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OZET

Meme kanseri tiim diinyada énemli bir halk sagligi sorunudur. Diinyada kadinlar

arasinda en sik goriilen kanser tiirtidiir.

HER2/neu protoonkogeni kromozom 17q12-21°de lokalizedir ve invaziv meme
karsinomlarinin yaklagik %25-30’unda amplifiye ve asir1 eksprese olur. DNA
topoizomeraz 2 alfa insanlarda TOP2A geni tarafindan kodlanan bir enzimdir. Bu enzim
transkripsiyon sirasinda DNA’nin topolojik durumunu kontrol eder ve degistirir.
Diizensiz kromozom kopya sayist degisikligi veya anozomi 17’e invaziv meme

kanserinde sik rastlanir.

Epigenetik gen dizisinde degisiklik olmadan gen ekspresyonunda reversibl ve
kalitimsal degisiklik olarak tanimlanir. RASSF1A ve APC genleri meme kanserinde

siklikla inaktive olan timor baskilayici genlerdir.

Bu caligmada retrospektif olarak HER2/neu, TOP2A genleri ve CEP 17 kopya
sayist degisiklikleri yiiksek riskli 60 hastanin timoér dokusundan FISH analizi ile
incelendi ( tiimor boyutu>2 cm. ve/veya lenf ve/veya uzak metastazi olan ve /veya 40
yas alt1 hastalar). RASSF1A ve APC gen promotor metilasyon seviyeleri MS-HRM

analizi ile incelendi.

Calismamizda HER2/neu gen amplifikasyonu %25, eslik eden TOP2A gen
amplifikasyonu %53.4 ve delesyonu 9%13.3 olarak bulundu. HER2/neu gen
amplifikasyonu yiiksek grade, ER( —)’ligi ve PR(—)’ligi ile birliktelik gosterdi. Polizomi
17 hastalarin %23.3’tinde mevcuttu. RASSFIA ve APC gen metilasyon seviyeleri
%96.6 ve %43.3°dii. HER2/neu gen amplifikasyonu yiiksek oranda RASSF1A gen
metilasyonu ile birlikte bulundu. Bu bulgular HER2/neu pozitif olan tiimorlerde

epigenetik farkliliklar oldugunu gostermektedir.

Sonu¢ olarak c¢aligmamizin bu alanda yapilacak diger calismalara bilgiler
verecegi disilincesindeyiz. Calismamiz, Tiirk populasyonunda HER2/neu, TOP2A
genleri kopya sayilar1 ile RASSFI1A, APC genleri promotor metilasyonu arasindaki

iliskinin incelendigi ilk ¢calisma olmasi bakimindan 6nemlidir.



Anahtar kelimeler: Meme Kanseri, HER2/neu geni, TOP2A geni, FISH, RASSF1A
geni, APC geni, Metilasyon, MS-HRM



SUMMARY

Breast cancer is an important public health problem worldwide. Breast cancer is

the type of cancer most frequently seen among women in the world.

The HER2 /neu protooncogene is mapped to chromosome 17ql12-21 and is
amplified and overexpressed in approximately 25-30% of invasive breast carcinomas.
DNA topoisomerase 2-alpha is an enzyme that is encoded by the TOP2A gene in
humans. This enzyme controls and alters the topologic states of DNA during
transcription. Aberrant numerical changes in chromosome copy or aneusomy 17 are

frequently encountered in invasive breast cancer .

Epigenetic is defined as a reversible and heritable change in gene expression that
is not accompanied by alteration in gene sequence. RASSFIA and APC gene are
putative tumor-suppressor genes that are frequently inactivated epigenetically in breast

cancer.

In this study we analysed retrospective HER2, TOP2A gene and CEP17 copy
number alterations by FISH analysis in primary tumor core biopsies from 60 high-risk
primary breast cancer patients (tumors >2 cm and/or lenfatic metastase and/or distant
metastases and/or under 40 years) . The methylation levels of the RASSF1A, APC gene
promoters were assessed by MS-HRM method.

In our study, HER2/neu amplifications were identified in 25% and TOP2A
coamplications in 53.4% and deletions in 13.3% of patients. HER2/neu gen
amplification is found to be associated with high grade, ER negativity and PR
negativity. Polysomyl7 was present in 23.3% of patients. RASSFIA and APC
methylation frequencies were 96.6% and 43.3%. HER2/neu gene amplification was
found to be high together with RASSF1A promotor methylation levels. These findings

indicate that there are epigenetic differences in HER2/neu positive breast tumors.

As a result we think that our study will provide information for the other studies
which will be performed about this subject. Our study is important as being the first
study that analyzes association between HER2/neu, TOP2A gene copy numbers and
RASSF1A, APC gene promotor methylation status in Turkish population.

Vi
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli mortalite ve morbidite
sebebidir. Kalp damar hastaliklarindan sonra ikinci 6liim nedeni olarak goriilmektedir.
Boylesine 6nemli bir toplumsal sorunun nedeni, tanist ve tedavisine yonelik ¢aligmalar
hastalarin yasam siiresi agisindan 6nem arz etmektedir. Gelismis iilkelerde her bes
kisiden biri kanserden 6lmekte, genel saglik giderlerinin %10’undan fazlas1 kansere

harcanmaktadir (96).

Meme kanseri meme dokusundan koken alan bir malignitedir. Tiim tilkelerde
kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir (27). Tiim kadin kanserlerinin %18’ini teskil
eder (108). Amerikan Kanser Derneginin verilerine gore tiim diinyada her yil 1.3
milyon kadin meme kanseri tanisi almakta ve 465 000 kadin bu sebepten hayatini
kaybetmektedir (91). Bir kadinin tiim hayati boyunca meme kanseri gelistirme riski
1/12-1/20 arasinda degismektedir (27). Oliim siralamasinda ise meme kanseri

kadinlarda akciger kanserinin ardindan ikinci sirada yer almaktadir (27, 58).

Meme kanseri genetik ve genetik olmayan risk faktorlerinin etkilesimi ile olusan
kompleks ve heterojen bir hastaliktir (36). Meme kanserlerinin ¢ogunlugu sporadiktir
(36). Herediter tip meme kanseri olgularin %5-10"nunu olusturur. Sporadik kanserler
somatik genlerdeki sonradan kazanilmis ve diizeltilemeyen mutasyonlarin ¢ok asamali

stiregte birikiminden kaynaklanir (36).

Meme kanserinin farkli biyolojik ve molekiiler 6zelligi tiimoriin davranisini ve
prognozunu etkiler (31). Ayni tan1 ve klinik prognostik profile sahip olan meme kanserli

hastalar birbirinden oldukga farkli klinik davranig ve yasam siiresi gosterirler (118).

Human epidermal growth factor receptor-2 (HER2/neu) geni transmembran
tirozin kinaz kodlayan bir protoonkogendir (148). Meme kanserinde prognostik ve
prediktif Oneme sahip bir belirtegtir. Meme kanserlerinin yaklagik %25-30’unda
HER2/neu gen amplifikasyonu ve protein asir1 ekspresyonu mevcuttur (31, 42, 72). Bu

durum koti klinik seyir ve prognoz gostergesidir (14).

DNA Topoizomeraz 2 alfa enzimini kodlayan TOP2A geni HER2/neu genine

yakin lokalizasyondadir (34). Bu enzim DNA zincirinde gegici kiriklar olusturarak
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DNA’nin topolojik durumunu diizenler (92). Tip 2 topoizomerazlar ‘Topoizomeraz
Inhibitérleri’ olarak adlandirilan antrasiklinlerin primer hedefidir (92). HER2/neu gen
amplifikasyonu olan meme kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugunda TOP2A geninde de
kopya sayis1 degisiklikleri goriiliir (34). HER2/neu geni yanisira TOP2A geninin de

meme kanserinin seyrinde 6nemli oldugu ileri stiriilmiistiir (34).

Kromozom17 anozomisi (polizomi veya monozomi) meme kanserinde sik ve
erken goriilen bir degisikliktir. Meme kanserinde yeni bir belirte¢ olabilecegi fikri one

stiriilmiistiir (137).

Gen ekspresyonunlardaki degisikliklerde gen/kromozom mutasyonlarinin yani
sira epigenetik degisikliklerinin de 6zellikle kanserde ¢ok 6nemli oldugu bugiin kabul
edilen bir gercektir. DNA dizisinden bagimsiz olarak gen ifadesinde meydana gelen ve
kalitilabilen degisikliklere ‘epigenetik’ adi verilir (12). Genomdaki DNA promotor
metilasyonu ve kromatin yeniden sekillenmesi gibi epigenetik degisiklikler tiimor
olusumunda 6nemli rol oynar (25). Gene Ozgii epigenetik degisiklikler tiimor
olusumunun erken evresinde olustugundan erken tani ve tedavi igin kullanilabilme
potansiyeline sahiptir (25). Epigenetik mekanizmalar iginde en ¢ok calisilan DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlaridir (98). DNA metilasyonu DNA’daki CpG
dintikleotidlerindeki sitozinin 5 numarali karbonuna metil grubu baglanmasi ile
meydana gelir. DNA metilasyonu gelisim genetiginin, hiicresel farklilasmanin ve
dokuya 0zgii gen ekspresyonunun temelini olusturur. DNA metilasyonu normal
hiicrelerde hipo ve hipermetilasyon 6zelligi ile canlilar ve dokular aras1 farkliliklara
neden olur (98). DNA hipermetilasyonu genlerin promotor bdlgesindeki CpG
adaciklarindaki sitozinlerin metillenmesi sonucu olusur. Aberan DNA metilasyonu
meme kanserinde tanimlanan en yaygin molekiiler degisimlerden biridir (30) . Tiimor
baskilayic1 genlerin fonksiyon kaybmma yol acan bu degisiklik cesitli epigenetik
calismalarla ortaya konmustur. Son yillarda elde edilen veriler DNA metilasyonun
kanser tanmisi, prognozu ve tedavisi acgisindan Onemli  belirte¢  olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Bu degisimler geri doniisiimlii oldugundan

meme kanserinin dnlenmesi ve tedavisinde basarili bir hedef olma 6zelligindedir (25).



Kromozom 3p21.3 bolgesine lokalize Ras association domain family 1A
(RASSF1A) geni bir tiimor baskilayic1 gendir. Hiicre siklus kontrolii, mikrotubul
stabilizasyonu, hiicre adezyonu gibi c¢esitli hiicresel olaylarda gorev alir (104).
RASSF1A promotor bolge hipermetilasyonu meme kanseri de dahil olmak {izere

akciger, over, tiroid gibi pek ¢cok malignitede izlenir (120).

Adenamatous polyposis coli (APC) geni kromozom 5q21.22°de lokalize bir
tiimor baskilayici gendir. Transkripsiyon, hiicre siklus kontrolii, migrasyon, farklilagma,
apoptoz gibi hiicresel olaylarda rol oynar (38). Ozellikle kolorektal kanserlerin
molekiiler patolojisinde mutasyonlar1 ile kendini gosterir. Germ hiicrelerindeki APC
gen mutasyonlarinin kalitlanmast Familyal Adenamatoz Polipozis (FAP) gelisiminin
ana nedenidir. Timor baskilayict gen olan APC gen promotor bolge metilasyonu basta
kolorektal kanser olmak iizere gastrik kanser, pankreas kanseri, karaciger kanseri gibi
farkli neoplazilerde rapor edilmistir (73). APC gen promotor hipermetilasyonun meme

kanserinde kétii prognoz ile iliskili oldugu 6ne stirlilmiistiir (146).

Tiim kanser tiplerinde oldugu gibi meme kanserinin farkli prognostik 6zellikler
gostermesi, bireyler arasinda tedaviye farkli yanitlar verilmesi gerek hasta survisi
gerekse yasam kalitesi agisindan biiyiikk O6nem tagimaktadir. Bu nedenden oOtiirii
klinisyenlere yardimci olabilecek belirte¢ arayisina iliskin ¢aligsmalarin anlamli diizeyde

ivme kazandig1 gozlenmektedir.

Calismamizda meme kanserli hastalarda HER2/neu, TOP2A genleri ve
kromozom 17 kopya sayisi degisikliklerinin tiimor histopatolojik tipi, tiimor derecesi,
tiimorlerin Ostrojen reseptér (ER), progestron reseptor (PR) o6zellikleri ve olgularin
yasam siireleri arasindaki iliskiyi gostermek amaclanmistir. Bunun yani sira meme
kanseri etyopatogenezinde rol oynayan RASSF1A ve APC genlerinin metilasyon
diizeylerinin HER2/neu, TOP2A genleri ve kromozom 17 kopya sayis1 anomalileri ile
iliskili olup olmadiklar1 degerlendirilerek tiimorlerin histopatolojik tipi, derecesi ile

olgularin yasam siirelerine etkileri irdelenmistir.
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Kliniginde izlenen 60 hastanin mastektomi materyallerine ait parafinize doku

kesitlerinde genetik analizler gergeklestirilmistir.

Calismaya dahil edilen olgularin belirlenmesindeki temel kriter ‘yiiksek risk
grubu’ olmalaridir. Olgu seciminde asagidaki belirtilen kriterlere gore yiiksek risk

grubundaki hastalardan secilmistir. Hasta se¢cimindeki kriterler:

e Timor boyutu >2cm. olanlar ve/veya
e Lenf nodu metastazi olanlar ve/veya
e Uzak metastazi olanlar ve/veya

e 40 yas alt1 hastalar



2. GENEL BiLGILER
2.1. KANSER

Kanser genetik ve epigenetik degisikliklerin normal hiicre fonksiyonlarini
bozmasi ile uzun siliregte olusan bir bozukluktur (26). Kanser hiicresinde ¢ogalma,
farklilagsma, yasama gibi dogal mekanizmalar bozulur. Hiicreler kontrolsiiz sekilde

cogalir ve viicudun diger bdliimlerine yayilarak diger doku ve organ islevlerini bozar

(17).

Kanser ile esanlamli olarak kullanilan tiimor benign (iyi huylu) veya malign
(kotii huylu) olma 6zelligine bakmadan anormal hiicre biiyiimesi olarak ifade edilebilir.
Buna gore benign tiimoérler olustugu bolgede kalir ve viicudun diger bdlgelerine
yayilmaz. Malign tiimdrler ise siirekli boliinerek ¢ogalir ve viicudun yakin veya uzak

bolgelerine yayilarak metastaz yapma 6zelligi tasir (75).
2.1.1. Kanser Tipleri
Genel olarak kanserler kdken aldiklar: hiicre tipine gore ii¢ gruba ayrilirlar:

e Karsinomlar
e Sarkomlar

e Losemi lenfoma gibi hematolojik maligniteler (17)

Karsinomlar insan kanserlerinin % 90’nin1 olusturan epitelyal kokenli
kanserlerdir. Sarkomlar daha az siklikta karsimiza ¢ikar ve bag dokusu koékenli solid
tiimorlerdir (kas, kemik, kikirdak ve fibr6z doku gibi). Hematolojik maligniteler ise tiim

kanserlerin %7’sini meydana getirir ve kan veya immun sistem hiicrelerinden gelisir

(17).
2.1.2.Kanser Olusumu

Saglikli bir canlida hiicreler boliiniir, biiytir, farklilasir ve ve apoptoz denilen
programlanmig 6liim siireci ile yasamini tamamlar (96). Her tiimor hiicredeki DNA
molekiinde bir veya fazla mutasyonun hiicresel iglevleri bozmasi ile ortaya ¢ikar (7).

Kanser olusumu 2 sekilde meydana gelir:



1- Kalitsal kanserler:

Gonadlardaki germ hiicrelerinde (ovum ve sperm) olusan bir mutasyon gelecek
kugaklara aktarilir. Bu mutasyonu alan birey yalniz germ hiicrelerinde degil tiim viicut
hiicrelerinde bu mutasyonu tasir (7).

Germinal mutasyonla meydana gelen kalitsal kanserler tiim kanser olgularinin
% 5-10’nunu olusturur. Kalitsal kansere yol agtigr belirlenen RB1,WT1, BRCAI,
BRCA2, P53, NF1, VHL gibi otuz civarinda tiimdr baskilayici gen vardir (26).

Bu genler Mendelian-dominant gegis gosterir ve kansere yatkinlik kazandirirlar.
Ancak bu genlerin hiicresel yansimasi resesif 0zelliktedir. Yani kanser olusturmasi her
iki allelin inaktif olmas1 gerekir (26). Kalitsal kanserler sporadik kanserlere gore daha

erken yasta ortaya ¢ikar.

2- Sporadik kanserler:

Sporadik kanserler ¢esitli faktorlerin etkilesimi ile ortaya ¢ikan ve daha siklikla
karsilagilan kanserlerdir. Somatik yani viicut hiicrelerinde olusan mutasyonlar ile
meydana gelir (7). Bu mutasyonlar dokuya ozgiidiir. Gelecek kusaklara aktarilmaz.

Sadece etkiledigi kiside hastalik olusturur (26).

2.1.3.Kansere Neden Olan Etkenler

Kansere neden olan maddelere karsinojenik madde denir (17). Radyasyon ve
bircok kimyasal madde etkisini hiicre DNA’sin1 bozarak veya mutasyon yaparak
meydana getirir. insanda kansere neden olabilen etkenler arasinda radyasyon, UV 1s1m1
gibi fiziksel, asbest, aflotoksin, vinil kloriir gibi kimyasal maddeler sayilabilir (17) .
Bunun yani sira bazi viriisler de kansere neden olur. Hem retrovirusler hem DNA

viruslar1 kanser olusumunda etkili olabilirler (26).



2.1.4.Kanser Hiicrelerinin Ozelligi

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi, ¢evre ve uzak dokulara yayilmasi normal
dist olusan biyolojik davramisinin sonucudur. Kanser hiicrelerinde normal hiicre

populasyonundan farkli olan pek ¢ok 6zellik vardir (75). Bunlar:

e Hiicre dis1 biiylime faktorlerine gereksinim duymamalari
e Kontakt inhibisyon yoklugu

e Sinirsiz boliinme giicii

e Apoptozisten kagma

e Anjiogenez olugumu

e Hiicre siklus diizenini bozulmasi

e Normal farklilasmanin bozulmasi

e Otokrin ¢ogalma uyarisi

e Telomer fonksiyonunun bozulmasi

2.1.5.Kanser Genleri

Olusum mekanizmasinda kanser baslama, ilerleme ve metastaz evrelerinden
gecerek uzun yillar alabilecek bir siirecte kendini gosterir (26). Kanser olusumunda rol

oynayan 3 tip gen grubu vardir.

A-Proto-onkogenler: Normal hiicre yasami siiresince hiicrenin biiylimesini,
boliinmesini baglatan, silirdiiren ve apoptozisi baskilayan proteinleri olusturan gen
grubudur. Proto-onkogenlerin iiriinleri olan proteinler biiylime faktorleri, biiylime faktor
reseptorleri, sinyal ileticileri, transkripsiyon faktorleri gibi molekiiler olaylarda goérev
alirlar(1). Protoonkogenler bazi olaylarla patojenik etkili onkogen haline doniisiirler.

Proto- onkogenleri onkogen haline doniistiiren olaylar (26):

e Nokta mutasyonlar
e Kromozomal translokasyonlar
e  Gen amplifikasyonlari

e Retroviral transdiiksiyon



Onkogenler hiicresel seviyede dominant etkiye sahiptir. Yani bir allelin

mutasyonlu olmasi kanser olusumu i¢in yeterlidir.

B-Tiimor baskilayic1 genler: Hiicre dongiisiinlin negatif diizenleyicisi olarak tiimor
olusumuna engel olan genlerdir (75). Tiimor baskilayici genlerin {irlinii olan proteinlerin
fonksiyon kaybi ile kontrolsiiz hiicre bdliinmesi, anormal hiicre biiytimesi ve kusurlu

hiicre oliimii gergeklesir. 2 grupta incelenir;
A) Hiicresel islevi diizenleyici genler: hiicre siklus gecislerini denetleyen genler.
B) Genomik instabilite genleri: genomik biitiinliiglinlin korunmasini saglayan genler.

Tiimdr baskilayict genlerin fonksiyon kaybi genin kodlayici bolgesindeki yanlis
anlamli mutasyonlar, proteininin biiyiikliigiinii ve aktivitesini degistiren eksilme, artma
veya cerceve kaymasi mutasyonlar ile olusur. Bu olaylar proteinin aktivitesini azaltir ya
da tamamen ortadan kaldirir (26). Tiimdr baskilayict genler dominant yolla kalitilir
ancak hiicredeki fenotipi resesiftir. Tek alleldeki mutasyon kanser olusumu igin yeterli

degildir.

Timor baskilayict gen mutasyonu sonucu olusan kanserlerin protipi kabul edilen
retinablastoma RB1 geninde olusan mutasyonla meydana gelen nadir bir timordiir.
Retinablastomalarin %40°1 herediter tiptedir. Herediter retinablastomada ilk mutasyon
tim hiicrelerde mutasyon bulundugu igin gelecek nesillere %50 olasilikla aktarilir.
Ancak ikinci mutasyon olusana dek birey sagliklidir (96). Sonradan meydana gelen
mutasyonla ikinci allel islevini yitirdigi zaman kanser ortaya c¢ikar Sporadik tip
retinablastomada ise kanser olusumu i¢in allelerin her birinde ayri1 ayri mutasyon

cikmasi gerekir.
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Sekil 2.1. Kanser olusumu (51). (kaynak 51°den degistirilerek alinmustir)

C-Genom stabilite ve DNA tamir genleri: Kanserin baglica 6zelligi genomik
karasizliktir. Bu genler genomik biitlinliigii koruyarak hiicrenin malign hale dénmesini
dolayli olarak engelleyen genlerdir (26). Tamir genleri ise DNA sentezi sirasinda olugan

hasarlarin diizeltilmesini saglar (26). Farkli DNA tamir mekanizmalar1 vardir.

DNA HASARI ' f G
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HATALARI
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G GENOMIK
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DNA ONARIM YASLANMA

Sekil 2.2. DNA Tamir Fonksiyonlari (20). (kaynak 20’den degistirilerek alinmustir)



2.2. Epigenetik

Insanda olusan kanserlerin baslama ve ilerlemesi ¢ok asamali siireclerden
gecerek olusur. Karsinogeneziste hem kalitimsal ve hem de de novo mutasyonlar
tanimlanmistir (25). Bu degisiklikler onkogenlerde aktivasyona veya tiimor baskilayici

genlerde fonksiyon kaybina neden olur.

Ancak yapilan calismalar kanser olusumunda mutasyon disinda epigenetik
mekanizmalarin da rolii oldugunu gostermektedir (25). Organizmadaki tiim hiicrelerde
DNA yapist ve niikleotid dizisi aymi olmakla birlikte, hiicreler arasi farkliliklar
bulunmas1 gen ifadesindeki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. DNA dizisinden
bagimsiz olarak gen ifadesinde meydana gelen kalitsal degisiklikler ‘epigenetik’ olarak
adlandirilir (12).

Epigenetik mekanizmalari {i¢ ana gruba ayirabiliriz (12):
1. DNA metilasyonu
2. Histon modifikasyonlar1
3. RNA araciligi ile sessizlesme (RNA-induced silencing)
2.2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu memelilerde iizerinde en c¢ok calisilmis olan epigenetik
modifikasyondur (12) . Metilasyon memeli DNA’sinda gergeklesen tek kovalan bagdir
ve sadece CpG adaciklarindaki sitozinde meydana gelir (119).
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Sekil 2.3. Sitozinin 5 numarali karbon molekiiliine metil grubu eklenmesi (144) (kaynak 144’den

degistirilerek alinmistir)
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CpG adaciklart genellikle genlerin promotor bolgelerinde bulunan ve 0,2-1 kb
uzunlugunda dintikleotidlerdir (119). Normal dokularda yapilan ¢aligmalarda genlerde
CpG adaciklarinin az sayida bulundugu ve genin ekzon bdlgesinde metilasyonun yogun
oldugu gozlenmistir. Ancak promotor bolgede yogun olarak bulunan CpG adaciklarinin
unmetile oldugu goriilmiustiir (75). Cilinkii promotor bolgesi gen ekspresyonunu
diizenleyen proteinlerin baglandigi 6zel bir kisimdir. Bu bdlgedeki CpG adacik
metilasyonu gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Gendeki CpG

adaciklar1 hipometile ise gen aktif, hipermetile ise gen sessiz demektir (75).

DNA metilasyonu normalde gen ekspresyonunun cesitlenmesi, diizenlenmesi,
genomik imprinting, X kromozom inaktivasyonu, retroviral ve transposabl DNA’larin
sessizlestirilmesi ve kromatin organizasyonu gibi pek c¢ok hiicresel olayda meydana

gelir (116).
2.2.2. DNA Metilasyonu ve Kanser

Son donemlerde yapilan pek ¢ok calisma ile normal ve tiimorli hiicrelerde
metilasyonla sessizlesen genlerdeki molekiiler mekanizmay1 anlama hedeflenmektedir.
Metilasyon ile tiimor baskilayict genlerin yani sira apoptoz, hiicre siklus diizenleyici,
DNA tamir, detoksifikasyon, hormonal cevap gibi ¢esitli hiicresel yolaklarda goérev

yapan genler sessizlesebilir (28).

Knudson’nun ¢ift vurus hipotezine gore tiimor baskilayici genlerde malign
transformasyon gelisebilmesi icin her iki allelde de fonksiyon kaybi gerekmektedir (60).
Bu hipotez ilk kez retinablastoma gibi kanserlerin hem herediter hem de sporadik
formlarinin  olusumunu acgiklamak i¢in One sirilmistir (94). CpG adacik
hipermetilasyonu ile olusan ekspresyon kaybi1 Retinablastomanin sporadik formuna
sahip hastalarin %10’nunda Rb geni i¢in gosterilmistir (75). Normal allelde ikinci
vurugun her zaman mutasyon ile meydana gelmedigi anlasildiginda teori daha
detaylandirilmis ve DNA hipermetilasyonunun tiimor baskilayic1 genlerde fonksiyon

kaybi1 yaratabilece§i mekanizmasi 6n plana ¢ikmistir (94).
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Sekil 2.4. Metilasyon ve kanser iliskisi (12). (kaynak 12’den degistirilerek alinmistir)

Metilasyonun kanser olusumuna katkisi ilk olarak S5-metilsitozinin kanser
olusturma riskidir (119). Normalde DNA’da bulunan sitozin en sik goriilen
mutasyonlardan biri olan deaminasyonla urasile doniisiir. Bu RNA baz1 oldugu i¢in
DNA tamir mekanizmalar ile taninarak tamir edilir (119). Oysa metilsitozinin spontan
deaminasyonu sonucu olusan timin bir DNA bazidir ve tamir mekanizmalarindan

kolayca kacar.

