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ABSTRACT
MSc. Thesis

DETERMINATION OF RASSF1A GENE PROMOTER METHYLATION LEVEL
IN TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER

Sevilay TOKMAKOGLU
Kastamonu University
Institute of Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Asuman OZGOZ

In sporadic human malignancies, RASSF1A is one of the tumor suppressor genes
that most frequently undergo methylation. Hypermethylation of the highly frequent
RASSF1A promoter association with cancer pathogenesis and a more aggressive
clinical phenotype has been reported in many different malignancies.

Triple negative breast cancer shows a more aggressive phenotype than other breast
cancers and when the literature is investigated, strong findings are found that
RASSF1A promoter hypermethylation is effective in breast cancer tumorigenesis.
When considered together, RASSF1A methylation status may be a good potential
biomarker for clinical assessment of cancer risk and prognosis.

The purpose of this study is; determination of RASSF1A promoter methylation status
in triple negative breast cancer.

This study included 37 patients with triple negative breast cancer and 29 control
group individuals. DNA methylation analysis was performed in formalin-fixed
paraffin-embedded triple negative breast cancer tissue specimens. Following DNA
isolation and bisulfite application, DNA methylation was analyzed by real-time PCR.
The frequency of RASSF1A gene methylation was %72,2 in the study group of triple
negative breast cancer whereas the frequency was %37,9 in the control group
(p=0,020). The results were similar with previous studies in the literature. In cancer
group, RASSF1A methylation was not associated with histological grade, cancer
stage, lymph node metastasis and tumor diameter.

Key Words: RASSF1A, breast cancer, triple negative breast cancer, DNA
methylation
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1. GIRIS

Meme kanseri; tiim kanser olgularinin %23’iinii ve kanser dliimlerinin %14 iinii
olusturarak, kansere bagli 6liimlerin basini ¢eken ve kadin sagligini olumsuz yonde

etkileyen dnemli ve sik goriilen bir kanser tiirtidiir (Eliyatkin, 2015).

Diinya saglik orgiitii, 2014 tiim diinyada 1 670 00 yeni teshis konulan meme kanserli
kadin oldugunu, meme kanserinin kadinlarda goriilen kanserlerin 4’te 1’ini
olusturdugu bildirmistir. Gelismis tilkelerde kandinlarda meme kanseri goriilme orani
1/7 olup; meme kanseri gelismekte olan {lilkelerde artmakta ve gelismis olan
tilkelerde azalmaktadir. 2030 yilinda tiim meme kanserlerinin %7’ sinin, gelismekte

olan tilkelerde goriilecegi ongodriilmektedir (URL-1).

Ulkemizde 2014 yilinda 50 ile 69 yas arasindaki kadinlarin %44,5, 25 ile 49 yas
arasindaki kadinlarin ise %40,4’iine meme kanseri tanis1 konulmustur. Meme kanseri
evreleri incelendiginde T.C. Saghik Bakanligi, Halk Sagligi Genel Mudiirligi veri

tabaninda yer alan invaziv vakalarin %11,1°1 ileri evrededir (URL-1).

Kadinlarda ilk adet gérme yasi, dogum yapma ve dogum sayisi, adetten kesilme,
emzirme siiresi, infertilite, hormon replasman tedavisi alma, beslenme aligkanliklar
gibi durumlarin meme kanserinin insidans hizini artirdigr bildirilmektedir. Meme
kanseri kadinlarda goriilen kasnsere bagli 6liimlerin %20’sini kapsamaktadir (Kogak
vd., 2011).

1.1. Memenin Anatomi ve Fizyolojisi

Meme, anterior toraks duvarinda lokalize, 2 ve 6. kostalar arasinda yer alan medialde
sternum kenari, lateralde ise on-orta aksiller ¢izgiye kadar uzanan, pektoralis major
kas1 iizerinde yerlesmis apokrin bir bezdir (Rosen, 2001). Memenin ¢ap1 siiperior-
inferior dogrultuda 10-12 cm biiyiikliiglindedir. Santral bolgede kalinlig1 en fazla 5-7
cm’dir. Emzirme siiresinde olmayan bir memenin agirhigr 150-200 gram, emzirme

stiresinde ise 400 ile 500 gram arasindadir. Kadinlarda memenin boyutlari ve sinirlar



gebelik, emzirme, sismanlama, zayiflama ve yas gibi nedenlerle degisiklik

gosterebilir (Sharkley, Allred ve Volente, 1996).

Meme, siiperfisyal fasya adi verilen yapinin igindedir. Siiperfisyal fasya siiperiorda
servikal fasya, inferiorda Cooper fasyasi ile devam eder. Meme dokusu pektoral
fasyanin tarif edilen sinirlart diginda da goriilebilir. Hipodermisten meme
parankimine uzanim gosteren Cooper ligamentleri olarak adlandirilan fibroz

katlantilar, memenin anatomik lokalizasyonunu destekler (Sharkley, Allred ve

Volente 1996).

Meme basini gevreleyen areola yaklasik 2-6 cm boyutunda olup, 2. ve 6. kostalarin
orta kismina denk gelen 4. kosta hizasinda yerlesmistir. Bu bolge meme derisinden
daha fazla pigment igerdigi i¢in koyu renktedir. Areola renginin koyuluk diizeyi
Ostrojen seviyesiyle iliskili olup Ostrojen seviyesi arttikca koyuluk artar.
Montgomery bezlerinin duktuslarinin agildigi montgomery tiiberkiilleri areolada yer

alir (Kalayci, Acarli ve Demirkol, 2002).

Memenin iist-dis kadrani, diger kadranlara gére cok daha fazla glandiiler elaman
icerdigi icin, benign ve malign meme tiimorleri bu kadranda goriilme sikligi daha
yiiksektir. Meme dokusunun koltuk altina dogru olan uzantisina “Spence’in aksiller
kuyrugu” denilir. Spence’in aksiller kuyrugu, derin fasyayr “Langer Deligi” olarak
adlandirilan bir araliktan gecerek, aksillaya kadar uzanir. Bu nedenle memede olusan
tim fizyolojik ve patolojik durumlar, aksiler kuyrukta da kendini gosterir (Spart ve
Tabin, 1995).

Meme dokusu asiniisler, duktuslar ve stromal elamanlardan olugsmustur. Memenin
salgi yapan birimleri olan asiniislerin i¢i, kiiboid epitelle désenmistir. Asiniislerin
dist bag dokusu, kan damarlar1 ve lenf damarlari ile ¢evrilmistir. Asiniisler lobiilleri,
lobiillerde bir araya gelerek loblari meydana getirirler. Epitelyal parankim her biri,
ayri bir salgi kanali ile meme bagina agilan 15-20 lobdan olusur. Her lob 20-40 kadar
lobiil igerir. Dolayisiyla her duktus bir meme lobunu, yani 20-30 kadar lobiilii drene
eder. Her bir lobiilde sayilar1 20 ile 80 arasinda degisen asiniisler bulunur. Asiniisler

toplayict duktus cevresinde toplanmistir. Meme glandinin esas yapisal birimini



lobiiller olustururlar. Lobiillerin sayis1 gen¢ kadinlarda daha fazla olmakla birlikte
daha biiyiik goriiniime sahiptirler. Lobiillerin sayis1 kadinlar adetten kesildikten sonra

azalir ve her biri yalnizca birkag asini iceren kii¢iik liniteler sekline doniisiir (Spart ve

Tabin, 1995).

Memede siit kanallar1 sistemi, asiniislerin birleserek terminal duktus adi verilen bir
kanala agilmasiyla baslar. Terminal duktus intralobuler ve ekstralobuler olmak iizere
iki segmentten olusur. Birkag¢ lobiiliin terminal duktuslarinin birlesmesi ile laktifer
duktuslar olusur. Bu duktuslar birbirlerine yaklasarak meme basina dogru ilerler ve
subareolar bolgede laktifer siniis olarak isimlendirilen bir dilatasyon gosterirler. Bu
laktifer siniisler, ampulla adi1 verilen ¢ok katli yass1 epitel ile ortiilii son kisim ile

meme basindan disar1 acilirlar (Spart ve Tabin, 1995).

Subsegmental ve terminal duktuslar laktifer duktuslar dallanmasiyla olusurlar.
Terminal duktuslar, gevsek bir bag dokusu stroma ile ¢evrelenmislerdir. Memenin
fonksiyonel olarak en aktif boliimii olan terminal duktal-lobiiler {inite (TDLU), kisa
terminal duktus boliimiinden ve asiniisten (alveol) meydana gelir. Laktifer duktuslar,
orifislerine yakin boliimlerde stratifiye skuamoz epitelyum ile doselidirler. Duktusu
doseyen epitel, laktifer siniis icerisinde iki sirali kiiboidal hiicrelerden olusan bir
yaptya doniisiir. Duktus sisteminin geri kalani tek sirali kolumnar ya da kuboidal
epitel hiicreleri ile doselidir. Epitel hiicreleri, bazal membran {izerinde yerlesim
gosterirler. Bazal membranin i¢ tabakasi bazal lamina adi alir (Topuz, Aydiner ve

Dinger, 2003).

Meme dokusunda, tubulo alveolar glandlarin sekretuar hiicreleri, duktuslarin epitel
ve myoepitel hiicreleri, bazal lamina iizerindedirler. Myoepitel hiicreleri, epitel
hiicreleri ile bazal membran arasinda bir tabaka olustururlar. Bu hiicreler sekretuar
bolgelerde de mevcut olmakla birlikte, genis duktuslarda daha belirgindirler.
Memenin sekretuar kismi, hamilelik ve emzirme dénemlerinde ve yasa bagh olarak
degisim gosterir. Inaktif glandda, glandiiler komponent azdir. Bu boliim hemen
hemen sadece duktal elemanlardan olusur. Menstrual siklus (adet dongiisii) sirasinda,
inaktif meme dokusu hafif derecede degisime ugrar. Menstrual siklusun erken

donemlerinde, duktuslar liimen icermezler, kordlar seklinde uzanirlar. Ostrojen



uyarist altinda, ovulasyon (yumutlama) doneminde sekretuar hiicreler yiiksek
kolumnar sekle doniisiirler, asiniis liimenlerinde az miktarda sekresyon goriilmeye
baslar ve bag dokusunda siv1 ve lipid birikimi meydana gelir. Daha sonra, hormonal

uyar1 gerilediginde gland inaktif haline geri doner (Topuz, Aydiner ve Dinger, 2003).

1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, memenin duktus veya lobiillerini 6rten epitelyal hiicrelerin malign
proliferasyonudur. Kansere bagli oliimlerin akciger kanserinden sonra ikinci sik
nedeni meme kanseridir. Kandinlarda en sik goriilen kanser ¢esidi olmakla birlikte
kadinlarda goriilme oran1 %22’dir. Gelismis iilkelerde bu oran daha da artmakta olup

%26’ya kadar ¢gikabilmektedir.(Parkin ve ark., 2000).

WHO (World Health Organization)’nun raporuna gore her yil diinyada 1 000 000
kadinda meme kanseri gelismekte ve bu hastaliktan 370 000 kadin &lmektedir.
Diinyada meme kanseri goriilme sikligr yillik, ortalama %0,5 oraninda artmaktadir
(Semerci  vd., 2013). Memenin genel anatomik yapisi asagidaki sekilde
gosterilmektedir (Sekil 1.1).

Meme Kanseri

Lenfdigimleri /

L Kanallar

Sekil 1.1. Memenin anatomik yapist (URL-2).



1.2.1. Epidemiyoloji

GLOBOCAN 2012 verilerine gore, Diinya’da 17 milyon kadina kanser tanisi
konmus olup, 521 900 kiside de meme kanserinden dolay1 6liim gergeklesmistir.
Meme kanseri, gelismis iilkelerde en ¢ok 6liime neden olan ikinci kanser tiirii olarak
listeye girmistir. Gelismis tilkelerde meme kanseri insidansi 74,1, mortalite orani ise
14,9 iken; gelismekte olan iilkelerde insidans 31,3, mortalite oran1 ise 11,5 olarak

bildirilmistir. (Torre vd., 2015).

Tirkiye Halk Saghgr Kurumu’nun 2014 yilinda yayinladigi Tiirkiye Kanser
Istatistikleri Raporuna gdére meme kanseri, 2014 yilinda Tiirkiye’de kadinlar arasinda
en sik rastlanan kanser tipidir. 35 yasindan sonra kadinlarda meme kanserine
yakalanma oram1 artmakla birlikte en yiliksek risk grubu 60-64 yas olarak
belirtilmistir. Erkeklerde bu oran oldukca diisiiktiir. Erkeklerde meme kanserinin en

sik goriildiigii yas araligir 70-74 yas olarak bildirilmistir (Giiltekin vd., 2014).

1.2.2. Etyoloji

1.2.2.1. Genetik yatkinlik

Meme kanserinin biiyiik cogunlugu sporadik vakalar olmasina ragmen yaklagik %5-
10°’unda genetik yatkinlik s6z konusudur. Ailesel yatkinliga neden olan genler
BRCA-1 (Breast cancer susceptibility gene 1) ve BRCA-2 (Breast cancer
susceptibility gene 2)’dir. Bu iki gen bolgesinde meydana gelen mutasyonlar, ailesel
meme kanserlerinin 2/3’iinde, tiim vakalarin ise yaklasik %5’inde belirlenmistir
(Osborne vd., 2004; Ponder, 1994). BRCA-1 geni, ovaryum ve meme kanserine
yatkinlig1 arttiran, kromozom 17ql12-21°de lokalize bir gendir. Meme kanseri
hastalarinin %4’tinde BRCA-1 mutasyonu goriilmektedir. 40 yas altinda ortaya ¢ikan

meme kanserlerinin %25°1 BRCA-1 mutasyonu ile ilgilidir.

BRCA-1 geni mutasyonlarini tastyanlarin 50 yasina ulasincaya kadar meme ve/veya
ovaryum kanserine yakalanma olasiligi %60, 70 yasma ulasincaya kadar ise %85

olarak bildirilmistir. 13. kromozomda lokalize olan BRCA-2 geni, ailevi meme



kanserlerinin %70’inden sorumludur ve ayni zamanda erkeklerde de meme kanseri

riskini arttirmaktadir (McKinley vd., 1995) .

1.2.2.2. Yas

Kadinlarda meme kanseri insidansinin, yas ile birlikte artmakta oldugu, menapoza
kadar bu riskin her 10 yilda bir, ikiye katlandi1g1 ve meme kanseri gelisme riskinin 25
yasinda 1/19 608, 55 yasinda 1/33, 75 yasinda 1/11, 80 yasinda 1/8 oldugu
bildirilmistir (Phipps vd., 2010).

1.2.2.3. Dogurganlik, emzirme ve hormonlar

Ostrojen ve progesteron meme kanseri gelisiminde rol oynayan &nemli hormonlar
olarak goriilmektedir. Normal epitelyum hiicrelerinde, Ostrojen reseptdr (ER) ve
progesteron reseptor (PR) bulunmaktadir. Bu hormon diizeylerinin degismesi,
normal epitelyal aktivitenin degismesine neden olabilmektedir. Ileri yaslarda tek
dogum yapan kadinlarda erken yaslarda dogum yapan kadinlara oranla meme
kanserine yakalanma riski 2-5 kat artmaktadir. Bunun yani sira menopoza 55 yasin
iistiinde girmekte meme kanseri riskini arttirmaktadir. Uzun siireli emzirmelerin riski
azaltabilecegi, oral gebelikten korunma yontemlerinin ise meme kanseri gelisim

riskini 1,24 kat arttirdig1 bildirilmistir (Cancer, 2002).

1.2.2.4. Ailesel oykii

Birinci derece akrabasinda meme kanseri olan bireylerin, meme kanserine yakalanma
riskinin 2 kat arttig1 bildirilmistir. Birinci dereceden akrabalarindan iki kiside meme

kanseri olan kisilerde ise risk 4-6 kat artmaktadir (Phipps vd., 2010).

1.2.2.5. Cografi farkliliklar

Kanserin goriilme sikligi, iilkeler arasinda farkliliklar géstermektedir. Kuzey Avrupa
tilkelerinde ve Kuzey Amerika’da meme kanseri goriilme riskinin, diger bolgelere
gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Amerika’da meme kanserinden 6liim orani,

Japonya’ya gore 5 kat daha fazla bulunmustur. Bu farklilikta, ¢evresel faktorlerin



yant sira, diyet ve beslenme aligkanliklarinin da etkili oldugu diisiiniilmektedir (Torre
vd., 2015).

1.2.3. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanseri, histopatolojik siniflandirmaya gore invaziv (infiltratif) ve noninvaziv

(in situ) kanserler olarak ikiye ayrilmaktadir.
1.2.3.1. In situ (Noninvaziv) karsinomlar

In situ karsinomlar, tiim meme kanserlerinin %20-25 kadarin1 olusturlar ve duktal ve
lobiiler olmak {tizere iki tipe ayrilirlar. Eger siit bezlerinde (lobes) olusmuslarsa,
lobular karsinoma in situ ya da kisaca LCIS, siit kanallarinda olusmuslarsa duktal

karsinoma in situ ya da kisaca DCIS olarak adlandirilirlar (URL-4).
1.2.3.1.1. In situ duktal karsinom (DCIS)

DCIS’te meme duktuslari, anaplastik tiimdr hiicreleri ile dolmustur. Nadiren hiicreler
papiller yapilar olusturur ya da meme basina yayilarak, meme basi Paget hastaligina
neden olurlar. Anaplastik hiicreler duktus bazal membranini penetre etmez ve
noninvaziv in situ olarak kalirlar. Yiiksek dereceli olanlarin %40’inda, zamanla

invazyon gerceklesir (Crum vd., 2002).
1.2.3.1.2. In Situ lobiiler karsinom (LCIS)

LCIS, terminal duktus ve duktiillerden gelisir ve bu yapilarda anaplastik timor
hiicreleri goriiliir. Lezyonlar, fibrokistik degisiklikler ile beraber, ya da intraduktal
karsinomlarla beraber, invaziv karsinom alanlarmimn komsulugunda olabilir,
fibroadenom zemininde gelisebilir ve siklikla ¢ok sayida ve bilateraldirler. Ugte
birinde aym taraf ya da karsi tarafta invaziv karsinom gelisir. Genellikle ER ve PR
pozitif ve CERB-B2 negatiftirler ve premenapozal donemde rastlantisal olarak
bulunurlar (Crum vd., 2002).



1.2.3.2. Invaziv karsinomlar
1.2.3.2.1. Invaziv (Infiltratif) lobiiler karsinom

Tiim invazif meme karsinomlarinin %5-15’ini olustururlar ve hormon replasman
tedavisi alan kadinlarda daha sik goriiliirler. Diger invazif meme karsinomlarina

gore, daha yiiksek oranda bilateral ve multifokal olurlar (ilvan, 2006).

