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OZET

Amag: Bireysel tedavi yontemlerinin giderek 6n plana c¢iktigi yeni c¢agda,
genetik temel tizerinde gelisen kanserin simiflandirmasinin  molekiiler diizeyde
yapilmasiin 6nemi kabul goriirken, hasta tiimor 6rneklerinin epigenetik durumlarinin
incelenmesi hastalik hakkinda tani, tedavi ve prognoz ile iliskili detaylarin bilinmesine
yol agacaktir.

Yontem: invazif meme tiimorlii dokularda tiimér siipresér gen olarak kabul
goren P16 (CDKN2A), MGMT genlerinin promotor bolgesinde metilasyon durumlarini
inceleyerek, meme tiimoriiniin histopatolojik prognostik bulgular1 ve hastalarin bazi
demografik bilgileri ile iliskisi degerlendirildi. Epigenetik calismalar i¢in ise MSP
yontemi kullanildi.

Bulgular: Calismada P16 (CDKN2A) geninde olgularin % 43,8’inde, MGMT
geninde olgularin % 34,4’linde promotor hipermetilasyonu farkli oranlarda
gozlenmistir. Bu sonuglar ile olgularin prognostik faktorlerine bakildigi zaman P16
(CDKN2A), MGMT genleri timoriin yas ile anlamsiz, ER(+)’ligi, PR(+)’ligi ve C-erb-
B2(+)’ligi ile anlamli bulunmustur. Sonu¢ olarak MSP tekniginin meme kanserinin
metilasyon profillerinin taranmasinda kullanilabilecek bir teknik oldugu goriilmiistiir.

Sonuc¢: Molekiiler analizlerin meme kanserinin karakteri hakkinda bilgi verici
oldugu aciktir. Ancak hi¢ siiphe yok ki, daha giiclii istatistiksel sonuglar1 elde etmek
icin veri madenciligi olarak isimlendirilen, kiimeleme ve ¢ok degiskenli regresyon
hesaplamalarinin ~ kombinasyonundan  olusan  ileri  istatistiksel  analizlerin
uygulanabilecegi genis hasta gruplari ile caligmalar yapilmasi son derece 6nemlidir. Bu
sebeple, genis gruplar ile cok degerli ¢alismalarin hizli ve gilivenilir sekilde yapilmasina
imkan saglayacak tiimor biyobankalarinin olusturulmas: ve devamliliginin saglanmasi
oncelikli hedeflerden olmalidir.

Anahtar kelimeler: Meme Kanseri, P16 (CDKN2A), MGMT, MSP, Epigenetik,
Metilasyon.



ABSTRACT

Objective: In the era of personalized treatment methods when the molecular
classification of the cancer which is developed on genetic basis, investigating the
epigenetic status of tumor samples of patients will lead the details about diagnosis,
treatment and prognosis to be valued.

Method: We investigated the methylation status of promoters of P16
(CDKN2A), MGMT genes which are accepted as tumor suppressors in invasive breast
cancer tissue and evaluated with the histopathologic prognostic findings and
demographic informations belongs to the patient. MSP technique were recruited for
epigenetic studies.

Results: In this study the promoter hypermethylation status were observed at
different rates; P16 (CDKN2A) gene with 43,8% of the cases, MGMT gene with 34,4%
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 P16
(CDKN2A), MGMT genes but found to be significant with age, P16 (CDKN2A),
MGMT, tumor stage and PR positivity, ER positivity, <%30 Ki-67, E-Cadherin
positivity and C-erb-B2 positivity were significant. To conclude with, MS- PCR makes
this technique reliable for determination of the methylation profiles of breast cancer
screening.

Conclusion: It is obvious that molecular analyses are informative about the
character of breast cancer. But without doubt, performing studies in large patient groups
where advanced statistical analysis of combination of clustering and multivariate
regression calculations, called data mining, can be applied is extremely important. So, it
has to be among primary goals to form and maintain tumor biobanks which can enable
fast and reliable practicing of precious studies in large groups.

Key words: Breast cancer, P16 (CDKN2A), MGMT, MSP, Epigenetics, Methylation.
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1. GIRIS VE AMAC

1.1 Kanser

Kanser, kendini gostermesi, gelisimi ve sonuglari a¢isindan bir hastadan digerine
cok degisken olan, karmasik bir hastaliktir. Ayn1 heterojenlik ve gesitlilik hiicresel ve
molekiiler diizeyde de kendini gosterir. Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz
¢ogalmalarina, immiin sistemin gozetiminden kagmalarina ve nihai olarak da uzaktaki
dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmalarina yol agan metabolik ve davranissal
degisiklikler gecirdikleri, cok basamakli bir siirectir. Bu degisiklikler hiicre ¢ogalmasini
ve omriinli, komsu hiicrelerle iliskileri ve immiin sistemden kagma kapasitesini kontrol
eden genetik programlardaki modifikasyonlarin birikmesiyle ortaya ¢ikar (Merlo vd.,

2006).

1.2 Meme Kanseri

Meme kanseri % 30 siklikla kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Kadinlarda
kansere bagli oOlimlerin % 18’1 meme kanseri nedeniyle meydana gelmektedir.
Hormona bagimli bir hastaliktir, insidansi {izerinde menars yasi, ilk gebelik yasi ve
menapoz yasinin etkisi goriilmektedir (Darendeliler vd., 2003).

Tiim diger kanserler gibi meme kanseri gelisiminde de genetik mekanizmalar rol
oynar. Sporadik meme kanserinde onkogen amplifikasyonu sik goriilen bir degisikliktir.
Asir ekspresyonu goriilen onkogenler MYC, RAS ailesi tiyeleri (C-MYC, HA-RAS-1),
INT-2, EMS1 ve epidermal biiylime faktor reseptorii ailesi iiyelerit HER-2 (ERBB-2),
HER-3 ve HER-4"diir. Ozellikle siklin D olmak iizere hiicre dongiisii kontroliinde gdrev
alan genler de onkogen olarak davranabilir. Bu onkogenlerin asir1 ekspresyonu malin
fenotipin hem inisiyasyonu hem de devam etmesine katkida bulunabilir. Meme
karsinogenezinde timor baskilayict genlerin rolii de 6nemlidir. BRCA1 ve BRCA2
ailevi meme kanseri ile iligkili tiimor baskilayic1 genlerdir. Sporadik kanserlerde P53
mutasyonu sik goriiliir. Birtakim tiimor baskilayic1 genlerin (RB, PTEN, CHEK2,
CDHI, ATM, NBS1 gibi) degisiklikleri meme kanserinde gosterilmistir (Darendeliler
vd., 2003).



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri Biyolojisi
2.1.1. Normal gelisim

Meme bezi embriyoda gebeligin erken evrelerinde gelismeye baglar ve
puberteden menapoza kadar hipofiz ve over hormonlar etkisi altinda degisim
gostermeye devam eder. Pubertede lobul olusumu ile belirginlesen gelisim ve
diferensiyasyon ilk term gebeligin sonunda tamamlanir (Giillioglu vd., 2003).

Normal meme biiylimesi ve gelisimi Ostrojen, progesteron, androjen,
glukokortikoid, prolaktin, tiroid hormonu, insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorleri
(IGF-1 ve IGF-2), fibroblast biliylime faktorleri (FGF), epidermal biiylime faktorii
(EGF)/transforme edici biliylime faktorii o (TGF-a) dahil otokrin ve parakrin etkili pek
cok hormon, biiyiime faktorii ve TGF-B ve mammastatin gibi epitel kdkenli biiyiime
inhibitorleri etkilesimi ile gergeklesir ( Russo vd., 2004, Turashvili vd., 2005).

2.1.2 Hormonlar ve reseptorleri

Hormonlar meme hiicresi gelisiminde rol alan genlerin ekspresyonunu
etkileyerek tiimér gelisiminde rol alir. Ostrojenler RNA, DNA 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 tiimor inisiyatdrii olarak
davranabilir, mitozu tetikleyerek DNA hasarinin birikmesine neden olabilirler
(Kenemans vd., 2003, Russo vd., 2004).

Niikleer hormon reseptor ailesinin iiyesi olan dstrojen reseptorleri (ER) liganda
baglandiklarinda  transkripsiyon faktorleri olarak davranir. Ostrojen  reseptor
ekspresyonu goriilen hiicrelerin orant memenin lobular gelisimi ile iligkilidir ve
ekspresyonu memenin diferensiyasyon derecesi tarafindan belirlenir. Ostrojen
reseptor’iin iki ayr1 izoformu bulunur (ERa ve ER) (Osborn vd., 2004). Meme
kanserinin erken evrelerinde ERa asir1 ekspresyonu siktir. Transkripsiyonu etkilenen
genlerin ¢ogu proliferasyon, apoptoz, metastaz, invazyon ve anjiyogenezde rol alir.
Ostrojen reseptoér p’nin énemi ERa’dan daha az bilinmekte ve timér gelisimi iizerine
ters etkisi var gibi gériinmektedir. Ostrojen reseptor’ler meme kanserlerinin % 60-
80’inde tespit edilir. Ostrojen reseptdr-negatif tiimdrlerin viseral organlara metastaz

olasiligi daha fazladir. Ostrojen reseptdr pozitifligi histolojik farklilasma derecesi



(disiik niikleer grad), diploid DNA igerigi ve diisiik proliferatif indeks (diisiik SPF ya
da Ki-67 ekspresyonu) ile korelasyon gosterirken, HER-2 ve EGFR ekspresyonu ile ters
korelasyon gosterir (Russo vd., 2004).
2.1.3 Onkogenler

Kanser, hiicrenin ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve sag kalimini denetleyen kritik
genlerde gerceklesen degisikliklerden kaynaklanir. Timor viruslart ile yapilan
arastirmalar, belirli genlerin hiicreleri transforme edebildiklerini gostererek, kanserin
molekiiler temelleri hakkinda ilk bulgularin elde edilmesini saglamistir. Buna ragmen
insan kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu viruslarin etkisiyle degil, radyasyon ya da
kimyasal karsinojenez gibi bagka nedenlerle ortaya ¢ikar. Bu yiizden viral onkogenler
ile yapilan arastirmalarin 6nemli bir yonii de, viruslara bagli olmayan kanserlerin
olusumunda rol oynayan hiicresel onkogenlerin, bu ¢alismalarla belirlenmis olmasidir.
Viral ve hiicresel onkogenler arasindaki temel iliski, onkojenik retroviruslar {izerinde
yapilan aragtirmalar sayesinde tanimlanmistir (Dalay, 2006).

2.1.3.1 Meme kanserinde onkogenler

Meme kanserinin gelisiminde yliksek riske sahip hastalarda baglanti analizlerine
dayanan calismalar onkogenlerin ailesel meme kanserlerinde primer lezyonlarda yeri
olmadigi, fakat tiimor baskilayict genlerdeki resesif degisimlerin primer lezyon
olusumuna katildiginm1 gosteren ¢alismalar vardir. Bu modele goére onkogenlerdeki
degisimler daha siklikla tiimor invazyonu veya metastaz ile iliskili olabilirler.

Cok adimli timorogenez hipotezinin benzeri bir model meme kanserleri i¢in de
diisiiniilebilir. Meme kanserinin ortaya cikisina, ilerlemesine ve metastazina katilan
bircok faktoriin varligi bilinmektedir. Meme kanserlerinin bir boliimii, yukarida
aciklanan mekanizmalar ile baz1 onkogenlerde ve tiimor baskilayict genlerde meydana
gelen cesitli degisimler sonucu ortaya ¢ikar. Meme kanserinde heterozigosite kaybi ve
gen kopyalarinin sayisindaki artis ile hiperplaziden in situ duktal karsinoma (DCIS)
geciste hatta daha ileri DCIS derecelerine gegiste ani artislar gbzlenir. Bu genetik
degisimler tarafindan etkilenen hiicresel islem yollar1 diger birgok hiicresel yol ile
oldukca siki iligkili oldugundan bu karmasa nedeniyle teshis ve tedavi uygulamalar1 da
olduk¢a yavas ilerlemektedir. Meme icin ayirict 6zellikler tasiyan onkogenler vardir.
Hem normal hem de kanserli meme dokularinda c¢ogunlukla saptanan bu 6zel

onkogenler ras ,myc ve cerbB-2 olarak siralanabilir (Liileyap, 2008).



2.1.4 Tiimor supressor genler

Tiimdr baskilayici genlerin aktivasyonunu gosteren ilk bulgular, Henry Harris ve
arkadaslar1 tarafindan 1969 yilinda baslatilan, somatik hiicre hibridizasyon deneyleriyle
elde edilmistir. Normal hiicrelerin timor hiicreleri ile birlestirilmesiyle, iki hiicreden de
gelen kromozomlar:t igeren hibrit hiicreler ortaya c¢ikar. Bu hiicreler genelde,
hayvanlarda timor olusturma yetenegine sahip degildir. Bu nedenle normal hiicreden
gelen genlerin tiimor gelisimini baskiladigr diisliniilmiistiir.  Ancak bu genlerin
molekiiler diizeyde tanimlanmasi bagka bir yaklasimla, ender goriilen kalitsal, insan
kanser tiirlerinin analizi sayesinde miimkiin olmustur.

Rb ve INK4 tiimor baskilayict genlerinin tirlinleri, hiicre dongiisiinii siklin D1 ile
aynt noktada etkiler. Rb, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve DNA sentezinin
gerceklesmesini saglayan genlerin transkripsiyonunu baskilayarak, hiicre dongiisiinii G1
kontrol noktasinda durdurur. Normal hiicrelerde kontrol noktasindan gegis, Rb’yi
fosforilleyerek inaktive eden CDK4,6/Siklin D kompleksi tarafindan diizenlenir. Bu
yiizden tiimorlerde, Rb’nin mutasyon ile inaktiflesmesi hiicre dongiisiiniin temel negatif
diizenleyicisi roliinii ortadan kaldirir. Cdk inhibitorii P16’y1 kodlayan INK4 timor
baskilayict geni de, ayni kontrol noktasindan gecisi diizenler. P16 Cdk4,6/Siklin D
aktivitesini baskilar. Bu yiizden INK4’iin inaktivasyonu, Cdk4,6/Siklin D kompleksinin
aktivitesinde artisa yol agarak Rb’nin kontrolsiiz fosforilasyonu ile sonuglanir.

Tiimdr baskilayict genler, tomdr gelisimini baskilama 6zelliginden dolay1 tomor
supressdr protein olarak tanimlanan iiriinleri kodlayan genlerdir. Ilk timér supressor
gen, bir ¢ocukluk c¢agir goz tiimorii olan retinoblastoma (Rb) c¢alismalar ile ortaya
cikarilmustir. Ikinci tamimlanmis tiimor supressér gen ise, 53 kDalton agirhginda
olmasindan dolayr p53 olarak tanimlanmis bir gendir. Genom gardiyani olarak da
tanimlanan bu tomor baskilayici gen tiim kanserlerin % 50’sinde rol oynayabilmektedir.
pS53 proteini, hiicre dongiisii kontrolii ve apoptozisde oynadigr énemli rolden dolayi,
genomun bekeisi olarak fonksiyon goriir (Liileyap, 2008).

Tiimor baskilayic1 genler olan BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari 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 goriillen Cowden Sendromunda da meme kanseri goriilir 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 CDHI’in (16q22.1) sporadik lobular meme
kanserinde rol aldig1 diistinliilmektedir (Kenemans vd., 2004).

2.2 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
olduke¢a nadirdir (Darendeliler vd., 2003).

Meme kanserinin olusum nedenleri arasinda endokrin mekanizmalar, diyet,
cevresel etkenler ve genetik degisiklikler iizerinde durulmaktadir. Hormonal
karsinogenez konusunda en yararl veriler iilkeler arasindaki goriilme siklig1 farklarinin
incelenmesiyle elde edilmistir (Lippman vd., 1997).

2.3 Meme Kanserinin Patolojisi

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

infiltrasyonu yapip yapmamalarina gore iki gruba ayrilirlar (Crum vd., 2002).



Cizelge 2.1. Meme tiimorlerinin histopatolojik siniflamasi (Crum vd., 2002).

1. Intraduktal karsinom (komedokarsinom)

Infiltrasyon |2. Paget hastaliginda intraduktal karsinom

Yapmayan

3. Lobuler karsinoma in situ

1. Invaziv duktal

la. Baska bir 6zelligi olmayan (Not Otherwise Specified -

. NOS) skiro karsinom
Infiltrasyon

Yapan 1b. Paget hastalig1 igeren invaziv duktal karsinom

2. Invaziv lobuler karsinom

3. Meduller karsinom

4. Kolloid (musin6z) karsinom

5. Tubuler karsinom

6. Diger nadir tipler

Tiim meme kanserlerinin % 20-25 kadarini olusturan noninvaziv (in situ)
karsinom (komedokarsinom) intraduktal ve lobuler olmak tiizere iki tiptir. Meme
duktuslar1 anaplastik timor hiicreleri ile dolmustur. Nadiren hiicreler papiller yapilar
olusturur ya da meme basina yayilarak meme basi Paget hastaligina neden olurlar.
Anaplastik hiicreler duktus bazal membranini penetre etmez ve noninvaziv in situ olarak
kalirlar. Yiiksek dereceli olanlarin % 40’inda zamanla invazyon gerceklesir (Crum vd.,
2002). Lobuler karsinoma in situ terminal duktus ve duktiillerden gelisir ve bu yapilari
anaplastik tiimor hiicreleri doldurur. Lezyonlar fibrokistik degisiklikler ile beraber ya da
intraduktal karsinomlarla beraber invaziv karsinom alanlarinin komsulugunda olabilir,
fibroadenom zemininde gelisebilir ve siklikla ¢ok sayida ve bilateraldirler. Ugte birinde

ayni taraf ya da kars1 tarafta invaziv karsinom gelisir. Genellikle ER ve PR pozitif ve



CERB-B2 negatiftirler ve premenapozal donemde rastlantisal bulunurlar (Crum vd.,
2002).

Kolloid (miisindz) karsinom, memenin paget hastaligi, mediiller karsinom ve
infiltratif lobuler karsinom invaziv infiltratif karsinomlardir. Invazyona neden olan
genetik degisiklik net olarak bilinmemektedir (Crum vd., 2002, Kenemans vd., 2004).

Infiltratif duktal karsinom en sik goriilen sekildir. Kullanilan morfolojik
kriterlere gore degismekle birlikte % 44-75 siklikla goriiliir. Sertligi ve yogun stromasi
nedeniyle skir6z karsinom olarak da adlandirilir. Stroma igine dagilmis yuvarlak,
poligonal ya da sikismis ve uniform, kiiciik, cok az mitotik figiir iceren koyu nukleuslu
tiimdr hiicre kiime ve kordonlarindan olusur. Cevre doku infiltrasyonu, kan damarlari,
perivaskiiler ve perindral alanlarin invazyonu gozlenir (Crum vd., 2002, Unal, 2006).
2.4 Prognoz

Seyri hastadan hastaya degisen meme kanseri hizli gidigli ya da gizli seyirli
olabilir. Uzun dénem prognozu belirleyen niiks ya da metastazin yerlestigi dokudur.
Tlimoriin biiyiime hizi, tedavilere duyarliligi ve biyolojik 6zellikleri prognozu etkiler
(Lane, 1979).

2.4.1 Prognostik faktorler

Meme karsinomlarinin prognozunu belirlemede bir¢ok klinik ve patolojik 6l¢iit
bulunmaktadir. Prognozun kotli olacagimi diisiindiiren bazi bulgular su sekilde
siralanabilir:

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

2. Gogiis duvarina fiksasyon

3. Arteria mammaria interna ¢evresi ve supraklavikiiler lenf diiglimlerinin tutulmasi

4. Inflamatuar karsinom

5. Uzak metastazlarin bulunmasi

Bu bulgularin izlenmedigi durumlarda prognozu belirlemede birgok degisken
degerlendirilir. Baslicalar1 sunlardir:

Yas: Meme karsinomu tanisi aldiginda 50 yasin altinda olan kadinlarda iyi prognoz
gozlenirken 50 yas iistii ve ileri yas olgularda sagkalim oranlar1 daha diistiktiir. Benzer
sekilde 35 yas alt1 olgularda da sagkalim oranlar distiktiir (Lester, 2005, Rosai, 2004).
Niiks ve uzak metastaz riski daha yiiksektir. Bu durum olgularin daha yiiksek dereceli

tiimorlere sahip olmalariyla iligkilidir.



