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INVAZIV MEME KANSERINDE 34 GENIN EPIGENETIK INCELEMESI ve
GEN EKSPRESYON ANALIZI

Meme kanserinin tanisal siirecinde, tedavi se¢iminde yardimci olabilmek ve tiimoriin molekiiler
olarak tanimlanabilmesini saglayabilmek amaciyla 64 meme tiimor, 51 tiimor ¢evre, meme
rediiksiyon ameliyatindan elde edilen 4 saglikli meme dokusunda 6’s1 referans toplam 34 genin
ekspresyon verileri kantitatif revers transkriptaz PCR ile degerlendirildi. Analiz, taze dokularda
gerceklestirildi. Yine ayni amagla, ayni orneklerde CDHI1 ve P16 genlerinin epigenetik
degisimleri metilasyon spesifik PCR ile incelendi. Bunlarin histolojik ve klinik verilerle iligkileri
arastirildi.

Histolojik tiplere gore CDH1 metilasyon sikligi: lobiiler %32, duktal %10,5 miks tiimorde %24
olarak bulundu. P16 metilasyonu evre sifirda, CDHI metilasyonu ileri evrelerde anlamli olarak
yiiksekti.

Histolojik derecenin %90.1’inin BRCA2, P16, P53, P73, CDHI1, THBSI1, PAXS, STK11, BCL2,
CASPS, ESR, RARb, MLH3, evre’nin % 73.6’simin BRCA1, BRCA2, CDHI1, P16, P15, P73,
CDK6, GSTP1, TIMP3, CDH13, ATM, CASP8, ESR, HER2, MLH3, niikleer derecenin
%42,2’sinin BRCA1, BCL2, CASPS, ESR, MSH6, MLH3, invaziv grade’in %52,9’unun P53,
CDK6, TIMP3, RASSF1, PAXS, STK11, BCL2, RARD, diferansiasyonun %52.8’inin P53,
CDK6, TIMP3, PAXS5, STK11, BCL2, CASP8, RARD, lenf nodu tutulumunun %>56.9’unun
BRCA1, BRCA2, CDHI, P16, P15, CDK6, ATM, ESR, metastazin %55.5’inin CDHI1, P73,
P53, TIMP3, CDHI13, ATM, CASP8, HER2, MSH6 gen eckspresyon degisiklikleri ile
aciklanabilecegi gosterildi. Ayrica CDH1 ve TIMP3’iin gen ekspresyon degisiklikleri ile meme
kanserinin histolojik tiplerine gdre gruplandirilmasinda %51.4; ESR, HER2, GSTP1 ve CDH13
gen ekspresyon degisikliklerinin ise meme kanserinin hormon reseptoriine gére (ER+HER2+,
ER+HER-, ER-HER+,ER-HER2-) gruplandirilmasinda %85.5 basarili bulundu.

Elde edilen verilerin meme kanseri hastalarinin daha dogru siiflandirilmasinda ve tedavi karar

stirecinde yardime1 olabilecegi diisiiniildii.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, gen ekspresyonu, epigenetik



GENE EXPRESSION and EPIGENETIC ANALYSIS of 34 GENES in
INVAZIVE BREAST CANCER

Quantitative Real Time PCR gene expression data of 34 genes (including 6 reference genes)
from 64 breast tumor and 51 tumor neighboring tissues with 4 normal breast tissues obtained
from breast reduction surgeries were analyzed to look for an opportunity of improving the
period of diagnosis and determination of treatment modality by considering a molecular tumor
classification. All PCR were performed on fresh tissue samples. Also epigenetic changes of
CDHI and P16 were examined by methylation specific PCR and their relation with histological
and clinical data was studied. CDH1 methylation was observed as %32 in lobular, 10.5% in
ductal and 24% in mixed tumors when sorted on the histologic types. Methylated states of P16
were significantly high at stage 0, while of CDH1 were found to be high at advanced grades.
More than ninety percent of the histological grades could be estimated by levels of BRCA2,
P16, P53, P73, CDHI1, THBSI1, PAXS, STK11, BCL2, CASP8, ESR, RARb and MLH3 when
73.6% of the stages by: BRCA1, BRCA2, CDHI, P16, P15, P73, CDK6, GSTP1, TIMP3,
CDH13, ATM, CASPS8, ESR, HER2, MLH3; 42.2% of the nuclear grade by: BRCA1, BCL2,
CASP8, ESR, MSH6, MLH3; 52.9% of the invasive grade by: P53, CDK6, TIMP3, RASSF1,
PAXS, STK11, BCL2, RARb; 52.8% of the differentiation by P53, CDK6, TIMP3, PAXS,
STK11, BCL2, CASPS, RARb; %56.9 of lymph node positivity by: BRCA1, BRCA2, CDHI,
P16, P15, CDK6, ATM, ESR and 55.5% of the metastasis by: CDHI1, P73, P53, TIMP3,
CDH13, ATM, CASP8, HER2 and MSH6. CDH1 and TIMP3 gene expression changes could
predict 51,4% of histologic typing in breast cancer when ESR, HER2, GSTP1 ve CDHI13
expression changes predicts 85.5% of the sorting on hormone receptor status (ER+HER2+,
ER+HER-, ER-HER+,ER-HER2-).

We suppose that these results could help in better classification of the breast cancer patients for
their treatment decisions.

Key words: Breast Cancer, Gene Expression, Epigenetics
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I. GIRIiS ve AMAC

Meme kanserinin yOnetimi; yaygin tarama programlarimin uygulanmasi, adjuvan
kemoterapi ve hormonoterapinin kullanilmasiyla dramatik olarak degisiklige ugradi. Son veriler,
insidansin artmasina ragmen bu degisikliklerin hastaligin sonucunda onemli etkilere sahip
oldugunu gosterdi (1). Hedefe yonelik tedavinin 6rnekleri olan tamoksifen tedavisinden yalnizca
ER+, adjuvan tedavinin yaninda ya da sonrasinda trastuzumab tedavisinden HER2+ tiimoérlerin
yarar gormesi, meme kanserinin heterojen bir hastalik grubu oldugu yolundaki goriisii destekler.
Meme kanserinin biyolojik ve klinik heterojenitesini gosteren tiimorlerin genetik igerigindeki
farkliliklar, molekiiler tekniklerle dogrulandi. Bu ilerlemelere ragmen meme tiimoriinii daha
kesin tanimlayacak, prognozu ve tedaviye yaniti Ongdrecek gostergelerin bulunmasina
gereksinim vardir. Tiimor dokusunun genetik profilinin bu gereksinimleri karsilayacagi, meme
kanseri ile ilgili daha kesin kararlar1 vermeye yarayacak pratik uygulamaya doniisecek bilgileri
icerdigi diistiniilmektedir (2). Tiimor dokusunu hem RNA hem de DNA diizeyinde tanimlama
cabalar1 bu diisiinceye hizmet eder.

Timor dokusunun genetik profilinin yaninda niikleotit dizilerinde degisiklik yaratmadan
gen ekspresyonunu degistiren epigenetik degisikliklerin kanserin baslangici ve progresyonunda
onemli rol oynadigr disiiniiliir (3-5). Bir ¢ok farkli genin meme kanserinde anormal
hipermetilasyonla inaktive edildigi bilinmekle birlikte spesifik meme kanser fenotipine uyan
farkli epigenetik degisimlerin neler oldugu hala bilinmemektedir. Bu siireci aydinlatmaya
yonelik arastirmalar molekiiler temelli 6nleyici ve tedavi edici yeni ajanlar i¢in yol gosterici
olabilir.

Bu proje ile sporadik meme kanserinde karsinogenezin 6nemli basamaklarinda etkin rol
aldig1 diistiniillen BRCA1, BRCA2, CDHI, P16, P15, P53, P73, CDK6, GSTP1, TIMP3,
CDH13, RASSF1, ATM, THBSI1, PAX6, PAXS, PTEN, STK11, BCL2, CASP8, CD44, ESR,
HER2, RARb, MGMT, MLH1, MSH6, MLH3 gen ekspresyonlarinin ve P16, CDH1 genlerinin
metilasyon degisikliklerinin histolojik ve klinik parametrelerle olan iliskileri, histolojik ve

molekiiler siniflamayla birlikteliklerinin tanimlanmasi amaglandi.



II. GENEL BiLGIiLER

Karsinogenez

Hem deneysel modellerde kanser fenotipinin olusturulmasi, hem de insan kanser
hiicrelerindeki degisikliklerin gdsterilmesi sirasinda onkogenleri baskin hale getiren, timor
supresOr genleri sessizlestiren ya da fonksiyonunu oOnleyen mutasyonlar kesfedildi (6). Cok
basamakli siire¢ ile normal hiicrelerin malign hiicrelere transformasyonunu ydneten hiicresel
olaylar, kanserlerin cogunun belki de hepsinin ortak paylasimidir. Darwin evrim teorisine uygun
olarak, genetik ya da epigenetik olaylarla diger hiicrelere gore biiyiime avantaji kazanan
hiicrelerin tiimor olusumuna yol actig1 diistiniilmektedir.

Normal hiicre proliferasyonu iizerindeki homeostaz, kanserin gelisimine direnci olusturur
ve kanser hiicresine doniisiim siirecinde bu engeller asilmalidir. Kanser hiicre genotipini
yansittig1 kabul edilen homeostatik degisiklikler: biiyiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik,
biliylimeyi engelleyen sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kurtulus, sinirsiz ¢ogalabilme giicii,

devam eden anjiogenez, doku invazyon ve metastaz yetenegi olarak 6zetlenebilir (sekil 1) (6).

Biiyiime sinyallerinde kendi
kendine yeterlilik

I Biiyiime inhibisyonuna

Apoptozdan duyarsizhk
kagis
Anjiogenezin Doku invazyonu metastaz
devamhhg

Sinirsiz ¢ogalma potansiyeli

Sekil 1: Kanser hiicresinin kazanimlari (6)



Biiylime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik: Normal hiicrelerin sessiz durumdan aktif
proliferatif duruma gecisinden 6nce mitojenik sinyallere gereksinimi vardir. Bu sinyaller,
genellikle sinyal molekiillerinin transmembran reseptdrlere baglanmasi ile hiicre icine geger.
Normal hiicrelerin ¢ogalma siirecinde biiyiime sinyallerine bagimmliligi agiktir. TUmor
hiicrelerinin, biiylime sinyallerinin ¢ogunu kendi olusturdugu, bodylece normal doku
mikrogevresinden gelecek uyarilara bagimliligini azalttigi disiiniiliir. Hiicre disindan gelen
uyarilardan bagimsiz davranis, doku i¢indeki hiicre tiplerinin uygun davranisi i¢in gerekli
isleyisi saglayan en Onemli homeostatik mekanizma bozuklugudur. Kazanilan biiylime
otonomisi baskin karakterde onkogenlerin aktivasyonu ile agiklanabilir. Biiylime faktorlerinin
(GF) sinyallerini hiicre i¢ine tasiyan hiicre yiizey reseptorleri timor patogenezi sirasinda onemli
hedeflerdendir. Bu reseptorlerin ¢ogu sitoplazmik domainlerinde tirozin kinaz aktivitesine
sahiptir ve bir ¢ok kanser tipinde fazla ekspresyonlar1 goriiliir. Reseptoriin fazla ekspresyonu,
fazla yamt vermesine neden olabilir (7). Ornegin epidermal GF reseptorlerinden (EGF) HER2,
mide ve meme kanserlerinde ¢ok fazla eksprese olur (8, 9). Kiintlesen EGF reseptorlerin yapisal
degisiklikleri liganddan bagimsiz sinyallerin olusumuna neden olabilir (7). Aktif biiyiime
sinyalini alan ve niikleusa tasiyan SOS-Ras-Raf-MAPK gibi sinyal yolaklarindaki kiiciik sinyal
molekiillerinin mutasyonu da kanser hiicrelerinin otonomik biiylimesini saglayan sik bir
mekanizmadir (10, 11).

Biiylimeyi engelleyen sinyallere duyarsizlik: Normal dokuda proliferasyonu Onleyen

sinyaller, iki farkli mekanizma ile calisir: 1- Hiicreler aktif proliferatif siklustan sessiz forma
(Go) girebilir (sekil 2), 2- Hiicreler kalici olarak proliferatif 6zelliklerinden vazgecebilir,
genellikle spesifik diferansiasyon ile birlikte olan Ozellikleri kazanarak post mitotik forma
doniisebilir.
Hiicre hiicre siklusunun G1 fazinda, sessiz forma mi doniisecegine, post mitotik forma girip
diferansiye mi olacagina ya da siklusta ilerleyip ¢ogalip ¢ogalmayacagina karar verir. Molekiiler
diizeyde hiicre siklusunun Gl’den S fazina girerek ilerlemesi asamasinda normal hiicre
siklusunun kaybi, malign transformasyonda merkezi bir rol oynar (sekil 2) (12). Hiicrelerin
postmitotik, diferansiasyonu tamamlanmis hiicre formuna gecisi heniiz tam olarak anlagilmasa
da tlimor hiicreleri, bu terminal diferansiasyondan ¢esitli yontemleri kullanarak kurtulur (7).

Apoptozdan kurtulus: Apoptoz, c¢ok hiicreli canlilarda doku biitiinliigliniin ve
fonksiyonunun devamina izin verir, hasarli ya da istenmeyen hiicreleri eler (13). Malign hiicre

birikimi, apoptozu diizenleyen genlerin de mutasyonlarina gereksinim duyar.
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Sekil 2: Hiicre siklusu

Smirsiz ¢ogalabilme giicii: Normal hiicrelerin ¢ogu kendi replikasyonlarini sinirlamak
lizere programlanmistir. Timor hiicrelerinin simnirsiz ¢ogalma yetene§ini kazanabilmesi,
immortal 6zelligini kazanmasi gereklidir (14).

Anjiogenezin siirekliligi: Normal doku fonksiyonlarinin devami oksijen ve besinlere
ulagilabilirligine ve metabolik atiklarinin temizlenmesine baghidir. Yeni kan damarlarinin
olusma siireci olan anjiogenez, anjiogenezi uyaran ve inhibe eden faktorlerin dengesi ile
diizenlenir (14). Tiimor hiicrelerinde yasamin devamliligi bu dengenin uyar1 yoniine kaymasini
gerektirir.

Doku invazyon ve metastaz yetenegi: Invazyon ve metastazin gergeklesmesi diger
ozelliklerin kazanimina ve ek hiicresel degisikliklere baglidir. invazyon ve metastaz siireci son
derece komplekstir. Genetik ve kimyasal belirleyicileri tam olarak anlasilmasa da birbiriyle ¢ok
yakin iki siirectir. Tiimdr hiicrelerinin birbirinden ayrilmasi, matriks proteinlerine tutunmasi,
ekstraselliiler matriksin pargalanmasi, dolagima ge¢mesi, dolasimda immun sistemden kagmasi
ve yeni yerlesim yerinde bu basamaklarin tekrar1 gereklidir (sekil 3) (7).

Kanserin fenotipik degisikliklerini olusturan genetik yapisal degisiklikler genin
ekspresyonundan baslayip fonksiyonel protein olusumuna kadar tiim siireci kapsar. Pek c¢ok

sayida genetik ve epigenetik degisikler kanser hiicresinde birikir. Monoklonal olarak baslayan



timor, klinik olarak belirgin hale geldiginde, bu biriken degisiklikler nedeniyle olusan ve
yasayabilen alt klonlarin varlig1 ile son derece heterojendir. Tiimor hiicresinin genetik profilinin

tiimoriin davranigini belirledigine inanilir.
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Sekil 3: Meme kanserinin ilerleyisi (15)

Epigenetik

Genetik igerikte degisiklige neden olmadan DNA hipermetilasyonu ve histonlarin
hipoasetilasyonu gibi epigenetik olaylar, DNA’nin ve kromozomun ii¢ boyutlu yapisini
degistirerek gen ekspresyonunda, kalitilabilir degisiklikleri neden olan mekanizmadir (16).
Hiicrelerin fonksiyonel aktivitesinde gerekli olan proteinlerin iiretimindeki genel bilgi genetik
sifre ile saglanirken epigenetik bu bilginin nerede, ne zaman ve nasil kullanilacagini belirler.
En iyi bilinen epigenetik markir DNA metilasyonudur. DNA metilasyonunun gen aktivitesinin
kontroliinde ve niikleusun yapisinda énemli bir rolii vardir. Metilasyon, guanin niikleotidlerinin
onilindeki sitozinlerde meydana gelir ve bu yap1 CpG ikili niikleotid olarak adlandirilir (17, 18).
CpG ikili niikleotidlerinden zengin bolgeler (CpG adalar1) genom boyunca bir ¢ok genin oniinde
genin diizenlenmesinde dnemli bolgelerde yer alir. Bu adalarin belirli gruplarinin metilasyonuna

normal dokuda rastlansa da genellikle normal hiicrelerde metile degildir (17, 18).



Kisaca CpG adalarmin metilasyonu; gen delesyonu ya da inaktive edici mutasyonlara esit

fonksiyon gorerek genin susturulmasina neden olur (19) (sekil 4 ).
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Sekil 4: DNA metilasyonu

Hiicre yasamini, proliferasyon ve diferansiasyonunu siki kontrol altinda tutan bir ¢ok
genin Onlinde CpG adas1 vardir. Cesitli deneysel caligmalar kanser hiicrelerindeki anahtar
genlerin transkripsiyonunda CpG adaciklarinin metilasyonunun 6nemli rol oynadigini, metal
transferaz uygulamalar1 ile geri dondiiriilebildigini ve tedavide yeni hedef mekanizma
olabilecegini gosterdi (20).

Metilasyon ile genin aktivasyonunun degistirilmesi, Knudson’un “¢ift vurus” hipotezine
alternatif bir yol sunar (19). Kanser hiicre hatlari ile yapilan ¢aligmalarda, tiimor supresor genleri
CpG adalarmin metilasyonunun heterozigozite kaybiyla baglantili oldugu, hipermetilasyonun
karsinogeneze katkist desteklendi (21). Bir ¢ok kanser tipinde bir ¢cok genin metilasyonu
gosterildi (22).

Hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalabilmesi hiicre siklusunun G1 fazindan ilerlemesini gerektirir.
Bu asamada etkinligi olan pl6/retinoblastoma (RB) yolagi molekiiller genetik ve epigenetik
degisimin hedefidir. Insan kanserlerinde P16 en fazla inaktive olan tiimdr supresdr genlerden

biridir (23). Siklin bagimli kinaz inhibitoriidiir, siklin bagimli kinaz 4 ve 6’ya baglanip inhibe



ederek hiicre siklusunun negatif yonde diizenler (22). P16 inhibisyonunun meme epitel hiicre
biiyiimesinin gegici olarak durakladig1 fazdan kurtulmasina neden olabilecegi gosterildi (24).

CDHI deneysel tiimdr modellerinde tiimor hiicre invazyonunu ve metastazi baskilar.
Azalmig CDHI1 ekspresyonu kotii diferansiye ileri evre kanserlerle birliktedir. Meme kanser
hiicre hatlarinda ve primer meme kanser dokularinda bu genin CpG adasinin yogun olarak
metile oldugu, normal dokunun ise metile olmadig1 gosterildi (25).

Karsinogenezde, potansiyel olarak etkilenen yolaklarda bulunan genlerin metilasyon
durumlarinin meme kanserinde arastirilmasi, tiimoriin klinik davranisi ile gen veya genlerin
birlikte degerlendirilmesi dnemlidir. Kanser baslangic ve progresyonunu gosterecek epigenetik
degisikliklerin tespiti, bu degisikliklerin mekanizmalarinin belirlenmesine ve bu bilginin de
hastaligin erken tanisina yardimci olacagi ve hastalig1 onleyici ¢alismalara katkida bulunacagi

umut edilmektedir.

