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OZET

Meme kanseri, meme hiicrelerinin anormal g¢ogalma gosterdikleri genetik bir
hastaliktir. Cevreyle, yasam bigimiyle ve kalitimla iliskilidir. Ulkemizde kadinlarda
goriilen kanserlerin %24,1°ini meme kanserlerinin olusturdugu belirtilmektedir. DNA
metilasyonu, kanserlerin gelisiminde rol oynayan epigenetik mekanizmalardan biridir.
Ozellikle promotor bolgedeki CpG adaciklarinin asiri metilasyonunun farkli kanser
tiplerinde tiimor baskilayici genlerin susturulmasinda ana mekanizmalardan biri oldugu
bilinmektedir. Bu calismada BRCA1 geni mutasyonu olmayan 30 meme Kanseri
olgusunun tiimdr Srnekleri ile periferik kan Grneklerinde BRCAI gen metilasyon
degisimlerinin incelenmesi, meme kanserinde kullanilan timoriin derecesi, Ostrojen ve
progesteron reseptorleri gibi bazi biyolojik belirtecler ile karsilastirilarak aralarindaki
iliskilerin ortaya konmasi hedeflenmistir. Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda meme kanseri tanist almis 30 hastanin hem periferik
kan DNA’lari ve hem de meme kanserli tiimor DNA Ornekleri ile aile dykiilerinde
meme kanseri olmayan 30 kontrol bireyin kan drneklerinde BRCA1 geni metilasyon
profilleri “Methylation Sensitive High Resolution Melting” (MS-HRM) yontemi ile
arastirlmistir. Incelenen 30 kontrol bireyi 6rneklerinde agirt BRCAI metilasyonu
gozlenmezken, 30 tiimor Orneginde %60, periferik kan orneklerinde ise %16,7
oranlarinda BRCA1 promotor agiri metilasyonu saptanmigtir. Kan dokusunda
metilasyon saptanan bes olgudan dordiiniin ileri evre meme kanseri olmasi dikkat
cekiciydi. Arastirma grubunun periferik kan orneklerinde saptanan asiri metilasyonun
sirkiilasyondaki serbest tiimor hiicrelerinden degil, somatik doku ile iliskili olabilecegi
diisiincesindeyiz. Ayrica olgularin yaslari, strojen ve progesteron reseptor durumlari ve
timor dereceleri ile BRCA1 geni asir1 metilasyonu karsilastiriimistir. Kullandigimiz
MS-HRM tekniginin metilasyon paternlerine iligkin taramalarda yiiksek dogruluk,

zaman ve emek tasarrufu agisindan uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Metilasyon, BRCA1, MS-HRM
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SUMMARY

Breast cancer is a type of cancer originating from abnormal proliferation of cells
in breast tissue. It occurs because of an interaction between the environment, life style
and defective genes. Worldwide, breast cancer comprises 10.4% of all cancers in
women and the fifth most common cause of cancer-related death in women. In Turkey,
breast cancer constitute of 24,1% of all cancers. DNA methylation is one of the
epigenetic mechanisms that plays major role in cancer development and progression.
The aberrant methylation of CpG islands of promoters of tumor suppressor genes has

been shown to be involved in silencing of the genes in various cancer types.

This study was aimed to compare methylation patterns of BRCA1 gene in breast
tumor tissues and peripheral blood samples of 30 breast cancer cases and to determine
its correlation with clinico-pathological characteristics of the cases. Here, we used the
methlyation-sensitive high-resolution melting approach (MS-HRM) to examine the
methylation status of the BRCA1, gene in tumor tissues and PBLs of the group of
women diagnosed with breast cancer, and a control group with no signs of breast
cancer. No aberrant methylation patterns was detected in control individuals whereas
60% and 16.7% of the tumor tissues and PBLs, respectively, had aberrant
hypermethylation patterns in varios levels.It was so interesting that four of five cases in
whom hypermethylation was detected in their PBLs had advanced stage (GIII) tumors

in their histopathological diagnosis.

Moreover, the BRCA1 aberrant methylation patterns of each case were compared
with age, ER and PR status and tumor grades. This study was also confirmed that the
Methlyation-Sensitive High-Resolution Melting approach (MS-HRM) is an usable, time

and labour saving technique for methylation screenings

Key Words: Breast cancer, Methylation, BRCA1, MS-HRM
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1.GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, hiicre biiyiimesi ve gelismesine katilan 6nemli hiicresel yolaklar
etkileyen genetik degisimler ile ¢ok adimli islemler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Meme
kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve iilkemizde kadinlarda gozlenen tim
kanser olgularinin %24,1’ini olusturmaktadir. Lenf nodu metastazi, tiimor capi,
histolojik derece ve histolojik tip en 6nemli prognostik faktorler olup, bunlarin yani sira
steroid hormon reseptorleri ve molekiler belirteclerin de prognoz uzerine etkisi
bulunmaktadir (16, 47, 52).

Meme kanseri gelisimi, genetik ve epigenetik mekanizmalar icermektedir. DNA
metilasyonu bugiine kadar en ¢ok arastirilan epigenetik mekanizmalardan biri olup
kanserin baslamasi ve gelismesinde 6nemli rol oynadigi pek ¢ok arastirma ile ortaya
konmustur. Genlerin  promotor bolgelerinde bulunan CpG adaciklarinin  asiri
metillenmesi  sonucunda bu bolgelere transkripsiyon faktorlerinin  baglanmasi
engellenmekte ve kromatin yapisinda meydana gelen degisimler ile gen

susturulmaktadir (28).

Son epidemiyolojik ¢alismalar kanser ile anormal metilasyon nedeniyle gelisen
baz1 hastaliklarda metilasyon diizeyleri farkli dokularda o6l¢iilmiis ve kan dokusu
metilasyonu ile kolon, mesane, mide ve meme kanseri, sizofreni ve miyelodisplastik
sendrom gibi hastaliklarin metilasyon duzeyleri arasinda baglanti oldugu gézlenmistir
(65). Bu da kan dokusu DNA’s1 metilasyonunun potansiyel bir risk faktorii olarak
degerlendirilebilecegi fikrini dogurmustur. Timor dokusunun elde edildigi invaziv
yontemlere gore, kan dokusunun daha kolay elde edilebiliyor olmasi da periferik kan

DNA’s1 metilasyon seviyesinin 6l¢iilmesini tercih sebebi yapabilir.

Meme Kkanserlerinin yaklasik % 10 kadarinda ailesel gegis, yani genetik

yatkinliktan bahsedilir. Meme kanserine yatkinlikta Gnemli genlerden biri kromozom 17
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de lokalize bulunan 24 ekzonlu BRCAL ( “Breast Cancer 1” Meme Kanseri Genil)
genidir. Bu gen bir timor baskilayict gendir ve DNA tamirinde gorev almaktadir.
Kanser gen gruplarindan biri olan tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlar, bu genlerin
fonksiyon kaybma neden olurlar. Baskilayic1 faktorlerin ortadan kalkmasi mutant
hiicrelerin proliferasyonuna yani tiimorlesmeye neden olur. BRCAL geninin DNA tamir
ozelligini kaybetmesi hatalarin yavru hiicrelere aktarilmasina yol acar ki meme kanseri
yatkinliginda bu 6zellik 6ne ¢ikmaktadir. Bu nedenle meme kanseri tanisinda BRCALI

geni 6nemli bir belirtectir (40).

Farkli populasyonlarda ailesel meme kanserlerinin yaklasik %5-50’si BRCA1’in
kalitilan mutasyonlart ile agiklanabilir. Ancak BRCA1’in somatik mutasyonlari
sporadik meme kanserlerinde nadir gozlenmektedir. Timor baskilayict genlerin
fonksiyon kayiplarinda DNA metilasyonu mekanizmasinin 6nemli rolii oldugu
gerceginden hareketle sporadik meme kanserlerinde BRCA1 fonksiyon kaybinda asiri
DNA metilasyonu alternatif mekanizma olabilir.

Calismamizda meme kanseri tanis1 almig, BRCA1 geninde MLPA yontemi ile 35
bolgede mutasyon saptanmayan hastalarin periferik kan ve tiimor DNA’larinda BRCA1
geni promotorundaki metilasyon durumlarinin “Methylation Sensitive-High Resolution
Melting” (MS-HRM) yontemi ile incelenmesi hedeflenmistir. Anormal metilasyon
tiplerinin olgunun demografik 6zellikleri, hastaligin evresi ve prognozu arasinda varsa
iligkisini ortaya koymak amaglanmistir. Bu arastirma meme kanseri i¢in gelistirilecek
tedavi yontemlerine de 151k tutmak, hastalarimiza ait demografik ve prognostik bilgilerle

buldugumuz sonuglar arasinda iliski saptayabilmek amaciyla yapilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser, hiicrenin temel diizenleyici mekanizmalarindaki bozukluklardan
kaynaklandig1 icin, 6zellikle molekiiler ve hiicresel diizeyde degerlendirilmesi gereken
bir hastaliktir. Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik kanser hiicrelerinin
stirekli, kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davranislarini
kontrol eden sinyallere dogru tepkiyi gdstermek yerine kontrolsiiz bigimde ¢ogalmayi
ve bolinmeyi sirdirerek, normal doku ve organlara da sizmakta (invazyon) ve sonunda

tiim hiicrelere yayilmaktadir (metastaz) (24).

Kanser patolojisindeki en 6nemli konu benign ve malign huylu timorleri
birbirinden ayirt etmektir. Benign tiimorler ¢evredeki dokuya veya viicudun uzak
bolgelerine yayilmayan ve etraflari bag dokusu ile g¢evrelenmis tiimorlerdir. Buna
karsilik malign timorler hem kan ya da lenfatik sistem araciligiyla viicudun diger
bolgelerine, hem de cevredeki normal dokuya yayilarak metastaz yapabilme

potansiyellerine sahiptirler (13).

2.1.1. Kanser Gelisimi

Kanser ¢ok asamali bir strectir. Normal bir hiicrenin kanser hiicresine déniismesi
icin ¢ok sayida genetik degisikliklerin ardi sira gerceklesmesi gerekmektedir. Bunlar
arasinda; nokta mutasyonlari, translokasyonlar ve gen amplifikasyonlari nedeniyle
hlcresel onkogen aktivasyonu ile timor baskilayict genlerin inaktivasyonu sayilabilir
(17).



Normal hiicrelerde DNA’da meydana gelen hasarlar, DNA tamir enzimleriyle
onarilmakta, onarilamadig1 durumlarda tiimor baskilayici genler ve apoptotik genlerin
isbirligiyle hiicre apoptoza siriklenir. Bu durumda mutant timdér potansiyeli olan
hiicrelerin yasayabilme potansiyellerinin yetersiz olmasina bagli olarak organizma
kanser hiicrelerinden temizlenir. Ancak organizmanin genetik yatkinliginin yani sira
mutant hiicrelerin yasayabilme potansiyeli kazanmalari, hiicre ileti sistemlerinin
devamli aktif kalmasi sonucu tiimor hiicreleri dokulara yayilmakta ve

kanserlesmektedirler (13).

2.1.2. Kanser ve Genetik

Hiicre boliinmesini, farklilagmasini, DNA tamirini ve apoptozu kontrol eden
genlerde meydana gelen mutasyonlar kansere neden olmaktadir (47). Kansere neden

olan genler;

1-Timor Baskilayict Genler
2-DNA Tamir Genleri

3-Onkogenler olarak ii¢ ana gruba ayrilabilirler (24,71).

2.1.2.1. Tiimoér Baskilayic1 Genler

Tumor baskilayict genler, hiicre dongiisii kontrol noktalarin1 diizenleyen ve
apoptoz siirecini baglatan genlerdir. Normal hiicrelerde tiimor baskilayici genler
tarafindan kodlanan proteinler, DNA hasarina ya da dis ¢evreden gelen biiyliimeyi
baskilayan sinyallere yanit olarak hiicre dongiisii siirecini durdurabilmektedirler. TUumor
baskilayici genler mutasyona ugradiklarinda ya da inaktive olduklarinda hiicreler, hiicre
dongiisii kontrol noktalarmma yanit verme ya da DNA hasar1 arttiginda hiicreyi 6lim

programina gegirme Yyeteneklerini kaybederler. Timoér baskilayici genlerin etkisini
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yitirmesi icin her iki allelinin de fonksiyonunu kaybetmesi gerekir. Tiimor baskilayici
bir genin her iki alleli de inaktive oldugunda, huicrenin buytmesi ve bolinmesi devam

eder ve hiicre kanserlesme siirecine girer (71).

2.1.2.2. DNA Tamir Genleri

Genom DNA hasarina neden olabilecek sayisiz etmene maruz kalir. Birgok
mekanizma DNA hasarinin onarilmasinda gorev alir. DNA tamir genleri hasar
onariminin biiyiik bir béliimiinden sorumludur. DNA tamir genlerinde meydana gelen
mutasyonlar protoonkogen ve timor baskilayict genlerdeki mutasyon sikligini
arttiracagindan, kanserlesmenin biyolojik mekanizmasinda ¢ok 6nemli yer tutmaktadir.

Genomda zincirleme mutasyonlarla kansere karsi genetik bir egilim dogmaktadir (71).

2.1.2.3. Onkogenler

Protoonkogenler, hiicrenin normal dongustnu denetleyen sinyal yolaklarinda,
hlcre ¢ogalmasinin ve sagkalimimin denetlenmesinde gorev alirlar (51, 71). Onkogenler
ise protoonkogenlerin mutant formlaridir. Mutasyonlarla meydana gelen fonksiyon
degisimleri ile hiicre boliinmesi ve proliferasyonunun anormal artigina yol agarlar.
Onkogenler hiicresel seviyede baskin etkiye sahiptirler. Bu genlerin tek bir allelindeki
mutasyon hicre fenotipinin degismesi igin yeterlidir. Hucre bolunmesini uyararak

timor olusumuna neden olurlar (24,61).

