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OZET
Doktora Tezi

Meme Kanserlerinde Epigenetik Degisim Gdsteren Genlerde M etilasyon Paternlerinin
Bisllfid Sekanslama Y 6ntemiyle Belirlenmesi

(Shohreh Alizadehshargh)
Dokuz Eylul Universitesi Saglik Bilimler Enstitisi
Tibbi bioloji ve Genetik Anabilim Dal

Doktora Programi

Meme kanseri, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, en sik goriilen kanser tipidir.

Bu calismanin amaci; meme karsinogenezinde 6nemli rollerinin oldugu gosterilmis olan,
GSTP1 ve E-cadherin genlerin ekspresyon dizenleyici bdlgelerinde bulunan CpG adalarinin
metillenme profillerinin, timorlertin 6zellikleri ileiliskilenrilimesidir.

Hipotezimiz; GSTP1 ve E-cadherin genlerinin ifadelenmesinde DNA metillenmesinin
degisebilecegi ve bu farkliliklarin meme kanserinin 6zelliklerini etikileyebilecegidir.

Cdismaya, Meme kanseri tamsi almis 50 tUmor drnegi ile, aym hastalara ait 50 adet cevre
normal doku 6rnegi, rastgele drnekleme yontemiyle alinmistir (patoloji Anabilim Daly, tlrkiyenin
9 eylul Universites hastanesinin arsivinde tarama ile). DNA izolasyonundan sonra, sodiyum
bisllfit sekanslama yontemiyle GSTP1 ve E-cadherin promotérinde CpG adaciklar:
belirlenerek, tUmorin derecesi ve diger kanser parametreleriyle iliskileri ‘x* korelasyon’
andlizleri ile yorumlanmustir.

Bu caismada meme kanserinde E-cadherin geninin promotdr bélgesinde metillenme
sikligi %94 ve GSTPL1 geninin promotdrsinde % 41.3 bulundi.

E-cadherin geni icin tumdr orneklerinin, % 44.0'G( 50 6rnekten,22’si), tam metillenmis,
% 50's kismen ( 50 ornekten, 25’i) ve % 6.0'l ( 50 Ornekten, 3'tanesi) metillenmemistir.

Metillenme olay: timor ve normal drneklerin arasinda, anlamli sekilde farkli gbzlenmistir. Tam
1



olarak meme kanser dokularin % 94’'Unde metillenme gb6zlenmistir. Ayrica normal meme

dokularin % 76'st (50 6rnekten, 38'i) metillenmemistir.

GSTP1 geni icin tumor drneklerinde % 28.3' U (13 6rnek 46 6rnekten) tam metillenmis, %
13'0 (6 Ornek 46 6rnekten) kismen ve % 58.7'i (27 6rnek 46 6rnekten) metillenmemistir. Ayrica
norma meme dokularinda genellikte orneklerin % 87.2'i metillenmemistir ve % 12.8'inda
kismen metillenme gozlenmistir. Metillenme olay: timér ve norma meme dokularin arasinda

anlaml1 derecede farklidir (p= 0.000).

Anahtar Kelimeler: Epigenetik degisim, meme kanseri, GSTPL, E-cadherin.



ABSTRACT
Doctoral Thesis

Investigation of M ethylation Patternsin Epigenetically Effected Genesin Breast Cancers
by
Bisulfate Sequencing Method
(Shohreh Alizadeh Shargh)
Dokuz Eylul University
Institute of Health Sciences
Department of Medica Biology & Genetics

Doctora Program

The purpose of this study was determining the role of GSTP1 and E-cadherin genes in
breast tumorogenesis that their importance in breast cancer is established. Also it was shown that
E-cadherin and GSTP1 genes are methylated then the methylation relationship with tumor’s
features is evaluated. The hypothesis of the study is that GSTP1 and E-cadherin genes
methylation is related to tumor’s features . 50 established breast cancer samples and 50 of their
adjacent normal samples were obtained with random sampling method from pathology
department archieve of 9 eylul university of Turkey . After isolation of DNA, sodium bisulfite
sequencing was performed in promoter regions and the comparison between tumor and normal
samples was made, the relationship with tumor’s grade, stage ,... is anayzed by x* correlation
and regression programs.

In E-cadherin gene, for tumor samples of 44% ( 22 in 50) were full metyhlated, 50%
patia (25 in 50) and 6.0% (3 in 50) were non- methylated. The methylation status shows
meaningful differentiation between tumor and norma samples. Generaly , 94% of tumor

samples were full methylated and of norma samples 76% ( 38 in 50) were non-methylated.



In GSTP1 gene, for tumor samples of 28.8% (13 in 50) were full methylated, 13% (6 in
46) partial and 58.7% ( 27 in 50 ) were non-methylated. In general, from normal samples there
were 87.2% non-methylated and partial methylation has seen in 12.8% of samples. There is

meaningful difference in methylation status between tumor and normal samples (p=0.000).

Key words: Epigenetic changes, Methylation, breast cancer, GSTPL, E-cadherin.



1-GiRis

Bu arastirmanin amaci; GSTP ve E-cadherin genlerinin promotor bolgelerinde CpG adaciklarinin
metilasyon paterninin incelemesi, timér ve normal dokularda 6énemli farkliligin belirlemes ve
ayrica metilasyon degisiminin protein triini olarak gen ekspresyonunda etkisi olup olmadiginin
arastinlmasidir. Ayrica bu arastirmada epigenetik degisimler ve timérin derece ve evresiyle
iligkis incelenmistir. Metilasyon  profili bisllfit sekanslama yOnemiyle arastirilmistir.
Metillenmemis sitozinlerin timine donisimt sonucu olusan sekans farkliliklar: timdr dokusu ile
yakin normal doku arasinda karsilastirlmistirs. Bu degisimlerin hastaligin derece ve evresi ile
iliskis olup olmadig: degerlendirilmistir.

TomUr baskilayici genler olarak tammlanan, DNA tamiri, hiicre dongusii ve buylmeyi
duzenleyeci gcrevleri olan genler hiicrenin normal halinde eksprese olurlar. Kanserli hiicrede ise,
ya herhangi bir mutasyon sonucu genetik olarak, ya da, promot6r bolgelerinde metilasyon sonucu
epigenetik olarak ekspresyonlar: tamamen durur veya tumarin derecesine bagli olarak diizeyi
degisir.

DNA metilasyonu birgok hiicresel islevierde rol oynar. Ornegin gen damgalamasi® (Ripoche,
Kress, Poirier, 2009: 1596), X kromozomun inaktivasyonu (Luikenhuis, Wutz, Jaenisch,
2001:8512-8520,Wutz,Gribnau,2007:387), normal embriyonal gelisim (Fulka, Mrazek,tepla,
Fulka, 2004: 703), hicre farklilasmas: (Isagawa et al, 2011: e26052) ve yabanct DNA dizilerinin
sess zlestirilmesi (Liang, Chan, Tomgahara, Tsai, 2002:480) gibi.

Gen duzenleyeci bolgedeki CpG adaciklarimin metillenmesi hedef gende transkripsiyonu
engeller, daha sonra 5-matil sitozinin (5meC) deaminasyon sonucu timine donlsmesine ve
replikasyon sonrasinda da transisyon mutasyonlarina yol agar (Robertson, Jones, 2000: 461).
Kontrol dis1 hipometilasyon ise gereksiz gen ekspresyonu nedeni ol abilir (Sato et a, 2003: 4158).
Uygun olmayan hipermetilasyon ve dizensiz gen ekspresyonu arasinda bir iliski bulunmasi
olasidir (Ho, Beaver, Williams, Dashwood, 2011: 497).

Deneysel kanitlarin cogunlugunda CpG adaciklarin metillenmesi ile genin transkripsyonel
sesszlestirilmesi arasinda bir iliski saptanmistir fakat sadece son senelerde bu transkripsyonel

sessi zlestirmede sorumlu mekanizmalar belirlenmistir (Bird, 2002:6).



Gelisimin ilker donmelerinde hticre ve dokuya 6zgl metilasyon paterni belirlenir. Bu slrecte,
farede Dnmt3a ve 3b’nin metilasyonda 6nemi vurgulanmistir (Webster, Bryan, Fletcher,
2004:4068).

Embrioblastin farklilasmasi® sirasinda dokuya 6zgii bicimlenmede, dokuya ait genler demetile
olur, buna karsin ‘housekeepig’ genler dollenme zamanindan tiim organogenez zamamna kadar
demetile halinde kalmaya devam eder (Ponger, Duret, Mouchiroud, 2011: 1854). Genelde olgun
normal bireylerin dokularinda, dokuya 6zgu aktif genlerin CpG adaciklart metillenmemis halde
bulunur. Bunun istisnasi transkripsyonel olarak sessizlenmis parazitik sekanslar ve damgalanmis
genlerdir (6rn; H19) (Lewis, Mitsuya, Contancia, Reik, 2004:5650). Neoblastik dokularin bir
cogunda genomun bitinliginde hipometilasyon ve 0Ozdlikle ¢ok 6nemli ve kritik timor
baskilayici ve blyumeyi dozenleyen genlerin promotorlerinde bglgesel hipermetilasyon
gorulmektedir (Wajed, Laire, Meester, 2001: 10). DNA metilasyonu c¢ok farkli yollardan
kanserin 6zelliklerinden biri olan genetik instabiliteye de yol acabilir.

Metil sitozinin (5meC) timine donlsu timor baskilayici P53 geninde daha dnce tanmimlanmustir
(Schmutte et al, 1997: 3010). Kritik genlerin  promotor metillenmes  araciligiyla
sess zlestirilmesinin genetik instabiliteye yol agmasina neden olabilir (Gerco et al, 2010: 181).
DNA tamirinde gorevli olan BRCA1 buna iyi bir 6rnektir ve promotorinde olusan metilasyon
meme kanserine yol agabilir (Matros et al, 2005: 179). CpG adaciklarinin metillenmes
sonucunda glutathion-s-transferaz sinif = geninin (GST) inaktif olmasi detoksifikasyon isleminin
durmasina ve oksijen radikallerinin birikmesi ile DNA hasarina neden olur (Jeronimo et a, 2002:
445). Promotor bolgelerdeki hipermetilasyon disinda genom boyu hipometilasyonun da genetik
instabiliteden sorumlu olabilecegi belirlenmistir (Geiman, Sankpal, Robertson, 2004: 2716).
Normal hucreler DNA’'nin metilasyonu ile gegici olarak kendi genlerinin ekspresyonunu
degistirirler. TUmor hicrelerinde ise, genellikle, bu normal metilasyon paterninin  korunmadig:
gozlenmektedir. Ornegin, metastatik fenotipte dinamik instabilite metilasyon paterninin
donsimunl ortaya ¢ikartir. Bu da metastatik ilerlemeyi tetikler. E-cadherin buna iyi bir 6rnek
sayilabilir. E-cadherin hicrenin adezyon homotipik mulekulli oldugundan, ekspresyonunun
azalmasi sonucunda metastatik ve invaziv olasilik artmaktadir, ancak aym zamanda uzak ve

metastaz yapilan dokularda tomur hicrelerin kaiciligi ve blydmeleri icin hicre baglantisi
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yeniden kurulmalidir.® Bu durumda metillenme olay: dinamik ve donustimlidir (Graff et 4,
2000: 2727).

Gen ekspresyonunda epigenetik degisimler cevre degisimlerine karsi1 yamt vermek icin kanser
hicrelerine 6zel gug saglar. CpG bolgelerindeki  metillenmenin  timor olusumunda mutasyon
yatkinliginin artisinayol agtigi da sdylenebilir.

Metillenmis 5'CpG adaciklari, meme kanserlerinin bir kisminda transkripsyonel sessizlestirilen
genlerin tammlanmast igin yeni bir epigenetik belirteg olabilir (Lombaerts et al,2006:661,
Maruya et a, 2004:637). Epigenetik belirtecler hastaigin erken tanisi, tammlanmas: ve
prognozunda kullamilabilir. Amaca ulasmak igin ¢esitli yontemler bulunmaktadir ve bu
arastirmada bu yontemlerden biri olan bistilfit sekanslama kullanilmistir.  Bu yontemler, ¢ok
kiguk bir doku ile yapilabilir ve gesitli ornek tlrleri kullanilabilir 6rn; meme ucu aspirasyonu,
ince igne biopsisi, mikrodiseksyonla alinmis premalignan lezyonlar, in situ duktal karsinom gibi
ve patolojik olarak sentinel lemfatik nodullerden 6rnek alina bilir (Wang ve Srivastava, 2010:
16).

DNA metilasyonu ve onunla birlikte gorilebilen kondanse kromozom konformasyonu, kanser
tedavisinde yeni hedef sayilabilir (Gonzalez et al, 2005:38). Simdiye kadar meme kanseri ile
ilgili olan genlerin metilasyon durumunu belirlemek icin bir gok ¢alisma yapil mistir.
Calismamizda, meme kanserinde farkl: islevi olan iki gen secilmistir ve bunlarin genel ve
dokuya 6zel metilasyon durumlart arastinilmistir. Daha 6nce yayinlanmis arastirmalarda meme
kanserinde metilasyon paterni bu kapsamda arastinnlmamistir ve 6zellikle kanser evresi ve
derecesiyle degerlendirilmemistir. Aslinda DNA metilasyon ve histon deasetilasyon inhibitorleri
yeni kemotrapi gjanlart olarak goz ontne alinmis ve kanser tedavisindeki olasi yararlarinin
belirlenmes icin bir ¢ok caisma yamlmistir (Candelaria et a, 2007:1529). Sonug olarak
epigenetigin mekanizmasina yonelik temel calismalarin yapilmasi, gelecekte kansere 0zgu
sesszlestirilmis timor baskilayici genleri yeniden aktive edebilecek, gene 6zgl ganlarn

kesfedilmesine yol agacaktir .
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2.GENEL BIiL GiLER

2.1. Genlerin metillenmesi
Omurgailarin DNA’sinda metillenme CpG dintkleotid tekrar bolgelerindeki sitozin (C) lerde

meydana gelir (Fang, 2006:22049). Bu gibi epigenetik modifikasyonlar genetik degisimlerin
aksine potansiyel olarak geri dontsumltdir (Baylin et al, 2002:299). Metil sitozin tim bazlarin
% 0,4-0,8 “ini kgpsamaktadir ve CG igereginin ylzdes % 35-50'dir. CpG dinukleotidlerin oram
% 0,5-1,5'dir ve bunlarin ¢ogunlugu DNA’nin kodlamayan bolgesinde metillenmis seklinde
bulunmaktadir (Fryxell and Moon,2004: 650).

Yeni sentezlenen DNA'’da sitozinler DNA-sitozin-metiltransferaz (DNMT) enzimi tarafindan
metillenir . Bu enzim, metil grubunu metil vericisi olan S-adenozil-metioninden alip ve DNA’ya
transfer eder. Bu islem bir kalip DNA yardimiyla yapilir ve amaci, yavru hiicrelere benzer sekilde
aktariimasidir (Lee, Shim, Zhu, 2005: 1018). CpG dinukleotidler genom boyunca rastgele
dagilmis kimeler' halinde, CpG adaciklar seklinde bulunurlar. CpG adaciklarinin = %1-2'si
metillenmistir ve genlerin yukarisinda ve promotdrlerindedir (Hisano, Ohta, Nishimune, Nozaki,
2003: 4797).

2.2. CpG adaciklarinda metilasyon olusumu
Epigenetik, nikleer kaitilabilen bir 6zelliktir, ancak bu kalittm DNA dizisinde farklilik degil,

DNA'nin yamsinda olusan sekonder degisikliklerden kaynaklamr. Mekanizma, histon
modifikasyonlart ve DNA'mn metillenmesini igerir (Gutierrez, Callgjas, Borniquel, 2000:139
and Kondo, 2009: 455). CpG dinuklotidlerin yapisindaki sitozinlerin enzimatik metillenmesi,
genin sessizlesmesine neden olabilir. Memelilerin genomunda CpG dizisileri kismen diizensiz
bicimde dagilmistir ve bunlarin gogunlugu metillenmistir. Aksine, genlerin promotdr bdlgesinde
CpG adaciklar: olarak adlandirilan bolgeler  metillenmemis seklinde bulunur (Goodman et d,
2004 2504).

2.3. DNA metillenmesi ve gen ekspresyonu
Metillenme mekanizmast memelilerde genleri, yer degistiren elemanlara kars1 koruyan bir sistem

olarak gelismistir (Sharif, Endo, Toyoda, Koseki, 2010:545). Sitozinlerin 5. karbondan
metillenmesi mutasyonu artirici bir faktordir ve C:G baz ciftinin T:A’ya tranzisyonuna neden
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olur ve boylece DNA'’da metil-akseptor bolgenin kaybolmasina yol acar. insan DNA’sinda
bulunan CG tekrarlarinin % 50'si 500bp’lik CpG adaciklarindan olusur (Evrim sirecinde bu
bolgeler korunmustur ve evrimin baslangicinda metillenmemis halde bulunduklar: belirlenmistir).
DNA’da bu tekrarlarin % 40’1t memeli genlerinin promot6r bolgelerinde yerlesmistir (Egger,
Liang, Apgricio, 2004:457).

Antisens RNA transkripti, kodlamayan RNA (0rn; Xist gibi) veya interferans RNA’lar (RNAI)
DNA metilasyonunu tetikleyerek, DNA’da metilasyon paterninin korunmasini ve bir ‘ epigenetik
imzas’ olusumu, kalitilabilir bigcime donuserek kalict gen sessizlesmesini saglar (Shi ve Wu,
2009: 59) (Sekil 1).
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Sekil 1. DNA metillenmesi ve histon modifikasyoununun gen ekspresyoununda etkisi (Egger et
al, 2004,;457)

Normal olgun hiicrelerde aktif genlerin dntnde bulunan CpG adaciklarindaki  sitozinler genelde
metillenmemistir buna karsin, transkripsyonel olarak aktif olmayan X kromozomu uUzerindeki
baz1 genler ve diger kapal1 genler metillenerek kapatilmistir (genomik imprintlenen genler gibi)
(Paulsen ve Ferguson-Smith, 2001:97).

CpG adaciklarinin - metillenme paterni  kromatin - yapist ve genin  transkripsyonunun
duzenlenmesinde 6nemli olcuttir (Cervoni, Szyf, 2001:40778). Metilasyounun dansitesinin
belirlenmesi igin, in vitro kosulda epizomal plazmidlerin farkl: bolgelerinden metillenerek gesitli
arastirmalar yapilmistir. Yapilan calismalar, CpG adaciklarinin gen spesifik metillenmesinin
genin aktivites ile ters iliskili oldugunu gostermistir, bu durum metile DNA dizisinin



transkripsyon baslangic noktasina olan uzakligindan bagimsizdir. (Chen, Mann, Hsieh,
2005:902).

Bir DNA metiltransferaz inhibitorli olan 5-aza-2'-deoksisitidin DNA’nin metilasyonunu durdurur
ve genin 5' dizisinin demitilasyonuna neden olarak, gen ekspresyonunu aktive edebilir
(Michalowsky ve Jones, 1989: 189) . Bu madde bir ntikledtid analogudur ve DNA yapisina katilir
ancak gitozinin tersine DNA metiltransferaz (DNMT) ile kovalent baglanti yaparak enzimi
inaktive edip, DNA’ nin demetil asyonuna neden olur (Patel et a, 2010: 4313).

Metilasyona bagimli gen sessizlesmes kromatinin, promotére ulasimi kisitlayan  lokal
konformasyonel degisimi ile meydana gelir (Gheldof, Tabuchi, Dekker, 2006: 12463).
Metillenmis DNA en azindan bir, metile sitozine baglanan protein (MeCP2) ile birlikte bulunur.
Bu protein transkripsiyon baskilayict multi-protein kompleksinin olusumunu tetikler. Me CP2'de
bir represor etki bolgesi icerir ve ayni zamanda mSin3A  korepresdriine baglanarak, histon-
deasetilaz (HDACL, 2) gibi birgok proteinin komplekse yapismasim saglar  (Kimura ve Shiota,
2003: 4806) (Sekil 2).
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Sekil 2.Normal ve timér hiicrelerinde epigenetik degisimlerin sematik gorintusi(Esteller,
2007; doi:10.1038/nrg)
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Sekil 1'de nikleozomlarin Gzerinde histon asetillenme ve metillenmes gorulmektedir. Normal
hiicrelerde, timor baskilayici genlerin promotor bélgesinde, histon asetillenmesi yaygindir ve
transkripsyonel aktivite saglar ( H3,H4, K5, K8, K9, K12, K16 asetillenmis). TUumor hiicrelerde
ise, subtellomer bdlgelerde histonlar metillenerek DNA’ y1 kapatmistir ( K27, K20 metillenmistir)
(Esteller, 2007; doi:10.1038/nrg).

2.4. Normal ve kanser hiicrelerinde epigenetik belirtegler
DNA metillenmesi ve histon modifikasyonu, gen aktivitesinde ve c¢ekirdegin yapisinda ¢ok

onemli rol oynamaktadir. insanda en ok arastirlmis olan epigenetik modifikasyon DNA’ daki
CpG dinukleotidlerinde yerlesik sitozinin metillenmesidir.

Kanser olusumunda hem DNA’'min metillenmes ve hem histon deasetillenmesi birlikte 6nem
tasimaktadir ancak metillenmenin rol daha guglidur (Herman, Baylin, 2003:2042 ). Metilasyon
potasiyelini tasiyan ‘methylable’ CpG dinukleotitleri rastgele olarak genomda dagil mamistir ve
tam tersine, genlerin 5’ucunun transle olmayan kisminda ve 1.ekson civarindaen sik bulunur ve
aktif gen bolgelerinde genelde metile degildir. Metillenmemis CpG adaciklain: tasiyan genlerin
ekspresyona acik genler olduklart ve transkripsyonel aktivatorlerin baglanmasiyla aktiflestikleri
bilinmektedir (Asselah et a, 2008: doi.10.1136.gut.2008.166348).
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Sekil 3.Insan genoumunda CpG dintkleotidlerin dagilim: ile, normal ve tumor hiicrelerinde
metillenme paterninin farklilig: (agik yuvarlaklar metillenmemis ve koyular metillenmis
sitozini gostermektedir) (Herman, Baylin, 2003:2042).
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Kanserli hiicrelerde timér baskilayici genlerin promotdr CpG adaciklarindaki hipermetilasyonu
ile meydana gelen transkripsyonel sessiziesmesi tiimérogenezde ¢ok onemli anahtar bir islemdir
ve bu genlerin kanserli hicrelerde inaktivasyonunda tipik ‘hall mark’ olarak tanimlanmistir
(Esteller, 2007: R50).

Diger yandan, tekrarlanan genomik diziler ¢ok yogun bigcimde metillenmistir. Metillenmis
bolgeler sessizlesmis ve metillenmemis bolgeler aktif halinde bulunur bu metillenme olay: 6zel
kosullarda, hiicrede genin aktif olup olmamasin belirlemektedir (Rodenhiser, Mann, 2006: 341).
Bu metillenmenin ‘endoparazitik’ dizilere karsit kromozomun bitinlUginin korunmasi,
kromozom instabilitesi, translokasyonu ve pargalanmasimin 6nlenmesi icin 6nemli oldugu
dusuntlmektedir (Mohtat ve Susztak, 2010: 468) (Sekil 3).
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Sekil 4.Tumorgenezisde DNA metillenme paterninin degisimi ( Esteller, 2007:
doi:10.1038/nrQ)

DNA metillenmesi ayn1 zamanda germ haddi ve doku-spesifik genler icin epigenetik kontrol
saglar (Sinkovics, Horvath, 2006:765). Genomik imprintlemede, genin bir veya her iki allelinde
hipermetilasyonu mono allelic-ekspresyona neden olur (Hanahan,Weinberg, 2000:57 ). Benzer
sekilde, gen-dozajinin ayarlanmasinda, disi bireylerde X kromozomunun inaktive edilmesinde

bu mekanizma galismaktachr (Y asukochi et a, 2010: 3704). Iyi tanmmlanmus ‘imprintleme kaybr’
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(LOH) bu mekanizmaarindan biridir (Brown, 1996: 480). DNA metilasyonu, diger epigenetik
mekanizmaar gibi, metile CpG'ye baglanan proteinleri ve DNA metiltransferazlar, histon
deastilaz ve histon metiltransferazlar1 ¢ceker (Fuks et a, 2003: 4035).

2.5. DNA’'nin metillenmesi ve insanda kanser olusumu
Hicrede epigenetik degisimler gen ekspresyonunun degismesine neden olur ve anormal

epigenetik  degisim  kanser gibi, c¢esitli hastaliklara neden olabilir. Karsinogenez siireci,
karmasik ve ¢cok basamakl1 bir stirecdir (Nishimura, Saito,Y amasaki, 2003: 1615)(Sekil 4).
Normal hucrelerin timore transformasyonunda ve invaziv ve metastatik slirece ilerlemesinde
gesitli, klasik genetik degisimler rol almaktachr. Ornegin; timor baskilayici genlerin delesyon ve
diger mutasyonlar ile kaybir veya dominant etkili onkogenlerin kesintisiz aktivasyonu veya
amplifikasyonu meydana gelir (Polsky, 2003: 3087). Y akin zamanlarda yapilmis arastirmalrdan
anlasildig1 gibi, epigenetik degisimler, Ozellikle timor baskilayici genlerin DNA metillenme
araciliglyla sessizlesmesi, kanserin baslangic ve ilerlemesinde gok kritik 6nem tasimaktadir
(Zhao, Soejima, Higashimoto, 2005:137).

Kanserli hucrderde, Rb, VHL, APC ve MLH1 gibi bir ¢ok timor baskilayict genin de novo
metillendigi gosterilmistir (Pfeifer, 2009: 181).

Metillenmenin kenserin baslangicinda mi, sonunda tamamlayicit olarak mi rol oynadigi tam
anlasilmamstir.

Kanserde hipermetilasyon mekanizmasi da tam ¢6ztimlenmemistir. Normal hticresel kosullarda
bircok ‘cisve’ trans faktor DNA’min 0zel boélgelerinde metillenme paterninin olusumunu
kontrol eder. (Riddle ve Richards, 2002: 355). Sonug olarak, kanser hiicrelerinde bu faktorlerin
degisimi anormal metillenmenin olusumuna neden olabilir. Yaygin bir hipoteze gore, DNA
metiltransferaz  (DNMT1)'larin  asirt  ekspresyonu, tuimorogenez sirecindeki de novo
metillenmede 6nem tasimaktadir (Robertson et al, 1999: 2291) . Kanserli htcrelerin biyuk bir
cogunlugunda DNMT’lerin yuksek miktarda eksprese edildikleri ve bunun kolon ve akciger
kanserlerinin ilerlemesinde 6nemli oldugu saptanmustir (Mizuno et a, 2001: 1172). Ayrica,
DNMT’in fibroblastlarda in vitro asirt ekspresyonu, DNA’nin hipermetilasyonuna ve hiicrelerin
transformasyonuna neden oldugu gordlmasttr (Biniszkiewicz et al, 2002: 2124). Adenomatoz
polipozisde, nakavt fare modelinde DNMTZ2'in ekspresyonunun azalmas: ya da, DNMT1

inhibitord kullanmasi sonuncu bagirsaktaki adenomalarin azaldigi gosterilmistir (Kopeovich et
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al, 2003: 1747). Benzer sekilde, in vitro adrenokortika fare tUmadr hiicre hattinda DNMT21'in
antisens ekspresyon vektoru ile transfekte edilmes DNA'nin genel hipometilasyonu ve timorin
blyUmesinin dnlenmesini saglamistir (Ye et al, 2011: 1519). Sonraki arastirmalara gore antisens
oligonukleotitler fare model sisteminde stabil timdrlerin blyimesini dnlemistir (Campbell ve
Szyf, 2003:17).

Kanserin metillenme paterninin degismesinde dengesiz ve yukselmis DNMT1 aktivitesinden
sorumlu mekanizmalar sayilabilir ve bir arastirmaya gore, kolon kanserinde DNMTZ1'in
ekspresyonu bazi kanser hiicrelerde yuksek, diger kisminda azalmi olarak saptanmistir (Marzo et
al, 1999; 3855). Bu gibi bulgular DNMT1'in ekspresyon ve aktivitesnin hiicre déngusiine bagl
olmasi nedeniyle ¢ok da sasirtici degildir. Mitojen indiklemesi ile in-vivo DNMT1 aktivite artisi,
zamana bagli olarak izlenmis ve S-fazina giris ile arttigi belirlenmistir (Szyf, 2001: d599).
Normal fibroblastlarda DNMT1 enzimin aktivitesnin ve mRNA miktarinin hticre dongusiinin
Sfazinda artmasi, yeni sentezlenen DNA'min metillenmes ile koreledir ve muhtemelen
DNMTZ2'in PCNA (gogalan hicre gekirdek antijeni)’ya baglanmas: ile iliskilidir (Zardo et d,
2002: doi/10.1096). Hucre dongusu inhibitord P21, DNMATZ1in PCNA’ya baglanmasin
yarismal1 olarak bozar veiki proteinin de aktivitesini engeller (Araujo, Knox, Szyf,1998:3475).
P21 ekspresyonunun kanserli hiicrelerde gogunlukla azaldigi ve DNMT1 ve P21 proteinlerinin
miktarimin  fibroblastlarin  transformasyonunda zit orantili etki gosterdikleri  belirlenmistir
(Chuang, Tan, Oh, Li, 2002:1592). Normal DNMT1/P21 orantisin bozulmasi, aktivitenin
degismesine ve metillenme mekanizmasina odaklanmaya sebep olup ve kanser hicresinde
yogun metillenme paternini ortaya cikartir (Robertson , 2001: 3139). Bu hipotezi guclendirecek
yeni veriler eklenmelidir, 6rn; DNMT3a ve B DNA metiltransferaz enzimlerinin farkli kanser
tiplerinde dokularda artmis olduklar gozlenmistir (Sharma et al, 2011: €1001286). ilging sekilde
bu yeni enzimlerin metillenmemis DNA'ya afiniteleri, DNMT1'den daha gucludir. DNMT1
genelde hemi-metile DNA’ya odakinair (Y okochi, Robertson, 2002: 11735). Metilasyonla gen
sesszlesmesi  karsinogenezde Kundson'un ‘cift vurus’ hipotezine bir kanit olarak tammlanir.
‘Cift vurug’ genelde genetik nedenlerle arastinlmis, homozigot delesyon veya intragenik
mutasyonlar ile heterozigosite kaybi (LOH) seklinde izlenmistir. Gelismis arastirmalarda, bazi
kanser tiplerinde tUmor baskilayict genlerin  promotér bolgesinin  CpG adaciklarinda
hipermetillenmeile LOH ve timérogenez olusumu ispatlanmistir (Napieralski et al, 2007: 5095)
(Sekil 5).
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Sekil 5. ‘Cift-vurus’ hipotezine gore, tumor baskiliyici genlerin genetik ve epigenetik
susturulma mekanizmas: (Herman, Baylin, 2003:2042)

Mutasyonun aksine DNA metillenme degisiminde geri dontisme potansiyeli bulunur (Belinsky et
al, 2003:7089). Yogun DNA metilinmesi, hiicrelere gegici olarak gen ekspresyonunun degisim
imkanini saglar. Sonug olarak, metillenme paternininde 6zellikle kanser htcrelerinde tam olarak
net bir kalicihik  bulunmamaktir ve cevre kosullarina gore degisilebilir (Galou ve
Kabani,2005:1899). Ornegin, metastatik fenotipin dinamik instabilitesi DNA metillenmesi gibi
gecici olaylardan kaynaklamyor ve belki de bu, metastazin ilerlemesinin nedenidir. E-cadherin
geni bu iddiaya iyi bir drnekdir. Meme kanserlerinde bu hticre homotipik adezyon mdlekultnin
ekspresyonunda azalma gorulmektedir ki, boyle bir fenotip invaziv ve metastaz potansiyelinin
kazanmasina, uzak bolegelerde de timoriin yerleserek bilyiimesine yardimer olur. kinci organin
icinde htuicre adezyonuna yeniden ihtiyac duyulur. Aslinda son yapilmis arastirmalara gore E-
cadherin’in hem ekspresyonu ve hemde metillenme paterni dontisimludur ve secici baski atinda
degisebilir (Fihlo, Franks, 2002: 187). Belki de, gen ekspresyonunda meydana gelen bu
epigenetik modifikasyonlar, kanser hicrelerin cevrelerinde olusan degisimlere yanit vermeleri
icin buyUk guc saglamaktadir (Barrons ve Offenbacher, 2009: 400).

Bir baska olasi, potansiyel mekanizma; metillenme degisimi sonucu sitozininin timine gevirim
oraninin artmasi ile transisyon mutasyonlarinin meydana gelmesidir ( Muhan, Rao, Gagliardi,
Tini, 2007: 229). Bu tir mutasyonlar 5-metilsitozinin deaminasyonu ile gerceklesir (Lirad,
2005:65). Bu olay genin kodlayan bolgesinin 5 ucunda meydana gelir ancak genin
promotorinde yerlesirse transkripsyon dengesinde degisiklik yapabilir. Diger nukleotidlerle
kiyaslandiginda 5-metilsitozinde 6ngorulen mutasyon hizi 10-40 kat fazladir (Jones ve Gonalgo,
1997: 2103). C'nin T'e transisyon mutasyonu hem somatik hem de germ-hatti hiicrelerinde
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goruldr (Xie et d, 2009: 434). Cesitli insan kanserlerinde gorilen P53, retinoblastoma ve diger
tumor baskilayici genler anlamli miktarda nokta mutasyonlar: igermektedir (Ye et al, 20009:
1509). Ayni zamanda, kanser dokusunda mutasyonu saptanan tim CpG’lerin norma dokuda
metillenmis halde bulunduklar: gosterilmistir (Esteller, Corn, 2001: 3225). Bulgulara gore, ailesel
meme kanserinde BRCA1 geninin hipermetillenmes ile birlikte heterozogotluk kaybi da
gosterilmistir (Flanagan et a, 2010: 420). Aslinda genomun bisiilfit sekanslamasinda bu
CpG'lerin norma meme dokosunun DNA’sinda da metillendigi saptanmistir ve bu sekilde
metillenme, dokuya 0zgu sekilde meydana gelir (Fang, Fan, Zhang, Zhang, 2006:2204). Bu
bulgulara gore bir ¢ok insan kanserinde tUmor baskilayici genlerin mutagenezisinde CpG
bol gelerinde DNA’nin metillenmesi 6zellikle meme kanserinde BRCA1 geninde gosterilmistir
(Tan, Bianco, Dobrovic, 2002: 231).

2.6. Memekanserinegiris
Bazi doku tiplerinde onkogenler ve timor baskilayici genlerin genetik veya epigenetik nedenlerle

transformasyonu, Ozel kanserler igin, Orn: prostat ve mesane kanserinde bir marker olarak
kullamlabilir (Wu et a, 2007: 4123). Ancak meme kanserinde epigenetik etki yeterince
netlesmemistir ve epigenetik degisimlerin saptamasi fazla 6nemsenmemistir. Bu degisimler
genelde meme kanserinde yiksek oranda bulunur ve bu mekanizmalar, kanserin fenotipik ve
genetik heterojenisitesinin  disinda kabul edilir.,  Meme kanserinde genetik ve epigenetik
degisimlerden kanserin baslangic ve ilerlemesini dngormek lzere marker olarak yararlanmak
muUmkinddr. Aynica, kanserin olusum mekanizmasinin belirlemesinde de ¢ok faydali olabilir.
Aynmi zamanda, bu bilgilerden, hastaligin 6nlenmes ve tedavi stratgjisinin seciminde de
faydalanmak mimkundur (Lee ve Muller, 2010: a003236). Meme kanserinde, aksiller node-
negatif veya ER-pozitif hastalarda, hastaligin ilerlemes ve sistemik adjuvant tedavisine ihtiyag
olup olmadigin: belirleme imkam saglanabilir (Tonini, Fratto, Schiavon, 2008: 773).

TUmore 6zgu belirteclerle tan, tedavi, prognoz bilgileri edinebilmek igin, metastaza 6zel ve ¢ok
hassas serum belirteglerinin belirlenmesi gerekir. Tumorgenezisde, kanserin her basamagina 6zel
genetik ve epigenetik belirleyiciler bulunuyorsa, klinikte en iyi tedavi programinin onerilmesine
yardim edebilecektir (Osborn, Wilson, Tripathy, 2004: 361). Meme kanserinde timor baskilayici
genlerin 5' ucunda yerlesen CpG adaciklarin metillenmesi ve transkripsiyonel sessizlesmesinin

tanimlanmsar mimkiin olursa, yeni bir epigenetik belirteg olarak, erken tan, tashis ve dngoriide
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kullanilabilir (Xiang et a, 2011:1). Hastalarin doku Orneklerinde epigenetik degisimleri, ¢ok
sayida PCR yontemi ile tammlanabilir. Ornegin; metillenmeye 6zel PCR (methylation specific
PCR), bisllfite 6zel PCR (BSP), birlesik bisllfit restriksiyon analizi (combined bisulfate
restriction analysis) (COBRA) (Barekati, Radpouer, Kohler, Zhong, 2010: doi:
10.1155/2010/870865), ve dizinsel gen ekspresyon andlizi (sequentiad analysis of gen
expression)(SAGE), transkripsiyonel degisimlerin belirlemesi icin kullanilmistir ve bu degisimler
meme kanserinin ilerleme sirecinde olustugu icin, tamda gok 6nemli yontemlerden sayilirlar.
(Polyak, Riggers, 2001: 2948).

Meme kanserinde ¢esitli genlerin DNA’sinda metillenme araciligi ile sessizlesme, olasi bir
mekanizma sayilabilir. Meme timoérunde ilgili genlerde, genelde DNA’ larinin hipometillenmeleri
(0zellikle onkogenlerde) ve bolgesel olarak CpG adaciklarinda hipermetillenme  olay:
saptanmustir (Chio, James, Link, 2009:1889). Yapilmis arastirmalara gore, bazi genlerin, 3'
ucunda hipermetillenme ile genin ekspresyonu arasinda baglanti bulunmustur ve bazen
ekspresyonun artmasina yol agabilecegi gosterilmistir (Mc Cabe, Brandes, Vertino, 2009: 3927).
Meme kanserinde, ‘diferansiyel metilasyon hibridizasyon’ gibi, DNA dizin yontemleri
kullanildiginda CpG adaciklarinin hipermetillenme durumu genom boyunda belirlenmistir (Y an,
et a, 2000: 1438). Elde edilen sonuglarda, tumadr hiicrelerine ait yaklasik 30 tanimlanmamis CpG
adacigi belirlenmis  ve normal hicrelerden ayrit etmek igin uygun hedef sayilabilecegi
belirtilmistir (Huang, Perry, Laux, 1999: 459).

Ayrica normal epitel hicreleri, meme, kolon ve karaciger dokularinda da CpG adaciklarinda
metillenme saptanmig, nedeni X kromozomunun inaktivasyonu sirasinda bazi genlerin
metillenmesi veya genlerin damgalanmasi olabilir ve bu tip metillenmelerin genlerin dokuya
0zgu sessizlesmesine bagli olabilecegi vurgulanmistir (Shen et al, 2007: €181). Bunun tersine
meme kanserli hiicre hatlarinda, CpG adaciklarin metillenme orantisi daha biiytiktir Orn: APC,
CDH1 ve CTNNBL1 genlerin promotorinde, norma htcrelere goére daha yogun metillenme
gbzlenmistir (Hoque et a, 2009: 2694). Metillenme paterninin meme kanserinin at guruplarinda
dadegisimi saptanmistir (Auweraet al, 2010: €12616).

PCR’a dayal1 teknolojilerden biri, 'methylation sensitive restriction fingerprinting’ adlandirilir ve
meme tumorinde bu yontem ile DNA’nin metillenme degisimi incelenmektedir (Huang, et d,
2009: 2694).

17



Meme kanserinde genlerin metillenmesini incelemek igin baska bir yol olarak timor baskilayici
genlerin 5" ucundaki dizenleyeci bolgelerinin CpG adaciklarini veya ilk ekson’larinda
hipermetillenme durumuna bakmadir. Bu zamana kadar timorgenezis ile iliskide olan bir sirt
tumor baskilayict genlerin hipermetillenmesi bulumustur. Bu genlerin islevlieri dort temel sinifta
yerlesmektedir: hicre siklusunu dizenleyen, sinyal iletisimi, DNA tamirine Kkatilan,
transformayonda etkili, adezyon ve matastazda iliskis olan genler yerlesmistir (Brooks,
Cairns,Zeleniuch-jacquotte, 2009: 1539). (Tablol).

Tablo 1.Tumoér onleyici genlerin iglevleri Gzerinden simiflandirilmasi (Yang et al, 2001:115)

Gen Fonksyon Y':-'lég)e Kaynak
p16NKaa Sikline bagimh 15 Herman ef al.
kinaz inhibitérii (1995)
14-3-30 G2 kontrol noktas: 91 Ferguson et
al. (2000)
ERo. Esteroid reseptdri 50 Ottaviano et
al. (1994)
PR Esteroid reseptéri 4q Lapidus et al.
. . (1996)
RARB2  Esteroid reseptdri 5 Sirchia et al.
(2000)
BRCA1 DNA hasarinin tamirl 5 Dobrovic &
Simpfendorfer
) ) (1997)
GSTp1 Karsinogenlerin 30 Esteller et al.
detoksifiye etmesi (1998)
E-cadherin gpitel hiicre-hiicre 50 Graff ef al.
adezyonu (1995)
TIMP-3  pmmP'lerin inhibitori5 Bachman et
al. (1999)

2.7. E-cadherin:tumor baskilayici gen
E-cadherin geni (CDH1) kromozom 16g22.1' de yerlesmistir ve protein olarak, bir transmembran

glikoprotein uretir. Bu protein hicreleri fiziksel olarak hucre disina ve hucrelere baglar. Ayrica
E-cadherin proteini, B-catenin ile birarada hticre zarindan gekirdege sinya aktarir. E-cadherin
proteini normal epitel dokularda yukar1 miktarda eksprese olur (Mareel, Leroy, 2003: 337) ve
ekspresyonunun duzeyi ¢esitli  karsinomalarda Orn:  pankreas, migde, meme, prostat,
hepatoselltler karsinoma, ve mesanede azalir veya kaybolur (Berx, Roy, 2009: a003129). Bir
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sirti gen meme kanseriyle iliskide bulunmaktadir (Jong et al, 2002: 225) ve bunlarin bir kismu,
metillenme yoluyla sessizlesmistir ( Tablo 2).

TUmorgenezis, metastasin bir sonraki basamagidir. Bu olayda hiicrelerin arasinda adezyonu
kaybolur, kanserli hucreler kan damarlarina dogru gekilip ve kan dolasimina girir va yeni
metastatik bolgede biyimek icin tespit olunurlar. Metastazi 6nleyeci olarak U¢ gen katkida
bulunur: E-cadherin, doku  baskilayici metaloproteinaz 3 geni (tissue inhibitor of
metaloproteinase-3) (TIMP3) ve maspin . Bu genlerin meme kanserinde metillenmesi
saptanmustir (Debis, Welch, 2002: 441).

