of ABCE! gene are associated with pharmacokinetic characveristics of TRL. The
abjective of this study was to determine the rele of ABCBT C23435T polymor phism on TEL
dose requitements, trotgh values and dose-adjusied trongh TEL concenirations among
Turkish remal ramsplant recipients. Fenal transplant recipienis receiving TRL im0 = 92)
were genctyped for ABCBEL TRL daity doses, trough concentrations, doss-adjusied trough
concentrations, demographic features, and clinical data were obtained at 1, & and 12
months after renal transplantation. The frequency of the ARCE! 3435 OC genotype was
A04% wherems 47.8% of patients were 3435 CT and 21. ™% of patients were 3435 TT. TEL
daily doses were significanthy lower among patienis with the 3435 TT genotype at months
1 and & At 6 and 12 months after ransplantation patients who were homozygous for the
ABRCEY 3435 OC showed significantly lower dose-adjusted trough TRL concentrations
compared with subjects of 3435 TT and CT genotypes. Enowledge of ABCE] genotype
may be useful to adjus the optimal dose of TEL in transplant patients, thereby rapidy

achieving target concentrations.

H RECENT YEARS, the iter- and intraindiidual dif-

ferences in the pharmacoknetics of calcineunn inhibitors
hawe been devemined to be related to the biclogio actving of
F-ghooprotein (F-gp ) and cviochroms P50 { CYF) saems '™
Tacrolims is o sbarae of CYP3AL, CYFIAS, and Pgp
which are enooded by CIPL4, CYPIAS, and MO (ABCE |
gees, respeaivd v Seghe nudeotide pobmorphisms (S4P5)
have been descrbed for these genes® F-gp is o membrans
effux pomp noreming the tarspon of dugs mich & menoli-
mus ol of the el Ttis present in e winal epithelial, bepatic
luminal prodmal renal tobule mdace, adrenal gond, aod
pancress odls'" Iniestinal Pgp, which is Joated almos
within the brush border o the apical or lumital srface of the
efileTooyte, SXpons o may drugs from the cyvioplasm into the
inestinal lumen® Therefore, smong expression of Pgp lowers
dmg absorprion, wheress decreased expresion rasss the
absorpion” Frevious data bone demormtraied that genstic
pobmaorphisms are asociied with the lewl of expression or
function of P-gp, suggedting a geretc explinaton for the
inerrdividnal wristions observed in aolims doss requin-
menis"* It hasalss been repomesd that the C3435T mutation

a0 1- 145N Sos Tronk mattar
ol 210 1016 I spng e o (202 070

1200

o the ARCH] gene B msocinied with deoenssd proten
expresmon " However, there has not been a repon of C3435T
mutations i the ABCH gene among Turkish remal trasplant
patienis Sice this pobmorphism might be expeded o hoe
an impact on the absorption. meaboliam, and therapeotio
efficacy of toolimes (TRL)L we ivesigated its frequency in
%2 mable Turkih renal transplany recipients. We soughi 1o
esablish whether the presence of ARCH] C3435T polumor-
phism correlavsd with TRL dose requirements 1o achieve the
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usied

target thempeutic range, with TRL trongh and
nine leweks

troagh kool concentrations and with ssram et

MATERIALE AHD METHCODE
At 1,6, mad 12 mantha slier el @ I ion we calliked the

12

ey ® Siwbietical wnol yuie wan perfonmed using the SPRE pockoage
{rarmion IJ.D.E'SE Chicage, 111 USA.] E'I.'nlln-yql.p dilsrancms
woiw cal d by huis of vatinnes for ike ASCH!
peratypax folowed by Ihl Tubey hotwsily signilicani differencs
p:d han: I-:I. fer maliiple compatimns A& F valug of <05 wax
iicalby =i gnificant.

daiz ol 12 aduli padi [ B2 men, | tha agemcl
L6 ared B9 yomam [ITAE 2+ 1074, who underweni kidrey braneplan-
|l|IH1 Tha llid:r “ approved by the Eihica C-urlrrll.l.ﬂ Al
i d ke participas in the slady.
Dri:r |:r|l| Ilrnphll. recipicais who had receieed o grafi ai kasi 1
yen balora the miudy ared whe: had bean on TRL i immancappre-
mien I'-ul 1 year e elighba For participaiion. Bade inmuaosup-
i al m binaion of THL with mypcophenclak
nnl'-llll aed deroide O nitial TRL dess wan 005 mglkgld
lin two divided dosea. Sul ehams et sed e
ie mainian ik whak-Hocd mllﬂlm ol TEL wihis the
rexomnended iget range, samaly, 10 o X0 agial. duting the s
3 monihe e 5o 15 ng'nl iberefiarn, We sdpsied doses e in
lighi of the palieni’s dindcal condition, mch m the riskof rojecion
ard ihe scoumeres of advrs el Dos-sdjaried irough con-
centratiotm (ngml pr nglhy bud:r waight) wera cakealaied by
dividing THL trough by ithe cotrenpoading daily
doow on an ngky basie The abweres of medication nown e
nicraci with TRL wax confrmed Tor dll patiesis.