1.2.3.2.2. Invaziv (infiltratif) duktal karsinom

Infiltratif duktal karsinom, meme kanserinin en sik goriilen tipidir. Kullanilan
morfolojik kriterlere gore degismekle birlikte, %44-75 siklikla goriiliirler. Invaziv
duktal karsinom, sertligi ve yogun stromast nedeniyle, skirdéz karsinom olarak da
adlandirilir; stroma i¢ine dagilmis yuvarlak, poligonal ya da sikismis ve uniform,
kiigiik, ¢ok az mitotik figlir iceren koyu nukleuslu tiimor hiicre kiime ve
kordonlarindan olusur. Invaziv duktal karsinomda, cevre doku infiltrasyonu, kan
damarlari, perivaskiiler ve perindral alanlarin invazyonu gozlenir (Crum vd., 2002;

Unal, 2006).
1.2.4. Meme Kanserinde Evreleme
1.2.4.1. Titmor nod metastaz (TNM) evreleme sistemi

Klinik evreleme i¢in kullanilan c¢esitli sistemler bulunmaktadir, fakat diinyada ve
iilkemizde en ¢ok kullanilan sistem, Uluslararas1 Kanser Orgiitii (UICC, 1987) ve
Amerikan Kanser Komitesi (AJCC, 1988)’nin belirledigi TNM sistemidir. T; timor

boyutunu, N; aksiler lenf nodlarina yayilimi ve M; uzak bolgelere yayilimini gosterir.

Ocak 2018’de yiiriirliige giren en yeni AJCC sistemi, meme kanseri i¢in hem klinik

hem de patolojik evreleme sistemlerine sahiptir.

T, N ve M'den sonraki sayilar veya harfler, bu faktorlerin her biri hakkinda daha
fazla ayrinti saglamakta ve daha yiliksek rakamlar, kanserin daha ileri oldugu

anlamina gelmektedir (Tablo 1.1.).



Tablo 1.1. TNM Sinmiflandirimas.

. s N: BOLGESEL LENF M: UZAK
T: PRIMER TUMOR NODULLERI METASTAZ

> TX > NX > Mx
> T0 » NO > MO
> Tis > N1 > Ml

e Tis (DCIS) > N2

e Tis (LCIS) e N2a

o Tis (Paget) e N2b
> T1 > N3

e Tlmic e N3a

e Tla e N3b

e Tib e N3cC

e Tlc
> T2
> T3
> T4

e T4a

e T4b

e Ti4c

e T4d

1.2.4.1.1. Meme kanseri icin T kategorileri

0-4 arasinda say1 alan T, ana (primer) tiimoriin boyutunu ve cilde ya da memenin
altindaki go6giis duvarma yayilip yayilmadigmi belirler. Daha yiiksek T sayilari,
memenin yakinindaki dokularda daha biiyiik bir tiimor ve/veya daha genis yayilim

anlamina gelir.

TX: Primer tiimor degerlendirilemez.

TO: Primer tiimdr kanit1 yok.

Tis: Karsinom in situ (DCIS veya iligkili timor kitlesi olmayan Paget hastalig1)

T1 (Tla, T1b ve Tlc’yi igerir): Tiimor 2 cm veya daha kiigtiktiir.

T2: Tiimor 2 cm’den biiyiik, 5 cm’den kiigiiktiir.



T3: Timor 5 cm’den biiytiktiir.

T4 (T4a, T4b, T4c ve T4d’yi igerir): Goglis duvarina veya meme cildine biiyliyen
herhangi bir biiyiikliikteki timorii temsil eder. Enflamatuar meme kanseri de bu

kategoridedir.

T kategorileri sekilde gosterilmistir (Sekil 1.2.).

~: 1:‘; . ;{: w Y

T1 T2 T3 Tg

Sekil 1.2. Meme kanserinde T kategorileri, timdr hiicreleri kirmizi renkte gosterilmistir
(URL-3).

1.2.4.1.2. Meme kanseri icin N kategorileri

N, O ila 3 arasinda bir say1 ile degerlendirilir, kanserin memenin yakimindaki lenf

nodlarma yayilip yayilmadigini ve yayilmis ise kag lenf nodunu tuttugunu gosterir.

NX: Yakindaki lenf nodlar1 degerlendirilemez (6rnegin, daha once ¢ikarilmis

olabilirler).

NO: Kanser, yakin lenf nodlarina yayilmamaistir.

e NO (i +): Kanser yayilim alan1 200'den az hiicre icerir ve 0,2 mm'den
kiigiiktiir. "I +" kisaltmasi, rutin boyamalarda veya immiinohistokimya adi
verilen 6zel bir boyama teknigi kullanildiginda az sayida kanser hiicresinin

(izole edilmis tiimor hiicresi olarak adlandirilir) goriildiigii anlamina gelir.
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e NO (mol +): Kanser hiicreleri koltuk alt1 lenf diigiimlerinde goriilemez (6zel
boyamalar kullanilarak bile), ancak RT-PCR yontemi kullanilarak kanser

hiicrelerinin izleri tespit edilir.

N1: Kanser, 1 ila 3 aksiller (koltuk alt1) lenf noduna yayilir ve/veya sentinel lenf
nodu biyopsisinde, internal meme lenf nodlarinda (meme kemigine yakin olanlar)

¢ok az miktarda kanser bulunur.

e NImi: Kolun altindaki lenf nodlarinda mikrometastazlar vardir. Lenf
nodlarina yayilan kanser alanlar1 en az 0,2 mm'dir, ancak 2 mm'den biiyiik

degildir.

e Nla: Kanser, kolun altinda 1 ila 3 lenf noduna kadar yayilmis ve en az 2 mm

genisligindeki kanser bolgesi olusturmustur.

e Nlb: Kanser, aym taraftaki internal meme lenf nodlarma yayilmistir, ancak
bu yayilim sadece sentinel lenf nodu biyopsisinde goriilmiistir (lenf

nodlarinin genislemesine neden olmaz).

e Nilc: Hem Nla hem de N1b gecerlidir.

N2: Kanser, kolun altindaki 4 ila 9 lenf noduna yayilmis veya kanser, internal meme

lenf nodlarina genislemistir.

e N2a: Kanser, kolun altindaki 4 ila 9 lenf noduna ve en az bir kanser alani 2

mm'den daha biiyiik bir alana yayilmistir.

e N2b: Kanser bir veya daha fazla internal meme lenf noduna yayilarak

genislemesine neden olmustur.

N3: iki durum s6z konusudur:

e N3a: Kanser, en az bir kanser alan1 2 mm'den biiyiik olan 10 veya daha fazla

aksiller lenf bezine yayillmistir veya kanser, infraklavikiiler diigiimler
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altindaki lenf nodlarina yayilmis ve en az bir kanser alan1 2 mm'den daha

biiyiik bir alana yayilmistir.

N3b: Kanser en az bir aksiller lenf nodunda (en az 2 mm'den biiylik bir
kanser yayilim alaniyla) bulunur ve internal meme lenf nodlarin1 genisletir.
Ya da kanser, 4 veya daha fazla aksiller lenf noduna (2 mm'den daha biiyiik
bir kanser yayilim alaniyla) yayilmis ve sentinel lenf nodu biyopsisinde

internal meme lenf bezlerinde ¢ok az miktarda bulunmustur.

N3c: Kanser, 2 mm'den biiylik bir kanser yayilimi alanina sahiptir ve
kopriiciik kemigi (supraklavikiiler diigiimler) {tizerindeki lenf nodlarina

yayilmistir (URL-4).

1.2.4.1.3. Meme kanseri icin M kategorileri

M'in ardindan gelen 0 veya 1, kanserin uzak organlara, ornegin akcigerlere,

karacigere veya kemiklere yayilip yayillmadigini gosterir.

MX: Uzak yayilim (metastaz) degerlendirilemez.

MO: X-iginlarinda (veya diger goriintiileme testlerinde) veya fiziksel muayenede

uzak bir yayilma bulunmuyor.

cMO (i +): Kan ya da kemik iliginde az sayida kanser hiicresi bulunur
(yalmzca oOzel testlerle tespit edilebilir) ya da koltuk alti, kopriiciik
kemiginden uzakta lenf diigiimlerinde kiiciik bir kanser yayilimi (0,2 mm'den

biiylik olmayan) bulunur.

M1: Kanser uzak organlara yayilmistir (cogu kez kemiklere, akcigerlere, beyine veya

karacigere yayilma gostermistir) (URL-4).
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1.2.4.2. Evreleme (stage) sistemi

Meme kanseri evresi, genellikle 0 ile IV arasinda bir 6l¢ek olarak ifade edilir; evre 0,
kendi orijinal yerleri i¢inde kalan invazif olmayan kanserleri ve evre IV ise invazif

kanserleri tanimlar.

Kanser asamalandirmasi asagidaki dort 6zellige dayandirilir;
1. Kanserin biiytikliigi
2. Kanserin invazyon durumu
3. Kanserin lenf diigiimlerinde bulunma durumu

4. Uzak organlara yayilim durumu (URL-4) (Tablo 1.2.).
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Tablo 1.2. Evreleme Sistemi.

EVRE T N M
EVRE 0 Tis NO MO
EVRE 1 T1 N1 MO
T0 N1 MO
EVRE 2A T1 N1 MO
T2 N1 MO
T2 N1 MO

EVRE 2B
T3 NO MO
T0 N2 MO
T1 N2 MO

EVRE 3A
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
EVRE 3B T4 NO, N1, N2 MO
EVRE 3C TX N3 MO
EVRE 4 TX NX M1

1.2.5. Molekiiler Siniflandirma

Son yillarda, meme kanserinin morfolojik siniflandirmasini, meme kanserinin
heterojenligi nedeniyle, tedavi edici stratejileri iyilestirmek ve tiimor davraniginin
daha iyi tahmin edilmesini saglayan molekiiler parametrelerin kullanimi1 artilirmistir.
Perou ve arkadaslari, meme kanserini, mikroarray teknolojisini kullanarak, gen
ekspresyon profillerindeki benzerliklere gore farkli alt gruplara ayirmislardir.
Molekiiler siniflandirma olarak gilincellenen bu yeni siniflandirma, meme kanserinin

biyolojisine yeni bakis acilar1 kazandiracagi ve meme kanserinin terapotik
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yaklagimini etkileyecegi umuduyla, tip ve bilim camiasi tarafindan kabul edilmistir

(Makki, 2015).

1.2.5.1. Luminal A meme kanseri

Luminal A alt tipi tiimérler, ER ve PR-pozitif ve HER2-negatif olup, diisiik Ki-67
protein seviyesi gosterirler. Meme kanserlerinin yaklasik %30-70'i luminal A
timorleridir (Vocud vd., 2010). Luminal A tiimorlerinde, hiicre proliferasyon
aktivitesinin diger alt tiplerden ¢ok daha diisiik oldugu ileri siiriilmektedir, ER-pozitif
olma egiliminde olduklari igin, tedavi genellikle hormon tedavisini igerir. Luminal A
meme kanseri oldukca iyi sag kalim oranlar1 ve oldukca diistik niiks etme oranlart ile
en iyi prognoza sahip olan kanserlerdir (Yanagawa vd., 2012; Metzger-Filho vd.,
2013).

1.2.5.2. Luminal B meme kanseri

Luminal B tiimoérleri, ER ve PR-pozitif olma egilimindedir. HER2-negatif veya
HER2-pozitif olabilirler, yiiksek Ki-67 protein seviyesine sahiptirler (YYanagawa vd.,
2012). Luminal B tiimdrlii kadinlarda, meme kanseri genellikle luminal A tiimdrleri
olanlardan, daha geng¢ yasta teshis edilir. Meme kanserlerinin yaklagik %10-20’si
Luminal B meme kanseridir (Vocud vd., 2010). Luminal B meme kanseri, Luminal
A ile karsilastirildiginda, daha kotii prognoza yol agan faktorlere sahip olma
egilimindedirler, sag kalim oranlar1 daha disiiktiir (Kobalt vd., 2012; Metzger-Filho
vd, 2013).

1.2.5.3. HER2 tip meme kanseri

HER2 molekiiler alt tipi, HER2-pozitif ile ayn1 degildir ve tedaviyi yonlendirmek
icin kullanilmaz. Cogu HER2 tipi tiimorler HER2-pozitif olmakla birlikte, yaklasik
%30’u HER2 negatiftir (Foukas vd., 2013). HER2 tipi tiimorler ER-negatif, PR-
negatif, lenf nodu-pozitif, daha diisiik tiimor evresi olma egilimindedirler. Meme
kanserlerinin yaklasik ylizde %5-15'1 HER2 tiiriidiir (Carey vd., 2014). HER2 tipi
tiimore sahip kadinlar, Luminal A ve Luminal B tiimore sahip olanlardan daha geng

yasta teshis edilebilmektedir (Metzger-Filho vd, 2013) .
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1.2.5.4. Bazal benzeri meme kanseri

Bazal benzeri meme kanserleri; Triple negatif olmayan bazal-benzeri meme kanseri
ve Triple negatif bazal-benzeri meme kanseri olarak iki alt grupta incelenir. Bu alt
tipler, BRCA mutasyonunu takiben, ER/PR negatif kanserlerde, HER2
amplifikasyonu/mutasyonu olusup olusmadigina bagl olarak ayrilir. Triple negatif
olmayan, bazal benzeri meme kanserinde HER2 amplifikasyonu ve ekspresyonu
vardir (Fan vd., 2006). Triple negatif meme kanseri (ii¢lii negatif meme kanseri) ise,
ER-negatif, PR-negatif ve HER2-negatiftir. Agresif davranisi ile bilinmektedir, daha
gen¢ yaslarda ortaya c¢ikar. Bu tiimdrler, metastaz, progresyon egilimi ve spesifik
hedef tedavilerin bulunmamasi nedeniyle daha agresif bir fenotipe ve daha kotii bir

prognoza sahiptir (Howlader, 2014; Yao vd., 2017).

1.2.5.4.1. Triple negatif meme kanseri (TNMK)

TNMK ER, PR ve HER2 ekspresyonu gostermeyen meme karsinomlarini igeren
gruptur. Bu grup tiimorler tedaviye duyarliliklari, biyolojik 6zellikleri, prognozlari
acisindan farklilik gosterirler. Negatifligi tanimlamak icin kullanilan esik degerlere,
teknige ve hasta popiilasyonuna bagl olarak degisen oranlarda tespit edilse de,
TNMK, tiim meme karsinomlarinin yaklasik %10-20’sini olusturmaktadir (Oakman

vd., 2001; Badues vd., 2011).

Histopatolojik olarak TNMK, ¢ogunlukla biiyiik boyutlu, ¢evre dokuyla ekspansif bir
siir olusturan, genis jeografik nekroz alanlarina sahip, yliksek niikleer dereceli,
mitotik aktivitesi yliksek, bez yapist olusturmayan tiimorlerdir. Tiimor gevresinde
lenfoplazmositik hiicre infiltrasyonu, santralinde fibrotik bir odak gozlenir (Thike
vd., 2010) Ancak bu bulgularin hi¢cbiri TNMK i¢in spesifik degildir. Triple negatif

olmayan diger yiiksek dereceli tiimorlerde de benzer 6zellikler gozlenmektedir.

TNMK’nin ¢ogunlugu invaziv karsinom, NST (No special type) morfolojisindedir.
Invaziv lobiiler karsinom, metaplastik karsinom, mediiller karsinom, myoepitelyal
karsinom, apokrin karsinom, adenoid kistik karsinom, néroendokrin karsinom ve
sekretuar karsinom triple negatif 6zellikteki diger histolojik alt tiplerdir (Badve vd.,
2011; Chiorean vd., 2013).
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a. Metaplastik karsinom: Bu grup igindeki timorler, skuamoz hiicrelere ve/veya igsi,
kondroid, ossedz, rabdomyoid gibi mezenkimal komponentlere diferansiye olurlar.
Tim meme karsinomlarinin %0,2-5ini olustururlar. Diislik dereceli adenoskuamoz
karsinom, fibromatozis benzeri metaplastik karsinom, skuamoz hiicreli karsinom,
igsi hiicreli karsinom, mezenkimal diferansiasyon gosteren metaplastik karsinom,
mikst metaplastik karsinom, myoepitelyal karsinom gibi alt tipleri mevcuttur
(Lakhani vd., 2012).

Metaplastik karsinomlarin %90’indan fazlasi1 triple negatif olup, CK5/6, CK14,
EGFR eksprese ederler. Molekiiler olarak ¢cogunlukla bazal benzeri grupta olmakla
birlikte, igsi hiicreli olanlar klaudin-diisiik gruba girerler. Diger TNMK’ye gore
kemoterapiye daha az yanit vermekte ve daha kotii klinik seyir gostermektedirler
(Jung vd., 2010).

b. Mediiller karsinom: Dizgin sinirli, ekspansil invazyon gosteren, sinsityal
bliylime paternine sahip, yliksek dereceli pleomorfik tiimoral hiicrelerden olusan,
cevresinde belirgin lenfoplazmositik infiltrasyon bulunan tiimérlerdir (Lakhani vd.,
2012) Tim meme kanserlerinin %1’inden azimi1 olustururlar. Bu grup tiimorler,
CKS5/6, EGFR, CK14 ekspresyonu gosterebilirler. Molekiiler olarak bazal benzeri alt
gruba dahildirler (Bertucci vd., 2006).

Mediiller karsinomlar; invaziv karsinom, NST ile karsilastirildiginda, daha iyi
prognoza sahiplerdir. Bu durum tiimor cevresindeki yogun lenfoplazmositik
infiltrasyon ile iligkilidir. Ancak mediiller karsinom tanist koymada yasanilan
uyumsuzluk nedeniyle, “mediiller benzeri ozellikler gosteren” teriminin kullanimi
yaygilasmistir. Bu tiimorler, TNMK tedavisinde kullanilan agresif kemoterapotik

ajanlarla tedavi edilmektedirler (Radriguez-Pinilla vd., 2007).

c. Apokrin Karsinom: Apokrin karsinomlar, apokrin hiicre benzeri genis, eozinofilik
sitoplazmali1, biiyiikk niikleus ve belirgin niikleolus igeren tiimoral hiicrelerden
olusurlar. Birgok meme karsinomu alt tipinde apokrin diferansiasyon goriilebilir.
Apokrin diferansiasyon gosteren karsinomlar, genellikle androjen reseptorii pozitif,

ER ve PR negatif olan, siklikla HER2 asir1 ekspresyonu gosteren karsinomlardir.
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Ayrica bu timdrlerde, EGFR ve GCDFP-15 pozitifligine de, siklikla rastlanir. Bu
profildeki tiimorler molekiiler apokrin olarak adlandirip, HER2 grubu ile ortiismekte
iken, apokrin karsinomlarin bir kismi ise HER2 negatif olup, triple negatif gruba
dahildir (Lakhani vd., 2012; Lehmann-Che, 2013). Calismalar bu tiimoérlerin invaziv

karsinom, NST’den daha kotli prognoza sahip olduklarini gostermektedir (Zhang vd.,
2017).

d. Adenoid kistik karsinom: Tikriik bezi, akciger ve derideki aymi isimli tlimore
benzer morfolojide, nadir goriilen, disiik malignite potansiyelli bir meme
karsinomudur. Immiinohistokimyasal olarak triple negatif olup, EGFR asiri
ekspresyonu gosterebilirler. Solid alt tipi, diger alt tiplere gore daha fazla aksiller
metastaz yapma egilimindedir. Lokal eksizyon yeterli tedavi olup, genel olarak iyi

prognozlu kabul edilirler (Lakhani vd., 2012; Hoda vd., 2014).

e. Sekretuar karsinom: Cok nadir goriilen iyi prognozlu bir meme karsinomudur.
Intrastoplazmik sekret iceren liimen formasyonu gosteren tiiméral hiicrelerden olusur
ve solid, tiibiiler ve mikrokistik alanlar igerirler (Hoda vd, 2014). ER ve PR
reseptoOrleri negatif reaktivite gosterir. Genellikle eriskin yasta goriilmekle birlikte,
20 yas oOncesi genglerde ve cocukluk c¢aginda da goriilebilirler. Olduke¢a iyi
prognozludurlar (Tavassoli ve Devilee, 2003).

