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OZET

Giris: Meme kanseri, meme hiicrelerinin anormal ¢ogalma gdosterdikleri genetik bir
hastaliktir. Cevreyle, yasam bigimiyle ve kalitimla iliskilidir. Meme kanserinin kadinlar
arasindaki goriilme sikligt % 10.4 olup kanser nedenli Olimlerde besinci sirada yer
almaktadir. DNA metilasyonu, kanserlerin gelisimi ve evrelenmesinde rol oynayan
epigenetik mekanizmalardan biridir. Ozellikle promotor bélgedeki CpG adaciklarinin
hipermetilasyonunun farkli kanser tiplerinde tiimor baskilayici genlerin inaktif hale

gelmesinde major bir mekanizma oldugu bilinmektedir.

Amag: Yaptigimiz ¢alismada meme kanserinde hipermetilasyonu gézlenen GSTP1 ve
CDHI genlerinin metilasyon durumlari ile meme kanserinde kullanilan lenf nodu tutulumu,
tiimdriin evresi, ER, PR ve HER2/neu gibi baz1 biyolojik belirtecler karsilastirilarak bunlar

arasindaki iliskinin saptanmas1 amaglanmustir.

Gerec-yontem: Calismamiza Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji
Klinigi’nden meme kanseri tanis1 almig 80 olgunun doku ornekleri dahil edilmistir. Meme
kanserli olgularin doku &rneklerinde GSTP1 ve CDHI1 genlerinin promotor bolgelerindeki

metilasyon durumlart MS-HRM yontemiyle incelenmistir.

Bulgular: Olgularimizin %82’sinde GSTP1 promotor hipermetilasyonu saptanirken,
%095’inde CDH1 promotor hipermetilasyonu saptanmistir. Ayrica yas ve timor evresi ile
bu genlerin promotor hipermetilasyonu arasinda iligki saptanmamustir. Lenf nodu metastazi,
ER(+) ve HER2/neu(-) ile GSTP1 ve CDHI genlerinin promotor hipermetilasyonu anlaml
bulunmustur. PR(+) olgularda CDH1 promotor metilasyonu orani yliksek bulunmus fakat

istatistiklere yansiyan anlamli bir fark bulunmamastir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Metilasyon, MS-HRM



SUMMARY

Background: breast cancer is a genetic disease which showed an abnormal
proliferation of breast cells. It is associated with environment, lifestyle and inherited.
Worldwide, the incidence of breast cancer is 10.4% among women and fifth leading cause
of cancer-related death in the world. Aberrant DNA methylation is one of the epigenetic
mechanisms deeply involved in the development and progression of human cancers.
Especially hypermethylation of CpG islands in the promoter regions has been shown a

major mechanism for inactivation of tumor suppressor genes in differnet cancer types.

Aim: In this study, it’s been aimed to compare and identify a relation between
methylation between states of GSTP1 and CDH1 genes which observed in
hypermethylation of breast cancer and lymph node involvement,stage of the tumor and

some of the prognostic factors such as ER, PR and HER2/neu.

Methods: 80 samples having diagnosis of breast cancer are studied which was
observed in Osmangazi University, Faculty of medical. Methylation in promotor areas of
the GSTP1 and CDH1 genes investigatedon the samples by MS-HRM method.

Findings: 82 percent of GSTP1 promotor hypermethylation and 95 percent of CDH1
promotor hypermethylation are identified on the samples. Additionally it’s not been
observed any relation between age and tumor stage. Lymph node(+), ER(+), HER2/neu(-)
and GSTP1, CDH1 genes promotor hypermethylation found logical. CDH1 promotor
methylation rate on PR(+) samples found high but it’s not logical that cen be determined by

statistics.

Keywords: Breast cancer, Methylation, MS-HR
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1.GIRIS ve AMAC

Kanser normal hiicrelerin malign doniisiime ugramasi, uzun bir zaman siireci i¢inde
genetik mutasyonlarin etkisi ile hasara ugramasi sonucu olusur. Diinya’da her yil 6 milyon
kisi kanserden dlmektedir. Ulkemiz’de ise bu saymin 50.000 civarinda oldugu tahmin
edilmektedir (6).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen, gelismis tilkelerde ilk siralarda seyreden
ve sayisi hizla artan dnemli bir saglik problemidir. Diinya’da her yi1l yaklasik 1 milyon yeni
meme kanseri tanist konulmaktadir. Tiim diinya genelinde meme kanserinin yagam boyu
olusma riski 1/12-1/20 arasinda olarak kabul edilmektedir ve tiim Diinya’da kanser
Olumleri arasinda akciger, mide, kolon ve karaciger kanserinden sonra 5. siradadir. Tiim

kadinlarin 6miir boyu %13.22’sinin meme kanseri olma ihtimali vardir (14).

Kanser olusum siireci ile genomik metilasyon kalib1 degisiklikleri arasindaki iligki
1980’11 yillarin basindan beri bilinmektedir. CpG diniikleotidlerinde gézlenen DNA
metilasyonu, memelilerdeki epigenetik degisikliklerin basinda gelir. Epigenetik mutasyon,
DNA dizisinde degisiklik olmaksizin, gen ifadesini kalitilabilir sekilde degistirir ve kanser
olusumuna katilir. Kanser hiicrelerinde genomda yaygin hipometilasyon ile birlikte,
promotor bolgelerdeki CpG adaciklarinda hipermetilasyon gozlenir. Promotor bolge
hipermetilasyonu genin susturulmasina neden olur ve 6zellikle tiimor baskilayict genlerin

etkisizlestirilmesinde 6nemlidir (62).

DNA metilasyonunun, genom organizasyonunda énemli ve karmasik bir role sahip
oldugu, her gegen giin biraz daha anlasilmaktadir. Genomun isleyisindeki farkliliklar ise
kanserin en 6nemli nedenidir. Bu bilgiler g6z oniine alindiginda, ¢ok basamakli kanser
olusum siirecinde, metilasyonun da genomik degisiklikler kadar etkili oldugu ortaya
cikmaktadir. Metilasyon degisikliklerinin nasil olustugu ve gen ifadesi iizerindeki etkileri

daha net bir sekilde ortaya kondugunda kanser tedavisine yeni yaklasimlar sunulabilecektir.



Kanserde mortalitenin diisliriilmesinde en Onemli basamak erken tanidir, metilasyon
degisikliklerinin de kanser olusumunun erken basamaklarinda oldugu diisiiniiliirse,
metilasyon kalib1 degisikliklerinin incelenmesi mortalitenin azaltilmasi yoniinden umut

vericidir (52).

Yaptigimiz calismada;

Meme kanseri tanis1 konmus olan olgulara ait bazi biyolojik belirtegler ile
literatiirde kanser olusumunda promotor hipermetilasyonu saptanmis olan GSTP1 ve CDH1
genlerinin MS-HRM yo6ntemi ile metilasyon durumlari karsilastirilarak meme kanseri

tedavisine yeni yaklagimlar sunabilmek amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Kanser

Kanser, genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu tiimor baskilayici genleri inaktif
ve onkogenleri aktif hale getiren karmasik bir hastaliktir (58). Kanser hiicre fenotipinin

niteligini agiklayan temel 6zellikler sunlardir;

1. Biiyiime sinyallerine kars1 duyarsizlik
2.Hiicrelerin kontrolsiiz sekilde cogalmasi
3.Apoptozdan kurtulma

4.Anjiyogenez 6zelliginin kazanilmasi
5.Doku yayilimi

6.Metastaz olusumudur (12).

Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik, kanser hiicrelerinin siirekli ve
kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davranisini kontrol eden
sinyallere dogru tepkiyi vermek yerine kontrolsiiz bigimde cogalmayr ve boliinmeyi
stirdiirerek, normal doku ve organlari da istila eder ve tiim viicuda yayilirlar (50). Kanser
patolojisindeki en 6nemli konu benign ve malign huylu tlimoérleri birbirinden ayirt etmektir.
Benign tiimorler ¢evredeki dokuya veya viicudun uzak bolgelerine yayilmazlar ve etraflar
bag dokusu ile kusatilmistir. Buna karsilik malign tiimorler hem ¢evredeki normal dokuya,
hem de kan ya da lenfatik sistem araciliiyla viicudun diger bolgelerine yayilarak metastaz
olustururlar. Kanser, normal hiicrelerin malign doniisiime ugramast ve uzun bir zaman

slireci iginde genetik mutasyonlarin etkisi ile hasara ugramasi sonucu olusur (10).



2.2.Kanserin Gelisimi

Kanserlesme siirecinde ilk basamak olan hizli ve kontrolsiiz boliinme, ayn1 zamanda,
kanserin en temel 6zelliklerinden birisi olan tiimdr hiicre klonu olmalariyla agiklanabilir.
Kanserlesme yolunda inisiasyon yapan kimyasallarin ¢ogu mutajeniktir. Bu nedenle DNA,
kimyasal karsinojenler i¢in ana hedeftir. DNA yapisinda olusan hasarlar, tamir enzimleriyle
onarilirsa veya onarilmadigi durumlarda tiimor baskilayici genler ve apoptotik genlerin
isbirligiyle hiicre apoptoza siiriiklenirse inisiasyon olmaz ve organizma kanser
hiicrelerinden temizlenir. Tersi durumlarda ise kanser dedigimiz birden fazla gen ve

cevrenin etkilesimi ile multifaktoriyel bir hastalik ortaya ¢ikar.

Kanserlesme yoluna giren ilk hiicreden kok alan hiicre klonlarinda olusan farkli
mutasyonlar belli bir siire sonra tiimor populasyonunda dominant hale gelir. Ayrica
kanserin yas gruplarina gore dagilimma baktigimizda, goriilme sikliginin genellikle
ilerleyen yas donemlerinde olmasi, yasam boyunca olusan mutasyonlarin biriken etkisini de
gostermesi nedeniyle oldukca 6nemlidir. Kanserlesme siireci; yeni tiimor hiicre klonlari,
artmig bliylime orani ve selektif avantaj saglayan canli kalma, yayilim ve metastaz gibi
Ozellikleri kapsamasindan dolay1 bu siire¢ ‘klonal seleksiyon’ olarak adlandirilir. Klonal
seleksiyon, tiimor gelisimi boyunca devam ederek, tliimdrlerin siirekli daha hizli biliytlyiip

artan oranda malignant hale gelmesini saglayan bir secilim mekanizmasidir (10).

2.3. Kanserin Nedenleri

Kansere yol acan maddelere karsinojen denir. Tiimoérlerin gelisimi ¢ok asamali bir
islem oldugundan birgok degisik faktdr kanserin ortaya ¢ikma olasiligimi etkiler. Tiimor
gelisiminin erken asamalarinda ¢ogalma hizi1 yiiksek hiicre toplulugunun asir1 biiylimesine
neden olacak sekilde hiicre boliinme hizini arttirdiklarindan, bu tiir maddelere ‘timor
kamgcilayicilar’ denir. Basta Ostrojenler olmak {izere hormonlar da insan kanserlerinin
gelisiminde onemli tiimor kamgilayicilaridir. Bunlara ek olarak bazi viriisler de insanda

kansere neden olabilir



Sonug olarak, kanserlesme olarak tanimlayabilecegimiz onkogenez siirecinde etkili
olan ¢ok farkli alternatif yollar ve bu yollarda etkili degisik gen ve ¢evre kombinasyonlari

bulunmaktadir (49).

2.4. Kanser Olusumundan Sorumlu Genler ve Fonksiyonlar:

Kanser ve diger maligniteler hiicre biiylimesi ve gelisimine katilan énemli hiicresel
yollart etkileyen genetik degisimler ile ¢ok adimli bir islem sonucu ortaya cikar. Cogu
genetik degisimler sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde gozlenirken, daha az
siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile ortaya ¢ikan maligniteler kalitsal
ozellik tasirlar. Genomdaki bu kalitsal veya kalitsal olmayan genetik degisimler, belli
hiicresel genlerin belli 6zel degisimleri ile iliskilidir. Bunlar onkogenler olarak
isimlendirilirler ve normal islevlere sahip bir diger gen grubu olan protoonkogenlerden
tiirevlenirler. Protoonkogenler, normal hiicre biiylimesi ve farklilasmasi i¢in 6nemli olan
baz1 proteinlere ait kodlar icerirler. Eger bir mutasyon sonucu protoonkogenin yapisi
degisirse olusan hasar, genin dolayisiyla gen iirliiniin yapisinin degismesine neden olarak
cesitli yollarla hiicre boliinmesinin kontroliinii ortadan kaldirir ve malignite ortaya cikar.
Kanser olusumunda, onkogenlerden baska 6nemli ikinci bir gen grubu da tiimor baskilayici
genlerdir. Bu iki gen grubu kanserogenezde birbirleriyle zit etkilidir. Onkogenler, malign
transformasyona neden olurken tiimor baskilayici genler, hiicre boliinmesinde islev géren
genleri kontrol ederek tiimor olusumunu engellerler. Eger tiimor baskilayicit genlerde bir

hasar olursa biiyiime kontrolii ortadan kalkacagindan kanser ortaya ¢ikar (11-22).

Onkogenlerin kanser olusumuna katilmasi hakkinda iki hipotez vardir. Birincisi;
onkogenlerin ekspresyon seviyelerindeki kantitatif degisiklikler, ikincisi onkogenlerin
yapisinda meydana gelen degisikliklerdir. Onkogenlerdeki degisiklikler; nokta mutasyonu,
gen delesyonu, kromozomlarda yeni diizenlenmeler, gen amplifikasyonu ve insersiyonal

mutagenez olarak siralanabilir.



Protoonkogenler, DNA dizilerindeki sadece bir bazin degismesi ile onkogenlere
doniigebilirler. Somatik hiicrelerde bu olay anormal gen iiriiniiniin sentezine yol acar ve bu
iirtin, hiicre boliinmesini ve gelisimini uyararak kansere neden olur. Kromozomlardaki
yapisal mutasyonlar protoonkogenlerin aktivasyonunu etkileyen mekanizmalardan biridir.
Cesitli kanser tiirlerinde, bir kromozomun her zaman aymi yerinde bir kirik veya
translokasyonun meydana gelmesi o kanser tiirii i¢in ayirici bir 6zellik olarak gozlenir. Gen
amplifikasyonunda ise onkogene ait DNA parcas1 ¢ok fazla sayida replike olur. Bu islem
normal hiicrelerde ya hi¢ gdzlenmez ya da ¢ok nadir gozlenir. Fakat kanserli hiicrelerde sik
rastlanan bir olaydir. Amplifiye olan DNA’nin kodladigi proteinler normal islevlerini
kaybederler ya da anormal tarzda islev goriirler. Insersiyonal mutagenez olarak
isimlendirilen bir bagka mekanizma ile de onkogenler faaliyete gecerler. Bazi durumlarda
retroviral genomlarin kiiciik bir pargasinin, hiicresel onkogenlerin hemen bitisigine

kaynastig1 gozlenir ve bu yol ile hiicresel onkogenlere promotor etki yaparlar (22).

Tim bu mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan onkogenlerin {riinleri hiicrede
yerlestikleri yerlerde 06zel fonksiyonlar gorerek hiicrenin fizyolojik aktivitesinde
degisiklikler ortaya ¢ikarirlar. Onkoproteinler, hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi sirasinda
hiicrenin nukleusundan plazma zarina kadar uzanan bir seri islemde rol alirlar. Ornegin
hiicresel onkogenler biiylime faktorii ve cesitli hormon reseptorlerine ait kodlar
icerebilirler. Boylece bu proteinler plazma zarindan nukleusa dogru cesitli sinyallerin
iletilmesinde rol alirlar. Bazi onkogenler ise gen ekspresyonunu diizenlemek icin
transkripsiyon diizenleyici faktorler gibi DNA’ya baglanan proteinlerin islevini gorecek
olan onkoproteinleri kodlarlar. Onkogenler hiicre seviyesinde dominant bir etkiye sahiptir.
Bu genler aktiflestiklerinde tek bir mutant allel bile, bir hiicrenin normalden malign sekle

doniismesine yeterli etkidedir (11).

