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ABSTRACT

The breast cancers were placed in first rank among other cancer types in wo-
men, and second rank after lung cancer in terms of death in the World. It is
estimated that this cancer has 20/100.000 frequency in east region and 40-
50/100.000 frequency west region according to present data in Turkey. Matrix
Metalloproteinase (MMP), proteolytic enzymes involve in the breakdown of
proteins located in the cell membrane and intercellular matrix such as col-
lagen, elastin, proteoglycans, and gelatin. The tissue inhibitors of metallo-
proteinases (TIMPs) are proteins which are specific and natural inhibitor for
MMPs. Its primary tasks regulate the activation of MMPs by suppress. The
destruction of the balance between MMPs and TIMPs, may lead the emer-
gence of pathological processes. In this study, the effect of TIMP2 (-418) G/C
andTIMP2 (303) G/A polymorphisms in breast cancer patients in Turkish po-
pulation were analyzed by Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP).The statistically significant difference was
found between the control group and patients with breast cancer. However it
is found that TIMP2 (303) GA genotype increases the risk of developing breast
cancer at 1.486fold (p=0519), TIMP2 (-418) CC genotype increases the risk of
developing breast cancer at 3.719-fold (p=0.519). In our knowledge, this study
is the first to evaluate the relationship between breast cancer and TIMP2 gene
polymorphisms in Turkish population. Our results show that there is no any
association between breast cancer and TIMP2 gene polymorphisms in the com-
munity which is represented by our study and control groups. It was concluded
from results that TIMP2 (303) GA genotype ile TIMP2 (-418) CC genotype may

create the susceptibility to breast cancer.
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OZET

Diinyada meme kanseri, kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda ilk sirada,
kanser nedeniyle olusan oliimlerde ise akcider kanserinden sonra ikinci
sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de mevcut verilere gore, dogu bolgelerimizde
20/100.000, bat1 bélgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir sikligin oldugu
tahmin edilmektedir. Proteolitik enzimler olan Matriks Metalloproteinaz
(MMP)’lar temel olarak hiicre membranindaki ve hiicreler arasi matrikste
bulunan kolajen, elastin, jelatin ve proteoglikan gibi proteinlerin yikiminda
gorev alirlar. Matriks metalloproteinazlarin doku inhibitérleri (TIMP) ise MMP
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enzimlerinin 6zgiil ve dogal inhibitorleri olan proteinlerdir.
Oncelikli gérevleri MMP’leri baskilamak ve aktivasyonlarinm
diizenlemektir. MMP ve TIMP’ler arasindaki bu dengenin
bozulmasi patolojik siireclerin ortaya ¢ikmasina sebep ola-
bilmektedir. Bu calismada TIMP2 (-418) G/C ile TIMP2 (303)
G/A polimorfizmleri ile Tiirk toplumundaki meme kanseri
arasindaki iliskisi Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP) yontemiyle ince-
lendi.Yapilan istatistiksel analizler sonucunda meme kanseri
hastalari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamistir. Fakat TIMP2 (303) GA genotipi, meme
kanserine yakalanma riskini 1,486 kat (p=0.519), TIMP2 (-418)
CC genotipinin meme kanserine yakalanma riskini 3,719 kat
arttirdigr bulunmustur (p=0,519). Bu calisma literatiirde tes-
pit ettigimiz kadariyla Tiirk toplumunda meme kanserinde
TIMP2 gen polimorfizmlerini arastiran ilk ¢alismadir. Elde
ettigimiz sonuclara gére TIMP2 (303) GA genotipi ile TIMP2
(-418) CC genotipinin meme kanserine yatkinlik olusturdugu
diistiniilebilir.