Sgum crasiining concanirations e mesuied on g Modular
PP analyzer by aming 3 rais-blanked, comperonied Jalo meibod
{Roche Dimgn cotics Sysiorme, Seirerlaad). The TRL s wers
perfarmed wing EMIT 2000 kis (Sypea Company, Dade Bae-
bring, Carmany on & Cobax Iniagra llﬂ:l il yxer [H.u'hl

Dliagnesiics S:rd.-lrll. S'ML'::rllnd] [ i DTHA wem

Trom aihed i luivd whols Heod
adng snamic ]:lhl.ﬂ. Pirlﬁ':-.lbﬂ Ki [F:rrnlllu, Litkexania). Pely-
meimx chain =1 d by 3 kersgik

pebmeiphizn (RFLF) mlljmm e In,!,m:mlﬂ.'.ﬁ'l ak
amon 6 C2A15T, me o E "Illln'l 1 ng was

abs wed For quality coniral I.-u werify Ihl sccurssy of ihe RFLF

FESULT=

The Turkish transplant patiert population consits whally
of patients of Cacasion desoent. Thers was no gender-
relaved  difference for the prevalence of the muiation;
therefore, male and female patients were combined for
further ewmluations. Of the 22 tarsplant Tedpients who
were treabed with TRL, the ABCR] wikd-rvpe genonps
(3435 O was observed in 28 patients {30475, whereas 44
patienis were hewerorgons (3435 COT) (47.5%) and 20
patienis homoeygous (3435 TT) (21.7%) for the muration.
An can b ssen from the Table 1, there were no significant
diferences among the three groups in serum creatinms
bevels imgidL ) and whole-bilood crough TRL concentrations
(rg'mL) at months 1, & and 12. TRL weight-adjused daily
domes (mgkg'dl were sgnificandy lower among patienis
with the 3435 TT genotvpe at 1 (P = 003) and & (P = 023
morths after transplanmation when compared with pacienis
of the 3435 OO and 3435 CT genotypes. No significant
diferenoe s were observed among the thres groups n dose-
adjusied rough TRL concentrations (ngmL per mgikg) at
month 1 P = 05). Paterts who were homomgous for the
ABCH] 3435 00 dq:hwd significancly lower dose-adusted
trough TRL concentrations compared with the 3435 TT and
CT genorypes at 6 (P = 0d) and 12 (P = 08 morchs after
transplintarion

Tabk 1. nfluercs of ASCET Genotypes on Teoolmus Trough and Dos-Sd|uisd Trough Blood Concantraions, Daly Doses,
e Bamn Craalining Lesls

ARCR Garohps”
s CC PEa5 CT e TT
Pallenl number, n (%) o (0 4) # prE 20
konh 1
Tacrolmus daly doss mg/lgd| 010 = Q04F Q17 = @ 0142 007
Tacrolmus onceniration (rgnL &7 =30 1383 = =i 155 = 25
Saqum creatining (mg'dL) 142 =053 144 = 031 AETEN L
Does-sushed trough oonosniration iRgmL per Mgk B30 = 200 BOAE = =802 BOTE = 4148
Honh &
Tacrolmus daly doss mg/lgd| 011 = Q4F Q11 = Gy 0L = 006
Tacrolmus frough conceniration jr/niL) 100 = 38 oo x4 .02 = 2
Saqum creatining (mg'dL) 142 =054 147 = 0RO 140 L
Doss-afushed rough oonosniration ingmL per Mgk 1272 = =106 13511 = QL1A =06 = W3
Monh 12
Tacrolmus daly doss mg/lgd| 007 = 0 Q07 =+ 0 = 0L
Tacrolmus onceniration (rgnL 701 = 208 743 108 T4 2is
Serum crealinire (mgdL) 137 = 07 130 = Gy 13 0m
Diocs-ad usted ough conoeniration irgmiL per mgkd 1037 = 8476 12AT = 3207 14561 = 700

Dol o el e xS0,

"Parcerisge reler ko ibe iota ke of coman,
e 0l -P
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DISCILEEI0N

The dinical use of the calaneurn ohibitar TRL is compli-
cated by its narrow therapeuric ranges and highly variahle
pharmacckinetics among various individuaks. Some patients
do mot reach imrget concerkrations wsing recommended
initial doses of TRL. They therefor: have an increased risk
af undenmmunosuppression and amve rejetion. The aso-
ciation of the AFCH] gene SMF with TEL dos requirements
has been revognized o5 o genetic bass for the obeerved
imerrdividual diferences in pharmaooknecis ' *# Cur re-
milts also demoretrated o relationship bewesn TRL doss
requirements and ARCHR] C343 5T polymarphism in Turk-
ishi renal transplant recipients. Amorg 3435 T allels cami-
e, Macphes et o reponed o weak asociation betwesn
AFCE] polvmorphism o exon 26 and THEL dose require-
menis ai 3 months after renal ransplaniation.® The 3435 T
allele carriers required lower TRL doses (o makkain trget
blooed cowenirations. The homoevgous carriers of the 3435
T allele show on average more than a reofold lower
intestinal P-gp expremion kel compared to the O geno-
nvpe.” In accordance with thess findings, we observed that
TEL daity doses {mgkgd) at 1 and & months after trans
plantation were sgnificanity lower among patienis with the
3435 TT genotype. Tn cur study patients who were homors
gous for the ABCEI 3435 TT muwarion displayed :lg.nlil
catly higher doseadjused trough TEL concentrations
compared with those of 3435 OC and CT genotpes al
months & and 12 Cornersely, some ressarchers hane re-
parted that ABCE] polvimcrphism derived from the muois-
tion at C3AET in emwn 26 did not nflwence TRL phama-
cokinetics i renal trarsplang patients """ Some data
suiggest that the C3435T SNF & a slent pobvmorphism.”
Anglicheau et o reported that the conflicting resles of
their sudies may be partty doe o the high lewed of
disequilitriom betwesn the sxon 12,21, and 26 SHE" They
muggesied that the exon 26 SHE are srorghy associabed with
exon 21 SWP and that these SMPs may hove separape
impacts on Pgp funaion.”

