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Sporadik insan malignansilerinde RASSF1A en sık metilasyona uğrayan tümör 

supresör genlerden biridir. Pek çok farklı malignanside, yüksek frekansta RASSF1A 

promotör hipermetilasyonu olduğu ve bu frekansın kanser patogenezi ve daha agresif 

klinik fenotiple birliktelik gösterdiği bildirilmiĢtir. 

 

Üçlü negatif meme kanseri, diğer meme kanserlerine göre daha agresif fenotip 

göstermektedir ve literatür incelendiğinde RASSF1A promotör hipermetilasyonunun 

meme kanseri tümörogenezinde etkili olduğu yönünde güçlü bulgular görülmektedir. 

Bunlar bir arada düĢünüldüğünde, RASSF1A metilasyon durumu, kanser risk ve 

prognozu için, klinik değerlendirmede iyi bir potansiyel biomarkır olabilir. 

 

Bu çalıĢmanın amacı; üçlü negatif meme kanserinde RASSF1A promotör metilasyon 

durumunun belirlenmesidir. 

 

ÇalıĢmamıza, üçlü negatif meme kanseri olan 37 hasta ve 29 normal meme kontrol 

doku grubu dahil edildi. DNA metilasyon analizi formalinle fiske edilmiĢ parafine 

gömülü üçlü negatif meme kanseri doku örneklerinde gerçekleĢtirildi. DNA 

izolasyonu ve bisülfit uygulamasını takiben, DNA metilasyonu, real-time PCR 

yöntemi ile analiz edildi. Üçlü negatif meme kanseri grubunun RASSF1A geni 

metilasyonu frekansı %72,2 olarak tespit edilirken, bu oran kontrol grubunda %37,9 

olarak bulundu (p=0,020). Sonuçlar benzer çalıĢmaların sonuçlarıyla paralellik 

gösterdi. Üçlü negatif meme kanseri grubunda RASSF1A metilasyonu ile histolojik 

derece, kanser evresi, lenf nodu tutulumu ve tümör çapı arasında bir iliĢki bulunmadı. 
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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. GĠRĠġ  

Meme kanseri; tüm kanser olgularının %23‟ünü ve kanser ölümlerinin %14‟ünü 

oluĢturarak, kansere bağlı ölümlerin baĢını çeken ve kadın sağlığını olumsuz yönde 

etkileyen önemli ve sık görülen bir kanser türüdür (Eliyatkın, 2015). 

Dünya sağlık örgütü, 2014 tüm dünyada 1 670 00 yeni teĢhis konulan meme kanserli 

kadın olduğunu, meme kanserinin kadınlarda görülen kanserlerin 4‟te 1‟ini 

oluĢturduğu bildirmiĢtir. GeliĢmiĢ ülkelerde kandınlarda meme kanseri görülme oranı 

1/7 olup; meme kanseri geliĢmekte olan ülkelerde artmakta ve geliĢmiĢ olan 

ülkelerde azalmaktadır. 2030 yılında tüm meme kanserlerinin %7‟sinin, geliĢmekte 

olan ülkelerde görüleceği öngörülmektedir (URL-1).  

Ülkemizde 2014 yılında 50 ile 69 yaĢ arasındaki kadınların %44,5, 25 ile 49 yaĢ 

arasındaki kadınların ise %40,4‟üne meme kanseri tanısı konulmuĢtur. Meme kanseri 

evreleri incelendiğinde T.C. Sağlık Bakanlığı, Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü veri 

tabanında yer alan invaziv vakaların %11,1‟i ileri evrededir (URL-1).  

Kadınlarda ilk adet görme yaĢı, doğum yapma ve doğum sayısı, adetten kesilme, 

emzirme süresi, infertilite, hormon replasman tedavisi alma, beslenme alıĢkanlıkları 

gibi durumların meme kanserinin insidans hızını artırdığı bildirilmektedir. Meme 

kanseri kadınlarda görülen kasnsere bağlı ölümlerin %20‟sini kapsamaktadır (Koçak 

vd., 2011). 

1.1. Memenin Anatomi ve Fizyolojisi 

Meme, anterior toraks duvarında lokalize, 2 ve 6. kostalar arasında yer alan medialde 

sternum kenarı, lateralde ise ön-orta aksiller çizgiye kadar uzanan, pektoralis major 

kası üzerinde yerleĢmiĢ apokrin bir bezdir (Rosen, 2001). Memenin çapı süperior-

inferior doğrultuda 10-12 cm büyüklüğündedir. Santral bölgede kalınlığı en fazla 5-7 

cm‟dir. Emzirme süresinde olmayan bir memenin ağırlığı 150-200 gram, emzirme 

süresinde ise 400 ile 500 gram arasındadır. Kadınlarda memenin boyutları ve sınırları 
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gebelik, emzirme, ĢiĢmanlama, zayıflama ve yaĢ gibi nedenlerle değiĢiklik 

gösterebilir (Sharkley, Allred ve Volente, 1996). 

Meme, süperfisyal fasya adı verilen yapının içindedir. Süperfisyal fasya süperiorda 

servikal fasya, inferiorda Cooper fasyası ile devam eder. Meme dokusu pektoral 

fasyanın tarif edilen sınırları dıĢında da görülebilir. Hipodermisten meme 

parankimine uzanım gösteren Cooper ligamentleri olarak adlandırılan fibröz 

katlantılar, memenin anatomik lokalizasyonunu destekler (Sharkley, Allred ve 

Volente 1996). 

Meme baĢını çevreleyen areola yaklaĢık 2-6 cm boyutunda olup, 2. ve 6. kostaların 

orta kısmına denk gelen 4. kosta hizasında yerleĢmiĢtir. Bu bölge meme derisinden 

daha fazla pigment içerdiği için koyu renktedir. Areola renginin koyuluk düzeyi 

östrojen seviyesiyle iliĢkili olup östrojen seviyesi arttıkça koyuluk artar. 

Montgomery bezlerinin duktuslarının açıldığı montgomery tüberkülleri areolada yer 

alır (Kalaycı, Acarlı ve Demirkol, 2002). 

Memenin üst-dıĢ kadranı, diğer kadranlara göre çok daha fazla glandüler elaman 

içerdiği için, benign ve malign meme tümörleri bu kadranda görülme sıklığı daha 

yüksektir. Meme dokusunun koltuk altına doğru olan uzantısına “Spence‟in aksiller 

kuyruğu” denilir. Spence‟in aksiller kuyruğu, derin fasyayı “Langer Deliği” olarak 

adlandırılan bir aralıktan geçerek, aksillaya kadar uzanır. Bu nedenle memede oluĢan 

tüm fizyolojik ve patolojik durumlar, aksiler kuyrukta da kendini gösterir (Spart ve 

Tabin, 1995). 

Meme dokusu asinüsler, duktuslar ve stromal elamanlardan oluĢmuĢtur. Memenin 

salgı yapan birimleri olan asinüslerin içi, küboid epitelle döĢenmiĢtir. Asinüslerin 

dıĢı bağ dokusu, kan damarları ve lenf damarları ile çevrilmiĢtir. Asinüsler lobülleri, 

lobüllerde bir araya gelerek lobları meydana getirirler. Epitelyal parankim her biri, 

ayrı bir salgı kanalı ile meme baĢına açılan 15-20 lobdan oluĢur. Her lob 20-40 kadar 

lobül içerir. Dolayısıyla her duktus bir meme lobunu, yani 20-30 kadar lobülü drene 

eder. Her bir lobülde sayıları 20 ile 80 arasında değiĢen asinüsler bulunur. Asinüsler 

toplayıcı duktus çevresinde toplanmıĢtır. Meme glandının esas yapısal birimini 
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lobüller oluĢtururlar. Lobüllerin sayısı genç kadınlarda daha fazla olmakla birlikte 

daha büyük görünüme sahiptirler. Lobüllerin sayısı kadınlar adetten kesildikten sonra 

azalır ve her biri yalnızca birkaç asini içeren küçük üniteler Ģekline dönüĢür (Spart ve 

Tabin, 1995). 

Memede süt kanalları sistemi, asinüslerin birleĢerek terminal duktus adı verilen bir 

kanala açılmasıyla baĢlar. Terminal duktus intralobuler ve ekstralobuler olmak üzere 

iki segmentten oluĢur. Birkaç lobülün terminal duktuslarının birleĢmesi ile laktifer 

duktuslar oluĢur. Bu duktuslar birbirlerine yaklaĢarak meme baĢına doğru ilerler ve 

subareolar bölgede laktifer sinüs olarak isimlendirilen bir dilatasyon gösterirler. Bu 

laktifer sinüsler, ampulla adı verilen çok katlı yassı epitel ile örtülü son kısım ile 

meme baĢından dıĢarı açılırlar (Spart ve Tabin, 1995). 

Subsegmental ve terminal duktuslar laktifer duktuslar dallanmasıyla oluĢurlar. 

Terminal duktuslar, gevĢek bir bağ dokusu stroma ile çevrelenmiĢlerdir. Memenin 

fonksiyonel olarak en aktif bölümü olan terminal duktal-lobüler ünite (TDLU), kısa 

terminal duktus bölümünden ve asinüsten (alveol) meydana gelir. Laktifer duktuslar, 

orifislerine yakın bölümlerde stratifiye skuamöz epitelyum ile döĢelidirler. Duktusu 

döĢeyen epitel, laktifer sinüs içerisinde iki sıralı küboidal hücrelerden oluĢan bir 

yapıya dönüĢür. Duktus sisteminin geri kalanı tek sıralı kolumnar ya da kuboidal 

epitel hücreleri ile döĢelidir. Epitel hücreleri, bazal membran üzerinde yerleĢim 

gösterirler. Bazal membranın iç tabakası bazal lamina adını alır (Topuz, Aydıner ve 

Dinçer, 2003). 

Meme dokusunda, tubulo alveolar glandların sekretuar hücreleri, duktusların epitel 

ve myoepitel hücreleri, bazal lamina üzerindedirler. Myoepitel hücreleri, epitel 

hücreleri ile bazal membran arasında bir tabaka oluĢtururlar. Bu hücreler sekretuar 

bölgelerde de mevcut olmakla birlikte, geniĢ duktuslarda daha belirgindirler. 

Memenin sekretuar kısmı, hamilelik ve emzirme dönemlerinde ve yaĢa bağlı olarak 

değiĢim gösterir. Ġnaktif glandda, glandüler komponent azdır. Bu bölüm hemen 

hemen sadece duktal elemanlardan olusur. Menstrual siklus (adet döngüsü) sırasında, 

inaktif meme dokusu hafif derecede değiĢime uğrar. Menstrual siklusun erken 

dönemlerinde, duktuslar lümen içermezler, kordlar Ģeklinde uzanırlar. Östrojen 
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uyarısı altında, ovulasyon (yumutlama) döneminde sekretuar hücreler yüksek 

kolumnar Ģekle dönüĢürler, asinüs lümenlerinde az miktarda sekresyon görülmeye 

baĢlar ve bağ dokusunda sıvı ve lipid birikimi meydana gelir. Daha sonra, hormonal 

uyarı gerilediğinde gland inaktif haline geri döner (Topuz, Aydıner ve Dinçer, 2003). 

1.2. Meme Kanseri 

Meme kanseri, memenin duktus veya lobüllerini örten epitelyal hücrelerin malign 

proliferasyonudur. Kansere bağlı ölümlerin akciğer kanserinden sonra ikinci sık 

nedeni meme kanseridir. Kandınlarda en sık görülen kanser çeĢidi olmakla birlikte 

kadınlarda görülme oranı %22‟dir. GeliĢmiĢ ülkelerde bu oran daha da artmakta olup 

%26‟ya kadar çıkabilmektedir.(Parkin ve ark., 2000). 

WHO (World Health Organization)‟nun raporuna göre her yıl dünyada 1 000 000 

kadında meme kanseri geliĢmekte ve bu hastalıktan 370 000 kadın ölmektedir. 

Dünyada meme kanseri görülme sıklığı yıllık, ortalama %0,5 oranında artmaktadır 

(Semerci vd., 2013). Memenin genel anatomik yapısı aĢağıdaki Ģekilde 

gösterilmektedir (ġekil 1.1). 

 
 

ġekil 1.1. Memenin anatomik yapısı (URL-2). 
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1.2.1. Epidemiyoloji 

GLOBOCAN 2012 verilerine göre, Dünya‟da 17 milyon kadına kanser tanısı 

konmuĢ olup, 521 900 kiĢide de meme kanserinden dolayı ölüm gerçekleĢmiĢtir. 

Meme kanseri, geliĢmiĢ ülkelerde en çok ölüme neden olan ikinci kanser türü olarak 

listeye girmiĢtir. GeliĢmiĢ ülkelerde meme kanseri insidansı 74,1, mortalite oranı ise 

14,9 iken; geliĢmekte olan ülkelerde insidans 31,3, mortalite oranı ise 11,5 olarak 

bildirilmiĢtir. (Torre vd., 2015). 

Türkiye Halk Sağlığı Kurumu‟nun 2014 yılında yayınladığı Türkiye Kanser 

Ġstatistikleri Raporuna göre meme kanseri, 2014 yılında Türkiye‟de kadınlar arasında 

en sık rastlanan kanser tipidir. 35 yaĢından sonra kadınlarda meme kanserine 

yakalanma oranı artmakla birlikte en yüksek risk grubu 60-64 yaĢ olarak 

belirtilmiĢtir. Erkeklerde bu oran oldukça düĢüktür. Erkeklerde meme kanserinin en 

sık görüldüğü yaĢ aralığı  70-74 yaĢ olarak bildirilmiĢtir (Gültekin vd., 2014). 

1.2.2. Etyoloji 

1.2.2.1. Genetik yatkınlık 

Meme kanserinin büyük çoğunluğu sporadik vakalar olmasına rağmen yaklaĢık %5-

10‟unda genetik yatkınlık söz konusudur. Ailesel yatkınlığa neden olan genler 

BRCA-1 (Breast cancer susceptibility gene 1) ve BRCA-2 (Breast cancer 

susceptibility gene 2)‟dir. Bu iki gen bölgesinde meydana gelen mutasyonlar, ailesel 

meme kanserlerinin 2/3‟ünde, tüm vakaların ise yaklaĢık %5‟inde belirlenmiĢtir 

(Osborne vd., 2004; Ponder, 1994). BRCA-1 geni, ovaryum ve meme kanserine 

yatkınlığı arttıran, kromozom 17q12-21‟de lokalize bir gendir. Meme kanseri 

hastalarının %4‟ünde BRCA-1 mutasyonu görülmektedir. 40 yaĢ altında ortaya çıkan 

meme kanserlerinin %25‟i BRCA-1 mutasyonu ile ilgilidir.  

BRCA-1 geni mutasyonlarını taĢıyanların 50 yaĢına ulaĢıncaya kadar meme ve/veya 

ovaryum kanserine yakalanma olasılığı %60, 70 yaĢına ulaĢıncaya kadar ise %85 

olarak bildirilmiĢtir. 13. kromozomda lokalize olan BRCA-2 geni, ailevi meme 
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kanserlerinin %70‟inden sorumludur ve aynı zamanda erkeklerde de meme kanseri 

riskini arttırmaktadır (McKinley vd., 1995) . 

1.2.2.2. Yaş  

Kadınlarda meme kanseri insidansının, yaĢ ile birlikte artmakta olduğu, menapoza 

kadar bu riskin her 10 yılda bir, ikiye katlandığı ve meme kanseri geliĢme riskinin 25 

yaĢında 1/19 608, 55 yaĢında 1/33, 75 yaĢında 1/11, 80 yaĢında 1/8 olduğu 

bildirilmiĢtir (Phipps vd., 2010). 

1.2.2.3. Doğurganlık, emzirme ve hormonlar  

Östrojen ve progesteron meme kanseri geliĢiminde rol oynayan önemli hormonlar 

olarak görülmektedir. Normal epitelyum hücrelerinde, östrojen reseptör (ER) ve 

progesteron reseptör (PR) bulunmaktadır. Bu hormon düzeylerinin değiĢmesi, 

normal epitelyal aktivitenin değiĢmesine neden olabilmektedir. Ġleri yaĢlarda tek 

doğum yapan kadınlarda erken yaĢlarda doğum yapan kadınlara oranla meme 

kanserine yakalanma riski 2-5 kat artmaktadır. Bunun yanı sıra menopoza 55 yaĢın 

üstünde girmekte meme kanseri riskini arttırmaktadır. Uzun süreli emzirmelerin riski 

azaltabileceği, oral gebelikten korunma yöntemlerinin ise meme kanseri geliĢim 

riskini 1,24 kat arttırdığı bildirilmiĢtir (Cancer, 2002). 

1.2.2.4. Ailesel öykü  

Birinci derece akrabasında meme kanseri olan bireylerin, meme kanserine yakalanma 

riskinin 2 kat arttığı bildirilmiĢtir. Birinci dereceden akrabalarından iki kiĢide meme 

kanseri olan kiĢilerde ise risk 4-6 kat artmaktadır (Phipps vd., 2010). 

1.2.2.5. Coğrafi farklılıklar 

Kanserin görülme sıklığı, ülkeler arasında farklılıklar göstermektedir. Kuzey Avrupa 

ülkelerinde ve Kuzey Amerika‟da meme kanseri görülme riskinin, diğer bölgelere 

göre daha yüksek olduğu bildirilmiĢtir. Amerika‟da meme kanserinden ölüm oranı, 

Japonya‟ya göre 5 kat daha fazla bulunmuĢtur. Bu farklılıkta, çevresel faktörlerin 
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yanı sıra, diyet ve beslenme alıĢkanlıklarının da etkili olduğu düĢünülmektedir (Torre 

vd., 2015). 

1.2.3. Meme Kanserinin Sınıflandırılması 

Meme kanseri, histopatolojik sınıflandırmaya göre invaziv (infiltratif) ve noninvaziv 

(in situ) kanserler olarak ikiye ayrılmaktadır. 

1.2.3.1. İn situ (Noninvaziv) karsinomlar  

Ġn situ karsinomlar, tüm meme kanserlerinin %20-25 kadarını oluĢturlar ve duktal ve 

lobüler olmak üzere iki tipe ayrılırlar. Eğer süt bezlerinde (lobes) oluĢmuĢlarsa, 

lobular karsinoma in situ ya da kısaca LCIS, süt kanallarında oluĢmuĢlarsa duktal 

karsinoma in situ ya da kısaca DCIS olarak adlandırılırlar (URL-4). 

1.2.3.1.1. İn situ duktal karsinom (DCİS) 

DCĠS‟te meme duktusları, anaplastik tümör hücreleri ile dolmuĢtur. Nadiren hücreler 

papiller yapılar oluĢturur ya da meme baĢına yayılarak, meme baĢı Paget hastalığına 

neden olurlar. Anaplastik hücreler duktus bazal membranını penetre etmez ve 

noninvaziv in situ olarak kalırlar. Yüksek dereceli olanların %40‟ında, zamanla 

invazyon gerçekleĢir (Crum vd., 2002).  

1.2.3.1.2. İn Situ lobüler karsinom (LCİS) 

LCĠS, terminal duktus ve duktüllerden geliĢir ve bu yapılarda anaplastik tümör 

hücreleri görülür. Lezyonlar, fibrokistik değiĢiklikler ile beraber, ya da intraduktal 

karsinomlarla beraber, invaziv karsinom alanlarının komĢuluğunda olabilir, 

fibroadenom zemininde geliĢebilir ve sıklıkla çok sayıda ve bilateraldirler. Üçte 

birinde aynı taraf ya da karĢı tarafta invaziv karsinom geliĢir. Genellikle ER ve PR 

pozitif ve CERB-B2 negatiftirler ve premenapozal dönemde rastlantısal olarak 

bulunurlar (Crum vd., 2002). 
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1.2.3.2. İnvaziv karsinomlar 

1.2.3.2.1. İnvaziv (İnfiltratif) lobüler karsinom 

Tüm invazif meme karsinomlarının %5-15‟ini oluĢtururlar ve hormon replasman 

tedavisi alan kadınlarda daha sık görülürler. Diğer invazif meme karsinomlarına 

göre, daha yüksek oranda bilateral ve multifokal olurlar (Ġlvan, 2006). 

