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OZET

Kolorektal Kanserde Epigenetik Bir Cahsma: LINE-1 Retrotranspozonunda 5’
UTR Metilasyon Degisimlerinin Arastirilmasi

Diinyada kanser dliimlerinin 6nde gelen nedenlerinden biri de kolorektal kanser olup
genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi sonucu meydana gelmektedir. Epigenetik
degisikliklerden biri olan DNA metilasyonu, genomik kararlilik ve gen ifadesinin
diizenlenmesinde anahtar bir mekanizma olarak tanimlanmistir. Genomun ¢ogunlugunu
olusturan tekrar dizilerinde meydana gelen DNA metilasyon igerigindeki bir azalma,
cesitli malignansilerin olusumu ile iliskilendirilmistir. Insan genomunun yaklasik
%17'sini olusturan LINE-1 tekrar dizileri, DNA metilasyon 6l¢ctimii baglaminda en ¢ok
ilgilenilen dizidir. Bu ¢aligmada kolorektal kanserde, LINE-1 5> UTR’sinin metilasyon
durumunun incelenmesi amaglandi. Kolorektal kanser teshisi konmus hastalara ait normal
ve tiimor arsiv dokusundan DNA izolasyonu yapildi. LINE-1 5> UTR’sinin belirlenen alt1
farkli bolgesi 6zel olarak tasarlanmis primer setleri kullanilarak PCR ile c¢ogaltildi.
Sonrasinda CG diniikleotitlerindeki metilasyon degisimini degerlendirmek amaciyla
HRM analizi yapildi. 1. bolgenin analizinde normal ve tiimérli dokular arasinda anlamli
bir fark bulundu (p<0.001). Sonug olarak, bu bélgenin kolorektal kanser olgularinda ve
kanserlesme stirecinde metilasyon seviyesindeki azalmanin belirlenmesinde biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: LINE-1, DNA Metilasyonu, Kolorektal Kanser, HRM

XVi



ABSTRRACT

An Epigenetic Research in Colorectal Cancer: Investigation of 5> UTR
Methylation Changes at LINE-1 Retrotransposon

One of the leading causes of cancer deaths in the world is colorectal cancer and occurs as
a result of the accumulation of genetic and epigenetic changes. DNA methylation, one of
the epigenetic changes, has been described as a key mechanism in regulating genomic
stability and gene expression. A decrease in DNA methylation content in the repeated
sequences, which constitutes the majority of the genome, has been associated with the
formation of various malignancies. The LINE-1 repeated sequences, which account for
about 17% of the human genome, are the most interesting sequence in the context of DNA
methylation measurement. In this study, it was aimed to investigate the methylation status
of LINE-1 5° UTR in colorectal cancer. DNA isolation was performed from normal and
tumor archive tissue of patients diagnosed with colorectal cancer. Six different regions of
LINE-1 5 UTR were amplified by PCR using specially designed primer sets. HRM
analysis was then performed to avaluate the methylation changes in CG dinucleotides. A
significant difference was found between normal and tumor tissues in the analysis of the
1st region (p<0.001). As a result, it is thought that this region can be used as a biomarker
in determining the decrease of methylation level in colorectal cancer cases and in the

cancer process.

Keywords: LINE-1, DNA Methylation, Colorectal Cancer, HRM
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1. GIRIS ve AMAC

Kolorektal kanser histopatolojik olarak heterojenite gosterebildigi gibi molekiiler
ve genetik seviyede de heterojen bir hastaliktir. Kolorektal karsinogenezin molekiiler
mekanizmalarin1 anlamak, kanserin Onlenmesi, tanisi, tedavisi ve prognozunun
iyilestirilmesi i¢in yeni stratejilerin  gelistirilmesi agisindan Onemlidir. Bu
mekanizmalardan biri de kolorektal kanserde erken donemde ortaya ¢ikan epigenetik
degisimlerden biri olan DNA hipometilasyonudur. Genom boyunca CG
dintikleotitlerindeki (CpQ) sitozinler iizerine eklenmis olan metil gruplarmin kaybiyla
meydana gelen DNA hipometilasyonu kanserlerde siklikla tekrar dizilerinde meydana
gelip, kolorektal kanserde kromozomal kararsizliga ve belirli onkogenlerde asiri

aktivasyona neden olmaktadir (Wolf vd., 2010).

Insan genomunun %45’ normalde yiiksek oranda metillenmis olan hareketli
tekrar dizilerinden olusmaktadir. Bunlardan biri olan Serpistirilmis Uzun Niiklear
Element-1 [LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Element-1)] dizisi bir retrotranspozondur
ve kolorektal kanserde erken donemde ortaya ¢ikan hipometilasyonla karakterizedir. Bu
dizilerin promotor bélgesinin hipometilasyonu, genin anormal ekspresyonuna ve genom
ici hareketlilik ile de genomik karasizliga neden olur. Ayrica yapilan birgok ¢alismada
LINE-1 hipometilasyon seviyelerinin kotii hastalik seyri, invazyon ve metastaz ile iliskili

oldugu da belirtilmistir (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001).

Yapilan bu tez ¢alismasinda LINE-1 retrotranspozonunun 900 baz ¢ifti (bg)
uzunlugundaki promotor bdlgesindeki hipometilasyon durumu normal ve tiimorlii doku
orneklerinde taranarak; hipometilasyonun pratik olarak belirlenebilecegi bir yerin tespit
edilmesi amaglanmistir. Bu sayede, epigenetik degisikliklerden faydalanarak kolorektal
kanserin erken teshisinin yapilmasi konusunda literatiire katki saglanacagi ve erken tedavi

girigsimlerine imkan taninmis olacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kolorektal Kanser
2.1.1. Epidemiyoloji

IARC [International Agency for Research on Cancer (Uluslararast Kanser
Aragtirmalar1 Ajansi)] tarafindan derlenen ve yayimlanan GLOBOCAN 2018 verilerine
gore kiiresel kanser yiikiiniin, 18.1 milyon yeni vakaya ve 9.6 milyon dlime ulastig
tahmin edilmektedir (Sekil 1). Diinya ¢apinda en sik teshis edilen ilk 3 kanserin sirasiyla
akciger kanseri (%11.6), meme kanseri (%11.6) ve kolorektal kanser (%10.2) oldugu ve

kanser kaynakli oliimlerin basinda ilk olarak akciger kanseri (%18.4) ve sonrasinda
kolorektal kanser (%9.2) geldigi bildirilmistir (Bray vd., 2018).

