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OZET

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tipi iken, erkeklerde oldukca
nadirdir. Kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturur. Akciger ve
kolorektal kanserden sonra ii¢lincii siray1 alirken, 40-44 yas arasinda kansere baglh
oliimlerde birinci siradadir.

Epigenetik mekanizmalardan biri olan metilasyon, DNA diizeyinde herhangi bir
mutasyon olmamasina ragmen ilgili genin ifade bulmasin1 engelleyen bir
mekanizmadir.

Bu calismada Metilasyon spesifik HRM (MS-HRM) teknigiyle meme kanseri ile
iligkilendirilmis 3 genin (TWIST, RARPB2 ve ESR1) promoter metilasyon paternlerinin
incelenmesi amaglanmustir. Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Onkoloji Kliniginden meme kanseri tanisi almis 80 hastanin doku ornekleri
dahil edilmigtir. Ornekler Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anablim
Dali’nda parafinize doku 6rnegin tiimdr boliimiinden hazirlanan 10 p’luk 10°ar kesitler
halinde ependorf icerisinde laboratuarimiza gelmistir. Ornekler deparafinizasyon
isleminin ardindan DNA izolasyonu yapilip, bisiilfit modifikasyon islemine tabi
tutulmustur. Modifiye edilen orneklerin metilasyon paternlerinin HRM teknigi ile
belirlenmesi i¢in Light cycler 480 cihazinda analiz gergeklestirilmistir.

Bu calismada TWIST geninde olgularin %25’inde, RARPB2 geninde olgularin
%88,75’inde ve ESR1 geninde ise %72,5’inde promoter hipermetilasyonu saptanmis
olup metilasyon oranlar1 degiskendir. Bu sonuglar ile olgularin prognostik faktorlerine
bakildig1 zaman TWIST geni metilasyonu ile tiimoriin evresi ve olgu yasi ile anlamli bir
iligki bulunmamis. Lenf nodu(+)’ligi, ER(+)’ligi, PR(-)’ligi ve HER2/NEU(-)’ligi ile
anlamli bir iliski saptanmistir. Retinoikasit reseptorf2 (RARPB2) ve Ostrojen reseptorl
(ESR1) geni yas, tiimoriin evresi ve PR durumu ile anlamsiz iken, lenf nodu(+)’ligi,
ER(+)’ligi ve HER2/NEU(-)’ligi ile anlaml1 bulunmustur.

Sonug¢ olarak metilasyonun timor gelisiminde kanser i¢in bir nevi zemin
hazirladigi, kanserin prognoz ve yayilim hizina etki ettigi yoniindedir. Bu baglamda,
timor klasifikasyonu, hastaligin prognozu, tedavi protokollerinin diizenlenmesi,

tedaviye yanitin kontrolii ve kanserden korunma yollar1 konularina 1s1k tutulabilir.

Anahtar Sozciikler: Meme Kanseri, Metilasyon, MS-HRM
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SUMMARY

Breast cancer is the most common cancer in women, although very rare in men.
Breast cancer constitutes approximately 30% of all cancers in women. After lung and
colorectal cancer as occuping the third place, it ranks first in cancer-related deaths
between the ages of 40-44.

Methylation is one of the epigenetic mechanisms; although no mutations at the
DNA level, it is a mechanism that prevents the gene expression.

In this study, the promoter methylation patterns of 3 genes (TWIST, RARB2 and
ESR1) which are associated with breast cancer were investigated by technique of MS-
HRM. To our research, tissue samples of 80 patients with a diagnosis of breast cancer
from Eskisehir Osmangazi University medical faculty of Oncology Clinic were
included. Tumor tissue samples which were embedded in parafin blocks as 10 sections
of 10 microns thick and in eppendorf tubes were taken from Eskisehir Osmangazi
University of medical faculty of Pathology department.

After deparafinization and the isolation of the DNA from samples they were
taken to the bisulfit modification process. To analyze the methylation status of the
modified samples, Light Cycler 480 instrument was used.

In this study the promoter hypermethylation status were observed at different
rates; TWIST gene with 25% of the cases, RARB2 gene with 88.75% and the ESRI1
gene with 72.5%. With these results when the prognostic factors of the patients were
analyzed, tumor stage and age were found to be meaningless with the hypermethylation
of TWIST gene but found to be significant with lymph node positivity, ER positivity,
PR negativity, and HER2/NEU negativity. While RARB2 and ESRI1 genes were
meaningless with age, tumor stage and PR status, the lymph node positivity, ER
positivity, and HER2/NEU negativity were significant.

To conclude with, methylation is one of tumor predisposing to the development
of cancer and effects the cancer prognosis and the speed of propagation. In this context,
the tumor classification, prognosis, treatment protocols, regulation and response to

treatment may be light on ways to control and prevention of cancer.

Key Words: Breast Cancer, Methylation, MS-HRM
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1.GIRIS ve AMAC

Meme kanseri %30 siklikla kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Kadinlarda
kansere bagli 6liimlerin %18’1 meme kanseri nedeniyle meydana gelmektedir. Hormona
bagimli bir hastaliktir, insidansi {izerinde menars yasi, ilk gebelik yasi ve menapoz
yasinin etkisi goriilmektedir. Ekzojen kaynakli hormonlar riski etkileyebildigi gibi,
iyonizan radyasyon ve fiziksel aktivitenin de etkisi bulunur. Ailesinde meme kanseri
olanlarda meme kanseri goriilme riski daha fazladir (20, 63).

Diger taraftan, baz1 epigenetik mekanizmalar da genin yapisini bozmaksizin
timor siipresor gende, fonksiyonel kayba neden olmaktadir. Bu epigenetik
mekanizmalardan biri metilasyon olup, kanserden sorumlu genlerin promotor
bolgelerindeki CpG adaciklarinin hipermetilasyonu, timdr siipresoér gen kaybina,
hipometilasyonu ise protoonkogenlerin onkogenik aktivasyonuna neden olmaktadir.
Dolayisiyla kanserden sorumlu genlerin promotor bélgelerinin metilasyon profilinin
arastirilmasi ile ilgili ¢aligmalar son yillarda hiz kazanmastir.

Meme kanserinde metilasyon profil degisikligi gosteren genlerden biri TWIST
olup yalnizca metastatik meme kanserli serilerde eksprese iken, non-metastatik meme
kanseri serilerinde eksprese olmamasi; insan tiimor metastazin1 kontrol eden ve bu
konuda bulunan ilk gen olma 6zelligini kazandirmigtir. TWIST1 promotor bdlgesindeki
metilasyon seviyesinde artisin meme tiimdriinde malign fenotiple korele oldugu
gorilmiistiir.

Gen regiilasyonunda biiylik gorevlere sahip olan niikleer retinoid reseptorleri
vardir ve bu reseptorler bazi genlerin aktiflesmesi icin oncili gorevlere sahiptir. Bu
reseptorlere retinoidler baglanir ve bdylece gen regiilasyonu aktiflesir. Retinoik asit
reseptorii beta2 geninin meme kanserinde metilasyon durumu genin ekspresyonu
acgisindan onemlidir.

Ostrojen reseptdrl (ESR1) geni promoter hipermetilasyon durumu genin
ekspresyon profili agisindan oOnemlidir. Hastalik progresyonunda transkripsiyon
diizeyinde ERa geninin ekspresyon kaybi hormon rezistansindaki olasi
mekanizmalardan biridir. Bu nedenle ERa durumu hormona bagli biliylimenin bir

gostergesi ve belirleyicisi olarak hormonal tedaviye yanit vermektedir.



Bu calismada, meme kanserli olgularin metilasyon spesifik HRM (MS-HRM)
teknigi ile 3 farkli genin (TWIST, RARP2 ve ESR1) promoter bolgelerindeki
metilasyon paternleri agisindan degerlendirilmesi ve genlerin metilasyon profillerinin

ortaya konmasi amaglanmstir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1.Tarihce

Meme kanseri insanlik tarihinde tanimlanmis ilk kanser tiirlerinden biridir. Ilk
olarak milattan 6nce 3000-2500 yillar1 arasinda Eski Misir’da Imhotep tarafindan
yazildig1 tahmin edilen tibbi bir papirusta meme kanseri ile ilgili ilk kayitlara
rastlanmigtir. Daha sonra tarihgi Herodot (M.O. 484-425), bir yazisinda Darius’un karisi
Atossa’nin memesinde {ilserlesmis bir tiimoér oldugunu ve bunun Pers’li doktor
Democedes tarafindan tedavi edildigini belirtmistir (21, 112).

Hipokrat (M.O 460-370), ilk olarak meme tiimérlerini iyi huylu ve kétii huylu
olarak ikiye ayirmis; koti huylu olanin yayilabildigini ve o6liime sebep oldugunu
yazmistir (9, 112).

Roma’li Celsus (M.S. 30) da iltithabin dort kardinal belirtisini tanimlamistir.
Ayrica meme kanserinin 4 evresini; erken kanser, iilsersiz kanser, iilserli kanser,
karnabahar seklinde iilserli kanser seklinde tanimlams ve adeta bugin TNM
siniflamasinda T1, T2-T3-T4 tiimorleri tarif etmistir. Celsus erken kanser disindaki
meme kanserlerine cerrahi uygulanmamasi gerektigini savunmustur (98, 106).

Daha sonralar1 Iskenderiye’de yasayan Dr Leonides (M.S. 80), mastektomi
ameliyatint anlatmis; Alman cerrah Wilhelm Fabry von Hilden (M.S. 1560-1624)
aksiler lenf diigiimlerinin de ¢ikartilmasi gerektigini belirtmistir (45, 112).

Fransiz cerrah Henri Frangois Le Dran (1685-1770) 1757 yilinda ‘‘meme
kanserinin baslangicta lokal bir hastalik oldugunu, biiytidiik¢e aksiller lenf diiglimlerine
ve buradan da genel dolagima gegerek uzak organlara yayildigini’’ bildirmistir (9, 98).

William Stewart Halsted, 1894°te ilk radikal mastektomiyi yapmis ve yaptigir 50

vakalik radikal mastektomi serisi meme cerrahisinin temelini olusturmustur (9, 21, 98).



Gray 1939’da meme kanserinin erken lenfatik yayilmasinin permeasyon yolu ile
degil embolizasyon ile oldugunu, kan damarlart yolu ile yayilmanin uzak
metastazlardan sorumlu oldugunu ileri siirmiistiir (9).

Patey ve Dyson 1948 yilinda “Modifiye Radikal Mastektomi” tekniklerini
aciklamislardir. Son yillarda “meme koruyucu cerrahi” teknikleri popiilerlik kazanmistir
(45, 112).

International Union Against Cancer 1954°de ilk TNM siniflamasini yapmaistir.
Meme kanseri cerrahisi ile yapilan ¢ok sayida randomize ¢alisma ile MRM ve meme
koruyucu cerrahi ile esit sonuglar sagladiginin gosterilmesinden sonra aksillanin
tedavisi de gdzden gecirilmistir. Giderek daha ¢ok sayida hastaya erken donemde tani
konulmasi aksiller lenf nodiilii tutulumunu azaltmis ve rutin aksiller disseksiyonu
tartisilir hale getirmisti.

Guiliano 1994°’de meme kanserli hastalarda sentinel lenf nodulii biopsisinin
sonuglarin1 ve teknigi yaymlamis, bu tarihten sonra pek ¢ok merkez SLN biopsi

yapmaya baslamistir (33, 36, 112).

2.2. Meme Kanseri Biyolojisi

2.2.1. Normal Gelisim

Meme bezi embriyoda gebeligin erken evrelerinde gelismeye baslar ve
puberteden menapoza kadar hipofiz ve over hormonlar1 etkisi altinda degisim
gostermeye devam eder. Pubertede lobul olusumu ile belirginlesen gelisim ve
diferensiyasyon ilk term gebeligin sonunda tamamlanir. Meme puberte dncesinde duktal
yapilardan meydana gelir, pubertede fibroadipoz elemanlar katilir, duktus uzamasi ve
areolar tomurcuklar goriliir. Eriskin meme dokusu fibréz doku ve yag i¢inde bulunan
sekretuar alveollerde sonlanan epitelyal laktifer kanallardan olusur. Normal meme
epitelinde hiicre proliferasyonu ile 6liimii dengede gibi goriinse de over hormonlarinin
neden oldugu meme biiyiimesi menstruasyon dongiisli sonunda higbir zaman baslangig
seviyesine donmez, bu nedenle yaklasik 35 yasina kadar her dongiide meme gelisimi
biraz daha artar. Memede atrofik degisiklikler ise 40 yas dolaylarinda baslar (35, 97,
111).



Normal meme biiyiimesi ve gelisimi 0Ostrojen, progesteron, androjen,
glukokortikoid, prolaktin, tiroid hormonu, insulin ve insulin benzeri biiyiime faktorleri
(IGF-1 ve IGF-2), fibroblast biliylime faktorleri (FGF), epidermal biiylime faktorii
(EGF)/transforme edici biiytime faktorii oo (TGF-a) dahil otokrin ve parakrin etkili pek
cok hormon, biiytime faktérii ve TGF-B ve mammastatin gibi epitel kokenli biiylime
inhibitorleri etkilesimi ile gerceklesir. Bilylime faktorii, sitokin ve hormonlar reseptor
etkilesimleri aracilig1 ile bazi genlerin anlatimini artirirken digerlerini baskilayabilir. Bu
hormon ve reseptorler normal meme dokusunu diizenledikleri gibi meme dokusundan
kaynaklanan malign hiicreleri de etkilerler. Bu hiicrelerde reseptorler ve ilgili sinyal
yolaklarinda bulunan genetik bozukluklar kanser gelismesinden sorumludur (97, 111).
Timdr epitel ve/veya stroma hiicreleri tiimdr invazyonu ve metastatik giiclinde rol
alabilen katepsinler, stromelizinler, jelatinazlar ya da urokinaz plazminojen aktivatorii
gibi proteazlar da salgilar. Meme kanser hiicrelerinin malign potansiyeli biiylik
olasilikla tiimor tarafindan iretilen biliylime stimulatorleri ile inhibitorleri arasindaki

dengeye dayanir (97, 111).

2.2.2. Hormonlar ve Reseptorleri

Hormonlar meme hiicresi gelisiminde rol alan genlerin ekspresyonunu
etkileyerek tiimér gelisiminde rol alir. Ostrojenler DNA, RNA ve protein sentezini ve
onemli diizenleyici enzimlerin aktivitesini uyarir ve hiicre dongiisiinii diizenler.
Progesteron ile beraber normal meme epitelinde proliferasyon ve diferensiyasyonu
tetikler. Ostrojenler dogrudan DNA hasarina neden olarak tiimér inisiyatdrii olarak
davranabilir, mitozu tetikleyerek DNA hasarinin birikmesine neden olabilirler (47, 97).

Niikleer hormon reseptor ailesinin iiyesi olan dstrojen reseptorleri (ER) liganda
baglandiklarinda transkripsiyon faktorleri olarak davranir (84). Ostrojen reseptdr
ekspresyonu goriilen hiicrelerin orant memenin lobular gelisimi ile iliskilidir ve
ekspresyonu meme dokusunun diferensiyasyon derecesi tarafindan belirlenir (97).
Ostrojen reseptdr’iin iki ayri izoformu bulunur (ERa ve ERB) (47, 84). Meme
kanserinin erken evrelerinde ERa asir1 ekspresyonu siktir (39, 47). Transkripsiyonu
etkilenen genlerin cogu proliferasyon, apoptoz, metastaz, invazyon ve anjiyogenezde rol

alir (84). Ostrojen reseptor B’nin énemi ERo’dan daha az bilinmekte ve tiimér gelisimi
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lizerine ters etkisi var gibi goriinmektedir (19, 47, 84). Ostrojen reseptdr’ler meme
kanserlerinin %60-80’inde tespit edilir. Ostrojen reseptdr-negatif tiimorlerin viseral
organlara metastaz olasiigi daha fazladir. Ostrojen reseptdr pozitifligi histolojik
farklilagsma derecesi (diisiik niikleer grad), diploid DNA igerigi ve diigiik proliferatif
indeks (diisiik SPF ya da Ki-67 ekspresyonu) ile korelasyon gosterirken, HER-2 ve
EGFR ekspresyonu ile ters korelasyon gosterir (97).

Ostrojen reseptor testleri endokrin tedavi igin hasta segiminde Onemlidir.
Ostrojen reseptdr-pozitif hastalarin yaklasik %50-60’1 endokrin tedavisinden yarar
goriirken; ER-negatif hastalar yarar gormez. Reseptor varligima ragmen ER-pozitif
tiimorlerin %40-50 kadari hormon tedavisine yanit vermemektedir (111). Progesteron
reseptoriiniin PR-A ve PR-B olarak iki izoformu bulunur.

Progesteron ile diizenlenen genlerden biiyiikk g¢ogunlugu PR-A tarafindan

diizenlenmektedir. Meme kanserindeki rolleri iyi bilinmemektedir (47).

2.3. Kanser Gelisimiyle iliskili Genler

2.3.1. Onkogenler

Onkogenler aktivasyonlar1 kanser gelisimine katkida bulunan genlerdir. Normal
hiicrede biiylimeyi diizenler ve protoonkogen olarak adlandirilirlar. Bir genin onkogen
olarak tanimlanmasi i¢in kanserde aktiflestiginin gosterilmesi ve hiicre kiiltiiriinde ya da
hayvan modelinde ekspresyonunun maliniteye neden olmasi gerekir. Aktivasyon gen
amplifikasyonu, nokta mutasyonlar1 ya da kromozom translokasyonlari ile yeni fiizyon
geni olugmast yoluyla meydana gelebilir. Onkogenler ayn1 zamanda baska genler ile
genetik ya da epigenetik olarak da bir arada ¢alisabilirler (56, 84).

Sporadik meme kanserinde onkogen amplifikasyonu sik goriiliir (47). Bu
onkogenlerin asir1 ekspresyonu malign fenotipin hem inisiyasyon hem de idamesine
katkida bulunabilir. Meme kanserinde asir1 ekspresyonu goriilen onkogenler MYC ve
RAS ailesi tyeleri (C-MYC, HA-RAS-1), INT-2; EMSI; epidermal biiyliime faktor
reseptorii ailesi iiyeleri HER-2 (ERBB-2), HER-3 ve HER-4’diir. Hiicre dongiisii
kontroliinde gorev alan genler, 6zellikle siklin D ailesi iiyeleri de onkogen olarak

davranabilir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), TGF B ve IGF-1 gibi biiylime
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faktorlerinin de onkogenik etkisi olabilir. Ornegin Bcl-2 meme kanserinde asir1 ifadesi
goriilen bir diger gendir ve kotii prognoz ve sitotoksik tedaviye yanitin az olmasi ile

iliskilidir (47, 56, 83).

2.3.2. Timor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayici genlerde goriilen islev kayiplart malinitenin baglamasina
neden olur. Bu genler genellikle hiicre adezyonu ya da proteaz aktivitesi gibi invaziv ve
metastatik potansiyeli etkiler, biiyiime ve diger islevler {izerinde negatif diizenleyici rol
oynarlar. Tiimdr baskilayici genlerde mutasyonlar sporadik olarak gelisebilecegi gibi
germ hiicre mutasyonlar1 da goriilebilir. Malinlesmeye katkida bulunmalari i¢in her iki
allelin de etkilenmis olmasi, her iki genin de baskilanmasi gerekmektedir. Bazi
durumlarda tiimor baskilayici gende mutasyon olmasa bile, genin promotor bdlgesinde
meydana gelebilecek metilasyondan, proteozomal degradasyondan ya da gen iiriinii ile
etkilesen diger proteinlerle ilgili anormalliklerden kaynaklanabilen nedenlerle genin
ifadesi bozulmus olabilir (49, 84).

Tiimor baskilayici genler olan BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 ailevi meme
kanseri olgularinin yaklasik % 60’mdan sorumludur. Germ hiicre mutasyonlar1 meme
ve over kanserine yatkinliga neden olur. Sporadik meme kanserinde mutasyon nadirdir
ama islevsel bozukluklar goriiliir. Meme kanserinde P53 mutasyonu %50 (56), Rb
(13q14.1) mutasyon ya da kayb1 %30 siklikla goriiliirken; PTEN (10923) germ hiicre
mutasyonlarinda goriilen Cowden Sendromunda da meme kanseri goriiliir ancak
sporadik meme kanserinde somatik mutasyonlar nadirdir. Hiicre dongii kontrol noktasi
kinaz geni olan CHEK2 BRCA1/2 DNA onarim yolag: ile etkilesir. Ailevi meme
kanserinde 1100delC varyant1 diisiik penetransli yatkinliga neden olur. Epitelyal-
Cadherin adezyon molekiiliinii kodlayan CDH1’in (16q22.1) sporadik lobular meme
kanserinde rol aldig1 diistintilmektedir (47).

Ataksia telenjiektazili hastalarin yakin akrabalarinda goriilen meme kanseri risk
artist ATM geninde goriilen belirli dominant negatif etkili missens mutasyonlari ile
iliskilidir. ATM proteini BRCA1/2 DNA onarim yolag: ile etkilesir ve radyasyonun
neden oldugu DNA hasarma yanit olarak BRCA1 fosforilasyonunda rol alir. Nibrin

(NBS1) geninde goriilen germ hiicre mutasyonu (657del15) ataksi telenjiektazi benzeri
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bir durum olan Nijmegen kirilma sendromuna neden olur ve meme kanserli olgularda
ozellikle ailevi olanlarda frekansinin yiiksek oldugu bildirilmistir (14, 42, 47, 56, 84,
88).

2.4. Meme Kanserinin Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

Meme kanseri, memenin duktus ya da lobullerini kaplayan epitel hiicrelerinin
malin proliferasyonudur. Kadinlarda en sik goriilen kanser olmakla beraber, erkeklerde
oldukca nadirdir. Kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’unu olusturur.
Goriilme sikligr yilda %1-2 oraninda artmakta, Avrupa’da yilda 180.000, Amerika’da
184.000 yeni olgu belirlenmektedir (20, 63).

Kadinlarda kansere bagli Oliimlerin %18’i meme kanseri yiiziinden ortaya
cikmaktadir. Akciger ve kolorektal kanserden sonra iigiincii siray1 alirken, 40-44 yas
arasinda kansere bagli dliimlerde birinci siradadir. Mortalite ve goriilme sikligi gibi
faktorler tlilkeden tilkeye degisir (20).

Klonal bir hastalik olan meme kanseri bir dizi somatik ya da germ hiicre
mutasyonu sonrasinda bir somatik hiicrenin malin potansiyel kazanmasi ile baslar. Uzun
siire noninvaziv, ya da invaziv ama metastaz yapmayan bir hastalik olarak kalabildigi
icin zamaninda taninmasi ve uygun sekilde tedavi edilmesi dnemlidir (63).

Meme kanseri hormona bagimli bir hastaliktir 30 yastan 6ncesinde nadir goriiliir,
30 yas ile menopoz arasinda goriilme siklig1 artar ve menapozda hafif azalma goriiliir.
Menapoz sonrasi yillarda siirekli devam eden bir artis olur. Meme kanseri insidansi
tizerinde etkisi olan ii¢c 6nemli faktor menars yast, ilk gebelik yasi ve menapoz yasidir.
Ozellikle ilk miyadinda gebelikten once olan menstruel yasam uzunlugu risk
olugmasinda 6énemli bir etkendir ve iilkeler arasinda goriilen farkliliklarin %70-80’inden
sorumlu olabilir. Diyet ve davranis aliskanliklarinin da insidans farkliliklarinda rolii
olabilmektedir (20, 56, 63).

Meme kanserinin olusum nedenleri arasinda endokrin mekanizmalar, diyet,
cevresel etkenler ve genetik degisiklikler {iizerinde durulmaktadir. Hormonal
karsinogenez konusunda en yararl veriler lilkeler arasindaki goriilme siklig1 farklarinin
incelenmesiyle elde edilmistir. Kuzey Amerika’da yasayan kadinlarin meme kanserine

yakalanma riski 1/9, Asyali kadinlarda ise bunun ve Bati Avrupa’daki riskin onda biri
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ya da beste biri arasinda degismektedir. Asyali kadinlarda Ostrojen ve progesteron
diizeyleri onemli derecede daha diisiiktlir. Bat1 ortaminda yasayan Asyali kadinlarda
risk batililarin diizeyine ¢iktig1 i¢in bu farklar genetik bir temelle agiklanamamaktadir.
Ancak menars yasinin kritik diizenleyicileri olan ve Ostrojenlerin  plazma
konsantrasyonlar1 iizerinde O6nemli etkileri goriilen boy ve kilo degerlerinin batili
kadinlar ile Asyali kadinlar arasinda farklilik gosterdigi aciktir (63).

Oral kontraseptiflerin (OK) yaygin kullanimi nedeniyle ekzojen hormonlarin
kanser ile iligkisi 6nem kazanmis ve arastirilmistir. Veriler oral kontraseptiflerin
epitelyal over tiimorleri ve endometrium kanserleri i¢in koruyucu oldugunu ancak
meme kanser riskini az da olsa artirdiklarin1 gostermektedir. Meme kanseri lizerindeki
etkileri ¢ok az olmakla beraber, koruyucu etkileri olmadig1 da agiktir. Postmenopozal ve
45 vyas st kadinlarda OK kullanim siiresiyle kanser riski arasinda iligki
saptanmamustir. Risk artis1 genellikle premenopozal kadinlarda daha belirgindir, 45 yas
altinda uzun siireli OK kullanimina iligkin ¢alismalarda meme kanseri riskinde anlamli
artis gosterilmistir (20, 63).

Hipogonadal ya da menapozdaki kadinlarda hormon replasman tedavisi
uygulamasi da tartigmali bir konudur. Tek basina Ostrojen uygulandiginda saglanan
dstrojen diizeyi premenopozal dstrojen diizeyinden daha diisiiktiir. Ostrojen eksikligi
semptomlarinda, osteoporoz ve iligkili kal¢a kiriklarinda azalma ile kardiyovaskiiler
hastaliga bagli 6liimlerde iicte bir kadar azalma goriiliir, ancak endometriyal kanser riski
artar. Meta analizler meme kanseri insidansinda yiiksek doz uygulanan Ostrojenler ve
uzun tedavi siliresine bagli olarak kiiciik bir artisa isaret etmektedirler. Postmenapozal
kadinlarda uzun siireli dstrojen tedavisinin meme kanseri riskini artirdigi kisa siireli
kullanimin ise risk olusturmadigi kabul edilmektedir. Ailesinde meme kanseri olan
kadinlar konjuge Gstrojenlerin karsinojenik etkilerine daha duyarli olabilirler. Hormon
replasman tedavisi uygulamalarina progesteron eklenmesinin, kardiyovaskiiler ya da
kemik hastaliklar1 riskini degistirip degistirmedigi tam bilinmemekle beraber
endometriyal kanser riskini belirgin sekilde azalttig1 gosterilmistir (20, 63). Total kalori
allmi ile meme kanseri iliskisi tartigilmakta, yiiksek yag alimiyla da
iliskilendirilmektedir. Alkol ile meme kanseri arasindaki iliski belirgin olarak ortaya
konmus, belli miktar alkol aliminin total dstrojen diizeyini artirdig1 gézlenmistir (20).

Vitaminlerle yapilmis c¢alismalarda A vitamininin orta derecede koruyucu bir etkiye
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sahip oldugu, E vitamininin koruyucu bir etkisi olmadigi gdsterilmistir, C vitamininin
etkisi ise heniiz tartismalidir (20). Iyonizan radyasyon geng kadinlarda risk faktoriidiir.
Otuz yasindan once ¢ok sayida floroskopi (200-300cGy) ya da Hodgkin tedavisi i¢in
(>3600cGy) radyasyona maruz kalan kadinlarda meme kanseri riski belirgin olarak
daha fazladir. 30 yasindan sonra radyasyona maruz kalmanin meme iizerindeki
karsinojenik etkisi minimaldir (20). Fizik aktivite ile meme kanseri iliskilendirilmistir.
Agir fizik aktivite menars1 geciktirir. Egzersiz 40 yas altindaki kadinlarda meme kanseri
riskini azaltmaktadir (20). Genel olarak tim meme kanserlerinin %5-10 kadarinin
BRCA1 ve BRCA2 gibi tiimor baskilayict genlerde baskin penetrans gosteren
mutasyonlardan kaynaklandig: diistiniilmektedir (14, 88). Cesitli ailevi sendromlarda da
meme kanseri goriiliir. Herediter meme-over kanser sendromu, Li-Fraumeni sendromu
ve Muir Sendromunda meme kanseri goriilme sikligi artar. Cowden sendromu meme
kanserinde yatkinlik artisi ile iligkilidir ve Peutz- Jeghers sendromu meme kanserinin

nadir nedenlerinden birisidir (20, 42).

2.5. Meme Kanserinin Patolojisi

Meme kanseri bag ya da epitel dokusundan kdken alabilir. Ancak sik goriilenler
epitelyum kokenli olanlardir. Hastalarin %4 kadarinda primer timor iki taraflidir ya da
ikinci primer gelisir. Timorler en sik iist dig kadranda goriiliir (%50), bunu santral
(%20), alt dis (%10), st i¢c (%10) ve alt i¢ kadran izler (%10) (15). Tiimorlerin ¢ogu
duktus epitelinden (%90), digerleri lobul epitelinden kdken alir. Karsinogenezin bu iki
formda farkl sekillerde gelistigi diistiniilmektedir. Her iki grup kanser bazal membran

infiltrasyonu yapip yapmamalarina gore iki gruba ayrilirlar (Tablo 2.1.) (15, 47):



Tablo 2.1. Meme tlimorlerinin histopatolojik siniflamasi (15).

1. Intraduktal karsinom (komedokarsinom)

Infiltrasyon  |2. Paget hastaliginda intraduktal karsinom

Yapmayan 3. Lobuler karsinoma in situ

1. Invaziv duktal karsinom

. Invaziv lobuler karsinom
Infiltrasyon . Mediiller karsinom
Yapan . Kolloid (musinéz) karsinom

. Tubuler karsinom

AN | B W N

. Diger nadir tipler

Tim meme kanserlerinin %20-25 kadarmi olusturan noninvaziv (in situ)
karsinom (komedokarsinom) intraduktal ve lobuler olmak iizere iki tiptir. Meme
duktuslar1 atipik tiimor hiicreleri ile dolmustur. Nadiren hiicreler papiller yapilar
olusturur ya da meme basmna yayilarak meme bast Paget hastalifina neden olurlar.
Atipik hiicreler duktus bazal membranini penetre etmez ve noninvaziv in situ olarak
kalirlar. Yiiksek dereceli olanlarin %40’1inda zamanla invazyon gerceklesir (15).
Lobuler karsinoma in situ terminal duktus ve duktiillerden gelisir ve bu yapilari atipik
timor hiicreleri doldurur. Lezyonlar fibrokistik degisiklikler ile beraber ya da
intraduktal karsinomlarla beraber invaziv karsinom alanlarinin komsulugunda olabilir,
fibroadenom zemininde gelisebilir ve siklikla ¢cok sayida ve bilateraldirler. Ugte birinde
ayni taraf ya da kars: tarafta invaziv karsinom gelisir. Genellikle ER ve PR pozitif ve
HER-2 negatiftirler ve premenapozal donemde rastlantisal bulunurlar (15, 112).