Protoonkogenlerin iriinleri, bliyime ve gelismeyi ilerletici islevlere sahiptirler.
Ancak hiicrede, protoonkogenlerin g¢alismalarini kontrol eden, anormal biiylimeyi ve
malign degisimleri engelleyen tiimor baskilayici genler bulunur. Bu genlere ait her iki allel

kayboldugunda (heterozigotluk kaybi) veya bu genler mutasyona ugradiginda kontrol
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mekanizmas1 ortadan kalkar ve timor olusumu gergeklesir. Protoonkogenlerdeki
mutasyonlarin tersine tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlar ¢ekinik karakterlidir.
Timor baskilayic1 genin tek bir fonksiyonel kopyasi (normal alleli) normal hiicre

fenotipinin ortaya ¢ikmasi i¢in yeterlidir (40).

2.5.Kanserde Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik tanimi ilk kez 1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan ortaya atilmis
olup DNA dizi degisikligi olmadan mayotik ve/veya mitotik olarak kalitilabilen gen
ekspresyon degisiklikleri olarak tanimlanir (41). DNA metilasyonu igin hipometilasyon
veya hipermetilasyon, histon modifikasyonlar1 icin asetilasyon veya deasetilasyon

epigenetik degisikliklere 6rnek olarak verilebilir.

Son on yilda yapilan calismalar, epigenetik degisikliklerin tiimor gelisiminde onemli
bir role sahip oldugunu gostermektedir. Kanserin gelisimi siiresince meydana gelen
epigenetik degisiklikler ise timor baskilayici genlerin DNA metilasyonu ve kromatinin
histon modifikasyonlari’dir (41).

2.6.Kanser ve DNA Metilasyonu

Metilasyon, memeli DNA’sinda gergeklestigi  bilinen ve yalmizca CpG
dintikleotidlerinde bulunan sitozinlerde meydana gelir (59). 1950 yilindan beri varlig
bilinen 5mC (5-metilsitozin), degisime ugramis bir bazdir ve genomda ki bazlarin yaklasik
%4’ini olusturur. Metile CpG dintikleotidlerinin ¢ogu; sentromerik tekrarlar, satellit
dizileri ve tekrarlayan genler gibi dizilerde yer alirlar (4). Tiim genomun yaklasik %2’sini
ve CpG’lerin yaklasik %15’ini olusturan CpG adaciklari ise; 0.2-1kb uzunluktadir ve insan
genomundaki genlerin yaklagik %50’sinin promotor bolgelerinde bulunurlar (65). DNA

metilasyonu memeli genomunda transkripsiyonel baskilama, kromatin yapinin



degistirilmesi, X kromozomu inaktivasyonu, genomik imprinting, tekrarlayan ve parazitik
DNA dizilerinin baskilanmasi gibi 6nemli etkilere sahiptir. Normal hiicrelerde ekstragenik
DNA metile iken, gen promotorlarinda bulunan CpG adaciklar1 metile degildir, bunun
istisnas1 X inaktivasyonuna ve genomik imprintinge ugrayan genlerdir; bunlar, normal
hiicrelerde de tek alellden ekspresyonun saglanmasi igin sadece bir alellde metiledir.
Normal dokularda imprintinge ve X kromozomu inaktivasyonuna ugrayan genler disinda
da ender olarak CpG adacik metilasyonu goézlenir ve siklikla genin susturulmasina yol
acar. CpG adacik metilasyonu promotor bolgeden ¢ok gen i¢indeki CpG adaciklarinda
saptanir, promotor bolgede olmasi durumunda ise; CpG igerigi az olan promotor bolgeler
de CpG igerigi yogun olanlara gore daha fazla gozlenir. Promotor, bir genin 5’ ucunda
bulunan ve transkripsiyon faktorleri ile RNA polimeraza baglanma bdlgesi olusturan DNA
dizisidir ve gen ekspresyonunun kontroliinde dnemli role sahiptir. Normal hiicreler de
gbzlenen promotor bolge metilasyonunun hiicre farklilagsmasinda, dokuya o6zgii genlerin

ekspresyonunu diizenleyerek etkili oldugu diistintiliir (48).

Metilasyon kalibi dokulara oOzgiidiir ve tek bir hiicre klonunda bile farklilik
gosterebilir. CpG adaciklarinda doku ve gene 0zgli metilasyon derecesinin yasla arttig
bilinir. Bu artisin rastgele olmadig1 ve yaslanmaya bagli olusan kanserlerde metilasyonun

etkili oldugu diistiniiliir (56).

Kanser olusum siireci ile genomik metilasyon kalibi degisiklikleri arasindaki iliski
1980’11 yillarin basindan beri bilinmektedir. Kanser hiicrelerinde, genomda genel
hipometilasyonun yanisira, bazi 6zel genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinda
hipermetilasyon gozlenmektedir. CpG adacik metilasyonunun, o genin transkripsiyonunu
onledigi bilinir. Genel olarak bakildiginda, genomdaki yaygin hipometilasyon ile bolgesel
hipermetilasyon arasinda bir baglanti olmadig1 goriiliir. Bu nedenle, ikisinin birbirinden
bagimsiz olaylar olarak ele alinmasi1 gerektigi, kanser olusum siirecinde metilasyon kalib1

degisikliginin farkl yollarla etki ettigi distiniiliir (62).



Metilasyonun kanser olusumuna neden olma mekanizmalarindan ilki, 5SmC’nin
kendisinin, mutasyon olusturma riskidir. Normalde DNA’da bulunan sitozin, en sik
gbzlenen mutasyon mekanizmalarindan biri olan deaminasyon sonucu urasile doniisiir ve
bir RNA bazi olmasi nedeniyle onarim mekanizmalarinca kolayca taninarak onarilir. Buna
karsilik metilsitozinin kendiliginden olusan deaminasyonu sonucu olusan timin, normalde
de DNA’da bulunan bir baz oldugu i¢in onarim mekanizmalarindan kagar. Ikinci yol ise;
Ozellikle tiimor baskilayic1 genlerin ya da imprintinge ugrayan genlerin promotor
bolgelerindeki hipermetilasyonun, ilgili genin normalden farkli sekilde ifade bulmasina yol
acmasidir. Bu sekilde normalden farkli diizeyde ¢alisan genler, kanserogenezde etkili olur.
Uciincii yol ise; genomda gdzlenen yaygm hipometilasyonun, tekrar bélgelerindeki
rekombinasyon oraninda artisa ve genomda kararsizlia neden olmasidir. Bunlarin diginda
DNA metilasyonu; Kkarsinojenlerin DNA’ya baglanmasini arttirarak ve DNA’nin
ultraviyole 1sinlar1 daha fazla emmesine neden olarak mutasyon hizimi arttirir ve gen

inaktivasyonuna neden olur (62).

CpG adaciklarindaki metilasyonun yanisira, histon proteinlerinin metillendigi
yaklasik otuzbes yildir bilinmektedir. Histon proteinleri, DNA’nin kromatin halinde
paketlenmesinde etkilidir ve bu nedenle DNA ile yakin iligkili, bazik yapida proteinlerdir.
Amino uglarinda meydana gelen degisik modifikasyonlar (asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon gibi) kromatin paketlenmesini sikistirarak ya da gevseterek, transkripsiyon
faktorlerinin bolgeye ulagmasini etkilerler ve bu sekilde gen ifadesinin degismesinde rol
alirlar. Histon proteinlerindeki asetilasyon kromatin yapinin gevsemesine, histon
deasetilazlar tarafindan gerceklestirilen deasetilasyon ise kromatin yapinin sikilagmasina

neden olur (62).

2.6.1.Promotor Bolge Hipermetilasyonunun Kanser Olusumundaki Rolii

Kanser hiicrelerinde timdr baskilayicit genlerin, hiicre dongiisiinii kontrol eden ve

apoptozu onleyen genlerin, DNA onarim genlerinin ve gelisim siirecinde etkili yolaklarin



normal islemesini saglayan genlerin hipermetilasyon ile susturuldugu bilinmektedir (65).
Kanser hiicrelerinde gen inaktivasyon mekanizmast olarak promotor bolge

hipermetilasyonu;

1. Sonraki kusaklara aktarilabilmesi,

2. llgili gende, kodlayan bolgede mutasyon olmaksizin genin ifadesini
baskilayabilmesi,

3. Gen ifadesini baskilamada, kodlayan bdlge mutasyonlari ile ayn1 etkinlikte olmasi

ile 6nem tagimaktadir (36,47).

Promotor boélge hipermetilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin  promotora
baglanmasini 6nleyerek genin susturulmasinda etkili olur. Bunu dogrudan yapabilecegi gibi
dolayli olarak, metilsitozine baglanan proteinleri bolgeye g¢ekerek de gerceklestirebilir.
Dogrudan baskilamada metilsitozindeki metil grubu, DNA’nin biiyiik oluguna dogru ¢ikinti
yaparak tanima bolgesini taninmaz hale getirirken; dolayli yolda, promotora baglanacak
transkripsiyon faktorlerinin taniyacagi bdlgeler, metilsitozine baglanan proteinlerle
maskelenir. Bu etkilerin diginda biyokimyasal olarak metil grubu eklenmesinin, 5SmC’in
yiiksek polaritesi nedeniyle, RNA polimerazlarin daha yiiksek enerji ile transkripsiyon
baslangi¢c noktasina ulagabilmesine yol a¢tigi ve bu sekilde genin ifadesini baskiladig
diisiiniilmektedir. Ayrica, DNA’nin biiylik oluguna dogru uzanmis olan metil gruplarinin,
histonlarin yerlesimlerini degistirerek daha kapali bir kromatin yapisina neden oldugu ve

gen ifadesini bu sekilde baskiladigi da 6ne siiriilmektedir (39).

CpG adaciklarinin metilasyon derecesi, farkli timor tiplerinde degisebildigi gibi aym
timore sahip kisilerde de, cevresel etmenlere, genetik yatkinliga ve epigenetik kontrolii
etkileyen diger faktorlere bagh farklilik gosterir (2). Metilasyon profili tiimdre ve gene
Ozgidiir (43). Metilasyon degisiklikleri hem diisik hem de yiiksek evre tiimorlerde
gorllebilir, bu da metilasyon degisikliginin tiimér olusumunun erken evrelerinde
olustugunun bir gostergesidir. Ayrica CpG adacik metilasyonu rastgele gerceklesmemekte

ve bazi bolgelerde ‘de novo’ metilasyona yatkinlik goriilmektedir (2,43). Kansere 6zgii
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metilasyon kaliplar1 islevsel ya da yapisal nedenlerden kaynaklanabilir. Baz dizisinin
ozellikleri yapisal, genin metilasyon ile susturulmasinin hiicreye biliylime avantaji

saglamasi ise islevsel yatkinliktan sorumludur (43).

2.6.2.Genomdaki Genel Hipometilasyonunun Kanser Olusumundaki Rolii

Kanser hiicrelerinde genel hipometilasyon ile bdlgesel hipermetilasyon ayni hiicrede
olusabilir. Malign hiicrede normal hiicreye gore %20-60 oranda daha az 5mC gozlenir.
Bunun nedeni, genlerin intronlarinda ve kodlanan bélgelerinde bulunan CpG
diniikleotidlerinin ve genomun %?20-30’unu olusturan ve normalde hipermetile olan
tekrarlayict DNA bolgeleri ile parazitik DNA dizilerinin demetile olmasidir (27). Parazitik
DNA dizileri; genoma girmis viral DNA ya da transpozonlar gibi kodlamayan,
transkripsiyonu yapilmayan, pasif olarak kusaktan kusaga aktarilan, DNA’da yayilma

egilimi gosteren ve organizmanin yasamsal higbir basamaginda goérev almayan DNA

dizileridir (27).

Hipometilasyon kanser olusum siirecini degisik sekillerde etkiler. Bunlardan biri,
artan mitotik rekombinasyonlar ile genomda heterozigozite kaybi olusmasidir.
Heterozigozite kaybi, 6zellikle tiimor baskilayict genlerde her iki kopyanin birden etkisini
yitirmesine yol agarak ve imprinting kaybina neden olarak kanserogenezde etkilidir. Tekrar
dizilerinde gozlenen metilasyon, diziler arasinda rekombinasyon olugmasini Onleyerek
genomun kararsizligini arttirir. Bununla birlikte karyotipik olarak saptanabilen kromozomal
degisikliklere, ayni zamanda sentromerik bolgelerde rekombinasyon ile anoploidi
olusumuna neden olabilir. Hipometilasyonun kanser olusumundaki bir diger etkisi su
sekildedir: parazitik DNA dizileri normalde metile olmalar1 nedeniyle transkribe edilmez,
ancak hipometile olursa transkripsiyonu yapilir. Bunlarin transkripsiyonunun yapilmasi
mevcut transkripsiyon faktorlerinin seviyesini degistirerek, kompetetif inhibisyona benzer
bir mekanizma ile normalde caligmas1 gereken baska genlerin ifadesinin degismesine neden

olabilir. Alternatif olarak, yer degistiren transpozonlar, hem kodlayan hem de kodlamayan
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bolgelere girerek, antisens bir transkriptin olusumuna neden olur ya da transkripsiyonun
intron gibi farkli bir bolgeden baslamasini saglayarak etkili olabilir. Transpozonlar hedef
lokus ile iligkisi olmaksizin kendini genomda yeni bir yere yerlestirebilen DNA dizileridir.
Antisens  transkript ise transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenleyen
mekanizmalardan biri olup, sens transkripte baglanarak onun ifade bulmasimni engelleyen
RNA molekiilidiir. Ayrica, yayilim ve metastazdan sorumlu genlerde go6zlenen

hipometilasyon bu genlerde etkinlik artisina neden olarak da kanserogenezde etkilidir (13).

2.6.3.Tiumor Belirteci Olarak DNA Metilasyonu

Kanser hiicrelerindeki metilasyon kalibi degisiklikleri doku ve tiimor tipine 6zgii
olmalarinin verdigi avantajla kanser saptanmasi ve siniflandirmasinda dnemli yere sahiptir
(65). Hipermetile promotor bolgelerinin timor belirleyicisi olarak kullanimi rutin olarak
kullanilmasa da pek ¢ok yonden uygundur. Kanser tiirlerinin ¢ogunda, CpG adacik
hipermetilasyonu timor tipine 0zgii izlenmektedir. Ayrica, promotor hipermetilasyonu

kanserlerin erken donemlerinde olustugu igin erken taniya da olanak saglamaktadir (20).

Metilasyon degisiklikleri, primer tiimoér bolgesi disinda da saptanabilmektedir.
Ornegin, kanser hastalarmin serum, idrar ve balgamlarinda da anormal CpG metilasyonu
saptanmistir. Yapilan calismalarda, akciger kanserinde bronkoalveolar lavaj sivisindan,
endometriyal kanserde vajinal tamponlardan elde edilen vajinal sekresyondan, bobrek ve
mesane kanserlerinde idrardan, kolorektal kanserde fegesten, prostat ve mesane
kanserlerinde serumdan elde edilen DNA orneklerinde promotor metilasyonuna bakilarak
bu yontemlerin erken tani i¢in elverisli oldugu sonucuna varilmistir. Kanser hastalarinin
plazmasinda muhtemelen artmis apoptotik ve nekrotik hiicre artiklarina bagli olarak
normalden daha fazla oranda serbest DNA bulunur, bu da metilasyon degisikliklerinin
saptanmasi i¢in kanin da kullanilmasina olanak saglar. Farkli tiimor tiplerinde metile olan

genlere bakildiginda, bir kisminin ortak oldugu goézlenir, bu 6zellik pek ¢ok kanser icin
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ayni genlerin metilasyon derecelerine bakarak kanser tarama metodlarinin gelistirilmesine

olanak tanir.