Invazyon: Meme karsinomlarinda tek basina en 6nemli prognostik etkendir. Invaziv
komponentin bulunmadigi in situ karsinomlarda mastektomi ile % 100 sagkalim
saglanmaktadir. Hem in situ hem de invaziv komponenti bulunan olgularda invaziv
komponentin orani ile lenf diigiimii metastaz olasilig1 arasinda iliski bulunmaktadir.
Tiimoér boyutu: Tiimoér boyutu en Onemli prognostik faktdrlerden biridir ve lenf
diigimii metastazlarindan bagimsizdir. Ancak aksiller lenf diigiimii metastazi riski
tiimor boyutu ile birlikte artar. In situ ve invaziv komponenti bulunan tiimorlerde total
timor Olgiisiinden ¢ok invaziv komponentin boyutu daha iyi bir gostergedir.
Mikroskopik tiimor 6l¢iisii makroskopik 6l¢iiden daha 6nemli oldugu bilinmektedir.
Yerlesim yeri: Yapilan bir¢ok calismada prognoz ile tiimdriin kadranlara gore yerlesimi
arasinda bir iliski bulunamamistir. Ancak son zamanlarda yayimlanan bir ¢alismada
medial yerlesimli tiimorler, lateral yerlesimlilerle karsilastirildiginda % 50 niiks ve 6lim
riski bulunmustur (Rosai, 2004).

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

Derece: Tiimoriin histolojik derecesi ile sagkalim oranlar1 arasinda baglanti
bulunmaktadir. lyi diferansiye derece I timérlerde 10 yillik sagkalim oranlari % 85 iken
orta derece diferansiye derece II tiimorlerde % 60 ve az diferansiye derece III
tiimorlerde ise % 15°tir (Rosai, 2004). Invaziv meme karsinomlarinda en yaygin olarak
kullanilan derecelendirme sistemi Patley ve Scarf tarafindan tanimlanan, 6nce Bloom ve
Richardson sonra da Elston ve Ellis tarafinda modifiye edilen sistemdir. Bu sistem
tubuler diferansiyasyon, niikleer atipi ve mitozdan olusan ii¢ parametrenin ayri ayri
degerlendirilmesi ve elde edilen puanlarin toplanmasi temeline dayanir.

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

1: Tubul yapilar1 tiimdriin % 75’inden fazla

2: Tubul yapilar timériin % 75-10"u

3: Tubul yapilar1 ttimdriin % 10’undan az



Niikleer atipi: Timor hiicreleri normal meme epiteli ile karsilagtirilir, atipi ve
pleomorfizm degerlendirilir.

1: Niikleuslar kiigiik ve normale gore hafif biiyiiktiir. Niikleus konturlar1 hafif
diizensizdir.

2: Niikleuslar normale gore biiyilik ve vezikiilerdir. Niikleolus belirginligi bulunur. Orta
derecede bicim ve boyut farklilig1 gozlenir.

3: Vezikiiler niikleuslu, genellikle niikleoluslu, belirgin bigim ve boyut farki bulunan
hiicrelerdir. Bazen cok biiyiik ve bizar hiicreler de bulunur.

Mitoz: 10 biiylik biiylitme alaninda mikroskop alaninin ¢ap1 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 diigiimii metastazi: Uzun donem sagkalim oranlarinin en Onemli
belirleyicilerinden biridir. Lenf diiglimii metastazi olan olgularda olmayanlara gore
mortalite riskinin 4-8 kat daha yiliksek oldugu bildirilmektedir. Tutulan lenf diigiimii
sayist da onemli olup yiiksek metastatik lenf diiglimii sayis1 kotii prognozla iligkilidir.
10 ya da daha fazla lenf diiglimii metastaz1 olan olgularda 1-3 lenf diigiimii metastaz
olanlara gore 10 yillik sagkalim oranlarinin % 70 daha kotii oldugunu belirten yayinlar
bulunmaktadir.

Lenfovaskiiler invazyon: Tiimor ¢evresinde lenfatik ve kapiller damarlar i¢inde tiimor
hiicreleri goriilebilir. Bu bulgu lenf diigiimii metastazi ve kotii prognozla iliskilidir.
Lenfatikler i¢inde tiimor emboliisiiniin varligi rekiirrens riskini, tiimor i¢inde ve
cevresinde yeni damar yapiminin fazla olmasi ise timoriin metastaz yapma olasiligin
arttirmaktadir.

Hormon reseptorleri: Hiicresel diferansiyasyona bagli olarak dstrojen ve progesteron
reseptorlerinin miktar1 degiskenlik gdstermektedir. Bir tiimor ne denli diferansiye ise
hiicrelerdeki Ostrojen ve progesteron reseptorii o denli fazla miktarda saptanmaktadir.
Meme karsinomlariin % 85’inde dstrojen reseptorii pozitifligi saptandig: bildirilmis ve
bu tiimorlerin ¢gogunu postmenopozal donemdeki kadinlarin olusturdugu gosterilmistir.
Hormon reseptor pozitifligi antidstrojen olarak kullanilan tamoksifene yanit1 belirledigi

icin sagkalimi etkilemektedir.
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Proliferasyon hizi ve anéploidi: Immiinhistokimyasal olarak saptanabilen bazi
belirleyicilerin (Ki-67) yani sira akim sitometrisi (flow cytometry) yontemiyle DNA
degerlerine bakilarak bir tiimoriin proliferasyon hizina iliskin bilgiler elde
edilebilmektedir. Timor hiicrelerinde DNA miktarinin artmasi ya da yiiksek Ki-67
indeksi kotli prognoz gostergesi olarak kabul edilmektedir (Tavassoli, 1999).
C-erbB-2: C-erbB-2'nin amplifikasyonu sonucunda asir1 ekspresyonu kotii bir prognoz
gostergesi oldugunu belirten ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Bu durum 6zellikle lenf
diigiimii metastazi ve tiimor derecesi ile iligkilidir (Millis vd., 1999).
Evre: En onemli prognostik faktorler olan tiimor boyutu, lenf diigimi metastazi ve
uzak metastazi temel alan evrelendirme sistemleri bulunmaktadir (Lester, 2005, Rosai,
2004).
2.4.2. Immunohistokimyasal belirleyiciler
2.4.2.1. BRCA-1

Bir tiimor siipresor gen olan BRCA-1 17q21.3’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 (Bane vd., 2006, Honrado vd., 2005).
Bu proteinin NH2 (amino ug; N-terminal) ve COOH (karboksi ug; C-terminal) uglar
bulunmaktadir (Kashima, 2000).

Bu proteinin yerlesimi konusunda farkli caligmalar bulunmaktadir. Bazi
calismalarda BRCA-1 proteininin amino ve karboksi u¢ antikorlarinin niikleusta
bulundugu belirtilmistir. Ancak bazi1 g¢alismalar da ekson 11°de bulunan niikleer
lokalizasyon sinyalinin (NLSs) ve ekson 11’siz BRCA splice varyantinin (BRCA1-A
ekson 11) sitoplazmada yer aldigmni gostermiglerdir (Kashima, 2000). Cok sayida
BRCA-1 germ-line mutasyonlar tanimlanmig olmakla birlikte intraselliiler
lokalizasyonu hakkinda az bilgi bulunmaktadir.

Yapilan bir calismada BRCA-1 proteinin amino ve karboksi uglarina etkili
antikorlar ile BRCA-1 mutasyonlar1 ile boyanma lokalizasyonlar1 arasindaki iliski
arastirilmistir. Karboksi uca etkili antikor (GLK-2) ile ekson 11 mutasyonlarinda
sitoplazmik boyanma elde edilirken diger mutasyonlarda boyanma saptanmamuistir.
BRCA-1 mutasyonu olmayan olgularda ise niikleer boyanma gozlenmistir. Amino

ucuna etkili antikorla (Ab-2) NLSs’nin bulundugu ekson 11’in asagisindaki
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mutasyonlarda niikleer boyanma izlenirken iistiindeki mutasyonlarda ise boyanmanin
saptanmadig1 bildirilmistir (Kashima, 2000).
2.4.2.2. 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 (Bane vd., 2006,
Fruscaizo vd., 2006). Bu genin mutasyonlar1 BRCA-1’e benzer sekilde meme ve over
kanseri riskini artirirlar. Ancak BRCA-2 BRCA-1’e gore over kanseri gelisiminde daha
diistik riske sahiptir. BRCA-2 iligkili meme kanserleri erkeklerde de goriilebilir (Bane
vd., 2000).

Bir ¢aligmada BRCA-2 geninin immunohistokimyasal yontemlerle meme epitel
hiicreleri, endometrium, timus, lenfoid dokuda follikiillerin germinal merkezlerinde
bulunan tingible body makrofajlarda ve dalak retikiiloendotelyal hiicrelerde boyanma
gbzlenmistir (Moll vd., 1999).
2.4.2.3. 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 ftizere 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 birgok normal dokuda saptanamamakla birlikte yangi ve neoplastik
siirecte sitoplazmada ortaya ¢ikar. Biiylime hormonlari, timor ilerleticileri, bakteriyel
endotoksinler ve sitokinler tarafindan Cox-2 salinimi indiiklenir. Kolon, akciger, mide
ve 0zofagus adenokarsinomlar1 gibi bircok malignitede Cox-2 ekspresyonu artmistir.
Bunun yani sira Cox-2’nin kanser gelisiminde rolii olduguna iliskin ¢ok sayida bulgu
bulunmaktadir (Larkins vd., 2006, Ranger, 2007). Ayrica genetik ve farmakolojik
calismalar Cox-2’nin erken donem tiimor gelisiminde etkili oldugunu belirtmektedir.
Half ve arkadaglar1 invaziv timoére komsu DKIS alanlarinda invaziv tiimore gore daha
yiiksek ekspresyon goézlemislerdir (Half vd., 2002).

Cyclooxygenase enzimleri, Cox-1; 9. kromozomda, Cox-2; 1. kromozomda

olmak iizere farkli genlerde yer almaktadir. Cyclooxygenase-1 576, Cox-2 ise 587
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aminoasitten olusmaktadirlar. Cyclooxygenase-2 salimimi PG sentezini uyarir. Bu
molekiiller hiicresel fizyolojik siireclerin diizenlenmesinde yardimeir 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 (Larkins vd., 2006, Ranger, 2007). Bununla birlikte Prostaglandin E2 (PGE2)
immunregiilatér lenfokinlerin tiretimini, T ve B hiicre hiicre proliferasyonunu ve dogal
oldiiriicii (NK) hiicrelerin sitotoksik aktivitelerini inhibe eder. Prostaglandin E2 aym
zamanda tiimdr nekroz faktoriinii de inhibe eder. Ek olarak immunsiipresif etkisi olan
interlokin 10’u aktivite eder (Ranger, 2007).

Prostaglandin diizeylerinin yiikselmesi selliiler siklik AMP (cAMP) artisina
neden olur. Bu da apoptozisin azalmasi ve hiicre yasam siiresinin artmasina yol agar.
Ayn1 zamanda Cox-2 artis1 dogal substrati olan arasidonik asit diizeyinin de azalmasina
yol agar ki bu da apoptozisin azalmasiyla sonuglanmaktadir (Ranger, 2007).

Cyclooxygenase’in arasidonik asidi metabolize etmesiyle bazi mutajenler

olusmaktadir. Arasidonik asidin oksidasyon iirlinleri drnegin melandialdehit oldukcga
reaktif olup bu madde DNA’da hasara yol agabilmektedir (Ranger, 2007).
Timor hiicrelerinde Cox-2 agir1 salinimi oldugunda, PG diizeyi artar ve hiicreler daha
invaziv hale gelirler. Yapilan baz1 caligmalarda Cox-2 ekspresyonu ile matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2) arasinda iliski bulunmustur. Matriks metalloproteinaz-2
bazal membranin kollajen matriksini sindirmekte ve timor hiicrelerinin dokudaki
invazivligini arttirmaktadir (Ranger, 2007).

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 kotii prognozla iliskilidir. Bilindigi gibi NSAI ilaglarin hedefi
cyclooxygenase (Cox) enzimidir (Ranger, 2007, Sivula vd., 2005).
2.4.2.4. P53

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

patogenezinde en ¢ok caligilan genlerden biridir (Lane, 1979, Levine, 1991).



13

On yedinci kromozomun kisa kolunda lokalize P53 tiimor siipresor geni 393
amino asitten olusan P53 proteinini kodlar. Bu protein araciligiyla DNA replikasyonu,
hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimiinli diizenler. Yabanil tip P53 immunoreaktivitesi
genellikle normal hiicrelerde goriilmemektedir. Ciinkii ubiquitin aracilt proteolizis
nedeniyle proteinin yarilanma omrii (20 dakika) kisalmakta ve saptanabilir birikim
olmamaktadir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) radyasyon, UV 1sinlar1 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’{in 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 6liime
gotiiriir. Bu nedenle P53’e “genomun gardiyan1” denmektedir (Lane, 1979, Moshin,
2006).

Timor gelisiminde P53 timor siipresor geninde mutasyonlar ve allelik
kayiplarla fonksiyonunun inaktive olmasi 6nemli 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.

Timor protein 53’iin tiimorlerdeki yayginligi malignite belirleyicisi olarak
kullanilabilecegini  gostermektedir. Bu da immuohistokimyasal yontemle tiimor
hiicrelerindeki mutant P53 proteininin asir1 miktarlarinin saptanmasi temeline dayanur.
Vahsi tip P53’{in timor siipresor fonksiyonunun kaybi ile tiimoriin radyoterapiye ve
kemoterapiye diren¢ kazanmasi ya da kotii prognozlu olmasi arasinda iligki saptanmistir
(Adigiizel, 2003, Moshin, 2006).
2.4.2.5. Ki-67

Gerdes ve arkadaslan tarafindan 1984 yilinda saptanan Ki-67, hiicre siklusuna
O0zgii antijenlerin O6nemli bir Ornegidir (Bastiirk, 2003, Gerdes, 1984). Onuncu
kromozomun uzun kolunda lokalize bir gen tarafindan kodlanan, 345 ve 395 kd
agirhginda ki ayr1 bolimden olusan bu protein siklusa girmeyen hiicrelerde
bulunmazken, siklustaki hiicrelerin G1 fazinda artarak ge¢ G1, S, G2 ve M fazlarinda

eksprese edilir (Bastiirk, 2003, Gerdes, 1984).
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Immunohistokimyasal ydntemlerle dondurulmus kesitlere ve/veya parafin
bloklara uygulanabilen Ki-67 antijenine kars1 gelistirilmis MIB-1, MIB-2 ve MIB-3
monoklonal ve poliklonal antikorlar tiimorlerin proliferasyon aktivitesini belirlemek
icin kullanilir. Antijen Ki-67 ile niikleer boyanma gdsteren timor hiicrelerinin tiim
timor hiicrelerine orani yilizde olarak belirlenip Ki-67 proliferasyon indeksi saptanir.
Genel olarak Ki-67 proliferasyon indeksi yiiksek olan tiimorlerin daha agresif seyrettigi
gozlenmektedir (Bastiirk, 2003, Ellis, 2006).

Meme kanserlerinde yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksi yiiksek histolojik
derece, hormon reseptorlerinin yoklugu, biiyiik tiimor boyutu ve lenf diigiimii metastazi
gibi kotii prognostik faktorlerle de iliskilidir (Lester, 2005, Millis, 1999, Moshin, 2006,
Rosai, 2004).
2.4.2.6. C-erbB-2 (HER2/Neu)

C-erbB-2 veya p185 olarak isimlendirilen bu onkogen 17. kromozomda q12 ye
yerlesmistir ve protein iiriinii hiicre boliinmesi ve farklilasmasina katilir. Ancak gen
amplifikasyonu ve asir1 ekspresyon nedeniyle kanser patogenezine katilan bu onkogen,
meme kanserleri i¢in 6nemli bir prognostik belirte¢ olarak kabul edilmektedir. CerbB-2
onkoproteini plazma membranina yerlesmis EGFR’ne benzer bir membran reseptordiir.
CerbB-2, meme kanseri arastirmalarinda ve tedavisinde en yogun calisilan
onkogenlerden biridir. HER2 ve diger iiyeler (HER1, HER3 veya HER 4) arasindaki
liganda bagl bir heterodimerizasyon cerbB-2 sinyal yolunu aktifler. CerbB-2 geninin
amplifikasyonu veya proteinin asir1 ekspresyonu meme kanserlerindeki neoplastik
hiicrelerin % 10-40’1nda gosterilmistir. Erken donem meme kanserinde cerbB-2 gen
amplifikasyonu kotli prognoz ile yakin iliskili bulunmustur.

Cok sayidaki calisma ile C-erb-B2 amplifikasyonunun diger kotli prognostik
faktorlerin varligl, tedaviye diisiik cevap ve lenf nodu pozitif meme kanserlerinde
hastalarin yasam siireleriyle iligkili oldugu, tek basina bir prognostik faktor olabilecegi
desteklenmistir. C-erb-B2 ekspresyonu ile ilgili verilerin ¢ogu lenf nodu pozitif
hastalardan elde edilmesine ragmen uzun siireli takip sonrasinda lenf nodu negatif
hastalarda da C-erb-B2 amplifikasyonu olanlarin daha koétii prognoza sahip olduklari
gozlenir. Invazif meme kanserlerinin alt tipleri arasinda sadece invazif duktal
karsinomlarda C-erb-B2 amplifikasyonu gosterilmistir. Genellikle invazif lobular

karsinomlarda C-erb-B2 aktivasyonu goriilmez. In situ lobuler karsinomlarda da asiri
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tiretime rastlanmamistir. Buna karsilik in situ duktal karsinomlarin alt tipi olan komedo
tipte C-erb-B2 asir1 iiretiminin prevalansi % 90’in iizerindedir. Bu tipteki karsinomlarda
bu proteinin ¢ok miktardaki iiretimi ile gen amplikasyonu arasinda baglant1 oldugu ve
gen amplifikasyonunun meme kanserinin komedo tipi i¢in erken bir genetik bulgu
oldugu gosterilmistir (Oztiirk, 2006).

2.4.2.7. Ostrojen ve progesteron reseptorleri

Pubertede meme biiyiimesi Ostrojenin dogrudan etkisine baglidir. Ostrojenler
memenin hem yag oranim arttirarak hem de bezlerin proliferasyonuna yol agarak
memede bilyiime saglamaktadir. Ostrojen 6zellikle duktuslarin ve stromanim gelisimini
arttirirken, progesteron daha ¢ok asinuslarin gelisimine neden olmaktadir (Tavassoli,
1999).

Ostrojen reseptdrii meme gelisimi, biiyiimesi ve diferansiyasyonunda rol alan bir
niikleer transkripsiyon faktoriidiir. Ostrojen ve progesteron reseptorleri intraselliiler
proteinler olup, konsantrasyon degisimine bagli olarak dolasimdan hiicre i¢ine alinan
hormon molekiiliine se¢ici olarak baglanir ve hormon-reseptdr kompleksini olustururlar.
Aktive olan hormon-reseptdr kompleksi niikleus icinde hormon yanit elementleri olarak
adlandirilan DNA dizilerine baglanir ve hormon aktivitesini saglayan transkripsiyonu
gergeklestirir (Moshin, 2006, Tavassoli, 1999).

Meme kanserlerinde hormon reseptorlerini gostermenin iki O6nemli yolu
bulunmaktadir. Bunlar frozen kesitlerde ligand baglama yolu (LBA) ve
immunohistokimyasal boyamadir. Son yillarda immunohistokimya daha tercih edilen
bir yontem haline gelmistir. Immunohistokimyasal yontemle dstrojen ve progesteron
reseptorii ile niikleer boyanma gézlenmektedir.

2.5. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar; DNA dizisinde bir degisim icermeyen 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 (Feinberg, 2004).

Epigenetik  degisiklikler; Histon modifikasyonlari, RNA aracili gen

susturulmalar1 ve DNA metilasyonu olarak 3 temel grupta toplanir (Peedicayil, 2006).
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2.5.1. Histon modifikasyonlar:

Histonlarin post-transkripsiyonel modifikasyonlari, metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon, ubikutinasyon/sumolasyon ve ADP-ribozilasyonudur (Lu vd., 2006).
Metilasyon: Histonlarda Lizin ve Arjininin azot atomlarinda post-translasyonel olarak
gerceklesen kovalent bir modifikasyondur. Histon H3 ve H4’te birka¢ 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 (Santos-Rosa vd., 2005).
Asetilasyon/deasetilasyon ile kromatin katlanmalarinin degisimi ve transkripsiyon
koregiilatorler i¢in spesifik baglanma yiizeylerinin olusumu saglanarak gen ifadesi
diizenlenir. Histonlarin asetilasyonu, transkripsiyon faktorleriyle promotora 6zgii gen
ifadesinin aktivasyonunu saglar. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu; Histon Asetil
Transferaz (HAT) ile Histon Deasetilaz (HDAC) enzimleri ile regiile edilir (Ducasse
vd., 2006).