itz the Imied nomber of polmorphic patients
am?:enﬁhe Turkish population im'-eﬂp':,zi:ed :Ehlhe PF.:'mm
mudy, our remulis suggemed thar pharmacogenetio pess

AFBAS, BILZEN, KE2ER ET AL

ooukd be used 1o predict the correct niial dose of TRL 1o
rapidly aduieve target concentrations I our remlis are
confimed in larger smdies, consideration of ABRCE]
34357 genotype when designing TRL therapeutio regi-
mens may improve the adividualzation of mmuncsup-
presive thempy.
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NOVEL CYTOGENETIC FINDINGS REVEALED BY CONVENTIONAL
CYTOGENETIC AND FISH ANALYSES IN LEUKAEMIA PATIENTS

5.B. Karauzum® | T. Bipew', I. Karadogaw®, 5. Yekur, Z. Cain®, A. Ugar?, . Lideef
T Deparmen of Modieal Biology and Genelies, Facaky of Medreine, Akdenty Unwreersity, Anialya, Thrkey
*Deparmeen of Buermal Medicone and Hoenaiology, Fecwlny of Madiciee, Adeniz Dntversivy, Awiafva, Thekey

Airr To desseribe noved eylogenctic findingsin four kulsemin ptients. Mg ods Convantiond cytogesctic (00 and Muomscne e i sa
bybridization (F1SH ) anal s ware performed onbone mermcessampkzsof four | eok semia peticnts. Sealzs Dy thissosdy., 1 ]-LlﬂIle.J:q.!Sl
and o 22 25(pd g 1.2 were detecked s no] transheations. 8162 g2 2. L Lqd 2 and of 1:6:%:22ip 36, Lpll. 3q34q1 1) were
found as warimnt traredocations, and these sriant traredces iors were confime by Intemphee-FISH and Falticolour-FISH. Conata-
ctie evolulion of the kacmaiclogica] naligecies. Purther

sionn: My idenlific d oy togenetic findings = kad w5 to charmcterine of
inﬂlbnﬂmmmﬁbmmhdhrmmnpmpﬂkimﬁnr

nerw ey logenetic s bnormedities.

Ky Hiwrids: haemaiclogical maligrancics, eonventional cylogenctics, FIS H. new ehromossmal shaormaliies.

Caonvertional oyptogesnstios (C12) and fluom s ceno e
in gite hybridization [FISH) tschniguess are widely
used for detection of cytogenetio anomalies, which
play animportamt rode in diagrosis of malignant bee-
matolgical dissases, and are indspendent predio-
tonz of dissase progreszion ard sureival [1]. Many
ahromozomal abnormalities, especially transheca-
tions ard ivemions have besn commenly shown o
result in formation of fusion geres with fransform-
ng effects, ars clossly associatsd with o particular
subtyps of leukaemia [2, 3] Also mre ohromos omal
rearrargements have besn continually disocowered
in some patients leading to identification of new
gen=tic changes: asscointed with diagnosis, alas-
sification, prognosis and treatment of leukaemia [4].

Chromosome 2q ramangements have been da-
sarbed in approsimately 2% of patients with acute
myeloid leukemia, and are geremlly assoointed with
peoor prognosis [3]. Also variant forme of the known
ard sublyps specifio transhocation have besn stil
desoribed in my=loid malignanciss. The oomples
wanart of 18;21] and variantz of the 19225 coour in
approximately 2% and 5-8% of cases with related
diseass, mopactively [6, 7). k iz alko suggested that
these simple or complex vaiant tranks=cations canbe
associated with progresis of leukaesmia [2].

Irthis shody, we present nosee] oyto genetio findings
using O and FISH, and disouss thei pobential effeot
on dingnosis and progriosis of leukzsmia.

MATERIALS AND METHODS

Patients. We siudied bons marrow osllz of 141
patiznts from Departraerts of Pediatric and Adub Haes-
matolagy Oroology, Faoulty of Medicine in Akdeniz
Univesrzity during four yeam, Writhen informed oorsent
was cbtaired from all patierts before erdry imo the
study, OF thess patients, T30, molsoular oybogeretio

Reoamived: Juna 2, 2006.
* Coma s pand onoa: Foc: 400§ 242) 22 4482

E-nid: sbelcanmumakdons e tr
Abbrawiations axad- 00 - conventional oftog enalics; FEEH - fuo-
rescence i ata ybridmation.

and clinical data of four cases that were found tobaes
new oytoegeretio indings are pressnbed b,

Covwantional karyotyping. Bore mamow cells
were harvestsd aooording to standard protoocd [9].
20 GT: banded bore marros metaphases were ana-
lyzedfrom each case whenewsr possible.

FISH studies. FISH study was performed us-
irng dirsctly luorochromes labsled probess; BOR-A8]
iWigsis) for t{2:22)(q24:q11.2), PML-RAL {Cyto-
aell) for t{15: 7 j[g22:q11), AMLT-ETO [Cytocsll)
for 19 21){q22:q22). COFE-MYLTT {Cytocsll) for
i 6] p12:g22). For sach patient, minimum 200 in-
terphasecellzwers anabzed using fluoms cent miono-
woope ard fusion signals of 2% or less were assumed as
falze positive socording to cur lab's cud- off vk, Whole
ahromosome painting probes [chromozomes4 and 11)
i Cygto call] were used for 14; 1). Toiderdifythe cormplex
karyotypes of two cases, M- FISH {¥ysis) was applied.

RESULTS AND DISCUSSION

Thires AML and one CRL patisnts wers found to
have resly desoribed oytogerstio findings. Cytoge-
netio, molsoular oytogenetio andolinical cutoomes s of
the patisnts ars givenin a Table.