Buna gore E-cadherinin ekspresyonunun kaybi, meme epitel hicrelerin metastaz: igin dnemli
basamaktir. Ozellesmemis tiimér tiplerinde bu genin ekspresyonu azalip veya tamamen kaybolur
ve bu olay timorin agresivites ile artmaktadir (Colpaert,Vermeulen, 2003:718). E-cadherinin
alelik kaybi, |6buler meme kanserinde, yaklasik % 100'de bulunur ve ERbB2'nin over-
ekspresyonunda, E-cadherinin ekspresyonu azalmaktadir (Berx,Roy, 2009: 289). Meme kanser
timarlerinin yaklasik % 50'den fazlasinda, E-cadherinin promotord, metillenmistir (Tryndyak,
Beland, Pogribny, 2010: 2575).

E-cadherin geninin ekspresyonunun kayb: ile timorin dagilmas: ve hastanin yasamda kalma
(survival) arasinda iliski bulunmaktadir (Ehdaie, Theodorescu, 2008:61). Ekspresyonun
azalmasinin mekanizmalarindan, heterozigosite kaybi (Cheng et a, 2001: 3814), mutasyon
(Fearon, 2000: 515), trans-acting yolaklar (Hara, Ji, Fearon, 1999: 7274), kromatinin yeniden
duzenlenmesi (chromatin-rearrangement) (Rodrigues, Pinto, Pereira, 2004:1535) ve promotétrde
CpG’'nin hipermetillenmesidir ve E-cadherinin inaktif etmesinde katkida bulunurlar (Masciari,
Larsson, Senz, 2007:726). Bu arastirmanin hipotezinde, E-cadherin geninin promotorindn
CpG'lerinde yogun metillenme ve meme kanserinde E-cadherin protein ekspresyon kaybina
neden oldugu farz edilmistir.

Adinda E-cadherin aracilig1 ile hiicre adezyon sistemi bir invazyon baskilayict sistem olarak,
kanser hucrelerinde ¢calismaktadir, dolaysiyla, E-cadherinin ekspresyoununun kaybi, hiicrelerde
invaziv fenotipini kazendirir (Biyuktunger, Arisan, Ozdilli, 2003:57) ve E-cadherin
ekspresyonunun kaybr invaziv 6zellesmemek (dedifransiyasyon), limfo-vaskuler invazyon ve
limfatik nodultin metastazi, uzakta (distant) metstaz ve kisalmis slrvayvel siireci (disease-free)
ile baglantidadir (Lin et &, 2010: 670). Yapilan arastirmalara gore, E-cadherinin ekspresyonu

yuksek timor derecesinde (grade), 6strojen reseptorinin negatif olmasinda ve metastatik meme

19



kanserinde ¢ok anlamli miktarda azalmistir (Putti et a, 2005: 26). Ayrica meme karsinomasinin
ilerlemis evresinde (stage), E-cadherinin ekspresyonunun kaybi, timoére, invazive glcl
kazandirmaktadir (Oka et al, 1993: 1696). Meme kanserinin invaziv dukta karsinoma tipinin bir
kisminda,  E-cadherinin ekspresyon kaybi ve karmasik bir panelde, diger kisminda
ekspresyonunun artist  rapor olmustur halbuki lobuler karsinomasinda, E-cadherinin kaybi
timorlerin yaklasik %100'de bulunmaktadir (Acs et a, 2001: 85). Meme tumdrin tipinin
devaminda, inflamatory meme timorinde , E-cadherinin yogun ekspresyonu gorintr ve bu
olayin muhtemel nedeni, inflamatory meme timorinin metastatik mahiyetinden kaynaklanabilir
(Cristofanilli, Buzdar ve Hortobagyi, 2003: 141).

Tablo 2.insanin meme kanserinde metillenen genler ( Huang, Esteller, 2011, doi:
10.1101/cshperspect.a004515)

Fonksyon Genler
Anjogensz CXCRY, HIFLA, IL2, IL 10, NOS3, VEGF
Apoptozis APAFL, BAKT, BAX, BIM, BME BCL2, BCL2L1, BCL2L2, CASPS, DR4, DES,

FADD, MCL1, SFRPI, PYCARD, TRAIL, XIAP

hazlanan proteinler CEBPL, FABF3 {MDGE ), GATAS, GNAL HRAS, IGFEP3, IGFBEPY,

T déniisiing k IDIRAPT, LRP2, PRECDREE SORT
Hicre danishnid kontrol  cewa g covaz, CONDI, COND2, CDENIA, CDENIB, COENIC,
Eler'I er CDENZA, CTPS, DECH, DINANCIS, (GADIDES, FPB4113, GREM 1, [GF2,

RAD®RA, SFN, RNRI, 5CGR3AL, TYMS
KLK6, KLETO, hTERT, ABLI, AK5, AKTI, DAPE, FIT3, RAFI, TEE, PTGS2,

CYP1Bl, H535T2, HSDI7B4, GSTII, NAT1, SAT2, SULTIAL SYK, TDH,
: WRN
DNA tamir/ karsinogenlerifgen MLHI, PREDC, RPAZ, TYMS, XROCS,  XROC6
detoksifive edenleri
Enhanserler ve transkripyoifXA2, HOXAS, HOXDII, IRF7, IDa, MYODT, PAXS, PAXG, FOLEFT,
fakttrieri RUNX3, SIML, SIM2, TWISTI,  WTI
Orman reseptérleri ve k'nEiJiR' {_'.“.Ju LiCA, Fn"‘{‘].’-_‘i’. H’('J F{?.FR._E:HHHE. !-;ii?!.. I.-.."T.F-!E. lZ':.-'l.I._H_‘ ITB4R,

2 PR, RARB, 5TK11, TGFRBI, TIGFER2, TNFRSFI2, LA

Froteaztranskriptaz ve
anzimler

:ml'.'ln yanitlar CsA DM (TSLCT) CDa0, CIe, CDED, CO86, and [CAMI
nvazyon,/matastaz COLYAR, MMP2, MMP9, MT14, PIS3, RECE, ROBOI, S1004 4, SLIT2,
gnleyvenler THB31, TIMPL, TIMFPZ, TIMFP3. TIPZ, TPMI, VCAN

barbpatetiece 'kcprcte'ﬁ*ﬁ:ﬁ"' J.an CDOPL, CDHI, CDHS, {?I:HJ.:_. :_:.L‘r_r:. .Li.ﬁfi-f. EDNRE,
ik BBl E Gl B2, GPC3, LAMAS, LAMBS, LAMOC2, MUC2, NEFL, PCLIHIO,
¥e 2l DaplproeInier RARREST, REP'I TMEFF2, TSPANZ, SIC5A5, and SLO6AZ0
Umor baskilayici genler  apc, BRCAL CAVI, CST6 DAB2, DOC, DLCI, FHIT, GSN, H19, HICI,
LATSI/LATS2, PLAGLE, PTEN, RASSFIA, BRI, RELI, PRDM2, SNOG,
Tamar antijenleri SERPINBS, TP53, TSC1, TSC2, TUSC3, VHL, WIIFI
ABO, MAGEAL :  MME

Tumordn ilerlemesinde, E-cadherinin transkripsiyonel inaktivasyonu, streklilik gostermektedir
(Onder et a, 2008: 3645). E-cadherin, -3 ve y catenin ile birlikte ‘adherent junction’ larin temel
bilesimini olusturur (Sekil 6) bu tur iliskilerde, hlcre-hiicre baglantisinin tespit etmesine
yardimict olur (Schlosshauer, Ellenson, Soslow, 2002: 1032). Ayrica cadherin sistemi direkt

olarak onkogenlerin Urtnleri ile 6rn: c-erbB-2 proteini (Souza B, Taylor-Paradimitriou, 1994:
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7202) ve epiderma hicrelerin  buytme faktorinin reseptorl ile ve adenomatoz polipoz coli
(APC) adli tumor baskilayict genin proteini ile iletisimde bulunur (Y atesWells Turner,
2005:366) ve bu islevleri B-catenin araciligr ile gerceklestirir (Tanaka et al, 2003:557). Bu
katkimin sonucu uyar: iletim yolaklarinda 6nemli olabilir ve buda insan kanserlerinin biolojik
Ozelliklerini belirlemektedir (Potter, Bergwitz, Barbant, 1999: 207).

Arp2ra

Sekil 6. Hure-hicre sinyal sistemi ve E-cadherin youlu ile Rac yolaginin tetiklenmesi (Y ap et
al,2002)

2.8. GSTP1; genetik stabilitede katkisi olan gen
GSTP1 bir otozomal gen olarak, kromozom 11g13’in Uzerinde yerlesmistir. Glutathione (GSH)

ve ona bagli sitozolik GST'ler (faz Il metabolik enzimler), xenobiotik ve kemoterapotik
elemanlanin detoksifiye etme yolaklarina katkida bulunurlar (Vlaykova, Miteva, Gulubova,
Stanilova,2007: 1209). GST enzimleri, htcrenin iginde, detoksifiye reaksiyonlarin: kataliz edip
ve bu reaksiyonlarda kimyasal olarak reaktif elektrofil’leri GSH’e konjuke ederler (Townsend,
Tew, 2003: 7369). Ayrica DNA hasarinin dnlemesi bu proteinlerin glutathion-S-transferaz ol arak

(GST) adlandirilan sinifimin araciligr ile gergeklesir ve DNA onarim enzimleri ile dizenlenir

21



(Wang et al, 2010: 365). GST= proteini, gevresel mutajenlerin araciligiyla, DNA’da olusan
kovaent modifikasyonlar kars1 koruyabilir (Donkena,Y oung,Tindall, 2010:1).

GST’ler, farklt a, p, © ve 6 gen aileleri tarafindan kodlanirlar (Bjork et a, 2006: 10.1096/f].06-
5896). n- sinifinda olan GST’ler, GSTP1 genin tarafindan kodlanirlar (Franki, Dolzan, Arneric,
Dodic-Fikfak, 2008:7) ve meme kanserinde ¢cok ©zel 6neme sahiptirler (Gudmundsdottir,
Tryggvadottir, Eyfjord, 2001: 1169).

Glutation-S-transferaz =~ 1(GSTP1) geninin, promotér  bdlgesinde CpG  noktalarin
hipermetillenmesinin rol, hormona bagimli1 kanserlerde bir biyomarker olarak belirlenmistir.
Farmakolojik ganlart az miktarda konjuge etmes nedeniyle, GSTPL1'in hipermetillenmes,
tedavinin ilerlemesine neden ol abildigi belirlenmistir (Dejeux et a, 2010:68).

GSTP1 genin metillenmesi , meme, karaciger, prostat, bobrek ve akcigerde gozlenmistir
(Ronneberg et a, 2008:5562)

Ozel genlerin yogun metillenmesi segici olarak, timoriin tipine veya grubuna bagiml: oldugu
gozlenmistir. orn: alesel meme ve over kanserinde, BRCA1 mn metillenmesi  goérintyor
(Esteller et a, 2000, 564). GSTP1-negatif hiicre MCF-7  hattinda, mRNA ekspresyonu 5-aza
muamelesi ile indUklenebilir ve de novo seklinde, n-simifinda olan proteini Uretebilir (Lin et &,
2001, 1815). MSP yontemine dayakli bulgulara gore, primer meme kanserinde, GSTP1'in
promotor bolgesinde, timorin derecesine bagli olarak, % 25-33 arasinda metillenme
gorunmektedir (Hoque et a, 2006:4262).

Meme kanserinde, ER (Gstrojen reseptorl)) ve ER negatif olan meme kanserlerinde GSTP1
geninin promotor bolgesinde metillenme durumunda, farkliliklar gozlenmektedir. Dolaysiyla
metillenme profili bu iki tir tumdrde farkli olma anlamina gelmektir. GSTP1 geninin
promotorinde, hipermetillenme durumu, ER-pozitif timdrlerde, ER-negatiflere gore daha sik
gorinmektedir. Bu olay hem erken ve hemde ilerlemis meme timdrlerinde gozlenmistir ve ER
(veya hormon reseptorll)’ niin - ekspresyonu, epigenetik degisimlerin meydana gelmesinde etkisi
olabilir (Muggerud et a, 2010:R3).

Epigenetik degisimler, gen ekspresyonunu kontrol eder ve oksidatif DNA hasarinin birikmesine
neden olabilir. Bu mekanizmalar metillenme olayr veya CpG dintkleotitlerin oksitlenmesi
yoluylameydana gelmektedir (Basha, Reddy, 2010:636).

Sitozinin 5. karbonunda yerlesen metil grubu, sekansa-6zel DNA'’ya baglanan proteinler igin

Onemli bolgedir. 5 metil sitozin, hidroksimetil sitozine cevrilip ve MBP ler (metile baglanan
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proteinler)’ e baglanma afinitesini degistirir ve kromatinin sonraki kondanse olma basamagina
etki saglar ve bu sekilde, epigenetik degisiminlerinin etkisini dizenler (Valinluk et al, 2004:
4100).

2.9. DNA metillenmesinin tamma:
Bazi durumlarda epigenetik degisimler genetik degisimler kadar, genin fonksiyonun kaybina

neden olabilir (Baylin et al, 2002:299). Promottr bolgesinin hipermetillenmesi, karsinogenezisin
her basamaginda meydana gelmektedir. Bazen epigenetik degisimler, premalign olay1 olarak,
mutasyonlarin olusumuna yol agmaktadir (Siedlecki, Zielenkiewicz, 2006:245). Cesitli timor
tiplerinde tUmor baskilayici aday genlerde promotoriin  hipermetillenmesi  tamimlanmustir
(Bibikova et a, 2006:383). Genin ekspresyonunun azamasinda, promotdr bolgesindeki
metillenme ve genomdaki CpG bolgelerindeki mutasyonlarin birarada etkisi olabilir (Schuebel et
a, 2007: el57). Metillenmenin incelemesinde U¢ yaklasim tammlanmigtir: 1) Genel metillenme
profilinin belirlemesi 2) CpG bolgelerinde metillenme paterninin belirlenmesi 3) Metillenme
duzeyinin her CpG'de belirlemesi (Cheng et a, 2006:282). Bazi kaynaklarda bu ydntemler
detayli olarak bulunmaktadir (Huang, Esteller, 2010:2:a004515), ancak metillenmenin
incelendigi yontemler surekli ilerlemektedir. Gunumuizde yayinlanimig yontemler, kisaca Ug
grupta siniflandurilir:

Birinci sinifta, endontkleaz sindirimi, araciligiyla pargalanma yontemine dayaklidir. Gerekli
olan, metillenmis sitozinlerin, restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin tamdig: bolgelerin icine,
yerlesmesidir ve enzimlerin (6rn: Hpall ve Hhal) metillenme ile, aktivitelerinin etkilenmeleri
sart olmalidir. Genomik hedef bdlgesinin metillenme durumunun incelenmesi, Sothern blotlama
hibridizasyon yontemi ile bu sinif arastirmalardan sayilir. SOylenen teknikte, hedef bolgeyi
tammak icin restriksyon enzimlerine 6zel tanitim bolgelerin olmasi sarttir aryrica bu yontemde
cok miktarda DNA’yaihtiyac duyulur (Strobel ve Thompson, 1984: 8074).

Ikinci gurup arastirma yontemlerinde, sitozin ve 5-metil sitozinin kimyasal modifikasyonlarina
kars1, farkli duyarliliklarindan yararlanilir (Rein, Pamphilis, Zorbas, 1998: 2255).

Memeli genlerinin arastirmasinda, genomik DNA'nin sekandamasi, ligasyon aracili PCR
(Ligation-madiated-PCR) yontemiyle yapiimaktadir. Bu yontemde 5 metil sitozinlerin tek
nikleotit diizeyi ve kismen niteliklerinin belirlenmes mumkuindur. Bu tip tekniklerin yuksek
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Ozellik gostermeleri ve dolaysiyla yiksek duyarliliklarina ragmen (sadece 0,5-1 mikrogram DNA
yeterlidir), teknik olarak gok komplekstirler (Pfeifer, 1992: 107).

Son yontemde, bisilfit mumeles olarak tammlanmigtir. Genomik bistilfit sekanslamanin temeli,
metillenmemis sitozinlerin, daeminasyonu ve urasile cevirilmesine dayalidir. Bu yontemde,
metillenmis sitozinler bisilfit ile reaksiyona girmez ve oldugu sekilde durur. Kimyasal
reaksiyonun sonunda, istenen bolgede, PCR amplifikasyonunun yapilmas: gerekmektedir (Huang
et al, 2010: eB8888). Bislilfit sekanslamanin gogunlugunda, ilk basamak olarak klonlama yapilir.
Tutusturma (alignment) analizlere gbre amplifiye bolgede, orijinal (muamele olmamis) ve
klonlanmig (muamele olmus) nikleotid dizilerin  kiyaslamasiyla, metillenme durumu
belirlenebilir (Rauch ve Pfeifer, 2005: 1172).

Bistilfit ile muamele olmus DNA’mn PCR (riini, baska yontemlerlede incelenebilir. Orn:
birlesmis bisllfit restriksiyon analizi (Combined bisulfite restriction anaysis, COBRA). Bu
teknikte, bistlfit ile mumaele olmus bolgede, enzim sindirimine bagli olarak metillenmis ve
metillenmemis DNA’ nin arasinda farklilik belirlenmektedir (Xiong ve Laird, 1997: 2532).
Bistlfit muamelesine dayanan yontemlerden biri, metillenmeye 6zel PCR (Methylation specific
PCR, MSP)'dir (Goesd et al, 2000:5941). Sodyum bigilfit ile muamele olmus genomik DNA, bir
kal1p olarak sonraki PCR reaksiyonunda kullanilir. MSP ye 6zel cift primerler, hazirlamp, primer
dizaymnda, bislilfit ile muamele olmus ve muamele olmamis kalip DNA’nin arasinda farklilik
gosterilmektedir. Ayrica, CpG adaciklarinda, metillenmemis (deamine olmus) ve metillenmis
(deamine olmamus) sitozinlerin arasinda farklilik bulunmaktadir (Mund et al, 2005: €73). Ancak
MSP ile kiyaslandiginda sensivitesi azdir ve bu nedene goére bu yontem sadece kantitatif veya 5-
metil sitozinin dagilimimin analizinde kullanilir. Metillenmemis sitozinler yeterince urasile
donlsmesse, yanlis pozitif sonuclar alinabilir. Ayrica yanlhs-ciftlesme (mis-pairing) olayinin
potangyeli dzellikle yiksek PCR’1n siklusunda bulunmaktadir (Shaw et a, 2006:€78).
Metillenme durumunun arastirmasi icin, baska bir yontem olarak, metillenmis DNA dizisine
baglanan MeCP2 (methyl CpG binding protein 2) proteinin, MBD (methyl-CpG-binding-
domain) domainine segici olarak baglanmasidir (Fragaet a, 2003: 1765).

Nicellik analizi icin bir strti yontem bulunmaktadir 6rn: klonlama sonras: bistilfit sekanslamast,
ve pirosekanslama’ s, klonlama sonrast sekanslamanin dezavantaji, yontemin ¢ok basamakl
olmasi, vektdr hazirlanmasi, pozitif klonlarin taminmast ve zaman aicili  olmasidir.

Pirosekanslama, kisa dizileri tamyabilmektedir (Jiang et a, 2010: 282). Baska yontemlerden,
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mass spekterometre ile metillenmeden bagimsiz PCR (Schatz, Dietrich, Schuster, 2004: €167),
floresanss ile PCR karisiminda DNA’da metillenmis sekansin bulmasi-methylight-adli yontem
sayilabilir, bu yontemde mono ve bi-alel metillenmeyi ayirt edilebilmektedir ( Eads et 4,
2000:€32), bu yontemlerin her ikisinde ¢cok kompleks basamak kullammi dezavantg) olarak
sayilir. Agir metillenmis alleller icin nicelik analiz yontemlerinden biri, ( quantitative analysis of
methylated allels)( QAMA)( Zeschnigk et al, 2004:€125) tanmmlanmaktadir. Bu yontemlerin her
biri icin bir sirl avantg] ve dezavantglar bulunmaktadir ve genelde analizler i¢in dnemli olan
sartlar, DNA’nin konsantrasyonu ve yontemin duyarliligidir.

Ozel bir genin promotoriinde metillenme durumunun incelemesi icin bu yontemlerin cogunlugu,
uygundur. Metillenmeyi genom boyunda incelemek icin baska tekniklerde mevcuttur 6rn: yiksek
verimli kapiler kromatografi ( HPCE) (high-performance- capillary —chromatography) (Stach et
a, 2003: e2), yuksek verimli sivi fazinda kromotografi ( HPLC) (high-performance-liquid-
chromatography) veya restriksyon yoluyla genomun taramasi ( restriction landmark genome
scaning RLGS,) RLGS ile DNA’'min metillenmesini incelemek icin genomun bazi bolgelerinde
orn CpG adaciklar arastirilir (Smiralgia& Plass, 2002:5414). Buna ilaveten genom boyunda yeni
mikrodizin yontemleri ¢ok verimli  yontem olarak, CpG ve promotor bdlgelerinin
metillenmesinin incelemesi icin tammlanmigtir. Cok miktarda DNA gereksinimi olan bu
yontemler, biyomarker olarak kullamlamaz ancak toplumdaki degisimlerin belirlemesi icin ¢ok
basarilidir ve yeni tumor baskilayici genlerin bulmas iginde faydal1 olabilir (Gitan et al, 2001:
158). Genelde, bu tur arastirmalarda tek bir Gstin yontem bulunmamaktadir ve yontem secimi
tamamen arastirmanin amacina bagimlidr.
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2.9.1. Bisiilfite 6zel PCR (BSP):

Bisiilfite dzel primerler

--=T )} .
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3 ==AITIUANGG==-T M‘ G T-=5" 3'—-A T hl’.‘GG“~ JATUGUT==5"
o {0
5* --"m.q"'c;oc---mm CAA==] BF == TAAAATGCC === AAATARC AR ==3"

-=ATTTTATGG-—-TTTATCE: T--E’ 3! --ATTTTATGG---TTTATTGTT--5'

invitra'da
Sekanslama prirfierleri \-L-h“‘-\_t\rans-krips‘-,'un
Denatdre R
CpG hdlge 5||:ak 51:r|k51,1:|n ayen jes n 52&“\
|:IIE||:IFI rler ha

ME-S5CA Baza dzel parcalama
Direkt sekanslamsa MALDI-TOF

Pirosekanslama

Sekil 7. Bisulfit ile muamele olunmus PCR drininin metillenme arastirma yontemleri
(http://en.wikipedia.org/wiki/Bisulfite sequencing)

Bisllfit sekanslamanin temeli, DNA dizisinde sitozinin urasile (dolays ile timine) donistimi ve
5-metilsitozinin degisimemesidir bunun icin bir sirti yétem bulunmaktadir (Sekil 7). DNA’nin
amplifikasyonu icin, Bisllfite 6zel PCR’1n (Bisulfate Specific PCR, BSP) uygulamasi
gerekmektedir. Bunun igin, arastirilan genin hedef bolgesini segtikten sonra elde veya bistilfite
0Ozel softwear’ler ile primerler dizayn edilir. Bu primerler, CpG bdlgelerini icermemelidir
dolayisiyla, bistlfit ile muamele olmamis DNA’ile komplmenter olmamal1 ve metile bolgenin
yakinhiginatutunarak ( flanking) ancak aranan bdlgeye dahil olmamast sarttir. Bu nedenlere
gore, MSP' nin tersine, BSP’ de hem metile hemde metillenmemis diziler gogaltilacaktir. Bu
yontem, kuglk uzunluktaolan nanogramlik DNA’ya uygundur. Standart protokol’ da, 500 ng
ornek kullanilir.CpG’ de yerlesmeyen sitozinler, i¢ kontrol olarak kullanmaktadir (Shaw et a,
2006:561).
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2.9.2. Bidllfit sekanslama
2.9.2.1. Kapiler elekteroforez

Esasolarak, DNA’nin sekanslama tiriinleri, poliakrilamid jel ile ayrilir ve manuel seklinde iki
cam kapak arasindayerlestirilir. Kapiler elekteroforez bir denattire edici polimerler kullanilir. Bu
yontem jel ayrilim teknikine alternatif , verimli ve rahat bir yontemdir.

DNA parcaar floresansile isaretlenmis ve molekuler agirliginagore ayrilirlar. Jel akimina
ihtiyag olmadigina gore, kapiler elektroforezde DNA sekanslamas: tamamen otomize ol mustur
(Yang et a, 2006: e 61).

2.9.2.2. Sekanslamanin esag
Kapiler elektroforez stiresinde, sekanslama siklusunun uzatilmis Grdnleri bir kapiler tipe girerek,

elektroforez reaksiyonu tamamlanir. Tamponlu sekanslama reaksiyon karisimina, yiksek voltaj
uygulamir ve negatif sarjli parcalar, kapiler tipine girer. Uzatilmis drdnler, tota sarjlarinda
dayanarak, bilyiikliklerine gore ayrilirlar. Orneklerin elektroforezdeki hareketlilikleri, tampon
tipi, konsantrasyon, PH degeri, uygulama ortaminin sicakligi, voltgy miktar1 ve kullanilan
polimerin tipine gore degisir. Kisaca, pozitif elektroda ulasmadan once, floresans ileisaretlenmis
DNA parcalari, kendi buyukltgine gore ayrilir. Bu lazer dalgsi, parcadaki floresans boyam aktif
ediyor. Optik tamma cihazi bu floresans: tamitliyor. Verileri toplayan softwear, floresans
sinyalini, dijital verilere donusturtr ve verileri dosya olarak kayid edir. Her boya, tetiklendirdigi
lazere, kendi 1sintisini farkli dalgada sagar ve buna gore, tam 4 boyave dolaysi ile her 4 baz igin,
farkli eyre cizilir ve kapiler injeksiyonunda tanimlanabilir( Sekil 8) (Franga, Carrilho, Kist,2002:
169).

AT TEERATE cAn ACEAGCCEGEAAD TRAAD
160 150 =00 B
Al Y A “”HL Py
1 FTIRLRI "1 Bir per
o Vol 155

T Reaksyo i [ ]

S
G Reaksyo l] . . . ' I ' l —Bir boya
G Ruakspan- . Dart gerit
A Ruakppan- 10 00 1 ] [ ] ] 1111

Sekil 8. Florsans sekanslama ve radyoaktif sekanslamanin sonuglarinin kiyaslamasi
(www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_041

003.pdf, 2010)
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2.9.2.3. Otomatik sekandamann is akemunin semasi

DNA K alibinin

Hazirlamasi

Dizi

sekanslama

1. DNA pargasi, plasmid, BAC,Y AC’ dan DNA kalibinin hazirlamasi
2. Primerlerin dezaym

3. Kalibin temizlemesi

4. DNA’nin kalitesinin ol¢ilmes

5. DNA miktarinin hesgplamak

DNA kal1binmin hazirlamas: basamagindan bir drnek:

PCR drtnleri
Plasmidin DNA’sI
Genomik DNA
BAC 1n DNA’sI
YAC'1n DNA’sI

1. Sekanslamanin kimyasal segimi
2. Siklus sekanslama reaksi yonunun hazirlanmasi
3. Termal donguisiinde sekanslama reaksiyonunun yiritilmesi

Siklus sekanslamanin giktisi:
Boya (Dye) terminatur drtinleri veya Boya ( Dye) primer trunleri

Al@ @

AlC|@® O A[C]

A C[Cl® ® A C[C]
— A C C[Gl® O A C C[G]
_ACCG D A C C G[T]
— A C C G T[A@® @] ACCGT[A]
— A CCGTA[T|® @ ACCGTAIT]
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Bir metot ile, uzatilma trinlerin saflastirmasi
Big Dye X terminator saflastirilmasi

Etanol presipitasyonu
saflastiriimasi - Spin-kolon saflastirmasi
Alternatif saflastirma proseduirleri

Uzatilan Urunlerin

Saflastirdiktan sonra, 6rneklerin elektroforez igin hazirlanmas

Uzatilma Urdnlerinin saflastirma giktisi:
Saflastinlmig Dye terminatdrin Grinlerini veya saflastirilmis dye primer Grinleri

2.9.2.4. Sekandama icin primerler
Sekanslama sirasinda, PCR Urunleri iki serli sekanslanmasi yontemin dogrulugu (accuracy) %

99'e kadar yukselir. Bu yontemde farkl: primerler kullanilabilir. Ancak PCR primerleri,
sekanslama primeri olarak kullanilsa, 6zel primer dezaynina gerek kalmadan sekanslama
kurmast, PCR primerleri ile yapiliabilir. Bu yontemin dezavanataji her sekanslamada bir master
mix hazirlamasidir (Sekil 9).

(www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_041

003.pdf,2010).
F DMNA kaliba

PCR primerleri

. ¢

Sekanslama

Sekanzlamanin ileri primeri

PCR kalib:

|

Sekanslamanin geri
primeri

Sekil 9. PCR primerler ile sekanslama

(www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_041
003.pdf, 2010)
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Esasen, metillenmeicin iki yontem kullanilir, bu secim elde olan verilere ve arastirmanin
amacinabagimlidir: metillenmeye 6zel PCR ve bisiilfite 6zel PCR. Her iki yontemin ilk
basamaginda, bisilfit donistmu ortaktir. Epigenetik olayin, tammlanabilen hale getirilmesi ve
kalic1 sekilde (stable) degisime cevrilmes icin, bistlfit dontsimi uygulanir. PCR sirasinda
orijinal metillenme ortadan kaybolur. Sodyum bislilfit ile muamele olunmus DNA’ nin sekansi
muamele olunmamis genomik DNA'ile kiyaslanir, cok dikkatli sekilde DNA zincirinde tim
metillenen sitozinleri tanimlamak olabilir (Sekil 10 ve 11).

FCEGTAGCGATGAGGGETTTEGTTAGCETCGCEECECGE6E
150 160 170 180

Sekil 10. Muamele olmamis DNA dizisi. Oklar metillenmemis sitozinlerin konumunu
guaninden once gostermektedir. Bistlfit muamelesinden sonra, metillenmemis sitozinler, timine
dontsayor.

(www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_041
003.pdf)

UTUUTAUTUATUAUUUTTTUUTTAUTUTTUTUOUTUTUUTY
60 170 1§80 19

Sekil 11. Bisulfit ile muamele olmus DNA sekansi. Oklar metillenmemis sitozinlerin
konumunu gostermektedir. Bu sitozinler bistlfit muamele sonrasi timine déntsmastr.

(www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_041
003.pdf)
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Bistlfit ile muamele olmis ve olmamis sekanslarda, bistlfit sekanslamasinin zirve ( peak)’lerini
kiyaslama seklindedir ve kantitatif degil. Metillenmenin niteligini 6lgmek igin, parcalarin analizi
gerekmeltedir. Metillenme sekansinin verilerini toplamak igin iki yontem bulunmaktadir. Her iki
secimde de bistilfit dontisumi ve PCR amplifikasyonu gerekmektedir ancak, bir yontemde PCR
drdint direkt olarak sekanglanir ve diger yontemde PCR urdnleri klonlanir ve daha sonraklonlar
sekanslanir (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms_039258.pdf ).

bisulfit klonlamadan sekanslama ve normal sekanslama kiyaslanmstir (Sekil 12).

DA saflastirmas:

E Denatire
= ¥
. Bisiilfit
; ¥
e
Yikama

Primer Primer

dezayni _diiT_l_
1]
E L 2 IR
E Yikama Yikama
s 2
1]
2

E(nr:titatif o Kantitatif

siklos Sikdos |
E Yilksrng Yikama PCR
1 [— ¥ -
-'E Kapiler elektqo Kapiler elekiro o Kapiler elektrofgrez
u =

—foreg—— 2 ¥
3 &
Analiz E Analiz

Sekil 12. Normal ve direkt sekanslama is akiminin kiyaslanmasi
(www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_041

003.pdf)
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2.10. Gen ekspresyonunun saptamasi: Wester n blotlama (W.B):
Kat1 faz imminoassay yonteminde proteinler 6zel yapay membranlara yeterince gucli olarak

baglanir ve kat1 fazinda imunoassay ¢alismasi saglanir. Baglanan proteinler kendi antijenisite
konumlanyla, 6zel problar maruz kadig: taktirde bu yerlere baglanirlar. Yapay membranlara
baglanan proteinlerin problamas: icin farkli teknikler gelismistir. Bu tekniklere genellikte blot’
denilir. Genel olarak, proteinler elektroforez jelinden bir membrana aktarlir ve daha sonra
antikorlar ile problanir. Bu yontem ‘immin blotlama veya * Western blotlama olarak
adlandirilir. Bu yontemde PAGE’in (1-D veya 2-D) rezolisyonu ile imminoassay Ozelligi
biraraya gelir ve bir komplekste bulunan proteinler, birebir tammlamr ve saptanir. Western
blotlamada elektroforetik ayirma tamamlanir ve proteinler elektroforez ile jelden membrana
aktarilir (http://issuu.com/abdserotec/docs/westernblottingbrochure, 2011) (Sekil 13).

Arntigen

Antibody

Sekil 13. Antijen ve antikor etkilesimi
(http://issuu.com/abdserotec/docs/westernbl ottingbrochure,2011)

2.10.1. Western blotlaman:n gerekgesi
Western blotlamada hedef proteinlerin kimligi dogrulamr. Bu yontemde proteinler hem spesifik

antikora baglamr hem de buyuklugt belirlenir. Ayrica bu yontemde beklenmedik sonuclarin
nedeni ve hangi proteinin izlenilecegi ortaya ¢ikar. Elde edilen band beklenilenden kugtikse,
protein parcalanmustir. Eger bllylkse, glikozilasyon veya multimer formu olusmustur, alternatif
kesilip ¢ikarilma (splicing), proteinin boyutunu etkileyebilir. YUKIG amino asitler de epitopa
ulasimu etkileyebilir (Gomez et al, 2008: 3889). Western blotlamada proteinlerin dokuya ¢zel
ekspresyonlar belirlenip, ilag Uretimi veya hastaliklarin taniminda yardimici olabilir (Okamura
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et al, 2008: 3194). Ayrica proteinlerin fraksiyonlar: bu yontem ile belirlenir. Blotlama yontemi
imunhistokimya veya ELISA gibi metodlara kombine olabilir. Sonuglarin hizli ve agik olmasina

gore, bir ‘ek tarayici test’ (supplementary screen test) olarak secilmistir.

2.10.2. Imiin blotlama
Imin blotlama prosediirii birkag basamaktan ibarettir: 1. Proteinlerin elektroforez ile jelden

membran Uzerine aktariimasi ve tespit (imobile) edilmes , bu aktarimda membran ile je bire bir
aynidir. 2. Membramin  Uzerinde protein  dolmamis  bolgelerin, antikorun non-spesifik
baglanmamasi icin, doyurulmas: (saturate). Bu basamaga ‘Bloklama veya ‘Quenching’ denilir.
3. Elde edilmis band (blot), ikinci kez blotlanir. Ikinci prob bir antikordur ve primer antikor icin
spesifiktir ve bir tanimlayicit enzim ile konjuge olunmustur. Aranan protein bolgesi, enzim ile
isaretlenir ve bu isaret primer ve sekonder antikorun 6zelligine (spesifitesine) baglidir. 4. Enzim
substrati suda ¢ozilmez hale gelmis sekilde eklenir ve blot ile birlikte inkibe olunur. Enzim
¢alismasimn sonunda boyal1 bir Griin olusur ve baglanan bdlgede bir nokta (blot) veya bir band
bulunur ve bu aranan proteini temsil eder (Towbin ve Staghelin, 1989: 495) (Sekil 14).
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Sekil 14.Western blotlama semasi
(http://issuu.com/abdserotec/docs/westernblottingbrochure,2011)

Elektroforez ile protein ayirmasi; blotlama membranina aktarim ve hedef proteinin tanimlamast,
bu protein sadece son basamakta band formunda gortnur (3. serit).
Serit 1: Onceden boyanmis molekiiler agirlig: standartlar.

Serit 2,3: Protein karigimu
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2.10.3. Blotlama malzemeleri
Proteinleri jelden membrana elektro-transfer edilmesi, elektrik akimi ile uygulanir. Jelin

kalinligindan gegen akim, proteinleri jelden koparip membrana aktarir. ki tir elerktro-transfer
yontemi bulunmaktadir: 1. “Yarn kuru’(Semidry) transfer cihazi 2. Tamponla dolmus meydan’
(Buffer-filled tanklar1) (Sekil 15). Transfer tanklar: plastikten yapilir ve iki elektrod, tank zarfinin
iki ucunda yerlesmistir. Akima yalitkan kasetlere dikey olarak tank icerisine yerlestirilir ve
elektrotlara paralel seklinde konulur ve elektroforez tamponunda emilir. Tamponun buyuk
miktarindan dolay1, transfer sirasinda olusan sicaklik onlenmektedir. Yari1 kuru blotlamada jel ve
membran sandvi¢ seklinde ve yatay diizeyde yerlestirilir ve tamponda idatilms iki filter kagit
arasinda elektrotlara baglanir. Yart kuru sistemde yerlesen elemanlarin ¢ok yakin temaslari gucli
akimi saglamaktadir. ‘Y art kuru' terimi filtere kagitlarinin 1slatim igin kisith miktarda tampon
kullanimi anlamina gelmektedir. Yari kuru sisteminde kuguk molekiler agirlikli proteinler
membranlardan gegerek, tamponun azligindan kaynaklanan zamanin kisa olmasi nedeni ile bazi
yuksek molekiler agirligi olan proteinler zayif miktarda aktarilir (Diller et a, 2011:
http://www.invitrogen.com/etc/medialib/en/fil elibrary/pdf.Par.292).

2.10.4. Immiin blotlamada membranlar ve tamponlar
Membran icin en ¢ok kullanilan madde, nitroseltiloz ve polyvinylidene flouride (PVDF)'dir. Her

iki membran, 100 pug/cm? de proteinlere baglanma ézelligine sahiptir. Nitroseliiloz bir deneyin ilk
basamaklarinda ¢ok iyi kullammlidir. PVDF membrani, 6zel kimyasal maddeleri proteinlerden
uzak tutamasi icin ve sekanslama yapilan proteinler icin iyi segenektir. SDS-PAGE icin
kullamlan tank tamponlarn elektroforez tamplonlarin  modifiyesidir. Yar1 kuru transfer
tamponunun icerigi 48 mM tris, 39 mM glisin, 20% (v/v) metanol ve PH=9 dir. Tampondaki
metanol, SDS'i, protein-deterjan kompleksinden koparir ve proteinler ile membran arasinda olan
afiniteyi arttirir (http://danish.pall.com/variants/pdf/pdf/laboratory 48923.pdf).

Denatuire olmayan jellerde, metanol kullanilmaz. Membranlarin problamasinda, yagsiz siit tozu

ve Tween 20 deterjam membranmin bos yerlerini bloklamasi icin ve antikorlarin tasimacisi olarak
kullanlir.
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Sekil 15.Western blotlama transferi

(http://i ssuu.com/abdserotec/docs/westernbl ottingbrochure,2011)

2.10.5. Imin tanmlama (immun detection)

Uygun primer antikorlar, farkli hayvanlardan orn: tavsan ve fare den ainabilir. Bu antikorler
cesitli sekonder antikor ile (6rn: goat anti-rabbit immunoglubulin) reaksiyona girebilir. Sekonder
antikorler 6zel kimyasal maddeler (6rn: radioaktif , floresans ve enzimler) ile konjuge olur ve
ticari olarak elde edilir. Western blotlamada en ¢ok kullanmlan enzimlerden alkalin fosfat ve
horse-radis peroksidazdir. Alkalin fosfat icin tercih edilen substrat, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate (BCIP) ve nitroblue tetrazolium (NBT) karisimdir. BCIP substrati enzim ile
defosforile olur ve daha sonra NBT'nin indirgenme reaksiyonunda oksit hale gelir. Bu
reaksiyonun sonucu koyu pamuk gorianttlt bir boyadir. Bu renk protein bantinda veya noktasinda
depozit olarak gorinmektedir. Horse-radis peroksidaz da, 4-chloro-1-ngphtol veya
diaminobenzidine substrat1 (hidrojen peroksidaz eklenmis) kullanilir. ‘Horse-radish’ peroksidaz

icin kemilUminesans sibstrati, oksitlenmis |iminoldur. Blotlanmis 1Gminol substratindan, ¢ok
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guclt ve hassas sinyal olusur ancak fotograf 1sintisina maruz kalmaya veya 6zel cihaza ihtiyag

duyulur (special configured imaging device)(Garfin, 2003:197).

2.10.6. Total proteinin tanzmlamas
Bir blotlamada, proteinin dogru tammlamas: igin tammlanms proteinlerin,  jeldeki total

proteinin paterni ile kiyaslanmasi gerekir. Kolloid atin boyamas: total proteinin boyamasi igin
¢ok hassas bir gjandir. Bu boya kolloid altinin stabilize olmus sol halinde partikdllerini igerir.
Tanimlama siniri kag yUz pikogramdir ve gimuis ile muamele edilmesi tanimlama sinirini
genislendirebilir. CBB G-250 total protein boyamas: i¢in baska bir gandir. Bu yontem mass
gpektrometri icin uygundur. Boyanmis blotlar 2D-PAGE’in arsivilenmesi icin uygun aractir.
SYPRO Ruby adl1 gjan total proteinin boyamasi igin ¢ok hassastir (Wang, Hanash, 2005:413).
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3. GERECVE YONTEM

3.1. Arastirmamn Tipi:
Bu arastirma gecmise yonelik (retrospektif) gozlemsel (observational) ve deneysel (qualitative

and quantitative ) anaytical nitelik ve nicelik sonuclu arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zaman
Bu arastirmanin bir kismm Dokuz Eyltl Universites Saglik Bilimleri Enstituisii Tibbi Bioioji ve

Genetik Anabilim dali’ nin labratuvarinda ve diger kism, Iran Tebriz Universitesi’ nde, Tibbi
Genetik ve Biyokimya Anabilim dalimn biyoteknol oji |aboratuvarinda 2008-2011 yillart arasinda
yapil mistr.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/ Calisma gruplari

3.3.1. Vakalar

Dokular meme kanseri tamst alan 50 kadin hastadan (ortalama yas 48.+10) 2008-2009 yilina
kadar, alindi. Bu vakalarin temel segim kriterleri, aile gegmisine bakmadan, meme kanserinin
tamsi olmasidir. Biitiin vakalarda, histolojik olarak meme kanseri Dokuz Eylul Universitesi
Patoloji Anabilim dal1 laboratuarlarinda tanimlanmis olan ve Tibbi Biyoloji Laboratuvar
biobankinda saklanan 6rneklerden alind: ( bu 6rnekler onceden, Dr. Aydan Celebiler tarafindan
uluslar arasi Biyobanka kurallarina gore saklanmustir ( Tablo 3). Hastalardan, ameliyat 6nces,
arastirmanin amacint agiklayan onam Form’lar1 ainmistir. Ameliyat sirasinda ainan dokularin
yarisi -80 derece derin dondurucuya alinirken, diger yarisi patolojik inceleme amaciyla
l[aboratuara gonderilmis ve hastaisimleri glivence atinaalinarak, ornekler kodlanip uygun
kosullarda saklanmustir).