2018 yili tiim yas ve cinsiyetlerdeki yeni vakalarin sayist 2018 yili tiim yag ve cinsiyetlerdeki 6liimlerin sayist
Akciger Akciger
2093 876 (%11.6) 1761 007 (%18.4)
Meme Diger Kanserler ’
Diger Kanserler 2088 849 (%11.6) 3422417 (%35.8)
7753 946 (%42.9) Kolorektal Kolorektal
1849518 (%10.2)  Prostat 880 792 (%9,2)

1033 701 (%5.7)

Prostat 358 989 (%3.8) Mide
o 782 685 (8.2)
Rahim ! _276 106 (%7.1) Pankreas Karacigier
569 847 (%3.2) Mide 432 242 (%4.5) 781 631 (%8.2)

Ozof: K . fflznfagus Meme
Zo agus araciger 508 585 (%5.3 626 679 (%6.6)
572034 (%3.2) 841 080 (%4.7) (45.3) ’

Toplam vaka: 18 078 957

Toplam 6liim: 9 555 027

Sekil 1. IARC tarafindan 185 iilkede 36 kanser tiirlinde gergeklestirilen kanser goriilme
siklig1 ve mortalitesi tizerine GLOBOCAN 2018 arastirma verileri (Bray vd.,
2018).

Bu verilere dayanarak diinya genelinde yasamlar1 boyunca her 5 erkekten 1’inde
ve her 6 kadindan 1’inde kanser gelistigi ve her 8 erkekten 1’inin ve her 11 kadindan
I’inin hastaliktan 6ldiigi bildirilmistir. Kolorektal kanser diinya genelinde goriilme
siklig1 a¢isindan {igiincii sirada ve 6liim orani ag¢isindan ikinci sirada yer alirken, Tiirkiye

genelinde ise yeni vakalarin goriilmesi ag¢isindan {igiincii sirada yer almaktadir (Bray vd.,

2018).
2.1.2. Etiyoloji

Cogu kolorektal kanser vakasinda tek bir risk faktorii bulunmaz. Artan yas, erkek

cinsiyeti, aile oykiisii, iltihabi bagirsak hastaligi [IBD (Inflammatory Bowel Disease)],



sigara kullanimi, asir1 alkol tiikketimi, kirmizi ve islenmis et tiiketiminin fazla olmasi,
obezite ve diyabet gibi ¢esitli risk faktorleri kolorektal kanserde siklikla gézlenmektedir.
Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu’nun 2015 yili kanser istatistikleri
raporunda kolorektal kanserin kadinlara oranla erkeklerde daha sik gozlendigi ve artan

yasla birlikte goriilme sikliginin arttig1 bildirilmistir (Sekil 2) (Tirkyilmaz vd., 2018).
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Sekil 2. Kolorektal kanserin yasa 6zel hizlar1 (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2015).

60 yasindan kiiciik birinci dereceden akrabasinda ya da herhangi bir yasta birden
fazla birinci dereceden akrabasinda kolorektal kanser Oykiisii bulunan bireylerin
kolorektal kansere yakalanma riski fazladir (Taylor vd., 2010). Iltihabi bagirsak hastalig
olan bireylerde kronik iltihap gelistigi i¢in kolorektal kanser riski artmis olur. Dolayisiyla
bu kronik iltihabin kolonoskopi ile takibinin yapilmasi ve iltihap giderici ilaglarin
kullanilmas1 kolorektal kanser riskinin azaltilabilecegini gostermistir (Velayos vd.,
2006). Asir1 sigara tiiketimi artmis kolorektal kanser riski ile iliskili olup, yasaminin
yalnizca belli bir doneminde uzun yillar boyunca sigara kullanmis olan bireylerde bile
sonrasinda biiytik risk teskil ettigi bilinmektedir. Bu durum sigaranin etkisinin uzun yillar
sonra bile devam ettigini gostermektedir (Liang vd., 2006). Asir1 sigara tiiketimi erken
baslangi¢l kolorektal kanser ile iliskilendirildiginde, yogun tiitiin tiilketimine sahip olan
bireylerde daha erken yaglarda meydana gelmektedir (Buc vd., 2006; Peppone vd., 2008).
Asirt sigara tiiketiminin yani sira asir1 alkol tiiketimi de adenomlara ve ilerleyen
donemlerde kolorektal kansere neden olmaktadir (Botteri vd., 2008a-b; Zisman vd.,

2006). Kirmiz1 ve islenmis et tiiketim aligkanligi fazla olan bireylerde kolorektal kanser



riski 6nemli 6l¢lide fazladir. Yapilan prospektif ¢alismalarin sonucu olarak kolorektal
kanserin Onlenmesinde, kirmizi ve islenmis et tiikketiminin simnirlandirilmasi onerilen
beslenme tavsiyelerinden biridir (Chan vd., 2011). Belirtilen bu risk faktorlerine ek olarak
obezitenin kolorektal kanser ile iliskilendirildigi ve diyabetik bireylerin, diyabetik
olmayan bireylere oranla artmis bir kolorektal kanser riskine sahip oldugu bilinmektedir
(Mavd., 2013; Jiang vd., 2011).

2.1.3. Histopatolojik Sitmflandirma

Kolorektal adenokarsinom coklu tiimoérogenik yolaklar1 igeren bir hastaliktir.
Patolojik analiz ile hasta i¢in uygun tedavi, prognoz degerlendirmesi ve aile danigmanligi
icin kritik bir 6neme sahip olan histolojik ve molekiiler bilgiler elde edilmis olur.
Timoérogenezdeki molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi, hastalara ve ailelerine
fayda saglayacak yeni hedeflenmis tedavilerin ve yeni molekiiler testlerin gelismesine

katki saglayacaktir (Fleming vd., 2012).