Fosforilasyon: Kovalent bir post-translasyonel modifikasyon olan bu mekanizma i¢in
fosforillenecek olan baslica substrat histon H3’tiir. Histon H3’{in amino terminalinde
bulunan 10. pozisyonundaki Serin’in fosforillenmesi, perisentrik heterokromatinde,
kromozom kondensasyonunun baslatilmasi i¢in gereklidir (Santos-Rosa vd., 2005).
Ubikutinasyon ve Sumolasyon: Histon Lizin rezidiilerinin amino grubu ubikutin ve
ubikutin benzeri proteinler (SUMO) yoluyla modifiye edilebilir. Histon ubikutinasyonu
genellikle artan gen ifadesiyle iligkili iken, Histon sumolasyonu ise azalmis gen ifadesi
ile iliskilidir (Santos-Rosa vd., 2005).

ADP-Ribozilasyonu; DNA hasaria karst 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
diistintilmektedir (Morin, 1999).

2.5.2. 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 (Peedicayil, 2006).
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Promotor bolgelerinde CpG adaciklarini hedef alan kodlanmayan (Non-Coding)
RNA, gen ifadesinde etkili olan DNA ve Histon Metilasyonu ile birliktelik gdstererek
etki eder. Ancak, transkripsiyonel aktivite acisindan non-coding RNA’nin etkisi heniiz
tam olarak bilinmemektedir (Ducasse vd., 2006). Kiiciik miidaheleci RNA (siRNA)
(Small Interfering RNAs) ise mRNA degredasyonunun hedeflenmesi yoluyla genlerin
sessizlestirilmesinde etkin olan bir molekiil olarak tanimlanmistir (Lu vd., 2006). Bu
RNA’nin, gen aktivasyonunun fizyolojik regililasyonu ve immiin savunma olmak iizere
iki onemli islevi vardir. Riboniikleik asit interferansin akciger ve meme kanser
hiicrelerinde, DNMT]1 protein ekspresyonunu “downregiile” ettigi tespit edilmistir (Lu
vd., 2006).

2.5.3. DNA metilasyonu

Insanda baslica epigenetik degisiklik, CpG diniikleotitleri iginde bulunan
sitozinlerin metilasyonudur (Etseller vd., 2002). Bazi memeli genleri, DNA
dizilerindeki metilasyonla sessizlestirilir. Ayrica, memeli genomunun biiyiik bolimii bu
yolla isaretlenir (imprint) ve DNA metilasyonu siklikla heterokromatin bdlgelerde
goriiliir (Watson vd., 2004). Epigenetik bir mekanizma olan genlerin CpG adaciklarinin
metilasyonu, kanserde gen susturulmalarinda; gen delesyonu ve gen mutasyonlar ile
esit oneme sahip olarak goriilmektedir (Melki vd., 2002).

Sitozin bazinda ger¢eklesen bu modifikasyon, DNA replikasyonundan sonra
meydana gelir ve bu olay DNMT1 (DNA metiltransferaz) enzimi tarafindan katalizlenir.
Deoksiriboniikleik  asit  metiltransferaz  enzimi, genomik DNA’daki CpG
diniikleotidlerini (CpG adaciklar1) substrat olarak kullanir. Memeli DNMT1 enzimi,
DNA’daki hemimetile bolgelere karsi yiiksek afiniteye sahip olmasma karsi ayrica
metile olmamis bolgelerde de de novo metilasyona neden olabilmektedir (Melki vd.,

2002).
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Sekil 2.1. Sitozin metilasyonu, demetilasyonu, sitozin ve 5-metilsitozin mutagenezi igin
biyokimyasal yolagin sematik gosterimi (Singal vd., 1999).

2.5.3.1. CpG adaciklari

Insan genomunda CpG diniikleotidince zengin bdlgelere CpG adaciklari denir.
Bu adaciklar, genellikle tiim normal dokularda metile degildir ve genlerin 5’ ucunda
(promotor, ifade edilmeyen bolge- UTR, ekzon- 1) bulunur (Etseller vd., 2002).

Bu adaciklar ilk olarak, restriksiyon enzimi Hpall i¢in kesim bdlgesine 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 bdlgeler, % 60- 70 oraninda guanin ve
sitozince (GC) zengin dizilere sahiptir (Melki vd., 2002). Adaciklarin metilasyon igerigi
ve modeli hem tiire, hem de dokuya 0zgiidiir. Normal insan doku DNA’sinda 5-
metilsitozinin orani; HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ve HCPE
(High Performance Capillary Electrophoresis) ile yapilan 6l¢timlerde % 0.75-1 olarak
bildirilmektedir (Etseller vd., 2002).

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 adacigi bulunmaktadir (Melki vd., 2002). Genomun yaklasik % 2’sini
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olusturan bu adaciklar normalde; isaretlenmis (imprint) genler, kadinlarda X kromozom
genleri, esey hiicrelerine 6zgili genler ve dokuya 6zgii genler olmak iizere 4 durumda
metiledir (Etseller vd., 2002).

Metilasyon durumunun hiicre tipine Ozgiilliigii, farkli malignensiler arasinda
siklikla goriliir. Losemide, CpG adaciklarindaki sitozinlerde metilasyon artislari;
hipermetilasyon ve hiicre tipi 6zgiilliglinden kaynaklanir (Melki vd., 2002).

Hipermetilasyonla gergeklesen sessizlesme; DNA tamiri (hMLHI1, BRCAI,
MGMT), hiicre dongiisii ve apoptoz (DAPK, APAF-1) gibi, hiicresel iletisimdeki tim
yolaklar etkiler (Etseller vd., 2002).

2.5.3.2. Kanserde metilasyon profili

Genelde tiimdr baskilayict genlerde, metilasyonun artmasi, DNMT enzimlerinin
yiikselmesi 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 olgunlagsmamis
hiicrelerinde de arttig1 gosterilmistir (Melki vd., 2002). Kanserli hiicrelerin DNA’sinda
S-metilsitozin (5-MeC) miktarinda azalma goriilmektedir. Ancak bazi boélgelerde;
ornegin tiimor baskilayic1 genlerde, DNA hipermetilasyonu saptanmistir. Buna karsin
DNA hipometilasyonu ile de onkogen aktivasyonu gerceklesmektedir. Bu degisim solid
timorlerde oldugu gibi 16semilerde de bildirilmektedir (Melki vd., 2002).

NORMAL HUCRE

Hassas bélgelerde
tarimlanrmus olan
CpG dindklectitierinin
yaklagik olarak %709
metillenmis durumdadir

CpG adaciklanndaki
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hedefler
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global olarak 5-MeS’inde azalma | &
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Sekil 2.2. Kanserde metilasyon goriiniimii (Herrmann vd., 2006).
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2.5.3.3. DNA metilasyonu araciligiyla transkripsivonun baskilanma mekanizmalari

Transkipsiyon aktivatdr faktoriiniin baglanmasina direk midahale: AP-2, C-
MYC/MYN, cAMP-bagimh aktivator CREB, E2F ve NF-kB gibi bazi 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
CTF) baglanma bolgelerindeki metilasyona duyarli degildir ve birgok faktoriinde
baglanma bolgesinde CpG diniikleotid rezidiileri bulunmamaktadir (Singal vd., 1999).

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 (Singal vd., 1999).

Inaktif Kromatin Yapisi: DNA metilasyonu, kromatin yapisinda degisiklikler
meydana getirerek  transkripsiyonu engelleyebilir. Heterokromatin  bolgelerin
olusumunda ve genomun siki bir sekilde paketlenmesinde DNA metilasyonu 6nemli rol
oynamaktadir. Heterokromatin bolge igerisinde yer alan genler genellikle ifade

bulamazlar (Singal vd., 1999).

nTranskripslyon aktivatérinin bajlanmasim E Spesifik transkripsiyvonel baskilanma
direk olarak engellenmesi

8. Aktf transkripsiyon

a, Aktif transkripsiyon
o[ —— b
| 1 - L,

b. TFrin badlanmasinin inhibisyonuyla transkripsitenun |
engellenmesi |

b. MeCP-1 arachiiyla baskilanma

S eoele

Grnek; metilasyona hassas TF: AP-2, NFkB, E2F
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F inaktf kromatin yapisi

°, = =@lFe
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Sekil 2.3. Sitozin metilasyonu aracilifiyla transkripsiyonel susturulma mekanizmalari

(Singal vd., 1999).
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2.5.3.4. DNA metilasyonunun kanser gelisiminde etkiledigi mekanizmalar

Kanser hiicrelerindeki C T doniisiimii: Metile olmamis C, deaminasyon sonucu
U’e doniisiir. Ancak Urasil-DNA glikosilaz enzimi sayesinde G:U yanlis eslesmesi
tanmir ve onarilir. Bununla birlikte, DNMT enzimi bu onarimi bloklamaktadir.
Deoksiriboniikleik asit metiltransferaz enzimi CpG adaciklarindaki sitozinlere (C) metil
grubu ekler. 5SMeC’in deaminasyonu sonucunda T bazi olusur. Ancak bu doniisim
DNA’da taninarak onarilamaz ve bdylece nokta mutasyonlari meydana gelir. Bu olaya
tiimdr baskilayici gen olan P53 6rnek verilebilmektedir.

Insan solid tiimérlerinin % 50’sinden fazlasinda P53 tiimor baskilayici geninde
mutasyon goriilmektedir ve bunlarin % 24’{inii, CpG adaciklarindaki CT dontisgiimii
olusturmaktadir (Singal vd., 1999).

DNA hipometilasyonu: Genomik metilasyon diizeyindeki diisiis 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 (Singal vd., 1999).

Tiimor baskilayict genlerin hipermetilasyonu: Deoksiriboniikleik asit
metiltransferazl diizeyindeki artis sonucunda, tiimor baskilayici genler promotor
dizilerindeki CpG adaciklarinda meydana gelen hipermetilasyon sonucunda inaktive
olabilmektedir (Singal vd., 1999).

DNA metilasyonundaki bozulmadan dolayr kromozomal instabilite: Kanser
gelisimi ve ilerleyisinde kromozomal instabilite olduk¢a dnemlidir. Deoksiriboniikleik
asit metilasyonu ayrica DNA’nin siki bir sekilde paketlenmesinde rol oynamaktadir. Bu
sik1 paketlenmeden dolay1r 6rnegin transpozonlarin genom igerisinde hareket etmeleri
engellenmis olmaktadir. Ancak metilasyon kaybiyla, DNA siki bir sekilde
paketlenemeyecegi icin transpozonlar genomda rahatlikla hareket ederek kromozomal
instabiliteye neden olmaktadir. Ayrica metilasyon paternindeki de§ismeler sonucunda
ortaya ¢ikabilen DNA onarim genlerindeki anomaliler ve kromozomal instabiliteye

neden olmaktadir (Singal vd., 1999).
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Sekil 2.4. Onkogenezde, sitozin metilasyonunun neden oldugu mekanizmalar (Singal
vd., 1999).

Deoksiriboniikleik asit metilasyon belirtecleri (marker) , hem hastaligin
siniflandirilmast hem de saptanmasi i¢in kullanilabilmektedir. Ayrica her bir gen
promotorunun DNA metilasyon durumunun belirlenmesi 6zel bir tedaviye cevabi tespit
etmek icin de kullanilabilir (Laird, 2005). 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.

2.6. P16 (CDKN2A) Geni

9 numarali kromozomun kisa kolunun uzaktaki ucunda bulunan son derece 6zel
bir kromozom lokusu tarafindan saglanir. Bu lokus CDKN2A adli bir gen icerir ve
RNA ve protein sentezi i¢in sablon olarak aynt DNA parcalarini kullanan, birbiriyle
ortiigsen iki genden olusmasi acisindan benzersizdir. Bagka bir deyisle, bu lokus, tek bir
tane bile ortak amino asidi olmayan iki farkli proteinin sentezini yonetebilmektedir.
Bunlardan biri p16°dir ve hiicre ¢evriminin negatif bir regiilatoriidiir. P16 proteini, CDK
inhibitorleri olarak adlandirilan, yani hiicreleri daha hizli cogalmaya zorlayan enzimleri
(sikline bagimli kinazlar1) inhibe eden unsurlar olan bir regiilatorler ailesinin iiyesidir.

CDK inhibitorleri, bu enzimleri bloke ederek, hiicre boliinmesini engeller ve hiicre
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cevriminin durdurulmasini iceren bir mekanizmayi harekete gecirirler (Sekil 2.5.)
(Erenoglu, 2008).

Yapilan bazi1 caligmalar p16INK4a (CDKN2A) tiimor baskilayici genin insan
kanserlerinde kanserle iliskili olup, en sik susturulan genler arasinda oldugunu ve
susturulmanin promotoriin  hipermetillenmesi ile iligkili oldugunu gostermektedir.
pl6INK4a promotdriinde metil markorlerinin plansiz eklenmesi (de novo metillenme),
genis bir insan kanserleri yelpazesinde en sik saptanan epigenetik degisikliklerden
biridir. Ayrica, promotoriin hipermetillenmesiyle pl16INK4a geninin susturulmasi son
derece tiimore 6zgiidiir ve bazi kanser tiplerinde en erken olay olarak goriilmektedir; bu

da, bu geni onleyici stratejiler igin ¢ekici bir hedef yapar. (Erenoglu, 2008).
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Sekil 2.5. Kromozom 9’da P16 (CDKN2A) lokalizasyonu (Erenoglu, 2008).
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Sekil 2.6. Hipermetile genlerin sinyal yolagi analizi (Huang vd., 2013).
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2.7. MGMT

Genomun 10q pozisyonunda bulunan O°-Methylguanine-DNA
methyltransferase (MGMT) geni MGMT adi verilen bir alkil transferazi kodlar
(Sekil 2.7.) (Natarajan vd., 1992). MGMT, Guaninin 6. pozisyondaki oksijenine bagl
alkil grubunu, Cys (sistein) igeren aktif merkezine transfer ederek, metilasyonu ve
diger alkillenmeleri hizlica geri dondiiriir (Pegg, 2000). Inaktif MGMT geni, alkilleyen
ajanlarin en sitotoksik hasari olan O®-alkil guanin birikmesine miisaade eder; takibinde
Timidin ile yapilan yanlis eslesme sonucu mismatch tamir tetiklenir ve DNA hasari
indiiklenerek hiicre 6liimiine sebep olur (Ochs ve Kaina, 2000).

Proteinin  translasyonu promotor bdlgesinin metillenmesi ile kontrol
edilmektedir. MGMT geninin metillenerek sessizlestirildigi durumda alkil gruplarinin
olusturdugu DNA hasar1 engellenemez ve hiicre 6liimii gergeklesir. Alkilleyici ilaglar
timor hiicrelerine karsi savasta sik kullanilirlar. Bu ilaglarin olusturacagit DNA hasari
ile timor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi saglanmaktadir. MGMT anlatimi tedaviye
verilen yanitta da onemli rol oynamaktadir. Anlatimin artis1 hiicrelerin DNA hasarini
onararak ilacin etkisinden kurtulmalar1 ile sonuglanirken, anlatimin azaldigi, proteinin
metillenme yoluyla sessizlestigi hiicrelerde yikim gergeklesir. Bu nedenle MGMT
anlatiminin artis1 kemoterapiye karsi dirence neden olmaktadir (Watanabe vd., 2005).
MGMT sessizlesmesi bulunan tiimorlerde alkilguanin uzaklastirilamadigr i¢in
replikasyon sirasinda alkilguanin, sitozin yerine timin ile eslesir ve daha sonra hasarli
guaninin yerine adeninin yerlestirilmesi ile G-C den A-T ye doniisim gerceklesir
(Nakamura vd., 2001).

Kolorektal kanserler basta olmak tizere bircok kanser tiirinde MGMT geninin
ekspresyonunun diisiik oldugu gozlenirken (Cordeiro vd., 2012), meme kanserinde
ekspresyon diizeyinin lenfatik tutulum, Ostrojen reseptorii negatifligi ve uzak
metastaz ile iligkisi gosterilmistir (Osanai vd., 2005). Hatta, meme kanserinde
prognostik belirteg olarak da Onerilmistir (Neto vd., 2012). Ancak bazi diger
caligmalarda ise MGMT ekspresyon durumu ile fenotipi agiklamak miimkiin olmamistir
(Fumagalli vd., 2012). Primer meme kanserlerinde ayrica, MGMT ve p53 ekspresyon

diizeylerinin ters orantili oldugu da gdsterilmistir (Osanai vd., 2005).
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Sekil 2.7. MGMT geni lokalizasyon bolgesi (Natarajan vd., 1992).

2.8. Metilasyon-Spesifik PCR

MSP, tasarim ve uygulama kolayligi, metillenmis DNAnin ¢ok kii¢iik miktarini
tespit etmedeki hassasiyeti ve pahali laboratuvar ekipmanlarimin alimina ihtiyag
duymadan 6rneklerin biiyiik bir ¢ogunlugunu hizlica tarama yetenegini de igeren pek
cok avantajiyla nitel DNA metilasyon analizi i¢in kullanigh bir yontemdir (Barekati vd.,
2012).

MSP, bisiilfitle degistirilmis DNA’da metilasyon varlifinin saptanmasi i¢in
kullanilan kalitatif bir tekniktir. Bu prosediir analiz edilecek bolgede CpG diniikleotid
iceren dizilerin oturmasi i¢in dizayn edilen metilasyon spesifik primer ¢iftlerinin 2 setini
eklemek i¢in degistirilen standart bir PCR protokoliine dayanir. Metillenmis DNA’y1
tespit etmek icin dizayn edilen primer (M primer) hedef bolgenin tamamen metillendigi
varsayimi altinda dizayn edilmistir ve bu bolge CG diniikleotid sekanslarinda sitozinler
igerecektir. Bunun tersine, metillenmemis DNA’y1 tespit etmek icin dizayn edilen
primer (U primer) hedef bolgenin tamamen metillenmemis oldugu varsayilarak dizayn
edilmistir ve bu nedenle CG diniikleotidlerinde sitozinler yerine timinleri igerir. M
primerler i¢in annealing sicakligi U primerden daha yiiksek olacaktir. Bu, aynm1 CG
pozisyonlarinda U primerdeki timinlere karst M primerde sitozinlerin bulunmasindan
dolayidir ve DNA’da T-A hidrojen baglarina karst C-G hidrojen baglarini eritmek igin
daha yiiksek sicaklik gereklidir. Annealing sicakligi U primerin 5° ucundaki bazlarin
sayis1t basit olarak arttirilarak M primere benzer sekilde U primer i¢in arttirilabilir

(Barekati vd., 2012).
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Sekil 2.8. Metilasyon spesifik PCR (Barekati vd., 2012).

Metilasyon spesifik PCR bistilfitle modifiye edilmis DNA’nin metillenmis ve
metillenmemis versiyonu icin tasarlanmis primer ¢iftinin 2 setinin kullanimini
gerektirir. Primerlerin, amplikon tirtinlerinde farkedilebilecek sekilde farkli boyutlarda
dizayn edilmesi yararlidir. PCR amplifikasyonunu takiben amplikonlar agaroz jel
elektroforezinde ¢oziimlenir. Varsayimsal sonuglar sekilde gdsterilmektedir. ORNEK
1’de hem metillenmis hem de metillenmemis primer setleri i¢in amplikonlar
gosterilmektedir; ORNEK 2 sadece unmetile DNA’y1 icerir; ORNEK 3 sadece metile
DNA ’y1 igerir; ORNEK 4 negatif kontrol; L DNA ladder (Barekati vd., 2012).