Timor baskilayict veya imprintinge ugrayan genlerin CpG adaciklarindaki
hipermetilasyon genin farkli ifade bulmasina neden olur. Bu sekilde kanser olusumuna

katkida bulunur (119).

DNA metilasyonu karsinojenlerin DNA’ya baglanmasini arttirarak DNA nin UV

1sinlarin1 daha fazla absorbe etmesine neden olarak mutasyon hizini arttirir (119).

Promotor bolge hipermetilasyonu transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
onleyerek gende fonksiyon kaybina neden olurlar (119). Bunu direk ve indirek yolla
yaparlar. Direk olarak metilsitozindeki metil grubu DNA’daki biiyiik oluga c¢ikinti
yaparak bu bdlgenin taninmasimi engeller. indirek olarak ise metilsitozine baglanan

proteinler ile tanima bolgesi maskelenir (119).

Ayrica biyokimyasal bir mekanizma olarak S5-metilsitozinin polaritesinin
yiksek olmasiyla RNA polimerazlarin daha yiiksek enerjiyle transkripsiyon

baslangicina ulastig1 ve bunun gen ekspresyonunu engelledigi de diisiiniilmektedir.
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Sekil 2.5. Normal ve kanserli hiicrede metilasyon (145) (kaynak 145’den degistirilerek alinmistir)
2.2.3. DNA Metilasyonunun Kanserdeki Onemi

Hiicredeki promotor bdlge hipermetilasyonu sonraki kusaklara aktirilabilmesi ve
mutasyon olmadan gen ifadesini degistirebilmesi ile 6nemli bir olaydir. Kanserli dokuda

metilasyon timor tipine gore degisir. Metilasyon tiimore ve gene 6zgii bir olaydir.

Metilasyon degisiklikleri timor olusumunun erken evresinde olustugu igin
kanserin erken tanmisinda kullanilabilme potansiyeline sahiptir (19). Meme kanserinin
erken tanisinda da biomarker olarak DNA metilasyonunu 6nemli yeri vardir (25).
Ciinkii mutasyondan daha siklikla olusan anormal DNA metilasyonu, gen
ekspresyonundan bagimsiz, kimyasal ve biyolojik olarak stabil tiimor spesifik bir
markirdir. Tiimor dokusunda spesifik bir gende olusan metilasyon genelikle kaybolmaz

hatta zaman i¢inde ilerleme gosterebilir (77).

Metilasyon degisiklikleri primer tiimoriin disinda da tesbit edilebilir. Metilasyon
analizi basit bir analizdir ve gilinlimiizde bircok non-invaziv ydntemle
incelenebilmektedir (140). Mesela kolorektal kanser igin gaita, akciger kanseri i¢in

balgam, prostat kanseri i¢in idrar analizi yeterli olmaktadir.
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Meme kanserinde de duktal lavaj, meme basi aspirasyon sivisi ve ince igne
aspirasyon sivist gibi materyallerde metilasyon analizi yapilabilir (25). Baz1 kanser
hastalarinin serumunda tiimdérden derive DNA bulunmaktadir (143). Serumda serbest

DNA’da metilasyon analizleri de son yillarda pekgok arastirmaya konu olmustur.

Mutasyonlar genin her bolgesinde meydana gelebilir, aragtirilmasi1 daha kapsamli
caligmalarla gergeklesir. Metilasyon ise DNA’daki belirli dizilerde olmasi nedeniyle

mutasyonlardan daha kolay saptanabilir.

Genetik degisikliklerin aksine epigenetik degisikliklerin geri doniisiimlii olmasi
terapdtik hedef olmasini da giindeme getirmistir (19). Hiicre kiiltiirii kullanarak yapilan
deneysel caligmalarda demetile ajanlarin  metilasyondan kaynaklanan gen

sessizlesmesini geriye ¢evirdigi saptanmistir (106, 124).
2.3.Meme
2.3.1. Meme Anatomisi

Meme, siit iiretmek iizere diizenlenmis modifiye bir apokrin ter bezidir. Ozel bir
kilif veya kapsiilii yoktur. Goglis 6n duvarindaki yiizeysel fasiya i¢inde yer alir ve 15-20

adet lobtan olugsmustur. Loblarin arasinda fibréz bag dokusu bulunur (27).

EOPRUCTK KEMIGT
KABURGA—

KAS -

BAG DOKUSU
YAG DOKUSU

AREOLA
MEME BAST

SUT KANALT ~
ST BEZI

Sekil 2.6. Meme Anatomisi (49) (kaynak 49°dan degistirilerek alinmistir)
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2.3.2. Meme Histolojisi

Meme dokusundaki loblar bilesik tiibiiloalveolar tip bezler iceren 15-25 adet
lobiilden meydana gelmistir. Her lobun yogun bag dokusu yani sira lobun kendine ait
bir bosaltict kanali vardir. Her duktus 2-4,5 cm. uzunlugundadir ve meme bagindan
disariya agilir. Memenin histolojik yapisi cinsiyet, yas ve fizyolojik durumuna gore

farkliliklar gosterir (27).
2.3.3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignitedir. Erkeklerde ise %1
oraninda rastlanir. Meme kanseri 2002 yilinda tiim diinyadaki kadin kanserlerinin
%23 linii teskil etmistir (78).

Tablo 2.1. KETEM Verilerine Gore Tiirkiye 2005 Kanser Verileri (48).

Tiirkive'de goriilen ilk 10 kanser tiri
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Tablo 2.2. KETEM Verilerine Gore Kadinlarda Gériilen ilk 10 Kanser Tiirii (48).

Kadinlarda gériilen ilk 10 kanser tiri{2005)
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2.3.4. Meme Kanseri Etyolojisi

Meme kanseri ¢evresel, genetik, hormonal, yasam sekli gibi cesitli faktorlerin
etkilesimiyle olusan kompleks bir hastaliktir. Genel populasyonla karsilastirildiginda

kisilerin meme kanseri gelisme riskini arttiran pek ¢ok risk faktorii tanimlanmustir.

¢ Yas: Meme kanseri gelisme insidans1 yasla birlikte artis gosterir (81).

30-

1]
o
1

Hastalarin %'si
ol
)

Sekil 2.7. Meme Kanseri ve Yas Iliskisi (81).(kaynak 81°den degistirilerek almmustir.)
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Cografik ozellikler: Meme kanseri insidans1 ve mortalitesi heterojenik bir
cografi dagilimi gosterir (78).

Aile dyKkiisii: Meme kanserlerinin %5-10’u herediter 6zelliktedir.

Menars ve menapoz yasi: Erken menars ve ge¢ menapoz 6zelligi gosteren
kisilerde meme kanseri riski artmaktadir.

Parite: Nulliparite ve ilk dogumun ge¢ yasta olmasi meme kanseri riskini
artirir. 11k dogumunu 35 yasindan sonra yapanlarda risk en yiiksektir (78).
Onceden gecirilmis benign meme hastahklar: Fibroadenom, duktal
papilloma, sklerozan adenozis gibi benign hastaliklar bu hastalig1
olmayanlara gore 1,5-3 kez riski artirmaktadir (78).

Radyasyon: ikinci Diinya Savasinda radyasyona maruz kalan adolesan
devresindeki kizlarda ileride meme kanseri gelisme riski iki kat artmis
bulunmustur (78).

Hormon replasman tedavisi: Ostrojen ve progestron kombinasyonu
kullanan kisilerde meme kanseri riski bariz sekilde yiiksektir (78).

Kilo: Postmenapozal kadinlarda obezitenin meme kanseri riskini %50
arttirdig1 gosterilmistir. Kilo verme, ideal kilonun devami ve uygun fiziksel
aktivitelerin kadinlarda meme kanseri riskini yaklasik %30 azalttig
belirlenmistir (78).

Diyet: Diyetle alinan yag miktar1 ile meme kanseri riski arasinda baglanti

oldugu ifade edilse de kesin bir sonug gosterilememistir (81).

2.3.5. Meme Kanseri Genetigi

Meme kanseri gelisimi her adimda bir ya da daha fazla genin rol oynadigi ¢ok

adiml bir siire¢ i¢inde olusur. Kompleks bir hastalik olan meme kanserinin herediter ve

sporadik formlar1 vardir. Sporadik ve herediter meme kanseri etyopatogenezinde rol

oynayan ¢esitli genler vardir.

Herediter tip meme kanseri tiim meme kanseri olgularinin %10 unu teskil eder

(72). Herediter tip meme kanserinden yatkinlik genleri olarak bilinen ve penetransi

yliksek olan BRCA1, BRCA2, PTEN, TP53 gibi tiimor baskilayici1 genlerdeki germline

mutasyonlar sorumlu tutulmaktadir. Knudson’un Cift Vurus hipotezine gore bu genlerin
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ikinci allelinde olugsan mutasyonlar onkojenik baglangici olusturmaktadir. Herediter tip

meme kanserlerinin %80-90’nindan BRCA1 ve BRCA2 genleri sorumludur.

Sporadik meme kanserinde ise germline mutasyonlar yoktur. Bu tip kanser
sonradan olusan ve diizeltilemeyen mutasyonlarin birikimi ile uzun bir siiregte meydana

gelir.
Meme kanser gelisiminde rolii oldugu diisiiniilen baz1 genler sunlardir:
e Onkogenler:

Farkli fonksiyonlarda ve hiicresel lokaklizasyonlarda bulunan pek c¢ok
onkogenin meme kanseri gelismesinde rolii vardir (56). Sporadik meme kanserinde
MYC, EMSI1, CCNDI1, HER2/neu gibi onkogenlerde amplifikasyon siklikla goriiliir
(56, 90).

e Timor baskilayici genler:

17q12-21’de lokalize olan BReast-CAncer susceptibility genel (BRCAI)
1994°te klonlanmistir (83). BRCAI proteini 1863 aminoasitten meydana gelmistir ve
prolifere olan hiicrelerin ¢ogunda eksprese olur (107). Genomik instabilitenin
saglanmasinda 6nemli rol oynayan bu gen ¢esitli proteinler ile etkilesimde bulunarak
DNA tamir, transkripsiyonel diizenleme, apoptoz gibi ¢esitli hiicresel olaylarda goérev
alir. Germline mutasyonlar1 kalitsal meme ve over kanserine yatkinlik saglar. Ancak

sporadik meme kanserinde mutasyonu nadirdir.

13q12-13 bolgesine lokalize olan BReast-CAncer susceptibility gene 2
(BRCA2) geni de 385 kDa agirliginda ve 3418 aminoasitten olusan protein kodlayan
biiylik bir gendir (107). DNA tamir, hiicre siklus kontrolii ve transkripsiyonda rol oynar
(57). Sporadik meme kanserinde mutasyonu nadirdir. BRCA1 gibi kalitimsal meme
kanserinden sorumlu tutulmaktadir. BRCA2 mutasyonu tastyan ailelerdeki erkeklerde

meme kanseri olugsma riski genel populasyona gore 80 kez artmustir (6).

Adezyon molekiilii E-Cadherin’i kodlayan CDH1 gen mutasyonunun sporadik

lobuler kanserde rol oynadigi 6ngoriilmektedir (9).
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Li Freumeni sendromu otozomal dominant gecisli nadir gézlenen bir hastaliktir.
Hiicre siklusunu ve DNA tamir mekanizmasinda gorev yapan TP53 geninin germline
mutasyonu sonucu meme kanseri, beyin tlimorii, yumusak doku sarkomlari, kemik

sarkomu gibi degisik organlar1 kapsayan maligniteler goriiliir (7, 36).

10g23°de lokalize olan Phosphatase and tensin homolog (PTEN) geni Cowden
sendromunda mutasyona ugramistir. Cowden sendromu dominant gecis gosteren nadir
bir sendromdur (41). Multipl benign hamartomoz lezyonlarin yani sira tiroid, meme,

endometrium gibi organ kanserlerinde artis gozlenir.
e Steroid Reseptorler:

6q25.1°de bulunanan Ostrojen Reseptorii a (ER o) hormon bagimli meme
karsinogenezinde en &nemli biiyiime faktdr reseptoriidiir. Ostrojenler direk DNA
hasarina neden olarak tiimor baslatict olarak davramir (71). Ostrojen reseptorleri gen
transkripsiyon aktivasyonuna yol agarak hem Ostrojen bagimli hem &strojen bagimsiz
mekanizmalar ile gen ekspresyon diizenlenmesi yaparlar. Bu da hiicre proliferasyonu ile
sonuclanir. ER o gen overekspresyonu meme kanserinin erken evrelerinde siklikla

saptanir (43). ER[] geninin meme kanserindeki rolii tam belli degildir.
e invazyon ve hiicre adezyon genleri:

N-CAM, integrinler, E-Cadherin, uPA, cathepsinD, collagenaz I-IV, CD44,
NME]1 ve metalloproteazlar gibi genler bu kategoride yer alir (122).

e Anjiogenezis genleri:

Tiimoriin biiyiimesi ve ilerlemesi i¢in yeni kan damarlariin olugsmast gerekir.
Stromadaki tiimor hiicreleri vascular endothelial growth factor (VEGF) ve fibroblast
growth factor (FGF) ve platelet-derived growth factor (PDGF) gibi diger anjiogenik
faktorlerin artmasina katkida bulunur (149).

2.3.6. Meme Kanserinin Patolojik Siniflamasi

Histopatolojik olarak meme tiimorleri in situ ve invaziv kanserler olarak iki

gruba ayrilir. In situ karsinomda malign hiicreler bazal membranla ¢evrili duktus ve bez
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yapist iginde smrhdir (11). Invaziv tip karsinomda ise neoplastik hiicreler bazal

membrani asarak stromaya dogru infiltre olmaktadir.

Invaziv duktal karsinom invaziv meme kanserleri i¢inde %70-80 olmak iizere en
stk goriilen tiptir. Bunlarin %70-80’inde Ostrojen reseptorii, %60-70’inde progestron

reseptorii ve %15-30’unda HER2/neu gen reseptorii pozitif bulunur (11).

Tablo 2.3. Meme Kanseri Patolojik Simiflamas1 (WHO) (1,11)

In Situ Karsinom Invaziv Karsinom

Invaziv Duktal Karsinom

Invaziv Lobuler Karsinom

Tubuler Karsinom

Invaziv Kribriform Karsinom

Meduller Karsinom

Miisindz Karsinom

In Situ Duktal Karsinom(DKIS) Invaziv Papiller Karsinom

In Situ Lobuler Karsinom(LKIS) Invaziv Mikropapiller Karsinom

Apokrin Karsinom

Sekretuar Karsinom

Adenoid Kistik Karsinom

Metaplastik Karsinom

Noroendokrin Karsinom

Inflamatuar Karsinom

Invaziv lobuler meme kanseri ise tiim meme kanserlerinin %5-15’ini teskil eder.
Bilateral ve multifokalite olma 6zelligine sahiptir (11). Invaziv lobuler kanserlerin %70-
95’1 6strojen reseptorii, %60-70’1 progestron reseptorii yoniinden pozitif bulunur. Bazi

tipleri disinda HER2/neu gen reseptorii negatiftir (11).
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2.3.7. Meme Kanserinde Evreleme

Meme kanseri hastaligin yayilma derecesine gore gruplara ayrilmasina
‘Evreleme’ denir. Evreleme, tedavi programini diizenlemede, prognozu saptamada ve

farkli tedavi yontemlerinin sonuglarini karsilastirmada énemli rol oynar (27).

Primer tiimoriin durumu: T (Timor) harfine eklenen sayilarla belirtilir. Meme
kanserinde T1, T2 ve T3 daha biiyiik tiimorleri gosterir. T4 ise ne biyiikligii fark
etmeden tiimoriin direk toraks duvarina ya da deriye kadar ilerleyip bu yapilart tutmus
oldugunu gosterir. Lenf bezlerinde metastaz varken primer timoér olmadiginda ‘TO’

olarak adlandirilir. Karsinoma in situ i¢in ‘Tis’ kullanilir.

Lenf bezlerinin durumu: N (Node) harfine eklenen sayilarla belirtilir. N1 ayni tarafin
aksillasinda lenf bezleri tutulumu oldugunu, N2 birbirine ya da baska yapilara yapigmis
lenf bezlerinin varligini belirtir. N3 ise ayni tarafta mammaria interna lenf bezlerinde

lenf metastazi oldugunu gosterir.

Uzak metastaz durumu: M (Metastaz) harfine eklenen sayilarla belirtilir. MO uzak
metastazi yok, M1 ise uzak metastaz var demektir. Supraklavikular, servikal ve karsi

taraftaki mammaria interna lenf bezlerine metastaz da M1 sayilir.
TNM evrelemesinde bes evre bulunur:

Evre 0: Karsinoma in situ

Evre I: Lokalize karsinoma

Evrell: Sinirli lokal yayilim veya sinirli bolgesel lenf bezi metastazi
Evre I1I: Daha fazla lokal yayilim veya daha ileri lenf bezi metastazi
Evre IV: Uzak metastaz

2.3.8. Meme Kanserinin TNM Evrelemesi

Primer Tiimor (T)

Tis— Karsinoma in situ veya meme basinin Paget hastaligi (memede tiimor yok)
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T1 —>Tiimoriin ¢cap1 2 cm veya daha kiigiik

T1a Tiimoriin ¢ap1 0,5 cm ya da daha kiigiik
T1b Tiimdriin ¢ap1 0,5 cm’den biiyiik,1 cm’den kii¢iik

T1c Tiimoriin ¢ap1 1 cm’den biiyiik, 2 cm’den kiigiik

T2— Tiimoriin ¢ap1 2-5 cm arasinda

T3 —Timoriin ¢ap1 3 cm’den biiyiik

T4 —Cap1 ne olursa olsun toraks duvarina ya da meme derisine infiltre

T4a Toraks duvarina infiltre

T4b Meme derisinin 6demi ya da iilserasyonu veya ayni memede deri

nodiilleri
T4c Hem T4a hem T4b
T4d Inflamatuar karsinoma
Rejional Lenf bezleri (N)
NO —Rejional lenf bezi metastazi yok
N1 —Ayni tarafin aksillada mobil metastazlar
N2— Ayni tarafin aksillasinda biribirine ya da bagka yapilara yapisik metastazlar
N3— Ayni tarafin mammaria interna lenf bezlerine metastaz
Uzak Metastaz (M)
MO — Uzak metastaz yok

M1 — Uzak metastaz var.( Aym tarafin supraklavikuler lenf bezlerinde

metastazi dahil
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Tablo 2.4. Meme kanserinde AJCC (American Joint Comission on Cancer)

Evreleme Sistemi (degistirilerek alinmistir) (22)

EVRELFR TUMOR BOYUTU NOD DURUMU MFTASTA7
EVRE 0 Tis N0 MO
EVRE 1| Tl NO MO
EVRE 2A TO N1 MO

T1 N1 MO
T2 NO MO
EVRE 2B T2 Nl MO
T3 NO MO
EVRE 3A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 . MO
EVRE 3B T4 N (HERHANGI) MO
T (HERHANGD N3 MO
EVRE 4 T (HERHANGI) N (HERHANGI) MI

2.3.9. Meme Kanserinde Prognostik Faktorler

Meme karsinomlarinda TNM disinda son 30 yil i¢inde prognozu etkileyen
bircok faktér saptanmustir. Amerikan Patolojistlerinin 1999 yilinda aldigi ortak
raporunda meme karsinomunda prognostik faktorler su sekilde kategorilere ayrilmistir

(32).
Kategori 1: TNM evre bilgileri
Histolojik grade
Histolojik tip
Mitoz sayisi

Hormon reseptor durumu
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Kategori 2: HER2/neu geni
Proliferasyon markerlari
Lenfatik ve kan damari infiltrasyonu
Kategori 3: DNA ploidi analizi
Tiimdr anjiogenezisi
2.4. Meme Kanserinde Rol Oynayan Genler

2.4.1. HER2/neu geni: ( Human Epidermal Growth Receptor 2) insan epidermal
biiyiime faktorii reseptor ailesinin ikinci liyesidir (148). 17q12-21’de lokalize bir proto-
onkogendir. 185 kD’luk transmembran glikoprotein kodlar (115). HER2/neu
embryogenez ve pubertede meme gelisiminde hiicre biiylimesi ve farklilagsmasinda rol
alan Onemli bir regiilatordiir (88). Epidermal biiylime faktor ailesinin {i¢ Onemli

fonksiyonel domaini vardir.

e Hiicre disinda sisteinden zengin ligandin baglandigi kisim
e Lipofilik transmembran domain,

e Hiicre i¢inde yer alan sitoplazmik tirozin kinaz domaini

Ancak bugiine kadar HER2/neu i¢in spesifik bir ligand saptanmamuistir (148).

HER2/neu RESEPTORU

HUCRE DISI BAGLANMA e

BOLGESI

TRANSMEMBRAN
HUCRE iCi BAGLANMA a- HELIKS
BOLGESI

Sekil 2.8 HER2/neu Gen Reseptoriiniin Sematik Sekli (114). (kaynak 114°den degistirilerek

alinmustir)
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HER2/neu geni fosfotidil inozitol 3-kinaz (PI3K) ve Mitojen Aktive edici Protein
Kinaz (MAPK) kaskatini igeren bir¢ok sinyal iletim yolagini aktive eder (89). MAPK
(Ras/Raf-1/mitogen-activated protein kinase) yolagr proliferasyon, farklilasma,
yaslanma ve apoptoz gibi pek ¢ok hiicresel olay1 diizenler (61, 80). Bu yolagin
aktivasyonu ve ekspresyonu kanserin baglamasi ve ilerlemesinde 6nemli rol oynar.

MAPK aktivasyonu memede Ostrojenin indiikledigi proliferasyona katkida bulunur.

Klinik caligmalar HER2/neu ve/veya EGFR’nin overekspresyonu ve Akt veya
ERK’in agir1 fosforillenmesinin bazi hastalarda tamoxifen direncinin gelismesine yol

actigin1 desteklemektedir (40).

HER2
homodimer

|
I

| PTEN [

m\Lm

Antiapoptotik

Proliferasvon

/
|
=

7

Sekil2.9 HER2/neu pozitif meme kanserlerinde hedef yolak mekanizmasi (86).(kaynak 86’dan

degistirilerek alinmustir)

HER2/neu geni metastatik meme kanserlerinin %25-30’unda overeksprese olur (31,
42, 86, 88). HER2/neu gen amplifikasyonu meme karsinogenezinde erken olusan bir

olaydir. In situ karsinomlarinin yaklasik %50’inde meydana gelir (39). HER2/neu
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overekspresyonu meme kanserinde yasam siliresinde kisalmayr ve kotii prognozu

gosterir. Benign meme hastaliklarinda tesbit edilmemistir (148).

Klinikte HER2/neu inhibisyonunu saglamak amaciyla HER2/neu genine direk
baglanabilen humanize antikorlar ve kiigiik molekiillii tirozin kinaz inhibitorleri olarak

iki onemli tip ajan kullanilir (31).

Trastuzumab (Herceptin™) Genantech (South San Francisco, Cav) tarafindan
rekombinant teknolojisi kullanilarak gelistirilen humanize murin antikor sinifindan
monoklonal IgG’dir (114). Spesifik olarak HER2/neu geninin ekstraselliiler kismina

baglanir (114) . Meme kanseri tedavisinde 6nemli yer tutar.
2.4.1.1. Kromozom 17

Anozomi 17 (polizomi veya monozomi) genetik instabilite gdstergesidir ve meme
kanserlerinin  %90’dan fazlasinda bulunur (95,109). Polizomi 17 kromozom 17
sentromerinin her hiicre i¢in ikiden fazla sayida kopya bulunmasi olarak tanimlanabilir.
Polizomi 17 meme kanserlerinde %13-46 gibi degisen oranlarda bulunur (135).
HER2/neu gen amplifikasyonu olmadan polizomi 17 bulunmasi daima HER2/neu

mRNA artigin1 gostermez (113).
2.4.1.2. ER- PR

Meme kanserlerinin yaklasik %70°1 ER ve/veya PR eksprese eder (79). ER ve/veya
PR ekspresyonun varlig1 iyi klinik gidisle beraberdir (68). Antihormonal tedaviye cevap
ve yagsam siiresi ER(+) ve PR(+) tlimdrlerde en iyidir. Antihormonal tedavi meme
kanserinde onemli yer tutar. Bu tedaviye karsi edinilmis direngte HER2/neu sinyal
yolagindaki PI3K yolaginda yer alan Akt aktivasyonun rolii baz1 ¢aligmalarda
belirlenmistir (128).

2.4.2. TOP2A Geni:

Topoizomeraz II a enzimini kodlayan Topoizomeraz2A (TOP2A) geni 17q21°de
lokalize olup genomda 27,5 kb yer tutar. 35 ekzona sahiptir ve 170 kDa’lik bir protein

kodlar (92). Topoll a proteini normal ve kanserli hiicrelerde hiicre siklusu boyunca
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degisik derecelerde eksprese olur (92,123). Ekspresyonu Ki-67 ile korelasyon gosterir
(87, 92).

Topoizomerazlar DNA’nin tersiyer (ligilinciil) yapisinda degisiklikler olusturan
enzimlerdir. Bu islevlerini DNA’daki siiper doniimlerin tiplerini ve derecesini
degistirerek yaparlar (127). Katalitik aktivitelerine gore tip I ve II olarak ayrilir. Tip II
topoizomerazlar DNA’da gegici kiriklar olusturur (21).

TOP2A hizli ¢ogalan hiicrelerde daha fazla eksprese olur. Ekspresyonu hiicre
siklusunda S ve G2/M fazlarinda gerceklesir (131). Mitozun sonunda minimum

seviyeye iner (21, 82).