1.2.6. Epigenetik Mekanizmalar

Etimolojik olarak genetigin iizerinde veya genetik Otesi (epi: lst, {istiinde, genesis:
koken) anlamlarma gelen epigenetik; 1942°de Conrad Waddington tarafindan
“fenotipin olusumunu saglayan genler ile bu genlerin iriinleri arasindaki iliskiyi ve
gelisim esnasinda genotipin, feneotipi nasil olusturdugunu inceleyen biyoloji dali”
olarak tanimlanmistir. Bu tanim Onceleri embriyonik donemdeki gelisim i¢in ifade
edilmis olsa da, bir¢ok biyolojik olayda oOnemli fonksiyonlara sahip oldugu
anlagilmistir (Giirel, Nursal ve Yigit, 2016). Giliniimiizde epigenetik, DNA
metilasyonu ve kromatin yapisindaki kalitsal, ancak potansiyel olarak geri
dondiiriilebilir degisikliklerin neden oldugu gen ifadesindeki modifikasyonlar ifade

eder (Gerhauser, 2012). DNA diziliminde degisikliklere (mutasyon) sebep olan
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genotoksik mekanizmalarin aksine epigenetik mekanizmalar DNA dizilimini
degistirmeden gen ifade seviyesini diizenlemektedir. Birey kendi epigenetik profilini
degistirebilmekte ve olusturdugu epigenetik profili bir sonraki nesile
aktarabilmektedir (Yaykasli, Hatipoglu, Kaya ve Yaykasli, 2012).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik mekanizmalar, somatik
gen terapisinde, klonlamada, transgenik teknolojiler gibi proseslerin yaninda; kanser
biyolojisinde, biyolojik sonuglarin diizenlenmesinde, gelisim, genomik imprinting,
X-kromozom inaktivasyonu, kromozomal stabilite ve gen transkripsiyon regiilasyonu
gibi c¢oklu fizyolojik stirecler icin de gereklidir. Ek olarak, erken c¢ocukluk
doneminde beslenme veya anne davramisi gibi cevresel faktorlerin, epigenetik
degisikliklere neden olabilecegi bildirilmistir (Das ve Singal, 2004; Martin-Subero,
2011).

Epigenetik mekanizmalar, memelilerde normal gelisim ve doku spesifik
ekspresyonunun devamliligi i¢in gereklidir. Epigenetik regiilasyonun bozulmasi,
kanser dahil cesitli hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir. Kanser genetik
ve/veya epigenetik degisikliklerin birikimi ile olusan, cok adimli kompleks bir
hastaliktir. Kanser olusumu onkogenlerin aktivasyonu ve/veya tiimdr baskilayici
genlerin fonksiyon kaybr ile, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime ve metastatik 6zellikler
kazanmasi ile karekterizedir. Kanserde epigenetik diizenlenmenin bozulmas: erken
evrelerde meydana gelir. Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlart ve kodlamayan RNA (ncRNA)’lar olmak iizere ii¢ farkli tipte
siniflanmaktadir (Giirel, Nursal ve Yigit, 2016). Bu mekanizmalar transkripsiyonu
aktive eden ve baskilayan proteinlerin aktivitelerini; DNA ve kromatinde meydana

gelen modifikasyonlari diizenlemektedir (Giingdr ve Unal, 2015).

DNA, ilk etapta histon proteinlerinin etrafina sarilmaktadir. Bu protein-DNA
kompleksleri yan yana gelip niikleozomu meydana getirirler ve niikleozomlar
kromatin olarak organize edilirler. Kromatin yapisindaki degisikler, gen ifadesini
kontrol eder: kromatin yap1 sikilasip yogunlastiginda genler inaktive olur, kromatin
yapist gevseyerek acildiginda ise genler aktive olarak ifade edilir (Can ve Aslan,

2016). Kromatin yapisindaki bu dinamik durum, geri doniistiiriilebilir olan ve DNA
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metilasyonu ya da histon modifikasyonlar: ile saglanan epigenetik paternler ile

gerceklestirilir (Giingér ve Unal, 2015).

1.2.6.1. Histon modifikasyonlari

Histonlar, 6karyotik kromatinde DNA paketlenmesinin ilk asamasinda gorev alirlar.
Histon proteinleri, yiiksek oranda art1 yiiklii amino asit (lizin ve arjinin) icerir ve bu
aminoasitler eksi yiiklii DNA’ya siki bir sekilde baglanir. Histonlar, DNA’dan
sadece DNA replikasyonu sirasinda gecici olarak ayrilirlar. Transkripsiyon sirasinda

DNA ile birliktedirler (Can ve Aslan, 2016).

Histon modifikasyonlari kromatin yapi ve fonksiyonlarmi degistirtirerek gen
ekspresyonunu kontrol eden epigenetik mekanizmalardir (Zhu ve Woni, 2010).
Okaryotik hiicrelerde DNA dort farkl: tip histon proteini (H3, H4, H2A ve H2B) ile
paketlenerek kromatinin c¢ekirdek birimi olan niikleozom yapisin1 olusturmaktadir
(Kouzarides, 2007). Histonlar modifiye edici rezidiilerinin gesitliligi ve ¢ok sayida
olmasi ile karakterize edilirler. Histonlar i¢in en az sekiz farkli tip modifikasyon
bilinmektedir. Bu modifikasyonlar, metilasyon, asetilasyon, fosforilizasyon,
sumolizasyon, ubikutinasyon, ADP-ribozilasyon, deaminasyon ve prolin
izomerizasyonu saglayan sekiz farkli enzim tarafindan katalize edilirler. Gen
ekspresyonu, histon proteinleri-DNA arasindaki paketlenmenin gevsemesi ve
niikleozom yapisinin yer degistirmesi olarak bilinen, yeniden modellenme sonucu
miimkiin olmaktadir. Modifikasyonlar, histonlarin elektrostatik yiikiinii etkileyerek
kromatin yapisin1 degistirmekte ve protein kompleksleri i¢in tanima bdolgesi

olusturmaktadir (Zhu ve Woni, 2010).
1.2.6.2. Kodlanmayan RNA’lar

Yeni nesil dizileme tekniklerinin gelisimi ile tiim genom dizilemesi, ortaya sasirtic
sonuclar ¢ikarmistir. Insan genomunun total genomunda, %2’sinden daha azina
karsilik gelen, yaklasik olarak 20 000 protein kodlayan genin bulunmasi,
transkriptomun ¢ogunun kodlamayan RNA (ncRNA) ile yapilandigin1 desteklemistir.
Gegtigimiz yillarda, sadece bilgi deposu ve DNA-protein arasinda basit bir bilgi

tastyicist olarak goriilen RNA’larin, organizmalarin gelisiminde ¢ok 6nemli bir rol
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oynadig artik bilinmektedir. NcRNAlar, proteine translasyonu olmayan RNA’lardir
ve Okaryotlarda bir¢ok temel diizenleyici fonksiyonlar1 yerine getiren, yeni sinif
RNA molekiillerini ifade etmektedir. RNA dizileme c¢alismalari, ncRNA’larin
orijininin, protein kodlayan genlerin anti sens transkripleri, iki yonlii promotor
transkripleri, intronik transkriptler, transkripsiyondaki enhancer ve tekrarlayan diziler
oldugunu gostermistir. NcRNA’lar biyolojik reaksiyonlarin katalizlenmesi, hiicresel
savunma, gelisimsel siiregler, hiicresel cevap, transkripsiyon ve post-trankripsiyon
gibi bircok biyolojik olayda gorev yapmaktadirlar. Bu mekanizma, kanser dahil
bir¢ok hastalikta bozulmaktadir (Akkaya ve Dinger, 2013; Giirel, Nursal ve Yigit,
2016).

1998 yilinda bir nematod olan C. Elegans ile yapilan g¢alismada kodlanmayan
RNA’larin gen ifadesini susturmada rol aldig1 ortaya ¢ikmistir. Gen susturulmasin
saglayan mekanizma, RNA interferans (RNAi) mekanizmasi olarak adlandirilir ve
biyolojik stireglerden; gelisim, farklilagma, hiicre ¢ogalmast ve apopitoz
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. RNAi mekanizmasinin diizenlenmesi mikroRNA
(miRNA) ve small interfering RNA’lar (siRNA) tarafindan saglanmaktadir
(Giizelgiil ve Aksoy, 2009; Goriir ve Tamer, 2011).

Kodlanmayan RNA’lar uzunluklarina gore kisa ncRNA’lar ve uzun ncRNA’lar
(IncRNA) olmak iizere iki sinifta incelenmektedir. Kisa ncRNA’lar 50 niikleotid
uzunlugundan daha kisa, IncRNA’lar ise 200 niikleotitten daha uzun olan

ncRNA’lar1 ifade etmektedir (Giirel, Nursal ve Yigit, 2016).

1.2.6.2.1. sSiRNA

20-25 baz ¢ifti uzunlugunda, in vitro sentezlenen ¢ift iplik¢ikli RNA’lar (dSRNA)
small interfering RNA ya da short interfering RNA olarak bilinen siRNA’lardir. Tlk
kez 1999 yilinda kesfedilen 70-80 bg¢’lik dsRNA’lar siRNA’larin Onciisiidiir.
Endoniikleaz enzimlerinden RNAaz III ailesinin iiyesi olan “Dicer” enzimi
tarafindan dsRNA’larin 3' u¢larinda 2nt’lik ¢ikint1 kalacak bigimde kesilmesiyle, 20-
25 bg’lik siRNA’lar meydana getirilirler. Viriislerde bulunmasi sebebiyle siRNA’lar

memeli organizmasi i¢in ekzojen kaynakli ncRNA’lardir. siRNA’larin gesitli alt
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gruplar1 vardir ve bunlar Tablo 1.3.’te verilmistir (Giizelgiil ve Aksoy, 2009; Ecevit,
Motor ve Izmirli, 2013).

Tablo 1.3. siRNA ¢esitleri ve islevieri (Giizelgiil ve Aksoy, 2009).

Simif Tanim Bloggnez ve. Islevi
genomik orjini
Cit 11311k<;1k11 Komplementer
RNA’nin veya ,
hedef RNA’ya
. Small katlanmig -
Primer . . , . baglanma; RARP-
. interfering RNA’nin Dicer S
SIRNA bagimli sekonder
RNA tarafindan . S
. . siRNA sentezi i¢in
kesilmesi sirasinda R
yol gostericidir.
olusur.
C. elegans’ta
RARP aktivitesi; Transkriptlerin
A. thaliana’da transkripsiyon
Small RdARP bagiml sonrast
Sekonder ' . iy ) ,
SIRNA interfering uzun ¢ift iplik¢ikli regiilasyonu; _
RNA RNA’nin Dicer heterokromatin
tarafindan olusumunda islev
kedilmesi sonucu gortiir.
olusur.
Bazi transkriptlerin
miRNAya bagimh Transkriptlerin
yikim1 ve RARP- .
Trans- y o ren 1 transkripsiyon
. . bagimli ¢ift iplikli
tasiRNA acting , .. sonrasi
. RNA’ya ¢evrimi .

SIRNA regiilasyonunda
sirasinda olusurve clov obriir
ardindan Dicer FieV gorr.
tarafindan kesilir.

Sense ve antisense PtatOJe_n s:avunmam
. veya bitkilerde
transkript

Natural . . stres savunmasinda

. ciftlerinden olusan
antisense it inlikcikli rol oynayan
natsiRNA transcript- ¢ p Ry genlerin
) RNA’nin Dicer .
derived transkripsiyon
) tarafindan
SIRNA . . sonrasi
kesilmesi sonucu .
regiilasyonunda
olusurlar. ) 2
islev goriir.

SIRNA’lar hiicre i¢ine girdiklerinde “Dicer” enzimi tarafindan taninir ve yaklasik 21-

23 niikleotidlik kiicliik pargalara doniistiiriilir. Olusan pargalar, RNA aracili
baskilama kompleksine (RISC) katilir ve bu kompleks hedef mRNA’ya RISC’in

baglanmasinmi saglar. RISC’in endoniikleaz aktivitesi ile hedef mRNA parcalanir ve
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tiim bu siiregler sonunda transkripsiyon baskilanir (Ecevit, Motor ve Izmirli, 2013).
Bir siRNA; mRNA’nin yikilmasini tetikleyerek ve promotdr bolgesinde genin
sessizlestirici kromatin degisimlerini tetikleyerek, gen ekspresyonunu iki yolla

susturur (Sekil 1.3.) (Giizelgil ve Aksoy, 2009).

dsRNA
JLLUL LI il
S|top|azma % RICH- yiikleme
kompleksi
Nukleus Dicer R2D2
shRNA
€ JENNENNER

mm D s
Hedefgen @
7MeG \ mRNA ¢
tanima
RICH

geri donimu

Sekil 1.3. siRNA’nin gen ekpresyonunu engelleme mekanizmasi (Dominska ve Dykxhoorn,
2010).

1.2.6.2.2. miRNA

mikroRNA (miRNA) terimi 2001 yilindan itibaren kullanilmaya baglanmis olup ilk
mikroRNA,  Victor Ambros laboratuarinda Lee vd., tarafindan 1993 yilinda
kesfedilmistir. Genom {izerinde intron veya ekzon bolgeleri ve protein kodlamayan
bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan fakat proteine translasyonu
gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleri miRNA’lardir. Insan genomunda 1
000’in iizerinde miRNA tanimlanmis ve miRNA’lar1 kodlayan yiliksek seviyede
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korunmus yiizlerce bolge kesfedilmistir. miRNA’lar fonksiyonlarini, kendi niikleotid
dizilerine komplementer hedef genleri tanima 6zellikleri sayesinde gerceklestirirler.
miRNA’nin yapiya eklenmesi ile olusan RISC kompleksi, baz eslesme 6zelligi ile
mRNA’ya baglanmasiyla, ilgili genin translasyonunun inhibisyonuna ve/veya
mRNA’nin yikilmasia sebep olur (Saydam, Demirci ve Giines, 2011; Karagiin vd.,
2014).

RNAi mekanizmasinin temelini olusturan ¢ift iplik¢ikli miRNA’lar hiicre igerisinde,
RNA polimeraz enziminin katalizledigi reaksiyonla kodlanir. Hiicre igerisindeki gen
susturma kompleksi olan, RNA ile indiiklenen sustucu kompleksini (RISC; RNA-
induced silencing complex) aktive edecek 6zellige ulasabilmek igin miRNA’lar, bir
takim asamalardan gecerler. ilk asamada, kalip olarak endojen veya ekzojen kaynakli
bir RNA’y1 kullanilarak, RNA bagimli RNA polimeraz II, tarafindan sentezlenen cift
zincirli RNA molekiilii sa¢ tokast seklinde kivrilip eslesir. Boylece transkripsiyon
sonrast ilk miRNA molekiilii olusmus olur ve bu miRNA pri-miRNA olarak
adlandirilir. Daha sonra pre-miRNA molekiiliinii olusturmak igin pri-miRNA
molekiiliine, RNAaz Ill grubu bir endoniikleaz olan Drosha, etki ederek kivrilmis
RNA pargasini, zincirin geri kalan kismindan ayirir. Pre-miRNA sitoplazmaya
eksportin 5 (XPOS) aracilig ile taginir. Bu asamadan sonra miRNA, siRNA’yla ayni
islemlerden geger (Sekil 1.5.) (Hayes ve Chayama, 2016).
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Sekil 1.4. miRNA’larin olusumu ve fonksiyonu (Hayes ve Chayama, 2016).

miRNA larin Islevi

miRNA’nin islevleri arasinda gelisim, hiicre 6liimii, kolestrol biyosentezi, DNA
metilasyonu ve kromatin modifikasyonu gibi prosesler yer almaktadir (Duscasse ve
Brown, 2006; Giizelgiil ve Aksoy, 2009).

Yapilan ¢alismalarda miR-17/20 ( miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b-1 ve miR-
20a) kiimesinin, insan B hiicre hatlarinda ve meme kanser hiicre hatlarinda, bir¢ok
hiicre siklus proteinini (E2F, c-myc, Rb ve siklin D1 gibi) hedefleyerek timor
gelisimini  engelledigi  bildirilmistir; miR-17/20 kiimesi, G1/S’e  gecisinin
kontroliinde yer almaktadir. miRNA’larin direk olarak siklin D1’in inhibisyonunu
saglayarak etkili oldugunu bildiren ilk calismalar, meme kanseri hiicre hatlarinda,
miR17/20’nin siklin D1’in 3" UTR bolgesini hedef alarak, hiicre dongiisiiniin
durmasina ve proliferasyonun baskilanmasina neden oldugunu gostermistir (YU,

Wang vd., 2008, Yu, Baserga vd., 2010) .
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miR-221/222; CDK inhibitorlerini (CDKI) hedefleyerek hiicre siklusunu kontrol
etmektedir. miR-221/222’nin ektopik ekspresyonu, CDK2’yi aktive ederek G1/S
gecisini  kolaylastirir ve tiimor biiylimesini p27kipl ve p57kip2’nin negatif
regiilasyonunu saglayarak arttirir. Bu durum, hem MCF-7 hiicre hatlarinda, hem de
Her2/neu-pozitif primer insan meme kanseri dokularinda gosterilmistir (Miller vd.,
2008; Yu, Baserga vd., 2010).

HER2 geninin amplifikasyonu ve/veya overekspresyonu meme tiimérlerini de igine
alan bircok kanser tiirlinde bildirilmistir. HER2 amplifikasyonu ve/veya
overekspresyonu olan meme Kkanseri hastalarinda, miR-125a ve miR-125b’nin
onemli derecede downregiile oldugu gosterilmistir. Bu iki miRNA da potansiyel
timor stipresorlerdendir ve biyoinformatik arastirmalar, miR-125a ve miR-125b igin
hedef sekanslarm, HER2 ve HER3’in 3' UTR bélgesinde oldugunu gostermistir.
SKBR3 (ErbB2(HER2)-bagimli insan meme kanseri hiicre hatt1) hiicrelerindeki miR-
125a ve miR125b overekspresyonunun, HER2 ile HER3’iin transkript ve protein
seviyelerini baskilayarak, hiicre motilitesinde ve invazyon kapasitesinde azalmaya

yol actig1 gosterilmistir (Shenouda ve Alahari,2009; O’Day ve Lal, 2010).

miR-91 olarak da bilinen miR-17-5p, kromozom 13931 da lokalize olup, bu genomik
bolgenin meme kanseri dahil ¢esitli kanser tiplerinde heterozigosite kaybina ugradigi
bildirilmistir. MiR-17-5p, hem ER-a hem de E2F’nin transkripsiyonel aktivitesini
arttiran bir steroid reseptor koaktivatorii olan AIB1 (amplified in breast cancer 1)
geninin mRNA’sina komplementerdir. Dolayisiyla AIB1, miR-17-5p’nin dogrudan
hedefidir. Kodlanmayan miR-17-5p, AIB1 mRNA translasyonunu baskilayarak,
E2F1 ve ERa fonksiyonlarini engeller. MiR-17-5p-aracili AIB1 down-regulasyonu,
ayrica Ostrojen reseptdr aracili ve Ostrojen reseptdr bagimsiz meme kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunda da gerilemeye neden olur. Yapilan bir ¢alismada,
insan kanserlerinin yaklasik %50’sinde overekspresyon gosteren siklin D1 geninin
(CCND1), meme kanseri hiicrelerinde miR17-5p’nin direk hedefi oldugu ve miR-17-
5p’nin meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, siklin D1 proteininin sentezini
baskilayarak engelledigi gosterilmistir (Heneghan vd., 2009; Shenouda ve Alahari,
2009; O’Day ve Lal, 2010; Yu, Baserga vd., 2010).
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1.2.6.3. DNA metilasyonu

Ik bulunan ve iizerinde en fazla calisma yapilan epigenetik degisiklik DNA
metilasyonudur. Sitozin niikleotidinin metillenmesi, gen eskpresyonu ile direkt
baglantili olup, bir¢ok Okaryot canlinin gelisiminde, normal ve hastalik durumunda
biiyiikk rol oynar. DNA metilasyonu, S-adenozilmetiyonindeki (SAM) bir metil (-
CH3) grubununun, hiicre genomundaki bir sitozin nukleotidine kovalent bagiyla
eklenerek metilsitozini olusturmasidir. Bu islem DNA replikasyonu sonrasinda
enzimatik olarak gerceklesir. (Yaykasli, Hatipoglu, Kaya ve Yaykash, 2012).
Okaryot DNA’sinda bulunan sitozin bazlarmin yaklasik %5°i metil gruplarina

sahiptir (Nestler, 2014).