Iki primer seti genel olarak ayrilmis reaksiyonlarda template DNA’y1 amplifiye
etmek icin kullanilir, dikkatli dizayn ve optimizasyon ile de MSP’de iki primer setinin
multiplekslenmesi miimkiindiir. Bu durumda, dizayn edilen M ve U primer c¢iftleri
Oyleki {retilen amplikonlarin agaroz jel elektroforezinde ayrimin net olarak
saglanabilmesi i¢in yeterince farkli boyutlarda olmalidir. Bu ayn1 template ve reaksiyon

mix’inden amplifikasyon saglanmasinin yarar1 vardir. (Fakat bu yaklasim bazi
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kisitlamalara sahiptir. PCR’1 takiben template DNA’da metilasyonun varligin1 ya da
yoklugunu tespit etmek amaciyla etidyum bromid boyamasindan sonra bantlarin
kalitatif olarak varligi UV altinda goriintiilenir. Burada ag¢iklandigi gibi MSP kantitatif
olamadig i¢in, burada sonuglar metilasyonla ilgili olarak “var ya da yok” sekilinde bilgi
verir. Metilasyon analizi i¢in primer tasarlamak zor olabilir, ¢iinkii analiz edilecek
sekans genellikle CG zengindir ve non-CG sitozinlerin urasile doniisiimii nediyle
bisiilfit modifikasyonundan sonra karmasiklik azaltilmistir. MethPrimer, &zellikle
metilasyon c¢aligsmalari i¢in bir primer tasarim aracidir. Bu software ayn1 zamanda MSP
ve bisiilfit dizileme i¢in primer tasariminda Oneriler sunar. Seg¢ilen genomik dizi basit
bir sekilde kopyalanip yapistirilabilir; bu software sonra bir siliko bisiilfit doniigiimiinde
gerceklestirir ve primer pozisyonlart ve sekanslari i¢in Oneriler saglar. Parametre
ayarlar1 hedef boyut, hari¢ bolgeler, iirlin olan primer ¢iftlerinin sayisi, primer Tm’si,
primerde bulunan CG sayisi, primerde bulunan non-CG sayisi ayrica MSP i¢in max

farkliligini igerir (Barekati vd., 2012).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta Grubu

Calismamizda Bagcilar Arastirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji Ana Bilim
Dali’ndan meme kanseri tanisi alan ve Bagcilar Arastirma ve Uygulama Hastanesi genel
cerrahide opere edilen 96 hastanin doku &rnekleri ¢alisilmistir. Ornekler parafin bloga
gomiilii doku kesiti olarak 1,5 ml’lik tiipler icinde laboratuvarimiza gelmistir.
Calismaya ayni hastalarin normal doku kesitleri de dahil edilmistir. Caligmamiz
Temmuz 2012-Mayis 2014 tarihleri arasinda Bilecik Seyh Edebali Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Molekiiller Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali'nda
gerceklestirilmistir. Meme kanserli olgularin doku o6rneklerinde P16 (CDKN2A),
MGMT geninin promotor bolgelerindeki metilasyon durumlart MSP yontemi ile
incelenmistir.
3.2. Gerecler
3.2.1. Kullanmilan aletler
-Pipet takimi ( Thermo Scientific, Biohit Proline Plus )
-PCR aleti (Thermal Cycler) ( Thermo Scientific ARTIK, Techne Tc-Plus )
-Vorteks ( JEIO TECH, Lab Companion)
-Santrifiij (Thermo Scientific, MicroCL 21R)
-Jel dokiimantasyon cihazi (Gel Logic, 212 PRO Carestream)
-Hassas Terazi (Pioneer, Ohaus)
-Deep- freze (-20, Bosch)
-Buzdolabi ( +4, Regal)
-Panasonic (-86)
-Jel elektroforez (Cleaver Scientific, MAX FILL)
-Mikro dalga (Kenwood)
-Buz makinas1 (Hoshizaki)
-BioSpec-Nano (Shimadzu-Biotech)
-Otoklav (Niive Steam Art, OT-90L)
-Pastor Firini (Lab Companion, ON-12)
-Distile Su Cihaz1 (Niive, NS103)
-Termal Calkalamal1 Inkiibator

-Ph metre (Lab Companion, ST-310 Onaus)



-Ependorf tiipii (1.5 mI’lik)

-Micro amplifikasyon tiipii (0.2 ml’lik)
-Collection tiip (2 ml’lik)

3.2.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

-DNA Methylation-Gold Kit ( Zymo-Research)
-DNA Isolation Nucleospin FFPE DNA Kit ( Macherey-Nagel)
-CpGenome Universal Methylated DNA
-CpGenome Universal Unmethylated DNA
-MGMT ve P16 genleri Forward ve Rewerse Primer Cifti
-Proteinaz K

-Lizis Buffer

-1x TAE

-DNase/RNase Free Water (Gibco)

-Distile Su

-Ksilol

-% 70’ lik etil alkol

-% 100’ liik etil alkol

-SIGMA Trizma Base

-EDTA (Carlo Erba Reagents)

-Agarose Basic (AppliChem)

-Ethidium Bromide (AppliChem)

-6x loading Dye Solution (Intron Biotechnologiy)
-50 bp DNA Leadder (Invitrogen)

-10x PCR Reaction Buffer (Invitrogen)

-50 mm MgCI2 (Invitrogen)

-Platinum Taq DNA polimeraz (Invitrogen)

29
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3.2.3. P16 (CDKN2A) geni metilasyon analizinde kullanilan primerler

Cizelge 3.1. P16 genine ait metile ve unmetile primer ¢ifti dizileri ve bolgeleri.

Metile 5’-CAGGGCTCAGAGCCGTTCCGA-3’ (-172,-152)
Forward
Metile 5’- AGGGTCACCAAGAACCTGCGCA -3 (+78, +99)
Reverse
Unmetile 5’-GTAGGGTTTAGAGTCGTTTCGA -3 (-173,-152)
Forward
Unmetile 5’-AAAATCACCAAAAACCTACGCA-3’ (+78, +99)
Reverse

P16 genindeki promotor bolge hipermetilasyonunu belirlemek i¢in; Cizelge 3.1. deki
primerler kullanilmistir. Liyofilize halde ve 0.04 pmol sentez skalasinda ticari olarak
satin alinan P16 (CDKN2A) metile forward primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak
sekilde firmanin onerisi olan 1131 pl; PCR icin uygun safliktaki steril distile su
eklenerek c¢oziilmiistiir ve bloklanarak esit hacimler halinde -20 °C’de muhafaza
edilmistir.

3.2.4. MGMT geni metilasyon analizinde kullanilan primerler

Cizelge 3.2. MGMT genine ait metile ve unmetile primer ¢ifti dizileri ve bolgeleri.

Metile 5’-GCCCCGCTCTAGACCCCGCC-3 (-68, -45)
Forward
Metile 5’-GCGGGCTGTCCCAGCATATCCGG-3 (-6, +17)
Reverse
Unmetile 5-TTTCGT TTTAGATTTCGTTTTACG-3’ (-67,-44)
Forward
Unmetile 5’-CGCGAACTATCCCAACATAT-3’ (-6, +18)
Reverse

MGMT genindeki promotor bdlge hipermetilasyonunu belirlemek i¢in; Cizelge 3.2.
deki primerler kullanilmistir. Liyofilize halde ve 0.04 pumol sentez skalasinda ticari
olarak satin alinan MGMT metile forward primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde
firmanim Onerisi olan 1314 pl; PCR i¢in uygun safliktaki steril distile su eklenerek
¢Oziilmiistiir ve bloklanarak esit hacimler halinde -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.3. Yontemler
3.3.1. Parafinli doku orneklerinden DNA elde edilmesi

Calismamiza Bagcilar Arastirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji Anabilim

Dali’ndan meme kanseri tanisi alan ve Bagcilar Arastirma ve Uygulama Hastanesi genel
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cerrahide opere edilen meme karsinomu olarak rapor edilen 96 hastanin timdrli ve
komsu normal dokulari, parafin bloga gomiili doku kesiti olarak 10 mikrotom’luk
incelikte kesilmis 1,5 ml’lik tiipler i¢inde laboratuvarimiza gelmistir. Calismamiz
Temmuz 2012-Mayis 2014 tarihleri arasinda Bilecik Seyh Edebali Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Molekiiller Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali'nda
gerceklestirilmistir.

3.3.1.1. Deparafinizasyon islemi

-Icinde parafin bloga gémiilii dokular bulunan 1,5ml’lik tiiplere 1200 ul ksilen
eklenmistir.

.-20 sn vorteks yapilmis ve drnekler 20 °C’de 9000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
-Siipernatant atilarak ayni islem 2 defa tekrarlanmistir.

-Pelet iizerine 1200 pl % 100°liik etanol eklenmistir.

-20 sn vorteks yapilmig ve 6rnekler 20 °C’de 9000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
-Siipernatant atilarak pelete 1200 pl % 70’lik alkol eklenmistir.

-20 sn vorteks yapilmis ve drnekler 20 °C’de 9000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
-Alkol iyice uzaklagtirilip 6rnekler 30 dk pastor firininda birakilmagtir.

-Inkiibasyon sonrasinda orneklere 200 ul Lysis Buffer (FL), 20 pl P roteinaz K
eklenmistir.

-Bu islemlerden sonra elde edilen iirtin 70-72 °C’ye ayarlanmis ¢alkalamali inkiibatore
16 saat boyunca birakilir.

3.3.1.2. DNA izolasyonu

- Deparifinizasyon isleminden sonra doku orneklerinden DNA eldesi manuel DNA
izolasyonu ile yapilmastir.

- Bir gece calkalamali inkiibatérde bekletilen ependorflara 100 pl decrossling buffer
eklenir ve ependorflar 5- 10 sn vorteks edilmistir.

- Ependorflar 90 °C’de pastor firininda 30 dk inkiibasyona birakilmistir.

- Inkiibasyon sonras1 5- 10 sn vorteks edilmistir.

- Ependorflara 200 pl % 96’lik etanol eklenir, 5- 10 sn vorteks edilmistir.

- 11.000 g *de spin yapilir ve tiip igindeki s1v1 pipetaj yapilarak kolonlara aktarilmigtir.

- 7000 rpm’de 3dk santrifiij yapilmistir.

- 400 pl wash buffer eklenir ve 11.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilir. Bu islem bir kez

daha tekrarlanmistir.
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- Son olarak 32 pl elution buffer eklenerek DNA kolon membranindan gegirilmistir.
- DNA izolasyon islemi tamamlanmigs DNA 6rnekleri Nanodrop (Shimadzu-Biotech)’da
Olctimleri yapildiktan sonra -20 °C’de saklanir.
3.3.2. Bisiilfit modifikasyon isleminin gerceklestirilmesi

Bir DNA sekansinin metilasyon durumunu saptamak i¢in kullanilan en iyi
yontem bisiilfit modifikasyon islemidir. Hedef DNA’nin sodyum bisiilfit ile

inkiibasyonu sonucu unmetile olan sitozinler urasile doniigiirken metile sitozinler

degismeden kalir.
Orijinal sekans Bisiilfit iglemi 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

CT conversion reagent

Orneklerimizden elde ettigimiz DNA’dan 20 pl alinmigtir. Alinan Srnekler 200
ul’lik PCR tiiplerine aktarilmistir.

e 900 pl distile su

e 300 pl M-dilution buffer

e 50 ul M-dissolving buffer
konularak hazirlanmstir.
CT conversion reagent homojen hale gelene kadar 15 dk kadar vortekslenir.
PCR tiiplerine 20 ul DNA eklenir. Pipetaj yapilarak CT conversion reagent ile DNA nin
karigmas1 saglanir.

Hazirlanan 6rnekler ile PCR baglatilir.

PCR sartlar:

98 °C 10dk denatiirasyon
64 °C 150 dk baglanma
4°C oo inkiibasyon

- 600 pul M -Binding Buffer kolon tiiplerine aktarilmistir.

- Uzerine PCR firiiniiniin hepsi eklenerek 9000 g’de 1dk santrifiij edilmistir.

- 100 pl Wash Buffer eklenir ve 9000 g’de 1dk santrifiij edilmistir.

- 200 pl M-Desulphination Buffer eklenir ve oda sicaklifinda yaklasik 15-20 dk
beklenir.

- 9000 g’de 1dk santrifiij edilerek spin filtresinden alt tarafa siiziilen s1vi dokiilmiistiir.
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- 200 pul M -Wash Buffer eklenir ve 9000 g’de 1dk santrifiij edilerek spin filtresinden alt
tarafa siizlilen s1iv1 dokiilmustiir.

- Tekrar 200 ul M—Wash Buffer eklenir ve 9000 g’de 1dk santrifiij edilerek spin filtresi
1.5 ul’lik toplama tiiplerine aktarilmistir.

- 16 pl Elution Buffer filtrenin tam merkezine gelecek sekilde konularak 9000 rpm’de 1
dk santrifiij edilmistir.

- Modifikasyon iirtinleri -20 °C’de saklanir.

3.3.3. MSP

Bisiilfit modifikasyon islemi sonrasinda MSP teknigi uygulanmistir. Bu teknikte
modifikasyona tabi tutulan DNA’larin Thermo SCIENTIFIC PCR cihaz1 ile PCR
amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

Bisiilfit isleminden sonra elde edilen iirlinlerin PCR amplifikasyonu i¢in:

- PCR tiipii icerisine sirastyla:

38.9 ul H,O

5 ul Buffer

I ul ANTPmix

1,5 ul MgCl,

0.2 pl Forward primer

0.2 pl Reverse primer

0.2 pl Taq polimeraz (Platinum) konularak pipetaj yapilmigtir.

3 ul modifiye edilen DNA 6rnegi eklenmistir ve pipetaj yapilmistir.

Ayrica yapilan PCR isleminin kontrolii i¢in kontrol gruplari kullanilmistir.
kontrol gruplar1 hazirlanirken CpGenome Universal Methylated DNA ve CpGenome
Universal Unmethylated DNA kitlerinden yararlanilmistir. Bu kitler bisiilfit isleminden
gecirilerek % 100 metile ve % 100 unmetile kontrol gruplar1 hazirlanmistir.

% 100 metile kontrol grubunun hazirlanmasi

Bisiilfit isleminden sonra elde edilen % 100 metile kontrol grubunun PCR
amplifikasyonu i¢in:

- PCR tiipii igerisine sirastyla:

38,9 ul H,O

5 ul Buffer

1 pl ANTPmix
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1.5 pul MgCl,

0,2 pl Forward primer

0,2 ul Reverse primer

0,2 ul Taq polimeraz (Platinum)

3 ul modifiye edilen %100 metile DNA 6rnegi eklenmistir ve pipetaj yapilmistir.

% 100 unmetile kontrol grubunun hazirlanmasi

Bisiilfit isleminden sonra elde edilen %100 unmetile kontrol grubunun PCR
amplifikasyonu i¢in:

-PCR tiipii igerisine sirastyla:

38,9 ul H,O

5 ul Buffer

1 ul ANTPmix

1,5 ul MgCl,

0,2 pl Forward primer

0,2 pl Reverse primer

0,2 pl Taq polimeraz (Platinum)

3 upl modifiye edilen % 100 unmetile DNA 0Ornegi eklenmistir ve pipetaj
yapilmistir.

-PCR kosullari:

% 100 metile kontrol, % 100 unmetile kontrol, 96 hastaya ait tiimorlii ve normal
dokudan elde edilmis DNA Ornekleri asagida belirtilen kosullarda PCR islemi
yapilmistir.

-P16 (CDKN2A) geni i¢in;

94 °C 7 dk ilk denatiirasyon

94 °C 30 sn denatiirasyon

60 °C 30 sn baglanma 35 dongii

72 °C 45 sn elongasyon

72 °C 5 dk son elongasyon

4 °C oo inkiibasyon
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-MGMT geni i¢in;

94 °C 7 dk ilk denatiirasyon

94 °C 30 sn denatiirasyon

62 °C 30 sn baglanma 35 dongii

72 °C 45 sn elongasyon

72 °C 5 dk son elongasyon

4 °C oo inkiibasyon
3.3.4. Agaroz jel elektroforezi
1 litrelik 50x TAE buffer igerigi:
- 242 g Tris base
- 100 ml 0,5 M EDTA(Etilen Diamin Tetra Asetik asit) pH 8,0
- 57,1 ml Glasiyal Asetik Asit

Tris base’dan 242 g tartilir. Glasiyal asetik asitten 57,1 ml, 0,5 M EDTA’dan
100 ml alinir ve 1000 ml’ye distile su ile tamamlanir. Boylece 50x stok TAE elde edilir.
Kullanilirken stoktan 20 ml alimip, 1000 ml’ye distile su ile tamamlanir. Boylece 1x
TAE elde edilmis olur.
% 3’liik jel hazirlanmasi
- 6 g agaroz
- 200 ml 1x TAE buffer
- 2,5 pl etidyum bromid
6 g agaroz hassas terazi yardimiyla tartilmistir. Bir erlen igerisine eklenmis ve {izerine
200 ml 1x TAE buffer eklenmistir. Agarozun buffer icerisinde karigmasi saglanmistir ve
mikrodalga firinda homojenize hale getirilmistir. Homojenize hale getirilen jel igerisine
2,5 pl etidyum bromid eklenip, karigtirllmistir. Tarak yerlestirilip, agaroz jel tablasina
dokiiliip jelin donmasi beklenmistir.
3.3.5. PCRiiriinlerinin goriintiilenmesi
PCR amplifikasyonundan sonra kuyucuklara sirasiyla; 1 pl loading buffer + 2 ul 50 bp
DNA marker (invitrogen), 1 pl loading buffer + kontrol amacgh 2 pul H20, 1 pl loading
buffer + 5 pl metile kontrol, 1 pl loading buffer + 5 pl unmetile kontrol ve 1 pl loading
buffer + 5 ul PCR {iriinleri 2.5 pl etidyum bromid ile boyanmis % 3’liik agaroz jeline
yiiklenen 6rnekler 90 V’da 1 saat yiiriitiilmiistiir.

Yiirtitiilen 6rnekler jel goriintiileme cihazinda goriintiilenir.
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3.3.6. Istatiksel analiz

Tiim veri analizleri SPSS 17.0 paket programi ile yapilmistir. Stirekli nicel
veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak, Nitel veriler ise n ve oran olarak ifade
edilmistir. Normal dagilim gosteren siirekli veriler grup sayisina bagh olarak bagimsiz
yapidaki verilere t testi ile analiz edilmis olup normal dagilim gostermeyen verilerin
grup sayilaria gore bagimsiz gruplardan olusan verilere ise, Mann-Whitney U testi ile
analiz 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.
3.3.7. Degerlendirme

Calismamizda meme kanserli 96 olgudan alinan parafin bloga gémiili doku
orneklerinin DNA izolasyonu yapildiktan sonra bu orneklerin bisiilfit modifikasyon
islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra ornekler P16 geninin metilasyon durumu
incelenmek tlizere Thermo Scientific cihazina yiiklenmis ve analizleri yapilmstir.
Ornekler kontrol gruplart % 100 metile ve % 100 unmetile olarak belirlenmistir.
Kontrol gruplarindan P16 (CDKN2A), MGMT genlerinin metilasyon durumu tespit
edilmistir.

Hastalar yas, hastaligin evresi, tiimor tipi, ER, PR, Cerb-B2, E-Cadherin, Ki-67
gibi meme kanserinde 6nemli olan bazi prognostik faktorlere gére gruplandirildiktan

sonra Orneklerin metilasyon durumu ile bu prognostik faktorler karsilastirilmistir.
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4.BULGULAR

Calismamizda Temmuz 2012-Mayis 2014 tarihleri arasinda Bagcilar Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Patoloji Anabilim Dali’ndan gelen meme kanseri tanisi almis
96 olgudan alinan doku o&rneklerine MSP yontemi kullanilarak metilasyon analizi
yapilmistir. Olgularin yaslari, evreleri, tiimor tipleri, ER, PR ve C-erb-B2 gibi
prognostik faktorleri hasta dosyalarindan temin edilmistir. Calismamiz meme kanserli
hastalarin P16 ve MGMT genlerinin metilasyon durumunu belirleyerek meme kanseri
icin gelistirilecek tedavi yontemlerine de 151k tutmak, hastalifin evresi ve prognozu
arasinda iliski kurabilmek, hastalarimiza ait demografik ve histopatolojik bilgilerle
buldugumuz sonuglar arasinda iligki saptayabilmek amaciyla yapilmistir.

4.1. Olgularin Demogafik ve Patolojik Ozellikleri

Incelemeye alinan 96 olgunun 43/96’{i (% 44,8) >50 yas iken; 53/96’ii ise (%
55,2) <50 yas olarak saptanmistir.

Olgular TNM smiflandirmasina gore evre II, evre III olarak gruplandirilmistir.
Tiimdr orneklerinin evrelerine gore dagilimlarinda ise en ¢ok evre 111, 83/96 (% 86,5)
gbzlenmistir. 13/96 (% 13,5), evre Il olarak belirlenmistir.

Olgular tiimor tipine gore degerlendirildiginde; 88/96 (% 91,7) olgu invaziv
duktal karsinom 3/96 (% 3,1) olgu invaziv lobiiler karsinom, olgu duktal karsinom in
situ 1/96 (% 1,0), olgu tubiiler karsinom 1/96 (% 1,0), olgu metaplastik kasinom 2/96
(% 2,1), olgu miisin6z karsinom 1/96 (% 1,0) tiimor tipindedir.

Ostrojen reseptdér (ER) durumu ve meme kanserinde metilasyon arasindaki iliski
incelenmek amaciyla hastalar ER(+) ve ER(-) olarak gruplandirildiginda ise; olgularin
73/95 (% 76,8) ER(+) iken, 22/95 (% 23,2) olguda ER(-) olarak saptanmustir.

Progesteron reseptdr (PR) durumlar1 degerlendirildiginde olgularin 70/95 (%
72,9) PR(+) iken, 25/95 (% 26) olgu PR(-) olarak belirlenmistir.

Meme kanserinde dnemli bir prognostik faktor olarak degerlendirilen C-erb-B2
durumlar1 degerlendirildiginde ise olgularin 71/95 (% 74,7) C-erb-B2(+) iken, 24/95 (%
25,3) C-erb-B2(-) olarak saptanmustir.