Case 7. When the patent (case 1) was diagrosed
o AML-MA2 in March 2003, AML1-ETD fusion gene me-
wutirsg from 13:21 was detected by FIEH (Rg 1, a) and
also a mamangereent inchding chromosomes &, 16, 2
and loss of Vwers dedscted in the oytogenetio analysis
iFig. 1, b} To determine the karyobype, we performed
W-FISH ard thes karpoiype of the patient was found o ke
A5 -6 21 ) q 22 1, 12, 221 ) [5] 7 46,5000 8 16;21)
1922, 1:q12q22. 11[12]). In carmdng 19: 21 | imbarphinze ozl
ruclke] two fuzed signals wers sspacted in addition to
momnal 2 and 31 aleles, Whersas, only ore fuzed sigral
was detected inaddiion 1o nomal green and red signalks
due ot variant transloontion of 6%;21) in this patient
ieeeFig. 1,a). InMarch 2303, remission'was achisved by
T+2 stardard thermpy. Tevo coume s of interred isbe-dose
dra-C {IDAZ) wae administers d as core olidation tempy
in April 2003, Relap s coourred in Cacember 20032, The
patient disd in a monith. The patents with 1%21) appear
ohare o fvomble iz [10]. Wariarttranslocations
o t3;231)(g22:922) have been reporied including chrome-
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Tabk. Falans chancensks

':““ g‘l age- HE—IF“ llunmh'nlrpngfﬂl:muls Tradnani Surdwal period ;m
_I+I T+ ol e, Harch 2TA% — D camber
{EXT NS IEA | 1; j. H
i“: 534':_1 m H; ”55!;':22':: -%du'zizzd;pﬂlqﬁf 7 +‘!Er I-ID.I-.I:.FL.IE ﬁ Jmﬁll%i]rl mﬂjl:ﬁi:e Dilesd .
i 4" N ﬂt‘."-ﬂ X051, |:r9=i| p!l'!;q!-lqlhl ) i osamibser 2 Chionk

Flots; 7+ 25T - sndand dosa Cyaabing +

mormes regions 23, Sqi, Gg3, 10p15, 12913, 12924,
12q12 14q24, 15q21, 7q22, 18923 ard 20913 [11]. In
this study, 10 our kowlsdiges, we desoribesd o new varian
inchuding 16q 12, Loss of fhas been ob served ac a second-
ary change in particular AWML 2 patients with i) :21). k
haiz been reporied that theloss of Yohromosome can be
rezutral and reloied o the age[12, 12). Ina presicus sbhady,
lows offwas cbsened inall celle camyingvanant g2 2114
ard twocoumes of rmission rduction thempy with A
& + Harukbicin failed. Complete remizsion was achisved
by the subsequent HIDAT administration [11]. Sirilarky,
in our patient, detected loss of chromosores ¥ in 9 of
22 metaphases carmdng ¥ 2 16:21), remizsion imduction
thempy filed. Ramizsion was achisved by subsequent
HIDALC administration buk the patient died becauze of the
sarhy relapes afier sight rmonths. The preseneeof ks of
Wi of 22 retaphases in cur patient supports the ks
of fthatoan be one of the secondarysvert. We ol so have
two ofsr AML-M2 patients whao have 12;21) and lozs
of ' Althcaagh ores of thern ey e petartie induction
chemottempiss uzing 7 + 2and HIDAT + midoxantrors,
b coaddin't achieve rermiszion. Thres seeks after the last
thempy tes patient deed dus 1o intmomnial blesding o
thes otbesroazs, remissionwas achimsoed by T+ 2 induction
ared HIDALZ + mitoantnores reinduotion obemothempiss.
The patient is being el fiollowsd msosiing HIDAC + mi-
tomantmone and HICWE consolidation ohemothempiss.
Faibur of remission with stndand thempy, sarky relapos
and prolonged aphsia period inour caze, who has van-
art13; 21 |, can be explained by presence of the variant
transhooartion and or loss of ¥ H poor re spaon se to therapey
isoonsiders din thece three partients, |ossofioan be have
clinizal importance. However, feimpact on prognosisand
responss to therapy of YV ohromosome kes and variant
tmnslocations remains unoertain.,

Ag. 1, 0. ASH anaysk of AML-M2 patkent whh 18;16;21)
(= e ). Orlyons Lised dgnalwas detecisd N add-
i mormel 8 and 21 alaes ok thia saian rarel o cakon
of 18;21 ) N this panken. Greon, red o

bow s Ky nal s Indlcans
AMLA, ETZ garesand i85 213 respect

i HDWZ — high s
T RCErR oA -0y K bire; FLA G — FIi i rab Ine-cyiarabing- |m.l:q1m1:-r|-:ln.u

Tara birw; DG — e el i dosa Cyvana bins; EFAL — Eoposid-
lwia, |FH - |nir ki o
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Flg. 1, b. Kargoryps of AML-M2 patkent wih 118; 16; 21 6q22.1;
Q13322 11, &rrows Indicane breakpolnis (Case 11

Case 2. InJure 2002, the patient was diagnoesd as
ARL- M. Sinos healsohos splenomegabyand basophiia,
B8 2w - bertmacd b FESH b s oobucks AL FISH reculttans
resgartie. Thee pavtiert reosiesd 7+ 3 mraizsion inducion
chernothesmpy i June 2002, Two weskos after thes finst
therrapy; 7 + 2 standard thempy was mestarbed dus tothe
first induction faikeee. Bemission was achisved with peine-
duation. anetio samiration of bore ramowon. by
1, 2002 remabed 1 2; 22 p21;q 11 2 Fig. 2} Consolidation
chernothempy using HIDAC was ackniistenmd four tine s
indugust, Cotober, Movernber 2002 and inJoruary 3002