2.1.3. Kanser ve Epigenetik

Epigenetik terimi, genetik bilginin aksine gen dizisi ile iligkili degildir. Baska bir
deyisle, gen fonksiyonlarinda meydana gelen mitotik, mayotik, kalitsal degisimlerdir ve

DNA dizisinde meydana gelen degisimlerle agiklanamazlar (44).



Epigenetik degisimler genlerin susturulmasina neden olurlar. Bu da geni inaktive
edici bir mutasyon veya delesyon gibi genetik bir mekanizmaya esdegerdir. Ancak
epigenetik degisimler geri donusimli oluslart ve DNA’nin baz dizisinde bir degisime

neden olmamalar: gibi 6zellikleriyle genetik degisimlerden ayrilirlar (34).

CpG dinikleotidlerinde gozlenen DNA metilasyonu, memelilerdeki epigenetik
degisikliklerin baginda gelir. Ik kez 1950 yilinda kesfedilen 5-metilsitozin, modifiye bir
bazdir ve genomdaki bazlarin yaklagik %4 tinii olusturur. Metile CpG dintikleotidlerinin
cogu; sentromerik tekrarlar, satellit dizileri gibi dizilerde yer alirlar. TUm genomun
yaklasik %2’sini ve CpG’lerin yaklasik %15’ini olusturan CpG adaciklari ise; 0,2-1kb
uzunluktadir ve insan genomundaki genlerin yaklasik %50’sinin promotor bdlgelerinde

bulunurlar (4).

Normal hicrelerde gozlenen promotor bélge metilasyonunun hiicre
farklilasmasinda, dokuya 6zgli genlerin ekspresyonunu diizenleyerek etkili oldugu
bilinmektedir (56). Kanser hucrelerinde, genomda genel hipometilasyonun yani sira,
bazi tumor baskilayici, hicre dongisuni kontrol eden ve apoptozu 6nleyen, DNA
onariminda gorevli ve gelisim siirecinde etkili yolaklarin normal islemesini saglayan
genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda asirt metilasyon gozlenmektedir.
CpG adacik metilasyonunun, o genin transkripsiyonunu 6nledigi ve karsinogenezde rol
oynadigi bilinmektedir (26, 70).

2.1.3.1. Promotor Bolge Asir1 Metilasyonunun Kanser Olusumundaki Rolii

Kanser hiicrelerinde gen inaktivasyon mekanizmasi olarak promotor bolge asiri
metilasyonu; sonraki kusaklara aktarilabilmesi, ilgili gende, kodlayan bdlgede mutasyon
olmaksizin genin ifadesini baskilayabilmesi, gen ifadesini baskilamada, kodlayan bolge

mutasyonlart ile ayni etkinlikte olmasi ile Gnem tagimaktadir (26, 70).



Promotor bolgesi asir1 metilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin promotora
baglanmasin1 Onler. Baglanmayr dogrudan engelleyecegi gibi dolayli olarak,
metilsitozine baglanan proteinleri bolgeye cekerek de gergeklestirebilir. Dogrudan
baskilamada 5-metilsitozin’deki metil grubu, DNA’nin biiyiik oluguna dogru ¢ikinti
yaparak tanima bolgesini taninmaz hale getirir. Dolayli yolda, promotora baglanacak
transkripsiyon faktorlerinin taniyacagi bdlgeler, metilsitozine baglanan proteinlerle
maskelenir. Bu yollarla genin susturulmasina sebep olur (Sekil 2.1). Bu etkilerin
disinda biyokimyasal olarak metil grubu eklenmesinin, 5-metilsitozin’in yiiksek
polaritesi nedeniyle, RNA polimerazlarin daha yiliksek enerji ile transkripsiyon
baslangi¢ noktasina ulagabilmesine yol actigir ve bu sekilde genin ifadesini baskiladigi

distiniilmektedir (4).

NORMAL HUCRE

Gen Ekspresyonu

T ]]H[ EI{ZDNTf Tr TEI{IDN 2 T ?EI{}_'TDN 3

TMetile CpG

KANSER HUCRESI

I Gen inaktivasyonu

) ) {
1 ]‘[ (i i
EKZON 1 EKZON 2 EKZON3 [—

Sekil 2.1. Normal ve Kanserli Hiicrede CpG Metilasyonunun Gen Ekspresyonuna Etkisi

C
rUnmetile CpG

(21. kaynaktan degistirilerek alinmistir)

CpG adaciklarinin metilasyon derecesi, farkli tiimor tiplerinde degisebildigi gibi
ayn1 timdr tipine sahip kisilerde de, ¢cevresel etmenlere, genetik yatkinliga ve epigenetik
kontroll etkileyen tlimorln evresi ve histopatolojik derecesi gibi faktorlere bagl olarak
farkliik gosterir. Metilasyon seviyesi tumoére ve gene Ozgudir. Ayrica CpG
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adaciklarinin metilasyonu rastgele gerceklesmemekle birlikte bazi bolgelerde ‘de novo’
metilasyona yatkinlik goriilmektedir. Kansere 6zgii metilasyon kaliplart islevsel ya da

yapisal nedenlerden kaynaklanabilir (4).

2.1.3.2. Tumor Belirteci Olarak DNA Metilasyonu

Kanser hucrelerindeki metilasyon degisiklikleri doku ve timor tipine ozgii
olmalarinin verdigi avantajla kanserin teshisi ve siniflandirmasinda 6nemli yere sahiptir.
Asirt metile promotor bolgelerinin tumor belirteci olarak kullanimi pek ¢ok yonden
uygundur. Kanser tiirlerinin ¢ogunda, CpG adacig1 agir1 metilasyonu timor tipine 6zgu
izlenmektedir. Ayrica, promotor asirt metilasyonu kanserlerin erken ddnemlerinde

olustugu i¢in hastaya erken tan1 konmasina da olanak saglamaktadir (58, 75).

Metilasyon degisiklikleri, timdr bolgesi disinda da saptanabilmektedir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar kan hiicreleri metilasyonunun ve kolon, mesane, meme, mide
kanserleri gibi bircok kanserle iliskisi oldugunu gostermistir (65). Farkli timor
tiplerinde metile olan genlere bakildiginda, baz1 genlerin ortak oldugu gézlenmistir. Bu
Ozellik pek ¢ok kanser turi igin ayni genlerin metilasyon derecelerine bakilarak kanser

tarama metodlarinin gelistirilmesine olanak tanir (49).

2.2. MEME KANSERI

2.2.1.Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Diinya capinda meme kanseri; tiim cinsiyetlerde, akciger kanserinden sonra ikinci
en yaygin kanser tiiriidiir (33). Yapilan arastirmaya gore 20-59 yas aras1 kadinlarda
kanser nedenli dlumlerin birinci nedeni ve tlim kadinlarda kanser nedenli 6limlerin
ikinci nedenidir (79). Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Dernegi (International Agency

for Research on Cancer) GLOBOCAN projesinin verilerine gore 2008 yilinda toplam
8



yaklasik 12.7 milyon kanser vakasi teshis edilmis ve 7.6 milyon kanser nedenli 6lim

meydana gelmistir (33).

En sik tan1 konan kanserler sirasiyla akciger (1.35 milyon), meme (1.15 milyon)
ve kolorektal kanserlerdir (1 milyon). Boyle ve ark. , 40 Avrupa ulkesindeki kanser
insidans: ve mortalitesini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, kadinlardaki meme kanseri
insidansinin akciger ve kolorektal kanserden sonra %12,8’lik bir oranla tUguncl sirada
oldugunu gostermislerdir. Diinya ¢apinda meme kanseri kadinlarda en sik tani alan
kanser tiiridiir (Sekil 2.2) (8, 33).

M| Meme
B| Kolon
M| Serviks

Akciger
Mide
Karaciger

Over
Tiroid
Non-Hodgkin Lenfoma

EEEER

Sekil 2.2. 2008 Yilinda Kadinlarda Kanser Nedenli Olumlerin Miktar Grafigi (33.

kaynagin verilerine gore hazirlanmistir)

Ulkemizde tim kanserlerin  %24,1’ini meme kanserlerinin  olusturdugu
belirtilmektedir. Tirkiye’de 1999 yilinda 8.879 olan meme kanserli kadin sayisi, 2003
yilinda 12.772’ye yiikselmistir. (27).

2.2.2. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri genetik, epigenetik degisikler ve ¢evre faktorlerinin etkisi ile

ortaya ¢ikar (79). Cok asamali tiimor gelisiminin klasik modelinde, ilk olarak normal bir
9



epitelyum hiicresi premalignant atipik hiicreye doniisiir. Daha sonra hucrenin klonal
blylmesi ve gelismesi sonucu premalignant lezyon olusur. Bir siire sonra lezyon
invaziv hale gelir. Viicuda yayilmaya baglar, immiin sistemin etkisinden kurtulduktan
sonra metastaz yapar. Invaziv meme kanserine dogru ilerlemeyi haber veren biyolojik

ve genetik anormalliklerin tanimlanmasi ile ¢ok asamali kanser gelisimi modeli olusur
(68).

Meme kanserlerinin yaklasik %20’si lobiil ad1 da verilen siit bezlerinden, %80’
ise lobullerle meme ucunu birbirine baglayan meme kanallarindan koken almaktadir. En
stk rastlanan duktal karsinoma, memenin siit kanallarinda baslar. Meme kanseri

memenin digina yayildiginda koltuk altindaki lenfatik nodiiller en sik goriilen yayilim

yerleridir (12).

2.2.2.1. Genetik Faktorler

Meme kanseri olusumuyla ilgili genetik degisiklikler arasinda bazi genlerin
amplifikasyonu, delesyonlari, nokta mutasyonlari, epigenetik degisiklikler ve
kromozomlarin yeniden diizenlenmeleri ve andploidiler yer alir (37). Yapilan
caligmalarda meme kanserlerinin olusumunda birgok onkogen, tiimor baskilayict gen ve

DNA tamir genlerinin sorumlu oldugu gosterilmistir.

2.2.2.1.1. Meme Kanserinde Etkili Olan Onkogenler

Protoonkogenler, hicre biyumesi ve bolinmesinden sorumlu normal hiicresel
islevi olan genlerdir. Protoonkogenlerin mutasyona ugramasiyla kanserlesmeden
sorumlu olan onkogenler olusur. Meme kanseri olusumunda siklin, c-myc, c-fos, cmyb,

C-jun, Rar o, bcl-1, H-ras gibi onkogenlerin rolii oldugu gosterilmistir (16).
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Meme kanserinde en sik goriilen degisikliklerden biri c-myc geninin
amplifikasyonudur. Ancak c-myc geni tarafindan kodlanan proteinin yar1 dmriiniin ¢ok
kisa olmasi hastalarin yaklasik {icte birinde gozlenen bu degisikligin izlenmesini

giiclestirir (45).

2.2.2.1.2. Meme Kanserinde Etkili Olan Tiimoér Baskilayic1 Genler

Timdr baskilayict genler hiicre ¢ogalmasini baskilayan genlerdir. Meme
kanserlerinin yaklasik %10-15’1 kalitsaldir ve bu kanserlerin olusumuna tumor
baskilayici genlerdeki mutasyonlar yol agmaktadir (29). Kalitsal meme kanserli
kadinlarin ortalama yarisinda BRCA1 geninde, 1/3’iinde de BRCA2 geninde mutasyon
goralur (76). Ayrica TP53, PTEN, p16 (MTS1), RB1, DCC, CHEK2, ATM, FOXP1
gibi tiimdr baskilayici genlerdeki mutasyonlarin da kalitsal meme kanserine yol agtiklari

gosterilmistir (29).

2.2.2.1.3. Meme Kanserinde Etkili Olan DNA Tamir Genleri

Son yillarda akciger, bag-boyun, meme kanserleri ve glioblastomalarda DNA
tamir genlerinin mutasyonlarinin sorumlu oldugu yapilan ¢alismalarla gézlenmistir (77).
Yapilan molekiler genetik c¢alismalarda meme kanserinin olusumunda 6nemli rol
oynayan BRCA1 ve BRCA2 tiimor baskilayicit genlerinin aym1 zamanda DNA’nin
tamirinde de rol oynadigi gosterilmistir. Meme kanserinin olusumunda BRCAL ve
BRCAZ2 genlerinin rolu buyik olmakla beraber NBS1, RAD51, PTEN ve BAP1 gibi
bazi genlerin de etkili oldugu bilinmektedir (7).