1.2.3.2.2. İnvaziv (infiltratif) duktal karsinom 

Ġnfiltratif duktal karsinom, meme kanserinin en sık görülen tipidir. Kullanılan 

morfolojik kriterlere göre değiĢmekle birlikte, %44-75 sıklıkla görülürler. Ġnvaziv 

duktal karsinom, sertliği ve yoğun stroması nedeniyle, skiröz karsinom olarak da 

adlandırılır; stroma içine dağılmıĢ yuvarlak, poligonal ya da sıkıĢmıĢ ve uniform, 

küçük, çok az mitotik figür içeren koyu nukleuslu tümör hücre küme ve 

kordonlarından oluĢur. Ġnvaziv duktal karsinomda, çevre doku infiltrasyonu, kan 

damarları, perivasküler ve perinöral alanların invazyonu gözlenir (Crum vd., 2002; 

Ünal, 2006). 

1.2.4. Meme Kanserinde Evreleme 

1.2.4.1. Tümör nod metastaz (TNM) evreleme sistemi 

Klinik evreleme için kullanılan çeĢitli sistemler bulunmaktadır, fakat dünyada ve 

ülkemizde en çok kullanılan sistem, Uluslararası Kanser Örgütü (UICC, 1987) ve 

Amerikan Kanser Komitesi (AJCC, 1988)‟nin belirlediği TNM sistemidir. T; tümör 

boyutunu, N; aksiler lenf nodlarına yayılımı ve M; uzak bölgelere yayılımını gösterir. 

Ocak 2018‟de yürürlüğe giren en yeni AJCC sistemi, meme kanseri için hem klinik 

hem de patolojik evreleme sistemlerine sahiptir. 

T, N ve M'den sonraki sayılar veya harfler, bu faktörlerin her biri hakkında daha 

fazla ayrıntı sağlamakta ve daha yüksek rakamlar, kanserin daha ileri olduğu 

anlamına gelmektedir (Tablo 1.1.). 
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Tablo 1.1. TNM Sınıflandırlması. 

 

T:  PRĠMER TÜMÖR 
N: BÖLGESEL LENF 

NODÜLLERĠ 

M: UZAK 

METASTAZ 

 Tx 

 T0 

 Tis 

 Tis (DCIS) 

 Tis (LCĠS) 

 Tis (Paget) 

 T1 

 T1mic 

 T1a 

 T1b 

 T1c 

 T2 

 T3 

 T4 

 T4a 

 T4b 

 T4c 

 T4d 

 Nx 

 N0 

 N1 

 N2 

 N2a 

 N2b 

 N3 

 N3a 

 N3b 

 N3c 

 Mx 

 M0 

 M1 

 

1.2.4.1.1. Meme kanseri için T kategorileri 

0-4 arasında sayı alan T, ana (primer) tümörün boyutunu ve cilde ya da memenin 

altındaki göğüs duvarına yayılıp yayılmadığını belirler. Daha yüksek T sayıları, 

memenin yakınındaki dokularda daha büyük bir tümör ve/veya daha geniĢ yayılım 

anlamına gelir. 

TX: Primer tümör değerlendirilemez. 

T0: Primer tümör kanıtı yok. 

Tis: Karsinom in situ (DCIS veya iliĢkili tümör kitlesi olmayan Paget hastalığı) 

T1 (T1a, T1b ve T1c‟yi içerir): Tümör 2 cm veya daha küçüktür. 

T2: Tümör 2 cm‟den büyük, 5 cm‟den küçüktür. 
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T3: Tümör 5 cm‟den büyüktür. 

T4 (T4a, T4b, T4c ve T4d‟yi içerir): Göğüs duvarına veya meme cildine büyüyen 

herhangi bir büyüklükteki tümörü temsil eder. Enflamatuar meme kanseri de bu 

kategoridedir. 

T kategorileri Ģekilde gösterilmiĢtir (ġekil 1.2.). 

 
 

ġekil 1.2. Meme kanserinde T kategorileri, tümör hücreleri kırmızı renkte gösterilmiĢtir 

(URL-3). 

 

1.2.4.1.2. Meme kanseri için N kategorileri 

N, 0 ila 3 arasında bir sayı ile değerlendirilir, kanserin memenin yakınındaki lenf 

nodlarına yayılıp yayılmadığını ve yayılmıĢ ise kaç lenf nodunu tuttuğunu gösterir. 

NX: Yakındaki lenf nodları değerlendirilemez (örneğin, daha önce çıkarılmıĢ 

olabilirler). 

N0: Kanser, yakın lenf nodlarına yayılmamıĢtır. 

 N0 (i +): Kanser yayılım alanı 200'den az hücre içerir ve 0,2 mm'den 

küçüktür. "I +" kısaltması, rutin boyamalarda veya immünohistokimya adı 

verilen özel bir boyama tekniği kullanıldığında az sayıda kanser hücresinin 

(izole edilmiĢ tümör hücresi olarak adlandırılır) görüldüğü anlamına gelir. 
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 N0 (mol +): Kanser hücreleri koltuk altı lenf düğümlerinde görülemez (özel 

boyamalar kullanılarak bile), ancak RT-PCR yöntemi kullanılarak kanser 

hücrelerinin izleri tespit edilir.  

N1: Kanser, 1 ila 3 aksiller (koltuk altı) lenf noduna yayılır ve/veya sentinel lenf 

nodu biyopsisinde, internal meme lenf nodlarında (meme kemiğine yakın olanlar) 

çok az miktarda kanser bulunur. 

 N1mi: Kolun altındaki lenf nodlarında mikrometastazlar vardır. Lenf 

nodlarına yayılan kanser alanları en az 0,2 mm'dir, ancak 2 mm'den büyük 

değildir. 

 N1a: Kanser, kolun altında 1 ila 3 lenf noduna kadar yayılmıĢ ve en az 2 mm 

geniĢliğindeki kanser bölgesi oluĢturmuĢtur. 

 N1b: Kanser, aynı taraftaki internal meme lenf nodlarına yayılmıĢtır, ancak 

bu yayılım sadece sentinel lenf nodu biyopsisinde görülmüĢtür (lenf 

nodlarının geniĢlemesine neden olmaz). 

 N1c: Hem N1a hem de N1b geçerlidir. 

N2: Kanser, kolun altındaki 4 ila 9 lenf noduna yayılmıĢ veya kanser, internal meme 

lenf nodlarına geniĢlemiĢtir. 

 N2a: Kanser, kolun altındaki 4 ila 9 lenf noduna ve en az bir kanser alanı 2 

mm'den daha büyük bir alana yayılmıĢtır. 

 N2b: Kanser bir veya daha fazla internal meme lenf noduna yayılarak 

geniĢlemesine neden olmuĢtur. 

N3: Ġki durum söz konusudur: 

 N3a: Kanser, en az bir kanser alanı 2 mm'den büyük olan 10 veya daha fazla 

aksiller lenf bezine yayılmıĢtır veya kanser, infraklaviküler düğümler 
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altındaki lenf nodlarına yayılmıĢ ve en az bir kanser alanı 2 mm'den daha 

büyük bir alana yayılmıĢtır. 

 N3b: Kanser en az bir aksiller lenf nodunda (en az 2 mm'den büyük bir 

kanser yayılım alanıyla) bulunur ve internal meme lenf nodlarını geniĢletir. 

Ya da kanser, 4 veya daha fazla aksiller lenf noduna (2 mm'den daha büyük 

bir kanser yayılım alanıyla) yayılmıĢ ve sentinel lenf nodu biyopsisinde 

internal meme lenf bezlerinde çok az miktarda bulunmuĢtur. 

 N3c: Kanser, 2 mm'den büyük bir kanser yayılımı alanına sahiptir ve 

köprücük kemiği (supraklaviküler düğümler) üzerindeki lenf nodlarına 

yayılmıĢtır (URL-4). 

1.2.4.1.3. Meme kanseri için M kategorileri 

M'nin ardından gelen 0 veya 1, kanserin uzak organlara, örneğin akciğerlere, 

karaciğere veya kemiklere yayılıp yayılmadığını gösterir. 

MX: Uzak yayılım (metastaz) değerlendirilemez. 

M0: X-ıĢınlarında (veya diğer görüntüleme testlerinde) veya fiziksel muayenede 

uzak bir yayılma bulunmuyor. 

 cM0 (i +): Kan ya da kemik iliğinde az sayıda kanser hücresi bulunur 

(yalnızca özel testlerle tespit edilebilir) ya da koltuk altı, köprücük 

kemiğinden uzakta lenf düğümlerinde küçük bir kanser yayılımı (0,2 mm'den 

büyük olmayan) bulunur.  

M1: Kanser uzak organlara yayılmıĢtır (çoğu kez kemiklere, akciğerlere, beyine veya 

karaciğere yayılma göstermiĢtir) (URL-4). 
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1.2.4.2. Evreleme (stage) sistemi 

Meme kanseri evresi, genellikle 0 ile IV arasında bir ölçek olarak ifade edilir; evre 0, 

kendi orijinal yerleri içinde kalan invazif olmayan kanserleri ve evre IV ise invazif 

kanserleri tanımlar. 

Kanser aĢamalandırması aĢağıdaki dört özelliğe dayandırılır;  

1. Kanserin büyüklüğü 

2. Kanserin invazyon durumu 

3. Kanserin lenf düğümlerinde bulunma durumu 

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

 

EVRE T N M 

EVRE 0 Tis N0 M0 

EVRE 1 T1 N1 M0 

EVRE 2A 

T0 N1 M0 

T1 N1 M0 

T2 N1 M0 

EVRE 2B 

T2 N1 M0 

T3 N0 M0 

EVRE 3A 

T0 N2 M0 

T1 N2 M0 

T2 N2 M0 

T3 N1, N2 M0 

EVRE 3B T4 N0, N1, N2 M0 

EVRE 3C Tx N3 M0 

EVRE 4 Tx Nx M1 

 

1.2.5. Moleküler Sınıflandırma 

Son yıllarda, meme kanserinin morfolojik sınıflandırmasını, meme kanserinin 

heterojenliği nedeniyle, tedavi edici stratejileri iyileĢtirmek ve tümör davranıĢının 

daha iyi tahmin edilmesini sağlayan moleküler parametrelerin kullanımı artılırmıĢtır. 

Perou ve arkadaĢları, meme kanserini, mikroarray teknolojisini kullanarak, gen 

ekspresyon profillerindeki benzerliklere göre farklı alt gruplara ayırmıĢlardır. 

Moleküler sınıflandırma olarak güncellenen bu yeni sınıflandırma, meme kanserinin 

biyolojisine yeni bakıĢ açıları kazandıracağı ve meme kanserinin terapötik 
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yaklaĢımını etkileyeceği umuduyla, tıp ve bilim camiası tarafından kabul edilmiĢtir 

(Makki, 2015).  

1.2.5.1. Luminal A meme kanseri 

Luminal A alt tipi tümörler, ER ve PR-pozitif ve HER2-negatif olup, düĢük Ki-67 

protein seviyesi gösterirler. Meme kanserlerinin yaklaĢık %30-70'i luminal A 

tümörleridir (Vocud vd., 2010). Luminal A tümörlerinde, hücre proliferasyon 

aktivitesinin diğer alt tiplerden çok daha düĢük olduğu ileri sürülmektedir, ER-pozitif 

olma eğiliminde oldukları için, tedavi genellikle hormon tedavisini içerir. Luminal A 

meme kanseri oldukça iyi sağ kalım oranları ve oldukça düĢük nüks etme oranları ile 

en iyi prognoza sahip olan kanserlerdir (Yanagawa vd., 2012; Metzger-Filho vd., 

2013). 

1.2.5.2. Luminal B meme kanseri 

Luminal B tümörleri, ER ve PR-pozitif olma eğilimindedir. HER2-negatif veya 

HER2-pozitif olabilirler, yüksek Ki-67 protein seviyesine sahiptirler (Yanagawa vd., 

2012). Luminal B tümörlü kadınlarda, meme kanseri genellikle luminal A tümörleri 

olanlardan, daha genç yaĢta teĢhis edilir. Meme kanserlerinin yaklaĢık %10-20‟si 

Luminal B meme kanseridir (Vocud vd., 2010). Luminal B meme kanseri, Luminal 

A ile karĢılaĢtırıldığında, daha kötü prognoza yol açan faktörlere sahip olma 

eğilimindedirler, sağ kalım oranları daha düĢüktür (Kobalt vd., 2012; Metzger-Filho 

vd, 2013). 

1.2.5.3. HER2 tip meme kanseri 

HER2 moleküler alt tipi, HER2-pozitif ile aynı değildir ve tedaviyi yönlendirmek 

için kullanılmaz. Çoğu HER2 tipi tümörler HER2-pozitif olmakla birlikte, yaklaĢık 

%30‟u HER2 negatiftir (Foukas vd., 2013). HER2 tipi tümörler ER-negatif, PR-

negatif, lenf nodu-pozitif, daha düĢük tümör evresi olma eğilimindedirler. Meme 

kanserlerinin yaklaĢık yüzde %5-15'i HER2 türüdür (Carey vd., 2014). HER2 tipi 

tümöre sahip kadınlar, Luminal A ve Luminal B tümöre sahip olanlardan daha genç 

yaĢta teĢhis 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 oluĢup oluĢmadığına bağlı olarak ayrılır. Triple negatif 

olmayan, bazal benzeri meme kanserinde HER2 amplifikasyonu ve ekspresyonu 

vardır (Fan vd., 2006). Triple negatif meme kanseri  (üçlü negatif meme kanseri) ise, 

ER-negatif, PR-negatif ve HER2-negatiftir. Agresif davranıĢı ile bilinmektedir, daha 

genç yaĢlarda ortaya çıkar. Bu tümörler, metastaz, progresyon eğilimi ve spesifik 

hedef tedavilerin bulunmaması nedeniyle daha agresif bir fenotipe ve daha kötü bir 

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

1.2.5.4.1. Triple negatif meme kanseri (TNMK) 

TNMK ER, PR ve HER2 ekspresyonu göstermeyen meme karsinomlarını içeren 

gruptur. Bu grup tümörler tedaviye duyarlılıkları, biyolojik özellikleri, prognozları 

açısından farklılık gösterirler. Negatifliği tanımlamak için kullanılan eĢik değerlere, 

tekniğe ve hasta popülasyonuna bağlı olarak değiĢen oranlarda tespit edilse de, 

TNMK, tüm meme karsinomlarının yaklaĢık %10-20‟sini oluĢturmaktadır (Oakman 

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

Histopatolojik olarak TNMK, çoğunlukla büyük boyutlu, çevre dokuyla ekspansif bir 

sınır oluĢturan, geniĢ jeografik nekroz alanlarına sahip, yüksek nükleer dereceli, 

mitotik aktivitesi yüksek, bez yapısı oluĢturmayan tümörlerdir. Tümör çevresinde 

lenfoplazmositik hücre infiltrasyonu, santralinde fibrotik bir odak gözlenir (Thike 

vd., 2010) Ancak bu bulguların hiçbiri TNMK için spesifik değildir. Triple negatif 

olmayan diğer yüksek dereceli tümörlerde de benzer özellikler gözlenmektedir.  

TNMK‟nin çoğunluğu invaziv karsinom, NST  (No special type) morfolojisindedir. 

Ġnvaziv lobüler karsinom, metaplastik karsinom, medüller karsinom, myoepitelyal 

karsinom, apokrin karsinom, adenoid kistik karsinom, nöroendokrin karsinom ve 

sekretuar karsinom triple negatif özellikteki diğer histolojik alt tiplerdir (Badve vd., 

2011; Chiorean vd., 2013). 
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a. Metaplastik karsinom: Bu grup içindeki tümörler, skuamöz hücrelere ve/veya iğsi, 

kondroid, osseöz, rabdomyoid gibi mezenkimal komponentlere diferansiye olurlar. 

Tüm meme karsinomlarının %0,2-5‟ini oluĢtururlar. DüĢük dereceli adenoskuamöz 

karsinom, fibromatozis benzeri metaplastik karsinom, skuamöz hücreli karsinom, 

iğsi hücreli karsinom, mezenkimal diferansiasyon gösteren metaplastik karsinom, 

mikst metaplastik karsinom, myoepitelyal karsinom gibi alt tipleri mevcuttur 

(Lakhani vd., 2012). 

Metaplastik karsinomların %90‟ından fazlası triple negatif olup, CK5/6, CK14, 

EGFR eksprese ederler. Moleküler olarak çoğunlukla bazal benzeri grupta olmakla 

birlikte, iğsi hücreli olanlar klaudin-düĢük gruba girerler. Diğer TNMK‟ye göre 

kemoterapiye daha az yanıt vermekte ve daha kötü klinik seyir göstermektedirler 

(Jung vd., 2010). 

b. Medüller karsinom: Düzgün sınırlı, ekspansil invazyon gösteren, sinsityal 

büyüme paternine sahip, yüksek dereceli pleomorfik tümöral hücrelerden oluĢan, 

çevresinde belirgin lenfoplazmositik infiltrasyon bulunan tümörlerdir (Lakhani vd., 

2012) Tüm meme kanserlerinin %1‟inden azını oluĢtururlar. Bu grup tümörler, 

CK5/6, EGFR, CK14 ekspresyonu gösterebilirler. Moleküler olarak bazal benzeri alt 

gruba dahildirler (Bertucci vd., 2006). 

Medüller karsinomlar; invaziv karsinom, NST ile karĢılaĢtırıldığında, daha iyi 

prognoza sahiplerdir. Bu durum tümör çevresindeki yoğun lenfoplazmositik 

infiltrasyon ile iliĢkilidir. Ancak medüller karsinom tanısı koymada yaĢanılan 

uyumsuzluk nedeniyle, “medüller benzeri özellikler gösteren” teriminin kullanımı 

yaygınlaĢmıĢtır. Bu tümörler, TNMK tedavisinde kullanılan agresif kemoterapötik 

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

c. Apokrin Karsinom: Apokrin karsinomlar, apokrin hücre benzeri geniĢ, eozinofilik 

sitoplazmalı, büyük nükleus ve belirgin nükleolus içeren tümöral hücrelerden 

oluĢurlar. Birçok meme karsinomu alt tipinde apokrin diferansiasyon görülebilir. 

Apokrin diferansiasyon gösteren karsinomlar, genellikle androjen reseptörü pozitif, 

ER ve PR negatif olan, sıklıkla HER2 aĢırı ekspresyonu gösteren karsinomlardır. 
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Ayrıca bu tümörlerde, EGFR ve GCDFP-15 pozitifliğine de, sıklıkla rastlanır. Bu 

profildeki tümörler moleküler apokrin olarak adlandırıp, HER2 grubu ile örtüĢmekte 

iken, apokrin karsinomların bir kısmı ise HER2 negatif olup, triple negatif gruba 

dahildir (Lakhani vd., 2012; Lehmann-Che, 2013). ÇalıĢmalar bu tümörlerin invaziv 

karsinom, NST‟den daha kötü prognoza sahip olduklarını göstermektedir (Zhang vd., 

2017). 

d. Adenoid kistik karsinom: Tükrük bezi, akciğer ve derideki aynı isimli tümöre 

benzer morfolojide, nadir görülen, düĢük malignite potansiyelli bir meme 

karsinomudur. Ġmmünohistokimyasal olarak triple negatif olup, EGFR aĢırı 

ekspresyonu gösterebilirler. Solid alt tipi, diğer alt tiplere göre daha fazla aksiller 

metastaz yapma eğilimindedir. Lokal eksizyon yeterli tedavi olup, genel olarak iyi 

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

e. Sekretuar karsinom: Çok nadir görülen iyi prognozlu bir meme karsinomudur. 