‘Whean rlapes coourred on Mamh 25, 2003, in addition to

2221, moncsomy 7 was obserred in the ofogeretio
study of bore mamow. Althcugh fludambine-oytarab-
ine-granulsoyte oclory- stimuliting factor [FLAG 106
therapy waz given, the patient did not achise remission
Evenirrriszion was achisved by EMA chamath erapy, the
patierd died in Mamh 2004 dus o the prolonged aplicia.
In cwr icase, poe o S wo S oon sk rwith te eport
thert thee pre sences of monosamy 7 may resulkin o worse
mespeonseto inductionohemothempyin &ML patismts [14].
Furthesmnom, we report o noses] tnskooation: bebwesn
chmomosome 2 and 22 including these brsakpoints. o
ozt of presicus shudies, 2p21 has besn epored az o
partrer breckpoirt of 1122, On the other hand, 2p21 in-
wnbed ind il rent breakpoirds ofo hromao sore 2including
28, qZ and g2, have beanmeportd nore AML orepri-
rmary mbofbrosis and ore RAER] aremia with
enoe sz ofblasts) case [15). Abhoughthe gene insched in
2p1 is unknown, thers might be an croogene either in
2p21 or 229 1.2 regionin order o domn fusion gere. The
other pozsbilibyis that the appeamnos of this rarmngs-
rresnt may ke resulbting from a genomic instablitywithcut
onoogenio activily of thes eregions. Poor prognoss nour
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case might be explaired by monosomy 7 or pressnos of
2 &2)ip2ig1.2).

I
& bE P il o b
: A I
' ' ' '
K w ] L 1
s = 2} i 4
' . ' - i i
L] -]
" i - 1 .

Fl;. 2 H:r::;:-u:.-pn ol AKL WM patkent with 12225 p2 ;q11.21
Arros [ndl cate breakpoires (Saee I)

Case & 12:10)ig21;925) was detectsd in the oy
togenetio shudy in this patierd who had been diagnosed
as AML-MS in Noveraber 2007 {Fig. 2). The remission
wias hardby achiswved using the counses of 7432 and FLAS
as remizsion induction chemothempies. Baoause of the
neutmophiia obsered afierthe first remission, tosxchde
CHML blastic transtormation 1322 was tested by FISH
technicue. The FISH result was found regaties. 102,10
wias debacied again in bore marmow by 2 Consoldation
thempy using HDWC was given for thres tires in Mamh,
Py ared by 2002, bart patient nelop s after cic rmonthe,
Although wrnicus chromosomal abnormalities b besn
desonbed in AML-MS5, 12 100 q21;925) has revsr besn
dezorbed before. Howener, imsolving 2921 and 10g25
bresakpoinit regions b been reporbed in bukaemiawith
differsm pariner geres. Two genes which hove been de-
sorbe din the 2g21 egionarassooisted with onoogeric
activity. BFAT and GRS genes, located in 2921 region,
might ploy o partresr mobs in fusion gene with anoogenio
activity [¥5]. The possible mle of 10g25 in lsukaemia iz
unknown. it might be spesoulated that possible proto-on-
oogeres in 10q25 could be activabed by a pariner gere in
g2 suchas RENT gere. Inour oo ss, sinos remission was
hardby achisvedand relapze ooourmed, this ramangerent
may be related with unfaromble prognicesis.
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Case 4. The patient was diagnossd 1o hares CRIL
in Decamber 2000 and o- IFM and subs equenthy Giveo
were administersd. 13,22 was observed by FISH in
fugust 2003, Howsver; in the oytogenstio analysis,
unexpacied band patirns wene detsobed onthe end of
qam of shromezoms 2 and chromosomeSp (Fig. 45
T find out the orgins of the s barde on derf9)
and deri]), we performesd M- FISH and the kargobyps
of the patient was designed as 0 1;6;9,22)(p36.1;
p21.2q24; q11). Yarant forms of Ph translocations
ars se=n in 5-108% of CML cases, inoluding simple
and complex variant tansdooations [10]. Akhough it
is gereraly belisved that complex Ph tansloations
have no importance on dsesase prognosis, it is not
=lucidated olearly. Delstions of the flanking region
the 19; 22) breakpoints in CML are assooiated with
poorsr survival. The delstions ooourwith a higher fre-
quency in patisnts with variant Phtmnskcations than
in those with alazsio Ph [T7]. Thersfone; detection of
variant Ph translocation can be important for diseass
maragement. Complen three-way Ph tmnslooations
irvaling chromosomes 1p25.1 and Gp21 have besn
dezcribed before; see http://cgap.nai. nih.geey'chino-
micome Mitelman-Seamh focess ed Cotober 2, 2004
[18, 19]. Howesmr, we desorbed o new translocation
168 2Z20p 36 1:p21. 2g3dq 1] as o variant of the
W22, The case is &il being followed as ohronic
phass CHLinspite of the Glives uss, andthis situation
can be related 1o the complex variam tmnslocation
detectsd inthe patient.
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Conolision. Mewly desoribed chromosomal
abrormakties wene oormlated with dinical course of
the patisris, and the sigrificance of the cytogenetic
findings was emphaszed onos again in this study.
Chrdously, acoumulation of data on rerwchromeos omal
abnomalitee s would provids the understarding of their
molksoular rrerchanizm and theirimpact on prognosis
and traatment of leukasmia.
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Consanguineous mairiages in the province
of Antalya, Turkey
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Tioasess e rends in the Trquescy md the medical eMesc s of ocomaiguinicy in the soath oot of
Twksh populationusisg kocal ond antioml dom in the i 11 yeors. This crez-seciionol siudy was
carreed ont in Mimvgal providce. which i o major boudsm cenier on the Medizmims oomt of
Turkey, The outhors suded Coasanguinscus mumisg2s in rural and arban population in the Mediker-
e m oot Monivgol province, Tudeey, wia o 1500 mndom servey sample of momed conples.
There h beszn @ sigal doaab iacree2 i the liddence of colsmguineous mamisgs: in nral areas
0T since | %9 jn the souibers population of Tudeey, The esuls showed thot the mosi Trecuent
Iype of mamioge was briwesa the finl oosins, It i found that there is oo siob stically significant
dferznce betveon the consmguineous and nos-consanguinsots mordmes in the d ferenl oge
Erotpes, The rezalis wene daoussed on e bosls of sducationnl seius, eoons Tor horeing consngui-
aols mamoges md the geieral madical effecis o well s with the relation of oongealinl malfomma-
Lions. The casom of oomaigrineons unloe in the Mediemies population of Tukey is =il
aairemely high. ond preventive memunes should be done bo decrease (i frequeacy oid msocinked
complization.
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Consnguineous marnages not only have a greaier nsk of producing offspring which aee
homozvgous for & de kterious recessie gene, but also individuals with increass d msoepti-
bility for pohygemic or mulifsctorial dissaes. serility. stil lbinhs, spontansous dborbore,
child deaths, infat monality, as =ell & congenital malformations [8,17,25].