E-Cadherin durumlarn degerlendirildiginde olgularin 62/66’1 (% 93,9) (+) iken,
4/66°1 (% 6,1) (-) olarak belirlenmistir.

96 hastanin metilasyon anlizine ait jel goriintiileri bulunmaktadir fakat tezimizde

sadece belirli sayidaki jel goriintiisiine yer verilmistir.



Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen olgularin klinik 6zellikleri.

HASTALARIN HASTA SAYISI
DEMOGRAFIK
YAS
<50 43
>50) 53
CINSIYET
K 95
E 1
TUMOR TiPi
IDC 88
DCI 1
MC 2
ILC 3
MUSINOZ 1
TC 1
ER
POZITIF 73
NEGATIF 22
PR
POZITIF 70
NEGATIF 25
E-CADHERIN
POZITIF 62
NEGATIF 4
Ki-67
<%30 39
%30-60 9
>%60 6
CERB-B2
POZITIF 71
NEGATIF 24

38
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4.2. P16 (CDKN2A) Geninde Saptanan Bulgular

Sekil. 4.1. P16 (CDKN2A) geninin normal ve tiimorlii dokularda metilasyon analizine
ait jel goriintiisii

* N.T: No Template (su), IVD: Invitro metillenmis DNA (Pozitif Kontrol), M: Metile,
U: Unmetile

Timorlii doku degerlendirildiginde ise; 42/96’s1 (% 43,8) metile, 54/96’s1 (%
56,2) unmetile olarak tespit edilmistir. Normal doku degerlendirildiginde ise; 7/96’s1
(% 7,3) metile, 89/96°s1 (% 92,7) unmetile olarak tespit edilmistir.

6/96 olgunun normal dokularinda promotor metilasyonu saptanmistir. Patolojiden
gelen normal dokular, tiimorli dokularin timorlesme olmadig: diisiintilen bolgelerinden
alinan doku kesitlerinin normal doku olarak adlandirilmasi ile elde edilmektedir. Bu
sebeple patolojiden gelen normal doku olarak laboratuvarimiza gonderilen 6rneklerin
aksine tiimorlii doku oldugu diistiniilmektedir.

69 hasta iginde tek erkek hasta olan 53 nolu olguda metilasyon bulunmustur.
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4.2.1. Olgularn yaslari, evreleri, tiimor tipleri, ER, PR, CERB-B2, E-cadherin ve
Ki-67 durumlarinin P16(CDKN2A) geni ile iliskisi
4.2.1.1. Olgularin yasi ile P16(CDKN2A) geni promotor metilasyonu iliskisi

Olgularin yas1 ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu iliskisine
bakildiginda; tiimorlii dokuda P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu gozlenen
metile olan olgularin yas ortalamalar1 53,86 iken, unmetile olan olgularin yas
ortalamalar1 47,24 olarak saptanmistir. Normal dokuda P16 (CDKN2A) geni promotor
metilasyonu gozlenen metile olan olgularin yas ortalamalar1 ise 39,8 iken, unmetile olan
olgularin yag ortalamalar1 51,4 olarak saptanmaistir.

Yas1 >50 olan tiimorlii dokularin P16 (CDKN2A) geninde 19/53{iniin promotor
metilasyonu goézlenirken, 24/53’linde promotor metilasyonu gézlenmemistir. Yast <50
olan tiimoérli dokularin P16 (CDKN2A) geninde 23/53’ilinlin promotor metilasyonu
gozlenirken, 30/53’linde ise promotor metilasyonu goézlenmemistir. Yas ile P16
(CDKN2A) geni arasinda anlamli bir iligki bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.2. Olgularin yasi ile tiimorlii dokularin metilasyon dagilima.

P16 (CDKN2A)
METILE UNMETILE Total
YAS >50 Say1 19 24 43
% within YAS 44,2% 55,8% 100,0%
<50 Say1 23 30 53
% within YAS 43,4% 56,6% 100,0%
Total Say1 42 54 96
% within YAS 43,8% 56,3% 100,0%

P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilagtirildiginda; >50 olan 19/42 olgulara gore <50 olan 23/42 olgular daha yiiksek
metilasyon oranma sahiptir. Yas ile P16 (CDKN2A) geni arasinda anlamli bir iliski
bulunmamaistir (p>0,05).



Cizelge 4.3. Tiimorli dokularda metile olgularinin yas dagilimi.

P16 (CDKN2A)
METILE UNMETILE  |Total
YAS >50 Say1 19 24 43
% within P16T 45,2% 44,4% 44,8%
<50 Say1 23 30 53
% within P16T 54,8% 55,6% 55,2%
Total Say1 42 54 96
% within P16T 100,0% 100,0% 100,0%
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Yas1 >50 olan normal dokularin P16 (CDKN2A) geninde 2/43’{inlin promotor

metilasyonu gozlenirken, 41/43’linde promotor metilasyonu goézlenmemistir. Yast <50

olan normal dokularin P16 (CDKN2A) geninde 5/53’liniin promotor metilasyonu

gozlenirken, 48/53’ilinde ise promotor metilasyonu gozlenmemistir. Caligmamiza gore

yas ilerledik¢e metilasyon orani azalmaktadir. Yas ile P16 (CDKN2A) geni arasinda

anlaml bir iligki bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.4. Olgularin yas1 ile normal dokularin metilasyon dagilima.

P16 (CDKN2A)
METILE UNMETILE  |Total
YAS >50 Say1 2 41 43
% within YAS  |4,7% 95,3% 100,0%
<50 Say1 5 48 53
% within YAS  [9,4% 90,6% 100,0%
Total Say1 7 89 96
% within YAS  |7,3% 92,7% 100,0%

P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu arasinda metile olan olgular

karsilagtirildiginda; <50 yas araligina sahip olgularda metilasyon oran1 >50 yas araligina

sahip olgulara gore daha yiiksektir. Yas ile metilasyon orani arasinda anlamli bir iligki

bulunmamastir (p>0,05).



Cizelge 4.5. Normal dokularda metile olgularinin yas dagilimi.

P16 (CDKN2A)
METILE UNMETILE  |Total
YAS =50 Say1 2 41 43
% within P16N 28,6% 46,1% 44.8%
<50 Say1 5 48 53
% within P16N 71,4% 53,9% 55,2%
Total Say1 7 89 96
% within P16N 100,0% 100,0% 100,0%

4.2.1.2. Tumoriin tipi ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu iliskisi
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Tiimdriin tipi ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu arasindaki iligkiye

bakildiginda; invaziv ductal karsinomda (IDC) 37/88 olguda promotor metilasyonu

gozlenirken, 51/88 olguda ise metilasyon gdzlenmemistir (p<0,001). Invaziv lobiiler

karsinomda (ILC) 3/3 olguda promotor metilasyonu gozlenmektedir. Duktal karsinom

in situ da ise 1/1 unmetile olgu (p<0,001), tubiiler karsinomda da 1/1 unmetile olgu

(p<0,001) metaplastik karsinomda 2/2 metile olgu, miisin6z karsinomda ise 1/1

unmetile olgu (p<0,001) tespit edilmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.6. Tiimor tipi ile P16 (CDKN2A) geni metilasyon dagilimai.

P16 (CDKN2A)
METILE |[UNMETILE |Total
TUMOR IDC Say1 37 51 88
TIPT % within42.0%  [58.0% 100,0%
TUMORTIPI
ILC Say1 3 0 3
% within]100,0% [,0% 100,0%
TUMORTIPI
DCI Say1 0 1 1
% within],0% 100,0% 100,0%
TUMORTIPI
TC Say1 0 1 1
% within],0% 100,0% 100,0%
TUMORTIPI
MC Say1 2 0 2
% within]100,0% [,0% 100,0%
TUMORTIPI
MUSINOZ Sayi 0 1 1
% within|,0% 100,0% 100,0%
TUMORTIPI
Total Say1 42 54 96
% within}43,8% 56,3% 100,0%
TUMORTIPI

Tlimorin tipi ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu arasinda metile
olan olgular karsilastirildiginda IDC 37/42 olguda (% 88,1), ILC 3/42 (% 7,1), DCI, TC
ve miisindz karsinomda metile olgu bulunmadig tespit edilmistir. IDC 37/42 (% 88,1)
en yiiksek degere sahip oldugundan IDC tiimdr tipi ile P16 metilasyonu yiiksek oranda
iliski bulunmustur (p<0,001).
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Cizelge 4.7. Olgularin timdr tipleri ile metile durumlari.

P16 (CDKN2A)
METILE |UNMETILE |Total
TUMOR IDC Say1 37 51 88
TIPI % within P16T  |88,1%  |94.4% 91,7%
ILC Say1 3 0 3
% within P16T  |7,1% 0% 3,1%
DCI Say1 0 1 1
% within P16T  |,0% 1,9% 1,0%
TC Say1 0 1 1
% within P16T  |,0% 1,9% 1,0%
MC Say1 2 0 2
% within P16T  |4,8% 0% 2,1%
MUSINOZ Sayi 0 1 1
% within P16T  |,0% 1,9% 1,0%
Total Say1 42 54 96
% within P16T  |100,0%  {100,0% 100,0%

4.2.1.3. Tumoriin evresi ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasvonu iliskisi

Tiimortin evresi ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu arasindaki
iliskiye bakildiginda; Evre 1I’de 3/13 olguda promotor metilasyonu gozlenirken, 10/13
olguda ise metilasyon gozlenmemistir. Evre III’de 39/83 olguda promotor metilasyonu
gozlenirken, 44/83 olguda metilasyon gozlenmemistir. Yapilan istatistiksel analizde,
Evre II ve evre [II’de P16 (CDKN2A) geninin unmetile olgularin metile olan olgulara
gore cok daha yliksek oranda oldugu belirlenmistir (P<0,001).
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Cizelge 4.8. Olgularin timor evresi ile P16 (CDKN2A) geninin metilasyon durumu
dagilima.

P16 (CDKN2A)
METILE  [UNMETILE |Total
EVRE Il Say1 3 10 13
% within EVRE  [23,1% 76,9% 100,0%
III Say1 39 44 83
% within EVRE  |47,0% 53,0% 100,0%
Total Say1 42 54 96
% within EVRE ~ [43,8% 56,3% 100,0%

Metile olgular evre II ve III ile karsilastirildiginda; evre 111 39/42 olguda, evre 11
ise 3/42 olguda metile bulunmasi ile evre ilerledikce promotor metilasyon oraninin
arttigin1 goriilmektedir. Yapilan istatistiksel analize gore, timor evresi ile metilasyon
dagilimi iligkili bulunmustur.

Cizelge 4.9. Metile olan evre I, evre III olgularinin dagilima.

P16 (CDKN2A)
METILE UNMETILE  |Total
EVRE II Say1 3 10 13
% within P16T 7,1% 18,5% 13,5%
I Say1 39 44 83
% within P16T 92,9% 81,5% 86,5%
Total Say1 42 54 96
% within P16T 100,0% 100,0% 100,0%

4.2.1.4. Ostrojen reseptor ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu iliskisi

Ostrojen reseptdr ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu arasindaki
iliskiye bakildiginda; ER(+) olan 30/73 olguda P16 (CDKN2A) geninde metilasyon
saptanirken, 43/73 olguda metilasyon saptanmamistir. ER(-) olan 11/22 olguda P16
(CDKN2A) geninde metilasyon saptanirken, 11/22 olguda metilasyon saptanmamugtir.

Yapilan istatistiksel analize gore, ER(+) olan olgularin metile ve unmetile durumlar
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karsilagtirildiginda P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu bakimindan unmetile
olan olgularin metile olan olgulara gore daha yiiksek oranda oldugu saptanmustir.
Ostrojen reseptdr negatif olgularmn ise metile ve unmetile durumlar karsilastirildiginda
unmetile olan olgular ile metile olan olgularin oranmnin esit oldugu goriilmektedir
(P>0,05).

Cizelge 4.10. Tiimorlii dokuda ER ile P16 (CDKN2A )geni promotor metilasyon
durumu dagilimi.

P16 (CDKN2A)
METILE  |UNMETILE |Total

ER POZITIF Say1 29 43 72
% within ER  40,3% 59,7% 100,0%

NEGATIF  Say1 11 11 22
% within ER  |50,0% 50,0% 100,0%

Total Say1 40 54 94
% within ER  [42,6% 57,4% 100,0%

Ostrojen reseptérii ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu arasinda
metile olan olgular karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) promotor metilasyonu gozlenen
30/41 olguda ER(+) iken 11/41 olguda ER(-) olarak saptanmistir. Metile olan ER(+) ve
ER(-) olan olgularin dagilimi ¢izelge 4.11°de gosterilmistir. Metile olan olgularin %
73,2’si ER(+) olarak saptanmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan
olgular karsilastinldiginda ER(+) olan olgularin ER(-) olan olgulara gore P16
(CDKN2A) promotor metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.11. Tiimorlii dokuda metile olan ER(+) ve ER(-) olan olgularin dagilimi.

P16 (CDKN2A)
METILE [UNMETILE [Total
ER POZITIF Sayi 29 43 72
%  within]40,3% 59,7% 100,0%
ER
NEGATIF Sayi 11 11 22
%  within]50,0% 50,0% 100,0%
ER
Total Say1 40 54 94
%  within|42,6% 57,4% 100,0%
ER

4.2.1.5. Progesteron reseptor ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu iliskisi

Tiimorlii dokularda progesteron reseptorii ile P16 (CDKN2A) geni promotor
metilasyonu arasindaki iligskiye bakildiginda, PR(+) olan 28/70 olguda P16 (CDKN2A)
geninde metilasyon saptanirken, 42/70 olguda metilasyon saptanmamistir. PR(-)olan
13/25 olguda P16 (CDKN2A) geninde metilasyon saptanirken, 12/25 olguda metilasyon
saptanmamustir. Yapilan istatistiksel analize gére PR(+) olan olgularin metile ve
unmetile durumlar1 karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu
bakimindan unmetile olan olgularin metile olan olgulara gore ¢ok daha yiiksek oranda
oldugu saptanmistir (p<0,001). Progesteron reseptorii negatif olgularin ise metile ve
unmetile durumlar1 karsilagtirildiginda unmetile olan olgularin metile olan olgulara gore

diisiik oranda goriildiigii sonucuna varilmistir (p<<0,01).
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Cizelge 4.12. Tiimorlii dokularda PR ve P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyon

durumu dagilimi.

P16 (CDKN2A)
METILE  |UNMETILE |Total
PR POZITIF Say1 28 42 70
% within PR [68.3% 78% 73.7%
NEGATIF  Say1 13 12 25
% within PR [31.7% 22% 26.3%
Total Say1 41 54 95
% within PR 100% 100% 100,0%

Tiimorlii dokularda progesteron reseptorii ile P16 (CDKN2A) geni promotor
metilasyonu arasinda metile olan olgular karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) promotor
metilasyonu gozlenen 28/41 olguda PR(+) iken, 13/41 olguda PR(-) olarak saptanmistir.
Metile olan PR(+) ve PR(-) olan olgularin dagilimi tablo 4.13.’de gosterilmistir. Ayrica
P16 (CDKN2A) promotor metilasyonu gozlenen olgularin % 68,3’ PR(+), % 31,7 si
PR(-) olarak saptanmigtir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular
karsilastirildiginda PR(+) olan olgularin PR(-) olan olgulara gore P16 (CDKN2A)

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

Cizelge 4.13. Tiimorlii dokularda metile olan PR(+) ve PR(-) olan olgularin dagilima.

P16 (CDKN2A)
METILE | UNMETILE Total

PR POZITIF  Sayi 28 42 70
% within P16T 68,3% 77,8% 73,7%

NEGATIF Say1 13 12 25

% within P16T 31,7% 22,2% 26,3%

Total Say1 41 54 95
% within P16T 100,0% 100,0% 100,0%
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4.2.1.6. C-erb-B2 ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu iliskisi
Timorlii dokularda C-erb-B2 ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu
arasindaki iliskiye bakildiginda; C-erb-B2(+) olan 33/71 olguda P16 (CDKN2A)

geninde metilasyon saptanirken, 38/71 olguda metilasyon saptanmamistir. C-erb-B2(-)
olan 8/24 olguda P16 (CDKN2A) geninde metilasyon saptanirken, 16/24 olguda
metilasyon saptanmamustir. Yapilan istatistiksel analize gore C-erb-B2(+) olan olgularin
metile ve unmetile durumlarn karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) geni promotor
metilasyonu bakimindan unmetile olan olgularin metile olan olgulara gore ¢cok daha
yiiksek oranda oldugu saptanmistir (p<0,001). Ayrica C-erb-B2(-) olan olgularin ise
metile ve unmetile durumlar1 karsilagtirildiginda unmetile olan olgularin metile olan

olgulara gore yliksek oranda goriildiigii sonucuna varilmistir (p<0,001).

Cizelge 4.14. Tiimorlii dokuda C-erb-B2 ile P16 (CDKN2A) geni metilasyon durumu
dagilima.

P16 (CDKN2A)
METILE |[UNMETILE |Total
C-ERB-B2 POZITIF Say1 33 38 71
% within C-erb-B2 |46,5% 53,5% 100,0%
NEGATIF Say: 8 16 24
% within C-erb-B2 |33,3% 66,7% 100,0%
Total Say1 41 54 95
% within C-erb-B2 |43,2% 56,8% 100,0%

Tiimorli dokularda C-erb-B2 ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu
arasinda metile olan olgular karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) promotor metilasyonu
gozlenen 33/41 olguda C-erb-B2(+) iken, 8/41 olguda C-erb-B2(-) olarak saptanmustir.
Metile olan C-erb-B2(+) ve C-erb-B2(-) olan olgularin dagilimi ¢izelge 4.15.°de
gosterilmistir.  Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular
karsilastirildiginda C-erb-B2(+) olan olgularin C-erb-B2(-) olan olgulara gére P16
(CDKN2A) promotor metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.15. Tiimorlii dokularda metile olan C-erb-B2(+) ve C-erb-B2(-) olan olgularin
dagilima.

P16 (CDKN2A)
METILE |UNMETILE |Total
C-erb-B2  POZITIF  Sayi 5 66 71
% within P16N  |71,4% 75,0% 74,7%
NEGATIF Sayi 2 22 24
% within P1I6N  |28,6% 25,0% 25,3%
Total Say1 7 88 95
% within P1I6N  ]100,0% 100,0% 100,0%

4.2.1.7. E-Cadherin ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu iliskisi

Tiimorlii dokularda E-Cadherin ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu
arasindaki iliskiye bakildiginda; E-Cadherin(+) olan 25/62 olguda P16 (CDKN2A)
geninde metilasyon saptanirken, 37/62 olguda metilasyon saptanmamistir. E-Cadherin
(-) olan 4/4 olguda P16 (CDKN2A) geninde metilasyon saptanirken, unmetile olgu
saptanmamustir. Yapilan istatistiksel analize gore E-Cadherin(+) olan olgularin metile
ve unmetile durumlan karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu
bakimindan unmetile olan olgularin metile olan olgulara gére ¢ok daha yliksek oranda
oldugu saptanmistir (p<0,001). Aksine E-Cadherin(-) olan olgularin ise metile ve
unmetile durumlar karsilastirildiginda metile olan olgularin unmetile olan olgulara gore
yiiksek oranda goriildiigli sonucuna varilmistir (p<0,001).

Cizelge 4.16. Timorli dokuda E-Cadherin ile P16 (CDKN2A) geni promotor
metilasyon durumu dagilimi.

P16 (CDKN2A)
METILE [UNMETILE |Total
E-Cadherin  POZITIF  Sayi 25 37 62
% within E-Cadherin }40,3% 59,7% 100,0%
NEGATIF Sayi 4 0 4
% within E-Cadherin ]100,0%  [,0% 100,0%
Total Say1 29 37 66
% within E-Cadherin }43,9% 56,1% 100,0%




51

Tiimorlii dokularda E-Cadherin ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu
arasinda metile olan olgular karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) promotor metilasyonu
gozlenen 25/29 olguda E-Cadherin(+) iken, 4/29 olguda E-Cadherin(-) olarak
saptanmigtir. Metile olan E-Cadherin(+) ve E-Cadherin(-) olan olgularin dagilimi
cizelge 4.17.’de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan
olgular karsilastirildiginda E-Cadherin(+) olan olgularin E-Cadherin(-) olan olgulara
gore P16 (CDKN2A) promotor metilasyonu daha yiiksek oranda (% 86,2) saptanmustir
(p<0,001).

Cizelge 4.17. Tiimorlii dokularda metile olan E-Cadherin(+) ve E-Cadherin(-) olan
olgularin dagilimu.