Tablo 3. Meme timor 6rneklerin patolojik ozellikleri

Say1 Cingyet | Ya | Evre Derece | Tumor | TUmorin | Invaziv Kemoterapi | Geridoniiim | Metastz
(Stage) | (Grade) | sayist | tipi
1 1 39 2 2 1 duktal + - - +
2 1 53 2 2 1 duktal + - - +
3 1 40 | 3a 2 1 duktal + - - +
4 1 70 | 3a 2 1 duktal + - - -
5 1 37 | 3a 2 2 duktal + - + +
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6 1 29 2 2 1 duktal +
7 1 63 2 2 1 duktal +
8 1 53 1 2 1 duktal +
9 1 68| 2 2 6 | duktal +
10 1 74 2 3 1 lobiler +
11 1 44 2 2 1 duktal +
12 1 58 | 3a 1 2 duktal +
13 1 50 2 3 1 duktal +
14 1 57 | 3a 2 1 duktal +
15 1 49 2 1 1 duktal +
16 1 35| 3a 2 1 duktal +
17 1 59 2 2 1 duktal +
18 1 40 1 1 1 duktal +
19 1 5| 3b 2 1 duktal +
20 1 51 2 2 1 duktal +
21 1 30 2 3 1 duktal +
22 1 36 2 3 1 duktal +
23 1 23 2 1 1 | ingditue | insitue
24 1 41 2 2 1 | insitue +
25 1 50| 2 2 1 | duktal +
26 1 43 | 3a 3 1 duktal +
27 1 47 2 2 1 duktal +
28 1 45 2 1 1 duktal +
29 1 46 2 1 1 duktal +
30 1 52 | 2 1 1 | duktal +
31 1 37 2 1 1 duktal +
32 1 50 2 2 1 duktal +
33 1 63 | 3a 2 1 | duktal +
34 1 50 | 3a 2 1 duktal +
35 1 45 2 non 1 duktal +
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36 1 48 | 2 2 1 | duktal + - + -
37 1 53| 3a | non 1 duktal + - - -
38 1 48 | 2 1 1 | duktal + - + -
39 1 55 1 2 1 duktal + + - +
40 1 36 | 3a 2 2 | dukta + - - +
41 1 47 2 non 1 | insitue - - - -
42 1 40 2 non 1 | insitue - - - -
43 1 43 2 non 1 | insitue | insitue - - +
44 1 51 2 2 1 duktal + + - -
45 1 55 2 2 1 duktal + - - -
46 1 58 2 2 1 duktal + - - -
47 1 49 2 2 1 duktal + + - -
48 1 50 2 1 1 duktal + - - -
49 1 34| 3a 2 1 duktal + + - -
50 1 60 | 3 2 1 | duktal + - - -

3.3.2. Kontrol drnekler
Kontrol gurubu olarak, 50 tane meme normal dokusu, ayni hastalardan ve aym taraftan ( sag veya

sol taraf), timadr bolgesinden yaklasik 3 cm uzak bolgeden aindi. Meme kiiglltme ameliyati
sirasinda ainan bir normal meme dokusu rnegi negatif kontrol olarak arastirmaya eklendi.
Kontrol drneklerinin alinmanedeni, E-cadherin ve GSTP1 genlerinin timor ve normal dokularda
metillenme durumu ve proteinlerinin ekspresyon diizeyinin kiyaslamast icin yapildi. Ayni hasta
ve ayni memeden aindigindan, yan faktorler olabildigince digland: ve tek farkliliklar kanserli
olup olmamasidir.

3.4. Calisma Materyali
Arastirmada kullamlan materyal, insan meme kanser ve normal dokusu (hastalardan alinan

ornekler) Dokuz Eylul Universites Tibbi Biyoloji Laboratuvar: biobankindan (Haziran-2009) ve
meme hiicre hatt: (M CF-7) ve prostat kanseri hiicre hatt1 (PC-3) Iran Pasteur Enstitiisii’ niin hiicre

Uretim labratuvarindan alindi (Haziran-2011 tarihinde).
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri:
Bagiml1 degiskenler: @) E-cadherin ve GSTP1 genlerinin metillenmesinin ( sitozinin 5.

karbonunda metil gurubunun yerlesimi), kantitatif degeri. Sonuglarin rapor sekli: 1- metillenme
durumu: 3 sinifta ( tam metillenme ( buttin CpG noktalarin metillenmes), kismen metillenme (
bazi CpG noktalarin metillenmesi) ve metillenmemis ( higbir noktada metillenme olmamasi)
seklinde incelendi. 2- metillenme paterni : E-cadherin i¢in 10 tane secilmis CpG noktalarindave
GSTP1 geninde 40 tane secilmis CpG noktalarinda (metin icerisinde, say1 seklinde belirlenmis
noktalar) sekanslama sonuglarimin tzerinden (graf seklinde) tumor ve esdeger olarak normal
meme dokusunda birebir kiyaslanmasi ve pozitif veya negatif olarak raporlanmasidir.

Bagimli degiskenler: meme tumorinuin evresi ve derecesi

Meme timaArin saptanmast patolog ve cerrah tarafindan klinik bulgular ve patoloji slaytlarin
incelenmesi ile sgptanildi. TUmOrtn evres (stage) uluslar arast AJCC-02-TNM sisteminde
yapildi ve say1 olarak, 1=1, 2=2a, 3=2b,4=33a, 5=3b, 6=3c,7=4 simiflandirildi ve timo&rin dereces

(grade) cerrah tarafindan uluslar arasi sisteminde 3 sinifta (1,11 ve [11) belirlendi.

3.6. Veri Toplama Araglari
Hastalarin bilgileri, patoloji raporlart hastanenin cerrahi arsivinden alindi.

3.6.1. Kullandlan aletler

UV Spektrofotometre Eppendrof biophotometer (AG 2233) RS232C
Shaker (voretks) Retsch mixer
Buzdol ab Emersan ER13K

Derin dondurucu -20 derece
Derin dondurucu -80 derece
Otoklav

Hassas terazi

Benmari

Santriftj (mikrofdj)
Buzdolabl1 santrifj

PH metre

Otomatik pipet

Pars F12MC
Dairei,468(UPUL-580)
Reyhan-Teb(RT)

Sartorius PT120

ATT-W-350

Hettich universal D-7200
Boeco M-240R

Metrohm 744
Eppendrof(0.1-2.5ul,2-20 pl)
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Elektroforez cihazi
Elektroforez gu¢ kaynag:
Elektroforez tanki

Western elekteroforez tanki
Kamera (UV capture)
Termd siklus cihazi
Eppendrof tupleri

Fakon tupleri

Western blotlama tanki
Elektroblot transfer cihaz
Kapakl1 camlar

Koyu renkli camlar
Immoabolin PVDF membran
Nitrosellil6z membran:
Ajitator

Elektroliminesan aciklayici aleti

3.6.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Glasid asetik asit

Sodyom hydroksit (NaOH)
izopropanol

Absoli Etil Alkol

70 derece Etil Alkol
Sodyom asetat (C2H3NaO2)

Amonyom asetat (CH3COONH4)
Amonyyom per sulfat (NH4)2S208

EPS 600 Pharmacia biotech
PS 250 Hybaid

Electro-4 Hybaid
EPS-600Z Akhtarian

UV P products

Cyclogene Techne FPHC3CD

Axygen(0.2,0.5,1.5 ml)

Nuova Aptaca(50 ml)
Biomeriux

Cleaver

50,500 ml

50ml

Millipore
Schleicher & Schuell BA85
Heidolph-polymax 2040
Codack

SigmaA6283
Sigma B0316462
Merck D-6100
Merck UN-11
Merck K389/3383
Merck TA544865
Merck A191515015
Fisher Scientific BP179-25

N'N'-bis-methylene-akriliamid (C7H10N202) Amersham 17-1304-02

Formaldeit
Magnezyum Klorur
Tris Hcl(C4AH11INO3C1H)

Trisbase

Merck K34782502
Merck UN-2074
ICN 816124

MP Biomedicals 819623
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Proteinase K
AgNQO3

EDTA

Borik asit

TEMED

Akriliamit pudrasi
Tag DNA polimeraz
Primerler

dNTP

Hidrokinon (C6H602)

Sigma-P 2308
Merck K31952312
Merck 8421X039
Merck K34518460
Bio-Rad 161-0800
Merck $4882730
Fermentaz TA 7506C
Singjen PR7708
Singen
SigmaHT1014

Bistilfite sodyum,sodyum metabisiilfit( NaHSo03,Na2S205) Merck 223070010

Immboilon PVDF membrani
Nitrosel 616z membran:
Whatman 3mm kagiti

Primer anti-fare beta aktin

Primer anti-fare E-cadherin

Primer anti-fare GSTP1

Sekonder anti-fare 1gG,HRP antikor
Bromfenol mavis (%0.5)
BSA(sigir serum albomini)

Parafilm

SDS

Gliserol

Glisin

Proteinaz inhibitor kokteli

Skim milk

Tween-20

Metanol

RPN 303F
Scheicher & Schuell BA85

Clone AC-74,urln say1st A2228,
Sigma-Aldrich
Santa Cruz Biotechnology Inc,
(G-10):Sc-8426
Santa Cruz Biotechnology Inc,
(3F2C2):Sc-66000
Santa Cruz Biotechnology Inc FO710
Fermentas #R0571
Sigma A5408
American nationa can
Bio-Rad 161-0800
Merck 4091
Merck K13045701
Roch 11697498001
Acumedia 7352
Sigma P1379-100ML
Merck 1.06007
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NaCL Merck K 30005704

Protein Marker(14.4K D-116.0K D) Fermentas #SM0431
Protein Marker (51KD-212KD) Pastor enstitosu,el yapimi
Ponceau S Usb 32819

2 Merkaptoetanol Merck 15433

Komasi birilyant(Coomasie Brilliant) Bio-Rad 161-0436
Triton X-100 Bio-Rad 161-0407

3.6.3. Ticari kitler

DNA izolasyon Kkiti Fermentaz DN 8115C
DNA purifikasyon Kiti Fermentaz KO701
Bradford protein izolasyon kiti Fermentaz R1271
3.6.4. Ornekler

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesinin Meme Konseyi tarafindan meme timori tams: alip
gobnullt onam formunu imzalayan ve mastektomi olan, toplam en az 100 olgudan elde edilecek
taze dokular ainir 50 6rnek, DEU. Patoloji Anabilim dal1 arsivinde tarama yapilarak, meme
kanser tamsi alan ( H & E boyama metodu) ve ayni kisiye ait norma meme bolgesinden, DNA
izolasyonu amaciyla doku kesitleri aindi ( bu projenin IRAN Universitesyle ortak yapilmasi
nedeniyle alinan dokularin 50'si  Tabriz universitess hastanesinde cerrahi bolimde ameliyat
yapilan drnekler onkoloji bélimiinden, meme kanseri tespit olmus Orneklerde projeye alindi).
Normal doku seciminde hastalarin meme dokusunda, uzman patolog tarafindan belirlenecek
tUmOr dis1 bolgeden elde edilecek dokular normal kontrol olarak degerlendirildi.

Tumorlerin derece ve evrelerinin belirlendirmesi sirayla, cerrah ve patolog tarafindan yapildi ve
AJCC-02 TNM protokll Uzerinden yapilarak timor derecesi

1-1, 2-2a, 3-2b, 4-3a, 5-3b, 6-3c, 7-4 olarak belirlendi ve timar tipleri duktal karsinoma, lobuler
karsinoma (in situe) ve invaziv duktal, lobuler, misinus, tubuler ve meduller tipleri olarak
siniflandinldi. 100 6rnek 50 vakadan alindi bunlarin 25 vakasi,Tiirkiye ve 25 vakasi, Iran’dan
alindi. Her vakamin iki 6rnegi vardi, biri tdmor ve digeri aym memeden ancak normal dokudan
secildi . Orneklere sahip olan Kisiler cesitli yaslara sahipler. Ornek sayist meme kanserin

prevalansina gore yapilmis calismalara bakarak secildi.
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3.6.5. Yontemler

100 ornek 50 vakadan ikiserli paralel sirdanmada, dizilerek molekiler analiz olmak Uzere iki
asamada degerlendirildi. Bu degerlendirmede 2 genin ( E-cadherin ve GSTP1), metilasyon
durumu promotor bolgesinde, bisllfit sekanslama ve western blotlama yontemleri ile arastirildi.

3.6.5.1. Bisulfit sekanslama
E-cadherin ve GSTP1 genlerin promotOr sekansinda metilasyonunu belirlemesi, ¢ asamada

yapildi.

3.6.5.2. Meme doukusundan DNA izolasyonu
3.6.5.2.1. YOntem

DNP™ Kkiti, insan dokusundan c¢ift iplikli DNA’nin izole etmesine 6zeldir. Bu prosedir, fenol
cikarimu yapilmadan , 30-35 dakika sliresinde, bir asamada tamamlandi. Bu yontem hicrelerin
parcalanmastyla ve sonraki DNA prisipitasyonu ile tamamlandi, sonundada ¢oziilmeyen DNA
yikamp ve yikama tamponuyla tuzu atildi. Hicrelerin zan proteinaz-k ve proteinaz tamponu ile
56°'de parcalandi ve proteinleri hidroliz edildi ve liziz tamponu ile (koloroform base) protein
atiklart temizlendi. Son asamada sulu fazda bulunan DNA, su veya TrissEDTA(TE) ‘da ¢ozuldu
ve UV gpektrofotometrede 260 nm ve 280 nm’'de, optik dansite (OD)’leri dlgulip ve
konsantrasyonu ve saflig1 daha sonraki basamakta hesapland:.

DNA safl;ginin hesaplamas:

260/280'de, OD degeri, 1.7-2.0 arasinda iyi ve saf DNA’y1 gosterir. Bu degerden asagidaki
degerler, protein ve fenol kontaminasyonunu, daha yiksek degerler ise, RNA kontaminasyonunu
gostermektedir.

DNA konsantrasyonunun hesaplanmasi  260'de, OD miktari her 1 OD, 50 pg DNA'ile
esdegerlendirilir ve her drnek i¢cin DNA konsantrasyonu hesaplanir.

Konsantrasyon (mg DNA/mI): OD2z x 50 x 50 (dilusyon faktort). Bu deger,
gpektrofotometre’ de otomatik olarak hesapland: ve DNA degeri pg/ml olarak elde edildi. Elde
edilen miktar, 6rnegin tam hacminde hesaplanarak, DNA’ nin tam konsantrasyonu belirlendi.

Bir ornek aaim:

N con(ug/ml) T con(ug/ml) N DNA con(ug) T DNA con(ug) Nvol PCR NvolPCR

762.1 2686.3 38.1 134.3 2.6 0.7
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Hesaplama mantigi:
OD pg/ml xTotal DNA'nin 6rnek hacmi (50 pl) x10- ml= ng DNA konsantrasyonu
Dolasysiyla; OD pg/ml x0.05= pg DNA konsantrasyonu
PCR igin gereken hacim hesaplamasi;

ug (DNA) 50 ul

2ug X X=100/DNA conc (gereken hacim)
Orn;762.1x0.05= 38.10 ug DNA con(N) vol (PCR) = 2.6l

2686.3x0.05=134.3 ug DNA con(T) vol (PCR) =0.7ul

Verimli bistlfit muameles yapmak icin 2ug ve verimli PCR druni elde etmek igin,
konsantrasyonu 500ng/mL'den yiksek DNA'lar sulandirlarak belirlendi.
Tablo 4. Meme tumor ve normal orneklerin DNA konsantrasyon ve hacim

hesaplamasindan bir 6rnek

Nratio | NOD | Tratio | TOD | Ncon(ug) | Tcon(ug) | vol,PCR(ul) | (2ugN,T)

181 762,1 1,76 2686,3 38,1 134,3 26 0,7

3.6.5.2.2. Cozeltiler
TE tamponu

10 mM Tris-Cl, PH 7.5

1mM EDTA (stok 1M Tris-Cl, PH 7.5 ve 500 mM EDTA,PH 8.0)

10 ml IM Tris-Cl PH=7.5 (1 litrede) ve 2 ml 500 mM EDTA PH=8.0 karstirilir

IM Tris ( kristalize free-base) 60.57 gr, 0.5 L distile suda, PH, HCL ile 7.5 yetisir.

05M EDTA

18.6 gr,100 ml distile suda, PH, NAOH ile 8.0’ e ayarland:.

Not1l:EDTA, PH=8.0'e yukselecege kadar ¢Oziilmez.

Not 2: Magnet karistirigi ve zaman gerekiyor.

1.Proteinaz K (20mg/ml) 250l

(6rnekleri cifte sayida kullanmak nedeniyle Proteinaz-K fazla alindi ve aynm konsantrasyonda

hazirlandr)
2. liziz tamponu 20 ml
3. Presipitasyon solisyonu (izopropanol base) 15 ml
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4. Proteaz tamponu 5ml

6. Y1kamatamponu 2x50 ml

7. Cozelti tamponu 2x1250ul

Sartlar: proteaz tamponu ve uzun sireli saklamak icin, kitin tim komponentleri, -20 derecede
saklanmalidir.

Kitin icerekleri kullanmadan once, oda sicakliginayetirildi.

Liziz tamponunu 37° de 20 dakika bekletildi ve yavasga miks edili.

3.6.5.2.3. Protokol
1. 1.5 pl’lik mikrosantriftj tuplerde, 100 pl proteaz tamponu 25-50 mg 6rnek dokunun (donmus

ya taze) Uzerine eklendi ve Uzerine 5Sul proteaz ilave edilip, 55° su banyosunda gece boyu
bekletildi.

2. 100ul 6rnegin Uzerine 400ul liziz tampon eklenip ve 15-20 saniye votekslendi. Orneklerin
slspansyonu tamamen homojenize edildi, agrege varsa ufak pipetleme ile ¢ozuldi veya
kadinldi.

3. 300ul presipitasyon solisyonu eklendi ve 3-5 saniye vortekslendi, 12000 g'de 10 dakika
santriftijlendi.

4. Tupler yavasca bosaltildi ve supernatant atildi, tlpler su aici kagitda ters dondurtldi 2-3
saniye bekletildi. Bu basamakta kros-kontaminasyon olusmamasina dikkat edildi.

5. Iml yikama tamponu tiptn dibine yapismis pelete eklendi, 3-5 saniye vortekslendi ve 12000
g de santriftjlendi, supernatant atild .

6. 5'inci basamak tekrarlandi.

7. Yikama tamponu su alict kagit tstiinden tamamen alindi ve 65° de 5 dakika bekletirildi ve
kurutuldu.

8. Peletin Gzerine 50 ul solvent tamponu eklendi ve 65°" de 5 dakika bekletildi. Tlpin duvarlar:
tamponlayikand: ve kalan pelet de yavasca pipetleme ile yikandi.

9. RNA’ lar kaldirmak igin 2 ul Ribontkeaz A( tamamlanmisg konsantrasyon 0.2 mg/ml cat. No
ENO0531) karisima eklendi yavasca mikslendi ve 10 dakika 37°" de inkiibe edildi.

10. Karisim 12000 g’ de 30 saniye sureyle santrifujlendi.

11. Coztlmemis agregeler sulu fazdan ayrildi ve supernatantda saf DNA
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kaldi ve yeni tiplere aktarildi. DNA konsantrasyonu fotometre ile 6lclldi. DNA distile su yada
TE tamponunda ¢ozuldi ve buz dolabinda saklandi.

3.6.5.3. Asetat sodyum ile DNA saflagtirmas
izole olmus DNA'larin verimi diisiik oldugu taktirde, asetat sodium saflastirmasi ile muamele

olundu .

3.6.5.3.1. YOntem
1.7-2.0 degerinden az miktardaki DNA'lar, protein kontaminasyonunun oldugunu gosterir.

Y uksek tuz konsantrasyonu ve etanol araciligi ile proteinler presipite edilir.

3.6.5.3.2. Cozeltiler
1. Asetat sodyum 3 molar

C,H3NaO,(3H,0)—136.08/mix3
40. 824 gr asetat pudrast 100 ml su da c¢ozildi ve asit HCL ile PH=5.2 *a ayarlandi. Kapakl1
kapta sakland.
2. Absoli etanol
Buz dolabinda sogutuldu.

3.6.5.3.3. Protokol
1. 60 ul sulu DNA ya 60 pl 3 molar asetat sodyum eklendi.

2. 150 ul soguk etanol eklendi ve pipetlemeile karistirildi.
3.-20°"de 1 saat beklendi ve 15 dakika 150009’ de santrifuijlendi.
4. Supernatant atildh.

5. 500ul oda sicakliginda %75 etanol eklendi.

6. 5 dakika 120009’ de santrifijlendi.

7. Etanol basamag: tekrarland: (%75 etanol).

8. Supernatant atild.

9. Pelet havada kurutuldu.
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10. Su ile dilUe edildi ve ¢ozuldi (100-500ul) bu ¢ozilmeyi kolaylastirmak icin en az 5 saat
50°" de beklendi ve arada yavasga karistirildi.

3.6.5.4. DNA'nin bistlfit muameles
3.6.54.1. Prensip

Bu protokol'de tek iplikli DNA’da, sitozin reziduleri sodyum bistlfit araciligi ile urasil
rezidilerine donuslr. Bu kosullarda elde edilen DNA sonraki islemlerde spesifik primerler ile
cogdtilir, (baz ciftlesmesine gore urasil timini temsil ediyor). Bu protokol kiicik uzunlukta olan
nanogramlik DNA icin uygundur. Standart protokol*de, 500 ng 6rnek kullanilir. Edle edilen eltte
DNA c¢ssitli yontemlerde kullanilanilir 6m; PCR, RT-PCR, MSP-PCR, bistlfit sekanslamast,
BSP, mikrodizin ve pirosekanslama

3.6.5.4.2. Cozeltiler
1.Sodyum asetat (C,H3NaO,,3H,0) 3 Molar

408.24 gr —1000 ml su (pH:5.2)
2.Amonyum asetat (CH3COONH,) 6 molar
462.48 gr— 1000 ml su(PH:7.0)
3. NaOH 10 molar ve 3 molar
8 gr+ 20ml su—10M
5.04+ 20ml su—3 M
(9 ml NaOH 10M+ 30ml su—3M NaOH)
4. Bidllfit donustlrict solusyonu
54 gr sodyum bislfit + 100 ml su
6.66 ml hidrokinon (stok)
4000 pl NaOH 10M
Bistlfitin hazir solusyonu (working )
5. Hidrokinonun stok solusyonu
0.044 gr hidrokinon + 10 ml su— vortekslenir
kullanima kadar altiminyum foliyo ile ortulUr ve karanlikta saklanir.
13.2 gr bisllfit +24.4 ml su
1.63 stok hidrokinon solosyunu

977.8 ml NaOH 10 M
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6. izopropanol

7. Diyonize su

8. 70 derece etanol
9. Absolu etanol

3.6.5.4.3. Protokol
1.2ug DNA 6rnegin tzerine 50 pl diyonize su eklendi .

2. 10 dk 100 derece su banyosunda kaynatildi (DNA’ nin ¢ift ipliklerini tek iplikliye donustirmek
icin, bu islem ile bistilfit muamelesi dahadaverimli hale getirmektedir).

3. Tupler, su banyosundan hemen c¢ikartarak, buz icine koyuldu ( ¢ift ipligin tekrar olusmamasi
igin).

4. 61 pl hazirlanms NaOH 3M, 50 pl 6rneklere eklendi.

5. Tupler tekrar 0°C’ de 1dk sakland: (dupleks olusumun énlemesi igin).

6. 220 pl bistlfit-hidrokinon-NaOH soliisyonu, 300 pl Orenek karisimina eklendi ve tlplerin
kapag1 sikica kapandi ve parafilm ile kagpaklarin Gzeri kapand: ve alminyum foyl ile tiplerin
Ustl tekrar kapandi ve 8 saat 55 derece su banyosunda inkiibe edildi.

7. Tupler su bayosundan cikartilip GeneJET purifikasyon kit ile,( DNA 6rneklerin tuzu ainip)
purifiye edildi.

Kit komponentin hazirlamasi:

9 ml yikamatamponu + 45 ml absolui etanol’ e eklendi.

220 ul baglanma (binding) tamponu, DNA karisimin Uzerine eklendi. Karisimin son rengi sar
olmalidir . Turung veya mor rengin olusumu gozlenirse, 10 M asetat sodyum’ dan 10ul eklendi ve
sar1 renk olusturdu (PH dengesi saglanr).

8. DNA’ nin verimini artmak i¢in, 2:1 ornar ile izopropanol eklendi (220ul) yavasca karistirilidi.
9. 800 pl 6rnek karisimindan (960ul) tiplere aktarildi (her Ornege tlp hazirlandh ve Gzerine
numarasi yazildi) 30-60 saniye 10,000 rpm hizinda santrifijlendi ve alttaki kissm (flow through)
atil ch.

10. DNA'min geri kalan kismini tlpe ekleyip ve tekrar santrifiijlendi ve ¢ikan atik (flow throgh)
atil ch.

11. 700ul etanol ile sulanan hazirlanmis yikama tamponundan, tiplere eklendi ve 30-60 saniye

10000 rpm zinda santrifdj edildi ve ¢ikan atik (flow throgh) atil .
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12. Bos tupler, 1 dakika daha santrifjlendi ve kalan etanol karisim ¢ikartild.

13. Tuplerin icindeki kolonler yeni temiz kapaksiz tuplere aktarildi ve Orneklerin numaraar
Uzerine yazilch.

14. 50 pl eltisyon tamponundan kolonlerin tam dibine ve ortaya (duvarlara dokunmadan) eklendi
ve 1 dk santrifjlendi, (10 kb’ dan fazlaDNA’ya bu tampon 65°C’ de 1sitlanir) kolonler atildi.

15. 2ul NaOH 3M, elde edilmis DNA’nin Uzerine eklendi (55ul), pipetleme ile karistinldi ve 37
derecede 15 dakikainklbe edildi bu islemin adi destilfunasyondur.

16. 5.4ul, asetat anonyum ve 6 M ve 61pl absolt etanol, DNA'’ya eklenip ve 1 saat -20 derece
derin dondurucuda sakland.

17. DNA peletini elde etmek icin, tipler -4°c’de 15 dakika maksimum hizda santrifjlendi.

18. Cok dikkat ile supernatant alindi ve 180ul 70 derece etandl pellete eklendi ve 15 dakika -
4°C’ de santrifujj edildi.

19. Etanol tamamen atildi ve DNA peleti oda sicakliginda 10 dakaika bekletildi ve kurutuldu.

20. Pelet, 50ul diyonize su ile sulandirildi.

Sonraki islemlerin baslamasina kadar eldeki DNA buz dolabinda saklandi.

3.6.5.5. Bisiilfit' e 6zel PCR (BSP)
Bu yontemde arastirllan 2 genin promotor sekansina uygun primerler dizayn edildi. Bu

primerlerde metilasyondan kaynaklanan yanlis amplifikasyonu onlemek icin, CpG igeren
bolgeler, cift nikleotid olmamal: ve modifiye olmamig DNA’nin amplifiye olmamasi igin primer
dizisinde, non-CpG sitozin icermelidir. Negatif kontrol olarak, bisilfit ile muamele olunmamis
genomik DNA kullanild: ve pozitif kontrol olarak, hazir tim metillenmis DNA ornegi kullamldi.

3.6.5.5.1. E-cadherin geninin promotor bdlegesi ve BSP dizis ve amplicon buyukligi
E-cadherin geninin sekansi

Accession no:L 34545
S1 nt;836-861

S2 nt;965-940
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CAAT signal:958-962
Exon 1022...1193
1 tctagaaaaa ttttttaaaa aattaggcceg ctcgagegeag agtgcagtgg ctcacgecty

61 taatccaaca cttcaggagg ctgaagaggg tggatcacct gaggtcagga gttccagacc
121 agcctggceca acatggtgaa acceegtctt gtactansaa tacaaaatta gcecggtgtgg
181 tggcacacgc ctgtagtcee agctactcaa taggetgaga caggagagtc tettgaacce
241 ggcaggegga ggttgcagtg agccgagatc gtgecactge actccagect gggcaagaca
301 gagcgagact ccgtctcasa aaatacaaac aasacaaaca aacaaaaaat taggctgcta
361 gctcagtggc tcatggetca cacctgaaat cctageactt tgggaggeca aggcaggagy

421 atcgcttcag cccaggagtt cgagaccagg ctgggcaata cagggagaca cagegeccec

481 actgeecctg teegeeeega cttgtetete tacasaaagy casaaganaa asaaaattag
541 cctggegtgg tggtgtgeac ctgtactcee agetactaga gaggetgggg ccagaggacce
601 gcttgageee aggagttcga ggcetgeagtg agetgtgate geaccactge actccagctt
661 gggtgaaaga gtgageecea tetccanaac gaacaaacaa aaaat Cccaa agaacasaay
721 aactcagcca agtgtaaaag cectttctga teccaggtct tagtgageca ccggegggac

781 tgggattcga acccagtgga atcagaaccy tgcaggteee ataacccace tagaccctag

841 caactccagg ctagagggtc ac tctatgedaggc [cg ggtggg [cggg dedtcagete

863,865 873 879 887 892

901 [cdecetggag aggggtdeg ¢ detgetgatt ggetgtggde docaggtgaa cectecageca

901 918,920 940



961 atcagcggta cggggggegg tgctecgggg cteacctgge tgcagecacg caceecctct
1021 cagtggcgtc ggaactgcaa agcacctgtg agettgcgga agtcagttca gactccagec
1081 cgctccagee cggeecgace cgaccgeace cggegectge cetegetegg cgteecegge
1141 cagccatggg cccttggage cgcagectct cggegetgcet getgetgetg cag

Il

Seq orig : cctag caactccagg ctagagggtc a
convert tttag taattttagg ttagagggtta

F  tttag taattttagg ttagagggtt (836-861)
Seqorig : cggcaggtgaa ccctcageca atcag
convert  tggtaggtgaa titttagita attag

R . Ctaattaact asaaattcac ctacc (940-965)

Amplikon: 5' ttagagggtt a atlcgegltta tgcgaggtcd gotggdedag feditagttt

901 [cdlttttggag aggggticgc ditgttgatt ggttgtagic dotggatgg ttt 3' (81 nt)(ful
metillenme,déniismemis )

CpG noktalar: 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940.

3.6.5.5.2. E-cadherin primerlerinin prensibi

E-cadherin geninin promotdr bolgesine ait sekansa gore primerler dizayn oldu, diz (forward)
primer nt 836-861 ve ters( reverse) primer nt 965-940 pozisiyonunda yerlesmistir.

5-TTT AGT AAT AGG TTA GAG GGT T -3'(forward) , MT 61.7°C

OD(1000ul) 6.8 , 26251.45 pmol, konsantrasyon (uM/500ul): 52.50

Stok soltuisyonun hazirlama konsantrasyonu: 9.5ul/50ul (10uM hazirlamak igin).
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5-CTAATT AACTAA AAATTCACCTAC C-3(reverse), MT 60.3°C
OD(1000yl1)8.5, 33833.09 pmol, konsantrasyon (uM/500ul):67.67
Stok soltuisyonun hazirlama konsantrasyonu: 7.4ul/50ul (10puM hazirlmasa igin)

3.6.5.5.3. Cozeltiler
1. 1. dNTP karisim

100mM dNTP ‘den, 20ul alip ve 200 ul dedigtile suya ekleir ve son konsantrasyonunu
10mM hazirlandi, calisma sirasinda, bu karisimdan 2ul  aiindi, 100ul’lik PCR
karisiminda, son konsantrasyonu 200puM ( 0.2mM) olusturuldu.
2. Primerlerin hazirlanmast
E1 (3) primer 262 ul dedistile su primer tibtine eklendi (x100pM)
E2 (5") primer 238.3 pl dedistile su primer tibune eklendi (x100uM)

3.6.5.5.4. E-cadherin icin amplifikasyon protokoli
Protokol kurulduktan sonra, E-cadherin geninin promotor bolgesinin cogaltiimast igin segildi;

PCR karigim :
DNA > 2ul (2n0)
Primer E1 > 0.8ul (0.4 uM) (woking:10uM)
Primer E2 > 0.8ul (0.4 uM) (working 10uM)
10X tampon > 2ul (1X)
dNTP > 0.4 pl (0.2mM)
Mgcl2 > 0.6 ul (1.5mM)
Taqg polimeraz > 0.2 pl (1.2 unit)
ddH20 > 122l
DMSO > 1 u
Son hacim > 20
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3.6.5.5.5. E-cadherin i¢in termal dongu
Amplifikasyon karisimini iceren 0.2 ni'lik eppendorf tlpleri terma dongisunin aletine

(Cyclogene Techne FPHC3CD) yerlestirildikten sonra, asagidaki sicaklik ve siireler uygulandi.

Son dongu, polimerizasyon i¢in uzun tutuldu.

+ 95°C 5dk

e 94°C 30 30 dongu
e 54°C 30 sn

e 72°C 30 sn

o« 72°C 5dk son déngu
« 10°C 60 dk

3.6.5.5.6. GSTP1 geninin promotor bolegesi ve BSP dizis ve amplicon buyukligu
>|dl[36449

Length=327

4979-5306

5'tcectaggececgctggggacct gggaaagagggaaaggcttccecggecagetgegeggc

Convert (F.P) 5'tttttaggttttgttggggatttgg

gactccggggactccagggegecectetgeggecgacgeceggagtgeageggecgccggggetgggaccggegggagtecgegg
gaccctccagaagagceggecggegecgtgactcageactggggeggageggggcgggaccacccttataaggetcggaggecgega

ggccttegetggagtttcgeegecgeagtettcgecaccagtgagtacgegeggeecgeteececggggatgggg
ctcagagctcccageatgggg 3’

Convert :ggggtttagagtttttagtatgggg

R.P:3’ cceccaaatctcaasaaatcataceee 5’

3.6.5.5.7. GSTP1 geninin promotor bolegesinde CpG noktalarin diz sayist
* (i[237820690|ref[NG_012075.1| Homo sapiens glutathione S-transferase pi 1 (GSTP1) on

chromosome 11 nt 4979-5306(327)CpG sites:-197,-190,-187,-185,-182,-176,-162,-155, -
152,-148,-145,-141,-131,-129,-127,-124,-112,-109,-101,-99,-81,-77,-74,- 71 ,-53,-48,-43, -
22,-15,-13,-4,+8,+11,+14,+23,+38,+40,+42,+47,+54.(n=36)
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197  190,187,185182
Amplicon:4979tccctaggeccegetggggacctgggaaagagggasaggcttcedeggecagetgegegided

176 162 155,152 148,145, 141 131 127,124
actdcgoggactccagggegeccetictacgdecddcdeccdgggtgcageggccgecgag
112 109 101,99 81 77 74,71
gctggggeeddedggagticegedggaccetecagaagagegdecgdegeedtgactcage
53 48 43 22 15,13 4
actgggdedgageggadedggaccacccttataaggeicdgaggeegegaggoctiedet
8,11,14 23 38,40,42 47 54

ggagtticgcogecgeagteticdecaccagtgagtacgegegadecdetedeeggggatgggactcagageteecageat

0ggg 5306 (n=327)

3.6.5.5.8. GSTPL1 primerlerinin prensibi

GSTP1 geninin promotdr bolgesine ayit sekansa gore primerler dezayn oldu, diz
(forward) primer nt 4954-4979 ve ters (reverse) primer nt 5281-5306 pozisiyonunda
yerlesmistir.

GL(F)5'TTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTT3 MT: 66.4°C OD (1000ul):5.9 MV:
7222  konsantrasyon (pmol): 24508.45 konsantrasyon (uM) 500 pl’ de: 49.02, 50 ul
hazir solusyon igin gereken stok primer solusyonundan gereken hacmi (10uM): 10.2,
100 p M’k stok soltisyon hazirlamasi igin gereken dd su hacmi: 245.08 M

G2(R)5' CCCCATACTAAAAACTCTAAACCCC3'  MT:64.3°C  OD  (1000ul):7.5
MV:7468 konsantrasyon (pmol):30128.55 konsantrasyon(uM) 500 ul’ de:60.26 50 pl
hazir soltsyon icin gereken stok primer solusyonundan gereken hacmi (10uM):8.3 100
uM’luk stok soltisyon hazirlamasi igin gereken dd su hacmi: 301.29 uM .

3.6.5.5.9. Cozeltiler
1. Primer hazirlamasi

G1 (3') primer 100 uM’luk stok soltisyon hazirlamasi igin gereken dd su hacmi: 245.08 uM
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G2 (5') primer 100 uM’ Itk stok soltisyon hazirlamasi icin gereken dd su hacmi: 301.29 uM

3.6.5.5.10. GSTP1 icin amplifikasyon protokol i
Protokol setup oldugundan sonra bu protokol GSTP1 geninin promotdr bolgesinin ¢ogaltilmasi

icin secildi;

PCR karigim :
DNA 2ul (2n0)
Primer G1 1.25ul (0.5 uM)
Primer G2 1.25ul (0.5 uM)
10X tampon 2.5ul (1X)
dNTP 0.25ul (0.2mM)(stok: 10mM)
MgCl2 0.56ul (1.125mM)(stok:50mM)
Taqg polimeraz 0.2ul (1.2 unit)
ddH20 17.74
DMSO 1.25
Son hacim 25 ul

3.6.5.5.11. GSTP1 i¢in termal dongust
Amplifikasyon karisimini igeren 0.2 ni'lik eppendorf tipleri termal dongust aletine (Cyclogene
Techne FPHC3CD) yerlestirildikten sonra asagidaki sicakliklar ve sireler uygulanmistir. Son
dongu, polimerizasyon igin uzun tutuldu.

e 95°C 1dk

e 94°C 30 30 dongu
« 58°C 40 sn

e 72°C 459

o« 72°C 5dk son doéngu
« 10°C 60 dk
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3.6.5.6. Poliakrilamid jelin hazirlamasi
3.6.5.6.1. Prensip

Poliakrilamid jel elektroforezi DNA molekilinin (PCR Urlnud) tammlanmasi, ayristirilmasi ve
saflastinlmast amaciyla kullamilir. Elektriksel bir ortamda akrilamit jel icinde bulunan DNA
molekulleri, icerdikleri nikleotit sayisinin logaritmas: ile ters orantili olarak anoda dogru go¢
ederler (Sambrook et al,1989).

3.6.5.6.2. Cozdltiler
1. 5X TBE tamponu: (445mM Trisbase, 445 mMBoric acid,10 mM EDTA)

Tris base 540 gr
Borik asit 275 gr
Na2 EDTA,2H20  37.2gr
1 litre'ye kadar distile su ile yetisir.
2. Amonyum per silfat (NH4) 25208 (10%)
1gr +10 ml su
2. AgNO3(1%)
1gr +100 ml su
4. NaOH (%37.5)
5. %30 poliakrilamid
29 gr pudrat 1 gr Bisve hacmi 100 ml distile sudatamamlanr.
6. Poliakrilamid jelin hazirlamasi
26.3ml  ddH20
133 ml %30 Akrilamit
10 ml 5X TBE
700 pl  Amonyum per sulfat
30ul  TEMED
(% 8 polikrilamide hazirlandr)
(ilk 2 ml karisima 3 ul TEMED ekleyip ve camin dibine ekleyip ve jelin geri kalamina 27 pl
TEMED eklendi), Jelin sertlesmesine kadar beklendi ( 30 dakika).
6. Boyama hazirliklari
Y Uritme boya (loading dye)’ nin hazirlamasi
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EDTA 05M 200 pl

Xylen Cyanol 15mg Formamid’ile hacmi 10 ml’ye yetistirildi.
Bromophenol mavisi 3 mg
3.3.1.4.3 Protokol
50 mi Etanol
2 ml Asetik asit

500 ml suyu ile hacme yetstirilir

Elde edilmis hacim iki basamak’tajele eklendi ve her seferinde, 3 dakika karistirildi.

Ikinci basamakta: 25 ml AgNO3( %1)—Su ile 250 ml’e ayarlandi ve
20 dakikakaristirildi.
Son basamak’ta: 10 ml NaOH(%37.5)

2 ml Formaldeit

Karistirildi ve karisima eklendi ve 5-10 dakika karistirildi ve renkleme tamamland:.

Marker 1(K) by

Sekil 17.GSTP1 i¢in bistlfite 6zel PCR Grininin bandlar:

58



3.6.5.6.3.Yontem
Poliakrilamid karisimini, 500 ml’lik erlen mayer’ de erittikten sonra, aplikasyon taragin igeren jel

kabina ilk 2 ml’lik karisim dokuldi ve donmast beklendi ve daha sonra (yaklasik 5 dk) geri
kalam eklendi. Poliakrilamid jell, 1xXTBE tamponuyla dolumusla elektroforez tankinin igine
yerlestirildikten sonra tarak cikartildi. Jelde olusan kuyucuklara, 3nk.  amplifiye DNA ve 2niL
yukleme tamponu aplike edildi. 150 volta’'da 30 dakika, elektroforez islemi uygulandi.
Elektroforez sonrasi, jel boyand: ve DNA bandlarimin boyanmasi saglandi. Daha sonra jel ,
distile sudan dolu kap icinde yarim saat bekletilerek, boya atiklarimin temizlenmes saglandi. Son
asamada ise, jel UV lamba atina ainarak DNA bandlar1 gorinur hale getirildi ve polaroid
kameraile fotografi gekilerek degerlendirildi (Sekil 16 ve 17).

3.6.5.7. Western Blotlama
3.6.5.7.1. Prensip

Meme dokusu

A 4
Protein izolasyonu

Antikorler ileblotlama

A\ 4
Gorunttleme

Sekil 18.Gen ekspresyonlarindaki degisimin incelenmesi’’ Western blot’’
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3.6.5.7.2. Codtiler
3.6.5.7.2.1 %12 Poliakrilamid (loading jel)

Distile su 3.4 ml
%30 akrilamit miks  4ml
Tris1.5 mol (PH=8.8) 2.5ml

%10 SDS 100ul
%10 APS 50ul
TEMED Su son hacim: 10 ml

Note: Karisim miksi TEMED ve APS den harig, 15 dakika 6nce hazirlanabilir.

3.6.5.7.2.2. % 8 Poliakrilamid (loading jel)
Distilesu 4.7 ml

% 30 akrilamit miks 2.7 ml
Tris1.5mol (PH=8.8) 2.5ml

% 10 SDS 100 wl
% 10 APS 50 pl
TEMED 5ul son hacim: 10 ml

Not: Karisim miksi TEMED ve APS den harig, 15 dakika 6nce hazirlanabilir.

3.6.5.7.2.3. %5 Poliakrilamid (Stacking jel)
Distile su 540ul

% 30 akrilamit miks 200 pl

Tris1.0 mol ( PH=6.8) 250 pl

% 10 SDS 10 i
% 10 APS Sul
TEMED 1 ul son hacimi: 1 ml

3.6.5.7.2.4. Protein yukleme (loading) boyast
2-merkaptoetanol 100 pl (buz dolabinda)

L oading tampon 1000 pl (Iml)(oda sicakliginda)

60



3.6.5.7.25. 1.5 X Tris (Resolving tampon)

Tris-base 27.23 gr
Ultra saf su 150 ml
Hcl 2ul; PH (8.8) son hacmi: 100 ml

Not: 80 ml Tris base’e su eklendi ve PH=8.8 de 6N HCL ile ayarland: daha sonra total hacmi su
ile, 150’ye yetistirildi, filtre olup ve 4°C’ de sakland:.

3.6.5.7.2.6. 0.5 X Tris (Stacking tamponu)
Tris-base 6gr

Ultra saf su 100 ml
Not: 60ml Tris base’e suyu ekleyip ve PH=6.8 de 6N HCL’ ile ayarlanir daha sonra total hacmi,
100 ml su ile yetistirildi filtre olup ve 4°C’ de saklandh.

3.6.5.7.2.7. %10 SDS
SDS (fw 288.38) 10gr Son konsantrasyon 1.5M

Ultra pire su 100ml
Not: yavasca karistirildi.