Memeli hiicrelerinde DNA metilasyonu genellikle, CpG adaciklarinda bulunan CpG
diniikleotidindeki sitozinin pirimidin halkasinin 5. karbonunda gerceklesir. CpG
adaciklar1, cogunlukla genlerin promotdr bolgelerinde bulunan 0,5-3 kb (genellikle
200 baz ¢iftinden uzun) uzunlugundaki CpG diniikleotince zengin bolgelerdir (CpG
frekans1 en az 0,6’dir). Basta housekeeping genler olmak {izere, insan DNA’sinda
bulunan genlerin %60-70’inde, CpG adaciklar1 vardir. CpG adaciklart promotor
bolgelerinin yani sira 3'-UTR’lerde ve gen i¢i bdlgelerde (ekzonik CpG) bulunabilir
(Antequera ve Bird, 1993; Neguyen, 2001; Goel, 2010; Portela ve Esteller; 2010).

Sitozin metilasyonunun ¢ogu, 5-metil sitozin (CpG) igeren dizilerde meydana
gelmesine ragmen, bazilar1 da CpA ve CpT diniikleotidlerinde meydana gelmektedir.
Insan genomu siirekli olarak ayni bdlgelerden metillenmez. Metillenmis bolgeler
arasinda 100 kb’da bir metillenmemis segmentler bulunabilmektedir. (Das ve

Singal, 2004).

Bir metil grubunun, DNA’nin bazlarindan birine aktarilmasi olan DNA metilasyonu,
DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir. DNA
metilasyonunda, enzimatik bir reaksiyonla S-adenozilmetiyonin, metil vericisi olarak
kullanilir ve DNA metil transferaz enzimleri (DNMT) araciligiyla metiyonin,
sitozinin 5' bolgesine, metil baglanma proteinlerinin yardimiyla (MBD1, MBD2,
MBD3 vb.) aktarilir (Aslan 2008; Yaykash, Hatipoglu, Kaya ve Yaykasli, 2012).
Glniimiize kadar tanimlanan bazi DNMT izoformlar; DNMT1p, DNMTL1b,
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DNMT1lo, DNMT1lp, DNMT2, DNMT3A, DNMT3b, ve DNMT3L olarak
bildirilmistir. Memelilerde en fazla bulunan DNMT, DNMT1’dir ve bu enzim
DNA’da mevcut olan metilasyonun devamliligi icin gereklidir. DNMT3A ve
DNMT3B ise, de novo DNA metilasyonu i¢in esastir (Yaykasl, Hatipoglu, Kaya ve
Yaykasli, 2012; Giirel, Nursal ve Yigit, 2016). DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B’nin
aksine; DNMT3L metiltransferaz aktivitesi gostermez. DNMT3L, DNMT3A ve
DNMT3B enzimlerinin aktivitesini diizenlemek yoluyla, onlarin de novo
metilasyonlarma katki saglar. DNA metilasyonunu duzenleyen DNMT ve MBD
genlerindeki mutasyonlarin, meme, mide ve akut myeloid 16semi gibi kanserlerin
olusumunda etkili oldugu bilinmektedir. (Holz-Schietinger, 2010; Li ve Tollefsbol,
2010; Jurkowska vd., 2011).

DNMT’lere ilave olarak, metilasyon mekanizmalarinda gorev alan 6énemli bir enzim
grubu da, demetilazlardir. DNA’daki metilasyonu aktif olarak ortadan kaldiran
enzimler olan demetilazlar, 5-metil sitozin glikozilaz ve MBD2b’dir. 5-metil sitozin
glikozilaz, DNA’daki metillenmis sitozinleri keser, DNA tamir mekanizmasi, sitozini
normal niikleotid formunda tekrar ekler. MBD2b (metil-CpGbinding domain 2),
glikozilaz ya da niikleaz aktivitesi icermez; S-metil sitozini, sitozin ve metanole
hidrolize ederek demetilasyona neden oldugu diisiiniilmektedir (Jaenisch ve Bird,
2003).

Normal hiicrelerde, CpG adalar1 igeren gen promotdrleri, genellikle metillenmemis
durumdadir ve Okromatin yapidadir. Bu yapi, gen ekspresyonuna izin veren,
transkripsiyonel olarak aktif bir konformasyonun olusmasina olanak saglar. Fakat
kanser gelisimi sirasinda, tiimor supresor genlerin CpG adalarinin biiyiik ¢ogunlugu

hipermetile durumdadir (Costa, 2010).

1.2.6.4. DNA metilasyonu ve kanser

Yapilan pek ¢ok calisma ile, normal ve tiimorlii hiicrelerde metilasyonla sessizlesen
genlerdeki molekiiler mekanizmay1 anlamak hedeflenmistir. Metilasyon ile timor

baskilayict genlerin yani sira, apopitoz, hiicre siklus diizenlenmesi, DNA tamiri,
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detoksifikasyon, hormonal cevap olusrulmasi gibi, ¢esitli hiicresel proseslerde gorev

yapan genler sessizlestirilebilir (Esteller, 2003).

Knudson’nun ¢ift vurus hipotezine gore tiimor baskilayict genlerde malign
transformasyon gelisebilmesi i¢in, her iki allelde de fonksiyon kaybi gerekmektedir
(Knudson, 2001). Bu hipotez ilk kez, retinablastoma gibi kanserlerin, hem herediter
hem de sporadik formlarinin olusumunu agiklamak i¢in 6ne siiriilmiistiir (Nussbaum
vd., 2005). CpG adacik hipermetilasyonu ile olusan ekspresyon kaybi,
Retinablastomanin sporadik formuna sahip hastalarin %10°nunda, Rb geni i¢in
gosterilmistir (Liileyap, 2008). Normal allelde ikinci vurusun her zaman mutasyon
ile meydana gelmedigi anlagildiginda, teori dahada detaylandirilmis ve DNA
hipermetilasyonunun tiimor baskilayici genlerde fonksiyon kaybi yaratabilecegi

mekanizmasi 6n plana ¢ikmistir (Sekil 1.6.) (Nussbaum vd., 2005).
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Sekil 1.5. Metilasyon ve kanser iligkisi. Kirmizi daireler metilasyonu ifade etmektedir (URL-
6).

Metilasyonun kanser olusumuna neden olma mekanizmalarindan ilki, 5-
metilsitozinin kendisinin, mutasyon olusturma riskidir. Normalde DNA’ da bulunan
sitozin, en sik gozlenen mutasyon mekanizmalarindan biri olan deaminasyon sonucu
urasile doniisiir ve bir RNA baz1 olmasi nedeniyle onarim mekanizmalarinca (urasil
glikozilazlar) kolayca taninarak onarilir. Buna karsilik metil sitozinin spontan
deaminasyonu sonucu olusan timin, normalde de DNA’da bulunan bir baz oldugu

icin onarim mekanizmalarindan kacar. Tim genomdaki nokta mutasyonlarimin
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yaklasik ticte birinden fazlasinin CpG adaciklarinda gozlenmesi bu etkinin en agik
belirtisidir. Meme kanserine yatkinlik olusturan BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
gbzlenen binden fazla mutasyonun CpG/CpNpG motiflerinde saptanmis olmasi da 5-

metilsitozinin artmis mutasyon riski olusturdugunu desteklemektedir (Sayin, 2008) .

Timor baskilayict veya imprintinge ugrayan genlerin CpG adaciklarindaki
hipermetilasyon, genin farkli eksprese edilmesine neden olur. DNA metilasyonu,
karsinojenlerin DNA’ya baglanmasini arttirarak ve DNA’nin UV 1smlarini daha fazla
absorbe etmesine neden olarak, mutasyon hizini arttirir, boylece kanser olusumu

tetiklenmis olmaktadir (Sayin, 2008).

Promotor bolge hipermetilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
onleyerek, gende fonksiyon kaybina neden olur. Bu durum, direk ve indirek yolla
gerceklesir. Direk yolda, metilsitozindeki metil grubu DNA’daki biiyiik oluga ¢ikinti
yaparak bu bolgenin taninmasini engeller. Indirek yolda ise, metilsitozine baglanan

proteinler ile tanima bolgesi maskelenir (Sayin, 2008).

Ayrica biyokimyasal bir mekanizma olarak 5-metilsitozinin polaritesinin yiiksek
olmast nedeniyle, RNA polimerazlarin daha yiiksek enerjiyle transkripsiyon
baslangicina ulastifi ve bunun gen ekspresyonunu engelledigi de diisiiniilmektedir

(Sayin, 2008).

1.2.6.5. DNA Metilasyonunun kanserdeki onemi

Hiicredeki promotor bolge hipermetilasyonu, sonraki kusaklara aktirilabilmesi ve
mutasyon olmadan gen ifadesini degistirebilmesi sebebiyle, onemli bir olaydir.
Kanserli dokuda metilasyon, timor tipine gore degismekte olup, tiimdre ve gene

Ozgii bir olaydir (Das ve Single, 2004).

Metilasyon degisiklikleri genellikle tiimor olusumunun erken evresinde olustugu
icin, kanserin erken tanisinda kullanilabilme potansiyeline sahiptir (Das ve Singal,

2004). Meme kanserinin erken tanisinda da biomarker olarak DNA metilasyonunu
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onemli yeri oldugu diisliniilmektedir (Dworkin vd., 2009). Clinkii mutasyondan daha
siklikla olusan anormal DNA metilasyonu, gen ekspresyonundan bagimsiz, kimyasal
ve biyolojik olarak stabil tiimor spesifik bir markirdir. Tiimoér dokusunda spesifik bir
gende olusan metilasyon genelikle kaybolmaz, hatta zaman iginde ilerleme

gosterebilir (Markl vd., 2001).

Metilasyon degisiklikleri, primer timorin disindaki  O6rneklerde de tesbit
edilmektedir. Metilasyon analizi, glinimiizde birgok non-invaziv yontemle
incelenebilmektedir (Widschawendter ve Jones, 2002). Mesela kolorektal kanser i¢in
gaita; akciger kanseri i¢in balgam; prostat kanseri i¢in idrar orneklerinin analizi
yeterli olmaktadir. Meme kanserinde de duktal lavaj, meme basi aspirasyon sivisi ve
ince igne aspirasyon sivist gibi materyallerde, metilasyon analizi yapilabilmektedir
(Dworkin vd., 2009). Kanser hastalariin serumunda, tiimorden derive DNA
bulunmasi sebebiyle (Wong, 2001), serumda serbest DNA’da metilasyon analizleri
pekgok arastirmaya konu olmustur. Mutasyonlar, genin her boélgesinde meydana
gelebilir, arastirilmasi daha kapsamli c¢alismalarla gergeklesir. Metilasyon ise,
DNA’daki belirli dizilerde olmasi nedeniyle mutasyonlardan daha Kkolay
saptanabilmektedir. Genetik degisikliklerin aksine, epigenetik degisikliklerin geri
dontisiimlii olmasi, terapotik hedef olmasini da giindeme getirmistir (Das ve Singal,
2004). Hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalarda, demetile ajanlarin

metilasyondan kaynaklanan gen sessizlesmesini geriye ¢evirdigi saptanmistir

(Strathdee vd., 1999; Plumb vd., 2000).

1.2.6.6. Meme kanseri genetigi

Meme kanseri diinyada, kadinlarda en ¢ok tani konulan kanser tiiriidiir (Ferlay vd.,
2010). BRCA1, BRCA2, CHEK2, ATM, PALB2, BRIP1, TP53, PTEN, CDH1 ve
STK11 gibi genler, meme kanserinin kalitsalliginda %25-30 rol oynamaktadirlar
(Melchor ve Benitez, 2013). Ayrica Genom-Capinda Iliskilendirme Calismalar:
(GWAS) ile meme kanseri riski ile iliskili 70'ten fazla polimorfizm konfirme
edilmistir (Melchor ve Benitez, 2013; Michailidou vd., 2013). Bu ¢alismalarla, meme

kanserinin kalittminda karanlikta kalan oran, yaklasik olarak %50 civarinda
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kalmaktadir. Meme kanserinin ortaya ¢ikigsinda, somatik mutasyonlar da ¢ok 6nemli

bir rol oynamaktadir (Melchor ve Benitez, 2013; Michailidou vd., 2013).

1.2.6.6.1. Meme kanserinde gériilen polimorfizmler

GWAS’larda, yapilarak binlerce meme kanseri ve kontrol 6rnekleri lizerinde ¢alisma
yapilmis ve binlerce SNP (tek niikleotid polimorfizmi) incelenmistir. Cok sayida
SNP ile meme kanseri arasinda iliski bulunmus olup, SNP’lerin olusturdugu risk
zayif diizeydedir, biraraya gelmeleri ile toplam bir etki elde edilir. Meme kanseri
riskiyle iligkili oldugu tespit edilen SNP’ler, TERT, MAP3K1, ESR1, CDKN2A,
FGFR2, DNAJ1, SETBP1, TGFBR2, RAD51L1 ve BRCA2 gibi, meme kanseri
karsinogenezinde 6nemli rollere sahip genlerde tespit edilmistir. Diger baz1 SNPler
ise, herhangi bir genle dogrudan iligkili bulunmamis olup, bu SNP’lerin non-coding
RNA'larla veya diizenleyici bolgelerle iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Michailidou
vd., 2013; Sakoda, Jorgenson ve Witte, 2013).

1.2.6.6.2. Meme kanserinde goriilen mutasyonlar

Meme kanserinde en fazla mutasyona ugrayan genler, PIK3CA (PI3K sinyal yolag1),
PTEN (PI3K sinyal yolagi), AKT1 (PI3K sinyal yolagi), TP53 (P53 sinyal yolagi,
timor supresor), GATA3 (transkripsiyon faktorii), CDH1 (adezyon molekiilii), RB1
(RB sinyal yolagi, tiimér supresor), MLL3, MAP3K1 ve CDKNIB (hiicre dongiisti
inhibisyonu) olarak ortaya konmustur. Ayrica TBX3, RUNXI, CBFB, AFF2,
PIK3R1 (PI3K sinyal yolagi), PTPN22 (tirozin fosfataz), PTPRD (tirozin fosfataz),
NF1, SF3B1 (splicing faktor), ve CCND3 (hiicre dongiisii, proliferasyon) genlerinin
de siklikla mutasyona ugradigi belirlenmistir. Meme kanserinde goriilen
mutasyonlar, molekiiler alt tiplere gore de farklilik gostermektedir. Meme kanserinde
molekiiler tiplendirmeye goére Liiminal A, Liiminal B, Bazal (Triple Negatif) ve
HER2 Amplifiye olmak iizere 4 ana tip meme kanserinden, en diisiik mutasyon orani
Liiminal A'da ve en yiiksek oran Bazal ve HER2 amplifiye tipindedir. Liiminal A'da
en fazla mutasyona ugrayan gen PIK3CA (%45) olup, onu takiben MAP3K1,
GATAS3, TP53, CDH1, ve MAP2K4 genleri gelmektedir. Liiminal A tiimoérlerinin
%12’si, MAP3K1 ve MAP2K4 genlerinden birinde, inaktive edici mutasyonlara
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sahiptir (p38/JNK1 sinyal yolagi). Liiminal B tiimérleri, en fazla TP53 ve PIK3CA
(herbiri %29) genlerinde mutasyona sahiptirler. ilging bir sekilde, liiminal tiimérlerle
bazal tiimorler, zit bir mutasyon profili gosterirler; bazal timorlerde TP53 (%80) ve
PIK3CA (%9) harig, diger liiminal tiimér mutasyonlar1 gériillmez. HER2 amplifiye
subtipinde, HER2/ERBB2 amplifikasyonu (%80) goriiliir, ve mutasyon profili olarak
hibrit bir profil vardir; yiiksek oranda TP53 (%72) ve PIK3CA (%39) mutasyonlari
goriilirken, diger mutasyonlarin oram1 diisliktir. Bazal tiimorlerde TP53
mutasyonlari, genelde nonsense ve frame-shift seklindeyken, liiminal tiimorlerde

mutasyonlar, nokta mutasyonu (missense) seklindedir (Cancer Genome Atlas, 2012).

Meme kanserinde gergeklestirilen amplifikasyon/delesyon analizlerinde, PIK3CA,
HER1/EGFR, FOXAL, ve HER2/ERBB2 gibi onkogen potansiyeli olan genleri
iceren bolgelerde amplifikasyon ve MLL3, PTEN, RB1 ve MAP2K4 gibi timor
supresOr potansiyeli olan genleri iceren bolgelerde, delesyona rastlanmaktadir

(Cancer Genome Atlas, 2012).
1.2.6.6.3. Meme kanserinde kodlanmayan RNA lar

Meme kanserinde, miR-10b, miR-125b, ve miR-145 miRNA’larinin baskilandigi,
miR-21 ve miR-155 miRNA’larinin ise indiiklendigi gosterilmistir (lorio vd., 2005).
Yapilan ¢aligmalarda, miR-21'in meme kanserinin tiim evrelerinde tiimorigenezde
rolii oldugu goriilirken, miR-30, miR-17-5p ve miR-9 gibi miRNAlarn, farkli
evrelere spesifik oldugu goriilmektedir. Bu miRNA’larin degisik evrelerde pRB,
PTEN, Cyclin D1 ve Bcl-2 gibi timor supresor veya onkogenleri hedef aldig tespit
edilmistir (Zhang ve Ma, 2012).

1.2.6.6.4. DNA metilasyonu ve meme kanseri

DNA metilasyonu ¢ok dnemli bir epigenetik markirdir ve gen ifadesinin kontroliinde
kullanilir. Meme kanserinde P16 gibi bazi tiimor supresdr genlerin metilasyonunun,
bir biyomarkir olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (Berman vd., 2005). Yapilan
bir c¢alismada, hipermetile CpG adalarinin, meme kanserinde farklilasmanin
azalmasiyla birlikte, arttig1 gosterilmistir (Yan vd., 2000). Buna karsin, tirokinaz gibi

baz1 proteazlarin hipometilasyonunun da, meme kanserinin metastazinda onemli

33



olabilecegi bildirilmistir (Pakneshan, Szyf ve Rabbani, 2005). Bazal timérlerde ve
kanser kok hiicre fenotipinde, genel olarak hipometilasyon paterni gorilmiistiir (Park
vd., 2012). Ayrica onkogen hipometilasyonu paterninin, meme kanseri metastaziyla

iliskili olabilecegi gosterilmistir (Fang vd., 2011).