Gen Ekspresyonu

Gen ekspresyonu DNA’daki bilginin proteine doniisiim siirecinin ilk basamagini yansitir.
Her bir asamanin siki sekilde denetlenmesi ve diizenlenmesiyle birlikte genel olarak DNA’daki
bilgi mRNA’ya aktarilir, mRNA’daki bilgi icerigine gére ve mRNA miktariyla iligkili olarak
ilgili protein sentezlenir (sekil 5). Molekiiler yontemlerden kantitatif reverz transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) hiicre icindeki mRNA’nin miktarinin 6l¢lilmesine (=
gen ekspresyonu) ve o genin aktivasyonu hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglar, gen ekspresyon

profilleri ile kanser dokusunun davranis bi¢giminin anlagilabilecegi kabul edilir.
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Sekil 5: DNA’dan proteine bilgi aktarimi

Kantitatif Gen Ekspresyonu

gRT-PCR gen ekspresyon analizinde giivenilir ve duyarli bir yontemdir. Mikroarray

dogrulamasi, patojen kantitasyonu, transgenik kopya sayisinin belirlenmesi, ila¢ tedavi

uygulamalar1 ve kanser arastirmalarinda yaygin olarak kullanilir (26-30).

PCR {i¢ fazdan olusur. Eksponansiyel faz, lineer faz ve plato fazi. (Sekil 6)
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Sekil 6: gRT-PCR reaksiyonu (A) PCR iiriin miktarina karst PCR dongli sayisinin teorik
grafigi: Eksponansiyel faz, lineer faz ve plato fazi. (B) PCR iirlin miktarinin logaritmasina karsi
PCR dongii sayisinin teorik grafigi. (C) Seri dilisyon deneyinin ¢iktisi (30).

Eksponansiyel faz: PCR’1n en erken segmentidir. Reaktifler heniiz bol oldugundan iiriin

eksponansiyel olarak artar. Lineer fazda iiriin lineer olarak artar, reaktifler tiikenmeye baslar.



Plato fazinda iirlin miktar1 degismez ve reaktifler tikkenir. Real-time PCR eksponansiyel fazda
PCR iiriiniin miktar1 ideal kosullar altinda baslangigtaki kalip miktarina orantilidir (30, 31).
Eksponansiyel faz sirasinda PCR iirlinti verimlilik tam ise (%100) her dongiide iki katina ¢ikar.
PCR dinamikleri tipik olarak DNA baglayan boyalar, hidroliz, hibridizasyon problar1 ile
gozlenir (28). Real time PCR’1n temeli, amplikonlarin sayis1 ile boya arasindaki direk pozitif
iliskidir. Sekil 6B’de gosterildigi gibi lineer fazda orijinal kalip miktar1 ile korele olan fluoresans
sinyalin logaritmasinda iiriin verir. Esik diizeyi daha sonraki analizler i¢in ayarlanir. Logaritma
temelli fluoresansin esik diizeyinde dongii sayis1 Ct olarak tanimlanir.

qRT-PCR PCR verileri absoliit vaya nispi olarak kantite edilebilir. Absoliit kantitasyon
tam olarak transkript kopya sayisina gereksinim oldugunda yapilirken nispi kantitasyon ¢ogu
fizyolojik ve patolojik ¢alisma icin yeterlidir. Nipi kantitasyon referans gene karsi hedef genin
ekspresyonu ve ayni genin referans olarak alinan 6rnege karsi arastirma yapilan 6rnek arasinda
karsilagtirmaya dayanir (32). Cogu qRT-PCR deneyleri i¢in nispi kantitasyon yeterli oldugundan
cesitli veri analiz yontemleri gelistirilmistir. Tki matematik modeli ¢ok yaygin olarak kullanilir:
verimliligin kalibre edildigi model (32) ve AACt model (33). Her iki modelin deney sistemleri
benzerdir. Deney, kontrol 6rnedi ve referans geni icerir. Her ornekte hedef gen ve internal
kontrol olarak referans gen seri olarak diliie edilen Orneklerde PCR amplifikasyon
gergeklestirilir. Tipik olarak her diliisyon igin c¢esitli tekrarlar igerir. PCR amplifikasyon
verimliligi ya yilizde olarak (0’dan 1’¢) ya da her dongiide artan PCR {iriiniiniin zaman1 olarak
(1’den 2’ye) tanimlanabilir. Verimliligin kalibre edildigi model, daha genellestirilmis AACt
modelidir. Ct sayist cDNA sayisinin girisinin  yapildigir grafiktir ve bu grafigin egimi,
amplifikasyon verimliligini (E) verir. Her bir gen (hedef ya da referans gen) i¢in ACt, kontrol
orneginin Ct’sinden arastirilan 6rnegin Ct’si ¢ikarilarak hesaplanir. Esitlik 1°de gosterildigi gibi;
kontrole kars1 tedavideki hedef genin ekspresyonunun orani referans ACt’nin (ACt referans)
giicline referans gen verimliligi (E referans) ve hedef ACt’nin (ACt hedef) giiciine hedef gen
verimliligi (E hedef) arasindaki orandan tiiretilebilir.

E (he def) ACt (hedef)

Esitlik 1 Oran =
(ACt (referans)
E (referans)

ACt (hedef) = Ct (kontrol)-Ct (6rnek), ACt (referans) = Ct (kontrol)-Ct (6rnek)
Eger hem hedef hem de referans gen en yiiksek PCR amplifikasyon verimliliklerine ulasiyorsa

AACt model verimliligin kalibre edildigi model’den tiiretilebilir. Hem hedef verimliligi (E



hedef) hem de kontrol verimliligi (E kontrol) 2’ye esit (her dongii sirasinda amplikonun 2 katina

ciktigini gosterir) olma durumda ayni oran 2" den tiiretilebilir (32, 33).

Esitlik 2 288 AACt = ACt (referans) - ACt (hedef)

Normalizasyon

Farklara dayanan gen ekspresyonu caligmalarinin en biiylik zorlugu doku orneklerinin
heterojenitesinin nasil normalize edilecegidir (34). Bu asama deneysel siirecin sonuglarini
tamamen degistirebilen, yanlis yorumlara yol acabilen en Onemli basamaktir. Gilinlimiizde
genellikle kabul edilen; gen ekspresyon diizeylerinin hiicresel giris ¢ikisi, RNA kalitesi ve RT
verimliligindeki farkliliklarin kosullarla degismeden eksprese olan referans (= housekeeping)
genlerine normalize etmektir. Bununla birlikte bu giine kadar altin standart olabilecek herhangi
bir referans gen belirlenememistir. Daha iyi bir yontem bulunamadigindan birbirinden bagimsiz
hiicresel fonksiyonu olan ¢esitli referans genlerin analiz asamasina ge¢meden stabilitesinin
kontrol edilmesi ve birden fazla genin ortalama ekspresyonunun en uygun normalizasyonu
yansittig1 kabul edilmeye baslamistir. Bu amacla.internet {izerinden serbest olarak ulasilabilen

bilgisayar programlari gelistirilmistir (geNorm (35), NormFinder (36) gibi).
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Meme
Anatomi

Eriskin bir kadinda meme bezi, 6n gogiis duvarinin pektoral fasyanin yiizeyel ve derin
tabakalar1 arasinda bulunur, sternumun kenarindan 6n ve yan orta aksiler ¢izgiye kadar uzanir
(37).
Gelismis meme; asiniis, duktus, ve stromal elamanlardan olusur. Asiniisler memenin salgi yapan
birimidir. I¢leri kiiboid veya silendirik epitel ile doselidir. Dis1 ise bag dokusu, kan ve lenf
damarlar1 ile sarilidir. Asiniisler bir araya gelerek lobiilleri, lobiiller de loblar1 olusturur.
Epitelyal parankim her biri ayr1 bir salg1 kanali ile meme basina agilan 15-20 lobdan meydana
gelir (37-41). Her lobda 20-40 kadar lobiil icerir. Her duktus bir meme lobunu ve 20-40 kadar
lobiilii drene eder (sekil 7). Her bir lobiilde toplayici duktus ¢evresinde gruplasmis sayilari 10 ile
100 arasinda degisen asiniisler bulunur. Lobiiller meme bezinin esas yapisal birimini olusturur.
Geng kadinlarda sayilarn fazla ve biiyiik goriinlimdedirler. Menapozdan sonra ise lobiillerin

sayis1 azalir ve her biri yalnizca birkag asini igeren kiiciik tiniteler sekline doniisiir.

’9 Terminal duktus lobiiler tinit é‘

lobiiler duktus lobiil grubu lobiil: asini kiimeleri

N A

Eksta Intra

Deri alt1 yag
dokusu

Laktiferoz
duktus
Laktiferdz
siniis
Segmental duktus

Subsegmental duktus

Sekil 7: Meme anatomisi
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Biyoloji

Meme bezinin kendine has bir ¢ok gelisimsel 6zelligi vardir: embriyonal, ergenlik,
gebelik, laktasyon, laktasyon sonrasi ve menapoz evreleri boyunca degisime ugrar. Yetiskinlerde
meme epitel hiicrelerinin biiylime, diferasiyasyon ve regresyonu donemler halinde tekrarlanir.
Hamilelik, laktasyon ve involiisyonun her siklusu hiicresel proliferasyon, fonksiyonel
diferansiyasyon ve hiicre oliimiiyle birliktedir. Bu gelisimsel basamaklar stromal epitel hiicre
etkilesimleri ile, lokal olarak rol oynayan steroid ve peptit hormonlar ile ve sistemik olarak
diizenlenir (42). Hiicrenin oOzellesmesi, proliferasyon, diferansiyasyon, yasam ve Olim
ozelliklerini igeren hiicre tanimlanmasini diizenleyen genetik faktdrler halen arastirilmakta,
meme bezinin temel biyolojisi ve gelisimi hakkindaki deneysel ¢alismalar devam etmektedir.
Gergeklestirilen son genetik arastirma doku-6zel nakavt fareler ile ya da genetik olarak modifiye
edilmis primer hiicrelerin endojen epitelinin temizlendigi yag yastik¢iklarina implantasyonu ile
gerceklestirildi. Bu deneysel ¢alismalar yetiskin meme kok hiicresinin izolasyonu ve genetik
maniiplasyonu ile tamamlandi (43).
Meme epitel hiicre organizasyonu

Meme bezi, meme yag yastig1 ve stromal konnektif dokunun i¢ine gomiilii olarak
bulunan siit {ireten alveolar epitel hiicreleri ve duktal hiicreleri igerir. Meme epitel hiicreleri
polarize morfolojiye, Ozellesmis hiicre hiicre etkilesimine ve bazal membrana spesifik
baglantilara bagimli olarak ii¢ boyutlu yapi i¢inde organize olur. Komsu hiicreleren gelen
mekanik gilic ve sinyaller de hiicresel organizasyonu etkiler (sekil 8). Bu o6zellikler hiicre
proliferasyonu, sag kalim, diferansiasyon, migrasyon ve siit sekresyonunun uygun kontrolii i¢in
gereklidir (44-46). Transformasyona ugrayan meme epitel hiicresi organizasyon yetenegini
kaybeder.
Meme Kanseri Gelisimi

Meme kanserinin temel biyolojisi lizerindeki caligmalar, meme kanseri yatkinliginda,
baslangicinda ve gelisiminde rolii bulunan genlerin ve hiicrelerin tanimlamasinda Snemli
gelismelere yol acgtl. Meme tiimorleri, farkli hiicre gruplarindan meydana gelen heterojen yapiya
sahiptir. Bu heterojen yapiy1 agiklamak {izere iki hipotez vardir: 1- Meme bezinde var olan
hiicrelerin her biri genetik degisikliklerin birikimi ile tiimorojenik olma kapasitesine sahiptir. 2-
Yalnizca meme bezinde ender bulunan 6zel hiicrelerden tiimor gelisebilir (47). Meme kanserinin
bu hipotezler dogrultusunda m1 yoksa her ikisinin birlikteliginden mi meydana geldigi halen

arastirilmaktadir.
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Yetiskin dokulardaki kok hiicreler, belirli bir doku ya da organin normal fonksiyonu i¢in
gerekli olan hiicre yapisina diferansiye olabilen, kendi kendini yenilemek i¢in boliinme
yetenegindeki hiicredir. Son yillarda kanser kok hiicre hipotezi ile tiimorlerin, kendi kendilerini
yenileme siiregleri bozulan normal kok hiicre ya da progenitdr hiicrede ortaya ¢iktigi kok hiicre
ozellikleri kalan hiicresel komponent ile yonetildigi ileri siiriildii (48). Hematopoetik sistem ve
malignensileri iizerindeki caligmalar kok hiicre ve farkli ozellikleri olan progenitér hiicre

gruplarinin onkogenezin hedefi oldugu gosterildi (49).

a) b)

x Komsu
&7 \\ hiicreler ile
kilesim

Luminal
hiicreler

hiicreler
Meme kok

hiicresi
_ Bazal
Y T membran
Wekalﬁf
stres
_ Ekstra selliiler Komsu hiicreler
~ matriks
Sinyal faktorleri intra selliiler ve
(hormonlar, biiyiime - trans membran
faktorleri vb) E?o reseptorler

Sekil 8: Meme epitel hiicre yapisi (43): a) Hiicre yapinin organize eden faktorler, b) Meme
asiniis yapist

Meme bezi epitel kok hiicresi de dnemli derecede hem diferansiasyon, hem de kendi
kendini yeniden {iretme yetenegine sahip olan meme bezi epitel kdk hiicrelerinden deneysel
kosullarda fonksiyonel meme bezi olusturuldu (50). Puberte, hamilelik, laktasyon ve involiisyon
sirasinda degisim gdsteren meme bezinin normal biiyiime ve diferansiasyonu i¢in gerekli oldugu
onerildi (51)(sekil 9).
Meme kanser kok hiicre yaklagimi heniiz yeni olmasina ragmen arastiricilar farelerde olusan
insan meme timor kitlesinde meme kanser baslatict hiicrelerini tanimladi (52). Bu transforme

kok hiicreler heterojen meme tiimorlerini gelistirme yetenegindeydi ve bilinen timor hiicre
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popiilasyonunu gostermesinin miimkiin oldugu Onerildi. Bu bulgular tedavi alanlarinda

onemlidir Bu hipotez i¢in daha fazla dogrulamaya gereksinim vardir.

Meme kok
hucre51
Luminal yonde\x = \I Cok yonlii
progenitor - progenitor

\/\

Alveolar | . ER+ PgR+.I

ro enltor rogenitor
prog prog Myoepitelyal Duktal epitel

l
5 0 -

Alveolar hiicre Steroid hormon Myoepitelyal
reseptor + hiicre hiicre

Sekil 9: Meme kok hiicresi ve olasi progenitor hiicreler (51)
Meme Kanser Epidemiyolojisi

Amerika Kanser Toplulugu’nun (ACS) 2007 yili i¢in yaptig1 tahminlere gore; gelismis
tilkelerde 5.4 milyon, gelismekte olan iilkelerde 6.7 milyon olmak {izere diinyada 12 milyondan
fazla kisinin yeni kanser tanisi almasi, gelismis iilkelerde 2.9 milyon, gelismekte olan iilkelerde
ise 4.7 milyon olmak iizere toplam 7.6 milyon (giinde yaklasik 200 000) kisinin ise kanser
nedenli Olecegi beklenmektedir. Niifusun artmasi ve yaslanmasi nedeniyle 2050 yilinda 27
milyon yeni kanser vakasi 17.5 milyon kanser nedenli 6liim tahmin edilmektedir (Tablo1)) (53).
Bu verilere gére meme kanseri hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde kadinlar arasinda
en sik goriilen kanser tipidir. (sekil 10) (53). Uluslararasi insidans orani 25 kattan daha fazla
degisir. Kuzey Amerika, Avustralya, Kuzey ve bati Avrupa’da insidans en yiiksek, Dogu
Avrupa’da orta derecede yiiksekken Afrika ve Asya’nin biiylik 6liimiinde insidans oranlari

diisiiktiir (sekil 10).
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Tablol1: Diinyada, gelismis lilkelerde ve gelismekte olan iilkelerde yeni tan1 alan kanser vakalari,
ve 6liim oranlari, 2007 (53).

Cinsiyet Diinya _ Gelismis iilkeler:. Gelismekte olan“iilkeler
Yeni vaka Oliim Yeni vaka Oliim Yeni vaka Oliim
Akciger Akciger Prostat Akciger Akciger Akciger
1108 731 974 624 566 841 465 540 564 306 496 287
Prostat Mide Akciger Kolon/rektum | Mide Karaciger
782 647 511 549 529176 175 774 474 580 399 317
Mide Karaciger Kolon/rektum | Prostat Karaciger Mide
691 432 474 215 387 637 143 834 424 490 370 158
Kolon/rektum | Ozofagus Mide Mide Ozofagus Ozofagus
630 358 300 034 214 534 141 218 300 763 246 667
Karaciger Prostat Mesane Karaciger Kolon/rektum | Kolon/rektum

Erkek 502 571 253 90§ 191 812 78 174 228 108 137 500
Ozofagus Losemi Bobrek Pankreas Prostat Prostat
361 931 138 333 94 284 78 009 194914 106 537
Mesane Pankreas Non-Hodgin | Mesane Oral kavite Losemi
314 256 137 206 89 816 57 438 129 356 87 305
Oral kavite Mesane Karaciger Ozofagus Mesane Oral kavite
200 774 124 266 81 448 55186 115817 68 124
Non-Hodgin | Non-Hodgin | Pankreas Losemi Losemi Non-Hodgin
196 298 111 126 77 394 49 891 111 163 67 280

Losemi Bobrek Non-Hodgin | Mesane

74 955 44 019 103 433 65 702
Meme Meme Meme Meme Meme Serviks
1301 867 464 854 679 682 203 528 529 233 272 238
Serviks Akciger Kolon/rektum | Akciger Serviks Meme
555 094 376 410 335 756 173 842 473 430 255 576
Kolon/rektum | Serviks Akciger Kolon/rektum | Mide Mide
536 662 309 808 209 707 165 480 250 650 199 391
Akciger Mide Korpus uteri | Mide Akciger Akciger
440 390 288 681 146 866 89 620 224 580 198 066
Mide Kolon/rektum | Mide Pankreas Kolon/rektum | Karaciger
375111 284 169 123 773 72 681 186 532 166 685

Kadmm | Over Karaciger Over Over Karaciger Ozofagus
230 555 205 656 103 332 66 925 171 794 129 080
Corpus uteri | Ozofagus Serviks Serviks Ozofagus Kolon/rektum
226 787 142 228 87 466 42101 153 396 112 471
Karaciger Over Non-Hodgin | Karaciger Over Over
208 557 141 452 72 368 40 943 123 761 72 433
Ozofagus Pankreas rIr)l(;;nom Losemi Oral kavite Losemi
167 352 122 185 40 783 84 111 65 629

69 624
Losemi Losemi Pankreas Non-Hodgin | Losemi Pankreas
142 569 107 538 69 418 36 940 82 840 46 750
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Meme kanseri gelismis iilkelerde en sik, gelismekte olan iilkelerde ise ikinci siklikla
kanserden Oliim nedenidir. 2007°de meme kanserinden 465 000 oOliim olacagi tahmin
edilmektedir. Kadinlar arasinda 6nde gelen kanser 6liim nedenidir.

Batilasmis toplumlarda en azindan son 25 yildir meme kanser insidansi yaklasik %30
artis gosterirken, ABD’de mamografi kullanimi ve hormon replasman tedavisine baglanan
nedenlerle 2001-2004 yillar1 arasinda meme kanser insidansinin insidansi azaldigi goriildii (54).
Nedeni tam olarak anlasilmamakla birlikte tireme, beslenme 6zelliklerinin degismesi ve fiziksel
aktivitenin azalmasina baglanan nedenlerle Asya ve Afrika’da gelisen iilkelerde insidans orani
artt1 (54).

Meme kanser insidansinin artmasina ragmen son 25 yildir bazi iilkelerde (sekil 11)
mortalite oran1 sabit kald1 ya da azaldi (53). Gelismis tilkelerde mortalite oraninin azalmasina
mammografi ile erken taninin konmasi ve gelistirilen tedavilere baglanabilir (55)

Tiirkiye'de 1990 yilindan itibaren kanser en sik goriilen 2. 6liim nedenidir. Tiirkiye'de ve

[zmir’de kadinlarda en sik goriilen kanser meme kanseridir (56, 57).