2.2.2.2. Epigenetik Faktorler

Son yillarda meme kanseri ve epigenetik iizerine yapilan caligmalarin sayisi

oldukca artmistir (Sekil 2.3) (28). Caligmalar arttikca meme kanseri ve epigenetik
11



anomaliler arasindaki iliski daha net anlagilmaya baslanmistir. Meme kanseri tani ve

tedavisinde epigenetik faktorlerin kullanilmasi gerekliligi 6nem kazanmaktadir.
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Sekil 2.3. Epigenetik ve Meme Kanseri Alanindaki Caligsmalarin Artis1 (28.

kaynaktan degistirilerek alinmistir)

Normal hiicrelerde tiimoér baskilayict genler aktif halde olup metilasyon
g0zlenmez. Metastaz genleri metile olup inaktiftirler. DNA metil transferaz ile (DNMT)
DNA’da olugan metilasyon sonucu timdr baskilayic1 ve metastaz genleri metillenir ve
invaziv olmayan meme kanseri olusur. Farkli bir onkogenik yolagin demetilasyon
aktivitesine neden olmasi durumunda ise invaziv meme kanserlerinin olusumunu

saglamaktadir (Sekil 2.4) (63).
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Onkojenik Yolaklar

Metastaz Genleri Metastaz Genleri Metastaz Genleri
i‘ 2 TDNMT i‘ 2 T
—_— —_—»
Tiimér Baskilayici Genler Tiimér Baskilayici Genler Tumér Baskilayict Genler
Normal Invaziv Olmayan Meme Kanseri Invaziv Meme Kanseri

Sekil 2.4. Meme Kanseri Gelisiminde Metilasyonun Rolu (63. kaynaktan

degistirilerek alinmistir)

2.2.2.3. Endokrin faktorler

Gunumuzde immunohistokimyasal yontemler steroid reseptor durumunun
belirlenmesinde standart olarak kullanilir. Meme kanserinin tanisinda ve tedavisinde
steroid reseptorler arasinda ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptori (PR)
Ozellikle dikkat cekmektedir. Clnkd bu reseptorlerin  protein seviyeleri meme
timorlerinde normal dokulardakinin aksine artig gostermektedir (50, 60). Khan ve ark.
yuksek reseptor ifadelenmesinin normal meme epitelinde, kanser riskini arttirabilecegini
ileri sirmusttr. Ostrojen ve progesteronun meme kanseri riskini arttirdig1 bilinmektedir
(35,48).

Meme kanserinde kullanilan en gucli tan1 faktori ER durumudur. Reseptor
pozitif timdorler, hormonal tedaviye daha iyi cevap vermekte ve daha iyi prognoz
gostermektedir. Ostrojen reseptoriiniin, ER o ve ER B olmak (izere 2 tipi bulunmaktadir.

ER o, tim meme kanserlerinin %70’inde ifadelenmekte olmasina ragmen prediktif
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degeri ideal degildir. ER pozitif metastatik meme kanserlerinin yaklasik olarak 1/3’i

hormonal tedaviye cevap vermemektedir (50).

2.2.2.4. Cevresel Faktorler

Meme kanseri gelisme riski, yas ile dogrudan iliskili olup, yas arttik¢a hastalik
gorilme sikligr giderek artmaktadir. Meme kanseri goriilme riski 30 yasindan dnce az
olup, bu yas1 takip eden reprodiktif yillarda hizli bir tirmanig gosterir; menopoz
donemindeki hafif bir azalmay: takiben de menopoz sonrasi yillarda yavas egimle
strekli devam eden bir artis ortaya cikar (66).

Alkol bagimlhiligi, menstruasyonun uzun yillar devam etmesi, menarsin 12
yasindan Once baglamasi, puberte esnasinda ya da sonrasinda iyonize radyasyona
maruz kalmak ve hayvansal yaglardan zengin diyet meme kanseri riskini artirir. Sigara

kullanimi ile meme kanseri arasinda iliski kurulamamustir (14).

2.2.3. Ailesel ve Sporadik Meme Kanseri

Meme kanserinin biiyiik ¢cogunlugu sporadik vakalar olmasina ragmen yaklasik
%5-10 oraninda kalitsal nedenli ailesel meme kanseri ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanseri
olusumuna bir¢ok gen etki eder ancak kalitsal meme kanserlerinden sorumlu olarak,
ozellikle genom devamliliginin koruyuculugunda is goren proteinleri iireten bazi
genlerin germ hiicrelerindeki mutasyonlar1 gdsterilmistir. Bir kadinin meme kanserine
yakalanma riski birinci derece yakinlarinda etkilenmis bireyin olmasit durumunda ii¢
kata kadar, birden fazla etkilenmis birinci dereceden yakinlarinin varliginda ise on kata
kadar artti1 bilinmektedir. Ailesel meme kanserinin 6zellikleri arasinda ailede birden
fazla etkilenen birey olmasi, erken baslangi¢ yasi ve memenin iki tarafli tutulumu

sayilabilir (47).
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Kalitsal meme kanserinde nadir gozlenen yiksek penetransa sahip meme
kanserine yatkinlik genleri olarak BRCA1 ve BRCA2 genleri bulunmustur. Bu
genlerdeki germ hiicre soyu mutasyonlarin1 igeren kadinlarin yasamlarinin bir
doneminde meme kanseri gelistirme riski %50-80 arasinda degismektedir BRCA1 ve
BRCAZ2 genlerindeki germ soyu mutasyonlari, yiikksek penetransa sahip ve hastalik i¢in
yiiksek risk olusturan faktorler olarak birgcok calismada gosterilmistir. Bu iki kansere
yatkinlik genlerinin germ hiicrelerindeki mutasyonlari ovaryum kanserlerinde %10,
meme kanserlerinde %7 oraninda dominant olarak kalitim gosterir. Halen ailesel meme
kanseri igin en siddetli etkiye sahip mutasyonlari tagiyan bu iki gen, meme kanseri risk

tespitinde mutasyon analizlerinin yapilmasinda 6n sirada yer almaktadir (18, 70, 81).

Aile 6ykisi olmayan sporadik meme kanserli hastalarda da BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlart saptanmistir. Bazi olgulardaki mutasyonlar yapisaldir ve aile 6ykiisU
yoktur. Ancak yapilan analizlerde BRCA1 ve BRCA2’nin oldugu alleldeki somatik
mutasyonlar ile birlikte normal allellin kayb1 (heterozigosite kaybi, LOH) gbzlenmistir.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda, 6zelikle BRCAL geninin sporadik meme kanseri
vakalarinda inaktive oldugu ve mutasyonlariin meme kanseri olusumunda roli oldugu

gosterilmistir (79).

2.2.4. BRCAL Geni

BRCAL1 geni, 17. kromozomun 1721 bolgesinde lokalizedir (46). DNA tamiri,
hlicre dongusu kontrol noktalari, protein ubikitinasyonu ve kromatin olusumunda gorev
alan multifonksiyonel bir proteini kodlar (40). 24 ekzonlu bu gen timor baskilayici gen
olarak varsayilir ve genomik DNA’nm 100kb’lik béliimiinii olusturur. Ilk olarak Miki
ve ark. tarafindan 1994 yilinda ailesel meme kanserlerinden sorumlu gen oldugu ortaya

atilmistir (42).
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2.2.4.1.BRCAL1 Proteini

BRCAL geninin trund olan 1863 amino asidin olusturdugu 220 kDa’lik BRCAL
proteini, hiicre niikleusunda lokalizedir ve hiicre dongiisiine bagli olarak fosforile
durumda bulunmaktadir (42). Cekirdekteki ekspresyonu ve fosforilasyonu, hicre
dongiisiiniin S fazina girerken artar ve mitoz esnasinda en yiiksek seviyeye ulasir.
BRCAZ1 ekspresyonu ubikitinasyon yoluyla ve proteazoma bagli yikimla azalir. BRCA1
proteini, N terminalinde yaklasik 100 aminoasitlik 6zel bir RING bolgesi ve C
terminalinde ise yaklasik 90 aminoasitlik BRCT tekrar bolgeleri icermektedir (Sekil
2.5). BRCA1’ in tiimér baskilayici 6zelliginde bu iki fonksiyonel bdlgenin 6nemi dikkat
cekmektedir (30, 38).

RiING BOLGESI BRCT BOLGELERI

& ﬁ 1863 2a

Sekil 2.5. BRCAL Proteini (81. kaynaktan degistirilerek alinmistir)

2.2.4.1.1. RING Bolgesi

BRCAI1 proteinin N terminal bolgesine bitisik ¢inko (Zn) parmak (zinc finger)
dizisi vardir. Bu dizi sistein ve histidin rezidiileri i¢erir ve RING domaini olarak bilinir.
Tam olarak tanimlanmis bir fonksiyonu olmamasma ragmen bu bolgenin DNA ile
etkilesimde oldugu bazi calismalarda gdsterilmistir. Ayrica heterokromatin korunmast,

spermatogenez ile ilgili gérevleri oldugunu gosteren ¢alismalar yapilmistir (25).
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2.2.4.1.2. BRCT bolgesi

BRCAL1 C terminal (BRCT) bolgesi DNA hasar cevabinda integral sinyal
modilidir. Kanitlanmig fosfo-peptid baglanma boélgesi rollerinden baska, BRCT
bolgeleri fosforilasyondan bagimsiz protein etkilesimleri, DNA baglanma ve poli

(ADP-riboz) polimeraz baglanma gorevleri vardir (11).

BRCA1’in BRCT boélgesindeki kanser olusturan mutasyonlar ve kot huylu
polimorfizmler, transkripsiyonel aktivasyonunu kaybetmesiyle birlikte RNA polimeraz

Il baglama yeteneginin kaybedilmesine neden olmaktadir (11, 80).

2.2.4.2. BRCA1 Promotoru

Insan BRCA1 lokusunun yapisi karmasiktir, bir psddo-BRCA1 geni ve iki ayr
geni (NBR1 ve NBR2) olusturan parsiyel duplikasyonlar igerir (Sekil 2.6) (43). BRCA1
ve NBR2 genleri 200 baz ciftinden daha az farkla birbirinden ayrilir (Sekil 2.7). Bu
bolge major meme-spesifik transkripsiyon baslama bolgesi igin ilkin promotordur ve
BRCA1’in 1A ekzonunun i¢indedir (46).

NBR1 psédo-BRCA1 NBR2 BRCA1

(1A1-3B)
R
2 1B 1A 1A 1B 2 4 3 2 1 1A 1B 2 24

Sekil 2.6. BRCAL Geni Lokusu (43. kaynaktan degistirilerek alinmistir)

Yapilan ilk caligmalarda BRCA1 promotorunda baslangi¢c noktasinin 200 baz ¢ifti
yukarisinda (upstream) olasi bir “upstream baskilayici element” ve bir pozitif element
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oldugu saptanmistir (Sekil 2.7). Bu bolge hem BRCA1 hem de NBR2 yoniinde direkt
ekspresyon yapabilme yetenegindedir, yani iki yonlu transkripsiyon elementi gibi
fonksiyon gosterir (62, 78).

|
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Sekil 2.7. BRCAL Promotor Bolgesi (54. kaynaktan degistirilerek alinmistir)

NBR2 ve BRCAI1 genlerinin aslhinda resiprokal olarak diizenlendigine dair
kanitlar vardir. Birkag¢ hiicre serisinde NBR2’nin ekpresyon seviyesinin yiiksekligi,
BRCAI1 seviyesinin diislikliigi ile birlikte gozlenmistir. Bu promotorlarin RNA
polimeraz II i¢in yaris halinde olduklarim1 gosterir, aynt zamanda NBR2’nin

aktivasyonu diisiik BRCA1 ekspresyonuna neden oldugu séylenmektedir (43).

2.2.4.3.BRCA1 Fonksiyonu

Hicre blyime kontroli ve niikleer fonksiyonlarda cesitli dokularda gorev alan
BRCAL1 proteini birgok fonksiyonel bolgeye sahiptir. Onemli biyolojik yollarda sayisiz
karmasik proteinle etkilesen biiyiik bir proteindir (81). Iyonize radyasyon ya da X-ray
isinlan ile ortaya c¢ikabilen ¢ift zincir kiriklarinin homolog tamirinde ve genotoksik
homolog olmayan son birlesmesi (Non-Homologous End-Joining, NHEJ) tamir
yolaginda rol alir. Bu ¢ift zincir kiriklar1 dogal radyasyon veya diger mutajenik ajanlara
maruziyetten kaynaklanacagi gibi kromozomlardaki genetik materyali degisimlerinin
oldugu esnalarda da (kross-over, homolog rekombinasyon) ger¢eklesebilir. BRCAL

geninin kodladig1 protein, diger tiimor baskilayicilar, DNA hasar sensorleri, sinyal
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dontistiiriiciilerle etkileserek BASC (BRCAL1 iliskili genom gozetim kompleksi, BRCA1
associated genom survelliance compleks) olusturur. DNA hasart olustugunda BASC
kompleksi BRCT bélgesine baglanir ve DNA tamir edici diger protein ve enzimler igin
liman go6revi gorur. Tamir edildikten sonra ayrilir (9, 11, 80). BRCA1’e bagli homolog
tamirin yoklugunda kirik kromozomlar duplikasyonlar, delesyonlar ve translokasyonlar
olusturur. Molekiiler diizeyde genomik instabilite fonksiyon kazanim/kayiplar ile hiicre

blylmesi kontroliinde énemli rol oynar (81).

Rekombinasyonel tamir, hasarli DNA’nin diger bir hasarsiz molekiile
rekombinasyonu temeline dayanir. Bu mekanizma DNA replikasyonu sirasinda
karsilasilan ve normal replikatif DNA polimerazlar ile kopyalanamayarak bir
replikasyon catalinin ilerlemesini bloke eden, timin dimerlerinin veya ¢ift DNA
kirikliklarinin  bulundugu hasarlarin onariminda siklikla kullanilir. Kalitsal meme
kanserinden sorumlu olan genlerin 6zellikle BRCA1 ve BRCA2’nin nin kodladigi
proteinlerin homolog rekombinasyon ile ¢ift iplik kiriklarin onariminda gorevli
olmalari, bu DNA onarimindaki bozuklugun, kadinlarda en yaygin kanserlerden

birisinin gelisimine yol agabilecegini gostermektedir (9, 81, 82).

BRCA1 genom igeriginin biitiinligii i¢in gerekli olmasi nedeniyle “caretaker”
timor baskilayict gen olarak smiflandirilmigtir. Amino asit dizisinin C terminali
(BRCT) transkripsiyonu aktive edebilir ve DNA hasarindan sonra hiicre dongiisiinii

arreste sokan genlerin transkripsiyonu diizenler (9).