3.6.5.7.2.8. %10 Amoniyum persulfat (APS)
Amoniyum perstlfat (fw 228.20) 0.010 gr Son konsantrasyon %10

Ultra pure su 0.100 ml

3.6.5.7.2.9. Ornek (sample) tamponu 2x (Reducing buffer)

0.5M Tris-HCI, pH 6.8 25ml Son konsantrasyon 0.125M
Gliserol 25ml  Son konsantrasyon % 25
SDS %10 40ml  Son konsantrasyon % 4
Bromofenol blue aml Son konsantrasyon % 0.02
Duble distile su 4ml

Not: Oda sicakliginda saklanir. Kullanima hemen baslamadan, 20ul B-Merkaptoetanol dan her

980ul 2x 6rnek tamponuna eklendi. Ornek ile 1:1 karistirilch.
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3.6.5.7.2.10. Tank tamponu (running or migration) (10X)
Tris-base (fw 121.1)  30.3gr Son konsantrasyon % 0.025 M

Glaysin (fw 75.07) 144.0¢qr Son konsantrasyon % 0.192 M

SDS 10.0gr Son konsantrasyon % 0.1

Duble dionize su ile 1000 ml’ye kadar ayarlandi (4°C’de saklanir, ¢okilmisse, kullanmadan
once oda sicakligina konulur)

Calisma(working) tamponu:

450 ml distile su + 50 ml stok

3.6.5.7.2.11. TAE tamponu 50X (Komasi mavisinin yitkamasi i¢in)
Trisbase 60.5gr

Asetik asit  14.3ml
EDTA (0.5N) 25ml dionize su ile hacmini 300 ml’ye ayarland:.

3.6.5.7.2.12. Aktarma (transfer) tamponu
Trisbase 3.03 gr (25mM)

Glaysin 14.4 gr (192 mM)
Metanol 200 ml (20 %) PH: 8.3
Double distile su 1000 ml" kadar eklendi.

3.6.5.7.2.13. Bloklama tamponu
Skimmilk  1gr Son konsantrasyon % 5

Gliserol 1ml Son konsantrasyon % 5
TTBS ile40ml kadar ayarlandh.

3.6.5.7.2.14. Liziztamponu
3.6.5.7.2.14.1. Liziz tampon(stok)

1) TrisHCL 200 mM (PH=7.5) 6.30r
2) NaCL 1.5mM 0.0175gr
3) EDTA(Na2) 10 mM 0.74 gr
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4) Triton X100 % 10 20 ml

5) SDS %0.1 2.7 ml
6) Ultrasaf su suile, 10ml’ye ayarland:
3.6.5.7.2.14.2. Liziztampon ( working):

1) Proteinaz inhibitort 7.7mg

2) liziz tamponunun stok soltsyonunu ~— 1ml

3.6.5.7.2.15. TBS 10x ( konsantre)
TrisHCI (fw 157.60) 7.88gr Son konsantrasyon 100 mM

NaCL (fw 58.44) 4.5 gr Son konsantrasyon % 0.9

Ultra pure su ile 500 ml’ye kadar karigtirildi

Not: PH miktari, 1IN NaOH ile 7.5’ aayarland: ve 2 aya kadar 4°C’ de saklanilabilir.
1 lit'e kadar su eklendi

3.6.5.7.2.16. TTBS (Tween Tris Buffered saline)
TBS 10x 100 ml

Tween 20 50ul  Son konsantrasyonu % 0.05

3.6.5.7.2.17. SDS Akriliamit stok soliisyonu (% 30T-%2.6C)

Akriliamit (fw 71.08) 30gr Son konsantrasyon % 30
N'N'-bis-methylene-akriliamit (fw 154.17) 0.8 gr Son konsantrasyon % 0.8
Ultra pure su 100 ml” kadar eklendi

Not: 0.45 filtre kagiti ile filter olup ve 4°C’ de maksimum 30 gone kadar saklana bilir.

3.6.5.7.2.18. Ponso Sboyasi
Ponso S boyast 1:10 stok soltisyonundan hazirlanir .% 2 ponsu S, % 30 trikloroasetik asit ve %

30 sulfosalisilik asit, 5 dakika gjitatorde beklendi.
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3.6.5.7.2.19. Proteinaz inhibitor kokteli
Market’de hazir tabletler (Complete protease inhibitor cocktail tablets in glass vials, cat no:

11697498001, Roch) kullamldi. Bir tablet 2 ml dd suda ¢ozuludu (25 X) ve her seferinde 1ml

inhibitor, 9 ml liziz tamponu eklendi.

3.6.5.7.3. Proteinin Jzolasyonu
3.6.5.7.3.1. Dokulardan total protein izolasonu:

-80 derecede, 25 mg'lik donmus Ornekleri buz Ustlinde tutarak porselen zarfda yerlestirerek
Uzerine 10-20 ml sivi azot eklendi ve ezildi. Sivi azot biter bitmez, Gzerine 200 pl liziz tamponu
eklendi ve homojenize edildi. Ornekler homojenize edildikten hemen sonra, tlpler icinde
proteinazi inhibe etmek ve protein ekstraksiyonu igin, buz Uzerine konuldu ve 3-4 dakikada
vortekslenerek, 20-30 dakika bekletildi. Bu slrenin sonunda tupler hicre debrilerinin
uzaklastirilmasi igin 15,000 g'de 30 dk santriflj edildi. Proteinleri iceren slipernatan yeni bir tipe

alind1 ve protein miktarinin belirlenmesi asamasina gecildi.

3.6.5.7.3.2. Hucre Kilturinden protein izolasyonu
Pozitif kontrol icin meme (MCF-7) ve prostst (PC-3) hicre kilttriinden protein izole edildi. 100

mm’lik hicre kdltdr kabina triptan mavis ile sayillarak ekilen hicreler % 70 yogunluga
ulastiginda, % 2 FBSiceren standart ortam igerisinde 16 saat serum agligina maruz birakildi.
Hucre sayisi/ ml’de:

Totd sayilmus hiicreler  x (diltisyon faktori) x (10,000)

Karelerin sayisi
Ornek; diltisyon faktorii 2 and karelerin #i 10’ dur
(6rnek: 62/10 x2 x10*=1.24 x 10°)

Canl1 hicrelerin ylizdesi:

# of canli (viable) hicreler x 100

total sayilmis hiicre sayisi
ornek 54/62 x 100 = 87.09%
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Tablo 4 .Tavsiye olmus liziz tamponunun miktari

(http://issuu.com/abdserotec/docs/westernbl ottingbrochure, 2011)

Liziz tamponunun hac

107hiicre veya 100 mm

Doku kiiltiirii | petri dis'den iml

2 ml' eklenip ve sonike
olup veya homojenize

Tim doku 100miligram
alunur

Bakter! Ornekler karistirlp 10 ml' eklenip ve vorteks
awtern ve hacmi hesaplanir olunur

10 ml' eklenip ve sonike
Maya Ornekler kanstirilip olup veya cam yuvarlaklar
ve hacmi hesaplanir ile vartekslenir

hicreler buz Uzerine alindi ve ortamlar: uzaklastirildi ve soguk PBS'ile 2-3 kez yikandi. 1

ml PBS eklendi ve pompg ederek hiicreler kaldirildi ve 1.5 ml’lik tUpler icerisine aindi. Bir kez
daha flaks kazict ve PBS tamponu ile kazildi ve tlplere aktarildi. Hucreleri ¢oktirmek icin
1,500g'de, 5 dk santriflj yapildi. Sipernatan’ daki PBS atildiktan sonra, hiicre pelletinin hacminin
Uc katina kadar liziz tamponu eklenerek (Tablo 4), tlpler buz Ustiinde protein ekstraksiyonu igin
30 dakika gitator tizerinde bekletildi. Bu stirenin sonunda tipler hiicre debrilerinin uzakl astirmast
icin 15,000 g'de 30 dk santriftij edildi. Proteinleri iceren supernatant yeni tlipe alindh ve protein
miktarimin  belirlenmesinin asamasina gegildi. Hucre lizatini hemen kullanmak istenmedigi
taktirde, birkag haftaicin -20 [ "de ve uzun sireli saklamak icin, -80' de ¢alisma zamamna kadar
tutulabilir.

3.6.5.7.4. Protein miktarznin belirlenmesi:
Protein miktarlarinin belirlenmes icin Bradford yontemi kullamildi. Bradfrord sollsyonuyla

ornekler karigtirlldi ( 1 ml Bradford solisyonu + 20 pl liziz tamponu + 20ul 6rnek) optikal
dansitess 595 nm’'de olculdi. Bovin serum albumini (BSA) standart protein olarak kullanilir.
Hesaplamalarin agiklamasi:
Ornek OD’si (ug/ul) 1ul (protein verimine gore degisilir)
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35(optimom konsantrasiyon) X
X=A 0rnek sayisi: Aul +Aul (2x loading tamponu) + (son hacim 6rn: 25ul -2A)
Ornek 1: N35 5.33 pg/ul pl
35 pg/ ul 6.57
6.57+6.57(2x) +11.87(1x) yuritmeye hazirlanan sollisyon

Ornek 2: T12 19.82 pg/ul ul

35 pg/ ul 1.76
1.76+ 1.76 (2x) + 21.48 (1x) yurtitmeye hazirlanan soliisyon
Kullanacak 6rnek hacimi belelirlendikten sonra 6rnekler jelin kuyusundayerlestirildi.
Proteinin veriminin iyi oldugundan emin olduktan sonra, 6rnekler jelde yurtutmek igin sonraki
basamaga gecildi. GSTPL i¢in kullanan marker firma tarafindan (Fermentaz):118, 90, 50, 36, 27
ve 20 boyutlarda ve E-cadherin igin elde hazirlannrms marker: 213,170,116,76 ve 53 boyutlarda
kullanildi.

3.6.5.7.5. Proteinin SDS-PAGE poliakrilamid jelinde yur Gtilmesi
3.6.5.6.5.1. YUrutmeigin 6rneklerin hazrrlamasn:n prensibi

Tipik olarak antikorler, istenen proteinin sadece kicgik kismina (epitop) yapisip ve cogunlugunda
bu bolge 3D konformasyonda yerlegsmistir ve antikorun buna ulasmasi icin proteinin katlarinin
acilmasi ve denatire edilmesi sarttir. Buna goére yuritme tamponunda anyonik denattire edenler
(sodyum dodesi| stilfat, SDS) kullammi gerekmektedir ve 95-100 derecede’ de kaynatma veya 70
derece de (5-10 dk) dafaydalidir.

Standart yuritme tampon 2x ‘Laemmli’ adlandirilan bir tamponudur (PH=6.8). SDS'in
kullaniminda, proteinlerin yukd tamamen SDS'in anionlarina yapisip ve negatif olur. SDS'in
proteinlere yapismasi ve denattire etmesinin oram (1.4:1)’ dir. Bu ylzden proteinlerin go¢ etmesi
elektrik yukinun aracilig1 ile degil, molekiler boyutun agirligiyla meydana gelir. SDS'in kalite
ve tazeligi proteinlerin net ve iyi ayrimasi ve arka plan (background)'nin azaltmasini saglar.
DTT veya 2ME distilfit koprulerin azamasi igin kullanilir. Gliseroltin roll, drnegin dansitesini
artirmast ve koyucugun dibinde tutmasidir. Proteinlerin gogtini izlemek icin ydriitme tamponuna
az miktarda anyonik boya (bromofenol mavisi) eklenir. Orneklerin muamele sirasinda ve

kaynatmanin 6nce ve sonrasinda vortekslenmes iyi verime neden olacaktir.
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3.6.5.7.5.2. PAGE jelin hazirlamasin:n prensibi
Poliakramit jeli, SDS ile birlikte SDS-PAGE olarak adlandirilir. Bu yontem ile proteinler kendi

molekiler agirliklarina gore ayrililar (Tablo 5). Poliakrilamid iki maddeden olusmustur
(akriliamid ve N,N-methylenebis-akriliamid, Bis). Bis bir ’cross-link’ edici gandir. Amonyum
persilfat ve TEMED ile polimerize olayi baslatilir. Jel, hidrofil ve uzun karbohidratlarin tg
boyutlu bir agidir. Jelin icindeki deliklerin boyu, ayrilan molekullerin buyukltklerini etkiler. Bu
deliklerin boyutu iki faktor ile etkilenir: 1. akriliamidin miktar: (%T) 2. Kros-linkerin miktar1 (%
C). Akriliamidin miktar1 arttikga, deliklerin boyu azalir. Kros-linkerin % 5'i en kiguk delik
boyunu olusturur. Bu yuzden, % C’'in azalip veya artmasi deliklerin degisimine sebep olur.
Akriliamidin son hacmi (w/v) ve bis'ile birlikte hazirlanir. % 7,5 T'in anlami, 100 ml jelde, 7,5
akriliamid ve bis'in icermesidir. % 7,5 T:% 5’in anlam; 7.5 (w/v) akriliamit + bis ve bisin total
hacmi % 5 olmasidir. Genel kura olarak proteinin boyutu ne kadar kiiglkse, mono/bis yizdesi
artmaktadhr.

GSTPL, icin % 10'lik, E-cadherin igin ise % 8'lik (proteinin boyutunin buyik olmast nedeniyle)
poliakrilamit jeli kullanild.

Tablo 5.Jelin yuzdesi ve protein buyuklagi

(http://www.abcam.com/ps/pdf/protocol s/\WB-beginner.pdf)

Proteinin blyikliga (KD) Jelin yiizdes] (%)
4-40 20

12-45 =

10-70 12.5

15-100 10

25-200 8
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Tablo 6. Poliakrilmid jel iceregi

10 ml’lik Jel monomer sollisyonunun hazirlamaklavozu:

30 % Degassed

(http://www.bi o-rad.com/webroot/web/pdf/ sr/literature/10007296.PDF)

| DDHxO | Jd Tamponu | 10% w/v SDS
Jel Yilzdesi Akrilamid/ Bis

(mi) (ml) (ml)
4% 6.1 1.3 22 0.1
5% 57 1.7 25 0.1
6% 54 20 25 0.1
7% 51 2.3 25 0.1
8% 4.7 2.7 25 0.1
9% 44 3.0 25 0.1
10% 4.1 33 25 0.1
11% 3.7 3.7 25 0.1
12% 34 4.0 25 0.1
13% 3.1 4.3 25 0.1
14% 2.7 4.7 25 0.1
15% 24 50 25 0.1
16% 21 5.3 25 0.1
17% 1.7 57 25 0.1

* Resolving Jel Tamponu -1.5 Tris— HCI, pH 8.8
* Stackimg Jel Tamponu -0.5 M Tris—HCI, pH 6.8

3.6.5.7.5.3. Yontem
A. Jel yikleme camlar kapatilip ve agaroz jel ile dolduruldu. Yukarndaki poliakrilamid jeli

(separating jeli, E-cadherin icin %10 ve GSTPL igin % 8 ) (Tablo 7) eklendi ve 1.5 santimetre
camin yukarisina kalmis, %5 ploiakrilamit jeli ( stacking jel) eklendi( formdlun Uzerinden
hazirlanir: %10 jelin hacni 10 ml ve % 5 jelden 5 ml). %10 jeli cama eklendikten sonra, beklendi
ve Uzerine izopropanol eklendi. Bunun amaci jelin duzeyini berlilemektir. Jeli dondurduktan
sonra, alkol bosaltirildi ve % 5 jelin Ustine eklendi ve donuncaya kadar beklendi (Tablo 8).
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B. Ornekler liziz tamponu ile homojenize edilip 30 saniye vortekslendi ve 5 dakika mikrodaga
finnda tutuldu.

C. Tank tamponunu tanka eklendi ve jel yerlestirildi. Ornekler ve marker koyucuklara yiklendi.
Ornek ve yiiriitme ( loading) boyasinin oram; 50 ul sample ve liziz tamponu karisimi ve 50l
loading boyasidir.

D. Yurutme (loading) boyasi, jelin sonuna yaklastiginda, elekteroforez durduruldu. E-caherinicin
Voltg:100, 1.5 saat, GSTP1 Volta):100 1.5 saat uygulandi.

Tablo 7.Poliakrilmid jel igeregi

% 8'Lik jel % 10’luk jel (20mL) % 5'lik jel (5mL)
(20mL)
dH20 4.6 4,0 34
%30’ luk akrilamid 2,7 33 0,83
1.5M Tris-C1,pH 8.8 25 25 0,63*
% 10 SDS 01 0,1 0,05
% 10 amonyum 0,1 0,1 0,05
persulfat
TEMED 0,006 0,004 0,005

*% 5'lik jel icin 1 M Tris-Cl, pH 6.8 kulInal mustir.

3.6.5.7.5.4. Pouztif kontrdller
Bir pozitif kontrol lizat:1 (beta aktin), protokoltn yeterli ve dogru ¢alistigim gosterir ve antikorin

orneklerde olmayan hedef proteinin tanimlanmasinm gostermek igin kullanildi.

3.6.5.7.5.5. YUrutme notlar:
1. Mikro hamilton veyaince ignelerden, 6rnekler kuyucuklara yerlestirilidi.

2. igneler kuyucuklar yirtmamali bandlar dagilabilir.
3. Kuyucuklar dolmamali, drnekler diger kuyucuklara dagilirsa bandlar zayiflar.

4. Her kuyucukta 20-40 pg protein eklenmeli.
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5. Y Uritme zamani protokole gore degisir.
6. Molekil boyas: jelin sonuna ilerleyince, gerilim kapanmali. Proteinler yavasca jelden kopar,

bunu 6nlemek icin, hemen hizli aktarim basamag: baslanmalidir.

3.6.5.7.5.6. Yurutme kontrolleri

Tablo 8.Yuridtme kontrollerinin 6zellikleri

(http://www.abcam.com/ps/pdf/protocol s/\WB-beginner.pdf)

viiriitme Kontrolii | Ornek tipi Molekiiler Uyari
agirlile (RDa)
43 iskelet kars hilcrelerine uygun degil, hiicre
e Biitiin hiicre/sitoplasmik biiyiimesinde ve hiicre digi matriksin

degisimlerinde, etkilenebilir
[Farmer &f & 1033).

30-40 Bazi fizyolojik faktdrler, hipoksi ve seker
hastaliginda, &zel hiicrelerde artmaktadir

GAPOH Biitiin hiicre/sitoplasmik

55
G . Antimikrobial ve anti-maya ilaclarinda,degis
Tiibiilin Blitin hiicre/sitoplasmik dlir (Sangrajrang 5. ef &) 1998, Prasad V
et al, 2000)
VDCA1/Porin Mitokondriel 3
cox s, a 16 EE
Mitokondriel Coklu proteinler 16 Kda'luk COXIV gibi yiirir
Lamin B1 Miklear €8 Hucrelerin niiklear zari parcalansa, uygun
I
TATA  baglanan Niikl 38 degi! ;
pratain TBR) ukiear DMNA kaldirmasinda, uygun degildir

1. Ydrttme kontrolleri , drneklerin jeldeki gorinen bandlar olarak, ylritulmesini gostermektedir
Ozellikle orneklerde farkli ekspresyon duzeyinin kiyaslanmasi ssteniliyorsa, bu kontrol yarimci
olabilir (Tablo 8).

2. Aktarim (transfer) basamag: basarili olmasa da, yurtutme kontréllerinin bandlarimn tzerinden,
protein miktarini her bantda 6lgmek mumkindur.

3.6.5.7.5.7. Proteinlerin jelde boyamas
3.6.5.7.5.7.1. Proteinlerin jelde goruntilenmesi

Bu gorunttlenme proteinlerin tekdiize ( uniform) ve tamamen go¢ etmesini kontrol etmek icindir.
Proteinleri membrana aktarmak amaci varsa, gumuis boyast kullanilir. Komasi (Coomassie)
70


http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols/WB-beginner.pdf)

mavisi geridonismez. Komasi mavisi sadece aktarimin sonrasinda , aktarimin kalitesini izlemek
icin kullamlir veya aktarma (transfer) yapmak gerekmiyorsa ve sadece SDS-PAGE’ de sonuglari

izlemek amaci varsa, kullanilir.

3.6.5.7.5.7.2. Komasi mavisi
Gerilim hemen kapand:iktan sonra, protein bandlarn dagilmaga baslar (su fazinda ¢ozulebilir). Bu

olayr onlemek igin, % 40 distille su, %10 asetik asit ve % 50 metanol soltsyunu hazirlandh ve jel
bu soliisyonda tutundu. Bu yontemde proteinler presipite olur (¢6zinmez hae gelir). Tespit
olmus proteinlerin gorinmesi icin jel ayni su/asetik asit/methanol karisiminda ve % 0,25 komasi
brilliant mavis R-250 tutundu. 4 saat veya gece boyu oda sicakliginda, rotator Uzerinde
bekletildi. Inkubeden cikartilip yeni karisim ile yikandi ve fazla boya uzaklastinldi. Boya,
akriliamid’e baglanmaz ve atilir (saf jel birakir) ancak proteinlere gicli sekilde bagl kalir ve
koyu mavi boya olusur. Proteinlerin gorintilnmes i¢in 3 drnek icin komasi boyamasi uygulandi
(Sekil 19), ancak bu boyaman yaptiktan sonra aktarma mumkin Imadig icin, bu boyma genel

olarak kullanilmadh.

Sekil 19. Komasi mavisi ile jel boyamasi

3.6.5.7.5.8. Poliakrilamid jeldinde yuruttlen proteinlerin PVDF membranlara transferi ve
membranzn bloklanmase
3.6.5.7.5.8.1. Proteinlerin membranea yir itmesinin (transferi) prensibi

Sisteme bagl1 aktarma protokol i degisebilir ancak yontemin temeli aymdir. Burda da 6nceki gibi,
bir gerilim eserinde proteinler jelden membrana aktarilir ve *blot’'lamir. Yari-kuru aktarimi gok

hizlidir ancak 19lak aktarim membran kurutulmasi nedeni ile daha basarilidir ve 100'KD’dan
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blyUk proteinler icin kullanilir. Her iki sistemde, membranlar jel Gzerine konur ve emici
maddeler arasinda sandivig olurlar ve bir solid dayanaklarla tutulur boylece jel ve membran sert
ve yakin sekilde birbirine tutulur. Islak sistemde sirasiyla
(suinger/kagit/jel/membran/kagit/stinger) yerlestirilir ve hava kabarciklari alimir. Daha sonra bu
sanduvi¢ aktarma tamponunda tutulur ve akim verilir. Negatif yukli olan proteinler, pozitif
elektroda dogru goc eder ve membran proteinleri blotlayip ve onlaral baglamir ve goculerini

onler.

3.6.5.7.5.8.2. Kuiguk ve buyuk proteinlerin aktarzminzn prensibi
100K D’ dan buyuk proteinler:

1. Buyuk proteinler icin aktarma ¢ok yavas olabilir aynen jelde yavas yurumeleri gibi, bu nedle
jelin konsantrasyonu % 8 ve daha az olmalidir, jelin dagilmamasina dikkat edilmelidir.

2. BlyUk proteinler jelde presipite olabilir. Aktarma tamponunun son konsantrasyonuna, % 0.1
SDS'in eklemesi bu sorunu ¢ozebilir.

3. Metanol SDS'i proteinlerden koparabilir bu ylzden tamponda metanoliin ylzdesi azatilir.
Jeli kabartir (swelling) ve blyuk proteinlerin kolay aktarimina yardim eder.

4. Metanol nitroselulozde kullanilir, PVDF kullamliyorsa, tamponda metanoltn kullanilmasina
gerek yoktur sadece PVDF'i aktif etmek icin ilk basamaktaislatmakta kullanilir.

5. Gece boyu yas aktarma, yari-kuru yerine tercih edilir.

Kuguk proteinler igin (<100KD):

1. SDS araciligi ile, tim proteinler membrandan ayrilir ancak kiiclk proteinlerde etkisi coktur, bu
yuzden SDS, tampondaolmamalidr.

2. Metanol konsantrasyonu % 20 olmali.

Protein bandlarimin boyutunu tahminen hesgplamak icin, ‘size marker’ kullamlir. Jelde farkli

boyutlarda ayrilan proteinlerden ibarettir.

3.6.5.7.5.8.3. Yontem
Elektroforez islemi bittikten sonra, jel cikarildh ve isaretlendi (Ustt ve arkasimn belli olmasi

icin) ve taze hazirlanan Tris-Glisin transfer tamponu (protokol tzerinden hazirlanmis) igerisine
alind.
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Watman ve kurutucu kagitlar jel boyutunda kesip ve 1 tanesi jelin Ustline ve 1 tane jelin atina
hazirland:. Transfer tamponu ile kagitlar 1slatildi.

PVDF membram hidrofob olmasina gore, ilk methanol ile 1datilir 30 saniye ile 1 dakika
bekletildikten sonra, distile su ile yikandi bu kosullarda kagitin rengi agik griye donusta.

Transfer tamponundan biraz Uzerine eklendi daha sonra 1 tane 1slak watmen kagiti blotlama
camainda yerlestirildi ve Uzerine pipetin dolandirmas ile hava kabarciklar: gikartilidi bir az daha
transfer tamponu eklendi, PVDF membram konuldu ve tekrar transfer tampon eklendi ve daha
sonraki  basamakta jel camdan ayrildi ve fazla kismu  kesildi (stacking kismini) ve jel ters
cevirilerek biraz transfer tamponu eklendi, cok fazla yerini degistirmeden watman kagitlarinin
fazlast makas ile kesildi ve 1 tane 1slak kurutucu kagidi, jelin Gzerine konup tekrar transfer
tamponu eklendi ve daha sonra hava kabarciklar cgikartilip ve kagitlarin etrafinda fazla su alindh.
Bu sistem, yari-kuru (semi-dry) olduguna gore fazla malzeme konmasina gerek yoktur. Akimin
yonu olarak, negatif yukarida ve pozitif asagi yonde ayarlandi. Blotlama caminin kapagi
yerlestirilidi ve elektrik akimi baglatildi. Akimda, 18 voltg kullanildi ve blotlama slireci bir sata
ayarland: (2 membran birarada kullamyorsa, 20 volt bir saat). Transferin basarili olamasini

kontrol etmek icin, transfer sonrasindajeller ** Comassie mavisi’’ ile boyandi.

3.6.5.7.5.8.4. Ponso-S boyamas
Proteinlerin  membranda gurintilenmes igin, membrana TBST tamponunda yikamldi. Stok

kirmizi ponso boyasi, 1:10'a dilte olundu ( % 2 ponso, % 30 trikoloroasetik asit ve % 30
dilfosalisilik asit’de) membran ajitatorin tzerinde 5dk inkube edildi. Su ile yikamlip ve protein
bandlar1 iyi goruntileninceye kadar yikamildi. Membran su da fazla yikanirsa bandlar tamamen
silinebilir buna gore marker cizgileri silinebiir kalem ile PVDF kagitinda (E-cadherin ve
GSTPL1’e 0zgu ve farkli ) isaretndi ve sonraki basamagagirdi (Sekil 20 a,b ve 21).
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20 a

20 b.

Sekil 20.a. Membranin ponsu ile boyamas:t ve b. Membrandan boyanma sonras: yikanilmis ve
markrin isaretlenmesinin ve protein bandlarinin gortntisi
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Sekil 21.Membran Gzerinde markerlerin isaretlenmesi

3.6.5.7.5.8.5. Bloklama
3.6.5.7.5.8.5.1. Membran:n bloklama nedeninin prensibi

Membramn bloklamasi, primer veya sekonder antikorlerin membrana spesifik olmayan
baglantisini onler. ki bloklayan ¢ozelti kullanilir: yagsiz st veya sigir serumunun albumini
(bovine serum abumine, BSA) (cohn fraksyon V). Sut daha ucuzdur ancak fosforll proteinler
icin tavsiye edilmez (kazein proteininde fosfat bulunmaktadir ve arka planda, koyu boya
olusabilir). Belli olmayan nedenlere gore, antikorler BSA’ ile daha guclt band olusturur. %5 sit
veya BSA c¢ozeltisi hazirlanir (5gr siit+100 ml TBST tamponu eklendi), karistirilir ve filtre edilir.
Filtre edilmesse, noktalama (‘spotting’) olusabilir. 1 saat 4 derecede gitatorde inkibe olunur. 5
saniye TBST'de yikanr.

3.6.5.7.5.8.5.2. Yontem
Bloklama tamponu (skim milk 1 gr son konsantrasyon % 5, Gliserol 1 ml son konsantrasyon %

5 TTBS ile 40 ml kadar ayarlandi ) , PVDF membran: ile bir naylon torbada yerlestirildi ve
torbanin bag1 1sitmayla kapand: ve buz dolabinda gece boyu bekletilidi (membranin yéni ve ters
taraf1 isaretlenir).

PVDF membran bloklama tamponundan c¢ikartip, PBS-tween 20 (150 pl PBS+ 75 pl Tween )
tamponu ile 3 kez ve har seferinde 5 dakika rotatorde yikanildi. Geri kalan bloklama tamponu

falkon tuptelerde bir sonraki islem icin saklanldi.
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3.6.5.7.5.8.5.3. Primer ve sekonder antikorlerin hazrlama prensibi:
Secilmis antikorler antijene 6zel olmal ve onun 6zel bolgesine baglanmalidir. Buna ragmen

western blotlama da kullanilan antikorler her zaman tipik sekilde ¢alismaz (konformayonel
epitoplar, parcalanan proteinler). Tampon, jel ve blotlama kosullarinin esenekligi nedeni ile,
antikorlerin optimize galismast mumkun ol abilir.

Primer antikor firma tarafindan belirlenen dilusyonda hazirlanir ve firma tarafindan 6zel tampon
belirlenmeyen taktirde, bloklayan tampon veya TBST ile (1:100-1:3000)' de dilte ve optimize
edilir. Fazla antikor kullammu, spesifik olmayan bandlar olusturabilir. Antikore bagli, bloklayici
ganin tamponda kullanmas: degisebilir. Sit veya BSA’'nin az konsantrasyonda (% 0.5- 0.25)
kullammi, bandlarin guclt olmasini saglar.

Inkiibe siiresi: bu siire bir saattan, gece boyuna kadar (18 saattan fazla) degisebilir ve proteinin
yogunlugu ve antikortin afinitesine baglidir. Spesifik baglanma icin daha dilte antikor ve daha
uzun inkubasyon tavsiye edilir.

Inkube sicakligi: soguk derecelerin kullaniimas, tercih edilir. Gece boyu inkiibe dustiniltyorsa,
4°C gerekiyor yoksa kontamine olasiligi ve proteinin bozulmasi beklenir. Inkibe sirasinda
gitator kullamim tavsiye edilir bdylece membranin Gstli, homojen sekilde kapatilir ve spesifik
olmayan baglantilarin olusumu onlenir.

Bloklama soltisyonundan alinan membranlar primer antikor ile , optimize edilen dilusyonlarda
muamele edildi.

3.6.5.7.5.8.5.3.1. Antikorlerin hazrrlama yontemi
Anti E-cadherinin primer antikori, /200, GSTPL1 i¢in 1/100 ve beta aktinin i¢in, 1/100 oramnda,

Tris tamponlu-tuz solusyonu-Tween20 (TBS-T=Tris-Buffered Saline Tween-20) iginde
hazirlandi, % 5-10 yagsiz sit tozu (Non Fat Milk powder, NFMP) veya %3 sigir dbumin (BSA)
iceren % 0,5 TBS-T tamponuna eklenildi ve inkibasyonlar 25 (1 C (oda sicakligi)’inda 2 saat
uygulandi. Sekonder antikor olarak Santa Cruz Biotechnology anti-fare (IgG-HRP FO710-Santa
Cruz) antikorlari, 1/500 konsantrasyonda kullamldi. Antikorlar %3 NFMP, % 0,5 TBS-T ile
(1:1000-1:5000 oraninda) sulandirilarak 1 saat 25 C’ de inkiibe edildi.
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3.6.5.7.5.85.4. Proteinlerin membran tzerinde saptanmas
Membran TBST’ ile birkag kez yikanildi, her seferinde 5dk ve daha uzun slirede primer antikor

yikamp atildi.

Not: Inkibelenme tamponunu ve dille orantisi genelde firma tarafindan belirlenir, yoksa
(1:1000-1:20000)' de optimize edilir. Fazla antikorun kullamimasi, spesifik olmayan band
olusturabilir. Dilte etmek icin, bloklama tamponu kullanilir ancak bloklayicit gan, antikoriin
hedef proteine baglanmasini 6nleyebilir ve zayif band olusabilir.

Hem primer ve hem sekonder antikorler igin inkiibelenmenin streci ve sicakligr: 1-2 saat, oda
sicakliginda ve gjitatbrde yapildi ve her antikorle (primer ve sekonder) inkibelenme basamaginin
arasinda, 3 kez yikanmab dakika aralikla yapildi.

Konjuge ediciler: HRP ile konjuge olmus antikorler tercih edilir. ALP ile konjuge olmus
sekonder antikorler fazla hassas degil.

Sekonder antikor hazirlands, inklibasyondan sonra, yikamaisleminde, membranlar PBS tamponu
ile 3 kez 5 dakika rotatorda yikanil di.

3.6.5.7.5.8.5.5. Develop yontemleri
HRP ile konjuge olan antikorler igin ECL ve ECL-plus tammlayici kullamlir ve ECL-plus tavsiye

edilir. X-ray filmlerinin kullamminda, inkibe strecinin kontrol etme sansi saglamr bu yontemin
yapilmasi icin, otomize aletler bulunmaktadir. Over eksprese olmus filmleri koyu band olusturur
ve protein miktar: belirlenmez (spesifik olmayan bandlar ve band kontrast: yoktur). Dijital fotgraf
larda, kameralar bir mahfaza icinde yerlestirildi ve membrandan kemiliminesans isintinin
sinyalin dijital resme donustirildi ve hizli andiz icin softwear kullanildi.

3.6.5.7.5.8.5.6. Sonuclar:n nitelligini belirlemek
Western blotlamadan alinan verilerin semi-kantatif olmasini hatirlamak ¢ok énemlidir. Buna gore

protein dizeyinde absoli miktar1 degil, relatif kiyaslama yapilabilir. Bunun nedeni iki sekilde
aciklanabilir: 6rneklerin ylritme ve aktarma orantisi her drnek icin farklidir ve kiyaslama 6ncesi
optimize olmalidir ve Orneklerin konsantrasyonundan olusan sinyal, ¢ok genis cercevededir
(range) ve iliskis cizgisel (linear) degildir buda substratin ulasim ve cizgisel (linear)

yanmitlamaya baglidir. Bu ytzden hicbir zaman protein konsantrasyounu ile 1s1m arasinda linear
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baglanti kurmak mimkin degildir. Tammlama metotlardan, CCD kamera ile ECL sinya: daha
dikkatli yontemdir (Sekil 22).

Goruntilenmesi icin  sekonder antikorlara bagli olan peroksidaz enzimlerinin substratin
parcalamas: esasina dayanan ve sonucta modifiye substrattan olusan kimyasal isimamn film
Uzerinde saptanmasi zaman- ¢gizgelesine (timeline) dayanan kemiliminesans,

M.ikDa} 1 2 3
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Sekil 22.Western blot’ da gortintilenme temeli

(http://issuu.com/abdserotec/docs/westernbl ottingbrochure, 2011)

goruntilenme yontemi kullanildh. Uretici firmamn 6nerdigi sekilde ( ECL’in develop floresans
isaretlenme giam A ve B tamponu ile hazirlandi (1ul A + 40ul B tamponu) hazirlanan karisim,
membramin Ustint kaplayacak miktarda sirilerek, 2-3 dakika bekletildi. Membranlar 151k
gecirmeyen bir kaset icine alindiktan sonra, kemiliminesansa duyarl: alet'e (Codak) konuldu
uygun strede bekletildi (2-3 dakika), direkt protein bandlart monitordaizlenildi ve kayd edildi.
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3.7 . Arastirma Plan1 ve Takvimi
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3.8. Verilerin Degerlendirmesi:
Istatistik: Elde edilecek verilerle;

1- Metilasyon ile gen ekspresyonu arasindaki korelasyon,

2- Genel tammlamada, meme timorinde metile olan genlerin ylizdes,

3- Meme tumarinin subgruplarinda metillenen genlerin ytzdes,

4- Meme tumariinde evreleme, derece, kemoterapi, timorun tipi ve geridonisum ile metilasyon

arasindaki iligski degerlendirildi.

5. Meme tUmadrinde evreleme, derece, kemoterapi, timorin tipi ve geridonusim ile protein

ekspresyonunun arasindaki iliski degerlendirildi.

Verilerin 6zelligine gore (norma dagilim ve homojen olduklari), sayim verilerde yapilan

andlizler ki-kare ve fisher, dlcim verilerde t-ki kare ,fisher ve spearman testinin gerekdigi

belirlendi. Ayrica bir kissm verilerin parametrik olduguna gore, pearson, t varyant andizi yapildi.

Biri bagimli ve biri bagimsiz verilerde nedensellik olmayan kiyaslamaarda regresyon testi ve

korelasyon testi iki yonli seklinde (2-sided) yapilir ve boylece farkliligin olup olmadigi

belirlendi. Bu nedenlere gore, Kullanilan tammlayici, x* , korelasyon ve regresyon anaizleri

SPSS 16.0 program ile yapilchi. Orneklerin homojen olmast icin insitu ve lobiler drneklerin
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sayisina gore, bu drnekler analizden ¢ikarildi ancak daha genis agidan arastirma yapabilmek icin
her 3 tip timor dokunun kullamimas: (duktal, lobtler ve insitu), uzun zamanli arastirmalarda
dahaiyi olacaktir.

3.9. Arastirmanin Sinir hiliklar:
Daha uzun siirede 6rnek toplama mimkin olmadigindan, meme tumaérin her Gg tipinden yeterli

Ornek alinamads. Her bir gen icin ¢ok calisma gerektigi icin ve verilerin toplamas: uzun sire ve

cok yuksek butce gerekdigi icin, sadece iki gen tizerinde ¢aligmak mumkuin oldu.

3.10. Etik Kurul Onaynr:
Dokuz Eylil Universitesi Etik Kurulu’ndan alinmis olan 06.04.2006 tarih ve 88 sayil1 rapor bu

caligmay1 da kapsamaktadir. (Rapor eklidir)
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4. BULGULAR

4.1. M eme Tumor iinde E-cadherin Geninin Metillenme Durumu

4.1.1. E-cadherin geninde meme timadr ve normal Orneklerin metillenme durumu ve pater ni
E-cadherin igin, 10 CpG noktasi promotor bdlgesinde segildi ve bislilfit sekanslama sonuglar: bu
noktalara gére siniflandirildi. Tlm 10 noktada metillenme, ful olarak tammland: ve 10 noktadan
dusik sayida metillenen noktalar kismen metillenmis ve noktalarin hi¢ bir noktada metillenme
gorinmemisse, metillenmemis (non) adlandirildi ayrnica her CpG noktamin numarasini

belirlendikten sonra, metillenme paternide belirlendi (Tablo 9 ve 10).

Tablo 9.Meme tumor 6rneklerinde, E-cadherin geninin promot6r bolgesinde bistulfit
sekanslama sonuglarinin siniflandirilmasi

TUmOor CPC-bolgeleri Ful Kismen Metillenmeme
drnekleri metillenme | metillenme | durumu
(E-cadherin) durumu durumu
1 863,873,887,892,901,918,940 - + -
2 863,873,887,892,901,918,940 - + -
3 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
4 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
5 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
6 873,887,892,901,918,940 - + -
7 887,892,901,918,940 - + -
8 892,901,918,940 - + -
9 892,918,940 - + -
10 887,892,901,918,940 - + -
11 - - - +
12 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
13 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
14 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
15 892,918,940 - + -
16 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
17 892,940 - + -
18 892,918,940 - + -
19 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
20 887,892,901,918,940 - + -
21 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
22 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
23 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
24 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + - -
25 863,873 ,887,892,901,918 ,940 - + -




26 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
27 892,940 - +
28 892,901,918,940 - +
29 892, 940 - +
30 892,901,918,940 - +
31 863,865,873,887,892,901,918,940 - +
32 - - -
33 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
34 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
35 892, ,918,940 - +
36 - - -
37 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
38 873,887,892,901,918,920,940 - +
39 863,865,873,887,892,901,918,940 - +
40 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
41 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
42 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
43 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
44 863, 873,887,892,901,918,920,940 - +
45 873, 887,892,901,918,920,940 - +
46 887,892,901,918,940 - +
47 865,873,879,887,892,901,918,920,940 - +
48 892,901,918, 940 - +
49 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
50 863,865,873,879,887,892,901,918,920,940 + -
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Tablo 10.Meme normal 6rneklerinde, E-cadherin geninin promot6r bolgesinde bistlfit
sekanslama sonuglarinin siniflandirilmasi

Normal
ornekler
(E-
cadherin)

CPC-bolgeleri

Ful
metillen
me
durumu

Kismen
metillenme
durumu

Metillenmeme
durumu
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1
1
+

39

40 863,865,873,879,887,892,901,918,940 - +

41

1

1

1
|+ ||+

ESEAIGIENIAES

49 879,887 - + -

50 879 - + -

4.1.2 Meme timor ve normal orneklerin E-cadherin genine 6zel BSP Urtnlerinin jelde
gorunulenmesi

Meme tUmor ve norma oOrneklerin Uzerinde yapilan BSP Urlnleri, % 8 poliakrilamit jelinde
yuratuldi ve BSP icin ayarlanan primerlerin mahiyetine gore, metillenen ve metillenmeyen
orneklerde triin bulunmaktadir. Negatif control olarak, bisllfit ile muamele olmamis genomik
ornek ve pozitif kontrol olarak universa hazir tam metillenmis DNA drnegi kullandi ( Sekil 23).
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Sekil 23.Meme timor ve normal 6rneklerinde, E-cadherin geninin prométer bolgesine
0zel PCR Urunlerin poliakrilamit jelinde goruntuleri.

4.1.3 Meme timoér ve normal orneklerin, E-cadherin geninin promotér bolgesine 6zel BSP
drdnlerin sekanslanmas

Elde edilen BSP UrUnlerinin bistilfit sekanslamasinmn sonuclari, G¢ simifta bulndu: bitin CpG
noktalarinda metillenen drnekler tam metillenen drnekler adlandinldi ( T14,...) ve digerleri
sadece kag CpG noktasinda metillenmistir ve bunlar kismen metillenen drneklerde sinflandirild (
T25,...) ve hi¢ bir noktada metillenmeyen drnekler bulundu (N14,...). E-cadherin i¢in promotor
bolgesinde bulunan 10 CpG noktalar, numara olarak promottrde konumlarina gore adlandirildi:
863, 865, 873,879, 887, 892, 901, 918, 920 ve 940 (Sekil 24).
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T14: Tam metillenmis N14: Metillenmemis
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T25: Kismen metillenmis  N25: Metillenmemis
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T31: Kismen metillenmis N31: Metillenmemis
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Sekil 24.Meme timor ve normal érneklerin, E-cadherin geninin promotor bolgesine 6zel
BSP Urinlerin sekanslama souglarinin goruntisu
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4.1.2. E-cadherin geninde meme timar ve civarindaki normal dokularzn metillenme durumu
Meme kanser hastalarin ortalama yas1 48 (23-74) olarak gozlenmistir. TUmor drneklerin % 92'si

invaziv, % 4.0'0 non-invaziv ve % 4.0'0 ingitu tipinden bulunmustur. Ayrica tUmaor sayisi
hastalarin % 92,0’ de bir tane, % 6,0 sinda 2 tane ve % 2,0’ de 10 tane tumadr bulunmustur. TUmor
orneklerinin, % 44,0’0( 50 6rnekten, 22’ si), tam metillenmis, % 50’si kismen ( 50 drnekten, 25'1)
ve % 6,01 ( 50 ornekten, 3'tanesi) metillenmemistir. Metillenme olayr timor ve normal
orneklerin arasinda, anlamli sekilde farkli gozlenmistir. Tam olarak meme kanser dokularin %
94’ inde metillenme gbzlenmistir. Ayrica norma meme dokularin % 76’su ( 50 6rnekten, 38'i)
metillenmemistir. (Sekil 25).

