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OZET

Yiksek Lisans Tezi

AKCIGER ADENOKARSINOMUNDA RASSFI1A VE SPARCLI1

GENI METILASYON DUZEYLERININ BELIRLENMESI
Gilzade EKER

Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoloji Ana Bilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Asuman OZGOZ

DNA metilasyonu yoluyla transkripsiyonel sessizlesme ile, hiicre siklusu kontrolii,
hiicre farklilagmasi, sinyalizasyon ve apopitoz gibi hiicre fonksiyonlarinin kontrolii
saglanir. Normal hiicrelerde, spesifik genlerde promotdr CpG adalart genellikle
unmetile durumda olmasina karsin, genom global olarak metiledir. Kanserde tiimor
supresor genlerin promotdr metilasyonu, erken meydana gelen bir olaydir ve global
hipometilasyon mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda, timor supresor genlerin metilasyon
durumu ile akciger adenokarsinomu prognozunun iliski oldugu ve bu genlerin
hipermetilasyonunun, prognoz igin biyomarker olarak kullanilabilecegi ileri
stiriilmektedir. Bu ¢alismanin amaci; kiiglik hiicre disi akciger karsinomunun en sik
goriilen tipi olan akciger adenokarsinomunda, RASSF1A ve SPARCL1 genlerinin
metilasyon durumlarinin belirlenmesidir. Calismaya akciger adenokarsinomlu kirk
hastaya ait, 40 timor ve 40 normal kontrol dokusu dahil edildi ve parafine gémiilii
doku 6rneklerinde, DNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra, bisiilfit uygulamasini
takiben, RASSF1A ve SPARCL1 geni metilasyonu, real-time PCR yontemi ile analiz
edildi. Calismamizda RASSF1A metilasyon frekans1 % 42,5, SPARCL1 metilasyon
frekans1 % 32,5 olarak tespit edilmis olup, metilasyon durumu, akciger
adenokarsinomu tiimor dokularinda, kontrol dokularindan anlamli derecede yiiksek
bulundu (p=0,000), ancak klinopatolojik parametrelerle, metilasyon durumu arasinda
bir iliski saptanmadi. Tiirk hastalara ait adenokarsinom tiimor dokularinda,
RASSF1A ve SPARCLI1 geni metilasyon durumlarin ilk defa birlikte degerlendiren
calisma sonuglarimiz, benzer ¢alismalarin sonuglariyla paralellik gosterdi

Anahtar Kelimeler: RASSF1A, SPARCL1, akciger adenokarsinoma, DNA
metilasyonu, kii¢iik hiicreli dig1 akciger kanseri.

2018, 91 sayfa
Bilim Kodu: 203



ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF RASSFA1 AND SPARCL1 GENE METHYLATION
LEVELS IN LUNG ADENOCARCINOMA

Gilzade EKER

Kastamonu University
Institute of Science
Department of Biology

Supervisor: Dr. Asuman OZGOZ

Cell functions; including cell cycle control, cellular differentiation, signaling, and
apoptosis, can be controlled with transcriptional silencing via DNA methylation
process. In normal cells, the promotor CpG islands in specific genes are usually in
the unmethylated state, although the genome is globally methylated. In cancer, the
promotor methylation in the tumor suppressor genes, is a prematurely emerging
event besides global hypomethylation. Studies in the literature suggest an association
between the status of methylation in the tumor suppressor genes and the prognosis of
lung adenocarcinoma; proposing that these genes can be used as biomarkers to
predict the prognosis. The aim of this study is to determine the methylation status of
RASSF1A and SPARCLL1 genes in lung adenocarcinoma, the most common type of
non-small cell lung carcinomas. 40 tumor tissues and 40 normal tissues from 40
patients with lung adenocarcinoma, were included in the study. Following DNA
isolation from the paraffin embedded tissue samples, bisulfite application was
performed and then, the methylation in the RASSF1A and SPARCL1 genes were
analyzed with the real-time PCR method. In our study, the frequency of methylation
in RASSF1A and SPARCL1 were found to be 42,5% and 32,5%, respectively. The
status of methylation was significantly higher in the lung adenocarcinoma tissues
compared to the control tissues (p=0.000), however; there were no associations
between the clinicopathological parameters and the status of methylation. Our study
is the first one that evaluates the status of methylation in the RASSF1A and
SPARCL1 genes together, at the same time in the adenocarcinomatous tumor tissues
of Turkish patients. It is found that the results of the current study are parallel with
the results of other similarly designed studies.

Key Words: RASSF1A, SPARCLL1, lung adenocarcinoma, DNA methylation, non—
small cell lung cancer.

2018, 91 pages
Science Code: 203
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1. GIRIS

Kanser, cesitli nedenlerle hiicre bolinme kontroliinii saglayamayan hiicrelerin,
kontrolsiiz bir sekilde asir1 boliinmesiyle karakterize bir hastaliktir. Akciger kanseri
(AK), brons epitelinden koken alan, tiim diinyada en sik goriilen kanser tiiriidiir.
Diinyada cinsiyet fark etmeksizin, kansere bagli dliimlerde en 6nde gelmektedir ve
kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK), kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri (KHDAK)
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Murray vd., 2004; Yaykasli, Hatipoglu, Kaya ve
Yaykasli, 2012; Ergelen ve Cimsit 2013).

KHDAK, tiim akciger kanserlerinin yaklasik % 80’nini olusturmakta ve hastalarin
licte ikisinden fazlasi ileri evrede tespit edilmektedir. Cerrahi sonrasi KHDAK 5
yillik sagkalim orani, sadece % 17'dir. Evre IA KHDAK hastalarinda dahi, 5 yillik
sagkalim oran1 % 67’yi gegmemektedir. En yaygin KHDAK tiirleri, biiyiik hiicreli
karsinom, adenokarsinoma ve skuamdz hiicre karsinoma (SCC)’dir (Yaren ve Oztop,

2006; Zhou vd., 2015).

Adenokarsinoma, akciger kanserlerinin yaklagik yarisini olugturmakta olup, sigara
kullanimu ile iligkisi en zayif olan tiptir. Hastalarin ¢ogunlugunu sigara igmeyen
kadin hastalar olusturmaktadir. Akciger kanserli hastalar arasinda, adenokarsinomlu
hasta sayisinin yillar i¢inde giderek artmasi, bu hasta grubu iizerinde c¢alismalari

artirmistir (Ak vd., 2009; Ergelen ve Cimsit, 2013).

Yapilan arastirmalarda, aralarinda akciger kanserininde bulundugu bir¢ok kanser
tipinde epigenetik mekanizmalarin rol aldigi bulunmustir. Epigenetik mekanizmalar,
genotoksik mekanizmalardan farkli olarak, DNA dizilimini degistirmeden gen ifade

seviyesini diizenlemektedir (Yaykasl, Hatipoglu, Kaya ve Yaykasli, 2012).

Son zamanlarda iizerinde en ¢ok arastirma yapilan ve hakkinda en ¢ok bilgi sahibi
olunan epigenetik mekanizma, DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, sitozin (C)
bazinin 5. karbonuna bir metil grubu (-CH3) eklenmesiyle, 5-metil sitozin (5m-C)
yapisinin olusmastyla karakterizedir ve CpG adalarimin yogunlastigi bolgelerde

meydana gelmektedir. CpG adalari, genellikler genlerin promotdr bolgelerinde



yerlesim gosterirler. DNA metilasyonu, CpG adalarinin metillenmesini saglayarak

ilgili genin susturulmasina neden olur (Giiler ve Peynircioglu, 2016).

DNA metilasyonu akciger kanseri erken tanisinda, prognoz tayininde, ayirici tanida,
cesitli viicut sivilarinda noninvaziv olarak ¢alisilabilecek epigenetik belirtecler
sunmaktadir. DNA hipermetilasyonu kanserde erken evrelerde meydana gelmektedir.
Akciger karsinogenezisinde potansiyel DNA metilasyon biobelirtegleri olarak, APC,
CDH1, CDH13, DAPK1, FHIT, MGMT, pl6INK4a, RARP, RASSF1A (Ras
association domain family member 1A), RUNX3 ve SHOX2'nin hipermetilasyonu
bildirilmektedir. Cesitli kanser tiplerinde SPARCL1 (SPARC-like protein 1)
metilasyonu da gosterilmistir (Lewandoska, 2015; Yiice ve Ersoy, 2016).

RASSF1A'nin hipermetilasyonu, akciger, bobrek, mesane, beyin, meme, melanom,
kolon, 06zofageal, mide, over, pankreas, bas-boyun, karaciger, servikal, tiroid
kanserleri, hepatoselliiler karsinoma, osteosarkoma, kolanjiokarsinoma, hodgkin
lenfoma, ¢ocukluk ¢agi tiimorleri, testikiiler germ hiicre tiimorleri, nazofaringeal
karsinom gibi bir¢ok kanser tiiriinde tespit edilmistir. SPARCLL'in downregiilasyonu
ise pankreas, prostat, mesane, yumurtalik, meme ve kiiciik hiicreli dis1 akciger
timorleri gibi cesitli tiimorlerde bulunmustur (Prefier ve Dammann, 2005; Zhang
vd., 2011).

Bu ¢alismada kiigiik hiicre dig1 akciger kanserleri arasinda en sik goriilen tip olan,
akciger adenokarsinoma tanist1 almig, formalinle fiske edilmis akciger
adenokarsinomlu kirk hastaya ait, 40 tiimor ve 40 normal kontrol dokusu dahil
edilmis, Tiirkiye’de daha once bildigimiz kadariyla birlikte calisiilmamis olan
RASSF1A ve SPARCL1 genlerinin adenokarsinoma tiimér ve normal dokular

arasindaki metilasyon durumu oranindaki farkliligin belirlenmesi amaglanmistir.

1.1. Akcigerlerin Anatomisi

Akcigerler gogiis boslugu icinde bulunmaktadir. Akcigerlerin agirliklar1 yaklasik
olarak 1200-1300 gramdir. Sag ve sol olmak {iizere iki par¢adan meydana

gelmektedir ve bu parcalarin iist kisimlari dar, alt kisimlar1 daha genistir. Sag akciger



ve sol akcigerin biiytikliikleri ayn1 degildir. Sag akciger ii¢ loptan, sol akciger iki
loptan olusmaktadir (Semiz, 1990).

Akcigerin i¢inde bronsiyal aga¢ ve akciger alveolleri dahil olmak {izere, ana brons ve
distalinde bulunan solunum sisteminin tiim yapilar1 bulunmaktadir. Her akciger dort
yiizeye sahiptir (Sekil 1.1). Akcigerin mediastinal yiizeyinde pulmoner damarlar,
sinirler ve bronslarin gectigi, hilum pulmonis denilen dikey bir yarik vardir ve

mediastinal yiizey hafif i¢ blikeydir (Kilig, 2016).

Sekil 1.1. Akcigerler, plevra, gogiis boslugu (Kilig, 2016).

Akcigerin alt yiizeyi, basiS pulmonis olarak adlandirilir. Diyaframin disbiikey
kubbesi lizerine uygun olarak, alt ylizeyi olan basis pulmonis konkavdir. Akcigerin
ist yiizeyi, apex pulmonis olarak adlandirilir ve kopriiciik kemiginin seviyesinin
tizerinde uzanir. Facies costalis, akcigerlerin en genis ylizlinii olusturur ve
kaburgalarin i¢ yiizii ile temastadir. Akcigerin her bir lobu, pulmoner alveolleri
iceren kiigiik lobiillere ayrilmistir. Pulmoner alveoller, akcigerlerin gaz degisiminin
meydana geldigi fonksiyonel birimleri olustururlar. Trachea, bifurcatio trachea'dan
sonra, iki ana bronsa ayrilir ve bunlar akciger i¢ine uzanirlar. Bronkopulmoner
segment, piramit seklindedir ve tepesi hilum pulmonis’e dogru yénelmis olup, tabani
ise akciger dig yiizline dogrudur (Sekil 1.2.). Visceral pleura’nin uzantisi olan bag
dokusu ile sarilmistir. Her segmental bronsun yaninda, akciger segmentine gelen

sinirler ve bir arter dali bulunur (URL-1, 2018).



LATERAL GORUNUM
(ONDEN)

MEDIAL GORUNUM
(ARKADAN)

Sekil 1.2. Sag akcigerin (A) ve sol akcigerin (B) bronkopulmoner segmentlerinin 6nden
gortinimii (URL-1, 2017).

Sag ve sol akcigeri gevreleyen cift katli, serdz, iki yaprakli zara plevra denir. Gogiis
duvarina yapisik plevranin distaki yapragina parietal plevra, akcigerlerin iizerini
cevreleyen igteki yapraga, visseral plevra denir. Bu iki zar arasinda, ¢ok az miktarda
stvi bulunmakta olup, birbirlerinden ayrilmalar1 olduk¢a zordur. Plevra yapraklar
arasindaki negatif basing, plevranin biiziilmemesini saglamaktadir (Tuncel, 2006)

(Sekil 1.3.) (URL-2, 2016).
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AKCIGER
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Parietal
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Kaslar <4
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Plevral Bosluk

Diyafram

Gogiis Kafesi

Sekil 1.3. Plevra zarlar1 (URL-2, 2016).



1.2. Kanser ve Kanser Tirleri

Kanser terimi ilk olarak Hipokrat (M.O. 460-370) tarafindan kullanilmistir. Kanser,
Yunancada karkinos kelimesinden koken almakta olup, en eski bulgulara, eski Misir
doneminde (M.O. 1600)’de, mumyalarda rastlanilmistir. Kanser, 6liime neden olma

acisindan, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada karsimiza ¢ikmaktadir
(Sudhakar, 2009).

Kanser, genotipik ve fenotipik diizeyde, uzun siireli ve c¢ok adimli bir siiregtir.
Kanser olusumunda kaliim kadar; viriisler, radyasyon, beslenme aligkanligi, gesitli

kimyasallar gibi bir¢ok faktor de sorumlu tutulmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012).

Kanserler; baslangi¢c yaslarina, biliylime oranlarina, yayilimlarina, evrelerine ve
tedaviye verdikleri tepkilere gore smiflandirilmaktadir. Tiim kanserlerde, anormal
hiicre biiylimesi ve boliinmesi, hiicrelerin viicudun diger boliimlere yayilmasini ve
istilasini engelleyen normal sinirlamadaki anormallikler, ortak 6zelliklerdir (William,

Spencer ve Cummings, 2012).

Cok hiicreli organizmalarda, genel ihtiyaglar dogrultusunda, her hiicrenin ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve sagkalimi diizenlenir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal
davraniglarint kontrol eden sinyallere dogru tepki gostermeyerek, kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmayr ve boliinmeyi siirdiiriirler. Bunun sonucunda, normal doku ve
organlari istila edip, yayilirlar. Kanser hiicrelerinde ¢ogalmayr denetleyen
mekanizmalarin ortadan kalkmasi, ¢ok hiicreli sistemlerde biriken anomalilerin

sonucunda meydana gelir (Cooper ve Hausman, 2006).

Hiicrenin anormal ¢ogalmasi sonucunda ortaya ¢ikan tiimor, ¢evredeki dokuya ya da
viicudun uzak boélgelerine yayilmadan, olustugu yerde kalirsa, selim tiimor olarak
adlandirtlir. Cevredeki normal dokuya ya da viicudun diger bolgelerine, kan veya
lenfatik sistem aracilifiyla yayilan tiimorler, malin olarak adlandirilir. Malin ve selim
tiimorler, tiiredikleri hiicreye gore, karsinom, sarkom ve 16semi veya lenfoma olmak
lizere ii¢ gruba ayrilirlar. Karsinomlar, epitel hiicrelerinden kaynaklanmakta olup

tiimdrlerin yaklasik % 90’11 olustururlar. Sarkomlar, bag dokusundan (kas, kemik,



kikirdak, fibr6z doku gibi) gelisen solid tiimdrlerdir. Losemi veya lenfomalar ise kan

ya da immiin sistem hiicrelerinden gelisirler (Cooper ve Hausman, 2006).
1.3. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akciger dokularindaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak c¢ogalmasi
sonucu olusan hastaliktir. Akciger kanseri, onkoloji, gogilis cerrahisi, gogiis
hastaliklari, radyoloji, niikleer tip gibi birgok anabilim dalini ilgilendiren bir
hastaliktir (Serilmez, Soyding, Camlica, Topuz ve Duranyildiz, 2010; Oz, Ulash,
Giinay, Uysal, Ahsen ve Solak, 2013).

Akciger kanseri, tiim kanserlerin % 12 ile % 16’sin1 olusturmakta olup, 5 yillik
sagkalim siiresi % 10-15’i gegmemektedir. Kansere bagli 6liimlerin % 17,8 ile %
28’1 akciger kanseri nedeniyle olmaktadir. Tiirkiye Cumhuriyeti Saghk Bakanligi
Kanser Savas Dernegi “Kanser Kayit ve Insidans Projesi” (KKIP), 1995 yil
verilerine gore, % 22,6 oraniyla akciger kanseri Tiirkiye’de en sik goriilen kanserdir

(Giinal, Giilbahar, Oztiirk ve Dural, 2016).

1.3.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri, en yaygin kanserlerden biridir ve diinyadaki kanser o6liimlerinin
onde gelen sebebidir. Erkeklerde, akciger ve prostat kanseri en sik goriilen kanserler
iken, kadinlarda akciger kanseri dordiincii sirada goriilmektedir (Tablo 1.1.) (Miiller,
Minna ve Gazdar, 2002; Kefeli, 2015).

Tablo 1.1. 2012 yiuinda diinya ¢apinda her iki cinste kanserin goriilme sikligina iligkin
tahmini vaka sayisi (URL-3, 2008).

2000 000

Akciger Meme Kolorekmim Prostat Karadger Serviks Ozafagus Mide Mesane Non- Hodking
Uteri Lenfoma




Amerika Birlesik Devletleri’'nde, 2013 yilinda, 222 000’in istiinde yeni akciger
kanseri tanisi konmustur. Bunlarin % 80’1 KHDAK'dir. Medyan yas 69 olarak
bulunmus olup, giderek yiikselis gostermektedir. Avrupa Birligi tilkelerinde, her yil
381 500 yeni akciger kanseri tanis1 kondugu bildirilmekte ve bunlarin 341 800’
6liim ile sonuglanmaktadir. Tiirkiye’de Saglik Bakanligi verilerine gore, 1999 yilinda
akciger kanseri insidansi, erkeklerde 7,8/ 100 000, kadinlarda 1,2/ 100 000 olarak
gosterilmistir. Ulkemizde yapilan bir arastirmada, akciger Kkanseri insidansinin
erkeklerde % 90,5, kadmlarda % 9,5 oraninda oldugu bulunmustur. Ayni
arastirmada, tim Tirkiye’de yasa gore akciger kanseri insidans hizinin, erkeklerde
74,2/ 100 000, kadinlarda ise 9,3/ 100 000 oldugu saptanmistir. Tim Tirkiye’de,
yillik yeni olgu sayis1 29 314 olarak tahmin edilmektedir (Kefeli, 2015).

1.3.2. Etyoloji

1.3.2.1. Genetik faktirler

Bireylerin akciger kanserine yatkinligini; DNA hasarmin onarimi, hiicre siklusunun
kontrolti ile iligkili genlerdeki polimorfizmler ve karsinojen metabolizmasi

etkileyebilmektedir (Dubey ve Powell, 2009).

Akciger kanserli bireylerin ailelerinde, akciger kanseri ve diger kanser tiplerinin
goriilme sikligi, o©nemli derecede yiiksektir. Akciger kanserli hastalarin
akrabalarinda, akciger kanseri riskinin 2,4 kat arttigi bildirilmistir (Koktirk,
Kirisoglu ve Oztiirk, 2003; Ozbayer vd., 2005).

Erken baslangicli (geng yasta) akciger kanserlerinde, aile dykiisliniin 6nemli bir risk
faktorii oldugu belirtilmistir. Yapilan bir ¢alismada, birinci derece akrabalarinda
akciger kanseri aile Oykiisii olan kisilerde, akciger kanseri riskinin arttig
gozlenmistir. Riskin hi¢ sigara igmemis olanlarda ve kadinlarda daha belirgin oldugu

bildirilmistir (AKk vd., 2009).

Sigara dumaninda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) gibi
karsinojenler, P450 enziminin faz 1°i tarafindan, DNA hasarina neden olan reaktif

ara metabolitlere dontistiiriiliirler. Glutatyon S-transferaz enzimi, PAH’in reaktif



metabolitlerini inaktiflestirir. Bu enzimlerde goriilen bazi polimorfizmlerin, akciger

kanseri gelisme riskini artirdig1 gozlenmistir (URL-4, 2013).

Kanserlesme siirecini, kronik Kkarsinojen maruziyeti sonucu, onkogen ve tiimor
baskilayic1 genlerde mutasyonlarin gelismesi baslatmaktadir. Akciger kanserinde iki
dominant onkogen; akciger adenokarsinomlarinda goriilen K-ras mutasyonlar1 ve
kiiglik hiicreli karsinomlarda goriilen c-Myc’dir. Ayrica p53, retinoblastoma (Rb)
mutasyonlart ve kromozom 3’iin kisa kolundaki delesyonlar da, sik karsilasilan
varyasyonlardir (Ak vd., 2009; Yilmazbayhan ve Ozliik, 2010).