P16 (CDKN2A)
METILE |UNMETILE [Total
E- POZITIF  Sayi 25 37 62
Cadherin % within P16T [86,2%  |100,0% 93,9%
NEGATIF Sayi 4 0 4

% within P16T ]13,8% ,0% 6,1%
Total Say1 29 37 66

% within P16T ]100,0%  [100,0% 100,0%

4.2.1.8. Ki-67 ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu iliskisi

Timorli dokularda Ki-67 ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu
arasindaki iligkiye bakildiginda; <% 30 olan 11/39 olguda P16 (CDKN2A) geninde
metilasyon saptanirken, 28/39 olguda metilasyon saptanmamustir. % 30-% 60 olan 6/10
olguda P16 (CDKN2A) geninde metilasyon saptanirken, 4/10 olguda metilasyon
saptanmamistir. >% 60 olan 5/5 olguda P16 (CDKN2A) geninde metilasyon
saptanirken, unmetile olgu saptanmamuigstir. Yapilan istatistiksel analize gore Ki-67 <%
30, % 30-% 60 ve >% 60 olan olgularin metile ve unmetile durumlar
karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu bakimindan Ki-67
ylizdesi arttitkca unmetile olgularin yiizdesi azalmakta, metile olgularin sayisi

artmaktadir (P<0,001).
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Cizelge 4.18. Tiimorli dokuda Ki-67 ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyon

durumu dagilimi.

P16 (CDKN2A)
METILE [UNMETILE |Total
Ki-67 <%30 Say1 11 28 39
% within Ki-67 [28,2% 71,8% 100,0%
%30-%60  Say1 6 4 10
% within Ki-67 160,0% 40,0% 100,0%
>%060 Say1 5 0 5
% within Ki-67 ]100,0% ,0% 100,0%
Total Say1 22 32 54
% within Ki-67 J40,7% 59,3% 100,0%

Timorlii dokularda Ki-67 ile P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu

arasinda metile olan olgular karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) promotor metilasyonu
gozlenen Ki-67 <% 30 11/22, % 30-% 60 6/22, <% 60 5/22 olan olgularin dagilimi

cizelge 4.19.de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan

olgular karsilastirildiginda P16 (CDKN2A) promotor metilasyonu <% 30 Ki-67

yiizdesine sahip olan tiimdrlii dokularda % 50 metilasyon orani en yliksek deger olarak

saptanmustir. Ki-67 ylizdesi azaldik¢a metilasyon yiizdesi artmaktadir (P<0,001).
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Cizelge 4.19. Tiimorlii dokularda metile olan <% 30, % 30-% 60 ve <% 60 Ki-67
olgularin dagilimu.

P16 (CDKN2A)
METILE |UNMETILE |Total
Ki-67 <%30 Say1 11 28 39
% within P16T  }50,0% 87,5% 72,2%
%30-%60  Sayi 6 4 10
% within P16T  |27,3% 12,5% 18,5%
>%060 Say1 5 0 5
% within P16T  |22,7% ,0% 9,3%
Total Say1 22 32 54
% within P16T  |100,0% 100,0% 100,0%

4.3. Metilguanin DNA Metil Transferaz (MGMT) Geninde Saptanan Bulgular

Sbp (2 y 0T 0N 54 4N 23 T 93N 91T 91N 83T 83N
matker NT M U M U M U ] ] M M U U M U U
— —

Sekil. 4.2. MGMT geninin normal ve tiimdrlii dokularda metilasyon analizine ait jel
goruntisi.
* N.T: No Template (su), IVD: Invitro metillenmis DNA (Pozitif Kontrol), M: Metile,
U: Unmetile

Yapilan metilasyon calismalari sonucunda, 96 hastaya ait timorlii dokularda
MGMT promotor metilasyon orani 33/96 (% 34,4); ¢evre normal dokularda 6/96 (%

6,3) oraninda saptanmistir.

6/96 olgunun normal dokusunda promotor metilasyonu bulunmustur.
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4.3.1. Olgularn yaslari, evreleri, tiimor tipleri, ER, PR, CERB-B2, E-cadherin ve
Ki-67 durumlarinin MGMT geni ile iliskisi

4.3.1.1. Olgularin vasi ile MGMT geni promotor metilasyonu iliskisi

Olgularin yas1 ile MGMT geni promoter metilasyonu iliskisine bakildiginda;
MGMT geni promotor metilasyonu gozlenen olgularin yas ortalamalar1 48,55 iken,
unmetile olan olgularin yas ortalamalar1 51,59 olarak saptanmigtir. Tiimorlii dokularda,
Yast >50 olan 12/43 olguda metilasyon gozlenirken 31/43 olguda metilasyon
gbzlenmez. Yast <50 olan 21/53 olguda promotor metilasyonu gozlenirken, 32/53
olguda metilasyon gozlenmez (Cizelge 4.2.). Normal dokularda ise Yas1 >50 olan 1/43
olguda metilasyon gozlenirken, 42/43 olguda metilasyon gostermez. Yas1 <50 olan 5/53
olguda promotor metilasyonu gozlenirken, 48/53 olguda metilasyon gozlenmez.
(Cizelge 4.3.). Normal ve tiimorlii dokularda, yapilan Mann-Whitney U testi ile normal
ve timorlii dokularda yas ve MGMT promotor metilasyonu arasinda iligki

bulunamamastir (p>0,05).

Cizelge 4.20. Tiimorlii dokularda yas ile MGMT geni metilasyon durumu dagilima.

MGMT
METILE UNMETILE Total
YAS >50 Say1 12 31 43
%within YAS 27,9% 72.1% 100,0%
<50 Say1 21 32 53
%within YAS 39,6% 60,4% 100,0%
Total Say1 33 63 96
% within YAS 34,4% 65,6% 100,0%
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Cizelge 4.21. Normal dokularda yas ile MGMT geni metilasyon durumu dagilimi.

MGMT
METILE  |[UNMETILE Total
YAS >50 Say1 1 42 43
% within YAS 2,3% 97,7% 100,0%
<50 Say1 5 48 53
% within YAS 9,4% 90,6% 100,0%
Total Say1 6 90 96
% within YAS 6,3% 93,8% 100,0%

Yas ile MGMT geni promotor metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilastirildiginda tiimorlii dokularda MGMT promotor metilasyonu gozlenen 12/33
olguda yas >50 iken, 21/33 olguda yas <50°dir (Cizelge 4.22.). Metile olan normal
dokuya sahip olgular karsilastirildiginda ise 1/6 olguda yas >50 iken, 5/6 olguda yas
<50°dir (Cizelge 4.5.). Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular
karsilastirildiginda yas1 >50 olan ve <50 olan olgularla MGMT promotor metilasyonu
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir .(p>0,05).

Cizelge 4.22. Metile olan tiimorlii dokularda yas dagilimi.

MGMT
METILE UNMETILE Total
YAS >50 Say1 12 31 43
% within MGMT 36,4% 49,2% 44,8%
<50 Say1 21 32 53
% within MGMT 63,6% 50,8% 55,2%
Total Say1 33 63 96
% within MGMT 100,0% 100,0% 100,0
%




Cizelge 4.23. Normal dokularda yas ile MGMT geni metilasyon durumu dagilimi.
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MGMT
METILE UNMETILE Total
>50 Say1 1 42 43
% within MGMT 16,7% 46,7% 44,8%
<50 Say1 5 48 53
% within MGMT 83,3% 53,3% 55,2%
Total Say1 6 90 96
% within MGMT 100,0% 100,0% 100,0%

4.3.1.2. Tiimoriin evresi ile MGMT geni promotor metilasvonu iliskisi

Tiimoriin evresi ile MGMT geni promoter metilasyonu arasindaki iligkiye

bakildiginda; Evre II’de 1/13 olguda promoter metilasyonu gozlenirken, 12/13 olguda

ise metilasyon gozlenmemistir. Evre III’de 32/83 olguda promoter metilasyonu

gozlenirken, 51/83 olguda metilasyon gozlenmemistir (Cizelge 4.24.). Yapilan

istatistiksel analize gore, Evre Il MGMT geninin unmetile olgularin metile olan olgulara

gore ¢ok daha yiiksek oranda oldugu belirlenmistir (p<0,001). Evre III’de i1se MGMT

geninin metile olgularin unmetile olgulara gore cok daha yiiksek oranda oldugu

belirlenmistir (p<<0,001).

Cizelge 4.24. Olgularin tiimor evresi ve MGMT geni promoter metilasyon durumlarinin

dagilimi.
MGMT

METILE UNMETILE Total

EVRE 1I Say1 1 12 13
% within EVRE 7,7% 92,3% 100,0

%

II Say1 32 51 83
% within EVRE 38,6% 61,4% 100,0

%

Total Say1 33 63 96
% within EVRE 34,4% 65,6% 100,0

%
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Tiimoriin evresi ile MGMT geni promotor metilasyonu arasinda metile olan
olgular karsilastirildiginda MGMT geninde promotor metilasyonu gbzlenen evre 1I’de
% 3 oraninda metilasyon gozlenirken, evre III’de % 32 oraninda metilasyon
saptanmustir (Cizelge 4.25.). Buna gore evre Il ve evre I1I’de sadece metile olan olgular
arasinda yapilan istatistiksel analiz sonucu gore evre III’iin evre II’ye gore ¢cok daha
yiiksek oranda MGMT geni promoter hipermetilasyonu goriildiigii sonucuna varilmistir
(p<0,001).

Cizelge 4.25. Metile olan evre II ve evre III olgularinin dagilima.

MGMT
METILE [UNMETILE Total
EVRE 1I Say1 1 12 13
% within MGMT 3,0% 19,0% 13,5%
I Say1 32 51 83
% within MGMT 97,0% 81,0% 86,5%
Total Say1 33 63 96
% within MGMT 100,0% 100,0% 100,0%

4.3.1.3. Tumor tipi ile MGMT geni promotor metilasvonu iliskisi

Tiimoriin tipi ile MGMT geni promoter metilasyonu arasindaki iligkiye
bakildiginda; invaziv ductal karsinomda (IDC) 31/88 olguda promotor metilasyonu
gozlenirken, 57/88 olguda ise metilasyon saptanmamistir. Metaplastik karsinoma(MC)
1/2 olguda promotor metilasyonu gozlenirken, 1/2 olguda ise metilasyon
saptanmamustir. Invaziv lobiiler karsinomda (ILC) 0/3 olguda; Duktal karsinoma in situ
(DCIS) 0/1 olguda; Tiibiiler karsinoma (TC) 0/1 olguda; Miisindz karsinoma 0/1
olgularda promotor metilasyonu saptanmamistir (Cizelge 4.26.). Yapilan istatistiksel
analiz sonucunda MGMT geninin invaziv duktal karsinom tiimor tipinde unmetile olan
olgularin metile olan olgulara gére cok daha yiliksek oranda goriildiigii sonucuna
varilmigtir (p<0,001); invaziv lobiiler karsinom, duktal karsinoma in situ, tiibiiler
karsinom, metaplastik karsinom, miisindz karsinom tiimor tiplerinde ise unmetile olan
olgularin metile olan olgulara gore 6nemli bir fark gdriilememis ve anlamsiz oldugu

sonucuna varilmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.26. Olgularin Tiimor tipi ve MGMT geni metilasyon durumlarinin dagilima.

MGMT
METILE [UNMETILE |Total
TUMOR IDC Say1 31 57 88
TIPl % within TUMORTIPi|35,2%  |64,8% 100,0%
ILC Say1 0 3 3
% within TUMORTIPi|,0% 100,0% 100,0%
DCI Say1 1 0 1
% within TUMORTIPi|100,0% |,0% 100,0%
TC Say1 0 | 1
% within TUMORTIPI|,0% 100,0% 100,0%
MC Say1 1 1 2
% within TUMORTIPi|50,0% [50,0% 100,0%
MUSINOZ Say1 0 1 1
% within TUMORTIPI|,0% 100,0% 100,0%
Total Say1 33 63 96
% within TUMORTIPi|34,4% [65,6% 100,0%

Tiimdriin tipi ile MGMT geni promoter metilasyonu arasinda metile olan olgular

karsilagtirildiginda MGMT geninde promotor metilasyonu goézlenen 31/33 olgu invaziv

ductal karsinom, 1/33 olgu duktal karsinoma in situ, 1/33 olgu ise metaplastik

karsinoma tiimor tiplerinde saptanmistir (Cizelge 4.27.). Yapilan istatistiksel analize

gore sadece metile olan olgular karsilastirildiginda invaziv duktal karsinom tiimdriin

tipinin Invaziv lobuler karsinoma, duktal karsinoma in situ, tiibiiler karsinoma,

metaplastik karsinoma, Miisindz karsinoma tiimor tiplerine gére MGMT geni promoter

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



Cizelge 4.27. Metile olan olgularda tiimor tipleri dagilima.
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MGMT
METILE |UNMETILE |Total
TUMOR  IDC Say1 31 57 88
THPI % within MGMT  [903.9%  [90,5% 91,7%
ILC Say1 0 3 3
% within MGMT  |,0% 4,8% 3,1%
DCI Say1 1 0 1
% within MGMT  |3,0% ,0% 1,0%
TC Say1 |0 1 1
% within MGMT  |,0% 1,6% 1,0%
MC Say1 1 1 2
% within MGMT  |3,0% 1,6% 2,1%
MUSINOZ  Say [0 1 1
% within MGMT  |,0% 1,6% 1,0%
Total Say1 33 63 96
% within MGMT  ]100,0%  |100,0% 100,0%

4.3.1.4. Ostrojen reseptor ile MGMT geni promotor metilasyonu iliskisi

Ostrojen reseptdr ile MGMT geni promoter metilasyonu arasindaki iliskiye

bakildiginda; ER(+) olan 23/73 olguda MGMT geninde metilasyon saptanirken, 50/73 olguda

metilasyon saptanmamuistir. Ostrojen reseptdr negatif olan 10/22 olguda MGMT geninde

metilasyon saptanirken, 12/22 olguda metilasyon saptanmamistir (Cizelge 4.10.). Yapilan

istatistiksel analize gore, ER(+) olan olgularin metile ve unmetile durumlari karsilastirildiginda

MGMT geni promoter metilasyonu bakimindan unmetile olan olgularin metile olan olgulara

gdre ¢ok daha yiiksek oranda oldugu saptanmistir (p<0,001). Ostrojen reseptor negatif olgularin

ise metile ve unmetile durumlar karsilastirildiginda unmetile olan olgularin metile olan olgulara

gore yiiksek oranda goriildiigli sonucuna varilmistir (p<<0,003).
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Cizelge 4.28. ER ile MGMT geni promoter metilasyon durumu dagilimi.

MGMT
METILE UNMETILE Total
ER POZITIF Say1 23 50 73
% within ER 31,5% 68,5% 100,0%
NEGATIF Say1 10 12 22
% within ER 45,5% 54,5% 100,0%
Total Say1 33 62 95
% within ER 34,7% 65,3% 100,0%

Ostrojen reseptorii ile MGMT geni promotor metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilastirildiginda MGMT promotor metilasyonu gozlenen 23/33 olguda ER(+) iken 10/33
olguda ER(-) olarak saptanmustir. Metile olan olgularin % 69,7’si ER(+) olarak saptanmistir
(Cizelge 4.29.). Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular karsilastirildiginda
ER(+) olan olgularin ER(-) olan olgulara gére MGMT promotor metilasyonu daha yiiksek
oranda saptanmustir (p<0,05).

Cizelge 4.29. Metile olan ER(+) ve ER(-) olan olgularin dagilimi.

MGMT

METILE [UNMETILE Total

ER  POZITIF  Sayi 23 50 73
%within MGMT 69,7% 80,6% 76,8%

NEGATIF  Sayi 10 12 22
%within MGMT 30,3% 19,4% 23,2%

Total Say1 33 62 95
%within MGMT 100,0% 100,0% 100,0%

4.3.1.5. Progesteron reseptor ile MGMT geni promotor metilasyonu iliskisi

Progesteron reseptorii ile MGMT geni promoter metilasyonu arasindaki iligkiye
bakildiginda, PR(+) olan 21/70 olguda MGMT geninde metilasyon saptanirken, 49/70
olguda metilasyon saptanmamistir. Progesteron reseptdrii negatif olan 12/25 olguda
MGMT geninde metilasyon saptanirken, 13/25 olguda metilasyon saptanmamistir
(Cizelge 4.30.). Yapilan istatistiksel analize gore PR(+) olan olgularin metile ve

unmetile durumlar1 karsilastirildiginda MGMT geni promoter metilasyonu bakimindan
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unmetile olan olgularin metile olan olgulara gdére ¢ok daha yiiksek oranda oldugu
saptanmistir (p<0,001). Progesteron reseptdrii negatif olgularin ise metile ve unmetile
durumlar1 karsilastirildiginda unmetile olan olgular ile metile olan olgular arasinda

onemli bir fark goriilmemistir. (p<0,05).

Cizelge 4.30. PR ve MGMT geni promoter metilasyon durumu dagilimi.
MGMT
METILE  |UNMETILE Total
PR  POZITIF Say1 21 49 70
% within PR 30,0% 70,0% 100,0%
NEGATIF Say1 12 13 25
% within PR 48,0% 52,0% 100,0%
Total Say1 33 62 95
% within PR 34,7% 65,3% 100,0%

Progesteron reseptorii ile MGMT geni promotor metilasyonu arasinda metile
olan olgular karsilastirildiginda MGMT promotor metilasyonu gézlenen 21/33 olguda
PR(+) iken, 12/33 olguda PR(-) olarak saptanmistir. Ayrica MGMT promotor
metilasyonu gozlenen olgularin % 63,6’1 PR(+), % 36,40t PR(-) olarak saptanmistir
(4.31.). Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular karsilastirildiginda
PR(+) olan olgularin PR(-) olan olgulara gore MGMT promotor metilasyonu daha
yiiksek oranda saptanmistir (p<0,05).

Cizelge 4.31. Metile olan PR(+) ve PR(-) olgularin dagilima.

MGMT
METILE |UNMETILE Total
PR POZITIF  Sayi 21 49 70
%within MGMT 63,6% 79,0% 73,7%
NEGATIF  Say1 12 13 25
% within MGMT 36,4% 21,0% 26,3%
Total Say1 33 62 95
% within MGMT 100,0% 100,0% 100,0
%
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4.3.1.6. C-erbB-2 ile MGMT geni promotor metilasyonu iliskisi

C-erbB-2 ile MGMT geni promoter metilasyonu arasindaki iligkiye
bakildiginda; C-erbB-2(+) olan 28/71 olguda MGMT geninde metilasyon saptanirken,
43/71 olguda metilasyon saptanmamistir. C-erbB-2(-) olan 5/24 olguda MGMT geninde
metilasyon saptanirken, 19/24 olguda metilasyon saptanmamistir (Cizelge 4.32.).
Yapilan istatistiksel analize gore C-erbB-2(+) olan olgularin metile ve unmetile
durumlan karsilastirildiginda MGMT geni promoter metilasyonu bakimindan unmetile
olan olgularin metile olan olgulara gére ¢ok daha yiiksek oranda oldugu saptanmistir
(p<0,001). Ayrica C-erbB-2(-) olan olgularin ise metile ve unmetile durumlar
karsilastirildiginda unmetile olan olgularin metile olan olgulara gore yiiksek oranda
goriildiigli sonucuna varilmistir (p<0,001).

Cizelge 4.32. C-erbB-2 ve MGMT geni promoter metilasyon durumu dagilima.

MGMT
METILE |[UNMETILE |Total

CERBB2 POZITIF Sayi 28 43 71
%within CERBB2  [39,4% 60,6% 100,0%

NEGATIF  Say1 5 19 24
%within CERBB2  [20,8% 79,2% 100,0%

Total Say1 33 62 95
%within CERBB2  [34,7% 65,3% 100,0%

C-erbB-2 ile MGMT geni promotor metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilagtirildiginda MGMT promotor metilasyonu gozlenen 28/33 olguda C-erbB-2(+)
iken, 5/33 olguda C-erbB-2(-) olarak saptanmistir (Cizelge 4.33.). Yapilan istatistiksel
analiz sonucu sadece metile olan olgular karsilastirildiginda C-erbB-2(+) olan olgularin
C-erbB-2(-) olan olgulara gore MGMT promotor metilasyonu daha yiiksek oranda
saptanmustir (p<0,001).



Cizelge 4.33. Metile olan C-erbB-2(+) ve C-erbB-2(-) olan olgularin dagilimi.