The frequency of corsanguineous marriages has decreased comsiderably ower the past
few years, but such marriages ae stll very common in certain apeas of the world.
Consanguineous marriages can be seen all over the different ethoic aed e ligious groups to
avarying degree. Among Muslims. religious taditiors are the least commaonly cited reason
fior such marriages anvd ingeneral, parenis are the prime decision-makers for marriages of
bath sons and daughvers [12.15].

The screening of consanguinsous marriages in Turkey was first conductad by Savh in
195 and sl constitube & major problem in Todesy and other imeestigations ae summa-
rizad in Table 1. Thess sudies indicaie that the faquency of consanguinscus mamiages
ranged from 11.5% 10 46% oeerall in the sasiern part and that the ratio decreased 1o 11.7%
in the wegern parts of the country [5,22] which is shown in Fig. 1. Stodies on the
prevalence of commanguinity in Antabys region, Mediteraean cozst, were initiated by Gaz
in 1989, The iwial was foursd o be 35 2%, while %9 4% in the rural ard Z5.%% in the urban
meas were observed recently [10].

We_ therefore, decidad to esablish the ratio and the facors irealved in consanguineous
mamiages in Manavgat rear Antaly o whidh is 2 magor wouris m oo oler o the beditemranean
coast of Turke ., We wers expecting 1o find a e level of prevakenc e of conssrguinity in this
region, kecanss of a high kevel of economic development & well & increazing level of

urbanizaticon. We alss comparsd the importance of tee subjsct in terms of health education
ad healih care.

2, Mupterinls ond methods

This cross-sectional siudy was camied out in Manavgat provines on the Meaditemanean
coast of Turkey (near Aagalyal, which bad a total population of 78435 in 2001, There wepe
a total of 359%] unmamied and mamisd women berwsen the ages of 20 and 44
Mo gat, according 1o the Manavgat Health Center records. Por the szlection of samplee,
the cluster-sampling method wis vsed toachisve siatstically significant data [&]. Based on
calculations, the rabe of homegeneity (roh) walue wee 003 the design e ffect was 5.2 and the
standard deviation was 0003, Each clster corsistad of 15 housshalds. The P value s
taken as 35% due to the previons corsanguinity screening sudy in Antalya by Goz in 1989
A wotal of 1500 urban and ruml married women were s2lectad. Those who sere born in
Maavgat were included in the sudy, and sere interviesed by one of the athos at
woman' s home. During @ach home visit a questionnaire = completed, shich included
age, lewel of education, relation with husband, reasons for mamiage with a relatise
reproductive pedormance, oulcome of pregnancy, child destte and congenital malforma-
tions among livirg and dead chikden. Rural areas are definesd as regiors of farming wheps
villages are present: urban aress are the centers of parts of cities. During the survey: atotal
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of 17 individua ks did notanswer the questions which bad mo signi ficant =ffect on the results.
Iy this s mdy, marriages =sere classified ino three: groups; firstcousin macriages (children of
parent . other consanguinity Chalf-firs and the seoond degres consine. distant consanguin-

eols marriages, if known) and nonconsanguineous marriages. The data were hand coded
o processsd by an IBM computer using Bpilnfo version 5.0 and SP35 saristical

programs. Chi square t=st and Smdeni’s test wers uwmed o tea the agnificance of the
resulis.

1. Results

The mesults showed that for BManavgat, Tudesy. the cvenll frequency of coreanguinity
was 24 2% in urban, and 40. 7% in rural aress. and the voal rave of consanguinity was found
to b A3 (Table i, The most frequent consnguinity type = firstcousins: which was
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abont 15.7% in the rural arsss. This was followad by ather consanguinities { 25,07 and
nofi-cans anguinsous mamiagss | 59 %) The frequency of consanguinity in the urban areas
was mch lowsr than that of the ruml arese. Accerding o the sureey. married women
includzd in the sindy fall inis fve age groups whidh are shewn in Table 3. Cwr data show
that there iz no siatistcalby significant difference beiween the comsanguineous ard non-
corEanguinssE marriagss in the different age groups. Younger women married their