80% T
70%;
60%
50%
40%
30%
20%
10%;

0% L ‘ ‘

Metillenmemis Kismen metille Tam
metillenme

B TUmor

O Normal

Metillenme durumu

Sekil 25.Meme timor ve normal 6rneklerinde E-cadherin geninin promotor bélgesinde

metillenme sikligimn kiyaslanmasi

Ki-kare spirmen analizinin sonuclarina gore. Metillenme durumu normal ve timér drneklerin
arasinda anlaml1 sekilde farklilik gostermektedir ( p= 0.001) (Tablo 11).
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Tablo 11.Meme tumor ve normal 6rneklerinde E-cadherin geninin promotér bolgesinde

metillenme durumunun kiyaslanmasi

Grup Tam
E-cadherin Tamor Normal
Sayi 3 34 37
Metillenmemis

% 6.0% 73.9% 38.5%

Metillenme Say1 25 11 36

durumu Kismen

% 50,0% 23,9% 37,5%

Tam Sayi 22 1 23

metillenmis

% 44,0% 2,2% 24,0%

Tam Sayi 50 46 96
% 100,0% 100,0% 100,0%

4.1.2. E-cadherin geninde meme tumar ve civarindaki normal dokularzn metillenme paterninin

durumu

Tumor ve normal dokularda, 10" lu metillenen noktalarin sikliginda anlamli farklilik gozlenmistir
(p=0.006) ve tumadr orneklerde bu metillenme daha sik gozlemistir. Ayrica 10'lu CpG noktal arda,
metillenme paterninde (metillenen noktalarda ) normal ve tumor dokularin arasinda anlamli
farklilik g6zlemistir (p=0.000). Tumor dokularinda en stk gortinen metillenmis CpG nokta, 892
(% 94) ve normd dokularda en stk metillenmis nokta 879. (% 26,10) elde edildi (Sekil 26 ve

Tablo 12)
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Tablo 12.Meme tumor ve normal dokularinda, E-cadherin geninin promotor bolgesinde
metillenme paterninin kiyaslanmasi

Grup Pearson Ki-Kare
CpG noktlarai TUmOor Normal Deger S|Sl%ll"‘—glz)
863 %up ég ;2:32 11.759 001
865 ;%lrup 4212 424 21,581 0.00
873 ;%lrup 2421 1562307 28,552 0.00
879 %lrup ii 52:88 3.361 067
887 %lrup gg %82 22.170 0.00
892 %lrup 3471 156%()7 66.690 0.00
901 ;%lrup gg ;2:32 32,586 0.00
918 ;%lrup gg 1562307 57.037 0.00
920 ;%lrup ég ;gg 27.750 0.00
940 %lrup gg 1562307 63.326 0.00
‘ TUmor ® Normal ‘

100%
Yizde 90%
80%- -
70%
60%-

ﬁkLLiLili i

0% ‘ ; : \
863 865 873 879 887 892 901 918 920 940

CPG

Sekil 26.E-cadherin geninde timor dokularin metillenme paternin kiyaslamasi



4.1.3. E-cadherin geninde meme timadr dokularzn metillenme durumu ile timér evresinin
(stage) arasnda iligkisi

Genel olarak E-cadherin geninin promottr bolgesinde olusan metillenme ile timorin evresi
arasinda anlamli farklilik gozlenmistir (p= 0.000) ve tUmorin evres, metillenme olayinim
etkilemistir ve tmaorin evresi arttikga, metillenme siddetide artmaktadir. Evre 1'de 6rneklerin %
100G kismen metillenmis, evre 2'de Orneklerin % 66,7'i kismen ve % 24,2'l tam
metillenmistir. Evre 3a de, 6rneklerin % 100 ‘G mtillenmistir (Sekil 27 ve Tablo 13).

Bu arastirmada, duktal tipinden baska tiplarin az sayida bulundugu igin, statik anaizde anlaml:
cikmadilari icin, sounglardan ¢ikarildi ve sadece duktal tipimnin tzerinden analizler yapildi.

100% \
| Memtil.m*
90% | m Kismen
| Tam

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%
Tam

10%
Kisman
0%
Metillenmemig Metillenme

durumu

3a

Evre

Sekil 27.E-cadherin geninde tumor dokularin metillenme durumu ile timor evresi ile
iligkisi (*m= metillenmemis)
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Tablo 13.E-cadherin geninde tumdr dokularin metillenme durumu ile timorin evresinin

iliskisi

** korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed).

Metillenme Tam Kismen ) )
) ) ) ) metillenmemis
durumu metillenmis metillenmis
Evre | [Korelasyon .666(**) .699(**) -.639(**) -.116
degeri
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 423
N 50 50 50 50

4.1.4. E-cadherin geninin promottr bdlgesinde metillenme paterni ile tumor evresi arasndaki

iliski

E-cadherin geninin promotor bolgesinde olusan metillenme 863, 865, 873, 879, 887 ve 920, CpG

adaciklarinda ve tumorin evreleri arasinda ¢ok anlamli farklilk gézlenmistir (0.000< p <0.002)

(Tablo 14 ) ve timdriin evres arttikca, metillenmenin sikligi bu noktalarda artmaktadir.

Tablo 14. E-cadherin geninin promotor bolgesinde metilenme paterni ile timor evresi
arasindailigkisi

Metillenme Korelasyon ] )
Sig. (2-tailed)
noktalar katsay1si(coefficient)
CPG_863 588(**) 0
CPG_865 BL7(**) 0
CPG_873 A69(**) 0.001
CPG_879 699(**) 0
Evre CPG_887 A420(**) 0.002
CPG_892 0.116 0.423
CPG_901 .304(*) 0.032
CPG_918 0.169 0.24
CPG_920 579(**) 0
CPG_940 0.135 0.349
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4.1.5. E-cadherin geninde meme timaor dokularzn metillenme durumu ile timér dereces
(grade) arasinda iligkisi

Genel olarak E-cadherin geninin promotor bélgesinde olusan metillenme ile timorin derecesi
arasinda ¢ok anlamli farklilik gozlenmemistir (p= 0.080) ve bulgulara gore, tiumorin drecesi
metillenme olaynin etkilenmemistir. Ancak tumorin dreces arttikga, tam metillenme sikligi
artmaktadir (p= 0.035) ve ters orantili, kismi metillenme azalmaktadir (p= 0.022) . Grade I'de
tumor orneklerin % 80'de kismen metillenmis ve % 20'de tam metillenmistir. Grade 11’ de,
orneklerin % 10'u metillenmemis, % 50’de kismen ve % 40’ da tam metillenmistir. Grade |11’ de,

orneklerin % 20'de kismen metillenme ve % 80'de tam metillenme gozlenmistir (Sekil 28 ve
Tablo 15).

80% Metillen.m*
70% - Kismen
60% Tam

Metillenmemig

Derece (grade)

Sekil 28.E-cadherin geninde tumor dokularin metillenme siklig1 ile timor derecesi ile
iliskisi (*=metillenmemis)
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Tablo 15.E-cadherin geninde timdr dokularin metillenme durumu ile timaorin

derecesinin
Iliskisi
Metillenme Tam Kismen Metillenmemi
durumu metillenme metillenme S
Derece | Korelasyon 264 315(*) - 340(*) 062
(grade) |——deteri
Sig. (2-tailed) .080 .035 022 .686
N 45 45 45 45

4.1.6. E-cadherin geninin promtor bolgesinde metillenme paterni ile timaor dereceinin
arasnda iliski

E-cadherin geninin promotdr bolgesinde olusan metillenme timoriin derecesi ile etkilenmistir ve
887. (p=0.007), 865, 879 ve 920. (0.022<p<0.035) CpG adaciklarinda ve timérin dereceinin
arasinda cok anlaml1 farklilk gbzlenmistir (Tablo 16).

Tablo 16. E-cadherin geninin promot6r bélgesinde metilenme paterni ile timdr derecesi
arasindailiskisi

Koég'gf}i’ O | §ig. (2-tailed)
CpG noktaar
863 0.29 0.054
865 0.32(*) 0.031
873 025 0.091
Derece 879 0.31(*) 0.035
(Grade) 887 0.40(**) 0.007
892 20.06 0.686
901 0.19 0.204
918 0.03 0.844
920 0.34(*) 0.022
940 20,07 0.637

** Korelasyon degeri 0.01 diizeyde anlamlicir (2-tailed).

* Korelasyon degeri 0.05 diizeyde anlamlidir (2-tailed).

97



4.1.7. E-cadherin geninin promottr bdlgesinde tam metillenme durumu ile timorin evres ve
derecesi arasnda iligki

Bulgulara gore, E-cadherin geninin promotdr bdlgesinde olusan tam metillenme durumu ile
meme tumorun evresi ve dereces arasinda anlamli iliski gozlenmistir (p= 0.000) (Tablo 17).

Tablo 17. Meme timoérinde E-cadherin geninin promotor bélgesinde tam metillenme durumu
ile tumorin evre ve derecesi arasinda iligkisi

Tam metillenme
Derece Evre

1 Say1 2 0

% 10,5% ,0%
2 Say1 13 8

% 68,4% 34,8%
3 Sayi 4 15

% 21,1% 65,2%
4 Sayi 71 23

% 100.0% 100.0%

4.1.8. E-cadherin geninin promotor bolgesinde metillenme durumu ile timérin
geridénusumi, metastaz durumu ve kemoterapi arasinda iliski

Bulgulara gore, bu parameterlert timorun metillenme durumunu etkilememistir ve Spearman

korelasyon analizin sonuglarina gore, anlamli farklilk gézlenmemistir (Tablo 18)

Tablo 18. E-cadherin geninin promotor bélgesinde meillenme durumu ile meme timorin
metstaz, kemoterapi etkisi ve timdrin geridonistima arasinda iliskisi

Metillenme Geri donisim | Kemoterap
noktalar (recurance) i metastaz
Korelasyon
katsayisi 035 -.048 -.160
Metillenme (coefficient)
durumu Sig. (2-tailed) 812 741 268
N 50 50 50
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4.1.9. E-cadherin geninin promototr bdlgesinde metillenme paterni ile tumorin geridonisima,
metastaz durumu ve kemoterapi arasnda iliski

E-cadherin geninin promotdr bdlgesinde olusan metillenmde CpG noktalarinin metillenme
durumu, timaorin metastaz durumu ile etkilenmistir ve 940. Noktanin metillenmesinde, anlamli
farklilik gostermekte ayrica tumorin kemoterpi durumu ile 873. noktamn metillenmesi arasinda
anlaml1 iligki gorinmektedir (Tablo 19,20).

Tablo 19.E-cadherin geninin promotor bolgesinde meillenme paterni ile meme timérin
metstaz, kemoterapi etkisi ve timdrin geridonisiima arasinda iliskisi

Metillenme Metillenen CpG noktalarin dizi sayisi
noktalar 863 | 865 | 873 | 879 | 887 | 892 | 901 | 918 | 920 | 940
Korelasyon -
<< katsayisi 101 | .090 | .134 | .004 | .060 | .118 013 | .052 | .138
= | (coefficient) 026
O:
=)
& Sig. (2-tailed) | 487 | .535| .352 | .977 | 677 | .413 | .858 | .930 | .720 | .339
Korelasyon -
rg katsaa?s 203 | .030 | .277 230 | .093 | .185 | .136 | .123 | .109
22 .079
% (coefficient)
= Sig. (2-tailed) | -157 .838 | .050 | .584 | .108 | .519 | .199 | .345 | .394 | .452
Dvibuiie A I N I T N A A N '+ B
atsayisi : .
(coefficient) .044 | .069 126 | .023 | .174 | .063 .042 | .255

zelselowd

Sig. (2-tailed) | 760 | 632 | .942 | 384 | 876 | .226 | .662 | 971 | .771 | .04

Tablo 20.E-cadherin geninin promotdr bélgesinde 940. noktanin meillenme durumu ile

cerrahi Oncesi kemoterapi ve timorin evres arasindailiskisi

Kemotarap
[
Pearson korelasyonu | -.368(*)
Sig. (2-tailed) 025

N 37

M etillenme noktalar

Evre
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4.1.10. E-cadherin geninin promotdr bolgesinde metillenme durumu ile timor tdrdndn iliskis

Tumorlerin cogunlugu dukta tipinde olduguna gore, diger timor turlerin az sayida olmasi nedeni

ile korelasyon iliskisinin baglanmasi mumkun olmadi. Tumorlerin duktal tipi, metillenme olaym

etkilemistir ve metillenme durumlarinin arasinda anlamli farklilik gézlenmistir (p=0.050) (Tablo
21 ve Sekil 29).

Tablo 21.E-cadherin geninin promot6r bélgesinde timorin turd (duktal) ve meillenme durumu
arasinda iliskisi

Tam
metillenm Kismen Metillenm | Metillenme
e metillenme eme durumu
Duktd .280(*) -.234 -.093 279(*)
tipinden Sig. (2-tailed) .049 .103 520 .050
tumor N
50 50 50 50
Tumorin tird ve metillenme paterni
60%
50% -
yuzdgo%,
0%
20% -
10% -
0% 863 865 873 | 879 887 892 = 901 = 918 = 920 ' 940
CPG_ CPG_ CPG_ CPG_ CPG_ CPG_ CPG_ CPG_ CPG_ CPG_
CPG

Sekil 29. E-cadherin geninin promot6r bdlgesinde olusan metillenme paterni ile duktal tipinden
olan meme tumar trinin arasinda iligkisi

Bulgulara gore, tUmorin duktal tipinden olmasi, metillenen CpG noktalarin metillenmesini

etkilemistir ve en sik gorilen noktalar 940, 887, 918, 901 ve 892 bulunmustur (p=0.000).
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4.1.11. E-cadherin geninin promotdr bolgesinde metillenme durumu ile timor tdrindn ve
tumaor evresinin arasnda iligkisi

Elde edilen verilere gore, timorin dukta tipinde, tumdrin evreleri ve metillenme durumu
arasinda anlaml: farklilik gozlenmis ve doktal tipinde timor evres arttikga metillenme ylzdeside

artmaktadir (p=0.024). Duktal tipinden timorlerin metillenme paterni ile tumdriin evresi arasinda
anlamli farklilik gozlenmistir.(Sekil 30)

1 @2 m3a
90%

80%
Yizde
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

Sekil 30.E-cadherin geninin promotdr bolgesinde metillenme paterni ile duktal tipinden timaor
ve timor evresinin arasinda iliskisi

4.1.12. E-cadherin geninin promotdr bolgesinde metillenme durumu ile timorun tird ve
timorun derecesinin aragnda iligkisi

Elde edilen verilere gore, tumorin duktal tipi ile timor derecelerinde (grade) metillenme durumu
arasinda anlaml: farklilik gozlenmistir ve duktal tipinden timorin derecesi arttikca metillenme
yuzdeside artmaktadir (p=0.043). Ayrica, duktal tumortin farkli drecelerde olmasi, CpG
noktalarin metillenme paternini etkilememktedir (CpG noktalarin gesitleri), (p=0.764) (Sekil 31).
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18 ___

Sekil 31.E-cadherin geninin promotdr bolgesinde olusan metillenme paterni ile duktal tipinden
olan meme timaorinin derecesi arasinda iliskisi

4.2. Meme TUumor inde GST P1 Geninin M etillenme Durum

4.2.1. GSTP1 geninde meme tumor ve normal orneklerin metillenme durumu ve paterni

GSTP1 icin, 40 CpG noktasi promotdr bolgesinde secildi ve bislilfit sekanslama sonuclar: bu
noktalara gére siniflandirildi. Tlm 40 noktada metillenme, ful olarak tammland: ve 40 noktadan
dusik sayida metillenen noktalar kismen metillenmis ve noktalarin hi¢ bir noktada metillenme

gorinmemisse, metillenmemis (non) adlandirildi ayrnica her CpG noktamin numarasini
belirlendikten sonra, metillenme paternide belirlendi (Tablo 22 ve 23).
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Tablo 22. Meme tumoér drneklerinde, GSTP1 geninin promot6r bélgesinde yapilab bisulfit
sekanslama sonuclarinin siniflandirilmasi

TUmor CpG bolgeleri ( Metillenme ccg ctg cgcg
ornekler =< 5 d paterni)
GSTP) | 2208 x| 23
S g E 23| < £
2 g 22| 23
3 | 2
1 + - -
2 + - -
3 - - + -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
162,-152,-148,-145,-141,- | 1,124,112, 0, | 127,124, -
132,-129, | 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-127,-123,-112,-110,-101,- | 5,11,47,54, 5 174,71,-
91,-81,.... | 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
4 - - + -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
162,-152,-148,-145,-141 - 1,124,112, 0, | 127,124, -
132,-129, 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-127,-123,-112,-110,-101,- | 5,11,47,54, 5 174,71,-
91,-81,.... 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
5 - - + -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
162,-152,-148, -145, -141,- | 1,124,112, 0, | 127,124, -
183 | 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
,-185, -132,-129,-127,-123,- | 5,11,47,54, 5 174,71,-
112,-110,-101,-91,-81,.... | 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
6 - - + -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
162,-152,-148, -145, -141,- | 1,124,112, 0, | 127,124, -
132, 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
,-129,-127,-123,-112,-110,- | 5,11,47,54, 5 174,71,-
101,-91,-81,.... 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
7 - + - -197,-190,-187,-185,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
155,-148, -141, 1,124,112, 0, | 127,124, -
-127,-124,-112 - 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
101,77,71,15,13,4,11,14,38, | 5,11,47,54, 5 174,71,-
40,42,4754 148 15,13-
8,11,14-
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38,40,42,

8 +
9 - -197,-190,-176,-162,-155,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
148, -141,-127, 1,124,112, 0, | 127,124.-
" 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
124,15,13,4,8,11,14,38,404 | 5,11,47,54, 5 | 74,71,-
24754 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
10 +
11 missed
12 - -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
162,-152,-132,-148, -145, - | 1,124,112, 0, | 127,124,-
14,-183, | 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-185, -132,-124,-127,-123,- | 5,11,47,54, 5 | 74,71,-
112,-110,-101,-91,-81,.... | 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
13 - 197,190,185,176,155,152,1 | 197,176,214 | 19 | 127,124,-
48,141,127,124,112,101,99, | 1,124,112, 0, | 101,99-
77,71,15,13,8,11,14,38,404 | 101,77,71,1 | 15 | 15,13-
24754 |511,47,54, 5 |811,14-
148 38,40,42
14 - -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
162,-152,-132,-148, -145, - | 1,124,112, 0, | 127,124,-
141,-183, | 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-185, -132,-124,-127,-123,- | 5,11,47,54, 5 | 74,71,-
112,-110,-101,-91,-81,.... | 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42
15 +
16 - -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
162,-152,-132,-148, -145, - | 1,124,112, 0, | 127,124,-
141,-183, | 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-185, -132,-124,-127,-123,- | 5,11,47,54, 5 | 74,71,-
112,-110,-101,-91,-81,.... | 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42
17 - -197,-190,-185,-176,-162,- | 197,176,14 127,124-
155,-148,-141,-127,-124,- | 1,124,112, 101,99-
112,-101,--99,-77,-74,-71,- | 101,77,71,1 74,71-15,13-
15,13,4,8,11,14,38,40,42,47 | 5,11,47,54, 8,11,14-
148 38,40,42
18 +
19 - -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-
162,-152,-132,-148, -145, - | 1,124,112, 0, | 127,124,-
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141,-183,| 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-185, -132,-124,-127,-123,- | 5,11,47,54, 5 | 74,71
112,-110,-101,-91,-81,.... | 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
20 +
21 +
22 +
23 - -197, -190, -187,-185,-182,- | 148,197,12 | 19 | 187,185,-
162,-155,-152,-127,-124,- 7124,112,1 | O, | 127,124, -
112,--101,-77,-99,-74,-71,- | 01,77,71,15 | 15 | 101,99-
43,15,13,8,11,14,38,40,42,4 | ,11,14,47 5 | 74,71
7 15,13-
8,11,14-
40,42.
24 +
25 - -197,190,185,-176,-162,- | 197,176,14 19 | 127,124, -
155,-148,-141,-127,-124,- | 1,124,112, 0, | 101,99-
112,-101,-99,-77,-74,-71,- | 101,77,71,1 | 15 | 74,71-15,13-
15,13,4,8,11,14,38,40,42,47 | 5,11,47,54, 5 18,11,14-
148 38,40,42,
26 - -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 19 | 187,185,-
162,-152,-132,-148, -145, - | 1,124,112, 0, | 127,124, -
14,-183, | 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-185,-132,-124,-127,-123,- | 5,11,47,54, 5 | 74,71
112,-110,-101,-91,-81,.... | 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
27 +
28 +
29 +
30 +
31 +
32 missed
33 - -197,-183,-185,-182,-176,- 197,176,14 19 | 187,185,-
162,-152,-132,-148, -145, - | 1,124,112, 0, | 127,124, -
14,-183, 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-185, -132,-124,-127,-123,- | 5,11,47,54, 5 | 74,71,-
112,-110,-101,-91,-81,.... 148 15,13-
8,11,14-
38,40,42,
34 - -197,-183,-185,-182,-176,- 197,176,141 | 19 | 187,185,-
162,-152,-132,-148, -145, - 124,112, 0, | 127,124,-
14,-183, 101,77,71,1 | 15 | 101,99-
-185, -132,-124,-127,-123,- 51147541 | 5 | 74,71,-1513-
112,-110,-101,-91,-81,.... 48 8,11,14-
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38,40,42,

35 +
36 missed

37 - -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-

162,-152,-132,-148, -145, - | 1,124,112, 0, | 127,124, -

14,-183, | 101,77,71,1 | 15 | 101,99-

-185, -132,-124,-127,-123,- | 5,11,47,54, 5 174,71,-

112,-110,-101,-91,-81,.... | 148 15,13-

8,11,14-

38,40,42,
38 +
39 +
40 +
41 +
42 +
43 +
44 +
45 +
46 missed
47 +
48 +
49 +

50 - -197,-183,-185,-182,-176,- | 197,176,14 | 19 | 187,185,-

162,-152,-132,-148, -145, - | 1,124,112,1 | 0O, | 127,124,-

14,-183, 01,77,71,15 | 15 | 101,99-

-185, -132,-124,-127,-123,- | , 1147541 | 5 | 74,71,-

112,-110,-101,-91,-81,.... 48 15,13-

8,11,14-

38,40,42,
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Tablo 23. Meme normal drneklerinde, GSTP1 geninin promot6r bélgesinde yapilab bisulfit
sekanslama sonuclarinin siniflandirilmasi

Normal - CpG bolgeleri ccg ctg cgcg
dokular = 3 c (metillenme
(GSTPL) | 22| 87X g3 paterni)
c3| c53 c 2
c 3 g 3 8 g §
% 3 3
® ®
1 + - -
2 + - -
3 - + - 162 - - -
4 + - -
5 - + -
6 + - -
7 + - -
8 + - -
9 - + - 54 54 - -
10 missed - -
11 + - -
12 missed - -
13 + - -
14 - + - 4 - - -
15 + - -
16 + - -
17 + - -
18 + - -
19 + - -
20 + - -
21 + - -
22 + - -
23 + - -
24 missed - -
25 + - -
26 + - -
27 + - -
28 + - -
29 + - -
30 + - -
31 + - -
32 - + - 176,127,148,109, | 176,148,1 | - -
4,23 54 27,54
33 + - -
34 + - -
35 + - -
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4.2.2 Meme timor ve normal orneklerin GSTPL1 genine 6zel BSP Urtnlerinin jelde
gorunulenmesi

Meme timor ve normal drneklerin Uzerinde yapilan BSP dridnleri, % 8 poliakrilamit jelinde
yuratuldi ve BSP icin ayarlanan primerlerin mahiyetine gore, metillenen ve metillenmeyen
orneklerde trtn bulunmaktadir. Negatif control olarak, bisllfit ile muamele olmamis genomic
ornek ve pozitif kontrol olarak universa hazir tam metillenmis DNA drnegi kulland: ( Sekil 32).

Sekil 32.Meme timdr ve normal érneklerinde, GSTP1 geninin prométer boélgesine 6zel PCR
drtnlerin poliarilamit jeldinde géruntisi

4.2.3 Meme timor ve normal orneklerin GSTPL1 genine bisulfate 6zel sekanslama souclarznin
farkl: diizeylerde gorintilerinin ornekleri

Elde edilen BSP UrUnlerinin bistilfit sekanslamasinmn sonuclari, G¢ simifta bulndu: bitin CpG
noktalarinda metillenen drnekler tam metillenen drnekler adlandinldi ( T6,...) ve digerleri sadece
kag CpG noktasinda metillenmistir ve bunlar kismen metillenen drneklerde sinflandirildi
(T23,...) ve hig bir noktada metillenmeyen 6rnekler bulundu (T31,...). E-cadherin i¢in promotor
bolgesinde bulunan 40 CpG noktalar, numara olarak promottrde konumlarina gore adlandirildi:
4,8,11, 13,14, 15, 22, 23, 38, 40, 42, 43, 47, 48, 53, 54, 71, 74, 77, 81, 99, 101, 109, 112, 124,
127,132, 141, 145, 148, 152, 155, 162, 176, 182, 183, 185, 187, 190, 197 (Sekil 33).
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T23: kismen metillenmis N23: Metillenmemis
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T31: Metillenmemis N31: Metillenmemis

| PR TTEY F ¥ T T
11k 1 i I 1.1 il
1l vl il " [ FITTEI | '™ ’iLLn liia
e (A il N | 11|
| INIEL]] i VYU Y I | YL .l". || LA 1Y 85| b
10 S | R SR 0 5 L/ L. 0. G P RS SOGaS 0 e . 15 S 1)
h S T T o 5 U r T T
i | |
L AT e r UL TR ) LI, LA AiLD iy 1 L1 1L
T i - P 1 '1_'.-41, N -
— Al Al Afr. 1 A .1 P ISt . AT AT P TR TR JF PR JMLERLINIVRNIN. T TF _ _F o
Ii.' 'rl&.‘lil '1{ E Iif Iiﬁ 1f’ A :1I
| l4 TN (TYT hi 11 |
I m | hill i | Tl /|
1 I|I L 1 1 |
Wy | | | [WRNEIRL ¢ 155 o | St 1 !.L
L + v s L% i i
Log A i | |
: | ]
\ iy
BN 1 1L 0 U S I N, O 3L N L
: ; ¥ T s iR e T RT3 I
'|I i f ik n .l i A ! fi | | l. |I i h ) ik | i i |
1 |} ¥ [}
S O O N O O 0 L L L ) R,

Sekil 33.GSTP1 geninde promotér bolgesinin BSP Griintintin normal ve timor 6rneklerinde,
bisilfit sekanslama goruntisi

4.2.4. GSTP1 geninde meme tumor ve civarindaki normal dokularzn metillenme durumu
Meme kanser hastalarin ortalama yas1 48 (23-74) olarak gozlenmistir. TUmor 6rneklerin % 92’si

invaziv, % 4.0'0 non-invaziv ve % 4,0'U insitu tipinde bulunmustur. Ayrica timorin sayisi
hastalarda % 92,0'de bir tane, % 6,0 ‘da 2 tane ve % 2,0'de 10 tane bulunmustur. TUmor
orneklerinde % 28,30 (13 Ornek 46 ornekten) tam metillenmis, % 13’0 (6 6rnek 46 Ornekten)
kismen ve % 58,7’i (27 6rnek 46 Ornekten) metillenmemistir. Ayrica norma meme dokularinda
genellikte drneklerin % 87,2'i metillenmemistir ve % 12,8’ inda kismen metillenme gozlenmistir.
Pearson-ki kare testi ile yapilan sonuglara gore, metillenme olay1 timor ve normal meme
dokularin arasinda anlaml1 derecede farklidir (p= 0.000) (Sekil 34 ve Tablo 24).
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I TUmor mNorma

Non Kismen Tam

Metillenme durumu

Sekil 34. GSTP1 geninde timaor ve normal dokularin metillenme siklig1

Tablo 24.GSTP1 geninde timér ve normal dokularda metillenme durumunun sikliginin
kislamasi

Metillenme Grup Tam
durumu Tdmoér | Normal
Metrillenmemi Say1 27 41 68
s % 58,7% 87,2% 73,1%
Kismen Say1 6 6 12
metillenmis % 13,0% 12,8% 12,9%
Tam Say1 13 13
metillenmis % 28,3% 14,0%
Tam Count 46 47 93
% 100,0% | 100,0% | 100,0%

4.2.4. GSTP1 geninde meme tumor ve civarindaki normal dokularzn metillenme paterninin
durumu

Tumor ve norma dokulardai metillenen noktalaimin sikligr anlamli sekilde farklilik gostermistir
(p=0.000). Ayrica CpG noktalarin metillenme paterninde ( CpG noktaarin hangisinin
metillenmesi), norma ve timor dokularin arasinda metillenme sikligi anlamli  farklilik
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gozlemistir (p=0.000). TUmadr dokularinda metillenmis CpG noktalar: arasinda anlaml farklilik
gbzlenmemistsir ve normal dokularda en stk metillenmis noktalar (176,162,148,127,109, 47,
23,14,11 ve 4) elde edildi. (Sekil 35)

4 ] H Normal

O Tumor

11—
13 |
14
15
22 ,
23 1

40 1
42 |

47 1
48 1
53 1

71 |
CPG 74 1
7 1
81 |
99 |
101 1
109 1
112 1
124 |
127 |
132 1
141 1
145 |
148 |
152 |
155 1
162 |- 1
176 |
182 |
183 1
185 1
187 1
190 |
197 ]

T T T 1

0 10 20 30 40

%

Sekil 35. GSTP1 geninde timodr ve normal dokularin metillenme paterni

4.2.5. GSTP1 geninde meme tumadr dokularzn metillenme durumu ile timér evresinin (stage)
arasndailiskis

Genel olarak meme timorin evresi, GSTP1 geninin promotor bolgesinde olusan metillenmeyi
etkilemistir ve bu iki parameter arasinda anlamli iliski gdzlenmistir (p= 0.022). Evre 1'de timor

orneklerin % 100" Unde, metillenmis durumu gozlenmistir. Evre 2'de, 6rneklerin % 58.6’inde
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metillenmemis ve % 13,8’unda kismen metillenme ve % 27,6 tam metillenmistir ve Evre 3a da,
tumor orneklerin % 71,43'0 metillenmemis, % 14,29’ unda kismen metillenmis ve % 14,29 unda
tam metillenmis durumu gozlenmistir (Sekil 36 ve Tablo 25).

Sekanslama sirasinda, 4 tane tumoér ve 3 tane norma dokularin sonuglan kayb oldu ve
sonuglanmad: bu Uzden evre sonuglarinin 50 tane olmasina ragmen, kayb olan Orneklerin

evreleride istatik analizlerden atildi, bu mantik biittin diger hesaplamal arda da uygulanmustir.

Tablo 25. GSTP1 geninde timor dokularin metillenme durumu ile timor evresinin iliskisi

Metillenme Tam Kismen Metillenmem
durumu metillenme metillenme e
Evre | Korelasyon 284(*) .298(*) .108 272
degeri
Sig. (2-tailed) .022 .035 454 .056
N 46 46 46 46
Evre-metillenme
120
100.0
100 A
%
80 - 714
58.6 O Non
60 m Ksmerl
| B Tam
40 27.6
20 - 134 14.3 143
0
1 2 3a
Evre

Sekil 36. GSTPL geninde timdr dokularin metillenme siklig1 ile timor evresinin arasinda iligki
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4.2.6. GSTP1 geninin promtor bélgesinde metillenme paterni ile timorin evresinin arasinda
iligki

Meme timadrinin evresi, GSTPL geninin promotdr bolgesinde olusan metillenmeyi etkilemistir
ve 183, 176, 162, 152, 148, 145, 132, 109, 99, 81,74, 53, 48, 47, 43, 23 ve 8. CpG adaciklarinda

metillenme olay1 ve timor evresi arasinda gok anlamli farklilk gbzlenmistir . (Tablo 26).

Tablo 26. GSTP1 geninin promotdr bolgesinde metilenme paterni ile timor evresi arasinda
iligkisi

Korelasyonun katsayisi
(coefficient) Sig. (2-tailed)
Evre CPG_197 0.23 0.111
CPG_190 0.21 0.135
CPG_187 0.19 0.196
CPG_185 0.23 0.111
CPG_183 0.33(*) 0.021
CPG_182 0.27 0.061
CPG_176 0.28(*) 0.049
CPG_162 0.28(*) 0.049
CPG_155 0.21 0.135
CPG_152 0.35(*) 0.013
CPG_148 0.28(*) 0.049
CPG_145 0.33(*) 0.021
CPG_141 0.21 0.135
CPG_132 0.33(*) 0.021
CPG_127 0.23 0.111
CPG_124 0.23 0.111
CPG_112 0.23 0.111
CPG_109 0.33(*) 0.021
CPG_101 0.23 0.111
CPG_99 0.29(*) 0.039
CPG_81 0.33(*) 0.021
CPG 77 0.23 0.111
CPG_74 0.28(*) 0.049
CPG 71 0.23 0.111
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CPG 54 027 0.061
CPG_53 0.33(*) 0.021
CPG_48 0.33(*) 0.021
CPG_47 0.29(*) 0.039
CPG_43 0.34(%) 0.017
CPG 42 0.23 0.111
CPG_40 0.23 0.111
CPG_38 0.23 0.111
CPG_23 0.33(%) 0.021
CPG 22 0.25 0.075
CPG_15 0.23 0.111
CPG_14 0.23 0.111
CPG_13 0.23 0.111
CPG_11 0.23 0.111
CPG 8 0.36(*) 0.010
CPG 4 027 0.061

4.2.7. GSTP1 geninde meme timadr dokularzn metillenme durumu ile timér derecesi (grade)

arasndailiskis

Genel olarak GSTP1 geninin promotor bolgesinde olusan metillenme ile timoérin derecesi

arasinda anlaml: farklilik gozlenmemistir (p= 0.849). Tumor orneklerinde, derece I’ de, 6rneklerin

% 60'i metillenmemis, % 20’'s kismen (partial) ve % 20’sinde tam metillenme gozlemistir.

Derece II'de, orneklerin % 53,8'i metillenmemis, % 11,51 kismen (partia) ve % 34,6's tam

metillenmistir. Derece 111'de, 6rneklerin % 60’1 metillenmemis, % 20’si kismen (partia) ve %
20'i tam metillenme gozlenmistir (Tablo 27, Sekil 37).
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Tablo 27.GSTP1 geninde timér dokularin metillenme durumu ile timdrin derecesinin iliskisi

Metillenme Tam Kismen Metillenmemi
durumu metillenme metilenme S
Derec | Korelasyon .031 .059 .038 .052
€ | Sg (taled) 849 702 802 732
N 45 45 45 45

Derece-Metillenme

70
600 600

60 1 538

% 50

407 346 = Non

30

n
g K19

0 0
200 20 Tam

200 200

20
115
10 1

Derece

Sekil 37. GSTPL1 geninde timdr dokularin metillenme siklig1 ile timorin derecesi ile iligkis

4.2.6. GSTP1 geninin promtor bdlgesinde metillenme paterni ile timdrin derecesinin arasnda
iligki

Spearman korelasyon analizinin sonuglarina gore, timaorin derecesi, GSTPL geninin promotor
bdlgesinde olan CpG adaciklarin metillenmesinde ( farkli CpG noktalar) etkisiz bulunmustur (p

> 0.05) ( Tablo 28).

Tablo 28. GSTP1 geninin promtér bdlgesinde metillenme paterni ile timorin derecesinin
arasindailigki
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CpG noktalari Derece(grade)
Korelasyon katsayisi
(coefficient) Sig. (2 serli)
CPG_197 0.17 0.262
CPG_190 0.18 0.231
CPG_187 0.04 0.806
CPG_185 0.17 0.262
CPG_183 0.03 0.847
CPG_182 0.04 0.806
CPG 176 0.11 0.468
CPG_162 0.11 0.468
CPG_155 0.18 0.231
CPG 152 0.12 0.423
CPG_148 0.11 0.468
CPG_145 0.03 0.847
CPG_141 0.10 0513
CPG_132 0.03 0.847
CPG_127 0.17 0.262
CPG 124 0.17 0.262
CPG 112 0.17 0.262
CPG_109 0.03 0.847
CPG 101 0.17 0.262
CPG_99 0.18 0.231
CPG_81 0.03 0.847
CPG 77 0.17 0.262
CPG 74 0.11 0.468
CPG 71 0.17 0.262
CPG_54 0.04 0.806
CPG_53 0.03 0.847
CPG_48 0.03 0.847
CPG 47 0.18 0.231
CPG_43 0.05 0.754
CPG 42 0.17 0.262
CPG_40 0.17 0.262
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CPG_38 0.17 0.262
CPG_23 0.03 0.847
CPG_22 0.04 0.802
CPG_15 0.17 0.262
CPG_14 0.17 0.262
CPG_13 0.17 0.262
CPG_11 0.17 0.262
CPG 8 0.19 0.201
CPG 4 0.04 0.806

GSTP1 geninin promotor bolgesinin CpG adaciklarinda olusan metillenme ve timaorin derecesi

arasinda anlamli farklilk gozlenmemistir (p=0.467) (Tablo 28).

4.2.7. GSTP1 geninin promotor bolgesinde metillenme durumu ile timor iin evresi ve derecesi

arasnda iliski

Bulgulara gore, GSTP1 geninin promotor bolgesinde olusan metillenme sikligi ile meme tomorin

evresi ve dereces arasinda anlamli iliski gozlenmemistir (Tablo 29, Sekil 38)

Tablo 29. Meme timoérinde GSTP1 geninin promotdr bolgesinde metillenme durumu ile

tumaorin evre ve derecesi arasinda iligkisi (ylzdesi)

Evre
1 2 3a Tam
| Sayi 1 8 1 10
% 33.3 27.6 7.7 22.2
Derece I Sayi 2 17 11 30
(grade) % 66.7 58.6 84.6 66.7
I Sayi 0 4 1 5
% 0 13.8 7.7 11.1
Tam Sayi 3 29 13 45
% 100.0 100.0 100.0 100.0
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Sekil 38. Meme tumdrinde GSTP1 geninin promotdr bolgesinde metiilenme durumu ile
timorin evre ve dereceinin arasinda iliskisi

Bulgulara gore metilleme sikligi ve meme timoriniin dokularinin evres arasinda anlami iliski
bulunmaktadir (p= 0.031) ve metillenme durumu ile meme timaorinin dokularinin dereces

(grade) arasinda anlaml1 farklilik gbzlenmemistir (p= 0.849).

4.2.8. GSTP1 geninin promotor bolgesinde metillenme paterni ile tumorin evres ve dereces
arasnda iliski

Bulgulara gére meme timortinde GSTPL geninin promotdr bolgesinde olusan metillenme ile
tUmOrun evresi ve derecesi arasinda anlamli farklilik gozlenmemistir (timor evresi, p=0.048)
(timor derecesi, p= 0.467) (Tablo 30).
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Tablo 30. Meme timorunde GSTP1 geninin promotdr bolgesinde metillenme paterni ile timorin

evre ve dereces arasindailiskisi

Evre Derece (grade)

1 2 3a I [l 1l
CPG_197 3 11 4 5 11 1
CPG_190 3 10 4 5 10 1
CPG_187 3 8 4 3 10 1
CPG_185 3 11 4 5 11 1
CPG_183 3 8 2 2 9 1
CPG_182 3 9 3 3 10 1
CPG 176 3 11 3 4 11 1
CPG 162 3 10 4 4 11 1
CPG 155 3 10 4 5 10 1
CPG 152 3 10 2 4 9 1
CPG 148 3 11 3 4 11 1
CPG_145 3 8 2 2 9 1
CPG 141 3 10 4 4 11 1
CPG_132 3 8 2 2 9 1
CPG_127 3 12 4 5 12 1
CPG 124 3 11 4 5 11 1
CPG 112 3 11 4 5 11 1
CPG_109 3 9 2 2 10 1
CPG_101 3 11 4 5 11 1
CPG_99 3 11 3 5 10 1
CPG_81 3 8 2 2 9 1
CPG 77 3 11 4 5 11 1
CPG 74 3 10 3 4 10 1
CPG 71 3 11 4 5 11 1
CPG 54 4 11 3 3 13 1
CPG 53 3 8 2 2 9 1
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CPG_48 3 8 2 2 9 1
CPG 47 4 11 3 5 11 1
CPG_43 3 9 2 3 9 1
CPG_42 3 11 4 5 11 1
CPG_40 3 11 4 5 11 1
CPG_38 3 11 4 5 11 1
CPG_23 3 9 2 2 10 1
CPG_22 3 8 3 2 10 1
CPG_15 3 11 4 5 11 1
CPG_14 4 11 4 5 12 1
CPG_13 3 11 4 5 11 1
CPG_11 4 11 4 5 12 1
CPG_8 3 11 2 5 9 1
CPG_4 3 10 4 3 12 1

4.2.9. GSTP1 geninin promotor bdlgesinde metillenme durumu ile timor tin geridonusgtimu,

metastaz durumu ve kemoterapi arasnda iliski

Bulgulara gore, bu parametreler timor dokularinda, GSTP1 geninin promotdr bolgesinde bulunan

CpG adaciklarin metillenmesini etkilemistir ve tumorin metastazi ve metillenme durumu

arasinda (p=0.000), timértin  kemoterapisi ve metillenme durumu arasinda (p=0.059) ve timaorin

geridonusumu ve metillenme durumu arasinda (p=0.047) iliski gozlenmistir (Tablo 31).

Tablo 31. GSTP1 geninin promotériniin bdlgesinde meillenme durumu ile meme timaorindn
metstaz, kemoterapi etkisi ve timorin geridontsiimintn arasinda iliskisi

Geridonusim | Kemoterapi M etastaz
Korelasyon
. Katsayisi(Coefficient) -295(*) 280 S03(**)
Metillenme
durumu Sig. (2 serli) .047 .059 .000
N 46 46 46
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4.2.10. GSTP1 geninin promot0or bolgesinde metillenme paterni ile timdorin geridonugumu,

metastaz durumu ve kemoterapi arasnda iliski
Elde edilen bulgulara gore, metillenme paterni timurin farkli slerleme durumlarinda, cesitli

sonuglar gostermektedir ve timorun geridontsuiminde, 197, 190, 185, 183, 176, 162, 155 ve 148.

Noktalar, timorun kemoterapisinda, 152 ve 52. Nokta ve timoriin metastazinda hep noktal arinda,
metillenme ile anlaml1 iliski gostermektedir (Tablo 32).