2.2.4.4. BRCAL ve Epigenetik

BRCA1 mutasyonlar1 ailesel meme kanserlerinin neredeyse yarisindan sorumlu
olmasina ragmen, sporadik meme ve over kanserlerinde nadir olarak saptanmustir.
Ancak BRCA1 ekspresyonu sporadik meme kanserlerinde belirgin olarak indirgenmis
oldugu saptanmistir ve bu da BRCAL1 ekspresyonunun nokta mutasyonlarindan farkli

mekanizmalar tarafindan indirgendigini gésterir (46).
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Ailesel olmayan tiimorlerin gelisiminde BRCA1’in bir faktor olduguna dair
birgok belirtiler vardir. Genetik mutasyonlara alternatif mekanizmalar olarak BRCA1’in
asir1 metilasyonu 1997 yilinda Dobrovic ve Simpfendorfer ilk olarak sporadik meme
kanserlerinde gostermistir (15). Mancini ve ark. BRCAL’in CpG metilasyonunun timaor
spesifik oldugunu ve BRCA1 promotorundaki ekzon 1A bolgesinindeki metilasyon
sensitif CRE baglanma bdlgesinde gergeklestigini yayinlamistir (39). Bu bulgular,
sporadik meme kanserlerindeki diisik BRCA1 ekspresyonunun, BRCA1 geninin
promotor bolgesindeki CpG metilasyonu ile down-regiile oldugunu 6ne silirmiistiir.
Ancak BRCAT1’in asir1 metilasyon ile inaktivasyonunun ortaya ¢ikisi hala tartisma
konusudur (46).

Asirt metilasyon BRCA1 mRNA seviyesinin diismesi ile fonksiyonel olarak
iliskili oldugu diistiniilmektedir. Anormal promotor asir1 metilasyonun transkripsiyonel
baskilanmanin baglamasinin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu hala cevabi
verilememis onemli bir sorudur. Heterozigosite kaybi durumunda, asir1 metilasyon
epigenetik bir ikinci vurus olarak kalan yabanil tip BRCALI allelini inaktive eder.
Anormal promotor asir1  metilasyonu BRCAL ekspresyonunun &énemli  bir
baskilayicisidir, ancak sporadik tiimorlerin ¢ok biiylik olmayan bir kisminda meydana

geldigini de belirtilmelidir (41).

2.2.5. Meme Kanserinde Evreleme

2.2.5.1. Histolojik Tipleri

Histolojik olarak meme kanserleri in situ ve invaziv kanserler olmak tizere iki ana
gruba ayrilmaktadir. Erken evrede bir tiimoriin, meme ic¢inde heniiz olustugu yerle
siirli olmast in situ veya noninvaziv, Kanser hiicreleri ¢evredeki bazal hiicreleri astigi
zaman invaziv olarak tanimlanir. Invaziv kanserler, lenf ve kan damarlarma yayilarak

bolgesel lenf diigiimlerine ve uzak organlara metastaz yapabilme 6zelligine sahiptir.
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Invaziv meme kanserleri morfolojik olarak birbirinden farkli fenotipik &zellikler
gosterebilir. Bunlarin bazilarinin klinik ve prognostik agidan karakteristik ozellikleri
bulunur. Histopatolojik simiflamada, timaor hicrelerinin sitolojik 6zellikleri yani sira
olusturduklar1 yapisal 6zellikleri de g6z Oniine alinmaktadir. Giniimuzde meme kanseri
icin kullanilan siiflama Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 6nerilen siniflamadir

(Tablo 2.1) (12, 20, 64).

Tablo 2.1. Diinya Saglik Orgiitii Meme Kanseri Siniflandirmasi (64)

1. Insitu karsinoma e |n situ duktal karsinoma
e |n situ lobuler karsinoma

2. Invaziv karsinoma e Invaziv duktal karsinoma

e invaziv lobuler karsinoma

e Tubuler karsinoma

e Iinvaziv kribriform karsinoma
e Medulller karsinoma

e Misindz karsinoma

e Invaziv papiller karsinoma

e Invaziv mikropapiller karsinoma
e Apokrin karsinoma

e Sekretuar (juvenil) karsinoma
e Adenoid kistik karsinoma

e Metaplastik karsinoma

e Noroendokrin karsinoma

e Inflamatuar karsinoma
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2.2.5.2. Histolojik Derece

Gundmuzde morfolojik tiplerine bakilmaksizin invaziv karsinomlarin timiiniin
derecelenmesi 6nerilmektedir. En ¢ok kullanilan dereceleme sistemi Bloom-Richardson
sistemidir. Bu dereceleme sisteminde tumor hicrelerinin; ¢ekirdeginin 6zellikleri,
olusturduklar tiibiiler yapilarin oran1 ve mitoz sayisi ayri ayr1 hesaplanarak elde edilen
toplam skora gore derece belirlenmektedir (Tablo 2.2). On yillik sagkalim orani; derece
| timorler icin %85, derece Il tiimorler igin %60, derece Il tiimorler igin %15°dir (3,
31).

Tablo 2.2. Histolojik Derecelemede Kullanilan Bloom-Richardson Sistemi (31)

Skor
(puan)
Tubuler tiimor olusumu
e Tumorlerin biiyiik kisminda(>%75) 1
e Orta derecede (%10-75) 2
e Minimal veya hic yok (<%10) 3
Nukleus ozellikleri
e Kiigiik, hepsi ayn1 bigimde hiicreler 1
e Orta derecede boyut ve sekil farki, niikleolus 2
varlig 3
e Belirgin boyut ve sekil farki, siklikla ¢ok sayida
nukleolus
Mitoz sayis1 (x25, alan ¢ap1 0.59mm-10 alan)
e 09 1
e 10-19
o >20 3

(Toplam skor; 3-5: derece 1, 6-7: derece 2, 8-9: derece )
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2.3. Methylation Sensitive-High Resolution Melting (MS-HRM)

Yiiksek c¢oziniirliklii erime egrisi (high resolution melting, HRM) analizi
metilasyon taramak icin hassas ve spesifik bir metoddur. Temelinde HRM olan
Metilasyon Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM) yénteminde metilasyon
profili bilinmeyen 6rnek DNA’nin bisiilfit modifikasyonunun ardindan, metile ve metile
olmayan alleller arasindaki Tm farkliliklarindan faydalanilarak anormal DNA
metilasyonu saptanabilmektedir. Bisulfit muameleden sonra metile sitozinler
degismeden kalarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) esnasinda guaninle esleserek 3
hidrojen bagi1 yapar. Metile olmayan sitozinler modifikasyonla urasile doniisiim yapar.
PZR esnasinda timin bazi ile eslesme gergeklesir. Metile olmayan DNA A-T eslesmesi
ile 2 hidrojen bagina sahip olur. Bu nedenle metile ve metile olmayan DNA’larin PZR
iriinleri HRM’de termal denatiirasyon esnasinda ¢ift zincirli DNA’ya baglanabilme
yetenegine sahip floresan boyalar ile farkli erime profilleri gosterir. Boya cift zincirli
DNA’ya baglandiginda floresan degisimi hem PCR boyunca DNA konsantrasyonunun
artisint hem de HRM boyunca 1siyla indiiklenmis DNA’nin ayrilmasini 6lger. Erime
egrisi analizinde baslangigta floresan yiksektir. Cunki ornek ¢ift zincirli DNA olarak
tepkimeye baglar. Fakat yiikselen 1s1yla birlikte floresan azalir ve DNA tek zincirli hale
gecer. Gozlemlenen erime karakteri her DNA 6rnegi igin karakteristiktir (72, 74).

Metilasyon durumunun analizi igin kullanilan yontemler i¢inde MS-HRM hizli,
giivenilir, calisilan bolgeye 0Ozgili, maliyeti diisiik, diisik seviyedeki metilasyon
seviyelerini Olgebilen bir teknik olmasi ile diger yontemlerden ayrilir. Yuksek
sensitiviteli ve hizli ¢alisilabilen bir yontemdir. Metile olmayan DNA’nin arka planinda
kalan %1°lik metile DNA’y1 saptayabilmektedir (72, 74).
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3.GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada sporadik meme kanseri tanist almis ve BRCA1 gen mutasyonu
olmayan olgularin tiimor ve periferik kanlarinda BRCA1 gen metilasyon analizleri

gerceklestirilmistir.

3.1.Hasta Grubu

Calismamiza Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dalinda meme kanseri tanisi almis otuz olgunun periferik kan ve timorli doku
ornekleri dahil edilmistir. Meme kanserli doku Ornekleri operasyon Sonrasi serum
fizyolojik igine alinmis, -80°C’de dondurulmus ve soguk zincir ile laboratuarimiza
ulastirilmistir. Kan 6rnekleri EDTA’D tiip i¢inde -80°C’de saklanmis ve yine soguk
zincir ile laboratuarimiza gelmistir. Ayrica meme kanseri agisindan saglikli ve ailesinde
meme Kkanseri Oykisi olmayan otuz kontrol bireyin periferik kan DNA’s1 da
calismamizda kontrol grubu olarak kullanilmistir. Calismamiz Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Meme kanserli olgularin DNA 6rneklerinde
BRCA1 geninin promotor bdlgesindeki metilasyon durumu MS-HRM yontemiyle

incelenmistir.

3.2.Geregler

MS-HRM analizlerinde kullanilan cihaz ve sarf malzemeler asagida maddeler

halinde belirtilmistir.
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3.2.1.Kullanilan Geregler

3.2.2.

Manga Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Nanodrop 1000 (peglLab)

Mikrosantrifuj (Eppendorf)

LightCycler 480 real-time PCR (Roche)

Light cycler 480 Multiwell plate 96 (Roche)

Thermal cycler (PE GeneAmp PCR System 9700)

Su banyosu (Nuve)

Vorteks (Heidolph)

Deep-freeze (Argelik)

Buzdolabi (Argelik)

Mikro pipet takimi (2-20-100-1000 pl) (Gilson)

0.2 mI’lik micro amplifikasyon strip tiipti ve kapaklar1 (Greiner bio-one)

Ependorf Tiipii (1,5 mI’lik)

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

DNA izolasyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I)
Chemicon Universal Methylated DNA

Chemicon Universal Unmethylated DNA

Bislilfite Modifikasyon Kiti (QIAGEN)

BRCAL Forward ve Reverse Primer Cifti (Biomers)

LightCycler ® 480 High Resolution Melting Master kiti (5ml / 500
reaksiyon) (Roche)
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e Proteinaz K (QIAGEN)

e Distile Su

e Kailol

e %70’lik etil alkol

e %100’luk etil alkol

e Tissue lysis buffer (Roche)

e PBS (phosphate buffered saline, 500 ml distile su i¢ine 4g NaCl, 0.1g KCl,
0.57g NayHPO,4.2H,0, 0.1g KH;PO, eklenerek olusturulan tampon

sollisyonu)

e Parafilm

3.2.3. BRCAL Geni Metilasyon Analizinde Kullamlan Primerler

BRCAL geninin promotor bolge asir1 metilasyonunu belirlemek icin;

e Metile forward; 5°-TTG TTG AGC GGT AGT TTTTTG GTT-3’

o Metile reverse; 5’- AAC CTATCC CCC GTC CAA AAA-3’

primerleri kullanmilmistir. Liyofilize halde ve 0.04 umol sentez skalasinda ticari olarak
satin alinan BRCA1 metile forward primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde
firmanin 6nerisi olan 939 pl; BRCAL metile reverse primeri 814 pl, PCR i¢in uygun
safliktaki steril distile su eklenerek ¢ozlUlmiistiir ve bloklanarak esit hacimler halinde

-20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.3. YOntemler

3.3.1.Taze Doku ve Kan Orneklerinden DNA Elde Edilmesi

Calismamizda taze doku Ornekleri ile olgu ve kontrol grubu periferik kan
orneklerinden DNA elde edilmesinde robotik DNA ekstraksiyon sistemi “MagNA Pure
Compact” ekstraksiyon robotu ve “MagNA pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit”
Kitleri kullanilmistir. Kan 6rnekleri igin robotik sistemdeki Uretici firmanin protokoli

aynen uygulanirken dokudan DNA izolasyonunda bazi 6n islemler uygulanmstir.

Taze dokudan DNA elde edilmesi i¢in uygulanan protokol kisaca asagida

Ozetlenmistir;

e Doku drneklerinden 5-10 mg arasi kiigiik pargalar alinmistir.

e Bisturi yardimiyla yiizey alanimi1 genisletmek amaciyla mekanik

pargalama gerceklestirilmistir.
e Ornekler eppendorf tiipiine alinarak 500pl PBS eklenmistir.
e 14.000 rpm’de 10 dakika dondiiriilmiis ve slipernatant1 atilmistir.

e Eppendorf tlpinde dipte kalan doku tzerine 30ul proteinaz K ve 200ul

doku parcalayici tampon eklenmistir.

e Proteinaz K aktivitesi igin 56°C’de 2-3 saat calkalamali su banyosunda
inklibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda 30 dakikada bir vorteks yapilarak

homojenizasyon saglanmistir.

e Su banyosundan alinan ornekler robotik DNA izolasyon sistemine

yiiklenmistir.

e Sample volume 200ul, elution volume 100ul ve “total plasma nucleic

acid isolation” programi seg¢ilmistir.
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Kan ornekleri ise dogrudan robotik DNA elde edilmesi sistemine yiiklenmistir.
“Sample volume” 200pl, “elution volume” 100pl ve “DNA isolation blood” protokoli
secilmistir. Ornek tiiplerine doldurulan kan oOrnekleri robot sistemine yiiklenmistir.
Robotik sistemde proteinaz K, yikama soliisyonlar1 ve DNA’y1 tutmak i¢in manyetik
boncuklarin ve pipetaj icin bos kuyucuklarin bulundugu bir kartus sistemi, pipet
uclarinin yerlestirilmesi icin tip trayler ve Ornek ve eliisyon tiipleri i¢in bir rak
bulunmaktadir. Robotik sisteme kartus ve pipet uglart yerlestirilip 6rnek ve eliisyon
tiipleri koyulduktan sonra biitiin islemleri otomatik ger¢eklestirmektedir. islem yaklasik
25 dakika surmekte ve elde edilen DNA 6rnekleri -20° C’de saklanmaktadir.