Metilasyon, siklikla DNA iizerindeki belli bolgelerde gézlenmesi nedeniyle de, DNA
dizisi degisikliklerinden daha kolay saptanabilir. Mutasyonlar genin herhangi bir yerinde
gozlenebilmesi nedeniyle daha genis ¢apli arastirmalarla belirlenebilmektedir. PCR’a
dayali, metilasyon tanimlayici, yeterli ozgiilliige sahip yontemlerin gelistirilmis olmasi
metilasyon degisikliklerinin saptanmasini pratiklestirmektedir. Kanser hiicrelerinin DNA’
sinda genel hipometilasyon saptanmasina ragmen bunun tamisal agidan bir Onemi

belirlenememistir (3,42,51).

2.7.Meme Dokusu

Meme dokusu insanin memeliler sinifindan oldugunun isareti olan 6nemli bir
anatomik yapidir. Aslinda degisime ugramis bir apokrin ter bezidir. Erkeklerde prepubertal
kiiciik degisimlerin disinda hep ayni1 ve sessiz kalir, kadinlarda ise puberteden baglayarak
hayatin sonuna kadar siiren dinamik bir yapist vardir. Bu aktivite igerisinde olusabilen

fonksiyonel ve patolojik degisimler meme hastaliklarina yol agmaktadir (15).

2.7.1.Meme Anatomisi

Meme vertikal olarak 2. kosta ile 6. kosta, horizontal olarak ise parasternal ¢izgi ile
orta aksiller ¢izgi arasinda yer alir. Biiylik bir boliimiiyle pektoral kas {izerine oturur. Yarim
kiire bigimindedir. Ancak ¢ogunlukla yukari, aksillaya dogru olmak iizere dik bicimde
uzantilar1 olabilir. Spence’in aksiller kuyrugu adi verilen bu uzanti, aksiller fasya agiklig
olan foramen Langer’den gegerek koltuk altinda derinde yer alabilir. Bu durumda aksiller
kitle ya da aksiller lenfadenopati olarak degerlendirilebilir. Meme yiizeysel fasyanin i¢inde

yerlesir. Alt yiizii Pektoralis Major ve Serratus Anterior’u Orten fasya {izerine oturur. Meme
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bezi loblardan olusmustur. Genellikle 10-15 tane olan loblar asiniislerden olusan lobiillere
boliinmiistiir. Her lob meme basma 12-20 adet laktiferoz kanala agilir. Meme iizerindeki
deri ve altindaki pektoral fasiaya Cooper baglari adi verilen fibréz bantlarla tesbit
edilmistir. Meme bas1 koni bi¢imindedir. Areolada Montgomery bezleri adi verilen yag

bezleri nedeniyle hafif yuvarlak alanlar bulunur (53).

Sekil 2.1.Meme Anatomisi

Istanbulcerrahi.com’dan alinmistir.

2.7.2.Meme Embriyolojisi

Meme dokusu ekdoderm’den gelisir. Altinc1 haftada her iki tarafta aksilla ile kasik
arasinda ekdodermde °‘siit ¢izgisi’ ad1 verilen bir kalinlasma meydana gelir. Bu ¢izgi biiyiik
bir boliimiiyle silinirken pektoral bolgelere rastlayan alanlarda devam eder ve meme
dokusunun gelisimini saglar. Sit c¢izgisinde pektoral bolgede baslangicta diskoid
kalinlasma olur, sonra lobiillii bir yap1 ortaya ¢ikar. Daha sonra solid kordonlar olusur. Igeri

dogru uzanarak tiip halini alan bu yapilar kanallar1 ve memenin salgi yapan boliimlerini
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olusturur. Areola ve meme bas1 deride hafif kalinlasma bi¢iminde belirginlesir. Dogumdan

kisa bir siire sonra meme basi kabararak normal gériiniimiinii alir (53).

2.7.3.Meme Gelisimi ve Memedeki Fizyolojik Degisimler

Kadinlarda meme ¢ocukluk ¢aginda hemen hi¢ degisiklik gostermez. Prepubertal
donemden baglayarak tiim hayat boyu memede belirgin degisiklikler olur. Prepubertal
donemde biiyiime baslar. Areola yiikselir, meme basi kiigiik bir ¢ikint1 halinde belirginlesir.

Puberte ile birlikte meme normal eriskindeki bi¢imini alir.

Menstruel siklusun 8. giiniinden baglayarak meme biiyiir. Boyutlar, menstruel
sikliisiin ortasindaki oOlgiilere gore %50 artmis olarak saptanir. Degisimler interlobiiler
0dem ve konjesyonda artma nedeniyle olmaktadir. Menstriiel kanamayla birlikte konjesyon
ve 0dem geriler ve meme eski boyutuna ulasir. Gebelikte memede 6nemli degisiklikler
olmaktadir. Bu degisimler ovumun inplantasyonuyla baslar. Gebelik boyunca stirmek iizere
meme biiyiimeye baslar. Meme bas1 ve areola daha belirgin olur, pigmentasyon artar.
Montgomery bezleri belirginlesir. Meme derisinde genislemis venler ve strialar goriiliir. Bu
donemde laktasyonu saglayacak dnemli histopatolojik degisimlerde olmaktadir. Olusan bu
makroskopik ve mikroskopik degisimler siit verme kesilmedigi siirece devam eder. Siit
vermenin kesilmesinden baslayarak meme dokusu kiiciilerek normal boyutlarina yaklagir.
Fakat hi¢bir zaman degisim yapmadan Onceki durumunda olmaz. Areoladaki kabarik
yatisir, areola etrafindaki pigmentasyon ve strialar bazen devam edebilir. Menapozu takiben
meme giderek kiigiiliir. Bu degisim yavas olur. Lobiiller giderek kaybolur. Parankim ve

fibréz doku giderek homojen bir kitle haline gelir (53).
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2.8.Meme Kanseri

Meme kanseri, meme hiicrelerinin anormal ¢ogalma gosterdikleri genetik bir
hastaliktir. Tek bir hastalik gibi goriinse de, hiicre ve dokular1 etkileyen karmasik bir
hastaliktir ve hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir. Cevreyle,
yasam big¢imiyle ve kalitimla iliskilidir (5,30,61). Meme kanseri gelisiminin molekiiler
mekanizmas1 tam olarak anlagilamamistir. Protoonkogenlerin aktivasyonu ve timor
baskilayic1 genlerin inaktivasyonu ile sonuglanan genetik degisiklikler basta olmak tizere
genetik hasarlarla olmaktadir. Onkogenlerin mutasyonal aktivasyonu ve tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonu bu c¢ok basamakli gelisimde erken meydana gelen olaylardir.
Bunlar1 daha sonra kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve/veya programlanmis hiicre Sliimiiniin

bozulmasi takip eder (5,30).

Cok basamakli tiimér gelisiminin klasik modelinde, ilk olarak normal bir epitelyum
hiicre premalignant atipik hiicreye doniigiir. Daha sonra klonal biiyiime ve gelisme 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 karsinogenez modeli olusur (5,30,61).

Mutasyona ugramis formlar1 meme kanseri riskini arttiran genlere meme kanseri
yatkinlik genleri denir. Bu genlerin farkli alelleri kanserin ailevi formlarinda oldugu gibi
sporadik kanserlerde de onemli rol oynayabilir. Meme kanseriyle dogrudan ya da dolayh
olarak iliskili ¢cok sayida gen tanimlanmistir. Kadin meme kanserlerinde bilinen asil risk
faktorii, artmig seviyelerdeki Ostrojene uzun siire maruz kalmayla iliskilidir. Endojen ya da
ekzojen Ostrojenlerin neden oldugu artmis hiicre boliinmesi, hiicre sayisin1 ve dolayisiyla

mutasyonlarin gergeklesme olasiligini arttirir (30,32,37).
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2.8.1.Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri kadinlarda en ¢ok goriilen kanser olmasinin yaninda, bir¢ok iilkede
kadinlardaki kanser oliimlerinin de baslica nedenidir. Mortalite ve morbidite verileri
iilkelere gore degisiklik gosterir. Kuzey Amerika’da kadinlar arasindaki kanserlerin %29’
unu ve tim kanserlerden Oliimlerin %18’ini meme kanseri olusturur (37). Meme
kanserlerinden &liim oranlar1 Danimarka, Ingiltere ve Hollanda gibi bati iilkelerindeki
kadinlarda 100.000°de 10-25 iken; Japonya, Meksika ve Venezuella’da 100.000°de 2-5
arasindadir (32). Amerika Birlesik Devletleri’nde kadinlar arasindaki kansere bagli
Olumlerde ilk iki siray1 akciger ve meme kanseri almaktadir. Akciger kanserlerinden
Oliimlerin daha fazla olmasi, kadinlar arasindaki sigara aligkanliginin artis1 ve son 50 yilda
meme Kkanserlerinden 6liim oranlarinin stabil kalmasi gibi nedenlerle agiklanmaktadir.
Kadinlarda, meme kanseri gelisme riski tiim yasam boyunca %7-10 arasindadir. Yani
yaklagik her 10 ile 14 kadindan bir tanesi meme kanserine yakalanmaktadir. Tim meme
kanserleri i¢inde erkek meme kanseri orani ise %1 civarindadir (37). Meme kanseri 25
yasin altinda nadir gozlenir ve goriilme siklif1 yasla orantili olarak artar. En sik 45-74

yaslari arasinda goriiliir (32).

2.8.2.Meme Kanseri Etyolojisi

Cogu olguda meme kanserinin etyolojisi bilinmez, ancak pek ¢ok predispozan faktor

ileri stiriiliir. Hem genetik, hem de edinsel olabilen bu faktorler sunlardir;

2.8.2.1.Genetik Faktorler: meme kanserli hastalarin ailesinde sik¢a kanser
hikayesine rastlanir. Meme kanserli bir kadinin kiz kardesi ya da kiz1 hastalik agisindan ti¢
kat fazla risk altindadir. Hem annesi hem kiz kardesi meme kanseri olan bir kadinda ise bu
riskin 10 kat arttigi gézlenmistir (5). Annesinde menapoz Oncesi bilateral meme kanseri

goriilen kadinlarin ortalama %50’sinde meme kanseri gelisir (32).
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Meme kanseri baz1 spesifik gruplarda daha siktir. Ornegin beyaz irkta siyah irktan ve
Musevi kadinlarda digerlerinden daha sik goriiliir. Cogu Asya ve Afrika {ilkesinde hem
meme kanseri riski ve hem de mortalitesi daha diisiiktir. Kuzey Avrupa ve Kuzey
Amerika’da ise yiikksek risk ve mortalite s6z konusudur. Bunu c¢evresel ve diyet

faktorleriyle agiklamak miimkiindiir (30).

2.8.2.2.Edinsel Faktorler: alkol bagimliligi, menstruasyonun uzun yillar devam
etmesi, menarsin 12 yasindan once baslamasi, puberte esnasinda ya da sonrasinda iyonize
radyasyona maruz kalmak ve hayvansal yaglardan zengin diyet meme kanseri riskini artirir

(30). Sigara ile meme kanseri arasinda ilgi kurulamamistir (38).

2.9.Meme Kanseri Evrelemesi

2.9.1. TNM Simiflandirmasi (26)

Primer Tiimor Boyutu (T) :

TX: Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO: Primer tiimore ait bulgular yok

Tis: Insitu karsinom, intraduktal karsinom, lobuler karsinoma in situ; ya da tiimorsiiz
meme basinin Paget hastaligi

T1: Timor 0-2 cm arasindadir

T1la: Timor 0,1-0,5 cm arasindadir

T1b: Timor 0,5-1 cm arasindadir

T1c: Tiimor 1-2 cm arasindadir

T2: Timor 2-5 cm arasindadir

T3: Timor 5 cm’den fazladir

T4: Boyutu ne olursa olsun, gogiis duvari veya cilde direkt yayilim gosteren timor

T4a: Gogiis duvarina yayilim vardir
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T4b: Odem (peau d’orange dahil), cilt iilserasyonu, ya da ipsilateral memede smirl

satellit cilt nodiilleri vardir
T4c: Iki 6zelligin birlikte olmasi (T4a ve T4b)

T4d: Inflamatuar karsinom

Bolgesel Lenf Nodlari (N) :

Nx: Bolgesel nodlar degerlendirilemiyor (Daha 6nce ¢ikartilmis olanlar da dahil)

NO: Bolgesel nod metastaz1 yok

N1: Mobil ipsilateral aksiller lenf nodlarina metastaz; meme igi, infraklavikuler ve
‘Rotter’ nodlar1 dahil

N2: Bir digerine ya da diger yapilara fikse ‘konglomere’ ipsilateral aksiller lenf
nodlarina metastaz vardir

N3: ipsilateral internal mamarian lenf nodlarina metastaz vardir

Uzak Metastaz:
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var
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Tablo 2.1. Meme Kanserinde Evreleme (26)

EVRE 0 Tis, NO, MO
EVRE | T1, NO, MO
TO, N1, MO
EVRE IIA T1, N1, MO
T2, NO, MO
T2, N1, MO
EVRE II1B T3 No. MO
TO, N2, MO
T1, N2, MO
T2, N2, MO
EVRE IlIA T3, N1, MO
T3, N2, MO
T4, herhangi bir N, MO
EVREIIIB Herhangi bir T, N3, MO
EVRE IV Herhangi bir T, herhangi bir N, M1

2.9.2.Meme Kanserinde Histolojik Simiflandirma

Meme Kkanserinin Diinya Saghk Orgiitine (DSO) gére histolojik olarak

siniflandirilmasi agagida goriilmektedir (28).

1. In situ karsinom

- In situ duktal karsinom
- In situ lobuler karsinom
2. Invaziv karsinom

- Invaziv duktal karsinom

- Invaziv lobuler karsinom
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- Tubuler karsinom

- Invaziv kribriform karsinom
- Mediiller karsinom

- Miisin6z karsinom

- Invaziv papiller karsinom

- Invaziv mikropapiller karsinom
- Apokrin karsinom

- Sekretuar (juvenil) karsinom
- Adenoid kistik karsinom

- Metaplastik karsinom

- Noroendokrin karsinom

- Inflamatuar karsinom

2.10. Meme Kanseri ve Metilasyon

Meme kanserinde g¢esitli genlerin ekspresyon kayiplari, CpG adaciklarindaki
hipermetilasyon ile iligkilendirilmistir. Kanser hiicrelerinde tiimor baskilayici genlerin,
hiicre dongiisiinii kontrol eden ve apoptozu Onleyen genlerin, DNA onarim genlerinin ve
gelisim siirecindeki yolaklarda yer alan genlerin hipermetilasyon ile susturuldugu
bilinmektedir. Kanserlerde, promotor bdlgelerinin hipermetilasyonu en iyi karakterize
edilen epigenetik degisikliktir. Yapilan ¢aligmalarda, CpG adaciklarinda meydana gelen

hipermetilasyonun rastgele olmadig1 ve tiimor tipine gore spesifik olarak meydana geldigi

gosterilmistir (64).
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2.10.1.Meme Kanserinde GSTP1 ve CDH1 Genlerinin Hipermetilasyonu

2.10.1.1.Glutatyon-S Transferazlar: memelilerde Glutatyon-S transferazlar’in
yapist hakkindaki ilk bilgiler 1961 yilinda, fare karacigerinde glutatyonun (GSH)
konjugasyonunun gézlenmesi iizerine elde edilmistir (7,9). Glutatyon-S transferazlar (GST)
faz Il enzimleri olup, kemoterapdtik ilaclar, karsinojenler, ¢evre kirliligi etkenleri ve
ksenobiyotikler ile glutatyon arasinda konjugasyonu katalizleyen dimerik enzimler
ailesidir. GST, reaktif oksijen radikallerinin ve sigara tiitiiniinde bulunan karsinojenlerin
detoksifikasyonunda, lipid peroksidasyonu sonucu olusan 4-hidroksinonenal gibi ajanlarin
metabolizmasinda O6nemli bir role sahiptir. Bunun disinda, GST substratlar1 arasinda
parasetamol ve kemoterapotikler gibi farmakolojik ilaglar da yer almaktadir. GST enzimleri
yukarida sayilan bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak suda ¢oziiniir
bilesikler haline doniistiiriir, dolayisiyla ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve dokularin

oksidatif zarardan korunmasinda énemlidir (44,55).