Tablo 32. GSTP1 geninin promottr bélgesinde meillenme paterni ile meme timoérinin
metstazi, kemoterapi etkisi ve timorin geridonisimi arasindailiskisi

Geridonusim Kemoterapi M etastaz
Pearson Pearson Pearson

Korelasyonu Sig. korelasyonu | Sig. | Korelasyonu Sig.
CPG_197 0.30* 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_190 0.32* 0.022 0.25 0.074 0.29 0.043
CPG_187 0.26 0.067 0.16 0.264 0.36 0.010
CPG_185 0.30* 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_183 0.32* 0.026 0.20 0.159 0.54 0.000
CPG_182 0.26 0.067 0.16 0.264 0.45 0.001
CPG_176 0.35* 0.013 0.27 0.054 041 0.003
CPG_162 0.35* 0.013 0.14 0.324 041 0.003
CPG_155 0.32* 0.022 0.25 0.074 0.29 0.043
CPG_152 0.26 0.067 0.30 0.037* 0.45 0.001
CPG_148 0.35* 0.013 0.27 0.054 041 0.003
CPG_145 0.32 0.026 0.20 0.159 0.54 0.000
CPG 141 0.32 0.022 0.25 0.074 0.38 0.007
CPG 132 0.32 0.026 0.20 0.159 0.54 0.000
CPG_127 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG 124 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_112 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_109 0.32 0.026 0.20 0.159 0.54 0.000
CPG 101 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG 99 0.32 0.022 0.25 0.074 0.38 0.007
CPG 81 0.32 0.026 0.20 0.159 0.54 0.000
CPG 77 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG 74 0.35 0.013 0.14 0.324 041 0.003
CPG 71 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG 54 0.26 0.067 0.30 0.037* 0.45 0.001
CPG 53 0.32 0.026 0.20 0.159 0.54 0.000
CPG 48 0.32 0.026 0.20 0.159 0.54 0.000
CPG 47 0.32 0.022 0.25 0.074 0.38 0.007
CPG 43 0.29 0.043 0.18 0.209 0.49 0.000
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CPG_42 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_40 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_38 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_23 0.32 0.026 0.20 0.159 0.54 0.000
CPG_22 0.29 0.043 0.18 0.209 0.49 0.000
CPG_15 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_14 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_13 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_11 0.30 0.035 0.24 0.099 0.34 0.015
CPG_8 0.35 0.013 0.27 0.054 041 0.003
CPG_4 0.37 0.007 0.16 0.264 0.45 0.001

4.2.11. GSTP1 geninin promotor bolgesinde metillenme durumu ile timor tin tdrinin
arasnda iliski

Tdmorlerin cogunlugu duktal tipinden olduguna gore, diger tumar turlerin ¢cok az sayida olmasi

nedeni ile korelasyon iliskisinin baglanmast mumkun olmadi ve anlamli farklilik bulunmad:

(p=0.24), ayrica duktal tipinden olan timoérlerin metillenme durumlar: etkilenmemistir ve

korelasyon analizinin sonuclarina gore duktal tipi metillenme olayinda etkisiz bulundu ( p= 0.24).

Farkli CpG noktalarin metillenme sikligida timérin dukta tipinden bagimsiz bulundu (p=

0.959) (Tablo

33).

Tablo 33. GSTP1 genin promotdr bolgesinde duktal tipinden meme timaorin farkli metillenme
durumlarinin sikligi

Duktd tipi timor

Metillenme . . Say1 24
durumu Metillenmernis % 60.0
Say1 4
Kismen % 100
Tam Say1 12
metillenmis % 300
Tam Say1 40
% 100.0
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4.2.12. GSTP1 geninin promotor bdlges nde metillenme paterni ile tumor tirdndn iliskisi
Elde edilen bulgulara gore, dukta tipinden olan timoérlerde, farkli CpG adaciklarin metillenmesi

etkilenmemistir ve Pearson-ki kare korelasyon analizinin sounclarina gore bu iki 6l¢it arasinda
anlaml1 iligki bulumamaktadir ( P= 0.34) (Sekil 39).

Tumordn turd- metillenme paterni
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Sekil 39. GSTPL1 geninin promotor bolgesinde olusan metillenme paterni ile duktal tipinden
olan meme tumar trinin arasinda iligkisi

4.2.13. GSTP1 geninin promotor bolgesinde metillenme durumu ve metillenme paterni ile
tumar tard ve timoér evresinin arasndaki iliski

Elde edilen verilere gore tumorin duktal tipinden olan timorlerin evrelerinde, metillenme
durumu etkilenmistir ve anlaml: farklilik gozlenmistir dolaysiyla, dukta tipinde timorin evresi
arttikca metillenme ytizdeside artmaktadir (p=0.057) (Tablo 34, Sekil 40 ve 41).

Ayricaki-kare analiz testinin sounglarina gore, duktal tipinden meme tumor orneklerinin GSTP1
genine gore, CpG adaciklarin metillenme siklig1 etkilenmistir (p= 0.048) (Sekil 41) ve CpG
noktalarin sayisi yuksekm olduguna gore, bu noktdar alti sinifta yerlestirildi ve dylesi korelasyon
analizine katildr:
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CpG noktasi metillenmemis (0) = Simf 1
24 CpG adacig1 metillenmis (24) = Sinif 2
25 CpG adacig1 metillenmis (25) = Sinif 3
26 CpG adacigi metillenmis (26) = Sinif 4
37 CpG adacig1 metillenmis (37) = Sinif 5
40 CpG adacig1 metillenmis (40) = Sinif 6

Tablo 34.GSTP1 geninin promotdr boélgesinde metillenme durumu ile duktal timaor turd ve

tamor evrelerinin arasinda iliski

Metillenme
TUmMOrin Metille TUm
tipi nmemis | Kismen | Tam say1
1 Count 3 3
% 25.0 75
Dukta Evre 2 Count 14 2 7 23
% 58.3 50.0 58.3 575
3a Count 10 2 2 14
% 41.7 50.0 16.7 35.0
. . Deger (Value) 3.158
Piyerson ki-kare o-dezeri 057
60% |
50% -
=1
40% - m2
O 3a
30% -
20% -
10% -
0% -
Metillenmemisg Kismen Tam
metillenme

Sekil 40.GSTP1 geninin promotdr bélgesinde metillenme durumu ile duktal tumdr tird ve

tamorin evrelerinin arasinda iligki
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Yiizde

100% -
90%: 1
30%:
T0% A
60% -
S0% A
40%
30%:
20% A
10% 4

0% A

3
CpG noktalann
gruplanmis sayilan

Sekil 41. GSTP1 geninin promotdr bélgesinde metillenmis CpG noktalarin sayis: ve duktal

=1
o2
O32a

tipinden 3 simifta timdorin evresinin arasinda iliski

4.2.14. GSTP1 geninin promotor bolgesinde metillenme durumu ve paterni ile timor tirindn
ve tumorin derecesi arasinda iligkisi

Elde edilen verilere gore, tumorin duktal tipi ile timor derecelerinin metillenme durumu arasinda

anlaml: farklilik gozlenmistir ve duktal tipinde olan timér dereces arttikca metillenme yizdesi

de artmaktadir. Metillenmis CpG noktalarinin sayisina gore, bu noktalarin sayisinin sikligi ve

duktal tipinin timér derecesi arasinda anlaml: farklilik gézlenmemistir (p= 0.048) (Tablo 35,

Sekil 42). Ayrica duktal tipinde meme tumdr Orneklerin derecesi, farkli CpG adaciklarin

metillenmesini etkilememistir ve bu iki belirte¢ arasinda anlamli korelasyon bulunmadi ( p =
0.349) ( Sekil 43).

Tablo 35.GSTP1 geninin promotor bolgesinde olusan metillenme paterni ile duktal tipinden

olan meme timaorinin evresi arasinda iliskisi

Metillenme durumu
Tumortn | Derece Metille TUm
tipi nmemis | Kismen | Tam say1
! s | o | 167 | 2
% 7. 5. 16.7 g
Duktal Serece | 1 Sayi 13 3 9 25
% 59.1 75.0 75.0 65.8
i Say1 3 1 4
% 13.6 8.3 105
. . Deger(Value) 12.78
Piyerson ki-kare o-degeri 048
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Sekil 42.GSTP1 geninin promotor bdlgesindeki metillenme durumu ile, duktal timoérdn tard

ve dereces (grade) arasindaki iligki

100% -
90% -
80% 1
T0% 1
60% 1
50% 1
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30% 1
20% 1
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|
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1 2 3 4 5 E
CpG noktalarin sayisi

Sekil 43.GSTP1 geninin promotdr bdlgesinde metillenmis CpG noktalarinin sayisi ve duktal
tipinden olan, 3 simifta timor derecesinin (grade) arasinda ilisgki
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4.2.16. GSTP1 genin promotor bolgesinde 6zel ccg,ctg ve cg cg noktalar:n metillenme durumu
Bu noktaarin sikligi G¢ metiilenme sinifinda (tam, kismen ve metillenmemis) arastirilmistir
(Sekil 44).
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Metillenmemis

Sekil 44. Meme tumorinde GSTP1 genin promotoriunde bulunan cgcg, ctg ve ccg noktalarin
metillenme yiizdesi

4.2.17 GSTP1 genin promotdr bolgesinde 6zel ccg, ctg ve cg cg noktalarzn metillenme paterni
Bulgularagore, sadece 8-11-14 CpG noktast normal ve timér 6rneklerinde ortaktir (Sekil 45).

a7
g
35 4
204
25
Fik J—
S ThmE
u 15 - Tii mm-‘l
=
-] 10
> 5]
¢ =] = — L] o
! ! 5 = = S 2
g g = = e
CECG

Sekil 45.Meme tumdrtinde GSTP1 genin promotoérinde bulunan cgcg, ctg ve cgcg noktalarin
metillenme paterninin siklig:
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4.2.18. GSTP1 genin promotor bolgesinde 6zel ccg, ctg ve cgeg noktalarznin metillenme
durumu ile timadr in evres arasndaki iligki

Bulgulara gore, tumorlerin evre 2 ve evre 3ada, en sik gorilen CpG noktalarn turl; CTG ve
CGCG'dir ve (Sekil 46).

Evre 2a

CCGa CTG ciec

Sekil 46.Meme timorunin érneklerinde GSTP1 geninin promotor bolgesinde CCG, CTG ve
CGCG noktalarin metillenme durumu

4.2.19. GSTP1 genin promotor bolgesinde 6zel ccg, ctg ve cg cg noktalarin:n metillenme
durumu ile tumor in derecesi arasindaki iliski (Sekil 47)

5 |
/ grade Il

grade Il

ccg ctg cgcg

Sekil 47. Meme tumor drneklerinde GSTP1 geninin promotér bélgesinde CCG,CTG ve CGCG
noktalarinin metillenme paterni
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4.3. Meme tumorinde E-cadherin proteinin ekspresyon diizeyi ve promotér bolgesinde
metillenme ile keyaslanmase

4.3.1. E-cadherin proteininin ekspresyon duizeyini western blotlama yontemiyle elde edilen
sonuglarmn gorintisi

Meme timoér ve normal orneklerin Uzerinde western blotlama yontemi uygulandi ve yontemin
calismasina dayir pozitif kontrol olarak beta aktin proteinin (43 kD) kullamildi ve meme kanseri
icin pozitif kontrol olarak MCF-7 total hicre lizati kullanilch. E-cadherin proteini U¢ bant
olusturur: 55,90 ve 132 KD ve o6rneklerin ¢cogunlugunda 132 kD’luk bant gorinmektedir.
Kullanan markerin boyutlar: 53,76, 116, 170 ve 217 kD' dur (Sekil 48 ve 49).

12 3 4 5 o 7 8 9 10 |1 121013 14

42 KDa I —-——_———-—_——-"l [ actin

NHKDay ] 2345678910 1112 13 14 15
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Sekil 48. E-cadherin proteini icin beta aktin proteini ve E-cadherin proteinin bantlarinin
goruntusu
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Sekil 49. E-cadherin proteini i¢in western blotlamada, E-cadherin ve beta aktin proteinlerinin
bantlarinin goruntisinden 6rnekler
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4.3.2. Meme timor iinde, timor ve normal 6rneklerde E-cadherin proteinin ekspresyon
diizeyinin kiyaslanmas

Bulgulara gore, E-cadherin proteinin U¢ duzeyde ( gucli, zayif ve negatif) ekspresyon dizeyi ,
normal ve timor Orneker arasinda anlamli farklilik gozlenmistir (p<0.001, ki-kare testi)(Sekil
50).

70%; =
60%0
50%
B Tumor
40%
O Normal
30%;
20%
OnU ' . ' ae . '
Negatif Zagif Guglu
Western blotlama

Sekil 50. Meme timor ve normal doku orneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyonunun
kiyaslanmasi

4.3.3. Meme tumadr doku 6rneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyon diizeyi ve metillenme
durumu arasindaki iliski

Meme tumor 6rneklerinde protein ekspresyon dizeyi ve metillenme durumu arasinda anlaml: ve
ters iliski gdzlenmistir dolaysiyla, promotor bolgesinde metillenme olay1, timér 6rneklerinde E-
cadherin proteinin ekspresyonunu etkilemisytir. Metillenmemis orneklerin % 100'nde, E-
cadherin proteini eksprese olmustur ve kismen metillenen timér 6rneklerinin, % 100’ Ginde zayf
protein ekspresyonu gozlenmistir ve tam metillenen timor orneklerinde, % 95,5'de protein
ekspresyonu negatif ve % 4,5’ de protein zayif diizeyde eksprese olmustur (p=0.000)(Sekil 51).
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Negatif
Kismen

Sekil 51.Meme timdr 6rneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyon dizeyi ve metillenme
durumu arasinda iligki (*= metillenmemis)

4.3.4. Meme normal doku 6rneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyon diizeyi ve metillenme
durumu arasinda iligki

Meme dokusununnormal orneklerinde protein ekspresyon diizeyi, metillenme durumu ile ters

iliskide etkilenmistir ve metillenme drumu arttikga, protein ekspresyon dizeyi azalmaktadir .

Normal Orneklerde metillenmemis orneklerin % 13,2'sinde, E-cadherin proteini zayif ve %

86.8’inde guicll sekilde eksprese olmustur ve kismen metillenen normal drneklerin, % 100’ inde

proteinin ekspresyonu zayif olarak gozlenmistir ve tam metillenen norma o6rneklerin,

%100’ tinde proteinin ekspresyonu negatif olmustur ( p=0.000) (Sekil 52 ve 53).
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Sekil 52. Meme normal doku 6rneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyonunun diizeyi ve
metillenme durumu arasinda iliski
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Sekil 53. Meme timor ve normal doku orneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyonunun
diizeyi ve metillenme durumunun kiyaslamasi

4.3.5. Meme tumar ve normal doku 6rneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyon dizeyi ve
metillenme paterninin sikklig:

Spearman korelasyon testin sonuclarina gore, meme timor ve norma orneklerin E-cadherin
proteinin ekspresyonu ve CpG noktalarinin metillenmesinin (paterni ) arasinda, anlamlu iliski
bulunmaktadir (p= 0.000). TUmOr drneklerinde, CpG noktalarin metillenme sikliginin artmasi, E-
cadherin proteinin ekspresyonu ile ters sekilde iliskide bulunmaktadir ve normal dokulardada
proteinin ekspresyonu, metillenme azaldikga artmaktadir (p = 0.000) normal Orneklerde guclu
protein ekspresyonu gorinmemektedir (Sekil 54,55). TUmdr ve norma dokularin protein
dansiteleri kiyaslandiginda, iki gurup arasinda anlamli farklilik gozlenmistir ( p= 0.000) normal
ve tumaor orneklerin protein ekspresyon dansiteleri birbiri ile kiyasland: ( Sekil 56). Normal ve
tumOr dokularin proteinlarinin dansiteleri beta aktine kars1 kiyaslandi ve tumor dokularda zayif
ve negatif protein ekspresyon souuglari normal dokularin kiyasinda ve gorindiigli gibi E-cadherin
proteinin ekspresyonu normal dokularda genelde timor dokulara gore daha yuksek dizeyde
gozlenmistir (Sekil 57) ve normal ve timor orneklerin protein konsantrasyonlarinin U¢ sinifta
ferekandart gorinmektedir zayif ve negatif souuclarin dansitelerinde iki normal ve tumor
gruplarin arasinda anlaml farklilik gozlenmektedir ( p= 0.01). Ayrica norma ve timér dokularin
arasinda, protein konsantrasyonlari kiyasdalndi ve tumor orneklerinde guclu protein ekspresyonu

normal drneklerin kiyasinda daha dustikdur (Sekil 58).
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Sekil 54.Meme tiumdr drneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyon diizeyi ve metillenme
paterninin arasinda ilisk
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Sekil 55.Meme normal doku érneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyon diizeyi ve

metillenme paterni arasindaki iliski
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Sekil 56.Memetimdriinde normal ve timor érneklerinde, E-cadherin proteinin ekspresyon

dizeyinin kiyaslamasi
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Sekil 57.Meme normal dokular1 ve timér dokularin E-cadherin proteinin dansitelerinin

kiyaslanmasi
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Sekil 58.Meme normal dokular1 ve timor dokularin E-cadherin proteinin ¢ sinifta
konsantrasyonlarinin sikliginin kiyaslanmasi

4.3.6. Meme tumor 6rneklerinde, E-cadherin proteinin ekspresyon durumu ile timorin
evresinin arasinda iligki

Bulgulara gbre, meme timorinin orneklerinde, timér evresi ve proteinin ekspresyonunun dizeyi
arasinda, anlaml: ters iliski bulunmaktadir ve tumoriin evresi arttikga, proteinin ekspresyonunun
duzeyi azalmaktadir ( p=0.000).

Evre 1'de, timor orneklerin %100’ Unde, protein ekspresyonu negatif, evre 2'de orneklerin %
21,2’ de, protein ekspresyonu negatif ve % 69,7’ de zayif ve % 9,1'de

protein ekspresyonu guglidur. Evre 3ada, proteinin ekspresyonu oOrneklerin % 100 Unde
negatifdir (Sekil 59).
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Sekil 59. Meme tumdorinun 6rneklerinde, E-cadherin proteinin ekspresyon durumu ile timaordn
evresinin arasinda iligki

4.3.7. Meme tumoruniin 6rneklerinde, E-cadherin proteinin ekspresyon durumu ile timaorin
dereces (grade) arasindaki iligki

Pearson ki-kare korelasyon andizinin sonuglarina gobre, E-cadherin proteinin ekspresyonu
tumorin dereces (grade) ile etkilenmemistir ve bu iki belirteg arasinda anlmali farklilik
gozlenmemistir (p = 0.345). Derece I’ de, tumor orneklerin % 20'de, protein ekspresyonu negatif
ve % 80'de zayifdir. Derece |1’ de tumor 6rneklerinin % 40’ da, proteinin ekspresyonu negatif, %
50" de zayif ve % 10’da gucludur. Derece |11’ de, timor 6rneklerinin % 60’ da protein ekspresyonu
negatif ve % 40’ da zayiftir (Sekil 60).
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Sekil 60. Meme tumaorinun 6rneklerinde, E-cadherin protein ekspresyonun dizeyi ve tumaorin
derecesi (grade) arasinda iliski

4.3.8. Meme tumor 6rneklerinde E-cadherin proteinin ekspresyon diizeyi ve timor kemoterapi,
geridonugtimi ve metastazznin durumu arasndaki iligki

Bulgulara gore, E-cadherin proteinin ekspresyon dizeyi, alinan meme tumorin oOrneklerinde
hastalardaki geridonistim durumuyla ( p= 0.295), hastanin kemoterapi olmasi ile ( p=0.909) ve
tUmOrun metastazi ile ( p= 0.884) anlamli iliskide bulunmamaktadhr.

4.4. Meme Tumoér iinde GSTP1 Proteinin Ekspresyon Diizeyi ve Promotdr Bolgesinde
Metillenme | le Kiyaslanmas

4.4.1. GSTP1 proteininin ekspresyon duzeyini western blotlama yontemiyle elde edilen
sonuclarmn gorintusi

Meme tumor ve normal orneklerin tzerinde western blotlama yontemi uyguland: ve yontemin
calismasina dayir pozitif kontrol olarak beta aktin proteinin (43 kD) kullamldi ve meme kanseri
icin pozitif kontrol olarak PC-3 to hticre lizat1 kullanildi. GSTP1 proteini 23kD’ luk bant olusturu.
Kullanan markerin boyutlar: 20, 22,36,50,90 ve 118 kD’ dur (Sekil 61).
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Sekil 61.GSTP1 proteini i¢in western blotlamada, GSTPL1 ve beta aktin proteinlerinin
bantlarinin goruntisinden 6rnekler

4.4.2. Meme tumarinde, timdr ve normal dokularda GSTP1 protein ekspresyon diizeyinin

kiyaslanmase
Bulgulara gore, meme timér ve norma ornekleri arasinda GSTP1 proteinin ekspresyonunda

anlamli farkhilik gozlenmistir ( p=0.002)(Sekil 62). Norma ve tumdr dokularinin protein
dansitelerinin kiyaslamasinda iki grup arasinda anlaml: farklilik gdzlenmistir ( p=0.000). Bu

gruplar 3 simifta arastirilmistir (negatif, zayif ve giclu).

70%
60%
50%

40%
O
30% Normal

B TUmor

20%
10%
0%

Negatif Zayif Giigli

western blotlama

Sekil 62.Meme timdrinde, normal ve meme 6rneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon
diizeyeinin kiyaslanmasi
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4.4.3. Meme tumadr doku 6rneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon diizeyi ile metillenme
durumu arasindaki iliski

Pearson ki-kare analizin sonuglarina gore, metillenme durumu, GSTP1 proteinin ekspresyonunu
etkilemistir ve metillenme durumu ile GSTP1 proteinin ekspresyonu dizeyi arasinda anlamli
farklilik gozlenmistir ( p= 0.040). Tumdr Orneklerinde, metillenmemis Orneklerin % 29.6'da
protein ekspresyonu negeatif, % 14.8 de zayif ve % 55,6'da gucludur. Kismen metillenen timor
orneklerinin % 33,3'de, protein ekspresyonu negatif, % 33,3'de, zayif ve % 33,3'de gucludur.
Tam metillenen timor orneklerinin % 23,1’ de protein ekspresyonu negatif, % 61,5 de zayif ve %
15,4’ de gucludur ( Sekli 63).

—
70%
0,
60% = Negatif
50% B Zayif
40% Guclu
30%
20%
10% Gugla
0% Zayif
Western_
blotlama

Sekil 63. Meme timor drneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon diizeyi ile metillenme durumu
arasindaki iliski

4.4.4. Meme normal doku orneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon diizeyi ve metillenme
durumu arasindaki iliski

Pearson ki- kare andizin sonuclarina gore, metillenme durumu ile GSTPl proteinin
ekspresyonunun dizeyi arasinda anlamli  farklilhik gozlenmistir (- p=0.000). Normal
metillenmemis drneklerin % 2,4’ de protein ekspresyonu negatif, % 14,6’ de zayif ve % 82,9'da
gucludar. Kismen metillenen normal orneklerin, % 33,3'de protein ekspresyonu negatif ve %

66,7’ de zayifdir. Tam metillenen normal 6rnek gdzlenmemistir (Sekli 64 ve 65).
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Sekil 64.Meme timdr drneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon dizeyi ile metillenme durumu

arasinda iligki
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Sekil 65. Meme timor ve normal 6rneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon dizeyi ile

metillenme durumunun kiyaslamasi
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4.4.5. Meme tumadr ve normal doku o6rneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon diizeyi ve
metillenme paterninin sikklig:

Spearman korelasyon testin sonuglarina gore, meme tumor ve normal orneklerin GSTP1
proteinin ekspresyonu ve CpG noktalarinin metillenmesinin (paterni ) arasinda, anlamlu iliski
bulunmamaktadir (p> 0.05) (Sekil 66,67). Tumor ve normal dokularin protein dansiteleri
kiyaslandiginda, iki gurup arasinda anlaml: farklilik gozlenmistir (p=0.000) norma ve timor
orneklerin protein ekspresyon dansiteleri  birbiri ile kiyasland: (Sekil 68). Norma ve timér
dokularin proteinlarinin dandteleri beta aktine kars1 kiyaslandi ve timor dokularda zayif ve
negatif protein ekspresyon souuclari normal dokularin kiyasinda ve gorindigu gibi GSTP1
proteinin ekspresyonu normal dokularda genelde timor dokulara gore daha yuksek dizeyde
gozlenmistir (Sekil 69) ve normal ve timor orneklerin protein konsantrasyonlarinin U¢ sinifta
ferekandart gorinmektedir zayif ve negatif souuclarin dansitelerinde iki normal ve tumor
gruplarin arasinda anlamli farklilik gozlenmektedir (p= 0.01). Ayrica normal ve tumor dokularin
arasinda, protein konsantrasyonlari kiyasdalndi ve timor orneklerinde guclu protein ekspresyonu
normal drneklerin kiyasinda daha dustikdur (Sekil 70).
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Sekil 66. Meme tumor drneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon diizeyi ile metillenme
paterninin siklig:
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Sekil 67. Meme normal érneklerinde GSTPL proteinin ekspresyon diizeyi ile metillenme
paterninin sikligi
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Sekil 68. Memetimdrinde normal ve timor 6rneklerinde, GSTP1 proteinin ekspresyon
dizeyinin kiyaslamasi
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Sekil 69. Meme normal dokular: ve timér dokularin E-cadherin proteinin dansitelerinin
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Sekil 70. Meme normal dokular: ve tumér dokularin GSTP1 proteinin Gg sinifta
konsantrasyonlarinin sikliginin kiyaslanmasi
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4.4.6. Meme tumar orneklerinde, GSTPL1 proteinin ekspresyon durumu ile timaor evresinin
arasndaki iligki

Bulgulara gore, meme tumaor drneklerinde, timor evresi ve proteinin ekspresyon diizeyi arasinda,
anlamli ters iligki bulunmaktadir ve tUmorin evresi arttikga, proteinin ekspresyon dizeyi
azalmaktadir (p=0.000). Evre 1'de, tumor 6rneklerinin % 66.7'sinde, protein ekspresyonu zayif
ve % 33.3'de gucludir, evre 2'de % 6.1’ de protein ekspresyonu negatif ve % 66.7’ de zayif ve %
33.3'de gucludir. Evre 3'de % 6.1'de negatif, % 66.7'de zayif ve % 33.3'de proteinin
ekspresyonu gucludir (Sekil 71)

Negatif
Zayif
Guclu

3a

Sekil 71. Meme tumor orneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyon diizeyi ile tumorin evresinin
arasindaki iliski
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4.4.7. Meme tumar 6rneklerinde, GSTP1 proteinin ekspresyon durumu ile timaorin dereces
(grade) arasendaki iligki

Bulgulara gore, meme timor 6rneklerinde, tumortin dereces GSTP1 proteinin ekspresiuonunda
etkisiz bulunmaktadir ve timaoriin derecesi ve proteinin ekspresyonunun arasinda anlamiz iliski
bulunmamaktadir (p=0.169). Derece I'de, tumor orneklerinin % 10'da, protein ekspresyonu
negatif, % 20'de zayif ve % 70'de gugludur, derece Il 2'de orneklerin % 36.7'de protein
ekspresyonu negatif ve % 36.7'de zayif ve % 26.7'de gucludur. Derece 11l "de drneklerin %
20" de negatif, % 40’ de zayif ve % 40'de protein ekspresyonu gugludur (Sekil 72).
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Sekil 72.Meme tumor 6rneklerinde GSTP1 proteinin ekspresyonunun diizeyi ile tumdorin
derecesi (grade) arasindaki iligki

4.4.8. Meme timor orneklerinde GSTP1 protinin ekspresyon duzeyi ve tumorin
kemoter api, geridontsiim ve metastaz durumu arasindaki iliski

Bulgulara gore, GSTP1 protein ekspresyon diizeyi ve hasta timorinin geridontsimin arasinda

(p= 0.689), hastanin kemoterapi olmasi (p= 0.752) ve tumorin mataztaziyla anlamsiz (p= 0.178)
iliski gbzlenmistir.
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5. TARTISMA

5.1. Verilerin gozden gecirmes
Bu arastirmada, meme timaor dokusu ve onun civarindaki norma meme dokusu patolog ve cerrah

tarafindan belirlenip ve timadrtin evre ve dereces uluslararasi standartlar tzerinden (AJCC-TNM
sistemi) belirlenmistir. Hastalarin ¢ogunlugunda, (% 92.0) bir tane tUmdr bulunmustur. Meme
kanserinde etkili olan iki genin (E-cadherin ve GSTP1) promotor bolgesinde yerlesen CpG
adaciklarinda olusan metillenme durumu arastinildi. Her iki gende meme tUmdr ve normal
dokularin metillenme durumu ve paterni arasinda anlaml: farklilik gézlendi.

5.1.1. E-cadherin geninin promotor bolgesinde olusan metillenme durumu
E-cadherin (CDH1) geninin promot6r bolgesinde CpG adaciklarimin metillenme durumu timaor

dokularinda, norma dokulara gore anlamli sekilde farklilik goOstermistir. Meme timor
dokularinda tam metillenme ve kismen metillenme seklinde gozlenmistir. Metillenmis normal
dokulart genelde, kismi sekilde metillenmistir. Meme timdr 6rneklerinde en fazla gozlenen
metillenmis CpG noktalart 892. ve 940. ve norma oOrneklerinde 879. ve 887 de elde edildi. E-
cadherin geninin promotdr bolgesinde CpG adaciklarin paterninin bakisindan, CpG noktalarin
tird ve metillenme derecesinde, tUmor ve norma dokularin arasinda anlamli farklilik
gozlenmistir. Meme timor 6rneklerinde, timorun evresi 3 simifta siralanmustir (1, 2 ve 3a), buna
gore tumor doku orneklerinde, tumaorin evresi ve metillenme durumu ile, metillenme paterni
arasinda anlaml: farklilik gozlenmistir. TUmor evresinde, metillenmis CpG noktaarinin bazilari
diger noktalara gore anlamli siklik ve farklilik gostermistir (863, 865, 873, 879, 887 ve 920).
Normal meme dokularinda, timériin evresini incelemek zaten anlamsizdir.

Ayricatimor dereces olarak, tumor orneklerinde 3 sinif gbzlenmistir (Gradel, 11 ve I11) ve burda
tumOorun dereces ile metillenme durumu arasinda anlamlt farklilik gozlenmemistir. TUmor
orneklerinin cogunlugunda, Grade | ve Grade II'de en fazla metillenme gbzlenmis ve bu
metillenme kismen olusmustur. Grade IlI’de metillenme genelde tam sekilde olusmustur.
Metillenme paterni olarak, CpG noktaarimin metillenmes, timorin derecesine 6zellik
gostermistir (887, 865, 879 ve 920). Ancak genelde timadriin evres ve derecesi birada metillenme
durumuyla anlaml1 farklilik gbstermemistir.
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Meme timoér 6rneklerin metastazi, kemoterapi edilmesi ve geridonistimiyle metillenme durumu
ve paterni arasinda anlamli farklilik gézlenmemis ancak metaztaz ile 940. nokta ve tUmorin
geridonistim durumuyla 873. noktadada anlaml: farklilik gozlenmistir.

Meme timor orneklerinin tirt 3 simfta tammlanmustir (duktal, insitu ve lobler), ancak insitu ve
lobuler turlerin sayist az oldugu icin, statistik analizden c¢ikarilmistir. TUmorin dukta tipi ile
metillenme durumu arasinda anlaml: farklilik gozlenmis ve en sik metillenen CpG noktasi 892’
olarak belirnemistir.

Tumordn duktal tipinin evresi arttikga, metillenme derecei ve paterninin metillenme siklig:
arasinda anlamli farklilik gozlenmis ancak duktal tipinden Orneklerin derecesi ve metillenme
arasinda anlamlt iliski bulunmamustir.

Tumor ve normal orneklerinde, E-cadherin protein ekspresyon dizeyi ve metillenme durumu
arasinda anlamli farklilik gozlenmistir. Metillenmis tumor o©rneklerinde, protein eksprese
olmamistir. Kismen metillenen drneklerde protein ekspresyon duizeyi zayifdir. Normal dokularin
cogunlugu anlaml1 sekilde metillenmemis durumda bulundumustur ve protein eksprese olmustur.
Metillenme paterniyle proteininin ekspresyonu arasinda anlamli iliski gozlenmistir. TUmorin
evresi, protein ekspresyonuyla ters ve anlamli iliski gostermistir ve tumorin evres arttikca,
proteinin ekspresyonu azalmistir.  TUMOrin derecesi ile protein ekspresyonu iliskisiz
bulunmustur. TUmorin metastaz durumu, hastamn  kemoterapi edilmes ve tumorin

geridonusumuyle proteinin ekspresyonuda iliskisiz bulunmustur.

5.1.2. GSTP1 geninin promototr bolgesinde olugan metillenme durumu
Tumor dokularda, GSTPL geninin promotdr bolgesinde CpG adaciklarinin metillenme durumu

normal dokulara gore anlaml1 sekilde farklilik gostermistir ve yaklasik drneklerin yarisinda tam
veya kismi metillenme gozlendi. Normal meme dokularinin ¢ogunlugu, metillenmis durumda
gozlenmistir. Metillenme paterninde timor ve norma oOrneklerin arasinda anlamli farklilik
gozlenmis ve tumor oOrneklerinde CpG noktalarimin  metillenmesinde anlamli  farklilik
gbzlenmemistir. Meme normal 6rneklerinde en fazla gozlenen metillenmis 176,162,148,127, 209,
47, 11 ve 4. CpG noktalarinda, elde edildi. Meme timor orneklerinde, timorin evresi 3 sinifta
siralanmustir (1, 2 ve 3a), buna gore, tumor doku orneklerinde, tUmorin evres ve metillenme
durumu ile, metillenme paterni arasinda anlaml: farklilik gézlenmistir ve tumorin evres arttikca,
metillenme dereceside artmistir. Bu 0rneklerin evre 3'de, metillenme % 100 siklikla gozlenmistir.

Tumor evresinde, metillenmis CpG noktalarimn bazisi, diger noktalara gore anlamli siklik ve
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farklilik gostermistir (183, 176,152, 148, 145, 132,109, 99, 81,74, 53, 48, 47, 43, 23 ve 8).
Normal meme dokularinda, timoruin evresini incelemek zaten anlamsizdr.

Ayrica tumorin dereces olarak, timor orneklerinde 3 sinif gozlenmistir (Grade 1,11 ve 111) ve
tumor orneklerinde metillenme durumuyla tUmorin derecesi arasinda anlamli  farklilik
gozlenmistir. Metillenme paterni olarak, timorin derecesiyle anlamli farklilik gozlenmemistir.
TUmOrin evres ve dereces birarada, metillenme durumuyla anlamlr iliski gozlenmemistir.
Promotor bdlgesinde, meme tUmorunin orneklerin  metastazi, kemotergpi durumu ve
geridonistimuyle metillenme durumu ve paterni arasinda anlamli farklilik gozlenmis ve
kemoterapide 152. ve 54. noktalar ve tumérin geridonistmunin durumuyla, 197, 190, 183, 176,
162, 155 ve 148. noktalarinda anlaml farklilik gozlenmistir.

Meme timadr orneklerin tird, 3 simfta bulunmaktadir (duktal,insitu ve lobller), ancak insitu ve
lobuler tdrlerinin sayist az olduguna gore, istatistiksel analizden cikarilmustir. TUmorin duktal
tipi ile metillenme durumu arasinda anlamli farklilik gézlenmistir.

TUmorun duktal tipinin evres arttikga, metillenme  artmustir ve bu iki parametr arasinda anlaml
farklilik gozlendi ancak dukta tipinden drneklerin derecesi ve metillenmsi arasinda anlamli iligki
bulunmamustir.

Meme tuimorinun orneklerinde duktal tipinden olan 6rneklerin metillenmesi ve timorin derecesi
arasindada anlamli farklilik gozlendi.

GSTP1 genin promotor bolgesinde 6zel CpG gruplar: gbzlendi (ccg, ctg ve cgeg) bu noktaar ile
metillenme durumu, timor ve normal Orneklerinde sadece (8-11-4) noktalarinda ortaklik
gbzlenmistir.

GSTP1 proteinin ekspresyon diizeyi ve metillenme durumu arasinda timor ve normal érneklerin
arasinda anlamli farklilik gozlenmistir. Tam metillenmis tumor orneklerin gogunlugunda,
metillenmis durumunda, protein eksprese olmustur. Tumor drneklerinde, metillenme paterni ile
proteinin ekspresyonu arasinda anlamli farklilik gozlendi. Normal dokularda bu iliski anlamli
bulunmamustir. GSTP1 proteinin ekspresyonuyla tumorin evresinin arasinda anlamlt iliski
gozlendi ve tUmOrln evres arttikga, proteinin ekspresyonu azalmistir. TUmOrin derecesi ile
proteinin ekspresyunu arasinda anlamli farklilik bulundu. TUmorin metastazi, kemoterapi
durumu ve geri donustmiyle proteinin ekspresyonu iliskisiz bulundu.

Karsinogenez olayinda, birkag basamaklt  prosedirde, genetik ve epigenetik degisimler
birikmektedir. Meme kanserinde E-cadherin geni icin hem heterozigot kaybi ve hem de
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kromozom yapisinda mutasyonlar saptanmistir. Bazi genlerin promotdr bdlgesinde epigenetik
hipermetillenme, insamn kanserinin  olusumunda c¢ok o©nemli olay sayilir. Promotorde
metillenmenin boyutuna gore, genin islevinde oldukca etki saglar ve bu arada timér baskilayici
genlerin inaktif olmasina neden olur ve genin eksprese ettigi proteinin dizeyinde azama
meydana gelebilir (Narayan et a, 2003:24).

Meme kanserinin gelisiminde tUmor baskilayici genlerin metillenmesi, tanimlanmustir ancak
cesitli meme kanser lezyonlarinda (duktal) 6zel ve dnemli genlerin metillenme profili detayl
olarak arastinlmamustir. Bu ¢aligmada, bistlfite 6zel PCR yontemi ile (BSP), E-cadherin ve
GSTP1 genlerin metillenme profili meme kanserinde farkli bakimlardan arastirilmistir ve bu
profiling klinikte yararli olma olasiligi ve kullamm incelenmistir. Onceki arastirmalara gore,
meme kanserinde E-cadherin (CDH1) ve GSTP1 genlerinin metillenmes saptanmistir (Pu et d,
2003:1095).

Bu calismada meme kanserinde E-cadherin geninin promotor bolgesinde metillenme sikligi % 94
ve GSTP1 geninin promotdrinde % 41.3 bulunmustur.

E-cadherin geni, kanserli hticrelerin go¢ etmesinde ve GSTP1 geni DNA tamirinde gorevlidiler.
Her iki genin birarada incelenmesi meme kanserinde metillenme olayimn takibi icin ¢ok genis
alan saglayip ve ayrica hicrenin farkli islemlerinin bozulmasini ve dolaysi ile diger yolaklarin
etkilenmesini agiklayabilir.

E-cadherin geninin sessiziesmes kanserin patolojik ozelliklerinde etki saglar, dolayisiyla,
timorin az gelismesi, infiltre biytmesi, lemf bezi metastazi ve hastanin sag kalim siresini azaltir
(Liu et a, 2001: 949). Elde ettigimiz verilerde, E-cadherinin promotdr bolgesinde metillenme ile
tUmorin derecesi, tumortn tartyle iliskis incelenmistir ve bulgulara gore, anlamlt iligki
bulunmustur.

Onceki calismalarda, meme kanserinde E-cadherin geninin promotor bolgesinde metillenme ve
dolayisiyla protein ekspresyonunun azalmasi saptanmistir.  Ayrnica E-cadherin  proteinin
ekspresyonu 6nceki calismaarda, orneklerin % 85’ de gozlenmistir (Calderia et a, 2005:48). Bu
caligmada da E-cadherin geninin promotor bolgesinde metillenme siklig1 ve protein ekspresyonu
arasindaanlamli vetersiliski bulunmustur.

Meme timér orneklerinde ekspresyon kaybi, orneklerin % 95.5'de elde edilmistir. E-
cadherinin promotdrinde metillenme ve proteinin ekspresyonu arasinda iliskinin incelemesi,

cok say1 arastirmaarda gozlenmistir ancak homojen drnekte (6rn: duktal tipinde kanserde),
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metillenme ve ekspresyon diizeyi arasinda iliski kurmak az sayidaki ¢alismalarda bulunmaktadir
(Graff et a, 2000:2727).

Metillenme paterninin incelemesinde de E-cadherin geninin durumu, mesane kanserinde 10 CpG
noktasinda arastirilmis ve sonucunda, sik metillenme bulunmustur (Filho et al, 2002:187) ancak
bu ¢alismada meme kanserinde ilk kez hangi nokta arin metillenmesi sgptanmustir.

GSTP1 geninin, INK1 sinya yolaginda role gore, GSTPL’in, timér baskilayici bir gen oldugu
dustnulmektedir (Dasgupta et a, 2033: 2345). GSTPL proteinin ekspresyon kaybr dukta insitu
karsinomda yaklasik % 49.0 ve invaziv duktal karsinomada da % 41.7 oraninda gozlenmistir
(Lee, 2007: 637). Elde edilen bulgulara gore, bu ¢aismada da meme tumor orneklerinin %
23.1'de GSTP1 proteini metillenen drneklerde kayb olmustur. Meme kanserinde GSTP1 geninin
stk metillenmes saptanmis ve GSTPL geninin promotor bdlgesindeki metillenmenin , bu genin
muhtemelen sessizlestirilme mekanizmalarindan sayillmistir (Esteller et &,1998:4515). Bu
nedenle , uygun bir biomarker olarak tammmlanmustir (Krassenstein et a, 2004:28). Bu ¢alismada
da GSTP1 geninin promotdr bolgesinde meydanagelen metillenme sikligr % 41.3 bulunmustur.
GSTP1 geninin metillenmesi , kanserlerde lemf bezi metastaz: ile baglantili bulunmustur (Y uan
et al, 2008: 856). Calismalara gore, GSTPL’in hipermetillenmesi, timortn grade | (p= 0.000) ile
anlaml1 bulunmustur ve ayrica tumaorin geridonisumuiylede anlamli iliskide oldugu (pi) 0.01)
bulunmustur ( Lasabova et a, 2010:35) ve GSTPY'in hipermetillenmes duktal meme kanserinde
erken degisim olarak tammlanmustir (Wong et al, 2010:645). Bu ¢alismada da timorin evres ve
derecesi ve matastazin durumu ve kemoterapisiyle metillenme durumunun arasinda anlamli iliski
bulunmustur.

Bu caligmada BSP metodu kullanmistir. BSP yontemi, MSP yontemine gore daha fazla CpG
noktalarim inceleme imkani verdigi gozlenmistir. Primerler CpG noktalarindan bagimsizdir ve
metillenmemis bdlgede de amplikon Uretilir. Diger arastirmalarda, MSP yontemi kullanmustr.
Ancak tumor ornekleri homojen degildir ve duktal, lobuler, metaplastik, apokrin ve papiler
ornekler incelenmistir (Caderia et a, 2006: 48). Bu ¢aismada duktal tipi daha fazla olduguna
gore, ornekler daha homojendir. Ayrica Caderia ve arkadaslarinin calismasinda, E-cadherin
geninin  promotdriniin - metillenmesi ve proteinin  ekspresyonu arasinda  anlamlt iliski

bulunmamustir ancak bu ¢alismada bu iliski anlamli bulunmustur.
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Parella ve arkadaslarinin ( Parrella et al, 2004:5349) calismasina gore, meme kanseri
dokularinda, E-cadherin geninin metillenme sikligi % 39 ve GSTP1'in metillenme siklig1 % 13
bulunmustur. Ayrica ¢alismalarinda metillenme ve timaorin evresi ve dereces arasinda anlamli
bir iliski bulmamigdir. Bunun nedeni, MSP yontemi ile ¢alisma ve segilmis promotor bolges ve
az sayida CpG noktalarin incelemes olabilir. Ddiger MSP ile caisilan meme kanser
orneklerinde de tumor ve norma Ornekleri arasinda anlamli farklilik ortaya cikarilmamistir
(Jeronimo et al, 2003:3413) ayrica secilen promotor bdlges agiklanamamistir. Bu ¢aismada E-
cadherin geninin metillenme sikligi % 94 ve GSTP1 geninin metillenme skligi % 41.3
bulunmustur.