Ġntrastoplazmik sekret içeren lümen formasyonu gösteren tümöral hücrelerden oluĢur 

ve solid, tübüler ve mikrokistik alanlar içerirler (Hoda vd, 2014). ER ve PR 

reseptörleri negatif reaktivite gösterir. Genellikle eriĢkin yaĢta görülmekle birlikte, 

20 yaĢ öncesi gençlerde ve çocukluk çağında da görülebilirler. Oldukça iyi 

prognozludurlar (Tavassoli ve Devilee, 2003). 

1.2.6. Epigenetik Mekanizmalar 

Etimolojik olarak genetiğin üzerinde veya genetik ötesi (epi: üst, üstünde, genesis: 

köken) anlamlarına gelen epigenetik; 1942‟de Conrad Waddington tarafından 

“fenotipin oluĢumunu sağlayan genler ile bu genlerin ürünleri arasındaki iliĢkiyi ve 

geliĢim esnasında genotipin, feneotipi nasıl oluĢturduğunu inceleyen biyoloji dalı” 

olarak tanımlanmıĢtır. Bu tanım önceleri embriyonik dönemdeki geliĢim için ifade 

edilmiĢ olsa da, birçok biyolojik olayda önemli fonksiyonlara sahip olduğu 

anlaĢılmıĢtır (Gürel, Nursal ve Yiğit, 2016). Günümüzde epigenetik, DNA 

metilasyonu ve kromatin yapısındaki kalıtsal, ancak potansiyel olarak geri 

döndürülebilir değiĢikliklerin neden olduğu gen ifadesindeki modifikasyonları ifade 

eder (Gerhauser, 2012). DNA diziliminde değiĢikliklere (mutasyon) sebep olan 
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genotoksik mekanizmaların aksine epigenetik mekanizmalar DNA dizilimini 

değiĢtirmeden gen ifade seviyesini düzenlemektedir. Birey kendi epigenetik profilini 

değiĢtirebilmekte ve oluĢturduğu epigenetik profili bir sonraki nesile 

aktarabilmektedir (YaykaĢlı, Hatipoğlu, Kaya ve YaykaĢlı, 2012).  

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları gibi epigenetik mekanizmalar, somatik 

gen terapisinde, klonlamada, transgenik teknolojiler gibi proseslerin yanında;  kanser 

biyolojisinde, biyolojik sonuçların düzenlenmesinde, geliĢim, genomik imprinting, 

X-kromozom inaktivasyonu, kromozomal stabilite ve gen transkripsiyon regülasyonu 

gibi çoklu fizyolojik süreçler için de gereklidir. Ek olarak, erken çocukluk 

döneminde beslenme veya anne davranıĢı gibi çevresel faktörlerin, epigenetik 

değiĢikliklere neden olabileceği bildirilmiĢtir (Das ve Singal,  2004;  Martin-Subero, 

2011). 

Epigenetik mekanizmalar, memelilerde normal geliĢim ve doku spesifik 

ekspresyonunun devamlılığı için gereklidir. Epigenetik regülasyonun bozulması, 

kanser dahil çeĢitli hastalıkların patogenezinde yer almaktadır. Kanser genetik 

ve/veya epigenetik değiĢikliklerin birikimi ile oluĢan, çok adımlı kompleks bir 

hastalıktır. Kanser oluĢumu onkogenlerin aktivasyonu ve/veya tümör baskılayıcı 

genlerin fonksiyon kaybı ile, hücrelerin kontrolsüz büyüme ve metastatik özellikler 

kazanması ile karekterizedir. Kanserde epigenetik düzenlenmenin bozulması erken 

evrelerde meydana gelir. Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon 

modifikasyonları ve kodlamayan RNA (ncRNA)‟lar olmak üzere üç farklı tipte 

sınıflanmaktadır (Gürel, Nursal ve Yiğit, 2016). Bu mekanizmalar transkripsiyonu 

aktive eden ve baskılayan proteinlerin aktivitelerini; DNA ve kromatinde meydana 

gelen modifikasyonları düzenlemektedir (Güngör ve Ünal, 2015).  

DNA, ilk etapta histon proteinlerinin etrafına sarılmaktadır. Bu protein–DNA 

kompleksleri yan yana gelip nükleozomu meydana getirirler ve nükleozomlar 

kromatin olarak organize edilirler. Kromatin yapısındaki değiĢikler, gen ifadesini 

kontrol eder: kromatin yapı sıkılaĢıp yoğunlaĢtığında genler inaktive olur, kromatin 

yapısı gevĢeyerek açıldığında ise genler aktive olarak ifade edilir (Can ve Aslan, 

2016). Kromatin yapısındaki bu dinamik durum, geri dönüĢtürülebilir olan ve DNA 
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metilasyonu ya da histon modifikasyonları ile sağlanan epigenetik paternler ile 

gerçekleĢtirilir (Güngör ve Ünal, 2015). 

1.2.6.1. Histon modifikasyonları 

Histonlar, ökaryotik kromatinde DNA paketlenmesinin ilk aĢamasında görev alırlar. 

Histon proteinleri, yüksek oranda artı yüklü amino asit (lizin ve arjinin) içerir ve bu 

aminoasitler eksi yüklü DNA‟ya sıkı bir Ģekilde bağlanır. Histonlar, DNA‟dan 

sadece DNA replikasyonu sırasında geçici olarak ayrılırlar. Transkripsiyon sırasında 

DNA ile birliktedirler (Can ve Aslan, 2016).  

Histon modifikasyonları kromatin yapı ve fonksiyonlarını değiĢtirtirerek gen 

ekspresyonunu kontrol eden epigenetik mekanizmalardır (Zhu ve Woni, 2010). 

Ökaryotik hücrelerde DNA dört farklı tip histon proteini (H3, H4, H2A ve H2B) ile 

paketlenerek kromatinin çekirdek birimi olan nükleozom yapısını oluĢturmaktadır 

(Kouzarides, 2007). Histonlar modifiye edici rezidülerinin çeĢitliliği ve çok sayıda 

olması ile karakterize edilirler. Histonlar için en az sekiz farklı tip modifikasyon 

bilinmektedir. Bu modifikasyonlar, metilasyon, asetilasyon, fosforilizasyon, 

sumolizasyon, ubikutinasyon, ADP-ribozilasyon, deaminasyon ve prolin 

izomerizasyonu sağlayan sekiz farklı enzim tarafından katalize edilirler. Gen 

ekspresyonu, histon proteinleri-DNA arasındaki paketlenmenin gevĢemesi ve 

nükleozom yapısının yer değiĢtirmesi olarak bilinen, yeniden modellenme sonucu 

mümkün olmaktadır. Modifikasyonlar, histonların elektrostatik yükünü etkileyerek 

kromatin yapısını değiĢtirmekte ve protein kompleksleri için tanıma bölgesi 

oluĢturmaktadır (Zhu ve Woni, 2010).  

1.2.6.2. Kodlanmayan RNA’lar 

Yeni nesil dizileme tekniklerinin geliĢimi ile tüm genom dizilemesi, ortaya ĢaĢırtıcı 

sonuçlar çıkarmıĢtır. Ġnsan genomunun total genomunda, %2‟sinden daha azına 

karĢılık gelen, yaklaĢık olarak 20 000 protein kodlayan genin bulunması, 

transkriptomun çoğunun kodlamayan RNA (ncRNA) ile yapılandığını desteklemiĢtir. 

Geçtiğimiz yıllarda, sadece bilgi deposu ve DNA-protein arasında basit bir bilgi 

taĢıyıcısı olarak görülen RNA‟ların, organizmaların geliĢiminde çok önemli bir rol 
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oynadığı artık bilinmektedir. NcRNA‟lar, proteine translasyonu olmayan RNA‟lardır 

ve ökaryotlarda birçok temel düzenleyici fonksiyonları yerine getiren, yeni sınıf 

RNA moleküllerini ifade etmektedir. RNA dizileme çalıĢmaları, ncRNA‟ların 

orijininin, protein kodlayan genlerin anti sens transkripleri, iki yönlü promotor 

transkripleri, intronik transkriptler, transkripsiyondaki enhancer ve tekrarlayan diziler 

olduğunu göstermiĢtir. NcRNA‟lar biyolojik reaksiyonların katalizlenmesi, hücresel 

savunma, geliĢimsel süreçler, hücresel cevap, transkripsiyon ve post-trankripsiyon 

gibi birçok biyolojik olayda görev yapmaktadırlar. Bu mekanizma, kanser dahil 

birçok hastalıkta bozulmaktadır (Akkaya ve Dinçer, 2013; Gürel, Nursal ve Yiğit, 

2016). 

1998 yılında bir nematod olan C. Elegans ile yapılan çalıĢmada kodlanmayan 

RNA‟ların gen ifadesini susturmada rol aldığı ortaya çıkmıĢtır. Gen susturulmasını 

sağlayan mekanizma, RNA interferans (RNAi) mekanizması olarak adlandırılır ve 

biyolojik süreçlerden; geliĢim, farklılaĢma, hücre çoğalması ve apopitoz 

düzenlenmesinde önemli rol oynar. RNAi mekanizmasının düzenlenmesi mikroRNA 

(miRNA) ve small interfering RNA‟lar (siRNA) tarafından sağlanmaktadır 

(Güzelgül ve Aksoy, 2009; Görür ve Tamer, 2011). 

Kodlanmayan RNA‟lar uzunluklarına göre kısa ncRNA‟lar ve uzun ncRNA‟lar 

(lncRNA) olmak üzere iki sınıfta incelenmektedir. Kısa ncRNA‟lar 50 nükleotid 

uzunluğundan daha kısa, lncRNA‟lar ise 200 nükleotitten daha uzun olan 

ncRNA‟ları ifade etmektedir (Gürel, Nursal ve Yiğit, 2016). 

1.2.6.2.1. siRNA 

20-25 baz çifti uzunluğunda, in vitro sentezlenen çift iplikçikli RNA‟lar (dsRNA) 

small interfering RNA ya da short interfering RNA olarak bilinen siRNA‟lardır. Ġlk 

kez 1999 yılında keĢfedilen 70-80 bç‟lik dsRNA‟lar siRNA‟ların öncüsüdür. 

Endonükleaz enzimlerinden RNAaz III ailesinin üyesi olan “Dicer” enzimi 

tarafından dsRNA‟ların 3' uçlarında 2nt‟lik çıkıntı kalacak biçimde kesilmesiyle, 20-

25 bç‟lik siRNA‟lar meydana getirilirler. Virüslerde bulunması sebebiyle siRNA‟lar 

memeli organizması için ekzojen kaynaklı ncRNA‟lardır. siRNA‟ların çeĢitli alt 
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grupları vardır ve bunlar Tablo 1.3.‟te verilmiĢtir (Güzelgül ve Aksoy, 2009; Ecevit, 

Motor ve Ġzmirli, 2013). 

Tablo 1.3. siRNA çeşitleri ve işlevleri (Güzelgül ve Aksoy, 2009). 

 

Sınıf Tanım 
Biogenez ve 

genomik orjini 
ĠĢlevi 

Primer 

siRNA 

Small 

interfering 

RNA 

Çift iplikçikli 

RNA‟nın veya 

katlanmıĢ 

RNA‟nın Dicer 

tarafından  

kesilmesi sırasında 

oluĢur. 

Komplementer 

hedef RNA‟ya 

bağlanma; RdRP- 

bağımlı sekonder 

siRNA sentezi için 

yol göstericidir. 

Sekonder 

siRNA 

Small 

interfering 

RNA 

C. elegans‟ta 

RdRP aktivitesi; 

A. thaliana‟da 

RdRP bağımlı 

uzun çift iplikçikli 

RNA‟nın Dicer 

tarafından 

kedilmesi sonucu 

oluĢur. 

Transkriptlerin 

transkripsiyon 

sonrası 

regülasyonu; 

heterokromatin 

oluĢumunda iĢlev 

görür. 

tasiRNA 

Trans-

acting 

siRNA 

Bazı transkriptlerin 

miRNA‟ya bağımlı 

yıkımı ve RdRP-

bağımlı çift iplikli 

RNA‟ya çevrimi 

sırasında oluĢurve 

ardından Dicer 

tarafından kesilir. 

Transkriptlerin 

transkripsiyon 

sonrası 

regülasyonunda 

iĢlev görür. 

natsiRNA 

Natural 

antisense 

transcript- 

derived 

siRNA 

Sense ve antisense 

transkript 

çiftlerinden oluĢan 

çift iplikçikli 

RNA‟nın Dicer 

tarafından 

kesilmesi sonucu 

oluĢurlar. 

Ptatojen savunması 

veya bitkilerde 

stres savunmasında 

rol oynayan 

genlerin 

transkripsiyon 

sonrası 

regülasyonunda 

iĢlev görür. 

 

 

siRNA‟lar hücre içine girdiklerinde “Dicer” enzimi tarafından tanınır ve yaklaĢık 21-

23 nükleotidlik küçük parçalara dönüĢtürülür. OluĢan parçalar, RNA aracılı 

baskılama kompleksine (RISC) katılır ve bu kompleks hedef mRNA‟ya RISC‟in 

bağlanmasını sağlar. RISC‟in endonükleaz aktivitesi ile hedef mRNA parçalanır ve  
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tüm bu süreçler sonunda transkripsiyon baskılanır (Ecevit, Motor ve Ġzmirli, 2013). 

Bir siRNA; mRNA‟nın yıkılmasını tetikleyerek ve promotör bölgesinde genin 

sessizleĢtirici kromatin değiĢimlerini tetikleyerek, gen ekspresyonunu iki yolla 

susturur (ġekil 1.3.) (Güzelgül ve Aksoy, 2009). 

 

 
 

ġekil 1.3. siRNA‟nın gen ekpresyonunu engelleme mekanizması (Dominska ve Dykxhoorn, 

2010). 

 

1.2.6.2.2. miRNA 

mikroRNA (miRNA) terimi 2001 yılından itibaren kullanılmaya baĢlanmıĢ olup ilk 

mikroRNA,  Victor Ambros laboratuarında Lee vd., tarafından 1993 yılında 

keĢfedilmiĢtir. Genom üzerinde intron veya ekzon bölgeleri ve protein kodlamayan 

bölgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu sağlanan fakat proteine translasyonu 

gerçekleĢmeyen, fonksiyonel RNA molekülleri miRNA‟lardır. Ġnsan genomunda 1 

000‟in üzerinde miRNA tanımlanmıĢ ve miRNA‟ları kodlayan yüksek seviyede 
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korunmuĢ yüzlerce bölge keĢfedilmiĢtir. miRNA‟lar fonksiyonlarını, kendi nükleotid 

dizilerine komplementer hedef genleri tanıma özellikleri sayesinde gerçekleĢtirirler. 

miRNA‟nın yapıya eklenmesi ile oluĢan RISC kompleksi, baz eĢleĢme özelliği ile 

mRNA‟ya bağlanmasıyla, ilgili genin translasyonunun inhibisyonuna ve/veya 

mRNA‟nın yıkılmasına sebep olur (Saydam, Demirci ve GüneĢ, 2011; Karagün vd., 

2014). 

RNAi mekanizmasının temelini oluĢturan çift iplikçikli miRNA‟lar hücre içerisinde, 

RNA polimeraz enziminin katalizlediği reaksiyonla kodlanır. Hücre içerisindeki gen 

susturma kompleksi olan, RNA ile indüklenen sustucu kompleksini (RISC; RNA-

induced silencing complex) aktive edecek özelliğe ulaĢabilmek için miRNA‟lar, bir 

takım aĢamalardan geçerler. Ġlk aĢamada, kalıp olarak endojen veya ekzojen kaynaklı 

bir RNA‟yı kullanılarak, RNA bağımlı RNA polimeraz II, tarafından sentezlenen çift 

zincirli RNA molekülü saç tokası Ģeklinde kıvrılıp eĢleĢir. Böylece transkripsiyon 

sonrası ilk miRNA molekülü oluĢmuĢ olur ve bu miRNA pri-miRNA olarak 

adlandırılır. Daha sonra pre-miRNA molekülünü oluĢturmak için pri-miRNA 

molekülüne, RNAaz III grubu bir endonükleaz olan Drosha, etki ederek kıvrılmıĢ 

RNA parçasını, zincirin geri kalan kısmından ayırır. Pre-miRNA sitoplazmaya 

eksportin 5 (XPO5) aracılığı ile taĢınır. Bu aĢamadan sonra miRNA, siRNA‟yla aynı 

iĢlemlerden geçer (ġekil 1.5.) (Hayes ve Chayama, 2016). 
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ġekil 1.4.  miRNA‟ların oluĢumu ve fonksiyonu (Hayes ve Chayama, 2016). 

 

miRNA’ların İşlevi 

miRNA‟nın iĢlevleri arasında geliĢim, hücre ölümü, kolestrol biyosentezi, DNA 

metilasyonu ve kromatin modifikasyonu gibi prosesler yer almaktadır (Duscasse ve 

Brown, 2006; Güzelgül ve Aksoy, 2009). 

Yapılan çalıĢmalarda miR-17/20 ( miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b-1 ve miR-

20a) kümesinin, insan B hücre hatlarında ve meme kanser hücre hatlarında, birçok 

hücre siklus proteinini (E2F, c-myc, Rb ve siklin D1 gibi) hedefleyerek tümör 

geliĢimini engellediği bildirilmiĢtir; miR-17/20 kümesi, G1/S‟e geçiĢinin 

kontrolünde yer almaktadır. miRNA‟ların direk olarak siklin D1‟in inhibisyonunu 

sağlayarak etkili olduğunu bildiren ilk çalıĢmalar, meme kanseri hücre hatlarında, 

miR17/20‟nin siklin D1‟in 3' UTR bölgesini hedef alarak, hücre döngüsünün 

durmasına ve proliferasyonun baskılanmasına neden olduğunu göstermiĢtir (Yu, 

Wang vd., 2008, Yu, Baserga vd., 2010) . 



26 

miR-221/222; CDK inhibitörlerini (CDKI) hedefleyerek hücre siklusunu kontrol 

etmektedir. miR-221/222‟nin ektopik ekspresyonu, CDK2‟yi aktive ederek G1/S 

geçiĢini kolaylaĢtırır ve tümör büyümesini p27kip1 ve p57kip2‟nin negatif 

regülasyonunu sağlayarak arttırır. Bu durum, hem MCF-7 hücre hatlarında, hem de 

Her2/neu-pozitif primer insan meme kanseri dokularında gösterilmiĢtir (Miller vd., 

2008; Yu, Baserga vd., 2010). 

HER2 geninin amplifikasyonu ve/veya overekspresyonu meme tümörlerini de içine 

alan birçok kanser türünde bildirilmiĢtir. HER2 amplifikasyonu ve/veya 

overekspresyonu olan meme kanseri hastalarında, miR-125a ve miR-125b‟nin 

önemli derecede downregüle olduğu gösterilmiĢtir. Bu iki miRNA da potansiyel 

tümör süpresörlerdendir ve biyoinformatik araĢtırmalar, miR-125a ve miR-125b için 

hedef sekansların, HER2 ve HER3‟ün 3' UTR bölgesinde olduğunu göstermiĢtir. 