TOP2A geni meme kanseri tedavisinde onemli yer tutan ‘Topoll inhibitorleri’
olarak adlandirilan antrasiklin grubu ilaglarin molekiiler hedefidir. Antrasiklinler
TOP2A kompleksini stabilize eder ve TOP2A’nin katalitik aktivitesini inhibe eder.
(131). Topoll inhibitdrlerinin sensitivitesi kanser hiicrelerindeki topoll ekspresyon

seviyesi ile koreledir (21).

HER2/neu geni hedef olmamasina ragmen Antrasiklin grubu ilaglara sensitivite
gosterir. Ancak bunun mekanizmasi heniiz aydinlatilamamistir (95). Bu durum,
HER2/neu ve TOP2A genlerinin yakin lokalizasyonda bulunmalar1 ve pek ¢ok meme

kanseri olgusunda birlikte amplifiye olmasi ile a¢iklanabilir.

TOP2A gen amplifikasyonu tiim primer meme tiimorlerinin yaklasik %8’inde
amplifiye bulunur. TOP2A geni HER2/neu gen amplifikasyonu gosteren meme
tiimorlerinin %25-40’1nda amplifiye olurken HER2/neu amplifiye olmayan tlimorlerde
genellikle amplifiye bulunmaz (21, 52, 123). HER2/neu gen amplifikasyonu olmadan
TOP2A gen amplifikasyonu diisiik histopatolojik grade ve ER(+)’ligi ile goriilmektedir
(150). TOP2A gen delesyonu ise HER2/neu gen amplifikasyonu olan tiimdrlerin
%20’sinde bulunur. Diger grupta oldugu gibi HER2/neu amplifiye olmayan vakalarda

fazla bulunmaz (21).

TOP2A gen aberasyonu olan hastalarda tedavi protokolii olarak CMF ile CEF
tedavisi karsilastirildiginda CEF tedavisi alan hastalarda yasam siiresinde artig

olmaktadir (93).
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2.4.3. RASSF1A Geni

Ras-Associated domain family member 1(RASSF1A) geni RASSF siiperailesine
mensup Ras effektdr bir gendir (99). 3p21.3 bolgesine lokalize tlimor baskilayict bir
gendir. 7 ekzona sahiptir (1a, 1B, 2ap, 2y, 3, 4, 5, 6) (110). Genomda 11 000 bp’lik bir
alan1 kaplar (23). RASSF1A-RASSF1G olmak iizere alternatif splice ile olusan yedi

isoformu vardir (110).

RASSF1A geni hiicre siklusunun diizenlenmesi, mikrutubul stabilizasyonu,
selliiler adezyon, genomik instabilitenin saglanmasi, apoptoz gibi Onemli selliiler
olaylarda rol alir (78). RASSF1A’nin interfazda mikrotubul ag: ile birlikte yer alir,
mitozda ise ig iplik¢igi ve sentrozomda bulunur (110). RASSF1A tubuline baglanir
bdylece mikrotubulleri stabilize eder (110). RASSFIA geni Ras-MAPK yolaginin
negatif diizenleyicisidir (99).

Deneysel calismalarda RASSF1A geni her iki allelinde knockout olan farelerde
spontan olarak akciger adenomu, meme adenokarsinomu ve lenfoma gelistigi

goriilmiistiir (25).

Cesitli ¢aligmalarda meme, prostat ve kolorektal kanser dahil pek c¢ok
malignitede aberan promotor metilasyonu ile RASSFIA geninin inaktive oldugu
goriilmiistiir (78). RASSFIA metilasyonu meme kanserinde ideal bir kanser
biyomarkeri olma potansiyeline sahiptir. Normal dokularda nadiren metile bulunmasi
spesifitesini gdstermektedir (25,78). Invaziv meme kanserlerinde RASSF1A gen
hipermetilasyon siklig1 %49-65 gibi yiiksek oranlarda bulunur (13, 46). RASSF1A gen
promotor metilasyonu meme kanserinin erken evrelerinde tarama ydntemi olarak

kullanilabilir (25).

Lenf nodu metastaz1 olan meme kanserli hastalarda RASSFIA metilasyonu
primer meme kanserli hastalardan daha sik goriilmiistiir ve hipermetilasyon kemik,

beyin ve akciger metastazlarinda da bulunmaktadir (18).
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2.4.4. APC Geni

Adenomatoz polypozis coli (APC) geni 5q21-22°de lokalize 15 ekzonlu bir
tiimor baskilayict gendir. Otozomal dominant germline mutasyonlar1 bagirsakta sayisiz

poliple karekterize olan familyal adenamatdz polipozis (FAP) ile sonuglanir (66).

APC geni proteini Wingless and INT-1 (WNT) sinyal yolagi iletiminde rol oynar
(73). Hiicre biiylime, gelisim, apoptoz, migrasyon ve sinyal iletimini regiile eder. APC
gen inaktivasyonu B-catenin protein degredasyonunun bozulmasina yol agar.
Sitoplazmada biriken serbest B-catenin nukleusa gecerek C-Myc, C-Jun, cylin D1 gibi

onkogenlerin anormal transkripsiyonuna yol acar (73).

APC gen mutasyonlar1 ve degisik ekspresyon seviyeleri meme kanserinde
siklikla gozlenir (54). Germline heterozigot mutant farelerde spontan olarak meme

kanseri gelisir (35).

APC gen promotor metilasyonu kolorektal kanser, gastrik kanser, pankreas
kanseri ve karaciger kanseri gibi farkli neoplazmlarda saptanir (73). Meme
kanserlerinde Ozellikle lobiiler meme kanserinde APC gen promotor metilasyonu
goriiliir (125). Meme kanserinde yontem farkliligina bagl olarak %28-53 oraninda APC
gen promotor metilasyonu saptanmistir (133). Bu meme kanserinde kotii prognozla

birliktedir (146).
2.5. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi prob adi verilen tek zincirli DNA
pargasinin, genomun herhangi bir yerinde lokalize komplementeri olan hedef DNA veya
RNA dizisine baglanma (hibridize olma) ilkesine dayanir. Problar direkt florokromla

isaretli veya indirekt olarak bir reporter molekiiliin baglanmasi ile goriintiilenir (3, 8).

FISH teknigi doku kesitlerindeki her hiicrede, kromozomlarda veya interfaz
nukleuslarinda 6zgiin DNA ve RNA dizilerinin morfolojik olarak gosterilmesini ve
niikleik asitlerin dogal hiicresel ortamlarinda incelenmesini saglayan, doku ve hiicre

yapisinin bozulmadigi bir tekniktir.
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Tablo 2.5. FISH Metodunun Kullanilma Alanlari (8)

Tam amach Arastirma amach

Sayisal ve yapisal kromozom anomalileri | Tiimor biyolojisi

Prenatal tani Gen haritalanmasi
Mikrodelesyon sendromlari Mayoz/mitoz tanimlanmasi
Kanser sitogenetigi Gen ekspresyon analizi
Dokuda enfeksiyon ajaninin tanisi Somatik hiicre hibrid analizi

Kanserin temel 6zelligi genomik instabilitedir. Bunlar, sayisal degisiklikler,
delesyonlar, translokasyonlar, amplifikasyonlar gibi kromozomal anomalileri kapsar
(33). Solid tiimorlerde bu anomalilere siklikla rastlanir. Klasik sitogenetik yontemlerle
metafaz kromozomu eldesi zor hatta bazen imkansiz oldugu icin farkli yontemlere
basvurmak gerekebilir. FISH ydnteminin interfaz hiicrelerine de uygulanabilir olmasi
kanser genetiginde 6nemli bir konuma gelmesini saglamistir (8). FISH teknigi cesitli
tiimorlerin interfaz nukleuslarinda kromozomal aberasyonlar1 ve gen kopya sayi
belirlemek i¢in uygulanan basit, hizl1 ve giiglii bir tekniktir (3, 8). Ozellikle tiimor doku

heterojenitesinin degerlendirilmesinde glivenilirligi en yiiksek olan molekiiler tekniktir.
2.6 . High Resolution Melting (HRM ) Analizi

Yiiksek ¢oziintirliikli erime (HRM) analizi molekiiler biyolojide ¢ift dalli DNA
molekiiliinde olusan mutasyon, polimorfizm ve epigenetik gibi degisiklikleri ortaya
koymak i¢in kullanilan bir yontemdir (47). Basit ve PCR metoduna dayali bir
yontemdir. Maliyetin az olmasi, hizli ve basit bir yontem olmasi sebebiyle pek cok

avantaj1 vardir. Uygulama alanlar1 sunlardir:

e SNP genotipleme

e Mutasyon tarama

e Heterozigozite kayb1
e Metilasyon saptama
¢ DNA fingerpaint

e DNA haritalamasi
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e Viral/Mikrobik ajan identifikasyonu
e Aday gen taramasi
Yontem uygulanirken standart PCR bilesenlerine ve ¢ift zincirli DNA’ya
baglanan floresan sinyal veren boyalara gereksinim vardir (85). Ciinkii bu boyalar
sayesinde DNA denatiirasyonu takip edilmektedir. Artan sicaklik ile ¢ift zincirli
DNA’nin tek zincirli DNA’ya ayrilmasi ile floresan sinyal siddeti azalma gosterir (111).
Florometrik cihazlar sicaklik artisgina bagli olarak degisen sinyal siddetini
gorilintiilemeye yarar (85). Yiiksek ¢oziiniirliikli erime’nin (HRM) giicii cihazin sicaklik
kontroliine, sicaklik ve floresan 6l¢iimiine, floresan boyalara ve PCR {iriiniiniin safligina
baghdir (44, 85). Yiiksek ¢oziiniirliik kapasitesi hassas dl¢iimii saglar.
Yiiksek c¢oziliniirliiklii erime analizinin diger gen tarama ydntemlerine gore
avantajlar1 vardir. Yontemin “’kapali tiip sistemi’’ olarak adlandirilmasinin nedeni PCR
tamamlanmasindan sonra HRM ‘in PCR ile ayni tiipte gerceklesmesidir. Bu durum

kismi otomasyon saglar. Ayrica kontaminasyon riski ve analiz siiresi azalir.

HRM veri eldesi ve analizi PCR isleminden sonra 10-15 dakika iginde
gerceklesir. Artan her 0,1-1,0 derece ile sicakligin yarattig1 floresan siddetini degistirir.
Veri eldesi ve analizi 2 sn.deki 0,1-1,0 derece sicaklik artisina karsilik olusan floresan
sinyalin siddetinin 6l¢iimii ile elde edilir. Artan her 0,1°C i¢in Olgiim alabilir. Bu

nedenle ¢oziiniirliik yliksek olmaktadir (67).

Yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizinde ¢ift zincirli DNA’y1 tek zincirli DNA’dan
floresan sinyal siddetindeki degisimle ayirt etmemizi saglayan imkan saglayan boyalara
gereksinim vardir (138). DNA denatiirasyonunun dogru takibi i¢in floresan sinyalin
dogru Olclilmesi gerekir. Etidyum bromiir, propidyum iyodit, DAPI ve hoechst gibi
birinci nesil boyalarin ¢ogu mutajenik ve karsinojeniktir. Bu nedenle SYBR gibi ikinci
nesil boyalar ve son donemlerde Eva Green, LC Green, SYTO9 gibi iiciincii nesil

boyalar kullanilmaktadir.
2.6.1. Methylation Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM) Analizi

Methylation Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM) analizi DNA’nin

metilasyon durumunu saptamada kullanilan ve HRM’i temel alan bir metottur (147).
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Spesifik, hassas ve basit bir metottur. MS-HRM analizi lokusa 06zgiin DNA

metilasyonunu saptamaya uygun bir yontemdir (65).

Bu yontem farkli DNA dizileri arasindaki metilasyon farkimi ortaya ¢ikaracak
oldukca yeni bir analiz yontemidir. Bu yontemde bisiilfit ile modifikasyonun sonrasinda
Real-time PCR cihazinda yiiksek ¢ozlnirlikli erime goriintiilenir. Bunun igin
gelistirilmis yazilim kullanilir. Erime basamaginda cift zincirli DNA tek zincirli
DNA’ya denatiire olur ve boya tek zincirli DNA’dan ayrilarak floresan 1sima durur.
Floresanin azalmasi erime egrisi olarak Olciilir ve kayit edilir (142). Boylece
metilasyon profili bilinmeyen Ornekte metile ve unmetile alleler arasindaki Tm
farkliliklarindan faydalanarak DNA metilasyonu saptanmis olur (147). Metillenmis
DNA GC’den zengin oldugu icin 1siya daha cok resistans gosterir ve daha yiiksek

1s1larda erime egrisi verir.
2.6.2. Bisiilfit Modifikasyonu

Bisiilfit modifikasyonu genomdaki metile ve unmetile CpG adalarin1 saptamak
icin kullanilir. Bu islem yiiksek 1s1 ve diisiikk pH’da tek dallit DNA’nin sodyum bisiilfit
ile muamele iglemine dayanir. Sitozinin bisiilfit ile reaksiyonu sonucu sitozin siilfonata,
hidrolitik deaminasyonu ile urasil siilfonata ve alkali desiilfonasyonu ile urasile

doniisiir. Metile sitozinler ise degisime ugramadan kalir.

A NH, NH, OH OH
wo - H- s H
pr— M _' —
oH Hily or
o Salfmasvon O S0, Hdrelick 0 S0, AmE ¢
i (i ‘"_‘-u}“ v deasiianayyon T
H W H H

Sitozin Sitozin sulfonat

Urasil sulfonat Urasil
B
Orijinal dizi Bisiilfit islemi sonras: dizi
Unmetile DNA W T-C-G-G-T-C-A-T-C-G-C-0 T A-TU-GG-T-U-A-T-U-G-U-A-T
Metile DNA AT-LC-GG-T-C-AT-CGCAT ATCGGTUATLGU-AT

Sekil 2.10 Genomik DNA’nimn bisiilfit ile modifikasyonu (64) (kaynak 64’den degistirilerek

almmugtir)
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3.GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada ESOGU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda Meme Kanseri
tanis1 almis ve Tibbi Onkoloji Kliniginde izlenen riskli gruba dahil 60 hastanin
retrospektif olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismamiz Aralik 2010-Mayis
2011 tarihleri arasinda ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler
Sitogenetik ve Molekiiler Laboratuarlarinda gerceklesmistir. HER2/neu, TOP2A ve
CEP17 gen kopya sayisi degisiklikleri FISH yontemi ile RASSF1A ve APC gen

metilasyon durumlar1 ise MS-HRM analizi ile degerlendirilmistir.
3.1. Gerecler

Calismada kullanilan gerecler ve kimyasal malzemeler asagida liste halinde

verilmigtir.
3.1.1. Materyal secimi

Yaptigimiz ¢alismaya ESOGU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda meme
kanseri tanist alan ve Tibbi Onkoloji Anabilim dalinda izlenen riskli gruba dahil 60 olgu
dahil edilmistir. Calismamiz retrospektif olup ornekler 2003-2008 yillarinda opere
olmus hastalara aittir. Olgulara ait Ornekler mastektomi materyallerinden tiimor

dokusunu i¢eren parafinize doku kesitlerinden elde edilmistir.

3.1.2. FISH Analizinde Kullanilan Geregler

Bek Ben Mari (Heto-DT Hetoterm)
Buzdolab1 (Argelik415)C Cover slip(22x22mm,24x60mm)
Cam Kalemi Deep-Freeze (Heraeus)

Enjektor Etiiv (Friocell MMM Med Center)

Floresan mikroskop (Olympus BX-61) Hot Plate
Floresan mikroskop (Nikon Eclipse 80i)  Kronometre

Image Analyser (Applied Imaging) Mikropipet (Eppendorf)
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Mikrosantrifuj (Eppendorf Centrifuge 5415 Pipet Uglar1

Rubber Sement Sensys Kamera (Sensys)
Zaman Ayarli Santrifuj(Heraeus) Termometre
Vortex (Janke and Kunkel, UF-2) Su banyosu

3.1.3. FISH Analinde Kullanilan Cam Malzemeler

Beher (500 ml, 1000 ml) Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)
Lam Lamel

Mezur Su banyosu

Yatay ve Dikey Sale

3.1.4. FISH Analizinde Kullanilan Kimyasal Maddeler
Ethonol (Merck)
Distile Su
Immersiyon yag1 (Merck)

3.1.5. FISH Analizine Kullanilan Problar

FISH analizinde HER2/TOP2A/CEN17 Triple Color Probe(gren/orange/blue)
ZytoLight kiti kullanilmistir. Kitin igerigi soyledir:

e ZytoLight FISH LSI Probe (LSI HER2/TOP2A/CEN 17)
e PTI1(Heat Pretreatment Solution Citric)

e ESI1(Pepsin solusyon)

e WBI(Wash Buffer SSC)

e WB2(25xWash Buffer A)

e MTI(DAPI/Antifade-Solution)
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3.2. MS-HRM Analizinde Kullanilan Gerecler
3.2.1. MS-HRM Analizinde Kullanilan Aletler
Pipet takim1 (Gilson)
Buzdolabi (Argelik)
PCR aleti (Thermal cycler) (PE GeneAmp PCR System 9700)
0.2 mI’lik micro amplifikasyon strip tlipli ve kapaklari
Light cycler 480 Multiwell plate 96
Deep-freeze (Argelik) Ependorf Tiipii (1,5 ml’lik)
Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche )
Mikrosantrifiij (Eppendorf)
LightCycler 480 real-time PCR(Roche)
Nanodrop 1000 (peqLab)
Vorteks (Heidolph)
0.2 mI’lik mikroamplifikasyon strip tlipti ve kapaklari
3.2.2. MS-HRM Analizinde Kullanilan Kimyasal Malzemeler
DNA Izolasyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I)
CpGenome Universal Methylated DNA
CpGenome Universal Unmethylated DNA
Bisiilfite Modifikasyon Kiti (Epitect-QIAGEN)
RASSFI1A Forward ve Rewerse Primer Cifti (Metabion)

APC Forward ve Rewerse Primer Cifti(Metabion)
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Proteinaz K (QIAGEN) Ksilol
Distile Su %100’ liik etil alkol
%70’ lik etil alkol Parafilm
PBS (phosphate buffered saline)
3.2.3. MS-HRM Analizinde Kullanilan Primerler

Calismada RASSF1A ve APC genlerine ait primerler liyofilize halde ve 0,04
umol sentez skalasinda ticari olarak satin alinmistir. Primerler PCR sartlarina uygun
100 pmol/ul hacimde olacak sekilde steril distile su eklenerek c¢oziilmistir ve

seksiyonlanarak esit hacimler halinde kullanincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3.1. RASSF1A Geni Metilasyon Analizinde Kullamlan Primerler (15, 125)
Metile Forward 5-GTGTTAACGCGTTGCGTATC-3'

Reverse 5'-AACCCCGCGAACTAAAAACGA-3'
Unmetile Forward 5-TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG-3'

Reverse 5'-CAAACCCCACAAACTAAAAACAA-3

3.2.3.2. APC Geni Metilasyon Analizinde Kullamlan Primerler (29, 53, 73, 125)

Metile Forward 5'-TATTGCGGAGTGCGGGTC-3'
Reverse 5'-TCGACGAACTCCCGACGA-3'
Unmetile Forward 5'-GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT-3'

Reverse 5'-CCAATCACAAACTCCCAACAA-3’
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3.3. Yontemler

Calismamizda ESOGU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalindan elde edilen
60 meme kanserli hastaya ait mastektomi materyalinden tiimor dokusu iceren parafinize
doku kesitleri incelenmistir. Calismaya dahil edilen olgularin se¢imi yiiksek riskli
olarak kabul edilen timor boyutu > 2 cm. olan ve/veya lenf metastazi ve/veya uzak
metastazi ve/veya yast 40 yas alt1 olan primer meme kanserli hastalardir. Parafinize
doku orneklerine FISH ve MS-HRM analizi uygulanmistir. Hastalarin klinik bilgileri,
histopatolojij tanilari, ER, PR durumlar1 ve yasam siireleri hasta takip dosyalarindan
temin edilmistir. Meme kanserli olgularin doku o6rneklerinde HER2/neu, TOP2A ve
kromozom 17 gen kopya sayis1 FISH yontemi, RASSF1A ve APC genlerinin promotor

bolgelerindeki metilasyon durumlari ise MS-HRM yontemiyle incelenmistir.
3.3.1. FISH Tekniginin Uygulamasi

FISH analizi i¢in parafinize dokudan 4p’luk kesit halinde hazirlanan preperatlar
incelenmistir. Kesitler uzman patolog tarafindan degerlendirilmis, tiimor bdlgesinden
alman ilk kesit HE ile boyanarak incelenmis, >%80 biiyiik tiimér materyali i¢eren
bolgeden takip eden kesitler genetik analizler icin incelemeye alinmustir. Ornekler
inceleme asamasina kadar -20°C derecede saklanmistir. FISH isleminde Zytovision
FISH problarina ait protokol uygulanmistir. HER2/neu probu yesil, TOP2A probu

kirmiz1 ve sentromer 17 probu mavi igaretli olarak izlenmistir.
3.3.1.1. Pretreatment Asamasi (Proteoliz)
Bu asamada {iretici firmanin 6nerdigi protokol modifiye edilerek uygulanmistir.

e Preparatlar her biri 5 dakika olmak tizere sirasiyla % 100, %100, %90, %70’lik
alkol serilerinden gecirildikten sonra 2x2 dakika distile sudan geg¢irilerek
yikanmistir.

e Preparatlar onceden 98°C‘ye 1sitilmig Heat Pretreatment Solusyon (PT1)
konulmus ve 15 dakika bekletilmistir.

e Siire sonunda preperatlar 2x2 dakika distile suda yikanmustir.

e Bundan sonra preparatlara pepsin solusyonu (ES1) damlatilmis ve nemli bir
ortam igerisinde 37 °C’lik etlivde 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.
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e Bunu takiben preparatlar oda 1sisina getirilmis Wash Buffer SSC(WBI)
solusyonunda 5 dakika yikanmistir. Arkasindan tekrar 1 dakika distile sudan
gecirilmistir.

e Siire sonunda preparatlar sirastyla %70 ,%90 ve %100’lik alkol serilerinde 1

dakika bekletilerek dehidre edilmistir. Havada kurumaya birakilmistir.
3.3.1.2. Prob Uygulanmasi (Hibridizasyon)

e —20°C ‘de saklanan ZytoLight FISH probu tiimor kesitinin oldugu bolgeye 5 pul

uygulanmistir.

e Hava kabarcigi olugsmasindan kaginilarak Orneklerin iizeri (22mmx22mm)
lamel ile kapatilmistir. Hava almasim1i Onlemek amaciyla lamel ¢evresi
yapistiricit Rubber sement ile yalitilmistir.

e Preparatlar 75 °C’lik hotplate {izerinde 10 dakika bekletilerek prob ve hiicre
DNA denaturasyonlar1 birlikte gerceklestirilmistir.

e Preperatlar 37 "C’lik etiivde nemli ortamda bir gece boyunca inkiibasyona

birakilmustir.
3.3.1.3. Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar

e Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etuvden c¢ikartilarak lamellerin
cevresindeki yalitim maddesi kiicilik bir penset ile dikkatlice temizlenmistir.

e Preparatlar, 37°C’lik 1xWash Buffer A icinde 1-3 dakika hafifce calkalanarak
lameller preparatlardan uzaklastirilmistir.

e Preparatlar 37° ye getirilmis 1xWash Buffer A i¢inde 2x5 dakika yikanmustir.

e Daha sonra sirastyla %70, %90, %100 alkol serilerinden 1 dakika gecirilmistir.

e Isiktan uzak bir ortamda kurumaya birakilmstir.

e Her oOrnek iizerine mikro pipetle 15p DAPI/Antifade solusyonu (MT1)
konularak iizerleri (24mmx60mm) lamel ile kapatilmigtir.

e Iinceleme asamasina kadar —20 °C’de ve karanlikta bekletilmislerdir.

38



3.3.1.4. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Bu asamada prob ve nukleus DNA’smin hibridize oldugu bélgelerin goriiniir
hale getirilmesi amaglanmaktadir. Preparatlar Nikon Eclipse 80i floresan
mikroskobunda incelenmistir. X10 biiylitme ile incelenecek alan bulunduktan sonra
X100 objektif kullanilmistir. Mikroskobun ince ayari1 kullanilarak netlik saglanmustir.
Olympus BX-61 floresan mikroskobuna bagli yazilim programi araciligiyla (Applied
Imaging) ile sinyaller degerlendirilmis ve FISH sinyalleri igeren nukleuslar bilgisayar

ortaminda kaydedilmistir.
3.3.1.5. Degerlendirme

Meme kanseri tanisi alan olgulara ait parafinize doku 6rneklerinden hazirlanan
preparatlar FISH analizi sonrasi incelemeye alinmistir. Nukleus sinirlart belirli olan ve
giiclii sinyal veren hiicreler degerlendirilmistir. Her olguda en az 100 nukleus
sayillmistir. Sinyaller degerlendirilirken birbirine ¢ok yakin ve iist iiste gelmis
hiicrelerdeki sinyaller degerlendirmeye alinmamistir. HER2/neu geni yesil, TOP2A geni

kirmizi ve CEP17 mavi sinyal ile izlenmistir
Degerlendirme yapilirken interfaz nukleusundaki;
HER2/neu:CEP17
TOP2A:CEP17

CEP17: toplam hiicre sayis1 oranlar1 incelenmistir.

HER2/neu ve TOP2A geni degerlendirmesi i¢in Beser ve arkadaslarinin 2007

yilinda yaptiklar1 ¢calisma referans alinmis ve sinyal sayilari;
HER2/neu: CEP17 >2 Amplifikasyon
TOP2A: CEP17 >1,5 Amplifikasyon

TOP2A sinyal: CEP17 sinyal < 0,8 delesyon olarak kabul edilmistir (10).
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Kromozom 17 kopya sayist i¢in 2003 yilinda Watters tarafindan yayinlanan
calisma referans alinmis ve CEP17 sinyali: hiicre sayis1 =1.61 = 0.08 (normal doku
kontrollii) deger dizomi olarak degerlendirilmistir. Yine belirtilen kistaslara gore

monozomi ve polizomi saptanmustir (137).