Her 100 000 kigide
I 762
[ 46.1-76.1
[ 1300460
[ ]226-299
[l166-225

" <165
veri yok

Source: Globocan 2002,

Sekil 10: Diinyada meme kanser insidans oranlari
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Sekil 11: Ulkeler arasinda meme kanser 6liim oranlart. Kaynak WHO mortalite veri tabani Kirik
cizgiler kaydina ulasilamayan verileri gostermektedir.

Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri olusumundan sorumlu bir ¢ok risk faktorii tanimlandi. Bilinen meme
kanser risk faktorlerinin ¢ogu (yas, aile hikayesi, ilk hamilelik yasi, erken menarj, ge¢ menapoz
meme yogunlugu vb) degistirilebilir faktorler degildir. Bununla birlikte post menapozal obezite,
post menapozal homonlarin kullanimi, alkol alimi, fiziksel inaktivite gibi faktorler
degistirilebilir. Baz1 risk faktorleri (erken menarj, ge¢ menapoz, obezite, hormon kullanimi)
meme dokusunun dolasimdaki over hormonlarmin etkisini direk olarak arttirir. Yiiksek
sosyoekonomik durum gibi risk faktorleri ise tireme davranisi ile iliskilidir. Bu risk faktorleri ve
birlikteliklerinin etki giiciiyle tablo 2‘de 6zetlendi (58).

Yas: Yas meme kanserinde en onemli risk faktoriidiir. Meme kanser insidansi ve 6liim
oranlar1 genelikle yas ile birlikte artar. 2000-2004 yillar1 arasinda yeni vakalarin %95°1 ve meme
kanser oliimlerinin %97’si 40 yas ve daha tizeridir. 2000-2004 yillar1 arasinda 20-24 yasindaki
kadinlar arasinda en diisitk meme kanser insidansi (her 100 000 kadinda 1.4 vaka) goriiliirken
75-79 yas arast (her 100 000 kadinda 464.8 vaka) kadinlar en yiiksek insidansa sahiptir (59).

2000-2004 yillar1 arasinda meme kanser tanisi alan kisilerin ortalama yas1 61°dir (59).
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Tablo 2: Kadinlarda gogiis kanseri risk faktorleri. Nispi risk, faktorlerinin birliktelik halindeki
risklerini géstermektedir.
Nispi Risk Faktor

>4.0 Cinsiyet
Yas

Meme kanseri i¢in kalitilan genetik mutasyonlar (BRCA1, BRCA2 gibi)

Erken yaglarda birinci dereceden < 2 akrabasinda meme kanseri tanisi

Kisinin meme kanseri hikayesi

Yogun meme dokusu

Biyopsi ile dogrulanan atipik hiperplazi

2.1-4 Meme kanseri tanisi alan akraba

Gogiis duvarina yiiksek doz radyasyon

Yiiksek kemik dansitesi (post menapozal)

1.1-2.0 [k tamamlanan gebeligin ileri yaslarda olmasi (> 30yas)

Erken menarj (<12 yas)

Geg¢ menapoz (>55 yas)

Hamileliklerin tamamlanmamasi

Emzirmeme

Son zamanlarda oral kontraseptif kullanim

Hormon replasman tedavisinin son zamanlarda ve uzun kullanimi

Obezite (postmenapozal)

Kisinin endometrium, kolon, over kanseri hikayesi

Uzun boy

Yiiksek sosyoekonomik seviye

Yahudi irka

Aile hikayesi/genetik yatkinlik: 6zellikle birinci dereceden akrabasinda (anne, kiz kardes
gibi) meme kanseri hikayesi olan kisiler meme kanseri i¢in daha fazla risk tasirlar (60). Risk
birden fazla birinci dereceden akrabasinda meme kanseri varsa ve erken yaslarda tan1 konmussa
risk daha yiiksektir. Meme kanserlerinin %5-10’u BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki kalitilan
mutasyonlar ve degisikliklerden olustugu tahmin edilmektedir (61). Bu mutasyonlar genel
toplumun %1’inden daha azinda bulunur (62). Toplum bazli ¢calismalarda BRCA1 mutasyonu

tastyan 70 yasindaki kadinlarda meme kanseri goriilme riski %65°tir (63). Kalitsal meme
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kanserinden sorumlu bazi BRCA mutasyonlarini tanimlayan molekiiler klinik testlere ticari
olarak ulasilabilir, ancak heniiz bu testlerin yorumu ve tedavi karar1 karmasiktir ve zordur (64).
Bu mutasyonlar tasiyan kisilerde meme kanseri gelisip gelismeyecegini tamin etmek miimkiin
degildir. Ayrica meme kanser riskini etkileyen genlerin tiimiine ticari olarak heniiz
ulasilmamaktadir. Meme kanser aile hikayesinin hastalik riskinde kalitimsal etkilerinin oldugu
onerilmekle birlikte ailesel risk yalnizca BRCA1 ve BRCA2 genleri ile iliskili degildir. Yasam
tarzi ve bu genetik yatkinlik arasindaki etkilesim ile meydana geldigine inanilmaktadir (65).

Hormonal faktorler: Ureme hormolarmin kanserin bilyiimesini baslattigi kadar hiicre
proliferasyonu ve DNA hasarindaki etkileri nedeniyle meme kanserini etkiledigi
diistiniilmektedir. Erken menarj, (<12 yas), ge¢c menapoz (>55 yas), ilk dogum yasinin ileri
yaslarda olmasi1 (>30 yas) ve hamileligin az sayida olmasi kadinlarda meme kanser riskini
sentezlenen iireme hormonlarini etkileyerek arttirabilir (66). Emzirmenin meme kanser riskini
azalttig1 gosterilmistir (67, 68). Son zamanlarda oral kontraseptif kullanim1 hafifce ytikseltebilir
fakat en az 10 yil oral kontraseptif kullanmayan kadinlar hi¢ oral kontraseptif kullanmamaislarla
aym riske sahiptir (69). Kombine hormon replasman tedavisinin son zamanlarda uzun siire
kullanimmin meme kanser riskini arttirdig1 gosterilmistir (70-72). Ostrojenin tek basina meme
kanser riskini arttirdig1 goriilmemistir (73-75).

Klinik faktorler: Yogun meme dokusunun (glandiiler dokunun yag dokusuna rolatif
oran1) meme kanser gelisiminde gii¢lii bagimsiz risk faktorii oldugu gosterilmistir. Cesitli
calismalarda meme kanser riskini 4-6 kat arttirdigi bulunmustur (76-79). Atipinin olmadigi
proliferatif lezyonlarin meme kanseri riskini 1.5-2 kat arttirdig1 atipisi olan proliferatif
lezyonlarin ise 4-5 kat arttirdig1 agiklanmustir.

Obezite: Obezite postmenapozal meme meme kanser riskini arttirir. 18 yasindan sonra
20 kilo ve daha fazlasini alan kislerde almayanlara gére meme kanseri riski 1.5 kat daha fazladir.
Menapozdan sonra en azindan 8 kilo kaybeden ve agirlik kaybin1 devam ettirenler %57 oraninda
diisiik meme kanser riskine sahipken menapozdan sonra 8-10 kilo alan kisilerde %18 meme
kanser riski daha fazladir (80). Boylece daha fazla yag dokusuna sahip olma 6strojen seviyesini
ve meme kanser gelisme riskinin olasiligini arttirdigr diisiiniilmektedir.

Fiziksel aktivite: Gittikce artan veriler fiziksel aktivitenin meme kanser riskinde
koruyucu etkisi oldugunu desteklemektedir (81-84). Bir ¢ok calisma haftada 5 ya da daha fazla
giin 45-60 dakika ya da diizenli bigimde etkin olarak yapilan egzersizler post menapozal meme
kanser riskinin azalacagini savunmaktadir (83, 85). Genelde fiziksel aktivitenin koruyucu etkisi

premenapozal, ¢ocuk sahibi ve zayif kadinlarda daha fazla olabilir. Bu koruyucu etkinin altinda
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yatan mekanizma cok iyi anlasilmamakla birlikte fiziksel aktivitenin hormon ve enerji dengesi
iizerindeki diizenleyici etkisi nedeniyle onerilmistir (86, 87).

Alkol kullanimi: Alkol kullanimi sabit olarak artmis meme kanser riski ile birliktedir
(88-91). 40 epidemiyolojik calismadan daha fazla ¢alismanin meta analizi glinde 24g alkol (2
duble) tiikketimi %21 artmigs meme kanseri riski ile birlikte olabilecegini 6nermektedir. Bu artmis
risk doz bagimhdir ve siireklilikle iligkilidir. Alkol tiiketiminin artmis Ostrojen ve androjen
diizeyleri ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (92).

Sigara: Cogu calisma aktif sigara iciciligi ve meme kanseri arasinda direk iliski
bulamamistir (89, 93).

Hormon replasman tedavisi (HRT): Kombine hormon replasman tedavisinin artmis
meme kanseri ile birlikteligi bir ¢cok c¢alisma tarafindan gosterilmistir (94, 95). HRT meme
dokusu yogunlugunu arttirip mamografi etkinligini azaltmasi ile daha ge¢ evrelerde tani konan
meme kanser riskini arttirabilir (96).

Meme Kanseri Evrelemesi

Timor evreleme sistemleri kanserin yayilimi ve ciddiyeti hakkinda belli standartlara
gore
bilgi edinilmesini saglar. TNM Evreleme Sistemi’nde tiimdrleri sinirlamak i¢in kullanilan
kriterler;
tiimor boyutu (T), aksiller lenf nodlarina yayilim (N) ve uzak bolgelere yayilimdir (M). Daha
onceden tanimlanmus kriterlere gore bu ti¢ 6zellik belirlenip kombine edilerek, TNM evresi
hesaplanur.

Sistemin 6zetle 5 amaci vardir (97):

1. Hastalarin prognozunu gostermesi,

2. Tedavi planlarinda yol gosterici olmasi,

3. Uygulanan tedavi etkilerinin takibine yardimei olmast,

4. Tedavi merkezleri arasinda bilgi paylasimini kolaylastiran ortak dilin gelistirilmesi,

5. Tiimor arastirmalarina katkida bulunmasi

Tiim kanser bolgelerine uyarlanabilecek evreleme sisteminin prensipleri ve kodlart 1953
yilinda cerrah Pierre Denoix tarafindan gelistirildi, benimsendi ve 1968 yilinda da yayinlandi
(98, 99). American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan giiniimiize kadar 6 kez tan1 ve
tedavideki ilerlemelerin neden oldugu gesitli diizenlemeler yapildi (100-106). iki bin dokuz
yilinda ise 1 Ocak 2010 tarihinden sonra kanser tanisi alacak hastalarda kullanilmak {tizere,

kanita dayali verilerin eklendigi 7.basis1 planlanmaktadir (107).

20



Meme Kanseri TNM Evrelemesi (2003) (AJCC)

Kilavuzda yer alan tanimlamalar

Klinik olarak belirgin: Lenfosintigrafi hari¢ goriintiileme yontemleri, veya klinik
muayene ile, veya patolojik olarak agikca goriilerek tiimdriin saptanmasi durumu,

Klinik olarak belirgin olmayan: Lenfosintigrafi hari¢ goriintiileme yontemleri veya
klinik muayene ile saptanamamasi durumu,

Izole tiimér hiicreleri (ITH): Hemotoksilen eozin boyasi ile dogrulanabilen ancak siklikla
sadece immiinohistokimyasal (IHK) veya molekiiler yontemlerle saptanan, 0.2 mm.den daha
genis olmayan tek tiimor hiicreleri veya kiiclik hiicre kiimeleri olarak tanimlanir. ITH,
proliferasyon veya stromal reaksiyon gibi malign aktivite kanitlarin1 genellikle gostermez.
Primer Titmor (T)

Patolojik ve klinik siniflamalarda primer tiimoriin tanimlanmasi aynidir. Tiimor boyutu
Olgtimii eger fizik muayene ile yapildiysa, simiflamada ana gruplar (T1, T2 veya T3),
mamografik veya patolojik olarak yapildiysa T1’in alt gruplari kullanilabilir.

TX Saptanamayan primer
TO Primer timor yok
Tis Karsinoma in situ

Tis (DCIS) Duktal karsinoma in situ

Tis (LCIS) Lobuler karsinoma in situ

Tis (Paget) Meme basinin kitlesiz Paget hastaligi

(Ttimor olan Paget hastaliginda siniflama tiimoriin boyutuna gore yapilir.)

T1 Tiimdriin en biiyiik boyutu 2 cm veya daha az

T1mic En biiylik boyutu 0.1 cm veya daha az olan mikroinvazyon

T1a En biiylik boyutu 0.1 cm.den biiylik olan ancak 0.5 cm.yi gegmeyen timor

T1b En biiyiik boyutu 0.5 cm.den biiyiik olan ancak 1 cm.yi gegmeyen timor

T1c En biiyiik boyutu 1 cm.den biiylik olan ancak 2 cm.yi gegmeyen timor
T2 En biiyiik boyutu 2 cm.den biiyiik olan ancak 5 cm.yi gegmeyen tiimor
T3 En biiyiik boyutu 5 cm.den biiyiik olan tiimoér
T4 Herhangi bir boyutta ancak (a) gégiis duvarina veya (b) cilde direkt yayilim

T4a Pektoral kasa ulagmamig gogiis duvari yayilimi

T4b Meme cildinde 6dem (portakal kabugu goriintiisii dahil) veya iilserasyon, veya ayni
memede satellit deri nodiilleri

T4c¢ T4a ve T4b birlikte
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T4d Inflamatuar karsinom
Bolgesel Lenf Nodiilleri (N)
Klinik Siniflama
NX Saptanamayan bolgesel lenf nodlar1 (6rn. daha 6nce ¢ikartilmig)
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 ipsilateral lenf nod(lar)inda metastaz (fikse degil)
N2 Fikse veya gruplasmis ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz veya klinik olarak belirgin
aksiller lenf nodu metastazi olmadigi durumlarda klinik olarak belirgin ipsilateral internal
mammaryal nodlarinda metastaz

N2a Birbirlerine veya ¢evre dokulara fikse ipsilateral aksiller lenf nodlarinda metastaz

N2b Sadece klinik olarak aksiller lenf nodu metastazi olmadiginda klinik olarak belirgin
ipsilateral internal mammaryal nodlarda metastaz oldugunda
N3 Aksiller lenf nodu tutulumu olsun ya da olmasin ipsilateral infraklavikular lenf nod(lar1)
metastazi veya klinik olarak belirgin ipsilateral internal mammaryal lenf nod(lar1) metastazi ile
birlikte klinik olarak belirgin aksiller lenf nodu metastazi; veya aksiller ya da internal
mammaryal lenf nodu metastazi olsun ya da olmasin ipsilateral supraklavikular lenf nod(lar1)
metastazi

N3a ipsilateral infraklavikular lenf nod(lar)inda metastaz

N3b ipsilateral internal mammaryal lenf nod(lar)inda veya aksiller lenf nod(lari)nda
metastaz

N3c ipsilateral supraklavikiiler lenf nod(lar1)nda metastaz
Patolojik Siniflama (pN)a
Smiflama sentinel lenf nodu diseksiyonu uygulanan veya uygulanmayan aksiller lenf nodu
diseksiyonuna gore yapilir. Ardindan aksiller lenf nodu diseksiyonu uygulanmayan sentinel lenf
nodu diseksiyonuna dayali yapilan siniflama, sentinel nod i¢in (sn) ile belirtilir, 6rn ;
pNO(i+)(sn).
pNX Saptanamayan bolgesel lenf nodlar1 (6rn. patolojik inceleme i¢in daha once ¢ikartilmis
veya
¢ikartilmamais)
pNO Histolojik olarak bolgesel lenf nodu metastazi olmayan, izole tiimor hiicreleri (ITH) igin ek
inceleme yok

pNO(i-) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, negatif IHK
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pNO(i+) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, pozitif IHK, 0.2 mm.den genis IHK
kiimesi yok

pNO(mol -) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, negatif molekiiler bulgular
[reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)]

pNO(mol+) Histolojik bolgesel lenf nodu metastazi yok, pozitif molekiiler bulgular (RT-
PCR)
pN1 1-3 aras1 aksiller lenf nodlarinda, ve/veya internal mamaryal nodlarda sentinel lenf nodu
diseksiyonu ile saptanan mikroskopik hastalikla birlikte metastaz, fakat klinik olarak belirgin
degil

pN1mic Mikrometastaz ( 0.2 mm.den genis, 2.0 mm.den genis degil)

pN1a 1-3 adet aksiller lenf nodunda metastaz

pN1b Sentinel lenf nodu diseksiyonu ile internal mammaryal nodlarda mikroskopik
hastalik
olarak saptanan metastaz, fakat klinik olarak belirgin degil

pNlc 1-3 adet aksiller lenf nodunda ve internal mammaryal nodlarda sentinel lenf nodu
diseksiyonu ile mikroskopik olarak saptanan metastaz, fakat klinik olarak belirgin degil. (3
aksiller
lenf nodundan fazla pozitif nod varsa, artmis tiimor ylikiinii gostermek icin internal mammaryal
lenf
nodlar1 pN3b olarak siniflandirilir). (pN1a + pN1b)
PN2 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz, veya aksiller lenf nodu metastazi olmadiginda
internal mammaryal lenf nodlarinda klinik olarak belirgin metastaz

pN2a 4-9 aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm.den biiyiik en az bir timdr odag)

pN2b Aksiller lenf nodu metastaz1 yokken, internal mammaryal lenf nodlarinda klinik
olarak belirgin metastaz
pN3 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda, veya infraklavikiiler lenf nodlarinda, veya 1 ya da
daha fazla aksiller lenf nodu pozitif oldugunda klinik olarak belirgin ipsilateral internal
mammaryal lenf nodlarinda metastaz; veya internal mammaryal lenf nodlarinda klinik olarak
negatif
mikroskopik metastazla birlikte 3’ten daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz; veya ipsilateral
supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz

pN3a 10 veya daha fazla aksiller lenf nodunda metastaz (2.0 mm.den biiyiik en az bir

timor
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odagi), veya infraklavikiiler lenf nodlarina metastaz

pN3b 1 veya daha fazla pozitif aksiller lenf nodu varliginda klinik olarak belirgin
ipsilateral
internal mammaryal lenf nodu metastazi; veya sentinel lenf nodu diseksiyonuyla saptanan fakat
klinik olarak belirgin olmayan mikroskopik hastalikla birlikte 3 veya daha fazla aksiller lenf
nodunda veya internal mammaryal lenf nodlarinda metastaz.

pN3c ipsilateral supraklavikiiler lenf nodlarinda metastaz
Uzak Metastaz (M)
MX Uzak metastaz bulunamiyor
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var (Ttimoriin oldugu tarafta supraklavikiiler lenf nodlar1 ve karst memenin
bolgesel lenf nodlarina metastazlar dahil)
Histopatolojik Grade(G)
Meduller karsinom disindaki tiim invaziv meme kanserleri derecelendirilmelidir. Buna invaziv
lobuler ve miisindz karsinomlar da dahildir.
Gx:Degerlendirilemiyor
G1: iyi diferansiye
G2: Orta derecede diferansiye
G3: Kotii Diferansiye
G4: indiferansiye
Rezidiiel Tiimor (R):
Hastada kiiratif amach tedaviden sonra kalan tiimoér (6rn. kiir i¢in cerrahi rezeksiyon) R
siniflamasi
adi1 altinda bir sistemle siniflanir.
RX: Rezidii timor varligr gosterilememektedir
RO: Rezidii timor yok
R1: Mikroskopik rezidii timor
R2: Makroskopik rezidii tumor
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Tablo 3: Meme tiimor evreleri: Cerrahi sonrasi goriintiilleme yontemleri uzak metastaz varligini
gosteriyorsa (inceleme tanidan sonraki 4 ay i¢inde ve hastalik progresyonu yokken yapildiginda
ve hasta heniiz neoadjuvan tedavi almadiysa) evre degisebilir.*T1, T1mic’i de igerir.