1.3.2.2. Diger faktirler

Akciger kanseri etiyolojisinin en 6nemli faktorii olan sigara, vakalarin yaklasik %
85-90'indan sorumludur. Akciger kanseri riski, sigara igenlerde igmeyenlere oranla

30 kat artmaktadir (Aydiner ve Can, 2010).

Akciger kanseri gelisme riskini, sigaraya baslama yasi, igme siiresi, i¢ilen sigara tipi
(filtresiz, filtreli, puro, diigiik katran ve nikotin igerigi vb.) ve giinliik tiiketilen sigara
miktar1 etkilemektedir. Pasif sigara iciminde risk, % 3,5 olarak karsimiza
cikmaktadir. Sigara i¢iminin akciger kanseri ile direkt iliskisi, kadinlarda % 90,
erkeklerde % 79 oraninda bulunmustur. Sigaranin birakilmasi, kanser riskini
tamamen ortadan kaldirmamakta olup, riski azaltmaktadir. Risk, puro icenlerde ii¢
kat, pipo kullananlarda ise sekiz kat artmaktadir. Filtreli ya da diisiik katran igeren
“light” sigara icenlerde, kanser riski azalmamaktadir. Gelismis {ilkelerde sigara i¢cimi
prevalansi kadinlarda % 20-40 iken, gelismekte olan iilkelerde bu oran % 2-10’dur.
Erkeklerde sigara i¢imi prevalansi gelismis iilkelerde % 30-40, gelismekte olan
iilkelerde % 40-60dir. Ulkemizde sigara igme oran1 erkeklerde daha yiiksek olup %
63 iken, kadinlarda bu oran % 24’tiir (Alar ve Sahin, 2012).

Yapilan caligmalarda, akciger kanserli olgularda tiimor tipiyle sigara aligkanligi
arasinda, anlamli bir iligki oldugu gosterilmistir. Sigara igenlerde skuamoz hiicreli
karsinom daha sik bulunurken, sigara i¢gmeyenlerde adenokarsinom daha sik

gozlenmistir (Erbaycu, 2009).



Akciger kanseri olusumunda etkili ¢evresel faktorler arasinda, radyasyon en
onemlilerinden biridir. X, gama 1sinlari, niikleer emisyonlar, ultra viole 1smlar1 gibi
radyoaktif 1simimlar, biyolojik makromolekiillere dogrudan etki edebilecek yeterli
intrinsik (quantum) enerjiye sahiptirler. Biyolojik makromolekiillerden elektron
kopartabilir ya da bunlar pozitif yiikle yiikleyebilirler ve bunun sonucunda, DNA’da
tek ve cift zincir kiriklar ile, niikleotid yapilarinda modifikasyonlara neden olurlar
(Y1lmazbayhan ve Ozliik, 2010; Yokus ve Cakir, 2012).

Uranyum ve radyum, toprak ve kayalarda degisken konsantrasyonlarda ve siklikla
bulunabilen elementlerdir. Topraktan havaya gecen dogal bir radyoaktif gaz olan
radonun yogunlugu, toprakta bulunan uranyum konsantrasyonuna bagl degisiklik
gostermektedir. Radon normal sicaklilarda, radyumdan bozunmayla meydana gelen
inert bir gazdir ve radon bozunma parcalarinin akcigere inhalasyonunun ve alfa
parcaciklarinin yayiliminin, hiicrelere ve genetik materyale zarar verebilecegi
bildirilmigtir. Radon gazi evlere bina catlaklarindan, zemindeki bosluklardan ve

drenajdan girmektedir (Alar ve Sahin, 2012; Tastepe, 2014).

Asbest maruziyeti de, akciger kanseri riskinin artmasina neden olmaktadir. Asbest
minerali, gevresel (ak toprak ve zeolit) ve endiistriyel (gemi ve otomotiv sanayi,
izolasyon) alanlarda kullanilmaktadir. Asbestosiz olusumu ig¢in, uzun ve yogun
asbest maruziyeti gerekli oldugundan, mesleksel olmayan c¢evresel asbest
maruziyetlerinde akciger kanseri riski ¢ok disiiktiir. AK toprak, tilkemizin birgok
bolgesinde bulunur ve kirsal kesimde siva ve boya amaciyla kullanilmaktadir. Zeolit
Kapadokya’daki peri bacalarinda bulunan mineraldir. Arsenik, klormetil eter, nikel
ve bilesenleri, krom, berilyum, kadmiyum ve formaldehit diger endiistriyel etkenler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Yilmazbayhan ve Ozliik, 2010; Alar ve Sahin, 2012;
Tastepe, 2014).

1.3.3. Akciger Kanserinin Semptomlari

Akciger kanserinde en fazla goriilen belirti, hava yolu obstriiksiyonu, enfeksiyon ve
akciger baskisina bagli olarak meydana gelen oOksiiriiktiir. Oksiiriigii, Kilo kaybi

izlemektedir (Alar ve Sahin, 2012).



Agizdan kan gelmesi hastalar1 en ¢ok korkutan yakinmadir. Hastalarin % 60’1nda,
artan Oksiiriik ve balgam sonucu nefes darligi goriilmektedir. Rekiirren larengeal sinir
felci, % 2-18 siklikta bildirilmistir. Gogiis duvari tutulumuna bagli olarak hastalarin
% 50’ye yakini, hastalik siirecinin bir doneminde gogiis agrisindan sikayetcidir. Agri
siklikla kiint, siirekli, oksiirik ve nefes almakla degismeyen sekildedir. Plevra

tutulumu akciger kanserli hastalarin % 8-15’inde mevcuttur (URL-4, 2013).

Ayrica akciger kanserinde, plevral efiizyona bagli dispne, kemik agrisi, ¢omak
parmak, ses kisikligi, yutma gicliigii goriilebilmektedir. Akciger kanseri tanisi,
cogunlukla ileri evrede konulmaktadir. Bunun nedeni, akciger ve brons sisteminin
agri duyusundan yoksun olmasi ve Oksiirliglin sigara igenlerde belirti olarak kabul
edilmemesidir. Hastalar primer kansere ait sikayetle degil de, metastazlara ait
sikayetlerle daha c¢ok, saglik kuruluslarina basvurabilmektedirler (Alar ve Sahin,
2012).

En ¢ok metastaz yaptigi yerler karaciger, surrenal bezler, kemik, santral ve sinir
sistemidir. Akciger kanseri en ¢ok, bilyiik bir oranla, beyin metastazlarina neden
olmaktadir ve yapilan otopsi serilerinde, % 34 oraninda beyin metastazi gozlenmistir
(Aksahin ve Colak, 2011; Alar ve Sahin, 2012).

1.3.4. Akciger Kanserinin Simiflandirilmasi

Akciger kanseri kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri olmak {izere iki ana tipe ayrilmaktadir (Tablo 1.2.). KHDAK’nin adeno,
skuamoz ve biiyiik hiicreli olmak iizere alt tipleri mevcuttur. Tedavinin secilmesi ve
prognozun belirlenmesi i¢in, bu ayrimlarin yapilmas: 6nemlidir (Alar ve Sahin,

2012).
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Tablo 1.2. Akciger kanserinin genel sumiflandirilmas: (Abraham, Allegra ve Gulley, 2009).

AKCIiGER KANSERI

A)Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

B)Kii¢iik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserleri

v" Adenokarsinoma

v" Skuamoz Hiicreli Karsinom

v’ Biiyiik Hiicreli Karsinom

C)Digerleri

v" Karsinod Timorler, Pulmoner Lenfoma, Mukoepidermoid Karsinom,
Adenoid Kistik Karsinoma, Sarkomlar
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Tablo 1.3. Malignant akciger tiimorlerinde histolojik suniflandirma (DSO 2004).

Skuamoz Hiicre Karsinomu

1. Papiller

I 2. Berrak Hiicreli
3. Kiigiik Hiicreli
4. Bazaloid

Kiigiik Hiicre Karsinomu

1. Kombine Kiigiik Hiicre Karsinomu

Adenokarsinoma

1. Asiner
2. Papiller
3. Bronkioloalveolar Karsinoma

e Miisinz Olmayan

e Miisindz

e Miisindz ve Miisinz Olmayan Karigik
Miisinli Solid Adenokarsinoma
Karisik Alt Tipli Adenokarsinoma
7. Varyantlar

e lyi Ayrilmanus Fetal Karsinoma

Miisinoz (Kolloid) Karsinoma
Miisindz Kistadenokarsinoma
Taslh Yiiziik Adenokarsinom
Berrak Hiicreli Adenokarsinom

“

3

Biiyiik Hiicreli Karsinom

1. Biiyiik Hiicreli Noroendokrin Karsinoma

Kombine Biiyiik Hiicreli Noroendokrin Karsinoma
Bazaloid Karsinoma

Lenfo Epitelyoma Benzeri Karsinoma

Berrak Hiicreli Karsinoma

Rabdoid Fenotipinde Biiyiik Hiicreli Karsioma

Vv Adenoskuamoz Karsinoma

1. Plemorfik Karsinoma, Sarkomatoid veya Sarkomat6z Elementler
e Ig Hiicreli veya Dev Hiicreli Karsinom
VI o 1g Hiicreli veya Dev Hiicreli Karsinom
e [ Hiicreli Karsinoma
e Pulmoner Blastom
Diger Tipler

Karsinoid Tumor

VII 1. Tipik Karsinoid
2. Atipik Karsinoid

Tiikriik Bezi Tipindeki Karsinoma

VI 1. Mukoepidemoid Karsinoma
2. Adenoid Kistik Karsinoma
3. Diger Tipler

IX Siiflandirilmamis Karsinoma
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1.3.4.1. Kiiciik hiicreli akciger kanseri

Kiigiik hiicreli akciger kanseri, tiim akciger tiimorlerinin yaklasik % 15’ini
olusturmaktadir. Bu % 15'lik grubun, yaklasik olarak 1/3’i smirl evrededir. Kiigiik
hiicreli akciger kanseri, daha hizli tiimor ikilenme zamanina sahip olmasi ve buna
bagli uzak metastazlarin erken gelisimi, kemoterapi ve radyoterapiye dramatik yanit
vermesi gibi 6zellikleriyle, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserinden ayrilmaktadir.
Kiiclik hiicreli akciger kanserinde prognoz, yillar iginde daha etkili tedaviler
gelistirilmesine ragmen, halen kotiidiir. Hastalik agresiftir ve sinirli evre KHAK igin,

bes yillik sagkalim oranlar1 yaklasik % 25’tir (Yildirim vd., 2015).

Kiigiik hiicreli akciger kanserinin en ¢arpict 6zelligi, hizli timoral biiyiime ve erken
metastaz yapmasidir. Kiigiik hiicreli akciger kanserleri, siklikla santrale yerlesirler,
ileri derecede mediastinal invazyon yaparlar ve erken donemde, paraneoplastik
sendromun da dahil oldugu ekstratorasik metastazlarla karakterizedirler (Aydimner ve
Can, 2010; Alar ve Sahin, 2012).

Kiigiik hiicreli akciger kanseri, daima sigara igenlerde goriilmektedir ve son yillarda
kadinlardaki yiizdesi artis gostermistir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri, kemoterapi ve
radyoterapiye karsi duyarli olmasina ragmen, bu tiir akciger kanseri 1-2 yil i¢erisinde

tedaviye direncli hale gelebilmektedir (Aydiner ve Can, 2010).

1.3.4.2. Kiigiik hiicre disi akciger kanseri

Akciger kanserlerinin % 80'ini olusturan, kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomast,
akciger kanserinin en sik goriilen tiirlidiir. En yaygin KHDAK tiirleri, biiyiik hiicreli
karsinoma, adenokarsinoma ve skuamoOz hicreli karsinomadir. KHDAK'nin
karsinogenezi; hiicre biiytimesi, farklilasmasi, gogi, istilas1 ve apopitozda gorevli
gen mutasyonlar1 birikiminin neden oldugu, ¢ok basamakli bir islemdir (Zhou vd.,
2015).

KHDAK, baslangi¢ tedavisindeki radyoterapiye ya da kemoterapiye az duyarhdir.

Ilerlemesi ve metastazi anjiyogenez ile yakindan iliskilidir. Erken evre KHDAK
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tedavisinde, ilerleme kaydedilmesine ragmen, ileri evre KHDAK'nin sagkalim orani

cok diisiik seyretmektedir (Chen, Jiao, Jia ve Li, 2015; Qian vd., 2016).

Ulusal Kanser Enstitiisi'nden alinan verilere gore, olgularin % 55'inde ileri bir
asamada teshis konulmakta ve akciger kanseri hastalarinin yarisindan ¢ogu tanidan
sonra bir yil iginde 6lmektedir. Buna ek olarak, 5 yillik sagkalim oranlar1 Evre 1A’da
% 67, Evre 2B’de % 39 olarak bildirilmistir ve ameliyat edilemeyen ileri evrede olan
hastalarda 5 yillik sagkalim oranlar1 % 3,3'e ulasamamaktadir. KHDAK’da erken
tani i¢in minimal invaziv bir belirteg bulunmasi, bdylece hastaligin prognozunun

iyilestirilmesi gerekmektedir (Hou, Meng, Chan, Cho ve Wong, 2016).

1.3.4.2.1. Adenokarsinoma

Skuamoéz hiicreli karsinom, KHDAK’lar1 arasinda en sik goriilen tip iken,
adenokarsinom son zamanlarda hem erkeklerde hem de kadinlarda en sik goriilen,
KHDAK alt tipi olmustur. Adenokarsinom, biitiin akciger kanserlerinin yaklasik
yarisini olusturmaktadir (Travis, vd., 2011; URL-4, 2013).

Akciger kanserli hastalar arasinda adenokarsinomlu hasta sayisinin yillar iginde
giderek artmasi, bu hasta grubu iizerinde ¢alismalari artirmistir. Adenokarsinomalar,
erken metastaz yapmalarinin yanisira, genellikle altta yatan bir akciger hastaligina

bagh gelisirler (Ak, vd., 2009; Alar ve Sahin, 2012).

Erken evre akciger adenokarsinomlari, ¢ogunlukla asemptomatiktir ve siklikla
teshisi, daha sonraki bir klinik asamada konulur. Bu durum cerrahi rezeksiyonun,

iyilestirici bir strateji olmasini imkansiz hale getirmektedir (Tai, vd., 2016).

Akciger adenokarsinomunun, ge¢ evre tespiti ve ge¢ evre tedavilerin yetersizligi
nedeniyle, ortalama 5 yillik sagkalim oraninin % 15 oldugu bildirilmistir. Sigara
kullanimi, tartigsmasiz bir sekilde akciger kanserinin 6nde gelen sebebi olmasina
ragmen, akciger adenokarsinomunda hastalarin yaklasitk % 10’unun hi¢ sigara
igmemis oldugu bildirilmistir. Akciger adenokarsinomlari, siklikla 40 yas altindaki,
sigara icmeyen kadinlarda goriiliir (Ding, vd., 2008; Kiiciik, Kiiclik ve Sunay, 2014).
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Sigara kullanmayan kisilerde goriilen en sik karsinom tipi olmasi, sigara kullanimi
disindaki, ailesel hikaye, genetik faktorler, mesleki-cevresel karsinojen maruziyeti ve
pasif icgiciligi gibi faktorleri giindeme getirmektedir (Memis, 1996; Ozkan ve Er,
2003).

Akciger adenokarsinomunun en ¢arpict 6zelligi, akciger skar1 zemininde gelisimidir.
Genellikle akciger periferine yerlesmesinin nedeni, bronsiyal veya alveol
epitelyumundan koken almasidir. Adenokarsinom, vakalarin % 75’inde akciger
periferinde soliter nodiil seklinde gézlenir ve ¢ogunlukla iist loblarda ve subplevral
parankimde yerlesmektedir. Erken evrede santral sinir sistemi ve adrenal beze
metastaz yapabilir. Adenokarsinomlarin yaklasik olarak yarisi, akcigerde biil
komsulugunda gelisip, biil icerisindeymis gibi goriinmektedir (Kara ve Oztiirk,
2012).

1.3.4.2.2. Skuamoz hiicreli karsinom

Daha 6nceden en yaygin histolojik tip oldugu bildirilen skuamdéz hiicreli karsinom,
yerini adenokarsinoma birakmistir. Skuamoz hiicreli karsinoma, KHDAK olgularinin
%30'unu olusturmaktadir. Skuamoz hiicreli kanser, kadinlara oranla erkeklerde daha
fazla goriilmektedir. Sigarayla iliskisi, yapilan ¢alismalarda yaklasik olarak % 90
olarak gdsterilmistir (Y1lmazbayhan ve Ozliik, 2010; Krimsky vd., 2016).

Akcigerin skuaméz hiicreli karsinomlari, diger karsinom tipleri ile kiyaslandiginda,
toraksa sinirl kalma egilimindedir. Uzak organ metastazlari, diger karsinom tiirlerine

gore daha azdir (Canpolat, Cemil, Eskioglu ve Han, 2009).

En genel 6lim nedeni, lokal tekrarlar ve uzak metastazlardir. Siklikla santral
yerlesme goOstermesine ragmen, periferalde de yerlesme goézlenmektedir. Evre,
histolojik alt tip ve diferansiyasyon derecesi, prognozu belirlemede 6nemlidir (Ermis,
Haltas, Y1ildirim ve Edali, 2004; Kaynak vd., 2007; Yilmazbayhan ve Ozliik, 2010).
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1.3.2.2.3. Biiyiik hiicreli karsinom

Biiyiik hiicreli karsinom, akciger kanserlerinin yaklasik % 5’ten daha az kisimda
goriliir. Sigara kullanimi ile yakin iligkilidir ve erken metastaz yapma egilimi
gosterir. Olgularin % 60’indan fazlasinda tanm1 konuldugunda, timér 3 cm’den
biiyliktiir ve i¢ kisminda nekrotik alanlar goriilebilmektedir. Tiimoriin radyolojik
goriiniimti, histopatolojik yapisi ve prognozu, adenokarsinoma benzemesine ragmen;
hiicrelerin biiyiik boyutlu olmasi bakimindan, adenokarsinomdan ayrilmaktadir (Kara

ve Oztiirk, 2012).

Timor, biiyikk hiicrelerden meydana gelmekte ve timor hiicreleri; belirgin
¢ekirdekgik, iri g¢ekirdek ve orta derecede sitoplazma igermektedir. Genellikle
periferalde yerlesmesine ragmen santral yerlesimli de olabilmektedir (Yilmazbayhan
ve Ozliik, 2010).

1.3.5. Akciger Kanserinin Evrelemesi

Timor smiflandirmasindaki amag, hastaligin anatomik yayginligini dogru sekilde
ortaya koymaktir. Akciger kanserinin tiimor, nod ve metastaz (TNM) siniflamasinin
yedinci versiyonu 2009°da yaymlanmis ve 2010°da yiiriirlige girmistir. Yeni
revizyon, Uluslararast Akciger Kanseri Calisma Dernegi (IASLC) tarafindan
olusturulmus ve 19 ilkenin katilimiyla analiz edilmistir. Bu analizde, T, N ve M
faktorleri ile sagkalimlar arasindaki iligki incelenmis ve evrelemedeki degisiklikler,
bu bagntilara gore yapilmistir. Sekizinci TNM Smiflamasi, Tirkiye’de Ocak
2017’de kullanilmaya baglanmustir (Tablo 1.4.) (Turna, vd., 2017).
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Tablo 1.4. Akciger kanseri TNM evrelemesi (Cok, 2018).