Calismamiz FISH analiz boliimiinde kullanilan degerlendirme kriterleri Tablo

3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. HER2/neu, TOP2A geni ve CEP17 Degerlendirme Kriterleri (10, 137)

HER2/neu sinyal: CEP17 sinyal >2 AMPLIFIKASYON
TOP2A sinyal: CEP17 sinyal >1,5 AMPLIFIKASYON
TOP2A sinyal: CEP17 sinyal <0,8 DELESYON
CEP17 sinyal: hiicre sayis1 = 1,35-1,85 DizoMi

CEP17 sinyal: hiicre sayis1 < 1,35 MONOZOMI
CEP17 sinyal :hiicre sayis1 > 1,86 POLIZOMIi

3.4. MS-HRM Analizinin Uygulanmasi
3.4.1.Parafinli Doku Orneklerinden DNA Elde Edilmesi

ESOGU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan tiimér dokusu igeren
bolgeden alinan her olgu i¢in 10p’luk toplam 10 parafinize kesit 1,5 mI’lik tiipler i¢inde
ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina ulastirnllmistir. Bu kesitlerin
aliminda da yine uzman patolog tarafindan ilk kesit HE ile degerlendirilmis ve »%80
timor oldugu belirlenmesi ile takip edilen kesitler genetik analizler i¢in ependorf
tiiplere alinmigtir. Son kesit sonrast HE ile boyama ile alinan 6rneklerin tiimor hiicreleri

acisindan zengin oldugu kesinlestirilmistir.
3.4.2. Deparafinizasyon islemi

e lcinde parafin bloga sarili dokular bulunan ependorflara 1200 ul ksilol

eklenmistir.
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15 sn vorteks yapilmistir ve oOrnekler 14000 rpm’da 5 dk santrifiij
edilmistir.

Siipernatant atilarak ayni islem 2 defa tekrarlanmistir.

Pelet iizerine 1200 ul %100’liik alkol eklenmistir.

15 sn vorteks yapilmigtir ve Ornekler 14000rpm’da 5 dk santrifiij
edilmistir.

Stipernatant atilarak pelete 1200 pl %70’lik alkol eklenmistir.

15 sn vorteks yapilmigtir ve Ornekler 14000rpm’da 5 dk santrifiij
edilmistir.

Alkol iyice uzaklagtirilip 6rnekler 1 saat etiivde birakilmustir.

Kuruyan 6rneklere 200 pl Tissue Lysis Buffer (ATL) ve 20 ul Proteinaz K
eklenip vorteks yapilmistir.

Ornekler 70°C  ¢alkalamali su banyosunda 1 gece inkiibasyona
birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda &rneklere 200 ul Lysis Buffer (AL) eklenmistir ve
tekrar 70 °C’de 10 dk su banyosuna birakilmistir.

Bu islemlerden sonra elde edilen iiriin 840 pl olmustur 1000 pl

tamamlanmasi i¢in bir tampon ¢ozelti olan 160 pl PBS eklenmistir.

3.4.3. DNA izolasyonu

Deparafinizasyon isleminden sonra doku 6rneklerinden DNA eldesi igin robotik

DNA izolasyon sistemi kullanilmigtir. Doku 6rnekleri dogrudan robotik DNA izolasyon

sistemine (MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kitl) yiiklenmistir. Ornek

hacmi 1000 pl, eliisyon hacmi 100ul ve ‘DNA doku’ protokolii secilmistir. Orneklerin

DNA izolasyonu iiretici firmanin belirttigi protokole gore gerceklestirilmistir. Elde

edilen DNA o&rnekleri Nanodrop 1000 (peqlab)’da oSlgtimleri yapilarak —20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.4.4. Bisiilfit Modifikasyon Isleminin Gergeklestirilmesi

Bu metotta hedef DNA’nin sodyum bisiilfit ile inkiibasyonu ile unmetile olan

sitozinler urasile déniisiitken metile sitozinler degismeden kalir. Izole edilmis doku
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orneklerinin modifikasyon islemi Tretici firma protokolii ile yapilmistir.(Epitect-

QIAGEN)

e Orneklerimizden elde ettigimiz DNA’dan 10 pl (20-250 ng DNA)
alinmistir. Alinan 6rnekler 200 pl’lik PCR strip tiiplerine aktarilmistir

e Daha sonra DNA iiriinii konmus her strip tiipiine sirastyla:

10 ul RNAase free water

35 ul DNA product buffer

85 ul bistilfite mix konularak PCR baglatilmigtir.

e PCR sartlart:

95°C 5dk denatiirasyon
60°C 25dk  inkiibasyon
95°C 5dk denatiirasyon
60°C 85dk inkiibasyon
95°C 5dk denatiirasyon
60°C 175 dk inkiibasyon

e PCR iiriiniiniin hepsi 1,5 mI’lik ependorfa alinmistir

e Ependorfa 310 pl loading buffer (BL) eklenerek vorteks yapilmistir ve
12000 rpm’da 1dk santrifiij edilmistir

e Ugzerine 250 pl %100’liik ethanol eklenerek vorteks yapilmistir ve 12000
rpm’da 1 dk santrifiij edilmistir

e Ependorftaki iriiniin hepsi spin tiipline alinarak 14000 rpm’da 1 dk
santrifiij edilmistir

e Santriflijden sonra spin filtresinden alt tarafa siiziilen s1v1 dokiilerek 500 pl

desulfonation buffer (BD) eklenmistir
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Spin tiipiiniin kapaklar1 agik olacak sekilde 15 dk oda sicakliginda
bekletilmigtir

14000 rpm’da 1 dk santriflij edilerek spin filtresinden alt tarafa siiziilen
s1v1 dokiilmiistiir

Spin tiipiine 500 ul Wash Buffer (BW) eklenmistir

14000 rpm’da 1 dk santriflij edilerek spin filtresinden alt tarafa siiziilen
stvi dokiilmiistiir

Ayni iglem bir defa daha gergeklestirilerek spin tiipleri 2 ul’lik collection
tiiplere aktarilmistir

14000 rpm’da 1 dk santrifiij edildikten sonra spin tiipleri ependorfa
koyulmustur

Spin tiipiindeki filtreye 35 ul Elution Buffer (EB) filtrenin tam merkezine
gelecek sekilde konularak 12000rpm’da 1 dk santrifiij edilmistir ve aym
islem bir kere daha tekrarlanmustir.

Modifikasyon iiriinleri Nanodrop 1000(peqLab)’da Ol¢iim yapilarak -
20°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.5. MS-HRM Uygulanmasi

Modifikasyona tabi tutulan DNA’larin metilasyon analizi Light Cycler 480 real-

time PCR cihazi ile yapilmistir. Yiiksek rezolusyonlu erime reaksiyonlari i¢in pozitif ve

negatif kontroller ile PCR {iriinlerinin erime sicaklik egrileri karsilagtirilmistir.

Bisiilfit igslemi sonrasi elde edilen tiriinlerden 10ul alinarak 96 ‘lik cihaz platine

konulmustur. Her plate sirasiyla;

10 pl Mastermix

3 ul Forward primer

3 ul Reverse primer

2,5 ul MgCI2

1

ul  H20  konularak pipetaj yapilmistir.
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Orneklerin  metilasyon yiizdelerini hesaplamak ic¢in kontrol gruplar
kullanilmistir. Kontrol gruplar1 hazirlanirken CpGenome Universal Methylated DNA ve
CpGenome Universal Unmethylated DNA kitlerinden yayarlanilmistir. Bu kitler erkek
cinsiyetine ait periferik kan hiicrelerinden laboratuar ortaminda ticari olarak hazirlanan
trtinlerdir. Bu kitler bisiilfit isleminden gecirilerek %100 metile, %75 metile, %50

metile, %25 metile ve %100 unmetile kontrol gruplar1 hazirlanmistir.

Toplam 60 6rnek ve 5 kontrol grubu (%100 metile, %75 metile, %50 metile,
%25 metile ve %100 unmetile) plate konulduktan sonra LightCycler 480 real-time PCR

cihazina yiiklenmistir.

Tablo 3.2. Metilasyon yiizdelerini saptamak icin Kkullamlan Kkontrollerin

hesaplanmasi

%100 metile kontrol 10 pul %100 metile kontrol DNA

%75 metile kontrol 10ul %75 metile kontrol DNA
(7,5 nl%100 metile kontrol DNA + 2,51 %100 unmetile
kontrol DNA)

% 50 metile kontrol 10ul %50 unmetile kontrol DNA
(Sul %100 metile kontrol DNA + 5ul %100 unmetile
kontrol DNA)

%25 metile kontrol 10ul %25 metile kontrol DNA
(2,5 pnl %100 metile kontrol DNA + 7,5ul %100 unmetile
kontrol DNA)

%100 unmetile kontrol 10ul %100 unmetile kontrol DNA

3.4.6. Degerlendirme

Caligma tamamlandiktan sonra Oncelikle amplifikasyona girmeyen Ornekler
belirlenmigtir.  Diisiik floresan sinyali veren bu Orneklerde erime egrileri
degerlendirilememistir. Negatif olarak gruplandirilan bu 6rnekler calismaya dahil
edilmemistir. LightCycler 480 real-time PCR cihazinda “Tm calling’” program ile

kontrol grubunun erime sicakliklar1 karsilastirlmistir. Bu c¢alismada metilasyon
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degisimi olmayan kontrol grubu referans egri olarak kullanilmistir. Erime egrileri
benzer Ornekler otomatik olarak ayni gruplara kiimelenmistir. Metilasyonu olan
ornekler metile kontrol gruplarmin yaninda, unmetile ornekler ise unmetile kontrol
grubunun yanimnda pik vermistir. Ornekler aym plate eklenen kontrol gruplart %100
metile, %75 metile, %50 metile,%25 metile ve %100 unmetile olarak belirlenmistir.
Kontrol gruplart ile hasta orneklerindeki pikler karsilagtirilarak RASSF1A ve APC

genlerine ait metilasyon degisimleri tespit edilmistir.
3.5. Istatiksiksel Analizler

Calisma sonucunda elde edilen veriler Monte Carlo %° ve Kolmoporov —

Smirnov iki 6rnekleme testi ile degerlendirilmistir. Olasilik degerleri:
*p< 0.05 6nemli fark var

**p<0.01 ¢ok onemli farklilik var

*#%p<0.001 ileri diizeyde fark var seklinde degerlendirilmistir.

Olgularin sagkalim siireleri ise Kaplan-Meier metodu (Logrank Testi)

kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiz Aralik 2010- Mayis 2011 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler Sitogenetik ve
Molekiiler Laboratuarinda gerceklestirilmistir. Bu calismada riskli gruba dahil olan
primer meme kanserli 60 olgu retrospektif olarak incelenmistir. Kullanilan 6rnekler
ESOGU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’ndan alinan meme kanserli hastalarin
mastektomi materyaline ait parafin blok kesitlerinden elde edilmistir. Bu kesitlerde
HER2/neu, TOP2A ve CEP 17 gen kopya sayis1 degisiklikleri molekiiler sitogenetik bir

yontem olan Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ile incelenmistir.

Aynt hastalarda ait diger doku kesitlerinde ise RASSF1A ve APC genlerine ait
metilasyon durumu MS-HRM analizi ile degerlendirilmistir. Calismamizda olgularin
cinsiyet, yas, histopatolojik tani, grade, ER, PR durumu ile ilgili bilgiler hasta takip

dosyalarindan temin edilmistir.
4.1. Calismadaki Olgularin Demografik Ozellikleri

Calisma grubumuza dahil edilen olgularin hepsi kadindir. Yas araligr 36-81
olarak degismektedir Ortalama yas 59,23 (z standart hata 1.40)

4.2. Calismadaki Olgularin Ozellikleri
4.2.1. Tiimér Orneklerinin Grade’lere Gore Dagihm
Tablo 4.1°de ¢alismadaki tiimor 6rneklerinin grade dagilimi goriilmektedir.

Tablo 4.1. Tiimér Orneklerinin Grade’e Gore Dagilimi

Grade Say1 (%)
Bilinmeyen 18 (30)
Grade [ 6 (10)
Grade 11 23 (38.3)
Grade 111 13 (21.7)
Toplam 60 (100.0)
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4.2.2. Tiimér Orneklerinin Histopatolojik Dagilimi

Tablo 4.2°de calismadaki tiimor oOrneklerinin histopatolojik tiplerine gore

dagilimi goriilmektedir.

Tablo 4.2. Tiimér Orneklerinin Histopatolojik Tiplere Gore Dagilimi

Histopatolojik Tip Say1 (%)
Invaziv Duktal Karsinom 49 (81.7)
Invaziv Lobuler Karsinom 5 (8.3)
Diger 6 (10)
Toplam 60 (100.0)

4.2.3. Tiimor Orneklerinin ER-PR Dagihm

Tablo 4.3de tiimdr 6rneklerinin ER dagilimi goriilmektedir.

Tablo 4.3. Tiimér Orneklerinin ER-PR Dagihm

ER Say1 (%)
ER(-) 25 (41.7)
ER(+) 35 (58.3)

Toplam 60 (100.0)
PR Say1 (%)
PR(-) 29 (48.3)
PR(+) 31 (51.7)
Toplam 60 (100.0)

4.2.4. Tiimér Orneklerinin Histopatolojik Tip - Grade Dagilim

Tablo 4.4’te timorlerin histopatolojik tip- grade dagilimi goriilmektedir.
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Tablo 4.4. Tiimér Orneklerinin Histopatolojik Tip- Grade Dagilim

Histopat.Tip Bilinmeyen(%) | 1 (%) | II (%) I (%) | Toplam | 52 P
in. Duktal K. 11(22.4) 5(10.4) | 20(40.8) | 13(26.4) | 49
In. Lob.K 3(60.0 0( 2(40.0 0(0 5

( ) © ( ) © 9.624 | 0.130
Diger 4(66.6) 1(16.7) | 1(167) | 0(0) 6
Toplam 18 6 23 13 60

Burada istatistiksel olarak anlamli bir deger bulunmamakla birlikte invaziv duktal

karsinomlu tiimorlerde ¢ogunlugun grade II 6rneklerden olustugu goriilmiistiir.

4.2.5. Tiimor Orneklerinin Histopatolojik Tip ve ER —PR Dagilinm

Tablo 4.5°de tiimorlerin histopatolojik tipleri ile ER-PR dagilimi1 verilmistir.

Tablo 4.5. Tiimér Orneklerinde Histopatolojik Tip ve ER-PR Dagilimi

Histopat. Tip ER(-) (%) | ER(+H) (%) | Toplam x> p
in. Duktal K. 22 (44.9) 27 (55.1) 49

in. Lobuler K. 1 (20.0) 4 (80.0) 5 1.348 0.547
Diger 2 (33.3) 4 (66.7) 6

Toplam 25 (100.0) 35 (100.0) 60

Histopat. Tip PR(-) (%) | PR(+) (%) | Toplam x p
in. Duktal K. 26 (53.1) 23 (46.9) 49

in. Lobuler K. 1(20.0) 4 (80.0) 5 2.587 0.340
Diger 2(33.3) 4 (66.7) 6

Toplam 29 (100.0) 31 (100.0) 60

Calismada incelenen tiimdrlerin histopatolojik tiplerinde Ostrojen reseptorii
pozitifliginin daha yiiksek oranda oldugu goriilmektedir. En yiiksek oran invaziv lobuler

karsinomda goriilmiistiir. Fakat istatistiksel olarak dnemli bir iligkiyi gostermemektedir.
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Calismada incelenen tiimorlerin progestron reseptor degerlendirilmesinde
Invaziv duktal karsinomlu drneklerde progestron reseptdrii negatifliginin daha yiiksek
oranda oldugu, fakat invaziv lobuler karsinom ve diger tiplerde progestron reseptdr
pozitifliginin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonug istatistiksel olarak dnemli bir

iliskiyi gostermemektedir.
4.2.6. Tiimér Orneklerinin Grade ve ER- PR Dagilim

Tablo 4.6’da meme kanserli hastalarda grade ile ER-PR dagilim1 verilmistir.

Tablo 4.6. Tiimor Orneklerinde Grade ve ER-PR Dagilim

Grade ER(-) (%) ER(#) (%) Toplam x> p
Bilinmeyen 7 (389) 11 (61.1) 18
I 1 (16.7 5 (83.3 6
( ) ( ) 3.77 0.288
1 9 (39.1) 14 (60.9) 23
11 8 (61.5) 5 (38.5) 13
Toplam 25(100.0) | 35(100.0) 60
Grade PR(-) PR(+) Toplam x> p
Bilinmeyen 10(55.6) 8(44.4) 18
1 0(0) 6(100) 6
6.89 0.083
1] 11(47.8) 12(52.2) 23
(111 8(61.5) 5(38.5) 13
Toplam 29(100.0) | 31(100.0) 60

Calisma dahilindeki tiimdrlerde grade’i bilinmeyen, grade 1 ve grade II
orneklerde Ostrojen reseptorii pozitif olarak gozlenmistir. Grade III Orneklerde ise
Ostrojen reseptorli negatif olanlar cogunlugu olusturmustur. Veriler istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.
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Calismadaki tiimorlerin progestron reseptor Ozelligi incelendiginde grade I
hastalariin tamaminda progestron reseptorii pozitif olarak bulunmugtur. Grade II
vakalarinda ise progestron reseptdrii pozitifligi cogunlugu olusturmustur. Bilinmeyen ve
grade III tiimorlerde ise progestron reseptorii negatifligi daha fazla saptanmistir. Veriler

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

4.3. Meme Kanserli Hastalarda HER2/neu,TOP2A Geni ve CEP17

Ozelliklerinin Dagihim
4.3.1. Tiimér Orneklerinin CEP 17 Dagilimi
4.3.1.1. Tiimér Orneklerinin CEP 17 ve Histopatolojik Tip Dagilimi

Tablo 4.7°de calisma dahilindeki tiimorlerde CEP17 ve histopatolojik tip dagilimi

verilmistir.

Tablo 4.7.Tiimér Orneklerinde CEP 17- Histopatolojik Tip Dagilim

Histopat. Monozomi(%) | Dizomi(%) | Polizomi(%) | Toplam x> p
in.Duk.K. 8(16.3) 29 (59.2) 12(24.5) 49

In.Lob.K. 1 (20.0) 3(60.0) 1 (20.0) 5 1.715 | 0.837
Diger 0(0) 5(83.3) 1(16.7) 6

Toplam 9 (100.0) 37 (100.0) 14(100.0) 60

Calismada incelenen meme kanserli tiimorlerin histopatolojik tiplerinde
kromozom17 sentromer oOzelliklerinin dagilimi incelendiginde tiim histopatolojik
tiplerde dizomi g¢ogunlugu goriilmiistiir. Toplam 14 hastada polizomi saptanmaistir.
Polizomi 12/14 (%85.7) vakada olmak {izere en c¢ok invaziv duktal karsinomlu

hastalarda goriilmiistir.
4.3.1.2 Tiimér Orneklerinin CEP 17 ve Grade Dagihm

Tablo 4.8’de tiimorlerde CEP17 ve grade dagilimi verilmistir.
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Tablo 4.8. Tiimér Orneklerinde CEP 17- Grade Dagilimi

Grade Monozomi(%) | Dizomi(%) | Polizomi(%) Toplam Xz p
Bilinmeyen 4 (44.4) 11(29.7) 3(21.4) 18
1 2(22.3) 3(8.2) 1(7.1) 6
11 3(33.3) 14 (37.8) 6 (42.8) 23 5075 | 0.556
1 0 (0) 9 (24.3) 4(28.5) 13
Toplam 9(100.0) | 37(100.0) | 14 (100.0) 60

Kromozom 17 sinyali temel alindiginda incelenen tiimdr 6rneklerinde tabloda

goriildiigii gibi 37/60 (%61.6) oraninda dizomi saptanmistir. Polizomi saptanan tiimor

ornekleri 14/60 (%23.3)’ini teskil etmistir. Bunlarin %28.5’1 Grade III’te goriiliirken

%42.8’1 Grade III olgularda saptanmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir sonus saptanmamustir.

4.3.1.3. Tiimér Orneklerinin CEP 17 ve ER-PR Durumu Dagilimi

Tablo 4.9°da meme kanserli hastalarda CEP17 ve ER-PR dagilimi1 verilmistir.

Tablo 4.9. Tiimér Orneklerinde CEP 17 ve ER-PR Dagilim

ER Monozomil7(%) Dizomil7(%) Polizomil7(%) Top. x> p
ER(-) 4 (44.4) 15 (40.5) 6(42.9) 25
ER(+) 5(55.6) 22 (59.5) 8(57.1) 35 | 0.056 | 1.000
Toplam 9 (100.0) 37 (100.0) 14 (100.0) 60
PR Monozomil7(%) Dizomil7(%) Polizomil7(%) | Top. x> P
PR(-) 4(44.4) 15 (40.5) 10 (71.4) 29
PR(+) 5(55.6) 22 (59.5) 4 (28.6) 31 | 3.945 ]| 0.156
Toplam 9 (100.0) 37 (100.0) 14 (100.0) 60
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Incelemeye alinan meme kanserli tiimér orneklerinde sentromer 17 dzelligine
gbre monozomi, dizomi ve polizomi saptanan Orneklerin tiimiinde Gstrogen reseptorii

pozitifligi 6n planda izlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir.

Orneklerin progestron reseptér durumuna gore incelenmesinde monozomi ve
dizomi bulunan tiimorlerde progestron reseptorii pozitifligi daha fazla gdzlenirken
polizomi bulunan hastalarin ¢ogunlugunda progestron reseptorii negatif olarak

bulunmustur.

4.3.2. Tiimér Orneklerinin HER2/neu Gen Dagilimi
4.3.2.1. Tiimér Orneklerinin HER2/neu Geni ve Histopatolojik Tip Dagilim

Tablo 4.10’da tiimdr 6rneklerinde HER2/neu genine iliskin normal ve artmis

kopya sayis1 degisikliklerinin histopatolojik tipler arasindaki dagilimi verilmistir.

Tablo 4.10.Tiimér Orneklerinin HER2/neu Geni Kopya Sayilarimin Histopatolojik
Tiplere Gore Dagilimi

HER2/neu Geni Kopya Sayisi

Normal Amplifikasyon
Histopat. Tip T xz p
N (%) N (%)
In. Duktal K. 34 (75.6) 15 | (100.0) | 49
In. Lobuler K. 5 (11.1) 0 (0.0) 5 4.490 0.095
Diger 6 (13.3) 0 (0.0) 6
Toplam 45 | (100.0) | 15 | (100.0) | 60

Tablo 4.10°da goriildiigii gibi incelenen meme kanseri timdr Orneklerinden

ozellikle invaziv duktal karsinom tipi tiimorlerde HER2/neu geni kopya sayisi artisi
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toplam 49 6rnegin % 30.61° inde (N=15) goézlenmistir. Sayilar1 az olmakla birlikte

lobiiler tip karsinomlarda ilgili gen amplifikasyonuna rastlanmamistir.

4.3.2.2. Tiimér Orneklerinin HER2/neu Geni ve Grade Dagilim

Tablo 4.11°de ¢alismaya dahil edilen tiimor Orneklerinin gradelerine gore

gruplandirmalarinda HER2/neu gen kopya sayilarinin durumu 6zetlenmistir

Tablo 4.11. Tiimér Orneklerinin HER2/neu Geni - Grade Dagihim

HER2/neu Geni Kopya Sayisi

Grade Normal Amplifikasyon | Toplam v p

N % N %

Bilinmeyen | 16 (356) | 2 | (133) 18

I 6 (133) | 0 (0.0) 6

11 19 | 422) | 4 | 267) | 23 |18.126 | 0.001%*
I 4 (89) | 9 | (60.0) | 13
Toplam 45 (100.0) 15 (100.0) 60

Tablo 4.11°de gorildiigi gibi HER2/neu geni amplifikasyonu 6zellikle Grade 111
ileri evre tlimorlerde yliksek oranda gbzlenmistir. Buna karsilik Grade II’e sahip olan 23
tiimoriin sadece 4 tanesinde ilgili gen amplifikasyonu saptanmistir. Tabloda da agikca
goriildiigi gibi grade arttikga gen amplifikasyon orani da istatistiksel olarak ¢ok anlamli

(p<0.001) bir sekilde artmaktadir.
4.3.2.3. Tiimér Orneklerinin HER2/neu Geni ve ER- PR Dagilhim

Tablo 4.12°de tiimdrlerdeki HER2/neu geni ve ER dagilimi verilmistir.
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Tablo 4.12. Tiimér Orneklerinde HER2/neu Geni ve ER-PR Dagilimi

HER2/neu Geni Kopya Sayisi

Normal Amplifikasyon
ER T xz p
N (%) N (%)
ER(-) 16 (35.6) 9 (60) 25
2.766 | 0.096
ER(+) 29 (64.4) 6 (40) 35
Toplam 45 (100.0) 15 (100.0) 60
HER2/neu Geni Kopya Sayisi
Normal Amplifikasyon
PR T xz p
N (%) N (%)
PR(-) 18 (40) 11 (73.3) 29
5.006 | 0.025*
PR(+) 27 (60) 4 (26.7) 31
Toplam 45 (100.0) 15 (100.0) 60

Tablo 4.12°de gosterilen HER2/neu gen kopya sayisi ile Ostrogen reseptorii
incelemesinde HER2/neu geni kopya sayisi bakimindan normal bulunan 45 6rnegin
%64.4’tinde Ostrogen reseptorii pozitif olarak degerlendirilmistir HER2/neu gen
amplifikasyonu olan 15 6rnegin ¢ogunlugunda (%60) ise Ostrogen reseptorii negatif

olarak bulunmustur.

HER2/neu gen kopya sayis1 6zelliginin PR reseptér durumu ile baglantisinda
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmustur. Calismada incelenen tiimorlerde

HER2/neu geni normal bulunan o6rneklerde progestron reseptorii pozitifligi daha 6n
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planda izlenmistir. HER2/neu gen amplifikasyonu olan oOrneklerde ise progestron

reseptorii negatifligi (%73.3) 6n planda izlenmistir.
4.3.2.4. Tiimér Orneklerinin HER2/neu Geni ve CEP 17 Dagihm

Tablo 4.13°de tiimorlerdeki HER2/neu geni ve Kromozom 17 sentromer sinyal

degisikliklerinin iligkisi verilmistir.