EVRE T N M
Evre 0 Tis No Mo
Evrel T1* No Mo
To NI Mo
Evre I1A T1* N1 Mo
T2 No Mo
Evre IIB 2 N Mo
T3 No Mo
To N2 Mo
T1* N2 Mo
Evre ITTA T2 N2 Mo
T3 N1 Mo
T3 N2 Mo
Evre I1IB ik N4 Mo
T1*-4 N3 Mo
Evre IV T1*-4 Ni1-4 M1 igeren tiim hastalar

Meme Kanserinin Histolojik Tipleri

Meme kanserinin en sik kullanilan histopatolojik siniflandirma sistemi Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) smiflandirmasidir (tablo3) (108). Vakalarin % 80’ini duktal % 10’nunu lobiiler
karsinom olusturur. Diger histolojik subtipler daha az oranda goriiliirler. Invazif olmayalar ise
ayr grupta siniflandirilir.
Invaziv duktal karsinom (spesifik olmayan tip): invaziv meme karsinomlarmin en sik goriilen
tipidir (%70-80) ve diger alt tiplerden herhangi birine ait spesifik 6zellikleri tasimayan genis bir
grubu olusturur.
Yaygin in situ komponent iceren invaziv duktal karsinom: invaziv karsinomlardaki in situ
duktal karsinom komponenti oldukca degiskendir ve olgularin ¢ogunda in situ ve invaziv
komponentin grade’leri birbiri ile paralellik gosterir. Eger tiimdr i¢inde veya cevresinde invaziv
timoriin %25’inden fazlasini olusturan in situ duktal karsinom var ise “yaygin in situ
komponent igeren invaziv duktal karsinom” olarak isimlendirilir. Bu durum o&zellikle meme
koruyucu cerrahi uygulanmis olgularda lokal niiksler agisindan 6nem tasir.
Invaziv lobiiler karsinom: Tim invaziv meme karsinomlarmn %35-15ini olusturur ve hormon
replasman tedavisi alan kadinlarda daha sik goriiliir. Diger tip invaziv meme karsinomlarina

gore daha yiiksek oranda bilateral ve multifokal olurlar.
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Tubuler karsinom: Meme karsinomlanmn %2’sini oluflturmaktad>r. Tubuler karsinomda
prognoz ¢ok iyidir ve multifokal olgular disinda aksiller metastaz genellikle %10’dan azdir.
Invaziv kribriform karsinom: Invaziv karsinomlarin ender goriilen bir tipi olup tubiiler
karsinom gibi ¢ok iyi prognoza sahiptir.

Miisinéz (kolloidal) karsinom: Az gorillen bir tip olup meme karsinomlarinin %1-6’smn1
olusturur. Daha ¢ok ileri yaslarda goriiliir ve prognozu iyidir.

Mediiller karsinom: Meme karsinomlarinin %1-5’ini olusturur. Mediiller karsinom daha ¢ok 50
yas altindaki kadinlarda ve BRCA1 genini tastyanlarda daha sik goriiliir.

Invaziv papiller karsinom: Invaziv meme karsinomlarinin nadir gériilen bir tipidir. Prognozu
genellikle iyidir.

Invaziv mikropapiller karsinom: Invaziv meme karsinomlarmin %1-2’sini olusturur. Genellikle
mikst tipte invaziv karsinomlarda, ozellikle invaziv duktal karsinoma efllik eden ikinci bir
komponent seklindedir. Bu tiimoérlerde lenfatik invazyon, lenf nodu metastaz1 ve multifokalite
stk oldugundan prognozlari kotiidiir.

Sekretuar (jiivenil) karsinom: Nadirdir ve genellikle 30 yas altindaki kadinlarda goriliir.
Prognozu oldukca iyidir.

Metaplastik karsinom: Nadir bir timor olup prognozu kotiidiir.

Noroendokrin karsinom: Meme karsinomlannmn %2-5’ini olusturur. Genellikle ileri yas
kadinlarda goriiliir. Bu grup tiimorler gastrointestinal sistem ve akcigerdeki noroendokrin
tiimorlere benzer morfolojik oOzellikler gosterirler. Tiimor hiicrelerinin %50’sinden fazlasi
ndroendokrin belirleyicileri eksprese etmektedir.

Apokrin karsinom: Nadir goriilen timor grubudur. Prognozu ayni grade ve evredeki invaziv
duktal karsinomlar ile aynidir.

Inflamatuar karsinom: invaziv meme karsinomlarinin 6zel bir klinik formudur. Dermal lenfatik
invazyon sonucunda lenfatik drenaj bozulur ve deride 6dem yanisira eritem, endurasyon,
hassasiyet ve portakal kabugu gériiniimii vardir. Inflamatuar bir durumu taklit etmesi nedeniyle
bu adi alir. Mikroskopik olarak herhangi bir inflamatuar tablo yoktur. Altta yatan invaziv

karsinom genellikle yiiksek grade’li invaziv duktal karsinomdur.

26



Tablo 4: Meme kanseri histolojik tipleri: WHO siniflamasi (108).

In situ Karsinom

In situ duktal karsinom
In situ lobiiler karsinom

Invaziv Karsinom

Invaziv duktal karsinom
Invaziv duktal karsinom
Tubiiler karsinom

Invaziv kribriform karsinom
Mediiller karsinom

Miisin6z karsinom

Invaziv papiller karsinom
Invaziv mikropapiller karsinom
Apokrin karsinom

Sekretuar (juvenil) karsinom
Adenoid kistik karsinom
Metaplastik karsinom
Noroendokrin karsinom
Inflamatuar karsinom

Meme Kanserinin Molekiiler Siniflamasi

Kanser dokusuna uygulanabilecek her molekiiler analitik ydntem prognostik ve
ongoriisel faktorleri tespit etme giicline sahiptir. qRT-PCR ve mikroarray gibi molekiiler
tekniklerle gerceklestirilen gen ekspresyon profilleri ile meme kanserinin heterojenitesini
aciklama cabalar1 tiimoriin molekiiler siniflamasini giindeme soktu.

Sporadik meme kanserleri arasinda gen ekspresyon farkliliklarini belirleyen ilk kapsamli ve ¢igir
acan girisim 2000 yilinda Perou ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilerek meme tiimorleri 4
ana gruba ayrildi (109):

1) Luminal hiicre benzeri,

2) Bazal hiicre benzeri,

3) Normal epitel benzeri ve

4) HER2 pozitif grup

Sonraki ¢alismalarda luminal hiicre benzeri grup i¢inde luminal A ve B olmak {izere 2 alt grup
daha tanmimlandi (110-111), meme kanserinin bu alt molekiiler gruplarinin ekspresyon
farkliliklar1 dogrulandi (110, 112- 115).

Luminal hiicre benzeri grubunun hepsi ER pozitiftir. Luminal A grubu en fazla ER
ekspresyonu gosteren tiimorlerdir (111). Luminal B grubu tiimdrler luminal gruba 6zgii genleri
orta diizeyde eksprese eder ve bazilari HER2 pozitiftir. p5S3 gen mutasyon sikligi luminal A
grubunda luminal B grubundan daha siktir (116, 117). Luminal hiicre benzeri grubun yaklasik
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ticte ikisi diislik ya da orta diizey histolojik grade’e sahiptir, endokrin tedaviye duyarhidir. Bazal
hiicre benzeri grubun %95°1 ER negatiftir ve %91°1 yiiksek grade’dir (118). Bazal hiicre benzeri
grup ayni zamanda “triple” negatif meme kanser fenotipine sahiptir (ER-, PgR- ve HER2-).
Ancak bazal hiicre benzeri grubun heterojen oldugu ve alt gruplar igerdigi diisiiniilmektedir
(116, 117).

Farkli molekiiler alt gruplarda prognozun ve kemoterapi duyarliliginin farkli oldugu
gbzlendi. Luminal hiicre benzeri kanserlerin daha uzun sag kalim oranlari, bazal hiicre benzeri
ve HER2 pozitif tiimorlerin ise birden fazla ajanla yapilan neoadjuvan tedaviye daha yiiksek
oranda patolojik tam yanit verdikleri gosterildi (111, 118).

Meme kanserinin molekiiler alt gruplarmi kiiciik gruplariyla birlikte tanimlayacak
standardize yontemlerin gelistirilmesi, prognostik ve dngoriisel gostergelerin ¢ok daha biiyiik
hasta gruplarin1 igeren klinik calismalarla birlikte denenmesi, molekiiler tiplerin yeni alt
gruplarinin ortaya c¢ikmasina yol agmasi, bu gruplarin tedaviyi yonlendirmesi beklenen

gelisimlerdir.

Meme Kanseri Prognostik ve Prediktif Faktorler

Prognostik faktorler hastaligin dogal seyriyle iliskili olup sistemik adjuvan tedavinin
yoklugunda sag kalim ile iliskili, ongoriisel faktorler ise tedaviye verilecek yanit ile iligkili
Olctimlerdir. Hormon reseptér durumu ve HER2 ekspresyonu gibi durumlar hem prognostik hem
de ongoriisel olabilir (119).

Meme kanseri tedavi karar siirecinde kullanilan progostik ve prediktif faktorler tablo 4’te
Ozetlendi.

Tablo 5. Meme kanseri prognostik ve prediktif faktorler *arastirma diizeyinde (119)

Prognostik faktorler Prognostik ve prediktif faktorler
Lenf nodu durumu ER ve PgR durumu
Tiimér biiytikligi HER?2 amplifikasyonu

Histolojik grade ve tip

Invazyon faktorleri*

Lenfatik ve vaskiiler invazyon

Gen ekspresyon profili

Tani1 yas1 Dolagimdaki tiimor hiicreleri
Etnik yap1 P53 mutasyonu

Proliferasyon markirlar* Dolasimdaki anjiogenik faktdrler
Katepsin D* Topoizomeraz Il durumu

Anjiogenez markirlar*

BRCA gen mutasyonu

Kemik iligi mikrometastaz1*

Son 20 yildir meme kanseri tedavi anlayisi ER ve HER2 sinyal yolagimi hedefleyen
tedavilerle birlikte degisti. Bununla birlikte kesin ve kullanilabilir prognostik ve prediktif

faktorlerin kisitlilig1 nedeniyle hastalarin bir boliimii tedaviden yararlanamayabilir. Giliniimiizde
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kullanilan prognostik faktorlerle diistik riskli hastalarin bir kismi niiksedebilir ya da yiiksek
riskli gruba dahil hastalarda niiks goriilmeyebilir. Daha gen¢ kadinlara uygulanan daha agresif
tedaviler uzun dénemde sekellere yol acabilir. Diger saglik problemlerinin varligir nedeniyle
daha yaslh kadinlar agresif tedavinin toksisitelerine daha duyarl olabilir. Tedavinin ana hedefi
yalnizca hastaliksiz sag kalim degil, ayn1 zamanda toplam yasam siiresi ve yasam kalitesi de
oldugundan toksisiteden kag¢inmak i¢in adjuvan sistemik tedaviden yarar gorebilecek hastalarin

seciminde kullanilabilecek yeni faktorlerin kesfedilmesini amaglayan ¢alismalar yapilmaktadir.

Meme Kanseri Molekiiler Prognostik ve Prediktif Testler

Nod negatif meme kanserinde adjuvan kemoterapi 6nerilen meme kanseri vakalarinin bir
boliimiiniin adjuvan tedavi almadan tedavi olmasi ve hastalarin tedaviye verdikleri yanitlarin
farklilig1, hastalarin niiks risklerine gore tanimlanmasini saglayacak, tedaviye verilecek yaniti
ongorebilecek molekiiler yaklagimlart glindeme getirdi. Mikroarray ve diger yliksek islem
hacmine sahip deneylerde ¢oklu degiskenlerin test edilmesi, prognostik ve prediktif calismalarin
ylriitiilmesi i¢cin hem yontemsel hem de istatiksel degisikliklerie yol acti. FDA (Food and Drug
Administration) 2007 yilinda yaymladigr taslak kilavuzla tek bir laboratuvar tarafindan
gelistirilen, tek bir laboratuvarda uygulanan ve klinik laboratuvar hizmetleri olarak sunulmaya
baslayan yeni genetik testleri (“In Vitro Diagnostic Multivariate Index Assays” [IVDMVIA])
diizenleme otoritesine sahip oldugunu aciklayarak yeni testlerin gelistirilmesi ve klinik
kullaniminin yolonu agt1 (120).

IVDMVIA taniminda temel olarak 3 6ge yer alir: gen ekspresyon farkliliklar1 gibi hasta
orneginde yapilan testlerin verileri, bu verileri kullanarak elde edilen algoritma, algoritma ile
elde edilen skorlamaya gore hasta sonucunun yorumlanarak klinisyene ulastirilmast (120).
Genetik testlerin dahil oldugu bir testin, laboratuvarlar1 ve testleri denetleyen kuruluslar
tarafindan onay alabilmesi i¢in, testin analitik gegerliligi, klinik gegerliligi, klinik yararlilig1 ve
etik/yasal/duygusal etkilerinin tartisilip kanita dayali olarak gosterilmesi beklenir. Kurumun
giincel diisiincelerini yansitan Onerilerden olusan FDA taslak kilavuzu, IVDMVIA olarak
gelistirilen testlerin klinik yararliligini sorgulamaz fakat analitik ve klinik gegerliliklerini
denetler (121). Prognostik testlerin onay1 i¢in kullanilir, 6ngoriisel testleri denetlemez.

Gen ekspresyon farkliliklarini prognostik veya oOngoriisel markir olarak kullanan
IVDMVIA’larin gelistirilmesi terapodik ilag gelistirilmesine benzetilebilir. Bu tasarida faz 1
calismasinin amaci iyi tanimlanmis grupta en uygun hasta sayisityla markir kesfi ve uygun sinir

degerlerin belirlenmesidir. Faz II ¢alismasinda testin performansi faz I’in gergeklestirildigi hasta
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orneklerinin disindaki bagimsiz orneklerle olciiliir. Eger yontem uygunsa bu iki siire¢ arsiv
orneklerinde gercgeklestirilebilir. Faz III, prospektif olarak yiiriitiilen randomize klinik ¢aligmay1
icerir. Bu asamada testin kullaniminin ardindan verilecek olan klinik kararin bu test sonucu
olmadan verilen klinik karardan daha iyi sonu¢ verdigini gdstermek amaglanir (122).

Meme kanseri tedavi kararini etkileyebilecek hastalar niiks riskine gore gruplandirmay1
amaclayan Oncotype DX (Genomic Health, California), MammaPrint (Agendia BV,
Netherlands), ve H/I (AvariaDX, California) IVDMVA tanimmna giren Faz I ve II'yi
tamamlayan ve Faz III ¢aligmalarini baglatan, klinik uygulamaya sunulan 6rnek testlerdendir.

H/I (HOXB13 / IL17BR) iki gen ekspresyon indeksi, parafin doku drneklerinde calisilan
prognostik qRT-PCR testidir (123). HOXBI3 gen ekspresyonu neoplastik meme dokusunda
artarken /L17BR gen ekspresyonu meme kanserlerinde azalir (123-126). HOXB13 geninin hiicre
motilitesi ve invazyon ile iligskili oldugu, IL17BR geninin ise immun yanitta rol aldigi
diistintiliir. Niiks riskini degerlendiren prognostik bir testtir. Genis ve heterojen hasta
orneklerinde gerceklestirilen arastirmalarla testin prognostik giicii gdosterildi (123). CLIA
(Clinical Laboratory Improvement Amendments) tarafindan prognostik test olarak onay aldi
(127).

Oncotype DX erken evre ER pozitif meme kanserinde uygulanan 21 geni igeren
formalinle fikse edilmis parafinli doku orneklerinde (FFPE) ¢alisilan prognostik ve ongoriisel
gRT-PCR testidir (128). ER genini, ER ile diizenlenen ¢esitli genleri, HER2 ve proliferasyonla
ilgili genlerin ekspresyonunu oOlger (128). Tamoksifen tedavisi alan ER pozitif, nod negatif
meme kanserini niiks olasiligina gore diisiik, orta ve yiiksek riskli olmak {izere ii¢ gruba ayirir
(128). Bu prognostik 6zelligin yaninda, diisiik risk grubundaki hastalara yalniz endokrin tedavi,
yiiksek riskli hastalara endokrin tedavinin yaninda adjuvan kemoterapinin 6nerildigi tek testtir
(129). TAILORx, Amerika ve Kanada’da yiiriitiilen ER pozitif, HER2 negatif 10 000 erken evre
meme kanseri hastasini incelemeyi hedefleyen Oncotype DX faz III caligmasidir (130). Hastalar
Oncotype DX testi ile diisiik (niiks skoru <11), orta (niiks skoru 11-25) ve yiiksek (niiks skoru
>25) niiks gruplarina ayrilir. Diisiik risk grubu hastalar yalniz hormonoterapi, yliksek risk grubu
hastalar ise kemoterapi ve hormonoterapi alir. Orta risk grubu hastalar timor biiytikligi ve
menapozal duruma gore gruplandirilir, tedavi se¢imi ya kemoterapi ve hormonoterapi birlikte,
ya da yalniz hormonoterapi seklinde randomize yapilir. Calismanin ana amaci orta risk grubu
hastalarin segilen tedavi rejimlerinin sonuglarimi karsilastirmak, diisiik risk grubu hastalarin

tedavisinde tek basina alinan hormonoterapinin etkinligini belirlemektir.
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MammaPrint nod negatif, ER pozitif meme kanseri taze ya da frozen doku o6rneklerinde
caligilan, mikroarray temelli 70 gen profilidir. Analizini gergeklestirdigi profilde esas olarak
proliferasyon, invazyon, metastaz, stromal biitiinliikk ve anjiogenez ile birlikte olan genler vardir.
Test IVDMVIA sinifinda, prognostik test olarak ilk FDA onay1 alan testtir. Test cerrahi olarak
cikarilan doku orneginde 70 genin ekspresyon diizeylerini dlger ve 10 yillik siire i¢inde uzak
metastaz olasiligina gore hastalar1 yiiksek ve diisiik riskli olarak gruplandirir (131). St. Gallen
prognostik kriterleri ile karsilastirildginda MammaPrint ile tanimlanan yiiksek riskli hastalarin
St. Galen kriterleri ile tanimlanan yiiksek riskli hastalardan daha fazla oranda metastaz
gosterdikleri, yine MammaPrint ile diisiik riskli gruba giren hastalarin St. Galen kriterleri ile
tanimlanan diigiik riskli hastalardan daha fazla oranda hastaliksiz sag kalima sahip olduklar
gosterildi (132). Cesitli tedavi protokollerine duyarlilik 6ngorii gilicii heniiz arastirilmadi (133).
MINDACT, yaslar1 18-70 yas aras1 hormon reseptdr ve HER2 durumuna bakmaksizin erken
evre meme kanseri 6000 kadin hasta ile randomize, ¢ok merkezli, prospektif, Avrupa’da
yiiriitiilen MammaPrint faz III ¢aligmasidir (132, 134). Hasta grubunda adjuvan kemoterapi
uygulanacak hastalarin belirlenmesinde direk olarak MammaPrint ve Adjuvant Online’m
karsilagtirmak tizere kurgulandi. Adjuvant Online kriterleri ve MammaPrint ile diisiik risk grubu
hastalar uygunsa hormonoterapi alir, adjuvan kemoterapi almaz. Her iki diizenekle de yliksek
risk grubuna giren hastalar kemoterapi ve uygunsa hormonoterapi alir. Risk grubu tam
belirlenemeyen hastalar ise randomize secilerek iki algoritmadan birine gore tedavi alir.
MammaPrint ile diisiik risk grubundaki hastalarin adjuvan kemoterapi almaksizin 5 yil uzak
metastazsiz sagkalim oranlarinin yliksek olmas1 dngoriilerek kemoterapinin toksik etkilerinden
kurtulacak hasta grubunu belirlemek amaclanir (134).