Primer tiimor (T)

Tx Tiimoriin degerlendirilemedigi veya malign hiicrelerin balgam ya da bronsiyal yikama
stvisinda  gosterildigi ancak tiimoriin  bronkoskopi veya goriintilleme yontemleri ile
belirlenemedigi durumlar

TO Primer tiimor belirtisi yok

Tis Karsinoma in situ

T1 Normal akciger veya viseral plevra ile gevrili, en genis ¢cap1 <3 cm tiimor

T1mi  Minimal invaziv adenokarsinom

Tla Tilimoriin en genis cap1 <I cm

T1ib Tlimoriin en genis ¢ap1 >1 cm, <2 cm

Tilc Tilimoriin en genis ¢ap1 >2 cm, <3 cm

T2 Tiimoriin en genis ¢cap1 >3 cm, <5 cm veya su ozelliklere sahip tiimor
- Karinaya uzakligina veya invazyonuna bakilmaksizin ana brons invazyonu
- Viseral plevra invazyonu
- Hiler bolgeye uzanan atelektazi (lobar veya total) veya obstriiktif pndmoni

T2a Tiimoriin en genis ¢ap1 >3 cm, <4 cm

T2b Tlimoriin en genis ¢ap1 >4 cm, <5 cm

T3 Tiimoriin en genis ¢ap1 >5cm, <7 cm veya ayni lobda tiimér nodiilii(leri) olmasi veya
asagidaki yapilardan birine direkt invazyon:

- Gogiis duvari invazyonu (parietal plevra ve superior sulkus tiimérleri dahil), frenik sinir,
parietal perikard

T4 Tlimoriin genis ¢ap1 >7cm veya ipsilateral farkli bir lobda tiimor nodiilii(leri) olmasi

veya asagidaki yapilardan birine direkt invazyon:

- Diyafram, mediasten, kalp, biiyiikk damarlar, trakea, rekiirren laringeal sinir, dzofagus,
vertebra korpusu ve karina

-Primer tiimorle ayni akcigerde fakat farkli lobda nodiil/nodiiller

Bolgesel lenf nodlari(N)

Nx Bolgesel lenf nodlarinin degerlendirilememesi

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Ipsilateral peribrongiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf nodlarina ve/veya intrapulmoner lenf
nodlaria metastaz veya direkt invazyon

N2 Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodlarina metastaz

N3 Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen veya

supraklavikular lenf nodlara metastaz

Uzak metastaz (M)

MO Metastaz yok

M1 Metastaz var

Mla Kars1 taraf akcigerde ayri tiimor nodiilii(leri), plevral veya perikardiyal nodiiller veya
malign plevral veya perikardiyal eflizyon

M1b Tek ekstratorasik organda, tek metastaz

Mlc Tek veya bir¢ok organda birden ¢ok metastaz
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Tablo 1.5. Akciger kanserinin TNM ye gore evre gruplari (Cok, 2018).

EVRE T N M
Gizli (Occult TO NO MO
karsinom)
Evre0 Tis NO MO
1Al Timi NO MO
Tla NO MO
EVRE IA2 T1b NO MO
1 IA3 Tlc NO MO
IB T2a NO MO
A T2b NO MO
Tla N1 MO
Tlb N1 MO
EVRE 1B Tlc N1 MO
2 Toa NI MO
T2b N1 MO
T3 N1 MO
Tla N2 MO
Tib N2 MO
Tlc N2 MO
T2a N2 MO
A T2b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
EVRE Tla N3 MO
3 Tlb N3 MO
Tlc N3 MO
liB T2a N3 MO
T2b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
T3 N3 MO
[C T4 N3 MO
Herhangi bir T HerhangibirN  Mla
EVRE IVA Herhangi bir T HerhangibirN  M1b
4 IVB Herhangi bir T Herhangi bir N M1c
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1.4. Epigenetik Mekanizmalar

Condrad Hal Waddington tarafindan 1940’11 yillarin basinda ortaya atilan
‘Epigenetik’ terimi, fenotipin ortaya ¢ikmasini saglayan genlerle, bunlarin iriinleri
arasindaki etkilesim olarak ifade edilmistir (Yaykash, Hatipoglu, Kaya ve Yaykasl,
2012).

Epigenetik, gen diziliminde herhangi bir degisiklik olmaksizin, gelisme ve hiicre
cogalmasi sirasinda gerceklesen gen ekspresyon potansiyelinde kararli bir degisiklik
olarak tanimlanabilir. DNA diziliminde degisiklik yapmadan, gen ifade seviyesini
diizenlemesi bakimindan, DNA diziliminde degisikliklere (mutasyon) sebep olan
genotoksik  mekanizmalardan ayrilir.  Birey, kendi epigenetik  profilini
degistirebilmekte ve olusturdugu epigenetik profili bir sonraki nesile
aktarabilmektedir (Das ve Singal, 2004; Yaykash vd., 2012).

Epigenetik, hizla gelisen bir aragtirma alani olmustur. Son yillardaki arastirmalar,
epigenetigin  kanser biyolojisinde, viral enfeksiyonlarda, DNA’daki mobil
elementlerin  aktivitesinde, somatik gen terapisinde, klonlamada, transgenik
teknolojilerde, genomik imprintingde, gelisim anormalliklerinde, zihinsel saglikta ve

X inaktivasyonunda 6nemli oldugunu gostermistir (Das ve Singal, 2004).

Epigenetik mekanizmalar, normal gelisim ve doku spesifik ekspresyonda yer alirlar.
Kanser, genetik ve/veya epigenetik degisikliklerin birikimi ile uzun zamanda olusur.
Kanserde epigenetik diizenlenmenin bozulmasiyla birlikte, genlerin fonksiyonunda
degisme ve neoplastik olusum meydana gelir. Epigenetik mekanizmalar; DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlari, kodlamayan RNA'lar olmak iizere 3 farkh

gruba ayrilirlar (Giirel, Nursal ve Yigit, 2016).

Bu {ii¢c mekanizma, transkripsiyonu aktive eden ve baskilayan proteinlerin
aktivitelerini;, DNA ve kromatinde meydana gelen modifikasyonlari
diizenlemektedir. Kromatinler DNA ve DNA-protein komplekslerinden olusmaktadir
ve gen ifadesinin kontrolii, kromatinin yapisindaki degisiklerle saglanmaktadir.
Kromatin sikilagip yogunlastiginda (heterokromatin) genler inaktif (sessiz)

durumdayken, kromatin yapisi gevseyerek agildiginda (6kromatin) ise genler aktif
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durumdadir. Kromatinin yapisindaki denge, DNA metilasyonu ya da histon
modifikasyonlari ile saglanmaktadir. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari

enzimatik reaksiyonlardir. Bu mekanizmalar geri doniisiimliidiir (Giingér ve Unal,

2015; Yiice ve Ersoy, 2016).

1.4.1. DNA Metilasyonu

Okoryatik genomlar diizenli sekilde metillenmemistir. Genomun geri kalanmin
aksine, 0,5 ile 5 kb arasinda degisen ve yaklasik olarak her 100 kb'de bir yer alan,
CpG adalart olarak adlandirilan DNA'nin daha kii¢iikk bolgelerinin, belirgin
ozellikleri vardir. CpG adalari, GC agisindan zengindir. Normal hiicrelerde, tekrar
dizilerindeki CpG diniikleotidleri metile durumdayken, genlerin % 50'sinin promotor
bolgelerinde bulunan CpG adaciklar1 demetiledir. CpG adalar1i, hem housekeeping
genler, hem de doku spesifik ifade kaliplarina sahip genler iizerinde bulunmaktadir
(Singal ve Ginder, 1999; Sayim, 2008).

DNA metilasyonu, sitozin halkasinin karbon 5 pozisyonuna, bir metil (CH3)
grubunun eklenmesiyle sonuglanan, kovalent kimyasal modifikasyondur. Cogu
sitozin metilasyonu, 5 CG 3' dizisi baglaminda (CpG diniikleotidi olarak da
isimlendirilir) meydana gelmesine ragmen, bazilari CpA ve CpT diniikleotitlerinde

olugsmaktadir (Das ve Singal, 2004).

Metillenmis sitozinler, DNA'nin diger bazlarina gore, endojen ve eksojen mutajenik
stirecler tarafindan modifikasyona ugratilmaya daha duyarhidir. CpG bolgelerindeki
mutasyon hizlarmin, diger transisyonel mutasyonlara gore yaklasik 40 kat daha
yiiksek oldugu tahmin edilmektedir. Bilinen tiim somatik ve germline mutasyonlarin
yaklasik ticte biri, CpG diniikleotidlerindeki C’nin yerine T’in geg¢isiyledir; fakat
timor tiiriine gére mutasyonlarda farkliliklar gézlenmektedir (Jovanovic, Ronneberg,
Tost ve Kristensena, 2010).

DNA metilasyonu, DNA metil transferazlar (DNMT) olarak bilinen bir grup enzimle
saglanir ve bugiline kadar tanimlanan {ic tane DNMT vardir. Bunlar; DNMT1,
DNMT2, DNMT3'tir. DNA metilasyonu iki farkli sekilde olusur (de novo

metilasyon ve silirdirme metilasyonu) ve her iki metilasyon stireci de farkh
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DNMT'lerce gergeklestirilir. De novo metilasyon, erken embriyo gelisimi sirasinda
metilasyon paternini kurmaktadir. DNMT3a ve DNMT3b, de novo metilasyon i¢in
baslica metil transferazlardir. Siirdiirme metilasyonu, DNA replikasyonu sirasinda,
metillenmis atasal zincirdeki metilasyon paternini yeni sentezlenen zincire kopyalar
ve kurulan metilasyon modelini korumak igin organizmanin yasami boyunca galisir.
DNMT1, siirdiirme metilasyonu i¢in ana metil transferazdir (Das ve Singal, 2004;
Lafon-Hughes vd., 2008).

DNMT1, memelilerde siirdirme metilasyonunda, baslica metil transferaz olarak
kabul edilen bir enzimdir. DNMT]I, in vitro hemimetilatlanmis DNA i¢in tercih
gostermektedir. Bu enzim hemimetil hale getirilmis DNA iizerinde, metil olmayan
substrata oranla 7-20 kat daha aktiftir. DNMT1, X kromozomunun inaktive edilmesi
ve memeli embriyolarinda genomik imprinting icin gereklidir. DNMT]I, birkag
izoforma sahiptir. Bunlar; somatik DNMT1, bir splice varyant (DNMT1b) ve bir
oosite spesifik izoformdur (DNMT10). Rekombinant DNMT2’de higcbir metil
transferaz aktivitesi tespit edilememistir. DNMT2 “esrarengiz metiltransferaz" olarak
isimlendirilmistir. DNA metil transferazlarin DNMT3 ailesi, hemimetilatlanmis ve
metillestirilmemis CpG'yi, ayn1 oranda metilatlandirabilir. Bilinen {i¢ iiyesi vardir:
DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L. DNMT3a ve DNMT3b, yapisal heterokromatin
replikasyonu sirasinda, ge¢ S fazinda olusan replikasyon cataliyla iligkilidir.
DNMT3L, maternal genomik imprinting olusturulmasi igin gerekli oldugundan,

gametogenez sirasinda ifade edilmektedir (Hughes, Tomasa, Acuna ve Lopez, 2008).

DNA metilasyonu ve kanser iliskisi ilk kez 1983 yilinda yapilan bir arastirmada,
kanser hiicre genomlarinin, normal hiicrelere gore hipometile oldugunun

gbzlenmesiyle bulunmustur (Giiler ve Peynircioglu, 2016).

CpG adaciklarinda metilasyon az ise (hipometile) gen aktif yani agik, metilasyon ¢ok
ise (hipermetile) gen sessiz, yani kapalidir. Kanserde genomik hipermetilasyon, gen
bolgelerindeki CpG adalarinda ¢ok sik goriiliirken, heterokromatik DNA tekrarlari,
daginik retro transpozonlar ve endojen retroviral elemanlar da dahil olmak {izere,
kanserde hem ¢ok hem de orta derecede tekrarlanan DNA sekanslarinda, ¢ok sik

hipometilasyon goriilmektedir (Ehrlich, 2002; Ozbayer vd., 2005).
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Tiim epigenetik modifikasyonlar arasindan, gen sessizlestirmesine yol acan timor
stipresor genlerin promotdr bdlgelerinin transkripsiyonunu baski altina alan
hipermetilasyon, kapsamli olarak calisilmistir. Promotér DNA hipermetilasyonu,
promotor bolgelerde bulunan CpG adalarinin hipermetile olmasi durumudur. Bir
genin promotdr bolgesindeki artmis metilasyon, ekspresyonun azalmasina yol

acmaktadir (Das ve Singal, 2004; izmirli, 2013).

DNA metilasyonu vyoluyla transkripsiyonel baskiyr agiklamak i¢in, gesitli
mekanizmalar Onerilmistir. Siklikla gergeklesen mekanizmalardan biri, spesifik
transkripsiyon  faktorlerinin, kendi promoterlerindeki tanima  bolgelerine
baglanmalar1 ile direkt midahaledir. AP-2, c-myc/Myn, siklik AMP-bagimli
aktivator, CREB, E2F ve NFkB de dahil olmak {iizere bir¢ok transkripsiyon faktorii,
CpG kalintilarin1 kapsayan dizileri tanir ve bu transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasinin metilasyon tarafindan engellendigi gosterilmistir (Singal ve Ginder,
1999).

Spesifik transkripsiyon baskilayicilarinin metillenmis DNA'ya direkt baglanmasi,
siklikla gerceklesen diger bir mekanizmadir. DNA metilasyon sinyalleri, metil-CpG-
baglayic1 proteinler tarafindan analiz edilir, bu proteinlerin hedefi 5' metillenmis
CpG dizisidir. Memelilerde bes tane bilinen metil-CpG baglama proteini
bulunmaktadir. Bunlar; MeCP2, MBD1, MBD2, MBD4 ve Kaiso’dur. MeCP1,
MBDI1, MBD2 ve MBD4, metil CpG baglanma alan1 (MBD) vasitasiyla SmCpG'ye
baglanir; ancak Kaiso, MBD vasitasiyla baglanmaz. MBD4, DNA tamiri ile iliskili
iken, MBD1, MBD2, MeCP2 ve Kaiso'nun, histon deasetilaz kompleksleri ile
etkileserek hem in vitro hem de in vivo (hiicre kiiltiirii) calismalarda, proliferasyonu
baskiladig1 bulunmustur (Prokhortchouk ve Hendrich, 2002).

22



Literatiirde kanser alaninda hipermetilasyon g¢alismalari, kanserdeki hipometilasyon
calismalarindan fazladir. CpG adalarinin asir1 metilasyonunu Onleyen, birkag
koruyucu mekanizma vardir. Bunlar; aktif transkripsiyon, aktif demetilasyon,
replikasyon zamanlamasi ve DNA metil transferaza erisimi engelleyen lokal
kromatin yapisidir. Bugiine kadar kanserde pek ¢ok genin hipermetilasyona ugradigi
bulunmustur ve son zamanlarda yapilan g¢alismalarda, insan karsinogenezisinde DNA
hipermetilasyonunun Kkritik rolii iizerinde yogunlasilmistir (Ehrlich, 2002; Das ve
Singal, 2004).

Global hipometilasyon 1980’lerde kesfedilmistir ve bu durum, tiim genomda 5-metil-
sitozin igeriginin azalmasi olarak bilinmektedir. Tiim genom hipometilasyonu baslica
genomun % 40’indan fazlasini olusturan, olduk¢a metile olan tekrarlayan dizilerde
meydana gelir ve hemen hemen tim kanserlerde go6zlenmektedir. Global
hipometilasyon, genomik insitabilitenin indiiklenmesi ve hiicre transformasyonuna

katkida bulunmaktadir (Kulis ve Esteller, 2010; Giirel vd., 2016).

Genom ¢apinda hipometilasyonun, cesitli kanserlerde siklikla meydana geldigi
goriilmektedir. DNA hipometilasyonu, insan karsinogenezisinde erken bir olaydir ve
hepatoselliiler karsinom, meme kanseri, akciger kanseri, nazofaringeal kanser, diiz
kas sarkomu ve noroendokrin timodr bulunan hastalarin plazma DNA'larinda

hipometilasyon gosterilmistir (Chan vd., 2013).

Erken teshis bir¢ok kanser tipinin basarili sekilde tedavisi i¢in 6nemlidir. Geleneksel
teshis yontemleri (sitoloji, histopatoloji, immiinohistokimya, seroloji vb.) yararldir;
ancak molekiiler belirtecler, tiimorleri daha alt siniflara ayirabilmektedir. Metilasyon
profilinin, timar tiplerini ve alt tiplerini, belki de kemoterapétik ajanlarin yanitlarini
ve hayatta kalma siliresini tahmin ve ayirt etmede kullanilabilecegi bildirilmistir.
Metilasyon degisiklikleri genellikle, belirgin malign degisikliklerin Oncesinde
goriiliir ve bu nedenle kanserin erken teshisinde yararlanilabilir. Dahasi, birgok
durumda, kanser hiicrelerinin metilasyon durumunun hassas olarak tespiti plazmadan
yapilabilmektedir (Laird, 2003).

23



Akciger karsinomlarinda tiimdr baskilayict  genlerin  anormal  promotdr
metilasyonuyla epigenetik inaktivasyonu, siklikla goriiliir ve bu durum, tiimor
tirtiniin patogenezinde onemlidir. Anormal metilasyonun, akciger kanseri risk
degerlendirmesi ve kemoprezervasyon ¢alismalarinin izlenmesi i¢in ideal bir
biyobelirteg oldugu disiiniilmektedir. Yapilan calismalar, anormal metilasyonun
akciger kanserinde, kansere bagli genlerin inaktive edilmesinde yaygm Dbir

mekanizma olabilecegini ortaya koymaktadir (Miiller, Minna ve Gazdar, 2002).

Akciger tiimorlerinde, SCGB3A1, ID4 ve CCND2 en sik metilasyona ugrayan genler
olarak tespit edilmistir. Yanagawa vd., yaptiklar1 ¢alismada, akciger kanserinde
DAPK, FHIT, H-cadherin, MGMT, pl4, pl6, RAR-beta, RASSF1A, RUNXS3,
TIMP-3 genlerinde hipermetilasyon gostermistir (Castro vd., 2010; Lu ve Zhang,
2011; Yiice ve Ersoy, 2016).

Akciger kanserinde, 6zellikle KHDAK sinifinda, P16, RASSF1A, DAPK, MGMT,
CDH13, CDHI, Adenomatéz Polipozis Coli (APC), p15™K4 Rb, p14, hMLH1,
GSTP1, Glutathion S-transferase P1, CDHI1, TMS1 RARDb 'nin de aralarinda
bulundugu yiizlerce genin, promoter bolgesindeki CPG adalarinda yogun metilasyon
gosterdigi tespit edilmistir. KHDAK sinifinda metilasyona ugrayan bazi genlerin,
metilasyon oranlari; RARb % 40-43, p16 % 25-41, DAPK % 16-44, MGMT % 16-
27 ve RASSF1A % 30-40 olarak bildirilmistir. Zhang vd., normal dokularla,
KHDAK'li dokular1 karsilastirdiklarinda, dokuz genin (APC, CDH13, KLK10,
DLEC1, RASSF1A, EFEMP1, SFRP1, RARY, p16 (INK4A)) anlamli derecede daha
yiiksek metilasyona ugradigini (p=0,001), ¢alisilan diger on bir genin ise (RUNXS,
hMLH1, DAPK, BRCA1, pl4 (ARF), MGMT, NORE1A, FHIT, CMTM3, LSAMP
ve OPCML) nispeten diisiik duyarlilik veya ozgiilliik gosterdigini bulmuslardir
(Zhang vd., 2011; Lu ve Zhang, 2011; Uludag vd., 2013).
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Uludag vd. (2013), KHDAK tanist almig 100 olguda, akciger kanserli tiimoral ve
cevre akciger dokularinda, birbirlerine yakin oranlarda olmak {izere, en sik
CDKN2B, BRCA1, CDH13 ve HIC1 genlerinde metilasyon tespit etmislerdir.
Ayrica tiimoral ve ¢evre dokularda, PTEN, TIMP3, ATM, VHL, CD44, CDKNI1B,
RASSF1, IGSF4 ve ESR1 genlerinde de metilasyon gozlemislerdir. APC, CDKN2A,
MLHI1, RARB, CHFR ve GSTP1 genlerinde farkli oranlarda, tiimoral dokularda
metilasyon tespit ederken, ¢evre akciger dokularinda metilasyon gézlememislerdir
(Uludag vd., 2013).

Adenokarsinoma ve skuamoz hiicreli kanser karsilagtirildiginda;
adenokarsinomlarda; RARB, TWIST1 ve CACNAIA en sik metilasyona ugrayan
genler olarak tespit edilmis, skuamoz hiicreli karsinomlarda ise en sik metilasyona
ugrayan genler SCGB3Al1, 1D4, SFRP4, SFRP5, DCL1, BNIP3, H2AFX,
CACNAILG, TGIF, TIMP3 ve BCL2 olarak belirlenmistir. Castro vd. (2010), 1D4,
BNIP3, H2AFX, CACNAI1G, TGIF'm, skuamo6z tiimorlerde daha sik metile
oldugunu, HTLF ve CACNAIA'nin ise adenokarsinomlarda daha sik metile
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica SCGB3A1, DLC1 ve SFRP4 metilasyonunu,
erken farklilasma ve evre ile iliskili, erken olaylar olarak tanimlamiglar, HTLF,
SFRP5 ve TIMP3'iin metilasyonunun ise genel sagkalim ile anlamli olarak iliskili
oldugunu gostermislerdir. Birka¢ anahtar genin DNA metilasyon degisiklikleri ve
akciger kanserindeki rolleri Tablo 1.6.'da gosterilmistir (Castro vd., 2010; Lu ve
Zhang, 2011; Uludag vd., 2013).
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Tablo 1.6. Birka¢ anahtar genin DNA metilasyon degisiklikleri ve akciger kanserindeki
rolleri (Lu ve Zhang, 2011).