1.2.6.7. Triple negatif meme kanserinin genetigi

Gen amplifikasyonlar1 veya delesyonlar1, nokta mutasyonlari, heterozigotluk kayb,
kromozomal yeniden diizenlemeler, anoploidi, global ve promoter metilasyonu dahil

olmak tzere farkli genetik degisimler, kanser ile iliskilendirilmistir. (Yazici vd.,
2009).

Triple negatif meme kanserleri, genellikle bazal tiimorlerdir. Bazal timorlerde %80
TP53 mutasyonu goriilmektedir (Cancer Genome Atlas, 2012). TNMK'nde TP53, en
stk mutasyona ugramis gendir ve mutasyonlar vakalarin %65 ila %80'inde meydana
gelir. Bugiine kadar yapilan en kapsamli c¢alismalardan birinde, TP53'teki
mutasyonlar, bazal benzeri TNMK’nin %62’sinde ve bazal olmayan TNMK'nin
%43'tinde bulunmugstur. TNMK baglaminda, bu mutasyonlar, genetik kararsizligin
artmasina ve sitogenetik degisikliklerin yan1 sira daha yiiksek heterozigozite kaybi
olasilig1 ile sonuglanmaktadir. Son calismalar, azalmis p53 fonksiyonuna sahip
TNMK hastalarinda, daha kotii sagkalim (OS) bildirmis ve metastatik riski
arttirdigin1 gostermistir. Bununla birlikte, bagka bir ¢alisma, TP53 mutasyonlarinin
ve/veya p53 ekspresyonundaki degisimlerin, prognostik faktorler oldugunu
dogrulamamistir. Diger c¢alismalarda da, TP53 mutasyonlarimin TNMK'de ilag
direncinin bir gostergesi oldugu bildirilmistir. Biitiin bunlar birlikte ele alindiginda,
TP53’iin TNMK vakalarinin ¢ogunda mutasyona ugradigi ve bu nedenle antitimor
tedavilerinin belirlenmesi i¢in kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Sporikova vd.,
2018).

RB1 ve BRCAI kaybinin da bazal timor ozelliklerinden oldugu belirlenmistir
(Cancer Genome Atlas, 2012). TNMK'ye genetik yatkinlik, BRCA1 ve BRCA2
meme kanseri yatkinlik genlerinde nadir, yiiksek penetrant, germline mutasyonlar ile

iligkilendirilmistir. BRCA1'de kalitsal mutasyonu olan kadinlarda gelisen meme
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tiimdrlerinin, yaklasik %70'i, ER, PR ve HER2 histolojik belirteglerinin diisiik veya
olmayan ekspresyonunu ve rastgele segilmis TNMK tiimorlerine benzer morfolojik
Ozellikler, niiks paternleri ve O6liim oranlarin1 gdstermistir. Bu gozlemlerle tutarh
olarak, rastgele se¢ilmis Triple Negatif (TN) olgularla yapilan caligmalar, genel
olarak %9-14 ve 50 yas altinda tam1 alan vakalarin ~%20'sinin BRCA1
mutasyonlarina sahip oldugunu gostermistir. Benzer sekilde, ailede meme kanseri
Oykiisli olan TN vakalarinin %34'{iniin, germline BRCA1 mutasyonlar ile iliskili
oldugu bildirilmistir. BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda goriillen meme tiimorlerinin
%16-23"iniin, TN Ozellikleri gdstermesi nedeniyle, BRCA2’nin TNMK ile iliskili
oldugu bildirilmistir. (Kristen vd., 2013).

P53’t takiben en fazla mutasyona ugrayan gen, PIK3CA (%9) olarak
bildirilmektedir. PI3K/AKT sinyal yolaginin, en fazla aktiviteyi diger tiplere kiyasla,
bazal tiimorlerde gosterdigi bildirilmistir. PIK3CA mutasyon oraninin, bazal
timorlerde diisiik olmasina ragmen, PISK/AKT sinyal yolagi aktivitesinin yiiksek
olmasmin, PTEN ve INPP4B kaybi1 ve/veya PIK3CA amplifikasyonu ile iliskili
oldugu dislintilmiistiir. Bazal tiimorlerde yiiksek oranda TP53 mutasyonu, ATM
mutasyonlar, BRCA1 ve BRCA2 inaktivasyonu, RB1 kaybi, AKT3’lin yiiksek
seviyede ekspresyonu, cMYC amplifikasyonu ve yiiksek ekspresyonu ve Cyclin E1
amplifikasyonu, triple negatif meme kanserinde en One ¢ikan genetik degisimleri

olarak goziikmektdir (Cancer Genome Atlas, 2012).

Yapilan ¢aligmalarda, meme kanseri risk lokuslarinin ER, PR ve HER2 tarafindan
belirlenen, meme timor alt tipleriyle olan iliskisi arastirilmistir. Bu ¢aligmalarin ilki,
Meme Kanseri Birligi Konsorsiyumu (BCAC) tarafindan yapilmig, arastirilan 12
varyanttan besinin TNMK ile iliskili oldugunu bulmustur (TOX3 [p = 3,1 x 10-6];
2035 [p = 0,001]; MAP3K1 [p = 0,016]; LSP1 [p = 0,011]; TGFB1 [p = 0.038]).
Bununla birlikte, yaklasik 3 000 TN vakasi iceren, Uglii Negatif Meme Kanseri
Konsorsiyumu (TNBCC) tarafindan yapilan ¢ok daha kapsamli bir ¢alisma, sadece
TOX3 lokusu i¢in bir iligki oldugunu dogrulamistir (p = 3,7 x 10-5). Ek olarak,
TNBCC, ESR1 lokusundaki rs2046210 ve rs12662670 SNP'lerinin (rs2046210 [p =
4,4 x 10-7]; rs12662670 [p = 1,1 x 10-4]) ve RAD51L1 lokusundaki rs10483813 (p =
3,0 x 10-4), TNMK ile kuvvetli bir sekilde iliskilendirilmistir. CASP8 varyantlari ile
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TNMK riski arasinda bir iliski oldugu, TNBCC’un c¢alismasinda (p = 0,005)
gozlenmis, ancak BCAC’un c¢alismasinda gozlenmemistir (p = 0,15). Bu nedenle,
hem ER-pozitif hem de ER-negatif meme kanseri riskini etkileyen TOX3, ESR1 ve
RADSILI lokuslarindaki ve muhtemelen 2q35, MAP3K1, LSPI, TGFB1 ve
CASP8'deki SNP'ler de, TNMK i¢in genetik risk faktorleri olarak tanimlanmigtir
(Kristen vd., 2013).

ER-negatif meme kanseri c¢alismalarinda tespit edilen varyantlarin bir¢ogunun,
TNMK riskini etkiledigi gozlenmistir. ER-negatif TERT varyanti, rs10069690;
artmis TNMK riski ile iliskilendirilmistir ( p = 1,1 x 10-9). Bununla birlikte, bu
lokustaki degiskenlik ve meme kanseri riski arasindaki iliskilerin karmagikligr goz
Oniine alindiginda, bu TERT varyantinin, TNMK ile iliskisinin degerlendirilmesi i¢in

daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Kristen vd., 2013).

Kopya sayis1 degisiklikleri (CNV) gibi diger genetik degisiklikler, triple negatif
meme kanserinde farkli alt tipler arasinda farkli sekilde meydana gelebilmektedir.
Triple negatif meme kanseri vakalarinin %30'undan fazlasinda, iki spesifik CNV,
yani gen amplifikasyonu ve kromozomal delesyon bulunmaktadir. (Han vd., 2008;
Hu vd., 2009). TNMK'inde spesifik olarak amplifiye oldugu tespit edilen bir
genlerden biri, kromozom 9'un kisa kolunda bulunan niikleer faktor 1/B (NFIB)’ dir.
Bu genin kanser biyolojisindeki islevi heniiz tam olarak tanimlanmamuistir; ancak,
merkezi sinir sistemi gelisiminde, bir rol oynadigi bilinmektedir. (Han vd., 2008;
Mason vd.,. 2009). TNMK'inde daha sik meydana gelen 5q13-14 kromozomunda 80
Mb'lik bir yapisal delesyon RASAT1 genini igerir. Bu gen, RAS'in aktiflestirilmesinde
etkilidir ve RASAT1'in inaktifligi, asir1 aktif bir RAS tirozin kinaz ile sonuglanir.
RAS, hiicre biiylimesinin bir uyaricisi oldugundan, RAS asir1 ekpresyonu, biiylime
aktivitesinin artmasina neden olur. Farklt meme kanseri alt tiplerinin profilleri ile
kromozomal instabiliteye neden olan gen ekspresyon durumlarini karsilastiran bir
calismada, TN2B’nin, HER2 + alt gruplan ile birlikte, en istikrarsiz genomu
gosterdigi ortaya ¢ikmustir. Ayrica PTEN be RB1 genindeki mutasyonlarin bu
kromozomal instabilite ile iliskili oldugu bulunmustur (Hu vd., 2009).
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1.2.6.8. RASSF1A geni

RASSF1 (RAS-association domain family 1) geni, 11 151 bg biiyiikligiinde olup, 8
ekzona sahiptir. Farkli promotor kullanimi ve alternatif splicing nedeniyle,
RASSF1A lokusundan, 7 farkli RASSF1A transkripti tretildigi igin, genin 7
izoformu vardir (RASSF1A-G). Ik 4 ekzonun bulundugu bolgede, metilasyona
ugrayabilen CpG adalar1 bulunmaktadir ve bu ekzonlar, genin transkripsiyonel

kontroliinde 6nemli bir yere sahiptir. (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005).

FHE] ] e o2 |

Sekil 1.6. 3p21.3 bolgesinde bulunan RASSF1 geni lokalizasyonu (URL-7)

RASSF1’nin iki ana izoformu RASSFIA ve RASSFIC, iki ayr1 promotdr
bolgesinden olusturulur. Hem RASSF1A hem de RASSFIC proteinleri bir C-
terminal Ras-asosiasyon bolgesi ve ATM fosforilasyon bolgesi igerir. Buna ek
olarak, RASSF1A ayrica bir N-terminal, diagilgliserol baglayici/protein kinaz CI
(C1) domaini de igerir (Dammann vd., 2000).

RASSF1A (RAS-asosiasyon domain ailesi 1, izoform A), RAS efektor ailesinin
tiyesi olan bir timor supresor gendir. RASSF1A, inaktivasyonu birgok insan
kanserinin gelisimine neden oldugu bildirilmis, bir tiimoér baskilayicidir. RASSF1A,
delesyon veya nokta mutasyonlart ile etkisizlestirilebilse de, RASSFIA
fonksiyonunun kaybina veya azalmasina en ¢ok katkida bulunan, genin promotor
metilasyonu ile transkripsiyonel sessizlestirilmesidir (Donninger vd., 2007).
RASSF1A geninin mutasyonundan daha ¢ok hipermetilasyonu, akciger kanseri ve
mesane kanseri gibi kanser tiirlerinde goriilmektedir. Boylece bu genin
ekspresyonunun, metilasyon yoluyla baskilandigi  distinilmistir.  Kanser
hiicrelerinde RASSF1A’nin bir alleli genomik olarak kaybedilirken, diger allel
hipermetilasyonla susturulmaktadir (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005).

RASSF1A kanser hiicre hatlarinda overeksprese edildiginde, bu hiicreler daha az

canlilik gostermekte, daha az invaziv olmakta ve biiylimeleri baskilanmaktadir.
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RASSF1A o6zellikle kanserde deregiile olan iki yolagi, apoptozu ve hiicre dongiistinii
modiile etmektedir. RASSF1A'nin kanser hiicre hatlarinda Cyclin D1 ve D3 gibi
hiicre dongiisii  efektorlerini  baskiladigi ve N-kaderin gibi hiicre adezyon
molekiillerini artirdig1 gosterilmistir. RASSF1A ile RAS’1n etkiledigi genler arasinda
¢ok sayida ortak gen bulundugu bildirilmistir (Agathanggelou vd., 2003).

RASSF1A'min mikrotiibiillere baglandigi ve mikrotiibiil stabilizasyonunda rolii
oldugu gosterilmistir. Yapilan bir ¢calismada, RASSF1 null farelerden elde edilen
fare embriyonik fibroblast hiicrelerinin, tubulin depolimerize edici kimyasal
nokadozole karsi, artmis sensitivite gosterdigi goriilmiistiir. RASSF1 ile transfekte
edilen hiicrelerde, sentrozomdan c¢ikan mikrotiibiillerin hiperstabilize oldugu ve
nokadozole karsi  sensitivitelerinin  azaldigi  gorilmistiir. RASSF1A’nin
mikrotiibiillere baglandigi immiinofloresan yontemle gosterilmistir. RASSFI1A'ya
baglanan proteinlerin  %70’inin, mikrotiiblillerle 1iliskili proteinlerle homoloji

gosterdigi bildirilmistir (Dammann vd., 2000).

Aktive edilmis K-Ras formlari, onkoproteinleri doniistiirmekte gorevli olmalarinin
yaninda, ayn1 zamanda apopitozun uyarilmasi dahil olmak iizere, biiyiime onleyici
etkilere sahiptir. Dolayisiyla K-Raslar, pro-apoptotik efektér proteinler
olduklarindan, Ras bagimli tiimdrlerin gelisimi sirasinda down regiile olmaktadir.
RASSF1A'nin RA bdlgesi, in vitro olarak direkt Ras'a baglanabilir ve RASSFIA,
hiicrelerde asir1 eksprese edildiginde aktiflestirilmis K-Ras ile bir kompleks
olusturur. Ayrica, RASSFIA'min RAS’a, GTP-bagimli olarak baglandig1
goriilmustir. RAS, hiicre zarindaki reseptor tirozin kinazlardan aldigi sinyallerle,
hiicre ¢ogalmasint uyaran yolaklar1 aktif hale getirirr RASSF1A, RAS ile
interaksiyona girerek hiicreleri apopitoza yonlendirebilmektedir (Doninger vd.,
2007).

RASSF1A, anafazi baglatan APC kompleksini aktive eden cdc20'ye baglanarak, onu
inhibe eder. Anafaz baslatici kompleks/siklozom (APC/C), hiicre dongiisiiniin
ilerlemesine izin vermek icin, aktive edici enzimlerle etkilesime giren bir protein
kompleksidir. APC/C, cdc20 veya cdhl (WD40 tekrarlar1 iceren proteinler) ile
kompleks olusturarak, aktive olur. WD40 tekrar proteinleri, APC/C'nin hedef
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proteinlerle etkilesime girmesi i¢in gereklidir. S, G2 ve profazlar sirasinda, APC/C,
Cdc20'nin, Emil tarafindan tutulmasiyla engellenir; daha sonra prometafaz sirasinda,

RASSF1A, cdc20 segiciligi goreviyle, regiilator rolii iistlenir. (Song vd., 2004).

RASSF1A ile stabil olarak transfekte olan A549 hiicrelerinde, Cyclin D1 ve D3’iin
down-regiile oldugu goriilmiistir. Buna ek olarak RASSF1A'nin, S fazmnin
ilerlemesinde rolii olan Cyclin A'y1 da regiile edebilecegi gosterilmistir, bunu p1205*
ile baglanarak yaptig1 diisiiniilmektedir. p1205*"nin P14, RB ve P53 gibi bilinen
diger timor supresyon proteinlere de baglandigi bilinmektedir. Bu durum
RASSF1Anin tiimor supresyon roliine giiclii bir vurgu yapmaktadir. RASSF1A'nin
baglandigi proteinler arasinda Mst-1, C190RF5, MAP1B, p120%%, ve
CNKI’nin oldugu “maya ikili hibrid (yeast-two-hybrid)” yontemi ile gosterilmistir
(Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005).

Cok sayida calisma, RASSF1A'nin asir1 ekspresyonunun apoptozu destekledigini,
hiicre dongiisiinii durdurdugunu ve kanser hiicre hatlarinin tiimdrijenitesini azalttigini

gostermistir (Rabizadeh vd., 200).
1.2.6.8.1. Kanserde RASSF1A geni metilasyonu

Kanserde belirli genlerin DNA metilasyonu ile baskilanmasi yaygin bir durumdur.
Bu durum, o6zellikle tiimor supresor genlerin promotorlarinda goriilmektedir.
RASSF1A metilasyonu mesane kanseri, glioblastoma, 6zofageal skuamdéz hiicreli
karsinom, gastrik kanser, hepatoselliiler karsinom, hodgkin lenfoma, akciger kanseri
ve meme kanseri gibi birgok kanser tiirlinde goriilmektedir. Meme kanserinde hasta
serumlarinda bile, RASSF1A metilasyonu tespit edilebilmektedir (Pfeifer ve
Dammann, 2005).

3p allel kayiplari, akciger, bobrek ve meme kanserleri dahil olmak iizere birgok
kanserde en sik tespit edilen genetik degisikliklerden biridir. Heterozigozite kaybi
caligmalarinin ve akciger, meme tiimor hiicresi hatlarinda meydana gelen homozigot
delesyonlarin tanimlanmasi, 3p21.3'te bir veya daha fazla tiimor baskilayici gen
(TSG) barindirabilecek kritik bir bdolgeye isaret etmistir. Sekiz gen, yani
CACNA2D2, PL6/Plasental protein 6, 101F6, TUSC4/NPRL2, ZMYND10/BLU,
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RASSF1, TUSC2/FUS1 ve HYAL2, en az 120 kb kapsayan bolgeden klonlanmistir.
Yapilan kapsamli aragtirmalara ragmen, bu genlerin sadece nadir mutasyonlar1 ve
polimorfizmleri tanimlanmistir. Bununla birlikte, ilging bir sekilde, RASSF1A'nin
ekspresyonu, tiimor hiicre hatlarinda goriilmemis veya down regiile edilmistir. Bu
ekspresyon kaybinin ana nedeninin, promotdr CpG adasi hipermetilasyonu oldugu

anlasilmistir (Dammann vd., 2000; Lerman ve Minna, 2000).

RASSF ailesi genlerinin somatik mutasyonel inaktivasyonu, nadir goriilen bir
olaydir. RASSF1A metilasyonu primer timorlerde ve ona karsilik gelen normal
dokuda c¢alisilmig, primer tiimorlerde promotér bolgesi hipermetilasyonu tespit
edilmistir. RASSF1A metilasyonu en az 37 timoér tipinde bildirilmistir. Normal
dokularda RASSF1A metilasyonu pek goriilmez. Premalign meme kanseri
lezyonlarinda ve sonradan akciger kanseri gelistiren hastalarin sputumlarinda goriilen
RASSF1A metilasyonu, RASSF1A'nin erken tanidaki dnemini gostermektedir. Over
kanserinde RASSF1A metilasyonu, peritoneal sivida ve serumda tiim histolojik tip,
grade ve evreler igin tespit edilmis olup, bu hastalarda CA-125 serum seviyeleri de
diisiik olarak bulunmustur. Bu durum erken taninin prognozda ¢ok dnemli oldugu
over kanserinde, giivenilir bir timor markirina sahip olmanin Gnemini ortaya

koymaktadir (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005).