2010 yilmda WHO [World Health Organization (Diinya Saghk Orgiitii)]
tarafindan yayimlanan “Sindirim Sistemi Tiimorlerinin Smiflandirlmasi” adl kitapta
kolorektal kanser histopatolojik olarak 2 ana grup altinda incelenmistir. Kolorektal
karsinomlarm %90’indan fazlasi, kolorektal mukozanin epitel hiicrelerinden kdken alan

adenokarsinomlardir (Tablo 1) (Bosman vd., 2010).

Tablo 1. Kolorektal kanserin histopatolojik smniflandirilmasi (Bosman vd., 2010).

1. EPITELYAL TUMORLER

1.1. Premalignant Lezyonlar

1.2. Serrated Lezyonlar

1.3. Karsinomlar

1.3.1. Adenokarsinom, NOS (Not Otherwise Specified/Aksi Belirtilmedikge)
1.3.1.1. Kribri Komedo-Tip Adenokarsinom
1.3.1.2. Mediiller Karsinom, NOS

1.3.1.3. Mikropapiler Karsinom

1.3.1.4. Miisin6z (Kolloid) Karsinom
1.3.1.5. Serrated Adenokarsinom

1.3.1.6. Tagh Yiiziik Hiicreli Karsinom
1.3.2. Adenoskuamoz Karsinom

1.3.3. Igsi Hiicreli Karsinom, NOS

1.3.4. Skuamo6z Hiicreli Karsinom, NOS
1.3.5. Farklilasmamis Karsinom

1.4. Noroendokrin Neoplaziler




Tablo 1 (devam)

2. MEZENKIMAL TUMORLER
2.1. Leiomyom, NOS

2.2. Lipoma, NOS

2.3. Anjiosarkom

2.4. Gastrointestinal Stromal Tiimoér, Ko6tii Huylu (Habis)
2.5. Kaposi Sarkomu

2.6. Leiomyosarkom, NOS

2.7. Schwannoma, NOS

2.8. Perinéroma, NOS

2.9. Ganglioroma

2.10. Graniiler Hiicreli Tiimor, NOS
2.11. Koétii Huylu (Habis) Lenfomalar

2.1.4. Evreleme

Bir kisiye kanser teshisi konulduktan sonra kanserin hangi asamada oldugunun,
yayilip yayllmayacagmin, eger yayilacaksa ne kadar uzaga olacaginin belirlendigi siirece
evreleme denir. Bir kanserin evresi, viicutta ne kadar kanser oldugunu tanimlar ve bu
sayede kanserin ne kadar ciddi oldugunu ve nasil en iyi sekilde tedavi edilebilecegini
belirlemeye yardimci olur. Kolorektal kanser i¢cin en ¢ok kullanilan evreleme sistemi
AJCC [American Joint Committee on Cancer (Amerikan Kanser Ortak Komitesi)] ve
UICC [The Union for International Cancer Control (Uluslararas1 Kanser Kontrolii
Birligi)] tarafindan Onerilen tiimor/nod/metastaz [TNM (tumor/node/metastasis)]
sistemidir. TNM sistemi kanserleri; primer tiimoriin biiyiikliigiine ve yayilmasma (T),
bolgesel lenf nodu tutulumuna (N) ve uzak metastaz varligina ya da yokluguna (M) gore
smiflandirir. En erken asama 0 olarak adlandirilir ve ardindan 1 (I) ile 4 (IV) arasinda
degisir. Kural olarak, say1 ne kadar diisiik olursa, kanser de o kadar az yayilmistir (Tablo
2-3) (Amin vd., 2018; Brierley vd., 2016).

TNM evreleme sistemi baslangigta kanserin prognozu igin gelistirildiyse de
giiniimiizde islevi genisleyerek tedavi ve klinik denemelere girisin belirlenmesinde
kullanilmaya baglandi. TNM sisteminin amaglar1 arasinda, kanserin prognozu hakkinda
bilgi vermek ve siirekli arastirilmasina katkida bulunmak, tedavi planlamasina yardimc1
olmak, tedavinin etkilerini degerlendirmede ve tedavi merkezleri arasinda bilgi

aligveriginde yardimci olmak yer alir (American Cancer Society, 2019).



Tablo 2. Kolorektal kanserin evreleri (Amin vd., 2018; Brierley vd., 2016).