Tabda 2
Mumksar ored (recpercy of oo grinscw o sges socording ko mgion
Eegian Frai Pareeni Oihar Pareri  Meoconmpuisesae. Parmt Touwl,
TR EEAL L L TR, a m
] "
Lirbsn T BB 4 155 46 THE B4l P4l
Fural 13 157 = =0 534 ma B iiEim
Tedal 152 IE AT 214 ol .1 12300 ¢ 1 Cau

¥ = 4420 P = 0 K000

Takks 3

Fregpeerecy of eormunguiniiy oo g diferent age groaps of womes

g Fird ccarn Chbeer oo n i seany Men-cona nguirkous
LR ] i riges, VR mamagee. 1 (75

N 210124 Fidh i 1 iad 5

n-: Tl BRI X RN ]

LT 43 71300 A% LR 21T T A

- 43 (1245 A R 2IiaRT

o S0 1A%0 gl N e F LK ]

Tedul BEIZE AT 211 LI NETA N

Tedal,
ekl
1ER il 20

o LY e LA
EzLE

LM ZIE
el (2400
| 5040 (14K 10

¥ =17, P=ias



O, Afper aval S Aanier dr geeaviqur &7 (M) DB 0TE 133

relatives just as much as ol der women did. This also implies that there were po differenes
in mamiage customs during the last 28 vears.

Oin the hasis of educational siaius, our dats showed tha corsanguineos mamiages
decreamed among women with sacondary or higher educarion and was significarzhy in-
aeasad in woman with ooy primary education and were illiverates § Table 4.

The underhying caus=s of inbreading are symmarized in Tablz 5. Family pressure v
determinad as the second main factor in hoth urkan and mral areas of this region.

Baszd on the sureey. reproduciive behavior among women in consaygguinecus |G
cousind @ non-consanguinecus mamiages was compared @ is shown in Table &, The
avermge pregrancies per mother in consanguinecus and non-ooCEanguinecns MEITiages
wepe 289 £ 117 and 2.44 = 116, respectively (f = 500, P = 0000, There were oo
differences inthe mean mmbers of sponiareous abortions and stillbirths betsesn the wo
groups. As can be seen in Table 7, the congenital malformation rate in consnguineons
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mamiages was higher than that of the unrelatad families. The pes of congenital malfor-
mations are summarized in Table &

4. Discussion

Consnguineous mariages socurred among Muslimes, Christians and Hindus b0 a vany-
ing degpee within the sub-groups of each religion. Corsanguineous unions e strongly
preferred in much of west snd south Asa and aleo beve baoth 4 social and an =conomic
impaict in the population groups that practice this type of marriage [2.9,14, 16,23 24].
Genenlly, it i wide by favored in a large majority of the world's [slamic populations, like
Fakistan, India. Minety-nine percent of the Turkish popolation & Muslim, and Islam in
Turkey is a much gentler religion when compared to sther Muslim countries.

Turkey, Aratclia, is & sont of gravitational center beteraen the west and =ast. a point of
junction beteeen contivental Europ: snd Afro-Asian continent. Aratolia & compased of
mainly four regions, each region having different tmditors and family soucure, Thess
have song influences on the prevalence of imbreeding in Twkeey [11L12.22]. Up o daie,
various factors are found to be main reasores for havieg high incidence of consanguinecus
mamiages it Tue=y.

The geneml rale of fraquency on consanguinity rang=s from 11.5% 10 46% in the
Turkish population (Fig. 1). Altbough consanguineous marriage is widespread, it is pa-
ticulaly common in the sastern and south sastern regiors, depending on various factors
such as sociceconomic staius, and strong conservatiee Taditional infleence and origin
(urpublished abs=rvation) [7,12]. Feports to date indicate that the prevalence of consan-
guinecns marriagss is highestin easern Anatolia {040 when compared to the regiors
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of westem Aratolis {1 1-13%). Ulusoy and Tunghilele [22] hawe estimated an 2.3 reduc.
tion beiween the wear in 1968 and 1583 in the oversl] consanguinity rates in the Turkish
population [6.21]. Inboth surveys, the prevalence of consanguinsous uniors appeared bo be
unchanged owver the past 2030 decadas.

As a population characteristic of Turkey, mostof its Meditemapean popu lation had been
living in mmall. Eolaed villages for abont 30 decades. Considerable migmtion bagan from
villages to big cities about 200 vears ago. More interestinghy. the Maditemanean popa lation
of Turkey iz under the influence of seveml factors incloding tourism. ohanization,
economy. farming, etc. As our mirvey is camied oot in Manavzat, Antabya. alow prevalence
of consanguinity v expected towards the year 30060, Due to the previows data published
by Guz in 1989, it was expeced that increasing urbanizmion, vourism, higher kvels of
education, modern irends and smaller familiss would belp o decrease the level of consan-
guinity in Antalva [10]. Although this specific region is mainly under the influznce of
dewe fopment, 4 sigri ficant inorease inthe incidence of corsanguinsows marriages over the
years has teen obsereed [5,10]. However, only few surveys were done o lzam koot the
impact of indusrnal development on corsanguiniy of the Turkish population. This ap-
proadch is worth anahyzing in Tudesy, where industrialimtion was lite in relation to obber
castem European couniries. According to the records of the Turkish Institute of Popa lation
Research Center {TIFRC], the migration to the Meditermnean coast v 2.16% between
the pericd of 1990 and 20030, As Anialya is one of the rapidly growing cities in the
Mediermanean coest of Turkkey when compared o overal] population. the increase rae is
aound 1.85%E, i the same pericd. Cur region, Maney gat provines, undereent indusirial
ad tourist development sarlier than other Medilerransan regions. It has the highe st density
of peop lation and cocupied a central position geographically. As the consanguinity rae is
significantly high, the disadvaniages of the consanguireous marnagss will be undersooed
by time, and the scoromic progress siill has no sffect in thess social aress. unless it will be
s2en in the fuiure gererations (unpublished cbesrvation).