SKBR3 (ErbB2(HER2)-bağımlı insan meme kanseri hücre hattı) hücrelerindeki miR-

125a ve miR125b overekspresyonunun, HER2 ile HER3‟ün transkript  ve protein 

seviyelerini baskılayarak, hücre motilitesinde ve invazyon kapasitesinde azalmaya 

yol açtığı gösterilmiĢtir (Shenouda ve Alahari,2009; O‟Day ve Lal, 2010). 

miR-91 olarak da bilinen miR-17-5p, kromozom 13q31 da lokalize olup, bu genomik 

bölgenin meme kanseri dahil çeĢitli kanser tiplerinde heterozigosite kaybına uğradığı 

bildirilmiĢtir. miR-17-5p, hem ER-α hem de E2F‟nin transkripsiyonel aktivitesini 

arttıran bir steroid reseptör koaktivatörü olan AIB1 (amplified in breast cancer 1) 

geninin mRNA‟sına komplementerdir. Dolayısıyla AIB1, miR-17-5p‟nin doğrudan 

hedefidir. Kodlanmayan miR-17-5p, AIB1 mRNA translasyonunu baskılayarak, 

E2F1 ve ERα fonksiyonlarını engeller. MiR-17-5p-aracılı AIB1 down-regulasyonu, 

ayrıca östrojen reseptör aracılı ve östrojen reseptör bağımsız meme kanseri 

hücrelerinin proliferasyonunda da gerilemeye neden olur. Yapılan bir çalıĢmada, 

insan kanserlerinin yaklaĢık %50‟sinde overekspresyon gösteren siklin D1 geninin 

(CCND1), meme kanseri hücrelerinde miR17-5p‟nin direk hedefi olduğu ve miR-17-

5p‟nin meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu, siklin D1 proteininin sentezini 

baskılayarak engellediği gösterilmiĢtir (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 

Ġlk bulunan ve üzerinde en fazla calıĢma yapılan epigenetik değiĢiklik DNA 

metilasyonudur. Sitozin nükleotidinin metillenmesi, gen eskpresyonu ile direkt 

bağlantılı olup, birçok ökaryot canlının geliĢiminde, normal ve hastalık durumunda 

büyük rol oynar. DNA metilasyonu, S-adenozilmetiyonindeki (SAM) bir metil (-

CH3) grubununun, hücre genomundaki bir sitozin nukleotidine kovalent bağıyla 

eklenerek metilsitozini oluĢturmasıdır. Bu iĢlem DNA replikasyonu sonrasında 

enzimatik olarak gerçekleĢir. (YaykaĢlı, Hatipoğlu, Kaya ve YaykaĢlı, 2012). 

Ökaryot DNA‟sında bulunan sitozin bazlarının yaklaĢık %5‟i metil gruplarına 

sahiptir (Nestler, 2014).  

Memeli hücrelerinde DNA metilasyonu genellikle, CpG adacıklarında bulunan CpG 

dinükleotidindeki sitozinin pirimidin halkasının 5. karbonunda gerçekleĢir. CpG 

adacıkları, çoğunlukla genlerin promotör bölgelerinde bulunan 0,5-3 kb (genellikle 

200 baz çiftinden uzun) uzunluğundaki CpG dinükleotince zengin bölgelerdir (CpG 

frekansı en az 0,6‟dır). BaĢta housekeeping genler olmak üzere, insan DNA‟sında 

bulunan genlerin %60-70‟inde, CpG adacıkları vardır. CpG adacıkları promotör 

bölgelerinin yanı sıra 3'-UTR‟lerde ve gen içi bölgelerde (ekzonik CpG) bulunabilir 

(Antequera ve Bird, 1993; Neguyen, 2001; Goel, 2010; Portela ve Esteller; 2010).  

Sitozin metilasyonunun çoğu, 5-metil sitozin (CpG) içeren dizilerde meydana 

gelmesine rağmen, bazıları da CpA ve CpT dinükleotidlerinde meydana gelmektedir. 

Ġnsan genomu sürekli olarak aynı bölgelerden metillenmez. MetillenmiĢ bölgeler 

arasında 100 kb‟da  bir metillenmemiĢ segmentler bulunabilmektedir. (Das ve 

Singal, 2004). 

Bir metil grubunun, DNA‟nın bazlarından birine aktarılması olan DNA metilasyonu, 

DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafından katalizlenmektedir. DNA 

metilasyonunda, enzimatik bir reaksiyonla S-adenozilmetiyonin, metil vericisi olarak 

kullanılır ve DNA metil transferaz enzimleri (DNMT) aracılığıyla metiyonin, 

sitozinin 5' bölgesine, metil bağlanma proteinlerinin yardımıyla (MBD1, MBD2, 

MBD3 vb.) aktarılır (Aslan 2008; YaykaĢlı, Hatipoğlu, Kaya ve YaykaĢlı, 2012).  

Günümüze kadar tanımlanan bazı DNMT izoformları; DNMT1p, DNMT1b, 
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DNMT1o, DNMT1p, DNMT2, DNMT3A, DNMT3b, ve DNMT3L olarak 

bildirilmiĢtir. Memelilerde en fazla bulunan DNMT, DNMT1‟dir ve bu enzim 

DNA‟da mevcut olan metilasyonun devamlılığı için gereklidir. DNMT3A ve 

DNMT3B ise, de novo DNA metilasyonu için esastır (YaykaĢlı, Hatipoğlu, Kaya ve 

YaykaĢlı, 2012; Gürel, Nursal ve Yiğit, 2016). DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B‟nin 

aksine; DNMT3L metiltransferaz aktivitesi göstermez. DNMT3L, DNMT3A ve 

DNMT3B enzimlerinin aktivitesini düzenlemek yoluyla, onların de novo 

metilasyonlarına katkı sağlar. DNA metilasyonunu duzenleyen DNMT ve MBD 

genlerindeki mutasyonların, meme, mide ve akut myeloid lösemi gibi kanserlerin 

oluĢumunda etkili olduğu bilinmektedir. (Holz-Schietinger, 2010; Li ve Tollefsbol, 

2010; Jurkowska vd., 2011). 

DNMT‟lere ilave olarak, metilasyon mekanizmalarında görev alan önemli bir enzim 

grubu da, demetilazlardır. DNA‟daki metilasyonu aktif olarak ortadan kaldıran 

enzimler olan demetilazlar, 5-metil sitozin glikozilaz ve MBD2b‟dir. 5-metil sitozin 

glikozilaz, DNA‟daki metillenmis sitozinleri keser, DNA tamir mekanizması, sitozini 

normal nükleotid formunda tekrar ekler. MBD2b (metil-CpGbinding domain 2), 

glikozilaz ya da nükleaz aktivitesi içermez; 5-metil sitozini, sitozin ve metanole 

hidrolize ederek demetilasyona neden oldugu düĢünülmektedir (Jaenisch ve Bird, 

2003). 

Normal hücrelerde, CpG adaları içeren gen promotörleri, genellikle metillenmemiĢ 

durumdadır ve ökromatin yapıdadır. Bu yapı, gen ekspresyonuna izin veren, 

transkripsiyonel olarak aktif bir konformasyonun oluĢmasına olanak sağlar. Fakat 

kanser geliĢimi sırasında, tümör supresör genlerin CpG adalarının büyük çoğunluğu 

hipermetile durumdadır (Costa, 2010). 

1.2.6.4. DNA metilasyonu ve kanser 

Yapılan pek çok çalıĢma ile, normal ve tümörlü hücrelerde metilasyonla sessizleĢen 

genlerdeki moleküler mekanizmayı anlamak hedeflenmiĢtir. Metilasyon ile tümör 

baskılayıcı genlerin yanı sıra, apopitoz, hücre siklus düzenlenmesi, DNA tamiri, 
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detoksifikasyon, hormonal cevap oluĢrulması gibi, çeĢitli hücresel proseslerde görev 

yapan genler sessizleĢtirilebilir (Esteller, 2003). 

Knudson‟nun çift vuruĢ hipotezine göre tümör baskılayıcı genlerde malign 

transformasyon geliĢebilmesi için, her iki allelde de fonksiyon kaybı gerekmektedir 

(Knudson, 2001). Bu hipotez ilk kez, retinablastoma gibi kanserlerin, hem herediter 

hem de sporadik formlarının oluĢumunu açıklamak için öne sürülmüĢtür (Nussbaum 

vd., 2005). CpG adacık hipermetilasyonu ile oluĢan ekspresyon kaybı, 

Retinablastomanın sporadik formuna sahip hastaların %10‟nunda, Rb geni için 

gösterilmiĢtir (Lüleyap, 2008). Normal allelde ikinci vuruĢun her zaman mutasyon 

ile meydana gelmediği anlaĢıldığında, teori dahada detaylandırılmıĢ ve DNA 

hipermetilasyonunun tümör baskılayıcı genlerde fonksiyon kaybı yaratabileceği 

mekanizması ön plana çıkmıĢtır (ġekil 1.6.) (Nussbaum vd., 2005). 

 
 

ġekil 1.5. Metilasyon ve kanser iliĢkisi. Kırmızı daireler metilasyonu ifade etmektedir (URL-

6). 

 

Metilasyonun kanser oluĢumuna neden olma mekanizmalarından ilki, 5- 

metilsitozinin kendisinin, mutasyon oluĢturma riskidir. Normalde DNA‟ da bulunan 

sitozin, en sık gözlenen mutasyon mekanizmalarından biri olan deaminasyon sonucu 

urasile dönüĢür ve bir RNA bazı olması nedeniyle onarım mekanizmalarınca (urasil 

glikozilazlar) kolayca tanınarak onarılır. Buna karĢılık metil sitozinin spontan 

deaminasyonu sonucu oluĢan timin, normalde de DNA‟da bulunan bir baz olduğu 

için onarım mekanizmalarından kaçar. Tüm genomdaki nokta mutasyonlarının 
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yaklaĢık üçte birinden fazlasının CpG adacıklarında gözlenmesi bu etkinin en açık 

belirtisidir. Meme kanserine yatkınlık oluĢturan BRCA1 ve BRCA2 genlerinde 

gözlenen binden fazla mutasyonun CpG/CpNpG motiflerinde saptanmıĢ olması da 5-

metilsitozinin artmıĢ mutasyon riski oluĢturduğunu desteklemektedir  (Sayın, 2008) . 

Tümör baskılayıcı veya imprintinge uğrayan genlerin CpG adacıklarındaki 

hipermetilasyon, genin farklı eksprese edilmesine neden olur. DNA metilasyonu, 

karsinojenlerin DNA‟ya bağlanmasını arttırarak ve DNA‟nın UV ıĢınlarını daha fazla 

absorbe etmesine neden olarak, mutasyon hızını arttırır, böylece kanser oluĢumu 

tetiklenmiĢ olmaktadır (Sayın, 2008). 

Promotor bölge hipermetilasyonu, transkripsiyon faktörlerinin bağlanmasını 

önleyerek, gende fonksiyon kaybına neden olur. Bu durum, direk ve indirek yolla 

gerçekleĢir. Direk yolda, metilsitozindeki metil grubu DNA‟daki büyük oluğa çıkıntı 

yaparak bu bölgenin tanınmasını engeller. Ġndirek yolda ise, metilsitozine bağlanan 

proteinler ile tanıma bölgesi maskelenir (Sayın, 2008). 

Ayrıca biyokimyasal bir mekanizma olarak 5-metilsitozinin polaritesinin yüksek 

olması nedeniyle, RNA polimerazların daha yüksek enerjiyle transkripsiyon 

baĢlangıcına ulaĢtığı ve bunun gen ekspresyonunu engellediği de düĢünülmektedir 

(Sayın, 2008). 

1.2.6.5. DNA Metilasyonunun kanserdeki önemi 

Hücredeki promotor bölge hipermetilasyonu, sonraki kuĢaklara aktırılabilmesi ve 

mutasyon olmadan gen ifadesini değiĢtirebilmesi sebebiyle, önemli bir olaydır. 

Kanserli dokuda metilasyon, tümör tipine göre değiĢmekte olup, tümöre ve gene 

özgü bir olaydır (Das ve Single, 2004). 

Metilasyon değiĢiklikleri genellikle tümör oluĢumunun erken evresinde oluĢtuğu 

için, kanserin erken tanısında kullanılabilme potansiyeline sahiptir (Das ve Singal, 

2004). Meme kanserinin erken tanısında da biomarker olarak DNA metilasyonunu 
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önemli yeri olduğu düĢünülmektedir (Dworkin vd., 2009). Çünkü mutasyondan daha 

sıklıkla oluĢan anormal DNA metilasyonu, gen ekspresyonundan bağımsız, kimyasal 

ve biyolojik olarak stabil tümör spesifik bir markırdır. Tümör dokusunda spesifik bir 

gende oluĢan metilasyon genelikle kaybolmaz, hatta zaman içinde ilerleme 

gösterebilir (Markl vd., 2001). 

Metilasyon değiĢiklikleri, primer tümörün dıĢındaki örneklerde de tesbit 

edilmektedir. Metilasyon analizi, günümüzde birçok non-invaziv yöntemle 

incelenebilmektedir (Widschawendter ve Jones, 2002). Mesela kolorektal kanser için 

gaita; akciğer kanseri için balgam; prostat kanseri için idrar örneklerinin analizi 

yeterli olmaktadır. Meme kanserinde de duktal lavaj, meme baĢı aspirasyon sıvısı ve 

ince iğne aspirasyon sıvısı gibi materyallerde, metilasyon analizi yapılabilmektedir 

(Dworkin vd., 2009). Kanser hastalarının serumunda, tümörden derive DNA 

bulunması sebebiyle (Wong, 2001), serumda serbest DNA‟da metilasyon analizleri 

pekçok araĢtırmaya konu olmuĢtur. Mutasyonlar, genin her bölgesinde meydana 

gelebilir, araĢtırılması daha kapsamlı çalıĢmalarla gerçekleĢir. Metilasyon ise, 

DNA‟daki belirli dizilerde olması nedeniyle mutasyonlardan daha kolay 

saptanabilmektedir. Genetik değiĢikliklerin aksine, epigenetik değiĢikliklerin geri 

dönüĢümlü olması, terapötik hedef olmasını da gündeme getirmiĢtir (Das ve Singal, 

2004). Hücre kültürü kullanılarak yapılan deneysel çalıĢmalarda, demetile ajanların 

metilasyondan kaynaklanan gen sessizleĢmesini geriye çevirdiği saptanmıĢtır 

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

1.2.6.6. Meme kanseri genetiği 

Meme kanseri dünyada, kadınlarda en çok tanı konulan kanser türüdür (Ferlay vd., 

2010). BRCA1, BRCA2, CHEK2, ATM, PALB2, BRIP1, TP53, PTEN, CDH1 ve 

STK11 gibi genler, meme kanserinin kalıtsallığında %25-30 rol oynamaktadırlar 

(Melchor ve Benitez, 2013). Ayrıca Genom-Çapında ĠliĢkilendirme ÇalıĢmaları 

(GWAS) ile meme kanseri riski ile iliĢkili 70'ten fazla polimorfizm konfirme 

edilmiĢtir (Melchor ve Benitez, 2013; Michailidou vd., 2013). Bu çalıĢmalarla, meme 

kanserinin kalıtımında karanlıkta kalan oran, yaklaĢık olarak %50 civarında 
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kalmaktadır. Meme kanserinin ortaya çıkıĢında, somatik mutasyonlar da çok önemli 

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

1.2.6.6.1. Meme kanserinde görülen polimorfizmler  

GWAS‟larda, yapılarak binlerce meme kanseri ve kontrol örnekleri üzerinde çalıĢma 

yapılmıĢ ve binlerce SNP (tek nükleotid polimorfizmi) incelenmiĢtir. Çok sayıda 

SNP ile meme kanseri arasında iliĢki bulunmuĢ olup, SNP‟lerin oluĢturduğu risk 

zayıf düzeydedir, biraraya gelmeleri ile toplam bir etki elde edilir. Meme kanseri 

riskiyle iliĢkili olduğu tespit edilen SNP‟ler, TERT, MAP3K1, ESR1, CDKN2A, 

FGFR2, DNAJ1, SETBP1, TGFBR2, RAD51L1 ve BRCA2 gibi, meme kanseri 

karsinogenezinde önemli rollere sahip genlerde tespit edilmiĢtir. Diğer bazı SNPler 

ise, herhangi bir genle doğrudan iliĢkili bulunmamıĢ olup, bu SNP‟lerin non-coding 

RNA'larla veya düzenleyici bölgelerle iliĢkili olduğu düĢünülmektedir (Michailidou 

vd., 2013; Sakoda, Jorgenson ve Witte, 2013). 

1.2.6.6.2. Meme kanserinde görülen mutasyonlar   

Meme kanserinde en fazla mutasyona uğrayan genler, PIK3CA (PI3K sinyal yolağı), 

PTEN (PI3K sinyal yolağı), AKT1 (PI3K sinyal yolağı), TP53 (P53 sinyal yolağı, 

tümör supresör), GATA3 (transkripsiyon faktörü), CDH1 (adezyon molekülü), RB1 

(RB sinyal yolağı, tümör supresör), MLL3, MAP3K1 ve CDKN1B (hücre döngüsü 

inhibisyonu) olarak ortaya konmuĢtur. Ayrıca TBX3, RUNX1, CBFB, AFF2, 

PIK3R1 (PI3K sinyal yolağı), PTPN22 (tirozin fosfataz), PTPRD (tirozin fosfataz), 

NF1, SF3B1 (splicing faktör), ve CCND3 (hücre döngüsü, proliferasyon) genlerinin 

de sıklıkla mutasyona uğradığı belirlenmiĢtir. Meme kanserinde görülen 

mutasyonlar, moleküler alt tiplere göre de farklılık göstermektedir. Meme kanserinde 

moleküler tiplendirmeye göre Lüminal A, Lüminal B, Bazal (Triple Negatif) ve 

HER2 Amplifiye olmak üzere 4 ana tip meme kanserinden, en düĢük mutasyon oranı 

Lüminal A'da ve en yüksek oran Bazal ve HER2 amplifiye tipindedir. Lüminal A'da 

en fazla mutasyona uğrayan gen PIK3CA (%45) olup, onu takiben MAP3K1, 

GATA3, TP53, CDH1, ve MAP2K4 genleri gelmektedir. Lüminal A tümörlerinin 

%12‟si, MAP3K1 ve MAP2K4 genlerinden birinde, inaktive edici mutasyonlara 
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sahiptir (p38/JNK1 sinyal yolağı). Lüminal B tümörleri, en fazla TP53 ve PIK3CA 

(herbiri %29) genlerinde mutasyona sahiptirler. Ġlginç bir Ģekilde, lüminal tümörlerle 

bazal tümörler, zıt bir mutasyon profili gösterirler; bazal tümörlerde TP53 (%80) ve 

PIK3CA (%9) hariç, diğer lüminal tümör mutasyonları görülmez. HER2 amplifiye 

subtipinde, HER2/ERBB2 amplifikasyonu (%80) görülür, ve mutasyon profili olarak 

hibrit bir profil vardır; yüksek oranda TP53 (%72) ve PIK3CA (%39) mutasyonları 

görülürken, diğer mutasyonların oranı düĢüktür. Bazal tümörlerde TP53 

mutasyonları, genelde nonsense ve frame-shift Ģeklindeyken, lüminal tümörlerde 

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

Meme kanserinde gerçekleĢtirilen amplifikasyon/delesyon analizlerinde, PIK3CA, 

HER1/EGFR, FOXA1, ve HER2/ERBB2 gibi onkogen potansiyeli olan genleri 

içeren bölgelerde amplifikasyon ve MLL3, PTEN, RB1 ve MAP2K4 gibi tümör 

supresör potansiyeli olan genleri içeren bölgelerde, delesyona rastlanmaktadır 

(Cancer Genome Atlas, 2012). 

1.2.6.6.3. Meme kanserinde kodlanmayan RNA’lar  

Meme kanserinde, miR-10b, miR-125b, ve miR-145 miRNA‟larının baskılandığı,  

miR-21 ve miR-155 miRNA‟larının ise indüklendiği gösterilmiĢtir (Iorio vd., 2005). 

Yapılan çalıĢmalarda, miR-21'in meme kanserinin tüm evrelerinde tümörigenezde 

rolü olduğu görülürken, miR-30, miR-17-5p ve miR-9 gibi miRNAların, farklı 

evrelere spesifik olduğu görülmektedir. Bu miRNA‟ların değiĢik evrelerde pRB, 

PTEN, Cyclin D1 ve Bcl-2 gibi tümör supresör veya onkogenleri hedef aldığı tespit 

edilmiĢtir (Zhang ve Ma, 2012). 