Kolloid (miisindz) karsinom, memenin paget hastaligi, mediiller karsinom ve
infiltratif lobuler karsinom invaziv infiltratif karsinomlardir. Invazyona neden olan
genetik degisiklik net olarak bilinmemektedir. Goriilen genetik degisikliklerin ¢cogunun
in situ diizeyinde de goriiliiyor olmast meme kanserini kolon ve serviks kanseri gibi

ilerleyen karsinogenez modellerinden ayiran bir 6zelliktir. Sporadik meme kanserinin
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gelisiminde birden fazla yolak rol oynar ve meme kanseri tipi, karsinogenezin erken
evresinde belirlenebilir (15, 47).

Invaziv duktal karsinom en sik gériilen sekildir. Kullanilan morfolojik kriterlere
gore degismekle birlikte %44-75 siklikla goriiliir. Sertligi ve yogun stromasi nedeniyle
skirdz karsinom olarak da adlandirilir. Stroma ic¢ine dagilmis yuvarlak, poligonal ya da
sitkigsmig ve uniform, kiiclik, ¢cok az mitotik figiir iceren koyu nukleuslu tiimoér hiicre
kiime ve kordonlarindan olusur. Cevre doku infiltrasyonu, kan damarlari, perivaskiiler
ve perindral alanlarin invazyonu gozlenir (15, 112).

Memenin Paget Hastaligi meme kanserleri icinde %12 siklikla ve ileri yasta
goriiliir. Genellikle in situ duktal karsinom ile iligkilidir. Ana bosaltic1 duktuslari tutan
tipik intraduktal karsinom olarak baslar ve ilerleyerek meme basini ve areola derisini
infiltre eder. Epidermis Paget hiicreleri denen patognomonik hiicrelerle infiltredir.
Hiicreler tek ya da kiimeler halinde, biiyilk ve hiperkromatiktir ve pleomorfik
nukleuslar1 berrak halka ile ¢evrelenmistir. Diger yonleri ile intraduktal karsinomlara
benzer. Deri invazyonu olmasma ragmen prognoz iyidir (15, 112). Meme
karsinomlarnin %1’ini olusturan mediiller karsinom daha sik 50 yas altinda gortiliir.
Stromas1 azdir, nadiren gland yapilan igerir ve farklilagmamis poligonalden igsiye
degisen goriiniimde hiicrelerin olusturdugu diizensiz tabakalar seklinde c¢ogalir.
Tiimoriin icinde ve ¢evresinde orta dereceli ya da belirgin lenfosit infiltrasyonu vardir.
Prognoz diger infiltre meme karsinomlarina gére daha iyidir (15, 112).

Genellikle postmenapozal kadinlarda goriilen kolloid (miisindz) karsinom
mediiller karsinomdan daha nadirdir. Hiicre i¢i ve dis1t mukus yapimi ile karekterizedir.
Prognozlari infiltratif tiimdrlerden daha iyidir (15, 112). Infiltratif lobuler karsinom
siirlart belirsiz, lastik kivamindadir. Siklikla ele gelen bir kitle olusturmaz. Birer
hiicreden olusan ve fibroz stroma i¢inde dagilmis olan timor hiicre dizileri asinus ya da
duktuslar1 kusatarak karakteristik “hedef tahtasi” goriiniimii olusturur. iki tarafl
olmalar1 nedeniyle dnemlidirler. Goriilme sikligi kullanilan morfolojik kriterlere gore
degismekle beraber %1-20 arasinda bildirilmistir (15, 112).

Otuz yillik sag kalim intraduktal karsinomda %74, papiller karsinomda %65,
mediiller karsinomda %58, kolloid karsinomda %358, invaziv lobiiler karsinomda %34,
invazivn duktal karsinomda %29 oranindadir (15). Meme kanserleri biyolojik

agresifliklerine gore metastaz yapmayanlar (stromal invazyonu olmayan intraduktal
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karsinom, in situ lobuler karsinom), seyrek metastaz yapan (kolloid karsinom, lenfositer
infiltrasyonlu mediiller karsinom) ve orta derecede agresif metastatik (diger tipler)
olarak ii¢ grup altinda incelenebilirler (15). Tiim invaziv kanserlerde yayilim lenfatik ve
hematojen yolla olur. D1s kadran ve santral yerlesimli lezyonlar tipik olarak aksiller lenf
nodlarini, i¢ kadrandaki lezyonlar ise internal meme arterleri boyunca yayilan
lenfatikleri tutarlar. Supraklavikiiler nodiil ilk yayilim yeri olabilir ama daha ¢ok aksiller
ve internal meme nodiillerinin tutulumundan sonra gelisir. En ¢ok akciger, iskelet,
karaciger, surrenal metastazlar1 ve daha az oranda beyin, dalak ve hipofiz tutulumlari
goriiliir. Metastazlar ilk lezyonun kontrol altina alinmasindan ii¢ yil, bazen 15 yil sonra

dahi goriilebilir (15).

2.6. Evrelendirme ve Prognoz

Seyri hastadan hastaya degisen meme kanseri hizli gidisli ya da gizli seyirli
olabilir. Uzun dénem prognozu belirleyen niiks ya da metastazin yerlestigi dokudur.
Tiimoriin biiyiime hizi, tedavilere duyarliligi ve biyolojik 6zellikleri prognozu etkiler.
Uzak metastazi olan hastalarin ¢ogu tedavi edilemez. Ancak standart kemoterapi
sonrasinda tam remisyon elde edilen hastalardan bazilar1 uzun siire progresyon
gostermeden kalabilir ve bu silire nadiren 20 yili gecebilir. Metastatik meme kanserli
hastalarin ortanca sag kalim siiresi 2 ile 3 yildir. Ostrojen reseptérii (ER) pozitif timdrii
olan hastalarda ve kemoterapiden sonra tam remisyon elde edenlerde sag kalim daha
uzundur (56).

Meme kanserinin evrelendirilmesinde, 5 yillik sag kalim oranlar1 evre I kanserde

%87, evre II’de %75, evre III’de %46, evre IV’de %13 diir (15, 112).

2.6.1. Prognostik Faktorler

Meme karsinomlarinin prognozunu belirlemede bir¢ok klinik ve patolojik olgiit
bulunmaktadir. Prognozun ko&tii olacagini diistindliren bazi bulgular su sekilde
siralanabilir:

1. Meme derisinde yaygin 6dem ve deri iizerinde multipl nodiillerin bulunmasi

2. Gogiis duvarina fiksasyon
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3. Arteria mammaria interna ¢evresi ve supraklavikiiler lenf diigiimlerinin tutulmasi

4. Inflamatuar karsinom

5. Uzak metastazlarin bulunmasi

Bu bulgularin izlenmedigi durumlarda prognozu belirlemede birgok degisken
degerlendirilir. Baglicalar1 sunlardir:

Yas: Meme karsinomu tanis1 aldiginda 50 yasin altinda olan kadinlarda iyi
prognoz gozlenirken 50 yas iistii ve ileri yas olgularda sagkalim oranlar1 daha diistiktir.
Benzer sekilde 35 yas alt1 olgularda da sagkalim oranlar diistiktiir (59, 95, 109). Niiks
ve uzak metastaz riski daha yliksektir. Bu durum olgularin daha yiliksek dereceli
tiimdrlere sahip olmalariyla iligkilidir.

Invazyon: Meme karsinomlarinda tek basma en &nemli prognostik etkendir.
Invaziv komponentin bulunmadig in situ karsinomlarda mastektomi ile %100 sagkalim
saglanmaktadir. Hem in situ hem de invaziv komponenti bulunan olgularda invaziv
komponentin orani ile lenf diiglimii metastaz olasilig1 arasinda iliski bulunmaktadir.

Tiimor boyutu: Tiimor boyutu en 6nemli prognostik faktorlerden biridir ve lenf
diigimii metastazlarindan bagimsizdir. Ancak aksiller lenf diiglimii metastaz1 riski
tiimor boyutu ile birlikte artar. In situ ve invaziv komponenti bulunan tiimérlerde total
timor Olgiisiinden ¢ok invaziv komponentin boyutu daha iyi bir gostergedir.
Mikroskopik tiimdr 6l¢iisii makroskopik dl¢liden daha 6nemli oldugu bilinmektedir.

Yerlesim yeri: Yapilan bir¢ok calismada prognoz ile tiimoriin kadranlara gore
yerlesimi arasinda bir iligki bulunamamigtir. Ancak son zamanlarda yayimlanan bir
calismada medial yerlesimli tiimdrler, lateral yerlesimlilerle karsilastirildiginda %50
niiks ve 6liim riski bulunmustur (95).

Histolojik tip: Klasik duktal ve lobiiler tip invaziv meme karsinomlar1 arasinda
istatiksel belirgin bir prognostik fark bulunmadigi bildirilmektedir. Bazi invaziv duktal
karsinomun morfolojik varyantlar1 ise iyi prognoz gostermektedir. Bunlar tubuler
karsinom, kribriform karsinom, mediiller karsinom, miisindz karsinom, papiller
karsinom, adenoid kistik karsinom ve sekretuar karsinomdur. Tagli yiiziik hiicreli
karsinom ve inflamatuar karsinom da ise prognoz kotiidiir.

Derece: Tiimoriin histolojik derecesi ile sagkalim oranlari arasinda baglanti
bulunmaktadir. Iyi diferansiye derece I tiimérlerde 10 yillik sagkalim oranlar1 %85 iken

orta derece diferansiye derece II timdrlerde %60 ve az diferansiye derece III tlimorlerde
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ise %15tir (95). Invaziv meme karsinomlarinda en yaygin olarak kullanilan
derecelendirme sistemi Patley ve Scarf tarafindan tanimlanan, once Bloom ve
Richardson sonra da Elston ve Ellis tarafinda modifiye edilen sistemdir. Bu sistem
tubuler diferansiyasyon, niikleer atipi ve mitozdan olusan {i¢ parametrenin ayri ayri
degerlendirilmesi ve elde edilen puanlarin toplanmasi temeline dayanir (59, 67, 109).

Tubuler diferansiyasyon: Tiimoriin tiimii degerlendirilerek tubuler yapilarin tim
tiimdr alanindaki orani belirlenir. Puanlama 6l¢iitleri asagidaki belirtilmistir.

1: Tubul yapilar1 tiimoriin %75’ inden fazla

2: Tubul yapilari tiimoriin %75-10"u

3: Tubul yapilar tlimoriin %10’undan az

Niikleer atipi: Tiimor hiicreleri normal meme epiteli ile karsilastirilir, atipi ve
pleomorfizm degerlendirilir.

1: Niikleuslar kiiclik ve normale gore hafif biiyiiktiir. Niikleus konturlar1 hafif

diizensizdir.

2: Niikleuslar normale gore biiyiik ve vezikiilerdir. Niikleolus belirginligi

bulunur. Orta derecede bi¢cim ve boyut farklilig1 gozlenir.

3: Vezikiiler niikleuslu, genellikle niikleoluslu, belirgin bicim ve boyut farki

bulunan hiicrelerdir. Bazen ¢ok biiyiik ve bizar hiicreler de bulunur.

Mitoz: 10 biiyiik biiyiitme alaninda mikroskop alaninin capi dikkate alinarak
sayim yapilir. Mitoz sayist 1, 2 ve 3 olarak puanlanir.

Derece I: Toplam puan 3-5, iyi diferansiye

Derece II: Toplam puan 6-7, orta derece diferansiye

Derece III: Toplam puan 8-9, az diferansiye olarak degerlendirilir.

Lenf diiglimii metastazi: Uzun donem sagkalim oranlarinin en Onemli
belirleyicilerinden biridir. Lenf diiglimii metastazi olan olgularda olmayanlara gore
mortalite riskinin 4-8 kat daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Tutulan lenf digiimi
sayist da 6nemli olup yiiksek metastatik lenf diiglimii sayis1 kotii prognozla iligkilidir.
10 ya da daha fazla lenf diiglimii metastaz1 olan olgularda 1-3 lenf diiglimii metastazi
olanlara gore 10 yillik sagkalim oranlarmin %70 daha kotii oldugunu belirten yayinlar
bulunmaktadir (95).

Lenfovaskiiler invazyon: Tiimor ¢evresinde lenfatik ve kapiller damarlar iginde

timor hiicreleri goriilebilir. Bu bulgu lenf diigiimii metastaz1 ve kotii prognozla
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iliskilidir. Lenfatikler i¢inde tiimor emboliisiiniin varlig1 rekiirrens riskini, timdr i¢inde
ve cevresinde yeni damar yapiminin fazla olmasi ise tiimoriin metastaz yapma
olasiligin1 arttirmaktadir (67, 109).

Hormon reseptorleri: Hiicresel diferansiyasyona bagli olarak Ostrojen ve
progesteron reseptorlerinin miktar1 degiskenlik gostermektedir. Bir tiimor ne denli
diferansiye ise hiicrelerdeki Gstrojen ve progesteron reseptorii o denli fazla miktarda
saptanmaktadir. Meme karsinomlarinin  %85’inde Ostrojen reseptorii pozitifligi
saptandig1 bildirilmis ve bu tiimorlerin ¢ogunu postmenopozal déonemdeki kadinlarin
olusturdugu gosterilmistir. Hormon reseptdr pozitifligi antidstrojen olarak kullanilan
tamoksifene yanit1 belirledigi i¢in sagkalimi etkilemektedir.

Proliferasyon hizi ve anéploidi: immiinhistokimyasal olarak saptanabilen bazi
belirleyiciler (Ki-67) yani sira akim sitometrisi (flow cytometry) yontemiyle DNA
degerlerine bakilarak bir tiimoriin proliferasyon hizina iliskin bilgiler elde
edilebilmektedir. Tiimoér hiicrelerinde DNA miktarinin artmasi ya da yiiksek Ki-67
indeksi kotii prognoz gostergesi olarak kabul edilektedir (67, 109).

C-erbB-2: C-erbB-2'nin amplifikasyonu sonucunda agir1 ekspresyonu kétii bir
prognoz gostergesi oldugunu belirten ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Bu durum
ozellikle lenf diiglimii metastazi ve tiimor derecesi ile iliskilidir (68, 95, 109).

Evre: En 6nemli prognostik faktdrler olan tiimér boyutu, lenf diigiimii metastazi
ve uzak metastazi temel alan evrelendirme sistemleri bulunmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitiiniin 2003 yilindaki TNM evrelendirme sistemi en sik kullanilanlarindan biridir

(Bkz. EK-1, EK-2) (59, 95).
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2.6.2. Immunohistokimyasal Belirleyiciler

2.6.2.1. BRCA-1

Bir tiimor siipresor gen olan BRCA-1 17g21.3°de. lokalizedir. Bu protein DNA
¢ift zincir kirilmalarinin onarimi, traskripsiyon regiilasyonu, hiicre siklus kontrolii,
kromatin yeniden sekillenmesi gibi ¢ok sayida isleve sahiptir. Bu gen 24 exondan olusur
ve 1853 amino asittten olusan bir protein kodlar (6, 43, 46). Bu proteinin NH;, (amino
ug; N-terminal) ve COOH (karboksi ug; C-terminal) uglart bulunmaktadir (46).

Bu proteinin yerlesimi konusunda farkli caligmalar bulunmaktadir. Bazi
calismalarda BRCA-1 proteininin amino ve karboksi ucglarinin niikleusta bulundugu
saptanmistir. Ancak bazi ¢aligmalarda ekson 11°de bulunan niikleer lokalizasyon sinyali
(NLSs) ve ekson 11°siz BRCA splice varyantinin (BRCA1-A ekson 11) sitoplazmada
yer aldig1 gosterilmistir (46). Cok sayida BRCA-1 germ-line mutasyonlar tanimlanmis
olmakla birlikte intraselliiler lokalizasyonu hakkinda az bilgi bulunmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada BRCA-1 proteinin amino ve karboksi uglarina etkili
antikorlar ile BRCA-1 mutasyonlar1 ile boyanma lokalizasyonlar1 arasindaki iligki
arastirilmistir. Karboksi uca kars1 antikor (GLK-2) ile ekson 11 mutasyonlarinda
sitoplazmik boyanma elde edilirken diger mutasyonlarda boyanma saptanmamustir.
BRCA-1 mutasyonu olmayan olgularda ise niikleer boyanma gdzlenmistir. Amino
ucuna etkili antikorla (Ab-2) NLSs’nin bulundugu ekson 11’in asagisindaki
mutasyonlarda niikleer boyanma izlenirken iistiindeki mutasyonlarda ise boyanmanin

saptanmadig1 bildirilmistir (46).

2.6.2.2. BRCA-2

IIk kez 1994 yilinda tanimlanmis olan BRCA-2 geni 13. kromozomun uzun
kolunda yerlesmistir. Ayrica BRCA-2 geni genis bir gen olup 27 eksondan olusur ve
3418 aminoasitten olusan protein kodlar. Transkripsiyon regiilasyonu, DNA zincir
kirilmalarinin onarimi, hiicre siklus kontrolii gibi islevlere sahiptir (6, 28, 59, 79, 125).

Bu genin mutasyonlart BRCA-1’e benzer sekilde meme ve over kanseri riskini artirirlar.
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Ancak BRCA-2 gen mutasyonlart BRCA-1’e gore over kanseri gelisiminde daha diistik
risk olusturur. BRCA-2 iligkili meme kanserleri erkeklerde de goriilebilir (6).

Bir calismada BRCA-2 geninin proteini immunohistokimyasal boyama
yontemleriyle meme epitel hiicreleri, endometrium, timus, lenfoid dokuda follikiillerin
germinal merkezlerinde bulunan tingible body makrofajlarda ve dalak

retikiiloendotelyal hiicrelerde gosterilmistir (71).

2.6.2.3. Cyclooxygenase-2 (Cox-2)

Cyclooxygenase bir enzim olup arasidonik asitten prostaglandin (PG) sentezini
katalizleyen prostaglandin sentetaz kompleksinin bir pargasidir. Cyclooxygenase, Cox-1
ve Cox-2 olmak iizere iki alt tipi bulunmaktadir. Bunlarda Cox-1 normal dokuda hiicre
membraninda yer alir, siirekli olarak salinir ve mide mukaza biitiinliigiiniin korunmasi,
trombosit agregasyonun diizenlenmesi gibi fizyolojik olaylarda etkilidir. Diger bir alt
tipi olan Cox-2 ise bir¢ok normal dokuda saptanamamakla birlikte yangi ve neoplastik
siiregte sitoplazmada ortaya c¢ikar. Biliylime hormonlari, tiimor ilerleticileri, bakteriyel
endotoksinler ve sitokinler tarafindan Cox-2 salinimi indiiklenir. Kolon, akciger, mide
ve 0zofagus adenokarsinomlar1 gibi bir¢ok malignitede Cox-2 ekspresyonu artmistir.
Bunun yani sira Cox-2’nin kanser gelisiminde rolii olduguna iliskin ¢ok sayida bulgu
bulunmaktadir (57, 91). Ayrica genetik ve farmakolojik ¢aligmalar Cox-2’nin erken
donem timor gelisiminde etkili oldugunu belirtmektedir. Half ve arkadaslari invaziv
timore komsu DKIS alanlarinda invaziv tiimore gore daha yliksek ekspresyon
gbzlemislerdir (38).

Cyclooxygenase enzimleri, Cox-1; 9. kromozomda, Cox-2; 1. kromozomda
olmak iizere farkli genlerde yer almaktadir. Cyclooxygenase-1 576, Cox-2 ise 587
aminoasitten olusmaktadirlar. Cyclooxygenase-2 salinimi PG sentezini uyarir. Bu
molekiiller hiicresel fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde yardimeci olan lokal
hormonlardir. Yarilanma Omiirleri kisadir (siklikla sadece dakikalar), etkilerini
sentezlendikleri hiicrede ve komsu hiicrelerde gosterirler. Bu molekiiller hiicre
proliferasyonunu stimiile ederler, 6zellikle meme epitel hiicrelerinin mitotik aktivitesini
arttirirlar (57, 91). Bununla birlikte Prostaglandin E2 (PGE2) immunregiilator

lenfokinlerin iiretimini, T ve B hiicre hiicre proliferasyonunu ve dogal dldiiriicii (NK)
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hiicrelerin sitotoksik aktivitelerini inhibe eder. Prostaglandin E2 ayni zamanda tiimor
nekroz faktoriinii de inhibe eder. Ek olarak immunsiipresif etkisi olan interlokin 10’u
aktivite eder (91).

Prostaglandin diizeylerinin yiikselmesi selliiler siklik AMP (cAMP) artisina
neden olur. Bu da apoptozisin azalmasi ve hiicre yasam siiresinin artmasina yol acar.
Ayn1 zamanda Cox-2 artis1 dogal substrati olan arasidonik asit diizeyinin de azalmasina
yol acar ki bu da apoptozisin azalmasiyla sonu¢lanmaktadir (91).

Birgok c¢alismada Cox-2 asir1 salinnminin VEGF, bFGF, TGF, PDGF ve
endotelin gibi yeni damar olusumunu uyaran faktorlerin salinimia neden oldugunu
gostermistir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) neovaskiilarizasyon ve
kanser progresyonunda kritik role sahip bir anjiogenik faktordiir. Vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii regiilasyonunda en énemli etken hipoksi olup hipoksi aragidonik asitten
PGE2 doniisiimiinii saglayan Cox-2’yi de artirmaktadir. Prostaglandin E2, (HIF)-1
alfa’nin (hipoksi inducible factor) sitozolden niikleusa tasinmasimna, VEGF’nin
traskripsiyonunun indiiklenmesine neden olmaktadir (91).

Cyclooxygenase’in arasidonik asidi metabolize etmesiyle bazi mutajenler
olusmaktadir. Arasidonik asidin oksidasyon fiiriinleri 6rnegin melandialdehit oldukga
reaktif olup bu madde DNA’da hasara yol acabilmektedir (91).

Tiimor hiicrelerinde Cox-2 agir1 salinimi oldugunda, PG diizeyi artar ve hiicreler
daha invaziv hale gelirler. Yapilan bazi ¢aligmalarda Cox-2 ekspresyonu ile matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2) arasinda iligki bulunmustur. Matriks metalloproteinaz-2
bazal membranin kollajen matriksini sindirmekte ve tlimor hiicrelerinin  dokudaki
invazivligini arttirmaktadir (91, 105).

Cyclooxygenase-2, hiicre proliferasyonu, mitoz, hiicre adezyonu, apoptozis,
immunsiipresyon ve anjigenezis lizerinde etkileri ile malign transformasyon ve timor
progresyonunda yer almaktadir. Cyclooxygenase-2 diizeylerinin artmasi bazi meme
karsinomlarinda kétii prognozla iliskilidir. Bilindigi gibi NSAI ilaglarin hedefi
cyclooxygenase (Cox) enzimidir. Diizenli olarak bu ilaglarin kullanimmin meme
kanserine kars1 koruyucu etki olusturabilecegini 6ne siiren epidemiyolojik caligmalar
bulunmaktadir. Benzer bigimde bu ilaglarin kolon, akciger gibi diger tiimorlerde

potansiyel koruyucu ajan olarak etki edebilecegi belirtilmistir (91).
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2.6.2.4. PS3

Lane ve Crawford tarafindan 1979 yilinda, daha sonra Liozer ve Levine
tarafindan Simian virus 49’un biiyilik transformasyon antijeniyle (SV40T antijeni) siki
bir kompleks olusturmus bir fosfoprotein olarak tanimlanan P53 geni hala kanser

patogenezinde en ¢ok ¢alisilan genlerden biridir (56, 60).

Onyedinci kromozomun kisa kolunda lokalize P53 tiimor siipresor geni 393
amino asitten olusan P53 proteinini kodlar. Bu protein araciligryla DNA replikasyonu,
hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii diizenler. Yabanil tip P53 immunoreaktivitesi
genellikle normal hiicrelerde goriilmemektedir. Ciinkii ubiquitin aracili proteolizis
nedeniyle proteinin yarilanma Oomrii (20 dakika) kisalmakta ve saptanabilir birikim
olmamaktadir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) radyasyon, UV isinlar1 ve mutajenik
kimyasallarla hasarlandiginda P53 proteini stabil hale gelir ve niikleusta birikir. Biriken
vahsi P53 DNA’y1 baglar, hiicre siklusu duraklamasi ve apoptozise aracilik eden birkag
genin transkripsiyonunu uyarir. Timor protein 53’iin uyardig: hiicre siklus duraklamasi
Gl fazinin ge¢ doneminde ortaya ¢ikar. Bu duraklama hasarli DNA’nin onarimi igin
hiicreye zaman kazandirir. Eger onarim olmazsa P53 apoptozis yoluyla hiicreyi oliime
gotiirtir. Bu nedenle P53’e “genomun gardiyan1” denmektedir (56, 76).

Timor gelisiminde P53 timor siipresor geninde mutasyonlar ve allelik
kayiplarla fonksiyonunun inaktive olmasi onemli rol oynar. Bir¢ok olguda P53
genindeki mutasyonlar, bir bazin digeri ile yer degistirmesiyle gelisen “missense”
mutasyonlardir. Bu mutant proteinler hiicre siklusunda birikir ve immunohistokimyasal
olarak saptanabilir.

Mutasyona ugramis ya da inaktive olmus P53 genini igeren hiicrelerde, boliinme
sirasinda duraklama ve apoptozis gerceklesemeyecegi i¢in hasarli DNA replikasyona
ugrar ve mutasyon kalict hale gelir. Timor protein 53°tin fonksiyon kaybi diger
mutasyonlara da zemin hazirlar ve malign klonlar iretilir. Son yillardaki molekiiler
calismalar meme, akciger ve kolon kanserlerinde P53 geninde nokta mutasyonlarin da
bulundugunu gostermektedir (1, 76).

Timor protein 53°tin tiimorlerdeki yayginligi malignite belirleyicisi olarak

kullanilabilecegini gostermektedir. Bu da immuohistokimyasal yontemle tiimor
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hiicrelerindeki mutant P53 proteininin asir1 miktarlarinin saptanmasi temeline dayanir.
Vahsi tip P53’iin tiimor siipresor fonksiyonunun kaybi ile tiimoriin radyoterapiye ve
kemoterapiye diren¢ kazanmasi ya da kotli prognozlu olmasi arasinda iliski saptanmistir
(1, 76).

2.6.2.5. Ki-67

Gerdes ve arkadaslar1 tarafindan 1984 yilinda saptanan Ki-67, hiicre siklusuna
0zgl antijenlerin dnemli bir 6rnegidir (8, 29). Onuncu kromozomun uzun kolunda
lokalize bir gen tarafindan kodlanan, 345 ve 395 kd agirliginda ki ayr1 boéliimden olusan
bu protein siklusa girmeyen hiicrelerde bulunmazken, siklustaki hiicrelerin G1 fazinda
artarak ge¢ G1, S, G2 ve M fazlarinda eksprese edilir (8, 29).

Immunohistokimyasal yéntemlerle dondurulmus kesitlere ve/veya parafin
bloklara uygulanabilen Ki-67 antijenine karsi gelistirilmis MIB-1, MIB-2 ve MIB-3
monoklonal ve poliklonal antikorlar tiimdrlerin proliferasyon aktivitesini belirlemek
icin kullanilir. Antijen Ki-67 ile niikleer boyanma gosteren tiimor hiicrelerinin tim
timor hiicrelerine orani ylizde olarak belirlenip Ki-67 proliferasyon indeksi saptanir.
Genel olarak Ki-67 proliferasyon indeksi yliksek olan tiimorlerin daha agresif seyrettigi
gbzlenmektedir (8, 24).

Meme kanserlerinde yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksi yiiksek histolojik
derece, hormon reseptdrlerini yoklugu, biiyiik tiimor boyutu ve lenf diigiimii metastazi

gibi kotii prognostik faktorlerle de iliskilidir (59, 68, 76, 95, 109).

2.6.2.6. C-ERB B-2 (HER2/NEU)

Tirozin kinaz aktivitesine sahip, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ailesinden bir
onkogen olan C-ERB B-2 17q21°de lokalize ve 185 kd agirliginda bir transmembran
glikoproteini kodlar (95). Bu genin amplifikasyonu ve/veya asir1 ekspresyonu meme
karsinomu patogenezinde onemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda C-ERB B-2
ekspresyonu immunohistokimyasal ya da FISH (flourescent in situ hibridization) ile
tespit edilebilmektedir.

Biiylime faktor reseptorleri transmembran proteinlerdir. Dista ligand baglayan

grubu icte ise tirozin kinaz grubu bulunur. Normal kosullarda biiylime faktorlerinin
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baglanmasi ile bu reseptorlerin tirozin kinaz grubu gegici olarak aktive olur ve mitozda
etkili baz1 faktorlerin fosforilasyonu gerceklesir. Bu genin amplifikasyonu sonucu hiicre
ortamda az miktarda bulunan biiylime faktoriiniin etkisine son derece duyarli hale
gelmektedir (95, 109).

Bu onkogenin amplifikasyonu tim meme karsinomlarinin %20-40’1nda
bulundugu bildirilmistir (95). Yiiksek histolojik derece, aksiler lenf diiglimii metastazi
ve metastatik lenf diigiimii sayis1 C-ERB B-2 ekspresyonu ile iliskilidir. Ostrojen ve
progesteron reseptorleri ile de ters orantilidir (68, 76, 109).

Son yillarda C-ERB B-2 ekspresyonu bulunan olgularda C-ERB B-2’nin
ekstraselliiler kismini1 baglayan, insan monoklonal antikoru olan trastuzumab ile

tedavide yararh etkiler elde edilmistir (95).

2.6.2.7. Ostrojen ve Progesteron Reseptorleri

Pubertede meme biiyiimesi &strojenin dogrudan etkisine baglidir. Ostrojenler
memenin hem yag oranimi arttirarak hem de bezlerin proliferasyonuna yol agarak
memede biiyiime saglamaktadir. Ostrojen dzellikle duktuslarm ve stromanin gelisimini
arttirirken, progesteron daha ¢ok asinuslarin gelisimine neden olmaktadir (109).

Ostrojen reseptorii meme gelisimi, biiyiimesi ve diferansiyasyonunda rol alan bir
niikleer transkripsiyon faktoriidiir. Ostrojen ve progesteron reseptodrleri intraselliiler
proteinler olup, konsantrasyon degisimine bagli olarak dolagimdan hiicre igine alinan
hormon molekiiliine se¢ici olarak baglanir ve hormon-reseptér kompleksini olustururlar.
Aktive olan hormon-reseptor kompleksi niikleus iginde hormon yanit elementleri olarak
adlandirilan DNA dizilerine baglanir ve hormon aktivitesini saglayan transkripsiyonu
gergeklestirir.

Meme kanserlerinde 0strojen ve progesteron hormonlari mutajenik ve ilerletici
etki yapmaktadir. Bu etkiler reseptorler tarafindan diizenlenmektedir.