Insan  sitozolik GST’lerin  birgok formu bulundugundan ayr1  olarak
siiflandirilmiglardir. Bu siiflandirilmalari, aminoasit dizileri gibi proteinin temel yapisina
dayanmaktadir. Insan dokularinda sentezlenen sitozolik Glutatyon-S transferaz enzimleri,
en az sekiz gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu enzimler; Alfa (GSTa), Mu (GSTM,
GSTuw), Pi (GSTP, GSTn), Teta (GSTT, GSTH), Sigma (GSTS), Kappa (GSTK), Omega
(GSTO) ve Zeta (GSTZ)’ dir (35).

Glutatyon-S Transferaz P1 (GSTP1) geni ksenobiyotik metabolizmasinin faz II
evresinde rol oynayan GST enzim ailesinin bir iyesidir. Sigara dumaninda bulunan
polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi baz1 kanserojen maddelerin glutatyonla
konjugasyon reaksiyonlarini katalizler. GSTP1 geni kromozom 11q13’de lokalizedir ve 7
ekson igermektedir. Okuma cergevesi (open reading frame) 1. ekzonun 3’ ucundan baglar
ve 630 b¢ uzunlugunda 209 aminoasitten olusan protein sentezler. GSTP1’in yapisindaki,

fonksiyonundaki veya ekspresyon seviyesindeki genetik degisiklikler sonucunda olusan
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diisiik enzimatik aktivite, karsinojenlerin detoksifiye edilebilmelerinde belirli kanser

tiplerinin gelismesinde risk faktorii tagimaktadir.

Bu genin promotor boélgesindeki hipermetilasyon GSTP1 proteinin ekspresyon
kaybina ve dolayisiyla oksidatif DNA hasarinda artisa neden olur. Meme kanserlerinin
yaklagik olarak %30-40’inda bu genin hipermetilasyonu gozlenmigtir. GSTP1’in
hipermetilasyon sonucu inaktive olmasi, olgularin karsinojenlere karsi hassasiyetini arttirir

ve boylece bagka mutasyonlara ve DNA hasarina yatkinlik kazandirir (19).

2.10.1.2.CDH1 (E-Kaderin): Kkaderinler, eriskin organizmada se¢ici hiicre
taninmasindan ve yasam boyu normal doku mimarisinden sorumlu molekiil agirliklar
120.000-140.000 kDa arasinda degisen hiicre zarindan ekstraselliiler matrikse uzanan yap1
ve fonksiyonlari agisindan Cat+2’a bagimli transmembran glikoproteinleridir. Yan yana
hiicreler arasindaki molekiiler baglantiyr saglarlar (16,17,24). Adezyon molekiillerinin bir
ailesi olan kaderinler, yapilarinda bulundurduklar1 Ca+2’dan dolay1 bu adi alirlar. Kaderin
glikoproteinleri yapisal olarak birbirleri ile benzerlik gosterirler. Temel kaderin yapisit N ve
C terminali iceren iki bolgeden olusur. Bir¢ok tekrarlayan ilmikten olusan ve Cat2’a
baglanmada 6nem tasiyan genis bir hiicre dis1 N-ucu ile kaderinler arasinda ¢ok iyi korunan
sitoplazmik boliimle baglantili tek bir transmembran kisimdan olusurlar. 4 ekstraseliiler
bolgesi bulunurken bu bolgeler arasinda da kalsiyum igeren alanlar yer almaktadir.
Kaderinlerin histidin-valinalanin baglant1 yiizeylerinden birbirini taniyan homofilik
baglanma yolu ile birbiriyle birlesir ve adezyonu saglar. Homofilik baglantilarini N
terminallerindeki birinci ekstraseliiler iirlinleri araciligiyla kurarlar. Ancak C terminalinin
bulundugu bolgesi; diger adezyon molekiillerinden farkli olarak Kateninlerle iliskisini
saglayacak sekilde Ozellesmistir. Sitoplazmik kisim ii¢ sitoplazmik protein ile iligkilidir;

bunlar o, Bve y-katenindir (16,17).

Kaderin/katenin ~ kompleksinin  aralarindaki  iliskinin ~ kaderinlerin ~ yayilim
fonksiyonunda oOnemli oldugu disiiniilmektedir. Kaderinlerin yayilim fonksiyonunu

gostermek i¢in normal kosullarda yiizeyinde bu molekiilleri tasimayan hiicrelere, kaderin
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cDNA transfeksiyonu yapilmis, bu hiicreler kaderin molekiillerini eksprese etmeye
basladiktan sonra yayilma ozelligi kazanmistir. Boylece iki kaderinin iligkisi bir dizi
biyokimyasal olaya neden olarak dogru pozisyon, tanima ve hiicreler arasi haberlesmeyi
saglamaktadir. Timor hiicrelerinin diizensiz davranisi nedeniyle hiicre-hiicre iliskisi
tiimorlerde bozulmustur. Kaderinlerin hiicre yilizeyinde azalmasi ile ortaya ¢ikan azalmis
yayilim ve hiicre iliskilerinin neoplastik progresyonla iliskisi her gecen giin daha da

belirgin hale gelmeye baslamistir (16,17).

Kaderinler bulunduklari bolgelere gore 5 farkli gruba ayrilmaktadirlar:

1) E-kaderin (epitelyal); E-kaderin’ler basit glandiiler ve stratifiye epitelyal
hiicrelerde cksprese edilen bir alt gruptur (18). En iyi bilinen iyedir. Uvomorulin de
denilen E-kaderin embriyonun preimplantasyon doneminde morula ve blastosist, hiicre-
hiicre baglanma bolgelerinde yogun olarak izlenir. Epitel biitiinliigiinii saglayan interseliiler
bir yapistirict olarak islev goriir (31).

2) N-kaderin (néral); sinir sistemi, kalp, akciger, lens, embriyonik mezoderm ve
noral ektodermde bulunur. Sag-sol asimetrisinin kurulmasinda, yayilm ve sinyal
mekanizmalarinda, biiyiime konilerinin adezyonu ve rehberliginde 6nemli rol oynar.

3) P-kaderin (plasental); trofoblast, kalp, akciger, sindirim kanali hiicrelerinde
bulunur.

4) R-kaderin (retinal); retinal néronlarda ve glia hiicrelerinde bulunur.

5) M-kaderin (kas); miyoblast ve iskelet kas1 hiicrelerinde bulunur (24).

E-kaderin 6q22.1 lokalizedir ve hiicre membranlarindan ekstra selliiler matrikse
uzanan 120kDa biiyiikliigiinde bir glikoproteindir. Normal epitel biitiinliigiiniin korunmasi
ve devaminda Onemli goérevi vardir ve kalsiyum bagimli hiicreler arasi adezyondan

sorumludur.

E-kaderinler sitoplazmadaki kateninler ile birlesirler ve zonula adherensi olustururlar,

bunlarda hiicrede tutunma yeri ve stabilizasyonu saglarlar. Immiinhistokimyasal
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incelemelerde farklilasmis tiimorler yiikksek miktarda E-kaderin igerirler. Epitelyel
morfolojisi bozulan farklilagmamig tiimorlerde ise E-kaderin miktar1 azalmistir. Diger bir
deyisle tiimor farklilasmasi ile E-kaderin ekspresyon azalmasi arasinda bir korelasyon
vardir. E-kaderin ekspresyonu azalinca timoriin yayilim 6zelligi ve tiimoriin lenfojen,
hematojen metastaz riski de artmaktadir. Ayrica bu hastalar kotii prognoza sahip

olmaktadirlar (31).

Son yillarda bulunan yeni bir kaderin de H-kaderindir. E-kaderin’e %25 benzerlik
gosteren bu molekiiliin meme kanserinin gelisiminde rolii olduguna inanilmaktadir. Meme
kanserli hastalarda H-kaderin ekspresyonunun azaldigi saptanmistir. E-kaderin ekspresyonu
boyun, 6zefagus, mide, kolon, karaciger, over, meme vb. pek ¢ok kanserin kotli prognozu
ile baglantihidir. E-kaderin ekspresyonu azalan epitelyum hiicrelerinde, farklilasmanin
azaldig1 ve hiicrelerin go¢ kabiliyetlerinin arttigi belirlenmistir. Buradan E-kaderinlerin
yayilma 6zelligine kars1 koruyucu oldugu metastazi baskilayici bir gorev yaptigr sonucuna
vartlmistir (24). Ayrica E-kaderinin bir¢ok az farklilasmis insan karsinom hiicresinde
bulunmadigi da tesbit edilmis ve bu hiicrelerin yayilim 6zelligi E-kaderin cDNA
transfeksiyonu ile ortadan kaldirilmigtir (31). E-kaderin ekspresyonunun azalmasi sonucu
timor hiicrelerinin  hareketlilik kazandigi gorilmistir (18). Yapilan c¢aligmalarda E-
kaderin’in normal ekspresyonu olan meme kanserli hastalarin takipleri sirasinda %93’ iiniin
sag kaldigi ancak anormal E-kaderin ekpresyonunda %34 oraninda O6lim oldugu

goriilmistiir (34).

Mutasyonlar ve delesyonlar E-kaderin ekspresyon kaybina sebep olabilirken yapilan
birgok caligmada primer meme kanserlerinin ¢ogunda E-kaderin geninin metilasyonla
sessizlestigi bu durumun ise tiimdriin metastazinda artisa ve hastanin yasam siiresinde

azalmaya sebep oldugu gozlemlenmistir (23).

Meme kanserli tiimorlerde yapilan c¢alismalarda E-kaderin geninin promotor
bolgesinde bulunan CpG adaciklar1 %50 oraninda metile olarak saptanmistir. Ayrica in situ

duktal karsinomlarda %30 CpG metilasyonu saptanirken metastatik lezyonlarda bu oran
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%60‘a ¢ikmistir. Bu siire¢ tiimdr progresyonunda onemli bir role sahip oldugu icin E-

kaderin tiimor evrelenmesinde onemli bir biyomarkirdir (23) .

2.11. Metilasyona Hassas Yiiksek Coziiniirliikli Erime Egrisi Analizi

(Methylation Sensitive High Resolution Melting) (MS-HRM)

MS-HRM metilasyon tespiti i¢in kullanilan duyarli ve 6zgiil bir yontemdir. MS-HRM
dizisi bilinmeyen PCR iiriinliniin erime profili ile dizisi bilinen PCR iriiniiniin erime
profillini karsilagtirarak metilasyon seviyesinin tahminini saglar. MS-HRM protokoliiniin
basitligi ve yiiksek tekrarlanabilirligi metilasyon degerlendirmesi icin bir¢ok tani ve

arastirma uygulamalarinda MS-HRM’i tercih edilen bir yontem yapar (63).

Su anda hem arastirma c¢alismalarinda hem de taniya yonelik ¢aligmalarda
kullanilabilen bdlgeye 6zgii, hizli, glivenilir ve maliyeti az olan metilasyon testleri yoktur.
Bu yiizden metilasyon analizleri i¢in rutinde de kullanilabilecek yeni ve daha giivenilir bir
metoda ihtiya¢ duyulmustur. HRM aslinda SNP genotiplendirmesi i¢in gelistirilmis yiiksek
¢Oziintirliiklii erimeye dayandirilan yeni bir yaklagimdir. Biitlin erime analizlerinde oldugu
gibi yiiksek 1sida cift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya ayrilmasi esasina dayanir.
HRM analizinden 6nce hedef sekansin kopya sayis1 arttiritlmalidir. En kolay yol ¢alisilacak
DNA’nin HRM’den 6nce PCR amplifikasyonuna sokulmasidir. Her 2 prosediirde sadece
¢ift zincirli DNA’ya baglanan floresan boyasinin varliginda calisilir. Bu boya tek zincirli
DNA’nin arasina giremez fakat ¢ift zincirli DNA’nin varliginda 1s1ma yapar. Bu floresan
degisimi hem PCR boyunca DNA konsantrasyonunun artisini hem de HRM boyunca 1s1yla
indiiklenmis DNA’nin ayrilmasini1 Olger. Erime egrisi analizinde baglangigta floresan
yiiksektir ¢iinkii 6rnek ¢ift zincirli DNA olarak tepkimeye baslar. Fakat yiikselen 1siyla
birlikte floresan azalir ve DNA tek zincirli hale geger. Gozlemlenen erime karakteri her

DNA o6rnegi igin karakteristiktir (60).
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HRM’in 2 oOnemli avantaji vardir. Birincisi; araya giren boyalar hedef DNA
dublekslerini tamamen doyurmak i¢in gerekli olan PCR reaksiyon {iriinlerinin
konsantrasyonunu engellemez. ikincisi ise ¢alisma siiresince floresan degisiklikleri yiiksek

dogruluk ile takip edilebilir (60).
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1.Hasta Grubu

Calismamiza Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji Kliniginden meme
kanseri tanis1 almis 80 hastanin doku ornekleri dahil edilmistir. Ornekler Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalindan parafin bloga sarili doku kesiti
olarak ependorf i¢inde laboratuarimiza gelmistir. Calismamiz Aralik 2010-Nisan 2011
tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalinda gerceklestirilmistir. Meme kanserli olgularin doku 6rneklerinde GSTP1 ve CDH1
genlerinin promotor bdlgelerindeki metilasyon durumlart MS-HRM  yontemiyle

incelenmistir.