1.2.6.6.4. DNA metilasyonu ve meme kanseri 

DNA metilasyonu çok önemli bir epigenetik markırdır ve gen ifadesinin kontrolünde 

kullanılır. Meme kanserinde P16 gibi bazı tümör supresör genlerin metilasyonunun, 

bir biyomarkır olarak kullanılabileceği düĢünülmüĢtür (Berman vd., 2005). Yapılan 

bir çalıĢmada, hipermetile CpG adalarının, meme kanserinde farklılaĢmanın 

azalmasıyla birlikte, arttığı gösterilmiĢtir (Yan vd., 2000). Buna karĢın, ürokinaz gibi 

bazı proteazların hipometilasyonunun da, meme kanserinin metastazında önemli 
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olabileceği bildirilmiĢtir (Pakneshan, Szyf ve Rabbani, 2005). Bazal tümörlerde ve 

kanser kök hücre fenotipinde, genel olarak hipometilasyon paterni görülmüĢtür (Park 

vd., 2012). Ayrıca onkogen hipometilasyonu paterninin, meme kanseri metastazıyla 

iliĢkili olabileceği gösterilmiĢtir (Fang vd., 2011).  

1.2.6.7. Triple negatif meme kanserinin genetiği  

Gen amplifikasyonları veya delesyonları, nokta mutasyonları, heterozigotluk kaybı, 

kromozomal yeniden düzenlemeler, anöploidi, global ve promoter metilasyonu dahil 

olmak üzere farklı genetik değiĢimler, kanser ile iliĢkilendirilmiĢtir. (Yazici vd., 

2009). 

Triple negatif meme kanserleri, genellikle bazal tümörlerdir. Bazal tümörlerde %80 

TP53 mutasyonu görülmektedir (Cancer Genome Atlas, 2012). TNMK'nde TP53, en 

sık mutasyona uğramıĢ gendir ve mutasyonlar vakaların %65 ila %80'inde meydana 

gelir. Bugüne kadar yapılan en kapsamlı çalıĢmalardan birinde, TP53'teki 

mutasyonlar, bazal benzeri TNMK‟nin %62‟sinde ve bazal olmayan TNMK'nin 

%43'ünde bulunmuĢtur. TNMK bağlamında, bu mutasyonlar, genetik kararsızlığın 

artmasına ve sitogenetik değiĢikliklerin yanı sıra daha yüksek heterozigozite kaybı 

olasılığı ile sonuçlanmaktadır. Son çalıĢmalar, azalmıĢ p53 fonksiyonuna sahip 

TNMK hastalarında, daha kötü sağkalım (OS) bildirmiĢ ve metastatik riski 

arttırdığını göstermiĢtir. Bununla birlikte, baĢka bir çalıĢma, TP53 mutasyonlarının 

ve/veya p53 ekspresyonundaki değiĢimlerin, prognostik faktörler olduğunu 

doğrulamamıĢtır. Diğer çalıĢmalarda da, TP53 mutasyonlarının TNMK'de ilaç 

direncinin bir göstergesi olduğu bildirilmiĢtir. Bütün bunlar birlikte ele alındığında, 

TP53‟ün TNMK vakalarının çoğunda mutasyona uğradığı ve bu nedenle antitümör 

tedavilerinin belirlenmesi  için kullanılabileceği düĢünülmektedir (Sporikova vd., 

2018). 

RB1 ve BRCA1 kaybının da bazal tümör özelliklerinden olduğu belirlenmiĢtir 

(Cancer Genome Atlas, 2012).  TNMK'ye genetik yatkınlık, BRCA1 ve BRCA2 

meme kanseri yatkınlık genlerinde nadir, yüksek penetrant, germline mutasyonlar ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. BRCA1'de kalıtsal mutasyonu olan kadınlarda geliĢen meme 
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tümörlerinin, yaklaĢık %70'i, ER, PR ve HER2 histolojik belirteçlerinin düĢük veya 

olmayan ekspresyonunu ve rastgele seçilmiĢ TNMK tümörlerine benzer morfolojik 

özellikler, nüks paternleri ve ölüm oranlarını göstermiĢtir. Bu gözlemlerle tutarlı 

olarak, rastgele seçilmiĢ Triple Negatif (TN) olgularla yapılan çalıĢmalar, genel 

olarak %9-14 ve 50 yaĢ altında tanı alan vakaların ∼%20'sinin BRCA1 

mutasyonlarına sahip olduğunu göstermiĢtir. Benzer Ģekilde, ailede meme kanseri 

öyküsü olan TN vakalarının %34'ünün, germline BRCA1 mutasyonları ile iliĢkili 

olduğu bildirilmiĢtir. BRCA2 mutasyon taĢıyıcılarında görülen meme tümörlerinin 

%16-23'ünün, TN özellikleri göstermesi nedeniyle, BRCA2‟nin TNMK ile iliĢkili 

olduğu bildirilmiĢtir. (Kristen vd., 2013). 

P53‟ü takiben en fazla mutasyona uğrayan gen, PIK3CA (%9) olarak 

bildirilmektedir. PI3K/AKT sinyal yolağının, en fazla aktiviteyi diğer tiplere kıyasla, 

bazal tümörlerde gösterdiği bildirilmiĢtir. PIK3CA mutasyon oranının, bazal 

tümörlerde düĢük olmasına rağmen, PI3K/AKT sinyal yolağı aktivitesinin yüksek 

olmasının, PTEN ve INPP4B kaybı ve/veya PIK3CA amplifikasyonu ile iliĢkili 

olduğu düĢünülmüĢtür. Bazal tümörlerde yüksek oranda TP53 mutasyonu, ATM 

mutasyonları, BRCA1 ve BRCA2 inaktivasyonu, RB1 kaybı, AKT3‟ün yüksek 

seviyede ekspresyonu, cMYC amplifikasyonu ve yüksek ekspresyonu ve Cyclin E1 

amplifikasyonu, triple negatif meme kanserinde en öne çıkan genetik değiĢimleri 

olarak gözükmektdir (Cancer Genome Atlas, 2012).   

Yapılan çalıĢmalarda,  meme kanseri risk lokuslarının ER, PR ve HER2 tarafından 

belirlenen, meme tümör alt tipleriyle olan iliĢkisi araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmaların ilki, 

Meme Kanseri Birliği Konsorsiyumu (BCAC) tarafından yapılmıĢ,  araĢtırılan 12 

varyanttan beĢinin TNMK ile iliĢkili olduğunu bulmuĢtur (TOX3 [p = 3,1 x 10-6]; 

2q35 [p = 0,001]; MAP3K1 [p = 0,016]; LSP1 [p = 0,011]; TGFB1 [p = 0.038]). 

Bununla birlikte, yaklaĢık 3 000 TN vakası içeren, Üçlü Negatif Meme Kanseri 

Konsorsiyumu (TNBCC) tarafından yapılan çok daha kapsamlı bir çalıĢma, sadece 

TOX3 lokusu için bir iliĢki olduğunu doğrulamıĢtır (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 Ģekilde iliĢkilendirilmiĢtir. CASP8 varyantları ile 
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TNMK riski arasında bir iliĢki olduğu, TNBCC‟un çalıĢmasında (p = 0,005) 

gözlenmiĢ, ancak BCAC‟un  çalıĢmasında gözlenmemiĢtir (p = 0,15). Bu nedenle, 

hem ER-pozitif hem de ER-negatif meme kanseri riskini etkileyen TOX3, ESR1 ve 

RAD51L1 lokuslarındaki ve muhtemelen 2q35, MAP3K1, LSP1, TGFB1 ve 

CASP8'deki SNP'ler de, TNMK için genetik risk faktörleri olarak tanımlanmıĢtır 

(Kristen vd., 2013). 

ER-negatif meme kanseri çalıĢmalarında tespit edilen varyantların birçoğunun, 

TNMK riskini etkilediği gözlenmiĢtir. ER-negatif TERT varyantı, rs10069690; 

artmıĢ TNMK riski ile iliĢkilendirilmiĢtir ( p = 1,1 × 10-9). Bununla birlikte, bu 

lokustaki değiĢkenlik ve meme kanseri riski arasındaki iliĢkilerin karmaĢıklığı göz 

önüne alındığında, bu TERT varyantının, TNMK ile iliĢkisinin değerlendirilmesi için 

daha fazla çalıĢma yapılması gerektiği bildirilmiĢtir (Kristen vd., 2013). 

Kopya sayısı değiĢiklikleri (CNV) gibi diğer genetik değiĢiklikler, triple negatif 

meme kanserinde farklı alt tipler arasında farklı Ģekilde meydana gelebilmektedir. 

Triple negatif meme kanseri vakalarının %30'undan fazlasında, iki spesifik CNV, 

yani gen amplifikasyonu ve kromozomal delesyon bulunmaktadır. (Han vd., 2008; 

Hu vd., 2009). TNMK'inde spesifik olarak amplifiye olduğu tespit edilen bir 

genlerden biri, kromozom 9'un kısa kolunda bulunan nükleer faktör 1/B (NFIB)‟ dir. 

Bu genin kanser biyolojisindeki iĢlevi henüz tam olarak tanımlanmamıĢtır; ancak, 

merkezi sinir sistemi geliĢiminde, bir rol oynadığı bilinmektedir. (Han vd., 2008; 

Mason vd.,. 2009). TNMK'inde daha sık meydana gelen 5q13-14 kromozomunda 80 

Mb'lık bir yapısal delesyon RASA1 genini içerir. Bu gen, RAS'ın aktifleĢtirilmesinde 

etkilidir ve RASA1'in inaktifliği, aĢırı aktif bir RAS tirozin kinaz ile sonuçlanır. 

RAS, hücre büyümesinin bir uyarıcısı olduğundan, RAS aĢırı ekpresyonu, büyüme 

aktivitesinin artmasına neden olur. Farklı meme kanseri alt tiplerinin profilleri ile 

kromozomal instabiliteye neden olan gen ekspresyon durumlarını karĢılaĢtıran bir 

çalıĢmada, TN2B‟nin, HER2 + alt grupları ile birlikte, en istikrarsız genomu 

gösterdiği ortaya çıkmıĢtır. Ayrıca PTEN be RB1 genindeki mutasyonların bu 

kromozomal instabilite ile iliĢkili olduğu bulunmuĢtur (Hu vd., 2009). 
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1.2.6.8. RASSF1A geni  

RASSF1 (RAS-association domain family 1) geni, 11 151 bç büyüklüğünde olup, 8 

ekzona sahiptir. Farklı promotor kullanımı ve alternatif splicing nedeniyle, 

RASSF1A lokusundan, 7 farklı RASSF1A transkripti üretildiği için, genin 7 

izoformu vardır (RASSF1A-G). Ġlk 4 ekzonun bulunduğu bölgede, metilasyona 

uğrayabilen CpG adaları bulunmaktadır ve bu ekzonlar, genin transkripsiyonel 

kontrolünde önemli bir yere sahiptir. (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005). 

 
 

ġekil 1.6. 3p21.3 bölgesinde bulunan RASSF1 geni lokalizasyonu (URL-7) 

 

RASSF1‟nin iki ana izoformu RASSF1A ve RASSF1C, iki ayrı promotör 

bölgesinden oluĢturulur. Hem RASSF1A hem de RASSF1C proteinleri bir C-

terminal Ras-asosiasyon bölgesi ve ATM fosforilasyon bölgesi içerir. Buna ek 

olarak, RASSF1A ayrıca bir N-terminal, diaçilgliserol bağlayıcı/protein kinaz C1 

(C1) domaini de içerir (Dammann vd., 2000).  

RASSF1A (RAS-asosiasyon domain ailesi 1, izoform A), RAS efektör ailesinin 

üyesi olan bir tümör supresör gendir. RASSF1A, inaktivasyonu birçok insan 

kanserinin geliĢimine neden olduğu bildirilmiĢ, bir tümör baskılayıcıdır. RASSF1A, 

delesyon veya nokta mutasyonları ile etkisizleĢtirilebilse de, RASSF1A 

fonksiyonunun kaybına veya azalmasına en çok katkıda bulunan, genin promotör 

metilasyonu ile transkripsiyonel sessizleĢtirilmesidir (Donninger vd., 2007). 

RASSF1A geninin mutasyonundan daha çok hipermetilasyonu, akciğer kanseri ve 

mesane kanseri gibi kanser türlerinde görülmektedir. Böylece bu genin 

ekspresyonunun, metilasyon yoluyla baskılandığı düĢünülmüĢtür. Kanser 

hücrelerinde RASSF1A‟nın bir alleli genomik olarak kaybedilirken, diğer allel 

hipermetilasyonla susturulmaktadır (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005).  

RASSF1A kanser hücre hatlarında overeksprese edildiğinde, bu hücreler daha az 

canlılık göstermekte, daha az invaziv olmakta ve büyümeleri baskılanmaktadır. 
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RASSF1A özellikle kanserde deregüle olan iki yolağı, apoptozu ve hücre döngüsünü 

modüle etmektedir. RASSF1A'nın kanser hücre hatlarında Cyclin D1 ve D3 gibi 

hücre döngüsü efektörlerini baskıladığı ve N-kaderin gibi hücre adezyon 

moleküllerini artırdığı gösterilmiĢtir. RASSF1A ile RAS‟ın etkilediği genler arasında 

çok sayıda ortak gen bulunduğu bildirilmiĢtir (Agathanggelou vd., 2003).  

RASSF1A'nın mikrotübüllere bağlandığı ve mikrotübül stabilizasyonunda rolü 

olduğu gösterilmiĢtir.  Yapılan bir çalıĢmada, RASSF1 null farelerden elde edilen 

fare embriyonik fibroblast hücrelerinin, tubulin depolimerize edici kimyasal 

nokadozole karĢı, artmıĢ sensitivite gösterdiği görülmüĢtür. RASSF1 ile transfekte 

edilen hücrelerde, sentrozomdan çıkan mikrotübüllerin hiperstabilize olduğu ve 

nokadozole karĢı sensitivitelerinin azaldığı görülmüĢtür. RASSF1A‟nın 

mikrotübüllere bağlandığı immünofloresan yöntemle gösterilmiĢtir.  RASSF1A'ya 

bağlanan proteinlerin %70‟inin, mikrotübüllerle iliĢkili proteinlerle homoloji 

gösterdiği bildirilmiĢtir (Dammann vd., 2000).  

Aktive edilmiĢ K-Ras formları, onkoproteinleri dönüĢtürmekte görevli olmalarının 

yanında, aynı zamanda apopitozun uyarılması dahil olmak üzere, büyüme önleyici 

etkilere sahiptir. Dolayısıyla K-Raslar, pro-apoptotik efektör proteinler 

olduklarından, Ras bağımlı tümörlerin geliĢimi sırasında down regüle olmaktadır. 

RASSF1A'nın RA bölgesi, in vitro olarak direkt Ras'a bağlanabilir ve RASSF1A, 

hücrelerde aĢırı eksprese edildiğinde aktifleĢtirilmiĢ K-Ras ile bir kompleks 

oluĢturur. Ayrıca, RASSF1A'nın RAS‟a, GTP-bağımlı olarak bağlandığı 

görülmüĢtür. RAS, hücre zarındaki reseptör tirozin kinazlardan aldığı sinyallerle, 

hücre çoğalmasını uyaran yolakları aktif hale getirir. RASSF1A, RAS ile 

interaksiyona girerek hücreleri apopitoza yönlendirebilmektedir (Doninger vd., 

2007). 

 RASSF1A, anafazı baĢlatan APC kompleksini aktive eden cdc20'ye bağlanarak, onu 

inhibe eder. Anafaz baĢlatıcı kompleks/siklozom (APC/C), hücre döngüsünün 

ilerlemesine izin vermek için, aktive edici enzimlerle etkileĢime giren bir protein 

kompleksidir. APC/C, cdc20 veya cdh1 (WD40 tekrarları içeren proteinler) ile 

kompleks oluĢturarak, aktive olur. WD40 tekrar proteinleri, APC/C'nin hedef 
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proteinlerle etkileĢime girmesi için gereklidir.  S, G2 ve profazlar sırasında, APC/C, 

Cdc20'nin, Emi1 tarafından tutulmasıyla engellenir; daha sonra prometafaz sırasında, 

RASSF1A, cdc20 seçiciliği göreviyle, regülatör rolü üstlenir. (Song vd., 2004). 

RASSF1A ile stabil olarak transfekte olan A549 hücrelerinde, Cyclin D1 ve D3‟ün 

down-regüle olduğu görülmüĢtür. Buna ek olarak RASSF1A'nın, S fazının 

ilerlemesinde rolü olan Cyclin A'yı da regüle edebileceği gösterilmiĢtir, bunu p120
E4F

 

ile bağlanarak yaptığı düĢünülmektedir. p120
E4F

'nin P14, RB ve P53 gibi bilinen 

diğer tümör supresyon proteinlere de bağlandığı bilinmektedir. Bu durum 

RASSF1A'nın tümör supresyon rolüne güçlü bir vurgu yapmaktadır. RASSF1A'nın 

bağlandığı proteinler arasında Mst-1, C19ORF5, MAP1B, p120
E4F

, ve 

CNK1‟nın  olduğu “maya ikili hibrid (yeast-two-hybrid)” yöntemi ile gösterilmiĢtir 

(Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005). 

Çok sayıda çalıĢma, RASSF1A'nın aĢırı ekspresyonunun apoptozu desteklediğini, 

hücre döngüsünü durdurduğunu ve kanser hücre hatlarının tümörijenitesini azalttığını 

göstermiĢtir (Rabizadeh vd., 200).  

1.2.6.8.1. Kanserde RASSF1A geni metilasyonu  

Kanserde belirli genlerin DNA metilasyonu ile baskılanması yaygın bir durumdur. 

Bu durum, özellikle tümör supresör genlerin promotorlarında görülmektedir. 

RASSF1A metilasyonu mesane kanseri, glioblastoma, özofageal skuamöz hücreli 

karsinom, gastrik kanser, hepatosellüler karsinom, hodgkin lenfoma, akciğer kanseri 

ve meme kanseri gibi birçok kanser türünde görülmektedir. Meme kanserinde hasta 

serumlarında bile, RASSF1A metilasyonu tespit edilebilmektedir (Pfeifer ve 

Dammann, 2005).  

3p allel kayıpları, akciğer, böbrek ve meme kanserleri dahil olmak üzere birçok 

kanserde en sık tespit edilen genetik değiĢikliklerden biridir. Heterozigozite kaybı 

çalıĢmalarının ve akciğer, meme tümör hücresi hatlarında meydana gelen homozigot 

delesyonların tanımlanması, 3p21.3'te bir veya daha fazla tümör baskılayıcı gen 

(TSG) barındırabilecek kritik bir bölgeye iĢaret etmiĢtir. 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 bölgeden klonlanmıĢtır. 

Yapılan kapsamlı araĢtırmalara rağmen, bu genlerin sadece nadir mutasyonları ve 

polimorfizmleri tanımlanmıĢtır. Bununla birlikte, ilginç bir Ģekilde, RASSF1A'nın 

ekspresyonu, tümör hücre hatlarında görülmemiĢ veya down regüle edilmiĢtir. Bu 

ekspresyon kaybının ana nedeninin, promotör CpG adası hipermetilasyonu olduğu 

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

RASSF ailesi genlerinin somatik mutasyonel inaktivasyonu, nadir görülen bir 

olaydır. RASSF1A metilasyonu primer tümörlerde ve ona karĢılık gelen normal 

dokuda çalıĢılmıĢ, primer tümörlerde promotör bölgesi hipermetilasyonu tespit 

edilmiĢtir. RASSF1A metilasyonu en az 37 tümör tipinde bildirilmiĢtir. Normal 

dokularda RASSF1A metilasyonu pek görülmez. Premalign meme kanseri 

lezyonlarında ve sonradan akciğer kanseri geliĢtiren hastaların sputumlarında görülen 

RASSF1A metilasyonu, RASSF1A'nın erken tanıdaki önemini göstermektedir. Over 

kanserinde RASSF1A metilasyonu, peritoneal sıvıda ve serumda tüm histolojik tip, 

grade ve evreler için tespit edilmiĢ olup, bu hastalarda CA-125 serum seviyeleri de 

düĢük olarak bulunmuĢtur. Bu durum erken tanının prognozda çok önemli olduğu 

over kanserinde, güvenilir bir tümör markırına sahip olmanın önemini ortaya 

koymaktadır (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005). 