3.3.2. Bisullfit Doniisiim Islemi

Bisiilfit dontisiim bir DNA dizisinin metilasyon durumunu inceleme asamasina
gecmeden o6nce metile olan ve metile olmayan sizozinleri birbirinden ayirmak igin
uygulanan bir asamadir (72). Bu asamada hedef DNA’nin sodyum bisilfit ile
inklibasyonu sonucu metile olmayan sitozinler urasile doniisiirken metile sitozinler ise

degismeden kalmaktadir. Doniisen urasil niikleotidleri PZR’den sonra timine doniisiir.

DNA izolasyon asamas1 sonrasi elde edilen DNA’larin bisiilfit doniisiim islemi
icin Epitect ® Bisulfite Kit (48) (Qiagen) kullanilmistir. Kitin kilavuzunda (EpiTect
Bisulfite Handbook 04/2006) 40 ul hacim iginde 1-500 ng DNA urtinleri i¢in 6nerilen
“Diisiik konsantrasyon DNA’daki metile olmayan sitozinlerin sodyum bislfit

doniistimii’” protokolii uygulanmistir:

e Orneklerimizden elde ettigimiz DNA’dan 10 pl (20-250 ng DNA)
alinmigtir. Alman ornekler 200 pl’lik PZR strip kuyucuklaria

aktarilmistir.

e Daha sonra DNA iiriinii konmus her strip kuyucuguna sirasiyla Kit

iceriginde bulunan:

28



v" 10 pl RNAase free water
v" 35 ul DNA product buffer
v’ 85 pl Bistilfite mix

konularak termal dongii cihazinda tiretici firmanin 6nerdigi sartlar programlanmis

ve uygulanmustir. Termal dongi sartlari:

Sicakhk Siire  Tslem

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 Termal dongli programmin ardindan karisimlarmm hepsi 1,5 ml’lik
mikrosantrifuj tlplerine alinarak tzerine 510 pl Loading buffer (BL)

eklenerek vorteks ile homojenize edilmistir.

e Karigim filtreli spin tiiplerine aktarilmistir ve 12000 rpm’de 1 dk santrifij
edilmistir. Santrifijden sonra son asamaya kadar DNA filtrede kalacaktir.
Filtreler ¢ikartilmis ve altinda kalan artik BL atilmistir. Filtreler tekrar spin

tiiplerine yerlestirilmistir.

o Filtreler iizerine 500 pl “wash buffer” (BW) eklenmistir. Mikrosantrifiij
tiipleri 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Filtreler ¢ikarilarak siiziilen

stvi atilmistir, filtreler tekrar spin tuplerine yerlestirilmistir.

o Filtreler Uzerine 500 pl “desulfonation buffer” (BD) eklenmistir. Spin
tlplerinin kapaklart kapali sekilde 15 dk oda sicakliginda (15-25°C)

inkiibasyona birakilmslardir.
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e Inkiibasyon sonras1 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek spin filtrelerinden
alt tarafa siizlilen sivi dokiilmistiir. Mikrosantrifiij tiplerine 500 pl “wash
buffer” (BW) eklenmistir.

e Tipler 14000 rpm’de 1 dk santriftj edilerek spin filtresinden alt tarafa
stiziilen sivi dokiilmiistiir. Ayni1 islem bir defa daha gergeklestirilerek

filtreler 2 mI’lik toplama tliplerine aktarilmistir.

e Yeni tiplerdeki filtrelere 20 pl Elution Buffer (EB) filtrenin tam
merkezine gelecek sekilde konularak 12000 rpm’de 1 dk santrifij

edilmistir.

Bu islem ile DNA filtreden ayrilip buffer ile siiziilmesi saglanmistir. Buffer
igindeki bistlfit dontisiimii gergeklesen DNA’lar MS-HRM analizinde kullanilmak

tizere kapakli ependorflara aktarilmistir.

3.3.3. MS-HRM Cihazina Yikleme

Bisiilfit modifikasyon islemi sonrasinda metilasyon durumlarinin saptanmasi
icin MS-HRM teknigi uygulanmistir. Bu teknikte modifikasyona tabi tutulan DNA’larin
LightCycler 480 RealTime PCR cihaz1 (Roche) ile PZR amplifikasyonu ve yiksek
rezollisyonlu erime reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Cihazla uyumlu olan “LightCycler
® 480 High Resolution Melting Master” kiti kullanilarak PZR amplifikasyonu ve erime
egrisi analizi gergeklestirilmistir. Bu algoritmada bilinmeyen PZR Urlnlerinin erime
sicaklik egrileri ile metile olmayanin metile olana oranmin bilindigi kontrol PZR

tiriinlerinin erime sicaklik egrileri karsilagtirilmigtir.

Bisiilfit isleminden sonra elde ettigimiz tiriinlerden 10 pl alinarak 96 kuyucuklu
cihaz paletine (multiwell plate) konulmustur. Daha sonra bisiilfit {iriinii konmus her

kuyucuga sirasiyla:

30



10 pul Master Mix
3 pul Forward primer
3 ul Reverse primer

2,5 }J.' MgC|2

D N N N NN

1 pl H,O konularak pipetaj ile homojenize edilmistir.

Ayrica 6rneklerin metilasyon yiizdelerini saptamak i¢in ticari olarak elde edilen
%100 metile (Chemicon Universal Methylated DNA) ve metile olmayan (Chemicon
Universal Unmethylated DNA) DNA’lardan yararlanilmistir. Bu DNA’lara bisiilfit
dontigiim iglemi uygulandiktan sonra MS-HRM analizinde olgularla karsilagtirmak
amaciyla %100 metile, %75 metile, %50 metile, %25 metile, % 5 metile ve %100
metile olmayan referanslar asagidaki kosullar saglanarak hazirlanmislardir. Referans

DNA hazirliklarinda dncelikle agsagidaki oranlar1 belirtilen karigim hazirlanmistir.

Master mix 10 pl

Forward primer 3 pl
Reverse primer 3yl
MgCl, 2,5 ul
H,O 1l

Bu karisima;

» %100 metile kontrol igin 10 pl %100 metile kontrol DNA,

» %75 metile kontrol icin 10 pl %75 metile ( 7,5 pl %100 metile kontrol
DNA+2,5 pl %100 metile olmayan kontrol DNA) kontrol DNA,

» %50 metile kontrol igin 10 pl %50 metile ( 5 pl %100 metile kontrol
DNA+5 ul %100 metile olmayan kontrol DNA) kontrol DNA,
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» %25 metile kontrol i¢in 10 pl %25 metile ( 2,5 pl %100 metile kontrol
DNA+7,5 ul %100 metile olmayan kontrol DNA) kontrol DNA,

» %05 metile kontrol icin 10 pl % 5 metile ( 0,5 pl % 100 metile kontrol
DNA+ 9,5 ul %100 metile olmayan kontrol DNA) kontrol DNA,

» %100 metile olmayan kontrol icin 10 pl %100 metile olmayan kontrol
DNA eklenmistir.

Toplam 90 6rnek ve 6 referans LightCycler 480 real-time PCR cok kuyucuklu

palete konulmus ve cihaza ytliklenmistir.

3.3.4.Degerlendirme

Calismamizda meme kanseri tanisi almis 30 olgudan alinan timaorli doku ve kan
ornekleri ve 30 kontrol grubu kan drneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan sonra bu
orneklerin bisiilfit modifikasyon islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra Ornekler
BRCAZ1 geninin metilasyon durumu incelenmek (izere MS-HRM cihazina yiiklenmis ve
analizleri yapilmistir. Ornekler ile ayn1 palete eklenen referans gruplart %100 metile,
%75 metile, %50 metile, %25 metile, %5 metile ve %100 metile olmayan olarak
belirlenmistir. Referans grubundan alinan pikler ile hasta ve kontrol grubu
orneklerinden alinan pikler karsilastirilarak BRCAL geninin metilasyon diizey tespit

edilmistir.

Calismamizda kullanilan MS-HRM tekniginde analizi yapilan DNA 6rneklerinin
erime sicaklik degerlerine gore bir degerlendirme yapilmistir. Analizlerde diisiik erime
sicakligi, metile olmayan sitozinleri bisiilfit doniisiim iglemi ile urasil niikleotidlerine

cevrilmis olan Ornekleri ifade ederken, yiiksek erime sicakligi metillenmis sitozin
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nikleotidlerini gostermektedir. Erime sicakliklarindaki goreceli artiglar da BRCA1

promotor bolgesi metilasyon oranlarindaki farkliliklar: yansitmistir.

Hastalar yas, histolojik derece, dstrojen reseptdr (ER), progesteron reseptor (PR)
gibi meme kanserinde 6nemli olan bazi prognostik faktorlere gore gruplandirildiktan

sonra drneklerin metilasyon seviyeleri ile bu prognostik faktorler karsilagtirilmisgtir.

Tiim veri analizleri SPSS 15.0, Minitab 15 paket programlari ile yapilmistir.
Surekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak, nitel veriler ise n ve oran
olarak ifade edilmistir. Normal dagilim gosteren siirekli veriler grup sayisina baglh
olarak bagimsiz yapidaki verilere t testi ile analiz edilmis olup normal dagilim
gostermeyen verilerin grup sayilarina gore bagimsiz gruplardan olusan verilere ise,
Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir. Kategorik yapidaki veri setlerine ise 2

Proportions Testi yapilmistir. P<0.05 olasilik degerleri nemli olarak kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

Calismamizda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dali’'nda meme kanseri tanist almis otuz hastanin periferik kan ve meme timoru doku
ornekleri ile aile oykilerinde meme kanseri olmayan otuz kontroliin periferik kan
ornekleri kullanilmigtir. Meme kanserli olgularin yaslari, histopatolojik dereceleri, ER
ve PR gibi prognostik faktorleri hasta dosyalarindan temin edilmistir. Olgularda MLPA

yontemi ile taranan 35 bolge agisindan mutasyon saptanmamistir (67).

Calismamizda meme kanserli olgularin timor ve periferik kan dokularindan,
kontrol bireylerinin kanlarindan elde edilen DNA’larin BRCA1 promotor
bolgelerindeki metilasyon durumu MS-HRM yontemi ile incelenmistir. Analiz igin
Real-time PZR sistemine yiiklenen ornekler, analiz sonrasinda “Tm Calling” , Gene
Scanning’’ ve ¢’ Difference plot’’ yazilimlar ile karsilastirilmislardir. Tiim 6rnekler i¢in
her ii¢ yazilimda da benzer bulgulara ulasilmistir. Ancak verilerin sunulmasinda “Tm
calling” veri tabani temel alimmustir. Bu analizde metilasyon dereceleri bilinen
orneklerin erime sicaklik egrileri ve erime dereceleri ile hasta grubundan elde edilen
PZR iirlinlerinin erime egrileri ve dereceleri karsilastirilarak metilasyon durumlari

saptanmaktadir.

4.1. Arastirma Grubunun Prognostik Ozellikleri

Incelemeye alman otuz olgunun yas ortalamasi 52,86+12,63 olarak tespit
edilmistir. Olgularin 16/30°u (%42,81) <50 yas iken; 14/30’u (%64,35) >50 yas olarak
saptanmistir (Tablo 4.1). Kontrol grubu olgularinin yas ortalamasi ise 56 olarak

hesaplanmustir.
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Olgular timorlerin histopatolojik derecelendirilmelerine gore derece |, derece 1l
ve derece Il olarak gruplandirilmiglardir. TUmor o6rneklerinin derecelerine gore
dagilimlarinda ise en ¢ok derece Il 16/30 (% 53,3) gozlenmistir. Geri kalan 6rneklerin
5/30 (%16,7) derece I, 9/30 (%30) derece III olarak belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tumor tipleri degerlendirildiginde olgularin 29/30°una invaziv duktal karsinoma,
1/30’una da invaziv papiller karsinoma tanist konmustur. Olgular tumor tiplerine gore
cesitlilik gostermediginden metilasyon oOzellikleri acisindan gruplar arasi istatistik

degerlendirme yapilamamustir.