Meme kanserlerinde hormon reseptorlerini gostermenin iki Onemli yolu
bulunmaktadir. Bunlar frozen kesitlerde ligand baglama yolu (LBA) ve
immunohistokimyasal boyamadir. Son yillarda immunohistokimya daha tercih edilen
bir ydéntem haline gelmistir. immunohistokimyasal ydntemle Ostrojen ve progesteron

reseptorii ile niikleer boyanma gozlenmektedir (76, 109).
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Ostrojen ve progesteron reseptor pozitifligi meme kanserli olgularda tamoksifen
ile tedavi olanag1 saglamaktadir ve 5 yillik tamoksifen kullanimindan sonra rekiirrens ve

6liim oranlarinda azalma gdzlenmektedir.

2.7. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar; DNA dizisinde bir degisim igermeyen ve hiicre
dongiisii boyunca gergeklesen kalitsal degisikliklerdir. Epigenetik degisiklikler; genetik
modifikasyonlardan farkli olarak geri doniisebilme potansiyellerine sahip olma,
genomda yakindaki bir diger gen grubunu etkileyebilme ve c¢evre ile modifiye
edilebilme gibi ortak 6zelliklere sahiptirler (26).

Epigenetik  degisiklikler; Histon modifikasyonlari, RNA aracili gen

susturulmalar1 ve DNA metilasyonu olarak 3 temel grupta toplanir (87).

2.7.1. Histon Modifikasyonlari

Histonlarin post-transkripsiyonel modifikasyonlari, metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon, ubikutinasyon/sumolasyon ve ADP-ribozilasyonudur (64).

Metilasyon: Histonlarda Lizin ve Arjininin azot atomlarinda post-translasyonel
olarak gerceklesen kovalent bir modifikasyondur. Histon H3 ve H4’te birkag rezidiide
meydana gelen Lizin metilasyonu; transkripsiyon aktivasyonu boyunca niikleozom
degisikliklerini saglayan “Chromatin Remodeling”e neden olur. Arjinin metilasyonu ise
cesitli genlerin transkripsiyonel aktivitesi ile iligkili olup, bu aktivasyonun histon
asetilasyonuyla olan birlikteligi gosterilmistir (100).

Asetilasyon/deasetilasyon ile kromatin katlanmalarinin = degisimi  ve
transkripsiyon koregiilatorler i¢in spesifik baglanma ylizeylerinin olusumu saglanarak
gen ifadesi diizenlenir. Histonlarin asetilasyonu, transkripsiyon faktorleriyle promotora
Ozgli gen ifadesinin aktivasyonunu saglar. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu;
Histon Asetil Transferaz (HAT) ile Histon Deasetilaz (HDAC) enzimleri ile regiile
edilir (23).

Fosforilasyon: Kovalent bir post-translasyonel modifikasyon olan bu

mekanizma i¢in fosforillenecek olan baslica substrat histon H3’tiir. Histon H3’{in amino
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terminalinde bulunan 10. pozisyonundaki Serin’in fosforillenmesi, perisentrik
heterokromatinde, kromozom kondensasyonunun baslatilmasi i¢in gereklidir (100).

Ubikutinasyon ve Sumolasyon: Histon Lizin rezidiilerinin amino grubu
ubikutin ve ubikutin benzeri proteinler (SUMO) yoluyla modifiye edilebilir. Histon
ubikutinasyonu genellikle artan gen ifadesiyle iliskili iken, Histon sumolasyonu ise
azalmis gen ifadesi ile iligkilidir (100).

ADP-Ribozilasyonu; DNA hasaria karsi olusan hiicresel cevaplarda yer alan
post-translasyonel bir modifikasyondur. Negatif yiiklii poli-ADP-riboz zincirinin, DNA
ile histonlar arasindaki etkilesimi azaltarak, kromatinde bolgesel acilmalara neden

oldugu diisiiniilmektedir (75).

2.7.2. RNA Aracili Gen Susturulmasi

Antisense transkript, kodlanmayan RNA ve siRNA’lar olarak ¢esitli formlarda
bulunan RNA; histon modifikasyonu ve DNA metilasyonunu kolaylastirarak, gen
ifadelerinin susturulmasini indiikleyebilir (87).

Promotor bolgelerinde CpG adaciklarini hedef alan kodlanmayan (Non-Coding)
RNA, gen ifadesinde etkili olan DNA ve Histon Metilasyonu ile birliktelik gostererek
etki eder. Ancak, transkripsiyonel aktivite agisindan non-coding RNA’nin etkisi heniiz
tam olarak bilinmemektedir (23). Kii¢iik miidaheleci RNA (siRNA) (Small Interfering
RNAs) ise mRNA  degredasyonunun  hedeflenmesi  yoluyla  genlerin
sessizlestirilmesinde etkin olan bir molekiil olarak tanimlanmistir (64). Bu RNA’nin,
gen aktivasyonunun fizyolojik regiilasyonu ve immiin savunma olmak iizere iki 6nemli
islevi vardir (110). Riboniikleik asit interferansin akciger ve meme kanser hiicrelerinde,

DNMTT1 protein ekspresyonunu “downregiile” ettigi tespit edilmistir (64).

2.7.3. DNA Metilasyonu

Insanda baslica epigenetik degisiklik, CpG diniikleotitleri icinde bulunan
sitozinlerin metilasyonudur (25). Bazi memeli genleri, DNA dizilerindeki metilasyonla
sessizlestirilir. Ayrica, memeli genomunun biiyiik boliimii bu yolla isaretlenir (imprint)

ve DNA metilasyonu siklikla heterokromatin bolgelerde goriiliir (116). Epigenetik bir
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mekanizma olan genlerin CpG adaciklarinin  metilasyonu, kanserde gen
susturulmalarinda; gen delesyonu ve gen mutasyonlar ile esit 6neme sahip olarak
goriilmektedir (66).

Okaryotlarda DNA metilasyonu; sitozin halkasmin 5. posizyonundaki karbonuna
metil grubunun (-CH3) eklenmesiyle meydana gelir (Sekil 2.1.). Memeli hiicrelerinin
genomik DNA’larmin yaklasik olarak %3-5’inde sitozin rezidiilerinde metilasyon
goriilmektedir. Sitozin bazinda gerceklesen bu modifikasyon, DNA replikasyonundan
sonra meydana gelir ve bu olay DNMTI1 (DNA metiltransferaz) enzimi tarafindan
katalizlenir. Deoksiriboniikleik asit metiltransferaz enzimi, genomik DNA’daki CpG
diniikleotidlerini (CpG adaciklar1) substrat olarak kullanir (72). Memeli DNMTI
enzimi, DNA’daki hemimetile bolgelere kars1 yiiksek afiniteye sahip olmasina karsi
ayrica metile olmamis bolgelerde de de novo metilasyona neden olabilmektedir (103).
Deoksiriboniikleik asit metiltransferaz, ilk kez kolon kanserlerinde bildirilmis olup,

artan ekspresyon miktarindan dolayt DNA metilasyon profilini degistirdigi

gosterilmistir (66).
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Sekil 2.1. Sitozin metilasyonu, demetilasyonu, sitozin ve S5-metilsitozin mutagenezi igin

biyokimyasal yolagin sematik gosterimi (103).
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2.7.3.1. CpG Adaciklar

Insan genomunda CpG diniikleotidince zengin bolgelere CpG adaciklari denir.
Bu adaciklar, genellikle tiim normal dokularda metile degildir ve genlerin 5’ ucunda
(promotor, ifade edilmeyen bolge- UTR, ekzon- 1) bulunur (25).

Bu adaciklar ilk olarak, restriksiyon enzimi Hpall i¢in kesim bolgesine sahip
kisa genomik DNA bolgeleri olarak tanimlanarak, “Hpall Tiny Fragment (HTF)
adaciklar1” olarak adlandirilmistir. Genomun yaklasik %2’sini olusturan bu adaciklar
1-2 kb uzunlugunda kisa DNA boélgeleridir. Bu bolgeler, %60- 70 oraninda guanin ve
sitozince (GC) zengin dizilere sahiptir (66). Adaciklarin metilasyon igerigi ve modeli
hem tiire, hem de dokuya 0zgiidiir. Normal insan doku DNA’sinda 5- metilsitozinin
orant; HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ve HCPE (High Performance
Capillary Electrophoresis) ile yapilan 6l¢timlerde %0.75-1 olarak bildirilmektedir (25).

Genomun yaklagik %2’sini olusturan bu adaciklar, “housekeeping” genleri
olarak bilinen temel genlerde, dokuya 6zgii genlerin 5’promotor bolgelerinde ve ayrica
bazi1 genlerin 1.ekzonlarinda bulunmaktadir. Insan genomunda bu sekilde tanimlanmis
45.000 CpG adacigr bulunmaktadir (66). Genomun yaklasik %2’sini olusturan bu
adaciklar normalde; isaretlenmis (imprint) genler, kadinlarda X kromozom genleri, esey
hiicrelerine 6zgii genler ve dokuya 6zgii genler olmak {izere 4 durumda metiledir (25).

Metilasyon durumunun hiicre tipine 6zgiilliigli, farkli malignensiler arasinda
siklikla goriiliir. Losemide, CpG adaciklarindaki sitozinlerde metilasyon artiglari,
hipermetilasyon ve hiicre tipi 6zgiilliiglinden kaynaklanir (66).

Hipermetilasyonla gerceklesen sessizlesme; DNA tamiri (hMLHI, BRCAI,
MGMT), hiicre dongiisii ve apoptoz (DAPK, APAF-I) gibi, hiicresel iletisimdeki tim
yolaklar etkiler (25).

2.7.3.2. Kanserde Metilasyon Profili

Genelde tiimor baskilayici genlerde, metilasyonun artmasi, DNMT enzimlerinin
ylkselmesi ile birlikte gozlenir. Deoksiriboniikleik asit metiltransferaz 1’in artisi, ilk
kez kolon kanserinde rapor edilmistir. Ayrica DNMT1 aktivitesinin insan kolon kanseri

disinda akciger kanserlerinin ileri agamasinda ve losemili hastalarin olgunlasmamis
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hiicrelerinde de arttig1 gosterilmistir (66). Kanserli hiicrelerin DNA’sinda 5-metilsitozin
(5-MeC) miktarinda azalma goriilmektedir. Ancak bazi bolgelerde; Ornegin tiimor
baskilayic1 genlerde, DNA hipermetilasyonu saptanmistir. Buna karsin DNA
hipometilasyonu ile de onkogen aktivasyonu ger¢eklesmektedir. Bu degisim solid

tiimorlerde oldugu gibi 16semilerde de bildirilmektedir (Sekil 2.2.) (66).

NORMAL HUCRE

Hassas bélgelerde
tanimlanmig olan
CpG dinlkleotitierinin
vaklagik olarak %70
metillenmis durumdadir.

CpG adaciklanndaki
Hipermetilasyon
- Gen susturulmas ile iligkili
- Potansiyel markerlar
- Potansiyel tedaviye yonelik
hedefler

KANSER HUCRESI

DNMT dizeyi sikhkla artmaktadir,
global olarak 5-Me%'inde azalma
girilmesine kargin bilgesel

olarak CpG adacklarinda ekspresyonunda
hipermetilasyon garilmektedir. artig

DNMTIn

Genomdaki Hipometilasyon

- Genomik instabilite
- Potansiyel olarak onkogenlerin
aktivasyonu

Sekil 2.2. Kanserde metilasyon goriiniimii (40).

2.7.3.3. DNA Metilasyonu Araciligiyla Transkripsiyonun Baskilanma

Mekanizmalari

Transkipsiyon aktivator faktoriiniin baglanmasina direk miidahale: AP-2,
C-MYC/MYN, cAMP-bagimh aktivator CREB, E2F ve NF-kB gibi baz1 transkripsiyon
faktorlerinin taniyip baglandigi bolgeler, CpG rezidiileri igermektedir. Bu bolgelerde
meydana gelen metilasyon sayesinde transkripsiyon faktorleri baglanamadigindan

transkripsiyon inhibe olur. Buna karsin, bazi transkripsiyon faktorleri (6rnegin; Spl ve
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CTF) baglanma bolgelerindeki metilasyona duyarli degildir ve bir¢cok faktoriinde
baglanma bolgesinde CpG diniikleotid rezidiileri bulunmamaktadir (103).

Spesifik transkripsiyonel baskilanma: Spesifik transkripsiyonel represoriin,
metillenmis DNA’ya direk baglanmasiyla meydana gelir. Bu 6zellige sahip iki faktor
MeCP-1 ve MeCP-2 (metil sitozine baglanma proteini 1 ve 2), herhangi bir dizide
metillenmis CpG rezidiilerine baglanarak inaktivasyona neden olur (103).

Inaktif Kromatin Yapisi: DNA metilasyonu, kromatin yapisinda degisiklikler
meydana getirerek transkripsiyonu engelleyebilir. Heterokromatin  bdlgelerin
olusumunda ve genomun sik1 bir sekilde paketlenmesinde DNA metilasyonu énemli rol
oynamaktadir. Heterokromatin bolge igerisinde yer alan genler genellikle ifade

bulamazlar (Sekil 2.3.) (103).

nTranskripsl'g'on aktivatérinin baglanmasin E Spesifik transkripsiyonel baskilanma
direk olarak engellenmesi a. AKHN transkripsiyon

a. Aktif transkripsiyon

o -

: [
b. TFnin bagdlanmasinin inhibisyonuyla transkripsitonun k. HeCF-1 graabiryia basialanmn

engellenmes

EPHFEP J X
Ornek; metilasyona hassas TF: AP-2, NFkB, E2F ————
metilesyann hassas alayan TF: Spl €. MeCP-2 araclfryla baskilanma

E Inaktif kromatin yapisi
o
¥

i@) @ @@@- | metlllenmlz CpG: 2

metillenmemis CpG: |

Sekil 2.3. Sitozin metilasyonu araciligiyla transkripsiyonel susturulma mekanizmalari (103).

2.7.3.4. DNA Metilasyonunun Kanser Gelisiminde Etkiledigi

Mekanizmalar

Kanser hiicrelerindeki C T doniisiimii: Metile olmamig C, deaminasyon
sonucu U’e doniisiir. Ancak Urasil-DNA glikosilaz enzimi sayesinde G:U yanlis

eslesmesi tanimmir ve onarilir. Bununla birlikte, DNMT enzimi bu onarimi
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bloklamaktadir. Deoksiriboniikleik asit metiltransferaz enzimi CpG adaciklarindaki
sitozinlere (C) metil grubu ekler. 5MeC’in deaminasyonu sonucunda T bazi olusur.
Ancak bu doniisim DNA’da tanmarak onarilamaz ve bdylece nokta mutasyonlari
meydana gelir. Bu olaya tiimor baskilayict gen olan P53 6rnek verilebilmektedir.

Insan solid tiimérlerinin %350’sinden fazlasinda P53 tiimor baskilayici geninde
mutasyon goriilmektedir ve bunlarin %24’iinii, CpG adaciklarindaki CT doniisiimii
olusturmaktadir (103).

DNA hipometilasyonu: Genomik metilasyon diizeyindeki diigiis bir diger
mekanizmadir. Bu olay sonucunda metilasyon araciligiyla inaktiflesmis olan genler,
metilasyonun kalkmasi ile aktif duruma gecerler. Bunlara kronik lenfoid 16semilerdeki
BCL-2 onkogeninin reaktivasyonunu 6rnek verebiliriz (103).

Tiimoér baskilayict genlerin hipermetilasyonu: Deoksiriboniikleik asit
metiltransferazl diizeyindeki artis sonucunda, tiimor baskilayict genler promotor
dizilerindeki CpG adaciklarinda meydana gelen hipermetilasyon sonucunda inaktive
olabilmektedir (103).

DNA metilasyonundaki bozulmadan dolayr kromozomal instabilite: Kanser
gelisimi ve ilerleyisinde kromozomal instabilite olduk¢a 6nemlidir. Deoksiribontikleik
asit metilasyonu ayrica DNA’nin siki bir sekilde paketlenmesinde rol oynamaktadir. Bu
sik1 paketlenmeden dolay1 6rnegin transpozonlarin genom igerisinde hareket etmeleri
engellenmis olmaktadir. Ancak metilasyon kaybiyla, DNA siki bir sekilde
paketlenemeyecegi i¢in transpozonlar genomda rahatlikla hareket ederek kromozomal
instabiliteye neden olmaktadir. Ayrica metilasyon paternindeki degismeler sonucunda
ortaya c¢ikabilen DNA onarim genlerindeki anomaliler ve kromozomal instabiliteye

neden olmaktadir (Sekil 2.4.) (103).
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Sekil 2.4. Onkogenezde, sitozin metilasyonunun neden oldugu mekanizmalar (103).

Deoksiriboniikleik asit metilasyon belirtegleri (marker) , hem hastaligin
simiflandirilmast hem de saptanmasi i¢in kullanilabilmektedir. Ayrica her bir gen
promotorunun DNA metilasyon durumunun belirlenmesi 6zel bir tedaviye cevabi tespit
etmek i¢in de kullanilabilir (55). Kanserdeki genetik degisikliklerin aksine epigenetik
mekanizmalar geri doniisii olabilen degisikliklerdir. Metilasyonun tersinir siirecinde,
DNA’nin demetilasyonu ve sessiz genlerin yeniden etkinlestirilmesinde bazi DNA

metiltransferaz inhibitorleri kullanilmaktadir.

2.8. Meme Kanserinde Metilasyon Degisikligi Gorulen Bazi Genler

2.8.1. Retinoik Asit Reseptoru 8

Retinoidler yapisal olarak retinol (vitamin A) ile iliskili molekiil ailesinin
tiyeleridir. Retinoidler hiicre diferansiyasyonu, ¢ogalmasi, apoptosisi ve homeostazi gibi
fizyolojik fonksiyonlarda 6nemli roller oynar (12).

Retinoidler biyolojik etkilerini retinoik asite’e (RA) duyarli genlerin
ekspresyonuyla steroidler, D vitamini ve tiroid hormonlar1 da dahil olmak iizere

ligand’in neden olabilecegi transkripsiyon faktorleri siiper ailesine ait olan niikleer
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reseptorlere baglanmak suretiyle modiile ederler (12, 69). Nikleer retinoid
reseptorlerinin iki smifi belirlenmistir. Bunlar retinoik asit reseptorleri (RAR’lar) ve
Retinoid X reseptorleri (RXR’ler)’dir. Bu reseptorlerin her biri ii¢ izotipten (a, B, ve y)
ve bunlarin izoformlarindan (6rnegin, al, a2, B1- B4, y1 ve y 2) olusur. Retinoik asit
reseptorleri ve retinoid X reseptorleri RA sinyal yolaginda 6nemli bir rol oynar (12, 69).
Retinoik asit reseptdrleri ve retinoid X reseptorleri RA'ya duyarli genlerin
promoterlarinda bulunan retinoik asit tepki elementlerine (RARE’ler) baglanmasi i¢in
heterodimerlerin (RAR-RXR, RXR-X, X; bir orphan reseptor) veya homodimerlerin
(RXR-RXR) olusturulmast gerekir (12). Ligand baglama sonrasinda, RARE’lere
baglanan reseptorler transkripsiyonel olarak aktive edilir ve bu durum hedef genlerin
transkripsiyonuna neden olur. All-Trans Retinoic Acid (ATRA) sadece RAR’lar1 aktive
eder; ancak, ATRA'nin bir stereoizomeri olan 9-cis-RA hem RAR’lar1 hem de RXR’leri
aktive eder. All-Trans Retinoik Asit’in (ATRA) diger stereoizomeri olan 13-cis-RA
hem RAR’lar hem de RXR’ler i¢in daha diisiik afinite gdsterir (69).

2.8.1.1. Retinoidlerin Gen Regiilasyonundaki Gorevleri

Gen regiildsyonunda biiyiik gorevlere sahip olan niikleer retinoid reseptorleri
vardir ve bu reseptorler bazi genlerin aktiflesmesi i¢in Oncii gorevlere sahiptirler. Bu
reseptorlere retinoidler baglanir ve bdylece gen regiilasyonu aktiflesir ve gen iiretimi
gergeklesir.

Ligand ile birlesmemis yani retinoid baglanmamis RAR, genin transkribe
olmasina izin vermez. Ancak bir retinoid baglanir ise RAR artik gen transkripsiyonuna
izin verir ve gen aktif hale gelir (Sekil 2.5.). Retinoidler bu nedenle gen ekspresyonunda
1. dereceden onemlidir. Gen regiilasyonunda ¢ogu zaman RAR ve RXR’ler birlikte

gorev yaparlar.
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Sekil: 2.5. RAR’1n aktivasyon mekanizmasi (104).

Retinoik asit reseptorii B’y1 kodlayan RAR-B geni, (6nceden HAP; RRB2;
NRIB2 olarak da adlandirilmistir) somatik hiicre hibridizasyonu ve in situ
hibridizasyon metodlariyla 3p24 bolgesine haritalanmigtir (GenBank: X07282) (104,
108). Bu gen, simdiye kadar 90 degisik cDNA klonuyla tanimlanmistir 171,40 kb
biiyiikliigiindeki gen, 12 adet GT-AG intronu igermektedir, 3.kromozom iizerinde
3p24.3 bolgesinde, 25443028-25614427 niikleotidleri arasina yerlesmistir. Bu gen
ozelikle epiteliyal dokularda baskin bir ekspresyon paterni gostermektedir.

Retinoik asit reseptdr f geni, P1 ve P2 promotorlerinin etkisiyle alternatif
kirpilma sonucu dort farkli izoform olusturmaktadir; RAR 1 ve RAR B3 izoformlari P1
promotoriinden transkribe olmakta, RAR B2 ve RAR B4 izoformlar1 ise P2 promotdriinii
kullanmaktadir. Insanlarda tamimlanan {ic RAR B izopformu B1, B2, and B4 tiir. 1 ve
B2 izoformlar1 niikleusta yer alirken, 4 izoformu sitoplasmada lokalizedir (118, 119).

Retinoik asit reseptorii, ligand-baglh transkripsiyon faktorii olarak islev yapar.
Retinoik asit reseptorii’niin birden fazla promotorii kullanabilen ve alternatif intron
kesimiyle olusturdugu ve her biri farkli genden ifade edilen a, B, and vy izotipleri ve
bunlarin da birkag izoformlar1 bulunur. Diger ¢ekirdek reseptorleriyle de heterodimerler
olusturarak DNA’ya baglanabilirler. Bu sinyal molekiillerindeki cesitlilik ve bunlarin
DNA'’ya baglandiklar1 6zel hedef bolge polimorfizmleri, denetledikleri genlerin ifade

edilmelerinde de rol oynayabilmektedir. Ornegin RAR genlerinin epigenetik
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metilasyonla ifade edilmesinin engellenmesi bazi karsinomlarin olusmasinda etkili

olabilmektedir (118, 119).

2.8.2. TWIST

Bir transkripsiyon faktorii olan TWIST geni 20,9 kDa’luk bir protein kodlar ve
7p21.2 lokalize; (GenBank:U80998), temel heliks-loop-heliks yapisina aittir. Bu gen
kanserde birgok malign tiimor tipinin gelisimi ve kanser gelisiminde anahtar rol {istlenir.
Meme kanseri gelisiminde TWIST geninin onkojenik roliinii agiklayan birgok
molekiiler mekanizma vardir. Bunlardan en yaygin olan mekanizma epitelial marker
olan E-kaderinin ekspresyonunun inhibisyonudur. Epitelyal-kaderinle iliskili olarak
TWIST geni hiicre-hiicre yapismasi ve hiicre hareketliligini arttirir. Ayrica TWISTI
promotor bolgesindeki metilasyon seviyesinde artisin meme tiimoriinde malign
fenotiple korele oldugu goriilmiistiir (126).

Epitelyal meme tiimorlerinin metastaz yapabilmeleri i¢cin “embriyogenezde
epitelyal-mezenkimal degisimi” kontrol eden TWIST adli bir genin gerekli oldugu
bildirilmistir (126). Bu genin diger bir 6nemi ise genlerin okunup okunmamasinda
diizenleyici bir role sahip olmasidir. Yalnizca metastatik meme kanserli serilerde
eksprese olup non-metastatik meme kanseri serilerinde eksprese olmamasi; insan timor
metastazini kontrol eden ve bu konuda bulunan ilk gen olma 6zelligini kazandirmistir.
Boylece TWIST geninin eksprese olup olmadigina bakilarak tiimoriin metastatik

ozelligi hakkinda yorum yapilabilmektedir (126).

2.8.3. Ostrojen Reseptor Proteini Alfanin (ESRa) Yapisi

Ostrojen reseptdr proteini alfa (ESRa) ilk olarak 1958 yilinda Elwood Jensen
tarafindan tanimlanmis, 1986 yilinda ilk kez uterustan klonlanmistir (18, 22). Bugiine
kadar Ostrojen reseptdrleri oositte, granuloza hiicrelerinde ve overyum epitelyum
hiicrelerinde tanimlanmustir (124). Ostrojen reseptdr proteini alfa 595 aminoasit icerir
ve 66 kDa agirligindadir (5). Ostrojen reseptdr proteini alfa proteini amino ucundan
karboksil ucuna dogru A’dan F’ye kadar isimlendirilen 6 bolgeye sahiptir (48) (Sekil
2,6).
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Sekil 2.6. Insan Ostrojen reseptdr a (ESRa) proteininin islevsel bolgeleri. AF-1;Aktivasyon islevi 1, AF-
2; Aktivasyon islevi 2 (48).

A ve B bolgeleri; cekirdek reseptor ailesi iginde oldukga degisken bir bolge olup
sahip oldugu Aktivasyon Islevi 1 (AF-1) yoluyla bir genin ifadelenmesini hiicreye
ozgiin sekilde diizenlemektedir (48). Bu sayede ESRo merkez transkripsiyon aygitinin
bilesenleri ile dogrudan etkileserek hedef genleri aktive eder ya da diger proteinlere
sinyal iletiminde rol oynayan koaktivator proteinlerle dogrudan iligki kurar. Aktivasyon
Islevi 1 bolgesi, hiicre tipi ve kontrol bdlgesi igerik 6zgiinliigiine sahip olmakla birlikte
ESRp’ da bulunmamaktadir (37).

C Bolgesi; ESRa proteininin DNA baglanma bdlgesidir. Hedef genlerin
Ostrojen  Cevap  Elementlerine  baglanmasindan  sorumlu  olup  reseptor
dimerizasyonunda gorev alir (48, 82).

D Bolgesi; DNA baglanma bolgesini ligand baglanma bolgesi ile ayiran 40-50
aminoasitlik bir bolgedir. Reseptor proteininin dimerizasyonunda gorev alir ayni
zamanda korepressor proteinler ile etkilesmektedir (48, 82).

E Bélgesi; Ligand baglanma bolgesini ve Aktivasyon Islevi 2’yi (AF-2)
icermektedir. Ayn1 zamanda dimerizasyon ve reseptdr proteinin ¢ekirdek yerlesiminden
de sorumludur. E bolgesinin C ucunda yer alan ve ¢ekirdek reseptdr siiper ailesi i¢inde
olduk¢a korunmus bir yap1 olan AF-2, ¢esitli koaktivatorler tarafindan taninmakta olup
baz1 korepressorler i¢in bir tutunma yeri gorevi listlenmektedir (48).

F bolgesi; Karboksil ugta yer alan bu bolge, ESRa proteininin gen aktivasyon
kapasitesine katkida bulunmakta ve proteininin dimerizasyonu ve kofaktor

baglanmasinda da etki gostermektedir (5).
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2.8.3.1. ESRe’ min Aktivasyonu

Ostrojen reseptdr proteini alfa’min aktivasyonu ligand (&strojen) bagimli ve
ligandtan bagimsiz olmak iizere iki sekilde gerceklesmektedir. Ostrojen bagimli
aktivasyon durumunda reseptor proteini, DNA baglanma bolgesini kapatan ve reseptorii
inaktif bir pozisyonda tutan saperonlar ile baghdir. Reseptore Ostrojen baglanmasi
durumunda reseptdr proteini Hsp 90, Hsp 70 ve diger proteinlerden ayrilip
konformasyonel degisiklikler gegirerek dimerizasyon olusur ve bu sekilde
sitoplazmadan c¢ekirdege geger (31, 37). Reseptoriin ligand baglanmasi ile aktive
olmasini reseptoriin inaktif durumunda bagli oldugu Hsp 90 saperonunun ATP’yi
hidrolize etmesi tetiklemektedir. Bu durumda &strojen reseptdr dimeri DNA tizerindeki
Ostrojen Yanit Elementi ile etkilesime girer ve hiicresel transkripsiyon kompleksi diger
bilesenleri ile etkilesir (50). Amino ugta yer alan AF-1 ve ligand baglanma bdlgeside
yer alan AF-2’nin birbirleriyle etkilesimleri sonucu doku, hiicre ve kontrol bolgesine
0zgli olan yardimci diizenleyici kompleksler hedef gen bolgesinde toplanarak hedef
genlerin aktivasyonu veya baskilanmasi yoniinde etkilerini gosterirler (37, 50).

Ostrojen reseptdr proteini alfa’y1 da iceren tiim steroid reseptdr proteinleri
kendilerine 6zgii ligandlarin baglanmasindan sonra fosforile edilirler. Steroid hormon
reseptorlerinin fosforilasyonu reseptdriin gendeki kendi yanit elementine baglanmasinda
ve bundan sonra gerceklesen transkripsiyonun aktivasyonunda onemli bir rol oynar
(41). Genel olarak AF-1 bolgesindeki serin aminoasitlerinin fosforilasyonu koaktivator
toplanmasini arttirmakta ve ESRa aracili transkripsiyonun artisiyla sonuglanmaktadir.
Serin 236 fosforilasyonu, reseptdr dimerizasyonunda ve DNA’ ya baglanmada rol
oynamaktadir (13).

Ostrojen reseptdr proteini alfa’nin ligand bagimsiz aktivasyonu ise hiicresel
kinaz ve fosfatazlarin aktivitelerini degistiren molekiiler yollarla gerceklesmektedir
(18). Ostrojen yoklugunda farkli sinyallerle aktiflesen kinazlarin aktive olmasi ile
Ostrojen reseptorii geri doniistimlii olarak fosforile edilip aktivasyonu saglanir (50). Bu
mekanizma Ozellikle biiylime faktorleri, sitokinler ve norotransmitterler gibi hiicre disi
sinyal molekiillerinin yerel konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumlarda ve
erkeklerde veya menopoz sonrast kadinlarda oldugu gibi serum Ostrojen

konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda etkili olabilmektedir (80).
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2.8.3.2. Ostrojen Reseptor Geni

Ostrojen reseptdr proteini alfa (ESRa) ve dstrojen reseptdr proteini beta (ESRB)
sirastyla ESR1 ve ESR2 genlerinden ifadelenmektedir (54). Ostrojen reseptdr 2 (ESR2)
geni 14. kromozomda (14q23.2) 40 kb’lik bir bdlgeyi icermektedir. Ostrojen reseptor 1
(ESR1) geni, 6. kromozomda (6q25) 140 kb’lik bir bolgeyi kapsar ve 8 ekson, 7 intron
icermektedir (Sekil 2.7). Eksonlar sirasiyla 684, 191,117, 336, 139, 134, 184 ve 4537 bg
(toplam 6322 bg) biiyiikliiglindedir (3, 115).