3.2.Gerecler

3.2.1.Kullanilan aletler

Pipet takimi (Gilson)

PCR aleti (Thermal cycler) (PE GeneAmp PCR System 9700)
0.2 mI’lik micro amplifikasyon strip tiipti ve kapaklar1 (Greiner bio-one)
Light cycler 480 Multiwell plate 96 (Roche)

Su banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Buzdolabi (Argelik)

Ependorf Tiipii (1,5 mI’lik)

Manga Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Nanodrop 1000 (peqLab)

LightCycler 480 real-time PCR (Roche)
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3.2.2. Kullamilan Kimyasal Malzemeler

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

CpGenome Universal Unmethylated DNA

Bisiilfite Modifikasyon Kiti (QIAGEN)

GSTP1 Forward ve Rewerse Primer Cifti (Metabion)
CDHI1 Forward ve Rewerse Primer Cifti (Metabion)
Proteinaz K (QIAGEN)

Distile Su

Ksilol

%70’lik etil alkol

%100’liik etil alkol

PBS (phosphate buffered saline)

Parafilm

3.2.3. Kullanilan Primerler

3.2.3.1.GSTP1 Geni Metilasyon Analizinde Kullanilan Primerler

GSTP1 geninin promotor bdlge hipermetilasyonunu belirlemek igin;

metile forward; 5°-TTC GGG GTG TAG CGG TCG TC-3’

metile reverse; 5’- GCC CCA ATA CTA AAT CAC GAC G-3°
unmetile forward; 5°- GAT GTT TGG GGT GTAGTG GTT GTT-3’
unmetile reverse; 5’- CCA CCC CAATAC TAA ATC ACA ACA-3°

primerleri kullanilmistir. Liyofilize halde ve 0.04 pmol sentez skalasinda ticari olarak satin

alinan GSTP1 metile forward primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde firmanin 6nerisi
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olan 323 pl; GSTP1 metile reverse primeri 347 pl, GSTP1 unmetile forward primeri 341 pl
ve GSTP1 unmetile reverse primeri 378 pl PCR i¢in uygun safliktaki steril distile su

eklenerek ¢oziilmustiir ve bloklanarak esit hacimler halinde -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2.CDH1 Geni Metilasyon Analizinde Kullanilan Primerler

CDHI1 geninin promotor bdlge hipermetilasyonunu belirlemek igin;

metile forward; 5’- TTA GGT TAG AGG GTT ATC GCC T-3’

metile reverse; 5’- TAA CTA AAA ATT CAC CTA CCG AC-3’
unmetile forward; 5°’- TAATTT TAG GTT AGA GGG TTATTG T-3’
unmetile reverse; 5’- CAC AAC CAA TCA ACA ACA CA-3’

primerleri kullanilmigtir. Liyofilize halde ve 0.04 umol sentez skalasinda ticari olarak satin
alinan CDH1 metile forward primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde firmanin 6nerisi
olan 298 ul; CDH1 metile reverse primeri 357 pl, CDH1 unmetile forward primeri 368 pl
ve CDH1 unmetile reverse primeri 294 ul PCR ig¢in uygun safliktaki steril distile su

eklenerek ¢oziilmistiir ve bloklanarak esit hacimler halinde -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Yontemler

3.3.1.Parafinli Doku Orneklerinden DNA Elde Edilmesi

3.3.1.1.Deparafinizasyon Islemi

-Iginde parafin bloga sarili dokular bulunan ependorflara 1200 pl ksilol eklenmistir.

-15 sn vorteks yapilmistir ve 6rnekler 14000rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
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-Siipernatant atilarak ayni iglem 2 defa tekrarlanmistir.

-Pelet tizerine 1200 pl %100’lik alkol eklenmistir.

-15 sn vorteks yapilmistir ve 6rnekler 14000rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
-Siipernatant atilarak pelete 1200 pl %70’lik alkol eklenmistir.

-15 sn vorteks yapilmistir ve 6rnekler 14000rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
-Alkol iyice uzaklastirilip 6rnekler 1 saat etiivde birakilmistir.

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

-Ornekler 70°C calkalamali su banyosunda 1 gece inkiibasyona birakilmustir.

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

-Bu islemlerden sonra elde edilen {irtin 840 pl olmustur 1000 ul tamamlanmasi igin

bir tampon ¢6zelti olan 160 ul PBS eklenmistir.

3.3.1.2.DNA izolasyonu

Deparifizasyon igleminden sonra doku 6rneklerinden DNA elde edilmesinde robotik
DNA izolasyon sistemi kullanilmistir. Doku 6rnekleri ise dogrudan robotik DNA izolasyon
sistemine yiiklenmistir. Sample volume 1000 pl, elution volume 100 pul ve * DNA Tissue’

protokolii se¢ilmistir.

Robotik sistemde Proteinaz K, yikama soliisyonlart ve DNA’y1 tutmak i¢in manyetik
parcaciklarin ve pipetaj i¢in bos kuyucuklarin bulundugu bir kartus sistemi, pipet uglarinin

yerlestirilmesi icin tip trayler ve 6rnek ve eliisyon tiipleri i¢in bir rak bulunmaktadir.
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Robotik sisteme kartus ve tip trayler yerlestirilip 6rnek ve eliisyon tiipleri koyulduktan
sonra biitiin islemleri otomatik gerceklestirmektedir. Islem yaklasik 40 dakika siirmekte ve

elde edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de saklanmaktadir.

3.3.2. Bisiilfit Modifikasyon Isleminin Gerceklestirilmesi

Bir DNA sekansinin metilasyon durumunu saptamak icin kullanilan en iyi yontem
bisiilfit modifikasyon islemidir. Hedef DNA’nin sodyum bisiilfit ile inkiibasyonu sonucu

unmetile olan sitozinler urasile doniisiirken metile sitozinler degismeden kalir.

Orijinal sekans Bisiilfit islemi sonras1
Unmetile DNA  A-C-G-A-C-G-A-C-G-A A-U-G-A-U-G-A-U-G-A
Metile DNA A-C-G-A-C-G-A-C-G-A A-C-G-A-C-G-A-C-G-A

-Orneklerimizden elde ettigimiz DNA’dan 10 pl (20-250 ng DNA) alimustir. Alinan
ornekler 200 ul’lik PCR strip tiiplerine aktarilmistir.

-Daha sonra DNA {iriinii konmus her strip tiipiine sirasiyla:

10 ul RNAase free water

35 ul DNA product buffer

85 ul Bisiilfite mix ,
konularak PCR baslatilmstir.
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PCR sartlari:

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

-PCR f{iriiniiniin hepsi ependorfa alinmistir.

-Ependorfa 310 pl Loading buffer (BL) eklenerek vorteks yapilmistir ve 12000rpm’de

1dk santrifiij edilmistir.

-Uzerine 250 ul %100’liik ethanol eklenerek vorteks yapilmistir ve 12000rpm’de 1

dk santrifiij edilmistir.

-Ependorftaki iiriiniin hepsi spin tiipiine alinarak 14000rpm’de 1 dk santrifii

edilmistir.

-Santrifiijden sonra spin filtresinden alt tarafa siiziilen sivi dokiilerek 500 pl

desulfonation buffer (BD) eklenmistir.

-Spin tiipiiniin kapaklar1 agik olacak sekilde 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

-14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek spin filtresinden alt tarafa siiziilen sivi

dokilmistir.
-Spin tiipiine 500 ul Wash Buffer (BW) eklenmistir.

-14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek spin filtresinden alt tarafa siiziilen sivi

dokiilmiistir.
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-Ayni islem bir defa daha gergeklestirilerek spin tiipleri 2 pl’lik toplama tiiplerine

aktartlmistir.
-14000 rpm’de 1 dk santrifiij edildikten sonra spin tiipleri ependorfa koyulmustur.

-Spin tiiptindeki filtreye 35 ul Elution Buffer (EB) filtrenin tam merkezine gelecek
sekilde konularak 12000rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir ve ayni islem bir kere daha

tekrarlanmigtir.

3.3.3. MS-HRM Cihazina Yiikleme

Bisiilfit modifikasyon islemi sonrasinda MS-HRM teknigi uygulanmistir. Bu teknikte
modifikasyona tabi tutulan DNA’larin LightCycler 480 real-time PCR cihazi ile PCR
amplifikasyonu ve yiiksek rezoliisyonlu erime reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu
algoritmada bilinmeyen PCR iiriinlerinin erime sicaklik egrileri ile metile olmayanin metile

olana oraninin bilindigi kontrol PCR {iriinlerinin erime sicaklik egrileri karsilastirilmistir.

Bisiilfit isleminden sonra elde ettigimiz {irlinlerden 10 pl alinarak 96’lik cihaz

playtine konulmustur. Daha sonra bisiilfit iirlinii konmus her playte sirasiyla:

10 pl Master Mix

3 ul Forward primer

3 ul Reverse primer

2,5 ul MgClI2

1 ul H20 konularak pipetaj yapilmistir.

Ayrica Orneklerin  metilasyon yiizdelerini saptamak i¢in kontrol gruplari
kullanilmigtir. Kontrol gruplart hazirlanirken CpGenome Universal Methylated DNA ve

CpGenome Universal Unmethylated DNA Kkitlerinden yararlanilmistir. Bu kitler bisiilfit
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isleminden gegirilerek %100 metile, %75 metile, %50 metile, %25 metile ve %100 metile
olmayan kontrol DNA’lar1 hazirlanmistir.

96100 metile kontrol DNA’nin hazirlanmasi

10 ul Master mix

3 ul Forward primer

3 ul Reverse primer

2,5 ul MgClI2

1 ul H20

10 ul %100 metile kontrol DNA

9075 metile kontrol DNA’nin hazirlanmasi

10 pl Master mix

3 ul Forward primer

3 ul Reverse primer

2,5 ul MgCI2

1 ul H20

10 ul %75 metile ( 7,5 ul %100 metile kontrol DNA+2,5 ul %100 metile olmayan
kontrol DNA) kontrol DNA

%0 50 metile kontrol DNA’nin hazirlanmasi

10 ul Master mix

3 ul Forward primer
3 ul Reverse primer
2,5 ul MgClI2
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1 ul H20
10 ul %50 metile ( 5 ul %100 metile kontrol DNA+5 ul %100 metile olmayan
kontrol DNA) kontrol DNA

%0 25 metile kontrol DNA’nin hazirlanmasi

10 ul Master mix

3 ul Forward primer

3 ul Reverse primer

2,5 ul MgCI2

1 ul H20

10 pl %25 metile ( 2,5 pl %100 metile kontrol DNA+7,5 ul %100 metile olmayan
kontrol DNA) kontrol DNA

96100 unmetile kontrol DNA’nin hazirlanmasi

10 ul Master mix

3 ul Forward primer

3 ul Reverse primer

2,5 ul MgCI2

1 ul H20

10 ul %100 metile olmayan kontrol DNA

Toplam 80 6rnek ve 5 kontrol grubu playte konulduktan sonra LightCycler 480 real-
time PCR cihazina yiiklendi.
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3.3.4.Degerlendirme

Calismamizda meme kanseri tanist almis 80 olgudan alinan doku 6rneklerinin DNA
izolasyonu yapildiktan sonra bu 6rneklerin bisiilfit modifikasyon islemi gerceklestirilmistir.
Daha sonra 6rnekler GSTP1 ve CDHI1 genlerinin metilasyon durumlari incelenmek {izere
MS-HRM cihazina yiiklenmis ve analizleri yapilmistir. Ornekler ile ayn1 playte eklenen
DNA kontrol gruplart %100 metile, %75 metile, %50 metile, %25 metile ve %100 metile
olmayan olarak belirlenmistir. Kontrol DNA’lardan alinan pikler ile hasta 6rneklerinden
alman pikler karsilastirilarak GSTP1 ve CDHI1 genlerinin metilasyon seviyeleri tespit

edilmistir.

Hastalar yas, hastaligin evresi, lenf nodu metastazi, Ostrojen reseptér (ER),
progesteron reseptor (PR) ve human epidermal receptor (HER2/neu) gibi meme kanserinde
onemli olan baz1 biyolojik belirteclere gore gruplandirildiktan sonra 6rneklerin metilasyon

seviyeleri ile bu biyolojik belirtegler karsilagtirilmistir.

3.3.5.istatiksel Analiz

Tiim veri analizleri SPSS 15.0, Minitab 15 paket programlari ile yapilmistir. Siirekli
nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak, Nitel veriler ise n ve oran olarak ifade
edilmistir. Normal dagilim gosteren siirekli veriler grup sayisina bagli olarak bagimsiz
yapidaki verilere t testi ile analiz edilmis olup normal dagilim gdstermeyen 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 6nemli olarak kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

Caligmamizda Aralik 2010- Mayis 2011 tarihleri arasinda Eskigehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji Kliniginden gelen meme kanseri tanis1 almis 80
olgudan alinan doku orneklerine MS-HRM yontemi kullanilarak metilasyon analizi
yapilmistir. Olgularin yaslari, evreleri, lenf nodu metastazlari, ER, PR ve HER2/neu gibi
biyolojik belirtegleri hasta dosyalarindan temin edilmistir. Tablo 4.1.’de hastalarimizin
demografik ozellikleri verilmistir. Calismamiz meme kanserli hastalarin GSTP1 ve CDH1
genlerindeki metilasyon durumlarini belirleyerek meme kanseri i¢in gelistirilecek tedavi
yontemlerine de 1s1k tutmak, hastaligin evresi ve prognozu arasinda iliski kurabilmek,
hastalarimiza ait demografik ve histopatolojik bilgilerle buldugumuz sonuglar arasinda

iligski saptayabilmek amaciyla yapilmistir.

Incelemeye alinan 80 olgunun yas ortalamasi 58,44 + 11,09 olarak tespit edilmistir.
Olgularin 19/80 (%24) < 50 yas iken; 61/80 (%76) > 50 yas olarak saptanmuistir.

Olgular TNM siniflandirmasina gore evre Il, evre Il ve evre IV olarak

gruplandirilmistir. Tiimor Orneklerinin evrelerine gore dagilimlarinda ise en ¢ok evre III
44/80 (% 55) gozlenmistir. Geri kalan orneklerin 30/80 (%37,5) evre Il, 6/80 (%7,5) evre
IV olarak belirlenmistir.

Lenf nodu metastazlar1 degerlendirildiginde olgularin 68/80 (%85) lenf nodu pozitif
iken, 12/80 (%15) olguda lenf nodu negatiftir.

ER durumu ve meme kanserinde metilasyon arasindaki iliski incelenmek amaciyla
hastalar ER(+) ve ER(-) olarak gruplandirildiginda ise; olgularin 54/80 (%67,5) ER(+) iken,
26/80 (%32,5) olguda ER(-) olarak saptanmustir.
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PR durumlart degerlendirildiginde olgularin 42/80 (% 52,5) PR(+) iken, 38/80
(%47,5) olgu PR(-) olarak belirlenmistir.

Meme kanserinde 6nemli bir biyolojik belirte¢ olarak gosterilen HER2/neu durumlari
degerlendirildiginde ise olgularin 30/80 (%37,5) HER2/neu(+) iken, 50/80 (%62,5)
HER2/neu(-) olarak saptanmigtir

Tablo 4.1. Calismaya Dahil Edilen Olgularin Demografik Ozellikleri

Hastalarin demografik ozellikleri HASTA SAYISI
YAS
<50 YAS 19
>50 YAS 61
EVRE
EVRE Il 30
EVRE Il 44
EVRE IV 6
LENF NODU METASTAZI
POZITIF 68
NEGATIF 12
ER
POZITIF 54
NEGATIF 26
PR

POZITIF 42
NEGATIF 38
HER2/neu

POZITIF 30
NEGATIF 50
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4.1.GSTP1 Geninde Saptanan Bulgular

LightCycler 480 real-time PCR cihazi ile ¢aligma tamamlandiktan sonra ilk Once

negatif gruplar1 ortaya ¢ikartilir. Diisiik floresan sinyali veren bu 6rneklerin erime egrileri

yoktur. Cihazdaki negatif filtre negatif 6rnekleri gruplandirir ve bu 6rnekler ¢alismaya dahil

edilmez. Bizim calismamizda negatif 6rnek saptanmamistir. ‘Difference plot’ ile analiz

boliimiinde ise referans egri lizerinden Orneklerin erime egrileri karsilagtirilmistir. Bizim

calismamizda metile olmayan kontrol DNA’s1 referans egri olarak kullanilmistir. Erime

egrileri benzer olan ornekler otomotik olarak ayni gruplara kiimelenmistir. Metilasyona

ugrayan ornekler metile kontrol gruplarinin yaninda, metile olmayan ornekler ise metile

olmayan kontrol grubunun yaninda pik vermistir.