Tablo 4.13. Tiimor Orneklerinde HER2/neu Geni ve Kromozom 17 Sentromer

Sinyal Degisiklikleri Dagilimi

HER2/neu Gen Kopya Sayisi

Normal Amplifikasyon T x> p
Kr.17 N (%) N (%)
Monozomi 8 (17.8) 1 (6.7) 9

1.102 0.697

Dizomi 27 | (60.0) | 10 | (666) | 37
Polizomi 10 | 222) 4 267) | 14
Toplam 45 | (100.0) | 15 | (100.0) | 60

Tablo 4.13’de goriildiigii gibi HER2/neu geni kopya sayisi ile kromozom 17
sentromer kopya sayis1 degisiklikleri karsilastirildiginda kromozom 17 sentromer kopya
sayist degisikliklerinin HER2/neu geni normal ve amplifiye Orneklerde istatistiksel

olarak bir iliskisi olmadig1 saptanmustir.

4.3.3. Meme Kanserli Hastalarda TOP2A Gen Dagilimi
4.3.3.1. Tiimér Orneklerinin TOP2A Geni ve Histopatolojik Tip Dagilimi

Tablo 4.14’te timor Orneklerinde TOP2A geni ve histopatolojik tip dagilimi

verilmistir.
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Tablo 4.14. Tiimér Orneklerinde TOP2A Geni- Histopatolojik Tip Dagilimi

2

Histopat.Tip TOP2AN(%) | TOP2AAmp(%) | TOP2ADel(%) | Toplam | y P
In.Duk.Kar. 32(76.2) 13(92.9) 4 (100) 49

In.Lob.Kar. 5(11.9) 0(0) 0 (0) 5 3.343 0.534
Diger 5(11.9) 1(7.1) 0 (0) 6

Toplam 42 (100.0) 14 (100.0) 4 (100.0) 60

Meme kanserli timorlerinin TOP2A gen kopya sayisi analizinde normal kopya

sayist ve amplifikasyon saptanan tiimor Orneklerinin c¢ogunlugunu invaziv duktal
karsinom olgularinin olusturdugu saptanmistir. TOP2A gen delesyonu saptanan

tiimorlerin tamamini invaziv duktal karsinom olusturmustur.

4.3.3.2. Tiimér Orneklerinin TOP2A Geni ve Grade Dagilimi

Tablo 4.15’de tlimor 6rneklerinde TOP2A geni ve grade dagilimi verilmistir

Tablo 4.15. Tiimér Orneklerinde TOP2A Geni - Grade Dagilimi

Grade TOP2AN TOP2AAmp. | TOP2ADel. | Toplam x> P
Bilinmeyen 11 (26.2) 5(35.7) 2 (50) 18
I 6 (14.3) 0(0) 0(0) 6
9.677 | 0.139
11 19 (45.2) 4 (28.6) 0(0) 23
111 6 (14.3) 5@35.7) 2 (50) 13
Toplam 42 (100.0) 14 (100.0) 4 (100.0) 60

Inceleye aldigimiz tiimor 6rneklerinde TOP2A gen kopya sayis1 normal bulunan

tiimorlerin ¢ogunlugunun grade I1 6rneklerden olustugu gorilmiistiir.

4.3.3.3. Tiimér Orneklerinin TOP2A Geni ve ER-PR Dagilimi

Tablo 4.16’da tiimor 6rneklerinde TOP2A geni ve ER dagilimi verilmistir.
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Tablo 4.16. Tiimér Orneklerinde TOP2A Geni ve ER-PR Dagilimi

TOP2AN(%) | TOP2AAmMp(%) | TOP2ADel.(%) | Toplam X p
ER () 17 (40.5) 5(35.7) 3(75) 25
2.057 | 0.494
ER (+) 25 (59.5) 9 (64.3) 1(25) 35
Toplam | 42 (100.09 | 14 (100.0) 4 (100.0) 60
TOP2AN(%) | TOP2AAmp.(%) | TOP2ADel.(%) | Toplam Xz p
PR (- 18 (42.9 7 (50 4 (100 29
O ( ) ©0) ) 4.796 | 0.091
PR (+) 24 (57.1) 7 (50) 0 (0) 31
Toplam | 42(100.0) | 14 (100.0) 4 (100.0) 60

Tablo 4.16°da gosterildigi gibi ¢alismada incelenen tiimdrlerde TOP2A geni
normal ve amplifikasyonlu bulunan 6rneklerde dstrogen reseptorii pozitifligi daha fazla
gozlenmistir. TOP2A gen delesyonu olan drneklerde ise dstrogen reseptorii negatifligi

fazlalig1 saptanmaistir.

TOP2A geni kopya sayisi ile progestron reseptorii karsilastirildiginda TOP2A
geni normal ve amplifiye bulunan orneklerde progestron reseptorii agisindan bir
farklilik goriilmemistir. TOP2A geninde delesyonu olan 6rneklerin tiimiiniin progestron
reseptorii yoniinden negatif oldugu gozlenmistir. Veriler istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

4.3.3.4. Tiimér Orneklerinin HER2/neu ve TOP2A Gen Dagihim

Tablo 4.17°de tiimor 6rneklerinde HER2/neu ve TOP2A gen dagilimi verilmistir.

57



Tablo 4.17. Tiimér Orneklerinde HER2/neu ve TOP2A Gen Dagihmi

HER2/neu Geni Kopya Sayisi
Normal Amplifikasyon
TOP2A Geni T x’ p
N (%) N (%)
TOP2A N 37 (82.3) 5 (33.3) 42
TOP2A Amp. 6 (13.3) 8 (534 14 12.889 0.004*
TOP2A Del. 2 (4.4) 2 (13.3) 4
Toplam 45 (100.0) 15 (100.0) 60

HER2/neu ve TOP2A genleri arasindaki baglant1 degerleri istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Toplam 37/60( %61.6) hasta HER2/neu ve TOP2A geni
yoniinden normal bulunmustur. HER2/neu geni normal olan hastalarda 8/45 (%17.7)
TOP2A gen diizensizligi saptanmistir. HER2/neu gen amplifikasyonu olan 15 hastanin
8/15 ‘inde (%53.4) TOP2A gen amplifikasyonu, 2/15’inde (%13.3) TOP2A gen

delesyonu olmak iizere %66.7 oraninda TOP2A gen aberasyonu saptanmistir.
4.3.3.5. Tiimér Orneklerinin TOP2A Geni ve CEP 17 Dagilim
Tablo 4.18’de TOP2A geni ve CEP 17 dagilimi verilmistir.

Tablo 4.18. Tiimér Orneklerinde TOP2AGeni- CEP 17 Dagilimi

TOP2AN(%) | TOP2AAmp.(%) | TOP2ADel.(%) | Top. v P
Monozomi 17 | 7 (16.7) 1(7.1) 1(25) 9
Dizomi 17 27 (64.3) 8 (57.1) 2 (50) 37 | 2357 | 0.714
Polizomi 17 8 (19) 5(35.7) 1 (25) 14
Toplam 42 (100.0) | 14 (100.0) | 4 (100.0) 60
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Tablo 4.18’de goriildiigii gibi TOP2A gen kopya sayisi ile sentromer sinyal
sayis1 degerlendirilmesinde TOP2A geni normal, amplifikasyonlu ve delesyonlu olan
tiimorlerin ¢gogunlugunda dizomi saptanmistir. TOP2A gen amplifikasyonu olan 5/14

(%35.7) hastada polizomi saptanmustir.
4.3.3.6. Tiimér Orneklerinde HER2/neu, TOP2A Genleri ve CEP 17 Dagihim
Tablo 4.19°da HER2/neu, TOP2A geni ve CEP17 dagilim1 verilmistir.

Tablo 4.19. Tiimér Orneklerinde HER2/neu,TOP2A Genleri ve CEP 17 Dagilimi

HER2/neu | TOP2A | Monozomi(%) Dizomi(%) Polizomi(%) x> P
Amp. Amp. 0(0) 5(50.0) 3(75.0)
Del. 1 (100.0) 1(10.0) 0(0) 7.706 | 0.155
Normal 0(0) 4 (40.0) 1(25.0)
Toplam 1(100.0) 10 (100.0) 4 (100.0)
Normal Amp. 1(12.5) 3(1L.D) 2 (20.0)
Del. 0(0) 1(3.7) 1(10) 1.758 | 0.895
Normal 7 (87.5) 23(85.2) 7 (70.0)
Toplam 8 (100.0) 27 (100.0) 10 (100.0)

Calismamizda yer alan 60 timor dokusunun HER2/neu, TOP2A genleri ve
kromozom 17 sentromerine ait kopya sayis1 degisiklikleri FISH analizi ile incelenmistir.
Polizomi 17 saptanan 3/14’tinde (%21.4) HER2/neu ve TOP2A gen amplifikasyonu
birlikteligi bulunmaktaydi. HER2/neu gen amplifikasyonu ile birlikte TOP2A gen

delesyonu olan vakalarda ise polizomi hi¢ goriilmemistir.

HER2/neu ve TOP2A geni normal olan toplam 37 6rnekte ise 23/37 (% 62.1)

oranla dizomi izlenmisgtir.

Polizomi bulunan toplam 14 vakanin 7’sinde (%50) hem HER2/neu hem de
TOP2A geni normal bulunmustur. HER2/neu ve TOP2A geninin birlikte amplifiye
bulundugu olgularda ise 3/14 (% 21.4) polizomi saptanmustir.
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4.4. Tumor Orneklerinde HER2/neu, TOP2A Genleri ve CEP 17’e Ait FISH Analiz

Goruntuleri

HER2/nen

Sekil 4.1 HER2/neu-TOP2A genleri ve CEP17 normal bulunan olguya ait goriintii

Sekil 4.2 HER2/neu-TOP2A gen amplifikasyonu olan olguya ait goriintii
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Sekil 4.3 HER2/neu geni normal veTOP2A geni delesyonlu olguya ait goriintii

Sekil 4.4 HER2/neu geni amplifiye ve TOP2A geni delesyonlu olguya ait goriintii
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Sekil 4.5 HER2/neu geni normal ve TOP2A gen amplifikasyonu olan olguya ait goriintii

Sekil 4.6 HER2/neu gen amplifikasyonu ve TOP2A geni normal olan olguya ait goriintii
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4.5. HER2/neu-TOP2A Genleri ve CEP 17 i¢cin Yasam analizi

Toplam 60 hastamizin 19’u takipli ve halen yasayan hastadir. Yasayan tiim
hastalara FAC (flurourasil+adriamisintsiklofosfamid) veya FEC (flurourasil+
epirubisintsiklofosfamid) tedavi protokolii uygulanmistir. Bu hastalarin tanidan sonraki
yasam siireleri 3-6 yil arasinda degismektedir. Bu hastalarin gen durumuna gore yasam
siirelerini  degerlendirmek i¢in Kaplan-Meier Yasam Analizi ve Logrank testi

uygulanmustir.
4.5.1. HER2/neu Geni icin Yasam Analizi

Takipli ve yasayan 19 hastadaki HER2/neu gen durumu degerlendirildiginde
HER2/neu geni kopya sayist normal olan 17/19 hasta bulunmaktadir. HER’/neu gen
kopya sayist normal bulunan hastalarda 4.yilda yasama olasiligi: 0,82 bulunmustur.
HER2/neu gen amplifikasyonu saptanan 2 hastada 4.yilda yasama olasiligi 0,50
bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamstir. HER2/neu geni ile

ilgili sag kalim siirelerinin y1gilim tablosu Tablo 4.20°de verilmistir.
Logrank=0,139 p=0,709 (yasam siirelerinde fark yok)

Tablo 4.20. HER2/neu Geni ile ilgili Sag Kahm Siirelerinin Yigihm Tablosu
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3.00 350 400 4.0 500 5.50 £.00
SURE
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4.5.2. TOP2A Geni icin Yasam Analizi

Takipli ve yasayan 19 hastadaki TOP2A gen durumu incelendiginde

TOP2A geni normal olan normal olan 15 hastanin bulundugu saptanmigtir. TOP2A
geni normal vakalarda 3.yilda yasama olasiligi 0,80 bulunmustur. TOP2A gen
amplifikasyonu olan 4 hastada 3.yilda yasam olasilig1 0,25 bulunmustur. Istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Tablo 4.21°de TOP2A gen durumu ile ilgili

sagkalim siirelerinin y1gilim tablosu gosterilmistir.

Logrank=0,710  p=0,399 (yasam siirelerinde fark yok)

Tablo 4.21. TOP2A Geni ile Tlgili Sagkalim Siirelerinin Yigihm Tablosu
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4.5.3. CEP 17 icin Yasam Analizi

(Calismada incelen hastalarin sentromer 17 durumu degerlendirildiginde takipli

ve yasayan 19 hastadaki bulgular;
Monozomisi olan 2 hastada 3.yilda yasama olasilig1 0,50
Dizomisi olan13 hastada 3.y1lda yasama olasilig1 0,923
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Polizomisi olan 4 hastada 3.y1lda yasama olasilig1 0,75 bulunmustur. Bulunan bu farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. CEP17 ile ilgili sagkalim siirelerinin y1gilim

tablosu tablo 4.22°de gosterilmistir.

Logrank=2,044 p=0,153(yasam siirelerinde fark yok)

Tablo 4.22. CEP17 ile ilgili Sagkalim Siirelerinin Yigilim Tablosu
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4.6. Tiimér Orneklerinde RASSF1A ve APC Genlerinin Metilasyon Dagilimi

Calisma tamamlandiktan sonra 60 hastaya ait 6rneklerin RASSF1A-APC gen
promotor metilasyonu MS-HRM yontemi ile ¢alisilmistir. Calismada 6rnekler Real-time
PCR sistemine (LightCycler480 Roche) yiiklenmistir. RASSFIA-APC genlerinin
metilasyon incelemesinde amplifikasyona girmeyen Ornekler calismaya dahil
edilmemistir. Reaksiyon sonrasinda *Tm Calling’, ‘Gene Scanning’ ve ‘Difference Plot’

yazilim programlart karsilastirarak incelenmistir. Her ii¢ programda benzer sonuglar

elde edilmistir.

Bulgularin sunumunda ‘Tm calling’ verileri esas alinmistir. Olgulara iliskin PCR

tiriinlerinin erime sicaklik egrileri metile ve unmetile kontrol PCR iiriinlerinin erime
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sicaklik egrileri ile karsilastirilmistir. Elde edilen hasta DNA’larina ait erime egrileri
kontrol 6rneklerinin erime egrileri ile karsilastirilarak her 6rnegin metilasyon paterni

belirlenmistir.
4.6.1. RASSF1A Geni MS-HRM Analiz Goriintiileri

Bu calismada %100, %75, %50, %25 ve unmetile kontrol DNA’lari
kullanilmig olup bu kontrol DNA’larin MS-HRM goriintiileri sekillerde gdsterilmistir.
Erime 1sis1 verileri “Tm Calling’” yazilim programima gore degerlendirilmistir.
Calisilan  olgularin  metile olup olmadigr kontrol DNA’larinin Tm 1sis1 ile

karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

Metile DNA’dan amplifiye olan iiriinler CpG dizileri nedeniyle daha yiliksek Tm
derecesine sahipken metile olmayan Ornekler bisiilfit modifikasyonu ile urasile

donistiigii icin Tm dereceleri daha diisiiktiir.

Melting Curves
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Sekil 4.7. RASSF1A Geni Unmetile ve metile kontrol DNA’larin floresan piklerine gore goriintiileri
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Melting Curves
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Sekil 4.8. Arastirma grubuna dahil edilen tiim 6rneklerin Tm derecelerine ait goriintii
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Sekil 4.9. RASSF1A geninde %25 | metile ile uyumlu olgu gériintiisii
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Sekil 4.11. RASSF1A geni %100 metile DNA &rnegi ile uyumlu olgu goriintiisii

68



4.6.2. APC Geni MS-HRM Analiz Goriintiileri

Melting Curves
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Sekil 4.12. APC Geni Unmetile ve Metile Kontrol DNA ‘larin Floresan Piklerine Gore Goriintiileri
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Sekil 4.13. APC geni i¢in tiim olgularin Tm derecelerine ait pik goriintiisii
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Melting Curves
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Sekil 4.14 APC geni i¢in unmetile olguya ait pik goériintiisii

4.7. Meme Kanserli Hastalarda RASSF1A ve APC Gen Metilasyon Sonug¢lar:

4.7.1. Tiimér Orneklerinde RASSF1A -APC Gen Metilasyonu ve Histopatolojik
Tip Dagilimi

Tablo 4.23’de tlimorlerdeki RASSF1A gen metilasyonu ve histopatolojik tip

dagilimi gosterilmistir.

Tablo 4.23. Tiimér Orneklerinde RASSF1A Gen Metilasyonu ve Histopatolojik

Tip Dagilim

%25 (%) %25(%) | %50(%) | %75(%) | %100(%) UM(%) | * p
in.Duk.Kar. 13(27.0) 8(16.0) 8(16.0) 11(23.0) 8(16.0) 1(2.0)
in.Lob.Kar: 1(20.0) 1(20.0) 0(0) 2(40.0) 0(0) 1(20.0) | 8.191 | 0.630
Diger 2(33.0) 1(17.0) 1(17.0) 2(33.0) 0(0) 0(0)
Toplam 16 10 9 15 8 2
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Calismada incelenen meme kanserli hastalara ait tiimor 6érneklerinde RASSF1A
geni ve histopatolojik tip degerlendirmesinde olgularin ¢ogunlugunu olusturan invaziv
duktal karsinomlu 6rneklerin biri disinda degisen oranlarda olmak {izere tiim 6rneklerde
metilasyon paternlerinde artis oldugu gézlenmistir. Invaziv lobuler karsinomlu ve diger
tipteki hasta sayis1 az oldugu i¢in metilasyon paternlerinde sapma goriilmekle birlikte

oranlama olanagi olmamustir.

Tablo 4.24°te timorlerde APC gen metilasyonu ve histopatolojik tip dagilimi

gosterilmistir.

Tablo 4.24 Tiimér Orneklerinde APC Gen Metilasyonu ve Histopatolojik Tip dagilim

%25 (%) | %25(%) | %50(%) | %75(%) | %100(%) | UM(%) x? p
in.Duk.K | 12(24.0) | 6(12.0) 2(4.0) 1(2.0) 0(0) 28(58.0)
in. Lob. K | 3(60.0) 0(0) 1(20.0) 0(0) 0(0) 1(20.0) 8.541 0.343
Diger 1(17.0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(83.0)
Toplam 16 6 3 1 0 34

APC geninin metilasyon ve histopatolojik tip incelenmesinde invaziv duktal
karsinomlu 28/49 (%58) tiimor 6rneginde APC geninde asir1 metilasyonunun olmadig,

APC geninin aktif oldugu gézlenmistir
4.7.2 Tiimér Orneklerinde RASSF1A-APC Gen Metilasyonu ve Grade Dagilimi

Tablo 4.25’de tiimor Orneklerinde RASSF1A gen metilasyonu ve grade dagilimi

gosterilmistir.

Tablo 4.25 Tiimér Orneklerinde RASSF1A Gen Metilasyonu ve Grade Dagilimi

Grade %25 (%) %25(%) %50(%) %75(%) %100(%) UM(%) | p
Bilinme. 3(17.0) 5(28.0) 3(17.0) 5(28.0) 1(5.0) 1(5.0)
1 2(33.0) 1(17.0) 0(0) 0(0) 3(50.0) 0(0)
17.752 | 0.274
II 7(31.0) 3(13.0) 3(13.0) 8(35.0) 1(4.0) 1(4.0)
I 4(31.0) 1(8.0) 3(23.0) 2(15.0) 3(23.0) 0(0)
Toplam 16 10 9 15 8 2
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RASSF1A geni metilasyon paterni degisikligi tiim gradelerde gozlenmistir.

Gruplar arasinda olgu sayilariin azlig1 da dikkate alindiginda belirli bir farklilik ortaya

konamamustir.

Tablo 4.26’da tlimorlerde APC gen metilasyonu ve grade dagilimi gdsterilmistir.

Tablo 4.26. Tiimér Orneklerinde APC Gen Metilasyonu ve Grade Dagilim

Grade %251(%) | %25(%) | %50(%) | %75(%) | %100(%) | UM(%) x p
Bilinmeyen 5(28.0) 2(11.0) 0(0) 0(0) 0(0) 11(61.0)
I 1(17.0 1(17.0 0(0 0(0 0(0 4(66.0
(17.0) (17.0) (0) (0) (©) (66.0) 11905 | 0472
11 9(39.0) 2(9.0) 1(4.0) 0(0) 0(0) 11(48.0)
1 1(8.0) 1(8.0) 2(16.0) 1(8.0) 0(0) 8(61.0)
Toplam 16 6 3 1 0 34

DNA tamir genlerinden biri olan APC geni metilasyon paterni degisikligi diisiik

oranlarda goézlenmistir.

4.7.3. Tiimor Orneklerinde RASSF1A —~APC Gen Metilasyonu ve ER-PR Dagihm

Tablo 4.27°de tiimorlerde RASSFIA gen metilasyonu ve ER-PR dagilimi

gosterilmistir.

Tablo 4.27. Tiimér Orneklerinde RASSF1A Gen Metilasyonu ve ER-PR Dagilim

%250(%) | %25(%) | %50(%) | %75(%) | %100(%) | UM(%) 1 p

ER(D) | 9(36. 4(16. 24.0) | 4(16. 2(8.
) (36.0) (16.0) 6(24.0) (16.0) (3.0) 0(0) 1457 | 0.192

ER(®) | 720.0) | 6(17.0) 3(9.0) | 1131.0) | 6(17.0) 2(6.0)
Top. 16 10 9 15 8 2

%251(%) | %25(%) | %50(%) | %75(%) | %100(%) | UM(%) | x° P
PR() | 9(32.0) 6(21.0) | 6(21.0) | 4(13.0) | 4(13.0) 0(0)
PR(*) | 7(23.0) 4(13.0) | 3(10.0) | 11(35.0) | 4(13.0) 2(6.0) | 6.858 | 0.238
Top. 16 10 9 15 8 2
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Calismada incelenen tiimorlerdeki RASSF1A gen metilasyonu ve Ostrogen
reseptOrii incelemesinde RASSF1A geninin Ostrogen reseptdrii negatif Orneklerin
tiimiinde farkli oranlarda metile oldugu gdzlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir

iligki yoktur.

Timorlerin RASSF1A gen metilasyonu ve progestron reseptorii incelemesinde
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir. RASSF1A geni progestron

reseptorii negatif olan Orneklerin tiimiinde farkli oranlarda metilasyon paterni

gostermistir.
Tablo 4.28’de tlimorlerde APC gen metilasyonu ve ER-PR dagilim1 gosterilmistir

Tablo 4.28. Tiimér Orneklerinde APC Gen Metilasyonu ve ER-PR Dagilim

%25 (%) %25(%) | %50(%) | %75(%) | %100(%) | UM(%) |’ p
ER(-) 3(12.0) 2(8.0) 2(8.0) 1(4.0) 0(0) 17(68.0)
6.771 | 0.121
ER(+) 13(37.0) 4(11.0) 1(3.0) 0(0) 0(0) 17(49.0)
Top. 16 6 3 1 0 34
%250 (%) | %25(%) | %50(%) | %75(%) | %100(%) | UM(%) Y’ p
PR(-) 6(21.0) 3(10.0) 0(0) 1(3.0) 0(0) 19(66.0)
5410 | 0.219
PR(+) 10(48.0) 3(14.0) 3(14.0) 0(0) 0(0) 5(24.0)
Top. 16 6 3 1 0 24

Tiimorlerin  APC gen metilasyonu ve Ostrogen reseptorii incelemesinde
istatistiksel olarak anlamli bir iligski olmasa da APC geninde metilasyon paterni dstrogen

reseptorii hem negatif hem de pozitif olgularda az sayida izlenmistir.

Timorlerin APC gen metilasyonu ve progestron reseptorii incelemesinde ise
APC geni progestron reseptorii negatif olan drneklerin ¢ogunlugunda aktif haldedir.

Metilasyon paterni diistiktiir.
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4.7.4. Tiimér Orneklerinde RASSF1A - APC Gen Metilasyonu ve CEP 17 Dagihm

Tablo 4.29’da tiimdrlerde RASSFIA gen metilasyonu ve CEP17 dagilimi

gosterilmistir.

Tablo 4.29. Tiimér Orneklerinde RASSF1A Gen Metilasyonu ve CEP17 Dagilim

CEP 17 25((%) %25(%) | %50(%) %75(%) %100(%) | UM(%) Xz P

Monozomi | 1(11.0) | 3(33.0) 0(0) 111.0) | 3(33.0) | 1(11.0)
Dizomi | 11(30.0) | 5(14.0) | 5(14.0) | 12(32.0) | 3(8.0) 1(3.0)
Polizomi | 4(29.0) | 2(14.0) | 4(29.0) | 2(14.0) | 2(14.0) 0(0)

13.624 | 0.196

Toplam 16 10 9 15 8 2

Tiimorlerdeki RASSF1A gen metilasyonu ve CEP17 incelemesinde monozomi
ve dizomi saptanan Orneklerde RASSF1A geninde farkli oranlarda metilasyon
istiinliigii izlenmistir. Polizomi saptanan 14 tliimoriin timiinde RASSF1A geninde farkl

oranlarda metilasyon gozlenmistir.
Tablo 4.30°da tiimorlerde APC gen metilasyonu ve CEP17 dagilim1 gosterilmistir.

Tablo 4.30. Tiimér Orneklerinde APC Gen Metilasyonu ve CEP 17 Dagilim

CEP17  |%25)(%)|%25(%) |%50(%) |%75(%) |%100(%) |UM(%)| 22 | p
Monozomi | 3(33.3) | 1(11.1) | 0(0) 0(0) 0(0) |5(55.6)
Dizomi | 1027.0) | 4(11.0) | 2(3.0) | 1(3.0) | 0(0) |20(54.0)| 1.848 | 0.995
Polizomi | 321.4) | 1(7.2) | 1(72) | 0(0) 000) | 9(642)
Toplam 16 6 3 1 0 34

Timorlerde APC gen metilasyonu ve CEP 17 incelemesinde monozomi, dizomi
ve polizomi saptanan drneklerin ¢ogunlugunda gen aktif durumdadir yani metilasyon

paterni azdir. Veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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4.7.5. Tiimér Orneklerinde RASSF1A-APC Gen Metilasyonu ve HER2/neu Gen

Dagilimi

Tablo 4.31°de tiimorlerde RASSFIA gen metilasyonu ve HER2/neu gen dagilimi

verilmigtir.