Metilasyon . .. . .
Degisiklikleri Gen Fonksiyon Hiicre Tipi Referans
Hiicre siklusu Belinsky (1998),
P16 kontrolii KHDAK " Belinsky (2002)
Damman (2001),
RASSF1A  Ras sinyali glgfléc Honorio (2001),
Dammann (2005)
Hiicre ¢ogalmasi,
hiicre gocii ve NSCLC,
APC adhezyonun SCLC Brabender (2001)
diizenlenmesi
Hilcre siklusu NscLc, ~ Onhtani- Fujita
RB kontroli sCLC (1993),
Joseph (2004)
Epitelyal hiicre
TGFBR2  biiylimesinin KHDAK Zhang (2004)
inhibisyonu
. NSCLC, Zochbauer -
DAPK Proapoptotik SCLC Muller (2001)
MGMT DNA onarimi KHDAK Belinsky (2005)
Hipermetilasyon cpppg ~ Hiereadhzyonunun o imnk Toyooka (2001)
diizenlenmesi
Hiicre siklusu NSCLC,
CDH1 regiilasyonu SCLC Toyooka (2001)
Hiicre farklilasmasi
RARp ve ¢ogalmasinin NSCLC, Virmani (2000)
- . SCLC
diizenlenmesi
FHIT Proapoptotik KHDAK ~ Zochbauer-
pop Muller (2001)
- Zochbauer -
GSTP1 Detoksifikasyon KHDAK Muller (2001)
Hiicre
hareketliliginin ve
SEMA3B  hiicre KHDAK  Kuroki (2003)
adhezyonunun
diizenlenmesi
hOGG1 DNA onarimi KHDAK Liu (2008)
BLU Hicre siklusu KHDAK  Liu (2008)
regiilasyonu
MAGE Bilinmeyen KHDAK Jang (2001)
Hipometilasyon Akcls
SNCG Bilinmeyen % cieer Liu (2005)
anseri
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1.4.2. Histon Modifikasyonlar:

Histonlar, dkaryotik kromatinde, DNA paketlenmesinin ilk asamasinda gorev alirlar.
Histon proteinleri, yiiksek oranda art1 yiiklii aminoasit (lizin ve arjinin) icerirler ve bu
aminoasitler eksi yiikli DNA’ya siki bir sekilde baglanirlar. Histonlar, DNA’dan
sadece DNA replikasyonu sirasinda gegici olarak ayrilirlar. Transkripsiyon sirasinda

DNA ile birliktedirler (Can ve Aslan, 2016).

Hiicre, yasami boyunca dinamik olarak, niikleozomlarda bulunan histon
proteinlerinin amino uglarindan, asetilasyon/deasetilasyona maruz kalir. Histon
asetilasyonu; gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde direkt rol oynamaktadir ve
histon proteinlerinin belirli bazi1 aminoasitlerine asetil gruplarinin (-COCH3)
baglanmasiyla  gerceklesmektedir.  Deasetilasyon ise, asetil  gruplarinin
uzaklastirllmasidir. Histon asetilasyonu dinamik bir islemdir. Histon ve histon
olmayan proteinlerin asetilasyonu ve deasitilasyonu, sirasiyla histon asetiltransferaz
(HAT) ve histone deasetiltransferaz (HDAC) enzimleri tarafindan katalizlenir. Genel
olarak HAT enzimleri, A ve B olmak {izere iki siniftan meydana gelmektedir ve tip-
A HAT’lar gekirdekte, tip-B HAT lar ise stoplazmada yer almaktadir (Yaykash vd.,
2012; Can ve Aslan, 2016; Giirel vd., 2016).

Gen ekspresyon degisimini, histon modifikasyonlari, kromatin yapisim etkileyerek
yapmaktadir. Asetilasyonlar, gen ifade seviyesini, sinyal iletisim yolaklar1 yardimiyla
diizenlemektedir. Histon proteinin lizin aminoasitinden asetillenmesi, histon
kuyrugundaki pozitif yiikii notralize ederek, kromatin yapisinin gevsemesine neden
olur ve bu gevsek kromatin yapisi, transkripsiyon faktorlerinin, hedef gene
ulagmasina yardimci olur. Bdoylelikle asetilasyon, gen transkripsiyonuna kolaylik
saglamis olmaktadir. Bunun tam tersi olarak deasetilasyon ise, kromatin yapisini

sikilagtirarak transkripsiyonu zorlastirir (Yaykaslh vd., 2012).

1.4.3. Kodlamayan RNA’lar

Genom sekanslama calismalarinda, toplam RNA molekiiliiniin yaklasik olarak %
1,5°Tik kismini, protein kodlamadan sorumlu genomun olusturdugu, ¢ok biiyiik bir

kismin1 ise non-coding RNA (ncRNA; protein kodlamayan RNA) olarak
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adlandirilan, kodlanmayan diizenleyici elemanlarin olusturdugu bildirilmistir

(Karaaslan ve Serin, 2016).

Posttranskripsiyonel (transkripsiyon sonrasi) gen susturma olarak da adlandirilan
RNA interferans, spesifik mRNA molekiiliiniin yikimina neden olarak, gen
ekspresyonunu inhibe eder. Gen ifadesinin susturulmasini saglayan RNAi yolaklari,
small interfering RNA (siRNA), mikro RNA (miRNA), ribozim ve antisens
oligoniikleotitler adi1 verilen kii¢iik, protein kodlamayan ve gen ifadesinin negatif
diizenleyicisi olan RNA ve DNA parcaciklarinin aracilifiyla meydana gelmektedir.
Gelisimsel stireclerden, hiicresel cevaba, biyolojik reaksiyonlarin
katalizlenmesinden, hiicresel savunmaya kadar pek ¢ok olayda, ncRNA’lar isleve
sahiptirler. Kodlamayan RNA’larda olusan degisimlerle meydana gelen hastaliklar
arasinda, kanserler de yer almaktadir (Akkaya ve Dinger, 2013; Ecevit, Motor ve
[zmirli, 2013).

1998 yilinda bir nematod olan C.elegans ile yapilan bir ¢alismada, kodlanmayan
RNA’larin gen ifadesini susturmada rol aldigi ortaya konmustur. RNAI konusunda
yapilan caligmalar, 1995 yilindan giiniimiize kadar, olduk¢a gelisme gostermistir.
RNAi1i mekanizmasmin diizenlenmesi, miRNA'lar ve siRNA’lar tarafindan

saglanmaktadir (Giizelgiil ve Aksoy, 2009; Goriir ve Tamer, 2011).

ncRNA’lar genel olarak uzunluklarina gore smiflandirilmaktadir. Niikleotit sayisi
200°den daha uzun olan ncRNA’lar uzun kodlanmayan RNA (long non-coding
RNAs-IncRNAs) olarak, 200 niikleotitten daha kisa olanlar ise kiiciik kodlanmayan
RNA olarak tanimlanmaktadir. Bazi ncRNA’larin siniflandirilmasi ve islevleriyle

ilgili bilgiler Tablo 1.7.'de verilmektedir (Giingdr ve Unal, 2015).
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Tablo 1.7. Bazi ncRNA lar ve islevleri (Giingdr ve Unal, 2015).

Kisa ncRNA'lar

mMiRNA Translasyonun baskilanmasi, DNA metilasyonu ve kromatin
modifikasyonuyla, genin transkripsiyon sonrast
regiilasyonundan sorumludur ve gelisim, hiicre Slimi ve
hiicre farklilasmasinda rol oynar.

SIRNA Transkripsiyon  sonrast  (mRNA’nin  pargalanmasi)
regiilasyon, histon ve/veya DNA modifikasyonu ile,
heterokromatin yapinin olusumunda yer alir.

piRNA Memelilerin esey hiicrelerinde transpozon ve retro
elementlerin baskilanmasindan ve DNA metilasyonundan
sorumludur.

tiRNA Transkripsiyonun diizenlenmesinden sorumludur.

shRNA Genomik baskilanmadan sorumludur.

SnoRNA, snRNA,  Post-transkripsiyonel modifikasyonda  veya  DNA

gRNA, RNaz P, replikasyonunda yer almaktadirlar.

telomeraz RNA

Uzun ncRNA’lar

Xist RNA X kromozomunun inaktivasyonu, histon deasetilasyonu ve
metilasyonunundan sorumludur.

Tsix RNA X kromozomunun inaktivasyonundan sorumludur.

Linc RNA X inaktivasyonu, imprinting, transkripsiyonda aktif genlerin
regiilasyonu ve embriyonik pluripotent hiicrelerin iireme
hiicrelerine farklilasmasinda rol alirlar.

1.4.3.1. miRNA

Mikro RNA'lar (miRNA'lar), ~ 22 niikleotitten olusan, endojen kodlamayan

RNA'lardir. miRNA'larin  ekspresyonu, hem genetik hem de epigenetik
mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. MiIRNA genlerinin yaklasik yarisi,
delesyon, duplikasyon ya da translokasyon ile iliskili frajil bolgelerdedir. Bu durum,
miRNA genlerinde olusan degisikliklerin, tiimor hiicrelerinde daha genel bir kusur
olarak ortaya ¢ikabilecegini

diisiindiirmektedir. Son zamanlarda kesfedilen
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epigenetik siireclerle, artan sayidaki miRNA'larin, tiimor hiicrelerinde, epigenetik

degisimlerden etkilenebilecegi tespit edilmistir (Liu vd., 2013).

Memeli transkripsiyonunun ~% 60’indan fazlasinin, miRNA’larin kontroliinde
gerceklestigi  tahmin edilmektedir. Transkripsiyon sonrast gen ekspresyonu
kontroliinde, miRNA’lar gorev alir. miRNA’lar hedef gen ekspresyonunun
azaltilmasimi, mRNA’larin 3> UTR bolgeleriyle baz eslesmesi yapip hedef mRNA
yikimini saglayarak, veya translasyona ugramalarini engelleyerek yaparlar (Bissels,

Basio ve Wagner, 2012; Ozbayer vd., 2014).

Kanser tiirlerinin, kendilerine 0zgli miRNA ekspresyon profilleri oldugu
goriilmektedir. Timoér dokusunda miRNA ekspresyon profilinin, timoriin tipi ve
farklilasmas ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica, miRNA'larin kanserde hiicre
biiylimesi, boliinmesi ve ¢ogalmasi gibi hiicresel siireglerle baglantisi oldugu da

bulunmustur (Goriir ve Tamer, 2011; Giizelgiil ve Aksoy, 2015).

MiRNA'larin disregililasyonu ve kanserdeki epigenetik diizenleyicilerle olan
etkilesimleri, miRNA'lar1 klinik uygulamalarda c¢ekici biyolojik belirtegler ve
prospektif terapotik hedefler haline getirmistir (Liu vd., 2013).

1.4.3.2. siRNA

Small interfering RNA yada short interfering RNA olarak bilinen siRNA’lar, 20-25
baz ¢ifti uzunlugunda, eksojen yada endojen kokenli olabilen ¢ift iplikli, in vitro
sentezlenen RNA’lardir. Hedef dizilerle miikemmel eslesme gostermesi, bu yapilar
gen caligmalari i¢in uygun araglar haline getirmistir. Bu 06zelligi kullanilarak
siRNA’lardan, kanser, insan immiin yetmezlik viriisii infeksiyonu ve ¢esitli norolojik
hastaliklarin ~ tedavisinde, klinik  uygulamaya  geciste yararlanilabilecegi

diisiiniilmektedir (Bodur ve Demirpence, 2010; Ecevit, Motor ve izmirli, 2013).

miRNA’larin karsinogenezde etkili olabileceginin anlagilmasiyla birlikte, akciger
kanserinde spesifik hiicre tiplerinde miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki
degisimler incelenmis, normal ve patolojik dokular arasinda farklilik gosterdikleri

bulunmustur (Bagci, 2014).
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Let-7 ailesine ait miRNA'lar, tiimor baskilayici 6zellige sahiptir ve hiicre
biliylimesini, hiicre siklusunun ilerlemesini baskilamaktadir. Normal sartlarda Let-7
ailesine ait miRNA'larin, akciger dokusunda yiiksek oranda bulundugu in vivo ve in
vitro calismalarla gosterilmesine karsin, akciger kanserinde siklikla kayboldugu
bildirilmistir. Akciger kanserli dokularda yapilan g¢alismalarda, miR-21 ve miR-
201°de degisim oldugu ve serum orneklerinde miR-10b ve miR-205’de ekspresyon
durumunun arttigi bulunmustur (Karaaslan ve Serin, 2016; Zamani, A. G., ve
Zamani, A., 2013).

KHDAK!'larda kanser dokusu, normal akciger dokusu ile karsilastirildiginda, bu iki
dokudaki hiicrelerin, farkli hsa-miR-125a-3p ve hsa-miR-125a-5p ekspresyon
profillerine sahip oldugu bulunmustur. Roa vd., miR-21, miR-155, miR210, miR-143
ve miR-372’den olusan besli panelin, KHDAK’li hastalarin balgamlarinda erken
tanida kullanilabilecegini diigiinmiislerdir. Bir adaptor protein olan proto-onkogen c-
Crk (CRK), hiicre adezyonu, proliferasyonu ve migrasyonunu artiran intraseliiler
sinyal yolaklarinda gorev yapmaktadir ve adenokarsinomlarda CRK benzeri gorevi
olan FItl, miR-200 tarafindan baskilanmaktadir (Zamani, A. G., ve Zamani, A.,
2013; Yiice ve Ersoy, 2016).

Yapilan c¢alismalarda, kii¢iik hiicreli akciger kanseri ile KHDAK arasinda ve
KHDAK patolojik subtipleri arasinda, MiRNA profillerindeki farkliliklardan
yararlanilabilecegi, bu profillerin ayiric1 tanida kullanilabilecegi belirtilmistir. Bazi
viicut sivist orneklerinde, miR-29a ve miR-375’in KHAK ve KHDAK ayirict
tanisinda; miR-205 ve miR-34a’nin skuamoz hiicreli kanser ve adeno karsinom

ayirici tanisinda kullanilabilecegi bildirilmistir (Yaykash vd., 2012).

1.5. Akciger Kanserinde Genetik Degisimler

1.5.1. Akciger Kanserinde Polimorfizm

Akciger kanseri gelisiminde polimorfizm, énemli bir risk faktorii olarak karsimiza
cikmaktadir. Farkli polimorfizmler ve akciger kanseri riski arasindaki iligki {izerine
celiskili sonuglar bildirilmistir. NOQI1 polimorfizmi ile akciger kanseri riski

arasindaki iliskiyi inceleyen calismalar da, bu celiskili ¢aligmalar arasinda yer
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almaktadir. NQO2, NQO1l'e benzer aktiviteye sahip bir enzimi kodlamaktadir ve
akciger kanseri riskini belirlemede daha 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir. CYPI,
baslica epitelyal dokularda ifade bulan bir gendir. Bu genin tanimlanmis 11°den fazla
alleli bulunmaktadir. Cesitli etnik gruplar arasinda CYP1Al, CYP2D6 ve CYP2E1
allellerindeki gibi bazi metabolik genlerin polimorfizmlerinin prevalansinda
farkliliklar vardir (Kiyohara, Otsu, Shirakawa, Fukuda ve Hopkini, 2002; Zamani ve
Yildirim, 2014).

hOGG1 Ser326Cys polimorfizmi ve akciger kanseri arasindaki iliskiyi belirlemek
i¢in bazi ¢alismalar yapilmistir. Li vd., hOGG1 Ser326Cys polimorfizmi ile artmis
akciger kanseri yatkinligi riski arasinda iliski bulamazken, Guan vd., hOGG1
Ser326Cys polimorfizminin, beyaz irk i¢in akciger kanseri riski olusturdugunu
bildirmistir (Zhong, Li, Long, Wu ve Hu, 2012).

DNA onariminda gorev alan (OGG1, ERCC1, XRCC1, XRCC2, XRCC3, XPC,
XPD, XPF, BRCA2, MRE1ll, NBS1, Ku70/80, LIG4, RAD vb.) genlerin
polimorfizmleri, proteinlerin islevinde ve bireylerin hasarli DNA’y1 onarma
kapasitesinde degisimler meydana getirmektedir. Eksik onarim kapasitesi sonucunda,
genetik kararsizlik ve dolayisiyla kanser olusumu tetiklenmektedir. Yapilan bir
aragtirmada, XPC (Asp312Asn) ve XPD (Lys751GIn) polimorfizmlerinin, akciger
kanseri gelisme riskini arttirdigi, buna karsin XRCC1 (Arg399GIn) ve XRCC3
(Thr241Met) polimorfizmleri ile akciger kanseri riski arasinda herhangi bir iliski

bulunmadig tespit edilmistir (Lopez vd., 2007; Ekmekgi, Konag ve Onen, 2008).

Siklin D1 geninin 4. eksonunda tanimlanan A870G tek niikleotit polimorfizmi
(SNP), sigaranin indiikledigi akciger kanseri riskine etki edebilmektedir. CDKI ailesi
iiyelerinden p16"N¥** (CDKN2A) geninde tanimlanan A148T varyanti, erken yasta
gelisen akciger kanserinin de aralarinda bulundugu c¢esitli kanserlerle
iliskilendirilmistir. p21CIP1/WAF1 (CDKN1A) geninin 31. kodonundaki C/A
transversiyonu sonucu olusan AA genotipinin, akciger gelisimi ile iligkisi

gosterilmistir (Ekmekei, Konag ve Onen, 2008).
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Glutatyon S-Transferaz (GSTP1) enziminin ekson 6 polimorfizminin, akciger kanseri
ile iliskisini belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalarda, Wang vd., akciger kanserine
yakalanma riski ile ilgili kuvvetli bir iligski oldugu sonucuna varirken, Watson vd., ise
iliskinin bulunmadigini bildirmislerdir. Baz1 ¢alismalardaki bulgular ise, GSTP1
genindeki polimorfizmlerin tek basina akciger kanseri riskini etkilemedigi, fakat bazi
genetik polimorfizmlerle birlikte olmalart halinde, riski degistirebilecegi yoniinde
olmustur. Saib vd. ve Booton vd., GSTP1 ekson 6 polimorfizminin, KHAK’de risk
faktoriic olmadigimi  saptamislardir. Watson vd., GSTP1 geninin ekson 6
polimorfizminin, akciger kanserine yakalanma riskine etkisinin, farkli populasyonlar
icin, farkli olabilecegini bildirmislerdir (Akbas, Seyrek, Erdogan, Senli ve Helvaci,
2012).

Akciger kanseri riskini gosteren spesifik genetik polimorfizmler hakkinda bilgi
sahibi olmak, hem hastaligin erken belirlenmesinde, hem de g¢evresel maruziyetin
bireyde hasar yapma olasiligini belirlemede yardimci olabilecektir (Ece ve Komiircii,

2010).

1.5.2. Akciger Kanserinde Goriilen Mutasyonlar

Akciger kanseri olusumundaki en 6nemli 1ki degisiklik, epidermal biiylime faktorii
reseptorii (EGFR) ve KRAS genlerindeki somatik mutasyonlardir. Bu mutasyonlar,
akciger adenokarsinomasinda, skuamoz hiicreli karsinomdan daha sik goriilmektedir
ve tedavi se¢imine etkileri vardir. Histolojik tipin adenokarsinoma veya skuamoz
hiicreli karsinom olup olmadigina; sigara oykiisii ve statiisiine bagh olarak degisen,
cok sayida mutasyon KHDAK'da tanimlanmistir (Pehlivan vd., 2002; Garzén vd.,
2016).

p53, hiicre siklusunun kontrolli, apoptozis, gen transkripsiyonu, kromozomal
segregasyon ve genomik stabilite gibi hiicresel fonksiyonlarda gorev almaktadir.
Tim insan kanserlerinin % 50-55'inde p53 mutasyonlart bulunur. p53 genindeki
mutasyonlar, KHDAK'larda % 50 oraninda ve KHAK'larinin % 50-55’inde meydana
gelmektedir (Pehlivan vd., 2002; Sen, Goniillii ve Akar, 2005).
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Kanser Genomu Atlas Arastirma A& (2014), rezeke edilen 230 akciger
adenokarsinomunda, mMRNA, mikroRNA, kopya sayist degisimleri, metilasyon ve
proteomik analizlerle birlikte, DNA dizi analizi kullanarak molekiiler profilleme
gerceklestirmigler ve yiiksek somatik mutasyon oranlart gozlemislerdir. Yapilan
calismada, RIT1, MYC ve MGA dahil olmak tizere 18 gende, istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek mutasyon bulunmustur (URL-5, 2016).

Akciger kanserinin en énemli nedenlerinden biri olan sigara dumaninda bulunan N-
nitrosamin ve PAH ise, genom basina 100 kadar mutasyona yol agmaktadir. Yine
sigara dumaninin, FAS/FAS ligand ekspresyonunu etkiledigi ve akciger kanseri
olusumunda azalmig FAS ekspresyonu ve/veya artmis FASL ekspresyonunun da rol
oynadig1 bilinmektedir. Ciinkii akciger kanserinde FASL iiretilebilmesine ragmen,
FAS reseptorleri olmadigi i¢in FAS’a bagl apopitoz gergeklesememektedir. FAS-
1377 AA genotipinin, sigara icen kisilerde, akciger kanseri riskini belirlemede rol
oynadigr  disiiniilmektedir. Ayrica frajil histidin triad (FHIT) geninin
hipermetilasyonunun da, pl6 metilasyonu ile iligkili oldugu ve sigara dumanina
maruz kalan kisilerde, skuamoz hiicreli akciger kanserinin gelisimine neden oldugu

gosterilmistir (Ece ve Komiircii, 2010).