Sarrio ve arkadaslar (Sarrio et al, 2003:208), E-cadherin geninin promotorinun metillenmesini
lobuler tipinde olan meme kanser drneklerinde % 41 olarak saptamislardir. Bunun nedeni
tumOrun tipi ve promotor polimorfizmi olabilir ayrica kullandig: yontem ve sporadik veya hiicre
hattinmin kullanimi olabilir. Sarrio’nun ¢alismasinda insitu orneklerin metillenmesi  saptamistir
ve bir baslayici (initiation) mekanizma sayilmistir, ancak elde edilen verilere gore bu ¢alismada,
yuksek timor evre ve derecesinde metillenme saptand: ve insitu orneklerin az sayida olduguna
gore, metillenmenin timadrigenezde baslayici etkisinin incenlemesi mimkin olmadi. Yapilmis
caligmalarda 6zel CpG paterni ve noktaarin metillenme sikligi ve onlarin timor parametreleriyle
iliskisi incelenmemistir.

Bu calismada E-cadherin ve GSTP1 genlerin promotor bdlgelerinin metillenme durumu ve
paterni, meme kanserin parametreleriyle kiyaslandi. Meme timér ve normal dokular bu iki gen
icin incelenmistir. Bu iki genin metillemes o6nceki calismalarda ingelenmistir (Sunami et d,
2008; R46) ve bu iki genin stk metillendigi bulunmustur.

Bu caigsmalarin birkag yonden faydasi bulunmaktadir: kansere bagimli genlerin promotoriinde,
anormal hipermetillenmenin arastiriirmasi, 6zel timor markir olarak saptamast ve bu marker ile
hastaligin ilerlemesini incelemek ve hastalik sirasinda metillenmenin degisiminin incelemesini
saglamas: sayilabilmektedir. Ayrica CpG adaciklarin hipermetillenmesi pozitif ve spesifik bir
sinyal olusturarak, 6zel yontemlerde yorumlanarken, normal metillenmemis hticre karisiminda
yeterli kadar gucli ve secilebilirdir. Buna gore kanser tanisinda, genetik merkirlar, gcok onemli
saglik standardini saglayabilir.

Bu calisma 6zel genlerin promotorlerinde, anormal hipermetillenmeyi, karsinogenezis takip

(follow-up) etmek icin, meme biopsisi ile yapilabilmesini gostermistir.
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Normal ve tumor dokularda, E-cadherin ve GSTP1 genlerinin promotdrintn hipermetillenmesi
saptanmustir. Genelde promotdriin metillenme sikligi diger calismalar gibi pozitif ancak daha
yuksek miktarda bulundu (Radpour et a, 2011: e€16080) bunun muhtamel nedeni Onceki
calismalarda kullandigi igne biopsisi olabilir, bu yontemde kictik aandan 6rnek aiindigina gore,
klonal secimi ve hicrelerin birikmesidir ancak doku 6rneginde daha heterojen bolge olduguna
gore, farkli karisimda farklt metillenme bolgeleri bulunabilir. Birbaska nedeni, MSP yonteminin
kullammudir. Bu yontemde spesifite gok azdir ve optimize etmes, sonuglart BSP yontemine gore,
dahafazla etkilemektedir. Y apilmis arastirmalarda normal ve kanserli 6rneklerin arasinda anlaml
farklilik bulunur ancak norma dokularda metillenme gdzlenmemistir (Sproul et al, 2011:
10.1073). Bu calismada, timor ornegi ve civarindaki normal doku kontrol olarak incelenmistir
bu iki gurup arasinda ¢ok anlamli farklilik bulunmustur ve bazen normal dokularda da,
metillenme bulundu ve muhtemel nedeni, normal dokuda predispoze metillenme degisimlerin
olusumu, 6zellikle bu dokularin, tumor boélgesinin yakinliginda olmasina gore daha muhtemel
mekanizma olabilir. Bu ¢alismada, gene spesifik metillenme ayni dokuda gozlenmistir ve E-
cadherin geninin metillenme sikligi, GSTP1 geninin metillenme siklig: ile farkli bulunmustur.
Ayrica benign hiperplastik 6rneklerin metillenme durumu normal dokular gibi metillenmemis
olarak bulunmustur. Ancak bazen normal dokularda da metillenme gozlenmistir.

Lazer mikrodiseksyonuyla timor ve norma dokunun marjininin tam olarak belirleme imkani
olmamadigina gore, bu hiicrelerde kanserli hire karisimi olabilir veya patolog tarafindan normal
tammlanan dokuda, kanserli olayi predispoz seklinde baslamis olabilir. Metillenme durumuyla
tUmOorin derecesi (grade)’i arasindada anlamlr iliski bulunmamistir bunun nedeni ise, timaorin
derecesi cerrah tarafindan 0zel ve sahsi yorumlama oldugu icin beklenmelidir ancak tUmaorin
evresi patolog tarafindan standart ulslararasi yontem ile belirlenmes icin, metillenme durumuyla
tUmOrun evresi arasinda, her iki gende anlamlr iliski bulundu.

Genin ekspresyonu ve metillenme durumu arasindada ¢ok anlamli ve ters iliski bulundu ve

dolaysiylametillenen 6rneklerde, protein eksprese olmamustir.
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E-cadherin geninin CpG noktalarinin metillenme paterninde, anlamli farklilik gozlendi, tGmor
orneklerinde 892. nokta ve normal 6rneklerede, 879. nokta en sik oranda gorulmastr. TUmorin
farkl1 evrelerinde 863,865,873,879,887 ve 920 noktaarinda metillenme en sik miktarda bulundu
ayrica hem evre 1'de ve hem evre 3'de tam metillenme gozlenmistir ve her iki evrede %100
metillenmeye bagli olarak %100 protein ekspresyon kaybi gozlenmistir. Tumorun farkl
dereceleriyle metillenme paterninde 887, 865, 879 ve 920 noktalar, en sik bulunan metillennen
noktalardi ve hem derece I'de ve hem derece I11'de, % 80 metillenme gdzlenmistir ve % 20
negatif ve % 80 kismen metillenme her iki derecede gozlenmistir. TUmGrin metastaz durumunun
incelemesinde, 940. nokta , kemoterap sapikasinda, 873. nokta en sik metillenen noktalar
bulundu. TUmArin tiriinde, dukta tipinde 892, 901, 918, 887 ve 940 noktalar en sik metillenen
noktalar bulundu ve duktal tipinden olan evre 1'de 892, 918 ve 940 noktalar, evre 2'de 887, 901,
918, 892 ve 940 noktalar ve evre 3'de 863, 879, 865 ve 920 noktalar en sik metillenmistir. Bu
bulgularin anlami, tam yapmak icin hangi noktalarin, timore ayit olarak secimidir ayrica evre
bakimindan veya metastaz ve tUmorin diger parametrelerine gore, 6zel bir metillenme paterni
secmektir. Genelde tUmOrin derecesi anlamsizdir ve bunun nedeni cerrah tarafindan
belirlenmesidir. Bulgularda gbzlendigi gibi, hem timorun ilk evresi ve drecesinde ve hem yuksek
evre ve drecelerinde tam metillenme gozlenmistir ve bunun anlami metillenme olayinin hem
baslangic ve hem ileri basamaklarda rol adigini gostermektir. Ancak metillenme paterninin
degisimine gore tumorin her bir basamaginda, farkli metillenme paterninin sege bilmesini
gOstemektir.

GSTP1 geninin promotdr bolgesinin metillenme durumunda, timor dokularinda en stk metillenen
noktalar 176, 162, 148, 127, 109, 47, 23, 14, 11 ve 4 CpG noktalr bulundu ve normal érneklerde
176, 162, 148, 127, 109, 54, 47, 23, 13, 11 ve 4 bulunmustur. Ortak noktalarin haricinde, bu iki
gurubun metillenme paterninde gok farklilik gozlenir ve buna gore, tumoér ve normal guruplar
ayrit edile bilir. TUmorin evresi ve metillenme paterninin incelemesinde, 183, 176, 162, 148,
145, 132, 109, 99, 81, 74, 53, 48, 47, 43, 23 ve 8 noktalar1 en sik metillenen noktalar
bulunmustur. TUmorin  derecesinde metillenen CpG noktalarinda anlamli  farklilik

gbzlenmemistir.
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TUmorin gerddnustiminde 197, 190, 187, 183, 176, 162, 155, 152, 148 , 145 noktaari, en sk
metillenen noktalardir. TUmoriin metastazinda 197, 190, 187, 185, 183, 182, 176, 162, 155, 152,
148 ve 145 noktalar ve tumorin cerrahi 6ncesi kemoterapisinda bu noktalar 47, 43, 42, 40, 38,
23, 22, 145, 132, 109, 81, 74, 53, 48, 183'dan hari¢, butin noktaarda sk metillenme
gbzlenmistir. TUmorin duktal tipinde timadrin evresinin incelemesinde, evre 1, evre 2 ve evre 3a
‘da tam metillenme durumu gbézlenmistir ve noktalarin metillenme paterninde anlamli farklilik
gbzlenmedigine ragmen, evre 1, 2 ve 3a da, 6 nokta birarda metillenme durumunda bulunmustur.
Bu bulgu, timorin derecesinde de ayni sekilde gozlenmistir. Ayrica GSTPL geninin promotor
bolgesnde 6zel tipde CpG noktalart bulunduu (ccg, ctg ve cgeg) bu noktaarinda en sik
metillenme durumu tam seklinde ortaya c¢ikti ve nokta 8-11-4'den harig¢, diger noktalarin
metillenmesi sadece ttimér drneklerinde gozlenildi. GSTPL proteinin ekspresyonunun diizeyi ile
metillenme paterninde ortak olarak 11, 13, 14, 15, 38, 40, 42, 71, 77, 101, 112, 124, 127, 185 ve
197 noktalari en sik metillenen ve protein ekspresyonunu kayb eden noktalar bulunmustur.
Normal dokularda ise, sadece 54 ve 4 noktalarda bu ortaklik gozlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caismanin bulgularina gére, meme kanserinde, E-cadherin ve GSTP1 genleri siklikla
metilenmis durumdadir. Ayrica tumér orneklerinde, bu iki genin ekspresyonunda azama
saptanmaktadir. Ozellikle bu kayip bu iki genin timor baskilayic roltini agikladigindan oldukca
anlamdir. E-cadherinde, timor drneklerinin % 95,5 i ile, GSTPL'de, tumdr drneklerin % 23,1'in
de, proteinin ekspresyonu, tim evrelerde ve derecelerde (evre 3ave derece |11 dahil) kaybolmus
durumda bulunmustur. Tumorun ilk gelisim basamaklarinda (evre 1 ve drece 1), bu genlerin
ekspresyon kaybi da gozlenmistir. Bu olayin mekanizmas: tam olarak belirlenmemis ancak bu
calismada da iki genin ekspresyon kaybinda tUmorin evre ve derecesnde artis gozlenmistir.
Ayrica tumorin tarine bagli (duktal) olarak, evre ve derecenin artmasi ile, ekspresyon kaybi
artmaktadir. Bazi normal drneklerde ekspresyon kaybi ve metillenme olayr gozlenmistir ve bunun
nedeni mikro-epigenetik degisimler olabilecegi distinilmektedir. Ayrica diger arastirmalara gore
bu degisimler kanser hticrelerinde geri gevrilebilir (Nojimaet al, 2001:19), bu yizden metillenme
olayi, bir gizli ve geridonusebilen degisim olarak, tumor hiicrelerde beklenmelidir. Buna gore,
epigenetik degisimler, mutasyon veya allelik kayip gibi, kanserin gelisiminden sorumlu
sayilabilirler. Hipermetillenme bir ‘non-mutasyonel’ olay olarak, timor baskilayici genlerin
sesszlestirilmesine neden olabilir. Bu calismada promotér bolgede, CpG adaciklarin
metillenmesi, proteinlerin ekspresyonunun kaybiyla birlikte gozlenmistir. Calismamizda, bisllfit
ile muamele olunmus DNA'nin direkt sekandama metoduyla, E-cadherin ve GSTP1 genlerin
metillenmesi sgptanmis ve tumor Orneklerinde, protein ekspresyonunun kaybi incelenmistir.
Direkt bistlfit sekanslama yontemiyle, CpG noktalarimin her birinin metillenme durumu
incelenebilmektedie. Bu galismada, hiperplastik benign meme dokusu, norma meme dokusu ve
meme tumor dokusu incelenmistir. Direkt sekanslamanin faydasi, toplam metillenme durumunu
her bir sitozin rezidusunda inceleme imkani vermesidir, halbuki metillenmeye-6zel-PCR’ da,
metillenmeye hassas enzimler genomik DNA'da, sadece bir veya iki CpG noktasinin
incelenmesine olanak saglar. Calisilan arastirmamizda, E-cadherinicin 10 ve GSTPL icin 40 CpG
noktasi incelenmis ve bu bolgelerde metillenmenin tiim noktalardaoldugu gozlenmistir.

Bu noktalarin bazilarn tumodr dokularinda bulunmaart agisindan daha fazla 0Ozellik
gostermektedir. Secilen 6rnekler tamamen sporadik meme kanserine aittir ve metillenme sikligi,

transkripsyonun baslangi¢c noktasindan bagimsiz olarak CpG noktalarinda incelenmistir. Bu
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yontemin kullanim nedeni, transkripsyonel faktorlerin bu bolgede etkisinin olmamasidir. E-
cadherin ve GSTP1 genlerinde secilen promotor bolgelerin, amplikonun boyutu sirayla 83 ve
327 bp’lik oldugu i¢in , PCR Urunlerinin ¢ogd tilmasinda sorun yasanmamuistir.

Tumordn parametreleri  ile metillenme durumu ve paterni, bu genlerin  proteinlerinin
ekspresyonunun  kaybr ile iliskili bulunmustur ve en yiksek tumor evresi ve derecesinde,
proteinin ekspresyonu tamamen kaybolmustur. Bu calismada, meme timorinde, ilk kez E-
cadherin ve GSTP1’de birlikte metillenme durumu ve paterni bakimindan incelenmis ve CpG
noktalari, tumoriin evre, derece ve tipiyle kiyaslanms ve 0Ozel paternleri belirlenmistir.
Metillenmis genler, timadrun ilerlemes ile direkt baglantil1 gozlenmistir.

Bu calisma, meme kanserinde tUmorin patogenezinde E-cadherin ve GSTP1 genlerinin
metillenmesinin ekspresyon kaybindarol aldiginadair hipoteze dayanak olabilir.

Caismanin daha fazla 6rnek sayisi olmasi, lazer mikrodiseksyon ile timor ve norma dokularin
ayrilmasi, homojen tumor tiplerinden tim guruplarn arastirilmast ve metillenme paterninin
incelemesi, daha yeni metillenme tekniklerinin kullanilmast 6nerilir. Ayrica genlerin tam olarak
sess zlesme mekanizmasin belirlemek icin, genetik mutasyonlarin da paralel olarak incelenmes,
bu arastirmada ¢ok faydal1 olabilir diisiincesindeyiz.
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Ek1:
E-cadherin proteinin ekspresyon dizeyi ile normal ve timdr ©rneklerinde promotor

bdlgesinde CpG noktalarimin arasinda iliski

E_CADHERIN TUmor Normal
Metillenme
Negatif Zayif Pozitif Negatif Zayif Pozitif
durumu

Count | % | Count | % | Count | % | Count | % | Count | % | Count | %
CPG_863 6 12 23 46 10 20 2 4
CPG_865 1 2 2 44 1 2 1 2
CPG_873 10 20 23 46 5 10 2 4
CPG_879 2 44 11 22 1 2
CPG_887 14 28 23 46 11 22 2 4
CPG_892 25 50 23 46 5 10 2 4
CPG_901 18 36 23 46 10 20 2 4
CPG_918 22 44 23 46 5 10 2 4
CPG_920 3 6 2 | M 1 2
CPG_940 24 48 23 46 5 10 2 4
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E-cadherin proteinin ekspresyon duzeyi ile tumor orneklerinde promot6r bolgesinde CpG

noktalarimin arasinda iliski

E_CADHERIN Corelasyon Coefficient Sig. (2-tailed)
< CPG_863 0.77 0.00
o CPG_865 0.89 0.00
3
()

o CPG_873 0.69 0.00

c

g CPG_879 0.92 0.00
CPG_887 0.62 0.00
CPG_892 0.58 0.00
CPG_901 0.57 0.00
CPG_918 0.54 0.00
CPG_920 0.84 0.00
CPG_940 0.56 0.00
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Ek 2.
GSTP1 proteinin ekspresyon diizeyi ile normal ve timor orneklerinde promotor bolgesinde

CpG noktalarimin arasinda iliski

GSTP1 Tumor Normal
western
Negatif Zayif Gudu Negaif Zayif Gudu
blotting
Count | % | Count | % | Count | % | Count | % | Count | % | Count | %
CPG_197 5| 10 9| 18 4 8
CPG_190 4 9| 18 4 8
CPG_187 4 8 8| 16 3 6
CPG_185 5 10 9| 18 4 8
CPG_183 3 6 8| 16 2 4
CPG_182 4 8 8| 16 3 6
CPG_176 4 8 9| 18 3 6 1 2
CPG_162 4 8 8| 16 4 8 1 2
CPG_155 4 8 9| 18 4 8
CPG_152 3 6 9| 18 3 6
CPG_148 4 8 9| 18 3 6 1 2
CPG_145 3 6 8| 16 2 4
CPG_141 5 10 9| 18 3 6
CPG_132 3 6 8| 16 2 4
CPG_127 5 10 9 18 4 8 1 2
CPG_124 5 10 9| 18 4 8
CPG 112 5 10 9| 18 4 8
CPG_109 3 6 8| 16 2 4 1 2
CPG_101 5 10 9| 18 4 8
CPG_99 4 8 9| 18 4 8
CPG_81 3 6 8| 16 2 4
CPG_77 5 10 9| 18 4 8
CPG_74 4 8 8| 16 4 8
CPG 71 5 10 9| 18 4 8
CPG ™4 4 8 9 18 2 4 2 4 1 2
CPG_53 3 6 8| 16 2 4
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GSTP1 proteinin ekspresyon dizeyi ile timdr orneklerinde promotér bolgesinde CpG

noktalarimin arasinda iliski

GSTP1 Corelasyon Coefficient Sig. (2-tailed)
CPG_197 -0.06 0.71
CPG_190 -0.07 0.68
CPG_187 -0.02 0.89
CPG_185 -0.06 0.71

~ | CPG_183 -0.10 053
2 | CcPG 182 -0.08 0.61
% CPG_176 -0.07 0.64
o [CPG62 013 0.40
S | CPG% -0.07 0.68
= CPG_152 -0.14 0.37
CPG_148 -0.07 0.64
CPG_145 -0.10 053
CPG_141 -0.01 0.96
CPG_132 -0.10 0.53
CPG_127 -0.06 0.71
CPG_124 -0.06 0.71
CPG_112 -0.06 0.71
CPG_109 -0.10 053
CPG_101 -0.06 0.71
CPG_99 -0.12 0.43
CPG_81 -0.10 053
CPG_77 -0.06 0.71
CPG_74 -0.13 0.40
CPG_71 -0.06 0.71
CPG 54 -0.02 0.89
CPG 53 -0.10 053
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CPG_48 -0.10 053
CPG_47 -0.12 043
CPG_43 -0.15 0.34
CPG_42 -0.06 0.71
CPG_40 -0.06 0.71
CPG_38 -0.06 0.71
CPG_23 -0.10 053
CPG_22 -0.03 0.85
CPG_15 -0.06 0.71
CPG_14 -0.06 0.71
CPG_13 -0.06 0.71
CPG_11 -0.06 0.71
CPG_8 -0.19 0.23
CPG_4 -0.08 0.61
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Descriptives

E_cad
Ma
Std. 95% Confidence Interval for xXim
N Mean Std. Deviation Error Mean Minimum | um
Lower Bound | Upper Bound
N_S 35 8771 ,20159 ,03407 ,8079 ,9464 ,50 | 1,20
N_W 13 ,6538 ,18536 ,05141 ,5418 ,7659 40 | 1,00
N_N ,2000 ,00000 ,00000 ,2000 ,2000 20 | ,20
TS ,9000 ,36056 ,20817 ,0043 1,7957 ,50 | 1,20
TW 26 4346 ,19379 ,03800 ,3563 5129 ,20 | 1,00
TN 21 ,5000 ,24083 ,05255 ,3904 ,6096 20| ,90
Total 101 ,6366 ,29008 ,02886 5794 ,6939 ,20 | 1,20
Multiple Comparisons
Dependent Variable: E_cad
Tukey HSD
Mean
() Groups | (J) Groups Difference (1-J) | Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
N_S N_W ,22330(*) ,06791 ,017 ,0258 ,4208
N_N B7714(*) 12578 ,000 ,3113 1,0430
TS -,02286 ,12578 1,000 -,3887 ,3430
T W A44253(*) ,05413 ,000 ,2851 ,6000
TN ,37714(*) 05771 ,000 ,2093 ,5450
N_W N_S -,22330(*) ,06791 ,017 -,4208 -,0258
N_N ,45385(*) ,13392 ,013 ,0643 8434
TS -,24615 ,13392 447 -,6357 1434
T W ,21923(*) ,07102 ,031 ,0127 4258
TN ,15385 07379 ,304 -,0608 ,3685
N_N N_S -,B7714(*) 12578 ,000 -1,0430 -,3113
N_W -,45385(*) ,13392 ,013 -,8434 -,0643
TS -,70000(*) 17071 ,001 -1,1966 -,2034
T W -,23462 ,12749 445 -,6054 ,1362
TN -,30000 ,12905 ,195 -,6754 ,0754
TS N_S ,02286 ,12578 1,000 -,3430 ,3887
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N_W ,24615 ,13392 447 -,1434 ,6357
N_N ,70000(*) ,17071 ,001 ,2034 1,1966
T W ,46538(*) ,12749 ,006 ,0946 ,8362
TN ,40000(*) ,12905 ,030 ,0246 7754
T W N_S -,44253(*) 05413 ,000 -,6000 -,2851
N_W -,21923(*) ,07102 ,031 -,4258 -,0127
N_N ,23462 ,12749 445 -,1362 ,6054
TS -,46538(*) ,12749 ,006 -,8362 -,0946
TN -,06538 06134 ,894 -,2438 ,1130
TN N_S -, 37714(*) 05771 ,000 -,5450 -,2093
N_W -,15385 07379 ,304 -,3685 ,0608
N_N ,30000 ,12905 ,195 -,0754 ,6754
TS -,40000(*) ,12905 ,030 - 7754 -,0246
TW ,06538 06134 ,894 -,1130 ,2438
* The mean difference is significant at the .05 level.
GSTP1
Decriptives
GSTP1
Std. 95% Confidence Interval for » )
N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
Error Mean
Lower Bound | Upper Bound
N_S 35 1,1771 ,08075 ,01365 1,1494 1,2049 ,80 1,20
N_W 12 ,6333 37497 ,10825 3951 8716 ,20 1,30
N_N 3 ,2333 05774 ,03333 ,0899 ,3768 ,20 30
TS 20 1,1750 ,07864 01758 1,1382 1,2118 ,90 1,20
T W 16 ,7375 ,27049 06762 5934 ,8816 ,30 1,20
TN 14 ,3486 ,24579 ,06569 ,2067 ,4905 ,08 1,00
Tota 100 | ,8968 ,38719 ,03872 ,8200 ,9736 ,08 1,30
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Dependent Variable: GSTP1

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean
Difference
(1) Groups | (J) Groups ((EN)] Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
N_S N_W ,54381(*) ,06704 ,000 ,3488 ,7389
N_N ,94381(*) ,12056 ,000 ,5930 1,2946
TS ,00214 ,05618 1,000 -,1613 ,1656
TW ,A3964(*) ,06048 ,000 ,2637 ,6156
TN ,82857(*) ,06338 ,000 ,6442 1,0130
N_W N_S -,54381(*) ,06704 ,000 -, 7389 -,3488
N_N ,40000(*) ,12936 ,030 ,0236 7764
TS -,54167(*) ,07318 ,000 -, 7546 -,3288
T W -,10417 ,07653 , 750 -,3268 ,1185
TN ,28476(*) ,07884 ,006 ,0554 5141
N_N N_S -,94381(*) ,12056 ,000 -1,2946 -,5930
N_W -,40000(*) ,12936 ,030 - 7764 -,0236
TS -,94167(*) ,12408 ,000 -1,3027 -,5807
T W -50417(*) ,12609 ,002 -,8710 -1373
TN -,11524 ,12750 ,945 -,4862 ,2557
TS N_S -,00214 ,05618 1,000 -,1656 ,1613
N_W ,54167(*) ,07318 ,000 ,3288 ,7546
N_N ,94167(*) ,12408 ,000 ,5807 1,3027
T W ,43750(*) ,06722 ,000 ,2419 ,6331
TN ,82643(*) ,06984 ,000 ,6233 1,0296
TW N_S -,43964(*) ,06048 ,000 -,6156 -,2637
N_W ,10417 ,07653 , 750 -,1185 ,3268
N_N 50417(%) ,12609 ,002 ,1373 ,8710
TS - A3750(%) 06722 ,000 -,6331 -2419
TN ,38893(*) ,07334 ,000 ,1756 ,6023
TN N_S -,82857(*) ,06338 ,000 -1,0130 -,6442
N_W -, 28476(*) ,07884 ,006 -5141 -,0554
N_N ,11524 ,12750 ,945 -,2557 ,4862
TS -,82643(*) ,06984 ,000 -1,0296 -,6233
TW -,38893(*) ,07334 ,000 -,6023 -,1756
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The mean difference is significant at the .05 level.
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Linear Regression

Linear Regression
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Western blotlama sonuglarinin konsantrasyon analileri:

Hipotezlerin analiizi

1. Orneklerin normal dagilim analizi

1.1 E-cadherinin (tumdr 6rnekleri) normallik andizi
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One-Sample K olmogorov-Smirnov Test

Ecadherin Max | Ecadherin Min | Ecadherin M ean
T T T
50 50 50 N
103.4800 45.5400 70.4202 Mean Normal Parameters(a,b)
Std.
52.15645 20.94522 35.39227 o
Deviation
Absolute Most Extreme
.262 133 .225
Differences
.262 133 .225 Positive
-.107 -.087 -.137 Negative
1.152 .938 1.594 Kolmogorov-Smirnov Z
.092 343 .012 Asymp. Sig. (2-tailed)

a. Test distribution is Normal.
b. Caculated from data.

Sig miktariminMin ve Max’ da sig miktarlarimin 0.05' den yiiksek olamalarina gore, normal

dagitim kabulleniyor.

1.2 E-cadherinin (normal ornekleri) normallik analizi
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One-Sample K olmogorov-Smirnov Test

Ecadherin Max N EcadherinMin N | Ecadherin Mean N
50 50 50 N
Mean Normal
170.0800 47.9600 89.4108
Parameters(a,b)
49.35951 19.86173 43.31915 Std. Deviation
Absolute Most Extreme
11 .099 .166
Differences
11 .099 .166 Positive
-.103 -.080 -.092 Negative
.783 .700 1172 Kolmogorov-Smirnov Z
572 712 128 Asymp. Sig. (2-tailed)

a. Test distribution is Normal.

b. Caculated from data.

Burdada her t¢ boltimde verilerin 0.05 den yuksek olmasina gore, dagilim normaldir.

1.3 GSTP1 igin normal (timor ve normal drnekleri igin) dagitim andlizi
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One-Sample K olmogorov-Smirnov Test

GstpIMinN | GstpIMIinT | GstplMeanN | GstplMeanT | GstplMaxN | GstplMaxT
50 50 50 50 50 50 N
38.1400 34.8400 127.1046 98.8400 209.4000 164.2200 | Mean
o Normal Parameters(a, b,
17.70508 19.69602 56.40876 58.90609 55.14612 7351715 | Std. Deviation
148 157 .096 A71 .385 .196 Absolute Most Extreme
148 157 .091 A71 252 139 Positive Differences
-.070 -.079 -.096 -.104 -.385 -.196 Negative
1.047 1112 .677 1.206 2.726 1.387 Kolmogorov-Smirnov Z
223 .168 .750 .109 .095 .043 Asymp. Sig. (2-tailed,

a. Test distribution is Normal.
b. Caculated from data.

Burdada verilerin her 5 bolumde, 0.05’ den yuksek olmasina gorel, verlerin dagilimi normaldir.

2. 1 E- cadherin geninde, normal ve timor orneklerinde, western blotlama sonuclarinin

(konsantrasyon) anlamli farklilik olmasinin anaiz.

Bu analizde, varyans analizi (Levene’s testi) yapildi.

Std. Emor
groups I+ IMean Sid. Deviation hean
[ EcadhernMaxTandl  1.00 50 | 103.4800 5115645 | 71-37604
2.00 50 170.0300 49.35551 6.980459
Independent Samples Test
Levens's Test for Equality
of Variancas t-test for Equality of Means
§5% Confidence |nterval
Mean Std. Emor of the Difference
F Sig. t of 5ig. (2aikd) | Difference | Difference Lower Upper
EcadherinMaxTandl  Equal vanances assumed 313 7] -6.338 93 000 | -6A.60000 | 10.15343 | -B6.73316 | -46.44a54
Equal variances not I b ; _
- -6.538 97704 000 | -6A.60000 | 10.15543 | -B6.73392 | -46.44803

201



Elde edilen verilere gore, Levin analizinde orta miktariin 0.05’ den kiiglik olmasina gore (0.000)
tumor ve normal orneklerin arasinda anlamli farklilik

1.

(konsantrasyon) anlamli farklilik olmasinin andizi
Bu analizde, varyans analizi (Levene’s testi) yapildi.

gozlendi.

2.2 GSTP1 geninde, normal ve tumor drneklerinde, western blotlama sonuclarinin

2.
Sid. Error
(Groups M Mean Std. Deviation hean
MaxTand 1.00 50 164.2200 83.531715 11.81111
2.00 50 209.4000 7514512 10.62727
Levene's Test for Equality
of Vanances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval
Mean Std. Error of the Difference
F Sig. t df Sig. (2-ailed) | Difference | Difference Lower Upper
MaxTandi  Equal variances assumed a7 076 -1.54 55 005 | -45.18000 | 15.88839 | -7A.71000 | -13.63000
Equal variances nof i - o | e e % .
R 284 56.927 005 | -45.18000 | [5.88839 | -7A.71436 | -13.64584

Varyandarin esit olmavarsayilimiyla, ortalarinanalizinde 0.005’in, 0.05’ den kiicik olma

nedeniyle, GSTP1 geninde western blotlama konsantrasyonunun verileri timor ve normal

orneklerde anlaml1 sekilde farkli gozlenmistir.

Vilkakson andlizi (Wilcoxon Test)

1. E-cadherin geninde, tumadr ve normal drneklerinde, western blotlama konsantrasyonunda, zayif

sonuglarindaanlamlilik analizi (H1: anlaml: farklilik vardir)
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Descriptive Statistics

Maximum Minimum | Std. Deviation Mean N
235.00 36.00 43.54833 90.9600 25 EcadherinTW
237.00 80.00 56.19479 159.3636 11 EcadherinNW
Ranks
Sum of Ranks | Mean Rank N
Negative EcadherinNW —
.00 .00 0(a)
Ranks EcadherinTW
66.00 6.00 11(b) Positive Ranks
0(c) Ties
11 Total

a EcadherinNW < EcadherinTW
b EcadherinNW > EcadherinTW
¢ EcadherinNW = EcadherinTW

Test Statistics(b)

EcadherinNW -
EcadherinTW
-2.934(a) Z
.003 Asymp. Sig. (2-tailed)

a Based on negative ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Sig’in, 0.05d'den kictik olmast nedeniyle. H1 kabullenir ve anlaml: farklilk vardir.

2.E-cadherin geninde, timor ve norma 6rneklerinde, western blotlama konsantrasyonunda, zayif

sonuglarindaanlamlilik analizi (H1: anlaml: farklilik vardir)

Gugll 6rneklerin sayisinin az olmasina gorel analiz yapilamadi.
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Descriptive Statistics

Maximum Minimum  Std. Deviation Mean N
189.00 4400 47.93601 105.3636 22 EcadherinTS
EcadherinN
50.00 50.00 50.0000 1 s
Ranks
Sum of Ranks | Mean Rank N
Negative EcadherinNS —
1.00 1.00 1(@)
Ranks EcadherinTS
.00 .00 0(b) Positive Ranks
0(c) Ties
1 Total

3.E-cadherin geninde, timor ve normal 6rneklerinde, western blotlama konsantrasyonunda,
nagatif sonuclarindaanlamlilik analizi (H1: anlaml: farklilik vardir)

a EcadherinNS < EcadherinTS
b EcadherinNS > EcadherinTS
¢ EcadherinNS = EcadherinTS

Descriptive Statistics

Maximum Minimum | Std. Deviation Mean N
253.00 111.00 61.89440 187.2500 EcadherinTN
EcadherinN
255.00 88.00 44.48512 177.3636 33 N
Ranks
Sum of Ranks | Mean Rank N
Negative EcadherinNN —
10.00 2.50 4(a)
Ranks EcadherinTN
.00 .00 0(b) Positive Ranks
0(c) Ties
4 Total

a EcadherinNN < EcadherinTN
b EcadherinNN > EcadherinTN
¢ EcadherinNN = Ecadherin TN
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Test Statistics(b)

EcadherinNN -
EcadherinTN
-1.826(a) z
.068 Asymp. Sig. (2-tailed)

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Sig miktarimn 0.05' den yiksek olmasina gére (0.068), normal ve timor érneklerin negative

sonuclarinda anlamli farklilik gozlenmedi.
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Normal 6rnekleri (E-cadherin)

4. GSTP1 geninde, tumor ve normal drneklerinde, western blotlama konsantrasyonunda, nagatif

sonuglarindaanlamlilik analizi (H1: anlaml: farklilik vardir)

Descriptive Statistics

Maximum Minimum | Std. Deviation Mean N
253.00 65.00 55.43007 152.6471 17 GstplTW
273.00 45.00 77.77059 134.5833 12 GstpINW
Ranks
Sum of Ranks | Mean Rank N
5150 736 7@ Negative GstplNW - GstplTW
Ranks
26.50 5.30 5(b) Positive Ranks
0(c) Ties
12 Total

a GstpINW < GstplTW
b GstpINW > GstplTW
Cc GstpINW = GstplTW

Test Statistics(b)

GStpINW -
GstplTW
-982(a) Z
.326 Asymp. Sig. (2-tailed)

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Sig’in, 0.05’den fazla olmak nedeniyle (0.326) normal ve tiimdr drneklerin western soniiglarinin zayif

konsantrasyonlarinin arasinda, anlamh farklilik bulunmadi.

5. E-cadherin geninde, tumér ve normal 6rneklerinde, western blotlama konsantrasyonunda,

guclt sonuglarinda anlamlilik analizi (H1: anlamli farklilik vardir)
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Descriptive Statistics

Maximum Minimum | Std. Deviation Mean N
255.00 202.00 15.13738 247.8421 19 GstplTS
255.00 177.00 15.47700 248.9118 34 GstplNS
Ranks
Sum of Ranks | Mean Rank N
Negative GstplINS - GstplTS
47.00 6.71 7(a)
Ranks

44.00 7.33 6(b) Positive Ranks

6(c) Ties

19 Total

a GstplNS < GstplTS
b GstpINS > GstplTS
c GstpINS = GstplTS

Test Statistics(b)

Gstp1NS -
GstplTS
-107(a) Z
.915 Asymp. Sig. (2-tailed)

a Based on positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Sig'in 0.05'den buyik olmasina gore (0.915), anlamli iliski gl sonuglarda bulunmadi.

6. E-cadherin geninde, timor ve normal orneklerinde, western blotlama konsantrasyonunda,
nagatif sonuclarindaanlamlilik analizi (H1: anlaml: farklilik vardir)
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Descriptive Statistics

Maximum Minimum | Std. Deviation Mean N
115.00 17.00 33.89844 64.7857 14 GstplTN
61.00 36.00 13.05118 46.3333 3 GstpINN
Ranks
Sum of Ranks | Mean Rank N
Negative Gstp1NN - Gstp1lTN
3.00 3.00 1(a)
Ranks
3.00 1.50 2(b) Positive Ranks
0(c) Ties
3 Total

a GstpINN < GstplTN
b GstpINN > GstplTN
Cc GstpINN = GstplTN

Test Statistics(b)

Gstp1NN -
GstplTN
.000(a) Z
1.000 Asymp. Sig. (2-tailed)

a The sum of negative ranks equals the sum of positive ranks.
b Wilcoxon Signed Ranks Test

Sig’in 0.05'den yiiksek olmasina goére (1.000), nagatif sonuglardada anlamh farklilk bulunmadi.
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GSTP1 normal 6rnekler

Linear Regression
A A A A
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LEEEEEEEEEE T Er e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
TCCCTAGGOOCCGCT GEGGACCT GEGAAAGAGGGAAAGECT TOCCOGECCAGCTGCGOGG 60

CGACT CCGEEGACT CCAGEGECECCCCT CT GOGECCGACGCCCAEEEET GCAGCGECCECCG

LEEEEEEEEEE T Er e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
CGACT CCGGEGACT CCAGBGCGCOCCT CT GOGEOCGACGCCOBGEGT GCAGOGEOCECCG 120

GGEECT GEEECCAECAEEGAGT COGCEEGACCCT CCAGAAGAGOGEGECCGEECECOGT GACTCA
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CDH1 (E-cadherin), which mediates cell-cell interaction and polarity, is known as glycoprotein in
cytoskeleton. The objective of this study was to evaluate CDH1 expression loss as the metastatic
marker by defining the methylation pattern in the promoter regicn and determining whether or not the
methylation pattern changes in correlation with a kind of tumor, grade and metastatic status. Fifty
patients with breast carcinoma were enrolled in this study and fifty normal breast tissues were obtained
from an adjacent tumor area as control from the same patients’ breast. All of these patients had
different grades, metastasis status and tumor kind. Fresh tissue sections of breast cancers were
obtained and their DNA was isolated, bisulfite treated, PCR amplified and analyzed for sequencing. The
loss of CDH1 was assessed as percentage of methylation (full, partial and non-methylated) in the
promoter region, and the number of CpG sites involved in methylation was assessed as the methylation
pattern. The percentage of CDH1 gene promoter methylation in the tumor samples was 44% for full
methylation, 50% for partial methylation and 6% for non-methylated. There was significant difference
between normal and tumor tissues in methylated CpG sites and also between different grades and
kinds of tumor. More so, there was no significant variation in the recurrence state of tumor. Even
though loss of CDH1 expression in breast cancer has been established before, its critical role in cell-
cell contact can reflect the metastatic effect of the lost expression during the metastatic phase of
cancer. However, methylation pattern significantly differs in high grade tumor samples (p<0.00).

Key words: E-cadherin, promater, methylation, breast cancer, prognosis.

INTRODUCTION

CDH1  (E-cadherin) acts as a transmembrane
glycoprotein that is important in epithelial cell-cell
interactions (Kim and Sahin, 2005), and also interacts
with a and B catenin together with actin in cytoskeleton
(Lombaerts et al., 2006). CDH1 plays a critical role for
establishment and maintenance of polarity and dif-
ferentiation of epithelium during the development period
(Wilson et al., 2004). Also, it plays an important role in
signal transduction, differentiation, gene expression, cell

*Corresponding author. E-mail: sham@gmail.com.

motility and inflammations (Slaus, 2003). However,
somatic loss of CDH1 expression is associated with
lobular breast cancer (Goldstein et al., 2001). Besides the
mutational changes (Mastracci et al., 2005) cbserved in
gene expression, there are evidences for epigenetic
silencing of CDH1 gene including promoter region
methylation in CpG sites (Trischoof and Tannapfel,
2008). Loss of CDH1 expression in cancer cells leads to
a diffused growth pattern and metastasis potential in
tumors; thus, CDH1 generally acts as a tumor suppressor
gene (Maruyama et al., 2001).

CDH1 gene expression down-regulation is mediated by
several mechanisms that can be evaluated by different
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Marker
50 bp

Figure 1. CDH1 gene methylation status by BSP in the human breast
cancer . Normal(N}) and Tumor (T) samples from same patienl were
analyzed with one set of BSP primers (M=50 bp marker).

approaches (Masciari et al., 2007). One way is to search
for methylation pattern in the promoter region (Dhillon et
al., 2004). For this purpose, we performed a methylation
pattern study on 50 breast cancer samples and 50
normal adjacent normal breast tissues with a known
breast cancer and evaluated them for different kinds of
tumor, grade (according to TNM grading system) and
metastasis status.

MATERIALS AND METHODS
Sample collection and DNA extraction

Fresh surgery samples from known breast carcinoma (n=50) were
obtained from the general surgery department of Imam Reza
Hospital dependent of Tabriz university and private Nour-nejat
hospital during one year. The tumors were classified according to
the three-tier WHO histological grading system (Helpap, 2002;
Sobin and Wiltenkind, 2002). The patienis’ age ranged from 23 to
74 (average 48), and none of them underwent chemoteraphy.
Clinical and pathological data were documented and entered into a
specific tumor registry grading and other markers. This study was
designed as an historical prospective study (all samples are
obtained from discarding pathological samples). DNA was extracted
from fresh frozen tissues afler overnight digestion with proteinase K
in TBE buffer and purification with sodium acetate.

Bisulfite specific polymerase chain (PCR) and sequencing

Bisulfite specific PCR {BSP) reaction was performed with DNA and
treated with sodium bisulfite as described previously (Clark et al.,
1984). Briefly, 1 pl of genomic DNA was denatuerd by incubation
with 0.2 M NAOH for 10 min at 37°C. Aliquots of 10 mM
hydroquinone (30 pl:Sigma) and 3 M sodium bisulfate (PH 5.0, 520
Wk Sigma) were added, and the solution was incubaled al 56°C for
8 h. Treated DNA was purified by use of DNA purification kit
(fermentaz.corp), desulfunated with 0.3 M NaoH, precipitated with
ethanol, and resuspended in waler. Modified DNA was stored at -
70°C. One set of primers was used to amplify the region of interest
regardless of the methylation status. Negative control samples with
genomic DNA were inciuded for each set of PCRs, while the
universal methylated DNA prepared commercially was used as

positive control. PCR products were analyzed on 6% poly
achrylamide gels. The primer set for bisulfite specific PCR is
designed in such a way that all methylated and non methylated
samples had PCR product (Figure 1).