Anahtar kelimeler: TIMP2, Meme Kanseri, Polimorfizm

GiRIiS

Kanser, birden fazla genetik ve epigenetik faktorun etkisi-
yle cok asamali olarak kalitsal ve sporadik mutasyonlarin
birikmesiyle ortaya ¢ikan bir genetik hastaliktir (1). Genel
olarak kanser nedenli 6limlerde akciger kanserinden son-
ra ikinci sirada yer alan meme kanseri, kadinlarda goriilen
en sik kanser tiridir. Kadinlarda ise kanser oliimlerinin
basinda gelmektedir (2,3). Meme kanseri yaygin olmasina
karsin, genellikle yavas bir gelisme hiz1 gosteren ve tanisi
erken yapildiginda oldukca basanli tedavi sonuclan elde
edilebilen ve olum oran1 azaltilabilen bir kanser turudur
(4). Dunya genelinde 2008 yilinda 1,38 milyon yeni meme
kanseri vakasi rapor edilmistir. Vaka sayisi artmasina
karsin meme kanseri kaynakli 6lum orani dismeye devam
etmektedir. Bunun baslica sebepleri gelisen gorintule-
me teknikleriyle erken tam ve tedavi yontemlerinin
gelismesidir (5). Literaturde Turkiye’de ki meme kan-
seri sikligl, dogu bolgelerimiz icin 20/100.000, bat1 bol-
gelerimiz icin ise 40-50/100.000 oraninda oldugu tahmin
edilmektedir (6). Hucre disi matriksin en az bir kompo-
nentini proteoliz edebilen Matriks Metalloproteinazlar
(MMP)’ler, 21’den fazla lyesi olan cinko bagimli endo-
peptidaz enzim ailesidir. MMP’ler baslica kollajen, elas-
tin, jelatin ve proteoglikan gibi ekstraselular matriks
bilesenlerinin yikimindan sorumludurlar. Boylece MMP’ler
metastazin onemli bir basamagi olan hiicre gocinii
kolaylastinirlar (7). Bunun yam sira; hiicre buyumesinde,
farklilasmasinda, apoptozisde, invazyonda ve timorlerde-
ki angiogenez’de bir takim roller Ustlenmislerdir. TIMP’ler
ise dokulardaki MMP’lerin 6zgiil ve dogal inhibitorleri olan
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proteinlerdir. Oncelikli gorevleri MMP’leri baskilamak ve
aktivasyonlarim1 diizenlemek olan TIMP’ler hucre disi
matriksin depolanmas1 ve yikimi arasindaki dengenin
surdurulebilmesinde anahtar rol oynarlar. TIMP’ler hem
proMMP’lerin hem de MMP’lerin cinko baglanma bolgel-
erine baglanarak aktif olanlarin aktivasyonunu diizen-
lerler aktif olmayanlarin ise aktivasyonunu engelleyerek
malign timoriin biylimesini, invazyonunu ve metastazinm
inhibe ederler (8,9,10). TIMP ailesinin bilinen dort
tane lyesi (TIMP1, TIMP2, TIMP3, TIMP4) vardir (8). ilk
kez melanom hiicrelerinden izole edilen TIMP2, 21 kDa
agirliginda olup, non-glikolize bir proteindir. TIMP-2 geni;
17q25.3 kromozomu Uzerinde yer alir ve 5 ekzon icerir ve
83 kb uzunlugundadir. Bugiine kadar yapilan calismalarda
TIMP 2 genlerindeki baz1 polimorfizmlerin bircok kanser
tliriinde etkili oldugu gosterilmistir (11).

Meme kanseri, etiyolojisinde genetik ve epigenetik fak-
torlerin rol aldigi multifaktoriyel bir hastalikti. Meme
kanserine genetik yatkinligin belirlenebilmesi ve olusma
riskinin tahmin edilebilmesi icin etiyolojisinde rol alan
polimorfik genotiplerin acikliga kavusturulmasi gerekme-
ktedir. Boylece erken tan1 konabilecek ve meme kanseri
kaynakli mortalite azaltilabilecektir. Bu amaca uygun
olarak bu calismada TIMP2 (-418) G/C ile TIMP2 (303)
G/A polimorfizmlerinin Turk toplumundaki meme kanseri
hastalarinda etkin rol oynayip oynamadigi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
(PZR-RFLP) yontemiyle incelendi.