Oncotype DX ve MammaPrint farkli test yontemlerini kullanan testlerdir. Her iki testte
tek gen ortaktir. Bununla birlikte her iki testin de genleri proliferasyon, ER ve HER2
yolaklarinda bulunur. MammaPrint, Oncotype DX testin saglayabildiklerinden daha fazla
farmokogenetik bilgi saglayabilir ve ek yolaklar1 degerlendirme sansi yaratabilir.
MammaPrint’in hasta grubu i¢inde hem ER pozitif hem de ER negatif hastalarin olmasi
nedeniyle oncofype DX’den daha genis endikasyonu vardir ve daha heterojen gruplarda
aragtirma yapilabilmektedir. Oncotype DX’in hemen hemen tiim ¢aligmalari satin alinan testlerin
kullanilmasiyla, MammaPrint verileri ise deneysel ¢alismalardan elde edildi (135). Oncotype
DX test FDA onayindan muaf olmasina ragmen MammaPrint onay aldi1 (127). Oncotype DX
CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments) tarafindan onaylandi. Oncotype DX

ASCO Meme Kanseri Tiimor Markir Komitesi tarafindan “kulanim igin tavsiye edilen” test
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siifinda yer alirken, MammaPrint “aragtirma altinda” olarak siniflandirildi (136). Her iki test
icin de bilimsel gecerlilik, klinik fayda ve maliyet etkinlik oranlari ile ilgili arastirmalar halen
devam etmektedir. Oniimiizdeki yillarda TAILORx ve MINDACT gibi baslamis calismalarin

testlerin klinik degerleri hakkinda bilgi verecegi beklenmektedir.
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III. GEREC VE YONTEM

Etik kurul raporu Hasta dokularinda yapilacak olan analizler icin Dokuz Eyliil Universitesi
Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan 03.02.2006/03, 06.04.2006/88 tarih ve no
ile gerekli onaylar alindi.

Yontem Deneysel siire¢ 3 ana boliimde gerceklestirildi: A) Dokularin eldesi ve depolanmasi, B)

Epigenetik analiz, C) Gen ekspresyonu, D) Istatiksel analiz (sekil 12).

A) Doku eldesi Ameliyathane ———>  Taze Doku

Patolojik inceleme

30-60 dakika e \

RNA k li
-S1v1 azotta sok dondurma N or}lyL}.cu e
20°Cde depol Bir gece inkiibasyon
o - m
e -80°Cde depolama
B) Epigenetik analiz C) Gen ekspresyonu
DNA izolasyonu RNA izolasyonu
DNA bisiilfit modifikasyonu ¢DNA sentezi
Metilasyona spesifik PCR qRT-PCR
CDH1 BRCA1l CDHI3 CASPS8
P16 BRCA2 RASSFI CD44
CDHI, ATM ESR
P16 THBS1 HER2
P15 PAX6 RARD
P53 PAXS5 MGMT
P73 PTEN MLH1
CDK6 STK11  MSH6
GSTP1

D) istatiksel Analiz

Sekil 12: Deneysel asamalar

A) Dokunun eldesi ve depolanmasi: Meme kanseri ve ¢cevre normal taze doku ornekleri Dokuz
Eylil Meme Timér Biyobank’indan (DEMTB) elde edildi. DEMTB pilot ¢alisma olarak
“European Society of Human Genetics” esaslarma goére DEU Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Ana
Bilim Dali’nda meme kanseri &n tamsi ile opere edilen ve Dokuz Eyliil Universitesi Tip

Fakiiltesi Meme Timor Grubu tarafindan takipleri yapilan goniilli olgular ile olusturuldu (137).
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Uygun olan timoér doku orneklerinin ¢evre dokusu da arastirmaya dahil edildi. Saglikli normal
meme dokusu ise Izmir Ozel Dr Cevdet Tugrul Meme hastaliklar1 Teshis ve Tedavi Merkezi’nde
meme rediiksiyon ameliyati spesmenlerinden elde edildi. Tiim dokularin makroskopik ve
mikroskopik incelemeleri patolog tarafindan gercgeklestirildi.

Cerrahi dokunun ¢ikarilmasinin hemen ardindan patolojik incelemesi yapilan taze
dokudan alinan timor ve cevresindeki normal doku 2 ayr1 parcaya ayrilip DNA’nin elde
edilecegi parca sivi azotta donduruldu ve izolasyon anina kadar -80°C’de saklandi. RNA
izolasyonu yapilacak olan par¢a RNA degradasyonunu Onleyen soliisyon igerisinde (Trizol,
Invitrogen) bir gece bekletildi, ardindan izolasyon anina kadar -80°C’de bekletildi.

B) Epigenetik analiz: Epigenetik analiz, DNA izole etmek {iizere depolanan dokularda
gergeklestirildi.

DNA izolasyonu: DNA izolasyonu, dokunun mekanik olarak homojenizasyonunun
ardindan spin kolon yontemi ile (RBC Bioscience, Genomic DNA Extraction, Mini-Tissue)
izole edildi. Yaklasik 1 mg doku kullanilarak baslanan izolasyon sonrasinda 10-20 ug DNA elde
edildi. izole edilen DNA’nin UV spektrofotometre ile (UV-3600 Shimadzu) saflik ve
konsantrasyon tayinleri yapildi.

Epigenetik analizz P16 ve CDHI1 genlerinin promotdr bdlgedeki CpG adalarinin
metilasyon degisiklikleri spesifik ve sensitif bir yontem olan metilasyona spesifik PCR (MSP)
ile gergeklestirildi (138). Yontem iki basamaktir: 1-DNA sodyum bisiilfit ile muamele edilir,
metile olmayan DNA’lar urasile doniistiiriiliirken, metile olan sitozinler ayni kalir. 2- Hem
metile olan DNA dizisine 6zgli (M), hem de metile olmayan DNA dizisine 6zgii primer (U)
sentezlenerek PCR uygulanir. PCR {iriinleri jel elektroforezi ile degerlendirilir.

Bisiilfit doniisiimii ve MSP: Izole edilen doku DNA’sinin bisiilfit doniisiimii standardize
edilmis ticari reaktifler ile (MethylDetector, Active Motif), metilasyon analizleri hot start
polimeraz (PyroStart Fast PCR Master Mix, Fermantas) kullanilarak ticari kit ile ger¢eklestirildi
(CpG WIZ P16 S7800, E-CADHERIN S7804, Chemicon). P16 geninin GenBank’ta yer alan
X94154, E-CADHERIN geninin 134545 promotdr bolgesi test edildi. Ug tip primer seti
kullanildi: Bisiilfit modifikasyona ugrayan metillenmemis DNA’nin amplifikasyonuna izin
veren U primer seti, bisiilfit modifikasyona ugrayan metillenmis DNA’nin amplifikasyonuna
izin veren M primer seti, kimyasal modifikasyona ugramamis DNA’nin herhangi boliimiine

baglanabilen W_primer seti kullanildi. W primer seti bisiilfit modifikasyonun etkinligini

degerlendiren kontrol olarak kullanilan primer ¢iftidir. Her bir 6rnek i¢in 7 RCR reaksiyonu

kuruldu (U, M, W primerleri, U, M ve W primer c¢iftleri i¢in pozitif kontrol ve DNA yerine
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suyun eklendigi negatif kontrol). Optimizasyonlarin ardindan 0.5 ng DNA kullanilmasina karar

verildi. Her bir primer ¢ifti icin (U, M ve W primer ¢iftleri i¢in ayr1 ayr1) asagidaki karigim

hazirlandi:

Reaktif 1 reaksiyon 7 reaksiyon
2x Hot start PCR miks 10 pl 70 ul
Primer set 0,8 ul 5,6 ul

75,6 ul hacim her bir PCR

tiipiine 10,8 pl olarak dagitildi. DNA ve suyla her bir reaksiyon 20 ul’ye tamamlandi.
Termal program; 95°C 10 dakika

95°C 45 saniye

60°C 45 saniye 35 dongi

72°C 60 saniye

72°C 3 dakika,  +4°C
PCR’nunun bitmesinin ardindan iirtinler %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.
C) Gen ekspresyonu: Gen ekspresyonu asamasi RNA izole etmek iizere depolanan dokularda
gerceklestirildi. Bu asama RNA izolasyonu, cDNA sentezi, referans genler dahil tiim genlerin
standart egrilerinin olusturulmasi, hasta dneklerinin her birinde referans genler dahil tiim
genlerin qRT-PCR’u, referans genlerin se¢imi, AACt yontemi ile her bir genin her bir 6rnekteki

nispi ekspresyon verilerinin normalize edilerek hesaplanmasi.

RNA izolasyonu: Dokunun mekanik olarak homojenizasyonunun ardindan spin kolon
yontemi ile (RBC Bioscience) gergeklestirildi. Yaklasik 1 mg doku kullanilarak baglanan
izolasyon sonrasinda 20-30 pg total RNA elde edildi. RNA safligi ve konsantrasyonu UV

spektrofotometre ile dliildii (UV-3600 Shimadzu). Ornek degredasyonlari jel elektroforezi ile
incelendi (Sekil 14).

Sekil 13: Elde edilen RNA’larin jel elektroforez goriintiileri 1 ve 4. 6rnekler tekrarlandi.
cDNA sentezi: Random primerler ve M-MuLV (moloney miirin 16semi viriisii ters

transkriptaz) reverz transkriptaz enzimi (Revertaid First Strand, Fermentas) ile cDNA
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sentezlendi. 1ug total RNA ve 0.2pg random hekzamer toplam 12ul hacimde 5 dakika 70°C’de
inkiibe edildi ve buz icine alindi. Karisima 4ul reaksiyon tamponu, 1ul riboniikleaz inhibitor
(20U), 2ul ANTP karisimi (10mM) eklenerek 25°C’de 5 dakika bekletildi. Ardindan 1p (200U)
RevertAid M-MulV reverz transkriptaz enzimi eklendi. Reaksiyon 25°C’de 10 dakika’nin

ardindan 42°C’de 90 dakika’da gergeklestirildi.

Tablo 6: Kullanilan primer ve prob listesi

Gen GenBank/EMBL no | Primer 1 (forward) Primer 2 (revers) Prob no
BRCA1 | ENSG00000012048 | ttgttgatgtggaggagcaa gattccaggtaaggggttcc 11
BRCA2 | ENSG00000139618 | agcttactccggccaaaaa ttcctccaatgcttggtaaataa 50
CDHI1 ENSG00000039068 | gccgagagctacacgttca gaccggtgcaatcttcaaa 80
P16 ENSG00000147889 | gtggacctggctgaggag tctttcaatcggggatgtcet 34
P15 ENSG00000147883 | gcggggactagtggagaag ctgcccatcatcatgacct 17
P53 ENSGO00000141510 | ccccagecaaagaagaaac aacatctcgaagegctcac 58
P73 ENSG00000078900 | acgtttgagcacctctgga cgcccaccaccteattatt 60
CDK6 | ENSG00000105810 | tgatcaactaggaaaaatcttggac ggcaacatctctaggccagt 2
GSTP1 | ENSG00000084207 | gcaggagggctcactcaa ggtctecgtectggaactt 24
TIMP3 | ENSG00000100234 | ctgtgcaacttcgtggagag ggcaggtagtagcaggacttg 14
CDHI13 | ENSG00000140945 | gcgtgtacactgctctcttee aaagtcccagtgeccgtag 59
RASSF1 | ENSG00000068028 | gctcgtetgectggactg ccactccacaggctcgtc 23
ATM ENSG00000149311 ccaggcaggaatcattcag caatccttttaaatagacggaaagaa | 53
THBS1 | ENSG00000137801 gccacagttcctgatggag ccatggagaccagccatc 56
PAX6 | ENSG00000007372 | ttcagagccccatattcgag gagctgattcactccgetgt 20
PAXS ENSGO00000196092 | acgctgacagggatggtg cctccaggagtcgttgtacg 83
PTEN ENSG00000171862 | ggggaagtaaggaccagagac tccagatgattctttaacaggtage | 48
STKI11 | ENSG00000118046 | ggaggccaacgtgaagaa tgcttetettegttgtataacacat 42
BCL2 ENSGO00000171791 | gcacctgcacacctggat agccaggagaaatcaaacagag | 57
CASP8 | ENSG00000064012 | agggctcaaatttctgectac ggcactggctgtttgctt 29
CD44 ENSG00000026508 | tggatcaggcattgatgatg gtcaaaagcccgtggtgt 67
ESR ENSGO00000091831 | ttactgaccaacctggcaga atcatggagggtcaaatcca 24
HER2 ENSG00000141736 | gggaaacctggaactcacct ccctgeacctectggata 4
RARb | ENSG00000077092 | cacctgtcatcggaggactt getggtgctctgtgtttcaat 16
MGMT | ENSG00000170430 | caccgtttgcgacttggta ctccagcttccccaaagg 47
MLH1 | ENSG00000076242 | aggagtcgaccctctcagg gtccacttccaggagtttgg 36
MSH6 | ENSG00000116062 | ttaagaggcttgaattggcagt cactcttatctgttacgtaagttgtge | 21
MLH3 | ENSGO00000119684 | tggaaagagaagccaatgaac gcetccagttgttctcggataaa 55
RPLI3A |NM 012423 gaggcccctaccacttce aacaccttgagacggtccag 28
B2M NM 004048 taggagggctggcaacttag cttatgcacgcttaactatcttaacaa | 32
ACTB |NM 001101 ccaaccgcgagaagatga ccagaggcgtacagggatag 64
PUM1 |NM 001020658 agtgggggactaggcegttag gttttcatcactgtctgeatee 22

BRCA1, BRCA2, CDHI1, Pl6, P15, P53, P73, CDK6, GSTP1, TIMP3, CDHI13,
RASSF1, ATM, THBSI1, PAX6, PAXS, PTEN, STK11, BCL2, CASP8, CD44, ESR, HER2,
RARb, MGMT, MLH1, MSH6, MLH3 ve 4 referans genin ACTB (B-aktin), B2M (B-2-
mikroglobulin), RPL13A (ribosomal protein L13a) ve PUM1 (homolog of Pumilio, Drosophila)

primer ve hidroliz problari {iniversal prob kiitiiphanesi veri tabanindan (UPL -universal probe
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library database-, Roche Diagnostics) elde edildi (tablo 6). qRT-PCR analizleri Stratagene
Mx3000P (Stratagene, La Jolla CA, USA) cihaziyla gergeklestirildi. Hem primer ve prob
optimizasyonu hem de standart egri c¢izimlerinde cDNA’ya doniistiiriilen referans RNA
(Universal Human Normal Tissue RNA, BioTaq) kullanildu.

Standart egri: Dort referans ve diger 28 genin amplifikasyon verimliliklerini elde etmek
iizere standart egrilerini c¢izmek i¢in gerceklestirilen calismada; referans RNA’dan cevrilen
cDNA 0rneginin en az 4 diliisyonu kullanildi. Varyasyonu azaltmak i¢in tek oturumda referans
RNA random primerler kullanilarak ¢cDNA’ya ¢evrildi ve genlerin tiimiinde tek seferde
hazirlanan ayn1 diliisyon serisi kullanildi. Baglangi¢ konsantrasyonu 100ng/pl olmak tizere 100
kat seyreltildi. Tiim deney i¢in her bir diliisyon i¢in cDNA havuzu olusturuldu ve bu agamadaki
degiskenler kontrol altina alindi. Her bir gen i¢in cDNA karigiminin 5 seri diliisyon noktasinda
(Ing’dan 0.01 ng’a kadar) 3 tekrarla standart egriler belirlendi. qRT-PCR reaksiyonu 10ul
Tagman master miks (RBC Bioscience), 0.2ul (200nM) forward ve revers primerler, 0.2ul
(100nM) prob, 2ul cDNA toplam hacim 20 pl olacak sekilde hazirlandi. 95°C’de 10 dakika’nin
ardindan 95°C’de 30 saniye, 59°C’de 40 saniye, 72°C’de 20 saniye 50 siklus amplifikasyon
gerceklestirildi. Fluoresans veriler annealing basamaginin ardindan elde edildi. ACTB ve B2M

genlerinin standart egrileri sekil 14’de gosterildi.

ACTE Standard Curve B2M Standar d Carve

Ct (et}

Initial (uancity (hancgrams)

Sekil 14: Standart egri 6rnekleri: ACTB ve B2M genlerinin standart egrileri

Referans gen secimi: Calisilan 6rnekler arasinda, test edilen referans genler i¢cinde en

uygun referans genin arastirilmasi Excel tabanl program olan NormFinder ile gergeklestirildi
(36). NormFinder her bir aday referans genin stabilite degerini belirler. Bu deger, o genin
normalizasyonda kullanilmasi durumunda ortaya ¢ikacak olan sistemik hatay1 degerlendirmede
kullanilan tahmini ekspresyon varyasyonlari i¢in direk ol¢iidiir. Normalizasyon i¢in en iyi genin

belirlenmesini saglar, ne kadar kiiciikse o kadar stabildir.
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AACt yontemi ile nispi ekspresyon degerlerinin eldesi: Her bir gen i¢in her bir 6rnekte

belirlenen Ct degerleri ile referans gen arasindaki Ct fark: ile ACt, normal dokuya kiyaslamak
adina da ACt degerinden normal doku 6rnegi Ct’si arasindaki farki ile AACt degeri elde edildi.
224 degeri hasta orneginin normal dokuya gore kag kat arttigi ya da azaldigmi gdsteren
degerdir.

Calisma i¢i ve calismalar arasi varyasyon: Deneyin tiimii ¢ok sayida plate ile

tamamlandigindan qRT-PCR c¢alisma i¢i kesinliginin dogruluk ve tekrarlanabilirligi belirlendi.
Calisma i¢i ve caligmalar arasi varyasyon her bir deneyde iki farkli konsantrasyonda (10ng/ul ve
0.1ng/ul) tiniversal RNA’dan hazirlanan cDNA 06rnegi ikiser tekrarla PUM1 geni calisilarak

degerlendirildi. Caligmalar sirasinda kullanilan 6rneklerin plate yerlesiminin 6rnegi sekil 15°da

gosterildi.
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Sekil 15: Deney sirasinda 6rneklerin plate yerlesim ornekleri: A) Standart egri olustururken, B)
Her bir genin ¢aligma diizeni.

Sicaklik haritas1 (heatmap): Ozellikle mikroarray ¢alismalarinda ekspresyon verilerinin

sayisal degerlerini gorsellestirmek i¢in sik kullanilan bir yontemdir. Gen verilerinin ¢ok olmasi
nedeniyle bu ¢alismada da bu yontem kullanildi. Bu haritalama da; yatay eksen genleri, diisey
eksen ise Ornekleri gdstermektedir. Matrisin her bir hiicresi, o hiicrenin ait oldugu genin, o
hiicrenin ait oldugu ornekteki nispi ekspresyon seviyesini temsil edecek sekilde renklendirildi.
Nispi ekspresyon seviyesi, ilgili 6rnegin normalize edilmis gen ekspresyon diizeyinin ayni genin
saglikli normal dokudaki ekspresyon diizeyine oranidir. Yesil renk tonlar1 ekspresyon
diizeyindeki artmay1 gosterirken, kirmizi renk tonlari ise ekspresyonun azalmasi anlamini tasir.

Parlak renkler, soluk renklere oranla ekspresyon degisikligi miktarinin daha fazla oldugunu
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gosterirken, siyah goziiken hiicreler belirgin bir ekspresyon degisikliginin olmadigini
belirtmektedir. Bu galismada deger araliklari, farkli genler igin yaklastk 10°* — 10* © araliginda
degismektedir. Deger araliklar1 biiyiikk oldugundan, her gen kendi standart sapmasina gore

degerlendirilerek renklendirildi.

C)istatiksel analiz: Veri grubunun normal dagilim testleri Kolmogorov-Smirnov ve
ShapiroWilk testleri ile, gruplar arasindaki anlamsal farkliliklar Kruskal Wallis ve Mann Witney
U ile, klinik parametreler ve gen ekspresyonlar1 arasindaki, genler arasindaki ekspresyon iliskisi
korelasyon spearman ve pearson korelasyon testi ile, her bir histopatolojik veri {izerinde etkin
genlerin kesfi regresyon analizi (nominal ve ayirim) ile degerlendirildi. Veriler 0’dan kiictikse (-
1/1ogX), 0’dan biiylikse (logX) doniisiimii yapildi. Analizlerde SPSS 15.0 ve SPSS Clementine

paket programlar1 kullanild.
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IV. BULGULAR

Olgular: Yaslar1 30-41 arasinda (ortalama 36, ortanca 36.5) 4 adet normal; yaslar1 48,

49, 55 olan (ortalama 50.7) 3 adet benign doku; yaslar1 26-81 arasinda (ortalama 51.2, ortanca

53) 64 adet invaziv tiimor, tiimoriin ¢evresinden alinabilen 51 adet ¢evre olmak {izere toplam 71

olgu, 124 oOrnek c¢aligmaya dahil edildi. Olgularin histolojik siniflandirmasina ve hormon

reseptor simiflamasina gére demografik ve histopatolojik 6zellikleri sirasiyla tablo 7 ve 8’de

gosterildi.