é\j'i(szl Gruplandirma Acgiklama
Tis In situ karsinom/intramukozal karsinom olarak da bilinen bu
0 NO evrede kanser kolon/rektumun i¢ tabakasinda olup en erken
MO asamadadir.
T1/T2 Kanser, muskularis mukozasindan submukozaya dogru (T1)
I NO veya muskularis propriya ic¢inde (T2) biliylimistir ve
MO yakindaki lenf nodlarina veya uzak bolgelere yayilmamustir.
T3/T4a Kanser, kolon veya rektumun en dig katmanlarina dogru (T3)
IHA/IIB NO veya duvari boyunca biiylimiistiir (T4a) ve yakindaki lenf
MO nodlarina veya uzak bolgelere yayillmamustir.
Tab Kanser, kolon veya rektumun duvari boyunca biiyiimiistiir ve
yakinindaki diger doku/organlara baglanmstir/biiylimiistiir.
Inc NO . ; N
MO Heniiz yakindaki lenf nodlarma veya uzak bolgelere
yayilmamustir.
Kanser, muskularis mukozasindan submukozaya dogru (T1)
HIA T1/T2 veya muskularis propriya i¢inde (T2) biliylimistir ve
(Grup 1) N1/N1lc yakindaki lenf nodlarma (<3) (N1) veya lenf nodu yakinindaki
MO yag alanlarma yayilmistr (Nlc). Uzak bdlgelere
yayilmamugtir.
HIA T1 Kanser, muskularis mukozasindan submukozaya dogru
N2a biiyiimiistiir ve yakindaki lef nodlarma (4-6) yayilmistir. Uzak
(Grup2) MO bileel 1
oOlgelere yayilmamustir.
Kanser, kolon veya rektumun en dis katmanlarmna (T3) veya
T3/T4a . . S .
1B N1/N1c viseral peritona dogru biiylimiistiir (T4a) ve yakindaki lenf
(Grup 1) MO nodlarina (<3) (N1) veya lenf nodu yakinindaki yag alanlarina
yayilmistir (N1c). Uzak bolgelere yayilmamustir.
T2/T3 Kanser, muskularis propria (T2) ya da kolon veya rektumun
1B N2a en dis katmanlarina dogru biiylimiistiir (T3) ve yakindaki lenf
(Grup 2) MO nodlarma (4-6) yayilmustir (N2a). Uzak bolgelere
yayilmamustir.
TUT? Kanser, muskularis mukozasindan submukozaya dogru (T1)
1B N2b veya muskularis propriya ic¢inde (T2) biiylimiistir ve
(Grup 3) MO yakindaki lenf nodlarma (=7) yayilmistr (N2b). Uzak
bolgelere yayillmamugtir.
Mo T4a Kanser, viseral peritona dogru biiylimiistiir (T4a) ve yakindaki
N2a lenf nodlarmma (4-6) yayilmistir (N2a). Uzak bolgelere
(Grup 1)
MO yayilmamustir.
T3/T4a Kanser, kolon veya rektumun en dis katmanlarmna (T3) veya
1nc N2b viseral peritona dogru biiylimiistiir (T4a) ve yakindaki lenf
(Grup 2) MO nodlarma (>7) yayilmistir (N2b). Uzak bolgelere
yayilmamustir.
Kanser, kolon veya rektumun duvari boyunca biiylimiistiir ve
Mo T4b yakinindaki diger doku/organlara baglanmistir/biiyiimiistiir.
(Grup 3) N1/N2 Yakindaki lenf nodlarma (<3) (N1) veya lenf nodu
MO yakinindaki yag alanlarina yayilmistir (N2) ve uzak bolgelere

yaymamigtir (MO).




Tablo 2 (devam)

Kanser, yukarida bahsedilen herhangi bir T ve N kosulunu
Herhangi T saglayabilir. 1 (Mla)/1’den fazla (M2a) uzak organa
IVA/IVB Herhangi N (karaciger veya akciger gibi) veya uzak lenf nodlar1 kiimesine

M1la/Mla yayillmig, ancak peritonun uzak kisimlarina (Mla)
yayilmamustir.
. Kanser, yukarida bahsedilen herhangi bir T ve N kosulunu
Herhangi T g T . i .
. saglayabilir ve peritonun uzak bolgelerine yayilmistir. Uzak
IvVC Herhangi N . .
M1c organlara veya lenf diiglimlerine yayilmis olabilir veya

olmayabilir (M1c).

Tablo 3: TNM smiflandirilmasina ait ek kategoriler (Amin vd., 2018; Brierley vd., 2016).

X Ana timdr bilgi eksikligi nedeniyle degerlendirilemiyor.
TO Primer tlimor kanit1 yok.
NX Bolgesel lenf nodlar bilgi eksikligi nedeniyle degerlendirilemiyor.

2.1.5. Molekiiler Patoloji

Molekiiler patoloji agisindan heterojen bir yapiya sahip olan kolorektal kanserin
gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalar, kolorektal kanserin prognozu ve
tedaviye verdigi yanit ile iligkili oldugu i¢in klinik olarak olduk¢a 6nemlidir. Kolorektal
kanser, normal kolon epitel hiicrelerinin kolon adenokarsinom hiicrelerine doniisiimiine
neden olan genetik ve epigenetik degisikliklerin asamali birikmesinden kaynaklanir
(Bufill vd., 1990; Ogino vd., 2008; Sadanandam vd., 2013; Felipe vd., 2013).
Timorogenez slirecinde erken ortaya ¢ikan genomik kararsizlik nemli bir molekiiler ve
patogenik asama olarak goriilmektedir. Ayrica genomik kararsizlik tiimor baskilayici
genlerin ve onkogenlerin normal isleyisinde degisiklikler meydana getiren bir ortam
olugsmasma neden olur. Bu karakteristik gen mutasyonlarma siklikla kromozomlarda
meydana gelen sayisal ve yapisal diizensizlikler eslik eder (Lenguaer vd., 1997).
Kolorektal kanserde tiimor ilerleyisi ile iliskili olan molekiiler degisikliklere ve somatik
anomalilere neden olan genomik kararsizlik, temel olarak 3 farkli molekiiler yolla

meydana gelir (Rodriguez vd., 2017).
2.1.5.1. Kromozomal Kararsizhik

Kromozom ve genlerin kopya sayilarindaki anormal degisiklikler ile karakterize
olan kromozomal Kkararsizlik [CIN (Chromosomal Instability)], kolorektal kanserin
cogunda siklikla gozlenir (TCGA Network, 2012). Kolorektal kanserin kalitsal alt

tiplerinden biri olan Ailesel Adenomatéz Polipozis [FAP (Familial Adenomatous



Polyposis)] olusumundan sorumlu Adenomat6z Polipozis Koli [APC (Adenomatous
Polyposis Coli)] geni kromozomal kararsizlikla iligskilendirilmistir (Fodde vd., 2001;
Jasperson vd., 2010; Kinzler vd., 1996; Half vd., 2009). APC geni bir timor baskilayict
gendir. FAP sendromunda APC geninin iki allelinden biri ailevi olarak kalitilmig bir
mutasyona sahiptir. Sonrasinda ise ikinci allelde meydana gelen mutasyon APC geninde
fonksiyon kaybma ve Wnt sinyal yolagmin kontrolsiiz bir sekilde aktivasyonuna neden
olur. APC geni diizgiin ¢calismadiginda yolakta bulunan -katenin fosforillenemez ve daha
fazla ubikiitinlenemeyen B-katenin proteazom tarafindan pargalanamayip hiicre icerisinde
birikmeye baglar. Hiicre i¢erisinde biriken fazla f-katenin niikleusa taginip transkripsiyon
faktorleri ile etkilesime girerek hiicre biiylimesini destekleyen birgok protoonkogenin
ekspresyonunu artirir.  Kolorektal kanserin prekiirsor lezyonlar1 olan adenomat6z
poliplerde gozlenen APC geninin mutasyonu ¢ok agsamali kolorektal kanserin olusum
sirecinde erken donemde meydana gelen bir olaydir ve kolorektal adenomlarin
%70’inden fazlasinda siklikla goriilmektedir (Kinzler vd., 1996; Powell vd., 1992;
Cottrell vd., 1992; Giles vd., 2003; Aoki vd., 2007).