Normalized and Temp-5hifted Difference Plot
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Sekil 4.1. GSTP1 Geni Metile Olan ve Metile Olmayan

Alinan Pikler
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Calismamizda kullandigimiz kontrol DNA’larma ait pikler sekil 4.1°de verilmistir.
Kontrol DNA’lar1 metile olmayan, %25 metile, %50 metile, %75 metile ve %100 metile

olarak farkli pikler vermistir.

Orneklerin amplifikasyona girme déngiileri de degerlendirilmistir. Metile &rnekler
daha erken dongiilerde amplifikasyona girerken, metile olmayan ornekler daha geg
dongiilerde amplifikasyona girmistir. Sekil 4.2°de metile kontrol DNA’larinin ve metile

olmayan kontrol DNA’larinin amplifikasyona girme dongiileri gosterilmistir.

Amplification Curves
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Samples Results

Include | Color| Pos | Hame CP | Concentration | Stand...

B :1 GSTP1 mioo 2z .95

A2 GETP1 m7i5 2z .06

- A3 G3STP1 S0 22 .25

[ A5 GSTP1 m25 Z5.55

- Aa GETP1 unmetile 26.74

Sekil 4.2. GSTP1 Geni Metile Olan ve Metile Olmayan Kontrol DNA’larinin
Amplifikasyona Girme Egrileri
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Genel olarak bakildiginda meme kanseri tanist almig olan 80 olgunun 66’sinin
(%82’sinin) GSTP1 geninde promotor metilasyonu gozlenirken, olgularin 14’iinde
(%18’inde) metilasyon gozlenmemistir. Sekil 4.3’de metile olan ve metile olmayan
orneklere ait pikler gézlenmektedir. Metile olmayan 6rnekler referans egrisinin iistiinde
gozlenirken, metile drnekler referans egrisinin altinda goézlenmistir. Metile drneklerde ise
alinan pikler ile kontrol gruplarinin pikleri karsilastirilarak 6rneklerin metilasyon seviyeleri

tespit edilmistir.

Normalized and Temp-5hifted Difference Plot

Redative Signal Difference

73 74 75 76 77 78 79 80
Temperature (°C)

Sekil 4.3.01gularimizdaki Metile Olan ve Metile Olmayan Pikler

GSTP1 geninin promotor bolge metilasyonu 17/80 olguda %100 metile, 2/80 olguda
%75 metile, 14/80 olguda %50 metile, 13/80 olguda %25 metile, 20/80 olguda ise %25’in
altinda metile olarak saptanmistir. Ayrica olgularin 14/80’tintin GSTP1 geninde promotor
bolge metilasyonu saptanmamustir. Tablo 4.2.’de olgularimizin GSTP1 geni promotor

metilasyonu yiizdeleri gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Olgularimizin GSTP1 Geni Promotor Metilasyonu Yiizdeleri

METILASYON ORANI HASTA ORANI(%)
%100 METILE %21
%75 METILE %3
%50 METILE %17
%25 METILE %16
%25 ALTI METILE %25
UNMETILE %18

4.1.1. Yas ile GSTP1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

GSTP1 geni promotor metilasyonu gozlenen olgularin yas ortalamalar1 58+11,07

iken, metile olmayan olan olgularin yas ortalamalar1 57,36+11,56 olarak saptanmustir.

Yast < 50 olan 15/19 olgunun GSTP1 geninde promotor metilasyonu goézlenirken,
4/19 olguda promotor metilasyonu gozlemlenmemistir. Yast > 50 olan 51/61 olgunun
GSTP1 geninde promotor metilasyonu gozlenirken, 10/61 olguda ise promotor metilasyonu
gozlenmemistir. Yapilan ‘2 Proportions Testi’ ile yas ve GSTP1 promotor metilasyonu

arasindaki iliski anlamsiz kabul edilmistir. (p>0,05)

4.1.2. Tiimériin Evresi ile GSTP1 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

GSTP1 geninde promotor metilasyonu gozlenen 25/66 olgu evre II, 37/66 olgu evre
III ve 4/66 olgu evre IV olarak saptanmistir. Metile olan ve metile olmayan olgularin,
timorlerin evresi ile dagilimi tablo 4.3’de gosterilmistir. GSTP1 geninde promotor
metilasyonu gozlenen olgularin %56’s1 evre III olarak saptanmistir. Evre IV’de daha

yiiksek metilasyon orani beklenmistir fakat evre 1V’deki olgularin sayisinin azlig1 nedeni
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ile tam olarak karsilagtirma yapilamamuistir. Yapilan istatiksel analiz sonucu tiimoriin evresi

ile GSTP1 geni promotor metilasyonu iliskisi anlamsiz kabul edilmistir. (p>0,05)

Tablo 4.3. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin Tiimoérlerin Evresine Gore

Dagilimi
Evre Metile Metile Olmayan Toplam
Evre Il 25 (%38) 5 30
Evre I 37 (%56) 7 44
Evre IV 4 (%6) 2 6
Toplam 66 (%100) 14 80

4.1.3. Lenf Nodu Metastaz1 ile GSTP1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

GSTP1 promotor hipermetilasyonu gézlenen 57/66 olgunun lenf nodu metastazi
pozitif iken, 9/66 olgu lenf nodu bakimindan negatiftir. Metile olan ve metile olmayan
olgularin lenf nodu metastazi ile dagilimi tablo 4.4’de gosterilmistir. Metile olan olgularin
%86,4’linde lenf nodu pozitifligi saptanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucunda GSTP1

promotor metilasyonu ile lenf nodu metastazi pozitifligi anlamli bulunmustur (p<0,05)
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Tablo 4.4. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin Lenf Nodu Tutulumuna Gore

Dagilimi
Lenf nodu Metile Metile Olmayan Toplam
Pozitif 57(%86,4) 11 68
Negatif 9(%13,6) 3 12
Toplam 66(%100) 14 80

4.1.4. ER ile GSTP1 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

GSTP1 promotor metilasyonu gozlenen 44/66 olguda ER(+) iken 22/66 olguda ER

(-) olarak saptanmistir. Metile olan ve metile olmayan olgularin ER durumlarma gore

dagilimlar1 tablo 4.5°de gosterilmistir. Metile olan olgularin %66,7°si ER(+) olarak

saptanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucu GSTP1 promotor metilasyonu ile ER

pozitifligi anlamli kabul edilmistir. (p<0,05)

Tablo 4.5. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin ER Durumlarina Gore

Dagilimi
ER Metile Metile Olmayan Toplam
Pozitif 44(%66,7) 10 54
Negatif 22(%33,3) 4 26
Toplam 66(%100) 14 80
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4.1.5. PR ile GSTP1 Geni Promotor Metilasyonu liskisi

GSTP1 promotor metilasyonu gézlenen 33/66 olguda PR(+) iken, 33/66 olguda PR (-

) olarak saptanmustir. Metile olan ve metile olmayan olgularin PR durumlarina gore

dagilimlar tablo 4.6’da gdosterilmistir. GSTP1 promotor metilasyonu gozlenen olgularin

%350’si PR(+), %50’si PR(-) olarak saptandigindan karsilagtirma yoluna gidilememistir.

Tablo 4.6. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin PR Durumlarima Gore

Dagilimi
PR Metile Metile Olmayan Toplam
Pozitif 33(%50) 9 42
Negatif 33(%50) 5 38
Toplam 66(%100) 14 80

4.1.6. HER2/neu ile GSTP1 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

GSTP1 promotor metilasyonu gozlenen 26/66 olguda HER2/neu(+) iken, 40/66

olguda HER2/neu(-) olarak saptanmistir. Metile olan ve metile olmayan olgularn

HER2/neu dagilimlari tablo 4.7°de gosterilmistir. GSTP1 promotor metilasyonu gézlenen

olgularn % 60,6’s1 HER2/neu(-) olarak saptanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucu

HER2/neu negatifligi ile GSTP1 promotor metilasyonu anlamli bulunmustur. (p<0,05)
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Tablo 4.7. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin HER2/neu Durumlarina Gore

Dagilimi
HER2/neu Metile Metile Olmayan Toplam
Pozitif 26(%39,4) 4 30
Negatif 40(%60,6) 10 50
Toplam 66(%2100) 14 80
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Tablo 4.8. GSTP1 Geni Promotor Metilasyonu ile Prognostik Faktorler

P. Faktorler METILE | UNMETILE TOPLAM P DEGERI
EVRE p>0,05
EVRE Il 25 (%38) 5 30
EVRE IlI 37 (%56) 7 44
EVRE IV 4 (%6) 2 6
LENF NODU
POZITIF 57 (%86,4) 11 68 P<0,05
NEGATIF 9 (%13,6) 3 12
ER
POZITIF 44 (%66,7) 10 54 P<0,05
NEGATIF 22 (%33,3) 4 26
PR degerlendirilemedi
POZITIF 33 (%50) 9 42
NEGATIF 33 (%50) 5 38
HER2/neu
POZITIF 26 (%39,4) 4 30
NEGATIF 40 (%60,6) 10 50 P<0,05
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4.2.CDH1 Geninde Saptanan Bulgular

CDH1 geni metilasyon analizinde negatif Ornek saptanmamistir g¢alisilan biitiin
ornekler degerlendirmeye alinmstir. ‘Difference plot’ ile analiz boliimiinde metile olmayan
kontrol DNA’s1 referans egri olarak kullanilmistir. Erime egrileri benzer olan ornekler
otomotik olarak ayni1 gruplara kiimelenmistir. Metilasyona ugrayan drnekler metile kontrol
DNA’larmin yaninda, metile olmayan ornekler ise metile olmayan kontrol DNA’sinin

yaninda pik vermistir.

Normalized and Temp-5hifted Difference Plot
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Samples Results
Include | Color| Pos | Hame Group
[ ] AT CDH1 mS50O 1
[ ] CF CDH1 mzZ5S 1
B r©i:z CDH1 ml0O0 1
H1l CDH1 m7?5 1
[ ] He CDH1 unmetile pes

Sekil 4.4. CDH1 Geni Metile Olan ve Metile Olmayan Kontrol DNA’larindan
Alinan Pikler
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Calismamizda kullandigimiz CDHI1 geni kontrol DNA’sina ait pikler sekil 4.4’de
verilmistir. Kontrol gruplart metile olmayan, %25 metile, %50 metile, %75 metile ve %100

metile olarak farkl pikler vermistir.

Orneklerin amplifikasyona girme dongiileri degerlendirildiginde metile ornekler
daha erken dongiilerde amplifikasyona girerken, metile olmayan Ornekler daha gec
dongiilerde amplifikasyona girmistir. Sekil 4.5°de metile kontrol DNA’larinin ve metile
olmayan kontrol DNA’larinin amplifikasyona girme dongiileri gosterilmistir. GSTPI
genindeki kontrol gruplar1 ile CDH1 genindeki kontrol gruplarinin amplifikasyona girme
dongiileri karsilastirildiginda CDH1 genine ait kontrol gruplarinin daha ge¢ dongiilerde
amplifikasyona girdigi goriilmistiir. Bu 2 genin primer farkindan ve bu primerlerin diziye

oturmasindan kaynaklanmaktadir.

Amplification Curves
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Cycles
Include | Color| Pos |[Hame | CP | Concentration | Stand... |
I &7 CDH1 mSO 3z2.82
B <7 CDH1 mz5 34.91
I riz CpH1 mioo ZZ.zZ8
H1 CDH1 w75 30.66
P Hs CDH1 unmetile 36.63

Sekil 4.5. CDH1 Geni Metile Olan ve Metile Olmayan Kontrol DNA’larinin
Amplifikasyona Girme Egrileri
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Genel olarak bakildiginda meme kanseri tanist almig olan 80 olgunun 76’simin
(%95’inin) CDH1 geninde promotor metilasyonu gézlenirken, olgularin 4’{inde (%5’inde)
metilasyon gézlenmemistir. Sekil 4.6’da metile olan ve metile olmayan 6rneklere ait pikler
gozlenmektedir. Metile olmayan 6rnekler referans egrisinin iistiinde gozlenirken, metile
ornekler referans egrisinin altinda gézlenmistir. Metile 6rneklerde ise alinan pikler ile

kontrol gruplarmin pikleri karsilastirilarak 6rneklerin metilasyon seviyeleri tespit edilmistir.

Normalized and Temp-5Shifted Difference Plot
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Sekil 4.6. Olgularimizdaki Metile Olan ve Metile Olmayan Pikler

CDH1 geninin promotor bdlge metilasyonu 15/80 olguda %2100 metile, 32/80
olguda %75 metile, 21/80 olguda %50 metile, 8/80 olguda %25 metile olarak saptanmustir.
Ayrica olgulari 4/80’tiniin CDH1 geninde promotor bdlge metilasyonu saptanmamustir.

Tablo 4.9°da CDH1 geni promotor metilasyonu seviyeleri % olarak belirtilmistir.
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Tablo.4.9. Olgularimizin CDH1 Geni Promotor Metilasyonu Yiizdeleri

METILASYON ORANI HASTA ORANI(%)
%100 METILE %19
%75 METILE %40
%50 METILE %26
%25 METILE %10
METILE OLMAYAN %5

4.2.1. Olgularin Yas1 ile CDH1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

CDHZ1 geni promotor metilasyonu gozlenen olgularin yas ortalamalar1 58,92+10,80

iken, metilayon goriilmeyen olgularin yas ortalamalari 49,25+14,29 olarak saptanmustir.