Yapilan ¢alismalarla, RASSF1A'nin insan kanserinde simdiye kadar tanimlanan en
stk hipermetilasyona ugrayan genlerden biri oldugu ortaya ¢ikmistir. RASSFIA
inaktivasyonu siklikla pek ¢ok tiimdr tiirlinde gozlenir. RASSF1A geninin, akciger,
meme, mesane, mide, kolanjiyokarsinom ve o6zofageal sarkiiler hiicreli karsinom
primer tiimorlerinde ekspresyon kaybi, yapilan caligmalarla ortaya konulmustur
(Kuroki vd., 2003; Lee vd., 2001). RASSF1 lokusundaki alel kaybinin sik sik “ikinci
bir vurus” oldugu gosterilmis olmasina ragmen, mutasyon nadir goriilen bir olay
olarak tanimlanmaktadir (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005). Bununla birlikte,
son zamanlarda, daha hassas bir metodoloji kullanarak primer NPC tiimoérlerinde
yiikksek RASSFIA mutasyonlar tespiti yapilmistir (Pan vd., 2005). Medulloblastom
gibi bazi tiimorlerde, promotdr hipermetilasyonu ile RASSF1A'nin biallelik

inaktivasyonu gozlenmistir (Lusher vd., 2002).
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1.2.6.8.2. Meme kanserinde RASSF1A geni metilasyonu

DNA  metilasyonu, DNA  metiltransferazlarin  aracihik  ettigi, CpG
diniikleotidlerindeki sitozini, 5-metilsitozine doniistirmek i¢in gerceklestirilen
islemdir (Jones ve Baylin, 2002) . Beslenme, yas ve c¢evresel etkenlere maruz kalma
ile iligskili DNA metilasyonunun, meme karsinogenezinin etiyolojisinde erken bir
olay olarak goriindiigii ve bir¢ok onkogenin aktivasyonuna ve tiimdr baskilayici
genlerin susturulmasina neden olarak; hiicrelerin anormal proliferasyonunu ve
metastazi tesvik ettigi bildirilmistir. (Faraga vd., 2007; Herceg, 2007). Genetik
mutasyonlarin aksine, DNA metilasyonu beslenme diizeninin bozulmasina karsi
hassastir ve geri doniistimliidiir; bu nedenle kemoterapi ve kemoprevensiyon igin,
diyetin diizenlenmesiyle DNA metilasyonunun kontrolii, umut vaat edici bir gelisme

olmustur (Kopelovich vd., 2003; Yoo ve Janes, 2006).

Yapilan caligmalar, bolgesel hipermetilasyonun, meme kanseri olusumunun erken
evreleri i¢in, ana mekanizmalardan birini temsil ettigini gostermistir (Szyf vd.,
2004). GWAS’larla, c¢esitli meme kanseri hiicrelerinde ve tiimor dokularinda
hipermetilasyona ugramis genlerin (CDH1, DAPKI1, GSTP1, HIN-1, RASSF1A,
TIMP-3, MGMT ve p16INK4a) bir listesi ortaya konulmustur. (Agrawal vd.,2007,
Giacinti vd., 2006; Lehmann vd.,2002). Meme kanseri evresi ile metilasyonun iliskili
oldugu ve meme kanserinin teshisinde, ilgili genlerin metilasyon durumlarinin
degerlendirilmesinin, markir olabilecegi One siirlilmiistiir (Agrawal vd., 2007).
Degerlendirilen genler arasinda, RASSF1A'nin meme kanserinde en sik metilasyona
ugrayan tiimor baskilayici gen (TSG) oldugu gosterilmistir (Krop vd., 2001; van der
Weyden vd., 2007). Intraduktal papillomlarda, epitelyal hiperplazilerde, in situ
duktal karsinomda, RASSF1A metilasyonu tespit edilirken, normal meme dokusunda
bulunmamistir. RASSF1A metilasyonunun, meme tiimor olusumunda erken bir olay

oldugu gosterilmistir. (van der Weyden vd., 2007).

RASSF1A geninin primer meme kanserlerindeki promotor metilasyonunu inceleyen
bir calismada, 40 meme tiimor dokusu kullanilmis olup, RASSF1A metilasyon orani
%09 olarak bulunmustur. Ayn1 ¢alisgmada meme kanser hiicre hatlarinda metilasyon

orant %80 olarak bulunmustur (Agathanggelou vd., 2001). Bir bagka calismada,
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RASSF1A geni i¢in malign meme kanser dokusunda ortalama DNA metilasyon
yiizdesi %45 iken, normal meme kanser dokusunda ortalama metilasyon yiizdesi
sadece %2 civarinda bulunmustur (Zhu, Qin, Hewett ve Sauter, 2010). Meme kanseri
hastalarinin serumunda yapilan bir c¢alismada, hastalarin %35’inde RASSFI1A
hipermetilasyonu oldugu bildirilmistir. (Van der Auwera vd., 2009). Baska bir
calismada ise, RASSFIA promotor hipermetilasyonu, primer meme kanserlerinin
%49 unda ve meme kanser hiicre hatlarinin %64’iinde tespit edilmistir (Burbee vd.,
2001).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Calisma Gruplar

Calismaya Gayrettepe Florence Nightingale Hastanesi, Pataloji boliimii arsivinde
bulunan, triple negatif meme kanseri tanis1 almis 37 hastaya ait triple negatif meme
kanseri tiimor dokusu ve 29 kontrol bireyine ait normal meme dokusu dahil

edilmistir.

Calismaya baslamadan o6nce, Karabiik Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan, 28.03.2018 toplant1 tarih ve 4/27 karari ile, arastirma

onay1 alinmistir.

2.2. Ekipman

2.2.1. Kimyasal Maddeler
** %96-100’liik Etanol

¢ DNA izolasyon kiti igerigi (Thermo Scientific GeneJET FFPE DNA Purification
Kit)

= Digestion Buffer

= Proteinase K soliisyonu

= RNase A soliisyonu

= Binding Buffer

= GeneJET DNA Purification Column
=  Wash Buffer 1

= Wash Buffer 2

= Elution Buffer
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+ Bisiilfit uygulama kiti i¢erigi (EZ DNA Methylation-Gold Kit)
= CT Conversion Reagent soliisyonu
= Zymo-Spin™ IC Column
»= M-Binding Buffer
= M-Wash Buffer

» M-Desulphonation Buffer
= M-Elution Buffer

¢ Enzim Karigimi (LightCycler® 480 SYBR Green | Master)

% Forward Primer (F)

% Reverse Primer (R)

2.2.2. Araglar ve Cihazlar

+ Santrifiij (Wisespin CF_10)

% Mikropipetor (10-100 pl ve 100-1000)-(Microlit ve Socorex)

¢ Mikropipet uglart (100 pl ve 1000 pl)-(Biologix)

¢ Eppendorf tiipii (Isolab)

¢ Otoklav (Daihan WiseClave®)

+¢+ Derin dondurucu (-20) (Bosch)

+¢+ Su banyolar1 (Miprolab)

+ Vorteks (Dragonlab MX-F)

+» Eldivenler (Dolphin)
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++ Deiyonize su

% Kagit havlu

¢ Enjektor

+ Parafilm (Parafilm M)

¢+ Roche LightCycler 480 Il

¢ Thermal Cycler cihazi (Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler)

+ Plate santrifiij cihazi (Beckmann Coulter Allegra X-15R)

+ PCR tiipii

2.3. Parafine Gomiilii Tiimor ve Normal Doku Orneklerinden DNA izolasyonu

izolasyon, Thermo Scientific GeneJET FFPE DNA Purification Kit kullanilarak
yapilmustir. Izolasyon icin her biri 10 um kalinhiginda olan, 7 kesit FFPE doku 6rnegi
kullanild.

Saklama Kosullar:: Ag¢ilmamis Proteinase K ve RNase A soliisyonlart oda
sicakliginda saklanmigtir. Soliisyonlar kullanilmaya basladiktan sonra ise -20°C’de
muhafaza edildi. Kitin diger bilesenleri oda sicakliginda (15-25°C) saklandi.

2 adet su banyosu kullanilmis olup bunlarin dereceleri 65°C ve 90°C olarak

ayarlandi.

Prosediir;

Wash Buffer 1 soliisyonu hazirlamak igin total hacim 40 ml’ye tamamlandi ve bu
tamamlama 10 ml konsantre wash 1 soliisyonuna, 30 ml etanol (%96) eklenerek

yapildi.
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Wash Buffer 2 soliisyonu hazirlamak igin, total hacim 40 ml’ye tamamland1 ve bu
tamamlama 10 ml konsantre wash 2 soliisyonuna, 30 ml etanol (%96) eklenerek

yapildi.

1. Mikrosantrifiij tiiptindeki 7 kesit igeren FFPE doku 6rnegi iizerine, 200 ul
Digestion Buffer soliisyonu eklendi. 90°C’de 9 dakika inkiibe edilmisdi.
Inkiibasyon esnasinda, doku &rneklerinin Buffer soliisyonunun icinde
bulundugundan emin olana kadar, tiip hafifce birka¢ kez sallanarak, érnekler
karistirildi.  Inkiibasyondan sonra, parafinin ¢Oziinmesi icin Ornekler
vortekslendi. Ornekler oda 1sisina gelene kadar sogumasi icin bekletildi ve

tiip kapaginin temizlenmesi i¢in kisa siireli spin yapildi.

2. Spin yapilan 6rneklere, 20 ul Proteinase K soliisyonu eklendi ve homojen bir
karisim elde etmek amaciyla vortekslendi. Daha sonra tip kapaginin

temizlenmesi igin kisa siireli spin yapildi.

3. Ornekler, belirli periyotlarla vortekslenerek, 65°C su banyosunda 120 dakika
inkiibe edildi.

4. Daha sonra ornekler 90°C’olan diger su banyosuna alinip, 40 dakika
bekletildi.

5. Ornekler 90°C’deki su banyosundan ¢ikarildiktan sonra, oda 1sisina gelene
kadar bekletildi ve sonra, 7 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
lizattan 200 pl alinarak, 1,5 pl’lik yeni mikrosantrifiij tiiptine aktarild.

6. 1,5 ul’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilan 6rneklere 10 ul RNase A soliisyonu
eklenerek iyi bir sekilde vortekslendi ve kisa siireli spin yapildi. Spinin
ardindan ornekler, 10 dakika oda 1sisinda bekletildi.

7. Daha sonra oda 1sisinda birakilan drneklere 200 pl Binding Buffer eklendi ve

homojenizasyonu saglamak igin, 10 sn. vortekslenip kisa siireli spin yapildi.
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8. Orneklere 400 ul etanol (%96) eklendi ve homojenizasyon i¢in 10 sn.

vortekslenip, kisa siireli spin yapildi.

9. Lizat, Collection Tube igine yerlestirilmis GeneJET DNA Purification
Column’a aktarildi. 7 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra
Collection Tube siviyla birlikte atilarak, GeneJET DNA Purification Column,

yeni bir collection tiipe yerlestirildi.

10. Collection tiipe 500 ul Wash Buffer 1 soliisyonu eklenip, 8 500 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Collection tiipte toplanan sivi, atiga bosaltilip column

tekrar collection tiipe yerlestirdi.

11. Collection tiipe 500 pul Wash Buffer 2 soliisyonu eklenip 3 dakika, 1 350
rpm’de santrifiij edildi. Collection tiip bosaltilarak, column tekrar
yerlestirildi. 1 dakika 1 350 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
collection tiip atilip, GeneJET DNA Purification Column, steril 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tlipiine konuldu.

12. Mikrosantrifiij tiipiine alinan GeneJET DNA Purification Column’a 45 pl
Elution Buffer, column membranin tam ortasina gelecek sekilde eklendi. Oda
sicakliginda, 2 dakika bekletildikten sonra ve 8 500 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

13. Elde edilen DNA -20°C de saklanmustir.
2.4. DNA Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Izole edilmis olan DNA’larm konsantrasyonlari, spektrofotometrik yontemler
Olciildi. Elde edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve safliklari, 260 ve 280 nm

dalga boylarindaki absorbanslarinin 6l¢iilmesiyle saptandi.

47



2.5. Bisiilfit Uygulamasi

DNA &rneklerinin metilasyon durumunu belirlemek i¢in, Real Time PCR 6ncesinde

bistilfit uygulamasi ‘““EZ DNA Methylation-Gold Kit” ile yapildi.

2.6. Kit Iceriginin Hazirlanmas

2.6.1. CT Conversion Reagent Hazirlanmasi

Kitle birlikte liyofilize halde saglanan CT Conversion Reagent, asagida belirtildigi
sekilde kullanima hazir hale getirildi.

v" CT Conversion Reagent tiipiine sirasiyla 900 ul dH,O, 300 pl M-Dilution
Buffer ve 50 ul M-Dissolving Buffer konuldu.

v" Oda sicaklhiginda 10 dk. boyunca vortekslendi.

2.6.2. M-Wash Buffer hazirlanmasi

v Kitle birlikte saglanan M-Wash Buffer igerisine, 24 ml etanol (%96-100)

eklenerek kullanima hazir hale getirildi.

Prosediir;

1. 130 pl CT Conversion Reagent, PCR tiipii i¢ine koyulan 20 pl DNA 6rnegine
eklendi ve pipetaj yapilarak karigtirildiktan sonra kisa bir santrifiij yapildi.

2. PCR tiipleri, Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek asagidaki basamaklar
uygulandz:

v’ 98°C’de 10 dk

v 64°C’de 2.5 saat

v" 4°C bekletme
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3. Zymo-Spin™ IC Column, Collection tiip igine yerlestirildikten sonra
tizerlerine 600 pl M-Binding Buffer eklendi.

4. 2. Basamakta elde edilen ornek, M-Binding Buffer igeren kolona
yiiklenmistir ve kapak kapatilarak alt {ist edilip karistirildi.

5. 10000 g’de 30 saniye santrifiij edildi ve collection tiipteki sivi atildi.

6. 100 ul M-Wash Buffer, kolona ilave edilerek, 10 000 g’de 30 saniye santrifiij

edildikten sonra, Collection tiipteki s1v1 atildi.

7. Kolona 200 pl M-Desulphonation Buffer eklendi. Oda 1sisinda (20-30°C) 15-
20 dakika inkiibe edildikten sonra, 10 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.
Collection tiipteki s1v1 atildi.

8. 200 ul of M-Wash Buffer, kolona eklendi ve 10 000 g’de 30 saniye santrifiij
edildi. Collection tiipteki siv1 atilip, tekrar 200 ul M-Wash Buffer, kolona
eklendi, 10 000 g’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra, coOllection tiipteki

s1vi atildi.

9. Santrifiij sonrast kolonlar, collection tiiplerden alinarak steril, 1,5 ml’ lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Dogrudan kolon matriksi iizerine, 10 pul M-
Elution Buffer eklenerek 10 000 g’de 30 sn. santrifiij edildi.

10. Bisiilfit uygulamasi islemi tamamlanmis DNA ornekleri, Real-Time PCR

asamasina kadar -20°C’de saklandh.

2.7. Primer Dizaym

RASSF1 gen bolgesinin, metilasyon durumunu belirlemek i¢in kullanilan primer
dizileri, bu genin CpG adalarina spesifik; metile, unmetile olarak, NCBI ve
ENSEMBLE genom browser kullanilarak ve MethPrimer Software ile dizayn edildi.
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Calismada kullanilan RASSF1A Unmetile ve Metile primer dizileri, Tablo 2.1.’de

verildi.

Tablo 2.1. RASSF1A Unmetile ve Metile Primer Dizileri

Gen ismi Primer Ad1 Primer Dizisi (5'-3")
Unmetile Forward | GAGAGTGTGTTTAGTTTTGTTTTI
RASSF1A Reverse | CCCATACTTCACTAACTTTAAACAC
Metile Forward | GAGAGCGCTTTAGTTTCGTTTTC
Reverse | ACCCGTACGTTCGCTAACTTTAAACG

Primerler I¢in Optimizasyon

Ik olarak primerlere, yaninda gelen kullanim kilavuzlarinda belirtilen 100 pM icin
gerekli su miktar1 eklendi ve 100 puM’ a (yani 100 pmol/ul’ye) sulandirildi.
Sulandirilan primerlerden, her parametre i¢in asagida belirtilen ara stoklar

olusturulup, Real-Time PCR analizi i¢in hazir hale getirildi.

Primer ara stok hazirlanisi;

Metile ve unmetile primerlerin her biri i¢in, Forward ve Reverse primerlerden 10 uM
ara stok olusturuldu. Bunun igin, 100 uM’ lik ana stoktan, 10 pl alinarak, tizerine 90
ul su eklendi.

Ara stoklar hazirlanirken M1*V1=M2*V2 klasik formiili kullanildi.

2.8. Real-Time PCR Analizi

Bistilfit uygulanmis DNA orneklerinin metilasyon profilini belirlemek amaciyla,
RASSF1A gen bolgesi i¢in dizayn edilen primerler ile LightCycler® 480 SYBR
Green I Master kullanilarak, Roche LightCycler 480 II cihaz1 ile ¢aligildu.

Hem metile hem de unmetile PCR ile profil analizi i¢in, asagida belirtilen aym

reaksiyon karigimi kullanildi (Tablo 2.2.).
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Tablo 2.2. RocheLightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I kullanuma.

Bilesenler (Tek Reaksiyon icin) Hacim
Su, PCR-grade 1,9 ul
Forward Primer(F) (ara stok 10 uM) 0.3 ul
Reverse Primer(R) (ara stok 10 uM) 0.3 ul
Enzim Karisimi (LightCycler® 480 SYBR Green I Master) Sul
+

Bisiilfit uygulanmis DNA 6rnegi 2,5 ul
TOPLAM REAKSIYON HACIM 10 ul

Reaksiyon Karigimi:

Reaksiyon tiipiinde, tek bir reaksiyon icin bilesenlerin her birinden (DNA haric)

eklendi ve reaksiyon sayisi ile ¢arpilarak reaksiyon karisimi hazirlandi.

e Plate’lere her bir reaksiyon i¢in, 8 pl reaksiyon karisimindan transfer edildi.

e 2 ul DNA 6rnegi, her bir kuyucuga son reaksiyon hacmi 10 pl olacak sekilde

ilave edildi.

o Negatif Kontrol olarak, kalip DNA yerine PCR-grade su kullanild.

e Porzitif Kontrol olarak, kalip DNA yerine Zymo Research-Bisulfite-
Converted Universal Methylated Human DNA Standard, kullanilda.

e Hazirlanan platelerin iizeri kapatilarak, plate santrifiij cihazi ile santrifiij

edildi ve asagida belirtilen cihaz protokolii ile ¢aligma yapildi (Tablo 2.5.).
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Tablo 2.3.Cihaz protokolii.