MGMT
METILE |[UNMETILE Total
CERBB2 POZITIF  Sayi 28 43 71
%within MGMT 84,8% 69,4% 74,7%
NEGATIF  Sayi 5 19 24
% within MGMT  |15,2% 30,6% 25,3%
Total Say1 33 62 95
% within MGMT  [100,0% 100,0% 100,0%

4.3.1.7. E-cadherin ile MGMT geni promotor metilasvonu iliskisi

E-cadherin

ile MGMT geni

promoter

metilasyonu arasindaki

iliskiye

bakildiginda, E-cadherin(+) olan 24/62 olguda MGMT geninde metilasyon saptanirken,
38/62 olguda metilasyon saptanmamistir. E-cadherin negatif olan 1/4 olguda MGMT
geninde metilasyon saptanirken, 3/4 olguda metilasyon saptanmamuistir (Cizelge 4.16.).
Yapilan istatistiksel analize gore E-cadherin (+) olan olgularin metile ve unmetile
durumlan karsilagtirildiginda MGMT geni promoter metilasyonu bakimimdan unmetile
olan olgularin metile olan olgulara gore 6nemli bir fark saptanmistir (p<0,05). E-
cadherin negatif olgularin ise metile ve unmetile durumlar karsilastirildiginda unmetile
olan olgularin metile olan olgular arasinda 6nemli bir fark goriillmemistir. (p<0,05).

Cizelge 4.34. E-cadherin ve MGMT geni promoter metilasyon durumu dagilimi.

MGMT
METILE |UNMETILE  (Total
ECADHERIN  POZITIF  Sayi 24 38 62
%within 38,7% 61,3% 100,0%
ECADHERIN
NEGATIF  Sayi 1 3 4
%within 25,0% 75,0% 100,0%
ECADHERIN
Total Say1 25 41 66
%within 37,9% 62,1% 100,0%
ECADHERIN

E-Cadherin ile MGMT geni promotor metilasyonu arasinda metile olan olgular

karsilastirildiginda MGMT promotor metilasyonu gozlenen 24/25 olguda E-Cadherin(+)
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iken, 1/25 olguda E-Cadherin(-) olarak saptanmustir (Cizelge 4.17.). Ayrica MGMT
promotor metilasyonu gozlenen olgularin % 96’s1 E-Cadherin(+), % 4’ii E-Cadherin(-)
olarak saptanmistir (Cizelge 4.35.). Yapilan istatistiksel analiz sonucu sadece metile
olan olgular karsilastirildiginda E-Cadherin(+) olan olgularin E-Cadherin(-) olan
olgulara gére MGMT promotor metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmigtir
(p<0,001).

Cizelge 4.35. Metile olan E-cadherin(+) ve E-cadherin(-) olan olgularin dagilimu.

MGMT - Tota
METILE [UNMETILE (I
ECADHERIN POZITIF  Sayi 24 38 62
%within MGMT 96,0% 92,7% 93,9
%
NEGATIF  Say1 1 3 4
%within MGMT 4,0% 7,3% 6,1
%
Total Say1 25 41 66
%within MGMT 100,0%  [100,0% 100,
0%

4.3.1.8. Ki-67 ile MGMT geni promotor metilasvonu iliskisi

Ki-67 ile MGMT geni promoter metilasyonu arasindaki iliskiye bakildiginda Ki-
67 < % 30 olan 15/39 olguda MGMT geninde metilasyon saptanirken, 24/39 olguda
metilasyon saptanmamistir. Ki-67 % 30-% 60 olan 6/10 olguda MGMT geninde
metilasyon saptanirken, 4/10 olguda metilasyon saptanmamistir. Ki-67>% 60 olan 3/5
olguda MGMT geninde metilasyon saptanirken, 2/5 olguda metilasyon saptanmamuistir.
(Cizelge 4.11.). Yapilan istatistiksel analize gore, Ki-67 <% 30, % 30-% 60, >% 60 olan
olgularin metile ve unmetile durumlan karsilagtirildiginda MGMT geni promoter
metilasyonu bakimindan metile ve unmetile durumlar karsilastirildiginda unmetile olan

olgularin metile olan olgular arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir. (p<0,05).
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Cizelge 4.36. Ki-67 ve MGMT geni promoter metilasyon durumu dagilima.

MGMT
METILE |[UNMETILE  |Total

1<%30 Say1 15 24 39
| %within K167 38,5% 61,5% 100,0%
%30 - %60 Say1 6 4 10
| %within Ki67  ]60,0% 40,0% 100,0%
> %060 Say1 3 2 5

%within Ki67  ]60,0% 40,0% 100,0%
Total Say1 24 30 54

%within Ki67  [|44,4% 55,6% 100,0%

Ki-67 ile MGMT geni promotor metilasyonu arasinda metile olan olgular
karsilagtirildiginda MGMT promotor metilasyonu gozlenen 15/24 olguda Ki-67 <% 30,
6/24 olguda Ki-67 % 30-% 60, 3/24 olguda ise Ki-67 >% 60 olarak saptanmustir.
Ayrica MGMT promotor metilasyonu gozlenen olgularin % 62,5’1 Ki-67<% 30, %
25’inde Ki-67 % 30-% 60, % 12,5’inde Ki-67 >% 60 olarak saptanmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucu sadece metile olan olgular karsilastirildiginda Ki-67<% 30
olan olgularin Ki-67 % 30-% 60, Ki-67 >% 60 olan olgulara gére MGMT promotor
metilasyonu daha yiiksek oranda saptanmistir (p<<0,01).

Cizelge 4.37. Ki-67 (<% 30, %30-% 60, >% 60) promoter metilasyon durumu dagilima.

MGMT
METILE |UNMETILE Total
Ki67 <%30 Say1 15 24 39
%within MGMT 62,5% 80,0% 72,2%
%30 - %60  Sayi 6 4 10
%within MGMT 25,0% 13,3% 18,5%
> %60 Say1 3 2 5
%within MGMT 12,5% 6,7% 9,3%
Total Say1 24 30 54
%within MGMT 100,0% 100,0% 100,0
%
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5. TARTISMA

Calismamiza Bagcilar Arastirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji Anabilim
Dali’ndan meme kanseri tanisi alan ve Bagcilar Arastirma ve Uygulama Hastanesi genel
cerrahide opere edilen 96 hastanin doku orneklerinde calisilmistir. Ornekler parafin
bloga gomiilii doku kesiti olarak 1,5 ml’lik tiipler i¢inde laboratuvarimiza gelmistir.

Olgularin yaslari, hastaligin evresi, tiimoriin tipi, ER, PR ve C-erbB-2, E-
cadherin ve Ki-67 gibi klinikopatolojik durumlar1 hasta dosyalarindan temin edilmistir.
Doku 6rnekleri DNA eldesinden sonra bisiilfit modifikasyon islemine tabii tutulmustur.
Modifiye edilen drneklerin metilasyon spesifik MSP yontemiyle, P16 ve MGMT genleri
icin thermal cycler Thermo Scientific ARTIK, Techne Tc-Plus cihazinda metilasyon
analizleri gergeklestirilmistir. Calismamizin sonuglart literatlir ile karsilastirilarak
tartisilmastir.

Bugiine kadar pek ¢ok gende epigenetik mekanizmalarin incelendigi ¢ok sayida
caligmalar yapilmistir. Bu epigenetik degisimler icerisinde en Onemli ¢aligma sahasi
metilasyon olmustur. Aragtirmacilarin gecmiste yogunlastiklart alanlar gen diizeyindeki
mutasyonlar ve sonuglart iken, metilasyonun kanser genetigindeki roliiniin anlagiimasi
nedeniyle son yillarda farkli kanser genlerinin metilasyon profilleri ve sonuglari iizerine
yogunlagilmistir.

Arastirmacilar genomdaki metilasyon profillerindeki degisimleri incelerken
bir¢ok farkl teknik kullanmislardir. Bu tekniklere her gecen giin yeni yontemlerin ilave
edilmesiyle bu aragtirma sahasi genis boyutlara ulasmis ve birgok gendeki metilasyon
degisimleri net bir sekilde tanimlanmistir.

Metilasyon calismalarinda MSP, son derece hassas olmasi (1/1000), ortaya ¢ikan
epigenetik degisikligi kalitatif olarak “evet” “hayir” diye ifade edebilmesi nedeniyle
spesifik olmasi, kolay uygulanabilir olmasi, ucuz ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle
siklikla tercih edilen bir molekiiler aragtirma teknigidir (Baylin, 2000). MSP’nin
mikrosatellit ya da nokta mutasyon temelli genetik testlere gore bazi avantajlari
bulunmaktadir. Oncelikle MSP’nin sensitivitesi ¢ok yiiksektir ve bu erken, kiigiik,
prekiirsor lezyonlarin taninmasinda ¢ok Onemlidir. Ayrica baz degisiklikleri
durumlarinda siklikla karsilagilan mutasyon/polimorfizm ikilemine de metilasyon

caligmalarinda karsilasilmamaktadir (Battagli, 2003). Bu nedenle MSP kanserlerle



67

iligkili olarak yapilan metilasyon uygulamalarinda gerek diinyada gerekse de iilkemizde
en sik tercih edilen yontem olarak yerini korumaktadir.

5.1. Elde Edilen Verilerin Literatiir Bilgileri ile Karsilastirilmasi

5.1.1. Meme kanserli olgularda P16 (CDKN2A) geni metilasyonunun literatiirdeki
diger calismalar ile karsilastirilmasi

35-79 yas araligindaki kadmnlarin yas ve 1wk faktorleri 1170 hastada
degerlendirilmistir. E-Cadherin, P16 ve RAR-b2 genlerinin promotdr metilasyonu, RT
MSP kullanilarak 803 menapoz oncesi ve sonrast olgularda degerlendirilmistir.
Promotor metilasyon sikligt P16 i¢in % 25,9 olarak gosterilmistir (Tao vd., 2011).

193 meme karsinomu frozen doku Ornekleriyle metilasyon spesifik PCR
yontemiyle 7 genin (RARP2, CDHI1, ESR1, BRCAl, CCND2, P16 ve TWIST)
metilasyon durumlar: incelenmistir. Caligma sonucunda 193 olgunun (% 23) P16 geni
promotor hipermetilasyonu saptanmistir (Li vd., 2006).

Meme kanserinde pl6INK4A geninin 100/200 olguda hipermetilasyonu tespit
edilmistir. MSP yontemi uygulanarak metilasyon oran1 % 50 olarak belirlenmistir
(Munot vd., 2006).

Klinik kanser arastirmasia gore 2004 yilinda yayimlanan bir ¢alismada 10
bening lezyon ve 54 primer meme kanserinin 10 gen lokusunda (ESR1, BRCA1, TR1
P16, HIC1, RAR2, CCND2, APC, GSTP1 ve CDH1) anormal promotér metilasyonu
aragtirtlmistir. En az 1 gen i¢in anormal promotdr metilasyonu bening lezyonlarm 7/10
olguda (% 70) ve meme kanserleri ise 46/54 olguda tespit edilmistir. Bening ve malign
dokulardan genomik DNA sodyum bisiilfit doniisiimii BRCA1, P16, ESR1, GSTPI1,
TR1, RAR2, HIC1, APC, CCND2 ve CDHI1 genleri icin MSP kullanilarak yapilmistir.
Malign tiimorlerde test edilen tim gen lokuslar1 Orneklerinin 6nemli kisminda
metilasyon goriilmistiir. P16 i¢in % 18 olarak diisliik frekansta metilasyon tespit
edilmistir (Parrella vd., 2004).

P16INK4A geni promotorunun metilasyon inaktivasyonunun analizi sporadik
meme kanseri olan, yaslar1 19-68 Iranl1 70 hastada MSP ve REP yontemi kullanilarak
incelenmistir. Ornekler, MSP y&ntemi kullanilarak incelendiginde % 37,5 hipermetile,
benzer sekilde REP yontemi kullanilarak da Ornekler % 40 hipermetile olarak

saptanmistir. REP yontemi ile MSP verileri dogrulanmistir (Vallian vd., 2009).
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MSP ile 63 meme kanseri hastasinin tiimorlii dokusunda ve serumunda P16 ve
BRCAT genlerinin metilasyon profilleri incelenmistir. P16 geninin metilasyon orani %
60,3 olarak tespit edilmistir (Sturgeon vd., 2012).

Meme kanserli 48 hastadan normal meme kanseri ornekleri ve 96 kanser
hastasinda 22 meme kanseri aday genlerinin metilasyon modelleri analiz edilmistir.
MALDI-TOF MS teknigi kullanilmistir. Bu teknik; duyarli ve otomatiktir ayrica tek bir
teknik i¢inde metilasyon durumunun yiiksek verimle tespiti ve kantitaif birlestirme i¢in
uygundur. 17 genden kanserli ve komsu normal dokular  (P<0.05) arasinda
metilasyonun 6nemli derecede farkli seviyelerde saptanmistir. Calisilan 96 adet 6rnegin
metilasyon boyunca yliksek derecesi ile ilk 10 gen istatistik analiz ile segilmistir. 22
calisilmis genden mesafe analizi ile meme kanseri i¢in belirlenmis hipermetile ilk 10
gen APC, BIN1, BMP6, BRCA1, CST6, ESRb, GSTP1, P16, P21 ve TIMP3'tiir.
P16’ nin % 60 metile oldugu tespit edilmistir (Radpour vd., 2009).

2009 yilinda Hindistan’da P16 ve FHIT geninin hipermetilasyonu incelenmistir.
351 hasta lizerinde yapilan bu aragtirma da MSP yontemi kullanilarak 112 hasta da
metilasyon tespit edilmistir. Metilasyon oran1 % 31,9 olarak saptanmistir (Raish vd.,
2009).

2008 yilinda yapilan bir calismada biyolojik Ornekler 25 meme kanseri
hastasindan (42-62 yas) cerrahi yontemler ile elde edilmistir. P16 i¢in literatiire gore
promotor metilasyonu ve ekzon 1 bolgeleri primer meme kanserlerinin % 20-30’unda
ve insan meme kanseri hiicre hatlarinin her ikisi i¢in de gozlenmistir. DNA 6rnekleri,
pl6 geninin unmetile ve metile olgularinin her ikisine de bisiilfit uygulanmistir. P16
promotdrii olgularinin % 48'1 metile bulunmustur (Botezatu vd., 2008).

Bizim ¢aligmamizda olgular timor tipine gore degerlendirildiginde, 88/96 (%
91,7) olgu invaziv duktal karsinom, 3/96 (% 3,1) olgu invaziv lobiiler karsinom, olgu
duktal karsinom in situ 1/96 (% 1,0), olgu tubiiler karsinom 1/96 (% 1,0), olgu
metaplastik kasinom 2/96 (% 2,1), olgu miisindz karsinom 1/96 (% 1,0) timor
tipindedir. Timoérlii doku degerlendirildiginde 42/96’s1 (% 43,8) metile, 54/96’s1 (%
56,3) unmetile olarak tespit edilmistir. Normal doku degerlendirildiginde ise 7/96’s1 (%
7,3) metile, 89/96’s1 (% 92,7) unmetile olarak tespit edilmistir. Buna gore yaptigimiz
calismadaki metilasyon oranimiz yapilan diger ¢alismalarin arasinda bir deger olarak

bulunmustur. Tao, Li, Munot, Parrella, Vallian, Sturgeon, Raish ve arkadaslari
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metilasyon spesifik PCR yonteminden faydalanmislardir. Radpour, Vallian ve
arkadaglar farkli yontemler kullanmislardir. Sirasiyla bu yontemler; MALDI-TOF MS
ve REP’tir. REP analizi ile ayni1 ¢alisma da kullanilan MSP yontemi birbirleriyle
karsilastirildiginda  birbirine yakin degerlerde metilasyon oran1 belirlenmistir.
Yontemler arasinda tutarli sonu¢ goriilmektedir. Parella ve arkadaslarinin bizim
calismamizdan farkli olarak, invaziv timér meme dokusunun yerine primer dokularda
caligmasinin metilasyon oraninin daha diisiik saptanmasindaki neden olarak goriilebilir.
Metilasyon oranlarindaki farklilik; olgu sayisi, timor tipi, populasyon heterojenitesi ve
kullanilan yontemden kaynakli olabilecegi diistintilmektedir.

5.1.2. Meme kanserli olgularda MGMT geni metilasyonunun literatiirdeki diger
calismalar ile karsilastirilmasi

2005 yilinda yapilan bir caligmada, sporadik meme kanserleri i¢in yaygin olarak
bilinen on timor baskilayici genin (RB1, P14, P15, P16, CDH1, MGMT, HICI1, N33,
LAMC3,TGFBR1) promoter bdlgelerinde CpG metilasyonlarini  gosterilmistir.
Multipleks metilasyon spesifik PCR (MSP) yontemi ile 105 meme kanserli hasta
numunesi, 5 normal meme bezi dokusu 6rnegi ve 30 saglikli hastanin periferik kan
lenfositlerinde metilasyon profilleri incelenmistir. 105 tiimorli dokunun 8 tanesinde (%
8) MGMT metilasyonu saptanmistir (Zemlyakova vd., 2005).

49 tane snap-frozen primer meme timor dokusunda 8 genin metilasyon
durumunun incelendigi bir ¢alismada DCR1, DAPKI1, RASSFIA ve DCR2 genleri
MSP yontemi kullanilarak metilasyon durumlari incelenirken, APC, MGMT, GSTPI
ve PTEN genlerinde ise metilasyon sensitif yiiksek ¢oziiniirliiklii erime (MS-HRM)
yontemi kullanilarak metilasyon durumlart incelenmistir. MGMT geni ile ilgili MS-
HRM ile elde edilen sonuglar bisiilfit pirosekanslama tarafindan dogrulanmistir. 34
invaziv duktal karsinoma (IDC); 8 tanesinde (% 23,5), 9 invaziv lobiiler karsinoma
(ILC) 1 tanesinden (% 11,1) ve toplamda 49 olgunun 11’inde (% 22,44) MGMT
promotor metilasyonu gozlenmistir. Calismanin ilging bir bulgusu, daha agresif bir
fenotip ediniminde MGMT metillenmesini gostermesi agisindan ileri tiimor derecesi ile
MGMT anormal metilasyonu arasinda marjinal korelasyon goriilmektedir ve MGMT
promotor metilasyon ile hastanin yasi arasinda bir iligki oldugu bulunmustur (Tserga

vd., 2012).
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2011 yilinda incelenen bir olguda, 13 yasinda ispanyol bir kizdan alan 10 x 10
cm biiyiikliglindeki dev fibroadenom {izerinde 49 genin CpG adalarinin metilasyonunu
degerlendirilmistir. Dev fibroadenomdan, 3 normal biiyiikliikteki fibroadenomlardan ve
6 normal meme dokusundan izole edilen DNA’lar metilasyona 6zgiin ¢oklu baglanmis
prop amplifikasyonu (MS-MLPA) yontemiyle metilasyon durumlari incelenmis ve
normal boyuttaki fibroadenomlarda ve normal meme dokusunda 49 genin CpG
adalarinda hi¢bir metilasyon gozlenmezken dev fibroadenomda ESR1, MGMT, WT-1,
BRCA2, CD 44 genlerinde promotor metilasyonu belirlenmistir. Dev fibroadenom
epitelyum hiicrelerinde % 15 ER (+) boyanmas1 gozlenmistir (Maezese vd., 2011).

Farklt meme kanser alt tiplerindeki promotor metilasyonun arastirildigr 2012
yilinda yapilan bir calismada, 15 kolumnar hiicre lezyonu (CCL) ve buna eslik eden
duktal karsinoma in situ (DCIS) (N:12) ve IDC (N:14)’de 50 gen grubunun promotor
hipermetilasyonu MS-MLPA kullanilarak incelenmistir. Normal meme dokusu ve
lezyonal doku arasindaki metilenmis MGMT orani, 12 DCIS olgususun 2 tanesinde (%
9), 14 IDC olgusunda 8 tanesinde (% 57,1) oraninda gézlenmistir (Verschuur Maes vd.,
2012).

Serumda ve tiimorlii dokularda metile olan genlerin metilasyon seviyeleri
arasindaki iligkisinin inceledigi bir c¢aligmada, 100 invaziv duktal meme kanserli
hastalarin timoér ve serum DNA’larindan MSP araciligiyla DNA onarim genlerinin
(BRCA1, MGMT, GSTP) metilasyon durumlar1 incelenmistir. Promotor metilasyonun
protein ekspresyonu iizerine etkisi immiinohistokimyasal agidan degerlendirmistir.
Timor hipermetilasyon orani serum DNA’sindaki metilasyonu ile orantili olarak % 32
olarak bulunmustur. MGMT hipermetilasyonu 50 yasin altindaki hastalarin % 22 sinde
(13/59) , daha ileri yaslardaki hastalarin % 46 sinda (19/41) gozlenmistir. Bu ¢aligmada
MGMT metilasyonu ile ERa, PR, Her-2/neu arasinda bir korelasyon oldugu
gosterilmistir (Sharma vd., 2010).