Hiicre ¢ogalmasinda rol oynayan MAPK ve PI3K yolaklar1 da kromozomal
kararsizlikla iligskilendirilmistir. Bu yolaklarda meydana gelen degisiklikler timor
hiicrelerinin ¢ogalmasma katkida bulunur. Kolorektal kanserle de iliskilendirilen bu
yolaklarda gorevli KRAS, BRAF ve PIK3CA onkogenlerinde meydana gelen mutasyonlar
tiimorogenez siirecinde oldukea etkilidir (Fearon, 2011; Tian vd., 2013; Lee vd., 2017;
Inamura vd., 2015; Jones vd., 2017). Hiicre dongiisiinde gorevli olan TP53 tiimér
baskilayic1 geni, kontrol noktasi diizenleyicilerinden biridir (Fearon, 2011; Pino ve
Chung, 2010). TP53 geninin inaktivasyonu hiicre dongiisiiniin kontroliinii baskilayarak
asir1 hiicre ¢ogalmasina ve adenomdan karsinomaya gegis siirecini tetikleyerek tiimoriin

ilerlemesine neden olur (Pino ve Chung, 2010; Vogelstein vd., 1988; Lengauer vd., 1988).
2.1.5.2. Mikrosatellit Kararsizhk

Mikrosatellit Kararsizlik [MSI (Microsatellite Instability)], normal DNA ile
karsilastirildiginda timér DNA’sindaki kisa niikleotit tekrar dizilerinin (mikrosatellit)
degismis uzunluklarini ifade eder (Thibodeu vd., 1993). MSI kromozomal kararsizliga
gore daha az andploidi gosteren yiiksek mutasyona sahip karsinomlarin gelisiminden
sorumludur. Lynch Sendromu olarak bilinen Kalitsal Polipozis Olmayan Kolon

Kanserinin [HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colon Cancer)] molekiiler genetik



temelinin arastirilmas1 mikrosatellit kararsizligin ilk kez aydinlatilmasini saglamistir
(Lynch vd., 1991; Roy ve Lynch, 2003). Lynch sendromu DNA Hatali Eslesme Tamir
[MMR (Mismatch Repair)] proteinlerini kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Nystrom vd., 1994). DNA replikasyonu sirasinda
meydana gelen hatali eslesme, delesyon ya da insersiyonlar MMR sistemi tarafindan
diizeltilmektedir. MMR sistemi yanlig eslesmeyi tanityan ve sonrasinda hatali bdlgeyi
cikartp yerini komplementer diziyi kalipp olarak kullanip dolduran bir protein
kompleksinden olusur. MMR sistemi ¢alismadiginda, hiicreler mikrosatellit dizilerin de
dahil oldugu birgok DNA bolgesinde hatalar biriktirir (Mead vd., 2007; Boland ve Goel,
2010; Hampel vd., 2005). MMR proteinleri doku kesitlerinde rutin olarak kolayca tespit
edilebildigi i¢in, ilgili proteinlerden birinin (MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2) ekspresyon
kaybmm immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi, mikrosatellit kararsizlik ve Lynch
sendromunun tespiti i¢in bir tarama araci olarak siklikla kullanilmaktadir (Shia vd.,
2009). TGFBR2 ve BAX gibi timor baskilayici genlerin kodlayict bdlgelerindeki
mononiikleotit tekrarlarinda meydana gelen mutasyonlarinin kolorektal karsinogenezde

onemli oldugu gosterilmistir (Markowitz vd., 1995; Rampino vd., 1997).
2.1.5.3. CpG Adas1 Metilator Fenotipi

Hem MSI hem de CIN yolaklar1 tiimor baskilayici genlerdeki fonksiyon kaybini
ve/veya onkogenlerdeki artmis kopya sayisini tanimlayan genetik degisikliklere dayanan
kolorektal kanserin patogenezini tarif eder. Kolorektal kanser olusumunda genetik
degisikliklere ek olarak meydana gelen epigenetik degisiklikler son zamanlarda olduk¢a
ilgi gormekte ve kolorektal kanserin neredeyse {i¢te birinin patogenezinde yer aldigi
diistiniilmektedir (Snover, 2011). Birgok hastalikla iligskilendirilmis epigenetik
degisiklikler DNA dizisine ve yapisina ek olarak, gen ekspresyonunun; DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden diizenlenmesi ile kontrol
edilmesini kapsar (Portela ve Esteller, 2010). Transkripsiyonun diizenlenmesinde rol alan
ve CpG adalar1 ile iligkili gen promotorlarinin hipermetilasyonu tiimor baskilayici
genlerin susturulmasindan sorumlu olan sikga karsilasilan mekanizmadir. Bu olay genom
capmda meydana gelirse CpG Adas1 Metilator Fenotipi [CIMP (CpG Island Methylator
Phenotype) olarak adlandirilir (Teodoridis vd., 2008).