Toplam 30 olgu 6strojen ve progesteron reseptorler agisindan degerlendirildiginde
olgularin 28/30’u (%93,4) ER+, 2/30’u (%6,7) olguda ER-, 27/30’u (%90) PR+, 3/30’u
(%10) PR- olarak gruplandirilmiglardir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Olgularin Demografik Ozellikleri ve Olgularin Sayilari

Olgularin prognostik Olgu Sayist

Ozellikleri

Yas <50 Yas 16
>50 Yas 14

Derece Derece | 5
Derece Il 16
Derece I11 9

ER Pozitif 28
Negatif 2

PR Pozitif 27
Negatif 3
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4.1.Timor ve Kan Dokularinda MS-HRM Bulgular

Calismamizda metilasyon durumlarinin incelendigi 90 6rnek Oncelikle varsa
diisiik floresan sinyal veren Orneklerin ayrim islemleri gergeklestirilmistir. Cihazdaki
negatif filtre sistemi bu Ornekleri belirlemekte, gruplandirmaktadir ve erime egrileri
olmayan bu drneklerin analizlere dahil edilmesi énlenmektedir. Ancak ¢alismamizda
negatif Ornek saptanmamistir. Tim Orneklerde floresan sinyaller kaliteli ve
birbirlerinden ~ ayrilabilir  &zellik  gdstermislerdir. Orneklere iliskin  verilerin
degerlendirilmesinde “Tm calling” yonteminden yararlanilmistir. Kullanilan referans
orneklerinde saptanan erime dereceleri %100 metile icin ~82°C, %100 metile olmayan
igin ise ~77°C olarak saptanmistir. Ara metilasyon oranlarina iligkin erime dereceleri ve

spesifik pikler Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Metile ve Metile Olmayan Referans Grubundan Alinan Pikler

“Tm Calling” yonteminde 6rneklerin erime profilleri metile veya metile olmayan
olarak farklilik gostermektedir. Sekilde de goriildiigii tizere asirt metillenmis DNA’dan
amplifiye olan drtinler amplikonda bulunan CpG dizileri nedeniyle daha yiksek Tm
derecesine sahiptirler. Asir1 metilasyon oraninin azalmasi ile dogru orantili olarak erime
derecelerinde de azalma gdzlenmektedir. Guanin-sitozin arasindaki 3’lii, adenin-timin
arasindaki ikili bag nedeniyle; metile olmayan sitozin niikleotidleri bisilfit doniisiimii

ile timin niikleotidlerine dontistiiriildiiklerinden Tm dereceleri en diisiik diizeydedir.

Genel olarak bakildiginda meme kanseri tanisi almis olan otuz olgunun timor

dokularindan onsekizinde (%60’inda) farkli oranlarda BRCA1 geninde promotor
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metilasyonu gozlenirken, olgularin onikisinde (%40’inda) metilasyon gézlenmemistir.

Sekil 4.2°de timaorlere ait metile ve metile olmayan 6rneklere ait pikler gdzlenmektedir.
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Sekil 4.2.0lgularimizin Tiimoér Dokularindan Alinan Metile ve Metile Olmayan Pikler

Olgularin periferik kan DNA’larinda yapilan analizde ise 5/30 (%16,7) olguda
metilasyon saptanmustir. Sekil 4.3’de metile ve metile olmayan olgulara ve kontrol
DNA’larma ait pikler goriintilenmistir. Kontrol olarak analiz edilen otuz periferik kan

DNA 6rneginde ise metilasyon saptanmamistir.
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Sekil 4.3 Olgularimizin Kanlarindan Alinan Metile ve Metile Olmayan Pikler

Tumor dokularinda BRCAL geninin promotor bdlge metilasyonu 2/30 olguda
%75 metile (Sekil 4.4), 3/30 olguda %50 metile, 9/30 olguda %25 metile, 4/30 olguda
%5 metile, 12/30 olguda ise metile degil (Sekil 4.5) olarak saptanmistir. Tablo 4.2.’de

olgularimizin BRCA1 geni promotor metilasyonu yiizdeleri gosterilmistir.

Tablo 4.2. Olgularimizin Tumdrlerinin BRCAL Geni Promotor Metilasyonu Oranlari

TumorMetilasyon %75 | %50 | %25 | %5 Metile
Olmayan

Olgu Sayisi 2 3 9 4 12
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Sekil 4.4 %75 Metile Gozlenen Olgulardan Ornek

Meme kanseri olgularinin kan dokularinda periferik kan Orneklerinde yapilan
analizlerde elde edilen metilasyon pikleri, metilasyon oranlarina 6zgii referans pikleri
ile karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucu olgulardan sadece birinde %5 ve dért olguda
da <%5 oraninda BRCA1 asir1 metilasyonu oldugu, geri kalan 25 6rnegin piklerinin
%100 metile olmayan referans DNA pikleri ile ortlistiigli saptanmistir. Periferik
kanlarinda metilasyon saptanan 5 olgunun tiimdr dokularinin da farkli oranlarda metile
oldugu gozlenmistir. Olgularin periferik kan DNA’larina ait metilasyon durumu verileri

Tablo 4.3’de gosterilmistir
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Tablo4.3 Meme Kanseri Olgularinin Kan Dokularinin BRCA1 Geni Promotor
Metilasyonu Oranlari

Kan Metilasyon %5 <%)5 Metile
Olmayan
Olgu Sayis1 1 4 25
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Sekil 4.5 Metile Olmayan (Unmetile) Olgulardan Ornek

4.1.1. Yas ile BRCA1 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Meme kanseri olgulariin timér orneklerinde degisik oranlarda BRCA1 geni

promotor metilasyonu gdzlenen toplam 18 olgunun yas ortalamasi 57,83+£12,29 iken,
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metile olmayan toplam 12 olgunun yas ortalamasi 45,41+12,63 olarak saptanmuistir.
Meme kanseri tanist alan olgularin periferik kan drneklerinde BRCAL1 geni promotor
metilasyonu saptanan toplam bes olgunun yas ortalamasi ise 48+12,20 iken, metile

olmayanlarin yas ortalamalar1 53,84+12,73 olarak hesaplanmustir.

Yast <50 olan 7/16 olgunun tiimér DNA’larinda BRCA1 geninde promotor
metilasyonu gozlenirken, kan DNA’larinin 3/16 olguda promotor metilasyonu
gbzlemlenmistir. Yas1 >50 olan 11/14 olgunun tiimér DNA’larinin BRCA1 geninde
promotor metilasyonu gozlenirken, 3/14 olgunun kan DNA’larinda promotor
metilasyonu go6zlenmistir. Olgularin yas ve metilasyon durumlari Tablo 4.4°de

Ozetlenmistir.

Tablo 4.4 Olgularin Yaglar: ve Metilasyon Durumlari

YAS Hasta | Metile | Metile | Metile Metile Metile | Metile
Sayis1 | Tumor | Kan Olmayan | Olmayan | Kan % | Tumor %
Tumor Kan

<50 16 7 3 9 13 %18,75 %43,75

>50 14 11 2 3 12 %14,29 %78,58

Yas ve metilasyon durumlarmin karsilastirilmalarinda  gruplar arasinda

istatistiksel bir anlamlilik gdzlenmemistir (p>0,05).

4.1.2. Tiimériin Evresi ile BRCA1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

BRCAL geninde promotor metilasyonu gdzlenen 3/5 olgu derece I, 12/16 olgu
derece Ilve 3/9 olgu derece Il olarak saptanmistir. Metile ve metile olmayan olgularin,
timorlerin derecesi ile dagilimi Tablo 4.5’de gosterilmistir. BRCAL geninde promotor

metilasyonu gozlenen olgularin %66,7’si derece Il olarak saptanmistir. Derece I1I’de
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daha yiiksek metilasyon orani beklenmistir. Fakat derece Il olan olgularin sayisinin
azlig1 nedeni ile karsilagtirma yapilamamistir. Bununla beraber tiimdr derecenin artmasi
ile periferik kanda daha yiksek siklikla BRCA1 geni metilasyonu gozlendigi tabloda
kendini gostermektedir. Yapilan istatiksel analiz sonucu tiimoriin derecesi ile timor
dokularinda BRCA1 geni promotor metilasyonu iliskisi anlamsiz (p>0,05), kan
dokularindaki metilasyon ile timorin derecesi arasindaki iliski anlamli kabul edilmistir
(p<0,05).

Tablo 4.5. Metile ve Metile Olmayan Olgularin Tumdérlerin Derecesine Gore

Dagilimi
Derece | Hasta | Metile | Metile | Metile Metile Metile Metile
Sayis1 | Tumor | Kan Olmayan | Olmayan | Kan % | Tumor %
Tumor Kan
| 5 3 - 2 5 - %60
I 16 12 1 4 15 %6,25 %75
1l 9 3 4 6 5 %44,5 %33,4
Timor dereceleri ile metilasyon oranlarmin yiizdeleri karsilastirildiginda

metilasyon go6zlenen derece | olan timérlerden 2 6rnekte %25, 1 6rnekte %5 oraninda
metilasyon orani saptanmistir. Derece |1 olan metile olgulardan 7 tanesi %25 metile, 3
tanesi %5 metile, 1 tanesi %50 metile ve 1 tanesi %75 oraninda metile oldugu
gozlenmistir. Derece III olan metile olgulardan ise 2 tanesi %50 bir tanesi %75 metile
olarak Tlimoriin - derecesi

saptanmistir. arttikca metilasyon oranmin da arttig

gozlenmistir.
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4.1.4. ER ile BRCA1 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Hastalarin 28/30’unda ER durumu pozitif gozlenirken bunlarm 17 tanesinin
timorleri metile, 5 tanesinin de kanlar1 metile olarak saptanmistir. Hastalardan ER
durumu negatif olan iki hastadan birinin timor ve kan DNA’sinda BRCA1 promotoru
metile olmadigi, digerinin timér DNA’s1 metile, kan DNA’s1 metile olmadigi
gozlenmistir. Metile olan olgularin %94,5’1 ER+ olarak saptanmistir. Olgularin ER ve

metilasyon durumlarina gore dagilimlar: Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.6 Metile ve Metile Olmayan Olgularin ER Durumlarina Gére Dagilimu

ER Hasta | Metile | Metile | Metile Metile Metile Metile
Durumu Sayis1 | TUmor | Kan Olmayan | Olmayan | Kan % | Tumor%o
TUumor Kan

Pozitif 28 17 5 11 23 %17,86 | %60,72

Negatif 2 1 - 1 2 - %50

4.1.5. PR ile BRCA1 Geni Promotor Metilasyonu liskisi

Hastalarin 27/30’unda PR durumu pozitif gozlenirken bunlarin 15’inin tiimorleri
metile (%55.6), 4 tanesinin de kanlar1 metile olarak saptanmistir. Progesteron reseptor
durumu negatif olan 3 hastanin ise tiimiiniin timoér DNA’s1 metile, 1 tanesinin kan
DNA’s1 metile, diger ikisinin kan DNA’st BRCAIl promotoru metile olmadigi
gozlenmistir. Olgularin PR ve metilasyon durumlarina gére dagilimlar1 Tablo 4.7°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.7. Metile ve Metile Olmayan Olgularin PR Durumlarina Gore Dagilim1

PR Hasta | Metile | Metile | Metile Metile Metile Metile

Durumu Sayis1 | Tumor | Kan Olmayan | Olmayan | Kan % | TUmor%o
Tumor Kan

Pozitif 27 15 4 12 23 %15,82 %55,6

Negatif 3 3 1 - 2 - %2100
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S.TARTISMA

Meme ve over kanseri hastalarinda simdiye kadar 300°den fazla BRCAI
mutasyonu tanimlanmistir. Bu mutasyonlar BRCA1 geninin biitiin kodlayan
bolgelerinde saptanmis ve anormal protein olusumu veya BRCAI transkriptinin kaybi
ile sonuglandig1 gézlenmistir. BRCA1 gen mutasyonlarinin ailesel meme kanserlerinin
timor olusumunda 6nemli rol oynadigi belirtilmistir. Somatik mutasyonlar sporadik
meme kanserlerinin kicgik bir boliminde saptanmistir. Bu c¢alismalardan ¢ikan
sonuglara gore sporadik meme kanserlerindeki diisik BRCA1 ekspresyonu sebebi
somatik mutasyonlarin  disinda bagka mekanizmalarin  sonucu  olabilecegini

diistindiirmektedir (46).

Son calismalarda gen ekspresyonunun promotor bdlgesindeki CpG metilasyonu
ile diizenlendigi birgok timor baskilayici gende gosterilmistir (46). Meme kanserli
olgularda BRCA1 promotor metilasyonu ilk olarak 1997 yilinda Dobrovic ve
Simpfendorfer tarafindan sporadik meme kanserlerinde gosterilmistir (15). Mancini ve
ark BRCAZ’in CpG metilasyonunun tumor spesifik oldugunu ve CREB (CAMP-
resposive element binding) bélgesinde gerceklestigini saptamistir (39). Bu bulgular,
sporadik meme kanserlerindeki diisiik BRCA1 ekspresyonunun, BRCA1 geninin 52
regllator bolgesindeki CpG metilasyonu ile “down-regiile” oldugunu (susturuldugunu)
one siirmiistiir. Ancak BRCA1’in asir1 metilasyon ile inaktivasyonunun ortaya ¢ikist

hala tartisma konusudur (46).

Calismamizda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dalinda meme kanseri tanisi almig otuz olgu kullanilmistir. Bu olgular ile yapilan
calismada MLPA yontemi ile BRCAL geninin 35 bdlgesinde mutasyon saptanmayan
ornekler ¢alismamiza dahil edilmistir (67). Olgulara ait timor ve kan dokularindan elde
edilen DNA orneklerinde BRCAL1 promotor metilasyonu MS-HRM yontemi ile

incelenmistir. Calismamizda meme kanseri hastalarmin timorlii ve periferik kan
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dokularindaki epigenetik degisimler ile yas ve ER, PR durumu, timor dereceleri

arasindaki iliski arastirilmstir.

5.1. MS-HRM Yéntemi ile BRCA1 Promotor Metilasyonu icin Elde Edilen

Verilerin Literatiir le Karsilastirmasi

5.1.2. Periferik Kan Metilasyon Durumlarimin Literatiir Ile Karsilastirilmasi

Yapilan galismalarda metilasyon durumu kanser ve diger baska hastaliklarda,
hastalikli olmayan doku seviyesinde saptanmistir. Bu da kan dokusu DNA’s1
metilasyonunun potansiyel bir risk faktorii olarak degerlendirilebilecegi fikrini
dogurmustur (65). Biz de bu fenomenden yola ¢ikarak c¢alismamizda BRCAI

metilasyon seviyesinin periferik kanda gozlenip gozlenmedigini arastirdik.