Yast <50 olan 17/19 olgunun CDHI1 geninde promotor metilasyonu gozlenirken,
2/19 olguda promotor metilasyonu gézlemlenmemistir. Yag1 > 50 olan 59/61 olgunun
CDHI1 geninde promotor metilasyonu gozlenirken, 2/61 olguda ise promotor metilasyonu
gbzlenmemistir. Yapilan ‘2 Proportions Testi’ ile yas ve CDH1 promotor metilasyonu

anlamsiz kabul edilmistir. (p>0,05)

4.2.2. Tiimériin Evresi ile CDH1 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

CDHI1 geninde promotor metilasyonu gézlenen 28/76 olgu evre 11, 42/76 olgu evre
I11 ve 6/76 olgu evre IV olarak saptanmistir. Metile olan ve metile olmayan olgularin,
timorlerin evresi ile dagilimi tablo 4.10°da gdsterilmistir. CDH1 geninde promotor
metilasyonu gbzlenen olgularin %55°1 evre III olarak saptanmistir . Evre IV’de daha
yiiksek metilasyon orani beklenmistir fakat evre IV’deki olgularin sayisinin azlig1 nedeni

ile tam olarak karsilagtirma yapilamamistir. Ayrica evre IV teki olgularin hepsinin metile
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oldugu saptanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucu tiimoriin evresi ile CDH1 geni

promotor metilasyonu iliskisi anlamsiz kabul edilmistir. (p>0,05)

Tablo 4.10. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin Tiimorlerin Evresine Gére Dagilimi

Evre Metile Metile Olmayan Toplam
Evre 1l 28(%37) 2 30
Evre 111 42(%55) 2 44
Evre IV 6(%8) 0 6
Toplam 76(%100) 4 80

4.2.3. Lenf Nodu Metastazi ile CDH1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

CDH1 promotor hipermetilasyonu goézlenen 65/76 olgunun lenf nodu metastazi
pozitif iken, 11/76 olgu lenf nodu bakimindan negatiftir. Metile olan ve metile olmayan
olgularin lenf nodu metastazi ile dagilimi tablo 4.11°de gosterilmistir. Metile olan olgularin
%85,5’inde lenf nodu pozitifligi saptanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucunda CDH1

promotor metilasyonu ile lenf nodu metastazi pozitifligi anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Tablo.4.11. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin Lenf Nodu Tutulumuna Gore

Dagilimi
Lenf nodu Metile Metile Olmayan Toplam
Pozitif 65(%85,5) 3 68
Negatif 11(%14,5) 1 12
Toplam 76(%100) 4 80

4.2.4. ER ile CDH1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

CDH1 promotor metilasyonu gozlenen 51/76 olguda ER(+) iken 25/76 olguda ER(-)

olarak saptanmistir. Metile olan ve metile olmayan olgularin ER durumlarina gore

dagilimlar1 tablo 4.12°de gosterilmistir. Metile olan olgularin %67,1’1 ER(+)

olarak

saptanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucu CDHI1 promotor metilasyonu ile ER

pozitifligi anlamli kabul edilmistir. (p<0,05)

Tablo 4.12. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin ER Durumlarina Gore Dagilimi

ER Metile Metile Olmayan Toplam
Pozitif 51(%67,1) 3 54
Negatif 25(%32,9) 1 26
Toplam 76(%100) 4 80
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4.2.5. PR ile CDH1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

CDHI1 promotor metilasyonu gozlenen 39/76 olguda PR(+) iken, 37/76 olguda PR(-)
olarak saptanmistir. Metile olan ve metile olmayan olgularin PR durumlarina gore
dagilimlar1 tablo 4.13’de gosterilmistir. CDH1 promotor metilasyonu goézlenen olgularin
%51°1 PR(+), %49’u PR(-) olarak saptandigindan istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir. (p>0,05)

Tablo 4.13. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin PR Durumlarina Gore

Dagilimi
PR Metile Metile Olmayan Toplam
Pozitif 39(%51) 3 42
Negatif 37(%49) 1 38
Toplam 76(%100) 4 80

4.2.6. HER2/neu ile CDH1 Geni Promotor Metilasyonu liskisi

CDHI1 promotor metilasyonu goézlenen 29/76 olguda HER2/neu(+) iken, 47/76
olguda HER2/neu(-) olarak saptanmistir. Metile olan ve metile olmayan olgularn
HER2/neu dagilimlari tablo 4.14’de gosterilmistir. CDH1 promotor metilasyonu gozlenen
olgularin % 61,81 HER2/neu(-) olarak saptanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucu

HER2/neu negatifligi ile CDH1 promotor metilasyonu anlamli bulunmustur. (p<0,05)

-55-



Tablo 4.14. Metile Olan ve Metile Olmayan Olgularin HER2/neu Durumlarina

Gore Dagilimi
HER2/neu Metile Metile Olmayan Toplam
Pozitif 29(%38,2) 1 30
Negatif 47(%61,8) 3 50
Toplam 76(%100) 4 80
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Tablo 4.15. CDH1 Geni Promotor Metilasyonu ile Prognostik Faktorler

P. Faktorler | METILE UNMETILE | TOPLAM P DEGERI
EVRE p>0,05
EVRE Il 28 (%37) 2 30
EVRE llI 42 (%55) 2 44
EVRE IV 6 (%8) 0 6
LENF
POZITIF 65 (%85,5) 3 68 P<0,05
NEGATIF 11(%14,5) 1 12
ER
POZITIF 51 (%67,1) 3 54 P<0,05
NEGATIF 25 (%32,9) 1 26
PR degerlendirilemedi
POZITIF 39 (%51) 3 42
NEGATIF 37 (%49) 1 38
HER2/neu
POZITIF 29 (%38,2) 1 30
NEGATIF 47(%61,8) 3 50 P<0,05
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S.TARTISMA

CpG diniikleotidlerinde gozlenen DNA metilasyonu, memelilerdeki epigenetik
degisikliklerin basinda gelir. Epigenetik mutasyon, DNA dizisinde degisiklik
olmaksizin, gen ifadesini kalitilabilir sekilde degistirir ve kanser olusumunda genetik
degisiklikler kadar etkilidir. Promotor bolge hipermetilasyonu, devamindaki genin
susturulmasina neden olur, 6zellikle tiimor baskilayict genlerin etkisizlestirilmesinde
onemlidir. Kanser hiicrelerinde gozlenen epigenetik degisikliklerin saptanmasi, konuyla
ilgili bilgilerin artmasi hem kanserin 6nlenmesi hem prognozunun belirlenmesi hem de

tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi agisindan giderek 6nem kazanmaktadir (52).

Meme kanseri, tanisi konulduktan sonra farkli klinik seyirler gosteren bir
hastaliktir. Hastaligin niiks riskini hesaplamak, kotii seyirli alt gruplari belirleyebilmek,
verilecek tedaviye karar verebilmek i¢in bazi biyolojik belirteclere ihtiya¢ vardir. Bu
sayede prognozu ¢ok iyi olup sistematik tedaviden fayda goéremeyecek ya da prognozu
cok kotii olup agresif tedaviye ihtiya¢ duyacak hasta gruplarimi belirlemek miimkiin
olmaktadir. Meme kanserinde kullanilan standart biyolojik belirtecler; tiimor
biiyiikliigli, lenf nodu tutulumu, histolojik grade, ER ve PR durumudur. Lenf nodu
tutulumu meme kanserli hastalarda bilinen en giiglii prognostik faktordiir. Klinik olarak
tespit edilen meme kanserli hastalarda %50 oraninda lenf nodu tutulumu saptanir. Lenf
nodu tutulumunun timor buylikligi ile iligkili fakat ER ve PR gibi steroid
reseptorlerden bagimsiz oldugu tespit edilmistir. Steroid reseptorler ise uzun yillardir
meme kanserlerinin tedavi kararlarmi vermek i¢in kullanilmaktadir. Yayilimi olan
kanserlerde % 37-80 oraninda ER, %45-69 oraninda PR pozitifligi bildirilmistir. ER
pozitif hiicrelerin orani, tiimoriin farklilasma derecesi ve hormonal tedaviye verecegi
yanit ile iligkilidir. Genel olarak ER diizeyi yiiksek olan timdrler iyi prognoza sahiptir
(21).Timoriin prognozu agisindan ER tayininin daha giivenilir olmasi i¢in dstrojen ile
diizenlenen PR protein diizeyine de bakilir. Tedaviye en yliksek cevap oran1 hem ER,
hem PR pozitif timdorlerdedir (45,46). PR muhtemel hastaligin tekrar etmesi durumunda
endokrin tedaviye daha iyi yanit gostergesi oldugundan, genel sagkalimla iligkili

bulunmaktadir (46). Meme kanserlerinde HER2'nin de prognostik ve prediktif énemi
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bulunmaktadir. Meme kanserli hastalarda % 25-30 oraninda HER2 amplifikasyon ve
overekspresyonu bildirilmistir. HER2 pozitifligi tiimoriin agresif davranisi ve koti

prognoz ile yakindan iligkilidir (46).

Yaptigimiz ¢alismada meme kanserinde hipermetilasyonu goézlenen GSTP1 ve
CDHI1 genlerinin metilasyon durumlari ile meme kanserinde kullanilan lenf nodu
tutulumu, timorin evresi, ER, PR ve HER2/neu gibi bazi1 prognostik faktorler

karsilastirilarak bunlar arasindaki iliskinin saptanmasi1 amag¢lanmustir.

5.1. GSTP1 ve CDH1 Genlerinin MS-HRM Yéntemi Sonuglari Ile Literatiir

Bilgilerinin Karsilastirilmasi

Lee ve arkadaglart 2007 yilinda yaptiklari ¢alismada meme kanserinin gelisim
stirecinde GSTP1 promotor hipermetilasyonunu incelemislerdir. 124 meme kanseri
hastast ve 15 kontrol grubu ile yaptiklari caligmada GSTP1 geninin metilasyon
durumunu Nested metilasyon spesifik PCR ile belirlemislerdir. Calisilan 124 meme
kanseri hastasinin 36/124 (29%)’unun GSTP1 geninde metilasyon saptamislardir.
Metilasyon oranlari; invaziv duktal hiperplazide 4/24 (16.7%), in situ duktal
karsinomada 18/49 (36.7%), invaziv duktal karsinomada 14/36 (38.9%) olarak
gozlenirken normal meme dokusunda metilasyon gézlenmemistir. Yaptiklart caligmada
GSTP1 promotor hipermetilasyonun meme kanserinin erken evrelerinde goriildiigii ve
meme kanserinde normal dokudan, invaziv duktal karsinomaya gidene kadar GSTP1
metilasyon oraninin arttigi gozlemlenmistir. Ayrica invaziv duktal karsinomada yas,
evre ve Ostrojen reseptorii gibi risk faktorleriyle GSTP1 promotor metilasyonu arasinda
bir iligki kurulamamaistir (33).

Calismamizda inceledigimiz biitiin 6rneklerin invaziv karsinom olmasi nedeni ile
in situ karsinomlardaki metilasyon oranlart belirlenememistir. Fakat Lee ve
arkadaglarmin yaptiklar1 ¢alismada GSTP1 promotor hipermetilasyonu erken evre
tiimorlerde de gozlendiginden meme kanserinin evrelenmesinde bir biyomarkir olarak

diisiiniilebilir. Yapilan ¢alismada 36/124 (%29) oraninda GSTP1 hipermetilasyonu
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saptanirken bizim calismamizda 66/80 (%82) oraninda metilasyon saptanmistir. Bu
durumun metilasyon analizde kullanilan yontemlerin farkli olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilebilir. MS-HRM yontemi diger yontemlerden daha spesifik bir yontemdir.
Ayrica diger yontemlerin saptayamadigi az miktardaki metilasyon degisiklikleri bu
yontem ile saptanabilmektedir. Calismamizda 17/80 (%21) olgu %100 metile, 2/80 olgu
(%3) %75 metile, 14/80 (%17) olgu %50 metile, 13/80 (%16) olgu %25 metile, 20/80
olgu (%25) ise %25’in altinda metile olarak saptanmistir. Olgularimizin %58°1 diisiik
seviyede ya da orta seviyede metiledir. %24°1 ise diger yontemlerinde saptayabildigi
yiiksek seviyede metiledir. Bu yiizden ¢alismamizda GSTP1 hipermetilasyonu yiiksek
oranda bulunmustur. Benzer sekilde biyolojik belirtecler ile karsilagtirildiginda yas ve
timoriin evresi ile GSTP1 hipermetilasyonu iligskisi anlamsiz bulunmustur. Fakat
calismamizda metile olan 44/66 olguda ( %66,7) ER(+) iken, 22/66 olguda (%33.3)
ER(-) olarak saptanmis ve GSTP1 metilasyonu ER pozitifligi ile anlamli bulunmustur.

Kim ve arkadaglar1 2006 yilinda kotii prognozlu meme kanseri ile GSTP1 geninin
CpG adalarindaki hipermetilasyon arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Calismaya
invaziv duktal ve invaziv lobiiler karsinomali toplam 174 primer meme kanserli 6rnek
dahil edilmistir. Metilasyon durumlart MS-PCR yontemi ile g¢alisilmis ve bu 174
ornegin 24 (%14)’iinde GSTP1 geninin CpG adalarinda hipermetilasyon saptanmustir.
Ayrica GSTP1 geni metilasyon durumu histolojik grade, lenf nodu metastazi, dstrojen
reseptor ve progesteron reseptor gibi biyolojik belirtecler ile karsilagtirilmigtir. Metile
olan 3/24 olgunun (%13) histolojik grade’i 1 iken, 19/24 olgunun (%79) grade’i 2 ve
2/24 olgunun (%8) gradi 3 olarak belirlenmistir. Gradi 2 olan hastalarda daha yiiksek
oranda metilasyon gézlemlendiginden histolojik grade ile promotor hipermetilasyonu
anlamli bulunmamustir. Metile olan 12/24 (%50) olgu PR(+) iken, 12/24 (%50) olgu
PR(-) olarak saptandigi i¢in PR ile GSTP1 hipermetilasyonu karsilastirilamamistir.
Metile olan 19/24 (%79) olguda ER(+) iken, 5/24 (%21) olguda ER(-) olarak
saptanmig ve GSTP1 promotor hipermetilasyonu ile ER pozitifligi anlamli bulunmustur.
Ayrica metile olan 11/24 (%46) olgunun lenf nodu metastaz1 yok iken, 13/24 (%54)
olguda lenf nodu metastazi goriilmistiir. Boylece lenf nodu metastaz1 ile GSTPI

promotor hipermetilasyonu anlamli bulunmustur. Yapilan c¢alismanin sonucunda
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GSTP1 geninin CpG adalarindaki hipermetilasyon durumunun diger klasik biyolojik
belirteglerden bagimsiz olarak meme kanserinde istatiksel olarak anlamli bir prognostik

faktor oldugu belirtilmistir (1).

Bizim ¢alismamizda GSTP1 metilasyon orani1 66/80 (%82) olarak saptanmistir. Bu
durumun metilasyon analizinde kullanilan yontemlerin farkli olmasindan ve tiimor
heterojenitesinden kaynaklandigi diistiniilebilir. Caligmamizda benzer sekilde metile
olan 25/66 olgu (%38) evre Il, 37/66 olgu (%56) evre 11l ve 4/66 olgu (%6) evre IV
olarak saptanmistir ve evre IV’de daha yiliksek metilasyon beklendiginden GSTP1
hipermetilasyonu ile tiimoriin evresi iliskilendirilememistir. Metile olan 33/66 (%50)
olgu PR(+) ve 33/66 (%50) PR(-) oldugundan yaptigimiz ¢alismada PR ile GSTPI
metilasyon durumu karsilastirilamamistir. Metile olan 44/66 (%66,7) olgu ER(+), 22/66
(%33,3) olgu ise ER(-) olarak saptanmistir. Kim ve arkadaslarimin buldugu sonuca
benzer olarak ER pozitifligi ile GSTP1 hipermetilasyonu anlamli bulunmustur. Metile
olan 57/66 (%86,4) olguda lenf nodu metastaz1 saptandigindan lenf nodu metastazi

varlig1 ile GSTP1 hipermetilasyonu anlamli bulunmustur.