Tablo 7: Olgularin histolojik siniflandirmasina gore demografik ve histopatolojik ézellikleri

Duktal Lobiiler Miks Diger Toplam
n %* n %* n %* n %* %*
<30 - - 1 1.6 - 1 1.6 3.1
31-40 2 3.1 2 3.1 1 1.6 2 3.1 10.9
Yas 41-50 5 7.8 10 | 15.6 5 7.8 - - 20 | 313
51-60 5 7.8 4 6.3 6 94 4 6.3 19 |29.7
61< 6 9.4 2 3.1 5 7.8 3 4.7 16 | 250
0 1 1.6 - - - - 1 1.6 2 3.1
1 5 7.8 6 9.4 2 3.1 3 4.7 16 | 250
Evre 2 6 9.4 5 7.8 7 10.9 3 4.7 21 | 32.8
3 2 3.1 4 6.3 8 12.5 3 4.7 17 | 26.6
4 4 6.3 4 6.3 - - - - 8 12.5
1 2 5.6 - - 8 28.2 2 5.6 12 | 333
Histolojik grade 2 10 |27.8 - - 6 16.7 2 5.6 18 | 50.0
3 6 16.7 - - - - - - 6 16.7
1 - - 2 3.2 3 4.8 1 1.6 6 9.7
Niikleer grade 2 5 8.1 9 14.5 9 14.5 4 6.5 27 | 43.6
3 13 | 21.0 8 13.0 5 8.1 3 4.9 29 | 46.8
1 - - 1 1.64 1 1.64 2 3.28 4 6.56
invazyon 2 3 4.9 12 | 19.67 |10 | 16.39 |3 4.92 28 | 45.90
3 14 |23.0 6 9.8 6 9.8 3 4.9 29 | 475
1 - - 1 1.7 1 1.7 2 3.5 4 6.9
Diferansiasyon 2 2 3.5 11 19.0 10 | 17.2 2 35 25 | 43.1
3 14 | 24.1 6 10.3 6 10.3 3 52 29 | 50.0
ER-+HER+ 5 8.1 14 | 22.6 16 | 25.8 2 32 37 | 59.7
Hormon reseptorii ER-+HER- 2 32 1 1.6 1 1.6 3 4.8 7 11.3
ER-HER+ 5 8.1 2 32 - - 3 4.8 10 | 16.1
ER-HER- 5 8.1 2 3.2 - - 1 1.6 8 12.9
*Total i¢indeki ylizde
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Tablo 8: Olgularin hormon reseptdriine gore demografik ve histopatolojik 6zellikleri

ER+HER2+ | ER+HER2- | ER-HER2+ ER-HER2- Toplam
n %* n %* %* n %* %*
<30 - - - - 2 32 - - 32
31-40 4 6.5 1 1.6 - - 1 1.6 9.7
Yas 41-50 12 19.4 2 32 4 6.5 2 3.2 20 323
51-60 11 | 17.7 |3 4.8 2 3.2 2 3.2 18 | 29.0
61< 10 | 16.1 1 1.6 2 32 3 4.8 16 | 25.8
1 9 14.5 4 6.5 3 4.8 - - 16 25.8
Evre 2 12 {194 |- - 4 6.5 5 8.1 21 | 339
3 12 |194 |2 32 3 4.8 - - 17 | 274
4 4 6.5 1 1.6 - - 3 4.8 8 12.9
1 10 28.6 1 2.9 - - - - 11 314
Histolojik grade 2 9 257 |3 8.6 3 8.6 3 8.6 18 | 514
3 2.9 1 29 2 5.7 2 5.7 6 17.1
1 5 8.2 - - 1 1.6 - - 6 9.8
Niikleer grade 2 18 | 29.5 3 4.9 1 1.6 4 6.6 26 | 42.6
3 14 |23 4 6.6 7 11.5 |4 6.6 29 | 475
1 4 6.6 - - - - - - 4 6.6
Invazyon 2 20 32.8 2 33 4 6.6 2 33 28 459
3 13 |21.3 5 8.2 5 8.2 6 9.8 29 | 475
| 4 6.9 - - - - - - 4 6.9
Diferansiasyon 2 19 | 32.8 2 34 2 34 2 34 25 | 43.1
3 13 | 224 |5 8.6 5 8.6 6 103 |29 |50
Duktal 5 8.1 2 3.2 5 8.1 5 8.1 17 | 274
Histolojik tip Lobiiler 14 22.6 1 1.6 2 3.2 2 3.2 19 30.6
Miks 16 | 25.8 1 1.6 - - - - 17 | 274
Diger 2 32 3 4.8 3 4.8 1 1.6 9 14.5
1 21 35.6 - - 2 34 4 6.8 27 45.8
Mitotik aktivite 2 10 | 169 |4 6.8 2 34 2 3.4 18 | 30.5
3 8.5 2 34 5 8.5 2 34 14 | 237
0 4 9.1 3 6.8 - - - - 15.9
Tubuler yap: 1 5 114 |- - 1 2.3 - - 13.6
2 15 34.1 2 4.5 4 9.1 - - 21 47.7
3 3 6.8 1 2.3 1 2.3 5 114 10 | 22.7
1 16 276 |5 8.6 3 52 2 3.4 26 | 44.8
Tiimér biiyikligi | 2 13 (224 |t |17 |7 [121 |4 |e667 |25 |43.1
3 6 10.3 1 1.7 - - - - 7 12.1
0 13 | 228 |5 8.8 7 123 |2 3.5 27 | 474
Nod tutulumu 1 10 17.5 - - - - 2 3.5 12 21.1
2 7 12.3 1 1.8 2 35 2 3.5 12 21.1
3 4 7.0 1 1.8 - - 1 1.8 6 10.5
Metastaz 0 33 53.2 6 9.7 10 16.1 5 8.1 54 87.1
1 4 6.5 1 1.6 - - 3 4.8 8 12.9
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Epigenetik analiz: Dokulardan izole edilen DNA &rneklerinin 260/280 (+ SD) oranlari
1.75-2.10 (£ 0.04) idi.

124 6rnek iizerinde gergeklestirilen P16 ve CDHI1 genlerinin MSP jel fotografi sekil
16’da, metilasyon yiizdeleri sekil 17°de, evrelere gore dagilim oranlart sekil 18’de gosterildi.
Benign ve normal doku oOrneklerinde metilasyona rastlanmadi. Cevre normal dokuda P16
metilasyonuna yoktu. CDHI1 metilasyonu saptanan vakalarin %25’inin ¢evre normal dokusu

metileydi.

j._.

U+ U- M+ M- M,

B)

Sekil 16: MSP Elektroforez goriintiisii A) P16 gen metilasyon analizi.

1 Unegaiir kontrol, 2: Upoziir kontrol, 3: Myegair kontrol, 4: Mpoziir kontrol, 5: Whegaii
kontrol, 6: Wit kontrol, 7: 100bp marker, 8: 1.6rnek W primer, 9: 1.6rnek M primer,
10: 1.6rnek U primer, 11: 2.6rnek W primer, 12: 2.6rnek M primer, 13: 2.6rnek U primer,
14: 3.6rnek W primer, 15: 3.6rnek M primer, 16: 3.6rnek U primer, 17: 4.6rnek W primer,
18: 4.6rnek M primer, 19: 4.6rnek U primer, 20: 100bp marker.

B) E-CADHERIN gen metilasyon analizi.

Upozitit kontrol, Unegaiir kontrol, Mpoziir kontrol, Mpegair kontrol, 1.6rnek M primer, 1.6rnek
U primer, 1.6rnek W primer, 2.6rnek M primer, 2.6rnek U primer, 2.6rnek W primer,
3.6rnek M primer, 3.6rnek U primer, 3.6rnek W primer, Ma: 100bp marker.
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A B
Sekil 17: Invaziv meme kanserinde A) P16 geni ve B) CDH1 geninin metilasyon yiizdeleri

Sekil 18: Invaziv meme kanseri evrelerine gére A) CDHI, B) P16 geninin metilasyon oranlari
Histolojik tanilarma gére CDH1 geninin metilasyon sikligi: lobiiler %51, duktal %11,

miks tiimér %38 olarak bulundu. Iki vakanin her iki geninde birden epigenetik degisiklik

saptandi. Metilasyonu saptanan oOrneklerin timor doku ve komsu normal doku arasindaki

ayrintili veriler sekil 19°de gdsterildi.

Sekil 19: Metilasyonu saptanan orneklerin ayritili verileri: T tiimér dokusunu, TK tiimér komsu
dokuyu, @ metilenmis alleli, 0 metillenmemis alleli gostermektedir.
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CDHI1 geninde her iki alleli metillenen 6rneklerde metilasyon ile gen ekspresyonlari
arasinda orta derecede ¢ok anlamli korelasyon vardi (rho 0.553 p=0.003) ancak hem ayni genin
bir alleli metile olan orneklerinde hem de P16 geninin metile 6rnekleri ile ekspresyonlari
arasinda korelasyon yoktu.

Gen ekspresyonu: Izole edilen RNA 6rneklerinin 260/280 (+ SD) oranlar1 1.95-2.12 (+
0,03). Gergeklestirilen tiim qRT-PCR deneylerinin yiizde varyasyon katsayilar1 (%CV) 10 ng ve 1 ng
konsantrasyonlari i¢in sirasiyla ¢alisma i¢i 0.0342 ve 0.042 idi. Caligmalar arast % CV ise 10 ng/ul
konsantrasyon i¢in 0.042, 1 ng/ul konsantrasyon i¢in 0.024 idi.

Referans ve diger genlerin verimlilikleri, ¢izilen standart egrilerden elde edildi. Egim,

verimlilik ve egimin kalite (RSq) degerleri Mx3000P programindan elde edildi, tablo 9°de

gosterildi.

Tablo 9: Gen amplifikasyon verimlilikleri RSq: egimin kalitesini gosteren deger
Gen Verimlilik %(E) Egim RSq
BRCA1 [102,4 3,265 0.994
BRCA2 |100,1 3,320 0.987
CDHI1 100,4 3,313 0.997
P16 100 3,322 1.000
P15 101.2 3.293 0.989
P53 100 3.323 0.992
P73 100.7 3.301 0.995
CDK6 [99.6 3.332 0.994
GSTP1 |100.2 3,318 1.000
TIMP3 |[99.4 3,337 0.999
CDHI13 [99.8 3.326 0.997
RASSF1 [ 100.6 3.308 0.992
ATM 101.3 3.291 0.989
THBS1 |99 3.346 0.992
PAX6 100.4 3313 0.998
PAXS 100.6 3.308 1.000
PTEN 100.6 3.308 0.992
STKI11 |100.4 3.312 0.991
BCL2 99.9 3.324 0.994
CASP8 [100.8 3.202 0.997
CD44 100.4 3312 0.999
ESR 101 3,299 0.999
HER2 |97.6 3,380 0.998
RARDb 100.4 3313 0.998
MGMT |99.9 3.324 0.994
MLHI |99.6 3.331 0.991
MSH6 101,4 3,327 0,996
MLH3 |100,2 3,318 1,000
RPL13A | 101 3,288 0,998
B2M 86,1 3,717 0,999
ACTB 100,2 3,318 1,000
PUMI1 101,4 3,327 0,996
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Dort aday referans genin invaziv meme kanseri, timor ¢evresi ve saglikli normal meme
dokusundaki ekspresyon seviyeleri doku ayirimi yapmadan ve yaparak ayri ayr1 degerlendirildi

(sekil 20 ve 21).
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Sekil 20: Aday referans genlerin 124 meme dokusunda ekspresyon seviyeleri: Degerler standart
deviasyonlariyla beraber Ct ortalamalar1 olarak gosterildi.
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Sekil 21: Aday referans genlerin tiimdr, timor ¢evresi ve normal meme dokusunda ekspresyon
seviyeleri: Degerler standart deviasyonlartyla beraber Ct ortalamalari olarak gosterildi.
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Invaziv meme kanseri, tiimdér komsu doku ve saglam meme dokusu verilerinin tiimii ele
alindiginda aday referans genlerin NormFinder ile siralamasi tablo 10°de gosterildi.

Tablo 10: NormFinder ile aday referans gen siralamasi.

Siralama Aday genler Stabilite degeri Standart hata
1 PUMI1 0.259 0.104
2 RPL13A 0.525 0.074
3 B2M 0.774 0.076
4 ACTB 1.365 0.102

Tlimor, tiimdr komsu, normal ve benign dokular arasinda CASP8, ESR, MGMT, MSH6,
MLH3 genlerin disindaki genlerin ekspresyonlar1 anlamliyd: (p<0.001). Tiimor, timdr komsu,
normal ve benign dokular arasinda gen ekspresyonlari sicaklik haritasi (heatmap) sekil 22°de
gosterildi.

Tiimor dokusunda 28 gen ekspresyonu arasindaki iliski tablo 11°da gosterildi.

Tablo 11: Timdr dokuda, 28 gen ekspresyonu arasindaki iligki. +: 0.05, ++: 0.001 anlamlilik

diizeyinde pozitif yonde iliski, +: 0.05 anlamlilik, ¥4 0.001 anlamlilik diizeyinde negatif yonde
iligki

1 2 3 |4 5 |6 7 |8 |9 10 |11 (12 (13 |14 |15 (16 (17 |18 |19 (20 |21 |22 |23 (24 |25 |26 |27 |28
1 ++ W W |+ |+ |+ [++ ++ | ++ + ++ |+ ++
2 |+ + + ++
3 | ++ + | ++ Wi+ [ +
4 ++ ++ + W + |
5 ++ |+ ++ + ||+ +
6 |1l ++ ++ ++ |+ |+ ++ ++
7 ++ [+ [+ ++ + |+ |+ ++
8 + |+ ++
9 |l + || W ++ J 4 J
10 [l + W | ||+ |+ |+ +=+ [ |+ + |+
11 |+ ++ ++ ++ |+ |+ | [ ++ | ||+
12 |+ ++ |+ |+ | | ++ ++ |+ |+
13 | ++ | | ++ | | + | | |
14 + |+ + + ||| |+ | [+ [+
15 |+ [+ |+ ++ ++ ++ |+ ++ |+ |+
16 + [+ ++ | |+ + | ++ ++ |+
17 | ++ + o | || ++ |+ ++ | |
18 | ++ |+ |+ [+ [+ |+ + | ++ ++ |+ ++ + | |+
19 ++ o[+ [+ |+ |+ |+ + |+ [ ++ ++ + +
20 |+ + | || + + |+ |+ |+
21 W+ ++ | ++ |+ |+ + ++
22 | ++ + W |+ |+ |+ [+ |+ ++ |+ |+ ++ + |+
23 N3 ++ ++ + ++ +
24 + || |+ | ++ ++ + |+
25 | | | | | |+ ++ +
26 | ++ + | || ++ | ++ + + ++ | ++ ++ | ++
27 W + ||+ [+ |+ | ++ [+ |+ + |+ |+ |+ |+ +
28 + |+ [+ + ++ ++ |+ |+

1: BRCALI, 2: BRCA2, 3: CDHI, 4: P16, 5: P15, 6: P53, 7: P73, 8: CDK6, 9: GSTP1, 10: TIMP3, 11: CDH13,
12: RASSF1, 13: ATM, 14: THBSI, 15: PAX6, 16: PAXS, 17: PTEN, 18: STK11, 19: BCL2, 20: CASPS, 21:
CD44, 22: ESR, 23: HER2, 24: RARb, 25: MGMT, 26: MLH1, 27: MSH6, 28: MLH3
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Tiirndr

Sekil 22: Benign, normal, tiimoér komsu ve tiimor dokusunda gen ekspresyonlari sicaklik
haritas1 (heatmap)
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Timor dokusunda, ER pozitif ve ER negatif tiimorlerde, tiimor komsu dokuda
histopatolojik o6zelliklerle iligkili gen ekspresyonlar1 sirasiyla tablo 12, 13, 14 ve 15°de
gosterildi.

Tablo 12: Tiimor dokusunda, histopatolojik 6zelliklerle iliskili gen ekspresyonlart. +: 0.05, ++:
0.001 anlamhlik diizeyinde pozitif, {: 0.05, 44: 0.001 anlamhilik diizeyinde negatif yonde iliski

yas | nekroz | lenf dm | kan dm | evre | tub. gr | nuk. gr | mit. gr | hist. gr | difer. |'T |N |M |[inv.gr
BRCAL1 W I W W
BRCA2 W o+ ++ \?
CDH1 W W W Wb W
P16 + + ++ +
P15 + + + +
P53 + + ++ + ++ | + ++
P73 + + ++ ++ ++ + +
CDK6 + +
GSTP1 ++ +
TIMP3 J WU { N W J W
CDH13 W W W Wl W
RASSF1 J J \ J
ATM J W |’ J
PTEN W d
STK11 J
CASPS J W
CD44 ++ + + + + + ++ +
ESR W N W J
HER2 + + ++ + ++
RARb W W W N
MGMT J I |4
MLH1 I W d I
MSH6 I
MLH3 I N

Tablo 13: ER pozitif timor dokuda, histopatolojik 6zelliklerle iligkili gen ekspresyonlari. +:
0.05, ++:0.001 anlamlilik diizeyinde pozitif, :0.05, 14:0.001 anlamlilik diizeyinde negatif

yonde iliski

yas | nekroz | lenf dm | kan dm | evre | tub. gr | nuk. gr | mit. gr | hist. gr |difer. |'T |N |M |inv.gr
BRCA1 W \’ W
BRCA2 N W W
CDH1 N W W \’ N W W
P15 + |+
P53 + + ++ ++ +
P73 +
GSTP1 ++ + + |+
TIMP3 J W N
CDH13 J {
ATM N 2
STK11 N 2
BCL2 + { { J
CASP8 W
CD44 + +
ESR { \’ W J
HER?2 + + ++ ++
RARD W
MGMT W J
MLH1 I J J J
MSH6 |{ I
MLH3 W W W
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Tablo 14: ER negatif tiimor dokuda, histopatolojik 6zelliklerle iligkili gen ekspresyonlari +:

0.05, ++: 0.001 anlamlilik diizeyinde pozitif yonde iliski, 4: 0.05 anlamlilik 44 0.001
anlamlilik diizeyinde negatif yonde iliski

nekroz | kalsif. | lenf dm | kan dm | evre | tub. gr | hist. gr | difer. | T|N |M |inv. gr
BRCA1 J 3 J
BRCA2 +
CDH1 0 J
P16 + ++
P15 ++ +
P53 ++ + |+
P73 + ++ + |+
TIMP3 { W
CDH13 |! J
RASSF1 || W W
ATM |{ J 3
THBS1 \’ J
PAX6 J W
STK11 W
BCL2 |l J
CASP8 \’ 3
CD44 + + ++ |+ |+
ESR +
MLH1 \’
MSH6 3 J
MLH3 J

Tablo 15: Tiimoér komsu dokuda, histopatolojik 6zelliklerle 28 genin arasindaki iliskisi.
0.05, ++: 0.001 anlamlilik diizeyinde pozitif yonde iliski, 4: 0.05 anlamlilik {4: 0.001
anlamlilik diizeyinde negatif yonde iligki

yas | kalsif. | lenf dm |evre [N | M |inv. gr
BRCAL1 J WV
BRCA2 J
CDH1 +
P15 +
P53 +
P73 +
RASSF1 +
THBSI1 ++
CASPS +
ESR |+

+:

ER pozitif, ER negatif tiimdr drneklerinde gen ekspresyonlari sicaklik haritasi (heatmap)

sekil 23°de gosterildi.
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Sekil 23: ER pozitif, ER negatif tiimor Orneklerinde gen ekspresyonlar1 sicaklik haritasi
(heatmap)

Evre’nin % 73.6’s1n1, histolojik grade’in %90.1ini, niikleer grade’in %42,2’sini, invaziv
grade’in %52,9’unu, diferansiasyonun %52.8’ini, nodal tutulumun %56.9’unu, metastazin
%355.5’ini acgiklayan model tanimlar1 ve modeldeki her bir gen ekspresyonlarinin modele etkisi

sirayla tablo 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22’de gosterildi.
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Tablo 16: Evre modelinde yer alan gen ekspresyonlarinin etkisi.