“Timor Sekanslama Projesi” konsorsiyumunun c¢aligmalari kapsaminda yer alan
Ding vd., sistematik olarak, 188 akciger adenokarsinomu ornegindeki somatik
mutasyonlarin listesini ¢ikarmiglardir. Analizde, akciger adenokarsinomu ile iliskisi
bilinen veya siipheli baglantisi olan 600 gene odaklanilmistir. Toplam 1,013 somatik
mutasyon saptanmig, 823’0 daha oOnce “Kanserde Somatik Mutasyonlar
Katalogu”nda (COSMIC) ve “Online Mendelian Inheritance in Man” (OMIM)
veritabaninda bildirilmemistir. Bu ¢alismada mutasyonlar1 bildirilen timér supresor
genler, NF1, RB1, ATM ve APC ve proto-onkogenler ERBB4, KDR, FGFR4,
EPHA3 ve NTRK’dir. TP53’te daha oOnceden bilinen akciger adenokarsinomu
mutasyonlar1 ile, DDKN2A, STL11, KRAS, EGFR ve NRAS mutasyonlari
dogrulanmistir. Molekiiler yolaklardaki mutasyon dagiliminin analizi ile, MAPK,
Wnt ve PI3K/AKT sinyal yolaklarinda, iliskili mutasyonlar belirlenmistir. Bunlardan
Wnt yolagi, daha once akciger adenokarsinomu ile iligskilendirilmemistir (Dubey ve

Powell, 2009).
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Akciger kanserinde DOK2 geni delesyonunun, Berger vd., 199 primer insan akciger
adenokarsinomu 6rneginden % 37'sinde saptamislardir. Samuels vd. (2004), yaptilari
caligmada, incelenen 24 akciger kanserinin 1'inde (% 4) PIK3CA geninde somatik

bir mutasyon gézlemislerdir (URL-5, 2016).

Yapilan ¢alismalarda, akciger adenokarsinomlarinin % 40-55’inde, birbirini diglayan
tek bir yonlendirici mutasyon oldugu bildirilmistir. Birbirini disladigi bilinen en eski
mutasyonlar, KRAS ve EGFR ‘dir. Ayrica ALK, HER2, PIK3CA, BRAF, ROS1,
AKT1 genlerinde de mutasyonlar yer almaktadir (Sekil 1.4.) (URL-4, 2013).
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Sekil 1.4. Akciger Adenokarsinomlarinin mutasyon profili.

KRAS mutasyon orani, KHDAK'larda % 20-% 30 oraninda goriilmektedir ve siklikla
adenokarsinoma smifinda olusmaktadir. KRAS mutasyonlar1 genellikle, guaninin
timine transversiyonu olarak, % 70 oraninda kodon 12'de meydana gelmektedir.
KRAS mutasyonlar1 ilk olarak yaklasik 30 yil Once tespit edilmistir, ancak son
yillarda KRAS biyolojisinin anlagilmasinda o6nemli ilerlemeler kaydedilmistir

(Dogan vd., 2014; Garzon vd., 2016).

Sigara igenlerin, hi¢ sigara icmemis olanlara kiyasla, KRAS mutasyon sikligi daha

yiiksektir. Ahrendt vd., yaptigi bir ¢alismada, KRAS mutasyonlar1 106 tiimoriin
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40"nda (% 38) tespit edilmis ve sigara icenlerde, sigara igmeyenlerle kiyaslandiginda
daha sik rastlanilmigtir (Garzon vd., 2016; URL-5, 2016).

Adenokarsinomlarda ikinci en sik goriilen mutasyon EGFR mutasyonlaridir. EGFR
7. kromozomun ekzon 18-24 araliginda kodlanmaktadir. Bu ekzonlar arasinda en sik
mutasyon, ekzon 19°daki delesyondur. ikinci sikliktaki mutasyon, 21. ekzondaki
nokta mutasyonudur. EGFR mutasyonlari, sigara igmemis ya da az i¢gmis, Asya etnik
kokenli kadinlarda, yaklasik % 40 oraninda saptanirken, bati toplumlarinda % 10-15
oraninda saptanmistir. EGFR mutasyonlar1 olan hastalar, EGFR tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI'ler) ile tedavi edilebilmektedirler (URL-4, 2013; Garzén vd.,
2016).

KHDAK’larinin % 2-7 oraninda, ALK geni ile iliskili birgok mutasyon
gosterilmistir. ALK bir tirozin kinaz olup, kromozom 2’de kodlanmaktadir. Geng,
sigara icmemis erkeklerde ALK mutasyonlarina daha sik rastlanilmigtir.
KHDAK’larinda, % 1-7 oraninda da MET geni amplifikasyonu goriilmektedir.
Digerlerinden farkli olarak, birbirini dislayan degil, bir arada goriilebilen

mutasyonlardir (URL-4, 2013).

BRAF geni mutasyonlari, KHDAK ’larinda, % 1-3 oraninda, Sigara igen hastalarda
saptanabilmektedir. Malign melanomda da bildirildigi gibi, tirozin kinaz domaini,
ekzon 15’te ve 11°de mutasyon gozlenmektedir. KHDAK'de BRAF’in roli,
kolorektal karsinom ve malign melanomda oldugu kadar agik degildir. Naoki vd.,
127 primer insan akciger adenokarsinomasinda, BRAF geni sekans analizi
gerceklestirmis ve biri ekzon 11 ve digeri ekzon 15'te olmak fiizere, 2 tiimor
orneginde mutasyonlar bulmustur (URL- 4, 2013; Dogan vd., 2014; URL-5, 2016).

HER2 geni mutasyonu, KHDAK’larinda % 2-4 oraninda, en sik ekzon 20’de in-
frame insersiyon tarzinda, somatik mutasyon olarak gozlenir. Sigara igmemis, kadin

hastalarda daha sik bildirilmektedir (URL-4, 2013).
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1.5.3. Akciger Kanserinde Gen Ekspresyon Profili

Gen ekspresyon profili ile akciger kanserinin histolojik siniflamasi arasinda, iliski
oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Skuaméz akciger kanser hiicreleri,
yiikksek molekiiler agirlikli keratin (34BE12), sitokeratin 5/6, CEA eksprese
etmektedir. Ayrica diisiik molekiil agirlikli keratin (358H11), TTF-1 ve sitokeratin 7
ekspresyonu da goriilebilmektedir. Biiyiik hiicreli akciger kanserinde, HMGI asiri
ekspresyonu, FOS iligkili antijen 1 asir1 ekspresyonu, E-kaderin diisiik ekspresyonu,
PAX 8 diisiik ekspresyonu gibi, epitelyalden mezenkimale gecisi yansitan gen
ekspresyon profilleri mevcuttur (Bhattacharjee vd., 2001; Garber vd., 2001;
Yilmazbayhan ve Ozliik, 2010; Yiice ve Ersoy, 2010).

Akciger tiimdrlerinin gen ekspresyonu profillemesi ¢alismalari, prognoz ve sagkalim
ile ilgili dnemli bilgiler saglamanin yaninda, genetik degisikliklerin akciger tiimorii
ve metastazint nasil etkiledigine iligkin bilgiler sunarak, potansiyel terapotik

hedefleri belirlemeye yardimci olmaktadir (Borczuk, Toonkel ve Powell, 2009).

Desmoglein 3 ekspresyon eksikliginin, histolojik tip ne olursa olsun, akciger
kanserinde kisa sagkalimi gosterdigi belirtilmektedir. Adenokanserde apoptotik
potansiyelin kontroliinde gorev alan Kaspaz-4 ve p63 proteinlerinin bulunmasi ve
artan MUC1 ekspresyonu, prognozun kot oldugunu gostermektedir. MMP-9
ekspresyonu adenokanser progresyonu ile iligkilidir. KHAK i¢in TTF-1, ELAV4 ve
CAPS gen ekspresyonu iyi prognozu ortaya koyarken, FOX-C1 ve TSGAl
ekspresyonu kot prognozu belirtmektedir. CD9’un diisiikk ekspresyonunun,
KHAK’nin daha agresif oldugunu gosterdigine inanilmaktadir (Ece ve Komiirctioglu,

2010).

Gen ekspresyon analizinin, akciger metastazlarini dogrulamak ve tanimlamak igin bir
teshis araci olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Metastatik KHDAK’de MMP
ve tripsinojen-C/4B ekspresyonu yaninda, S100P ve S100A2’nin bulunmasinin
karakteristik oldugu belirtilmektedir. Yine ayni sekilde KHAK’de de, SIO0A7’nin
asir1 ekspresyonunun, beyin metastazi ile iligkili oldugu belirtilmistir (Bhattacharjee
vd., 2001; Ece ve Komiirciioglu, 2010).
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1.6. RASSF1A Geni

RASSF1A geni, kromozom 3p21.3’de lokalizedir (Sekil 1.5.). RASSF1A, RASSF
ailesinin bir {iyesidir ve ailenin diger iyeleriyle % 30-50 aminoasit homolojisi
paylasmaktadir (Han vd., 2016; URL-6, 2016).

Sekil 1.5. RASSF1A geninin 3p21.3’deki lokalizasyonu (URL-6)

RASSF1 lokusu, alternatif promotdr se¢imi ve alternatif mRNA splicing ile birkag
biiyiik transkripti kodlar. RASSF1, alternatif splicing ile RASSF1A, RASSF1B ve
RASSF1C dahil olmak iizere, ¢esitli izoformlar1 kodlamaktadir. RASSF'in iki biiyiik
izoformu A ve C ortak bir RAS asosiasyon domainine (RA) sahiptir; ancak sadece
RASSF1A'™min amino terminal bolgesinde, sistein bakimindan zengin bir
diagilgliserol baglama alan1 (C1 bolgesi) vardir. Yapilan ¢alismalar RASSF1C'nin,
RAS-sinyalizasyonunda rol oynarken, RASSF1A'nin G1-S gegisinde, hiicre dongiisii
ilerlemesiyle iliskili oldugunu ortaya koymustur (Murray vd., 2004; Choi vd., 2005).

RASSF1A (Ras association domain family member 1A), mutasyonel olaylardan
ziyade, siklikla metilasyonla inaktive edilir. Bu gen, akciger, meme, bobrek, gastrik,
mesane, ndroblastoma, medulloblastoma, gliomalar dahil birgok yetiskin ve ¢ocukluk
kanserinde, promotor bolge hipermetilasyonu ile susturulur ve siklikla inaktivedir.
Yapilan arastirmalar, RASSF1A'nin, kanser, apopitoz ve hiicre dongiisiinde islev

gordiiglinii ortaya koymustur (Agathanggelou, Cooper ve Latif, 2005).

Yapilan RNAIi c¢alismalarinda, RASSF1A'min, hiicre dongilisii  kontroliiniin
kaybedilmesinde, genetik istikrarsizligin artmasinda, hiicrenin hareketliliginde ve K-
Ras'a ve tiimor nekroz faktorii o (TNFa) 'ya bagli apopitoza direngte, downregiile
oldugu gosterilmis; boylece RASSF1A’nin, ¢oklu biyolojik siiregleri diizenledigi
diistintilmustiir (Donninger, Vos ve Clark, 2007).
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RASSF1A, mikrotiibiill stabilizasyonu, apopitozis ve hiicresel motilite gibi bir¢ok
hiicresel siiregte yer alir. RASSF1A proteinin, siklin D1 birikimini inhibe ederek,
hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden oldugu bildirilmistir (Xu, Zhan ve Chen,
2016).

Okaryotik hiicrelerde ¢esitli mikrotiibiil iliskili proteinler (MAP'ler) ifade edilir.
MAPI1 familyasi proteinleri, mikrotiibiil kafes boyunca baglanan, klasik mikrotiibiil
iliskili proteinlerdir. Mikrotiibiiller, dinamik instabilite gdosterirler. RASSF1A,
mikrotiibiiller ile kompleks olusturarak, polimerizasyonun artmasini saglamaktadir.
Bu 6zellik, RASSF1A'nin hiicre dongiisiinii modiile etmesine izin verir. RASSF1A
a-, B- ve y-tibilinlere eslik eder; fakat tam olarak RASSF1A'nin tiibiilin ile nasil
etkilesime girdigi belirsizligini korumaktadir. RASSF1A'nin dogrudan, MAP1B,
MAP4 ve C190RF5 (MAPI1S) gibi birkag MAP'a baglandigi bulunmustur. Bu
proteinler dogrudan tiibiilini bagladigindan, RASSF1A'nin tiibiilin ile etkilesiminin,
MAP'ler araciligiyla dolayli olabilecegi diisiiniilmektedir. Mikrotiibiillere ve hiicre
dongiisiine ek olarak, RASSF1A, apoptotik yolak olan Hippo ve Bax'n da
kontroliinii saglamaktadir. RASSF1A, Hippo yolagini, MST1 ve MST2 kinazlarini
dogrudan baglayarak, aktive eder. Bax aktivatori MOAP-1'1 dogrudan baglayarak,
Bax'1 aktive eder. Bu nedenle RASSF1A, hem apopitozu indiikleme, hem de hiicre
dongiisiinii kisitlayabilme yetenegine sahiptir (Halpain ve Dehmelt, 2006; Donninger
vd., 2014).

RASSF1A ile indiiklenen GO / GI1 arresti ve siklin D1 downregiilasyonu, akciger
kanseri ve noroblastoma hiicre hatlarinda saptanmistir. RASSF1A'nin mikrotiibiile
lokalize oldugu ve mikrotiibiil stabilitesinin korunmasinda Onemli oldugu
gosterilmistir. APC-Cdc20 kompleksinin inhibisyonu yoluyla, mitotik siklinlerin
stabilitesini ve mitotik progresyonunu diizenler. RASSF1A'nin E1A tarafindan
kontrol edilen transkripsiyon faktorii pl20E4F ve CNKI1 ile etkilesime girdigi
gosterilmistir (Chow vd., 2006).

Genomik istikrarsizlik, transforme hiicrelerin ayirt edici 6zelliklerinden biridir. ig
regiilasyonundaki bozukluklar, genomik istikrarsizliga neden olabilir. RASSF1A,

sentrozom ve mitoz igine lokalize oldugundan ve tiibiilin dinamiklerini modiile
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edebildiginden, RASSFIA'nin genomik stabilitenin saglanmasinda rol aldig
distintilmektedir (Sekil 1.6.) (Donninger, Vos ve Clark, 2007).
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Sekil.1.6. RASSF1A'nn yer aldig ve iliskili oldugu yolaklar (Donninger, VVos ve Clark,
2007).

RASSFIA en az ii¢ mikrotiibiile bagh protein (MAP) araciliiyla, mikrotiibiillerle
kompleksleri baglar ve mitojenik veya apoptotik uyaranlara yanit olarak mitoz, hiicre
dongiisii ve apopitozu diizenler. RASSF1A ve mikrotiibiile bagl proteinler
arasindaki dogrudan etkilesim, RASSF1A'y1r mikrotiibiillere lokalize eder, onlari
sabitlestirir ve boylece mitozu diizenler. A ve D1 siklinlerinin, RASSF1A ile baski
altina alinmasi, hiicre dongiisii durmas1 ve CNK1, MST1, Salvador ve MOAP1 ile

etkilesimler sonucunda RASSF1A'nin apopitozu modiile etmesine izin verir
(Donninger, Vos ve Clark, 2007).

RASSF1A geninin kayb1 veya degistirilmis ifadesi sonucu, genin tiimor baskilayici
islevini kaybettigi gosterilmis ve bu durum ¢esitli kanserlerin patogenezi ile
iligkilendirilmistir. RASSF1A geni inaktivasyonunun, promotor bolge CpG-adasi
hipermetilasyonu ile korelasyonlu oldugu bulunmustur (URL-7, 2016).
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RASSF1A inaktivasyonu; nokta mutasyon, delesyon, promotor metilasyonu gibi
bircok mekanizmayla olabilmektedir. Resesif kalittim s6z konusu oldugundan
inaktivasyon igin her iki RASSF1A gen allellinin fonksiyon kaybimna ugramasi
gerekmektedir (¢ift vurus=double hit). Diger taraftan allellerden birinin 6nceden
mutasyon varligi ve digerinde delesyon olmasi halinde de [heterozigosite kaybi
(LOH)] RASSF1A geni inaktif hale gelir. RASSF1A hipermetilasyonunun, insan
kanserlerinin en sik rastlanilan tiimor supresor gen degisikligi oldugu, yapilan

calismalarla ortaya konmustur (Ozdemir S., ve Ozdemir, O., 2014).

1.7. RASSF1A Geni ve Akciger Kanseri

Insan kanserlerinin molekiiler genetigindeki son gelismeler, coklu TSG
degisimlerinin, insan akciger Karsinogenezine Kkaristigini ortaya koymustur.
Kromozom 3p allel kaybi, akciger kanseri gelisiminde sik goriilen olaydan biridir.
Ayrintili allelotip ¢alismalar ile, 3p bolgesinin akciger ve diger kanserlerde siklikla
allellik kayiplar gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum 3p'de bircok TSG oldugunu
akla getirmektedir. Akciger kanseri ve meme kanseri hiicre hatlarinda, 630 kb,
3p21.3 homozigot delesyon bolgesi ile ilgili kapsamli arastirma yapilmistir.
RASSF1A geni, bu bolgeden bir aday TSG olarak izole edilmistir (Murray vd.,
2004).

3p21.3 bolgesinden genetik materyal kaybi, akciger kanserinin patogenezinde en
yaygin ve en erken olaylardan biri olarak tanimlanmistir. RASSFIA'nin yiiksek
metilasyon siklig1, meme kanseri, yumurtalik, gastrik ve mesane kanserleri gibi diger
kanserlerde de goriilmektedir. Siklikla 3p21.3 bolgesindeki heterozigotluk kaybi
(LOH) ve homozigot delesyon varligi, timorogenezde 3p21.3 bolgesinin Kritik bir
rolii oldugunu diistindiirmektedir (Choi vd., 2005; Pfeifer vd., 2005).

RASSF1A genindeki mutasyonlar yaygin olmamasina ragmen, bu bolgede bir¢ok
polimorfizm kesfedilmistir. Birgok calisma, RASSF1A'daki farkli SNP'lerin, akciger
kanseri, meme kanseri ve renal hiicreli karsinom gibi maligniteler ile iliskili
oldugunu bildirmistir. RASSF1A, farkli tiimdr tiirlerinde genis capta calisilmistir. Bir

timor baskilayici gen olarak, anormal ifadesinin tiimérogenez ile iligkili oldugu
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diistiniilmektedir. RASSF1A geni promotér metilasyonunun, kiiciik hiicreli disi
akciger kanserinin gelisimi ile iligkili oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur

(Xu vd., 2016).

RASSF1A'nin normal bronsiyal epitel hiicrelerinde eksprese edildigi, fakat
KHAK’lerinin % 80-100"inde ve KHDAK!'lerin % 30-60'mda eksprese olmadigi
belirtilmistir. RASSF1A'nin tiimdr hiicrelerinde inaktivasyonu, RASSF1A promotor

bolgesindeki CpG adasinin metilasyonundan kaynaklanmaktadir (Choi vd., 2005).

Akciger karsinogenezinde, RASSF1A promotoriiniin hipermetilasyonu, nispeten ge¢
ortaya c¢ikmaktadir ve kiicilk hiicreli dis1 akciger kanseri progresyonunda

RASSF1A'nin 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir (Wang, 2004).

1.8. SPARCL1 (SPARC-like protein 1)

SPARC ailesinin, hiicre biyolojisinde, hiicresel yapisma, hiicre ¢ogalmasi, hiicre
sekil modiilasyonu, hiicre dongiisii inhibisyonu, hiicre dis1 matriks sentezi gibi bir¢ok
fizyolojik olayda gorevi vardir. Bu protein ailesi, ekstraselliiler matriks proteinleri ve
biiylime faktorleri ile etkilesim yoluyla islev goriir. SPARC ailesinde, on protein
tiyesi vardir ve bunlardan biri SPARCL1'dir (Zhang, Widegren, Wang ve Sun, 2011).

SPARCL1 proteini, oldukga asidik olan bolge I, bir follistatin benzeri bolge ve bir
hiicre dis1 kalsiyum (EC) baglanma bolgesi varligi ile tanimlanir. SPARCLI, sinir
sisteminin gelisimi i¢in hayati 6nem tasiyan, malignite baskilama potansiyeli olan
bir, hiicre dis1 matris glikoproteinidir. Hevin, SC1 veya MAST9 olarak da bilinir.
SPARCL1 geni, 4g22'de lokalizedir ve insanlarda korunmustur (Sekil 1.7.). Beyin
proteinlerinin immiinblotlarinda, SPARCLI1, 116 ve 120 kDa'lik bir ¢ift bant olarak
tespit edilmesine karsin, aminoasit sekansindan Ongoriillen molekiil kiitlesi 70,6

kDa'dir (Hu vd., 2012; Jakharia, Borkakoty ve Singh, 2016).
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Sekil 1.7. SPARCLI1 geninin 4q22°deki lokalizasyonu (URL-8).
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SPARCLI1’in, hiicre adezyonu, hiicre gogalmasi, merkezi sinir sistemi gelisimi ve B-
lenfosit matiirasyonu gibi, fizyolojik fonksiyonlarda rol aldigi bulunmustur.
SPARCL1, beyin, kalp, akciger, kas, kolon ve bobrek gibi normal dokularda yaygin
olarak eksprese edilirken; ekspresyonu, ¢esitli karsinomlarda downregiile
edilmektedir (Hu vd., 2012; Jakharia, Borkakoty ve Singh, 2016).