Kolorektal kanserin olusumu ile iligkili en iyi karakterize edilmis epigenetik

modifikasyonlardan biri, promotor bdlgelerinin hipermetilasyonu yoluyla genlerin



susturulmasidir.  Ozellikle, MMR genlerinden biri olan MLH1'in  promotor
hipermetilasyonu, MSI yolag ile ya da sporadik olarak gelismis kolorektal kanserlerin
cogunda gosterilmistir (Veigl vd., 1998; Herman vd., 1998; Grady ve Carethers, 2008).
Birgok genin promotor bolgesi sitozin ve guanin diniikleotitleri bakimindan zengin
oldugu i¢in, CpG adalarindaki sitozin diniikleotitlerinin metilasyonu, kromozomal
yapmin degismesine ve gen ekspresyonunun baskilanmasina yol agar. Tiimdr baskilayict
genlerin mutasyona ugramadan epigenetik olarak susturulmasi CIMP’e sahip kolorektal
kanserde belirgin bir olaydir (Snover, 2011; Jass, 2007). DNA hipermetilasyonun yani
sra DNA metilasyon igeriginde meydana gelen bir azalma olan genom geneli
hipometilasyon da kromozomal kararsizligi indiikleyerek kolorektal karsinogenezde
ilerletici bir etki gostermektedir (Chen vd., 1998). Genomik DNA hipometilasyonunu,
LINE ya da Serpistirilmis Kisa Niiklear Element [SINE (Short Interspersed Nuclear
Element)] gibi hareketli DNA dizilerinin metilasyon i¢erigi olduk¢a etkilemektedir. Aktif
haldeki LINE-1 retrotranspozonu kromozomal kararsizliga, yakinindaki genlerin artmig
ekspresyonuna veya telomer uzunlugunun korunmasinda rol alan gen transkriptlerinin

iretilmesine yol agar (Faulkner vd., 2009; Mueller vd., 2018).
2.2. Serpistirilmis Uzun Nuklear Element-1 (LINE-1)

Genetik mutasyonlara ek olarak histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve
genomik imprinting (damgalanma) kaybi gibi epigenetik degisiklikler; tiimor baslangici,
ilerlemesi ve gelisimi agisindan 6nemli bir faktérdiir. DNA metilasyonu ¢ogu durumda
genlerin ekspresyon seviyelerini kontrol altinda tutan temel bir epigenetik siiregtir. Timor
hiicrelerinde gozlenen anormal DNA metilasyonu, bdlgeye 6zgii CpG adas1 promotor
hipermetilasyonu ve global DNA hipometilasyonu olmak iizere iki kategoriye ayrilir
(Kerachian ve Kerachian, 2018). Kanserli hiicrelerin incelendigi bir¢ok c¢aligmada
bolgeye 6zgii promotor hipermetilasyonunun timor baskilayic1 genlerde; global DNA
hipometilasyonunun ise tekrarlayan dizilerde meydana geldigi gosterilmistir (Hernandez-
Blazquez vd., 2000; Irizarry vd., 2009). Normal somatik hiicrelerdeki LINE’ler yiiksek
oranda metile halde olduklar1 i¢in genomik kararsizliga neden olabilecek
retrotranspozisyon yeteneklerini kaybetmislerdir (Hoffman ve Schulz, 2005; Kazazian,
2004). LINE-1 insan genomunun yaklagik %17’sini olusturmakta olup; bu tekrar

dizilerinde meydana gelen metilasyon kayb1 genom geneli hipometilasyon durumunu
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yansitmaktadir (Rodic ve Burns, 2013; Baba vd., 2014; Cordaux ve Batzer, 2009; Murata
vd., 2013; Kazazian, 2000).

2.2.1. LINE-1I’in Yapisi

Insan genomunun yaklasik olarak yarismi olusturan tekrar dizileri ardisik
(tandem) tekrarli diziler ve genom boyunca serpistirilmis tekrar dizileri olmak iizere iki
gruba ayrilmistrr. Insan genomu DNA transpozonlarindan ve retrotranspozonlardan
olusan sayisiz serpistirilmis tekrar dizisine sahiptir ve LINE-1, SINE (Alu) ve SVA
(SINE/VNTR/AIu) bilinen 3 farkli retrotranspozon grubudur (Kerachian ve Kerachian,
2018). LINE-1 RNA araciligi ile genom igerisinde kendini ¢ogaltma yetenegine sahip
oldugu i¢in otonom elementler olarak adlandirilirken; SINE ve SVA elementleri ise
genom icerisinde hareket edebilmeleri igin LINE-1’e bagimli olduklarindan otonom
olmayan elementler olarak adlandirilirlar. Genom boyunca sayis1 yaklasik olarak 500 000
adet olan LINE-1 dizisi zamanla 5’ ucundan kesilmeler ile kisalmisken; tam uzunlukta
olan LINE-1 sayis1 yaklagik 3 000 ile 5 000 arasindadir (Kazazian, 2000; International
Human Genome Sequencing Consortium, 2001).

Genel olarak LINE-1’lerin ¢ogu, 5’ ucundaki kesilmeler, ters transkripsiyon
sirasinda meydana gelen nokta mutasyonlar1 ve replikasyonu sirasinda tekrar genoma
eklendiginde meydana gelen kayiplardan dolay1 retrotranspozisyon yetenegini
kaybetmistir. Insan genomu yiiksek oranda aktif, ortalama 50-120 adet arasinda LINE-1
icerir (Brouha vd., 2003). Bu aktif LINE-1’ler, kendilerini genom boyunca yerlestirmek
icin bir “kopyala-yapistir” mekanizmasi kullanirlar. Bu nedenle komsu genler veya
diizenleyici diziler lizerinde belirgin bir etkileri vardir. Tam uzunlukta olan LINE-1, 5°
Kodlanmayan Boélgesinde [5° UTR (UnTranslated Region)] bir internal promotora
sahiptir (Swergold, 1990). Cok sayida CpG igeren 5> UTR’nin 460 b¢ uzunlugundaki
baslangic bolgesi yogun bir sekilde ¢alisiimis ve normal somatik hiicrelerde yiiksek
oranda metile oldugu gosterilmistir (Hata ve Sakaki, 1997; Steinhoff ve Schulz, 2004;
Thayer vd., 1993). Tam uzunlukta bir LINE-1 5° UTR bdlgesinde birbirine ters yonde
hizalanmis iki promotor bdlgesi icerir. Bu promotorlardan biri “sense” promotor olarak
adlandirilir ve retrotranspozisyon ile iligkili genlerin transkripsiyonunu diizenler. Bu
genler LINE-1 hareketliligi i¢in gerekli olan RNA’ya baglanan protein, endoniikleaz ve
ters transkriptaz enzimi kodlar. Ters yonde uzanan ikinci promotor ise “antisense”

promotor olarak adlandirilir ve “downstream” genlerin transkripsiyonunun uyarilmasina
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yol agan alternatif bir transkripsiyon baslangi¢ bolgesi olusturur (Hur vd., 2014; Speek,
2001). Ayrica LINE-1 retrotranspozonlart 5° ve 3 UTR arasinda iki adet Ag¢ik Okuma
Cergevesi [ORF (Open Reading Frame)] icerirler (Penzkofer vd., 2005).