Data analysis

A comparison of the proportion was done using 12 test or Fisher's
exact method. To compare the extent of methylation for the normal
and tumor group with grade metastasis and kind of tumoar, the dala
were calculated using spearman-rank regression method. The
exislence of the metastasis-free interval was cbserved before the
second operation which confirmed the first evidence of metastasis
or the last evidence of follow-up of patients who remained alive and
were melastasis-free. Cox propartional model was applied for the
multivariant analysis, where p <0.05 was defined as being
slatistically significant (Figure 1), CDH1 gene methylation status
was shown by BSP in the human breast cancer. Normal (N} and
Tumor (T) samples from the same patient were analyzed with one
sel of BSP primers (M=50 bp marker). When the primer set was
used, both methylated and non methylated samples resulted in
amplification, but were net bisulfate.

RESULTS
Frequency of methylation in breast cancer

Among 50 breast cancers, the methylation frequency was
as follows: a total of 94% was methylated (50% partial
methylation and 44% full methylation), while only 6% was
non-methylated. In normal samples, there were 76% non-
methylated samples and 24% methylated samples (22%
was partially methylated and 2% was fully methylated).
However, there was meaningful differentiation between
tumor and nommal samples in methylation rate (p=0.000)
(Figure 2). Also, there was significant difference in
methylation pattern between tumor and normal tissues
(p=0.006). A sample of one chromatogram for com-
parison of tumor and normal sample methylation pattern
differences is shown in (Figure 2).
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(b) Tumor

Figure 2. Examples of direst sequencing chromatograms. Bisulfate-modified DNA was amplified and then
sequenced. a) Complete methylation in high grade breast cancer sample. b) No methylation in normal breast

tissues.
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Figure 3. Correlation of methylation status in different tumor grades and kind of
tumor.Tumors were devided into 3 grade groups(L,1},11) that get higher as number
increases.Tumor's kind are devided lo ductal lobular and insitu-ductal.
Correlation of methylation and risk factors frequencies with factors of increased risk including tumor
grade and growth pattern (kind of tumor). It could be
Figure 3 illustrates the correlation of methylation found that the highest methylation occurred in ductal kind
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Table 1. Comparison of different methylation statuses according to tumor's
grade in E-cadherin promoter region in breast cancer of tumor samples.

Total

Methylation_state Grade o

| il n

Non Count 0 3 0 3
% 0.00 10.00 0.00 8.70

Partial Count 8 15 1 24
% 80.00 50.00 20.00 53.30

Eul Count 2 12 4 18
% 20.00 40.00 80.00 40.00

Total Count 10 30 5 45

%

100.00 100.00 100.00 100.00

growth pattern-methylation

Percentage
]
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Figure 4. Comparison of methylation pattern in different sites of CDH1 gene promoter regien in different

grade in ductal form,

of tumor in grade |l of breast cancer samples in full
methylated form (as the in situ and lobular forms number
was insufficient for meaningful data analysis, they were
excluded from the conclusion).

According to the results in grade |, the highest percent
in methylation status is about partial methylation (80%);
in grade Il, the highest percent is about partial
methylation (50%), but in grade lll, the highest pecentage
is about the full methylation state (80%). Absolutely, in
the full methylation state, there is direct and meaningful
correlation between the grade of tumor and intensity of
methylation (p=0.035) (Table 1). Any meaningful

correlation were found in tumor's adjacent normal tissues
with methylation status at all(Data not shown).

Correlation between tumor kind and grade with
methylation pattern

In correlating the kind of tumor (ductal form) with
methylation pattern, there was significant variation
between full methylation and growth pattern (p=0.049),
with the highest correlation found at 892.nt methylation
(Figure 4). As we evaluated a methylation status in two
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Table 2. Correlation between methylation pattern in breast cancer tumor samples

and tumor’s grade.

Selected methylation

pattern(sites) in Correlation . _
E-cadherin gene coefficient Sig. (2-tailed)
promoter region
863 0.29 0.054
865 0.32(4 0.031
873 0.25 0.091
8r9 0.31(*) 0.035
887 0.40(*) 0.007
Grade 892 e o007
801 0.19 0.204
918 0.03 0.844
920 0.34() 0.022
940 -0.07 0.637

aspects, one in percent of methylated CpG sites (non,
partial and full methylation) and the other in the kind of
methylated CpG sites (as pattern of methylation), in some
CpG sites were marked with nucleotide number (for
example 883.nt, 865.nt,...), there is meaningful
correlation between the kind of CpG site and its position
in the promoter region and grade of tumor, that is, some
CpG sites have greater prevalence in methylation than
others. The highest methylation prevalence is seen
between 887.nt (as CpG site number in the promoter
region) and the high grade tumor (Table 2). There is also
a meaningful variation between growth pattern and the
number of methylated state (ductal carcinoma type,
p=0.046) (Table 2). In evaluating the metastasis with
methylation state, there was considerable variation
between different statuses of metastatc and non-
metastatic samples (p=0.028), but not with the other two
risk factors: chemotherapy and recurrence status
(p=0.741, 0.812, respectively). Also, 840.nt had the
significant variation as the most methylated site in
metastatic tumors.

DISCUSSION

In the last decade, there is a large body of evidences that
imply the importance of DNA methylation in the promoter
region, in different human cancers (Chiles et al., 2003).
This region has significant effects on gene expression
level (Chen et al., 2005) characterized by methylation
profiles of individual tumor types (Esteller, 2005). There
are relatively few studies about methylation pattern of
CDH1gene in breast cancer (Brex and Roy, 2001). E-
cadherin’s role in tumor development is now well
established (Maruya et al., 2004} in different kinds of
human carcinomas such as: prostate, colon, thyroid,
gastric and breast, which show reduced E-cadherin

expression relative to adjacent normal tissues (Corn et
al., 2001). Besides the mutational loss of function, there
are evidences for epigenetic basis (like methylation
pattern changes in promoter region} which can also
reduce or lost CDH1 expression (Droufakou et al., 2001).
Whatever is the cause, loss of CDH1 in tumor celis
means the capability of tumor cells 1o spread far away
from the original site of malignancy/metastasis. In most
carcinomas, this lost is usually a late event that is
associated with invasion and metastasis (Bornman et al.,
2001), but this may happen in the early steps. CDH1 acts
as a tumor suppressor gene, with the loss of expression
of wild type CDH1 allele usually occurring through
promoter hypermethylation as a second hit (Yang et al.,
2001; Shaw, 2008). In this study, most of the tumor kinds
are in ductal form (99%). In evaluation of methylation
changes, there is a direct relation between methylation
intensities (from non-methylated in any CpG sites to fully-
methylated in all CpG sites), that is, as the tumor grad
increases, the methylation status trend becomes fully
methylated (Figure 3). In the ductal type of tumor, the
highest full methylation rate is seen as follows: 25, 68.8
and 6.3% for grades Ill, Il and |, respectively. Generally,
there is a meaningful variation in the growth pattern
{ductal) and grade of tumors in comparison with the
methylation state (p=0.043), but it must be noted that
methylated CpG sites are completely different in the
grades and kinds of tumor or metastatic status of tumors.
This implies that they could not be correlated as common
markers in all tumor invasiveness risk factors. Although, it
is interesting to note that the highest degree of
methylation is observed in high tumor grade, methylation
is seen even in an in sifu form which reflects the
methylation changes in malignant tissues beginning from
the initial steps that may have a contributing effect on the
cancer characteristics in cells. There was also a signifi-
cant variation between CpG sites methylation pattern in
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kind of tumor (ductal form), but no significant variation
was observed between the kind of CpG sites and the
growth pattern. However, the expression of CDH1 gene
can be affected by these changes in methylation pattern
of the promoter region in different tumor kinds, grades
and metastatic statuses; although more clear evidences
are yet to be studied. In metastasis evaluation of tumor
with methylation state, there is significant variation
between the existence of metastasis and methylation rate
directly, which may explain the E-cadherin’s role in
maintenance of cell-cell interaction in cytoskeleton. It
seems that there is no correlation with chemotherapy
history or recurrence of breast carcinoma with
methylation changes. Nevertheless, a small number of
samples for analysis need to be clarified in the next
studies.
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The epithelial cadherin gene (CDH1) has been identified as a tumor suppressor gene located within the
16q22.1 region. The CDH1 gene encodes a transmembrane glycoprotein involved in cell to cell adhesion
and loss of CDH1 expression contributes to increased proliferation, invasion and metastasis in breast
carcinoma. No mutation in CDH1 have been identified in invasive ductal carcinoma (IDC), suggesting
that, other inactivation mechanisms are responsible for IDC oncegenesis. In order to analyze the role of
promoter methylation in CDH1 gene inactivation in breast cancer, the CpG methylation status of E-
cadherin promoter region by bisulfite sequencing PCR (BSP) was investigated. 10 CpG sites [nucleotide
(nt) 863, 865, 873, 879, 887, 892, 901, 918, 920 and 940] in the promoter region were screened for
methylation. The CDH1 methylation was detected in 94% (47 to 50) of breast tumors which was
associated with higher tumer grade (p = 0.035), tumor stage (p = 0.000) and tumor metastasis (p =
0.000). There was also a significant correlation between tumor stage, grade and metastatic status with
sites of methylation (p = 0.000). The data indicate that CDH1 promoter methylation might be a potential
mechanism for epigenetic silencing of CDH1 in primary breast cancer suggesting a valuable molecular
marker for detection of breast cancer progression.

Key words: Breast cancer, E-cadherin, methylation pattern, tumor stage, tumor grade.

INTRODUCTION

Breast carcinoma is the most common malignancy among
women worldwide. The disease arising from the ductal
and lobufar epithelium of the mammary glands (Oyama et
al., 2009) and metastasis represents an important step in
the progression of the fatal disease (Sahin et al., 2009).
Complex genetic and epigenetic alterations affect the
severity ot each step in tumor progression.Genetic
changes that occur in metastatic cells have been studied
at the level of several genes, tissue specific profiles and

*Corresponding author. E-mail: farajnia@gmail.com. Tel:
00989143018589. Fax: 00884113363231.

whole genome approaches (Hunter and Alsarraj,
2009).Different mechanisms in both genetic and
spigenetic changes are involved, including mutation, loss
of heterozigosity (Ehdaie and Theodorescu, 2008),
transacting pathways (Vesuna et al., 2008), chromatin
rearrange-ment (Rodenhiser and Mann, 2006) and
hypermethylation in promoter CpG sites {Choi et al.,
2009). Unlike genetic changes, epigenetic alterations in
metastasis are less characterized in primary cancers.
DNA methylation is the covalent addition of a methyl
group 1o a cytosine base, generally in the context of a
CpG dinuclectide. The mammalian genome s
predominantly methylated with theexception of CpG-rich
regions, which are generally found in gene promoters and
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are known as “CpG islands” (Esteller, 2005). These
changes alter gene expression levels primaiily through
regulation of methylation state-dependent interactions
with transcriptional activators or repressors (Gonerly and
Grady, 2010). The aberrant methylation of gene
promoters cbserved in many cancers is believed to play a
key role in the development of different cancers. {t is also
well understood that hyper-methylation of some
regulatory sequences is more frequent than mutational
change (Ghan et al.,, 2008). This methylation can silence
genes such as CDH1, which can promote enhanced
invasiveness (Nakata et al., 2006). CDH1 is a gene
localized in the chromosome 16g22.1, that is expressed
from epithelial cells and involved in cell to cell
interactions. This meclecule contains two extra and intra
membrane domains. The extra membrane domain
interacts with other cells whereas, intra membrane
domain participates in structural proteins like a-catenin
and B-catenin (Berx and Roy, 2009). GDH1 displays a
tumor/invasion suppressor functions and its expression
level influences the cell shape, adhesion and biological
interactions (Masciari et al., 2007). CDH1 dysfunction
due to mutations has been reported in gastric and lobular
breast carcinomas (Lascombe et al., 2006). Alsc, its
down regulation due to allelic deletion has been seen in
various types of tumors like hepato-cellular carcinomas
(Xia et al., 2008) lobular and ductal breast carcinomas
(Masciari et al., 2007). For most of the primary breast
cancers and cell lines of the ductal histotype, no CDH1
mutations could be identified despite the fact that these
tumors often show strikingly reduced GDH1 gene and
protein expression (Berx and Roy, 2001). Possible me-
chanisms to explain this reduced expression include
chromatin rearrangement, hypermethylation and altera-
tions in trans-factor binding (Li et al., 2006). Hyperme-
thylation of the CDH1 promoter and overlapping 5 CpG
Island has been demanstrated to be correlated with the
loss of CDH1 expression at the transcriptional level for
various breast cancer cell lines and primary ductal breast
cancers (Chao et al., 2010). However, the relation of
CDH1 hypermethylation and grade and stage of tumors
has not been well understood. In this study, the methyl-
lation pattern of CDH1 promoter in breast cancer was
investigated. The methylation status was classified in a
qualitative manner as full, hemi and non-methylated in
tumor and normal tissues. Quantitative analysis of methy-
lation pattern of CpG sites and their relation with tumor’s
grade and stage were also investigated,

MATERIALS AND METHODS

Patients and tissue specimens

Samples of breast cancer were obtained from 50 women (mean
age of 48.2 = 10.55 years) who had undergone surgery at the Imam

Reza hospital in Tabriz university of Medical Sciences. The sam-
ples obtained during surgery were according to the institutional
guidelines. Normal breast tissues {n = 50) were also taken from the
same patients and breasts that underwent partial or total
mastectomy, 3 cm away from the site at which the tumor was
sampled.

Staging was performed according to AJCC-02 TNM staging
system and grading was carried out according to WHO international
protocol by surgean as Gl, Gll and Glil.

DNA isolation

DNA was extracted from 25 mg frozen breast tissues at -80°C of 50
tumoral and 50 normal samples using a SDS$-proteinase K and
phenol-chleroform method as previously descrived {Pourabbas et
al., 2009}. 10 CpG sites from the promoter region located at -836 to
-962 upstream to transcription start site were analyzed for methy-
lation pattern as described earlier (Ribeiro-Filho et al., 2002).

Bisulfite conversion and BSP analysis

To amplify the interesied region af the promoter, DNA was treated
with sodium bisulfite as described earlier (Frommer et al., 1992)
with some modifications. Briefly, 1 pg of DNA was denatured using
NaOH and tfreated with sodium bisulfie for 8 h in 55°C. Bisulfite
treated DNA was amplified with specific primer pairs (forward: 5'-
TTTAGTAATTTTAGGTTAGA GGGTT-3', nt -836 to -861) and
(reverse: 5-CTAATTAACTAAAAATTCACCTACC-3, nt -940 to -
965). 2 pl of treated DNA were entered into a 25 pl polymerase
chain reaction (PCR) mixture containing 0.4 pM forward and
reverse primers each; 1 x Taq buffer, 0.2 mM four deoxynucleotide
triphosphate and 1.2 U Taq polymerase (Fermentas, Letonia). PCR
was carried out with the program as followed: a 5 min cycle in 95°C
followed by 30 cycies of 30 s in 94°C, 30 s inh 54°C, 30 s in 72°C
and a final extension cycle of 5 min in 72°C. The untreated breast
tissue genomic DNA was used as negative control and universal
melhylated DNA (invitregen) sampie as ready to use commercial
control that underwent bisulfie treatment, was used as positive
control. PCR products then, were purified using PCR product purifi-
cation kit and checked by electrophoreses on 5% polyacrylamide
gel. The resuiting products were sequenced on an AB! automated
sequencer with big dye terminator (Perkin-Elmer, CA).

Classification and quantification of methylation levels

Determination of methylated CpG sites was performed by compa-
ring the G versus T nuclectide peaks in bisulfite treated tumor
samples in each 10 specitied CpG sites that remained as C and
was converted to T in bisulfite treated normal samples. Methylation
was considered 100% if all 10 CpG sites were methylated, Methy-
lation levels less than 10 CpG sites were classified as partial methy-
lation and absence of methylation was considered unmethylaled.

Statisticaf analysis

The percentage of methylation was calculated by chi-square test
and significance difference betwesen cancer and normal samples,
also, cancer grade and stage with methylated CpG sites was
analysed by using spearman regression test.
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Figure 1. Comparison of methylation pattern of GDH1 promoter region in breast cancer and its adjacent normal

tissues.

RESULTS
Methylation status in tumor and normal samples

Among breast cancer samples, 44% (22 of 50) were
completely methylated, 50% (25 of 50) were partially
methylated and 6% (3 of 50} were unmethylated. The
overall hypermethylation rate in breast cancer tissues
was 94% (47 of 50). On the other hand, the majority of
the normal samples that is 76% (38 of 50) were unmethy-
lated. There were significant differences between tumor
and normal samples in the methylated CpG sites
(methylation pattem) (p = 0.000) (Figure 1).

Methylation of the CDH1 promoter and its relation to
grade of tumor

Of 45 tumor samples 10 were classified as grade 1 (well
differentiated), 30 grade 2 (moderately differentiated) and
5 grade 3 (poorly differentiated). 5 samples had unknown
grade and were excluded from the calculations. Analysis
for methylation showed that among 10 grade 1 tumors, 2
(20.0%) were fully methylated and 8 (80.0%) were
partially methylated. Among 30 grade 2 tumors, 12
(40.0%) were fully methylated, 15 (50%) partially methyl-
lated and 3(i0.0%) were non-methylated. Finally, of §
grade 3 tumors, 4 (80.0%) were full methylated and 1
(20.0%) partially methylated. Statistical analysis showed
a significant direct relationship between full-methylation
and grade of tumor samples (p < 0.022 for partial and p <

0.035 for full methylation) (Figure 2).

Methylation pattern of the CDH1 ptromoter CpG sites
and its relation to grade of tumor

The spearman regression test analysis showed the
highest significant relationship between grade of tumor
and methylation at 887 nt (p = 0.007). There were also
an association (statistically non-significant) between
methyl-lation at 920, 879 and 865 nis with grade of
tumors (p = 0.022, 0.035 and 0.031, respectively) (PV
was set in 0.05 level, 2 tailed) (Table 1 and Figure 3).

Methylation of the CDH1 gene and its relation to
tumors’ stage

Among the 7 different stages that have been reported in
different studies, in this study, only 3 stages were found
in tumor samples including stages 1, 2 and 3a. There
were 3 samples in stage 1, 29 in stage 2 and 13 in stage
3a. Of the 3 stage 1 tumor sample, all (100%) were par-
tially methylated, of 33 stage 2 tumors, 8 (24.2%) were
full methylated, 22 (66.7%) partial and 3(9.1%) were not
methylated. Finally, of the 14 stage 3a tumors, 14 (100%)
were full methylated. There was a significant correlation
between tumers' stage and methylation status {p = 0.000,
in full and partial methylation), which indicated the pre-
sence of a meaningful direct relation between stage of
tumor and full methylation (Figure 4).
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Figure 2. Comparison of tumor grade and methylation status in tumor and normal samples.

Table 1. Methylation patlern and tumor grade in breast tumer samples.

Grade CpG site Cotrelation Siginificance
coefficient {2-tailed)
863 0.29 0.054
865 0.32* 0.031
873 0.25 0.081
879 0.31* 0.035
Grade 887 0.40* 0.007
892 -0.06 0.686
901 0.19 0.204
918 0.03 0.844
920 0.34* 0.022
940 -0.07 0.637

** Correlation is significant at the 0.071 level (2-tailed), ~correlation is
significant at the 0.05 Eevel (2-tailed).

Methylation pattern of the CDH1 promoter and its
relation to stage of tumor

There were a significant direct relationship between stage
of tumor and methylation at nucleotides 863, 865, 873,
879, 887 and 920 (p = 0.000, 0.000, 0.001, 0.000, 0,002
and 0.000, respectively) and in some degree with nucle-
otide 901{p = 0.032) (PV was set at 0.005 level, 2 tailed)
(Table 2).

In the evaluation of methylation patterns in ductal tu-
mor and different tumor stage, the higher methylation rate
was observed in stage 3a and among the different tumor
grades, the highest rate of CpG methylation was
observed in grade 2 of ductal type breast cancer samples
(Data not shown).

DISCUSSION

CDH1 hypermethylation is a candidate mechanism res-
ponsible for silencing CDH1 association with several
types of malignancies (Lo and Sukumar, 2008) but under-
lying mechanism for silencing of CDH1 is not clearly
understood. In this study, CDH1 promoter methylation
status was analyzed in breast cancer tissues of 50 indivi-
duals. From each patient, a breast cancer sample and
normal breast tissue (from neighboring site of tumor)
were evaluated. With this design, pair of cancer and
normal samples was available for each case. The com-
parison of normal and malignant tissues showed a
statistically significant (p = 0.006) difference in the
methylation pattern. This finding is consistent with several
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Figure 3. Examples of direct sequencing chromatograms. Bisulfite treated DNA was amplified and sequenced on ABI automated
sequencer. The sequences represents CpG sites one of which marked by arrows. 3a) complete non-conversion of cytosine to
thymine {complete methylated). 3b) complete conversion of cylosine 1o thymine {(non-methylated).

studies indicating the role of CDH1 methylation in various
tumors. Kordi-Tamandari et al. (2010) found that, 61.8%
of oral cavity tumors had methylated CDH1 gene. Hiraki
et al. (2010) found that CDH1 gene methylation in the
peritoneal fluid is a potential marker predicting periteneal
invasion of gastric cancer which varies significantly
depending on the extent of the cancer invasion. Methy-
lation of CDH1 in primary human colon cancer and its
association with cancer progression and metastasis has
also been reported (Kim et al., 2008). Feng et al. (2010)
found CDH1 methylation in 23.7% of lymph nodes in
metastatic breast cancer when compared with 18.4% in
primary cancers and reported that, GDH1 methylation is
correlated with lymph node metastasis rate. It has also
been demonstrated that, down regulation of CDH1
expression is often accompanied with methylation of the
5'CpG island of CDH1 in prostate, lung, liver, bladder,
gastric, thyroid and breast carcinoma cell lines (Bornman
et al.,, 2001; Ehdaie and Theodorescu, 2008; Brooks-
Wilson et al., 2004),

Because of the small number of in situ and lobular form
of tumors in this study, evaluation of a possible increa-
sing trend of GDH1 methylation in malignant progression
was not possible. The CDH1 methylation status did not
seem to correlate with tumor number or with chemothe-
rapy. There was ne significant correlation between tumor
grade and stage in this study, indicating lack of common
methylated site related to both aspects of the tumor.

BSP product sequencing of tumor samples showed
considerably higher CDH1 methylation levels when
compared with normal samples at all CpG sites of the
promoter region (nt 863, 885, 879, 892, 901, 918, 920
and 940). However, nucleotide 892 (94%) and 940 (92%)
demonstrated higher methylation prevalence. This might
be related to the higher predispoesition of some CpG sites
to methylation which has a key role in cancer progres-
sion. It has been shown that, CpG sites contain SP1
elements that are lecated upstream of the transcription
initiation site (Varshochi et al., 2005) and their cis-acting
property prevent CpG islands methylation (Goldstein,
2002). Disruption of these elements may be responsible
tor the CGpG methylation and gene silencing.

Notable finding of this study was that, the sites of
methylated CpGs corresponding to the stage and grade
of tumor were different. Even low grade and early stage
tumors showed some degree of CDH1 methylation
(Figure 2 and 4), confirming previous reports and show
that, epigenetic alteration is an early event in malignancy
that may take place before tumor invasion (Duffy et al.,
2009).

in summary, this study showed the CDHt gene hyper-
methylation in breast cancer. There was a specific CpG
methylation pattern that might be critical in the silencing
of the CDH1 gene in breast cancer, These results are
important in evaluating the mechanisms involved in
CDH1 silencing through hypermethylation of specific CpG
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Figure 4. Comparison of tumor stage and methylation status in tumor and normal samples.

Table 2, Relation between promoter methylation pattern in
different tumor stage in breast cancer samples in CDH1gene
promoler region.

Stage CpGsite Correlation Siginificance (2-

coefficient tailed)
CPG-863 0.588** 0.0
CPG-865 0.617"* 0.0
CPG-873 0.469"* 0.001
CPG-879 0.688* 0.0
Stage CPG-887 0.420** 0.002
CPG-892 0.116 0.423
CPG-901 0.304* 0.032
CPG-918 0.169 0.24
CPG-920 0.579** 0.0
CPG-940 0.135 0.349

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed);
*correlation is significant af the 0.05 level (2-tailed).

sites, which may provide a marker for diagnesis and pro-
gnosis of breast cancer. The gene expression study in
the protein level by western blotting method is recom-
mended for confirmation of these results.
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Glutation S-transferase P1 (GSTP1) gene methylation in promoter CpG islands has been described as a
specific biomarker for many types of cancer including breast cancer as a tumor suppressor gene. At
the present study we found that the GSTP1 gene promoter to be methylated in breast cancer tissues.
For studying the difference of sequence in hypermethylated GSTP1 promoter in cancer tissues and non
methylated status in normal tissues, we analyzed the cytosine methylation status as epigenetic
changes in 50 tumors from patients with breast cancer and 50 normal breast tissues that were obtained
from the adjacent regions of the breast tumors of the same patients. In order to study the promoter
methylation status for GSTP1 gene in breast cancer, 40 CpG sites [nucleotide(nt) 197, 190, 187, 185,
183, 182, 176, 162, 155, 152, 148, 145, 141, 132, 127, 124, 112, 109, 101, 99, 81, 77, 74, 71, 54, 53, 48, 47,
43, 42, 40, 38, 23, 22, 15, 14, 13, 11, 8, 4] were screened. The GSTP1 methylation was detected in 41.3%
of the breast tumors which was associated with higher tumor grade (p=0.467) and tumor stage (p =

0.048).

Key words: GSTP1, prometer, methylation, pattern, breast cancer.

INTRODUCTION

Breast cancer is the second leading cause of death
among women after lung cancer. Defection of
premenopausal breast cancer without X-ray exposure is
of particular importance in early detection, Thus
alternative approaches to breast cancer detection are
clearly needed. Detection of changes in DNA methylation
which is the most common molecular alteration in human
neoplasia (Wu et al,, 2010}, including breast cancer
(Bedgia et al., 2006), may offer an alternative method to
screening (Hoque et al., 2008). Cytosine methylation has
critical role in control of gene activity that mostly occurs in
cytosines that precede guanines, called ‘CpG islands’
(Esteller, 2008). Theses regions span the 5' end of the

*Comresponding author. E-mail:  shohrehshargh@gmail.com.
Tel: +0098-181-2248787

regulatory region of many genes, which usually not
methylated in normal cells (Weber et al., 2007).
Hypermethylation of CpG islands in gene promoter
blocks the ability of transcription factors to interact with
the promoter and inhibits gene expression (Li et al.,
2008). DNA methylation is one of the known mechanisms
for control of certain tissue-specific genes that have
important role as tumor suppressor genes such as
GSTP1, E-cadherin, BRCA1 in many types of cancer
including breast cancer.

It is reported that CpG islands are hypermethylated in
>80% of hepatocellular carcinomas, ~ 30% of breast
cancers and >90% of prostate cancers (Maxwell et al.,
2008).

GSTP1 is the only gene of the human glutathicne S-
transferase (GST) P subfamily (Suzuki et al., 2005).GSTs
provide protection to mammalian cells against
electrophilic metabolites of carcinogens and reactive
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oxygen species (Chow et al., 2007).GSTp1 plays a role in
regulating the Map kinase pathway via protein-protein
interactions as it is an inhibitor of c-Jun NH2-terminal
kinase |, a kinase involved in stress response, apoptosis
and cellular proliferation (Holly et al., 2007).

Recently, GSTP1 CpG island hypermethylation was
found to be significantly associated with tumor size,
lymph node metastasis and relapse free-survivai in
breast cancers (Gao et al.,, 2009). The involvement of
GSTP1 in drug metabolism, potential effect on cancer
therapy and other tumor features, indicates the
importance of evaluation of mechanistms for it's regulation
in normal and cancer tissues (Ronneberg et al., 2008).

In this research, we studied tumors from breast cancer
patients and also normal breast tissues from the adjacent
regions of the breast tumors of the same patients as
control tissues. The promoter region of the gene, is
selected at 40 CpG sites with specific structures like as:
ccg, ctg and cgeg (the order of sequence for cytosine and
guanine nucleotides which are in DNA) in the prompter
analyzed by semi-quantitative measures, and the
relationship between methylation degree with tumor's
grade and stage was evaluated.

MATERIALS AND METHODS
Patients and tissue specimens

Samples of breast cancers were obtained from 50 women (mean
age of 48.2+10.55 year) who had undergone surgery at the Tabriz
University Hospital {lmam Reza) of Meadical Sciences
{Retrospective observational study with Cluster random sampling in
time intervals for 1 year). The samples were abtained according to
institutional guidelines, during the surgery as a fresh and
immediately taken to -80° deep freeze. Normal breast lissues were
also obtained from the surgery region of the same patients, about 3
cm away from the tumor site (n = 50). As all specimens were the
part of routine pathology and surgery mastectomy procedures,
therefore, all the samples were coded by number and patients’
information were kept in secure.

Determining of slage was performed according 1o AJCC-02 TNM
stage system and determining of grade was performed according to
WHO international protocol by surgeon as Gl, Gll and Glii.

Gene sequence alterations typically were identified by direct
sequencing of PCR-amplified bisulfite treated genomic templates,
BSP (Bisulfite treated specific PCR), that included the promoter
region.

DNA isolation

Genomic DNA was isolated from tumor and normal tissues using
SDS-protease K and phenol-choloroform method as previousty
described (Pourabbas et al., 2009). Samples were first digested
with protease K; DNA was extracted from 200 ul protease K
digested samples, following the manufacturer's protocol
(Fermentase DNA isolation kit,Letonia). DNA concentration was
measured using a spectrophotometer.

Bisulfite conversion

Extracted DNA was treated with sodium bisulfite as described

before with some modifications. Briefty 5 pg of DNA was denatured
using NaOH and treated with sodium bisulfite for 8 h in 55°C.
Bisulfite treated DNA was amplified with BSP specific primer set
(forward: 5-TTT GGGAAAGAGGGAAAGGTTT -3'nt -4954 to -
4979) and (reverse: 5-CCCCATACTAAAAACTCTAAACCCC-3' nt -
5281 to -5308). 2 pg of treated DNA were entered into a 25 pl
polymerase chain reaction (PCR) mixture containing 0.5 pM
forward and reverse primers each; 1X Tag buffer,0.1 mM four
deoxynucleotide triphosphate,1.125 pM MgClz, 1.25 yl DMSO and
1.2 U Taq ploymerase {Fermentase,Letonia),15.75 pl ddH,0. PCR
was carried out with the program as followed: 3 1 min cycle in 85°C
followed by 30 cycles of 30 sin 84°C,40 s in 58°C,45 s in 72°C and
a final extension cycle of 5 min in 72°C,

The untreated breast tissue genomic DNA was used as negative
control and universal methylated DNA (Invitogen) sample as ready
to use as positive control. PCR products then, were purified using
PCR product purification kit (Fermentase,Letonia) and checked by
electrophoresies of 5% polyacrylamide gel. The resulting products
were sequenced on an ABI automated sequencer with big dye
terminator (Perkin-Elmer,CA).

Classification and quantification of methylation levels

Determination of methylated CpG siles was performed by
comparing the C versus T nucleotide peaks in bisulfite treated
tumor samples in-each 40 specified CpG sites that remained as C
and was converted to T in bisulfite treated normal samples.
Methylation was considered 100% if all 40 CpG sites were
methylated. Methylation levels less than 40 CpG sites were
classified as partial methylation and absence of methylation was
named as unmethylated.

Statistical analysis

The percentage of methylation was caculated by chi-square test
and significant difference between cancer and normal samples.
Cancer grade and stage with methylated CpG sites,was analyzed
by using spearman regression test.

RESULTS
Methylation status in tumor and samples

Qut of 46 breast cancer samples, 28.3% (13 samples)
were completely methylated, 13% (6 samples) were
partially methylated and 58.7% (27 samples) were
unmethylated. The overall hypermethylation rate in breast
cancer tissues was 41.3% (19 out of 46). On the other
hand, the majority of the normal samples (87.2%) or 41
out of 47 were unmethylated. There were significant
differences between tumor and normal samples in the
methylated CpG sites (methylation pattern) (Figure 1).

Methylation of the GSTP1 promoter and its relation to
grade of tumor

Out of 50 tumor samples, 5 samples had unknown grade
and were excluded from analysis. Out of 45 samples, 10
were classified as Grade | (well differentiated), 30 Grade
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Figure 1. Comparison of methylation pattern on GSTP1 promoter region in breast cancer and it's adjacent normal tissues (p = 0.000).

Il (moderately differentiated) and 5 Grade ill (poorly
differentiated). Also 4 samples of Grade Il, had missed in
methylation sequence analysis and were excluded from
the calculations (total samples were 41). Analysis for
methylation showed that among 10 Grade | tumor
samples, 2 (20%) were fully methylated and 9 samples
(34.6%) were partially methylated and 6 samples (60%)
were nonmethylated. Among 26 grade 2 tumors, 9
samples (34.6%) were fully methylated, 3 samples
(11.5%) partially methylated and 14 samples (53.8%)
were nonmethylated. Finally, out of 5 grade 3 tumer
samples, 1 sample (20%) was full methylated and 1
sample (20%) partially methylated, 3 samples (60%)
were nonmethylated. Statistical analysis did not show any
significant direct relationship between methylation and
grade of tumor samples (Figure 2).

Methylation pattern of the GSTP1 promoter CpG sites
and its relation to grade of tumor

The spearman regression test analysis showed no
significant relationship between methylated sites and
tumor grade (p = 0.467).

Methylation of GSTP1 gene and it's relation to
tumor’s stage

Among the 7 different stages that have been reported in
different studies, in this study, only 3 stages were found
in tumor samples including stage 1, 2 and 3a. There were
3 samples in Stage 1, 29 in Stage 2 and 14 in Stage 3a.
{Total 46 known stage samples). Out of the 3 stage 1
tumor samples, 3(100%)} were full methylated, out of 29
stage 2 tumors, 8(27.6%) were full methylated, and 4
(13.8%) were partial methylated and 17(58.6%) were
nonmethylated.

Among 14 Stage 3a, 2(14.29%) were full methylated
and the same number for partial methylation and 10
(71.43%) were nonmethylated in tumor breast samples
(Figure 3).

Methylation pattern of the GSTP1 promoter CpG sites
and its relation to stage of tumor

The spearman regression test analysis showed the
highest significant relationship between stage of tumor
and methylation at 183, 176, 162, 152, 148, 145, 132,
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Figure 2. Comparison of tumor grade and methylation status in tumor samples.(correlation is significant at the 0.05 level, 2 tailed) (p =
0.8).
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Figure 3. Comparison of tumor stage and methylation status in tumor samples. (correlation is significant at the 0.05 level,2 tailed) (p
= 0.046).
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Table t. Methylation pattern and tumor stage in breast tumor samples.

Correlation Coefficient Sig. (2-Tailed)
CPG_197 0.23 0.111
CPG_190 0.21 0.135
CPG_187 0.19 ¢.196
CPG_185 0.23 ¢.111
CPG_183 0.33(") 0.021
CPG_182 0.27 0.061
CPG_176 0.28(%) 0.049
CPG_162 0.28(%) 0.049
CPG_155 0.21 0.135
CPG_152 0.35(%) 0.013
CPG_148 0.28(%) 0.049
CPG_145 0.33() 0.021
CPG_141 0.21 0.135
CPG_132 0.33(%) 0.021
CPG_127 0.23 0.111
CPG_124 0.23 0.111
CPG_112 0.23 0.111
CPG_109 0.33(%) 0.021
CPG_101 0.23 0.111
STAGE CPG_99 0.29(*) 0.039
CPG_81 0.33(%) 0.021
CPG_77 0.23 a.111
CPG_T4 0.28(*) 0.049
CPG_T71 0.23 6.111
CPG_54 0.27 0.061
CPG_53 0.33(*) 0.021
CPG_48 0.33(*%) 0.021
CPG_47 0.29(*) 0.038
CPG_43 0.34(%) 0.017
CPG_42 0.23 0.111
CPG_40 0.23 0.111
CPG_38 0.23 0.111
CPG_23 0.33(%) 0.021
CPG_22 0.25 0.075
CPG_15 0.23 0.111
CPG_14 0.23 0.111
CPG_13 0.23 0.111
CPG_11 0.23 0.111
CPG_8 0.36(*) 0.010
CPG_4 0.27 0.061

109, 99, 81, 74, 53, 48, 47, 43, 23 and 8 nts (p = 0.048)
(Table 1).

DISCUSSION

Cancer is a disease associated with both genetic and
epigenetic changes. Epigenetic gene regulation has been
recognized to play a role in the etioclogy of cancer.

Abnormal DNA methylation is a hallmark of cancer and
often mediates silencing of gene (Xiang et al., 2008).

In this study, we provided a status of methylation extant
in the promoter of the detoxification enzyme GSTP1.
Previously, the hypermethylation of GSTP1 promoter has
mainly been studied by methylation specific PCR (MSP)
and was found to be methylated in 24 to 30% of breast
tumors (Muggerud et al., 2010; Esteller et al., 2001). Bae
et al. (2005) reported that GSTP1 is one of the
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Figure 4. Examples of direct sequencing chromatograms. Bisulfite treated DNA was amplified and sequenced on AB| automated
sequencer. The sequences represents CpG sites one of which marked by arrows. 3a) Complete conversion of cytosine to
thymine (non-methylated) normal breast tissue. 3b) Complete non-conversion of cytosine to thymine (complete methylated)

breast tumor tissue.

Bt

Figure 5. Electerophoresis of BSP products in acrylamide gel, produces visible bands both in
methylated and nonmethylated samples with BSP specific designed primers that amplifies
both methylated and non methylated DNA samples (positive control is ready to use positive
universal methylated DNA sample and negative control is non bisulfite treated genomic

DNA).

hypermethylated genes  during breast cancer.
Quantitative DNA methylation profiling is a powerful tool
to identify molecular changes associated with tumors for
GSTP1, it might be predictive factor for the response to
and efficacy of doxorubicin treatment (Dejeux et al.,
2010).

We found that the GSTP1 promoter was methylated in
41.3% of the breast tumors analyzed by bisulfate specific
PCR (BSP) method and comparison was made between
tumor tissues and normal neighbor breast tissues by
direct bisulfate sequencing (Figure 4 and Figure 5). Most
of them were seen in Stage 2 that also had the highest

231



Shargh et al. 5747

Full-methylated
Partial-methylated

Non-methviated

Figure 6. Comparison of ceg,ctg and cgeg sites methylation status in GSTP1 promoter region in
full,partial and non methylated levels(chi-square test; p=0.000).

number in all tumor samples. The comparison of normal
neighbor tissues with tumor tissues, showed the
significant difference between methylation status among
them (p = 0.000). There was also statistically significant
difference in methylation pattern between normal and
tumor samples (p = 0.000).

According to several studies, GSTP1 gene is
methylated in various types of tumaors. Fang et al. (2007)
had found effectiveness of DNA methyliransferase
inhibitors in demethylation of the CpG islands in the
promoters and reactivation of methylation silenced genes
such as P16™*, retinoic acid receptor B, human mutL
homolog 1 and glutathione-S-transferase m. They
showed that these activities in human esophageal, colon,
prostate and mammary cancer cell line and the activity
can be enhanced by longer term ftreatment with
polyphenolic compounds, the present study was
performed on breast tumor and normal tissues from the
same area.

It has been reported that the pattern of aberrant

methylatien of individual or multiple genes can be
associated with clinically useful information, such as
cancer risk assessment, cancer progress, early detection
and responses to therapy, therefore, these features make
DNA  hypermethylation as an excellent biomarker
candidate (Vaziri Gohar, 2010). As the special structure
of CpG sites, There were also some CG contained sites
as ccg, ctg and cgeg that had methylated in significant
values in breast tumor sampies (Figure 8).

Poplawski et al. (2008) reported hypermethylation of
GSTP1 in gastric cancer which was also associated with
age, gender, smoking and family history. Promoter
methylation of GSTP1 was best analyzed in prostate
cancer. It has also been demonstrated that, GSTP1
methylation is an early event in prostatic carcinogenesis,
because in high-grade prostatic intraepithelial neoplasia
loss of GSTP1 expression is caused by DNA methylation.
Many other types including breast cancer and
cholangiocarcinoma showed a GSTP1 hypermethylated
promoter. In hepatocellular carcinoma, methylation of
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Figure 7. Prevalence of methylated cgcg sites in the promoter region of
GSTP1 gene in breast cancer samples (chi-square test; p=0.000).

GSTP1 gene occurred in 41 to 85% (Tischoff and
Tannapfel, 2008). The conseguence of silencing or loss
of GSTP1 gene as a biotransformator of electrophilic
substances, is higher incidence of mutations that has
been established in prostate cancer and also was found
in breast cancer tissue, hypermethylation could be
detected in the early stage of breast cancer, but not
observed in normal or bengin breast tissue (Paluszczak
and Baer-Dubowska, 2006).

Due to small number of in sity and lobular form of
tumeors in this work, evaluation of a possible increasing
trend of GSTP1 methylation in malignant progression
was not possible. The GSTP1 methylation status did not
correlate with tumor number or chemotherapy history.
There was no significant correlation between tumor grade
and stage indicating lack of common methylated site
related to both aspects of the tumor. Evaluating of CpG
sites methylation pattern in prometr region of GSTP1 was
performed in new design and methodology.

BSP product sequencing of tumor samples showed
considerably higher promoter CpG sites methylation
when compared with normal samples, with higher
prevalence in 197, 185, 127, 124, 112, 101, 77, 71, 42,
40, 38, 15, 14, 13, 11 nt (36%) that also has carrelation

with those that are most prevalence in methylation
according to tumors stage and grade(data not shown).
This might be related to higher predisposition of some
CpG sites to methylation which has a key role in cancer
progression. Notably all of these sites belong to cgeg,ctg
and ccg series of CpG sites that are the special
composition of CpG sites, so this may have a specific
mean and imporiance through promoter region and
already have specificity to tumor samples (Figure 7).

According to King-Baton et al. (2008), treatment with
genistein or iycopene at non-toxic concentrations partially
demethylated the GSTP1 promoter and reactivated
GSTP1 expression in human hreast cancer cells. Both of
these substances are known to have chemopreventive
activity against prostate cancer (Klein, 2006), probable
mechanism is due to inhibiting the expression of DNMT
and resultant re expression of their mRNA (Xiang et al.,
2008), indicating effectiveness of methylation mechanism
in gene silencing (Dietrich et al., 2009).

Hypermethylation of the GSTP1 promoter with reduced
expression levels is detected in precursor high-grade
intraepithelial neoplasia and absence of GSTP1
expression with promoter hypermethylation is evident in
prostate cancer. Inactivation of GSTP1 may leave cells
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vuinerable to oxidative damage and/or tolerant to
accumulation of oxidized DNA base adducts (Donkena et
al., 2010). In the present study methylation is present
even in eatly stages and grades of tumors showing the
methylation progress from starting the carcinogenesis
event although this changes are present also in some
degrees in higher tumor stages and grades (Figures 2
and 3). GSTP1 methylation is correlated with Gleason
grade and prostate volume, suggesting that quantitative
GSTP1 methylation maybe of prognostic significance
(Zho et al., 2004). In our study GSTP1 methylation seem
to be occurring in early steps of malignancy but if
treatment applying is followed, it may have significance
value to prognosis of therapy effectiveness. On the other
hand the relationship between methylation classes and
several covariants like patient age, alcohol censumption,
dietary folate, estrogen receptor status and tumor size
are not included according to AJCC staging system
(Christensen et al., 2010).This finding maybe explain the
discrepancy of staging of tumor with methylation status.
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