Promotér Ekson1 Ekson2 Ekson 8
ks

. r
50 11 | | | | i |33
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Sekil 2.7. Insan dstrojen reseptdr o geni intron ve ekson bolgeleri (48).

Ostrojen reseptdr proteini alfa geninin transkripsiyonu karmasiktir ve bir kag
tane kontrol bolgesinin aktivitesi rol almaktadir (101). Ostrojen reseptdr proteini
alfa’nin da yer aldig1 ¢ekirdek reseptor ailesinin diger liyelerinden elde edilen bulgular,
coklu kontrol bolgelerinin, steroid hormon reseptorlerinin ortak bir 6zelligi oldugunu
gostermektedir. Insan ESRa geninin, en az 7 kontrol bdlgesine bagli 7 ¢esit mRNA
transkripsiyonu yapilmaktadir. Bu kontrol bélgelerinin bazilar1 reseptoriin ligandi olan
Ostrojenle diizenlenmektedir. Coklu kontrol bolgelerinin en 6nemli olasi iglevi, kontrol
bolgelerinin dokuya 6zgilin diizenlenmesi ve dokulardaki farkli mRNA varyantlarinin
ifadelenmesinin diizenlenmesinde is gérebilecegidir. Ornegin normal meme ve uterin
dokusunda kontrol bolgesi A, kontrol bolgesi B’ye oranla daha az kullanilmaktadir.
Farkli kontrol bolgeleri gelisimin farkli agsamalarinda kullanilabilmektedir. Sican
embriyonik gelisiminde ESRo mRNA varyantlarinin diizeylerinde farkliliklarin oldugu
belirlenmistir (51).

Coklu kontrol bdlgesi mekanizmasinin diger bir islevi de farkli kontrol
bolgelerinden iiretilen mRNA’larin farkli alternatif intron ¢ikartilmasi ve ekson

birlestirilmesi islemine (alternatif splicing) ugrayabilecegi ve bunun da ¢esitli protein
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izoformlarimi kodlayan mRNA’larla sonuglanabilecegidir. Bu sayede ESRa’nin farkli

mRNA islenmesine ugramis formlar1 tanimlanmistir (51).

2.9. KUANTITATIF REAL-TIME PCR YONTEMIi

Bilim ve tip alanindaki c¢aligmalar, niikleik asit miktar1 belirleme analizleri
icerisinde en etkili teknigi sunmay1 basarmistir: Real-time PCR teknigi. Bu teknik
seksenli yillarin ortasinda Kary Mullis ve ¢aligma arkadaglari tarafindan gelistirilen
PCR’1n ileri bir versiyonudur. Klasik PCR ile ¢ok karmasik bir 6rnekten herhangi bir
niikleik asit dizisini analiz etmek i¢in ¢ok sayida dongiisel islemle istenilen miktarda
cogaltmak miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina matematiksel olarak {iriin miktari
hakkinda bilgi saglamamakla birlikte sonrasinda {iriin miktarini net olarak belirlemek de
oldukca giictiir. Ciinkii klasik PCR, baslangigta var olan DNA miktarindan bagimsiz
olarak bir {liriin miktar1 ortaya ¢ikarir. Ancak bu durum Higuchi ve arkadaslarinin 1992
yilinda Real-Time PCR’1 gelistirmesiyle ¢oziime ulasmistir. Real-Time PCR teknigi ile
DNA dizileri es zamanli olarak cogaltilmis ve belirlenebilmis, reaksiyon siireci
boyunca, olusan iirliniin miktarini Real-time PCR sirasinda gozlemek miimkiin
olmustur. Amplifikasyonun her basamagini takip edilebilmesi, Real-time PCR’1 6zel
kilan en 6nemli 6zelligidir. Amplifikasyon egrileri iizerinden tiim amplifikasyon profili
gozlenebilmektedir. Bu imkan reaksiyon i¢in kullanilan primerler ve hedefe o6zgii

florasan isaretli problar ile saglanir (52, 120).

2.9.1. Kuantitatif Real-Time PCR metodlari

Mutlak kuantifikasyon (Absolute Quantification): Hedefin konsantrasyonu
mutlak degerler olarak ifade edilir. Mutlak kuantifikasyon konsantrasyonlar1 énceden
bilinen seri olarak diliie edilmis eksternal standartlarin kullanimiyla olusturulan standart
bir egri  yardimiyla  yapilir.  Konsantrasyonlari  bilinmeyen  rneklerin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi crossing points (Cp) degerlerinin belirlenmesi ile
saglanir (Cp degeri, PCR i¢indeki her bir egriye ait PCR {iriinli miktarin1 gosterdigi

varsayilan, bir 6rnegin PCR amplifikasyonuna bagladig1 noktay1 ifade eder).
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Roélatif kuantifikasyon (Relative Quantification): Hedefin konsantrasyonu
hedefin belli bir referansa orani olarak ifade edilir. Bu metot ile hedef ve referans genin
konsantrasyonlarini belirleyebilmek i¢in her ikisine ait standart egrilerin kullanimina

ihtiya¢ duyulur (70).

2.9.2. Real-Time PCR icin kullamlan problar

Tiim Real-Time PCR sistemleri, reaksiyondaki PCR {iriinii miktar1 ile sistem
icerisinde kullanilan belirleyici bir florasan boyadan alinan boya miktar1 arasindaki
orant1 esasina dayali olarak caligir. Florasan boya miktarinin dl¢iimii esasina dayanan
bu sistemlerde belli bir diziye bagli kalmadan tiim ¢ift iplikli DNA molekiiliine
baglanan florasan boyalar ya da belirlenmis bir PCR iirlinii {izerindeki spesifik bir

diziye baglanabilen oligoniikleotit hibridizasyon problar1 kullanilir.

Dizi spesifik olmayan flérasan boyalar: Bu tip boyalar cift iplikli DNA’nin
tamamina baglanabilme 6zelligi tastyan etidyum bromid benzeri boyalardir. Real-Time
PCR sistemlerinde kullanilan boya SYBR Green I’dir. SYBR Green I, onun emisyon
ozelligini O6nemli oOlgiide arttiran bir soliisyon igerisinde bulundugunda DNA
molekiiliine baglanir. PCR boyunca amplifiye olan iirlin miktar1 ile dogru orantili olarak

SYBR Green I’in sinyali artacaktir.

Dizi spesifik florasan problar: Real-time PCR’larinda oldukga yiiksek
hassasiyete sahip floroforlar ile isaretli dizi spesifik problar da kullanilabilmektedir.
Reaksiyon igerisinde sadece spesifik hedef mevcut ise florasan artisi gozlenir. Bu
reaksiyonlarda iriiniin belirlenmesi i¢in melting curve analizine genellikle ihtiyag
duyulmaz. Bu hassas dizi spesifikliginden dolay1 primer dimerleri gibi iirlinlere bagl
ekstra goriintiiler elde edilmeyecektir. Buna ragmen reaksiyon sirasinda bu tip
goriintiilerle karsilasilabilmekte ve bu durum PCR hassasiyetini ve verimliligini
distirmektedir.

Dizi spesifik florasan problar da yapilmak istenen c¢alismaya gore cesitlilik

gosterir:
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Simple Probe Format: Tek isaretli problar, mutasyon ve tek niikleotit
polimorfizmlerinin (SNP) taranmasinda kullanilan, basit¢e dizayn edilmis hibridizasyon
problarinin 6zel bir tipidir. ‘Simple Probe Format’ olarak adlandirilan bu problar,
sadece bir floroforla isaretlenmis ve sadece bir hibridizayon probuna ihtiya¢ duyan dizi
spesifik problardir. Bir prob, SNP’yi iceren hedef diziye hibridize olacak sekilde
spesifik olarak dizayn edilir. Hedef diziye bir kez hibridize olmasiyla, hibridizasyon
olmadig1 durumda Simple Probe ¢ok miktarda flérasan emer. Sonug olarak bu problar,
florasan miktarindaki degisiklerin, sadece probun hibridizasyon diizeyine gore belirleme

prensibine bagli olarak dizayn edilir.

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) ile dizi spesifik prob

Kkullanima:

Cogu dizi spesifik prob formatlar1 “FRET” olarak adlandirilan teknolojiye dayali
olarak dizayn edilir. FRET, florasan ile isaretli (floresein gibi) bir molekiiliin
enerjisinin, bir diger komsu florasan molekiile aktarilmasi prensibine dayanir.
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) i¢in saglanmasi gereken temel
kosullar vardir.

e Birbirlerine olduk¢a yakin konumlanmig verici (donor) ve alici (acceptor)
molekiiller

¢ Alicinin uyarim spektrumu, vericinin yayilim spektrumu ortiismelidir.

e Alicinin ve vericinin dipol yerlesimi neredeyse paralel olmalidir.

Hibridizasyon Probe Format: Hibridizasyon prob formati 6zel olarak dizayn
edilmis iki oligoniikleotit dizisi kullanir. Yakin pozisyonda hibridize olan bu
oligoniikleotitler PCR’m baglanma basamagi boyunca amplifiye olan fragmenti
icerisindeki dizilerdir. Verici probun 3’ucu floresein gibi florasan bir boya ile, alici
probun 5’ucu ise florofor gibi farkli bir flérasan boya ile isaretlenir. Iki oligoniikleotit
PCR’1in baglanma basamagi sirasinda hedef iizerinde yer alan komsu bdlgelere
baglandig1 zaman bu isaretler birbirlerine yakin konumlanir. Fluorescence Resonance
Energy Transfer’in olusmasi ancak bdyle bir yerlesimle miimkiin olmaktadir. Birinci

prob iizerindeki verici boyanin enerjisi ikinci hibrid prob iizerindeki alic1 boyay1 uyarir.

38



Bunu takiben farkli dalga boylarinda flérasan 1s1k salinimi gergeklesir ve Real-Time
PCR sistemi bu salinan 151k miktarini belirler. Salinan bu flérasan miktart PCR boyunca
olusan hedef DNA miktar ile orantilidir. Hibridizasyon prob formati kuantifikasyon
i¢in, melting curve ¢aligmalarinda, mutasyon saptama ve SNP analizleri i¢in uygundur.

Hydrolysis Probes (TaqMan): Bu problarin kullannminda Taq Polimeraz’in
5’—3’ aktivitesinden faydalanilir. Taq Polimeraz’in 5°—3’ aktivitesi ile hidroliz
problart hidrolize oldugu zaman problar flérasan yayilimi yapar. Bu yontem prensip
olarak spesifik hedef DNA dizisinin artigin1 belirleyen 3’yoniinde uzama yapmayan tek
bir probun baglanmasini kullanir. Bu tek prob florasan 6zellige sahip hem raportor
(reporter) hem sondiiriicii (quencher) ozellikte boyaya sahiptir. Sondiiriicii boya,
raportdr boyaya, raportér boyanin florasan sinyalini baskilayabilecek kadar yakin
konumlanmisgtir. Polimeraz zincir reaksiyonu boyunca polimerazin 5’niikleaz aktivitesi
probu keser, raportor ile sondiiriicli ayrilir ve raportér boyanin flérasan salinimina izin
verir. Polimeraz zincir reaksiyonu iirliniin artis1 sondiiriicii boyanin artisi ile direk olarak
izlenebilir. TagMan PCR yonteminde amplifikasyon sonrasi tiim problar parcalanir. Bu
melting curve analizine izin vermez. Bu sebeple bu tip ¢alismalar mutasyon ve SNP
taramasi i¢in farkli deneysel yontemlere ihtiyag duyar (94).

Kuantitatif Real-Time PCR teknolojisi, gen diizeyinin 6l¢limiinde rutin olarak
kullanilan, uygulamasi kolay, kesin sonuglar veren, hassasiyeti iyi olan bir uygulamadir.
Farkli diliisyon oranlarinda hazirlanmig standart egrilerin kullanimi ile Ornekler ve
deneyler arasinda karsilagtirma imkani saglayan, internal standartlar yardimi ile de
baslangi¢c miktar1 farkliligindan kaynaklanacak problemlere son veren yliksek verimde
sonuclar saglamaktadir. Pek cok uygulamasi kanser arastirmalari icin firsat yaratmis
olmasiyla birlikte, tiimor davranigiyla ilgili arastirmaciya ve klinisyene biiyiik dlciide

bilgi saglamaktadir (70).

2.10. High Resolution Melting (HRM) Analizi

Deoksiriboniikleik asit’in kesfini takip eden yillarda, DNA c¢ift zincirinin
denatiirasyonu, klasik ultraviyole (UV) spektrofotometrelerde absorbans degisimi takip
edilerek incelenmekteydi (99). On yili agkin siiredir ise, PCR {irlinlerini ve bu iirlinlerin

denatiirasyonlarini goriintiilemek i¢in hizli floresan yontemleri gelistirilmektedir (93).
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Bu yontemlerin 6nemi, cihazlardaki teknolojik ilerlemeler ve yeni floresan boyalar
nedeniyle her gecen giin artmaktadir (40). Yiiksek ¢oziiniirliikli erime (HRM) analizi,
real-time PCR’nin kullanima girmesi ile birlikte 1997°de gelistirilen bir yontemdir (58,
93). Mutasyon taramasi ve genotiplendirme bagta olmak tizere genetik haritalama,
asosiyasyon caligmalari, aday gen taramasi, DNA metilasyon analizi gibi bir¢ok
calismada kullanilabilmektedir. Uygulamasi kolay ve hizli bir yontemdir (16). Y6ntemi
uygularken, standart PCR bilesenlerine ve ¢ift zincirli DNA’nin varliginda floresan
sinyal veren boyalara ihtiya¢ duyulmaktadir (74). Cilinkii bu boyalarin yardimiyla DNA
denatiirasyonu takip edilebilmektedir. Artan sicakliga karsilik, ¢ift zincirli DNA’nin tek
zincirli DNA’ya ayrilmasi ile floresan sinyal siddetinde azalma meydana gelmektedir
(93). Florometrik cihazlar, sicaklik artisina bagl olarak degisen bu sinyal siddetini
goriintiileyecek sekilde tasarlanmistir (74). Yiiksek c¢oziiniirlikli erime’nin (HRM)
giicii, cihazin sicaklik kontroliine, sicaklik ve floresan dl¢iimiine, floresan boyalara ve
PCR iiriiniiniin safligina baghdir (40, 74, 122). Cihazin sozii edilen faktorlerden
kaynaklanan yliksek ¢oziintirliik kapasitesi, hassas 6l¢cim saglamaktadir. Hassas dl¢lim,
artan her 0,1-1,0 derece (°C) sicakligin neden oldugu floresan sinyal siddeti degisiminin
kayit edilebildigini ifade etmektedir. Bu durum, DNA denatiirasyonunun ¢ok iyi takip
edildiginin bir gostergesidir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizinin diger gen tarama
yontemlerine gore ¢esitli avantajlar1 bulunmaktadir. Yontem, “kapali tiip sistemi” olarak
adlandirilmaktadir. Bunun temel nedeni, PCR’nin tamamlanmasindan sonra, HRM nin
PCR ile aymi tiipte gerceklestirilmesidir. Bu durum, kismi otomasyon yarattigi igin
kolaylik saglamaktadir (74). Ayrica, DNA mutasyonlarinin jel ya da matriks ayrimina
gerek duymaksizin soliisyon i¢inde saptanmasina imkan tanimaktadir (121). Polimeraz
zincir reaksiyonu irilinlerinden gelebilecek laboratuvar kontaminasyon riskini ve analiz
stiresini azaltmaktadir (74). Ciinkii HRM i¢in veri eldesi ve analizi PCR’den sonra 10-
15 dk i¢inde gergeklesmektedir. Veri eldesi, 2 sn’deki 0,1- 1,0°C sicaklik artisina
karsilik olusan floresan sinyal siddeti degisiminin Olciilmesi ile elde edilir. Artan her
0,1°C i¢in Ol¢im alinabilmektedir. Bu nedenle ¢oziiniirliik yiiksektir (34, 121, 123).
Buna karsin, UV absorbansi ile yapilan ¢alismalarda, fazla miktarda DNA (123) ve
uzun siire gerekmektedir (34, 121, 123). Clinki yiiksek ¢ozlniirliiklii veriyi dk’da 0,1-
1,0°C sicaklik artisiyla elde etmek ¢ok emek gerektirmektedir. Bu nedenle, florometrik

cihaz kullanmadan bdyle bir yontemin kullanilabilme ihtimali diisiiktiir. Real-time PCR
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cihazinin ozellikleri ve HRM yoOnteminin avantajlar1 goéz Oniine alindiginda; tek
niikleotid polimorfizmi (SNP), mikro insersiyon ve delesyon gibi dizi varyasyonlarini

taramak icin (74) ve klinik tan1 icin HRM yo6ntemine olan ilgi artmaktadir (40).

2.10.1. Denatiirasyon Egrisi (HRM Egrisi)

Artan sicakligin ¢ift zincirli DNA iizerinde yarattig1 etkinin, floresan sinyal
siddetinde olusan degisikle takip edildigi egrilere “denatiirasyon egrisi” denir. Bunlar, x
ekseninde “sicaklik™ dereceleri, y ekseninde ise “floresan” degerleri ¢izilen egrilerdir.
Bu egriler, belirlenen denatiirasyon araliklari i¢in HRM analiziyle elde edilen ham
veriyi sunmaktadir. Bu veri, 2 sn’lik zaman dilimlerinde 0,1°C’lik sicaklik artisina
karsilik floresan sinyal siddetindeki degisimdir. Polimeraz zincir reaksiyonu’nda gift
zincirli DNA’ya baglanan boyalarin floresan sinyal siddeti, ¢ogalan cift zincirli DNA
miktariyla birlikte artmaktadir. Deoksiriboniikleik asit 6rneklerinin PCR ile amplifiye
edilmelerinin ardindan gergeklestirilen HRM analizinde, artan sicaklikla birlikte DNA
¢ift sarmali zincirleri ayrilmaya basladig1 i¢in floresan sinyal siddeti yavas yavas
azalmaktadir (81). Sicaklik, DNA c¢ift zincirlerinin %350’sinin ayrildig1 noktaya
ulastiginda ise floresan sinyal hizli bir azalma gostermektedir (93). Erime sicakligi (Tm)
derecesi en kolay denatiirasyonun tiirev egrisinin tepe noktasindan belirlenmektedir.
Primer-dimer iirtinleri ilgilenilen {irlinden daha kisa oldugu icin, daha diisiik sicaklikta
denatiire olurlar ve denatiirasyon egrisi analizi ile kolaylikla ayirt edilirler (Sekil 2.8)

(52).

41



25 L
g20 e ‘\*m‘\ PCR {iriinii
E u - BV Tirev Egl‘l
15 = ‘“\
PD 9
10 " \ . <4 N
E 8
5
p T POTOR E\r‘ 7 = \
0 PCR (irimii | |
65 70 75 80 85 90 % .
Sicaklik | |
L5 |
2 PD
T4 e ‘ |
3 . |
[ ]
: \ \
4 fm;, v'/ \
{ b il X
0 lr'l . . s - .
65 70 75 80 85 90 9

Sekil 2.8. Denatiirasyon egrisi analizi (53).

Deoksiriboniikleik asit denatiire oldugunda floresan sinyal hizlica diiger. Erime
sicaklig1 derecesi, denatiirasyon egrisinin kirilma noktasidir ve en kolay tiirev egrinin
tepe noktasindan belirlenmektedir. Ilgilenilen ekzonun PCR iiriiniiniin boyutu

primerdimer (PD)’den daha biiyiiktiir ve daha yiiksek sicaklikta denatiire olur (52).

2.10.2. Denatiirasyon Egrisi Analizi

Yiiksek ¢oziintirliiklii erime analizi, bir 6rnekteki heterodupleks ve homodupleks
DNA tiirlerinin varligin1 yansitabilen yiiksek ¢oziiniirliiklii denatiirasyon egrilerinin
degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir. Bu sekilde, bilinmeyen DNA 06rnekleri,
normal oldugu bilinen Orneklerle karsilastirilarak DNA mutasyonlar1 saptanmaya
calisilmaktadir (117).

Deoksiriboniikleik asit 6rneklerinin denatiirasyonu, normalize ve tiirev egriler ile
gosterilmektedir (30, 122). Farkli genotipler, birbirlerinden farkli denatiirasyon
davraniglar1 sergilemektedir. Homozigot DNA 6rneklerindeki dizi degisiklikleri normal
ile karsilagtirildiginda, Tm degisimi olusturmaktadir (62, 85). Bu ornekler, tipik olarak

keskin ve simetrik denatiirasyon egrilerine sahiplerdir. Heterozigot DNA ornekleri ise,
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Tm degisiminin yam sira e8ride sekil degisikligi de meydana getirmektedir. Ayrica,
farklt homo ve heterodupleks formlarin varligi nedeniyle kademeli, kompleks egriler
olusturmaktadir (30, 122). Bu o6zellikleri nedeniyle heterozigot 6rnekleri homozigot

orneklerden ayirt etmek kolay olmaktadir (30).

Homodupleks
Denatiirasyon Egrileri

Heterodupleks
Denatiirasyon Egrileri

Heterozigot
Denatiirasyon Egrisi

Dizi Degisikligi

iki Heterodupleks iki Homodupleks

Normalize Floresan

Sicakhk

Sekil 2.9. Heterozigot 6rnegin denatiirasyon analizi (74).

Polimeraz zincir reaksiyonun’dan sonra heterozigotlar igin dort dupleks
olusmaktadir: iki homodupleks ve iki heterodupleks. Heterodupleksler kararsizliklar
nedeniyle homoduplekslerden daha diisiik Tm’e sahiptir. Heterozigot denatiirasyon
egrisi, heterodupleks ve homodupleks denatiirasyon egrilerinin birlesimidir (74).

Bir PCR amplikonu, normal veya homozigot olarak mutasyon tasiyan ornekler
icin tek homodupleksten olusmasina ragmen heterozigot 6rnekler i¢in iki heterodupleks
ve iki homodupleks formdan olugsmaktadir (Sekil 2.9.) (74). Bunun nedeni, heterozigot
PCR fiiriinlerinin normal ve mutasyon tasiyan allelleri bir arada tagimasidir. Timor
biyopsisi gibi heterojen DNA orneklerinde, normal ve mutasyon tasiyan DNA’larin
timii PCR ile amplifiye olmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda ise,

heterodupleks formlar olusmaktadir (96). Heterodupleks formlarin olusum
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mekanizmasini, HA’nin ¢alisma prensibiyle de agiklamak miimkiindiir. Heterodupleks
analiz (HA), normal DNA ile mutasyon tastiyan DNA arasindaki dizi farkliliklarini
belirleyen bir yontemdir. Normal ve incelenen DNA karigtirildiktan sonra sicaklik ile
denatiire edilmekte ve sogutularak DNA’larin hibrid olusturmalar1 saglanmaktadir. Yeni
olusan DNA c¢iftinde bir zincir normal DNA’ya, digeri ise incelenen DNA’ya aittir.
Eger iki DNA dizisi birbirlerinden farkli ise, ayn1 noktada iki baz eslesmemektedir.
Heterodupleks DNA formu bu sekilde olusmaktadir. Heterodupleks DNA,
elektroforezde homoduplekslere gore daha yavas hareket edeceginden kolayca ayirt

edilebilmektedir (78).

2.10.3. Normalize ve Tiirev Egriler

Yorum ve analiz yapabilmek amaciyla tiim 6rneklerin ayn1 baslangic (%100) ve
bitis (%0) floresan sinyal seviyelerine sahip olmalarini saglayan, bdylece bilinmeyen
DNA o6rneklerinin normal 6rneklerle karsilastirilarak analiz edilmesine imkan tanityan
egrilere “normalize egri” denir (40). Bu egrilerde, x eksenindeki “sicaklik” degerlerine
karsihik y ekseninde ‘“normalize floresan” degerleri yer almaktadir. Yiiksek
¢Oziiniirliiklii erime analizi yazilimi, ilk olarak ham veriyi sunmaktadir. Bu veri,
normalizasyon bdlgesini belirlememizi saglayan temel bilgidir. Denatilirasyon fazindaki
floresan sinyal siddeti degisikligi onemlidir. Ciinkii denatiirasyon fazinin orta noktas,
DNA oOrneklerinin Tm derecelerini vermektedir (Sekil 2.10.) (16). Denatiirasyon
fazindaki Tm derecesi degisikliklerini analiz etmek amaciyla, HRM’den sonra manuel
olarak denatlirasyon Oncesi ve denatiirasyon sonrast faz bdlgelerinin isaretlenmesine
“normalizasyon” denir. Bu islemle, drnekler arasindaki sicaklik farkliliklari elimine
edilerek, ortak sicaklik degerleri elde etmek ic¢in egriler x eksenine dogru hareket
ettirilmektedir (122). Normalize egride, normal 6rnekle karsilastirildiginda homozigot
genotipler icin egrinin yerinin degismesi s6z konusu iken; heterozigotlarda egrinin

seklinin degismesi mutasyonlarin yorumlanmasi agisindan 6nem tasimaktadir (74).
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Sekil 2.10. Tm derecesi ve denatiirasyon fazi (16).

Artan sicaklikla meydana gelen floresan sinyali degisimlerinin tepe noktasi
(peak) olarak ifade edildigi egrilere “tiirev egri” denir. Tiirev egride, y eksenine ¢izilen
floresanin sicaklik tiirevi (—dF/dT) ile x ekseninde sicaklik derecesi yer almaktadir.
Tirev egride normal Ornekler mutasyon tagimadiklar1 i¢in tek bir tepe noktasi
olustururken heterozigot ornekler, allellerinden biri mutant digeri normal oldugundan
iki tepe noktast olusturmaktadirlar. Homozigot ornekler ise, her iki allellerinde
mutasyon tasidiklari i¢in tek tepe noktast meydana getirmektedir (40). Ancak, Tm
dereceleri normal Orneklerden farkli oldugu i¢in homozigot Orneklerin egrilerinde
kayma gozlenmektedir (74). Bununla beraber, tiirev egrilerin HRM analizi i¢in uygun
olmadig1 dikkate alinmalidir. Bunun nedeni, tiirev egrilerin yapay etkiler ilave etmesi
sonucunda verilerin yorumlanmasiin zorlastirmasidir (16). Ayrica, tlirev egriler
cogunlukla diisiik ¢oziiniirliiklii denatiirasyon verisinin degerlendirilmesinde kullanilir

(30).

2.10.4. Cift Zincirli DNA’ya Baglanma Ozelligi Olan Floresan Boyalar

Yiiksek ¢oziiniirlikli erime analizinde, cift zincirli DNA’y1 tek zincirli
DNA’dan floresan sinyal siddetindeki degisimle ayirt etmemize olanak veren boyalara
ihtiya¢ duyulmaktadir (117). Deoksiriboniikleik asit denatiirasyonunun dogru bir sekilde

takip edilebilmesi, floresan sinyalin dogru oOlclilmesine baghdir. Bunu, DNA
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molekiiliiniin floresan boya ile olan doygunlugu saglamaktadir. Doygunluk terimi, ¢ift
zincirli DNA’ya 0zgiil olan floresan boyanin DNA molekiiliine yogun olarak
baglanmasin1 ifade etmektedir. Amplifiye edilen DNA molekiillerinin boya ile
doygunluga ulasabilmesi i¢in yiiksek konsantrasyonlarda boya kullanimi gereklidir.
Etidyum bromiir, propidyum iyodit, DAPI ve hoechst gibi boyalar birinci nesil boyalar1
temsil etmektedir. Bu boyalar, genellikle niikleik asit goriintilemede ve floresan
mikroskop incelemelerinde DNA isaretlemede kullanilmaktadirlar. Cogu mutajenik ve
karsinojeniktir. Ayrica, bazilar1 ¢ift zincirli DNA’ya 0zgiil degildir (17). Yiksek
¢Oziinlirliklii erime analizi i¢in SYBR Green gibi ikinci nesil boyalar
kullanilabilmektedir. Ancak, bu boyalar yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiklarinda
PCR inhibitorii olarak etki gostermektedir (73).

Boyalarin diigiik konsantrasyonlardaki kullanimlari ise; denatiirasyonla agilan
DNA c¢ift zincirinden ayrilmalarindan sonra heniiz denatiire olmamis bdlgelere yeniden
baglanmalartyla sonuglanmaktadir. DNA’dan boyanin ayrilmasiyla floresan sinyali
siddetinin azalmasi gerekirken, boyanin ¢ift zincirli DNA’ya tekrar baglanmasiyla
floresan sinyali siddetinde bir degisiklik olmamaktadir (Sekil 2.11). Baska bir deyisle,
floresan sinyali siddeti hatali 6l¢lilmektedir. Bu durumda, denatiirasyon kinetiklerinin

goriintiilenmesi, dolayisiyla Tm derecesi saptama hassasiyeti azalmaktadir (117).

Cift zincirli DNA"ya baglanan doymams boyalar Cift zincirli DNA'va baglanan doymus boyalar
Orn; SYBR Green Orn; S¥TO9
S W -
T o 4%
Denatiirasyon
—_— e | -—"?-"I“xl A
@ jﬁ( e ¥
B | ew
{2
Bova molekiilleri cift zincirli DNA
hilgelerine atlar Bova molekiilleri avrilir
| l
Floresan sinvalinde degisiklik olusmaz Floresan sinyalinde azalma mevdana gelir

Sekil 2.11. Boya doygunluk modeli (117).
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Cift zincirli DNA’ya 06zgiil, doymamis boyalar, denatiire olmus DNA’dan
ayrildiktan sonra yeniden ¢ift zincirli DNA’ya baglandigindan floresan sinyalde
degisiklik olusmaz. Doymus boyalarin yeniden baglanabilecekleri bosluk olmadigi i¢in
floresan siddeti azalmaktadir (117).

Son donemlerde, LC Green, Eva Green ve SYTO9 adi verilen li¢lincii nesil
boyalar gelistirilmistir. Bu boyalarin PCR’yi inhibe edici etkileri daha diisiiktiir. Bu
nedenle, yiilksek  konsantrasyonlarda  kullanilabilmektedirler =~ (73).  Boya
konsantrasyonunun yiiksek olmasi, DNA’nin boya molekiilleriyle olan doygunlugunu
arttirmaktadir. Deoksiriboniikleik asit boya doygunluguyla; denatiirasyon sonucunda
cift zincirli DNA’dan ayrilan boyalarin, denatiire olmamis bolgelere yeniden
baglanmalarimin azaltildigina inanilmaktadir (Sekil 2.4) (117). Bu boyalarin
kullanimiyla 6lgiilen floresan sinyali siddetindeki degisiklik, ¢ift zincirli DNA’nin tek
zincirli DNA’ya ayrilmasini dogru oranda yansitmaktadir. Bir bagka deyisle, yiiksek
doygunluktaki boyalarin kullanimi, HRM analizinin mutasyon saptama hassasiyetini

arttirmaktadir (40, 122).