Tablo 4.31. Tiimor Orneklerinde RASSF1A Gen Metilasyonu ve HER2/neu Gen
Dagilima

%25](%)[%25(%) [%50(%) [%75(%) [%100(%)[UM(%) | 4> p

HER2/neu N | 12(27.0) | 7(16.0) | 8(17.0) | 11(24.0) | 5(11.0) | 2(4.0)
2415 | 0811

HER2/neuAmp| 4(26.0) | 3(20.0) | 1(8.0) | 4(26.0) | 3(20.0) | 0(0)

Toplam 16 10 9 15 8 2

Tiimorlerde RASSF1A gen metilasyonu ve HER2/neu gen iliskisi incelemesinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da HER2/neu gen amplifikasyonun olan ornekler
RASSF1A gen metilasyonu ile birliktelik gostermistir. Prognostik ve terapotik oneme
sahip olan HER2/neu geninin amplifiye oldugu tiim 6rneklerde RASSFIA geni farkli
derecelerde metile olmasi nedeniyle fonksiyonlarimi yitirmistir. HER2/neu gen

amplifikasyonun epigenetik degisiklikler tizerine etkili oldugu diisiiniilmiistiir.

Tablo 4.32’de meme kanserli hastalarda APC gen metilasyonu ve HER2/neu gen

dagilim1 gosterilmistir.

Tablo 4.32. Tiimér Orneklerinde APC Gen Metilasyonu ve HER2/neu Gen

Dagilim

%25 (%) | %25(%) | %50(%) | %75(%) | %100(%) | UM(%) x p
HER2/neuN 13(28.8) | 5(11.1) 1(2.2) 0(0) 0(0) 26(57.9)
HER2/neuAmp | 3(20.0) 1(7.0) 2(13.0) 1(7.0) 0(0) 8(53.0) | 6.373 | 0.172
Toplam 16 6 3 1 0 34

Tiimorlerin APC gen metilasyonu ve HER2/neu gen durumunun incelenmesinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da HER2/neu geni normal ve amplifikasyonu olan

vakalarda APC gen agisindan metile olmayan 6rnekler cogunlugu teskil etmistir.
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4.7.6. Tiimér Orneklerinde RASSF1IA-APC Gen Metilasyonu ve TOP2A Gen

Dagilimi

Tablo 4.33’de tiimdrlerde RASSFIA gen metilasyonu ve TOP2A gen dagilimi

verilmigtir.

Tablo 4.33. Tiimor Orneklerinde RASSFIA Gen Metilasyonu ve TOP2A Geni
Dagilim

%251(%)  |%25(%) |%S50(%) |(%75(%) [%100(%) [UM(%) 1’ p
TOP2AN 14(33.3) 7(16.6) 6(14.3) 8(19.1) 6(14.3) 1(2.4)
TOP2AAmp| 2(14.3) 2(14.3) 1(7.1) 7(50.0) 1(7.1) 1(7.1) | 13.435 | 0.201
TOP2A Del 0(0) 1(25.0) 2(50.0) 0(0) 1(25.0) 0(0)
Toplam 16 10 9 15 8 2

Timorlerin RASSF1A gen metilasyonu ve TOP2A gen dagiliminda TOP2A gen
delesyonu saptanan tiim orneklerin farkli oranlarda metile oldugu gézlenmistir. TOP2A

geni normal ve amplifiye 6rneklerde de ¢ogunlukla metilasyon paterni izlenmistir.
Tablo 4.34°de tlimorlerin APC gen metilasyonu ve TOP2A gen dagilimi verilmistir.

Tablo 4.34. Tiimér Orneklerinde APC Gen Metilasyonu ve TOP2A Gen Dagilim

%25 (%) |%025(%) [%50(%) %75(%) [%100(%) [UM(%) | x* p
TOP2AN 11(27.0) | 3(7.0) 1(2.0) 0(0) 0(0) 27(64.0)
TOP2AAmp,| 4(29.0) | 3(21.0) | 2(14.0) 0(0) 0(0) 5(36.0) [21.335|0.026*
TOP2ADel. | 1(25.0) 0(0) 0(0) 1(25.0) 0(0) 2(50.0)
Toplam 16 6 3 1 0 34

Tiimorlerin APC gen metilasyonu ve TOP2A gen dagiliminda istatistiksel olarak
anlamli degerler saptanmistir. TOP2A geni normal bulunan o6rneklerin ¢ogunlugunda
gen metile olmayip aktiftir. TOP2A gen amplifikasyonu olan Orneklerde ise %64
metilasyon saptanmistir. TOP2A gen delesyonu olan 6rnek sayist az oldugu igin

degerler ¢ok anlamli olmamustir.
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4.8 RASSF1A-APC Gen Metilasyonu ile Yasam Analiz

4.8.1. RASSF1A Gen Metilasyonu ile Yasam Analizi

Tablo 4.35. Tiim Olgularda RASSF1A Gen Metilasyon Orani

METILASYON (%) HASTA SAYISI (%)

%100 metile 8 (13.4)

%75 Metile 15 (25.0)

%50 metile 9(15.0)

%25 metile 10 (16.6)

%25 metile 16 (26.6)
Unmetile 2 (3.4)
Toplam 60 (100.0)

Calismada incelemeye almman toplam 60 Ornek alinmistir. 2/60 Ornekte
RASSF1A geni metile bulunmamigtir. RASSFIA gen metilasyon oran1 %96.6 olarak
degerlendirilmistir. Takipli ve yasayan 19 hastanin RASSF1A gen metilasyonu
incelendiginde 18 hastaya ait timor Orneklerinin farkli oranlarda metile oldugu

goriilmiistiir. Sadece 1 6rnek unmetile bulunmustur.

RASSF1A gen metilasyonu ile yapilan yasam analizinde istatistiksel olarak

anlamli sonug elde edilememistir.

Tablo 4.36’da RASSF1A genine ait sagkalim siirelerinin yigilim tablosu

gosterilmistir.
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Tablo 4.36. RASSF1A Genine Ait Sagkalim Siirelerinin Yigilim Tablosu

Survival Functions

RASSF1DUZ

_r11.00
_12.00
3.00
N 14,00
08 5.00
-+ 3.00-censored

1.0

o
o
1

Cum Survival

©
IS
1
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4.8.2. APC Gen Metilasyonu ile Yasam Analizi

Tablo 4.37. Tiim Olgularda APC Gen Metilasyon Oram

METILASYON ORANI(%) HASTA SAYISI(%)

%100 metile 0(0)

%75 metile 1(1.6)

%350 metile 30)

%25 metile 6 (10)

%25 metile 16 (26.7)
Unmetile 34 (56.7)
Toplam 60 (100.0)
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Calismada incelenen meme kanserli hastaya ait 60 tiimor 6rneginin APC gen
metilasyon analizinde tim oOrneklerde metilasyon orant 26/60 (%43.3) olarak
bulunmustur Takipli ve yasayan 19 hastanin APC gen metilasyonu incelendiginde 11
hastanin metile olmadigi goriilmistiir. Diger 8 hastanin dagiliminda 6 hasta %25], 1

hasta %25, 1 hasta %50 olarak degerlendirilmistir.

APC gen metilasyonu ile yapilan yasam analizinde istatistiksel olarak anlamli

sonu¢ elde edilememistir.

Tablo 4.38’de APC genine ait sagkalim siirelerinin y18ilim tablosu gosterilmistir.

Tablo 4.38. APC Genine Ait Sagkalim Siirelerinin Yigilim Tablosu

Survival Functions
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5. TARTISMA

Calismamiz retrospektif olarak ESOGU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda
meme kanseri tanis1 almis ve Tibbi Onkoloji Anabilim dalinda izlenen riskli gruba ait
60 olgu ile yapilmistir. Olgularin 6rnekleri FISH i¢in parafinize bloktan 4 p’luk kesitler
halinde, MS-HRM ig¢in ise 10 p’luk on adet kesit seklinde tiiplerde temin edilmistir.

Olgulara ait yas, histopatolojik tani, grade, ER, PR gibi bulgular1 dosyalarindan

temin edilmistir.

Calismamizda meme kanserinde prognostik ve prediktif role sahip olan HER2/neu
geni yan1 sira TOP2A genleri CEP 17 kopya sayist degisiklikleri FISH yontemi ile
incelenmistir.  Aym1  hastalara ait diger kesitlerinden ise meme kanseri
etyopatogenezinde rol oynadigi diisiinilen RASSF1A ve APC genleri MS-HRM
yontemi ile incelenmistir. Kantitatif bir yontem olan gen MS-HRM metilasyonu

acisindan oldukga hassas bir yontemdir.

Son yillarda meme kanserindeki epigenetik degisimleri arastirmak ig¢in pek c¢ok
sayida c¢alisma yapilmistir. Bunlarin iginde en Onemli caligma alani metilasyon
incelemeleri olmustur. DNA mutasyonlarina gére daha sik goriilmesi nedeniyle farkli
kanser genlerinin metilasyon profillerinin incelenmesi kanser arastirmalarinda 6n plana

¢ikmaya baglamistir.

Metilasyon analizlerinde ¢ok farkli teknikler kullanilmaktadir. MS-HRM teknigi

tilkemizde yeni kullanilmaya baglanmistir.

Meme kanserinde Onemli yere sahip olan HER2/neu geni ve farkli genlerin
metilasyon arasindaki dagilimi ile ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Ancak FDA
tarafindan yiiksek riskli meme kanserli hastalar i¢in yapilmasi 6nerilen TOP2A geni ve
meme kanserinde sik¢a degisiklige ugrayan kromozom 17 kopya sayis1 degisiklikleri ile
metilasyon iligkisini inceleyen herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu calisma
yurdumuzda HER2/neu, TOP2A ve CEP17 kopya sayis1 degisiklikleri ile RASSF1A-

APC genlerinin metilasyon ozelliklerini inceleyen ilk c¢alisma olma oOzelligindedir.
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Ayrica MS-HRM yontemi RASSFIA ve APC genleri i¢in yurdumuzda meme kanseri

calismasinda ilk kez kullanilmistir.

5.1. Elde Edilen Verilerin Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmasi

5.1.1. Meme Kanserli Hastalarda HER2/neu, TOP2A geni ve CEP17
Kopya Sayis1 Dagilim Ozelliklerinin Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmasi

HER2/neu geni 17q 12-21 bolgesinde yer alan ve ERBB membran tirozin kinaz
reseptor ailesine mensup 185-kD’luk transmembran protein kodlayan bir
protoonkogendir. Invaziv meme kanserlerinin %25-30"unda amplifiye ve overeksprese

olur. Bu durum hastaliksiz gegen siirede azalma ve kot gidis gostergesidir (37, 149).

HER2/neu gen durumunu belirlemek igin yapilan ¢alismalarda Flouresan In Situ
Hibridization (FISH), immunhistokimya (IHC), Chromogenic in situ hybridization
(CISH) , Real-time Reverse Transkripsiyon PCR (RT-PCR) ve Elisa yontemleri
kullanilmistir. HER2/neu gen degerlendirilmesi i¢in IHC ve FISH sonuglar sensitivite,
spesifite, uygunluk agisindan karsilastirilmistir ve FISH yontemi altin standart olarak

belirlenmistir (100).

TOP2A geni ise DNA’nin topolojik durumunu degistiren ve kontrol eden bir
topoizomeraz 2 alfa enzimini kodlar. Kromozom17g21 bolgesine lokalizedir. Enzim ¢ift

dalli DNA’nin replikasyonu, transkripsiyonu sirasinda olusan kivrimlari 6nler (92).

Kanser heterojen ve kompleks bir hastaliktir. Kanserde andploidi sik goriilen bir
bulgudur. Kromozom 17 anozomisi (monozomi veya polizomi) meme kanserinde en sik
goriilen kromozomal aberasyonlardan biridir. Polizomi 17 kromozom 17’nin fazla
kopyasi oldugu anlamindadir. Baz1 ¢alismalar anozomil7 olgularinda prognozun daha
kotii oldugunu gostermistir. Polizomi 17 bulunmast HER2/neu gen dozajinda artisa
neden olabilir. Ancak polizomiye her zaman HER2/neu amplifikasyonu eslik
etmemektedir (63). THC ile yapilan ¢alismalarda HER2/neu proteinindeki fazlaligin gen

amplifikasyonu nedeniyle mi kromozom 17 polizomisi nedeniyle mi olustugu heniiz
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belirlenememistir. Ancak ¢alismamizda kullanilan FISH yontemi ile gen ve sentromere

ait sinyaller eg zamanl1 sayilabilmekte ve daha kantitatif bir 6l¢iim yapilabilmektedir.

Tsukamato ve ark.nmin 2001 yilindaki ¢alismalarinda 113 meme kanserli hastanin
ince igne aspirasyon materyalinde kromozom 1, 11 ve 17 sentromerlerini FISH
yontemi ile incelemislerdir (129). Meme kanserli hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri
ile kromozomal anozomi arasindaki iligki arastirilmistir. Polizomi 17 %32.7 oraninda
saptanmistir. Monozomi 17 ile ER(—)’ligi arasinda, polizomi 17 ile PR(—)’ligi arasinda

bariz korelasyon saptanmistir.

Calismamizda kromozom 17 kopya sayist degisikligi 14 6rnekte polizomi (23.3),
9 ornekte monozomi (%15) olmak iizere toplam 23/60 (%38.3) ornekte saptanmistir.

Bizim ¢aligmamizda da polizomi 17 olgularinda PR(—)’ligi 6n planda goriilmiistiir.

Knoop ve arkadaglar: ise 2005 yilinda yaymladiklar1 c¢aligmalarinda meme
kanserli hastalarda HER2/neu ve TOP2A genlerinin epirubisin tedavisi i¢in belirleyici
olup olmadigin1 FISH ve IHC yontemi ile arastirmiglardir (59). Danimarka Meme
Kanseri Grubunun 89D olarak adlandirilan bu c¢aligmasinda retrospektif olarak 805
hasta incelenmistir. HER2/neu amplifikasyonu %33 olarak saptanmis ama epirubisin
sensitivitesi i¢in prediktif markir olmadig1 gézlenmistir. HER2/neu gen amplifikasyonu
siklikla postmenapozal kadinlarda, iicten fazla lenf nodu pozitif ve ER(—) olanlarda ¢ok
gbzlenmistir. HER2/neu pozitifliginin yas, grade ve tiimor boyutu ile ilgili olmadigi
bildirilmistir. HER2/neu pozitif hastalarin %56,9’unda ayni zamanda TOP2A gen
aberasyonu da saptanmistir. TOP2A amplifikasyonu olan ve CEF ile tedavi olan
hastalarin CMF tedavine gore rekiirrens olmayan siire ve total yasam siiresi agisindan
daha 1yi gelisme gosterdigi, TOP2A delesyonlu hastalar da benzer etkilerin gozlendigi
bildirilmistir. Bu sonu¢ normal TOP2A genotipine sahip ve her iki tedavi protokolii ile
tedavi olan ve benzer sonuglar gdsteren hasta grubuna ters diismiistiir. Bu ¢alismay1

konfirme etmek i¢in meta analiz gerektigi belirtilmistir.

Hicks ve arkmn 2005 yilinda vyayinladiklar1 calismada meme
adenokarsinomlarinda TOP2A geni ile HER2/neu geni arasindaki iliski FISH yontemi
ile incelenmistir (45). Caligmaya dahil edilen hastalardan HER2/neu amplifiye olan 137
hastanin  %50’sinde  TOP2A gen amplifikasyonu, %16’sinda TOP2A delesyonu
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izlenirken %34’tinde TOP2A normal bulunmustur. TOP2A gen amplifikasyonu
HER2/neu  amplifikasyonu  olmayan vakalarda gozlenmemisti. HER2/neu
amplifikasyonu olmayan 43 vakada TOP2A delesyonu %5, dizomi %63, polizomi %30
ve monozomi %7 olarak bulunmustur. TOP2A genindeki amplifikasyon ve delesyonun

klinik 6zelliklerini belirlemek i¢in daha ileri tanimlamalarin gerektigi bildirilmistir.

Calismamizda incelenen 60 tiimor 6rneginde HER2/neu gen amplifikasyonu
%25 oraninda saptanmistir. HER2/neu gen amplifikasyonu olan vakalarin %53.4’de
TOP2A gen amplifikasyonu, %13.3’tinde TOP2A gen delesyonu olmak iizere toplam
%66.7 oraninda TOP2A gen aberasyonu saptanmistir. Buldugumuz veriler Knoop ve

ark. ile Hicks ve ark. ‘nin verileri ile uyum gostermistir.

Calismadaki hastalarda HER2/neu gen amplifikasyonu olan olgularda ER(—)’1igi
%60 oraninda izlenmistir. Bu veri Knoop ve ark.’nin verileri ile uyusmaktadir. Ancak
Knoop ve ark.’1 HER2/neu gen amplifikasyonu ile grade ve yas arasinda baglanti
olmadiginit bildirmislerse de bizim ¢alisgmamizda HER2/neu gen amplifikasyonu ileri

grade ve ileri yas ile baglantili olarak saptanmustir.

Huang ve arkadaglarmmin 2005°de yayinladiklart ¢alismada metastazi olmayan
ve opere olmus 1362 meme kanserli olgu ile calisilmistir (50). Farkli yas gruplarinda
hormon reseptdr durumu ile HER2/neu geni asir1 ekspresyonu arasindaki baglanti IHC
yontemi ile incelenmistir. Cok degiskenli model calismasina gére HER2/neu asiri
ekspresyonunda ER(—) , PR(—) ve yiiksek grade saptanmis olmasi yol gosterici olarak
degerlendirilmistir. 45 yas altindaki ve iizerindeki gruplar kiyaslandiginda 45 yasin
lizerinde tiimor grade’i ve hormon reseptér durumunun HER2/neu pozitifliginden
bagimsiz oldugu bildirilmistir. 45 yasin altinda ve diisiik grade sahip olan grupta
hormon reseptorii negatifliginin HER2/neu geni icin prediktif role sahip oldugu
belirtilmis. Ancak yiiksek grade’i olan grupta ER-PR durumunun HER2/neu igin
prediktif olmadig1 yoniinde goriis bildirmislerdir. Bu calismanin sonucunda hormon
reseptor durumu ile HER2/neu arasindaki baglantinin hasta yasiyla degistigi

belirtilmistir.

Calismamizda incelemeye almman 60 hastanin 5 tanesi 45 yas altinda yer

almaktadir. HER2/neu gen amplifikasyonu saptanan 15 hastanin, TOP2A gen
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amplifikasyonu saptanan 14 hastanin ve polizomi saptanan 14 hastanin 13’{iniin 45
yasin iizerinde oldugu goriilmiistiir. Veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da
HER2/neu, TOP2A gen amplifikasyonu ve polizomi ileri yastaki olgularda fazla

gorilmiistiir.

Lal ve ekibinin 2005 yilinda yaymnladiklari ¢alismada 3655 invaziv meme
kanserli hastada ER-PR durumu, HER2/neu geni ile histolojik &zellikler arasindaki
baglanti incelenmistir (68). 3 yillik periyod icinde primer ve metastatik hastalara ait
orneklerde ER-PR durumu IHC, HER2/neu geni FISH analizi ile incelenmis ve
HER2/neu gen amplifikasyonu 9%14,69 olarak saptanmistir. ER-PR ekspresyonu
HER2/neu (+) tiimorlerde negatif gruba gore bariz sekilde azalmis olarak bulunmustur.
Primer ve metastatik olgularda HER2/neu (+)’ligi yiiksek histopatolojik grade ile
birliktelik gostermistir. Grade I vakalarda HER2/neu pozitifligi saptanmamustir. Birgok
calismada saptanmis olan ER-PR ekspresyonu ile HER2/neu geni arasindaki ters iliski

burada yinelenmistir.

Bizim c¢alismamizda da HER2/neu gen amplifikasyonu olan &rneklerin
cogunlugunu Grade III olgular olusturmustur. HER2/neu gen amplifikasyonu saptanan
orneklerde ER (—), PR (—)’ligi daha cok goriilmiistiir. Verilerimiz Lal ve ark.nin

verileri ile uyumludur.

Salido ve arkadaslarimin 2005 yilindaki g¢aligmalarinda meme kanserinde
kromozom 17’de sayisal degisiklik olup olmadigi ve bunun HER2/neu gen
amplifikasyonu ile iligkisi olup olmadigini arastirilmistir (117). Calismada ¢ift renkli
FISH analizi ile HER2/neu gen amplifikasyonu saptanan 175 hastanin analizlerinde
%13 oraninda polizomi ve %2 oraninda monozomi saptanmistir. Polizomi HER2/neu
gen amplifikasyonu olmayan vakalarda daha sik goriildiigiinden gen amplifikasyonunun
polizomiden bagimsiz bir olay oldugu vurgulanmistir. Nodal tutulum ise polizomik
olmayan olgularla karsilastirildiginda polizomil7 olan vakalarda daha sik goriildigiini

bildirmislerdir .(p=0,046)

Villman ve arkmnin 2006 yilindaki yayinlarinda ilerlemis meme kanseri
olgularinda HER2/neu ve TOP2A gen amplifikasyonlarinin antrasiklin tedavisi igin

prediktif marker olup olmayacagini aragtirtlmistir (135). Antrasiklin tedavisi alan 85
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meme kanserli hastaya ait tiimorlii doku CISH yontemi ile incelenmistir. HER2/neu gen
amplifikasyonu 38 (%45), TOP2A gen amplifikasyonu 14 (%16) hastada bulunmustur.
TOP2A gen amplifikasyonu gosteren 14 hastanin 2’sinde  HER2/neu gen
amplifikasyonu bulunmamistir. HER2/neu ve TOP2A gen amplifikasyonu ile tedaviye
cevap arasinda iligki kurulamamistir (p=0,49, p=0,35). Bu nedenle HER2/neu ve
TOP2A gen amplifikasyonlarinin antrasiklin tedavisine cevabinda prediktif markir

olarak goriilemeyecegi belirtilmistir.

Takehisa ve ark.nin 2007 yilindaki yayinlarinda 42 meme kanserli hastanin ince
igne aspirasyon sivisinda kromozom 1, 11 ve 17 anozomisi FISH yontemi ile
incelenmis ve prognoz ile arasindaki baglanti irdelenmistir (126). Polizomi 17 ile
yuksek histolojik grade arasinda istatistiksel olarak baglantt bulunmustur. Ayrica
istatistiksel olarak anlamli olmasa da lenf nodu metastazinda artis ile baglanti

saptanmigtir. Polizomi ve ER (+)’ligi arasinda iliski oldugu savunulmustur.

Yapilan FISH analizleri sonucunda polizomi saptanan 14 hastanin 10’nunu
grade II ve III yani ileri grade olgularinin olusturdugu goriilmiistir. Polizomi 17
vakalarinda ER (+) (%57.1)’ligi 6n planda goriilmiistiir. Verilerimiz Takehisa ve ark.ile

uyumludur.

Beser ve arkadagslar: 2007 yilinda yayiladiklar1 ¢calismada HER2/neu ile yakin
lokalizasyonda bulunan TOP2A’nin da antrasiklinlere yanitta HER2/neu ile birlikte
kullanilip kullanilamayacagini degerlendirmek amaciyla gerceklestirdikleri ¢alismada
50 meme kanserli hastada HER2/neu, TOP2A ve kromozom 17 degisikliklerini
incelenmistir (10) . Toplam 11 hastada (%22) HER2/neu gen amplifikasyonu, 6 hastada
(%12) TOP2A kopya sayist degisikliklerini goézlemlemislerdir. HER2/neu
amplifikasyonunun gézlendigi hastalardan sadece 4’tinde amplifikasyon ve delesyon
olmak tizere TOP2A anomalisi saptamiglardir. Calisma verileri dogrultusunda TOP2A
kopya sayisinin HER2/neu durumuna gore tahmin edilemeyecegini, sadece tedaviye
direng gosteren HER2/neu asir1 ekspresyonu olan hastalarda TOP2A delesyonunun

belirlenmesinin faydali olabilecegi sonucuna varmiglardir.
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Calismamizda HER2/neu ve TOP2A geni incelemesinde elde ettigimiz degerler
Beser ve arkadaslarinin sonucu ile uyumludur. TOP2A geni ve HER2/neu geni yakin
lokalizasyonda oldugu i¢in HER2/neu gen amplifikasyonu olan vakalarda TOP2A gen
aberasyonunun olmasi beklenen bir durum olmaktadir. HER2/neu gen amplifikasyonu

olan vakalarda antrasiklinlere hassasiyetin de buna bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Sunami ve grubunun 2008 yilinda yayinladiklar1 ¢calismada meme kanserinde ER
ve HER2/neu gen durumu ile ¢esitli genlerin metilasyonu arasindaki iliski incelenmistir
(125). ER (+) 65 ve ER (—) 65 hastada MS-PCR ile meme kanseri ile iligkili genlerin
metilasyon durumu aragtirtlmistir. IHC yontemi kullanilarak HER2/neu pozitifligi %27
olarak bulunmustur. HER2/neu gen durumu ile ER durumu birbirinden bagimsiz olarak

degerlendirilmistir.

Lii ve arkadaslari 2008 yilindaki ¢alismalarinda polizomi 17°nin
klinikopatolojik 6nemini arastirmislardir (74). Retrospektif olarak 200 meme kanserli
hastada FISH analizi ile polizomi 17 ile yas, niikleer atipi, lenf metastazt HER2/neu gen
amplifikasyonu ve HER2/neu proteini arasindaki baglantiy1 incelemislerdir. Polizomi
17 %26 oraninda saptanmistir. Polizomi invaziv duktal karsinomlu vakalarin
%52.8’inde gozlenmistir, bu durumun HER2/neu gen kopya sayist ve HER2 protein
ekspresyonu ile baglantili oldugu saptanmistir. Ayrica HER2/neu gen amplifikasyonu
saptanan olgularda HER2/neu protein ekspresyonunun da arttigi belirtilmistir. Polizomi
17’nin HER2 amplifikasyonu olsun veya olmasin yiiksek grade niikleer atipi ve lenf
metastazi ile iligkili oldugu, ancak hasta yasi baglantisinin olmadigr goézlenmistir.
Arastiricilar invaziv duktal karsinom olgularinda kromozom 17’nin niikleer atipi,
metastaz, HER2 gen amplifikasyonu ile iliskili olabilecegini ve bu nedenle de kotii

prognoz belirteci olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Calismamizda saptadigimiz %23.3 polizomi 17 siklig1 ve bu anomalinin baskin
olarak invaziv duktal karsinom tanili olgularda gézlenmis olmasi bakimindan Lii ve
arkadaslarimin verileri ile uyumludur. Ancak ¢alismamizda polizomi 17 ile HER2
amplifikasyonu veya kotii prognoz arasinda bir baglanti gozlenmedigi i¢in ¢aligma

verilerimiz Lii ve ark.nin goriislerini destekler nitelikte degildir. Bizim ¢aligmamizda da
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HER2/neu gen amplifikasyonu olan hastalarin %66.6’sinda dizomi saptanmuistir.