Wong ve arkadaglart 2010 yilinda yaptiklarn g¢alismada kadinlarda meme
kanserinin gelisim silirecinde BRCA1 promotor bdlgesindeki yapisal metilasyonunun
etkisini, hastalarin periferik kan ve tiimor dokularinda incelemislerdir. Bu ¢alismada
periferik kanda BRCA1 metilasyonunun erken baslangigli meme kanserlerinin tanisi
i¢in kullanilabilirligi aragtirilmistir. BRCAL germ hiicre soyu mutasyonu tasimayan 255
hastalik olgu grubu, bunlarin uygun olanlarindan elde edilen 52 timor dokusu ve
etkilenmemis 169 olgunun kan ornekleri ile yaptiklari ¢alismada BRCA1 geninin
metilasyon durumunu MethyLight ve MS-HRM yontemleri ile belirlemislerdir.
Periferik kanda 28/255 olguda metilasyon saptadiklart bu c¢alismada, metile olarak
gbzlenen olgularin metilasyon ylizdeleri %1-5 arasinda, diisiik seviyelerde olarak
belirtilmistir. Kontrol grubu olgularinin 4 tanesinde diisiik seviyede (yaklasik %1)

metilasyon gozlenmistir (75).

Iwamoto ve arkadaslar1 2010 yilinda periferik kan hicrelerinin BRCA1
metilasyonunun meme kanseri gelisiminde risk faktorii olup olmadigini arastirmislardir.

Periferik kan hiicrelerindeki BRCA1 promotor metilasyonu ile meme kanseri arasindaki
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iliski 200 meme kanseri hastasi ve 200 kontrol bireyde ¢alisilmistir. Hasta grubunun
periferik kan ve tiimor DNA’lar1 metilasyon spesifik kantitatif PZR ile incelendiginde,
43 hastanin (%21.5) ve 27 kontroliin (%13.5) periferik kaninda BRCA1 promotor

metilasyonu gézlenmistir (32).

Wojdacz ve arkadaglarimin 2011 yilinda kanserle iliskili BRCA1, APC ve
RASSF1A genlerinin 75 meme kanseri olgusu iizerinde hem periferik kan DNA’s1 hem
de timo6r dokusu DNA’sindaki metilasyon durumlarinin karsilagtirilmasi amaciyla bir
calisgma yapmuslardir. Sadece periferik kan DNA’larinda BRCA1 promotoru metile
olan 3 drnek (%4) MS-HRM yontemi ile saptanmustir (73).

Snell ve arkadaglar1 2008 yilinda BRCA1 mutasyonu olan meme kanserli vakalara
benzer patolojik 6zellikler gosteren 7 olgu ile yaptiklari calismada, BRCA1 metilasyonu
seviyelerini MS-HRM ve MethyLight yontemleri ile arastirmiglardir. Bu yedi olgunun
hepsinin aile dykiilerinde BRCAT1 tiimor tipine benzer meme kanseri vardir ve olgularin
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde yapilan mutasyon taramalarinda, higbir mutasyon
saptanmamustir. Olgulardan {giiniin periferik kanlar1 ve tiimorlerinde BRCAL1
metilasyonu gozlenmistir. Periferik kan DNA’larindaki diisiik metilasyon seviyeleri

(%1-10) kullanilan hassas yontemlerle saptanabilmistir (59).

Catteau ve arkadaslarinin sporadik kanserlerde tiimor baskilayict genlerin diisiik
ekspresyon profil gostermesi fenomeninden yola c¢ikarak yaptiklari arastirmada 96
sporadik invaziv meme kanseri ve 43 over kanseri olan olgularinin timdrlerindeki
metilasyon paterni Southern blot analizi ile olglilmistiir. Sporadik meme kanserli
olgulardan 15 tanesinin periferik kanlarinda metilasyon saptanmamistir (10). Bu
durumun segilen olgularin Wong (75) ve Snell’in (59) calismasindaki gibi BRCAI
benzeri tiimdr patolojisi gostermemeleri ve olgularin diger klinikopatolojik

ozelliklerinin uyumsuz olmasindan kaynaklandig: diistinmekteyiz.
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Bizim galismamizda otuz olguluk ¢alisma grubunun periferik kan dokularinda
%16,7 oraninda metilasyon saptanmistir. Kan dokularindaki metile g6zlenen olgu orani
Iwamato ve arkadaslarinin bulgulariyla benzerlik gosterirken Wojdacz ve ark.
calismasindan oransal olarak fark gosterir. Ancak periferik kan DNA’lar1 metile olan
olgularimizin tiimoérlerinin de metile olarak gozlenmesi agisindan benzer sonuglara
ulagilmistir. Wong ve ark. caligmasindan farkli olarak etkilenmemis kontrol
grubumuzda metilasyon gozlenmemistir (75). Calismamizda 4 hastanin periferik kan
DNA’larinda %1-5 arasinda, bir hastada %5 oraninda metilasyon gozlenmistir. Snell ve
ark. periferik kan DNA’larinda saptadigi diisiik metilasyon seviyesi bizim ¢alismamizla
benzerlik gostermektedir. Onceki ¢alismalarda da belirtildigi gibi arastirma grubu
olgularmin periferik kan 6rneklerinde saptanan aberan metilasyonun sirkilasyonundaki
serbest timor hiicrelerinden kaynaklanmadigi, bu metilasyon paterninin somatik doku

ile iligkili oldugu diisiincesindeyiz.

5.1.3 Tumdr Metilasyon Durumlarimin Literatiir ile Karsilastirilmasi

Wong ve arkadaslarinin MethyLight ve MS-HRM yontemlerini kullanarak
yaptiklar1 ¢aligmada meme tiimorlerindeki BRCA1 metilasyonu olan hastalarin oran
%23.07 (12/52)’dir. Meme kanseri olgularini, BRCA1 mutasyonu olan meme
timorlerine benzerlikleri agisindan 9 morfolojik 6zellige gore gruplandirmislardir. Bes
ya da daha fazla 0zellik tasiyanlar 1. Grup olgularda, dért morfolojik 6zellik tasiyanlar
2. Grup, li¢ ya da daha az morfolojik 6zellik tasiyan 3. Grup olarak tanimlanmistir.
Incelenen tiimér dokularindan, 1. Gruptaki 20 tiimorden 9’unda (%45) BRCA1
metilasyonu saptanmistir. Bu gruplama sistemine benzetilerek tiimor derecesi 2 ve 3
olan toplamda 25 olgumuzun 15’inde (%60) metilasyon degisik oranlarda saptanmustir.
Diger caligmalara oranla Wong ve arkadaslarinin sonuglarina daha yakin bulgular elde
etmemiz metilasyon analizi yontemlerimizin benzer ve ayni hassasiyette olmasindan

kaynaklandigini diistinmekteyiz (75).
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Niwa ve ark. 2000 yilinda sporadik meme kanserinde BRCA1’in biyolojik roltnu
arastirmak i¢cin BRCAL1 promotor bolgesinin DNA metilasyonu ile BRCAL ekspresyonu
arasindaki iliskiyi molekiiler biyolojik ve immiinohistokimyasal yontemler kullanarak
incelemislerdir. incelenen BRCA1 promotor bélge metilasyonu restriksiyon enzimleri
ile kesime birakilip jel goriintiisii elde edilerek saptanmistir. Hastalarin hepsi histolojik
simiflandirma sonucu invaziv duktal karsinoma olarak belirtilmistir. Calismaya dahil
edilen 32 sporadik meme kanseri olgusunun 10’unda (%31) BRCA1 promoter

bolgesinde metilasyon saptanmistir (46).

Matros ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptiklar1 sporadik meme kanseri
olgularinda BRCA1 promotor metilasyonunun arastirildigi ¢aligmada 75 invaziv meme
timoriinde MSP yontemini kullanmiglardir. Olgulardan 12’sinde timdr metilasyonu
saptanmustir (%16) (40).

Iwamoto ve arkadaglarinin 200 meme kanseri hastas1 ve 200 kontrol olgusunda
periferik kan ve tiimor DNA’larin1 metilasyon spesifik kantitatif PZR ile incelendiginde,
DNA drnekleri uygun olan 162 timér dokusunun ise 31’inde (%19.1) BRCAL promotor
metilasyonu  saptanmuistir.  Calisilan  tiimorlerin - histolojik — tipleri  farkliliklar

gostermektedir (lobuler, duktal ve diger) (32).

Birgisdottir ve arkadaslarinin 2006 yilinda 143 meme kanseri olgusu {izerinde
yaptiklart BRCA1 promotor metilasyonu ¢alismasinda tiimorlerin 13’tinde (%9,1)
metilasyon saptamislardir. Tiimorlerin metilasyon durumlart metilasyon spesifik PZR

ile arastirilmustir (6).

Catteau ve arkadaglarinin ¢alismasinda meme ve over kanserli olgularin
metilasyon durumu ile hastaligin klinikopatolojik parametreleri arasindaki iligkinin
Southern blot analizi ile saptanmasi amaglanmistir. BRCAL promotor metilasyon profili
incelendiginde meme kanserli tiimdrlerin 11/96’sinda (%11) ve over kanserli tiimdrlerin

%S5’inde metilasyon saptanmistir (10).
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Bianco ve arkadaslarinin 2000 yilinda 18 meme kanseri hastasinda Southern blot
yontemi ile yaptiklari ¢alismada 18 vakanin 4’iinde (%22,3) BRCAL promotor bolgesi
CpG adaciklar1 metile olarak saptanmustir (5).

Bizim c¢alismamizda olgularimizin tiimorlerinin %60°1inda degisik oranlarda
metilasyon saptanmistir. Niwa, Matros, lwamato, Birgisdottir, Catteau ve Bianco’nun
bulgulart ile bizim c¢alismamizin bulgularinin oransal farkliliginin sebebi olarak
metilasyon saptanmasinda kullanilan metodlarin farkliligi gosterilebilir. Metilasyon
spesifik PZR, Southern blot gibi diisiik metilasyon seviyelerinin saptanamadigi
yontemler kullanilmistir. Kullanilan MS-HRM yontemi, metile olmayan DNA 6rnegi
igerisindeki % 0,1 oranindaki metile DNA’y1 tespit edebilmesi acisindan diger kantitatif
olmayan restriksiyon enzimleriyle kesim ve jel gorintiileme yontemine gbre daha
hassastir. Bu sebeple arastirmacilarin kullandigi bu yontemde diisik metilasyon
seviyeleri gozlenemeyecegini, oransal farkin bu nedenle ortaya ¢iktigini diisiinmekteyiz.
Ayrica olgularin tiimorlerinin  histolojik tiplerinde farklilik gostermesi, tumor
heterojenitesi, ilgilenilen promotor bolgesinde CpG adasi yogunlugu, hedeflenen bolge

ve primer setleri ¢aligmadan ¢alismaya fark gosterebilecegini diisiinmekteyiz.

Xu ve arkadaglari 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada BRCA1’in promotor
metilasyonu invaziv ve in-situ meme kanserli kadinin 851 tiimor dokusundan ¢alisilmis.
MSP yontemi ile yapilan metilasyon analizinde tiimorlerin yaklagik %59 unun BRCA1

promotor bolgesi metile bulunmustur (79).

Bizim c¢aligmamizda tiimor dokularinda saptadigimiz %60’lik metile olgu oranina
benzemekle birlikte, bu arastirma ayni zamanda metile olgularin ¢ogunun invaziv

olmastyla da ¢alismamizla uyum gostermektedir.
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5.1.4. Metilasyon Durumlar1 ve ER/PR Durumlarimin Literatiir fle

Karsilastirilmasi

Niwa ve ark. 32 sporadik meme kanseri olgusunun 10’unda (%31) BRCAI1
promoter bolgesinde metilasyon saptanmistir. Immiinohistokimyasal yontemlerle ER+

olarak saptanan 4/19 olgu (%21) metile olarak gézlenmistir (46).

Matros ve arkadaslarinin 75 invaziv meme timoriiniin 12’sinde tiimor
metilasyonu saptanmistir (%16). Karsilagtirllan ER ve PR durumlart ile BRCA1
metilasyonu arasinda istatistiki olarak anlamlilik gézlenmemistir (p>0.05). Olgular bu
Ozelliklerine gore alt gruplara ayrildiginda “diisiikk derece- ER pozitif” olan tiimdorlerin
6/36’sinda (%16,7) metilasyon gozlenmistir. “Yiiksek derece- ER pozitif” olan
tiimorlerde ise 6/12 (%50) oraninda metilasyon saptanmistir. Bu calismaya gore yiiksek

derecelerde ve ER pozitif olan timdrlerde metilasyon sikligi daha fazladir (40).

Calismamizda yas, ER ve PR durumlarn ile timoér dokularinin metilasyon
durumlar istatistiksel olarak karsilagtirilarak analiz edildiginde p degerine gore
anlamsiz bulunmustur (p>0,05). Bu bulgular Matros ve arkadaglarinin istatistik
bulgular ile uyumludur. Bizim c¢aligmamizda ER+ olan 28 hastanin 17’sinin (%60,7)
timor dokularinda metilasyon saptanmistir. Matros ve arkadaslarimin bulgulariyla
benzer olarak ER+ olan olgularda daha yuksek metilasyonlu olgu sayis1 saptanmistir.
Oransal olarak bakildigina ise (Matros ve ark. ¢alismasinda ER+ hastalarin %50’si

metiledir) benzer oranlar gozlenmistir.