2.11. Methylation Spesific High Resolution Melting (MS-HRM)

Metilasyon spesifik-HRM metilasyon tespiti i¢in kullanilan duyarh ve 6zgiil bir
yontemdir. Metilasyon spesifik -HRM dizisi bilinmeyen PCR {iriiniiniin erime profili ile
dizisi bilinen PCR iiriiniiniin erime profillini karsilastirarak metilasyon seviyesinin
tahminini saglar. Metilasyon spesifik -HRM protokoliiniin basitligi ve yiiksek
tekrarlanabilirligi metilasyon degerlendirmesi i¢in bir¢ok tam1 ve arastirma
uygulamalarinda MS-HRM’1 tercih edilen bir yontem yapar (94).

Su anda hem arastirma c¢alismalarinda hemde taniya yonelik c¢aligmalarda
kullanilabilen bolgeye 6zgii, hizli, giivenilir ve maliyeti az olan metilasyon testleri
yoktur. Bu ylizden metilasyon analizleri i¢in rutinde de kullanilabilecek yeni ve daha
giivenilir bir metoda ihtiya¢ duyulmustur. Bu analiz aslinda SNP (single nucleotid
polymorphism) genotiplendirmesi i¢in gelistirilmis yiiksek c¢oziiniirliiklii erimeye
dayandirilan yeni bir yaklagimdir. Biitiin erime analizlerinde oldugu gibi yiiksek 1sida

cift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya ayrilmasi esasina dayanir. Yiiksek
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¢Oziinilirliklii analizden 6nce hedef sekansin kopya sayisi arttirilmalidir. En kolay yol
calisilacak DNA’nin HRM’den o6nce PCR amplifikasyonuna sokulmasidir. Her 2
prosediirde sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglanan floresan boyasinin varliginda ¢aligilir.
Bu boya tek zincirli DNA’nin arasina giremez fakat ¢ift zincirli DNA’nin varliginda
151ma yapar. Bu floresan degisimi hem PCR boyunca DNA konsantrasyonunun artigini
Olcer hem de HRM boyunca 1siyla inditklenmis DNAnin ayrilmasini dlger. Erime egrisi
analizinde baslangigta floresan yiiksektir ¢linkii Ornek ¢ift zincirli DNA olarak
tepkimeye baglar. Fakat yiikselen 1siyla birlikte floresan azalir ve DNA tek zincirli hale
gecer. Gozlemlenen erime karakteri her DNA 6rnegi i¢in karakteristiktir (94).

Bu yontemin 2 dnemli avantaji vardir. Birincisi; araya giren boyalar hedef DNA
dublekslerini tamamen doyurmak icin gerekli olan PCR reaksiyon {iriinlerinin
konsantrasyonunu engellemez. Ikincisi ise ¢alisma siiresince floresan degisiklikleri

yuksek dogruluk ile takip edilebilir (94).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Hasta Grubu

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’ndan meme kanseri tanist alan ve Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
I¢c Hastaliklar1 Anabilim Dali Medikal Onkoloji Bilim Dali’nda tedavi alip takip edilen
80 hastanin doku &rneklerinde galisiimgtir. Ornekler parafin bloga gémiilii doku kesiti
olarak 1,5ml’lik tiipler i¢inde laboratuarimiza gelmistir. Calismamiz Aralik 2010-Nisan
2011 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Meme kanserli olgularin doku o6rneklerinde
TWIST, RARPB2 ve ESR1 genlerinin promotor bdlgelerindeki metilasyon durumlari
MS-HRM yontemiyle incelenmistir.

3.2. Gerecler
3.2.1. Kullamilan aletler
Pipet takimi1 (Gilson)
PCR aleti (Thermal cycler) (PE GeneAmp PCR System 9700)
0.2 ml’lik micro amplifikasyon strip tlipii ve kapaklar1 (Greiner bio-one)
Light cycler 480 Multiwell plate 96 (Roche)
Su banyosu (Niive)
Vorteks (Heidolph)
Deep-freeze (Argelik)
Buzdolabi (Argelik)
Ependorf Tiipii (1,5 ml’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. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

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

CpGenome Universal Unmethylated DNA

Bisiilfite Modifikasyon Kiti (Epitect-QIAGEN)
TWIST Forward ve Rewerse Primer Cifti (Metabion)
RARP2 Forward ve Rewerse Primer Cifti (Metabion)
ESR1 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

Calismada TWIST, RARP2 ve ESRI1 genleri i¢in kullanilacak olan primerler
liyofilize halde ve 0.04 umol sentez skalasinda ticari olarak satin alinmistir. Primerler
PCR sartlarina uygun 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde steril distile su eklenerek
¢cOziilmiistiir ve bloklanarak esit hacimler halinde kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir (Tablo 3.1.).
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan primer dizileri

Genler

Primer Dizisi

Kaynak

TWIST

metile forward; 5’-TTTCGGATGGGGTTGTTATCG-3’

metile reverse; 5’-GACGAACGCGAAACGATTTC-3’

unmetile forward; 5’-TTGGATGGGGTTGTTATTGT-3’

unmetile reverse; 5’-ACCTTCCTCCAACAAACACA-3’

107

RARP2

metile forward; 5’-GAACGCGAGCGATTCGAGT-3’

metile reverse; 5’-GACCAATCCAACCGAAACG-3’

unmetile forward; 5’-GGATTGGGATGTTGAGAATGT-3’

unmetile reverse; 5’-CAACCAATCCAACCAAAACAA-3’

107

ESR1

metile forward; 5’-TTTTGGGATTGTATTTGTTTTCGTC-3’

metile reverse; 5’-AACAAAATACAAACCGTATCCCCG-3’

unmetile forward; 5’-TTTTGGGATTGTATTTGTTTTTGTTG-3’

unmetile reverse; 5’-AAACAAAATACAAACCATATCCCCA-3’

107
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3.3. Yontemler

3.3.1. Parafinli Doku Orneklerinden DNA Elde Edilmesi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan
On parafinize kesitlerin analizi ile >70 tiimor dokusu icerdigi kesinlesen bolgeden alinan
her olgu i¢in 10 p’luk toplam 10 parafinize kesit 1,5 ml’lik tiipler icerisinde Eskisehir

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na ulastirilmistir.
3.3.1.1. Deparafinizasyon Islemi
- I¢inde parafin bloga gomiilii dokular bulunan 1,5ml’lik tiiplere 1200 pl ksilol
eklenmistir.
- 15 sn vorteks yapilmistir ve 6rnekler 14000rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
- Siipernatant atilarak ayni iglem 2 defa tekrarlanmstir.
- Pelet tizerine 1200 pl %100’k alkol eklenmistir.
- 15 sn vorteks yapilmistir ve 6rnekler 14000rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
- Siipernatant atilarak pelete 1200 ul %70’lik alkol eklenmistir.
- 15 sn vorteks yapilmistir ve 6rnekler 14000rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
- Alkol iyice uzaklagtirilip 6rnekler 1 saat etiivde birakilmustir.

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

- Ornekler 70°C galkalamali su banyosunda 1 gece inkiibasyona birakilmistir.

- Inkiibasyon sonrasinda drneklere 200 ul Lysis Buffer (AL) eklenmistir ve tekrar
70°C’de 10 dk su banyosuna birakilmustir.
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- Bu islemlerden sonra elde edilen iiriin 840 pl olmustur, 1000 ul’ye

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

3.3.1.2. DNA izolasyonu

Deparifinizasyon isleminden sonra doku &rneklerinden DNA elde edilmesinde
robotik DNA izolasyon sistemi kullanilmistir. Doku 6rnekleri dogrudan robotik DNA
izolasyon sistemine (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I) yiiklenmistir.
Ornek hacmi 1000 pl, eliisyon hacmi 100 ul ve ¢ DNA doku’ protokolii secilmistir.
Orneklerin  DNA  izolasyonu iiretici firmanmn  belirttigi  protokole  gore
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri Nanodrop 1000 (peqLab)’da ol¢timleri
yapildiktan sonra -20 C’de saklanmaktadir.

3.3.2. Bisiilfit Modifikasyon Isleminin Gerceklestirilmesi

Bisiilfiit metodu, 5-metilsitozin iceren DNA dizisi i¢in, genlerin metilasyon
derecelerinin analizi i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesine olanak saglamistir. Bu teknik
genomik DNA’ daki tek S5-metilsitozinlerin (5-MC) bile ortaya g¢ikarilmasi igin
mitkemmel bir aractir. Metod hedef DNA’nin sodyum bisiilfit ile inkiibasyonu sonucu

unmetile olan sitozinler urasile doniisiirken metile sitozinler degismeden kalmaktadir.

Orijinal sekans Bisiilfit islemi sonrasi
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

Izole edilmis doku &rneklerinin bisiilfit modifikasyon islemi {iretici firma

protokolii ile gerceklestirilmistir (Epitect-QIAGEN). Buna gore;

- Orneklerimizden elde ettigimiz DNA’dan 10 pl (20-250 ng DNA) almmustir.
Alman 6rnekler 200 pl’lik PCR strip tiiplerine aktarilmistir.
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- Daha sonra DNA f{iriinii konmus her strip tiipiine sirasiyla:

10 ul RNAase free water

35 ul DNA product buffer

85 ul Bisiilfite mix,
konularak PCR baslatilmustir.

- PCR sartlar1:

95°C 5 dk denatiirasyon
60°C 25 dk inkiibasyon
95°C5 dk denatiirasyon
60 °C 85 dk inkiibasyon
95°C 5 dk denatiirasyon
60°C 175 dk inkiibasyon

- PCR iiriiniiniin hepsi 1,5ml’lik tiiplere alinmstir.

- Bu tiiplere 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.

- Uriiniin hepsi spin tiipiine alinarak 14000rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

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

desulfonation buffer (BD) eklenmistir.
- Spin tiipiiniin kapaklar1 acik olacak sekilde 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

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

dokiilmiistiir.
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- Spin tiipiine 500 pul Wash Buffer (BW) eklenmistir.

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

dokilmiistiir.

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

aktarilmustir.

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

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

daha tekrarlanmistir.

- Modifikasyon iiriinleri Nanodrop 1000 (peqLab)’da 6lciimleri yapildiktan sonra
-20 C’de saklanmaktadir.

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 reaksiyonlari gergeklestirilmistir.
Bu analizde 6rneklerimizden elde edilen bisiilfit modifikasyona tabi tutulmus, pozitif ve

negatif kontroller ile birlikte PCR {iriinlerinin erime sicaklik egrileri karsilastirilmistir.

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

platine konulmustur. Daha sonra bisiilfit iirinii konmus her plate sirasiyla:

10 ul Master Mix

3 ul Forward primer

3 ul Reverse primer

2,5 ul MgCl2

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

metile, %25 metile ve %100 unmetile kontrol gruplar1 hazirlanmistir (Tablo 3.2.)..

Tablo 3.2. Metilasyon yiizdelerini saptamak i¢in kullanilan kontrollerin hazirlanis

Kontrol Gruplar

%100 metile 10 pl %100 metile kontrol DNA

10 pl %75 metile kontrol DNA

%75 metile (7,5 ul %100 metile kontrol DNA + 2,5 pl

10 pl Master mix %100 unmetile kontrol DNA)

3 ul Forward primer 10 ul %50 metile kontrol DNA

3 1l Reverse primer %50 metile (5 ul %100 metile kontrol DNA + 5 ul

%100 unmetile kontrol DNA)
2,5 ul MgCl,

10 ul %25 metile kontrol DNA
1 l.ll H,O

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

%100 unmetile | 10 pl %100 unmetile kontrol DNA

Toplam 80 6rnek ve 5 kontrol grubu (%100 metile, %75 metile, %50 metile,
%25 metile ve %100 unmetile) plate konulduktan sonra LightCycler 480 real-time PCR

cihazina yiiklenmistir.
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3.3.4. LightCycler 480 Cihazindaki PCR Sartlan

Orneklerin metilasyon yiizdelerini belirlemek igin gerceklestirilen Lightcycler 480

cihazindaki PCR sartlarinda denatiirasyon sonras1 metilasyon derecelerinin belirlendigi

kantifikasyon analizi ger¢eklestirilir. Nicel analiz sonrasinda erime egrisi belirlenerek

olgularin metilasyon seviyeleri analiz i¢in hazir hale gelir (Sekil 3.1.).

Programs
Program Mame | denaturasyon
Cycles 1 Analysis Mode
Target Hald Ramp Rate
("C) (hhzmm:ss) ("Cl=)
95 DO:10:00 4.4
Program Mame  amplifikasyon
Cycles 5D Analysis Mode
Target Hald Ramp Rate
("C) (hhzmm:ss) ("Cl=)
a5 D0:00:10 4.4
G5 DO:00:15 22
72 DO:00:25 4.4
Program Mame  hm
Cycles 1 Analysis Mode
Target Hald Ramp Rate
("C) (kh:mm:ss) (*Cls)
a5 D0:01:00 4.4
40 DO0:01:00 22
65 DO:00:01 1
95

Program Mame  sogutma

Cycles 1
Target Hald
("C) (hhzmm:ss)
40 D0:00:10

Analysis Mode

Ramp Rate
(*Cl=)

22

Mone
Acquisiions  Sec Target
[per °C}) ("C)
o
Cuantification
Acquisiions  Sec Target
[per °C}) ("C)
]
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o
Melting Curves
Acquisiions  Sec Target
[per *C}) (*C)
o
o
o
25 o
Mone
Acquisiions  Sec Target
[per °C}) ("C)
]

Step size
(*Ch
0

Step size
*Ch
0
0s
0

Step size
(*C)

0
0
0
0

Step size
"y
i}

Step Delay
{cycles)

1]

Step Delay
{cycles)

0
1
0

Step Delay
{cycles)

1]

0
0
0

Step Delay
{cycles)

1]

Acquisition
Mode

Mone

Acquisition
Mode
Hone
Mone

Single

Acquisition
Maode
Mone
Mone
Mone

Continuous

Acquisition
Mode

Hone

Sekil 3.1. TWIST, RARP2 ve ESR1 genlerinin MS-HRM analizi i¢in PCR sartlari goriintiisii
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3.3.5. Degerlendirme

Calisma tamamlandiktan sonra ilk Once amplifikasyona girmeyen ornekler
ortaya cikartilir. Diisiik floresan sinyali veren bu orneklerin erime egrileri yoktur.
Amplifikasyona girmeyen ornekler cihazdaki filtreleme ile negatif olarak gruplandirilir
ve bu Ornekler c¢alismaya dahil edilmez. Bizim ¢alismamizda negatif Ornek
saptanmamustir. LightCycler 480 real-time PCR cihazinda “Tm calling” kisminda
ornekler kontrol grubuyla beraber erime sicakliklar1 karsilastirilirken; “Gene scanning”
kisminda ise ‘Difference plot’ ile analizi gerceklestirilen orneklerin referans egri
tizerinden erime egrileri karsilastirilmistir. Bizim ¢alismamizda unmetile kontrol grubu
referans egri olarak kullanilmistir. Erime egrileri benzer olan 6rnekler otomotik olarak
ayn1 gruplara kiimelenmistir. Metilasyona ugrayan ornekler metile kontrol gruplarinin
yaninda, unmetile Ornekler ise unmetile kontrol grubunun yaninda pik vermistir.
Ornekler ile ayn1 plate eklenen kontrol gruplari %100 metile, %75 metile, %50 metile,
%25 metile ve %100 unmetile olarak belirlenmistir. Kontrol gruplarindan alinan pikler
ile hasta Orneklerinden alinan pikler karsilagtirilarak TWIST, RARP2 ve ESRI

genlerinin metilasyon seviyeleri tespit edilmistir.

Hastalar yas, hastaligin evresi, tiimor tipi, lenf nodu metastazi, ER, PR ve
HER2/neu gibi meme kanserinde Onemli olan bazi prognostik faktorlere gore
gruplandirildiktan sonra Orneklerin metilasyon seviyeleri ile bu prognostik faktorler

karsilastirilmistir.
3.3.6. Istatistiksel Analiz

Tim veri analizleri SPSS 15.0, Minitab 15 paket programlar ile yapilmistir.
Siirekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak, Nitel veriler ise n ve oran
olarak ifade edilmistir. Kategorik yapidaki veri setlerine ise 2 Proportions Testi

yapilmustir. Olasilik degerleri;

P>0,05 ns

P<0,05 6nemli diizeyde farklilik

P<0,01 ¢ok 6nemli diizeyde farklilik

P<0,001 ileri diizeyde farklilik olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Aralik 2010-Nisan 2011 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Onkoloji Bilim Dali’ndan gelen
meme kanseri tanis1t almig 80 olgudan alinan doku &rneklerine MS-HRM yontemi
kullanilarak metilasyon analizi yapilmistir. Olgularin yaslari, evreleri, timdr tipleri, lenf
nodu metastazlari, ER, PR ve HER2/NEU gibi prognostik faktorleri hasta dosyalarindan
temin edilmistir. Calismamiz meme kanserli hastalarin TWIST, RARB2 ve ESRI1
genlerindeki metilasyon durumlarini belirleyerek meme kanseri i¢in gelistirilecek tedavi
yontemlerine de 151k tutmak, hastaligin evresi ve prognozu arasinda iliski kurabilmek,
hastalarimiza ait demografik ve histopatolojik bilgilerle buldugumuz sonuglar arasinda

iligki saptayabilmek amaciyla yapilmistir.
4.1. Olgularin Demografik ve Patolojik Ozellikleri

Incelemeye alman 80 olgunun yas ortalamasi1 58,44 + 11,09 olarak tespit
edilmistir. Olgularin 19/80°1 (%24) <50 yas iken; 61/80°1 ise (%76) >50 yas olarak

saptanmuigtir.

Olgular TNM simniflandirmasina gore evre II, evre III ve evre IV olarak
gruplandirilmigtir. Tiimo6r 6rneklerinin evrelerine gore dagilimlarinda ise en ¢ok evre 111
44/80 (% 55) gozlenmistir. Geri kalan 6rneklerin 30/80 (%37,5) evre I, 6/80 (%7,5)

evre IV olarak belirlenmistir.
Olgular timor tipine gore degerlendirildiginde, 67/80 olgu invaziv duktal

karsinom tiimor tipinde iken; 13/80 olgu invaziv lobiiler karsinom tiimor tipindedir.

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

Ostrojen reseptor (ER) durumu ve meme kanserinde metilasyon arasindaki iliski
incelenmek amactyla hastalar ER(+) ve ER(-) olarak gruplandirildiginda ise; olgularin

54/80 (%67,5) ER(+) iken, 26/80 (%32,5) olguda ER(-) olarak saptanmistir.

Progesteron reseptor (PR) durumlart degerlendirildiginde olgularin 42/80 (%
52,5) PR(+) iken, 38/80 (%47,5) olgu PR(-) olarak belirlenmistir.
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Meme kanserinde 6nemli bir prognostik faktor olarak ele alinan HER2/NEU
durumlar degerlendirildiginde ise olgularin 30/80 (%37,5) HER2/NEU(+) iken, 50/80
(%62,5) HER2/NEU(-) olarak saptanmistir. Olgularin demografik 6zellikleri tablo
4.1.°de belirtilmigtir.

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen olgularin klinik 6zellikleri

Hastalarin demografik ozellikleri HASTA SAYISI

YAS

<50 YAS 19
>50 YAS 61
EVRE

EVRE II 29
EVRE III 45
EVRE IV 6
TUMOR TiPi

INVAZIV DUKTAL KARSINOM 67

INVAZIV LOBULER KARSINOM 13

LENF NODU METASTAZI

POZITIF 67
NEGATIF 13
ER

POZITIF 54
NEGATIF 26
PR

POZITIF 42
NEGATIF 38
HER2/NEU

POZITIF 30
NEGATIF 50
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4.2. TWIST Geninde Saptanan Bulgular

Calisma tamamlandiktan sonra 6rneklerin analizi i¢in LightCycler 480 real-time
PCR cihazinda“Gene scanning” kisminda ‘Difference plot’ ile analizi gergeklestirlen
orneklerin referans egri lizerinden erime egrileri karsilastirilmistir. Bizim ¢alismamizda
unmetile kontrol grubu referans egri olarak kullanilmistir. Erime egrileri benzer olan
ornekler otomotik olarak ayni gruplara kiimelenmistir. Buna gore referans egrisinin
tizerinde goriilen egriler metile olmayan olgular1 gosterirken; referans egrisinin altinda
goriilen egriler farkli oranlarda metile olan olgular1 gostermektedir. Metile olan

orneklerin oranlar1 metile kontrol gruplariyla degerlendirilmistir (Sekil 4.1.).

Normalized and Temp-5Shifted Difference Plot

— A1 bt AL b2 — A3 w3 — Ad: twed — A5 twsd — A twE — ATt
A twed A9 teed — &1t — A twl2 . — 212 umi0d — B9 bl d — B2 twilb
B3t 7 — B4: twi8 — BS: tw21 — BE: tw22 — BT tw23 — B&: tw25 BS: tw 26

— B10: twe27 - B w28 —B12:tw29 — C1om25 — G2t O3 tane32 G4t 33
C5 tee 34 — CH: tw3b — T tw3s — 8 tw39 — 9 e C10 tned2 — C11: bned?

— 12 twedd — D1 twesS0 — D2 w1 — D3 tw52 D4 w5 D3 tweSE — DE: twSd

— D7 twea8 — D& twi2 — [9: twE3 — [10: twBE DA twe¥0 — D12 Tl — BT b2

— B2 twe T3 — B3 tw7B — E4: twa0 ES: w4 — Ef: twis - E7: e — E&: twa2

— ES: twd3 — E10: w34 E11: twds Ef2: w3 F1i: twed? — F2: twias — F3: twa3

— F4tw102 —FSitwi103 —FEtwi04 —F7twi0s —F8twl0¥ —Ftwi0s — F10:twi109

— F11: twe1 11 -F12 w113 Gt 114 — G2 twl15 — GEitwlE — G w120 — G ba1

— GGt 22 GTms0 — G5 w24 H1: mi00 — HzZ m73 - H3: ms0 — H4: m25

— H35: mS — HE: um100M HY: umd 0045 Ha: wmd 00

Relative Signal Difference

&8 70 72 74 76 78 80 a2 a4 86
Temperature {*C})

Sekil 4.1. Arastirma grubuna dahil edilen TWIST genine ait tim 6rnekler ve kontrol gruplarinin
“Difference plot” goriintiisii.
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“Tm calling” kisminda 6rnekler kontrol grubuyla beraber erime sicakliklari
karsilagtirilmisgtir. Metile olmayan 6rnekler daha erken amplifikasyona girerken metile
olan ornekler daha ge¢ amplifikasyona girmistir. Buna goére metile olmayan 6rnekler
erime egrisinin altinda gozlenirken metile olan ornekler erime egrisinin {izerinde

goriilmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Arastirma grubuna dahil edilen tiim 6rneklerin ve kontrol gruplarina ait pikler erime

egrisi iizerinde gozlenmektedir.
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4.2.1. TWIST Geninde Calisma Grubuna Ait Bulgular

(Calisma tamamlandiktan sonra Once kontrol grubu egrileri “Difference plot

2

analiz kisminda ortaya cikartilir. Bu kontrol gruplart temel alinarak dncelikle referans

egrisi olan %100 unmetile kontrol segilir ve sirastyla, %25 metile, %50 metile, %75

metile ve %100 metile olan kontroller farkli pikler vererek siralanir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. TWIST genine ait kontrol grubunun pikleri goriintiisii
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Orneklerin analizi bu kontrol grubuyla karsilastirilarak belirlenmistir. Buna gore
Twist geninde kontrol grubuyla karsilagtirildiginda tespit edilen %75 oraninda metile

olan bir olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. TWIST geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %75 oraninda metile

olan bir olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii

Mormalized and Temp-5hifted Difference Plot
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Sekil 4.5. TWIST geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen unmetile olan bir

olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisi
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Ayrica aym Ornekler Lightcycler 480 cihazindaki “Tm calling” ile analiz
kisminda da degerlendirilerek, erime egrileri ilizerinden sonuglarin karsilastiriimasi

gergeklestirilmistir.

‘Tm calling” ile analiz bolimiinde ise metile ve unmetile 6rneklerin sicaklik
dereceleri iizerinden karsilastirma yapilmistir. Buna gore unmetile 6rneklerin unmetile
kontrol grubuyla birlikte daha erken sicaklikta pik verirken metile 6rneklerin metile

kontrol grubuyla birlikte daha geg sicaklikta pik verdikleri goriilmiistiir. (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. TWIST geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen unmetile olan bir

olgunun “Tm calling” analiz goriintiisii
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Genel olarak bakildiginda meme kanseri tanist almis olan 80 olgunun 20’sinin
(%25’inin) TWIST geninde promotor metilasyonu gozlenirken, 80 olgunun 60’1nda

(%75’inde) metilasyon gozlenmemistir.

Ayrica TWIST geninin promotor bolge metilasyonu, 2/80 olguda %75 metile,
4/80 olguda %50 metile, 6/80 olguda %25 metile, 8/80 olguda ise %25’in altinda metile
olarak saptanmustir (Tablo 4.2.). Olgularin 60/80’inin TWIST geninde promotor bolge

metilasyonu saptanmamustir.

Tablo 4.2. TWIST geni metilasyon oranlar1

METILASYON ORANI HASTA ORANI (%)(n)
%100 METILE - (0/80)

%75 METILE %2,5 (2/80)

%50 METILE %S (4/80)

%25 METILE %7,5 (6/80)

%25 ALTI METILE %10 (8/80)
UNMETILE %75 (60/80)
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4.2.2. Olgularin Yaslari, Evreleri, Lenf nodu metastazlari, ER, PR ve
HER2/neu Durumlarimin TWIST Geni ile liskisi

4.2.2.1. Olgularin Yasi ile TWIST Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Olgularin yag1 ile TWIST geni promoter metilasyonu iligkisine bakildiginda;
TWIST geni promotor metilasyonu gozlenen olgularin yas ortalamalar1 54,40+10,06

iken, unmetile olan olgularin yas ortalamalar1 59,78+11,17 olarak saptanmuistir.

Yast <50 olan 8/19 olgunun TWIST geninde promotor metilasyonu gozlenirken,
11/19 olguda promotor metilasyonu goézlenmemistir. Yast >50 olan 12/61 olgunun
TWIST geninde promotor metilasyonu gozlenirken, 49/61 olguda ise promotor
metilasyonu goézlenmemistir (Tablo 4.3.). Yapilan ‘2 Proportions Testi’ ile yas ve

TWIST promotor metilasyonu arasinda iliski bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 4.3. Olgularin Yas1 ile TWIST geni metilasyon oranlar1

twist Total
metile | unmetile
Yas <50 8 11 19
>50 12 49 61
Total 20 60 80

4.2.2.2. Tiimériin Tipi ile TWIST Geni Promoter Metilasyonu iliskisi

Timoriin tipi ile TWIST geni promoter metilasyonu arasindaki iligkiye
bakildiginda; invaziv duktal karsinomda (IDC) 16/67 olguda promoter metilasyonu
gbzlenirken, 51/67 olguda metilasyon saptanmamustir. invaziv lobiiler karsinomda
(ILC) 4/13 olguda promoter metilasyonu gozlenirken, 9/13 olguda metilasyon
saptanmamustir (Tablo 4.4.). Invaziv duktal ve invaziv lobiiler karsinomda unmetile
olan TWIST geninin istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugu sonucuna

varilmistir (p<0,001) (p<0,05).
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Tablo 4.4. Olgularin Tiimor tipi ve TWIST geni metilasyon durumlarimin dagilimi

twist Total
metile unmetile

tumortipi  invaziv ductal Count 16 51 67
o) er:
% within 23.9% | 76,1% |  100,0%
tumortipi

invaziv lobuler  Count 4 9 13

% within o o o
tumortipi 30,8% 69,2% 100,0%

Total Count 20 60 80
% within o o o
tumortipi 25,0% 75,0% 100,0%

Tiimoriin tipi ile TWIST geni promoter metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilagtirildiginda TWIST geninde promotor metilasyonu gozlenen 16/20 olgu invaziv
duktal karsinom, 4/20 olgu ise invaziv lobiiler karsinom olarak saptanmistir. Metile olan
invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom olgularinin dagilimi tablo 4.5.’de
gosterilmistir. TWIST geninde promotor metilasyonu gdzlenen olgularin %801 invaziv
duktal karsinom olarak saptanmustir. Yapilan istatistiksel analize gore invaziv duktal
karsinom tiimér tipinde TWIST geni metilasyonu invaziv lobiiler karsinom tiimor tipine

gore ¢cok daha yliksek oranda saptanmistir (p<0,001).

Tablo 4.5. Metile olan invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom olgularinin

dagilimi
twist Total
metile unmetile

tumortipi  invaziv ductal Count 16 51 67
% within twist 80,0% 85,0% 83,8%

invaziv lobuler  Count 4 9 13

% within twist 20,0% 15,0% 16,3%

Total Count 20 60 80
% within twist 100,0% 100,0% 100,0%
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4.2.2.3. Tiimériin Evresi ile TWIST Geni Promotor Metilasyonu liskisi

Tiimoriin evresi ile TWIST geni promoter metilasyonu arasindaki iligkiye
bakildiginda; Evre II’de 3/29 olguda promoter metilasyonu gozlenirken, 26/29 olguda
ise metilasyon gozlenmemistir. Evre III’de 14/45 olguda promoter metilasyonu
gozlenirken, 31/45 olguda metilasyon gozlenmemistir. Evre IV’de ise 3/6 olguda
promoter metilasyonu goriiliirken, 3/6 olguda metilasyon saptanmamistir (Tablo 4.6.).
Yapilan istatistiksel analize gore, Evre II ve evre III’”de TWIST geninin unmetile
olgularin metile olan olgulara goére c¢ok daha yiiksek oranda oldugu belirlenmistir
(p<0,001). Evre IV’de ise olgu sayisi azligi nedeniyle herhangi bir karsilastirma

yapilamamustir.