HER2/neu gen amplifikasyonu ve polizomi 17 arasinda iligki kurulamamastir.

Vanden Bempt ve grubu 2008 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda 226 primer
meme kanserinde polizomi 17 ve HER2/neu gen kopya sayist ile iliskisini ve HER2/neu
gen amplifikasyonunun klinikopatolojik 6zelliklerini incelemislerdir (134). Bu
calismada HER2/neu ve Polizomi 17 ¢ift renkli FISH ile, HER2/neu proteini IHC ile
HER2/neu mRNA ekspresyonu da RT-PCR yontemleri ile incelenmistir. Bu sonuglar ve
cesitli klinikopatolojik 6zellikler ile FISH sonuglar1 korele olarak bulunmus. Polizomi
17 toplam 104 6rnekte (%46) saptanmistir. Bu orneklerden %59.62 kadarinda sadece
polizomi 17  gozlenirken, %40.39’unda polizomi 17’ye HER2/neu gen
amplifikasyonunun eslik ettigi saptanmistir. HER2/neu gen amplifikasyonu olan
vakalarin 6zellikle daha yiiksek gradeli, ER (—)’ligi, PR (—)’ligi ile oldugu bildirilmis ve
rekiirrens olmayan siirenin daha kisa oldugu saptanmistir. Polizomi 17 saptanan
vakalarda ise klinik 6zelliklerinin normal HER2/neu sinyal paterni gdsteren olgularin
klinik ozellikleri ile benzerlik gosterdigi, siirvide anlamlilik gostermedigi bildirilmistir.
Bu calisma ozellikle HER2/neu gen amplifikasyonu ile polizomi 17’nin farkh
klinikopatolojik 6zellige sahip iki farkli genetik aberasyon oldugunu ve polizomi 17 nin

HER2/neu ekspresyon artisi ile birlikte olmadigini gostermesi nedeniyle 6nemlidir.

Calismamizda polizomi 17 %23.3 oraninda saptanmistir ki bu oran diger
calismalarda saptanan oranlar yelpazesi icerisindedir (%23-%46). Genis bir yelpaze
icerisinde olan polizomi 17 oranlarinda ¢alisilan populasyon, incelemeye alinan 6rnek
kalitesi ve tiimdr orani, kullanilan metoda ve cut-off degerlerine bagh olarak degistigi
diisiincesindeyiz. Polizomi saptanan olgularda sentromere ait floresan sinyal sayist 3-6
arasinda degisen sayilabilen sinyaller seklinde idi. Olgularin 4/14’iinde (%28.5)
HER2/neu gen amplifikasyonu, 3/14 (%21.4) hastada ise hem HER2/neu hem de
TOP2A gen amplifikasyonu birlikte izlenmistir ve floresan sinyal fenotipleri
sayillamayacak kadar ¢cok kopya seklinde kendilerini gosterdikleri icin HER2/neu ve
TOP2A gen amplifikasyonlarinin  polizomiye bagh olarak gelismedikleri
diisiincesindeyiz. Geri kalan 7 olguda sadece sentromer 17’e ait coklu sinyaller

izlenmistir. Bu sinyal artis1 polizomi 17 nedeniyle olabilecegi gibi kromozom 17

duplikasyonu nedeniyle de olabilir.
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Nielsen ve arkadaslari 2008 yilinda daha 6nce yapilan DBCG 89D ¢alismasini
giincellemis ve daha genis istatistiksel testler yapmislardir (92). Rastgele segilen CEF
veya CMF tedavisi alan 806 hastanin 773’tinde HER2/neu ve TOP2A gen durumu ve
yasam siireleri incelenmis. TOP2A gen amplifikasyonu %11.9, delesyonu da % 11.3
seklinde bildirilmistir. Toplam TOP2A gen aberasyonu olgularin %23.2’inde
saptanmistir. HER2/neu gen amplifikasyonu olan hastalarin  %56,5’inde,  gen
amplifikasyonu olmayan hastalarinda %7.6’sinda TOP2A gen aberasyonu gozlenmistir.
TOP2A gen aberasyonu gosteren hastalarin rekiirrens olayan siire ve total yasam

stiresinin anlamli diizeyde azaldig1 belirtilmistir.

Arriola ve grubu’nun 2009 yilindaki yayinladiklar1 ¢alismanin amaci meme
kanserinin molekiiler subtiplerinde TOP2A gen amplifikasyonu ile ekspresyonunu
arastirmak ve antrasiklin tedavisi ile ilgisinin ortaya konulmasi olmustur (2). Bunun i¢in
erken evre meme kanseri olan ve antrasiklin alan 245 hastada HER2/neu ve TOP2A gen
kopya sayis1 degisikligi CISH ile TOP2A proteini IHC ile degerlendirilmistir. TOP2A
gen amplifikasyonu sadece HER2/neu amplifikasyonu olan vakalarda saptanmis ve
anlamli olarak ER pozitifligi ile birliktelik gostermistir. HER2/neu amplifikasyonu olan
bazi hasta grubunda TOP2A amplifikasyonu eslik ettiginde rekiirrens olamayan siire ve
total yasam siiresinde iyilesme saptandigr (p=0.028), cok degiskenli analizde ise

TOP2A amplifikasyonunun hastaliksiz siire acisindan belirleyici oldugu bildirilmistir.

Calismamizda TOP2A gen Ozellikleri incelendiginde TOP2A geninde
amplifikasyon olan olgularda %64.3 ER (+)’ligi saptanmustir ki bu veriler Arriola ve
ark.’larinin verileri ile uyumludur. TOP2A gen delesyonu saptanan vakalarda ise ER

(—)’ligi 6n planda izlenmistir (%75).

Tubbs ve grubunun 2009 yilinda yayinladiklari ¢calismada TOP2A genindeki
amplifikasyon veya delesyon durumunun antrasiklin tedavisi i¢in pozitif marker
olabilecegi savindan yola ¢ikarak HER2/neu ve TOP2A genleri adjuvan
Doxorubisin(A) ve Siklofosfamid(C) tedavi alan orta risk grubundan 2123 meme
kanserli hastada FISH yontemi ile analiz edilmistir (130). Aberan TOP2A gen kopya
sayist % 9,4 (% 4 amplifiye, %5,4 delesyon) oraninda saptanirken toplam %:20.4
anormal HER2/neu gen kopya sayist (%18,8 amplifikasyon, %1,6 delesyon) oldugu
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rapor edilmistir. TOP2A geni ile rekiirrenssiz siire ve total yagam siiresi arasinda iligki
kurulamamig buna karsilik yiiksek diizey ( >4) HER2/neu gen amplifikasyonu ile total
yasam ve rekiirrens olmayan siire agisindan ters yonde bir baglant1 oldugu bildirilmistir.
Survi siiresi diisiik seviyedeki HER2/neu amplifikasyonu (>2) ile iligkili bulunmamustir.
Bu ¢alismada adjuvan AC tedavisi alan erken evre meme kanserli hasta populasyonunda
TOP2A geni aberasyonunun klinik seyir ile iligkili olmadigy, yiiksek diizey HER2/neu
amplifikasyonunun antrasiklin tedavisi alan hastalarda prognostik faktdr olarak

degerlendirilebilecegini belirtmislerdir.

Calismamizda TOP2A gen aberasyonu 18/60 (% 30) (% 23.3 amplifikasyon, %
6.7 delesyon) oraninda gozlenmistir. Bu oran Tubbs ve arkadaslarimin verilerine gore
daha ytiksektir. Ancak Tubbs ve ark. erken evre ve orta risk grubu olgularinda bu
calismay1 gerceklestirmislerdir. Oysa bizim ¢alismamizda yiiksek risk grubu hastalar
incelenmistir. Dolayisiyla ileri evre meme kanserinde TOP2A kopya aberasyonlarinin

daha yiiksek oranda gozlenebilecegi goriisiindeyiz.

Oakman ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda daha 6nceden yapilan 2 meta
analizin degerlendirmesi yapilmistir (95). Bu iki ¢alisma HER2/neu amplifikasyonu
olan ve antrasiklin tedavisi alan hastalarin niiks olmadan gegen siire ve total yasam
stiresinin HER2/neu amplifikasyonu olmayan gruba gore daha iyi oldugunu
desteklemistir. Kanada MAS caligmasinda premenapozal lenf nodu pozitif olan 438
hastada HER2/neu ve TOP2A gen durumu FISH ile incelenmis ve rekiirrens olmayan
ve total yasam siireleri yoniinden CMF ile CEF tedavisi karsilastirilmistir. HER2/neu
pozitif ve CEF tedavisi alan hastalarda rekiirrens olmayan siirelerinin daha iyi oldugu
belirlenmistir. TOP2A gen aberasyonu %18 hastada (%12 amp. ve %6 delesyon)
izlenmis ve biiyiilk boyutlu timoérler ile HER2/neu pozitif olanlarda daha c¢ok
goriilmiistiir. TOP2A gen degisikligi olup CEF tedavisi alan hastalarin niiks olmayan

stire ve yasam siiresi agisindan CMF grubuna gore tstiinliik gosterdigi belirlenmistir.

Konecny ve arkadaglarimin 2010 yilinda yayinlanan ¢alismasinda HER2/neu ve
TOP2A genleri arasindaki iligki ile ytliksek riskteki meme kanserli hastalarin preoperatif
donemde Antrasiklinlere verdikleri cevaplar1 degerlendirilmistir (62). Preoperatif

donemde yiiksek doz kemoterapi veya antrasiklin tedavisi alan 373 yiiksek riskli meme
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kanserli olguda (tiim6r>3 cm. veya inflamatuar kanser) FISH yontemi ile HER2/neu ve
TOP2A genleri arasindaki iliski incelenmistir. Orneklerin %27 sinde (94/350)
HER2/neu amplifikasyonu saptanmigtir. Bu olgularin %46’sinda (40/94) TOP2A
amplifikasyonu TOP2A amplifikasyonu, %18’inde (17/94) TOP2A delesyonu
gozlemislerdir. TOP2A gen kopya sayisit degisikligi HER2/neu gen amplifikasyonu
olmayan vakalarda saptanmamistir. HER2/neu gen amplifikasyonuna TOP2A gen
amplifikasyonu eslik ettiginde (30% - 11%, P = 0.002) komple patolojik cevap (pCR)
saptanmistir. Bu yanit TOP2A gen delesyonu veya HER2/neu geni normal olan
olgularda gozlenmemistir. Multidegiskenli c¢alismada TOP2A amplifikasyonu (p=
0,021) bariz sekilde komple patolojik cevap ( pCR) ile birlikte bulunmustur. (pCR=

cerrahi 6rnegin kalan kisminda canli, invaziv tiimdr hiicresinin kalmamasi)

Bartlett ve arkadaglarmm 2010 yilinda yaymladiklart NEAT/BR9601
calismasinda erken evre meme kanserinde adjuvan CMF tedavisine antrasiklin
eklenmesinin faydali olacagini gosterilmistir (5). 1762 hastada HER2/neu, TOP2A,
CEP17, HERI, Ki67 durumlari mikroarray ile analiz edilmistir. HER2/neu
amplifikasyonu %21, TOP2A amplifikasyonu %10, TOP2A delesyonu % 11 ve CEP 17
duplikasyonu %23 oraninda saptanmistir. Tek degiskenli analizde sadece HER2/neu
gen amplifikasyonu ve TOP2A delesyonunun rekiirrens olmayan siire ve total yasam
siiresi i¢in anlamli bir prognostik faktér oldugu, HER2/neu veya TOP2A’nin
antrasiklin tedavisi ile anlamli bir iligkisi olmadigini belirtmislerdir. Ancak ¢ok
degiskenli analizde CEP 17 duplikasyonunun antrasiklin tedavisi ile rekiirrens olmayan
ve total yasam siirelerindeki artma ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. Erken evre meme
kanseri olup adjuvan kemoterapi alan kadinlarda antrasiklinlerden fayda saglayip
saglamayacagini ortaya koyabilen en kuvvetli belirte¢in kromozom 17 sentromer
dublikasyonu oldugu, HER2/neu ve TOP2A’nin kromozom 17°de lokalize olmalari
nedeniyle ortaya ¢ikan onceki ¢aligmalardaki tutarsizliklarin kromozom17 sentromer

dublikasyonu ile agiklanabilecegi yorumunu yapmislardir.

Krishnamurti ve grubu 2010 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda 365 hastada
HER2/neu amplifikasyonu ve polizomi 17’nin invaziv meme kanserli hastalarda
prognostik ve prediktif faktor olup olamayacagn arastirmislardir (63). FISH ile yapilan
calismada Polizomi 17 CEP17:hiicre sayis1 >3,0 ve HER2/neu gen amplifikasyonu ise
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HER2:Cep17>2,2 olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore 365 hastanin
%?23’linde polizomi 17 saptanmis. FISH bulgular1 dogrultusunda olgular ii¢ grupta

toplanmustir.
36 vaka normal(N) = HER2/neu gen amplifikasyonu ve polizomi 17 yok.
44 vaka (P)= polizomi 17 (HER2/neu gen amplifikasyonu yok)

35 hasta(A) = HER2/neu amplifikasyonu (polizomi 17 yok) olarak ele alinmas.
Bu caligmada gruplar niikleer grade, mitotik aktivite, Nottingham skoru, histolojik
grade, timor stage ve nodal tutulumu agisindan karsilagtirilmigtir. 365 vakanin
incelemesinde 83 ( %23) olguda polizomi 17 saptanmis. (P) grubunda olan (HER2/neu
gen amplifikasyonu olmadan polizomi 17 ) hastalarin niikleer grade, mitotik aktivite,
Nottingham skoru, histolojik grade, ER (—)’ligi, evre ve kotii prognostik etki ile iligkili
oldugunu buna karsilik nodal tutulum ile polizomi arasinda bir baglantinin olmadigin

One stirmiislerdir.

Zhu ve ark.min 2011 yilindaki yayinlarinda retrospektif olarak 481 invaziv meme
kanserli hastada HER2/neu geni incelenmistir (151). HER2/neu geni FISH, proteini
ise IHC ile degerlendirilmistir. FISH analizi ile %57.4 oraninda amplifikasyon ve
%28.3 oraninda polizomi 17 saptanmistir. Polizomi 17°’nin HER2 gen amplifikasyonu
ile korelasyonunu ortaya koyarlarken HER2/neu protein ekspresyonu ile polizomi 17

arasinda bir baglant1 olmadigini bildirmislerdir.

Moelans ve ark.’min 2010 yilinda yaymladiklar1 ¢calismada 111 invaziv meme
kanseri olgusu polizomi 17 ve HER2, amplifikasyon iligkisi agisindan FISH yontemi ile
incelenirken kromozom 17 iizerinde lokalize 17 gende polizomi agisindan MLPA
yontemi ile degerlendirilmistir (84). Calisma verileri degerlendirildiginde sentromer
sinyal fenotipine gore %19 olguda sentromer sinyal sayisi artis1 gozlenmis ve bu
olgularin %60°inda HER2 amplifikasyonu saptanmustir. Ancak 111 olgunun higbirinde
MLPA ile polizomi 17 verisi elde edilmemis, sadece iki olguda 17q artis1 belirlenmistir.
Kromozom 17p delesyonu bir olguda gozlenirken amplifikasyonu olan olgu
saptanmamustir. Bu veriler 15181 altinda invaziv meme kanserinde gercek tiim kromozom

veya parsiyel p ya da q polizomisinin ¢ok nadir oldugunu, sentromer 17 anormal kopya

91



sayisinin  yiikksek oranda sentromer dizisi duplikasyonlarindan kaynaklandigini

yorumlamislardir.

Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda polizomi 17 olarak saptadigimiz 14 olgunun
gercek polizomi olup olmadiklarimin kromozom 17 amplikonlarinin incelenmesi ile

kesinlik kazanacagi diisiincesindeyiz.
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Tablo 5.1. HER2/neu,TOP2A Genleri ve CEP17 Kopya Sayis1 Degisikliklerinin

Literatiir Calismalari ile Karsilastirilmasi

Arastirici Olgu sayisi- Genler Sonug
Yontem
Tsukamato ve 113 CEP 17 Polizomi %32.7
ark. FISH CEP 1 Monozomi ile ER(-)
(2001) CEP 11 Polizomi ile PR(-) korele
Knoop ve ark. 805 HER2/neu HER2/neu Amp.%33- Postmenapoz,lenf
(2005) FISH-IHC | TOP2A nodu3tve ER(-) ile beraber
HER2/neu (+)lerin %56,9’undaTOP2 Aber.
Hicks ve ark. 180 HER2/neu HER2/neu (+) —»TOP2A%50 amp. ,%16
(2005) FISH TOP2A del.%34 normal)
CEP17 HER2  normal(%63dizomi,%30polizomi,
%7monozomi,%STOP2A del)
Huang ve ark. 1362 HER2/neu Cok degiskenli analizde;
(2005) IHC ER »45 yag grade, ER- PR HER2’den bagimsiz
PR <45yas ER-PR(-)ligi HER2i¢in prediktif
Lal ve ark. 3655 HER2/neu HER2/neu amp. %14.69
(2005) FISH ER HER2/neu amp. yiiksek grade ,ER-PR(-)ile
[HC PR iligkili
Sahdo ve ark. 175 HER2/neu Polizomi%]13
(2005) FISH CEP17 Monozomi%?2
IHC Polizomi ve HER2/neu bagimsiz
Villman ve ark. 85 HER2/neu HER2/neu Amp.%45
(2006) CISH TOP2A TOP2A Amp.%16. HER2-TOP2A
antrasiklinler i¢in prediktif degil
Takehisa ve 42 Kr.1,11 ve 17 | Polizomi 17 yiiksek grade ve ER(+)ligi
ark.(2007) FISH sentromer iligkili.Polizomide lenf nodu met. 1
Beser ve ark. 50 HER2/neu HER2/neu amp.%22
(2007) FISH TOP2A TOP2A aberasyonu %12
Kr.17
Sunami ve ark. 130 HER2/neu HER2/neu amp.%27
(2008) IHC,MS-PCR | ER HER2/neu amp —ER bagimsiz
Elektroforez
Nielsenve ark. 773 HER2/neu TOP2A amp.%11.9
(2008) FISH TOP2A TOP2A del.%11.3
HER2/neu amp.olan TOP2A aber.%56.5
Vanden Bempt 226 104/226 (Polizomi %46)
ve ark. FISH HER2/neu Polizomi(+)olan%59.62’1nda sadece
(2008) IHC Kr.17 polizomil7, %40.39’da polizomi+HER2
RT PCR amp.var.HER2(+) olanlarda ER(—) PR(—)ve

yiiksek grade
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Lii ve ark. 200 HER2/neu | Polizomi%26ve HER2 amp.ile iligkili
(2008) FISH CEP17 In.duk.kar.da polizomi %52.8
Polizomi yiiksek grade,atipi ve lenf met.
ile ilgili, yas ile ilgisiz
Tubbs ve ark. 2123 HER2/neu | HER2/neu Amp. %18.8
(2009) FISH TOP2A TOP2A aberasyonu%9.4 (%4 amp.%5.8
del.)HER2amp? ise yasam siiresi azalmasi
Arriola ve ark. 245 HER2/neu | TOP2A amp.HER2/neu amp.ile beraber
(2009) CISH TOP2A TOP2A amp.ER(+) ile beraber
IHC FISH-IHC
Oakman ve | Kanada MAS HER2/neu | TOP2Aaberasyonu%18
ark. 438(premenapoz) | TOP2A (%12 amp.+%6del.)
2009 FISH
Konency ve | 373yiiksek risk HER2/neu | HER2/neu amp.%27
ark. FISH TOP2A HER2(+)larin %46TOP2A amp,.%18 del.
2010
Bartlett ve ark. 1762 HER2/neu | HER2/neu Amp.%21
(2010) Mikroarray TOP2A TOP2A Amp.%10
CEP17 TOP2A Del. %11
Ki67 CEP17 Dup.%23
HERI
Krisnamurti ve 365 HER2/neu | HER2/neuamp.grade,mitotik
ark.(2010) FISH CEP17 akt.,grade,evre ,ER(—)ilgili
Polizomi%23ve nod ile ilgisiz
Zhu ve | 481 HER2/neu | HER2/neu amp.%57.4,polizomi%?28.3
ark.(2011) FISH CEP17 HER2/neu prt.ile polizomi baglantisiz
[HC
Moelans ve 111 HER2/neu | Gergek tiim kromozom17 polizomisi yok.
ark.(2011) FISH CEP17 Polizomilerde CEP17 duplikasyonu(+)
MLPA
CALISMAMIZ 60 HER2/neu | HER2/neu amp.%25
FISH TOP2A HER2/neu amp.vakalarin cogu
CEP17 gradelll

HER2/neu amp.cogu ER(—)PR(-)
HER2/neu amp. ¢cogu dizomi
HER2/neu amp.olanlarda

(TOP2A del%13.3 -amp.%53.4)
Polizomi %23

Polizomide yiiksek grade ve PR(—)fazla
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5.1.2. Meme Kanserli Hastalarda RASSF1A ve APC Gen Metilasyon

Degisikliklerinin Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmasi

‘Epigenetik ’DNA dizisinde degisiklik yapmayan ancak kalitilabilir bir ifade
degisikligidir (140). Kanser olusumunda genetik degisiklikler kadar epigenetik
mekanizmalar da sorumlu tutulmaktadir. Epigenetik mekanizmalardan {izerinde en ¢ok
calisilan DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu mutasyonlardan daha sik meydana
gelir ve geri dontisiimlii bir olaydir (140). Karsinogenezin erken evrelerinde meydana
geldigi i¢in gene Ozgili bir olaydir ve bu nedenle erken tani i¢in kullanilabilir. Geri
doniislimlii  bir olay olmasi da yeni tedavi protokollerinin gelismesinde rol

oynamaktadir.

RASSF1A geni 3p21.3 bolgesine lokalize olan tiimoér baskilayict bir gendir.
Mikrotubul  stabilizasyonu, apoptotik sinyalizasyon ve hiicre siklusunun
diizenlenmesinde rol alir (105). Meme kanseri dahil olmak iizere pek ¢ok kanser

tiiriinde hipermetile oldugu saptanmistir.

APC Geni ise 5 q21 bolgesine lokalize olup kolorektal kanser olusumunda 6nemli
rol oynar. Otozomal dominant germline mutasyonlari bagirsakta ¢ok sayida poliple
karekterize olan familyal adenamat6z polipozis (FAP) ile sonuglanir. APC geni etkisini
transkripsiyonel aktivator olan f-catenin iizerinden yapar. Fonksiyonel kaybinda hiicre
biiyiime kontrolii bozulur. APC gen promotor hipermetilasyonu meme kanserinde

uygulanan yonteme gore degisen oranlarda (%28-53) gdsterilmistir (133).

Meme kanserinde taniya ve tedaviye yonelik yeni belirteclerin belirlenmesi igin
yillardir pek ¢ok caligsma yapilmaktadir. HER2/neu geni meme kanserinde prognostik ve
terapdtik dneme sahip bir belirtectir. Bu ¢aligmada bu genin yani sira TOP2A geni ve
kromozom 17 kopya sayisi degerlendirilmistir. Ancak metilasyon paternlerindeki
degisiklerin de incelenmesi meme kanserinde molekiiler yapinin daha iyi anlasilmasini

saglayacaktir. Bu amagla MS-HRM gibi sensitif bir yontemle RASSF1A ve APC gen
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metilasyonlar1 incelenerek HER2/neu, TOP2A genleri ve CEP17 kopya sayisi

degisikligi ve metilasyon arasindaki baglanti irdelenmistir.

Virmani ve arkadaslarimin 2001 yilindaki yaymlarinda meme ve akciger
kanserlerinde APC gen promotor hipermetilasyonunu arastirilmistir (136). 77 meme
kanserli, 50 kiigiik hiicreli akciger ve 106 kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri ve 68
non-malign hiicre hattinda APC gen promotor 1A’nin metilasyon durumu MS-PCR ile,
ekspresyon analizi RT-PCR ile incelenmistir. 77 meme kanserli dokunun 34’iinde ve
hiicre hattinda metilasyon saptanmistir(%44). Meme kanserindeki metilasyon siklig1

tiimor boyutu ve stage ile artis gdstermistir.

Jin ve grubunun 2001 yilinda yayimladiklar ¢calismada 50 kanserli ve 21 normal
meme dokusunda APC gen metilasyonunu incelenmistir (53). MS-PCR kullanarak
yapilan bu ¢aligmada metilasyon oranini1 18/50 (%36) olarak bulunmustur. 21 saglikli
dokuda hi¢ metilasyon saptanmamistir. Bu sonuclarin 1s181da hipermetilasyonun kansere
spesifik bir olay oldugunu savunmusladir. APC promotor hipermetilasyonu ile hasta
yasl, stage, histolojik tip, lenf nodu metastazi, timor boyutu, ER ve PR durumu arasinda

belirgin bir iligki bulunamamustir.