Yapılan çalıĢmalarla, RASSF1A'nın insan kanserinde Ģimdiye kadar tanımlanan en 

sık hipermetilasyona uğrayan genlerden biri olduğu ortaya çıkmıĢtır.  RASSF1A 

inaktivasyonu sıklıkla pek çok  tümör türünde gözlenir. RASSF1A geninin, akciğer, 

meme, mesane, mide, kolanjiyokarsinom ve özofageal sarküler hücreli karsinom 

primer tümörlerinde ekspresyon kaybı, yapılan çalıĢmalarla ortaya konulmuĢtur 

(Kuroki vd., 2003; Lee vd., 2001). RASSF1 lokusundaki alel kaybının sık sık “ikinci 

bir vuruĢ” olduğu gösterilmiĢ olmasına rağmen, mutasyon nadir görülen bir olay 

olarak tanımlanmaktadır (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005). Bununla birlikte, 

son zamanlarda, daha hassas bir metodoloji kullanarak primer NPC tümörlerinde 

yüksek RASSF1A mutasyonları tespiti yapılmıĢtır (Pan vd., 2005). Medulloblastom 

gibi bazı tümörlerde, promotör hipermetilasyonu ile RASSF1A'nın biallelik 

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

DNA metilasyonu, DNA metiltransferazların aracılık ettiği, CpG 

dinükleotidlerindeki sitozini, 5-metilsitozine dönüĢtürmek için gerçekleĢtirilen 

iĢlemdir (Jones ve Baylin, 2002) . Beslenme, yaĢ ve çevresel etkenlere maruz kalma 

ile iliĢkili DNA metilasyonunun, meme karsinogenezinin etiyolojisinde erken bir 

olay olarak göründüğü ve birçok onkogenin aktivasyonuna ve tümör baskılayıcı 

genlerin susturulmasına neden olarak; hücrelerin anormal proliferasyonunu ve 

metastazı teĢvik ettiği bildirilmiĢtir. (Faraga vd., 2007; Herceg, 2007). Genetik 

mutasyonların aksine, DNA metilasyonu beslenme düzeninin bozulmasına karĢı 

hassastır ve geri dönüĢümlüdür; bu nedenle kemoterapi ve kemoprevensiyon için, 

diyetin düzenlenmesiyle DNA metilasyonunun kontrolü, umut vaat edici bir  geliĢme 

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

Yapılan çalıĢmalar, bölgesel hipermetilasyonun, meme kanseri oluĢumunun erken 

evreleri için, ana mekanizmalardan birini temsil ettiğini göstermiĢtir (Szyf vd., 

2004). GWAS‟larla, çeĢitli meme kanseri hücrelerinde ve tümör dokularında 

hipermetilasyona uğramıĢ genlerin (CDH1, DAPK1, GSTP1, HIN-1, RASSF1A, 

TIMP-3, MGMT ve p16INK4a) bir listesi ortaya konulmuĢtur. (Agrawal vd.,2007, 

Giacinti vd., 2006; Lehmann vd.,2002). Meme kanseri evresi ile metilasyonun iliĢkili 

olduğu ve  meme kanserinin teĢhisinde, ilgili genlerin metilasyon durumlarının 

değerlendirilmesinin, markır olabileceği öne sürülmüĢtür (Agrawal vd., 2007). 

Değerlendirilen genler arasında, RASSF1A'nın meme kanserinde en sık metilasyona 

uğrayan tümör baskılayıcı gen (TSG) olduğu gösterilmiĢtir (Krop vd., 2001; van der 

Weyden vd., 2007). Ġntraduktal papillomlarda, epitelyal hiperplazilerde, in situ 

duktal karsinomda, RASSF1A metilasyonu tespit edilirken, normal meme dokusunda  

bulunmamıĢtır. RASSF1A metilasyonunun, meme tümör oluĢumunda erken bir olay 

olduğu gösterilmiĢtir. (van der Weyden vd., 2007).  

RASSF1A geninin primer meme kanserlerindeki promotor metilasyonunu inceleyen 

bir çalıĢmada, 40 meme tümör dokusu kullanılmıĢ olup, RASSF1A metilasyon oranı 

%9 olarak bulunmuĢtur. Aynı çalıĢmada meme kanser hücre hatlarında metilasyon 

oranı %80 olarak bulunmuĢtur (Agathanggelou vd., 2001). Bir baĢka çalıĢmada, 
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RASSF1A geni için malign meme kanser dokusunda ortalama DNA metilasyon 

yüzdesi %45 iken, normal meme kanser dokusunda ortalama metilasyon yüzdesi 

sadece %2 civarında bulunmuĢtur (Zhu, Qin, Hewett ve Sauter, 2010). Meme kanseri 

hastalarının serumunda yapılan bir çalıĢmada, hastaların %35‟inde RASSF1A 

hipermetilasyonu olduğu bildirilmiĢtir. (Van der Auwera vd., 2009). BaĢka bir 

çalıĢmada ise, RASSF1A promotor hipermetilasyonu, primer meme kanserlerinin 

%49‟unda ve meme kanser hücre hatlarının %64‟ünde tespit edilmiĢtir (Burbee vd., 

2001).  
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2. MATERYAL VE METOD  

2.1. ÇalıĢma Grupları  

ÇalıĢmaya Gayrettepe Florence Nightingale Hastanesi, Pataloji bölümü arĢivinde 

bulunan, triple negatif meme kanseri tanısı almıĢ 37 hastaya ait triple negatif meme 

kanseri tümör dokusu ve 29 kontrol bireyine ait normal meme dokusu dahil 

edilmiĢtir.  

ÇalıĢmaya baĢlamadan önce, Karabük Üniversitesi GiriĢimsel Olmayan Klinik 

AraĢtırmalar Etik Kurulu‟ndan, 28.03.2018 toplantı tarih ve 4/27 kararı ile, araĢtırma 

onayı alınmıĢtır. 

2.2. Ekipman 

2.2.1. Kimyasal Maddeler  

 %96-100‟lük Etanol  

 DNA izolasyon kiti içeriği (Thermo Scientific GeneJET FFPE DNA Purification 

Kit) 

 Digestion Buffer  

 Proteinase K solüsyonu 

 RNase A solüsyonu 

 Binding Buffer  

 GeneJET DNA Purification Column 

 Wash Buffer 1  

 Wash Buffer 2  

 Elution Buffer  
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 Bisülfit uygulama kiti içeriği (EZ DNA Methylation-Gold Kit) 

 CT Conversion Reagent solüsyonu 

 Zymo-Spin™ IC Column 

 M-Binding Buffer  

 M-Wash Buffer  

 M-Desulphonation Buffer  

 M-Elution Buffer  

 

 Enzim KarıĢımı (LightCycler® 480 SYBR Green I Master)  

 Forward Primer (F) 

 Reverse Primer (R) 

2.2.2. Araçlar ve Cihazlar 

 Santrifüj (Wisespin CF_10) 

 Mikropipetör (10-100 µl ve 100-1000)-(Microlit ve Socorex) 

 Mikropipet uçları (100 µl ve 1000 µl)-(Biologix) 

 Eppendorf tüpü (Isolab) 

 Otoklav (Daihan WiseClave®) 

 Derin dondurucu (-20) (Bosch) 

 Su banyoları (Miprolab) 

 Vorteks (Dragonlab MX-F) 

 Eldivenler (Dolphin) 
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 Deiyonize su 

 Kağıt havlu 

 Enjektör 

 Parafilm (Parafilm M) 

 Roche LightCycler 480 II 

 Thermal Cycler cihazı (Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler) 

 Plate santrifüj cihazı (Beckmann Coulter Allegra X-15R) 

 PCR tüpü 

2.3. Parafine Gömülü Tümör ve Normal Doku Örneklerinden DNA Ġzolasyonu 

Ġzolasyon, Thermo Scientific GeneJET FFPE DNA Purification Kit kullanılarak 

yapılmıĢtır. Ġzolasyon için her biri 10 μm kalınlığında olan, 7 kesit FFPE doku örneği 

kullanıldı. 

Saklama KoĢulları: AçılmamıĢ Proteinase K ve RNase A solüsyonları oda 

sıcaklığında saklanmıĢtır. Solüsyonlar kullanılmaya baĢladıktan sonra ise -20°C‟de 

muhafaza edildi. Kitin diğer bileĢenleri oda sıcaklığında (15-25°C) saklandı. 

2 adet su banyosu kullanılmıĢ olup bunların dereceleri 65°C ve 90°C olarak 

ayarlandı.  

Prosedür; 

Wash Buffer 1 solüsyonu hazırlamak için total hacim 40 ml‟ye tamamlandı ve bu 

tamamlama 10 ml konsantre wash 1 solüsyonuna, 30 ml etanol (%96) eklenerek 

yapıldı. 
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Wash Buffer 2 solüsyonu hazırlamak için, total hacim 40 ml‟ye tamamlandı ve bu 

tamamlama 10 ml konsantre wash 2 solüsyonuna, 30 ml etanol (%96) eklenerek 

yapıldı. 

1. Mikrosantrifüj tüpündeki 7 kesit içeren FFPE doku örneği üzerine, 200 µl 

Digestion Buffer solüsyonu eklendi. 90°C‟de 9 dakika inkübe edilmiĢdi. 

Ġnkübasyon esnasında, doku örneklerinin Buffer solüsyonunun içinde 

bulunduğundan emin olana kadar, tüp hafifçe birkaç kez sallanarak, örnekler 

karıĢtırıldı. Ġnkübasyondan sonra, parafinin çözünmesi için örnekler 

vortekslendi. Örnekler oda ısısına gelene kadar soğuması için bekletildi ve 

tüp kapağının temizlenmesi için kısa süreli spin yapıldı. 

2. Spin yapılan örneklere, 20 µl Proteinase K solüsyonu eklendi ve homojen bir 

karıĢım elde etmek amacıyla vortekslendi. Daha sonra tüp kapağının 

temizlenmesi için kısa süreli spin yapıldı. 

3. Örnekler, belirli periyotlarla vortekslenerek, 65°C su banyosunda 120 dakika 

inkübe edildi. 

4.  Daha sonra örnekler 90°C‟olan diğer su banyosuna alınıp, 40 dakika 

bekletildi. 

5. Örnekler 90°C‟deki su banyosundan çıkarıldıktan sonra, oda ısısına gelene 

kadar bekletildi ve sonra, 7 000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edildi. Elde edilen 

lizattan 200 µl alınarak, 1,5 µl‟lik yeni mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 

6. 1,5 µl‟lik mikrosantrifüj tüpüne aktarılan örneklere 10 µl RNase A solüsyonu 

eklenerek iyi bir Ģekilde vortekslendi ve kısa süreli spin yapıldı. Spinin 

ardından örnekler, 10 dakika oda ısısında bekletildi. 

7. Daha sonra oda ısısında bırakılan örneklere 200 µl Binding Buffer eklendi ve 

homojenizasyonu sağlamak için, 10 sn. vortekslenip kısa süreli spin yapıldı. 
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8. Örneklere 400 µl etanol (%96) eklendi ve homojenizasyon için 10 sn. 

vortekslenip,  kısa süreli spin yapıldı. 

9. Lizat, Collection Tube içine yerleĢtirilmiĢ GeneJET DNA Purification 

Column‟a aktarıldı. 7 000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edildikten sonra 

Collection Tube sıvıyla birlikte atılarak, GeneJET DNA Purification Column, 

yeni bir collection tüpe yerleĢtirildi. 

10. Collection tüpe 500 µl Wash Buffer 1 solüsyonu eklenip, 8 500 rpm‟de 1 

dakika santrifüj edildi. Collection tüpte toplanan sıvı, atığa boĢaltılıp column 

tekrar collection tüpe yerleĢtirdi. 

11. Collection tüpe 500 µl Wash Buffer 2 solüsyonu eklenip 3 dakika, 1 350 

rpm‟de santrifüj edildi. Collection tüp boĢaltılarak, column tekrar 

yerleĢtirildi. 1 dakika 1 350 rpm‟de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

collection tüp atılıp, GeneJET DNA Purification Column, steril 1,5 ml‟lik 

mikrosantrifüj tüpüne konuldu.  

12. Mikrosantrifüj tüpüne alınan GeneJET DNA Purification Column‟a 45 µl 

Elution Buffer, column membranın tam ortasına gelecek Ģekilde eklendi. Oda 

sıcaklığında, 2 dakika bekletildikten sonra ve 8 500 rpm‟de 1 dakika santrifüj 

edildi. 

13. Elde edilen DNA -20°C de saklanmıĢtır. 

2.4. DNA Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

Ġzole edilmiĢ olan DNA‟ların konsantrasyonları, spektrofotometrik yöntemler 

ölçüldü. Elde edilen DNA örneklerinin konsantrasyonu ve saflıkları, 260 ve 280 nm 

dalga boylarındaki absorbanslarının ölçülmesiyle saptandı. 
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2.5. Bisülfit Uygulaması 

DNA örneklerinin metilasyon durumunu belirlemek için, Real Time PCR öncesinde 

bisülfit uygulaması „“EZ DNA Methylation-Gold Kit” ile yapıldı. 

2.6. Kit Ġçeriğinin Hazırlanması 

2.6.1. CT Conversion Reagent Hazırlanması 

Kitle birlikte liyofilize halde sağlanan CT Conversion Reagent, aĢağıda belirtildiği 

Ģekilde kullanıma hazır hale getirildi.  

 CT Conversion Reagent tüpüne sırasıyla 900 µl dH2O, 300 µl M-Dilution 

Buffer ve 50 µl M-Dissolving Buffer konuldu. 

 Oda sıcaklığında 10 dk. boyunca vortekslendi. 

2.6.2. M-Wash Buffer hazırlanması 

 Kitle birlikte sağlanan M-Wash Buffer içerisine, 24 ml etanol (%96-100) 

eklenerek kullanıma hazır hale getirildi.   

Prosedür; 

1. 130 μl CT Conversion Reagent, PCR tüpü içine koyulan 20 μl DNA örneğine 

eklendi ve pipetaj yapılarak karıĢtırıldıktan sonra kısa bir santrifüj yapıldı. 

2. PCR tüpleri, Thermal Cycler cihazına yerleĢtirilerek aĢağıdaki basamaklar 

uygulandı: 

 98°C‟de 10 dk 

 64°C‟de 2.5 saat 

 4°C bekletme  
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3. Zymo-Spin™ IC Column, Collection tüp içine yerleĢtirildikten sonra 

üzerlerine 600 µl M-Binding Buffer eklendi.  

4. 2. Basamakta elde edilen örnek, M-Binding Buffer içeren kolona 

yüklenmiĢtir ve kapak kapatılarak alt üst edilip karıĢtırıldı. 

5. 10 000 g‟de 30 saniye santrifüj edildi ve collection tüpteki sıvı atıldı. 

6. 100 μl  M-Wash Buffer, kolona ilave edilerek, 10 000 g‟de 30 saniye santrifüj 

edildikten sonra, Collection tüpteki sıvı atıldı. 

7. Kolona 200 μl M-Desulphonation Buffer eklendi. Oda ısısında (20-30°C) 15-

20 dakika inkübe edildikten sonra, 10 000 g‟de 30 saniye santrifüj edildi. 

Collection tüpteki sıvı atıldı. 

8. 200 μl of M-Wash Buffer, kolona eklendi ve 10 000 g‟de 30 saniye santrifüj 

edildi. Collection tüpteki sıvı atılıp, tekrar 200 μl M-Wash Buffer, kolona 

eklendi, 10 000 g‟de 30 saniye santrifüj edildikten sonra, collection tüpteki 

sıvı atıldı. 

9. Santrifüj sonrası kolonlar, collection tüplerden alınarak steril, 1,5 ml‟ lik 

mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Doğrudan kolon matriksi üzerine, 10 µl M-

Elution Buffer eklenerek 10 000 g‟de 30 sn. santrifüj edildi. 

10. Bisülfit uygulaması iĢlemi tamamlanmıĢ DNA örnekleri, Real-Time PCR 

aĢamasına kadar -20
o
C‟de saklandı.  

2.7. Primer Dizaynı 

RASSF1 gen bölgesinin, metilasyon durumunu belirlemek için kullanılan primer 

dizileri, bu genin CpG adalarına spesifik; metile, unmetile olarak, NCBI ve 

ENSEMBLE genom browser kullanılarak ve MethPrimer Software ile dizayn edildi. 
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ÇalıĢmada kullanılan RASSF1A Unmetile ve Metile primer dizileri, Tablo 2.1.‟de 

verildi. 

Tablo 2.1. RASSF1A Unmetile ve Metile Primer Dizileri 

 

Gen ismi Primer Adı Primer Dizisi (5'-3') 

 

RASSF1A 

 

Unmetile 
Forward GAGAGTGTGTTTAGTTTTGTTTTT 

Reverse CCCATACTTCACTAACTTTAAACAC 

Metile 
Forward GAGAGCGCTTTAGTTTCGTTTTC 

Reverse ACCCGTACGTTCGCTAACTTTAAACG 

 

Primerler Ġçin Optimizasyon 

Ġlk olarak primerlere, yanında gelen kullanım kılavuzlarında belirtilen 100 µM için 

gerekli su miktarı eklendi ve 100 µM‟ a (yani 100 pmol/µl‟ye) sulandırıldı. 

Sulandırılan primerlerden, her parametre için aĢağıda belirtilen ara stoklar 

oluĢturulup, Real-Time PCR analizi için hazır hale getirildi. 

Primer ara stok hazırlanıĢı; 

Metile ve unmetile primerlerin her biri için, Forward ve Reverse primerlerden 10 µM 

ara stok oluĢturuldu. Bunun için, 100 µM‟ lık ana stoktan, 10 µl alınarak, üzerine 90 

µl su eklendi. 

Ara stoklar hazırlanırken M1*V1=M2*V2 klasik formülü kullanıldı. 

2.8. Real-Time PCR Analizi 

Bisülfit uygulanmıĢ DNA örneklerinin metilasyon profilini belirlemek amacıyla, 

RASSF1A gen bölgesi için dizayn edilen primerler ile LightCycler® 480 SYBR 

Green I Master kullanılarak, Roche LightCycler 480 II cihazı ile çalıĢıldı. 

Hem metile hem de unmetile PCR ile profil analizi için, aĢağıda belirtilen aynı 

reaksiyon karıĢımı kullanıldı (Tablo 2.2.). 
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Tablo 2.2. RocheLightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I kullanımı.  

 

BileĢenler  (Tek Reaksiyon için) Hacim 

Su, PCR-grade 1,9 µl 

Forward Primer(F) (ara stok 10 µM) 0.3 µl 

Reverse Primer(R) (ara stok 10 µM) 0.3 µl 

Enzim KarıĢımı (LightCycler® 480 SYBR Green I Master) 5 µl 

 + 

Bisülfit uygulanmıĢ DNA örneği 2,5 µl 

TOPLAM REAKSĠYON HACĠM 10 µl 

 

Reaksiyon KarıĢımı: 

Reaksiyon tüpünde, tek bir reaksiyon için bileĢenlerin her birinden (DNA hariç) 

eklendi ve reaksiyon sayısı ile çarpılarak reaksiyon karıĢımı hazırlandı. 

 Plate‟lere her bir reaksiyon için, 8 μl reaksiyon karıĢımından transfer edildi. 

 2 μl DNA örneği, her bir kuyucuğa son reaksiyon hacmi 10 μl olacak Ģekilde 

ilave edildi. 

 Negatif Kontrol olarak, kalıp DNA yerine PCR-grade su kullanıldı. 

 Pozitif Kontrol olarak, kalıp DNA yerine Zymo Research-Bisulfite-

Converted Universal Methylated Human DNA Standard, kullanıldı.  