B p %95 CI
Model A | 0,615 0.001 0.252 - 0.979
GSTP1 0.067 | 0.001 0.03 - 0.104
TIMP3 0.023 | 0.046 0-0.046
MLH3 0.021 | 0.048 0-0.043
P16 0.017 | 0.034 0.001 - 0.033
BRCAI -0.016 | 0.000 | (-0.023) - (-0.009)
CASPS -0.015 | 0.010 | (-0.026) - (-0.004)
ATM -0.013 | 0.031| (-0.025)-(-0.001)
P15 0.012 | 0.029 0.001 - 0.023
CDK6 0.012 | 0.047 0-0.024
CDH13 -0.011 | 0.051 (-0.023) - (0)
P73 0.010 | 0.004 0.003 - 0.017
BRCA2 -0.008 | 0.000 | (-0.012) - (-0.004)
CDHI -0.004 | 0.014 | (-0.007) - (-0.001)
ESR 0.004 | 0.000 0.002 - 0.006
HER2 0.003 | 0.045 0.001 — 0.002

Tablo 17: Histolojik grade modelinde yer alan gen eks

B P %95 CI
Model B | 1.678 0.000 1.434 - 1.922
STK11 -0.029 | 0.000 | (-0.039) — (-0.019)
MLH3 -0.015 | 0.028 | (-0.028) — (-0.002)
BCL2 -0.016 | 0.000 | (-0.009) — (-0.023)
THBSI 0.014 | 0.011 0.004 — 0.025
RARD -0.010 | 0.046 -0.020 - 0.000
CASP8 0.009 | 0.001 0.004 - 0.015
CDH13 0.009 | 0.006 0.003 — 0.015
P16 0.009 | 0.049 0.000 - 0.019
BRCA2 0.007 | 0.000 0.005 - 0.009
PAXS 0.006 | 0.022 0.001 —0.010
P73 0.005 | 0.021 0.001 - 0.010
P53 -0.002 | 0.001 | (-0.003) — (-0.001)
ESR -0.002 | 0.003 | (-0.003) — (-0.001)

resyonlarinin etkisi.

Tablo 18: Niikleer grade modelinde yer alan gen ekspresyonlariin etkisi.

B P %95 CI
Model | 1.909 0.000 1.607 - 2.211
MLH3 -0.036 | 0.001 | (-0.058 —(-0.015)
MSH6 0.016| 0.010 0.004 - 0.027
CASPS 0.015| 0.005 0.005 — 0.025
BRCAI 0.008 | 0.012| -0.013—(-0.002)
BCL2 20.007 | 0.061 | (-0.001)—(-0.014)
ESR -0.001 | 0.048 | (-0.003)— (0.000)
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Tablo 19: invaziv grade modelinde yer alan gen ekspresyonlarinin etkisi.

B P %95 CI
Model D | 2.020 000 1.666 — 2.374
RARD -0.016 | 0.001 | (-0.025)— (-0.007)
RASSF1 -0.018 | 0.058 | (-0.036) — (0.001)
STK11 -0.013| 0.025| (-0.025)— (-0.002)
TIMP3 0.012| 0.030 | (-0.022)— (-0.001)
CDK6 0.009 | 0.032 0.001 —0.17
PAX5 0.007 | 0.040 | (0.000) — (0.013)
BCL2 -0.01 | 0.006 | (-0.003)—<(-0.016)
P53 -0.001 | 0.019 0.000 — 1.666

Tablo 20: Diferansiasyon modelinde yer alan gen ekspresyonlarinin etkisi.

B P %95 CI
model | 2.096 0 1.867 - 2.325
STKI1 |-0.019 |0.002 |(-0.031)—(-0.008)
TIMP3 | -0.018 | 0.003 | (-0.030) - (-0.007)
RARb | -0.016 [0.002 | (-0.025)— (-0.006)
CDK6 | 0.012 0.01 0.003 - 0.021
PAXS 0.009 0.009 | 0.002-0.015
BCL2 -0.009 [ 0.017 | (-0.002)- (-0.016)
CASP8 | 0.007 0.054 | (-0.001)- 0.009
P53 -0.001 | 0.056 | (-0.002) - 0.000

Tablo 21: Nodal tutulum modelinde yer alan gen ekspresyonlarinin etkisi.

B P %95 CI
model -0.566 | 0.028 (-1.066) — (-0.065)
BRCALI -0.180 | 0.001 | (-0.027) — (-0.008)
P16 0.019 | 0.043 0.001- 0.037
P15 0.017 | 0.018 0.003 — 0.032
ATM -0.016 | 0.036 | (-0.031) (-0.001)
CDK6 0011 | 0.117| (-0.003)—0.026
CDHI -0.010 | 0.000 | (-0.015) — (-0.006)
BRCA2 -0.006 | 0.027 | (-0.012) — (-0.001)
ESR 0.004 | 0.001 0.002 — 0.006

Tablo 22: Metastaz modelinde yer alan gen ekspresyonlarmin etkisi.

B P %95 CI
model | 0.0462 [ 0.029 | (-0.054)—0.147
CASP8 -0.0094 | 0.000 | (-0.013) — (-0.005)
CDH13 -0.0072 | 0.001 | (-0.011) - (-0.003)
ATM -0.0058 | 0.037 |  (-0.011)- (0.000)
MSH6 0.0052 | 0.049 0.000- 0.011
P73 0.0052 | 0.050 | (-0.002) — (-0.004)
TIMP3 0.0037 | 0.045 0.000 — 0.007
HER2 -0.0032 | 0.013 0.002- 0.007
P53 0.0028 | 0.048 0.000 - 0.006
CDHI -0.0024 | 0.000 | (-0.004) — (-0.001)
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Histolojik tipler ve gen ekspresyonlari arasinda ayirim analizi yapildiginda;

CDH1 ve TIMP3 ekspresyonlar1 birlikte degerlendirildiginde histolojik tipler arasindaki
ayirmmin % 51.4’lni aciklayabilir ve istatiksel olarak c¢ok anlamlidir (p: 0.000, 6zdeger
[eigenvalue] 1.057). Histolojik tiplerin aymriminda CDH1 % 80.3, TIMP3 % 76.4 oraninda
onemlidir. Yap1 matriksine gore de ayirma fonksiyonu ile en yiiksek korelasyon CDH1 (.662)
ve TIMP3 (.614)tiir. Ik gruplamaya gore vakalarin % 49.6’sinda dogru siniflama yaptigi
goriildii.

Ostrojen reseptdriiniin  varhigina gére gen ekspresyonlari arasinda aywrim analizi
yapildiginda; BRCA1, GSTPI, CD44 ve ESR genlerinin ekspresyonlarinin birlikte
degerlendirilmesi tiimdrleri ER varligma goére % 95.9’unu anlamli olarak gruplama
yetenegindeydi (p: 0.000, o6zdeger: 4.476). Bu aymma ESR’nin %89, BRCA1’in %33,
GSTP1’in %61, CD 44°lin % 34 katkis1 varda.

Tiimorlerin 6strojen ve HER2 reseptorii birlikteligini (ER+HER2+, ER+HER2-, ER-
HER2+, ER-HER2-) temsil eden gen ekspresyon degisikliklerinin arastirilmasinda kullanilan
ayimm analizde ise; GSTP1, CDHI3, ESR, HER2 gen ekspresyonlar1 birlikte
degerlendirildiginde gruplarin % 81.5’ini anlamli olarak (p: 0.000, ozdeger: 4.443)
aciklayabildigi goriildii. Bu gruplamada ESR % 88.5, GSTP1 % 48.8, CDH13 % 24.1, HER2 %
13.4°1 oraninda 6nemlidir. Yapi1 matriksine gore ayirma fonksiyonu ile gen ekspresyonlari
arasindaki korelasyon ise ESR (.840), GSTP1 (.318), CDHI13 (.234), HER2 (.111) olarak
bulundu. ilk gruplamaya gére vakalarin % 85.5’inde dogru smiflama yaptig1 goriildii.

Hormon reseptorii ve evrelere gore GSTP1 ve TIMP3 ekspresyonu sekil 24 ve 25°te,
histolojik tip ve evrelere gore CDH13 ekspresyonu sekil 26’da, histolojik grade ve hormon
reseptOriine gore P16 ekspresyonu sekil 27°de, hormon reseptdriine gére BCL2 ekspresyonu

sekil 28°de, metastaz ve CASPS8 ekspresyonu sekil 29°da gosterildi.
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Sekil 24: Hormon reseptdrii ve evre’lere gore GSTP1 gen ekspresyonlari
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Sekil 25: Hormon reseptorii ve evre’lere gore TIMP3 gen ekspresyonlari
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Sekil 26: Histolojik tip ve evre’lere gére CDH13 gen ekspresyonlari
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Sekil 27: Histolojik grade ve hormon reseptorlerine gére P16 gen ekspresyonlari
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V. TARTISMA

Insan tiimér drneklerinin analizinde genomik teknolojinin kullamilmasi klinik karari ve
prognozu iyilestirmeyi amaglayan arastirmalara yeni kaynaklar sagladi. Son yillarda meme
kanserinden 6liim oranini azaltmanin yolunun meme kanseri baglangici ve progresyonunun
molekiiler yapisin1 anlamak ve bu bilgi ile molekiiler temelli hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesini saglamak oldugu inanci yayginlasti. Biz de bu arastirmada kanserin malign hiicre
ozellikleri ile iligkili gen ekspresyonlarinin meme kanserinin klinik 6zellikleri ile iliskisini
aragtirmay1 hedefledik, genlerin klinik parametreleriyle bagimsiz iligkisinden daha ¢ok hangi
gen birlikteliklerinin kanserin biyolojik davranisini agiklayabilecegini kesfetmeye calistik. Bunu
yaparken hem histolojik tip gibi klasik smiflandirmalar1 hem de meme kanserinin molekiiler
siiflandirmasinda esas olan Ostrojen ve HER2 reseptorlerinin ekspresyonlarini temel alan
siiflandirmay1 kullandik. Yapilan arastirma genel hatlartyla 2 ana bolimde incelenebilir:
Epigenetik ve gen ekspresyonu ile istatiksel analiz.

Epigenetik olaylarin kanserin baslangict ve ilerlemesinden genetik anomaliler kadar
sorumlu oldugu agik hale geldi 1990’larin basinda kanser hiicre hatlarindaki inaktif genlerin
CpG adalarinin metilasyonuyla birlikte oldugu ve ayrica hemen hemen tiim insan kanser
tiplerinde DNA metilasyonunun normal kontroliinii kaybettigini gosterildi (139). Promotor
bolgelerin hipermetilasyonunun genlerin susturulmasina nasil katildigin1 ve metilasyon kaybinin
kromozom yapisin1 nasil degistirdigini tanimlamak zordur. Yine de kanser hiicrelerinde
DNA’nin anormal metilasyonun bulgulari, klinikte potansiyel 6nemi oldugu yolundadir.
Promotdr bolgelerinin metilasyonundaki degisiklikler kanser hiicreleri i¢in potansiyel pozitif
sinyaldir ve klasik yontemlerle tespit edilebilir. Genlerin metilasyon sikligi ve dagilimu,
allelerdeki 6nemli CpG adalarinin metilasyonunu gosteren MSP ile incelendi. Yontem kalitatiftir
ancak anormal metilasyonun varligini belirlemede sen sivitesi ve spesifitesi agisindan son derece
etkindir. Bu calismada hiicre siklus genlerinden P16 ile invazyon ve metastazda énemli CDH1
genlerinin meme kanserinin histolojik tipleri ve evreleri ile olan iligkisi arastirildi. P16 siklin
bagimli kinaz inhibitorii Rb fosforilasyonu yoluyla G1’den S fazina gecisi diizenler (140). Bir
cok kanserde homozigot delesyonla olusan P16 kayb1 ya da nokta mutasyonu bulunur. Yapilan
caligmalarda meme kanseri hiicre hatlar1 ve primer meme kanserlerinin %20-30’unda
5’promotér’un ve ekson 1’in metilasyonu gozlendi (141, 142). Ancak var olan metilasyonun
cesitli klinik parametrelerle iliskisi gosterilmedi. Bizim ¢alismamizda invaziv meme kanserinin

%14,30’unda P16 metilasyonu saptanirken histolojik tipler arasinda P16 metilasyonunda anlaml
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bir fark yoktu. Evre 0’daki metilasyon sikliginin yiiksekligi karsinogenezin erken asamalarinda
P16 metilasyonu olan kanser hiicrelerin selektif biiyiime avantaji kazandirmasi ile uyumludur.

CDHI1 geni epitel dokuda hiicre yiizey adezyon molekiiliinii kodlar (143). Onemli
bulgular CDHI proteinin ekspresyon ve fonksiyon kaybi meme kanserinde proliferasyon,
invazyon ve metastaza katkida bulundugunu gosterdi (144). CDH1 ekspresyon ve fonksiyonun
kaybinda klasik mutasyon ve delesyonlar agikca dnemli bir rol oynar (145, 146). Ayrica bazi
meme kanseri hiicre hatlarinda ve primer meme kanserlerinin yaklasik %50’sinde metilasyon ile
CDH 1 geninin epigenetik olarak susturuldugu (147, 148), ekspresyon kaybi ile tlimor
progresyonu ve azalmig yasam siiresi ile birlikteligi gosterildi (149). Bizim c¢alismamizda
histolojik ve klinik 6zellikleri ile daha heterojen bir grubu olusturan lobiiler kanserlerde CDH 1
geninin metilasyon sikligi anlamli olarak fazlaydi, Bae ve arkadaglarinin yaptig1 arastirma ile
uyumluydu (150). CDH1’in evre 2 ve 3’te metilasyon siklig1 dikkat cekicidir, invazyon ve
metastaz yetenegini kazanmasiyla ilgilidir. Evre 4’te bu genin metilasyon yiizdesinin azalmasi
timor hiicresinin sekonder organlarda hiicre adezyonunun yeniden baglamasi diisiincesi ile
uyumludur (151). Cevre normal dokudaki metilasyonun varligi (%25) timér agresyonu ile
ilgilidir (152). CDHI geninin her iki allelinin metillendigi durumlarda metilasyon ve
ekspresyon arasinda saptanan anlamli korelasyon bu genin diizenlenmesinde epigenetik
mekanizmalarin 6nemli oldugunu gostermektedir.

Son yillarda teknolojideki ilerlemeler karsinogenez siirecinde gelisen molekiiler
degisiklikleri saptama sansini arttirmaktadir. Bu teknolojilerin basinda kantitatif RT-PCR
gelmektedir. Kantitatif RT-PCR meme kanseri aragtirmalarinda siklikla kullanilan degerli bir
tekniktir. Ancak protokoliin standardizasyonu, kullanilan reaktiflerin se¢imi, deneyin tasarisi ve
verilerin degerlendirilmesi 6zel dikkat gereklidir (153).

Deney sirasinda kullanilan primer ve problarin niteligi deneyin giivenilirligi ile dogrudan
iligkilidir. Bu arastirmada modifiye edilmis RNA nukleotidlerinden (locked nucleic acid) (LNA)
olusan hidroliz problar tercih edildi. LNA nukleotidinin riboz pargasi 2’ ve 4’ karbonlari
baglayan ekstra baglayan koprii ile modifiye edilir. Koprii 3’yapisal konformasyonda ribozu
kitler, bazlarin diizenini ve iskelet yapisin1 organizasyon oOncesi giliclendirir. Bu yap1
oligoniikleotidlerin termal stabilitesini anlamli olarak arttirir (154).

Standart egriyi kullanan absoliit kantitasyon zaman alic1 ve zahmetliyken incelenen genin
metabolik olaylar, hormonlar, hiicre dongiisii gibi hiicresel varyasyonlardan etkilenmeyen
genin/genlerin mRNA miktarina direk olarak oranlanmasi daha kolay ve daha kesindir. Nispi

kantitasyon olarak bilinen bu yontemin giivenilirligini etkileyen en 6nemli faktdr verilerin
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normalizasyonunda izlenen yoldur. Normalizasyonda giinlimiizde gegerli olan yontem referans
genlerin kullanilmasidir (155). Teorik olarak referans olarak kullanilan genler in vivo ve in vitro
deney kosullarindan etkilenmeden eksprese edilmelidir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalar
referans olarak Onerilen genlerin bir kismmin ekspresyonunun diferansiasyon, kanser
progresyonu, hormonal metabolizma gibi durumlarda degistigini gostermistir (28, 153). Bu
nedenle de her bir deney kurgulanirken uygun referans genleri tanimlamak gereklidir. Bu
ozellikle biyolojik ornekler ile gergeklestirilen gen profili ve altgrup analizlerinde kiiclik
farkliliklar arastirildiginda Onemlidir. Reaksiyonlarda kullanilan enzim verimliliklerindeki
degisikliklere, RNA miktarindaki ve kalitesindeki farkliliklara olan duyarlilig1 azaltmak igin bir
referans genden daha fazla genin kullanilmasi yaygin olarak kabul edilen bir uygulamadir (156,
157). Meme kanserinin heterojenitesi uygun referans genin test edilmesini zorunlu kilar.
NormFinder referans gen seciminde internet {izerinden ulasilabilen serbest bir programdir ve bu
aragtirmada kullanilmistir. Normalizasyon i¢in en iyi geni arastirirken her bir aday referans
genin stabilite degerini belirler. Bu deger, o genin normalizasyonda kullanilmasi1 durumunda
ortaya c¢ikacak olan sistemik hatayr degerlendirmede kullanilan tahmini ekspresyon
varyasyonlar1 i¢in direk Olclidiir. Az sayidaki Ornekle yapilan bir c¢alismada normal meme
dokusu ve meme tiimoriindeki veri normalizasyonunda TBP, RPLPO ve PUMI kullanilmasi
Onerilmekle birlikte (158). 124 ornekle gergeklestirilen bizim aragtirmamizdaki veriler timor,
timor c¢evre dokusu ve normal dokunun birlikte degerlendirildigi durumlarda iki gen
kullanilacaksa PUM1 ve RPL13A, tek gen kullanilacaksa PUM1 genlerinin kullanilabilecegini
gostermistir. Sekil 21°de referans gen olarak sik kullanilan ACTB, B2M gibi genlerin tiimor,
timor cevresi ve normal dokuda ekspresyonlarinin degistigini goriilmektedir, ki bu yanlis
verilerin elde edilmesinin baslica nedenidir. invaziv meme kanseri, tiimdr komsu doku ve
saglam meme dokusu verilerinin tiimii ele alindiginda aday referans genlerin NormFinder ile
siralamasi tablo 10°da gosterildi. Bu asamadaki veriler deneyin kurgulanirken aragtirmaya dahil
edilen dokularin niteligine gore referans genlerin secilmesi ve stabilitesinin test edilmesi
gerekliligini ortaya koymaktadir.

Kantitatif RT-PCR deneylerinin ¢ogu standart egri tasarisini igermez ve de
amplifikasyon verimliligini tahmin eden yontemi kullanmaz. Biz real time PCR’1n verimliliginin
oran tahmininde anlamli bir etkisi oldugundan uygun kalite kontroller olmaksizin real time
verilerinin giivenilir olmayacagini diisiiniiyoruz. Ornegin PCR %80 amplifikasyon verimliligine
sahipse (PCR iiriinii, dongii basma iki kere yerine 2°® kere artacaktir) sadece 3 ACt degeri, 8
kere yerine oranda 5.27 kere farkliliga donistiiriilecektir. Bu problem AACt ya da ACt
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degerlerinde katlanarak biiyiir ve yorumlarda siddetli yanligliklara neden olabilir. Bu nedenle
insan doku havuzundan elde edilmis liniversal referans RNA’dan ¢evrilmis cDNA 6rneginin seri
diliisyonlar1 ile her bir genin amplifikasyon verimliligini belirleyerek verilerin daha giivenilir
karsilastirilmasini sagladigimizi diigiiniiyoruz.