SPARCLL'in downregiilasyonu, pankreas, prostat, mesane, yumurtalik, gogiis ve
kiiciik hiicreli dis1 akciger tiimorleri gibi, ¢esitli tiimorlerde bulunmustur ve
SPARCLI1'in kanser teshisi ve terapisi i¢in potansiyel hedef gen ve bir tiimor

supresor gen adayi olabilecegi diistiniilmiistiir (Zhang vd., 2011).

1.9. SPARCL1 ve Kanser

Yapilan ¢alismalarda, kolorektal karsinomlarda SPARCL1 mRNA'sinin
downregiilasyonu gosterilmistir. Yapilan baz1 pilot caligmalarda, yiiksek SPARCL1
ekspresyon diizeyinin, kolorektal kanserlerde (CRC'lerde) iyi diferansiye edilmis
durum, daha az metastaz ve daha iyi sagkalim ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bazi
arastirmacilar, SPARCLL'Iin ekspresyonunun artistnin Dukes evre B'den D ye
ilerlemede azalmaya sebep oldugunu bildirmistir. Ancak, bazi veriler SPARCLI1'in
ekspresyonunun CRC'lerde kotii sagkalima yol agtigimi bildirmistir. Bu nedenle,
SPARCLI1'in prognostik degerinin, daha genis katilima sahip, birden fazla merkezli
daha biiyiik ¢alismalarla arastirilmasi 6nerilmektedir (Hu vd., 2012).

Kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomunda, SPARCLI mRNA diizeylerinin
downregiile edildigi bulunmustur. SPARCLI1 geninin akciger veya diger bazi
kanserlerde downregiile olmasindan sorumlu sebebin, genin delesyonu veya
mutasyonu olduguna dair bir bulgu bulunmamaktadir. Arastirmacilar, akciger
kanserinde SPARCL1 downregiilasyonunun, diger farkli faktorler araciligiyla
olabilecegini diisiinmektedirler. SPARCL1'In G1l'den S fazina gegisle, veya uzun
stire G1 fazinda tutma yoluyla, hiicre progresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir ve
¢ogu malignant hiicrede oldukg¢a downregiile oldugu bulunmustur (Bendik vd., 1998;
Isler vd., 2004; Zhang vd., 2011).
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SPARCL1’in downregiilasyonunun, pankreatik kanserde, prostat, mesane, ovaryum,
meme ve kiigiikk hiicreli olmayan akciger kanserlerinde bulunmus olmasi,
SPARCLI1’in bir tiimor supresor gen adayi olabilecegini ve bu tiimdrlerde tani ve
terapi i¢in potansiyel bir hedef olabilecegini diisiindiirmiistiir (Claeskens vd., 2000;
Zhang vd., 2011).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Calisma Gruplar

Calismaya Gayrettepe Florence Nightingale Hastanesi Patoloji Bolimii arsivinde

bulunan, akciger adenokarsinomu tanis1 almis 40 hastaya ait, 40 tiimér ve 40 normal

kontrol dokusu olmak iizere, 80 doku 6rnegi dahil edilmistir.

Calismaya baslanmadan 6nce, Karabiik Universitesi, Girisimsel Olmayan Klinik

Aragtirmalar Etik Kurulundan 28.03.2018 tarih 4/28 nolu karar ile, etik kurul onay1

alinmustir.

2.2. EKkipman

2.2.1. Kimyasal Maddeler

e 9% 96-100 Etanol

e DNA izolasyon kiti igerigi (Thermo Scientific GeneJET FFPE DNA

Purification Kit)

v
v
v
v
v
v
v

v

¢ Bisiilfit Uygulamasi kiti igerigi (EZ DNA Methylation-Gold Kit)

Digestion Buffer

Proteinase K soliisyonu

RNase A soliisyonu

Binding Buffer

GeneJET DNA Purification Column
Wash Buffer 1

Wash Buffer 2

Elution Buffer

v CT Conversion Reagent soliisyonu

v Zymo-Spin™ IC Column
v'M-Binding Buffer
v"M-Wash Buffer

v M-Desulphonation Buffer
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v M-Elution Buffer
e Enzim Karisimi (LightCycler® 480 SYBR Green I Master)
e Forward Primer (F)

e Reverse Primer (R)

2.2.2. Araclar ve Cihazlar

e Santriftij (Wisespin CF _10)

e Mikropipetdr (10-100 ul ve 100-1000)-(Microlit ve Socorex)
e Mikropipet uglari (100 pl ve 1000 pl)-(Biologix)

e Eppendorf tiipti (Isolab)

e Otoklav (Daihan WiseClave®)

e Derin dondurucu (-20) (Bosch)

e Su banyolar1 (Miprolab)

e Vorteks (Dragonlab MX-F)

e Eldivenler (Dolphin)

e Deiyonize su

e Kagit havlu

e Enjektor

o Parafilm (Parafilm M)

e Roche LightCycler 480 11

e PCR cihaz1 (Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler)
e Plate santrifiij cihazi (Beckmann Coulter Allegra X-15R)

e PCR tiipii

2.3. Parafine Gomiilii Tiimor ve Normal Doku Orneklerinden DNA izolasyonu

Izolasyon, Thermo Scientific GeneJET FFPE DNA Purification Kit kullanilarak
yapildi. izolasyon igin her biri her biri 10 um kalinhiginda olan 7 kesitlik formalinle

fikse edilmis parafine gomiilii (FFPE) doku 6rnekleri kullanildi.
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Saklama Kosullari: Acilmamis Proteinase K ve RNase A soliisyonlar1 oda
sicakliginda saklandi. Soliisyonlar acildiktan sonra ise -20°C’de muhafaza edildi.
Kitin diger bilesenleri oda sicakliginda (15-25°C) saklanda.

Biri 65°C digeri 90°C olmak iizere 2 adet su banyosu kullanildi.
Prosediir;

Wash Buffer 1 soliisyonu hazirlamak i¢in, 10 ml konsantre wash soliisyonuna, 30 ml

etanol (% 96) eklenerek, total hacim 40 ml’ye tamamlandi.

Wash Buffer 2 soliisyonu hazirlamak igin, 10 ml konsantre wash soliisyonuna, 30 ml

etanol (% 96) eklenerek, total hacim 40 ml’ye tamamlandi.

1. Mikrosantrifiij tiipiinde 7 kesit igeren FFPE doku ornegi iizerine, 200 pl
Digestion Buffer soliisyonu eklendi. 90°C’de 9 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon esnasinda, doku orneklerinin Buffer soliisyonunun icinde
bulundugundan emin olana kadar, tiip hafif¢e birka¢ kez sallanarak 6rnekler
karistirild. Inkiibasyondan sonra, tiip parafinin ¢dziinmesi icin vortekslendi.
Ornekler oda 1s1sina gelene kadar sogutulup, tiip kapagmin temizlenmesi igin

kisa siireli spin yapildu.

2. 20 pl Proteinase K soliisyonu eklendi. Homojen bir karigim elde etmek
amaciyla vorteksle iyice karistirildi. Tip kapaginin temizlenmesi igin kisa

stireli spin yapildu.

3. Ornekler, ara ara vortekslenmek suretiyle, 65°C su banyosunda 120 dakika
inkiibe edildi.

4. Ornekler 90°C’ye getirilmis, diger su banyosuna alinip 40 dakika bekletildi.

5. Ornekler oda 1sisina geldikten sonra, 7000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve
elde edilen lizattan 200 pl alinarak, 1,5 pl’lik yeni mikrosantrifiij tiipline
aktarildi.
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10.

11.

12.

13.

10 ul RNase A soliisyonu eklenerek iyi bir sekilde vortekslendi. Kisa siireli

spinin ardindan 6rnekler, 10 dakika oda 1sisina birakildu.

200 pl Binding Buffer eklendi ve homojenizasyonu saglamak igin, 10 sn.

vortekslenip kisa siireli spin yapildi.

400 pl etanol (% 96) eklendi ve homojenizasyon igin 10 sn. vortekslendi.

Kisa siireli spin yapildi.

Lizat, Collection Tube igine yerlestirilmis GeneJET DNA Purification
Column'a aktarildi. 7000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Collection tiip
stviyla birlikte atilarak, GeneJET DNA Purification Column, yeni bir

collection tiipe konuldu.

500 pul Wash Buffer 1 soliisyonu eklendi. 8 500 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Collection tiipte toplanan sivi, atiga bosaltilip column tekrar collection

tiipe yerlestirildi.

500 ul Wash Buffer 2 eklendi. 3 dakika, 1350 rpm’de santrifiij edildi.
Collection tiip bosaltilarak, column tekrar collection tiipe yerlestirildi ve
membran1 kurutmak icin 1 dakika 1350 rpm’de santrifiij edildi. Santrifij
sonrasi collection tiip atildi. GeneJET DNA Purification Column, steril 1,5

ml’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu.

45 ul Elution Buffer, column membranin tam ortasina gelecek sekilde
eklendi. Oda sicakliginda, 2 dakika bekletildi ve 8 500 rpm’de 1 dakika

santrifiij edildi.

Elde edilen DNA -20°C de saklanda.
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2.4. DNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

izole edilmis olan DNA’larin konsantrasyonlari, spektrofotometrik ydntemlerle
Olctildii. Elde edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve safliklari, 260 ve 280 nm

dalga boylarindaki absorbanslarinin 6l¢tilmesiyle saptandi.
2.5. Bisiilfit Uygulamasi

DNA orneklerinin metilasyon durumunu belirleyebilmek igin, Real Time PCR

oncesinde bisiilfit uygulamasi “EZ DNA Methylation-Gold Kit” ile yapilda.

Kit Iceriginin Hazirlanmast:

2.5.1. CT Conversion Reagent Hazirlanmasi

Kitle birlikte liyofilize halde saglanan CT Conversion Reagent asagida belirtildigi

sekilde kullanima hazir hale getirildi:

v CT Conversion Reagent tiipline sirasiyla 900 pl dH20, 300 pl M-Dilution
Buffer ve 50 ul M-Dissolving Buffer konuldu.
v Oda sicakliginda 10 dk. boyunca vortekslendi.

2.5.2. M-Wash Buffer Hazirlanmasi

v’ Kitle birlikte saglanan M-Wash Buffer igerisine 24 ml etanol (% 96-100)

eklenerek kullanima hazir hale getirildi.

Prosediir;

1. 130 ul CT Conversion Reagent, PCR tiipii i¢ine koyulan 20 ul DNA 6rnegine
ilave edildi. Pipetaj yapilarak karistirildi ve kisa bir santrifiij yapildi.

2. PCR tiipleri, Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek asagidaki basamaklar
uygulandi.
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10.

v 98°C de 10 dak
v 64°C de 2.5 saat
v" 4°C bekletme

Zymo-Spin™ IC Column, Collection Tube icine yerlestirildikten sonra
tizerlerine 600 pl M-Binding Buffer eklendi.

2. Basamakta elde edilen 6rnek, M-Binding Buffer igeren kolona yiiklendi,
kapak kapatilarak alt iist edilip karistirildi.

10 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi ve collection tiipteki siv1 atildi.

100 ul M-Wash Buffer, kolona ilave edilerek 10 000 g’de 30 saniye santrifiij
edildi. Collection tiipteki siv1 atildi.

200 pl M-Desulphonation Buffer, kolona eklendi, oda 1sisinda (20-30°C) 15-
20 dakika inkiibe edildi ve sonra, 10 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.
Collection tiipteki s1v1 atildu.

200 pul of M-Wash Buffer, kolona ilave edildi, 10 000 g’de 30 saniye santrifiij
edildi. Collection tiipteki siv1 atildi. Tekrar 200 ul of M-Wash Buffer, kolona
eklendi, 10 000 g’de 30 saniye santrifiij edilip, Collection tiipteki siv1 atildu.

Santrifiij sonras1 kolonlar, Collection tiiplerden alinarak steril, 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Dogrudan kolon matriksi {izerine, 10 pl M-

Elution Buffer eklenerek 10 000 g’de 30 sn. santrifiij edildi.

Bisiilfit uygulamasi islemi tamamlanmig DNA Ornekleri Real-Time PCR
asamasina kadar -20°C’de saklandi.
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2.6. Primer Dizaym

RASSF1 ve SPARCLI gen boélgelerinin, metilasyon durumunu belirlemek igin
kullanilan primerler, bu genlerin CpG adalarina spesifik metile ve unmetile olarak,
NCBI ve ENSEMBLE gen bankalar1 kullanilarak, MethPrimer Software ile dizayn
edildi.

Calismada kullanilan RASSF1A ve SPARCL1 Unmetile ve Metile primer dizileri,
Tablo 2.1.’de verilmistir.
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Tablo 2.1. RASSF1A ve SPARCL1 unmetile ve metile primer dizileri

Gen ismi Primer Adi Primer Dizisi (5°-3°)
Wietile Forward GAGAGTGTGTTTAGTTTTGTTTTT
RASSE1A Reverse CCCATACTTCACTAACTTTAAACAC
Metile Forward GAGAGCGCTTTAGTTTCGTTTTC
Reverse ACCCGTACGTTCGCTAACTTTAAACG
Unmetile Forward AAGAGATTGAGATTATTTTGGTTAATATG
SPARCL1 Reverse CCAAATAACTAAAACTACAAACACC
Metile Forward AGATCGAGATTATTTTGGTTAATACG

Reverse CGAATAACTAAAACTACAAACGCC
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Primerler I¢in Optimizasyon;

Ik olarak primerler, yaninda gelen kullanim kilavuzlarinda belirtilen 100 pm igin
gerekli su miktar1 eklenerek, 100 pum’a (yani 100 pmol/ul’ye) sulandirildi.
Sulandirilan primerlerden, her parametre i¢in asagida belirtilen ara stoklar

olusturularak, Real-Time PCR analizi i¢in hazir hale getirildi.
Primer Ara Stok Hazirlamsi;

Metile ve unmetile primerlerin her biri igin, Forward ve Reverse primerlerden 10 um
ara stok olusturuldu. Bunun i¢in, 100 pm’lik ana stoktan, 10 pl alinarak, iizerine 90

ul su eklendi.
Ara stoklar hazirlanirken M1*V1=M2*V2 klasik formiilu kullanild.
2.7. Real-Time PCR Analizi

Bisiilfit uygulanmis DNA o6rneklerinin metilasyon profilini belirlemek amaciyla,
RASSF1A ve SPARCL1 gen bolgeleri i¢in dizayn edilen primerler ile LightCycler®
480 SYBR Green I Master kullanilarak, Roche LightCycler 480 II cihazi ile ¢aligildi.

Hem metile hem de unmetile PCR ile profil analizi icin, asagida belirtilen ayni

reaksiyon karisimi kullanildi (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. PCR igin reaksiyon karisim hacimleri

Bilesenler (Tek Reaksiyon i¢in) Hacim
Su, PCR-grade 1,9 ul
Forward Primer (F) (ara stok 10 uM) 0.3 ul
Reverse Primer (R) (ara stok 10 uM) 0.3 ul
Enzim Karisimi (LightCycler® 480 SYBR Green I Master) Sul

+

Bisiilfit uygulanmis DNA 6rnegi 2,5 ul
Toplam Reaksiyon Hacim 10 pl
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Reaksiyon tiipiinde, tek bir reaksiyon icin bilesenlerin her birinden (DNA harig)

eklendi ve reaksiyon sayist ile ¢arpilarak reaksiyon karigimi hazirlandi.

Plate’lere her bir reaksiyon i¢in, 7,5 pl reaksiyon karisimindan transfer edildi.

e 25 ul DNA 06rnegi, her bir kuyucuga son reaksiyon hacmi 10 pl olacak
sekilde ilave edildi.

e Negatif Kontrol olarak, kalip DNA yerine PCR-grade su kullanildi.

e Pozitif Kontrol olarak, kalip DNA yerine Zymo Research-Bisulfite-
Converted Universal Methylated Human DNA Standard, kullanildi.

e Hazirlanan platelerin iizeri kapatilarak, plate santrifiij cihazi ile santrifiij

edildi ve asagida belirtilen cihaz protokolii ile calisma yapildi (Tablo 2.3.).
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Tablo 2.3. Cihaz protokolii.

Pre - Inkiibasyon

Amplifikasyon Meltingcurve Sogutma
Parametre
Analiz Modu Yok KuantifikasyonModu Erime Egrisi Modu Yok
Dongii Sayisi 1 45 1 1
Hedef [°C] 95 95 59 72 95 64 97 40
Siire 00:05:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:05 | 00:01:00 00:00:00 00:00:30
Sicaklik Artis Hiz1
4,8 4,8 2,5 4,8 4,8 2,5 0.11 2,5
[°C/s]
Okuma Mode Yok Yok Yok Tek Yok Yok Continuous Yok
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2.8. Analiz

Real Time PCR sonunda elde edilen verilerin analizi, LightCycler 480 yaziliminda,

“Tm Calling” modunda gergeklestirildi. Her bir 6rnegin, metile ve unmetile primer

setinde bir Tm farki olup olmadigina bakilip, metile veya unmetile oldugunun tespiti

yapildi. Her 6rnegin metilasyon durumu dogrulamasi, pozitif metile kontrol DNA’s1;

Zymo Research-Bisulfite-Converted Universal Methylated Human DNA Standard ile

yapildi.

RASSF1A ve SPARCL1 genlerine ait metilasyon erime egrileri Sekil 2.1. ve Sekil
2.2.de verildi.

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

-{el/dT) Fluorescence {465-510)

2544
2,044
1,544
1,044
0544
0,044

Melting Peaks

Unmetile — ;"‘\] %
£ 3 /N «—  Metile
/ \l"', /f’ ".I
/! & l|
o b 4
o
7. g __,/——\( I\ MNegatif Kontrol
__,___u_.—:'/————"_’ﬁ- = !

1.3421
1.142]
0,342
0,742
0,542
0,342
0.142]

64 66 63 70 72 74 76 73 80 82 84 8 893 90 92 94 95
Temperature [*C)
Sekil 2.1. RASSF1A genine ait metilasyon erime egrileri.
Melting Peaks
<4+— lnmetile
<« ndetile

Megatif Kontrol

B4 B E8 70 72 74 75 7 80 &2 84 @ 83 91 92 94 95
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Sekil 2.2. SPARCL1 genine ait metilasyon erime egrileri.
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2.9. Istatistiksel Degerlendirme

RASSF1A ve SPARCL1 geni metilasyon profili ile patolojik evre, histolojik derece
ve lenf nodu tutulumu olmak {izere klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iligkinin
belirlenmesi amaciyla analiz Statistical Package for Social Sciences (PASW
Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.) programi kullanilmis ve
tim analizler i¢in Fisher’in ki kare testi yapilmistir. P degeri <0,05 oldugunda
karsilastirilan parametreler arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Calisma Grubu

Calismaya akciger adenokarsinomlu, kirk hastaya ait 40 tiimdr ve 40 normal kontrol
dokusu dahil edildi. Klinik parametrelerin, akciger adenokarsinomunda RASSF1A
ve SPARCL1 geni metilasyonuyla olan asosiasyonunu degerlendirmek iizere,

hastalarin hastalik evresi, histolojik derecesi ve lenf nodu tutulumu kiyaslanmastir.

Calismadaki hastalarin yas ortalamasi, 59,2 olarak bulundu. Hastalarin 33’{iniin (%
82,5) 50 yas ve iizerinde, 7’sinin (% 17,5) 50 yasin altinda oldugu belirlendi.
Erkeklerin yas ortalamasi 60,7 ve kadinlarin yas ortalamasi 56,9 olarak tespit edildi.
Cinsiyet dagilimina bakildiginda; hastalarin 16’sinin (% 40) kadin, 24’{iniin (% 60)
erkek oldugu bulundu. Klinik evrelemeye gore, Evre 1A'da 16 (% 40) hasta, Evre
1B'de 7 (% 17,5) hasta, Evre 2A'da 3 (% 7,5) hasta, Evre 2B'de 7 hasta, Evre 3A’da
5 (% 12,5) hasta ve Evre 3B’de 2 (% 5) hasta mevcuttu. Timorlerin N-evre
siniflandirmasi bolgesel lenf nodu metastaz varligina dayanmaktadir. NO (Lenf nodu
metastazt yok) ve NI-N2 (Lenf nodu metastazi var) olmak iizere 2 grupta
degerlendirilmektedir. Buna gore, hastalarin 30’unda (% 75) bolgesel lenf nodu
metastazinin olmadigi ve 10’unda (% 25) lenf nodu metastazi oldugu bulunmustur.
Histolojik dereceye gore degerlendirildiginde, Grade I'de 1 (% 2,5) hasta, Grade Il'de
15 (% 37,5) hasta, Grade III’te 23 (% 57,5) hasta mevcuttu. Calismada yer alan

hastalara ait demografik ve klinik veriler Tablo 3.1.’de gosterildi.
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Tablo 3.1. Calismada yer alan hastalara ait demografik ve klinik veriler.