GEREG ve YONTEM

Calismaya Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali tarafindan meme kanseri tams1 konulmus
52 hasta ve meme kanseri disinda baska sebeplerden ope-
re edilen meme kanseri olmayan 53 olgu kontrol grubu
olarak dahil edildi. Dokularin tamam Diizce Universitesi
Tip Fakiiltesi Anabilim Dali laboratuvarindan temin edil-
di. Olgulann sosyademografik bilgileri kayit edilmistir.
Parafin bloklardan 2X5p’lik kesitler alinarak DNA izolas-
yonu, analytik jena blackPREP FFPE DNA kit (Almanya)
yardimiyla yapilmistir. Kisaca, parafin bloktan alinan
kesitler tizerine QPT soliisyonu ve Proteinaz K eklenerek
belirli sicakliklarda inklibe edildi. Santrifiij sonras1 su-
pernatant filtreye alind1 lizerine SBS eklendikten sonra
santrifuj edildi. Filtre MS soliisyonu ile iki defa yikandi.
Daha sonra filtreye elution tampon cozeltisi ilave edilip,
santrifiij edilerek DNA elde edildi (12). TIMP2 genindeki
(-418) G/C ile TIMP2 (303) G/A polimorfizmleri, PZR-
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Table 1. TIMP2 polimorfizmlerinde degerlendirilen bireylerin histopatolojik ve demografik 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=53) Hasta (n=52) Tek degiskenli analizler Lojistik regresyon
Sayi % Sayi % P OR P

Cinsiyet K 35 66,0 51 98,1 0,0001 19,5 0,006

E(referans) 18 34,0 1 1,9 - -
Timor Derecesi Dusuk - - 4 14,8

Orta - - 16 59,3

Yiksek - - 7 25,9
TUmor tipi Invaziv duktal - - 38 80,9

Invaziv lobuler - - 7 14,9

Musinoz lobdler - - 1 21

Tubulo lobiler - 1 21 - -
Sigara Yok (referans) 33 70,2 37 71,2 0,918 1,00

Var 4 29,8 15 28,8 0,42 0,31
RFLP yontemiyle analiz edildi. TIMP2 (-418) G/C bol- BULGULAR

gesi PCR icin forward 5’-CGTCTCTTGTTGGCTGGTCA-3’
ve reverse 5’-CCTTCAGCTCGACTCTGGAG-3’ primerleri
kullanildi. Olusan 304 bazlik PZR iriini Aval (Fermantas)
enzimi ile 37 "C’da inkiibe edildi. TIMP2 (303) G/A bol-
gesi PCR icin forward 5’-TAGGAACAGCCCCACTTCTG-3’
ve reverse 5’-CCTCCTCGGCAGTGTGTG-3’ primerleri
kullanildi. Olusan 304 bazlik PZR uriint TspRI (Fermantas)
enzimi ile 65 “C’da inkibe edildi. (13). Kesim uriinleri
agaroz jelde yirutilerek sonuclar kaydedildi.

TIMP2 (-418) G/C polimorfizmi icin kesim sonucunda 253,
51 bazlik bandlar goriintiyorsa CC genotipi, 230, 51 ve 23
bazlik bandlar goruniyorsa GG genotipi, 253, 230, 51 ve
23 bazlik olmak lizere 4 band goruiniiyorsa CG genotipi
olarak belirlendi. TIMP2 (303) G/A polimorfizmi icin kes-
im sonucunda 119 bazlik tek band goriinilyorsa AA geno-
tipi, 103 ve 16 bazlik iki band goriiniiyorsa GG genotipi,
119, 103 ve 16 bazlik olmak uzere 3 band goriiniiyorsa GA
genotipi olarak belirlendi. Istatistiksel degerlendirme
icin SPSS 17.0 paket programi kullamlmistir. Gruplar
arasinda sayisal degiskenlerin karsilastirilmasinda stu-
dent’s t-testi, kategorik veriler icin ise Ki-kare testi
yapildi. Tim degiskenlerin birlikte iliskisi Lojistik reg-
resyon analizi ile kontrol edildi. Betimleyici deger
olarak ortalama z standart sapma ve oranlar verildi. P
degeri 0.05 diizeyi anlamli seviye olarak kabul edildi.