Her kantitatif RT-PCR ¢alismasinin kendi i¢inde degiskenlikleri tasimasi nedeniyle
degiskenleri azaltmak ve tekrarlanabilirligi glivence altina almak amaciyla her ¢alisma sirasinda
hem hasta oOrneklerinin hem de kontrol olarak kullanilan tiniversal RNA’nin ¢cDNA’ya
doniistiiriilmesi ardisik olarak yapildi. Her birinden 6rnek havuzlart ve bunlarin diliisyon serileri
olusturuldu. Deney tamamlanincaya kadar ayn1 6rnek havuzu kullanildi. Ayrica 6rneklerin ¢ift
calisilmasi, her calismaya ayni diliisyon 6rneginden 2 farkli konsantrasyonda kontrol RNA’nin
dahil edilmesi ¢alisma i¢i ve calismalar aras1 degiskenlik katsayisini hesaplamamizi sagladi. Her
iki konsantrasyon icin de bu degiskenler diisiik olmasi ¢alismanin gilivenilirligini gdstermesi
acisindan ¢ok dnemlidir.

Sicaklik haritast (heatmap) genellikle mikroarray uygulamalarinda sayisal degerlerin
gorsellesmesini saglayan bir yontemdir. Ancak bizim de arastirdifimiz gen sayisinin ¢oklugu
nedeniyle verilerimizin anlasilmasini kolaylastirdi. Sekil 22 ve 23’te ilk 3 sira benign sonraki
dort sira normal dokulart icermektedir. Sekil 22°de normal dokuyu sirasiyla tiimér cevre ve
tiimor dokular izlemektedir. Sekil 23’te ise normal dokudan sonra ER+ ve ER- tiimor ornekleri
yerlestirilmistir. En parlak kirmizi gen ekspresyonunda azalmayi, en parlak yesil gen
ekspresyonunda artmayi, siyah renkler ise ekspresyonda bir degisiklik olmadigini
gostermektedir. Normal ve benign dokularda tiim genler i¢in renkler siyaha yakin tonlar olarak
gozlenmektedir. Bunun yani sira komsu normal ve tiimor dokulart arasinda bazi genler igin
belirgin derecede bir fark goze carparken, diger bazi genler i¢in ise komsu normal dokularin
ekspresyon diizeylerinin saglikli normal dokudan daha ¢ok ziyade tiimér dokusuna benzemesi
dikkat c¢ekicidir. Karsinogenezde hiicresel mikrocevrenin rolii tam olarak agiklanamamuistir.
Erken galigmalar stromal dokunun meme kanser hiicrelerinin biiyiimesi ve diferansiasyonunu
diizenledigini (159, 160) ¢esitli in vivo ve in vitro ¢aligmalar ise meme kanserinin fibroblastlar,
myofibroblastlar, 16kositler ve myoepitelyal hiicrelerden hiicrelerden olusan g¢evre stromal
dokudan etkilendigini gosterdi (161, 162, 163). Ayrica meme kanserinin lenfositik infiltrasyon,
fibrozis, anjio-lenfanjiogenez gibi prognostik anlami olan histopatolojik o6zellikleri timor
mikrogevresinin roliinii gostermektedir. Normal ve kanser meme dokusundaki ¢esitli hiicre
tipleri arasinda etkilesime aracilik eden genler ve bunlarin meme karsinogenezindeki rollerinin

bilgisi sinirhidir (164). Yapilan ¢aligmalar heterozigozite kaybinin yalniz kanser hiicresinde degil
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stromal hiicrelerde de oldugunu gosterdi (165). Stromal hiicrelerdeki bu genetik olaylar ile
birlikte olan genler tanimlanmamistir ve bunlarin meme karsinogenezindeki rolii heniiz
bilinmiyor.

Bizim arasgtirmamizda tiimor c¢evre dokusunda incelenen genlerin tlimiiniin
ekspresyonlart hem kanser dokusundan hem de normal dokusundan farkli olarak bulunmustur.
Ayrica cevre dokudaki BRCA1’in evre, nodal tutulum ve metastazla, BRCA2’nin evre ile
negatif iligkisi, CDH1 geninin invaziv grade ile p15, p53 ve 73’lin evre ile CASP8’in invaziv
grade ile pozitif iligkisi stromal degisikliklerin tiimor invazyon ve metastazinda oldugu kadar
karsinogenezin erken basamaklarinda da rolii oldugunu desteklemektedir.

Bu arastirma kantitatif RT-PCR ile hem yiliksek sayida genin es zamanli olarak
calisiilmast hem de klasik prognostik faktorleri aciklayan gen ekspresyon birlikteliklerini
aciklayan algoritma yaklasimiyla yenidir. BRCA2, P16, P53, P73, CDHI, THBS1, PAXS,
STK11, BCL2, CASP8, ESR, RARb, MLH3 ekspresyon degisikliklerinin birlikte
degerlendirilmesi histolojik grade’in % 90.1’ini, BRCAI1, BRCA2, CDHI1, P16, P15, P73,
CDKe6, GSTP1, TIMP3, CDH13, ATM, CASPS8, ESR, HER2, MLH3 evre’nin % 73.6’sin1,
BRCA1, BCL2, CASP8, ESR, MSH6, MLH3 niikleer grade’in % 42,2’sini, P53, CDK®6,
TIMP3, RASSF1, PAXS, STK11, BCL2, RARDb invaziv grade’in % 52,9’unu, P53, CDK®,
TIMP3, PAXS, STK11, BCL2, CASPS8, RARD diferansiasyonun % 52.8’ini, BRCA1, BRCA2,
CDHI, P16, P15, CDK6, ATM, ESR lenf nodu tutulumunun % 56.9’unu, CDHI, P73, P53,
TIMP3, CDHI3, ATM, CASP8, HER2, MSH6 metastazin % 55.5’ini gen ekspresyon
degisiklikleri ile aciklanabilecegi gosterildi. Ayrica CDH1 ve TIMP3’iin gen ekspresyon
degisiklikleri ile meme kanserinin histolojik tiplerine gore gruplandirilmasinda % 51.4; ESR,
HER2, GSTP1 ve CDHI13 gen ekspresyon degisikliklerinin ise meme kanserinin hormon
reseptoriine géore (ER+HER2+, ER+HER-, ER-HER+,ER-HER2-) gruplandirilmasinda % 85.5
basarilt bulundu. Bu birliktelikler IVDMVA testlerinin kesif ¢alismasina benzetilebilir ve alt
gruplarda yiizlerce hastanin bulundugu daha genis hasta gruplarinda gegerliliginin kanitlanmast
gereklidir. Bunun i¢inde en 6nemli yol klinik aragtirmalarla birlikte denenmesidir.

Bu genis kapsamli algoritma modellerinin yaninda gen ekspresyonlarinin bagimsiz faktor
olarak diisiiniiliip klinik 6zelliklerle iliskileri ve genlerin kendi aralarindaki iliskileri yeni verileri
sunmaktadir.

GSTPI1 diger verilerle uyumlu olarak Ostrojen reseptdr ekspresyonuyla ters iliskiliydi
(166). GSTP1 geninin metilasyonu prostat kanseri icin sensitif ve spesifik biyomarkir olarak

onerilmesine ragmen meme kanserlerinde yapilan arastirma azdir (167). ER negatif tiimorlerde
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immunhistokimya ile yapilan dnceki bir ¢alismada GSTP1 ekspresyonunun daha iyi bir yasamla
birlikte oldugu gosterildi (168). Bizim arastirmamizda GSTP1 ekspresyonu artiginin ER negatif
tiimorlerde klinik parametrelerle iliskisi yoktu, fakat ER pozitif tiimorlerde evre artisi, nodal
tutulum ve metastaz varlig ile iliskiliydi (tablo 13). ER pozitif yiiksek evre tiimorlerde yliksek
ekspresyon egilimi (sekil 24), ER pozitif timorlerde ekspresyon artisinin kotii prognozla
iliskisini diisiindiirmektedir.

TIMP3 ekstraselliiler matriksin yikimi saglayan bir grup proteaziin inhibisyonunda rol
oynayan bir gendir (169). Bu ¢alismada TIMP3 azalmis ekspresyonu tiimoriin yiiksek evre ve
tubuler yapi ile kotii diferansiasyonla ve azalmis Ostrojen reseptor ekspresyonu ile iligkili olarak
bulundu. Bu evre ile iliskisini gosteren ilk ¢alismadir. ER negatif meme kanserinde niikleer
grade ve histolojik grade ile iliskiyi gosteren caligmaya ragmen biz bu parametrelerle iligkiyi
gormedik, ancak hem ER pozitif hem de ER negatif tiimorlerde evre attikca ekspresyonun
azaldigin1 gosterdik (sekil 25). Diferansiasyon azaldik¢a ekspresyonun da azalmasi daha agresif
biyolojik davranisi gosteren tiimorlerin 6zelligi oldugunu diisiindiirmektedir. Bu gene ait veriler
nodal tutulumu olan meme kanseri hastalarinda TIMP3 ekspresyonunun kisa azalmis sag
kalimla iliskini gosteren c¢alisma ile uyumludur (170). Invitro calismalar TIMP3 geninin
invazyonu baskiladigi, apoptotik yolakla iligkili oldugunu gosterdi (171-173). BCL2 apoptozun
negatif diizenleyicisidir ve apoptozu uyardigi onerilmistir (174, 175). Bu ¢alismada TIMP3 ile
BCL2 arasinda pozitif yonde iliskisi gosterildi (tablo 11). Bizim verilerimizle uyumlu olarak
TIMP3 ™ farelerde laktasyon sonrasi epitel hiicre apoptozunda artis gosterildi ve meme bezinde
TIMP3’{in varhiginin azalmis apoptozis ile birlikte olabilecegi énerildi (176).  Ostrojen ile
pozitif yondeki birlikteligi dnceki ¢alismalarla uyumluydu (177, 178).

Meme kanserinde Bcl-2’nin apoptozla birlikte hiicre diferansiasyonu ve
proliferasyonunda da 6nemli rol oynar. Ekspresyonunun Ostrojenle diizenlendigini gdsteren
verilerimizde ER pozitif ve negatif tiimorler arasinda anlamli ekspresyon farki vardi (p=.0000).
Hormon reseptdr durumuna gore BCL2 ekspresyonu sekil 28’de gosterildi. Once yapilmis
caligmalarla uyumlu olarak iyi diferansiye tiimorlerde ekpresyon daha yiiksekti. Ayrica
histolojik, niikleer grade ve invaziv 6zellikle korelasyonu vardi (tablo 17, 18, 19, 20) (179, 180).
Bu veriler BCI2’nin yalnizca apoptozu inhibe etmedigi, ayni zamanda proliferasyonu da
engelledigi goriiglerini desteklemekte tiimdriin agresif biyolojik davranisinda BCL2 kaybinin
onemli oldugunu gostermektedir (181, 182). Apoptozda 6nemli rolleri olan diger grup gen
kaspazlardir, apoptozun baslangicinda rol alir. Anormal apoptotik diizenleme karsinogenez ve

tedavi direnciyle iliskilidir (183) ile birliktedir. Bizim verilerimizde CASPS8 ekspresyon azalmasi
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ozellikle evre 4, metastazli vakalarda belirgindi (tablo 12) (sekil 29). tiimdr ¢evre dokuda
CASPS tiimoriin invaziv 6zellikleriyle iligkiliydi (tablo 15).

CDHI1 tiimor hiicre hiicre adezyonuna aracilik eder ve ekspresyonunun kaybi meme
kanserinde kotli prognozla birliktedir (184, 185). Meme kanserinde CDH1 gen ekspresyonunun
azalmasi ya da olmamasinin metatatik davranis, diferansiasyonun kaybi, invazyon 6zelliklerinin
kazanimi, artmis timor grade ile birlikteligi gosterildi (186). Lobiiler kanserlerin bir 6zelligi ile
ilgili goriilirken daha sonra arastiricilar tarafindan mutasyonel degisiklerin lobiiler kadar duktal
kanserlerde de oldugunu bulundu (187, 188). Bizim ¢alismamizda da diger veriler ile uyumlu
olarak niikleer grade, evre, tlimor biiylikliigli ve nodal tutulum ile CDH1 ekspresyonu arasinda
ters iliski vardi. Ayrica timor ¢evresinde de ekspresyon kaybinin da invazyon derecesi ile
iliskiliydi (tablo 15). Bu degiskenler arasinda tiimor biiyiikliigi ve evre iligkisi yeni bulgudur.
Lobiiler tiimorlerdeki ekspresyon kaybi daha fazladir ve tiimor progresyonunda énemli bir gen
oldugunu dogrulayan sekilde evre ilerledik¢e ekspresyonun azalma egilimi vardir.

CDH13 gen ekspresyonunun meme akciger ve over kanserlerinde anlamli olarak azaldigi
gosterildi (189-190). Erken evrede gorildiigii belirtildi (186). Bizim verilerimiz metastaz dncesi
ekspresyon degisikligini gostermektedir (sekil 26).

P16 gen {iriini siklin bagimli kinaz inhibitorii 4’e¢ baglanir ve bunun siklin D ile

etkilesimde bulunmasini 6nleyerek hiicre siklusunun G1 fazini gegmesini onler (192). P16 nin
biliyiimeyi 6nleyici etkileri fonksiyonel RB proteinin varligina baglidir (192, 193).
Bununla iliski olarak RB proteini negatif hiicrelerde P16 diizeyinin yiiksek seviyelerinin
olabilecegi (194-198), RB ekspresyonunun P16 ektopik ekspresyonu ile transkripsiyonel olarak
baskilanabilecegi (199) ve yiiksek P16 diizeylerinin RB’nin diisiik ekspresyonunun ya da RB
proteinin inaktivasyonunun gostergesi olabilecegi onerildi (200). Bu onerileri destekleyen bizim
verilerimizde yiiksek P16 mRNA seviyesi evre ve histolojik grade artisiyla, nodal tutulumla
birlikteydi (tablo 16, 17, 21). Ayrica bu birliktelik ER negatif tiimdrlerde daha belirgindi (sekil
27). Bu, P16 ekspresyon artisinin meme kanser hiicrelerinde proliferasyon i¢in ER gereksinimini
azaltabilecegini gosterebilir ve kotii prognozun isareti olabilir. P15 ekspresyonunun ise evre ve
nodal tutulum ile birlikteligi vardi.

CDK 6’nin daha 6nceden astrositlerde gosterilen diferassiasyona etkisine ragmen meme
dokusunda bu gen ve diferansiasyon arasinda bir iligski simdiye kadar gosterilmedi (201). Bizim
verilerimizde CDK6’nin hem invazyon hem de diferansiasyon arasindaki iliski yenidir.

DNA tamir genlerinden olan MLH1, MSH6 ve MLH3 replikasyon hatalarin1 diizelterek

genom biitlinliiglinlin saglanmasina katkida bulunur. Meme kanserinde MLHI1 ekspresyon
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kaybinin ilag direncinde rolii gosterilmis olmasma ragmen klinik parametrelerle arasindaki
iliskiyi gosteren ¢alisma yoktur (202).
Ostrojen alfa reseptdr gen (ESR) ekspresyonu meme kanser biyolojisi ile yakindan iligkilidir,
ornegin ER kaybi daha agresif davranisi olan timdr tipini yansitir. Ayrica tiimor dokuda ER
ekspresyonu endokrin tedavide prognozun iyi gostergesidir. Bir ¢ok arastirma ER ekspresyonu
ile diizenlenen bir c¢ok geni belirlemesine karsin meme tiimorlerinin progresyonu ve
proliferasyonunu agiklayan mekanizma hala tam olarak agikliga kavusmamistir (203-206). ER
pozitif ve negatif kanserler arasinda biiyiik molekiiler farkliliklar vardir (sekil 23). Bizim
orneklerimizde BRCA1, GSTPI, CD44 ve ESR gen ekspresyon degisiklikleri birlikte
degerlendirildiginde tiimorleri dstrojen reseptOriiniin varligina gore %95.9’unu dogru olarak
simiflandigr goriildii. Bu veriler hastalarin yonetiminde onemli olabilecek tiimor davranisinin
anlaml isaretlerini vermektedir.

Meme kanseri tek bir hastalik degildir, biyolojik olarak farkli hastaliklarin toplulugudur.
Meme kanserine bagli denetimsiz hiicre ¢ogalmasi genellikle genomik instabilite belirtileri ve
belirli epitelyal 6zelliklerin ortadan kalkmasi gibi degisiklikleri sergiler. Bu yiizden kanser
gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalarin ve her hastada tiimoriin 6zelliklerinin
bilinmesi ve buna uygun tedavi ydnteminin belirlenmesi énem tasir. Insan kanser dokusuna
uygulanabilecek her molekiiler analitik yontem prognostik/prediktif olma potansiyeline sahiptir.
Farklr alt gruplarin farkl bilgileri olabileceginden cesitli molekiiler siniflar1 tanimlamak faydali
olabilir. Ayrica 6zel gruplari tanimlayan molekiiler isaretler yeni terapddik hedeflerin ve
tedavilerin kesfine yol agabilir. Bir ¢cok genin birlestirilen ekspresyon degerleri klasik tek gen
markirlarindan daha dogru olarak molekiiler siniflart tanimlayabilir. Bu bakis agisiyla, bu
arastirmanin dayanak noktasi, tiimorleri daha dogru olarak smiflandirmak ve klasik histolojik
parametrelerle iligkisini belirlemek icin bir ¢cok gen ekspreyonunu o6lgmek ve bu Slgilimleri
birlikte kullanmaktir. Aktarimsal (translational) aragtirmanin bir 6rnegi olan bu calisma en
biiyiik kisithiligr hasta izlem notlarmin olmamasi ve timdr alt gruplarinin az sayida olmasidir.
Sonuglarin laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasinda iiretkenligi degerlendirilmelidir ve farkl

orneklerde farkli caligmalarla dogrulanmalidir.
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VI: SONUC ve ONERILER

Her gecen giin molekiiler onkoloji alanindaki bilgi birikimi hizla artmakta ve kisa bir
stire icinde, laboratuvar caligmalar1 tibbi uygulamalara doniismektedir. Riskli gruplarinin
belirlenmesi, yeni molekiiler hedeflerin tanimlanmasi ile yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi,
gerek kemoterapiye gerekse radyoterapiye yanitta bireysel farkliliklar1 belirleyen genetik
cesitliligin ortaya konmasi ile kisiye 6zel tedavi yontemleri gibi ¢aligmalar tibbi uygulamalarin
orneklerindendir.

Molekiiler biyolojik alanda bas dondiiriicii gelismelerin yasandigi giiniimiizde kanserli
olgulardan elde edilen biyolojik 6rneklerden elde edilen genetik materyalin uygun kosullar
altinda saklanmasi, kisa ve uzun vadede yapilacak olan multidisipliner genis ¢apli arastirmalar
icin zengin bir kaynak olusturmaya, verilerden klinige uyarlanan ticari testler klinik kullanima
sunulmaya baglamistir.

Klinik verileriyle beraber, timor dokularindan elde edilen genetik materyalin
depolanmasi1 ve kisisel bilgilerin giivenilir olarak arsivlenmesi, multidisipliner yaklagim ile
gerceklestirilebilir.

Ulusal ¢apta; temel ve klinik bilim alanindaki akademisyenleri, hasta haklar ile ilgili
sivil toplum orgiit iyelerini, hukukculari, ilag ve sanayi sektoriiniin temsilcilerini, saglik
bakanlig1 temsilcilerini, igeren genis bir platform kurulmals,

Lokal ve bolgesel biyobankalarin kurulmasi desteklenmeli ve 6zendirilmeli,

Uluslararasi ¢aligmalara drnekler yerine verilerle entegre olabilecek prosediirler ve veri
tabanlar1 olusturulmali,

Bolgesel biyobankalarin baglanabilecegi “Ulusal Biyobankalar”saglik politikalar1 i¢ine

alinmali, ayn1 zamanda genetik verilerin anlami konusunda toplum bilinglendirilmelidir.
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