Catteau ve arkadaslarinin 96 sporadik invaziv meme kanseri ve 43 over kanseri
olgularinin tiimorlerindeki BRCA1 promotor metilasyonu ER ve PR ekspresyonu
eksikligi (ER ve PR negatifligi) ile iligkili oldugu gézlenmistir. Metile olan biitiin meme
timorleri ER ve PR negatiftir (10).
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Xu ve arkadaglarinin analizinde 851 tiimoér dokusundan metile ve metile olmayan
olarak saptanan hastalarin yaklasik olarak yarilart pozitif ve negatif olarak
ayrildigindan, bu populasyon i¢in ER ve PR durumlar1 ve metilasyon durumlar ile iliski

kurulamamastir (79).

Birgisdottir ve arkadaslarinin 143 meme kanseri olgusu iizerinde yaptiklari
BRCA1 promotor metilasyonu c¢alismasinda tiimorlerin 13’tinde (%9,1) metilasyon
saptamuglardir. Metile tiimorlerin 7/13 ER-, 6/13 ER+ (p=0,0475). Progesteron reseptor
(PR) durumlarina bakildiginda ise 6/13 PR-, 6/13 PR+ olarak g6zlenmistir (6).

Iwamato ve ark. 162 timor dokusunun ise 31’inde (19,1%) BRCA1 promotor
metilasyonu saptanmistir. Calismada BRCAL geni metile olan timorler genelde ER ve
PR negatif oldugu gozlenmistir. Bu calismada tiimor dokulart i¢in bu degerler ER i¢in
P=0,068 ve PR i¢in P=0,006 olan degerleri bizim ¢aligmamizla karsit olarak BRCA1
promotor metilasyonun daha ¢ok ER ve PR negatif olgularda gézlenmistir (32).

Calismamizdaki bulgularimiza gore tiimor dokulart i¢in ER ve PR durumlarinin
istatistiki degerlendirilmesinde, ER i¢in p = 0,648, PR i¢in p=0,653 degerleri, p>0.05
kriterine gore anlamsiz bulunmustur. Ancak bu bulgular degerlendirildiginde olgulardan
ER+ olanlarda metilasyon daha yiiksek siklikta gézlenmistir. Buna karsilik PR+ olan
olgularin %55 kadarinda metilasyon aberasyonlar1 gézlenirken PR- olan ¢ olguda da
asir1 metilasyon saptanmistir. Calismamizda PR- olgu sayisinin azli§i nedeniyle tiimor
aberan metilasyonunun PR- olgularda daha yiiksek siklikta gozlendigine iliskin

tartismaya yorum yapilamamistir.
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5.1.5. Metilasyon Durumlari ve Tiimér Derecelerinin iliskisinin Literatiir Ile

Karsilastirilmasi

Wong ve arkadaglarinin yaptiklart ¢alismada meme tiimorlerindeki BRCAL
metilasyonu olan hastalarn oran1 %23.07 (12/52)’dir. Incelenen tiimor dokularindan, 1.
Gruptaki (dereceleri daha ylksek olan olgu grubu) 20 tiimérden 9’unda BRCAI
metilasyonu saptanmigtir. Bizim ¢alismamizda timor derecesi 2 ve 3 olan toplamda 25
olgumuzun 15’inde (%60) metilasyon degisik oranlarda saptanmistir. Oranlar
karsilagtirildiginda ortaya ¢ikan farkin olgu sayimizin azligindan kaynaklandiginm
diisiilmektedir (75).

Wong ve ark. caligmasinda yapilan gruplandirma sistemine gore periferik kan
metilasyon paternleri; 9 morfolojik 6zellikten 5 ya da daha fazlasini tagiyan 1. Grup
olgularda (52 olgu) %31 oraninda, 4 morfolojik 6zellik tagiyan 2. Grup olgularinda (39
olgu) %10, 3 ya da daha az morfolojik 6zellik tasiyan 3. Grup olgularinda (164 olgu)
%S5 oraninda gozlenmistir. 1. Grup tiimor dokularinda ise 9/20, 3. Grup olgularinda 3/32

oraninda metilasyon saptanmistir (75).

Bizim calismamizda Wong ve ark. c¢alismasina benzer olarak periferik kan
metilasyon dereceleri bir olguda %5 ten yiiksek, diger 4 olguda %S5 ve daha az seklinde
diisiik seviyelerde gozlenmistir. Calisgmamizda metilasyon timor derecesi I olan
periferik kan DNA’larinda metilasyon gozlenmezken, derecesi II olanlarin birinde,
derecesi III olanlarin ise dordiinde metilasyon saptanmistir. Wong ve arkadaslariin
yaptiklar1 calisma ile karsilagtirildiginda periferik kanda saptanan metilasyon
oranlarinin diisiik olmas1 ve 1. Grup’tan 3. Gruba dogru azalan bir metilasyon orani,
bizim ¢aligmamizla benzerdir. Periferik kanda diisiik seviyelerde gézlenen metilasyonun
sebebi metile meme timor hiicrelerinin kandaki sirkiilasyonundan kaynaklandigi
tartisilabilir. Ancak sirkiilasyondaki tiimor hiicreleri diisiik seviyelerdedir ve hiicre

kiiltiirii yapilmaksizin izole edilmeleri olasilik dis1 oldugu diisiiniilmektedir.
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Niwa ve ark. sporadik meme kanserlerinde BRCA1 promotor bdlgesinin DNA
metilasyonunu 32 sporadik meme kanseri olgusunun 10’unda (%31) saptamiglardir.
BRCAL promotoru metile olarak saptanan 10 hastanin ikisi derece Il, sekizi derece
I1’ttr (46).

Birgisdottir ve arkadaslarinin 143 meme kanseri olgusu iizerinde yaptiklari
BRCAI1 promotor metilasyonu calismasinda tiimoérlerin 13’tinde (%9,1) metilasyon
saptamiglardir. Timor derecelerine gore gruplandirma yapildiginda metile olan

olgularin 7/13 derece 111, 5/13 derece II, 1/13 derece I olarak belirtilmistir (6).

Calismamizda tiimor derecesi II olan 16 olgunun 12’°sinde (%75), timor derecesi
Il olan dokuz hastanin iiciinde (%33,4) degisik oranlarda metilasyon saptanmistir.
Birgisdottir ve ark. calismasina gore, tiimor derecesi ile metilasyon durumlar
karsilastirildiginda, derecesi yuksek olan olgulardan metile olanlarmin daha fazla
olmasi1 beklenmektedir. Ancak bizim bulgularimiza gore tiimor derecesi 11 olan olgular
daha fazladir. Bu sebeple tiimoriin derecesi ile metilasyon arasinda bir iliski

kurulamamustir.

Iwamoto ve arkadaglari 162 tiimér dokusunun ise 31’inde (19,1%) BRCAL
promotor metilasyonu saptanmigtir. Olgularin timor derecelerine gore gruplandirma
yapildiginda derece I olan 53 olgunun sekizinde (%15,1), derece II olan 80 olgunun
14’tinde (%17,5), derece III olan 21 olgunun yedisinde (%33,3) BRCAl promotor

metilasyonu gozlenmistir (32).

Bizim c¢alismamizda olgular tiimor derecelerine gore gruplandirildiginda metile
olan olgular 3/5 (%60), derece Il olan olgular 12/16 (%75), derece Il olan olgular 3/9
(%33,4) olarak gozlenmistir. Iwamato ve arkadaslarmin ¢alismalara benzer olarak
derece 1l olan hasta sayisi bizim ¢alismamizda da derece Il olanlardan daha fazladir.
Ancak arastirmacilarin bulgularinda bu dereceye gére metilasyon artis orani beklentilere

uygun oldugu gozlenmistir. Bizim c¢alismamizda derece III olan tumorlerdeki
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metilasyon orani daha fazla beklenirken, derece Il olanlardaki metilasyon oraninin daha
fazla gozlenmesinin sebebi olarak toplam hasta sayimizin azligi, bu nedenle
karsilastirma sonucu benzer oranlara rastlanmadigini sdyleyebiliriz. Timor derecesi ve
timorlerin metilasyon durumlari istatistiki olarak degerlendirildiginde ise iki ¢alismada

da anlamli bir iligki olmadig1 gézlenmistir (p>0.05).

Metilasyon durumu tiimor derecesi ile karsilagtirildiginda, bulgular sporadik
meme kanserlerinde BRCA1 metilasyonunun kendi ekspresyonuna etki edebilecegi ve
ekspresyonun da hiicre dongiisii regiilasyonunda 6nemli rolii oldugu ve malignansi
derecelerini etkileyebilecegini diisiinmekteyiz. Tumorin derecesi ile metilasyonun
dogru orantili oldugu literatiirdeki ¢alismalarda gosterilmistir. Olgu sayisinin orantisiz
olmasi (derece II olan olgu sayisinin derece III olanlardan fazla olmasi) bu ilgiyi

kuramamamizin sebebi olabilecegini diistinmekteyiz.

BRCA1 protein ekspresyon analizleri ile promotor metilasyonunu
karsilastirildiginda aralarinda ters orantt BRCA1 promotor metilasyonunun diisiik
BRCAI ekspresyonuna neden olabilecegi daha 6nce birgok ¢alismada gosterilmistir (9,
32, 40, 46, 55, 63). Bu bilgiler dogrultusunda sporadik meme kanserlerinde BRCAI
promotor metilasyonunun kanser gelisim asamalarindan biri olabilecegi tartisilmistir.
Bizim g¢alismamizda BRCA1 ekspresyon analizi yapilmadigi metilasyon durumu ile

karsilagtirma yapilmamistir.
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Tablo 5.1. Metilasyon Bulgularmin Literatiir Ile Karsilastirilmasi

Arastirmac1  Periferik Periferik Tdmor  TuUmor Yontem
Kan (n) Kan (n) Metilasyon
Metilasyon (%)
(%)

Niwa ve ark. - - 32 %31 Restriksiyon
2000 kesim

Matros ve - - 75 %16 Metilasyon
ark. 2005 Spesifik PZR

Snell veark. 7 %42,85 7 %42,85 Methylight ve
2008 MS-HRM

Wong ve 255 %10 52 %23,07 Methylight ve
ark. 2010 MS-HRM

Wojdaczve 75 %4 75 %23 MS-HRM
ark. 2011

Not: MS-HRM (Metilasyon Sensitive High Resolution Melting)
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda otuz meme kanserli BRCA1 mutasyonu tagsimayan olgudan alinan
periferik kan ve doku 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan sonra hedef DNA’lar
sodyum bisiilfit ile inkiibasyona sokularak metile sitozinlerin bisiilfit donilistimii
gergeklestirilmigtir. Daha sonra bu olgularda BRCA1 geni promotor bdlgesi metilasyon
durumunu saptayabilmek icin MS-HRM yontemi ile metilasyon analizleri
gerceklestirilmigtir. Bu ¢alisma MS-HRM yoéntemi ile meme Kkanserinde asiri
metilasyonu gozlenen bu genin timér ve periferik kan dokularinda metilasyon
seviyesini saptayabilmek ve meme kanserinin tedavisinde kullanilan bazi prognostik

faktorleri karsilastirabilmek i¢in yapilmistir.

Calismamiz sonucunda tiimorlii dokularda BRCA1 promotor asir1 metilasyonu
diger literatlirdeki ¢alismalardan 6nemli oranda yliksek seviyede bulunmustur. Ayrica
diger bircok calismadan farkli olarak meme kanserinde bu genlerin metilasyon
yizdeleri ve diger yoOntemlerin saptayamadigi diisiik metilasyon seviyeleri de
saptanabilmistir. Caligmamizda kullanilan MS-HRM ydnteminin hassasiyetinin yiiksek
olmasinin, karsilastirilan literatiire gore oransal farklilik yarattigi sonucuna varilmistir.
Calismamizda, diger ¢alismalar1 destekleyecek sekilde sporadik meme kanserlerinde
BRCAI1 inaktivasyonunda metilasyonun 6nemli bir rol istlendigi gosterilmistir. Ancak
bu calismanin devami niteliginde ekspresyon c¢aligmalarinin yapilmasi gerektigi

diisiincesindeyiz.

Genel olarak kanserin epigenetik 6zellikleri arasinda metilasyonun, erken evrede
baslayan bir siire¢ oldugu goriisii hakimdir. Calismamizda derece I timorlerde anormal

metilasyonun gozlenmis olmasi bu goriisii destekler niteliktedir.

Meme kanseri olgularinin periferik kaninda metilasyon analizlerinin yapilabilirligi

bu ¢aligma ile desteklenmistir. Periferik kanda saptanan anormal metilasyon paterninin
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sirkiilasyondaki tiimor hiicrelerinden mi kaynaklandigi, somatik olarak bu dokuda da
gdzlenen bir siire¢ mi oldugu hala tartisma konusudur. ileri analizler ile periferik kan ile
yapilacak genis hasta tabanli ¢alismalarla, bu konu hakkinda daha kesin yorumlar

yapilabilecegi goriisiindeyiz.

Prognostik faktorler ve yas ile istatistiksel anlam kurulamamasinin sebebi olarak
olgu saymmizin azlig1 gosterilebilir. Olgu sayist arttirilarak prognostik faktorler ve yas
ile metilasyon durumu hakkinda daha saglikli karsilastirma yapilabilir. Calismamizdan
elde edilen verilerin, daha da anlam kazanabilmesi icin hasta sayisinin artirilmasi,
hastalarin sag kalimlar1i, menopozal durumlar1 ve hastalifin prognozu gibi verilerin de
eklenmesiyle caligmanin genisletilmesi gerekmektedir. Calismamiz ve belirttigimiz
yonde yapilacak c¢aligmalar, iilkemizde meme kanserlerinin tedavisi amaciyla yeni
tedavi protokollerinin gelistirilmesine ve bu protokollerin klinikte kullanimlarina 1sik

tutacaktir.
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