Kornegor ve ark. 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada, 108 erkek meme kanserli
bir grup hastada 25 genin metilasyon durumu, MS-MLPA yontemi ile arastirilmistir.
108 hastadan 8 hastada (% 7) MGMT metilasyonu goriilmistiir. Metilasyon durumlari
klinikopatolojik ozellikler ile 28 kadin meme kanserli olgunun hasta sonuclar1 ile
korelasyon gostermistir. MGMT metilasyon yiizdesi diisiik olmasina ragmen MGMT

metile olan tiimorlerin genisligi (3,2 cm), MGMT disindaki metile genlere sahip
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timorlerle (2,1 cm; P = 0.002) karsilastirildiginda daha biyilik bir genislige sahip
oldugu goriilmiistiir (Kornegoor vd., 2012).

Timor baskilayici gen olarak kabul edilen 23 genin invazif meme timori
dokusundaki ekspresyon ve promotor bolgelerinin metilasyon durumunun incelendigi
bir calismada, MLPA yontemi ile 20 tiimorlii, 5 komsu normal doku, 3 sagliklt doku
olmak tizere 23 kisiden alinan 28 dokuda, MGMT geni promotor bolgesinde % 11
metilasyon saptanmistir. MGMT promotor metilasyonu ile ER, PR, C-erbB-2 arasinda
bir iligki bulunamamustir (Kilig, 2012).

Uclii negatif (ER, PR, Her2/neu negatif) fenotipe sahip meme kanserli hastalarda
(bu fenotipe genellikle BRCA1 mutasyonu eslik eder) MGMT promotor metilasyon
durumu incelenmistir. 92 iiclii negatif meme kanseri (TNBC) hastadan alinmis
formalinle fiske edilip parafine gdmiilmiis timér numunelerinde MSP yontemi ile
MGMT promotor metilasyon oran1 degerlendirilmistir. Hastalarda MGMT metilasyon
prevelans;; BRCA mutasyonu goriilen TNBC’lerde % 30,2 (13/43), BRCA1 yoniinden
mutant olmayan TNBC’lerde % 63.6 (14/22), BRCAl mutasyonu belirsiz olanlar
TNBC’lerde ise % 58,3 (14/24) olarak gozlenmistir (Fumagalli vd., 2012).

Farkli meme kanser alttiplerinin metilasyon durumlarinin incelendigi bir
calismada, ABCB1, CDKN2A/p16INK4a, ESR1, FOXC1, GSTPI1, IGF2, MGMT,
MLH1,PPP2R2B, PTEN ve RASSF1A genlerinin kantitatif DNA metilasyonu analizi
pirosekanslama ile 27 DCIS, 28 IDCs, 34 karma tiimor (hem DCIS hem de IDC 6zelligi
gosteren timorlii doku) ve 5 normal meme dokusu Orneklerinden analizi yapildi. Bu
caligmadaki temel amag, meme kanser hiicre hatti veya meme tiimorlerinde metile
oldugu bilinen 11 genin metilasyon analizi ile bilgi verici progresyon markerlari
tanimlamak hem de meme kanseri alt tiplerinde gen ekspresyon profillerin farkliliklarini
gostermektir. MGMT metilasyon ylizdeleri sirastyla DCIS 6zellikteki tiimorler % 3.7,
IDC o6zellik gosteren tiimorlerde % 3.6, karma Ozellik gosteren tlimorlerde % 5.9
oraninda belirlenmistir (Muggerud vd., 2010).

Bizim ¢aligmamiz sonucunda arastirmaya dahil edilen 96 olgunun 88’1 invaziv
duktal karsinom, 3’ii invaziv lobiiler karsinom, 1’i ductal karsinom in situ, 1’1 tubiiler
karsinom, 2’si metaplastik karsinom, 1’1 miisindz karsinom tiimor tipindedir.
Calismamizda olgularin tiimorlii dokularinda % 34,4’tinde (33/96) MGMT geninde

promoter hipermetilasyonu goriiliirken; olgularin % 65,6’sinda (63/96) genin unmetile
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konumda oldugu saptanmigtir. Ayni1 hastalara ait normal dokularda ise % 6,3’iinde
(6/96) MGMT geninde promotor hipermetilasyonu goriiliirken; % 93,8’inde (90/96)
genin unmetile oldugu saptanmistir. Verschuur Maes ve arkadaslarinin MS-MLPA
yontemini kullandiklar1 ¢alismada bizim ¢alismamizdan daha yliksek oranda MGMT
geni promotor hipermetilasyonu goriilmesinin sebebi yontem farkliligi olabilir. Sharma,
Fumagalli ve arkadaglarinin yaptiklari ¢aligmalarda bizim ¢alismamizdan daha yiiksek
oranda goriilen MGMT geni promoter hipermetilasyon durumunun goriilmesinin olgu
sayisindaki  farkliliktan ve  timo6r tipi  farkliligindan  kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir. Tserga ve arkadaslarmin MS-HRM yontemini kullandiklari,
Kornegor, Kilig ve arkadaslarinin MS-MLPA yontemlerini kullandiklari, Muggerud ve
arkadaslarininsa pirosekanslama ile yaptiklar1 calismadaki metilasyon orani bizim
calismamizdan daha diisiik orandadir. Bu farklih@in yontem farkliligindan
kaynaklandigin1 diigiinmeteyiz. Zemlyakova ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada
bizim c¢alismamizdan daha diisiik metilasyon oran1 gostermesinin timdr tipi
farkliligindan kaynaklanabilecegi, bu calismada normal doku 6rneklerinde metilasyon
goriilmezken bizim calismamizda normal dokularda (% 6,3) metilasyon gozlenmesi
patolojik  caligmalardaki  belirleyiciligin  yetersizliginden  kaynaklanabilecegini
diisiinmekteyiz. Calismamizda MGMT geni promotor hipermetilasyonunun prognostik
faktorlerle karsilastirildiginda yas durumuyla iliski  kurulamamistir.  Yaptigimiz
calismamizla uyumlu olarak Sharma ve arkadaslar1 yas ile hipermetilasyon arasinda
anlaml bir iligki saptamamislardir. Tserga ve arkadaslar1 ise yas ve hipermetilasyon
arasinda anlamli bir iligki bulmuslardir. Calismamizda Tiimor evresi ile metilasyon
iliskisine bakildiginda ise Evre III’de diger evrelere gore daha yiiksek oranda
hipermetilasyon saptanmistir ve sonu¢ Tserga ve arkadaglarimin sonuglart ile
uyumludur. Calismamizda Invaziv duktal karsinoma timér tipi ile MGMT promotor
hipermetilasyonu arasinda anlamli bir iligki goriilmistiir bu illiski Tserga, Maezese ve
arkadaslarinin sonuglar ile korelasyon gosterirken, Muggerud ve arkadaglar: timor tipi
ile hipermetilasyon arasinda bir iliski saptamamislardir. Sharma ve arkadaslar1 ER
pozitifligi, PR pozitifligi, C-erbB-2 pozitifligi ile hipermetilasyon arasinda anlamli bir
iliski saptamislardir ve bu sonug bizim verilerimizle uyumluyken, Kili¢ ve arkadaglari

ER pozitifligi, PR pozitifligi, C-erbB-2 pozitifligi arasinda anlamli bir iliski
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bulmamistir. Calismalar arasindaki bu farkliigin ¢alisilan  tiimor  tipinden

kaynaklanabilecegini diigtiniilmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Aragtirma grubunu olusturan 96 meme kanseri olgusunun tiimoér dokusu
orneklerinde P16, MGMT geninin metilasyonunu degerlendirmek {izere metilasyon
spesifik PCR analizi yapilmuistir.

1. Calisilan tiimor dokularinda MSP analizi ile P16 (CDKN2A) geni % 43,8
promotor metilasyonu oraninda saptanmistir.

2. Olgularda saptanan metilasyon ile prognostik faktorler karsilastirildiginda yas
durumuyla P16 (CDKN2A) geni promotor metilasyonu arasindaki iliski anlamsiz olarak
bulunmustur.

3.ER(+)’ligi, PR(+)’ligi, C-erb-B2(+)’ligi, E-Cadherin(+)’ligi ile P16
(CDKN2A) geni promotor hipermetilasyonu arasindaki iligki anlamli olarak
bulunmustur.

4. Epigenetik degisimlerin kanserin ilk evrelerinde daha etkili oldugu
bilinmektedir. Calismamizda P16 (CDKN2A) promotor hipermetilasyonu ile Ki-67 <%
30 orant iligkili bulunmustur. Ki-67 prognostik faktoriinde tiimoriin erken evrelerinin
epigenetik degisimleri daha yiiksek olmasi sebebiyle tiimdriin metilasyonunun yiiksek
orani ile Ki-67’nin diisiik yiizdesi iliskili bulunmustur. Ki-67 diisiik ylizdelerinde
P16(CDKN2A) geni ile iligkili olmas1 epigenetik degisimleri kanserin ilk evrelerinde
etkin olduguna bir isarettir. Ki-67 ve P16 (CDKN2A) arasindaki bu iliski kanser
prognozunda biomarker olarak iglev goriir.

5. Caligilan tiimor dokularinda MSP analizi ile tiimorlii dokularda MGMT geni
promoter hipermetilasyonu % 34,4 (33/96) oraninda, normal dokularda % 6,3 (6/96)
oraninda saptanmuistir.

6. Olgularda saptanan metilasyon ile prognostik faktorler karsilastirildiginda yas
durumuyla MGMT geni promoter hipermetilasyonu arasindaki iligkisi anlamli olarak
bulunamamustir.

7. ER(+)’1igi, PR(+)’ligi ve C-erbB-2(+)’1igi, E-cadherin(+)’ligi ile MGMT geni
promotor hipermetilasyonu arasindaki iligski anlamli olarak bulunmustur.

8.Epigenetik degisimlerin kanserin ilk evrelerinde daha etkili oldugunu
bilinmektedir. Calismamizda MGMT promotor hipermetilasyonu ile Ki-67 <% 30 orani
iliskili bulunmustur. Ki-67 diisiikk yiizdelerinde MGMT geni ile iliskili olmasi
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epigenetik degisimlerin kanserin ilk evrelerinde etkin olduguna bir isarettir. Ki-67 ve
MGMT arasindaki bu iligki kanser prognozunda biomarker olarak islev gorebilir.

Bu c¢alisma sonrasinda metilasyon durumlar1 belirlenmis olan bu genlerin
ekspresyon profillerininde ¢alisilmasi bir sonraki basamak olarak diisiiniilebilir. Ayrica
bu yapilan calismanin bundan sonra yapilacak olan c¢alismalara 151k tutacagi

kanaatindeyiz.
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Ek 1. P16 (CDKN2A) tiimorlii dokuda evre ile yas dagilimi.
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Ek 2. P16 (CDKN2A) tiimorlii dokuda ER ile yas dagilimi.
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Ek 3. P16 (CDKN2A) tiimorli dokuda PR ile yas dagilimi
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Ek 4. P16 (CDKN2A) tliimorlii dokuda C-erb-B2 ile yas dagilima.
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Ek 5. P16 (CDKN2A) tiimorli dokuda E-Cadherin ile yas dagilimai.
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Ek 6. P16 (CDKN2A) tiimorlii dokuda Ki-67 ile yas dagilimi.
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Ek 7. P16 (CDKN2A) tiimorlii dokuda evre ile ER dagilimi
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Ek 8. Tiimorli dokuda evre ile PR dagilimu.
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Ek 9. P16 (CDKN2A) evre ile C-erb-B2 dagilima.
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Ek 10. P16 (CDKN2A) evre ile E-Cadherin dagilimi.

P16
METILE UNMETILE

80,0%

60,0%

Percent

ECADHERIN
W POZITIF
[ NEGATIF

89



Ek 11. P16 (CDKN2A) evre ile Ki-67 dagilimi.
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Ek 12. MGMT evre ile yas dagilimi.
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Ek 13. MGMT ER ile yas dagilimi.
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Ek 15. MGMT C-erb-B2 ile yas dagilima.

MGMT
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Ek 16. MGMT E-Cadherin ile yas dagilimi.
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Ek 17. MGMT Ki-67 ile Yas Dagilimi
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Ek 18. MGMT evre ile Ki-67 dagilimi.
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Ek 19. MGMT evre ile C-erb-B2 dagilimu.
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Ek 20. MGMT evre ile PR dagilimu.
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Ek 21. MGMT evre ile ER dagilimi.
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Ek 22. MGMT evre ile E-Cadherin dagilimi.

METILE

MGMT

UNMETILE

60,0%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0%

10,0%

0,0%

60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%

10,0%

0,0%~

ECADHERIN
W POZITIF
E NEGATIF
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Ek 23. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri

- P16 [ MGMT
NO | YAS TI%}’{,?R EVRE [ ER | PR |CERB-B2 |E-CAD.| Ki-67 | TNM

T [N [T]|N
PT2 N3

1| 44 IDC m | @ | o * Mx o N NN B
PTINO

2|73 IDC nm|l®|[| o * Mx o N NN B
PT2 N2

3 65 IDC I (+) +) ) Mx - - - -
PT2NO

4 | s6 IDC m | & | o *) Mx S
PT2 NI

5| 40 IDC m | o 6 ) ) Vx S
PT2NO

6 | 57 IDC m | 6| 6 ) Mx |- [Df -
PT2NO

7| 45 IDC m (& | @ - Mx O -1 -
PT2 NI

8 | o4 IDC m | ol 6 *) Mx S I
PT2 NI

9 | 4 IDC m | | o *) Mx O] - [Of -
PTINO

10 | 53 IDC ol o ) (+) Mx - -]
PT2 NI

11| 65 IDC m [ & | 6 *) Mx O] - |Of -
PT2 N2

12 | 46 IDC m | & [ o ) Mx (GO IO B
PT2 Ny

13 | 42 IDC m | & [ o @) ) we -
PTN

14 | 38 IDC m | o] 6 *) mx | DL -]
PTI cN

15 | 39 IDC m || 6 *) VSR B B FOR IS
PT2NO

16 | 44 IDC m (& | @ - Mx O -1
PT2 NI

17 | 47 IDC m | 6| 6 *) Mx 1 -1 -~
PT4 N1

18 | 35 MC m [ o[ e ) ©) Mx | D [P -
PT4 N3

19 | 66 IDC m | @ | ® *) Mx - - -]
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20 | 67 IDC 11 ) ) +) ) PTI\%IFI ) ®| -
PT2 N1
21 | 39 IDC 111 @ | ® () ) Mx - N
PT3 N2
22 | 41 IDC 11 ) ) ) Mx - |
PT2 NO
23 | 36 IDC 111 ) ) ) Mz - - -
MUSINOZ PT2 NO
241 70 | earsinom | T ) ) C) ) Mx - o
25 | 64 IDC 111 ) €] ) () PTbl/f NI (G ®] -
X
PTlc NO
26 | 47 IDC I +) ) ) Mx - T
. PT2 NO
27 | 73 IDC 11 +) +) 6 12% Mx - - -
PT2 NO
28 | 51 IDC I ) ) +) Mx ) - -
PT2 NO
29 | 57 ILC il ) ) ) ) Mx ) - |-
30 | 53 IDC I ) ) ) (+) ) -
31 | 48 IDC 11 ) ) ) 40% |pT2N2M| - @ | -
PT3 Nx
32 | 66 IDC 11 ) ) o) ) Vx - |
PTI N1
33 | 40 IDC il ) ) ) Q) Mx ) - -
34 | 32 IDC 11 +) +) ) +) 9%20-25 | P T]\ZASO ) |
PT2 No
35 | 58 IDC 11 6] - ) ) Mx - - |-
36 | 72 IDC 11 ) ) ©) PT2N2Mx | (+) -
37 | 33 IDC 11 +) ) ) ) 10% |PT2NIMx | (+) -
38 | 37 IDC m || o ) | w050 | TN e @@
39 | 65 IDC I ) ) ) ) 15% PT&FI +) |
40 | 50 IDC m | o | o ) @ | wioas | PTZN3 @1 -

Mx
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a1 | 57 IDC m | @ | @ +) 15% ST T
. | pr2no
2| 44 IDC m | @ | o © +) 15% RO -]
43 | 35 IDC m o | ® ) @ | wioas | PTIN< 0 ) O]
Mx
44 | s6 IDC m | » | +) ) ST
PT2 N3
45 | 44 IDC m | » | ® 2! N
PT3 N3a
46 | 60 IDC m | ol o ) ) D N I R
47 | 34 IDC I +) +) ) G %3-5 - - - -
, PT2 N1
48 | 29 IDC mw o/ ® ) %i0-12 | P12 N I I
*) PT2 No
49 | 56 IDC m | o | @ - A U R
O I I I 2!
50 | 30 IDC m || ® ) @ | woso | PR |-
. | pr2no
51| 60 IDC m | o | © +) 10% o A N A
: PT1 Nx
52 | 43 IDC I +) (+) ) (+) 7% Mx - - - -
PTI NO
53| 85 IDC i VR RCN [ I
54 | 39 IDC m | ® | ® ) ) o | PENU L@ |- o] -
PT2 N2
55| 45 IDC m | ® | ® 2N
PT4b N3
56 | 78 IDC m o]l o +) ) ol RSN [ I
PT2 NO
57 | 57 IDC m| ol o ) VA INCON (R B
PT2 NO
58 | 62 IDC n|lo| o ) v A O N
\ PT1c NO
59 | s5 IDC nm o o ) ) 057 ve N I R
60 | 38 IDC m|o| o ) @ | w00 | TN Ty [ [ @] -
61 | 70 IDC m || o ) I IEEE B R I
X
62| 43| wMC mf ol o ® @ | wrsso | PENU L@ o | o |

Mx
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63 | 42 IDC it ) ®) ) ) %40-50 PTI\%IFO O] - 1O
, PT4 N3
64 | 37 IDC m | ol o ) +) 30% WA N
65 | 76 ILC n | @ | @ ) ) ERE BRI OO I e
66 | 49 IDC I ) ) ) ) %15-20 PTSIF ol -]-|-
67 | 49 IDC m || ® ©) @ | %15-20 PTfA I;”a B R Y
, PT2 NO
68 | 48 IDC I “) “) ) ) %10-12 Mx - - - -
, PT2 Nla
69 | 39 IDC m || o ) @ | %710 ) N
70 | 68 IDC m | o | @ ) | wa0as | TN Ty | -
: PTI NO
71| 45 IDC n | e | @ ) +) 15% o I
72| 45 IDC m || o +) @ | wis20 | PN T | - -
73 | 70 IDC m|eo| ® +) +) 10% PTI\‘/‘I l\“ @ -l -
74 | 40 IDC 111 +) +) ) (+) 10% - - l®| -
. PT2 N2
75 | 50 IDC m || o +) ) 15% o I I
, PTI NI
76 | 31 IDC n|lo|l o © *) 047-10 e A I
77 | 78 IDC m || ® ) @ | ws20 | TN e | - (o] -
78 | 64 IDC m || @ ) +) 0% | TR e | - o] -
79 | 24 IDC m || o +) %1520 |T2NIMx| - | - |®)] -
80 | 66 IDC m | ol o +) +) son | TN e e [e] -
81 | 49 IDC m || o +) ) 6% | TN e e |e] -
82 | 48 IDC mw ol o ) ) 0% | PTIENZ | -

Mx
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100

PT2 N1

83 | 36 IDC m|o| o ) @ | wrsso | PRNU Loy @ o] -

84 | 73 IDC m || @ +) ) EI AV I N R
| priNo

85 | 57 IDC n ol o ) ) 25% o I

86 | 34 IDC m | ol o © @ | %s0-60 PTI\%I)I:“ @l -1-1-
Y

87 | 42 IDC m || o ) ) 15% 2 N

88 | 56 IDC m || o ) ) O BV S (NCON I R

89 | 44 ILC m || ® ) O fwss0 | PR L@ -] -] -

PTis

90 | 33 DCI m|ol| o ) @ | wis20 | ocs) | - | - [ -
NO Mx

91 | 59 IDC m | o/ ® ) ) N IV B I T

92 | 39 IDC m | o/ ® ® ) o | PRNL e e

93 | 44 IDC n|le | @ ) ) O I INCON I R
, PT2 NO

94 | 36 IDC n ol o ) @ | w012 | P20 I I I
.| PTieNO

95 | 55 TC n|le| o ) ) 10% ve I I R

96 | 46 IDC m | o | o ) ) 15% | PR2NL b )] -

Mx
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Ek 24. Meme karsinomlarinda TNM evreleme sistemi.

Evre 0 Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
Evre 1A TO N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

Evre 1IB T2 NO MO
T3 NO Mo

Evre IITA TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 NI MO

T3 N2 MO

Evre [1I1B T4 NO MO
T4 N1 MO

T4 N2 MO

Evre IIIC Herhangi T N3 MO
Evre IV Herhangi T | Herhangi N M1
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