2.2.2. LINE-1I’in Hareketliligi

Embriyogenez boyunca esey hiicrelerinde diisiik metilasyon (hipometilasyon)
oran1 gosteren ve aktif olarak hareket edebilen LINE-1’ler, normalde somatik hiicrelerde
yiikksek oranda metile oldugundan epigenetik olarak susturulmustur. Ancak somatik
hiicrelerde bazi LINE-1"ler yeni genomik yerlere hareket edebilme (retrotranspozisyon)

kapasitelerini muhafaza etmeye devam ederler (Sekil 3) (Beck vd., 2010).

LINE1
LINE-1 mRNA

SUTR  ORFy ORF2 JUTR M(ﬂ%

LIORF2p S N N
LIORF AAAA

LINE-1 mRNA

RNP Kompleksi Olugumu

ORF2 JUMm =

Gl & De novo Genomik Eklenme
ekirdege Taginma

TPRT =
s y
wn?

O - TTTIT™

(;ekil’dek cDNA Sentezi

Sitoplazma

Sekil 3. LINE-1 hareketliligi (SP; Sense Promotor, ASP; Anti-Sense Promotor, ORF1;
Open Reading Frame 1, ORF2; Open reading Frame 2, L1ORF1p; RNA’ya
Baglanan Protein, LLORF2p; Endoniikleaz (EN) ve Ters Transkriptaz (RT)
Protein Kompleksi) (Kerachian ve Kerachian, 2018).

Cekirdek igerisinde gerceklesen LINE-1’in transkripsiyonu sonunda olusan
mRNA sitoplazmaya taginir. Sitoplazmada mRNA’dan ORF1 ve ORF2’nin translasyonu
ve riboniikleoprotein (RNP) kompleksinin olusumu gerceklesir. Sonrasinda ters
transkripsiyon igin ¢ekirdege geri donen RNA’dan ORF2p’nin ters transkriptaz aktivitesi
ile cDNA olusumu ve sonrasinda endoniikleaz aktivitesi ile de DNA’da serbest 3° OH
grubu birakacak sekilde eklenme bolgesi olusumu gerceklesir. Sonug olarak LINE-1 5’
ucu kesilmis bir sekilde kendini ¢ogaltarak genoma eklenmis olur (Beck vd., 2010).
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Tiimor hiicrelerinde LINE-1’ler hipometilasyon yoluyla yeniden aktive olurlar ve
kanser olusumu i¢in gerekli patolojik siire¢lerde rol oynarlar (Kazazian, 2000; Beck vd.,
2010; Xiao-Jie vd., 2016; Hancks ve Kazazian, 2016). Normal dokulardaki LINE-1
metilasyon seviyesi doku tiplerine gore farklilik gostermektedir. LINE-1 metilasyon orani
baz1 dokularda (karaciger, bobrek, meme, akciger ve mide) birbirine ¢ok yakin iken; baz1
dokularda ise (tiroid ve 0Ozofagus) oldukca genis bir oran farki goziikmektedir

(Chalitchagorn vd., 2004).

LINE-1 aktif halde genom icerisinde hareket yetenegine sahip oldugu durumda
genomda farkli bolgelere stirekli transpoze olur. Bu durum c¢esitli genlerin ekspresyon
diizeyini etkiler ve kanser gibi bir¢ok genetik hastaligin patogenezinde onemli bir rol
oynar (Baba vd., 2014; Chen vd., 2005; Miki vd., 1992; Babushok ve Kazazian, 2007;
Iskow vd., 2010; Ostertag ve Kazazian, 2001). Ornegin kanser hiicrelerinde LINE-1
retrotranspozonlar1 genomik kararsizliga neden olan genom i¢i insersiyonlar, hatal
“splicing (eklenme)” ya da DNA kiriklar1 yoluyla ¢evrelerindeki genleri etkileyebilirler
(Hancks ve Kazazian, 2016; Schulz, 2006). Okaryotik hiicreler LINE-1 tarafindan
uyarilmig tiimorlesme stirecinde, LINE-1 hareketliligini engellemek i¢in ¢esitli
mekanizmalar gelistirmislerdir. LINE-1 5> UTR igerisinde bulunan birbirine ters yondeki
promotorlar, birbirlerine baglandiklarinda ¢ift iplikli RNA’lar1 [dsSRNA (Double Strand
RNA)] olusturan “sense” ve “antisens” RNA’lar iiretirler. Bu dsRNA’lar daha sonra
“Dicer” adli enzim tarafindan endojen siRNA (small interfering RNA)’lara boliiniirler.
Elde edilen endo-siRNA’lar LINE-1 mRNA’sin1 degrede eder ve RNA interferans
mekanizmasmi tetikleyerek LINE-1 retrotranspozisyonunu susturmus olur. Bu sayede
gelistirilen kontrol mekanizmasi ile negatif bir diizenleyici dongii olusturulmus olur.
SiRNA gibi, piRNA (PIWI interacting RNA)’da PIWI proteinleri ile etkilesip RNA-
protein kompleksleri olugturarak LINE-1 iizerinde negatif bir diizenleme etkisi gosterir
(Xiao-Jie vd., 2016).