There was no difference in the frequency of consanguinecus mamiages among the
Nd4dyea-old women and their mumber of pregnancies. The taditional costoms did mot
dhange ower the past years and there was oo effect oo the consanguineons marriages. Chur
dats correlaie with the findings of Goz, in Anialva and other sudies in the Tuddsh
population [3.7.10]. However. in Pakistan. which & a sellsodied Muslim country, con-
sEEnineols mamiages wepe found bo be marne frequent a ages below 18 snd having higher
number of pregnanciss, aleo reporied a higher mean number of dyildren, which correlaies
with some of the ioestigations in the Turkish population [15.19]).

Consmnguinedls Uriors e e more cominon amoeng women who are illitzrate or had
only primary level education or living inrural areas and whoss parents were also consan-
guineaus. Our sudy shows that the corssnguinity level significatly decreases among
women with secondary education arnd among university gmduaies. Cr resulis ae con-
firmad by other smdies previously performed in the Tuddsh population [37,19] and
stponghy correlates with otber bMuslim connmies survey resulis [ 14.146.23). Maternal edoca-
tion is srongly ssociated with increase in matemal age and also ope of the major
determinanis for the fuiure of inbreading in most of the populations.

Ulp to dabe, population specific national surveys showed that various factors are playing
a role in consmanguineous umions. One of the main faciors & the lack of mitable makes
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ouiside the famiby. This is due to geogmphical localization like in ruml aress, or culiucal
isolation so that mamiage o arelative may be the only possibility. Most of the consmguin-
eous oolplks more frequenty lived in smaller tosre @ in an extended family eceiron-
ment. Anather important reason is the preservation of property, especially land, snd the
desire to keep it within the family. & third reason is the popular belief that intra-familial
marmiage affers sdvatages interms of compatibility ofthe bride with her hushand's family,
whepe the bride fids it reassuring to mamy into a knosm family background. Family
pressure and Ealling in bove are the major reasors sated for consarguinily in our siody.
Family pressure indicales a coercion by parens to marry e lacives so that properey s kept
within the family. which may ke mainly correlaed with the sconomicsl stins. Findirgs
sugged that corsanguinity is a social conoern for the well e of the family ad daughier.
Economic factors may be more prevalenl in rural areas.

The main risk of non-random marriages, which increasss with the de gree of consmguin-
ity is the expression in te offspring of varions autosomal recessive disorders. This occurs
because both parents may be carriers of the zame delelerious gere. As a resle, such
mamiages have a significant implication for recessive diseases. congenital malformators
ad decreased reproductivity. They also hove both a social and an sconomic impact in the
population groups that practice this type of mardage [17]. With regand to the effect of
corganguinity on repeoductivity, the findings are conflicting . Several authors have reporied
asignificant increase in stenlity and in the rale of abortions_ stillbirths, perinatal losses and
neomatal deaths in corsnguineous families both in Turkey and other Muslim countries
[24. 11 1250). Whereas, others hove found that conssmguinity had either no or anly a
slight. not stavistically significant, effect on thess pammeters. Therefore, our resulis ae
simuilar with ape of the national surveys which was beld in one of the clossst cities in the
Mz dilerransan cosst [7]. Dhiffersnces might b= canzed by misund=rsanding by the mothers
of the definitiors in the questionnaire independent of maternal education. Althoogh the
effectof consanguinity on past reproductive wastags wae not found to bz significart. it v
de finitely associaled with increased incidence of congenital mal formations. The significant
msociation has also been described from other parts of the Busim world [1,213]. Several
studies hove shoem that the pave of congenital malformations among the offspring of
COCEINgUIneols mamiages is approgimately 2.5 times higher than that among the off-
springs of uree labed parenis. A similar rale 2.6 was ohserved in our study [18]{Table 6.
The mal formations which have been found bo be common are as fiollows candiowas oo lar,
those relating to ceniral nervous system. ophthalmic, urogemital. gasmointestiral, skeleial,
mutan=ous abnormalities and also multipls malformations [4].

Iy our sureey, we found that the rave of hemoglobinopathiss a 7.60% for thalasssmia,
0905, fior the carriees of sickle cell apemia ad 14.53% for non-syndromic deafpess and
sprach disorders (Table 7). Somewhat conflicting resuls wer obimined in relation o
reprocuctive wastage, but the cvemll picture suggesied that it has a significant relationship
with the cccumence of vaious congamia | malformations and developmental disorders. As
this is a high ratio for Manaegat, we beliews that 3 gepetic saeening program for camiens is
aritical. This should alkow fior pee marital and prenatal eating, provide prenatal and genstic
coureelling services. and educate as many young people as possble. There were some
restrictions in our study which may affect the resulis. The survey =as camied cut using a
pre-sirucmred questionnaire, distoried aswers to questions, such as not t=lling the tmth
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about hawing a child =with mental retardation and similar others. Moreover. medical reconds
of families in Health centers of Manavgat province were ot available to inclode inoour
study.

[|:|:II conclusion, consaguineons mamiages may bz considered as mn indicabar of madi-
ticnal be haviors, avd are mosdy practised among prople who mamy at a younger age and
with lower educational level. As the corssnguinity distribution is not homogenous all over
the country. the relative carrier frequency of recessive genes is expecied to be higher in the
southem and the eastem pans of Turkkish population. Al health workers, professionals, &
well as family members should be aware of the dangers, and try to reduce the burden of
COPEIN ULy,
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