PRE- . SOGUT
Program Adi . " AMPLIFIKASYON MELTING CURVE
INKUBASYON MA
Analiz Modu Yok Kuantifikasyon Modu Erime Egrisi Modu Yok
Dongii Sayisi 1 50 1 1
Hedef Sicakhik [°C] 95 95 59 72 95 64 97 40
00:0 00:0 00:0 00:0 00:0
Siire 00:05:00 00:00:00 00:00:30
0:10 0:15 0:15 0:05 1:00
Sicakhk Artis Hiza
4.8 4.8 2,5 4.8 4.8 2,5 0,11 2,5
[°C/s]
Continuo
Okuma Modu Yok Yok Yok Tek Yok Yok Yok

us
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2.9. Analiz

Real Time PCR sonunda elde edilen verilerin analizi, LightCycler 480 yaziliminda,
“Tm Calling” modunda gerceklestirildi. Her bir 6rnegin, metile ve unmetile primer
setinde bir Tm farki olup olmadigina bakilip, metile veya unmetile oldugunun tespiti
yapildi. Her 6rnegin metilasyon durumu dogrulamasi, pozitif metile kontrol DNA’st;
Zymo Research-Bisulfite-Converted Universal Methylated Human DNA Standard ile
yapildi.

RASSF1A genine ait erime egrileri Grafik 2.1.’de verilmistir.

Melting Peaks

=
o 2544 ' &
B Unmetile —» ,/'-1' ~
% 2,044 f \ / ,H'. «— Metile
£ 1544 - &
/‘, \ z'fl |
§ 104 - \ 55
£ i Y. i — Y Negatif Kontrol
2 0544 - g v \
= —— \ |
5 0044 s N ‘(/

64 65 B3 70 72 74 75 73 S0 82 @4 @ 83 90 92 94 96
Temperature [*C)

Grafik 2.1. RASSF1A genine ait erime egrisi.

2.10. istatistiksel Yontem

RASSF1A geni metilasyon profili ile; patolojik evre, histolojik derece, timor capi,
lenf nodu tutulumu olmak {izere, klinikopatolojik ozellikler arasindaki iliskinin
belirlenmesi amaciyla, Statistical Package for Social Sciences (PASW Statistics for
Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.) programi kullanilmis ve tiim analizler
icin Fisher’m y° (ki kare) testi uygulanmustir. P degeri <0,05 oldugunda
karsilastirilan parametreler arasindaki farkin istatistiksel agcidan anlamli oldugu kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

Calismada triple negatif meme kanseri tanist almig 37 hastaya ait, triple negatif
meme kanseri tiimor dokusu ve 29 kontrol bireyine ait, normal meme dokusu
kullanilmistir. Klinik parametrelerin, triple negatif meme kanserinde, RASSF1A geni
metilasyonuyla olan asosiasyonunu degerlendirmek iizere, evre, histolojik derece,

tiimdr ¢ap1 ve lenf nodu tutulumu kiyaslanmastir.

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrollere ait olgu bilgileri Tablo 3.1°de verilmistir.
Hastalarin yas ortalamasi 53,2 iken, kontrollerin yas ortalamasi 42,1 olarak tespit

edilmistir.

Tablo 3.1. Calismadaki katilimcilarin gruplara gére dagilimu.

n %
Hasta 37 56,1
Kontrol 29 43,9

70 56,1

60 - 43,9
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Hasta Kontrol

Grafik 3.1. Calismadaki katilimcilarin gruplara gore dagilim grafigi.

Histolojik derecesi Grade 2’ de 6 (16,7) hasta, Grade 3’de 30 (83,3) hasta mevcuttu.
Klinik evreye gore; Evre 1'de 7 (%18,9) hasta, Evre 2A'da 19 (%51,3) hasta, Evre
2B'de 9 (24,3) hasta, Evre 3A’da 1 (%2,7) hasta mevcuttu. Lenf nodu tutulumu
degerlendirildiginde; lenf nodu tutulumu pozitif olan grupta 25 (71,5) hasta, negatif
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grupta ise 10 (28,5) hasta bulunmaktadir. Timor ¢aplart degerlendirildiginde, ise
timdr ¢apt 20 mm’ den kiigiik olan grupta 6 (16,6) hasta, tiimor ¢apr 20-30 mm
arasinda 19 ( 52,7) hasta, tiimor ¢ap1 31-45 mm arasinda 7 (19,4) hasta, timor capi
46-60 mm arasinda 2 (5,5) hasta ve tiimor ¢ap1 61-90 mm arasinda 2 (5,5) hasta

mevcuttur.

3.1. Metilasyon Profili

Calismada, triple negatif meme kanseri tanist almis 37 hastaya ait triple negatif
meme Kkanseri timor dokusu ve 29 kontrol bireyine ait normal meme dokusu
kullanilmig olup, parafine gomiilii doku 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen DNA, bisiilfit uygulamasina tabi tutulmustur, boylece metile
olan bolgelerle, unmetile (metile olmayan) bolgelerin ayirimi saglanmistir. Bistilfit
uygulamasindan sonra, metile ve unmetile bolgelere spesifik primerler kullanilarak,
Real Time PCR analizi gergeklestirilmis ve ¢alisilan her dokuda, RASSF1A geninin
metilasyon durumu belirlenmistir. Dokularda agirlikli olarak metilasyon varsa
metile, metilasyon yoksa unmetile, hem metile hem de unmetile DNA’lar mevcut ise,

metiletunmetile olarak etiketlenmislerdir.

Yapilan analizde, hasta grubunda RASSF1A geninin metilasyonu, kontrol grubuna
gore daha yiiksek oranda bulunmustur (p=0,02). RASSF1A geninin metilasyon
durumunun hasta ve kontrol gruplarinda dagilimi Tablo 3.2°de verilmistir. Hasta
grubunda RASSF1A metilasyon orami %72,2 (26 timo6r dokusu) iken, kontrol
grubunda %37,9 (11 meme dokusu)’dur. Buna gore, gruplara gore metilasyon
dagilimlar1 arasinda fark bulunmaktadir. Hasta grubundaki metile profil yiizdesi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek iken, kontrol grubunda
unmetile profil gosterenlerin yiizdesi daha yiiksek bulunmustur. Hasta ve kontrol
grubunda metile+unmetile profil dagilimlar benzerdir (Grafik 3.2.; 3.3.; 3.4. ve 3.5.)
(p=0,020).
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Tablo 3.2. Gruplara gére RASSFIA geni icin metilasyon dagilvmi (Hasta grubunda bir

hastada sonu¢ alinamamistir).

Uclii Negatif

H 2
M delj'rljfr)]lgn Meme Kanseri Grubu Kon'z;ozlz(g)rubu - d):geri
(n=36)
RASSF1A
Metile 0 0
26 (%72,2) 11 (%37,9) 0,020

Unmetile 6 (%16,7) 12 (%41,4)
Metile+Unmetile 4 (%11,1) 6 (%20,7)

Melting Peaks
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S —— e ———

= \

-(d/dT) Fluorescence (465-51
%
o
2

64 6 68 70 72 74 7 78 80 82

Temperature (*C)
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Grafik 3.2. MT3 nolu olguya ait RASSF1A geni metile profil gdsteren erime egrisi.

Melting Peaks
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Grafik 3.3. MK 18 nolu olguya ait RASSF1A geni unmetile profil gésteren erime egrisi.
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Grafik 3.4. MT25 olguya ait RASSF1A geni metiletunmetile profil gosteren erime egrisi.
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Metile Profil Unmetile Profil Metile+Unmetile Profil

Grafik 3.5. Tiimor ve kontrol dokusuna gére RASSF1A geni i¢in metilasyon dagilimlari.

Triple negatif meme kanserinde, RASSF1A geninin metilasyon durumuyla histolojik
derece arasindaki iliski karsilastirilmigtir (Tablo 3.3.). Histolojik derece Grade 2 olan
4 (%15,4) hastanin, histolojik derece Grade 3 olan 22 (%84,6) hastanin, RASSF1A
promotdr bolgesinde metile profil belirlenmistir. Grade 1°de 1 (%16,7) hasta, Grade
2’de 5 (%83,3) hastanin, RASSF1A promotor bdolgesinde unmetile profil
belirlenmistir. Grade 1’de 1 (%25) hastanin, Grade 2’de 3 (%75) hastanin,
RASSF1A promotdr bolgesinde metilet+unmetile profil belirlenmistir. Tablo 3.3.’e
gore RASSF1A ile histolojik derece arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir (p=
0.891).
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Tablo 3.3. Triple negatif meme kanserinde RASSF1A metilasyon durumu ile Histolojik
Derece arasindaki iligki.

RASSF1A
Metile Unmetile Metile + Unmetile p degeri
Grade 2
HISTOLOJI (n) 4 1 1
K DERECE % %154 %16,7 %25,0
Grade 3 0891
22 5 3
()
% %84,6 %83,3 %75,0
90,00% -
80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
m Grade 2 (%)
40,00% - Grade 3 (%)
30,00% -
20,00% -
10,00% J I
0,00% - T
Metile Profil Unmnetile Profil Metile + Unmetile profil

Grafik 3.6. Triple negatif meme kanserinde Histolojik Dereceye gore RASSF1A metilasyon
frekans dagilimlari.

RASSF1A geninin metilasyon durumuyla meme kanserinin evresi arasindaki iliski
degerlendirildinde; Evre 1°de 6 (%23,1) hastanin, Evre 2A'da 12 (%46,2) hastanin,
Evre 2B’de 7 (%26,9) hastanin, RASSFIA promotdr bolgesinde metile profil
belirlenmistir. Evre 3A’da sadece 1 hasta bulunmaktadir. Bu hastada da RASSF1A
promotor bolgesinde metile profil belirlenmistir. Evre 1 ve Evre 3’te unmetile profil
belirlenmezken, Evre 2A’da 5 (%83,3) hastanin, Evre 2B’de 1 (%16,7) hastanin,
RASSFI1A promotor bolgesinde unmetile profil belirlenmistir. Evre 1° de 1’ (%25,0)
hastanin, Evre 2A’da 2 (%50,0) hastanin, Evre 2B’de 1 (%25,0) hastanin, RASSF1A

promotdr bolgesinde metiletunmetile profil belirlenirken, Evre 3’te ise
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metiletunmetile profile sahip hasta bulunmamaktadir. Tablo 3.4.’te gosterildigi
tizere, RASSFIA metilasyonu ile evre arasinda bir iliski bulunmamaktadir

(p=0.773).

Tablo 3.4. Triple negatif meme kanserinde RASSF1A metilasyon durumu ile Evre arasindaki

iliski.
RASSF1A
Metile Unmetile  Metile+tUnmetile  p degeri
1(n) 6 0 1
% %23,1 %0,0 %25,0
2A (n) 12 5 2
EVRE
% %46,2 %383,3 %50,0 0.773
2B (n) 7 1 1 '
% %26,9 0016,7 9025,0
3A (n) 1 0 0
% 23,8 90,0 90,0
120 mMetile Profil B Unmetile Profil " Metile+unmetile Profil
83.3
100
80
60 162 f‘“
16.7
40 23] 25 26,9 25
| ﬂ I . ] |
20 J 3, 0
. 1 N B JJ [
Evre-1 Evre-IIA Evre-IIB Evre-1I1A

Grafik 3.7. Triple negatif meme kanserinde Evreye gore RASSF1A metilasyon frekans
dagilimlari.

RASSFIA geninin metilasyon durumuyla lenf nodu tutulumu arasindaki iliski
degerlendirildiginde; lenf nodu tutulumu pozitif olan 19 (%76,0) hastanin, lenf nodu

tutulumu negatif 6 (%24,0) hastanin, RASSF1A promotor bolgesinde metile profil
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belirlenmistir. Lenf nodu tutulumu pozitif olan 4 (%66,7) hastanin, lenf nodu
tutulumu negatif olan 2 (%33,3) hastanin, RASSF1A promotor bolgesinde unmetile
profil belirlenmistir. Lenf nodu tutulumu pozitif olan ve lenf nodu tutulumu negatif
olan hastalarin RASSF1A promotor bolgesinde metiletunmetile profil durumlar
ayni olarak gdzlenmis olup; ikisinde de 2 (%50) hastada metiletunmetile profil
belirlenmistir. Tablo 3.5’¢ gore RASSF1A ile lenf nodu tutulumu arasinda bir iligki
bulunmamaktadir (p=0,543).

Tablo 3.5. Triple negatif meme kanserinde RASSF1A metilasyonu ile lenf nodu tutulumu
arasindaki iliski.

RASSF1A
Metile Unmetile Metile+Unmetile p degeri  Metile
LENF “pozitif (n) 19 4 2
NODU % %76,0 %66,7 %500 43
Negatif (n) 6 2 2 ’
% %24,0 %33,3 %50,0
100
m Lenf Nodu Negatif m  Lenf Nodu Pozitif
2 76
80 66.7
70
60 50 50
50
40
30
20
10
0
Metile Profil Unmetile Profil Metile+unmetile Profil

Grafik 3.8. Triple negatif meme kanserinde lenf nodu tutulumu durumuna gére RASSF1A
metilasyon frekans dagilimlart.

RASSFIA geninin metilasyon durumuyla timdr cap1 arasindaki iliski
degerlendirildiginde; tiimor ¢ap1 20 mm'den kiiclik 5 (%19,2) hastanin, tiimor ¢ap1

20-30 mm arasinda olan 12 (%46,2) hastanin, timor ¢apt 31-45 mm arasinda olan 5
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(%19,2) hastanin, timdr ¢apt 46-60 mm arasinda olan 2 (%7,7) hastanin, timor gap1
61-90 mm arasinda olan 2 (%7,7) hastanin, RASSFIA promotor bolgesinde metile
profil belirlenmistir. Timor ¢ap1 20-30 mm arasinda olan 5 (%83,3) hastanin, tiimor
capt 31-45 mm arasinda olan 1 (%16,7) hastanin, RASSF1A promotor bolgesinde
unmetile profili belirlenirken, diger timor capi araliklarinda RASSF1A promotor
bolgesinde unmetile profil belirlenmemistir. Timdr ¢ap1 20 mm'den kiigiik 1 (%25,0)
hastanin, tiimor ¢apt 20-30 mm arasinda olan 2 (%50,0) hastanin, tiimor ¢apt 31-45
mm arasinda olan 1 (%19,2) hastanin, RASSF1A promotdér bolgesinde
metiletunmetile profil belirlenmis olup, diger cap araliklarinda metiletunmetile
profil belirlenmemistir. Tablo 3,6’ya gore timdr capi ile RASSF1A metilasyon

durumu arasinda iliski bulunmamaktadir (p= 0,841).

Tablo 3.6. Triple negatif meme kanserinde tiimor ¢apt ile RASSF1A metilasyon durumu

iliskisi.
RASSF1A
Metile Unmetile  Metile+tUnmetile p degeri
<20 mm (n) 5 0 1
% %19,2 %0,0 %25,0
20-30 mm (n) 12 5 2
TUMOR % %46,2 %83,3 %50,0
CAPI 31-45 mm (n) 5 1 1 0.841
% %19,2 %16,7 %25,0 ’
46-60 mm (n) 2 0 0
% %7,7 %0,0 %0,0
61-90 mm (n) 2 0 0
% %7,7 %0,0 %0,0
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Grafik 3.9. Triple negatif meme kanserinde tiimor ¢apina gére RASSF1A metilasyon frekans
dagilimi.
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4. TARTISMA

RASSF1A  promotor bolgesindeki CpG  adalarinin  hipermetilasyonunun,
karsinojenezde Onemli ve erken bir olay oldugu yapilan caligmalarla ortaya
konulmustur. RASSF1A geni, RAS yolaginda, proliferasyonu diizenleyen, apoptozu
indiikleyen ve mikrotiibiilleri stabilize edebilen bir tiimdr baskilayict gendir. Hem in
vitro, hem de in vivo c¢aligmalar, kanser hiicrelerinde RASSF1A'nin asir1
ekspresyonunun, hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden oldugu gosterilmistir.
RASSF1A metilasyonu, meme tiimorlerinde %10-95 arasinda degisen siklikta tespit
edilmektedir. Serum DNA’sinda RASSF1A metilasyonunun saptanmasinin, erken

kanser gelisimi igin bir belirte¢ oldugu one siiriilmiistiir. (Yazici vd., 2009)

Meme kanseri molekiiler olarak 4 alt tipe ayrilmaktadir; bu alt tipler, liiminal A,
Liminal B, HER2 amplifiye ve Bazal tiimorlerdir. Bazal tiimorler genel olarak
agresif seyreden tiimorler olarak bilinirler, daha kotli prognoza sahiptirler ve bu
tiimdrler icin terapi opsiyonlari, diger meme kanseri tiplerine oranla daha kisith
goriinmektedir. Bazal tiimoérlerin biiylik cogunlugunu, triple negatif meme kanserleri
olusturmaktadir (Howlader, 2014; Yao vd., 2017). Bu ¢alismaya sadece triple negatif
meme kanseri hastalar1 dahil edilmistir. Calismamizda RASSFI1A geni promotor
metilasyon orani hasta grubunda (triple negatif meme kanseri) %72,2 iken, kontrol
grubunda %37,9 olarak bulunmustur (p=0,02).

Yazici ve ark. tarafindan 2009 yilinda A.B.D. ve Kanada'da meme kanserli hastalar
veya onlarin kardeslerinde yapilan bir caligmada, periferik kandan izole edilen
DNA’da, RASSF1A metilasyonu kontrollere oranla daha yiiksek oranda tespit
edilmis, ve bu c¢alismada incelenen 12 tiimor dokusunun hepsinde (%100),
RASSF1A metilasyonu bulunmustur. 100 kisinin dahil edildigi bu c¢alismada,
olgulardan 28’i meme kanseri diyagnozundan oOnce kan alinan meme kanseri
hastalar1 ve 10’u kanser tanis1 almamis kardesleri iken; calismada tanm1 O6ncesi kan
alinmayan 33 meme kanseri hastasi ile, yas ve irk olarak eslestirilmis 29 kontrol
bireyi yer almigtir. Calismada yer alan 61 meme kanseri hastasinin 11'inin (%18),

meme kanseri hastalarinin risk tasiyan saglikli olan 10 kardesinin 2'sinin (%20);
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periferik kandan izole edilen DNA’sinda metilasyon gorilmistir. Saghkli 29
kontroliin higbirinde (0%) RASSF1A metilasyonu goriilmemistir. Bu ¢alisma, meme
kanseri tanis1 dncesinde, belirli olgularda RASSF1A metilasyonunun periferik kan
DNA’sinda goriilebilecegini, ve erken tani i¢in kullanilabilecegini bildirmesi
acisindan 6nemli olmustur. Yazici ve ark. inceledikleri 12 tiimor dokusunda, %100
oraninda RASSF1A metilasyonu tespit etmislerdir (Yazici vd., 2009). Bizim
calismamizda kanser dokusunda metilasyon oram1 %72,2'dir, ancak bizim
calismamizin Yazici ve ark.'larinin ¢alismasindan farki, sadece triple-negatif meme
kanserlerinin ¢aligmaya dahil edilmesidir. Lee ve ark. tarafindan 2010 yilinda Kore
popiilasyonunda meme kanseri alt tiplerinden; Liiminal, HER2 ve bazal meme
kanserlerinde RASSF1A metilasyonunu karsilastiran bir c¢alismada, bazal
tiimdrlerdeki metilasyonun, liiminal ve HER2 amplifiye tiimorlere gore daha diisiik
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisgmaya 114 inazif duktal karsinomlu meme kanseri
hastasi dahil edilmistir (57 liiminal, 24 HER-2 ve 33 bazal tip meme kanseri). Bazal
meme kanserlerinde tespit edilen RASSF1A metilasyon seviyesi %1,59 iken, liiminal
meme kanserlerinde %40,1 ve HER-2 amplifiye meme kanserlerinde ise %13,87
olmustur (p<0,0001) (Lee vd., 2010). Bizim calismamizda diger meme kanseri alt
tiplerine gore nisbeten daha az RASSF1A metilasyonu goriilen, triple negatif
(genellikle bazal tiimorlerdir) meme kanserleri g¢alisilmis, bu kanserlerde normal

dokuya gore daha yiiksek RASSF1A metilasyonu tespit edilmistir.