Ozellik Alt Ozellik n %
Yas >50 33 82,5
<50 7 175
Cinsi Kadin 16 40
Instyet Erkek 24 60
Grade | 1 2,5
. . Grade Il 15 37,5
Histolojik derece Grade 111 3 575
Bilinmeyen 1 2,5
Evre 1A 16 40
Evre 1B 7 17,5
Evre Evre 2A 3 7,5
Evre 2B 7 17,5
Evre 3A 5 12,5
Evre 3B 2 5
Lenf Nodu Var 10 25
Tutulumu Yok 30 75

Tablo 3.1. incelendiginde, hasta gruplar1 arasinda yas grubuna gore, 50 yastan biiyiik
olan hasta sayisinin fazla oldugu; cinsiyete gore, erkek sayisinin fazla oldugu;
histolojik dereceye gore, Grade III’lin en fazla oldugu; evrelemede, Evre 1A'nin en

fazla oldugu ve lenf nodu tutulumunun ise az oldugu goriilmektedir.

3.2. Metilasyon Profili

Caligmaya akciger adenokarsinomlu kirk hastaya ait, 40 tiimor ve 40 normal kontrol
dokusu dahil edildi. Parafine gémiilii doku 6rneklerinden DNA izolasyonu, Thermo
Scientific GeneJET FFPE DNA Purification kiti kullanilarak gerceklestirildi. Daha
sonra bisiilfit uygulamasini takiben, RASSF1A geni promotdr metilasyonu Sekil 3.1.,
3.2. ve 3.3.’te baz1 hastalardaki 6rneklerle gosterildigi gibi, real-time PCR yontemi
ile tespit edildi. Aym sekilde SPARCLI1 geni intron 11-12 metilasyonu, Sekil 3.4.,
3.5. ve 3.6.’da baz1 hastalardaki 6rneklerle gosterildigi gibi, real-time PCR yontemi
ile tespit edildi.
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Sekil 3.1. AT 25 No’lu olguya ait RASSF1A geni metile profil gosteren erime egrisi.
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Sekil 3.2. AK3 No’lu olguya ait RASSF1A geni unmetile profil gosteren erime egrisi.
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Sekil 3.3. AT4 No’lu olguya ait RASSF1A geni metiletunmetile profil gdsteren erime
egrisi.
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Sekil 3.5. AK 6 No’lu olguya ait SPARCLI geni unmetile profil gosteren erime egrisi.
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Sekil 3.6. AK4 No’lu olguya ait SPARCL1 geni metiletunmetile profil gosteren erime
egrisi.
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Tablo 3.2. Akciger adenokarsinomunda RASSF1A ve SPARCLI geni metilasyon dagilimlari.

Adenokarsinom Kontrol X2
Metilasyon durumu Dokusu Dokusu _value
(n=40) (n=40) P
RASSF1A 0,000
Metile 17 (% 42,5) 1 (% 2,5)
Unmetile 10 (% 25,0) 28 (% 70,0)
Metile+Unmetile 13 (% 32,5) 11 (% 27,5)
Adenokarsinom Kontrol X2
Metilasyon durumu Dokusu Dokusu _value
(n=40) (n=40) P
SPARCL1 0,000
Metile 13 (% 32,5) 0 (% 0,0)
Unmetile 1(% 2,5) 11 (% 27,5)
Metile+Unmetile 26 (% 65,0) 29 (% 72,5)

Tablo 3.2. incelendiginde, akciger adenokarsinoma hastalarinin, timor dokularinda

ve kontrol dokularinda RASSFIA geni metilasyonu varligi agisindan, anlamli bir
fark gozlendi (p=0,000). Akciger adenokarsinoma dokusunda, RASSF1A promotdr
bolgesinde metile profile sahip 17 (% 42,5) hasta, RASSF1A promotor bolgesinde

unmetile profile sahip 10 (% 25) hasta ve RASSFIA promotér bdlgesinde

metiletunmetile profile sahip 13 (% 32,5) hasta saptandi (Sekil 3.7.). Kontrol

dokusunda RASSF1A promotor bolgesinde, metile profile sahip 1 (% 2,5) hasta,
RASSF1A promotor bolgesinde unmetile profile sahip 28 (% 70) hasta ve RASSF1A

promotor bolgesinde metile+unmetile profile sahip 11 (% 27,5) hasta saptandi (Tablo

3.2. ve Sekil 3.8.).
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IYIetile + Metile
U nmet

Adenokarsinoma Dokusu OGBSk
Sekil 3.7. Akciger adenokarsinoma Sekil 3.8. Kontrol dokusunda RASSF1A
dokusunda RASSF1A geni geni metilasyon dagilimlari.

metilasyon dagilimlari.

Tablo 3.2 incelendiginde, akciger adenokarsinoma hastalarinin, timér dokularinda ve
kontrol dokularinda, SPARCL1 geni metilasyonu varlig1 agisindan anlamli bir fark
gozlendi (p=0,000). Akciger adenokarsinoma dokusunda SPARCL geni, metile
profile sahip 13 (% 32,5) hasta, SPARCL1 geni unmetile profile sahip 1 (% 2,5)
hasta ve SPARCL1 geni metile+unmetile profile sahip 26 (% 65,0) hasta saptandi
(Sekil 3.9.). Kontrol dokusunda, SPARCL1 geni metile profile sahip hasta
bulunmazken, SPARCL1 geni unmetile profile sahip 11 (% 27,5) hasta ve SPARCL1
geni intron 11-12 bolgesinde metiletunmetile profile sahip 29 (% 72,5) hasta
saptand1 (Tablo 3.2. ve Sekil 3.10.).

Unmetile
2.50%

Adenokarsinoma Dokusu

Kontrol Dokusu
Sekil 3.9. Akciger adenokarsinoma Sekil 3.10. Kontrol dokusunda SPARCL1
dokusunda SPARCL1 geni geni metilasyon dagilimlari.

metilasyon dagilimlari.
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Tablo 3.3. Akciger adenokarsinomunda evrenin SPARCLI metilasyon durumuyla iliskisinin
degerlendirilmesi.

SPARCL1
Metile  Unmetile Metile+Unmetile E) .
degeri
1A (n) 5 0 11
% % 38,5 % 0 % 42,3
1B (n) 4 0 3
% % 30,8 % 0 % 11,5
EVRE 2A (n) 0 0 3
% %0 % 0 % 11,5
BM) 2 1 2 0,498
% % 15,4 % 100 % 15,4
3A (n) 2 0 3
% % 15,4 % 0 % 11,5
3B (n) 0 0 2
% %0 % 0 % 7,7

40 akciger adenokarsinomlu hastada evrenin, SPARCLI metilasyon durumuyla
iliskisine baktigimizda; Evre 1A’da 5 (% 38,5) hastanin, Evre 1B’de 4 (% 30,8)
hastanin, Evre 2B’de 2 (% 15,4) hastanin, Evre 3A’da 2 (% 15,4) hastanin SPARCL1
geninde metile profil belirlenirken; Evre 2A ve Evre 3B’de higbir hastada metile
profil belirlenmedi. Yalnizca Evre 2B’de 1 (100) hastada SPARCLI1 geninde
unmetile profil belirlendi Evre 1A’da 11 (% 42,3) hastanin, Evre 1B’de 3 (% 11,5)
hastanin, Evre 2A’da 3 (% 11,5) hastanin, Evre 2B’de 4 (% 15,4) hastanin, Evre
3A’da 3 (% 11,5) hastanin, 3B’de 2 (% 7,7) hastanin SPARCL1 geninde
metile+tunmetile profil belirlendi. Tablo 3.3.te gosterildigi {izere, akciger
adenokarsinomunda evrenin, SPARCL1 metilasyon durumuyla iliskisi istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0,498).
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Tablo 3.4. Akciger adenokarsinomunda tiimor histolojik derecesinin SPARCLI metilasyon
durumuyla iliskisinin degerlendirilmesi.

SPARCL1
. : Metile+ P
Metile  Unmetile Unmetile  degeri
Grade 1 (n) 0 0 1
HISTOLOJIK % %0 %0,0 %338
DERECE Grade 2 (n) 6 1 8 0519
% % 50 % 100 % 30,8 ’
Grade 3 (n) 6 0 17
% % 50 %0 % 65,4

Akciger adenokarsinomunda, tiimor histolojik derecesinin SPARCL1 metilasyon
durumuyla iligkisine baktigimizda; Gradel’de metilasyon gozlenmezken, Grade 2’de
6 (% 50) hastanin, Grade 3’te 6 (% 50) hastanin SPARCL1 geninde, metile profil
belirlendi. Yalnizca Grade 2’de 1 (% 100) hastanin, SPARCL1 geninde unmetile
profil belirlendi. Gradel’de 1 (% 3,8) hastanin, Grade 2’de 8 (% 30,8) hastanin,
Grade 3’te 17 (% 65,4) hastanin, SPARCL1 geninde metile+unmetile profil
belirlendi. Tablo 3.4.°de gosterildigi tizere, akciger adenokarsinomunda timor
histolojik derecesinin, SPARCL1 metilasyon durumuyla iligkisi istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0,519).

Tablo 3.5. Akciger adenokarsinomunda lenf nodunun SPARCLI metilasyon durumuyla
iliskisinin degerlendirilmesi.

SPARCL1
Metile Unmetile Metile+tUnmetile P degeri
Pozitif (n) 4 1 5
LENFNODU % % 30,8 % 100 % 19,2 0.158
Negatif (n) 9 0 21 ’
% % 69,2 %0 % 80,8

Akciger adenokarsinomunda, lenf nodunu tutulumunun SPARCL1 metilasyon
durumuyla iligkisine baktigimizda; lenf nodu pozitif olan 4 (% 30,8) hastada ve lenf
nodu negatif olan 9 (% 69,2) hastada, SPARCL1 geninde metile profil belirlenirken,
yalnizca lenf nodu pozitif olan 1 (% 100) hastada SPARCL1 geninde unmetile profil
belirlendi. Ayrica lenf nodu pozitif olan 5 (% 19,2) hastada, lenf nodu negatif olan 21
(% 80) hastada, SPARCL1 geninde metile+unmetile profil belirlendi. Tablo 3.5.’de
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gosterildigi lizere, akciger adenokarsinomunda lenf nodunun, SPARCL1 metilasyon

durumuyla ilisgkisi istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,158).

Tablo 3.6. Akciger adenokarsinomunda evrenin RASSF1A metilasyon durumuyla iliskisinin

degerlendirilmesi.
RASSF1A
Metile  Unmetile Metile+tUnmetile P degeri
1A (n) 8 4 4
% % 47,1 % 40 % 30,8
1B (n) 2 1 4
% % 11,8 % 10 % 30,8
2A (n) 2 1 0
EVRE % % 11,8 % 10 % 0,0
2B (n) z 2 1 0,594
% % 23,5 % 20 % 7,7
3A (n) 1 1 3
% % 5,9 % 10 % 23,1
3B (n) 0 1 1
% % 0 % 10 % 7,7

40 akciger adenokarsinomlu hastada, evrenin RASSF1A metilasyon durumuyla
iliskisine baktigimizda; Evre 1A’da 8 (% 47,1) hastanin, Evre 1B’de 2 (% 11,8)
hastanin, Evre 2A’da 2 (% 11,8) hastanin, Evre 2B’de 4 (% 23,5) hastanin, Evre
3A’da 1 (% 5,9) hastanin, RASSF1A promotor bolgesinde metile profil belirlenirken,
Evre 3B’de RASSF1A promotdr bolgesinde metile profil belirlenmedi. Evre 1A’da 4
(% 40) hastanin, Evre 1B’de 1 (% 10) hastanin, Evre 2A’da 1 (% 10) hastanin, Evre
2B’de 2 (% 20) hastanin, Evre 3A’da 1 (% 10) hastanin, Evre 3B’da 1 (% 10)
hastanin RASSF1A promotor bolgesinde unmetile profil belirlendi. Evre 1A’da 4 (%
30,8) hastanin, Evre 1B’de 4 (% 30,8) hastanin, Evre 2B’de 1 (% 7,7) hastanin, Evre
3A’da 3 (% 23,1) hastanin, Evre 3B’da 1 (%7,7) hastanin RASSF1A promotor
bolgesinde metiletunmetile profil belirlenirken, Evre 2A’da metiletunmetile profile
sahip  hasta  belirlenmedi. Tablo 3.6.°da  gosterildigi  lizere  akciger
adenokarsinomunda evrenin, RASSF1A metilasyon durumuyla iligkisi istatistiksel

olarak anlamli degildi (p=0,594).
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Tablo 3.7. Akciger adenokarsinomunda tiimér histolojik derecesinin RASSF1A metilasyon
durumuyla iliskisinin degerlendirilmesi.

RASSF1A
i . Metile+ P
Metile Unmetile Unmetile  degeri
Grade 1 (n) 1 0 0
HISTOLOJIK % %59 %0 %0
DERECE Grade 2 (n) 6 3 6 0.782
% % 35,3 % 33,3 % 46,2 ’
Grade 3 (n) 10 6 7
% % 58,8 % 66,7 % 53,8

Akciger adenokarsinomunda, timor histolojik derecesinin, RASSF1A metilasyon
durumuyla iligkisine baktigimizda; Grade 1°’de 1 (% 5,9) hastanin, Grade 2’de 6 (%
35,3) hastanin, Grade 3’te 10 (% 58,8) hastanin, RASSF1A promotor bolgesinde
metile profil belirlendi. Gradel’de higbir hastada unmetilasyon belirlenmezken,
Grade 2°de 3 (% 33,3) hastanin, Grade 3’te 6 (% 66,7) hastanin, RASSF1A promotor
bolgesinde unmetile profil belirlendi. Grade 1°de higbir hastada metile+unmetilasyon
belirlenmezken, Grade 2’de 6 (% 46,2) hastanin, Grade 3’te 7 (% 53,8) hastanin,
RASSF1A promotor bolgesinde metiletunmetile profil belirlendi. Tablo 3.7.’de
gosterildigi lizere, akciger adenokarsinomunda, tiimoér histolojik derecesinin,
RASSF1A metilasyon durumuyla iligkisi istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,782).

Tablo 3.8. Akciger adenokarsinomunda lenf nodunun RASSFIA metilasyon durumuyla
iliskisinin degerlendirilmesi.

RASSF1A
: . Metile+ o
Metile  Unmetile Unmetile P degeri
LENF Pozitif (n) 2 4 4
NODU % % 11,8 % 40 % 30,8 0.221
Negatif (n) 15 6 9 ’
% % 88,2 % 60 % 69,2

Akciger adenokarsinomunda lenf nodu tutulumunun RASSF1A metilasyon
durumuyla iligkisine baktigimizda; lenf nodu pozitif olan 2 (% 11,8) hastada ve lenf
nodu negatif olan 15 (% 88,2) hastada, RASSF1A promotér bolgesinde metile profil

belirlenirken, lenf nodu pozitif olan 4 (% 40) hastada ve lenf nodu negatif olan 6 (%
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60) hastada, RASSF1A promotor bolgesinde unmetile profil belirlenmistir. Ayrica,
lenf nodu pozitif olan 4 (% 30,8) hastada ve lenf nodu negatif olan 9 (% 69,2)
hastada, RASSF1A promotor bolgesinde, metiletunmetile profil belirlenmistir.
Tablo 3.8.°de gosterildigi {izere, akciger adenokarsinomunda lenf nodunun,
RASSF1A metilasyon durumuyla iliskisi istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,221).
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4. TARTISMA

DNA metilasyonu, en fazla galisilan epigenetik mekanizmalardan biridir. Metilasyon
oraninin, genetik mutasyon oranindan daha hizli oldugu diistliniiliirse, epigenetik
mutasyonlarin genetik mutasyonlara kiyasla, neoplazileri baglatma olasiliginin daha
yiiksek olabilecegi tahmin edilmektedir. Artan kanitlar, epigenetik degisikliklerin
kanser gelisiminden Once ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir ve bu degisimler
tiimoriin baglatilmas1 i¢cin muhtemel bir olay olarak diisiiniilmektedir (Hughes,

Tomasa, Acuna ve Lopez, 2008).

DNA metilasyonuyla, ilgili gendeki transkripsiyonel sessizlesme, hiicre siklusu
kontrolii, farklilagsma, sinyalizasyon ve apopitoz gibi hiicre fonksiyonlarinin kontrolii

saglanmaktadir (Yiice ve Ersoy, 2016).

DNA metilasyonu, gen transkripsiyonunun Onemli bir diizenleyicisidir ve
karsinogenezdeki rolii, son yillarda 6nemli bir konu haline gelmistir. DNA
metilasyonundaki degisiklikler, gesitli tiimorlerde ve tiimorlerin gelisiminde sik

meydana gelmektedir (Das ve Singal, 2004).

Kanserde genomik hipermetilasyon en yaygmn olarak, genlerin promotor
bolgelerindeki CpG adalarinda  goriilmiistir. Bununla birlikte  kanserde,
heterokromatik DNA tekrarlari, daginik retrotranspozonlar ve endojen retroviral
elemanlar da dahil olmak {izere, hem ¢ok hem de orta derecede tekrarlanan DNA

sekanslarinda, siklikla hipometilasyon meydana gelmektedir (Ehrlich, 2002).

DNA metilasyon seviyelerinde, bolgesel artislarin oldugu, birgok ¢alismada
bildirilmistir. Baylin vd., c¢esitli insan tiimorlerinde 3p, 11p ve 17p kromozomal
bolgelerde, hipermetilasyon icin bolgesel sicak noktalar bulmuslardir. Bunlar, in vivo
olarak hi¢ metillestirilmemis CpG adalarin1 igerir, fakat tiimor dokularinda

metilasyon olustugu gézlenmistir (Laird ve Jaenisch, 1994).

Cok sayida farkli malignitelerde, RASSF1A promotor hipermetilasyonun yiiksek

frekanslar1 bildirilmistir. Sirasiyla akciger, meme ve prostat kanserlerinde % 88, %
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95 ve % 99 olarak bildirilen yliksek RASSF1A hipermetilasyon frekansi, normal
cevre dokusunda % 0'a kadar diismektedir (Gravenda ve O’Neill, 2015).

Akciger kanserinde epigenetik mekanizmalardan metilasyon, sik c¢alisilmistir.
Akciger kanserinde gen metilasyonunun, prognostik bir belirteg¢ olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Lu ve Zhang, 2011). Bu ¢alismada 40 Akciger
adenokarsinomlu arsiv doku ve 40 kontrol arsiv doku 6rneginde, RASSF1A geni
promotor bolgesi ve SPARCL1 geni intron 11-12 metilasyon profilinin, saptanmasi
hedeflenmistir. Bu profillerin patolojik evre, histolojik derece ve lenf nodu tutulumu
gibi, klinopatolojik parametrelerle iliskisinin  belirlenmesi amaglanmistir.
Arastirmamizda, 40 akciger adenokarsinomlu tiimor doku 6rneginde yapilan ¢alisma
sonucu, RASSFIA metilasyon frekansi, % 42,5; SPARCLI metilasyon frekansi, %
32,5 olarak belirlenmistir.  Calisma  sonuclarimizi  degerlendirdigimizde,
olgularimizda bulunan metilasyon oran1 yiiksekligi, literatiir caligmalarini

desteklemektedir.

Okaryot genlerinin transkipsiyonunu promotdr, enhancer ve silencer olarak
isimlendirilen  farkli  diizenleyici elemanlar etkilemektedir. Farkli DNA
sekanslarindan olusan bu elemanlar, DNA’nin belirli bir bolgesine baglanan
proteinler icin baglanma bolgelerini olusturmaktadir. Enhancerler, transkripsiyonu

diizenlemek i¢in promotor ile etkilesime girmektedirler (Biiyiikgtizel, 2000).

Jones ve arkadaglari, genlerin promotor bolgelerinde bulunan CpG adalarinin,
promotor diginda bulunan CpG adalarina gore, de novo metilasyona karsi daha
duyarli olduklarin1  gdstermislerdir. Ornegin, MCJ geninin transkripsiyonel
susturulmasinda, intron 1 bolgesinde bir CpG adasmmin metilasyonunun ve CpG
adasinin yani sira genin promotdr bdlgesinde histon asetilasyonunun azaltilmasinin
etkisi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda, SPARCLL1 geninin intron 11-12 bolgesinde
hipermetilasyonun bulunmasi, bu bdlgenin muhtemel bir enhancer bdlge,

barindirdigini diisiindiirmektedir (Zhang vd., 2010).