Tablo 4.6. Olgularin tiimdr evresi ve TWIST geni promoter metilasyon durumlarinin

dagilimi
twist Total
metile unmetile

evre 2a2b  Count 3 26 29
% within evre 10,3% 89,7% 100,0%

3a3b  Count 14 31 45

% within evre 31,1% 68,9% 100,0%

4 Count 3 3 6

% within evre 50,0% 50,0% 100,0%

Total Count 20 60 80
% within evre 25,0% 75,0% 100,0%

Tiimoriin evresi ile TWIST geni promotor metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda TWIST geninde promotor metilasyonu gozlenen 3/20 olgu
evre 11, 14/20 olgu evre III ve 3/20 olgu evre IV olarak saptanmistir. Metile olan evre I,
evre III ve evre IV olgularinin dagilimi tablo 4.7.’de gosterilmistir. Ayrica TWIST
geninde promotor metilasyonu gozlenen olgularin %701 evre III olarak saptanmuistir.
Evre IV’de daha yiiksek metilasyon orani beklenmistir fakat evre IV’deki olgularin
sayisinin azlig1 nedeni ile tam olarak karsilastirma yapilamamistir. Buna gore evre II ve
evre III’de sadece metile olan olgular arasinda yapilan istatistiksel analiz sonucu gore
evre III’in evre II'ye gore c¢ok daha yiliksek oranda TWIST geni promoter

hipermetilasyonu goriildiigii sonucuna varilmistir (p<0,001).
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Tablo 4.7. Metile olan evre II, evre III ve evre IV olgularinin dagilimi

twist Total
metile unmetile

evre 2a2b Count 3 26 29
% within twist 15,0% 43,3% 36,3%

3a3b  Count 14 31 45

% within twist 70,0% 51,7% 56,3%

4 Count 3 3 6

% within twist 15,0% 5,0% 7,5%

Total Count 20 60 80
% within twist 100,0% 100,0% 100,0%

4.2.2.4. Lenf Nodu Metastazi ile TWIST Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Lenf nodu metastazi ile TWIST geni promotor metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda TWIST promotor hipermetilasyonu gozlenen 17/20 olgunun
lenf nodu metastaz1 pozitif iken, 3/20 olgu lenf nodu bakimindan negatiftir. Metile olan
lenf nodu(+) ve lenf nodu(-) olan olgularin dagilimi tablo 4.8.’de gdsterilmistir. Metile
olan olgularin %85’inde lenf nodu pozitifligi saptanmistir. Yapilan istatistiksel analiz
sonucunda sadece metile olan olgular karsilastirildiginda lenf nodu(+) olan olgularin

lenf nodu(-) olan olgulara gore ¢ok daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

Tablo 4.8. Metile olan lenf nodu(+) ve lenf nodu(-) olan olgularin dagilimi

twist ‘ Total
metile unmetile

lenfnodu  pozitif Count 17 50 67
% within twist 85,0% 83,3% 83,8%

negatif  Count 3 10 13

% within twist 15,0% 16,7% 16,3%

Total Count 20 60 80
% within twist 100,0% 100,0% 100,0%
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4.2.2.5 Ostrojen Reseptor ile TWIST Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Ostrojen reseptorii ile TWIST geni promotor metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda TWIST promotor metilasyonu gozlenen 12/20 olguda ER(+)
iken 8/20 olguda ER(-) olarak saptanmistir. Metile olan ER(+) ve ER(-) olan olgularin
dagilimi tablo 4.9.°da gosterilmistir. Metile olan olgularin %60’1 ER(+) olarak
saptanmigtir.  Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular
karsilagtirildiginda ER(+) olan olgularin ER(-) olan olgulara gére TWIST promotor

metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmistir (p<<0,05).

Tablo 4.9. Metile olan ER(+) ve ER(-) olan olgularin dagilimi

twist Total
metile unmetile
erdurumu Count 12 42 54
% within twist 60,0% 70,0% 67,5%
Count 8 18 26
% within twist 40,0% 30,0% 32,5%
Total Count 20 60 80
% within twist 100,0% 100,0% 100,0%

4.2.2.6. Progesteron Reseptor ile TWIST Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Progesteron reseptorii ile TWIST geni promotor metilasyonu arasinda metile
olan olgular karsilagtirlldiginda TWIST promotor metilasyonu goézlenen 8/20 olguda
PR(+) iken, 12/20 olguda PR(-) olarak saptanmistir. Metile olan PR(+) ve PR(-) olan
olgularin dagilimi tablo 4.10.’da gdsterilmistir. Ayrica TWIST promotor metilasyonu
gozlenen olgularin %40°1 PR(+), %60°1 PR(-) olarak saptanmistir. Yapilan istatistiksel
analiz sonucu sadece metile olan olgular karsilastirildiginda PR(-) olan olgularin PR(+)
olan olgulara gére TWIST promotor metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmigtir

(p<0,05).
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Tablo 4.10. Metile olan PR(+) ve PR(-) olan olgularin dagilimi

twist Total
metile unmetile

prdurumu  pozitif Count 8 34 42
% within twist 40,0% 56,7% 52,5%

negatif  Count 12 26 38

% within twist 60,0% 43,3% 47.5%

Total Count 20 60 80
% within twist 100,0% 100,0% 100,0%

4.2.2.7. HER2/NEU ile TWIST Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

HER2/NEU ile TWIST geni promotor metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilastirildiginda TWIST promotor metilasyonu gozlenen 6/20 olguda HER2/NEU(+)
iken, 14/20 olguda HER2/NEU(-) olarak saptanmistir. Metile olan HER2/NEU(+) ve
HER2/NEU(-) olan olgularin dagilimi tablo 4.11.’de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel
analiz sonucu sadece metile olan olgular karsilastirildiginda HER2/NEU(-) olan
olgularin HER2/NEU(+) olan olgulara gére TWIST promotor metilasyonu daha ytiksek
oranda saptanmistir (p<0,05).

Tablo 4.11. Metile olan HER2/NEU(+) ve HER2/NEU(-) olan olgularin dagilimi

twist Total
metile unmetile

her2 pozitif Count 6 24 30
% within twist 30,0% 40,0% 37,5%

negatif  Count 14 36 50

% within twist 70,0% 60,0% 62,5%

Total Count 20 60 80
% within twist 100,0% 100,0% 100,0%
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4.3. Retinoik Asit Reseptor Beta2 (RARB2) Geninde Saptanan Bulgular

Retinoik asit reseptdr beta2 (RARP2) geni metilasyon analizinde calisilan biitiin
ornekler degerlendirmeye alinmistir. ‘Difference plot’ ile analiz boliimiinde unmetile
kontrol grubu referans egri olarak kullanilmistir. Erime egrileri benzer olan 6rnekler
otomotik olarak ayni gruplara kiimelenmistir. Metile olan Ornekler metile kontrol
gruplarinin yaninda, unmetile 6rnekler ise unmetile kontrol grubunun yaninda pik
vermistir. Buna gore referans egrisinin iizerinde goriilen egriler metile olmayan olgulari
gosterirken; referans egrisinin altinda goriilen egriler farkli oranlarda metile olan

olgular1 gostermektedir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Arastirma grubuna dahil edilen RARB2 genine ait tiim drnekler ve kontrol gruplarinin
“Difference plot” goriintiisii
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“Tm calling” kisminda 6rnekler kontrol grubuyla beraber erime sicakliklari
karsilagtirilmisgtir. Metile olmayan 6rnekler daha erken amplifikasyona girerken metile
olan ornekler daha ge¢ amplifikasyona girmistir. Buna goére metile olmayan 6rnekler
erime egrisinin altinda gozlenirken metile olan ornekler erime egrisinin {izerinde

goriilmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Arastirma grubuna dahil edilen RARPB2 genine ait tiim 6rneklerin ve kontrol gruplarma

ait piklerin erime egrisi goriintiisi
4.3.1. RARPB2 Geninde Caliyjma Grubuna Ait Bulgular

Calisma tamamlandiktan sonra once kontrol grubu egrileri “Difference plot”
analiz kisminda ortaya ¢ikartilir. Bu kontrol gruplari temel alinarak oncelikle referans
egrisi olan %100 unmetile kontrol secilir ve sirasiyla, %25 metile, %50 metile, %75
metile ve %100 metile olan kontroller farkli pikler vererek siralanir (Sekil 4.9.).

Orneklerin analizi bu kontrol grubuyla karsilastirilarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9. RARP2 genine ait kontrol grubunun pikleri “Difference plot” goriintiisii
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Normalized and Temp-5Shifted Difference Plot
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Sekil 4.10. RARPB2 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen unmetile olan iki

olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii.
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Sekil 4.11. RARP2 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %25’den daha

diisiik oranda metile olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii
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Mormalized and Temp-5Shifted Difference Plot
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Sekil 4.12. RARPB2 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %25 oraninda

metile olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii
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Sekil 4.13. RARPB2 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %50 oraninda

metile olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii

76



2585

1,405

5,405

-13.405

- 405

Relative Signal Difference

=20 405

-33405

=37 405

Mormalized and Temp-Shifted Difference Plot

9405

A7 405

-25405

‘\\‘ O

\\ W
. N4

%025 metile kclnti'n:ul—‘%;——'-—}

AW

%350 metile kontrol ——c - /
\ € ——— %75 metile clgw
%73 metile kontrol ————»— |

2 ™

84100 metile kontrol 4;«;#’ .

74 75 78 7 78 79 @0 @ 2B 83 B4 85 86
Temperatura [“C)

Sekil 4.14. RARB2 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %75 oraninda

metile olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii
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Sekil 4.15. RARB2 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %100 oraninda

metile olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii
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Genel olarak bakildiginda meme kanseri tanisi almig olan 80 olgunun 71’inin
(%388,75’inin) RARP2 geninde promotor metilasyonu gdzlenirken, 80 olgunun 9’unda

(%11,25’inde) metilasyon gbézlenmemistir.

Retinoik asit reseptor beta2 (RARP2) geninin promotor bolge metilasyonu 15/80
olguda %100 metile, 8/80 olguda %75 metile, 4/80 olguda %50 metile, 8/80 olguda
%25 metile, 36/80 olguda %25 alti metile olarak saptanmustir. Ayrica olgularin
9/80’inde RARP2 geninde promotor bolge metilasyonu saptanmamustir. Tablo 4.12.°de
RARPB2 geni promotor metilasyonu seviyeleri yiizde (%) ve sayisal (n) olarak

belirtilmistir.

Tablo 4.12. RAR[B2 geni metilasyon oranlari

METILASYON ORANI HASTA ORANI (%) (n)
%100 METILE %18,75 (15/80)
%75 METILE %10 (8/80)

%50 METILE %5 (4/80)
%25 METILE %10 (8/80)
%25 ALTI METILE %45 (45/80)
UNMETILE %11,25 (9/80)
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4.3.2. Olgularin Yaslari, Evreleri, Lenf nodu metastazlari, ER, PR ve
HER2/NEU Durumlarinin RARP2 Geni ile iliskisi

4.3.2.1. Olgularin Yasi ile RARB2 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Retinoik asit reseptor beta2 (RARP2) geni promotor metilasyonu gozlenen
olgularin yas ortalamalar1 58,144+11,25 iken, unmetile olan olgularin yas ortalamalari

60,78+10,05 olarak saptanmustir.

Yast < 50 olan 17/19 olgunun RARPB2 geninde promotor metilasyonu
gozlenirken, 2/19 olguda promotor metilasyonu goézlenmemistir. Yas1 > 50 olan 54/61
olgunun RARP2 geninde promotor metilasyonu gozlenirken, 7/61 olguda ise promotor
metilasyonu gozlenmemistir (Tablo 4.13.). Yapilan ‘2 Proportions Testi’ ile yas ve

RARP2 promotor metilasyonu arasinda iligski bulunamamaistir (p>0,05).

Tablo 4.13. Olgularin Yas1 ve RARB2 Geni Promotor Metilasyonu dagilimi

rarb2 Total
metile unmetile
Yasg <50 17 2 19
> 50 54 7 61
Total 71 9 80

4.3.2.2. Tiimériin Tipi ile RARP2 Geni Promoter Metilasyonu iliskisi

Timoriin tipi ile RARP2 geni promoter metilasyonu arasindaki iligkiye
bakildiginda; invaziv duktal karsinomda (IDC) 59/67 olguda promoter metilasyonu
gozlenirken, 8/67 olguda ise metilasyon gdzlenmemistir. Invaziv lobiiler karsinomda
(ILC) 12/13 olguda promoter metilasyonu gozlenirken, 1/13 olguda ise metilasyon
gbézlenmemistir (Tablo 4.14.). Yapilan istatistiksel analize gére hem invaziv duktal
karsinomda hem de invaziv lobiiler karsinom tiimor tipinde olgularin metile ve unmetile
durumlar1 karsilastirildiginda metile olan olgularin unmetile olan olgulara gére RARP2

geni promoter hipermetilasyonu ¢ok daha yiiksek oranda saptanmistir (p<0,001).
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Tablo 4.14. Olgularin timér tipi ve RARB2 geni promoter metilasyon durumu dagilimi

rarb2 Total
metile unmetile

tumortipi  invaziv ductal Count 59 8 67
% within tumortipi 88,1% 11,9% 100,0%

invaziv lobuler  Count 12 1 13

% within tumortipi 92,3% 7.7% 100,0%

Total Count 71 9 80
% within tumortipi 88,8% 11,3% 100,0%

Tlimoriin tipi ile RARPB2 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilastirildiginda RARPB2 geninde promotor metilasyonu gozlenen 59/71 olgu invaziv
duktal karsinom, 12/71 olgu ise invaziv lobiiler karsinom olarak saptanmistir. Metile
olan invaziv ductal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom olgularinin dagilimi tablo
4.15.°de gosterilmistir. Retinoik asit reseptdr beta2 geninde promotor metilasyonu
gozlenen olgularin %383,1’1 invaziv duktal karsinom olarak saptanmustir. Yapilan
istatistiksel analize gore sadece metile olan olgular karsilastirildiginda invaziv duktal
karsinom tiimoriin tipinin invaziv lobiiler karsinom tiimdr tipine gore RARP2 geni

promoter hipermetilasyonunun ¢ok daha yiiksek oranda oldugu belirlenmistir (p<0,001).

Tablo 4.15. Metile olan invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom olgularinin

dagilimi
rarb2 Total
metile unmetile

tumortipi  invaziv ductal Count 59 8 67
% within rarb2 83,1% 88,9% 83,8%

invaziv lobuler  Count 12 1 13

% within rarb2 16,9% 11,1% 16,3%

Total Count 71 9 80
% within rarb2 100,0% 100,0% 100,0%

4.3.2.3. Tiimériin Evresi ile RARB2 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Timoriin evresi ile RARP2 geni promoter metilasyonu arasindaki iliskiye
bakildiginda; Evre II’de 27/29 olguda promoter metilasyonu goézlenirken, 2/29 olguda

ise metilasyon gozlenmemistir. Evre III’de 38/45 olguda promoter metilasyonu
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gozlenirken, 7/45 olguda metilasyon gozlenmemistir. Evre [V’de ise 6/6 olguda
promoter metilasyonu goriiliirken, 0/6 olguda metilasyon saptanmamustir (Tablo 4.16.).
Yapilan istatistiksel analize gore, Evre II ve evre III’de RARPB2 geni i¢in metile olan
olgularin unmetile olan olgulara gore ¢ok daha yiiksek oranda oldugu belirlenmistir
(p<0,001). Ayrica evre II’de RARB2 gen metilasyonunun erken evrede baslandigini

gostermesi 6nemli bir bulgudur.

Tablo 4.16. Olgularin tiimor evresi ve RARB2 geni promoter metilasyon durumu

dagilim
rarb2 Total
metile unmetile

evre 2a2b Count 27 2 29
% within evre 93,1% 6,9% 100,0%

3a3b Count 38 7 45

% within evre 84,4% 15,6% 100,0%

4 Count 6 0 6

% within evre 100,0% ,0% 100,0%

Total Count 71 9 80
% within evre 88,8% 11,3% 100,0%

Tiimoriin evresi ile RARB2 geni promotor metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda RARPB2 geninde promotor metilasyonu gozlenen 27/71 olgu
evre I, 38/71 olgu evre 111 ve 6/71 olgu evre IV olarak saptanmistir. Metile olan evrell,
evrelll ve evrelV olan olgularin dagilimi tablo 4.17.’de gosterilmistir. Retinoik asit
reseptor beta2 geninde promotor metilasyonu gozlenen olgularin %53,5°1 evre III olarak
saptanmistir. Evre IV’deki olgularin hepsinin metile oldugu saptanmistir. Fakat evre
IV’deki olgularin sayismin azligir nedeni ile diger evrelerle tam olarak karsilagtirma
yapilamamistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu evre III’de evre II’ye gore daha
yiiksek oranda metilasyon gdzlenmistir ancak tiimoriin evresi ile RARB2 geni promotor

metilasyonu arasinda herhangi bir iligki bulunamamistir (p>0,05).
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Tablo 4.17. Metile olan evrell, evrelll ve evrelV olan olgularin dagilimi1

rarb2 Total
metile unmetile

evre 2a2b Count 27 2 29
% within rarb2 38,0% 22.2% 36,3%

3a3b  Count 38 7 45

% within rarb2 53,5% 77,8% 56,3%

4 Count 6 0 6

% within rarb2 8,5% ,0% 7,5%

Total Count 71 9 80
% within rarb2 100,0% 100,0% 100,0%

4.3.2.4. Lenf Nodu Metastazi ile RARB2 Geni Promotor Metilasyonu fliskisi

Lenf nodu metastazi ile RARB2 geni promotor metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda RARB2 promotor hipermetilasyonu gozlenen 61/71 olgunun
lenf nodu metastaz1 pozitif iken, 10/71 olgu lenf nodu bakimindan negatiftir. Metile
olan lenf nodu(+) ve lenf nodu(-) olan olgularin dagilimi tablo 4.18.’de gosterilmistir.
Metile olan olgularin %85,9’unda lenf nodu pozitifligi saptanmistir. Yapilan istatistiksel
analiz sonucunda sadece metile olan olgular karsilagtirildiginda RARB2 geni promoter
hipermetilasyonu lenf nodu(+) olan olgularin lenf nodu(-) olan olgulara gére ¢cok daha

yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

Tablo 4.18. Metile olan lenf nodu(+) ve lenf nodu(-) olan olgularin dagilim1

rarb2 | Total
metile unmetile

lenfnodu  pozitif Count 61 6 67
% within rarb2 85,9% 66,7% 83,8%

negatif ~ Count 10 3 13

% within rarb2 14,1% 33,3% 16,3%

Total Count 71 9 80
% within rarb2 100,0% 100,0% 100,0%

82



4.3.2.5. Ostrojen Reseptor ile RARP2 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

Ostrojen reseptdr durumu ile RARB2 geni promoter metilasyonu olan olgular
karsilagtirildiginda RARPB2 promotor metilasyonu gozlenen 49/71 olguda ER(+) iken
22/71 olguda ER(-) olarak saptanmistir. Metile olan ER(+) ve ER(-) olan olgularin
dagilimi tablo 4.19.°da gosterilmistir. Metile olan olgularin %69’u ER(+) olarak
saptanmigtir.  Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular
karsilagtirildiginda ER(+) olan olgularin ER(-) olan olgulara gére RARPB2 promotor

metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmistir (p<<0,05).

Tablo 4.19. Metile olan ER(+) ve ER(-) olan olgularin dagilimi

rarb2 Total
metile unmetile

erdurumu pozitif Count 49 5 54
% within rarb2 69,0% 55,6% 67,5%

negatif  Count 22 4 26

% within rarb2 31,0% 44.4% 32,5%

Total Count 71 9 80
% within rarb2 100,0% 100,0% 100,0%

4.3.2.6. Progesteron Reseptor ile RARB2 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Progesteron reseptor ile RARB2 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda RARPB2 promotor metilasyonu gézlenen 38/71 olguda PR(+)
iken, 33/71 olguda PR(-) olarak saptanmistir. Metile olan PR(+) ve PR(-) olan olgularin
dagilim tablo 4.20.’de gosterilmistir. Retinoik asit reseptor beta2 promotor metilasyonu

gbzlenen olgularin %53,5’1 PR(+), %46,5’1 PR(-) olarak saptandigindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05).

Tablo 4.20. Metile olan PR(+) ve PR(-) olan olgularin dagilimi

rarb2 Total
metile unmetile

prdurumu pozitif Count 38 4 42
% within rarb2 53,5% 44,4% 52,5%

negatif  Count 33 5 38

% within rarb2 46,5% 55,6% 47,5%

Total Count 71 9 80
% within rarb2 100,0% 100,0% 100,0%
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4.3.2.7. HER2/NEU ile RARB2 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

HER2/NEU ile RARB2 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilagtirildiginda RARP2  promotor metilasyonu gozlenen 29/71 olguda
HER2/NEU(+) iken, 42/71 olguda HER2/NEU(-) olarak saptanmistir. Metile olan
HER2/NEU (+) ve HER2/NEU (-) olan olgularin dagilimi tablo 4.21.’de gosterilmistir.
Retinoik asit reseptdr beta2 promotor metilasyou gozlenen olgularin %59,2’si
HER2/NEU(-) olarak saptanmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile
olan olgular karsilastirildiginda HER2/NEU(-) olan olgularin HER2/NEU(+) olan
olgulara gére RARPB2 promotor metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmistir (p<0,05).

Tablo 4.21. Metile olan HER2/NEU (+) ve HER2/NEU (-) olan olgularin dagilimi

rarb2 Total
metile unmetile

HER2 pozitif Count 29 1 30
% within rarb2 40,8% 11,1% 37,5%

negatif  Count 42 8 50

% within rarb2 59,2% 88,9% 62,5%

Total Count 71 9 80
% within rarb2 100,0% 100,0% 100,0%
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4.4. Ostrojen Reseptorl (ESR1) Geninde Saptanan Bulgular

Ostrojen reseptorl geni metilasyon analizinde ¢aligilan biitiin  drnekler
degerlendirmeye alinmustir. ‘Difference plot’ ile analiz boliimiinde unmetile kontrol
grubu referans egri olarak kullanilmistir. Erime egrileri benzer olan 6rnekler otomotik
olarak ayni gruplara kiimelenmistir. Metilasyona ugrayan ornekler metile kontrol
gruplarinin yaninda, unmetile 6rnekler ise unmetile kontrol grubunun yaninda pik
vermigstir. Buna gore referans egrisinin tizerinde goriilen egriler metile olmayan olgulari
gosterirken; referans egrisinin altinda goriilen egriler farkli oranlarda metile olan

olgular1 gostermektedir (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Arastirma grubuna dahil edilen ESR1 genine ait tiim 6rnekler ve kontrol gruplarinin

“Difference plot” goriintiisii
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“Tm calling” kisminda 6rnekler kontrol grubuyla beraber erime sicakliklari
karsilagtirilmisgtir. Metile olmayan 6rnekler daha erken amplifikasyona girerken metile
olan ornekler daha ge¢ amplifikasyona girmistir. Buna gore metile olmayan ornekler
erime egrisinin altinda gozlenirken metile olan Ornekler erime egrisinin {izerinde

goriilmiistir (Sekil 4.17.).

Normalized and Temp-Shifted Melting Curves
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Sekil 4.17. Arastirma grubuna dahil edilen ESR1 genine ait tiim 6rneklerin ve kontrol gruplarina

ait piklerin erime egrisi goriintiisi
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4.4.1. Ostrojen Reseptorl (ESR1) Geninde Cahsma Grubuna Ait Bulgular

2

Calisma tamamlandiktan sonra Once kontrol grubu egrileri “Difference plot
analiz kisminda ortaya ¢ikartilir. Bu kontrol gruplart temel alinarak oncelikle referans
egrisi olan %100 unmetile kontrol segilir ve sirastyla, %25 metile, %50 metile, %75
metile ve %100 metile olan kontroller farkli pikler vererek siralanir (Sekil 4.18.).

Orneklerin analizi bu kontrol grubuyla karsilastirilarak belirlenmistir.

Noermalized and Temp-5Shifted Difference Plot
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Sekil 4.18. ESR1 genine ait kontrol grubunun pikleri “Difference plot” lizerindeki goriintiisii

87



Mormalized and Temp-5Shifted Difference Plot
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Sekil 4.19. ESR1 geninde kontrol grubuyla karsilagtirildiginda tespit edilen unmetile olan

olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii
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Sekil 4.20. ESR1 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %25’den daha diisiik

oranda metile olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Sekil 4.21. ESR1 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %25 oraninda metile

olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii

Normalized and Temp-5hifted Difference Plot
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Sekil 4.22. ESR1 geninde kontrol grubuyla karsilastirildiginda tespit edilen %50 oraninda metile

olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii
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Mormalized and Temp-5hifted Difference Plot
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Sekil 4.23. ESR1 geninde kontrol grubuyla karsilagtirildiginda tespit edilen %75 oraninda metile

olan olgunun “gene scanning” “difference plot” goriintiisii

MNermalized and Temp-5Shifted Difference Plot
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Genel olarak bakildiginda meme kanseri tanis1 almis olan 80 olgunun 58’inin
(%72,5’inin) ESR1 geninde promotor metilasyonu gozlenirken, olgularin 22’sinde

(%27,5’inde) metilasyon saptanmamustir.

Ostrojen reseptdrl geninin promotor bdlge metilasyonu 18/80 olguda %100
metile, 14/80 olguda %75 metile, 9/80 olguda %50 metile, 13/80 olguda %25 metile,
4/80 olguda %25 alti metile olarak saptanmistir. Ayrica olgularin 22/80’inde ESR1
geninde promotor bdlge metilasyonu saptanmamistir. Promotor metilasyonu seviyeleri

yiizde (%) ve sayisal (n) olarak belirtilmistir (Tablo 4.22.).

Tablo 4.22. ESR1 geni metilasyon oranlar1

METILASYON ORANI HASTA ORANI (%) (n)
%100 METILE %22,5 (18/80)

%75 METILE %17,5 (14/80)

%50 METILE %11,25 (9/80)

%25 METILE %16,25 (13/80)

%25 ALTI METILE %S5 (4/30)

UNMETILE %27,5 (22/80)
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4.4.2. Olgularin Yaslari, Evreleri, Lenf nodu metastazlari, ER, PR ve
HER2/NEU Durumlarimm ESR1 Geni ile iliskisi

4.4.2.1. Olgularin Yasi ile ESR1 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Ostrojen reseptorl (ESR1) geni promotor metilasyonu gozlenen olgularin yas
ortalamalar1 57,97+11,24 iken, unmetile olan olgularin yas ortalamalar1 59,68+10,86

olarak saptanmustir.

Yast < 50 olan 16/19 olgunun ESR1 geninde promotor metilasyonu gdzlenirken,
3/19 olguda promotor metilasyonu gézlenmemistir. Yast > 50 olan 42/61 olgunun ESR1
geninde promotor metilasyonu gozlenirken, 19/61 olguda ise promotor metilasyonu
gozlenmemistir (Tablo 4.23.). Yapilan ‘2 Proportions Testi’ ile yas ve ESR1 promotor

metilasyonu arasinda iligki bulunmamustir (p>0,05).

Tablo 4.23. Olgularin yas1 ve ESR1 geni promoter metilasyon durumu dagilimi

esr1 Total
metile unmetile
Yas <50 16 3 19
> 50 42 19 61
Total 58 22 80

4.4.2.2. Tiimériin Tipi ile ESR1 Geni Promoter Metilasyonu iliskisi

Timoriin  tipi ile ESR1 geni promoter metilasyonu arasindaki iliskiye
bakildiginda; invaziv duktal karsinomda (IDC) 49/67 olguda promoter metilasyonu
gbzlenirken, 18/67 olguda ise metilasyon gdzlenmemistir. Invaziv lobiiler karsinomda
(ILC) 9/13 olguda promoter metilasyonu gozlenirken; 4/13 olguda ise metilasyon
gozlenmemistir (Tablo 4.24.). Yapilan istatistiksel analize gére hem invaziv duktal
karsinomda hem de invaziv lobiiler karsinom tiimoér tipinde olgularin metile ve unmetile
durumlan karsilagtirildiginda metile olan olgularin unmetile olan olgulara gére ESRI1

geni promoter hipermetilasyonu ¢ok daha yiiksek oranda saptanmistir (p<0,001).
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Tablo 4.24. Olgularin tiimdr tipi ve ESR1 geni promoter metilasyon durumu dagilimi

esri Total
metile unmetile

tumortipi invaziv ductal Count 49 18 67
% within tumortipi 73,1% 26,9% 100,0%

invaziv lobuler  Count 9 4 13

% within tumortipi 69,2% 30,8% 100,0%

Total Count 58 22 80
% within tumortipi 72,5% 27.5% 100,0%

Tiimoriin tipi ile ESR1 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan olgular

karsilastirildiginda ESR1 geninde promotor metilasyonu gozlenen 49/58 olgu invaziv

duktal karsinom, 9/58 olgu ise invaziv lobiiler karsinom olarak saptanmistir. Metile olan

invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom olgularinin dagilimi tablo 4.25.’de

gosterilmistir. Ostrojen reseptdr]l geninde promotor metilasyonu gdzlenen olgularin

%84,5°1 invaziv duktal karsinom olarak saptanmustir. Yapilan istatistiksel analize gore

sadece metile olan olgular karsilastirildiginda invaziv duktal karsinom tiimoriin tipinin

invaziv lobiiler karsinom tiimdr tipine gére ESR1 geni promoter hipermetilasyonunun

cok daha yiiksek oranda oldugu belirlenmistir (p<0,001).

Tablo 4.25. Metile olan invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom olgularinin

dagilimi
esr1 Total
metile unmetile

tumortipi  invaziv ductal Count 49 18 67
% within er1 84,5% 81,8% 83,8%

invaziv lobuler  Count 9 4 13

% within er1 15,5% 18,2% 16,3%

Total Count 58 22 80
% within er1 100,0% 100,0% 100,0%

4.4.2.3. Tiimériin Evresi ile ESR1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

Timoriin evresi ile ESR1 geni promoter metilasyonu arasindaki iligkiye

bakildiginda; Evre I1I’de 21/29 olguda promoter metilasyonu gozlenirken, 8/29 olguda

ise metilasyon gozlenmemistir. Evre III’de 32/45 olguda promoter metilasyonu
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gozlenirken, 13/45 olguda metilasyon gozlenmemistir. Evre IV’de ise 5/6 olguda
promoter metilasyonu goriiliirken, 1/6 olguda metilasyon saptanmamustir (Tablo 4.26.).
Yapilan istatistiksel analize gore, Evre Il ve evre 1II’de ESRI geni i¢in metile olan
olgularin unmetile olan olgulara gore ¢ok daha yiiksek oranda oldugu belirlenmistir
(p<0,001). Ayrica evre II’de ESR1 gen metilasyonunun erken evrede baslandigini

gostermesi 6nemli bir bulgudur.