TIMP2 (303) G/A ve TIMP2 (-418) G/C polimorfizmleri
calismaya dahil edilen meme kanseri tanist konmus 52
hasta ve herhangi bir kanser tanis1 konmamis 53 saglikli
bireye ait histopatolojik ve demografik 6zellikleri Tablo
1’de gosterilmistir. Hasta grubunun 51 (%98,1)’inin
bayan, 1 (% 1,9)’inin erkek oldugu tespit edildi. Kontrol
grubundaki bireylerin ise 35 (%66)’U bayan, 18 (%34)’i
erkekti. Calisma grubundaki bireyler sigara kullanim
acisindan degerlendirildiginde 37 (% 71,2)’sinin sigara
kullanmadigi, 15 (% 28,8)’inin sigara kullandig1 tespit
edildi. Kontrol grubundaki bireylerin ise 33 (% 70,2)’nun
sigara kullanmadigi, 14 (% 29,8)’niin ise sigara kullandig
tespit edildi. Histopatolojik ozelliklerden timoriin his-
topatolojik tiirii acisindan degerlendirildiginde; invaziv
ductal karsinomlu 38 (% 80,9), invaziv lobuler karsinom-
lu 7 (% 514,9), misinoz lobiiler karsinomlu 1 (% 2,1),
Tubulo lobuler karsinomlu 1 (% 2,1) birey oldugu tespit
edildi. Tumor derecesi agisindan degerlendirildiginde
ise disuk dereceli timori olan 4 (%14,8), orta dereceli
tumori olan 16 (% 59,3), yuksek dereceli timoru olan
7 (% 25,9) birey oldugu tespit edildi (Tablo 1). Meme
kanseri hasta grubu bireyleri 22-89 yas araliginda olup,
yas ortalamasi 51 + 14,3 olarak bulundu. Kontrol grubu
bireyleri ise 26-75 yas araliginda olup, yas ortalamasi
49 +11,6 olarak bulundu (Tablo 2). Hasta ve kontrol

Tablo 2. TIMP2 polimorfizmlerinde degerlendirilen bireylerin yas 6zellikleri

Ozellikler Kontrol (n=53) Hasta (n=52) Tek degiskenli analizler Lojistik regresyon
Ort+SD Min-Max Ort+SD Min-Max P OR P
Yas 49 +11,6 26-75 51 14,3 22-89 0,428 0,982 0,355
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Tablo 3. TIMP2 (303) G/A polimorfizmini acisindan degerlendirilen bireylerin genotip dagilimlar

Genotip Kontrol (n=52) Hasta (n=44) Tek degiskenli analizler Lojistik regresyon
Say1 % Say1 % P OR P

GG (referans) 41 78,8 34 77,3 - -

GA 11 21,2 10 22,7 0,523 1,486 0,519

AA - - - - - -

grubu bireyleri TIMP2 (303) G/A polimorfizmi acisidan
incelendiginde; hasta grubunu olusturan bireylerin 34 (%
77,3)’linlin GG alleli, 10 (% 22,7)’nun GA alleli tasidig
tespit edildi. Homozigot A alleli ise tespit edilemedi.
Kontrol grubunu olusturan bireylerin 41 (% 78,8)’inin
homozigot G alleli, 11 (% 21,2)’nin GA alleli, tasidig
tespit edildi. Homozigot A alleli ise tespit edilemedi.
Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucu calisma ve kon-
trol grubundaki bireylerin genotip dagilimlan arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi fakat hete-
rozigot GA genotipine sahip bireylerin meme kanserine
egilim gosterdigi bulundu (OR=1,486 p=0.519). Sonuclar
Tablo 3’te gosterildi. Hasta ve kontrol grubu bireyleri
TIMP2 (-418) G/C polimorfizmi acisidan incelendiginde;
hasta grubunu olusturan bireylerin 18 (%39,1)’inin GG
alleli, 14 (%30,4)’unun GC alleli, 14 (%30,4)’lnun ise CC
alleli tasidigi tespit edildi. Kontrol grubunu olusturan bi-
reylerin 20 (%40,8)’sinin GG alleli, 24 (%49,0)’Uniin GC
alleli, 5 (%10,2)’inin ise CC alleli tasidig1 tespit edildi.
Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucu calisma ve kon-
trol grubundaki bireylerin genotip dagilimlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0,32).
Fakat homozigot CC genotipine sahip bireylerin meme
kanserine karst yatkinlik olusturdugu bulunmustur
(OR=3,719). Sonuclar Tablo 4’de gosterildi.