Roa ve arkadaslarinin 2004 yilindaki yayinladiklar1 ¢alismada meme kanserli
hastalardaki farkli karsinojenik mekanizmay1 ve biyolojik davranigi incelemek igin
CDKN2A (p16), hMLHI1, APC, CDHI1 (Cadherin E) ve FHIT genlerine ait metilasyon
paternleri incelenmistir (112). Bu amagla 70 taze tliimér dokusunda MS-PCR yontemi
kullanilarak yapilan incelemede calisilan Orneklerin %88’inde en az 1 gen metile
bulunmustur. APC gen metilasyonu %52,9 olarak degerlendirilmistir. Ayrica APC gen
hipermetilasyonu biiyiik boyutlu tiimér ile iligkili oldugu saptanmustir .(p<0.05)

Parrella ve arkadaslarimin 2004 yilinda yayinladiklar1 c¢alismada sporadik
meme kanserinde hipermetilasyonu degerlendirmek amaciyla 10 genin metilasyon
durumunu MS-PCR ile incelenmistir (103). 54 primer meme kanseri ve 10 benign
meme lezyonunda yapilan bu ¢alismada tiimorlii dokunun %85’inde, benign meme
dokusunun %70’inde en azindan bir gen i¢in hipermetilasyon saptanmistir. Calisilan
genlerden biri olan APC gen metilasyonu %28 olarak bulunmustur. Taze doku ve

parafinize dokular arasinda metilasyon farki saptanmamustir.
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Bae ve arkadaslarimin 2004 yilindaki yaymlarinda meme kanserinin
histopatolojik tipleri ile hipermetilasyon arasindaki iligki arastirllmistir (4). Duktal,
lobuler ve musindz invaziv karsinom tiplerini iceren 109 taze tiimor dokusunda 12
farkli genin metilasyonu MS-PCR ile incelenmistir. (60 invaziv duktal karsinom, 30
miisindz kanser, 19 invaziv lobiiler kanser) Farkli hiicresel gorevlere sahip olan bu

genlerden biri olan RASSF1A geni olgularin %85’inde metile bulunmustur.

Widschwendter ve arkadaslarimin 2004 yilinda yayimladiklar1 ¢alismada 148
meme kanserli olguda 65 metilasyon marker durumu incelenmistir (141). RASSF1A
gen promotor metilasyonunun ileri evre meme kanseri ve hormon reseptor durumu ile
iligkili oldugu saptanmistir. APC gen metilasyonu ise ER (+)’ligi ile korele

bulunmustur.

Meme kanserinde metilasyon yoniinden en ¢ok incelenen genlerden birisi olan
RASSF1A gen promotor metilasyonu pek cok calismaya konu olmustur. Farkli
zamanlarda ve yontemlerle incelenen bu gende metilasyon oranlar1 degismekle birlikte
genellikle metilasyon orani yiiksek bulunmustur. Calismamizda incelenen 60 olguda
RASSFIA gen metilasyonu 58/60(%96.6) olarak degerlendirilmistir. Diger calismalara
gbre daha yiiksek oranda tesbit edilen degerler yontemin hassasiyetine ve orneklerin
tam tiimor dokusu igeren kisimlardan alinmasina baglanmistir. MS-HRM analizi diger

yontemlerden daha sensitif olup 1/1000 yiizdesinde bile sonug verebilmektedir.

APC gen metilasyonu ise 26/60 (%43.3) olarak degerlendirilmistir. Bu deger

literatlirde sozii gegen pek ¢ok ¢alisma ile uyumludur.

Dulaimi ve arkadaglar: 2004 yilindaki yayinlarinda 34 meme kanserli dokuda ve
serumda karsilastirmali olarak RASSF1A, APC, DAPK gen metilasyonu incelenmistir
(24). MS-PCR kullanilan ¢alismada tiimér DNA’sinda %94 oraninda bir veya fazla
genin metile oldugunu bulunmugstur. Tiimér dokusunda RASSF1A%65, APC %47
metile olarak degerlendirilmistir. Duktal karsinoma in situ, lobuler karsinoma in situ,
stage | invaziv duktal karsinom ve lobiiler kanser hasta serumlarinda %7 metilasyon
saptanmistir ancak normal saglikli kadin, non-neoplastik veya inflamatuar meme
hastaligr olan hastalarin serumunda metilasyon saptanmamistir. Tiimdr dokusunda

unmetile olan bir gen serumda da mutlaka unmetile bulunmustur.(%100 spesifite)
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Shinozaki ve arkadaslarmim 2005 yilinda yaptiklar1 yayinda 151 meme kanserli
hastanin tiimor dokusunda MS-PCR ile RASSF1A, APC, TWIST, CDHI1, GSTP1 ve
RAR-B2 metilasyonunu incelenmistir (121). RASSF1A gen metilasyonu %381
degerinde saptanmistir. Bu metilasyon ER (+) ve HER2/neu gen (+)’ligi ile birliktelik

gostermis. APC gen metilasyonu ise %49 olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda RASSFI1A geni ER (—) ve PR (—) olan tiim olgularda metile

bulunmustur. Bu sonug¢ Shinozaki ve arkadaglarmin verileri ile uyum gostermemistir.

Bizim caligmamizda RASSF1A geni HER2/neu gen amplifikasyonu ile
birliktelik gdstermistir. Bu tiimor agresifliginin artis1 olarak yorumlanabilir. Bu veriler

Shinozaki ve arkadagslarimin degerleri ile uyumludur.

Liu ve arkadaslarimin 2007 yilinda yaptiklart calismada meme kanserli
hastalarda APC gen promotor 1A durumu, protein ekspresyonu ve klinikopatolojik
ozellikleri ile iliskisi arastirilmistir (73). 2003-2005 yillar1 arasinda opere olan hastaya
ait 76 meme tiimor dokusu ve komsu normal dokuda APC gen metilasyonu MSP ile
protein ekspresyonu ise IHC ile incelenmistir. APC gen metilasyonu komsu meme
dokusuna gore oldukca metile bulunmustur (P< 0.05). APC promotor metilasyonu
TNM durumu ile pozitif olarak iligkili bulunmustur (p < 0.05) 76 kanserli olgunun
kanserli dokuya komsu olan dokusu metile bulunmamistir. Kanserli ve non-kanserli
dokulardaki metilasyon farki anlamli bulunmustur.(p<0.05) Metilasyon durumu yas,
timor boyutu, histolojik grade, ER, PR, HER2/neu geni ve aksiler lenf tutulumu ile

iligkili bulunamamustir.

Bizim c¢alismamizda da APC gen metilasyonu ile grade, ER, CEP17 durumu
arasinda iliski kurulamamustir. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da APC geninin aktif

oldugu olgularda PR (—)’ligi 6n plandadir.

Feng ve grubunun 2007°deki ¢aligmalarinda meme kanseri ile iligkili genlerin
metilasyonu ile ER-PR durumlarinin iliskisi incelenmistir (30). Calismada pyrosekans
yontemi kullanilarak 90 malign ve normal meme dokusunda 12 tiimor baskilayici genin
metilasyon analizi yapilmistir. ER ve PR IHC ile incelenmistir. Incelenen genlerden

RIL,HIN1, RASSF1A, CDH13 ve RARb2 geni normal dokuda unmetile (%1-4)olarak
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degerlendirilmistir. RASSF1A gen metilasyonu tiimoér dokusunda olduk¢a metile (%58)
bulunmustur. Tek degiskenli analizlerde ER pozitifli§i RASSFIA metilasyonu ile

birlikte bulunmustur.

Bizim c¢alismamizda ER (+) olan 35 olgu vardi. Bunlarin 33/35 ‘1 RASSF1A
geni acgisindan metile bulunmustur. Istatistiksel olarak anlaml1 olmasa da RASSF1A gen

metilasyonuna ER (+)’ligi eslik etmistir.

Park ve grubu 2007 yilindaki yayinlarinda meme kanseri prognozu ile ilgili
oldugu diisiiniilen RASSF1A ve APC genlerinin metilasyon durumu MS-PCR ile
incelenmistir (101). Bunun i¢in 2001 Ocak-2003 Aralik siireleri arasinda opere olmus
110 hasta degerlendirilmistir. 16 hastada metastaz bulundugu i¢in bu gruba dahil
edilmemistir. Metastaz1 olmayan 17 hasta doku grubu olarak degerlendirilmis, 47 hasta
ise serum degerlendirilmesine tabi tutulmustur. Bu ¢alisma grubunda APC metilasyonu
evre 2-3 olanlarda %50 ve %94 olarak bulunmustur. RASSF1A gen metilasyonu ise
ayni evrelerde %68.7 ve %65 olarak degerlendirilmistir. Her iki genin metilasyonu evre
2 rekiirrens gosteren hasta grubunda % 42.9 olarak bulunmustur. Evre 3 rekiirrens
gOsteren hastalarda ise % 77.8 olarak degerlendirilmistir. Serum degerlendirilmesi
yapilan grupta RASSF1A gen metilasyonu ve rekiirrens arasinda istatiksel korelasyon
bulunmustur(p=0.013). Metilasyonu olan 16 hastanin 5’1 rekiirrens gosterirken, non-
metile olan 31 hastanin sadece 1 tanesi rekiirrens gostermistir. BOylece meme

kanserinde metilasyon ve rekiirrens arasinda baglanti oldugunu savunmuslardir.

Metilasyon paterni kanserin erken evrelerinde ortaya c¢ikan bir degisikliktir.
Calismamizda incelenen hastalar yiiksek risk grubuna dahil olduklar1 igin hepsi ileri

evrede hastalardi ve hepsinde lenf veya yakin - uzak metastaz mevcuttu.

Lee ve arkadaslarimin 2007 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada meme kanserinin
insidans1 ve dagiliminda etnik farkliligi incelenmistir (69). Bu amagla Amerika’daki
Kafkas ve Kore kokenli kadinlarda inceleme yapilmistir. Kore kdkenli 67 ve Kafkas
kokenli 50 meme kanserli kadin1 ER durumu ve yasa gore dort kategoriye gore ayirarak
HIN-1, Twist, Cyclin D2, RAR-B, GSTP1, RASSF1A ve CDHI genlerine ait
metilasyon durumu MS-PCR ile incelenmistir. Iki ik arasindaki metilasyon orani

benzer sekilde degerlendirilmistir. RASSFIA metilasyonu Koreli kadinlarda %82
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bulunurken, Kafkas kadinlarda %76 olarak bulunmustur. Irklar arasindaki metilasyon

farki anlamli bulunmamustir.

Park ve arkadaslari 2007 yilinda yaymladiklar1 calismada farkli kanser
tiplerindeki metilasyon arastirmislardir (102). Meme kanseri (invaziv duktal karsinom
n=24) , mide kanseri (adenokarsinom n=61) , kolon kanseri (adenokarsinom n=48),
akciger kanseri (adenokarsinom n=24) , larinks kanseri (skuamoz hiicreli n=37),
hepatoselliiler kanser (n=47) , serviks kanseri (skuamoz hiicreli n= 46), prostat
kanseri(adenokarsinom n=40) olmak {izere 8 farkli tipten 328 tiimérlii dokuda
calisilmigtir. Kore’li hastalarda yapilan bu ¢alismada APC, COX-2,DAP-kinaz, E-
kaderin, GSTP1, hMLH1, MGMT, pl14, p16, RASSF1A, RUNX3, THBS1 ve TIMP-3
genleri ait metilasyon durumu MS-PCR yontemi ile incelenmistir. RASSF1A ve APC

geninin meme kanserindeki metilasyon oranlar1 %50 ve %33 olarak bulunmustur.

Li ve arkadaslarimin 2008 yilinda yayinladiklar1 c¢alismada sporadik meme
kanserli 36 Cinli kadinda kanser dokusunda ve komsu dokuda RASSFIA
metilasyonunu ve ekspresyonunu incelenmistir (70). Yaptiklart calismada tiimor
dokusunda RASSF1A metilasyonunu % 61,1 olarak bulunmustur. Calismada MS-PCR,
semi-quantatif RT-PCR ve IHC yontemlerini kullanilmistir. 36 meme kanserli dokunun
%66.6’s1  hipermetilasyon gdstermistir. Tiimoriin komsu dokusunda metilasyon
saptanmamustir. Kanserli doku ve komsu dokusu arasinda bariz metilasyon farklilig
saptanmast (p < 0.05) nedeniyle meme kanserinde RASSFIA gen metilasyonunun
timorlii dokuda fazla oldugunu ileri stirmiislerdir. Meme kanserinde RASSF1A
metilasyonunu hasta yasi, histolojik tip, TNM stage ve lenf nodu metastazi gibi klinik

parametrelerle korele bulunmamustir.

Sunami ve arkadaglarmim 2008 yilinda yayinladiklar1 calismada ER(+) 65 ve ER(—)
65 hastaya ait tiimor dokusunda 7 gene ait metilasyon durumunu incelemislerdir (125).
ER durumu ile epigenetik 6zelliklerin iliskisini arastirilmistir. Hastalarin HER2/neu gen
durumu IHC ile degerlendirilmistir. APC gen metilasyonu ER (+)’ligi ile korele
bulunmus. Tlc ve T2 evresinde ER (+) ve ER (—) gruplar arasinda RASSF1A ve APC
gen metilasyonu kiyaslandiginda ER (+)olan olgularda T evresinden bagimsiz olarak

RASSF1A belirgin sekilde metile bulunmustur. Bu bulgu tiimér Tlc evresinden T2
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evresine geciste metilasyonda bariz farklilik olmadigini gostermistir. Ayrica lenf nodu
metastazi olan ve olmayan gruplarda metilasyon farki bulunmamistir. ER (+) ve ER (-)
gruplar arasinda erken evrelerde RASSF1A gen metilasyonunda fark bulunmustur. Bu
bulgular ER durumunun erken evrelerde epigenetik degisiklere katkida bulundugunu
gostermistir. HER2/neu geni (+) olanlarda RASSF1A ve APC bariz olarak daha metile
bulunmugstur. Double negatif (ER ve HER2/neu negatif) olan grupta RASSF1A ve APC
genleri HER2/neu (+) veya ER (+) olan gruplara gore daha sik metile bulunmustur. Bu
bulgulara gore ER ve HER2/neu gen durumunun RASSF1A ve APC ckspresyonuna

ayri ayr1 katkida bulundugunu savunmuslardir.

Cho ve arkadaglarmmin 2010 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmada 40 hastaya ait
kanserli meme dokusu, komsu doku ve hasta kaninda 8 tiimor baskilayict gene
(RASSF1A, APC, HINI, BRCAI1, CYCLIND2, RARB, CDH1 ve TWISTI1) ve
LINE1, Sat2M1,AluM2 gibi tekrarlayan dizilere ait metilasyon durumu MethyLight
assay yontemi ile incelenmistir (16). Timoér dokusu(n=40), komsu doku(n=27) ve
kan(n=40 ve kontrol) olmak tizere ¢alisilmistir. Tiimor dokusunda RASSF1A, HIN1 ve
APC metilasyonu (%82,5, %75, %52,5) ve komsu dokuda (%85,2, %70.,4, %44,4 )

olmak iizere oldukca metile bulunmustur.

Van der Auwera ve arkadaslarimin 2010 yilindaki yayinlarinda Quantatif
metilasyon spesifik PCR (QMSP) ile primer tiimoér dokusunda ve ona komsu normal
dokuda olmak iizere 6 gen (DAPK, TWIST, HIN-1,RASSF1A, RARb2 ve APC)
metilasyonu incelenmistir (132). 56 kanserli meme dokusu ve bu hastalardan alinan
normal doku ile 9 saglikli kadindan alinan normal meme dokusu ile ¢alisilmigtir. Meme
kanserli hastalardan alinan normal meme dokusu ile saglikli kisilerden alinan doku bariz
farklilik gostermistir. RASSF1A (p=0.03) ve APC(p=0.04) Kanserli hastalarin normal
dokusundaki metilasyon orani kanserli dokuya gore daha az metilasyon 0Ozelligi
gostermistir. (p< veya =0.01). RASSF1A gen hipermetilasyonu ilerlemis meme kanserli
hastalarda komsu dokuda daha fazla metile bulunmustur. APC gen metilasyonu ise ER

pozitif meme kanserli hastalarin komsu dokusunda daha fazla metile bulunmustur.

Xu ve grubunun 2010 yilindaki yayinlarinda meme kanser etyopatogezinde rolii

oldugunu diistindiikleri BRCA1, APC ve pl6 gen metilasyonunu incelemislerdir (146).

101



1996-1997 yillar1 arasinda primer meme kanseri ve in situ meme kanseri tanist almig
800 meme tiimor dokusunda inceleme yapilmistir. MethyLight yontemi ile incelenen
APC gen metilasyon oram1 %48,4 olarak bulunmustur. Unmetile hastalarla

kiyaslandiginda APC hipermetilasyonu ile 6liim riskinin %46 arttig1 goriilmiistur.

Karray-Chouayekh ve arkadaslarimin 2010 yilindaki yayinlarinda Tunuslu 78
meme kanserli hastada RASSF1A, RARb2, CDHI ve p 16 gen metilasyonu MS-PCR
ile arastirnlmistir (55). RASSFIA gen promotor bdlge hipermetilasyonu %87
bulunmustur. Bu sonucun azalmis survi (p=0,014), yas (p=0,048) ve stage (p=0,033) ile
iligkili bulunmasi nedeniyle RASSF1A metilasyonunun kotii prognoz ig¢in iyi bir

belirteg olabilecegi ongdriilmiistiir.

Calismamizda takipli hasta sayis1 olduk¢a az oldugu i¢cin RASSF1A ve APC gen

metilasyonu ile yapilan yasam analizlerinde anlamli sonuglar elde edilememistir.

RASSF1A gen metilasyonu ve CEP17 degerlendirilmesinde polizomi saptanan
olgularinin hepsinde RASSF1A geninde metilasyon saptanmuigtir.

Meme kanserli hastalarin RASSF1A gen metilasyonu ve TOP2A gen dagilimi
incelendiginde TOP2A gen delesyonu olan hastalarin tiimiinde RASSF1A geninin farklh
oranlarda metile oldugu gozlenmistir. TOP2A gen amplifikasyonu olan 13/14 hastada
yine farkli oranlarda metilasyon izlenmistir. TOP2A gen aberasyonunun RASSFI1A gen

metilasyonu ile birliktelik gosterdigi sdylenebilir.

Calismamizda meme kanserli hastalarin APC gen metilasyonu ve TOP2A gen
dagiliminda istatistiksel olarak anlamli deger saptanmigtir. TOP2A geni normal bulunan
hastalarda unmetilasyon fazla bulunmustur yani gen aktif durumdadir. TOP2A gen

delesyonu olan vakalarin 2/4’iinde APC geninin metile oldugu g6zlenmistir.
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Tablo 5.2. RASSF1A ve APC Gen Metilasyon Durumunun Literatiir Bilgileriyle

Karsilastirilmasi
Literatiir Olgu Sayisi- Genler Metilasyon Sonuc
Teknik
Virmani ve ark. 77 APC Met. %44
(2001) MS-PCR Metil.tm boyutu ve stage ile
artis gostermis
Jin ve ark. 50 timor APC Metil.%36
(2001) 21 normal Met. yas,stage,lenf met.,tm
MS-PCR boyutu,hist.tip, ER,PR ile
ilgisi yok
Roa ve ark. 70 APC Metilasyon%52.9
(2004) MS-PCR Met.tm boyut artigi ile ilgili
Parrella ve ark. 54 tiimor APC Timorde metil.%28
(2004) 10 benign
MS-PCR
Bae ve ark. 109 RASSF1A Metilasyon %85
(2004) MS-PCR
In.duk kar.
In.lob kar.
Musinoz kar.
Widschwendter ve | 148 RASSF1A RASSF1A met. ileri evre ve
ark. (2004) [HC APC hormon res.ile iligkili
MethyLight APC metil. ER(+)korele
Dulaimi ve ark. 34 RASSF1A Tm.dokusunda
(2004) MS-PCR APC RASSF1A %65
APC %47
Shinozaki ve ark. 151 RASFIA RASSF1A met. %81
(2005) MS-PCR APC ER(+)HER2/neu(+)ile ilgili
APC met.%43
Liu ve ark. 76 APC Kanserli ve non-kanseroz
2007 MSP-IHC dokuda met. farkli.
Met. TNM ile ilgil
Feng ve ark. 90 RASSFIA Tm. dokusu %58
(2007) Pyrosekans RASSF1Ametil. ER(+)
IHC beraber
Park ve ark. 110 RASSF1A Stage IT- III
(2007) MS-PCR APC RASSF1 % 68.7- 65
APC %50- 94
Metil. rekiirrens baglantili
Lee ve ark. 67 Koreli RASSF1A Kafkas %76
(2007) 50 Kafkas Kore %382
MS-PCR
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Park ve ark. 24 RASSFIA RASSFI1A %50
(2007) MS-PCR APC APC %33
Sunami ve ark. 65 ER(+) RASSFI1A APC met.ER(+)ile korele
(2008) 65 ER(-) APC ER erken evrede RASSFIA
[HC met. lizerine etkili
MS-PCR RASSF1A ve APC Double
(—)grupta HER2(+) veya
ER(+) olana gore daha
metile
Cho ve ark. 40 RASSF1A Tiimér—Komsu doku
(2010) MethyLight APC RASSFI1A %82.5 --%85.2
APC %52.5--%44.4
Van der Auwera ve | 56 timorli RASSF1A RASSFlileri evrede komsu
ark. 9 normal doku APC dokuda fazla metile
(2010) Q-MSP APC ER(+)komsu dokuda
fazla metile
Xu ve ark. 800 APC Metil.%48.4
(2010) MethyLight Oliim riskinde %46
artis(unmetileye gore)
Karray-Chouayekh ve 78 RASSF1A Metil.%87
ark. MS-PCR Metil kotii survi,yas,stage ile
(2010) iliskili
RASSF1A %96.6
CALISMAMIZ 60 RASSF1A APC % 43.3
MS-HRM APC HER2/neu amp. ve

polizomi olan olgularda
RASSF1A metile

APC unmetile olgularin
cogundaPR(-),TOP2A
normal
TOP2Aamp.olgularda
APC %64 metile
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6. SONUC ve ONERILER

En c¢ok aragtirma yapilan kanserlerden biri olan meme kanserinin tani ve
prognozunu tayin etmede her gegen giin yeni belirtecler bulunmakta ve giindeme

gelmektedir.

Ayni histopatolojik tipe sahip olsa da kisiler aras1 tedaviye cevap, niiks olmayan
ve toplam yasam siirelerinde farkliliklar olmasi meme kanserinin farkli molekiiler
yapisindan kaynaklanmaktadir. Molekiiler yapinin aydinlatilabilmesi i¢in g¢aligmalar
yogun sekilde devam etmektedir. Kanser ve metilasyon arasindaki iligkinin son yillarda

onem kazanmasi ile bu yonde pekgok calisma yapilmaktadir.

Bu c¢aligmada meme kanseri etyopatogenezinde rol oynadigi diisiiniilen
RASSF1A ve APC gen promotor metilasyonu tlilkemizde ilk kez MS-HRM analizi ile
calisilmigtir. Yiiksek riskli gruba dahil 60 olguda HER2/neu, TOP2A genleri ve CEP 17
kopya sayist degisiklikleri, histopatolojik tip, grade, ER, PR durumu ve yasam siireleri
karsilagtirilarak ~ degerlendirilmistir.  Ayrica RASSF1A-APC gen metilasyonu

incelenerek bu degerler ile iligkisi irdelenmistir.

° HER2/neu gen amplifikasyonu %25 oraninda saptanmistir. HER2/neu gen
amplifikasyonu olan vakalarin %53.4°’de TOP2A gen amplifikasyonu, %13.3’{inde
TOP2A gen delesyonu olmak iizere toplam %66.7 oraninda TOP2A gen aberasyonu

saptanmuigtir.

° Calismamizda HER2/neu gen amplifikasyonu olan oOrneklerin ¢ogunlugunu
Grade III olgular olugturmustur. HER2/neu gen amplifikasyonu saptanan 6rneklerde ER
ve PR negatifligi daha ¢ok goriilmiistiir.

° Calismamizda TOP2A gen aberasyonu tiim olgularda 18/60 (%30) (%23.3
amplifikasyon, %6.7 delesyon) oraninda gdzlenmistir. Bu oranin yiiksek olusunun

olgularin yiiksek riskli grup olmasi ile ilintili oldugu diistiniilmiistiir.

° Kromozom 17 kopya sayis1 degisikligi 14/60 (%23.3) polizomi , 9/60 (%]15)
monozomi olmak iizere toplam 23/60 (%38.3) 6rnekte saptanmustir. Polizomi 17 olan

olgularinda PR (—)’ligi ve ER (+)’ligi 6n planda gorilmiistiir..
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° HER2/neu gen amplifikasyonu ile polizomi arasinda baglant1 saptanamamastir.

° Veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da HER2/neu ve TOP2A gen

amplifikasyonu ve polizomi 17 ileri yastaki olgularda daha fazla goriilmiistiir.

° RASSFIA gen metilasyonu 58/60 (%96.6), APC gen metilasyonu ise 26/60
(%43.3) olarak degerlendirilmistir.

° Calismamizda HER2/neu gen amplifikasyonu olan tiim olgularda RASSF1A
geni farkli oranlarda olmak {iizere metile bulunmustur. Bu, HER2/neu gen
amplifikasyonunun epigenetik oOzelliklere katkisi oldugunu diistindliirmiistiir. Ayni

sekilde polizomi 17 olgulariin tiimiinde de RASSF1A geni metile bulunmustur.

° TOP2A gen delesyonu olan tim hastalarda RASSF1A geni farkli oranlarda
metiledir. TOP2A gen amplifikasyonu olan 13/14 hastada yine farkli oranlarda
metilasyon izlenmistir. TOP2A gen aberasyonu da RASSF1A gen metilasyonu ile
birliktelik gdstermistir.

° Calismamizda APC gen metilasyonu ve TOP2A gen dagiliminda istatistiksel
olarak anlamli deger saptanmistir. TOP2A geni normal bulunan olgularin %64 {inde

APC geni unmetile bulunmustur yani gen aktif durumdadir.

Heterojen bir hastalik olan meme kanserinde HER2/neu geninin yani sira
metilasyon gibi farkli belirteclerin kullanilmasi hastalarin tedavi segenegi ve yasam
siresinin artmast yoniinde olumlu katkida bulunacaktir. Epigenetik 6zelliklerin geri
doniistimlii olmas1 yeni tedavi protokollerinin giindeme gelmesini saglayacaktir. Bu
amaca hizmet eden calismamizdaki bu genlerle yapilacak olan farkli caligmalar

konudaki goriisleri gliclendirecektir.
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