Tablo 4.26. Olgularin tiimor evresi ve ESR1 geni promoter metilasyon durumu dagilimi

esr1 Total
metile unmetile

evre 2a2b  Count 21 8 29
% within evre 72,4% 27,6% 100,0%

3a3b  Count 32 13 45

% within evre 71,1% 28,9% 100,0%

4 Count 5 1 6

% within evre 83,3% 16,7% 100,0%

Total Count 58 22 80
% within evre 72,5% 27,5% 100,0%

Tiimoriin evresi ile ESR1 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda ESR1 geninde promotor metilasyonu gozlenen 21/58 olgu
evre I, 32/58 olgu evre 111 ve 5/58 olgu evre IV olarak saptanmistir. Metile olan evrell,
evrelll ve evrelV olan olgularin dagilm tablo 4.27.°de gosterilmistir. Ostrojen
reseptor]l geninde promotor metilasyonu gozlenen olgularin %55,2’si evre III olarak
saptanmistir. Evre IV’deki olgularin sayisinin azlig1 nedeni ile tam olarak karsilastirma
yapilamamigtir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu evre III’de evre II’ye gore daha
yiiksek oranda metilasyon gozlenmistir ancak tiimoriin evresi ile ESR1 geni promotor

metilasyonu arasinda herhangi bir iligki bulunamamaistir (p>0,05).
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Tablo 4.27. Metile olan evrell, evrelll ve evrelV olan olgularin dagilimi1

esri Total
metile unmetile

evre 2a2b  Count 21 8 29
% within er1 36,2% 36,4% 36,3%

3a3b  Count 32 13 45

% within er1 55,2% 59,1% 56,3%

4 Count 5 1 6

% within er1 8,6% 4,5% 7,5%

Total Count 58 22 80
% within er1 100,0% 100,0% 100,0%

4.4.2.4. Lenf Nodu Metastazi ile ESR1 Geni Promotor Metilasyonu liskisi

Lenf nodu metastazi ile ESR1 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda ESR1 promotor hipermetilasyonu gozlenen 48/58 olgunun
lenf nodu metastaz1 pozitif iken, 10/58 olgu lenf nodu bakimindan negatiftir. Metile
olan lenf nodu(+) ve lenf nodu(-) olan olgularin dagilimi tablo 4.28.’de gosterilmistir.
Metile olan olgularin %82,75’inde lenf nodu pozitifligi saptanmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda sadece metile olan olgular karsilagtirildiginda ESR1 geni
promoter hipermetilasyonunun lenf nodu(+) olan olgularin lenf nodu(-) olan olgulara

gore ¢ok daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

Tablo 4.28. Metile olan lenf nodu(+) ve lenf nodu(-) olan olgularin dagilim1

esr1 Total
metile unmetile

lenfnodu  pozitif Count 48 19 67
% within er1 82,8% 86,4% 83,8%

negatif ~ Count 10 3 13

% within er1 17,2% 13,6% 16,3%

Total Count 58 22 80
% within er1 100,0% 100,0% 100,0%
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4.4.2.5. Ostrojen Reseptor ile ESR1 Geni Promotor Metilasyonu Iliskisi

Ostrojen reseptdr ile ESR1 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda ESR1 promotor metilasyonu gozlenen 39/58 olguda ER(+)
iken 19/58 olguda ER(-) olarak saptanmistir. Metile olan ER(+) ve ER(-) olan olgularin
dagilimi tablo 4.29.°da gosterilmistir. Metile olan olgularin %67,25’1 ER(+) olarak
saptanmigtir.  Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular
karsilagtirildiginda ER(+) olan olgularin ER(-) olan olgulara gére ESR1 geni promotor
hipermetilasyonu daha yiiksek oranda saptanmistir (p<0,001). Buna gore ESR1 geni

promotor hipermetilasyonu ile ER pozitifligi anlamli kabul edilmistir.

Tablo 4.29. Metile olan ER(+) ve ER(-) olan olgularin dagilim1

esr1 Total
metile unmetile

erdurumu  pozitif Count 39 15 54
% within er1 67,2% 68,2% 67,5%

negatif  Count 19 7 26

% within er1 32,8% 31,8% 32,5%

Total Count 58 22 80
% within er1 100,0% 100,0% 100,0%

4.4.2.6. Progesteron Reseptor ile ESR1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

Progesteron reseptor ile ESR1 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilagtirildiginda ESR1 promotor metilasyonu gozlenen 28/58 olguda PR(+)
iken, 30/58 olguda PR(-) olarak saptanmistir. Metile olan PR(+) ve PR(-) olan olgularin
dagilimi tablo 4.30.’da gésterilmistir. Ostrojen reseptdrl (ESR1) promotor metilasyonu
gbzlenen olgularin %48,3’ti PR(+), %51,7’si PR(-) olarak saptanmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda PR(+) olan metile olgular ile PR(-) olan metile olgular

arasindaki oran anlamli bulunmamastir (p>0,05).
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Tablo 4.30. Metile olan PR(+) ve PR(-) olan olgularin dagilimi

esri Total
metile unmetile

prdurumu  pozitif ~ Count 28 14 42
% within er1 48,3% 63,6% 52,5%

negatif  Count 30 8 38

% within er1 51,7% 36,4% 47,5%

Total Count 58 22 80
% within er1 100,0% 100,0% 100,0%

4.4.2.7. HER2/NEU ile ESR1 Geni Promotor Metilasyonu iliskisi

HER2/NEU ile ESR1 geni promoter metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilastirildiginda ESR1 promotor metilasyonu gozlenen 21/58 olguda HER2/NEU(+)
iken, 37/58 olguda HER2/NEU(-) olarak saptanmistir. Metile olan HER2/NEU(+) ve
HER2/NEU(-) olan olgularin dagilimi tablo 4.31.’de gésterilmistir. Ostrojen reseptorl

geni promotor metilasyou gozlenen olgularin %63,8°i HER2/NEU(-) olarak

saptanmistir.  Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular

karsilagtirildiginda HER2/NEU(-) olan olgularin HER2/NEU(+) olan olgulara gore
ESR1 promotor metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmistir (p<0,05).

Tablo 4.31. Metile olan HER2/NEU (+) ve HER2/NEU (-) olan olgularin dagilimi

esri Total
metile unmetile

HER2 pozitif Count 21 9 30
% within er1 36,2% 40,9% 37,5%

negatif  Count 37 13 50

% within er1 63,8% 59,1% 62,5%

Total Count 58 22 80
% within er1 100,0% 100,0% 100,0%
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S.TARTISMA

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar:
Anabilim Dali Onkoloji Bilim Dal1 argivinden temin edilen meme kanseri tanist almis
80 hastanin doku ornekleri dahil edilmistir. Olgulara ait doku 6rnekleri Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’ndan parafin bloga gémiilii
dokulardan 10p’luk 10’ar kesit halinde kapali tiipler igerisinde laboratuarimiza

gelmistir.

Olgularin yaglari, hastaligin evresi, tiimoriin tipi, lenf nodu metastazlari, ER, PR
ve HER2/NEU gibi klinikopatolojik durumlari hasta dosyalarindan temin edilmistir.
Doku 6rnekleri DNA eldesinden sonra bisiilfit modifikasyon islemine tabii tutulmustur.
Modifiye edilen drneklerin metilasyon spesifik HRM yontemiyle, TWIST, RARB2 ve
ESR1 genleri i¢in Lightcycler 480 cihazinda metilasyon analizleri gergeklestirilmistir.

Calismamizin sonuclar literatiir ile karsilastirilarak tartisilmistir.

Bugiine kadar pek ¢ok gende epigenetik mekanizmalarin incelendigi ¢ok sayida
calismalar yapilmistir. Bu epigenetik degisimler igerisinde en Onemli ¢alisma sahasi
metilasyon olmustur. Arastirmacilarin gegmiste yogunlastiklar1 alanlar gen diizeyindeki
mutasyonlar ve sonuglar1 iken, metilasyonun kanser genetigindeki roliiniin anlagilmasi
nedeniyle son yillarda farkli kanser genlerinin metilasyon profilleri ve sonuglari lizerine

yogunlagilmistir.

Aragtirmacilar genomdaki metilasyon profillerindeki degisimleri incelerken
bir¢ok farkl teknik kullanmiglardir. Bu tekniklere her gegen giin yeni yontemlerin ilave
edilmesiyle bu arastirma sahasi genis boyutlara ulagsmis ve bir¢ok gendeki metilasyon

degisimleri net bir sekilde tanimlanmustir.

Metilasyon spesifik-HRM yontemi metilasyon analizleri i¢erisinde son yillarda
gerek diinyada gerekse de iilkemizde yeni kullanilan bir yontemdir. Calismamizin
onemli bir 6zelligi de bu yontemin iilkemizde meme kanserli olgulardaki metilasyon
analizleri i¢in ilk defa kullaniliyor olmasidir. Bu nedenle elde edilen veriler metilasyon

analiz yontem bulgulari ile de karsilastirilacaktir.

98



5.1. Elde Edilen Verilerin Literatiir Bilgileri ile Karsilastirilmasi

5.1.1. Meme Kanserli Olgularda TWIST geni Metilasyonunun

Literatiirdeki Diger Calismalar ile Karsilastirilmasi

Gort ve arkadaglart 2008 yilinda yaptiklari bir ¢alismada 76 invaziv meme
kanserli olgunun TWIST geninin promoter metilasyon seviyelerini ve TWIST geninin
protein ekspresyon seviyesini incelemislerdir (32). Yapilan ¢aligma Kantitatif Multiplex
Metilasyon spesifik PCR ile gergeklestirilmistir. invaziv meme kanserli 76 olgunun
parafine gomiilii doku kesitleriyle calisilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 76 olgunun
26’sinda (%34) TWIST geninde promoter hipermetilasyonu goriiliirken, olgularin
50’sinde (%66) genin unmetile konumda oldugu saptanmisir (Tablo 5.1.).

Auwera ve arkadagslari 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada 56 primer meme
tiimorli ve 56 normal doku 6rnegi olan meme kanserli hastalar ile 9 tane normal meme
dokusu 6rnegi olan etkilenmemis kadin bireylerden kantitatif metilasyon spesifik PCR
(gMSP) yontemiyle 6 genin (DAPK, TWIST, HIN-1, RASSFI1A, RARB2 ve APC)
metilasyon profilleri incelenmistir (4). Genlerdeki kanserli doku ile meme kanserli
olgularin normal dokular1 arasindaki orana bakildiginda, TWIST geninde %46 kanserli
dokuda, %36 normal dokuda promoter hipermetilasyon orani saptanmistir (Tablo 5.1.).
Ayrica genlerden bir tanesi primer meme tiimoriinde hipermetileyken ayni zamanda
normal meme dokusunda da TWIST geninde hipermetile konumda oldugu (olgularin

%54 inde) saptanmustir.

Shinozaki ve arkadagslar: 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 151 primer meme
timorlii  olgunun  hipermetilasyon durumlarim1  lenf nodu metastazlar1 ile
iliskilendirmigtir. Yapilan ¢alismada 6 gen (RASSF1A, APC, TWIST, CDH1, GSTPI
ve RARP2) metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) yoOntemiyle parafine gomiilii
dokulardan caligilmigtir (102). Caligma sonucunda primer meme kanseri olan 151
olgunun 72’sinde (%48) TWIST geni promoter hipermetilasyonu saptanmistir (Tablo
5.1).

Sunami ve arkadaslar: 2008 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada primer meme

timorlii 130 olgunun 65’1 ER(+) ve 65’1 ER(-) parafine gomiilii (FFPE) 6rneklerinden
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metilasyon spesifik PCR yontemiyle 8 genin (RASSF1A, CCND2, GSTP1, TWIST,
APC, NES1, RARP2 ve CDHI1) metilasyon durumlari incelenmistir (107). Buna gore
olgularin %37,5’inde (49/130) TWIST geni promoter hipermetilasyonu saptanmustir..

Li ve arkadaslart 2006 yilinda yaptiklart bir ¢alismada 193 primer meme
tiimorlii frozen doku drnekleriyle metilasyon spesifik PCR yontemiyle 7 genin (RARB2,
CDHI1, ESR1, BRCA1, CCND2, P16 ve TWIST) metilasyon durumlar1 incelenmistir
(61). Calisma sonucunda 193 olgunun 109’unda (%59) TWIST geni promoter

hipermetilasyonu saptanmigtir (Tablo 5.1.).

Huang ve arkadaslar: 2010 yilinda yaptiklar1 bir calismada meme kanserinde 86
filloid ve 26 fibroadenoma tiimorlii olgunun parafin bloga gomiilii doku 6rnekleriyle
metilasyon spesifik HRM yontemini kullanarak 11 genin (RASSF1A, TWIST, APC,
WIF1, MGMT, MAL, RARP, CDKN2A, CDHI1, TP73 ve MLHI1) metilasyon
durumlarimt incelemislerdir (44). Calisma sonucunda olgularin %10,7’sinde TWIST

geni promoter hipermetilasyonu saptanmistir (Tablo 5.1.).

Bizim ¢aligmamiz sonucunda arastirmaya dahil edilen 80 olgunun 67’si invaziv
duktal karsinom, 13 olgu ise invaziv lobiiler karsinom tiimor tipindedir. Calismamizda
olgularin %25’inde (20/80) TWIST geninde promoter hipermetilasyonu goriiliirken;
olgularin %75’inde (60/80) genin unmetile konumda oldugu saptanmigtir. Buna gore
yaptigimiz calismadaki metilasyon orammiz Huang ve arkadaslarimin yaptiklari
calisma hari¢ yapilan diger calismalardan daha diisikk seviyede saptanmustir.
Aragtirmacilar c¢alisma gruplarina olduk¢a fazla hasta dahil etmiglerdir. Shinozaki,
Sunami, Li ve arkadaglar: metilasyon spesifik PCR yonteminden faydalanmislardir.
Gort, Auwera, Huang ve arkadagslar: ise bizim c¢alismamizda oldugu gibi kantitatif
metilasyon yontemlerini kullanmiglardir. Bu yOntemin metilasyon spesifik PCR
yontemine gore spesifitesi ve sensitivitesi oldukca yiiksektir fakat metilasyon
oranimizin arastiricilarin belirledigi metilasyon oranlar1 arasindaki bu farkliligin tiimor

heterojenitesinden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.
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5.1.2. Meme Kanserli Olgularda TWIST Geni Metilasyonunun Prognostik

Faktorlerle Birlikte Degerlendirilmesi

Gort ve arkadaslarimin yaptiklar ¢aligma sonucunda 76 invaziv meme kanserli
olgunun TWIST geninin promoter metilasyon seviyelerini ve TWIST geninin protein
ekspresyon seviyesini incelemislerdir (32). Yapilan calisma sonucunda 76 olgunun
26’sinda (%34) TWIST geninde promoter hipermetilasyonu goriilmiistiir. Bu sonuca
gore TWIST geni promoter hipermetilasyonunun mitotik indeks, timdr boyutu,
timoriin evresi, lenf nodu, HER2/NEU, ER ve PR gibi prognostik faktorlerle iliskili
olmadigini belirtmislerdir (32).

Shinozaki ve arkadaslarimin yaptiklart ¢alismada 151 primer meme timorli
olgunun hipermetilasyon durumlarini lenf nodu metastazlar ile iliskilendirmislerdir.
Lenf nodu metastazi goriilen 29 olgunun 8’inde (%28) TWIST geni promoter
hipermetilasyonu saptanmistir. Bu calismada TWIST geni promoter hipermetilasyonu
ile klinik ya da patolojik olarak lenf nodu pozitifligi ya da HER2/NEU durumu arasinda

herhangi bir korelasyon saptanmamugtir (102).

Sunami ve arkadaslarimin yaptiklart c¢alismada TWIST geninde ER(-) 65
olgunun 17’si (%26) metile konumadayken, ER(+) 65 olgunun 32’si (%49) metile
konumdadir (Tablo 5.1.). Buna gore TWIST geni promoter hipermetilasyonu ile
ER(+)’ligi arasinda korelasyon bulunmaktadir. Ancak TWIST geni hipermetilasyonu ile
HER2/NEU ve lenf nodu pozitifligi ya da negatifligi arasinda herhangi bir korelasyon
kurulamamaistir (107).

Li ve arkadaslarimin yaptiklar1 g¢alisma sonucunda metilasyon durumlari
prognostik faktorlerle karsilastirildiginda TWIST geni promoter hipermetilasyonunun
lenf nodu ve HER2/NEU pozitif ya da negatifligi ile iliski kuralamamustir (61). Yapilan
calismada ER(-) 54 olgunun 26’sinda (%49) ve ER(+) 134 olgunun 82’sinde (%64)
TWIST geni promoter hipermetilasyonu gézlenmistir (p<0,07) (61). Buna gore TWIST

geni promoter hipermetilasyonu ile ER(+)’ligi arasinda korelasyon bulunmaktadir.

Bizim calismamizda TWIST geni promoter hipermetilasyonunun prognostik

faktorlerle karsilagtirildiginda tiimoriin evresi ve yas durumuyla iliski kurulamamuistir.
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Buna karsin caligmamizda lenf nodu pozitifligi, ER pozitifligi, PR negatifli§i ve
HER2/NEU pozitifligi ile TWIST geni promoter hipermetilasyonu arasinda korelasyon
bulunmaktadir. Li, Sunami ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢alismalardaki ER(+)’ligi ile
TWIST geni promoter hipermetilasyonu arasindaki iliski bizim ¢aligmamizla uyum

gostermektedir.

5.1.3. Meme Kanserli Olgularda RARP2 Geni Metilasyonunun

Literatiirdeki Diger Calismalar ile Karsilastirilmasi

Park ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklart bir calismada 125 olguda meme
kanseri progresyonundaki promoter CpG ada hipermetilasyonlar1 incelenmistir (86).
Parafine gomiilii (FFPE) materyallerden 15 farkli genin (HOXA1, TMEFF2, MTI1G,
DLECI1, GSTP1, RARPB2, RASSF1A, GRIN2B, SFRP1, SFRP4, SCGB3A1 (HIN-1),
APC, HOXA10, RUNX3 ve IGF2) analizi Metillight yontemiyle gerceklestirilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda duktal karsinom in situ (DCIS) ile invaziv duktal karsinom
(IDC) tiimor tipleri ile RARP2 geni promoter hipermetilasyonu arasinda farklilik
bulunmadigi bildirilmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda 125 olgunun 73’tinde (%58)

RARP2 geni promoter hipermetilasyonu saptanmistir.

Auwera ve arkadaglar: 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada 56 primer meme
tiimorli ve 56 normal doku 6rnegi olan meme kanserli hastalar ile 9 tane normal meme
dokusu 6rnegi olan etkilenmemis kadin bireylerden kantitatif metilasyon spesifik PCR
(QMSP) yontemiyle 6 genin (DAPK, TWIST, HIN-1, RASSF1A, RARB2 ve APC)
metilasyon profilleri incelenmistir (4). Genlerdeki kanserli doku ile meme kanserli
olgularin normal dokular1 arasindaki oran karsilastirildiginda, RARPB2 geninde %29
kanserli dokuda ve %34 normal dokuda promoter hipermetilasyonu saptanmustir (Tablo
5.1.). Ayrica genlerden bir tanesi primer meme tiimdriinde hipermetileyken ayni
zamanda normal meme dokusunda da hipermetile konumda oldugu RARPB2 geninde

olgularin %69’unda saptanmustir.

Feng ve arkadaglari 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada 38 primer meme
timorii ve lenf nodu metastazi olan olgularda 6 tiimdr silipresdr genin (HIN-1,

RASSF1A, RIL, CDHI3, RARP2 ve E-cadherin) frozen dokulardan bisiilfit
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pyrosequencing ile metilasyon durumlart incelenmistir (27). Amaclar1 timor
progresyonunda primer meme tiimorii ile metastatik meme tiimorlerinin bu 6 gendeki
metilasyon durumlarinin karsilastirmasidir. Bu ¢alismada, her PCR asamasinda pozitif
kontrol olarak birgok gende yiiksek metilasyon gorilen MDAMB-231 meme kanseri
hiicre serileri ve negatif kontrol olarak da normal meme epitelyal hiicreleri olan
HMEC23 (6 gende unmetile konumdayken sadece LINE1 ‘de metile konumdadir)
kullanilmigtir. Buna gore primer meme tiimorii olan 23/38 (%60,5) olguda RARB2 geni
hipermetile konumdayken, metastatik meme tiimorii olan 21/38 (%55,3) olguda RARB2

geninde hipermetilasyon saptanmistir (Tablo 5.1.).

Bizim calismamizda olgularimiz invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler
karsinom tiimoér tiplerindedir. Olgularin %88,75’inde (71/80) RARP2 geni promoter
hipermetilasyonu saptanmistir (Tablo 5.1.). Metilasyon oranimiz Park, Auwera, Feng ve
arkadaglarimin  yaptiklart calismadan ¢ok daha yiiksek oranda saptanmistir.
Aragtirmacilarin analiz yontemlerine bakildigi zaman her ii¢ calismada da yiiksek
sensitivite ve spesifite gosteren analiz yontemleri kullanilmistir. Ancak Park, Auwera,
Feng ve arkadaglarimin yaptiklar1 ¢calisma ile bizim arastirmamiz arasindaki metilasyon

oran farkliliginin tlimér heterojenitesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Pirouzpanah ve arkadagslari 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 137 primer
meme kanserli olguda RARPB2 ve ESRI genlerinin hipermetilasyon durumlarini
incelemiglerdir. Yapilan c¢alisma metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) yontemiyle
gerceklestrilmistir (89). Retinoik asit reseptdr beta2 (RARP2) geni 137 vakanin
50’sinde (%36,5) hipermetile durumda oldugu tespit edilmistir (Tablo 5.1).

Sunami ve arkadaslart 2008 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada primer meme
tiimorli 130 olgunun (65’1 ER(+) ve 65’1 ER(-) parafine gomiilii (FFPE) 6rneklerinden
metilasyon spesifik PCR yontemiyle 8 genin (RASSF1A, CCND2, GSTP1, TWIST,
APC, NES1, RARPB2 ve CDH1) metilasyon durumlar1 incelenmistir (107). Buna gore
olgularin %27’sinde (35/130) RARPB2 geni promoter hipermetilasyonu saptanmuistir.

Li ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 193 meme karsinomu
frozen doku ornekleriyle metilasyon spesifik PCR yontemiyle 7 genin (RARB2, CDHI,
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ESR1, BRCA1l, CCND2, P16 ve TWIST) metilasyon durumlar1 incelenmistir (61).
Calisma sonucunda 193 olgunun 50’sinde (%26) RARP2 geni promoter

hipermetilasyonu saptanmustir (Tablo 5.1.).

Shinozaki ve arkadaglar: 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 151 primer meme
timorlii  olgunun  hipermetilasyon durumlarimi  lenf nodu metastazlart ile
iligkilendirmiglerdir. Yapilan calismada 6 gen (RASSF1A, APC, TWIST, CDHI,
GSTP1 ve RARP2) metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) yontemiyle parafine gomiilii
dokulardan caligilmigtir (102). Calisma sonucunda primer meme kanseri olan 151
olgunun 36’sinda (%24) RARPB2 geni promoter hipermetilasyonu saptanmistir (Tablo
5.1).

Calismamizda RARPB2 geni promoter hipermetilasyonu oranimiz Pirouzpanah,
Sunami, Li, Shinozaki ve arkadaslarimin c¢alismasindan c¢ok daha yiiksektir.
Aragtirmacilar calisma yontemi olarak metilasyon spesifik PCR yoOntemini
kullanmiglardir. Bizim yaptigimiz calismada ise metilasyon spesifik HRM analiz
yontemi kullanilmistir.  Arastirmalar arasindaki farkliligin - calisilan  yontemden

kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) yonteminin temelindeki islem, elde edilen
DNA’nin bisiilfit modifikasyonuyla, sitozinlerin urasile c¢evrilmesidir. Metile olan
sitozin ise urasile donligmeyecektir. Kullanilan spesifik dizayn edilmis primerler ile
amplifikasyon gerceklesir. Her gen bolgesi i¢in ayr1 ayr1 PCR caligmasi yapilmasi
gerekmektedir. Degerlendirme agamasinda ise agoroz jel elektroforezinde goriintiilenen
bantlarin metile ve unmetile kontroller ile olan karsilastirma esasina dayanmaktadir.
Buna gore calisilan gen bolgesinin metilasyon durumu sadece metile ya da unmetile
seklinde yorumlanabilmektedir. Higbir sekilde metilasyon orani vermemektedir. Bu da

yontemin giivenilirligini etkilemektedir.

Metilasyon spesifik-HRM’de ise, DNA izolasyonunun ardindan elde edilen
liriinlin bistilfit modifikasyonu yapildiktan sonra kapali sistem igerisinde metilasyon
analizi iglemine dayanmasidir. Bu sayede metilasyon analizinin jel ya da matriks

ayrimmna gerek duymaksizin soliisyon igerisinde saptanmasina imkan tanimaktadir.
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Boylece hem kontaminasyon riski azaltilir hem de analiz siiresi kisaltilmig olur.
Metilasyon spesifik HRM, metilasyon spesifik PCR’a gore ¢ok daha hassas bir
yontemdir. Hassas 0l¢lim, artan her 0,1-1,0 derece (°C) sicakligin neden oldugu floresan
sinyal siddeti degisiminin kayit edilebildigini ifade etmektedir Veri eldesi, 2 sn’deki
0,1-1,0°C sicaklik artisina karsilik olusan floresan sinyal siddeti degisiminin Olciilmesi
ile elde edilir. Bu durum, DNA denatiirasyonunun ¢ok iyi takip edildiginin bir
gostergesidir. Bu nedenle yontemin spesifitesi ile sensitivitesi ¢ok yiiksektir. Cok diisiik

oranlardaki metilasyon farklilig1 tespit edilebilmektedir.

5.1.4. Meme Kanserli Olgularda RARP2 Geni Metilasyonunun

Prognostik Faktorlerle Birlikte Degerlendirilmesi

Park ve arkadaslari yaptiklar1 arastirmada ductal karsinom in situ (DCIS) ile
invaziv duktal karsinom (IDC) tiimor tipinde olan 125 olgu calismiglardir. Buna gore
RARP2 geni ile yas, ER, PR gibi klinikopatolojik durumlarla iligski kurulamamaistir (86).
Yapilan ¢aligmada ER(+) 40 olgunun 10’unda (%25) RARP2 geni promoter

hipermetilasyonu saptanmuistir.

Feng ve arkadagslar: yaptiklar1 aragtirmada 38 primer meme timérii ve lenf nodu
metastazi olan olgularda calismiglardir. Arastirma sonucunda RARB2 geni promoter
hipermetilasyonu hormon reseptorleriyle karsilastirildiginda ER(+) ve PR(+) olgular ile
ER(-) ve PR(-) olgular arasinda herhangi bir iliski kurulamamistir. Ayrica HER2/NEU
ekspresyonu, evre, grade ya da tiimdr progresyonu ile ilgili RARB2 geni metilasyon

durumu ile de herhangi bir iliski kurulamamistir (27).

Bizim calismamizda invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiiler karsinom timor
tipinde 80 olgu calisilmistir. Calismamizda RARPB2 geni promoter hipermetilasyonu ile
evre, yas ve PR durumu arasinda iliski kurulamamistir. Bu sonu¢ Park, Feng ve
arkadaslarimin yaptiklar1 ¢aligma ile korelidir. Yapilan bu ¢aligmalardan farkli olarak
arastirmamizda ER(+) 54 olgunun 49’unda (%90,7) RARP2 geni promoter
hipermetilasyonu saptanmustir. Buna gore ER(+)’ligi, ayrica HER2/NEU(-)’ligi, lenf

nodu(+)’ligi ve invaziv duktal karsinom (IDC) tiimér tipi RARP2 geni promoter
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hipermetilasyonu ile anlamli bir iliski gostermektedir. Caligmalar arasindaki bu

farkliligin ¢alisilan tiimdr heterojenitesinden kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Pirouzpanah ve arkadagslar: yaptiklar1 aragtirmada 137 primer meme kanserli
olguda calismislardir. Arastirmacilar RARB2 geni promoter hipermetilasyonu saptanan
50/137 olgunun metilasyon durumlarimi tiimér tipi, ER, evre, sigara kullanimi, yas,
Ostrodiol kullanimi, aile hikayesi, vitamin Bj, gibi prognostik faktorlerle
karsilagtirmiglardir. Buna gore bu ¢alismada, RARB2 geni promoter hipermetilasyonu
geng yas ve ailesinde daha once meme kanseri hikdyesi olmayan vakalarda korele
bulunmustur. Ostrojen reseptdr durumunda ise, ER(+) 62 olgunun RARB2 geninde 19°u
hipermetileyken; ER(-) 30 olgunun RARB2 geninde 10’u hipermetile konumdadir. Buna
gore RARPB2 geni promoter hipermetilasyonu ile Ostrojen reseptor negatiflifi ya da

pozitifligi arasinda bir korelasyon saptanmamustir (89).

T{imoriin evresine bakildigi zaman yapilan ¢alismada hem RARPB2 geninde evre
[IT’te, evre 11 ve evre I’e gore daha yiiksek oranda hipermetilasyon goriilmiistiir. Bizim
calismamizda da evre III’de diger evrelere gore daha yiliksek oranda hipermetilasyon
saptanmistir. ~ Sonu¢  olarak  arastirmamizdaki RARP2  geni  promoter

hipermetilasyonunun evrelere gore durumu yapilan bu ¢alismayla uyumludur.

5.1.5. Meme Kanserli Olgularda ESR1 geni Metilasyonunun Literatiirdeki

Diger Calismalar ile Karsilagtirilmasi

Ramos ve arkadaslar: 2010 yilinda yaptiklar: bir ¢alismada 69 sporadik meme
kanserli olguda CXCL12 ve ESRI genlerindeki CpG hipermetilasyonunu
arastirmiglardir (90). Meme tiimorlii olgularin frozen dokulariyla metilasyon spesifik
PCR (MS-PCR) yontemiyle calisgilmistir. Yapilan arastirmada 69 olgunun 28’inde
(%41) ESR1 geni promoter hipermetilasyonu goriilmiistiir (Tablo 5.1.).

Zhao ve arkadagslar: 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada 138 sporadik meme
kanseri ile 14 bening meme hiperplazi frozen doku ornekleri ile ESR1, ESR3, ESR4,
ESRS bolgelerine 6zgli primerlerle metilasyon spesifik PCR yontemiyle ERo geni
metilasyon durumunu incelemislerdir (127). Hastalik progresyonunda transkripsiyon

diizeyinde ERa geninin ekspresyon kaybi hormon rezistansindaki olasi
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mekanizmalardan biridir. Bu nedenle ERa durumu hormona baglh biiylimenin bir
gostergesi ve belirleyicisi olarak hormonal tedaviye yanmit vermektedir. Ostrojen
reseptor alfa (ESRa) geni metilasyon durumu sporadik meme tiimorii olgularinda %60,1
(83/138) oraninda gozlenirken; bening meme hiperplazi olgularinda %28,6 (4/14)
oraninda gozlenmistir. Bolgelerin metilasyon oranlarina bakilacak olunursa ESR1
%34,8, ESR3 %35,5, ESR4 %39,1, ESRS %36,9 oraninda hipermetile konumda oldugu
tespit edilmistir (127) (Tablo 5.1.).

Pirouzpanah ve arkadagslart 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada 137 primer
meme kanserli olguda RARP2 ve ESRI1 genlerinin hipermetilasyon durumlarini
incelemislerdir. Yapilan ¢aligma metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) yontemiyle
gerceklestrilmistir (89). Ostrojen reseptérl (ESR1) geni 137 vakanm 70’inde (%51,1)
hipermetile durumda oldugu tespit edilmistir (Tablo 5.1).

Li ve arkadaslar: 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 193 meme karsinomu
frozen doku 6rnekleriyle metilasyon spesifik PCR yontemiyle 7 genin (RARB2, CDHI,
ESR1, BRCA1, CCND2, P16 ve TWIST) metilasyon durumlari incelenmistir (61).
Calisma sonucunda 193 olgunun, 162/193’tinde (%84) ESRI geni promoter

hipermetilasyonu saptanmustir (Tablo 5.1.).