 Hazırlanan platelerin üzeri kapatılarak, plate santrifüj cihazı ile santrifüj 

edildi ve aĢağıda belirtilen cihaz protokolü ile çalıĢma yapıldı (Tablo 2.5.). 
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Tablo 2.3.Cihaz protokolü.  

 

Program Adı 
PRE-

ĠNKÜBASYON 
AMPLĠFĠKASYON MELTING CURVE 

SOĞUT

MA 

Analiz Modu Yok Kuantifikasyon Modu Erime Eğrisi Modu Yok 

Döngü Sayısı 1 50 1 1 

Hedef Sıcaklık [°C] 95 95 59 72 95 64 97 40 

Süre 00:05:00 
00:0

0:10 

00:0

0:15 

00:0

0:15 

00:0

0:05 

00:0

1:00 
00:00:00 00:00:30 

Sıcaklık ArtıĢ Hızı 

[°C/s] 
4,8 4,8 2,5 4,8 4,8 2,5 0,11 2,5 

Okuma Modu Yok Yok Yok Tek Yok Yok 
Continuo

us 
Yok 
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2.9. Analiz 

Real Time PCR sonunda elde edilen verilerin analizi, LightCycler 480 yazılımında, 

“Tm Calling” modunda gerçekleĢtirildi. Her bir örneğin, metile ve unmetile primer 

setinde bir Tm farkı olup olmadığına bakılıp, metile veya unmetile olduğunun tespiti 

yapıldı. Her örneğin metilasyon durumu doğrulaması, pozitif metile kontrol DNA‟sı; 

Zymo Research-Bisulfite-Converted Universal Methylated Human DNA Standard ile 

yapıldı. 

RASSF1A genine ait erime eğrileri Grafik 2.1.‟de verilmiĢtir.  

 
 

Grafik 2.1. RASSF1A genine ait erime eğrisi. 

 

2.10. Ġstatistiksel Yöntem 

RASSF1A geni metilasyon profili ile; patolojik evre, histolojik derece, tümör çapı, 

lenf nodu tutulumu olmak üzere, klinikopatolojik özellikler arasındaki iliĢkinin 

belirlenmesi amacıyla, Statistical Package for Social Sciences (PASW Statistics for 

Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.) programı kullanılmıĢ ve tüm analizler 

için Fisher‟ın χ
2
 (ki kare) testi uygulanmıĢtır. P değeri <0,05 olduğunda 

karĢılaĢtırılan parametreler arasındaki farkın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu kabul 

edilmiĢtir. 
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3. BULGULAR 

ÇalıĢmada triple negatif meme kanseri tanısı almıĢ 37 hastaya ait, triple negatif 

meme kanseri tümör dokusu ve 29 kontrol bireyine ait, normal meme dokusu 

kullanılmıĢtır. Klinik parametrelerin, triple negatif meme kanserinde, RASSF1A geni 

metilasyonuyla olan asosiasyonunu değerlendirmek üzere, evre, histolojik derece, 

tümör çapı ve lenf nodu tutulumu kıyaslanmıĢtır. 

ÇalıĢmaya dahil edilen hasta ve kontrollere ait olgu bilgileri Tablo 3.1‟de verilmiĢtir. 

Hastaların yaĢ ortalaması 53,2 iken, kontrollerin yaĢ ortalaması 42,1 olarak tespit 

edilmiĢtir. 

Tablo 3.1. Çalışmadaki katılımcıların gruplara göre dağılımı. 

 

 n % 

Hasta 37 56,1 

Kontrol 29 43,9 

 

 

 
 

Grafik 3.1. ÇalıĢmadaki katılımcıların gruplara göre dağılım grafiği. 

 

Histolojik derecesi Grade 2‟ de 6 (16,7) hasta, Grade 3‟de 30 (83,3) hasta mevcuttu. 

Klinik evreye göre; 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 

değerlendirildiğinde; lenf nodu tutulumu pozitif olan grupta 25 (71,5) hasta, negatif 
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grupta ise 10 (28,5) hasta bulunmaktadır. Tümör çapları değerlendirildiğinde, ise 

tümör çapı 20 mm‟ den küçük olan grupta 6 (16,6) hasta, tümör çapı 20-30 mm 

arasında 19 ( 52,7) hasta, tümör çapı 31-45 mm arasında 7 (19,4) hasta, tümör çapı 

46-60 mm arasında 2 (5,5) hasta ve tümör çapı 61-90 mm arasında 2 (5,5) hasta 

mevcuttur. 

3.1. Metilasyon Profili 

ÇalıĢmada, triple negatif meme kanseri tanısı almıĢ 37 hastaya ait triple negatif 

meme kanseri tümör dokusu ve 29 kontrol bireyine ait normal meme dokusu 

kullanılmıĢ olup, parafine gömülü doku örneklerinden genomik DNA izolasyonu 

yapılmıĢtır. Elde edilen DNA, bisülfit uygulamasına tabi tutulmuĢtur, böylece metile 

olan bölgelerle, unmetile (metile olmayan) bölgelerin ayırımı sağlanmıĢtır. Bisülfit 

uygulamasından sonra, metile ve unmetile bölgelere spesifik primerler kullanılarak, 

Real Time PCR analizi gerçekleĢtirilmiĢ ve çalıĢılan her dokuda, RASSF1A geninin 

metilasyon durumu belirlenmiĢtir. Dokularda ağırlıklı olarak metilasyon varsa 

metile, metilasyon yoksa unmetile, hem metile hem de unmetile DNA‟lar mevcut ise, 

metile+unmetile olarak etiketlenmiĢlerdir.  

Yapılan analizde, hasta grubunda RASSF1A geninin metilasyonu, kontrol grubuna 

göre daha yüksek oranda bulunmuĢtur (p=0,02). RASSF1A geninin metilasyon 

durumunun hasta ve kontrol gruplarında dağılımı Tablo 3.2‟de verilmiĢtir. Hasta 

grubunda RASSF1A metilasyon oranı %72,2 (26 tümör dokusu) iken, kontrol 

grubunda %37,9 (11 meme dokusu)‟dur. Buna göre, gruplara göre metilasyon 

dağılımları arasında fark bulunmaktadır. Hasta grubundaki metile profil yüzdesi 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak daha yüksek iken, kontrol grubunda 

unmetile profil gösterenlerin yüzdesi daha yüksek bulunmuĢtur. Hasta ve kontrol 

grubunda metile+unmetile profil dağılımları benzerdir (Grafik 3.2.; 3.3.; 3.4. ve 3.5.) 

(p=0,020). 
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Tablo 3.2. Gruplara göre RASSF1A geni için metilasyon dağılımı (Hasta grubunda bir 

hastada sonuç alınamamıştır). 

 

Metilasyon 

durumu 

Üçlü Negatif 

Meme Kanseri Grubu 

(n=36) 

Kontrol Grubu 

(n=29) 

X
2
 

p-değeri 

RASSF1A   

0,020 
Metile 26 (%72,2) 11 (%37,9) 

Unmetile 6 (%16,7) 12 (%41,4) 

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

 

 
 
Grafik 3.2. MT3 nolu olguya ait RASSF1A geni metile profil gösteren erime eğrisi. 

 

 
 

Grafik 3.3. MK18 nolu olguya ait RASSF1A geni unmetile profil gösteren erime eğrisi. 
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Grafik 3.4. MT25 olguya ait RASSF1A geni metile+unmetile profil gösteren erime eğrisi. 

 

 

 
 

Grafik 3.5. Tümör ve kontrol dokusuna göre RASSF1A geni için metilasyon dağılımları. 

 

Triple negatif meme kanserinde, RASSF1A geninin metilasyon durumuyla histolojik 

derece arasındaki iliĢki karĢılaĢtırılmıĢtır (Tablo 3.3.). Histolojik derece Grade 2 olan 

4 (%15,4) hastanın, histolojik derece Grade 3 olan 22 (%84,6) hastanın, RASSF1A 

promotör bölgesinde metile profil belirlenmiĢtir. Grade 1‟de 1 (%16,7) hasta, Grade 

2‟de 5 (%83,3) hastanın, RASSF1A promotör bölgesinde unmetile profil 

belirlenmiĢtir. Grade 1‟de 1 (%25) hastanın,  Grade 2‟de 3 (%75) hastanın, 

RASSF1A promotör bölgesinde metile+unmetile profil belirlenmiĢtir. Tablo 3.3.‟e 

göre RASSF1A ile histolojik derece arasında anlamlı bir iliĢki bulunmamaktadır (p= 

0.891). 
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Tablo 3.3. Triple negatif meme kanserinde RASSF1A metilasyon durumu ile Histolojik 

Derece arasındaki ilişki. 

 

HĠSTOLOJĠ

K DERECE 

 

RASSF1A 

 

 

Metile Unmetile Metile + Unmetile p değeri 

Grade 2 

(n) 
4 1 1 

0,891 
% %15,4 %16,7 %25,0 

Grade 3 

(n) 
22 5 3 

% %84,6 %83,3 %75,0 

 

 
 
Grafik 3.6. Triple negatif meme kanserinde Histolojik Dereceye göre RASSF1A metilasyon 

frekans dağılımları. 

 

RASSF1A geninin metilasyon durumuyla meme kanserinin evresi arasındaki iliĢki 

değerlendirildinde; Evre 1‟de 6 (%23,1) hastanın, Evre 2A'da 12 (%46,2) hastanın, 

Evre 2B‟de 7 (%26,9) hastanın, RASSF1A promotör bölgesinde metile profil 

belirlenmiĢtir. Evre 3A‟da sadece 1 hasta bulunmaktadır. Bu hastada da RASSF1A 

promotör bölgesinde metile profil belirlenmiĢtir. Evre 1 ve Evre 3‟te unmetile profil 

belirlenmezken, Evre 2A‟da 5 (%83,3) hastanın, Evre 2B‟de 1 (%16,7) hastanın, 

RASSF1A promotör bölgesinde unmetile profil belirlenmiĢtir. Evre 1‟ de 1‟ (%25,0) 

hastanın, Evre 2A‟da 2 (%50,0) hastanın, Evre 2B‟de 1 (%25,0) hastanın, RASSF1A 

promotör bölgesinde metile+unmetile profil belirlenirken, Evre 3‟te ise 
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metile+unmetile profile sahip hasta bulunmamaktadır. Tablo 3.4.‟te gösterildiği 

üzere, RASSF1A metilasyonu ile evre arasında bir iliĢki bulunmamaktadır 

(p=0.773). 

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

ilişki. 

 

EVRE 

  

RASSF1A 

 

  

Metile Unmetile Metile+Unmetile p değeri 

 
1 (n) 6 0 1 

0,773 

 % %23,1 %0,0 %25,0 

2A (n) 12 5 2 

% %46,2 %83,3 %50,0 

 2B (n) 7 1 1 

 % %26,9 %16,7 %25,0 

 3A (n) 1 0 0 

 % %3,8 %0,0 %0,0 

 

 
 

Grafik 3.7. Triple negatif meme kanserinde Evreye göre RASSF1A metilasyon frekans 

dağılımları. 

 

RASSF1A geninin metilasyon durumuyla lenf nodu tutulumu arasındaki iliĢki 

değerlendirildiğinde; lenf nodu tutulumu pozitif olan 19 (%76,0) hastanın,  lenf nodu 

tutulumu negatif 6 (%24,0) hastanın, RASSF1A promotör bölgesinde metile profil 
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belirlenmiĢtir. Lenf nodu tutulumu pozitif olan 4 (%66,7) hastanın, lenf nodu 

tutulumu negatif olan 2 (%33,3) hastanın, RASSF1A promotör bölgesinde unmetile 

profil belirlenmiĢtir. Lenf nodu tutulumu pozitif olan ve lenf nodu tutulumu negatif 

olan hastaların RASSF1A promotör bölgesinde metile+unmetile profil durumları 

aynı olarak gözlenmiĢ olup; ikisinde de 2 (%50) hastada metile+unmetile profil 

belirlenmiĢtir. Tablo 3.5‟e göre RASSF1A ile lenf nodu tutulumu arasında bir iliĢki 

bulunmamaktadır (p=0,543). 

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

arasındaki ilişki. 

 

LENF 

NODU 

RASSF1A 

Metile Unmetile Metile+Unmetile p değeri Metile 

Pozitif (n) 19 4 2 

0,543 
% %76,0 %66,7 %50,0 

Negatif (n) 6 2 2 

% %24,0 %33,3 %50,0 

 

 
 

Grafik 3.8. Triple negatif meme kanserinde lenf nodu tutulumu durumuna göre RASSF1A 

metilasyon frekans dağılımları. 

 

RASSF1A geninin metilasyon durumuyla tümör çapı arasındaki iliĢki 

değerlendirildiğinde; tümör çapı 20 mm'den küçük 5 (%19,2) hastanın, tümör çapı 

20-30 mm arasında olan 12 (%46,2) hastanın, tümör çapı 31-45 mm arasında olan 5 
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(%19,2) hastanın, tümör çapı 46-60 mm arasında olan 2 (%7,7) hastanın, tümör çapı 

61-90 mm arasında olan 2 (%7,7) hastanın, RASSF1A promotör bölgesinde metile 

profil belirlenmiĢtir. Tümör çapı 20-30 mm arasında olan 5 (%83,3) hastanın, tümör 

çapı 31-45 mm arasında olan 1 (%16,7) hastanın, RASSF1A promotör bölgesinde 

unmetile profili belirlenirken, diğer tümör çapı aralıklarında RASSF1A promotör 

bölgesinde unmetile profil belirlenmemiĢtir. Tümör çapı 20 mm'den küçük 1 (%25,0) 

hastanın, tümör çapı 20-30 mm arasında olan 2 (%50,0) hastanın, tümör çapı 31-45 

mm arasında olan 1 (%19,2) hastanın, RASSF1A promotör bölgesinde 

metile+unmetile profil belirlenmiĢ olup, diğer çap aralıklarında metile+unmetile 

profil belirlenmemiĢtir. Tablo 3,6‟ya göre tümör çapı ile RASSF1A metilasyon 

durumu arasında iliĢki bulunmamaktadır (p= 0,841). 

Tablo 3.6. Triple negatif meme kanserinde tümör çapı ile RASSF1A metilasyon durumu 

ilişkisi. 

 

TÜMÖR 

ÇAPI 

 

RASSF1A 

 

 

Metile Unmetile Metile+Unmetile p değeri 

<20 mm (n) 5 0 1 

0,841 

% %19,2 %0,0 %25,0 

20-30 mm (n) 12 5 2 

% %46,2 %83,3 %50,0 

31-45 mm (n) 5 1 1 

% %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 tümör çapına göre RASSF1A metilasyon frekans 

dağılımı. 
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4. TARTIġMA 

RASSF1A promotör bölgesindeki CpG adalarının hipermetilasyonunun, 

karsinojenezde önemli ve erken bir olay olduğu yapılan çalıĢmalarla ortaya 

konulmuĢtur. RASSF1A geni, RAS yolağında, proliferasyonu düzenleyen, apoptozu 

indükleyen ve mikrotübülleri stabilize edebilen bir tümör baskılayıcı gendir. Hem in 

vitro, hem de in vivo çalıĢmalar, kanser hücrelerinde RASSF1A'nın aĢırı 

ekspresyonunun, hücre döngüsünün durdurulmasına neden olduğu gösterilmiĢtir. 

RASSF1A metilasyonu, meme tümörlerinde %10–95 arasında değiĢen sıklıkta tespit 

edilmektedir. Serum DNA‟sında RASSF1A metilasyonunun saptanmasının, erken 

kanser geliĢimi için bir belirteç olduğu öne sürülmüĢtür. (Yazici vd., 2009) 

Meme kanseri moleküler olarak 4 alt tipe ayrılmaktadır; bu alt tipler, lüminal A, 

Lüminal B, HER2 amplifiye ve Bazal tümörlerdir. Bazal tümörler genel olarak 

agresif seyreden tümörler olarak bilinirler, daha kötü prognoza sahiptirler ve bu 

tümörler için terapi opsiyonları, diğer meme kanseri tiplerine oranla daha kısıtlı 

görünmektedir. Bazal tümörlerin büyük çoğunluğunu, triple negatif meme kanserleri 

oluĢturmaktadır (Howlader, 2014; Yao vd., 2017). Bu çalıĢmaya sadece triple negatif 

meme kanseri hastaları dahil edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda RASSF1A geni promotör 

metilasyon oranı hasta grubunda (triple negatif meme kanseri) %72,2 iken, kontrol 

grubunda %37,9 olarak bulunmuĢtur (p=0,02).  

Yazıcı ve ark. tarafından 2009 yılında A.B.D. ve Kanada'da meme kanserli hastalar 

veya onların kardeĢlerinde yapılan bir çalıĢmada, periferik kandan izole edilen 

DNA‟da, RASSF1A metilasyonu kontrollere oranla daha yüksek oranda tespit 

edilmiĢ, ve bu çalıĢmada incelenen 12 tümör dokusunun hepsinde (%100), 

RASSF1A metilasyonu bulunmuĢtur. 100 kiĢinin dahil edildiği bu çalıĢmada, 

olgulardan 28‟i meme kanseri diyagnozundan önce kan alınan meme kanseri 

hastaları ve 10‟u kanser tanısı almamıĢ kardeĢleri iken; çalıĢmada tanı öncesi kan 

alınmayan 33 meme kanseri hastası ile, yaĢ ve ırk olarak eĢleĢtirilmiĢ 29 kontrol 

bireyi yer almıĢtır. ÇalıĢmada yer alan 61 meme kanseri hastasının 11'inin (%18), 

meme kanseri hastalarının risk taĢıyan sağlıklı olan 10 kardeĢinin 2'sinin (%20); 
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periferik kandan izole edilen DNA‟sında metilasyon görülmüĢtür. Sağlıklı 29 

kontrolün hiçbirinde (0%) RASSF1A metilasyonu görülmemiĢtir. Bu çalıĢma, meme 

kanseri tanısı öncesinde, belirli olgularda RASSF1A metilasyonunun periferik kan 

DNA‟sında görülebileceğini, ve erken tanı için kullanılabileceğini bildirmesi 

açısından önemli olmuĢtur. Yazıcı ve ark. inceledikleri 12 tümör dokusunda, %100 

oranında RASSF1A metilasyonu tespit etmiĢlerdir (Yazıcı vd., 2009). Bizim 

çalıĢmamızda kanser dokusunda metilasyon oranı %72,2'dir, ancak bizim 

çalıĢmamızın Yazıcı ve ark.'larının çalıĢmasından farkı, sadece triple-negatif meme 

kanserlerinin çalıĢmaya dahil edilmesidir. Lee ve ark. tarafından 2010 yılında Kore 

popülasyonunda meme kanseri alt tiplerinden; Lüminal, HER2 ve bazal meme 

kanserlerinde RASSF1A metilasyonunu karĢılaĢtıran bir çalıĢmada, bazal 

tümörlerdeki metilasyonun, lüminal ve HER2 amplifiye tümörlere göre daha düĢük 

olduğu gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmaya 114 inazif duktal karsinomlu meme kanseri 

hastası dahil edilmiĢtir (57 lüminal, 24 HER-2 ve 33 bazal tip meme kanseri). Bazal 

meme kanserlerinde tespit edilen RASSF1A metilasyon seviyesi %1,59 iken, lüminal 

meme kanserlerinde %40,1 ve HER-2 amplifiye meme kanserlerinde ise %13,87 

olmuĢtur (p<0,0001) (Lee vd., 2010). Bizim çalıĢmamızda diğer meme kanseri alt 

tiplerine göre nisbeten daha az RASSF1A metilasyonu görülen, triple negatif 

(genellikle bazal tümörlerdir) meme kanserleri çalıĢılmıĢ, bu kanserlerde normal 

dokuya göre daha yüksek RASSF1A metilasyonu tespit edilmiĢtir.  