Agathanggelou vd., (2001), Japon popiilasyonunda yaptiklar1 ¢alismalarinda
RASSF1A promotor bolgesi metilasyon frekansimi, KHAK’da % 72 (21/29),
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KHDAK’da % 34 (14/41) olarak bildirmislerdir. Japon etnik grubunda yapilan baska
calismalarda, Dammann vd., (2000) bu orani, kii¢iik hiicreli dis1 akciger tiimdrlerinde
% 40 (24/60) ve yine Dammann vd., (2001) kii¢iik hiicreli akciger primer
timorlerinde % 79 (22/28) olarak bildirilmislerdir. Honorio vd., (2003) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, RASSF1A promotdr bolgesi metilasyonu analizi, Japon
popiilasyonunda, bronkoskopi ile elde edilen balgam Orneklerinde (KHAK: 8-
KHDAK: 24) gerceklestirilmis, RASSFIA'min hipermetilasyonu, kiiclik hiicreli
akciger kanserinin % 50'sinde (4/8) ve kii¢iik hiicre dis1 akciger kanserinin % 21'inde
(5/24) belirlenmistir. Yanagawa vd., (2003), Japon popiilasyonunda, 75 KHDAK
dokusunda ve 75 neoplastik olmayan akciger dokusunda -APC, DAP-kinaz, E-
kadherin, GSTP1, Hmlhl, pl6, RASSFIA ve RUNX3 genlerinin promotor
metilasyon durumunu incelemisler ve KHDAK dokularinda RASSF1A metilasyon
oranint % 43 (32/75) ve neoplastik olmayan akciger dokularinda RASSF1A
metilasyonu oranint % 4 (3/75) olarak bildirmislerdir. Ayn1 calismada yine, pl6,
RASSF1A ve RUNX3’tin, KHDAK’li hastalarda molekiiler biyomarkir olarak
kullanilabilecegini de bildirmislerdir. Chen vd., (2006), Cin popiilasyonunda, 114
primer KHDAK olgusunda, RASGRF2 ve RASSF1A metilasyon oranin1 sirastyla, %
34 (39/114) ve % 39 (44/111) olarak saptanmiglardir. Wang vd., (2004), ABD’de
yaptiklar1 ¢alismada, kiiratif amacgli cerrahi girisim uygulanan KHDAK’li, 119 hasta
tizerinde pl6INK4a ve RASSF1A promotdr metilasyonu sirasiyla, 58 (% 49) timor
ve 46 (% 39) tiimorde bulmuslardir. Wang vd., (2007), ABD’de yaptiklar1 bagka bir
calismada, 80 KHDAK’li  hastanin  serum  DNA’sinda, RASSFIA
hipermetilasyonunu % 33,8 olarak saptamislardir. Toyooka vd., (2004), Japon
poplilasyonunda, akciger kanserlerinde siklikla metillenmis olan ve akciger
kanserlerinin molekiiler patogenezinde o6nemli rol oynadigi diisiiniilen bes genin
(p16INK4a, RASSF1A, APC, RARP ve CDHI3) metilasyon durumunu, 351
KHDAK olgusunda incelemislerdir ve bu ¢alismada, P16INK4a 86 olguda (% 25),
RASSF1A 120 olguda (% 34), APC 131 olguda (% 37), RARp 98 olguda (% 28) ve
CDH13 104 olguda (% 30) metile olarak bildirilmistir. Seng vd., (2008), Avustralya
popiilasyonunda yaptiklar1 ¢alismada 92 (% 38,7) adenokarsinom (ADC), 54 (%
22,7) biiyiik hiicreli karsinom (LCC) ve 92 (% 38,7) skuamdz hiicreli karsinomdan
(SCC) olusan toplam 238 KHDAK olgusunda, RASSF1A promotér metilasyon
frekansini olarak % 32,6 (78/238) bildirilmislerdir. Bu oran RBSP3 i¢in % 85,

71



RASSFI1A icin % 67 ve NPRL2 i¢in % 73’diir. Ayrica calisilan tiim genlerin
adenokarsinomanin ilerlemesine katildigi gozlenmistir (Agathanggelou vd., 2001;
Dammann vd., 2000; Dammann, Takahashi ve Pfeifer, 2001; Honorio vd., 2003;
Yanagawa vd., 2003; Chen vd., 2006; Wang vd., 2004; Toyooka vd., 2004; Seng vd.,
2008). Literatiirdeki bu ¢alismalarin ortak oOzelligi akciger kanserinde gen

metilasyonlarinda yiikseklik tespit edilmesidir.

Li vd., (2003), Amerika popiilasyonunda, 33 adenokarsinom, 12 biiyiik hiicreli
karsinom ve 20 skuaméz hiicreli karsinom igeren 65 primer KHDAK’li hastada
yaptiklar1 ¢alismada, RASSFIA promotor metilasyon durumunu arastirmislardir.
RASSF1A promotér bdlgesi metilasyonunu, akciger adenokarsinomlarinin %
55’inde, biiyiik hiicreli karsinomlarin % 25’inde ve skuamdz hiicreli karsinomlarin %
25’inde belirlemislerdir. Choi vd., (2005), Kore popiilasyonunda yaptiklari
calismada, 116 KHDAK vakasinda RASSF1A'nin erken tani markir1 olarak veya
KHDAK i¢in prognostik belirteg olarak kullanilabilir olup olmadigini
aragtirmiglardir. Sonu¢ olarak RASSF1A'nin metilasyon diizeyini, genel tiimorler
icin % 40,5 (47/116), adenokarsinoma i¢in % 48,6 (17/35) ve skuamdz hiicreli
karsinom i¢in % 37,0 (30/81) olarak belirlemislerdir. Marsit vd., (2004), Amerika
popiilasyonunda  yaptiklari  ¢alismada, @ RASSFIA'min  hipermetilasyonunu,
KHDAK’li olgularin alt gruplarinda incelemislerdir. RASSF1A’nin 96 akciger
adenokarsinomun % 52'sinde (50/96), 61 skuaméz hiicreli karsinomun % 31’inde
(22/61), hipermetile oldugu bildirilmistir. Niklinska vd., (2009), Polonya
popiilasyonunda yaptiklar1 ¢alismada, 70 KHDAK’da RASSFIA promotor
hipermetilasyonu, genel olarak timorlerin % 26 (18/70)'sinda, akciger
adenokarsinoma tiimérlerinin % 45'inde, skuamoz hiicreli karsinomlarin % 17'sinde
ve biiyiik hiicreli karsinomlarin % 22'sinde bildirilmistir (Li vd., 2003; Choi vd.,
2005; Marsit vd., 2004; Niklinska vd., 2009). Bu sonuglar, 40 olguda, akciger
adenokarsinom dokusunda RASSF1A metilasyonu frekansinin % 42,5 ve 40 kontrol
dokusu metilasyon frekansmin % 2,5 bulundugu, Tirk popiilasyonunda
gerceklestirdigimiz  ¢alismamizla tutarhdir. Bu sonug, RASSF1A promotor
metilasyonunun, akciger adenokarsinomu dokusunda yiiksek frekansa sahip
oldugunu gostermektedir. Literatiirde calisilan tiim popiilasyonlarda ve Tiirk

popiilasyonunda da yiiksek RASSF1A promotor metilasyon profilinin gézlenmis
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olmasi, metilasyon profili acgisindan etnik farkliliktan etkilenmeyen RASSF1A

geninin, erken tani i¢in aday biomarkir olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yan vd., (2017), tarafindan yapilan bir ¢calismada, 82 akciger adenokarsinomu doku
orneginde, tiim dokularda SPARCLI1 ekspresyonunda downregiilasyon ve % 99
promotdr bolge hipermetilasyonu saptanmis ve bu da, SPARCLI’in akciger
adenokarsinomu i¢in bir timor supresor oldugunu, akciger adenokarsinomu igin
biomarkir veya ilag hedefi olabilecegini diistindiirmiistiir (Yan vd., 2017). Zhang vd.,
(2015), tarafindan yapilan baska bir c¢alismada ise SPARCLI, akciger
adenokarsinomunda en fazla hipermetilasyon gosteren ve downregiile olan 20 genin
icinde 5. sirada yer almistir (Zhang vd., 2015). Bu sonuglar, 40 olgunun akciger
adenokarsinomu dokusunda SPARCL1 metilasyonu frekansinin % 32,5 buldugumuz
ve 40 kontrol dokusunda metilasyon tespit etmedigimiz, Tiirk popiilasyonunda
gerceklestirdigimiz ¢alismamizla tutarlidir. Bizim sonuglarimiz da, SPARCLI1
metilasyonunun, akciger adenokarsinomu dokusunda yiiksek frekansa sahip
oldugunu gostermektedir. Tiirk popiilasyonunda, yiikksek SPARCL1 metilasyon
profilinin gdzlenmis olmasi, tan1 konusundaki aday biomarkir olabilecegini
diistindiirmektedir. Calismamizda, patolojik evre, histolojik derece ve lenf nodu
tutulumu gibi, klinopatolojik parametrelerle SPARCL1 metilasyonu arasinda anlamli

bir iligki bulunamamustir.

Liu vd., (2007)’nin, beyaz irkta ve Bati Pensilvanya’da, 122 KHDAK’li olguda
yaptiklar1 caligmada, RASSF1A promotor metilasyonu, tiimér dokularinin %
46,7’sinde tespit etmislerdir (p=0,063). Niklinska vd., (2009), Polonya
popiilasyonunda yaptiklari, 70 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserli olgunun
degerlendirildigi, evre 1 ve evre 2’yi birlikte gruplandirdiklar1 ¢alismada, RASSF1A
metilasyonu evre 3A'da daha yiiksek bulunmustur. Niklinska vd., RASSF1A
metilasyonu ile TNM evreleri arasinda anlamli bir iliski oldugunu bildirmislerdir
(p=0,03). (Liu wvd., 2007; Nilsinki vd., 2009). Tirk popiilasyonunda
gerceklestirdigimiz ¢alismamizda, KHDAK alt tipi olan akciger adenokarsinomunda,
evre 1 timorlerde RASSFIA metilasyonu daha yiliksek bulunmus olup, RASSF1A
promotér metilasyonunun, timor evresiyle (p=0,594), anlaml1 bir iliskisinin olmadigi

tespit edilmistir; calismamizin sonuglari, RASSF1A promotér metilasyonunun,
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timor evresiyle iligkili oldugunu gosteren Liu vd., (2007), Nilsinki vd., (2009)’nin

sonuclariyla, uyumsuzluk gostermektedir.

Endoh vd., (2003), Japon popiilasyonunda, 67 akciger adenokarsinom, 26 skuamoz
hiicreli karsinom, 4 biiylik hiicreli karsinom ve 3 adenoskuamoz karsinomun yer
aldig, 100 rezeke edilmis KHDAK tiimoriinde yaptiklari ¢alismada, RASSF1A
promotdr metilasyon frekansinin % 42 oldugunu ve RASSFIA promotor
metilasyonunun, tiimor evresiyle iliskili olmadigin1 bildirmislerdir. Tomizava vd.,
(2002), Japon popiilasyonunda 110 adet, Evre 1 akciger adenokarsinomaolgusunda
yaptiklart c¢alismada, RASSFIA metilasyon frekansini, % 32 (35/110) olarak
bildirmisler ve RASSFIA metilasyonu ile timor evresi arasinda anlamli bir
korelasyon bulamamislardir. Choi vd., (2005), Kore popiilasyonunda 116 KHDAK
olgusunda yaptiklar1 ¢alismada, RASSF1A metilasyon frekansiyla, TNM evresi
arasinda bir iliski olmadigini bildirmislerdir (Endoh vd., 2003; Tomizawa vd., 2002;
Choi vd., 2005). Tiirk poptilasyonunda gerceklestirdigimiz ¢alismamizda, KHDAK
alt tipi olan akciger adenokarsinomunda, RASSF1A promotér metilasyonunun,
timor evresiyle anlamli bir iliskisi olmadigi (p=0,594) bulunmus oldugundan;
calismamizin  sonuglart RASSF1A  promotér metilasyonunun, klinopatolojik
verilerden tiimor evresiyle, iliskili olmadigini gosteren gosteren Endoh vd., (2003),

Tomizava vd., (2002) Choi vd., (2005) sonuglariyla, uyumluluk géstermektedir.

Endoh vd., (2003)’nin, Japon popiilasyonunda, 100 rezeke edilmis KHDAK’li
timorde yaptiklar1 ¢alismada, RASSF1A promotdr metilasyonuyla, tiimdr histolojik
derecesinin iliskili olmadig: bildirilmistir (Endoh vd., 2003). Tiirk popiilasyonunda
gergeklestirdigimiz ¢alismamizda, KHDAK alt tipi olan akciger adenokarsinomunda,
RASSF1A promotér metilasyonunun, histolojik dereceyle anlamli bir iliskisinin
olmadig1 (p=0,782) bulunmus oldugundan, g¢alismamizin sonuglari, RASSF1A
promotdr metilasyonunun, timor derecesiyle iligkili olmadigin1 gosteren Endoh vd.,

(2003)’nin sonuglariyla uyumluluk gostermektedir.

Gao vd., (2016)’nin, Cin popiilasyonunda, 50 KHDAK’li hastanin ve 50 kontrol
bireyinin periferik kan ornekleriyle yaptiklari calismada, histolojik derece ile

RASSFIA metilasyonu arasinda giiclii bir korelasyon tespit edilmis, RASSF1A
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metilasyonunun, Grade 2 ve Grade 3 tiimdrlerde, Grade 1 tiimdrlerden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (p=0,02). Choi vd., (2005), Kore popiilasyonunda, 116
KHDAK’li olgu ile yaptiklar1 ¢alismada, RASSF1A metilasyonu ile; proliferatif
timor hiicrelerinin farklilasmasi arasinda anlamli  bir iliski belirlemislerdir
(p=0,0039) (Gao vd., 2016; Choi vd., 2005). Tirk popiilasyonunda
gerceklestirdigimiz ¢alismamizda, KHDAK alt tipi olan akciger adenokarsinomunda,
RASSF1A promotér metilasyonunun, timdr histolojik derecesiyle, anlamli bir
iliskisinin olmadigr (p=0,782) bulunmus oldugundan, ¢alismamizin sonuglari,
RASSF1A promotér metilasyonunun, tiimor derecesiyle iligkili oldugunu gosteren

Gao vd., (2016), Choi vd., (2005), sonuglariyla uyumsuzluk gostermektedir.

Choi vd., (2005), Kore popiilasyonunda, 116 KHDAK’li olguda yaptiklari ¢alismada,
RASSF1A'nin metilasyonu ile lenfatik permeasyon arasinda iligki bulamamiglardir
(Choi vd., 2005). Tiirk popiilasyonunda gergeklestirdigimiz ¢alismamizda, KHDAK
alt tipi olan akciger adenokarsinomunda, RASSFIA promotdr metilasyonunun, lenf
nodu tutulumuyla anlamli bir birlikteligi olmadig1 (p=0,221) bulunmus oldugundan,
calismamizin sonuglari, RASSF1A promotor metilasyonuyla, lenf nodu tutulumu
arasinda anlamli bir iliski olmadigin1 gosteren, Choi vd., (2005)’nin sonuglartyla

uyumluluk gostermektedir.

Chen vd., (2017), Cin popiilasyonunda, 65’1 skuaméz Kkarsinom, 42’si
adenokarsinom ve 15’i adenoskuamoz karsinom olmak tizere, 122 KHDAK timor
dokusunda, lenf nodu metastaz1 ile RASSF1A'min ekspresyon yogunlugundaki
azaligin, istatistiksel olarak anlamli oldugunu bildirmislerdir (p<0,01). Gao vd.,
(2016), Cin popiilasyonunda, 50 KHDAK’li hastanin ve 50 kontrol bireyinin
periferik kan Ornekleriyle yaptiklari ¢aligmada, RASSF1A hipermetilasyon
frekansini, % 62 olarak bulmuslar ve hipermetilasyonla, lenf nodu metastazi arasinda
giiclii bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir (p=0,031) (Chen vd., 2017; Gao vd.,
2016). Tiirk popiilasyonunda gergeklestirdigimiz ¢alismamizda, KHDAK alt tipi olan
akciger adenokarsinomunda, RASSF1A promotér metilasyonuyla, lenf nodu
tutulumu arasinda anlamli bir iligki olmadig (p=0,221) bulunmus oldugundan,

calismamizin sonuglart RASSF1A promotor metilasyonunun lenf nodu tutulumuyla,

75



anlamli bir iligki i¢inde oldugunu goésteren Chen vd., (2017) ile Gao vd., (2016)’nin

sonuclariyla, uyumsuzluk gostermektedir.

Akciger adenokarsinoma doku oOrneklerinin degerlendirildigi ¢alismamizdan elde
edilen veriler, literatiirdeki bulgular ile biiyiik oranda benzerlik gostermektedir.
Benzer ¢alismalarda farkli bulgularin elde edilmesi, c¢alismalarda degerlendirilen
ornek tipi, bisiilfit uygulamasi, MSP yontemi ve bu yontemlerde kullanilan primer
dizilerindeki farkliliklar ile agiklanmustir. Bisiilfit uygulama basamagi, metilasyon
profilini belirlemede ¢ok onemli bir basamaktir. Bu uygulama sirasinda kullanilan
kimyasallarin etkisi ile DNA’da siklikla degredasyonlar meydana gelebilmektedir.
Sitozinlerin deaminasyonu sonucu ortaya c¢ikan urasiller gibi, 5-metilsitozin
uygunsuz doniisiimii ile ortaya ¢ikan timinler, PCR sirasinda adenin ile eslesmekte
ve bunun sonucunda, uygunsuz doniisiime ugrayan 5-metilsitosinler, metillenmemis
olarak yanlis yorumlanabilmektedir. Uygun olmayan doniisim gerceklestiginde ve
veri analizinde goz ardi edildiginde, genomik metilasyon yogunluklarinda eksik

tahminlerine yol agabilmektedir (Genereux vd., 2009).
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5. SONUC

DNA metilasyonu, kanserle iligkili genlerin aktivasyonuna/inaktivasyonuna neden
olan mekanizmadan biridir. KHDAK gibi bir¢ok kanser tiiriinde, hedef genlerin
hipermetilasyonunun tani ile iliskili oldugu diistintilmektedir. Kanserlesme stirecinde,
ozellikle tiimor baskilayici genlerin hipermetilasyonunun, erken evrede gozlenen bir
olay olmasi, hipermetilasyonun erken tani igin bir marker olabilecegini
diisiindiirmektedir. RASSF1A hipermetilasyonunun, insan kanserlerinin, en sik
rastlanilan timor supresor gen degisikligi oldugu, yapilan calismalarla ortaya
konmustur. SPARCL1'in downregiilasyonu, ¢esitli tiimdrlerde bulunmus ve
SPARCLI1'in kanser teshisi ve terapisi i¢in potansiyel hedef gen ve bir tiimor
supresor gen aday1 olabilecegi diisiiniilmiistiir. SPARCLI, bir allelinde bir mutasyon
olup, diger allelinde de mutasyona ugrayan klasik bir tiimor supresér gen olma
ozelligi gostermemektedir. Bu yiizden SPARCLI’in tiimdr supresyon ozelliginin

kaybinin, metilasyonla olma durumu ihtimali yiiksektir.

RASSF1A geni promotdr metilasyonu ile, akciger adenokarsinomu arasindaki
asosiasyon, farkli popiilasyonlarda yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur. Bizim
calismamizda, kii¢iik hiicre dis1 akciger karsinomunun, en sik goriilen tipi olan
akciger adenokarsinomunda, RASSF1A ve SPARCLI1 genlerinin metilasyon
durumlarinin, Tiirk popiilasyonunda belirlenmesi amacglanmistir. Daha 6nce, baska
popiilasyonlarda yapilan c¢alismalarda RASSF1A ve SPARCL1 genlerinin
metilasyonu ile akciger adenokarsinomu arasinda asosiasyon bulunmasina karsin,
klinopatolojik verilerle asosiasyon agisindan ¢eligkiler bulunmaktadir. Calismamizda
akciger adenokarsinomu tiimoér dokularinda, RASSF1A metilasyon frekanst % 42,5,
SPARCL1 metilasyon frekanst % 32,5 olarak tespit edilmistir ve metilasyon
frekansi, akciger adenokarsinomu tiimor dokularinda, kontrol dokularindan anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p=0,000); ancak tiimor dokusu metilasyonuyla
klinopatolojik ~ veriler —arasinda istatistiki olarak anlamli bir birliktelik
bulunmamaktadir. Bu sonug, literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumludur. Calismamiz
bildigimiz kadariyla RASSFIA ve SPARCLI geni metilasyon durumunu akciger

adenokarsinomunda birlikte degerlendiren ilk calismadir. Literatiirde oldugu gibi,
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bizim c¢alismamizda da, kontrol dokularina gére anlamli derecede yiiksek metilasyon
goriilmesi, bu genlerin hipermetilasyonunun adenokarsinom tanisinda biomarker

olarak kullanilabilecegini diistindlirmektedir.
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