Arastirmamizda ¢alisilan 80 olgunun 58’inde (%72,5) ESR1 geni promoter
hipermetilasyonu gozlenirken, 80 olgunun 22’sinde ise (%27,5) ESR1 geni promoter
bolgesi icin unmetile konumdadir. Ramos, Zhao, Pirouzpanah ve arkadaslarinin
yaptiklar calismadan daha yliksek oranda goriilen ESR1 geni promoter hipermetilasyon
durumunun yontem farkindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. MS-HRM
yonteminin spesifikligi ve sensitivitesi karsilastirildiginda MS-PCR’a goére ¢ok daha
duyarhdir. Li ve arkadaslarimin yaptiklart calismadaki metilasyon orani bizim
calismamizdan daha yiiksek orandadir. Bunun nedeninin olgu sayisindaki farkliliktan

kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.
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5.1.6. Meme Kanserli Olgularda ESR1 Geni Metilasyonunun Prognostik

Faktorlerle Birlikte Degerlendirilmesi

Ramos ve arkadaslar: yaptiklart aragtirmada 69 sporadik meme kanserli olguda
CXCLI12 ve ESRI1 genlerindeki CpG hipermetilasyonunu aragtirmiglardir (90). Meme
tiimorli olgularin frozen dokulariyla metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) yontemiyle
calistlmistir. Yapilan arastirmada 69 olgunun 28’inde (%41) ESRI geni promoter
hipermetilasyonu goriilmiistiir (Tablo 5.1.). Ostrojen reseptdrl geni promoter

hipermetilasyonu ile ERa protein ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir (p<0,0001).

Ostrojen reseptdr]l (ESR1) geni promoter hipermetilasyonu ile yas, HER2/NEU
ve PR durumu arasinda herhangi bir iligski goriilmezken, lenf nodu (p = 0,0288), ER
durumu (p = 0,0054) ve evre (p = 0,0003) arasinda anlamli bir iligski kurulmustur (90).

Bizim ¢alismamizda ise 80 olgunun 58’1 (%72,5) ESR1 geni promoter
hipermetilasyonu goézlenirken, 80 olgunun 22’°si (%27,5) ESR1 geni promoter bdlgesi
icin unmetile konumdadir. Ramos ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismadan daha yiiksek
oranda goriilen ESRI1 geni promoter hipermetilasyon durumunun yontem farkindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Metilasyon spesifik HRM analiz yOdnteminin
spesifikligi ve sensitivitesi karsilastirildiginda, MS-PCR’a gore ¢ok daha duyarhidir.
Bizim ¢alismamizda da yas ve PR durumu ESR1 geni promoter hipermetilasyonu ile
karsilagtirildiginda aralarinda iliski kurulamazken, lenf nodu, ER ve HER2/NEU
ekspresyonu ile ESR1 gen promoter hipermetilasyonu ile arasinda anlamli bir iligki

bulunmustur.

Pirouzpanah ve arkadagslart 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 137 primer
meme kanserli olguda RARP2 ve ESRI1 genlerinin hipermetilasyon durumlarini
incelemiglerdir. Yapilan c¢alisma metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) yontemiyle
gergeklestirilmistir (89). Ostrojen reseptdrl (ESR1) geni 137 vakanin 70’inde (%51,1)
hipermetile durumda oldugu tespit edilmistir (Tablo 5.1). Arastirmacilar bu genlerin
metilasyon durumlarini tiimor tipi, ER, evre, sigara kullanimi, yas, dstrodiol kullanimu,
aile hikayesi, vitamin B, gibi prognostik faktorlerle karsilagtirmislardir. Buna goére bu

calismada, ESR1 geni promoter hipermetilasyonu sigara kullanimi, Ostradiole maruz
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kalma siiresi ve Ostrojen reseptdr negatifligi ile korele bulunmustur. Ayrica ESRI1
hipermetilasyonu histopatolojik olarak duktal karsinomda daha yiiksek oranda
saptanmustir (p<0,023). Ostrojen reseptdr durumunda ise, ER(+) 62 olgunun, ESR1
geninde 17’si hipermetile konumdadir. Ostrojen reseptdr negatif 30 olgunun, ESR1
geninde 28’1 hipermetile konumdadir. Buna gore ER(-)’ligi ile ESRI geninin

hipermetilasyon durumu arasinda korelasyon bulunmustur (89).

Bizim c¢alismamizda ER(+)ve ER(-)) olgularda ESR1 gen hipermetilasyonu
acisindan bir fark bulunamamistir. Calismamizda histolojik tipe bakildig1 zaman yapilan
calismada ESR1 geninde evre III’te, evre II’ye gore daha yiiksek oranda
hipermetilasyon goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da evre III’de diger evrelere gore
daha yiiksek oranda hipermetilasyon saptanmigtir. Ayrica calismamizda ESRI
hipermetilasyonu histopatolojik olarak invaziv duktal karsinomda lobiiler karsinoma

oranla ¢ok yliksek oranda saptanmistir (p<0,001).

Sonug olarak arastirmamizdaki ESR1 geninin hipermetilasyonunun evrelere ve

tiimor tipine gore durumu yapilan bu calismayla koreledir.

Calismalar sonucunda ortak kani, metilasyonun tiimor gelisiminde kanser igin
bir nevi zemin hazirladigi, kanserin prognoz ve yayilim hizina etki ettigi yoniindedir.

Bu durum, bir tiimdr markeri olarak metilasyonun énemini vurgulamaktadir.

Bu dogrultuda kanserdeki CpG adalarinin metilasyon profillerini inceleyen
calismalardan elde edilecek veriler ile kanserin erken tanisi, tiimor klasifikasyonu,
hastaligin prognozu, tedavi protokollerinin diizenlenmesi, tedaviye yanitin kontrolii ve

kanserden korunma yollar1 konularma 1s1k tutulabilir.
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Tablo 5.1. Calisilan genlerin literatiir bilgileriyle karsilastirilmasi

ER(+) 32/65 (%49)

Top:49/130 (~%38)

ER(+) 17/65 (%26)

Top: 35/130 (~%27)

Arastirma grubu |Yil |Olgusayis1 | Cahisilan yontem | TWIST geni met. orani RARP2 geni met. oram ESR1 geni met. oram
Gort ve ark. 2008 |76 qMSP 26/76 (%34)
Park ve ark. 2011 | 125 Metillight 73/125 (%58)
Feng ve ark. 2010 | 38+38* bisiilfit 23/38 (%60,5) primer
pyrosequencing
21/38 (%55,3) metastatik

Huang ve ark 2010 [ 112 MS-HRM 12/112 (%10,7)
Shinozaki ve ark. | 2005 | 151 MS-PCR 72/151 (%A48) 36/151 (%24)
Auwera ve ark. 2010 | 56+56+9** | qMSP 26/56 (%46) kanserli doku | 16/56 (%29) kanserli doku

20/56 (%36) normal doku | 19/56 (%34) normal doku
Sunami ve ark. 2008 | 130%*** MS-PCR ER(-) 17/65 (%26), ER(-) 18/65 (%28),
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ER(-) 8/26 (%30,8)

ER(+) 12/54 (%22,2)

Top: 20/80 (%25)

ER(-) 22/26 (%84,6)

ER(+) 49/54 (%90,7)

Top: 71/80 (%88,75)

Ramos ve ark. 2010 | 69 MS-PCR 28/69 (%41)
Zhao ve ark. 2009 | 138 MS-PCR 48/138 (%34,8)
Pirouzpanah  ve 2010 | 137 MS-PCR 50/137 (%36,5) 70/137 (%51,1)
ark.

Li ve ark. 2006 | 193 MS-PCR 109/193 (%59) 50/193 (%26) 162/193 (%84)
Bizim ¢alismamiz | 2011 | 80 MS-HRM 20/80 (%25) 71/80 (%88,75) 58/80 (%72,5)

ER(-) 19/26 (%73,1)

ER(+) 39/54 (%72,2)

Top: 58/80 (%72,5)

*Not: 38 olgu primer meme ca. 38 olgu metastatik meme ca.
**Not: 56 meme tiimorlii ve 56 normal doku 6rnegi olan meme kanserli hastalar ile 9 tane normal meme dokusu 6rnegi olan etkilenmemis kadin bireylerin sayist

***¥Not: 130 olgunun 65’1 ER(+), 65’1 ER(-)
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirma grubunu olusturan 80 meme kanseri olgusunun timér dokusu
orneklerinde TWIST, RARPB2 ve ESRI1 genlerinin metilasyonu degerlendirmek {izere
metilasyon spesifik HRM analizi yapilmistir.

1. Calisilan timoér dokularinda MS-HRM analizi ile TWIST geni
promoter hipermetilasyonu %25 (20/80) oraninda saptanmustir.

2. Olgularda  saptanan metilasyon ile  prognostik  faktorler
karsilagtirildiginda tiimoriin evresi ve yas durumuyla TWIST geni
promoter hipermetilasyonu arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir.

3. Lenf nodu(+)’ligi, ER(+)’ligi, PR(-)’ligi ve HER2/NEU(-)’ligi ile
TWIST geni promoter hipermetilasyonu arasinda iligki anlaml
bulunmustur.

4. Caligtlan timor dokularinda MS-HRM analizi ile RARP2 geni
promoter hipermetilasyonu %88,75 (71/80) oraninda saptanmustir.

5. Olgularda  saptanan  metilasyon ile prognostik  faktorler
karsilastirildiginda yas, tiimoriin evresi ve PR durumuyla RARP2
geni promoter hipermetilasyonu arasinda anlamhi bir iligki
bulunmamastir.

6. Lenf nodu(+)’ligi, HER2/NEU(-)’ligi, invaziv duktal karsinom timor
tipt ve ER(+)’ligi ile RARP2 geni promoter hipermetilasyonu
arasinda iliski anlaml saptanmistir.

7. Calisilan timoér dokularinda MS-HRM analizi ile ESRI geni
promoter hipermetilasyonu %72,5 (58/80) oraninda saptanmustir.

8. Olgularda  saptanan  metilasyon ile prognostik  faktorler
karsilagtirildiginda yas, tiimoriin evresi ve PR durumuyla ESR1 geni
promoter hipermetilasyonu arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir.

9. Lenf nodu(+)’ligi, ER(+)’ligi ve HER2/NEU(-)’ligi ile ESR1 geni
promoter  hipermetilasyonu arasinda iliski anlamli  olarak

saptanmuigtir.
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10. Calismamiz  Tirk populasyonunda meme kanserli olgularda
metilasyon oranlarinin MS-HRM yontemi kullanilarak incelendigi ilk

caligmadir.

Bu calisma sonrasinda metilasyon durumlari belirlenmis olan bu genlerin
ekspresyon profillerininde ¢alisilmasi bir sonraki basamak olarak diisiiniilebilir.
Ayrica bu yapilan ¢aligmanin bundan sonra yapilacak olan g¢aligmalara 151k

tutacag1 kanaatindeyiz.
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EKLER DIZiNi
EK-1 MEME KARSINOMUNDA TNM SINIFLAMASI (WHO 2003)
T- Primer timor
Tx Saptanamayan tiimor.
TO Primer timore ait bulgu yok.
Tis Karsinoma in situ.
Tis(DCIS) Duktal karsinoma in situ.
Tis(LCIS) Lobiiler karsinoma in situ.
Tis(Paget) Tiimdr olmaksizin meme basinin Paget hastaligi*
T1 Timor en biiylik boyutunda 2cm veya daha az.
T1mic Mikroinvazyon en biiyiik boyutunda 0,1cm veya daha az.
Tla Tiimor en biiylik boyutunda 0,1cm’den biiyiik, 0,5cm’den kiigtlik 6l¢iide.
T1b Timor en biiyiik boyutunda 0,5cm’den biiyiik, 1cm’den kiiciik 6l¢iide.
T1lc Tiimor en biiylik boyutunda 1cm’den biiytik, 2cm’den kiigiik dlciide.
T2 Tiimdr en biiyiik boyutunda 2cm’den biiyiik, Scm’den kiiclik 6l¢iide.
T3 Tiimdr en biiyiik boyutunda Scm’den biiyiik 6lctide.
T4 Timoriin boyutuna bakmaksizin gogiis duvarina veya deriye direkt yayilimin
bulunmasi**
T4a Goglis duvarina yayilim.
T4b Odem (portakal kabugu goriiniimii) veya meme derisinde iilserasyon veya ayni
taraf memede satellit deri nodiilleri.
T4c Yukarida belirtilen 4a ve4b’nin birlikte goriilmesi.
T4d Inflamatuar karsinom.
N- Bolgesel Lenf Nodlari
Nx Bolgesel lenf nodlar1 elde edilemiyor (6rn: daha dnce gikartilmig).
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok.
N1 Aymn taraf fikse olmayan lenf nodlar1 metastazi.
N2 Ayni tarafin fikse lenf nodlarinda metastaz veya aksiller lenf nodlariinin metaztazi
olmadig1 durumlarda ayni taraf internal mamaryal lenf nodlarinda klinik olarak belirgin
metastaz.

N2a Birbirlerine veya diger yapilara fikse olan aksiller lenf nodlarinda metastaz.
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N2b Klinik olarak tesbit edilebilen aynmi taraf internal mamaryal lenf nodlarinda
metastaz, klinik olarak aksiller lenf nodlar tespit edilemiyor.

N3 Aym taraf infraklavikiiler lenf nodlar1 aksiller lenf nodu metastazi olarak veya
olmaksizin metastazli; veya klinik olara aym taraf aksiller lenf nodlar1 ve internal
mamaryal lenf nodlar1 metastazli; veya ayni taraf supraklavikiiler lenf nodlarinda
aksiller ve internal mamaryal lenf nodu tututlumu olarak veya olmaksizin metastazli.
N3a Infraklavikiiler lenf nodu(lar1) metastazi.

N3b Internal mamaryal ve aksiller lenf nodu metastazlari.

N3¢ Supraklavikiiler lenf nodu(lar1) metastazi.

M- Uzak Metastaz

Mx Uzak metastaz degerlendirilemiyor.

MO Uzak metastaz yok.

M1 Uzak metastaz var.

PTNM Patolojik Siniflama

pT- Primer Tiimor

Primer kanserin patolojik siniflamasi igin rezeksiyon sinirlarinda makroskobik olarak
tiimor hiicresi goriilmemelidir. Cerrahi sinirlarda sadece mikroskobik boyutlarda tiimor
varsa bu olgu pT olarak siniflanabilir.

pN- Bolgesel lenf nodlari

pNx Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemedi (daha oOnce c¢ikartilmis veya hig
cikartilmamais).

pNO Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

pN1mi Mikrometastazlar (hepsi 0,2mm’den biiylik fakat hi¢biri en biiyiik boyutunda
2mm’den biiylik degil).

pN1 Aym taraf 1-3 aksiller lenf nodunda metastaz ve/veya klinik olarak tespit
edilemeyen, ancak sentinel lenf nodu arastirilmasinda internal mamaryal lenf nodlarinda
mikroskobik metastaz.

pNla En azindan bir tanesi en genis boyutunda 2mm’den biiyiik, 1-3 aksiller lenf
bezinde metastaz.

pN1b Klinik olarak tespit edilemeyen ancak sentinel lenf nodu biopsisi ile tespit edilen

internal mamaryal lenf nodlarinda mikroskobik metastaz.
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pNlc 1-3 aksiller lenf nodunda metastaz ve klinik olarak tespit edilemeyen ancak
sentinel lenf nodu incelemesinde tespit edilen internal mamaryal lenf nodlarinda
mikroskobik metastaz.

pN2 Ayni taraf aksiller lenf nodlarinda 4-9 metastaz ve/veya ayni taraf aksiller lenf
nodu metastazi olmaksizin, ayni taraf internal mamaryal lenf nodlarinda klinik olarak
tespit edilmis.

pN2a 4-9 aksiller lenf nodu metastazi, en az bir tanesinde ¢cap 2mm’den biiytik.

pN2b Aksiller lenf nodu metastazi olmaksizin klinik olarak tespit edilebilen internal
mamaryal lenf nodlarinda metastaz.

pN3 Aym taraf aksiller lenf nodlarinda 10 veya daha fazla lenf nodu, veya
infraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz, veya klinik olarak tespit edilmis ayni taraf
internal mamaryal lenf nodu metastazi ve bununla birlikte bir veya daha fazla aksiller
lenf nodu metastazi, veya 3’den daha fazla aksiller lenf nodu metastazi ve bununla
birlikte klinik olarak tespit edilememis ancak internal mamaryal lenf nodlarinda
metastaz, veya ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz.

pN3a Aksiller lenf nodlarinda 10 veya daha fazla metastaz (en az bir tanesi 2mm’den
bliyiik) veya infraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz.

pN3b Klinik olarak tespit edilmis internal mamaryal lenf nodu metastazi ve bununla
birlikte bir veya daha fazla aksiller lenf nodu pozitifligi veya 3’den fazla aksiller lenf
nodunda metastaz ve klinik olarak tespit edilmemis ancak sentinel lenf nodu biopsisi ile
tespit edilmis internal mamaryal lenf nodunda metastaz.

pN3c Supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz.

pM- Uzak metastaz. pM kategorileri diger m kategorileri ile aynidir (15).

*Not: Timorli Paget hastaligi tiimériin boyutuna gore siniflandirilir
**Not: Gogiis duvar1 tanimi, kaburgalar, interkostal kaslar ve serratus anterior kasini igerir, ancak

pektoral kasi icermez.
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EK-2 Meme karsinomlarinda TNM evreleme sistemi (59)

Evre 0 T is NO MO
Evre 1 Tl NO MO
Evre IIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Evre IIB T2 NO MO
T3 NO Mo
Evre IITIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre I1IB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Evre I1IC Herhangi T | N3 MO
Evre IV Herhangi T | Herhangi N M1
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EK-3 Tiim olgularin prognostik faktorleri ve ¢cahisilan genlerin metilasyon oranlari

No Yas Timor Tipi Evre TNM ER PR HER2 TWIST RARB2 ESRI

1 54 Iinvazivductal 3A T2N2MO - - - <25 75 100
2 72 [Invaziv lobiiller 3A T2N2MO + + + 25 75 75
3 32 Invazivductal 3A T2NIMO + + - 25 100 100
4 67 Invazivductal 2B T2NIMO - - - UN <25 25
5 47 Infiltratif ductal 2A  TINIMO - + - UN 25 100
6 52 Invazivductal 3A T3N2MO - - - UN <25 UN
7 54 [Invazivductal 3A T3N2MO - - - UN 25 UN
8 60 Infiltratif ductal 2B T2NIMO - - - UN 100 100
9 64 Invazivductal 2A TINIMO - - + UN 75 100
10 59 Iinvazivductal 3B T4N2MO - + UN <25 UN
12 70 Iinvazivductal 3B T4N2MO + + - UN 50 75
13 74 Iinfiltratif ductal 3A  T2N2MO + + - UN 100 100
14 54 [iInvazivductal 3B T2N3MO + + UN 100 UN
16 45 Invazivductal 3A T3N2MO + + UN 100 UN
17 83 Invazivductal 3B T2N2MO + + - UN UN UN
19 47 Invazivductal 3B T3N3MO + - - <25 <25 75
21 51 Invazivductal 3A T3N2MO - - + UN <25 50
22 73 invazivductal 3A T3N2MO + - + UN 25 75
23 43 Infiltratif ductal 3A  T3N2MO + + UN <25 100
25 74 Infiltratif ductal 3A  T3N2MO - + - 50 50 75
26 61 [Infiltratif ductal 2B T2NIMO - - - UN <25 25
27 71 Invazivductal 2B T2NIMO + + + UN 25 UN
28 69 [Invazivlobiler 2B T2NIMO + - - 25 75 100
29 77 [Invaziv lobiiller 3A TIN2MO + + - UN <25 UN
30 51 Invazivductal 2B T2NIMO - - - 25 100 UN
31 69 Infiltratif ductal 2A  T2NOMO + - - UN 50 100
32 52 Invazivductal 3A T3N2MO + + UN <25 UN
33 66 Infiltratif 2B T2NIMO + - UN 75 25
lobiiler
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34 79 Invazivlobiller 2A TINIMO + UN <25 UN
36 52 Invazivductal 3A T3N2MO + UN 100 100
38 61 Invazivductal 2B T2NIMO + UN <25 100
39 50 Infiltratif ductal 3B T4N3MO + - 75 25 100
41 48 Invazivlobiiler 2B  T3NOMO + + UN <25 25
42 63 Invazivductal 4  T4NIMI1 + - UN <25 75
47 45 Invazivlobiller 2A TINIMO + + UN <25 25
49 66 Infiltratif ductal 2B T2NIMO + - UN 25 75
50 42 invazivductal 2B T2NIMO + - UN <25 100
51 72 [Infiltratif ductal 2B T2NIMO + + UN <25 50
52 58 Invazivlobiller 2A TINIMO + + UN <25 UN
55 52 Invazivlobiler 2A TINIMO + + UN <25 75
56 63 Invazivductal 2B T3NOMO - - UN <25 UN
58 75 Invazivductal 2A TINIMO - - UN <25 UN
59 60 Invazivductal 3A T2N2MO + + UN 50 100
62 75 Infiltratif ductal 4 ~ T4NOMI + + UN <25 50
63 44 Invazivductal 2A T2NOMO + + UN 100 UN
66 69 Invazivductal 3B T4N2MO + + UN <25 100
70 36 Invazivductal 3A T2N2MO - - UN 100 100
71 61 Invazivductal 2A T2NOMO - - UN  UN 75
72 55 Invazivlobiller 3B T3N3MO + + UN <25 75
73 60 Invazivductal 2B T2NIMO - - UN 75 UN
76 43 Infiltratif ductal 4 ~ T4N2MI1 + + <25 <25 100
80 52 [Invazivlobiller 3A T3NIMO - - <25 25 <25
84 51 [Infiltratif ductal 2A TINIMO + + <25 75 75
85 77 Invazivductal 3A T3NIMO + + UN 100 <25
91 64 Invazivductal 2A TINIMO - - UN <25 50
92 59 Invazivductal 3B T4N2MO + - UN 100 UN
93 50 Invazivductal 3B T4NIMO + + 25 <25 <25
94 41 Invazivductal 3A T2N2MO + + UN 75 <25
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95 58 Invazivlobiller 3A T3N2MO + UN 100 25
96 54 Invazivductal 3B T4NOMO - <25 100 100
97 74 Invazivductal 3A T3N2MO + UN <25 75
98 60 Invazivlobiiler 3A T2NIMO + 75 UN UN
99 55 Invazivductal 2B T2NOMO + UN <25 75
102 50 invaziv 4 T2N3MI - 25 <25 50
intraductal
103 55 Invazivductal 3A T2N2MO - UN <25 75
104 71 Infiltratif ductal 3B  T4N2MO + UN <25 25
105 56 Invazivductal 3B T2N3MO - UN UN 25
107 49 Iinvazivductal 4  T3NOMI + UN <25 25
108 33 Invazivductal 2A T2NOMO + UN <25 25
109 67 Invazivductal 3B T2N3MO + UN  UN 50
111 50 Invazivductal 3B T2NIMO + 50 UN 50
113 64 Invazivductal 3B T3N3MO - <25 <25 50
114 68 Invazivductal 3A T2N2MO + UN <25 50
115 63 Invazivductal 3B T3N3MO - <25  UN 25
116 57 Invazivductal 3A T3NIMO + UN 100 UN
120 50 Invazivlobiiler 3A T2NOMO + 50 UN UN
121 57 [invaziv ductal 2A T2NOMO - UN UN 25
122 60 Invazivductal 3A T2N2MO + UN <25 25
123 52 invazivductal 4  T2NOMI + 50 100 UN
124 58 Invazivductal 3A T2N2MO + UN 25 UN
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EK-4 Genlerin metilasyon oranlarinin prognostik faktorlere gore dagilimi

Degiskenler  Olgular TWIST met. RARB2 met. ESR1 met.

m) (%) M 8] M 6] M U

n (%) n (%) | n (%) n (%) n (%) n (%)

Toplam: 80 olgu 20 (25) 60(75) |71 (88,75) 9(11,25) | 58(72,5) 22(27)5)
Yas
<50 19 (24) 8 11 17 2 16 3
>50 61 (76) 12 49 54 7 42 19
Evre
11 29 (37.5) 3(10,3)  26(89,7) | 27 (93,1) 2(6,9) 21(72,4)  8(27.,6)
11 45 (55) 14(31,1) 31(68,9) | 38(84,4) 7(15,6) | 32(71,1) 13(28,9)
v 6 (7,5 3(5) 3(50) 6 (100) 0(0,0) 5(83,3) 1(16,7)
Tiimor Tipi
IDC 67 (83,75) 16(23,9) 51(76,1) | 59(88,1) 8(11,9) 49(73,1) 18(26,9)
ILC 13 (16,25) 4 (30,8) 9(69,2) 12 (92,3) 1(7,7) 9(69,2) 4(30,8)
Lenf Nodu
Pozitif 67 (85) 17 (25,4) 50(74,6) | 61(91) 6(9) 48(71,6) 19(28,4)
Negatif 13 (15) 3(23,1)  10(76,9) | 10(76,9) 3(23,1) | 10(76,9) 3(23,1)
Ostrojen res.
Pozitif 54 (67.5) 12(22,2) 42(70) 49(90,7) 5(9,3) 39(72,2) 15(27.8)
Negatif 26 (32,5) 8(40)  18(30) 22(84,6) 4(15,4) 19(73,1)  7(26.,9)
Progesteron res.
Pozitif 42 (52,9) 8(19) 34(81) 38 (90,5) 4(9,5) 28(66,7)  14(33,3)
Negatif 38 (47.,5) 12(31,6) 26(68,4) | 33(86,8) 5(13,2) | 30(78,9) 8(21,1)
HER2/NEU
Pozitif 30 (37,5) 6(20) 24(80) 29(96,7) 1(3,3) 21(70) 9(30)
Negatif 50 (62,5) 14 (28)  36(72) 42 (84) 8(16) 37(74) 13(26)
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EK-5 Calisilan genlerin evrelerde metile ve unmetile durumlari

Genlerin Evrelerde
Metile ve Unmetile Durumu

100,0%

90,0% |

3 80,0% - -

um

= 70,0% - |

60,0% - -

50,0% —

40,0% - -

Metilasyon Du

30,0% | —

Ih

20,0% -
10,0% F— r F—
0,0% T l T T T
N

S S

!Q‘ re

\G/
Q

Gen / Evre

139

Metile

= Unmetile




OZGECMIS
Bireysel Bilgiler
Adi-Soyadi

Dogum tarihi ve yeri
Uyrugu

Medeni durumu

fletisim adresleri

Egitim Durumu

1992-1996
1996-1999

2000-2004

2004-2006

2006-2011

Mesleki Deneyim

2005-2009

2006-2011

: Onur EROGLU
:03.11.1981 ESKISEHIR
:T.C.

: Bekar

: onreroglu@gmail.com

Kiiltiir Koleji
Bodrum Lisesi

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Biyoloji Lisans Programi

GPA:65/100

Anadolu Universitesi Molekiiler Biyoloji Yiiksek Lisans Programi

GPA:3.71/4.00

Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Doktora Programi

GPA:3.60/4.00

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Servis Laboratuar Sorumlusu

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik A.B.D.
“Postnatal, Prenatal (Hiicre Kiiltiirii, CVS, Amniyon vs), Molekiiler
Sitogenetik (FISH), Kanser Sitogenetigi, Molekiiler Genetik

seksiyonlarinda 5 y1l deneyim

Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar

e Biyoloji Dernegi

e T1ibbi Genetik Dernegi

e European Cytogenetics Association (ECA)



Yayinlar

e Unal S., Eroglu O.,” Endemizm ve Baz1 Canakkale Endemikleri” 8. Ulusal Biyoloji
Kongresi, 10-13 Ekim 2001, Ankara, 2001 Sozli Bildiri

e Cilingir O., Ozdemir M., Bademci G., Aslan H., Durak B., Hassa H., Eroglu O., Uludag P.,
Ath E., Miisliimanoglu M. H., Artan S., “Coklu Kromozomal Yeniden Diizenlenmesi Olan
Turner Sendromu Fenotipine Sahip Olgu” Uluslararasi Katilimli VIII. Ulusal Tibbi
Genetik Kongresi, 06-09 Mayis 2008, Kolin Otel, CANAKKALE , 2008

e Emre R., Cantiirk K. M., Senol M., Miisliimanoglu M. H., Ozdemir M., Cilingir O.,
Celayir F. M., Eroglu O., Hassa H., Artan S. “Erken Donemde Gonadoblastom Gelisen
46,XY Cinsiyet Doniisiimlii Olgu” 5. Ulusal Tibbi Genetik Sempozyumu Endokrin, 8-10
Ekim 2009 Abant, Abant International Palace, 2009

Bilimsel Etkinlikler

Odiiller:

e Cilingir O., Ozdemir M., Bademci G., Aslan H., Durak B., Hassa H., Eroglu O., Uludag P.,
Ath E., Misliimanoglu M. H., Artan S., “Coklu Kromozomal Yeniden Diizenlenmesi Olan
Turner Sendromu Fenotipine Sahip Olgu” Uluslararas1 Katilimli VIII. Ulusal Tibbi
Genetik Kongresi, 06-09 Mayis 2008, Kolin Otel, CANAKKALE , 2008 Klinik/Molekiiler
Sitogenetik Dalinda Poster Olarak Birincilik Odiilii

Projeler

“Meme Kanserli Hastalarda HER2/TOP2 Degisikliklerinin  Epigenetik  Durumla
iliskilendirilmesi” Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2011 Proje No:

201011037 Yardime1 Arastirmaci
Sozli konferans veya seminerler
Uluslararasi toplantilara katilmak
e 6th European Cytogenetics Conference, 7-10 Temmuz 2007, Istanbul, 2007

e 7th European Cytogenetics Conference, 4—7 July 2009, Stockholm, SWEDEN, 2009



Ulusal toplantilara katilmak
e 8. Ulusal Biyoloji Kongresi, 10-13 Ekim 2001, Ankara, 2001
o 2. Ege Genetik Sempozyumu, 24 Kasim 2006, Afyonkarahisar, 2006

e Uluslararas1 Katilimli VIII. Ulusal Tibbi Genetik Kongresi, 06-09 Mayis 2008, Kolin Otel,
CANAKKALE, 2008

¢ 4. Onkolojide Arayislar Sempozyumu, Hematolojide Tan1 Yontemleri ve Kronik Myeloid
Losemi Calistayi, 19-22 Haziran 2008, Crowne Plaza Hotel-Izmir, 2008

e IV. Kok Hiicre Sempozyumu, Tiirkiye Bilimler Akademisi, 26-27 Haziran 2009, Ankara,
2009

* 9. T1ibbi Genetik Kongresi, 01-05 Aralik 2010, Conrad Otel Istanbul