Klajic ve ark. tarafindan 2013 yilinda Norveg ve Isveg popiilasyonunda yapilan bir
calismada, RASSF1A metilasyonu ileri evre meme kanserlerinde, erken evreye gore
gore daha yiiksek bulunmus ve ER pozitif kanserlerde negatif kanserlere gore, daha
yiikksek RASSFIA metilasyonu goriilmiistiir. Calismaya farkli evrelerden 238 DCIS
hastas1 dahil edilmistir (Evre I %28.,9, Evre II %8.9, Evre III %40,9, Evre IV %9,8).
Normal dokularda RASSFI1A hipermetilasyonu goriilmezken, timor hipermetilasyon
oran1 Evre I’de %81,1, Evre II’de %90, Evre III’te %95.2 ve Evre 1V’te %94.4
olarak gozlenmistir. Artan evreyle beraber hipermetilasyon artarken, en belirgin fark
Evre | ile Evre IV meme kanseri arasinda gozlenmistir (p=0,0000033) (Klajic vd.,
2013). Park ve ark. tarafindan 2012 yilinda Kore popiilasyonunda yapilan bir
calismaya, 179 meme kanseri hastasit (36 liiminal A, 33 liiminal B, 30 liminal—

HER2, 40 HER2 amplifiye, ve 40 bazal meme kanseri hasta) dahil edilmis ve
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RASSF1A geni promotor bolge metilasyonu galisilmistir. RASSF1A'nin metilasyon
frekansi liiminal A’da %86, liiminal B’de %91, liminal-HER2’ de %100, HER2
amplifiye tipinde %70 ve bazal meme kanserlerinde %23 olarak goriilmiistiir (Park
vd., 2012). Bizim c¢alismamiz bazal tiimér grubunda olan triple negatif meme
kanserlerine odaklanmig ve bu alttipte metilasyonun (%72,2), kanser olmayan
kontrol grubuna (%37,9) gore daha yiikksek oldugu gosterilmistir. Calismamizda
RASSF1A metilasyonu ile histolojik derece, evre, lenf nodu tutulumu ve timor
caplar1 arasinda bir iliski bulunamamistir ( sirasiyla p=0.891, p=0.773, p=0.543,
p=0,841) .

Wang ve ark. tarafindan 2012 yilinda A.B.D.'de Afrika (33 hasta) ve Avrupa (32
hasta) kokenli 65 meme kanseri hastasinda yapilan bir ¢calismada, Afrikali-Amerikal
ve Avrupali-Amerikali kadinlar arasinda RASSF1A metilasyon seviyesi i¢in bir fark
bulunmamustir. Bu ¢alismada ayni hastada, tiimorlii doku ve normal doku arasinda
RASSF1A metilasyon seviyesi farki degerlendirilmistir. Tiimoér dokularinda,
RASSF1A metilasyon seviyesi daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). Ayrica neo-
adjuvan terapinin tlimorlerde RASSF1A metilasyon seviyesini diistirdiigii
gozlenmistir (p<0.005) (Wang vd., 2012). Ancak, Mehrotra ve ark. tarafindan 2004
yilinda 111 meme kanseri hastasinda A.B.D.'de yapilan bir ¢alismada, ER—/PR—, yas
< 50 meme kanser grubunda Afrikali-Amerikali (67 hasta) ve beyaz irk mensubu (44
hasta) kadinlar arasinda, RASSF1A metilasyon seviyesi i¢in fark bulunmustur
(sirasiyla, %76 ve %29, p<0,0001) (Mehrotra et al., 2004). Lee ve ark. tarafindan
2007 yilinda Koreli ve A.B.D.li duktal meme kanserli hasta grubunda yapilan
caligmada, Koreli kadinlarla (n=67) Amerikali beyaz 1k kadinlar (n=50)
karsilagtiritlmis ve RASSFIA geninin metilasyon seviyesi iki irk arasinda benzer
goriilmiig; fakat 50 yas altt ER-/PR- hasta grubundaki Koreli kadinlarin RASSF1A
metilasyon seviyesi, A.B.D."li kadinlara gore daha yiiksek bulunmustur (Lee et al.,
2007). Li ve ark. tarafindan 2008 yilinda Cinli kadinlarda yapilan 36 hastanin dahil
edildigi calismada, meme kanserinde RASSF1A metilasyon oran1 %61,1 olarak
bulunmustur, ayni hastalardan alinan normal dokuda, metilasyon tespit edilmemistir
(Li, Wei, Cao ve Cao, 2008). Rasti ve ark. tarafindan 2009 yilinda yapilan ¢alismada,

RASSF1A geninin metilasyon seviyesi Iranli meme kanseri hastalarinda (n=81)
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degerlendirilmis ve %51 oraninda metilasyon goriilmiistiir (Rasti, Tavasoli,

Monabati ve Entezam, 2009).

Literatiirde, bizim ¢alismamiz disinda Tiirk popiilasyonunda yapilmis calismalara da
rastlanilmistir. Buyru ve ark. tarafindan 2009 yilinda Tiirk popiilasyonunda yapilan
bir ¢aligmada, meme kanseri tanist konulmus hastalardan 77 tiimor dokusu ve 77
normal kontrol dokusu c¢alisilmistir. Bu ¢alismada, tiimor 6rneklerinde RASSFI1A
metilasyon oram1 %48 olarak bulunmustur. Buyru ve ark. tarafindan yapilan bu
calismada hastalarin %93’line invaziv duktal karsinom tanis1 konulmus ve RASSF1
metilasyon orani da %62-70 arasinda bulunmustur. Caligmada yer alan olgularin ER;
PR; HER2, durumlarina iligkin bilgi bulunmamakla birlikte kontrol grubunda
metilasyona rastlanilmamistir (Buyru vd., 2009), Cho ve ark. tarafindan 2010 yilinda
Tiirk popiilasyonunda yapilan baska bir ¢alismada, invaziv duktal karsinom tanis1
konmus 40 hasta dokusu kullanilmistir. Bu ¢alismada RASSF1A metilasyon orani
tiimdr dokularinda %382,5 iken, bitisik dokularda %82,2 bulunmustur. Calismada yer
alan olgularin ER; PR; HER2, durumlarina iligkin bilgi bulunmamaktadir ve ayrica
bu c¢alismada sadece tiimor ve tiimor yakinindaki dokularin metilasyon durumu
degerlendirilmis olup, kontrol dokusu kullanilmamistir (Cho vd., 2010). Bizim
calismamiz Uglii negatif meme kanseri hastalarina odaklanmistir ve bildigimiz
kadariyla, Tiirk popiilasyonunda, tiglii negatif meme kanserinde RASSF1A promotor

bolge metilasyonunun ¢alisildigr ilk ¢alismadir.

De Groot ve ark. tarafindan 2016 yilinda Hollandali kadinlarda yapilan ¢alismaya 49
saglikli ve 52 meme kanserli kadin dahil edilmistir. Bu ¢alismada RASSF1A'nin da
bulundugu 4 gendeki hipermetilasyon verisinin normal ve kanserli meme dokusunun
ayriminda kullanilabilecegi ve RASSF1A'nin hipermetilasyonunun (%18), meme
kanseri erken tanisinda biyomarkir olarak degeri olabilecegi gosterilmistir (de Groot
vd., 2016). Kloten ve ark. tarafindan 2013 yilinda Alman hastalarda yapilan
calismaya 604 serum ornegi dahil edilmistir. Bu serum ornekleri farkli evrelerdeki
meme kanseri hastalarindan (n=250), kanser hastas1 olmayan saglikli kontrollerden
(n=237), iyi huylu meme hastaligina sahip bireylerden (n=59) ve kolon kanseri
hastalarindan (n=58) elde edilmistir. Bu calismada, ITIHS5, DKK3, ve RASSF1A

genlerinin metilasyon seviyesi belirlenmis ve  bu genlerin tiimor spesifik
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hipermetilasyonunun %67 sensitivite ve %69 spesifisite ile, serumdan meme
kanserinin erken tanis1 i¢in biyomarkir olarak kullanabilecegi gosterilmistir
(p<0,0001) (Kloten wvd., 2013). Shan ve ark. tarafindan 2016 yilinda Cin
popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada 749 serum 6rnegi (268 meme kanseri hastasi,
236 benin meme hastalig1, 245 saglikli kontrol) kullanilarak, meme kanserinin erken
tanist icin kullanilabilecek bir gen metilasyon paneli gelistirilmeye calisilmis ve
genlerin metilasyon seviyeleri Olgiilmiistiir. Bu ¢alismada SFN, P16, hMLHI,
HOXD13, PCDHGB7 ve RASSF1A genlerini igeren bir panel ile bu genlerin timor
spesifik hipermetilasyonunun, %80 sensitivite ve %72 spesifisite ile meme
kanserinin erken tanisi i¢in biyomarkir olarak kullanabilecegi gosterilmistir (Shan
vd., 2016).

Miiller ve ark. tarafindan 2003 yilinda Avusrturyali meme kanseri hastalarinda
(n=86) yapilan ¢alismada, serumda belirli genlerin metilasyon seviyesiyle prognoz
arasindaki iliski aragtirllmistir. Serumda metile RASSF1A bulunmasimin, meme
kanseri i¢in kotii bir prognoz faktorii oldugu ve riski 5,7 kat artirdigi bulunmustur
(p<0,001) (Muller vd., 2003). Lewis ve ark. 2005 yilinda A.B.D.'de yaptiklar
calismaya, 27 meme kanserli kadin ve 55 saglikli kontrol dahil edilmistir. Belirli gen
bolgelerindeki metilasyon seviyesi incelenmistir. Meme kanseri dokularinda
RASSF1A metilasyonu goriilme orant %59 olarak goriilmiistiir. Saglikli kontrollerde
yapilan klinik analizler sonucu (Gail, Claus, BRCAPRO, ve Bodian), saglikl
kontroller meme kanseri i¢in yiiksek risk ve normal/diisiik risk olarak iki gruba
ayrilmistir; RASSFI1A metilasyonu yiiksek riskli grupta %70 oraninda goriiliirken
(7/10), dustik riskli grupta %29 oraninda (12/41) goriilmiistiir (p=0,03). Normal
meme dokusunda artmig RASSFIA metilasyonunun artmis meme kanser riskiyle

iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir (Lewis vd., 2005).

Antill ve ark. tarafindan 2010 yilinda Avustralya'da yapilan bir ¢aligmaya BRCAI
veya BRCA2 mutasyonu tastyan kadinlar (n=34) dahil edilmistir. Memeden alinan
duktal lavaj orneklerinde (n=168), belirli gen bolgelerindeki metilasyon seviyesi
belirlenmistir. BRCA1 mutasyonu tastyicilarinda, incelenen genlerdeki metilasyon
orant daha yiiksek bulunmustur (p=0.001). BRCA1 ve BRCA2 mutasyonuna sahip
kadinlarda yapilan bu ¢alismada, RASSF1A metilasyonuyla bir olguda meme kanseri
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gelisimi arasinda bir iliski bulunmustur (Antill vd., 2010). Euhus ve ark. tarafindan
2008 yilinda A.B.D.'de yapilan bir ¢alismaya 65 meme kanseri hastasi ve 95 saglikli
kadin dahil edilmistir. Saglikli kadinlar klinik analizlere (Gail, Claus, BRCAPRO)
dayali olarak meme kanseri i¢in yiiksek risk (n=25) ve diisiik risk (n=70) olmak
tizere iki gruba ayrilmis ve metilasyon seviyeleri belirlenmisti. RASSFIA
metilasyon orani malign orneklerde %067 iken, benign orneklerde %19 olarak

goriilmiistiir (Euhus vd., 2008).

Jiang ve ark. tarafindan 2012 yilinda yapilan 1795 hastay1r kapsayan bir meta-
analizde, RASSF1A promotor metilasyonu ile meme kanserinde hastaliksiz sagkalim
(DFS) ve sagkalim (OS) arasindaki iliski incelenmistir. RASSF1A promotor
hipermetilasyonuyla, meme kanserinin daha yiiksek tekrar riski ve daha koti
sagkalim arasinda iliskili bulunmugstur. Meme kanserinde RASSFIA metilasyon
orani %60,4 olarak goriilmiistiir (Jiang, Cui, Chen, Shen ve Ding, 2012). Geng ve
Wu tarafindan 2016 yilinda yapilan 5727 hastay1 igeren, 63 calismay1 kapsayan bir
meta-analizde, RASSF1A metilasyon durumu, RASSF1A metilasyonu ve meme
kanseri riski arasindaki iliski incelenmistir. Meta-analizde, RASSF1A metilasyonun
ER pozitif hastalarda (%75,96), ER negatif hastalardan (%60,48); PR pozitif
hastalarda (%70,61) PR negatif hastalardan (%63,83) daha yiiksek oldugu
gosterilirken, RASSF1A promotér metilasyonunun HER2 durumu ile higbir iligkisi
bulunamamaistir. Bu ¢alismada, RASSF1A'nin meme kanserinin en agresif ve direngli
formlarindan biri olan iiclii negatif meme kanserinde yiiksek oranda metillendigi
bildirilmistir. Metilasyon oranini belirlemek i¢in kullanilan toplam 28 caligmanin
25'inde, RASSFA1 promotoriiniin tiimdr igermeyen normal dokularda veya bitisik
normal dokulardaki metilasyonunun, %0 ila %20 arasinda degisip, ortalamanin
%13,26 oldugu (%95 CI =%3,88 ila %?22,64); buna karsilik, primer timoér doku
orneklerindeki ortalama metilasyon oraninin %69,56 oldugu tespit edilmistir (%95

Cl=%62,7 ila %76,42) (Geng ve Wu, 2016).

Literatiirde, TNMK’de RASSF1A metilasyonunu degerlendiren c¢alismalar
incelendiginde, genel olarak, TNMK ’nin, diger meme CA tiplerine gore, daha diisiik

metilasyon frekans1 gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Bizim g¢aligmamizda, sadece
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TNMK leri ¢alisilmis olmakla birlikte, %72,2’lik oranda oldukca yiiksek metilasyon

tespit edilmistir.

Kozomara vd, tarafindan yapilan; 61 TNMK ve 70 ER+PR+Her2- olgunun yer aldigi
Sirp popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada, sirasiyla RASSF1A metilasyonu, 50.8%
ve 48.6% olarak bildirilmistir (Kozomara, 2018). Bizim ¢alismamizda sadece,
TNMK ve kanser olmayan, meme kontrol dokusu yer aldig1 i¢in, meme kanseri
tiplerindeki metilasyon farkliliklarin1 kiyaslama sansimiz olmamakla birlikte;
TNMK’de %72,2’lik yiiksek frekansta metilasyon tespit etmemiz (p=0,020)

acisindan ¢alismamiz, Kozomara vd. nin ¢aligmasiyla uyumludur.

Gil vd, Kore popiilasyonunda, 15 TNMK, 30 diger gruptaki meme kanseri olgularin
iceren ¢aligmalarinda, RASSF1A promotor metilasyonunu TNMK grubuda ortalama
%14.4£11.9; diger meme CA gruplarinda ise 24.8+17.0 olarak belirlemislerdir
(p=0.042) (Gil vd., 2012). Volodko vd.’nin, Kanada’da 69 meme CA hastas1 ve 12
kanser olmayan kadma ait meme dokusunda yaptiklar1 RASSF1A metilasyon
calismasinda, ortalama RASSF1A metilasyon frekanslari, Luminal A (Her2-)’da
%33 + %16; Luminal B (Her2+)’de %44 + %,22; Her2/Neu overekprese timorlerde
%38 + %17 bulunurken, TNMK’de %10 + %9.5 olarak diisiikk oranda tespit
edilmistir (Volodko, 2016). Wang vd.’nin, 32 Afrikali-Amerikan, 33 Avrupali-
Amerikan olmak tizere 65 olguda farkli tiimor tipleri ve komsu kanser6z olmayan
kontrol dokularim1 kullandiklar1 ¢alismada, TNMK’de RASSF1A metilasyonunun,
diger tiimor tiplerine gore azaldigini (p=0.02) bildirmislerdir (Wang, 2012).

Gil vd., Volodko vd., Wang vd’nin, genel literatiirle uyumlu olarak TNMK’de
RASSF1A promotér metilasyonunu diisiik bulduklar1 c¢alismalar; TNMK’de
RASSF1A promotdr metilasyonunu yiiksek buldugumuz caligmamizla (p=0,020)
uyum gostermemektedir (Gil vd., 2012; Volodko, 2016; Wang, 2012).

69



5. SONUC VE ONERILER

RASSF1A geni promotér metilasyonunun, triple negatif meme kanserinde diger
meme kanseri tiplerine gore genellikle diisiis gosterdigi, farkli popiilasyonlarda
yapilan calismalarla ortaya konulmustur. Bizim c¢alismamizda, TNMK’de,
RASSF1A geninin metilasyon durumunun, Tiirk popiilasyonunda belirlenmesi
amaglanmistir. Calismamizda TNMK tiimor dokularinda RASSF1A metilasyon
frekans1 %72,2 olarak tespit edilmis ve metilasyon frekansi kontrol dokularindan
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0,020); fakat histolojik derece, evre, lenf
nodu tutulumu ve tiimdr cap1 ile RASSF1A metilasyonu arasinda anlamli bir iligki
bulunamamistir. Calismamiz bildigimiz kadariyla Tiirk toplumunda triple negatif
meme kanserinde RASSF1A metilasyonunun degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Tiirk
poplilasyonunda diger populasyonlardan farkli olarak, bizim c¢alismamizla ilk defa
ortaya konuldugu tlizere, TNMK’de RASSFI1A geni promotdr bolge metilasyonu,
normal meme kontrol dokularindan anlamli derecede yiiksek olarak bulunmustur.
Farkli popiilasyonlardaki metilasyon paternlerindeki degisimler, diyetle alinan
faktorler (folat, B6 vitamini, B12 vitamini) de dahil olmak iizere ¢evresel faktorlere
ve fonksiyonel SNP allel frekanslarina bagli olarak degisebilmektedir, bu nedenle bir
popiilasyon icin biomarker olabilecek bir metilasyon paterni, bagka bir popiilasyon
i¢cin gecerli olmayabilmektedir. Meme kanserinin en agresif formu olan TNMK ’inde,
RASSF1A geni promotdr bdlge hipermetilasyonu, Tiirk Toplumu i¢in bir biomarker
olabilir. Bunun yaninda, calismamiza, diger meme kanseri alt tipleri dahil edilmemis
olmasia ragmen, Tiirk toplumunda TNMK’de yapilmis ilk ve tek ¢alisma olmasi
acisindan, degerli ve 6nemli bulgular ortaya konmustur. Tiirk toplumunda, daha fazla
olgu sayili ve farkli meme kanseri alt tiplerinin RASSF1A promotér metilasyonunun
degerlendirildigi ¢aligmalarin yapilmasinin, ¢aligmamizda elde ettigimiz bulgularin
dogrulanmas1 ve TNMK’de RASSF1A promotdr hipermetilasyonunun biomarker

olabilirliginin ortaya konmasi agisindan 6énemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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