TARTISMA

Proteolitik enzimler olan MMP’ler temel olarak hucre
membranindaki ve hiicrelerarasi matrikste bulu-
nan kolajen, elastin, jelatin ve proteoglikan gibi
proteinlerin yikiminda gorev alirlar. Boylece hiicre
dist matriks bilesenlerini parcalayarak, tumor in-

vazyonunu kolaylastirdigi boylece metastaz riskini
arttirabilmektedir (7). TIMP’ler ise MMP enzimlerinin
o6zgiil ve dogal inhibitorleri olan proteinlerdir. Oncelikli
gorevleri MMP’leri  baskilamak ve aktivasyonlarini
diizenlemektir. MMP ve TIMP’ler arasindaki bu dengenin
bozulmas1 patolojik sureclerin ortaya ¢ikmasina sebep
olabilir. TIMP proteinlerinde en cok arastirilan TIMP2 ge-
ninin basta prostat kanseri (14) olmak lizere pankreas
kanserinde (15), kolorektal kanserde (16), agiz kan-
serinde (17) ve yumurtalik kanserinde (18) rol aldig
bulunmustur.

Srivastava ve arkadaslan TIMP2 (303) C/T ve TIMP2
(-418) G/C, polimorfizmlerinin prostat kanseri uzerine
etkisini incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda TIMP2
(-418) G/C prostat kanserini baslatici etkisinin olmadig
fakat gelistirebilecegi sonucunu elde etmislerdir. Ayrica
MMP2 (1306T, 735C) genotip kombinasyonunun pros-
tat kanseri riskini 1,5 kat, TIMP2 (-418G, 303T) geno-
tip kombinasyonunun ise 1,8 kat artirdigini tespit
etmislerdir (19). Park ve arkadaslar TIMP2 ve MMP2 spe-
sifik tek nikleotitlik polimorfizmlerinin kolorektal kan-
serinde tumor olusumu ve biyoloji davranisi Uzerine et-
kisini incelemislerdir. Calismalar sonucunda istatistiksel
olarak anlamli bir sonuc elde edememislerdir (20). Wu
ve arkadaslart MMP2 ve TIMP2 gen genotiplerinin gastrik
kanseri Uzerine iliskilerini incelemislerdir. Calismalar
sonucunda istatitiksel olarak anlamli bir sonuc elde
etmemelerine ragmen TIMP2 G/G genotipinin serosal
invazyonu (OR=1.89, p=0.009), lenf nodu metastazi
(OR=2.19, p=0.021), lenfatik invazyon (OR=2,87,
p=0,016) ve venoz invazyonu (OR=2,65, p=0,033) ile
iliskili oldugunu tespit etmislerdir (21). Bizim ¢alisma da
ise TIMP2 (303) G/Aile TIMP2 (-418) G/C tek nukleotitlik

Tablo 4. TIMP2 (-418) G/C polimorfizmini acisindan degerlendirilen bireylerin genotip dagilimlari

Genotip Kontrol (n=49) Hasta (n=46) Tek degiskenli analizler Lojistik regresyon
Say1 % Say1 % P OR P

GG (referans) 20 40,8 18 39,1 - -

GC 24 49,0 14 30,4 0,32 0,418 0,185

cc 5 10,2 14 30,4 3,719 0,038
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degisimler incelenmistir. Yaptigimiz istatistiksel anali-
zler sonucunda calisma ve kontrol grubundaki bireylerin
genotip dagilimlan arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamistir. Fakat TIMP2 (303) GA genotipi,
meme kanserine yakalanma riskini 1,486 kat (p=0.519),
TIMP2 (-418) C/C genotipinin meme kanserine yakalan-
ma riskini 3,719 kat arttirdig1 bulunmustur (p=0,519). Bu
calisma daha cok bireyler iceren gruplarla tekrarlanmasi
durumunda daha kesin sonuclar alinacaktir.
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