Caldeira ve arkadaslart 2006 yilinda yaptiklart ¢aligmada invaziv meme
kanserlerinde CDH1 promotor hipermetilasyonu ile E-kaderin protein ekspresyon ve
diger immunohistokimyasal parametreler olan HER2/neu, ER ve PR ekspresyon
diizeylerini karsilastirmislardir. MS-PCR ile yaptiklart ¢alismaya 71 invaziv duktal, 5
invaziv lobiiler, 1 metaplastik, 1 apokrin ve 1 papiller karsinoma dahil edilmistir.
Caligilan orneklerin hepsi kotii prognozu histolojik ve klinik olarak gosteren, histolojik
gradi 2 ve 3 olan, lenf nodu metastaz1 olan Orneklerdir. Yapilan ¢alismada CDH1
promotor hipermetilasyonu %72 olarak bulunmustur. 52/72 duktal karsinomada, 4/5
lobiiler karsinomada, 1 apokrin karsinomada metilasyon gozlenmistir. E-kaderin protein
diizeyinin ise tiim 6rneklerin %85’ inde azaldig1 saptanmigtir. CDH1 hipermetilasyonuna
ugrayan invaziv duktal karsinoma orneklerinde ise ER ve PR protein ekspresyon
diizeylerinin azaldig1 saptanmigtir. CDH1 geni hipermetilasyonu ile HER2/neu durumu

arasinda istatistiklere yanstyan anlamli bir iliski saptanmamistir (8).
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Bizim ¢alismamizda CDHI1 geni promotor hipermetilasyonu 76/80 (%95) olarak
saptanmistir. MS-PCR yontemi metilasyon analizinde Ornekler sadece metile olan ve
metile olmayan olarak ayrilmaktadir. MS-HRM yontemi ise ¢ok daha spesifiktir.
Ornekleri metile olan ve metile olmayan olarak ayirmaktan ziyade metile olan
orneklerin metilasyon oranlarini saptayabiliriz. Calismamizda 15/80 (%19) olgu %100
metile, 32/80 (%40) olgu %75 metile, 21/80 (%26) olgu %50 metile, 8/80 (%10) olgu
%25 metile olarak saptanirken iken 4/80 (%5) olguda metilasyon saptanmamustir.
CDH1 geni promotor hipermetilasyonu metile olan ve metile olmayan olarak
ayrildiginda ya da metile o6rnekler kendi iclerinde yiiksek ve diigiik metilasyon olarak
degerlendirildiginde her 2 durumda da CDHI geni metilasyon orami yliksek
bulunmustur. Bu CDHI1 geninin invazyon geni olmasi nedeniyle aslinda beklenen bir
sonugtur. Ciinkii CDH1 geninin metastatik lezyonlarda gdsterdigi metilasyon orani in
situ duktal lezyonlardakinin yaklasik olarak 2 katina ¢ikmaktadir bizim c¢alistigimiz
orneklerin ise hepsi invaziv lezyondur. Caldeira ve arkadaslarindan farkli olarak bizim
calismamizda ER pozitifligi ile CDH1 promotor hipermetilasyonunu anlamli
bulunmustur. Metile olan 51/76 (%67,1) olgu ER(+) iken, 25/76 (%32,9) olgu ER(-)
olarak saptanmistir. PR(+) olan olgular 39/76 (%51) iken, PR(-) olgular 37/76 (%49)
olarak saptanmis ve istatistiklere yansiyan anlaml bir fark bulunmamstir. Calderia ve
arkadaslarinin  aksine bizim ¢alismamizda HER2/neu negatifligi ile CDHI
hipermetilasyonu anlamli bulunmustur. Metile olan 29/76 (%38,2) olgu HER2/neu(+)
iken, 47/76 (%61,8) olgu HER2/neu (-) olarak saptanmustir. Olgularimizin biyiik timor
boyutlari, evre III’deki olgu sayis1 fazlaligi, lenf nodu pozitifligi diisiiniilirse HER2/neu

negatifligi ile CDH1 hipermetilasyonunun anlamli ¢ikmasi beklenen bir sonugtur.

2008 yilinda Sunami ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada meme kanserinde
hipermetilasyonu gozlenen bazi genlerdeki epigenetik degisikliklerin ER(-) ve ER(+)
durumlart ile iligkisi arastirilmistir. 65 ER(+) ve 65 ER(-) invaziv meme kanserli
hastanin RASSF1A, CCND2, GSTP1, TWIST, APC, NES1, RARbeta2 ve CDH1
genlerindeki metilasyon durumlarindaki farkliliklar ile ER durumlar arasindaki iliski
incelenmistir. ER(+) hasta grubunda RASSF1A, CCND2, GSTP1, TWIST ve APC

genlerinin metilasyon oranlari ER(-) hasta grubundan o6nemli olgiide daha yiiksek
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gozlenmistir. Fakat NES1, RARBETAZ2 ve CDH1 genlerinin metilasyon durumlarinda
onemli bir fark gézlenmemistir. ER(+) ve ER(-) durumlarda farkli metilasyon oranlari
gosteren bu 5 gen biyolojik belirteclere gore incelendiginde hastalarin menapozal
doénemleri ve tiimor boyutlar1 ile ER(+) gruptaki metilasyon oranlar1 ve ER(-) gruptaki
metilasyon oranlar1 birbirlerine ¢ok yakin sonuglar gdstermistir. Ayrica bu 8 genin
metilasyon oranlarindaki degisiklikler ile hastalarin HER2 durumlari incelenmistir.
RASSF1A, GSTP1 ve APC genlerinde HER2(+) gruptaki metilasyon oranlart HER2(-)
gruptan daha yiiksek gozlenirken; CCND2, TWIST, NES1 ve RARBETA2 genlerinde
onemli bir fark goriilmemistir. Ayrica bu 8 biyomarkir arasinda CDH1 geni HER2(-)
grupta onemli Sl¢iide yliksek metilasyon frekansi gostermistir. Bu ¢alisma sonucunda
ER(+) tiimorlerin epigenetik 6zelliklerinin ER(-) tiimoérlerden farkli oldugu sonucuna
vartlmigtir. GSTP1 hipermetilasyonu lenf nodu metastazi ile iligkilendirilmistir. Ayrica
lenf noduna bakilmaksizin GSTP1 hipermetilasyonunun ER(+) grupta ER(-) gruptan
daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu bulgular meme kanserindeki epigenetik
degisikliklerin ER ekspresyonu tarafindan etkilendigini gostermistir. Ayrica RASSF1A,
CCND2, GSTP1, TWIST ve APC genlerindeki promotor hipermetilasyonlar1 birbiriyle
benzerken yani bunlar birbiri ile iliskili genler iken CDHI geninin bu genlerden

bagimsiz oldugu sonucuna varilmistir (57).

Bizim c¢alismamizda Sunami arkadaslarimin bulduklar1 sonuglara benzer olarak
GSTP1 geni hipermetilasyonu ER(+) olgularda daha yiiksek gbzlenmistir ve lenf nodu
metastazi ile GSTP1 hipermetilasyonu anlamli bulunmustur. Farkli olarak HER2/neu(+)
grup ile GSTP1 hipermetilasyonu iliskilendirilirken bizim sonuglarimizda HER2/neu(-)
ile GSTP1 hipermetilasyonu iligkilendirilmistir. Bu farklilik tiimoriin agresifligi ve
prognoz ile ilgili olabilir. Sunami ve arkadaslarinin sonuglarina benzer olarak bizim
calismamizda da CDHI1 geni promotor hipermetilasyonu ile HER2/neu(-) anlaml
bulunmustur. Fakat yaptiklar1 calisma sonucunda Sunami ve arkadaslart CDH1 genini
diger genlerden bagimsiz olarak rapor etmislerdir. Bizim g¢alismamizin sonucunda
GSTP1 promotor hipermetilasyonu ile CDH1 promotor hipermetilasyonu birbirine ¢ok

yakin sonuglar gdstermistir ve bu genlerin birbirinden bagimsiz oldugu sonucuna
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varilamamistir. Boyle bir sonuca varmak i¢in sadece GSTP1 degil, meme kanseri ile

iligkili diger genlerde de bir¢ok caligsma yapilarak bunlart korele etmek gereklidir.

Hoque ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada 8 tlimor supresor genin
(GSTP1, CDH1, APC, CTNNBL1, TIMP3, ESR1, MGMT, THBS1, TMS1) promotor
hipermetilasyonunu arastirmislardir. Calismaya 32 normal doku (tiimére uzak bolgeden
alinan), 26 atipik duktal hiperplazi, 50 in situ duktal karsinoma ve 62 invaziv duktal
karsinoma ornek dahil edilmistir. APC, CTNNBI1, TIMP3, ESR1 GSTP1 ve CDH1
genlerinde hem preinvaziv hemde invaziv lezyonlarda promotor hipermetilasyonu
gozlenmistir. APC, CTNNBI, CDH1 genlerinde ise patolojik 6rneklerle normal doku
karsilastirildiginda metilasyon seviyelerinin ¢ok yiiksek oldugu saptanmistir. CDHI
metilasyonu preinvaziv lezyonlarin %30°nda gozlenirken invaziv tiimorlerin %42’sinde
gozlenmistir boylece en ¢ok CDH1 geninde invaziv duktaldan preinvaziv lezyonlara
gidene kadar metilasyon sikliginin azaldigi ve en biiylik farkin bu gende gorildiigi

saptanmugstir (25).

GSTP1 ve CDH1 genlerinde hem preinvaziv hemde invaziv lezyonlarda promotor
hipermetilasyonu gbzlenmesi bu genlerin meme kanserinde bir biyomarkir olabilecegini
gosterebilir. Bizim c¢alismamizda preinvaziv lezyonlar ile invaziv lezyonlarin
metilasyon durumlari ile bir karsilastirma yapilamamuastir. Fakat her 2 gende de %25 ve
%25’in altinda metilasyon siklig1 yiiksek oranda goriilmiistiir. Hoque ve arkadaglarinin
yaptiklar1 ¢alismada CDH1 promotor metilasyonu invaziv tiimorlerde %42 olarak
saptanirken, bizim ¢alismamizda %95 olarak saptanmistir. Bu durumun caligilan

yontem farkliligindan kaynaklandig diistiniilebilir.

Shinozaki ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklar ¢alismada biyolojik belirtecleri
bilinen 151 primer meme kanserinde RASSF1A, APC, TWIST, CDH1, GSTP1 ve
RARDbeta2 genlerindeki promotor hipermetilasyonunu arastirmiglardir. MS-PCR
yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada hastalarin yas ortalamasi 55, timor boyutlarinin
ortalamasi ise 3.1cm olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda CDH1 hipermetilasyonu

meme tiimorlerinin - %53’linde saptanirken, GSTP1 hipermetilasyonu %21’inde
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saptanmistir. Biyolojik belirteglerle karsilagtirildiginda hastalarin yasi, menapozal
durumu, timor boyutu ve evresi ¢alisilan hicbir gen ile iligkili bulunmamistir. GSTPI
hipermetilasyonu ile lenf nodu metastazi ile iliskilendirilirken, CDH1 hipermetilasyonu

ise lenfovaskiiler invazyon ve ER(-) tiimorle iliskilendirilmistir (54).

Shinozaki ve arkadaslarinin  yaptiklar1  ¢alismada CDH1  promotor
hipermetilasyonu %353, GSTP1 hipermetilasyonu %21 olarak saptanirken, bizim
calismamizda CDHI  promotor hipermetilasyonu %95, GSTP1  promotor
hipermetilasyonu ise %82 olarak saptanmistir. Bu durumun analiz yonteminin fakli
olmasindan ve ¢alistigimiz Orneklerin invaziv lezyonlar olmasindan kaynaklandigi
disiiniilebilir.  Shinozaki ve arkadaslarmin sonuglarina benzer olarak bizim
calismamizda da yas ve tiimor evresi ile hi¢cbir gen iligkili bulunmamistir. GSTPI
hipermetilasyonu yine benzer olarak lenf nodu metastaz1 ile iliskilendirilmistir.
Shinozaki ve arkadaglarinin ¢aligmalarinin sonucunda CDH1 promotor metilasyonu ile
lenfovaskiiler invazyonun iligkilendirilmesinin sebebi tiimor boyutlarinin biiyiik olmasi
olabilir. Ayrica bizim ¢aligmamizda GSTP1 ve CDHI1 promotor hipermetilasyonu ile
ER(+) anlamli bulunmustur. Marrrow ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alisma (29) bunu

desteklemektedir.

Marrow ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada kiiltiire edilen meme kanseri
hiicrelerinde GSTP1 ve ER genlerinin ekspresyon seviyeleri arasinda bir iligki rapor
edilmistir. Yapilan calismada GSTP1 ekspresyonu sadece ER (-) meme kanseri hiicre
serilerinde goriilmiistiir ancak ER (+) hiicre serilerinin GSTP1 ekspresyonu promotor
bolge hipermetilasyonu ile baskilanmistir. Bu sonuglar GSTP1 gen regiilasyonun
Ostrojen sinyal yolagi ile diizenlendigini gostermektedir fakat GSTP1 metilasyonunun
yas, timor biiylikliigii, histolojik tipi, metastaz durumu ve PR ekspresyon seviyesi gibi

diger klinik parametrelerle bir iliskisi kurulamamustir (29).
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6.SONUC

Calismamizda 80 meme kanserli olgudan alinan doku oOrneklerinden DNA
izolasyonu yapildiktan sonra hedef DNA’lar sodyum bisiilfit ile inkiibasyona sokularak
bistilfit reaksiyonu ger¢eklestirilmistir. Daha sonra bu olgularda GSTP1 ve CDH1
genlerinin promotor metilasyon durumlarini saptayabilmek icin MS-HRM yontemi ile
metilasyon analizleri gergeklestirilmistir. MS-HRM yontemi ile meme kanserinde
siklikla hipermetilasyonu gozlenen bu genlerin hem metilasyon seviyelerini
saptayabilmek hem de meme kanserinin tedavisinde kullanilan bazi biyolojik

belirtegleri karsilastirabilmek i¢in bu ¢alisma yapilmustir.

Calismamiz sonucunda GSTP1 ve CDHI genlerinin promotor hipermetilasyonu
diger literatlirdeki c¢alismalardan 6nemli oranda yiiksek seviyede bulunmustur. Ayrica
diger calismalardan farkli olarak meme kanserinde bu genlerin metilasyon yiizdeleri de

saptanabilmistir.

Basarili bir MS-HRM c¢aligmasi i¢in kullanilacak DNA miktarinin ve kalitesinin
onemli oldugu calismamizda da gosterilmistir. Ozellikle MS-HRM reaksiyonuna giren
DNA orneklerinin yiiksek kalitede olmasi, sonuglarin giivenirliligi ve dogrulugu
agisindan ¢ok Onemlidir. Inceledigimiz biitiin 6rneklerin amplifikasyona girmesi ve
negatif ornek saptanmamasi elde ettigimiz DNA’larin ve gercgeklestirdigimiz bisiilfit

reaksiyonunun kalitesinden kaynaklanmaktadir.

GSTP1 ve CDHI1 genlerinin metilasyon durumlari tespit edildikten sonra hasta

dosyalarindan temin edilen bazi prognostik faktorler ile karsilastirilmistir.

Meme kanserinde gerceklestirdigimiz ¢calismamizin sonucunda;

1) GSTP1 promotor hipermetilasyonu olgularin %82’sinde saptanirken, CDHI1

promotor hipermetilasyonu olgularin %95’ inde saptanmustir.
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2) GSTP1 promotor hipermetilasyonunda %25 ve %25’in altinda metilasyon orani stk
gozlenirken, CDH1 promotor hipermetilasyonunda %50 ve %75 metilasyon orani sik

gbzlenmistir.

3) GSTP1 ve CDH1 promotor hipermetilasyonlar ile yas arasinda iliski kurulamamastir.

4) Lenf nodu metastazi ile GSTP1 ve CDHI promotor hipermetilasyonu anlamli

bulunmustur.

6) Calisilan her 2 genin promotor hipermetilasyonlar: ile tiimériin evresi arasinda

anlamli bir iligki saptanamamustir.

7) ER(+) olgularda GSTP1 ve CDHI promotor hipermetilasyonlari anlamli

bulunmustur.

8 PR durumu ile GSTP1 promotor hipermetilasyonu istatiksel olarak
karsilagtirllamamistir. CDHI1 promotor hipermetilasyonu ise PR(+) olgularda daha

anlamli gbzlenmis fakat istatistiklere yansiyan 6nemli bir fark gozlenmemistir.

9) HER2/neu(-) olgularda GSTP1 ve CDHI genlerinin promotor metilasyonlari

iliskilendirilmistir.

Calismamizdan clde edilen verilerin, daha da anlam kazanabilmesi icin hasta
sayisiin artirilmasi, hastalarin sag kalimlari, tedavi protokolleri ve hastaligin prognozu
gibi verilerin de eklenmesiyle ¢alismanin genisletilmesi gerekmektedir. Ayrica GSTP1
ve CDHI1 genlerinin protein diizeyleri belirlenerek bizim buldugumuz sonuglar ile
korele edilebilir. Calismamiz ve belirttigimiz yonde yapilacak ¢aligmalar, {ilkemizde
meme kanserlerinin tedavisi amaciyla yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine ve bu

protokollerin klinikte kullanimlarina 151k tutacaktir.
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