Klajic ve ark. tarafından 2013 yılında Norveç ve Ġsveç popülasyonunda yapılan bir 

çalıĢmada, RASSF1A metilasyonu ileri evre meme kanserlerinde, erken evreye göre 

göre daha yüksek bulunmuĢ ve ER pozitif kanserlerde negatif kanserlere göre, daha 

yüksek RASSF1A metilasyonu görülmüĢtür. ÇalıĢmaya farklı evrelerden 238 DCIS 

hastası dahil edilmiĢtir (Evre I %28,9, Evre II %8,9, Evre III %40,9, Evre IV %9,8). 

Normal dokularda RASSF1A hipermetilasyonu görülmezken, tümör hipermetilasyon 

oranı Evre I‟de %81,1, Evre II‟de %90, Evre III‟te %95.2 ve Evre IV‟te %94.4 

olarak gözlenmiĢtir. Artan evreyle beraber hipermetilasyon artarken, en belirgin fark 

Evre I ile Evre IV meme kanseri arasında gözlenmiĢtir (p=0,0000033) (Klajic vd., 

2013). Park ve ark. tarafından 2012 yılında Kore popülasyonunda yapılan bir 

çalıĢmaya, 179 meme kanseri hastası (36 lüminal A, 33 lüminal B, 30 lüminal–

HER2, 40 HER2 amplifiye, ve 40 bazal meme kanseri hasta) dahil edilmiĢ ve 
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RASSF1A geni promotör bölge metilasyonu çalıĢılmıĢtır. RASSF1A'nın metilasyon 

frekansı lüminal A‟da %86, lüminal B‟de %91, lüminal–HER2‟ de %100, HER2 

amplifiye tipinde %70 ve bazal meme kanserlerinde %23 olarak görülmüĢtür (Park 

vd., 2012). Bizim çalıĢmamız bazal tümör grubunda olan triple negatif meme 

kanserlerine odaklanmıĢ ve bu alttipte metilasyonun (%72,2), kanser olmayan 

kontrol grubuna (%37,9) göre daha yüksek olduğu gösterilmiĢtir. ÇalıĢmamızda 

RASSF1A metilasyonu ile histolojik derece, evre, lenf nodu tutulumu ve tümör 

çapları arasında bir iliĢki bulunamamıĢtır ( sırasıyla p=0.891, p=0.773, p=0.543, 

p=0,841) . 

Wang ve ark. tarafından 2012 yılında A.B.D.'de Afrika (33 hasta) ve Avrupa (32 

hasta) kökenli 65 meme kanseri hastasında yapılan bir çalıĢmada, Afrikalı-Amerikalı 

ve Avrupalı-Amerikalı kadınlar arasında RASSF1A metilasyon seviyesi için bir fark 

bulunmamıĢtır. Bu çalıĢmada aynı hastada, tümörlü doku ve normal doku arasında 

RASSF1A metilasyon seviyesi farkı değerlendirilmiĢtir. Tümör dokularında, 

RASSF1A metilasyon seviyesi daha yüksek bulunmuĢtur (p<0,001). Ayrıca neo-

adjuvan terapinin tümörlerde RASSF1A metilasyon seviyesini düĢürdüğü 

gözlenmiĢtir (p<0.005) (Wang vd., 2012). Ancak, Mehrotra ve ark. tarafından 2004 

yılında 111 meme kanseri hastasında A.B.D.'de yapılan bir çalıĢmada, ER−/PR−, yaĢ 

< 50 meme kanser grubunda Afrikalı-Amerikalı (67 hasta) ve beyaz ırk mensubu (44 

hasta) kadınlar arasında, RASSF1A metilasyon seviyesi için fark bulunmuĢtur 

(sırasıyla, %76 ve %29, p<0,0001) (Mehrotra et al., 2004). Lee ve ark. tarafından 

2007 yılında Koreli ve A.B.D.'li duktal meme kanserli hasta grubunda yapılan 

çalıĢmada, Koreli kadınlarla (n=67) Amerikalı beyaz ırk kadınlar (n=50) 

karĢılaĢtırılmıĢ ve RASSF1A geninin metilasyon seviyesi iki ırk arasında benzer 

görülmüĢ; fakat 50 yaĢ altı ER-/PR- hasta grubundaki Koreli kadınların RASSF1A 

metilasyon seviyesi, A.B.D.'li kadınlara göre daha yüksek bulunmuĢtur (Lee et al., 

2007). Li ve ark. tarafından 2008 yılında Çinli kadınlarda yapılan 36 hastanın dahil 

edildiği çalıĢmada, meme kanserinde RASSF1A metilasyon oranı %61,1 olarak 

bulunmuĢtur, aynı hastalardan alınan normal dokuda, metilasyon tespit edilmemiĢtir 

(Li, Wei, Cao ve Cao, 2008). Rasti ve ark. tarafından 2009 yılında yapılan çalıĢmada, 

RASSF1A geninin metilasyon seviyesi Ġranlı meme kanseri hastalarında (n=81) 
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değerlendirilmiĢ ve %51 oranında metilasyon görülmüĢtür (Rasti, Tavasoli, 

Monabati ve Entezam, 2009).  

Literatürde, bizim çalıĢmamız dıĢında Türk popülasyonunda yapılmıĢ çalıĢmalara da 

rastlanılmıĢtır. Buyru ve ark. tarafından 2009 yılında Türk popülasyonunda yapılan 

bir çalıĢmada, meme kanseri tanısı konulmuĢ hastalardan 77 tümör dokusu ve 77 

normal kontrol dokusu çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢmada, tümör örneklerinde RASSF1A 

metilasyon oranı %48 olarak bulunmuĢtur. Buyru ve ark. tarafından yapılan bu 

çalıĢmada  hastaların %93‟üne invaziv duktal karsinom tanısı konulmuĢ ve RASSF1 

metilasyon oranı da %62-70 arasında bulunmuĢtur. ÇalıĢmada yer alan olguların ER; 

PR; HER2, durumlarına iliĢkin bilgi bulunmamakla birlikte kontrol grubunda 

metilasyona rastlanılmamıĢtır (Buyru vd., 2009), Cho ve ark. tarafından 2010 yılında 

Türk popülasyonunda yapılan baĢka bir çalıĢmada, invaziv duktal karsinom tanısı 

konmuĢ 40 hasta dokusu kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada RASSF1A metilasyon oranı 

tümör dokularında %82,5 iken, bitiĢik dokularda %82,2 bulunmuĢtur. ÇalıĢmada yer 

alan olguların ER; PR; HER2, durumlarına iliĢkin bilgi bulunmamaktadır ve ayrıca 

bu çalıĢmada sadece tümör ve tümör yakınındaki dokuların metilasyon durumu 

değerlendirilmiĢ olup, kontrol dokusu kullanılmamıĢtır (Cho vd., 2010).  Bizim 

çalıĢmamız üçlü negatif meme kanseri hastalarına odaklanmıĢtır ve bildiğimiz 

kadarıyla, Türk popülasyonunda, üçlü negatif meme kanserinde RASSF1A promotör 

bölge metilasyonunun çalıĢıldığı ilk çalıĢmadır.  

De Groot ve ark. tarafından 2016 yılında Hollandalı kadınlarda yapılan çalıĢmaya 49 

sağlıklı ve 52 meme kanserli kadın dahil edilmiĢtir. Bu çalıĢmada RASSF1A'nın da 

bulunduğu 4 gendeki hipermetilasyon verisinin  normal ve kanserli meme dokusunun 

ayrımında kullanılabileceği ve RASSF1A'nın hipermetilasyonunun (%18), meme 

kanseri erken tanısında biyomarkır olarak değeri olabileceği gösterilmiĢtir (de Groot 

vd., 2016). Kloten ve ark. tarafından 2013 yılında Alman hastalarda yapılan 

çalıĢmaya 604 serum örneği dahil edilmiĢtir. Bu serum örnekleri farklı evrelerdeki 

meme kanseri hastalarından (n=250), kanser hastası olmayan sağlıklı kontrollerden 

(n=237), iyi huylu meme hastalığına sahip bireylerden (n=59) ve kolon kanseri 

hastalarından (n=58) elde edilmiĢtir. Bu çalıĢmada, ITIH5, DKK3, ve RASSF1A 

genlerinin metilasyon seviyesi belirlenmiĢ ve  bu genlerin tümör spesifik 
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hipermetilasyonunun %67 sensitivite ve %69 spesifisite ile, serumdan meme 

kanserinin erken tanısı için biyomarkır olarak kullanabileceği gösterilmiĢtir 

(p<0,0001) (Kloten vd., 2013).  Shan ve ark. tarafından 2016 yılında Çin 

popülasyonunda yapılan bir çalıĢmada 749 serum örneği (268 meme kanseri hastası, 

236 benin meme hastalığı, 245 sağlıklı kontrol) kullanılarak, meme kanserinin erken 

tanısı için kullanılabilecek bir gen metilasyon paneli geliĢtirilmeye çalıĢılmıĢ ve 

genlerin metilasyon seviyeleri ölçülmüĢtür. Bu çalıĢmada SFN, P16, hMLH1, 

HOXD13, PCDHGB7 ve RASSF1A genlerini içeren bir panel ile bu genlerin tümör 

spesifik hipermetilasyonunun, %80 sensitivite ve %72 spesifisite ile meme 

kanserinin erken tanısı için biyomarkır olarak kullanabileceği gösterilmiĢtir (Shan 

vd., 2016).  

Müller ve ark. tarafından 2003 yılında Avusrturyalı meme kanseri hastalarında 

(n=86) yapılan çalıĢmada, serumda belirli genlerin metilasyon seviyesiyle prognoz 

arasındaki iliĢki araĢtırılmıĢtır. Serumda metile RASSF1A bulunmasının, meme 

kanseri için kötü bir prognoz faktörü olduğu ve riski 5,7 kat artırdığı bulunmuĢtur 

(p<0,001) (Muller vd., 2003).  Lewis ve ark. 2005 yılında A.B.D.'de yaptıkları 

çalıĢmaya, 27 meme kanserli kadın ve 55 sağlıklı kontrol dahil edilmiĢtir. Belirli gen 

bölgelerindeki metilasyon seviyesi incelenmiĢtir. Meme kanseri dokularında 

RASSF1A metilasyonu görülme oranı %59 olarak görülmüĢtür. Sağlıklı kontrollerde 

yapılan klinik analizler sonucu (Gail, Claus, BRCAPRO, ve Bodian), sağlıklı 

kontroller meme kanseri için yüksek risk ve normal/düĢük risk olarak iki gruba 

ayrılmıĢtır; RASSF1A metilasyonu yüksek riskli grupta %70 oranında görülürken 

(7/10), düĢük riskli grupta %29 oranında (12/41) görülmüĢtür (p=0,03). Normal 

meme dokusunda artmıĢ RASSF1A metilasyonunun artmıĢ meme kanser riskiyle 

iliĢkili olduğu öne sürülmüĢtür (Lewis vd., 2005).  

Antill ve ark. tarafından 2010 yılında Avustralya'da yapılan bir çalıĢmaya BRCA1 

veya BRCA2 mutasyonu taĢıyan kadınlar (n=34) dahil edilmiĢtir. Memeden alınan 

duktal lavaj örneklerinde (n=168), belirli gen bölgelerindeki metilasyon seviyesi 

belirlenmiĢtir. BRCA1 mutasyonu taĢıyıcılarında, incelenen genlerdeki metilasyon 

oranı daha yüksek bulunmuĢtur (p=0.001). BRCA1 ve BRCA2 mutasyonuna sahip 

kadınlarda yapılan bu çalıĢmada, RASSF1A metilasyonuyla bir olguda meme kanseri 
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geliĢimi arasında bir iliĢki bulunmuĢtur (Antill vd., 2010). Euhus ve ark. tarafından 

2008 yılında A.B.D.'de yapılan bir çalıĢmaya 65 meme kanseri hastası ve 95 sağlıklı 

kadın dahil edilmiĢtir. Sağlıklı kadınlar klinik analizlere (Gail, Claus, BRCAPRO) 

dayalı olarak meme kanseri için yüksek risk (n=25) ve düĢük risk (n=70) olmak 

üzere iki gruba ayrılmıĢ ve metilasyon seviyeleri belirlenmiĢtir.  RASSF1A 

metilasyon oranı malign örneklerde %67 iken, benign örneklerde %19 olarak 

görülmüĢtür (Euhus vd., 2008).  

Jiang ve ark. tarafından 2012 yılında yapılan 1795 hastayı kapsayan bir meta-

analizde, RASSF1A promotor metilasyonu ile meme kanserinde hastalıksız sağkalım 

(DFS) ve sağkalım (OS) arasındaki iliĢki incelenmiĢtir. RASSF1A promotor 

hipermetilasyonuyla, meme kanserinin daha yüksek tekrar riski ve daha kötü 

sağkalım arasında iliĢkili bulunmuĢtur. Meme kanserinde RASSF1A metilasyon 

oranı %60,4 olarak görülmüĢtür (Jiang, Cui, Chen, Shen ve Ding, 2012). Geng ve 

Wu tarafından 2016 yılında yapılan 5727 hastayı içeren, 63 çalıĢmayı kapsayan bir 

meta-analizde,  RASSF1A metilasyon durumu, RASSF1A metilasyonu ve meme 

kanseri riski arasındaki iliĢki incelenmiĢtir. 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 yüksek olduğu 

gösterilirken, RASSF1A promotör metilasyonunun HER2 durumu ile hiçbir iliĢkisi 

bulunamamıĢtır. Bu çalıĢmada, RASSF1A'nın meme kanserinin en agresif ve dirençli 

formlarından biri olan üçlü negatif meme kanserinde yüksek oranda metillendiği 

bildirilmiĢtir. Metilasyon oranını belirlemek için kullanılan toplam 28 çalıĢmanın 

25'inde, RASSFA1 promotörünün tümör içermeyen normal dokularda veya bitiĢik 

normal dokulardaki metilasyonunun, %0 ila %20 arasında değiĢip, ortalamanın 

%13,26 olduğu (%95 CI =%3,88 ila %22,64); buna karĢılık, primer tümör doku 

örneklerindeki ortalama metilasyon oranının %69,56 olduğu tespit edilmiĢtir (%95 

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

Literatürde, TNMK‟de RASSF1A metilasyonunu değerlendiren çalıĢmalar 

incelendiğinde, genel olarak,  TNMK‟nin, diğer meme CA tiplerine göre, daha düĢük 

metilasyon frekansı gösterdiği dikkati çekmektedir. Bizim çalıĢmamızda, sadece 
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TNMK‟leri çalıĢılmıĢ olmakla birlikte, %72,2‟lik oranda oldukça yüksek metilasyon 

tespit edilmiĢtir.  

Kozomara vd, tarafından yapılan; 61 TNMK ve 70 ER+PR+Her2- olgunun yer aldığı 

Sırp popülasyonunda yapılan bir çalıĢmada, sırasıyla  RASSF1A metilasyonu, 50.8% 

ve 48.6% olarak bildirilmiĢtir (Kozomara, 2018). Bizim çalıĢmamızda sadece, 

TNMK ve kanser olmayan, meme kontrol dokusu yer aldığı için, meme kanseri 

tiplerindeki metilasyon farklılıklarını kıyaslama Ģansımız olmamakla birlikte; 

TNMK‟de %72,2‟lik yüksek frekansta metilasyon tespit etmemiz (p=0,020) 

açısından çalıĢmamız, Kozomara vd.‟nin çalıĢmasıyla uyumludur. 

Gil vd, Kore popülasyonunda, 15 TNMK, 30 diğer gruptaki meme kanseri olgularını 

içeren çalıĢmalarında, RASSF1A promotör metilasyonunu TNMK grubuda ortalama 

%14.4±11.9; diğer meme CA gruplarında ise 24.8±17.0 olarak belirlemiĢlerdir 

(p=0.042) (Gil vd., 2012). Volodko vd.‟nin,  Kanada‟da 69 meme CA hastası ve 12 

kanser olmayan kadına ait meme dokusunda yaptıkları RASSF1A metilasyon 

çalıĢmasında, ortalama RASSF1A metilasyon frekansları,  Luminal A (Her2-)‟da 

%33 ± %16;  Luminal B (Her2+)‟de %44 ± %,22; Her2/Neu overekprese tümörlerde 

%38 ± %17 bulunurken, TNMK‟de  %10 ± %9.5 olarak düĢük oranda tespit 

edilmiĢtir (Volodko, 2016). Wang vd.‟nin, 32 Afrikalı-Amerikan, 33 Avrupalı-

Amerikan olmak üzere 65 olguda farklı tümör tipleri ve komĢu kanseröz olmayan 

kontrol dokularını kullandıkları çalıĢmada, TNMK‟de RASSF1A metilasyonunun, 

diğer tümör tiplerine göre azaldığını (p=0.02) bildirmiĢlerdir  (Wang, 2012).  

Gil vd., Volodko vd., Wang vd‟nin, genel literatürle uyumlu olarak TNMK‟de 

RASSF1A promotör metilasyonunu düĢük buldukları çalıĢmalar; TNMK‟de 

RASSF1A promotör metilasyonunu yüksek bulduğumuz çalıĢmamızla (p=0,020) 

uyum göstermemektedir (Gil vd., 2012;  Volodko, 2016; Wang, 2012). 

 

 

 

 

 



70 

5. SONUÇ VE ÖNERĠLER  

RASSF1A geni promotör metilasyonunun, triple negatif meme kanserinde diğer 

meme kanseri tiplerine göre genellikle düĢüĢ gösterdiği, farklı popülasyonlarda 

yapılan çalıĢmalarla ortaya konulmuĢtur. Bizim çalıĢmamızda, TNMK‟de, 

RASSF1A geninin metilasyon durumunun, Türk popülasyonunda belirlenmesi 

amaçlanmıĢtır. ÇalıĢmamızda TNMK tümör dokularında RASSF1A metilasyon 

frekansı %72,2 olarak tespit edilmiĢ ve metilasyon frekansı kontrol dokularından 

anlamlı olarak daha yüksek bulunmuĢtur (p=0,020); fakat histolojik derece, evre, lenf 

nodu tutulumu ve tümör çapı ile RASSF1A metilasyonu arasında anlamlı bir iliĢki 

bulunamamıĢtır. ÇalıĢmamız bildiğimiz kadarıyla Türk toplumunda triple negatif 

meme kanserinde RASSF1A metilasyonunun değerlendirildiği ilk çalıĢmadır. Türk 

popülasyonunda diğer populasyonlardan farklı olarak, bizim çalıĢmamızla ilk defa 

ortaya konulduğu üzere, TNMK‟de RASSF1A geni promotör bölge metilasyonu, 

normal meme kontrol dokularından anlamlı derecede yüksek olarak bulunmuĢtur. 

Farklı popülasyonlardaki metilasyon paternlerindeki değiĢimler, diyetle alınan 

faktörler (folat, B6 vitamini, B12 vitamini) de dahil olmak üzere çevresel faktörlere 

ve fonksiyonel SNP allel frekanslarına bağlı olarak değiĢebilmektedir, bu nedenle bir 

popülasyon için biomarker olabilecek bir metilasyon paterni, baĢka bir popülasyon 

için geçerli olmayabilmektedir. Meme kanserinin en agresif formu olan TNMK‟inde, 

RASSF1A geni promotör bölge hipermetilasyonu, Türk Toplumu için bir biomarker 

olabilir. Bunun yanında, çalıĢmamıza, diğer meme kanseri alt tipleri dahil edilmemiĢ 

olmasına rağmen, Türk toplumunda TNMK‟de yapılmıĢ ilk ve tek çalıĢma olması 

açısından, değerli ve önemli bulgular ortaya konmuĢtur. Türk toplumunda, daha fazla 

olgu sayılı ve farklı meme kanseri alt tiplerinin RASSF1A promotör metilasyonunun 

değerlendirildiği çalıĢmaların yapılmasının, çalıĢmamızda elde ettiğimiz bulguların 

doğrulanması ve TNMK‟de RASSF1A promotör hipermetilasyonunun biomarker 

olabilirliğinin ortaya konması açısından önemli olduğunu düĢünmekteyiz. 
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