2.2.3. Kolorektal Kanserde LINE-1

[k kez 1992 yilinda APC genine bir LINE-1 dizisinin eklenmesinin sonucunda,
kolorektal kanser orneklerindeki APC geninde fonksiyon kaybina neden oldugu tespit
edildiginde, LINE-1’in kanser ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Miki vd., 1992).
Yapilan bir calismada da LINE-1 eklenmesinin, prostat ve yumurtalik kanseri gibi ¢esitli

kanserlerden daha siklikla kolorektal kanserde gozlendigi rapor edilmistir (Lee vd.,
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2012). 2014 yilinda LINE-1 hipometilasyonunun insan kanserindeki roliinii agiklayan bir
meta-analiz calismasi yayimlanmistir. Bu analizde, incelenen bir¢ok kanser dokusundaki
LINE-1 metilasyon seviyesinin normal dokular ile karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide
diistik oldugu gosterilmistir (Barchitta vd., 2014). Yapilan baska bir meta-analizde,
kanser hastalarinda LINE hipometilasyonu ile kotii prognoz arasindaki iligki birbirini
destekler yonde bulunmustur (Li vd., 2014). Ayrica bagka bir ¢alismada da, kolorektal
kanserdeki LINE-1 hipometilasyonunun, ileri evre ve kotii prognoz ile iligkili oldugu

gosterilmistir (Sunami vd., 2011).
2.3. Yiiksek Coziiniirliikli Erime (HRM) Analizi

Fizyolojik kosullarda kararli halde olan ¢ift iplikli DNA (dsDNA) sicakligin
artmaya baslamasiyla bu kararli yapisindan uzaklasarak tek iplikli hale gelir. DNA
ipliginin hem uzunluguna hem de guanin-sitozin (GC) icerigine bagli olan erime sicakligi
(Tm), DNA’nm ¢ift ipliginin acilarak %50’sinin tek iplikli hale geldigi sicakliga denir.
GC baz ciftleri ii¢ hidrojen bagi ile baglandigindan, sadece iki hidrojen bagi ile baglanan
adenin-timin (AT) baz ¢iftlerinden daha kararli bir yap1 gosterirler. Bu sebeple, yiiksek
GC igerigine sahip DNA dizileri, diisiik sayida GC iceren DNA dizilerinden daha yiiksek
bir Tm'ye sahiptir.

Erime egrisi analizi, dogru PCR iiriinlerinin olusup olusmadigini kontrol etmek
icin real time PCR’da siklikla kullanilan bir metottur. Bunun i¢in gerekli olan ¢ift iplikli
DNA’1n kii¢iik oluguna (minor groove) baglanan SYBR Green gibi floresan 1s1ma yayan
bir boya varliginda kalip dizinin ¢ogaltilmasidir. Baglanmamus (serbest) haldeyken diisiik
bir floresan 1s1ma yayan SYBR Green molekiillerinin dsDNA’ya baglanmasiyla floresan
sinyalinde dikkat c¢ekici bir artis gozlenir. Erime egrisi analizi son PCR dongiisiinden
sonra sicakligin kademeli olarak arttirilmasi esasina dayanir. PCR sonunda elde edilen
¢ok sayida ¢ift iplikli amplikon nedeniyle erime analizinin baslangicinda yiiksek miktarda
floresan sinyali elde edilir. Sicaklik artmaya bagladik¢a ayrilan ¢ift iplikten SYBR Green
molekiilleri kopmaya baglar ve floresan sinyalinde azalma go6zlenir. Sonug¢ olarak
amplikonun Tm’si elde edilen erime egrisinin biikiilme noktasindan veya artan sicaklikla
(T) degisen, floresansin (F) sicakliga oraninin negatif tiirevinin (-dF/dT) grafiginden elde

edilen erime tepe noktasinda belirlenebilir (Sekil 4) (Druml ve Cichna-Markl, 2014).
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Sekil 4. Erime egrisi analizi (-dF/dT; artan sicaklikla (T) degisen, floresanin (F) sicakliga
oranin negatif tirevi, RFU; Relative Fluorescence Unit) (Druml ve Cichna-
Markl, 2014).

SYBR Green, amplikonlarm safligmi ve uzunlugunu kontrol etmek i¢cin PCR
sonras1 erime egrisi analizlerinde siklikla kullanilmasina ragmen sadece kiiclik dizi
farkliliklar1 gésteren amplikonlar arasinda ayrim yapilmasinda tek basina yeterli degildir.
Bu nedenle erime egrisi analizinin daha gelismis formu olan; tek baz degisikliklerini,
kii¢iik insersiyonlar1 ve delesyonlar1 bile belirleyebilen Yiiksek Coziiniirliklii Erime
[HRM (High Resolution Melting)] analizi kullanilir (Reed vd., 2007). HRM analizi
yiksek c¢ozlnirlikli termal dongli cihazlar1 (yiiksek hassasiyetli 1s1 degisimleri
yapabilme ve degerlendirebilme &zelliklerine sahip) ve LC Green PLUS, EvaGreen,
SYTOQ9 ya da ResoL.ight gibi satiirasyon (doyurma) boyalar1 kullanilarak gerceklestirilir.
Satiirasyon boyalar1 yiiksek konsantrasyonlarda bile DNA polimerazi inhibe etmez ve
PCR friinliniin tamamini etiketler (DNA molekiiliiniin tamamina tam doygunlukta
baglanir). Bu sayede tiim erime alanlarinin tespitine olanak sagladigi i¢in SYBR Green
boyasi yerine tercih edilir (Monis, 2005). Yiiksek ¢oztniirliikli cihazlar sayesinde daha
hassas sicaklik kontrolii, daha kiiciik sicaklik artiglarinin uygulanmasi (0.01 — 0.2 °C) ve
gelismis veri toplayabilme sayesinde bir erime profilinin detayli analizi elde edilebilir

(Druml ve Cichna-Markl, 2014).
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HRM analizi genel olarak satiirasyon boyas1 varliginda PCR sonrasinda olusan
amplikonlarin erimesi ile elde edilen verilerin analizini ve yorumlanmasini kapsar. HRM
analizinde giivenilir ve tekrar {iretilebilir erime profilleri elde edebilmek icin, kalip
dizinin amplifikasyonunun spesifik ve verimli bir sekilde gergeklestirilmesi oldukg¢a
onemlidir. Bu nedenle PCR kosullarmin optimizasyonu ve primer tasarimi HRM
analizinde dikkat edilmesi gereken adimlardan biridir. Primer tasarimi sirasinda primer
dimerleri ve spesifik olmayan {irlinlerin olusumunu engelleyecek hususlara ozellikle
dikkat edilmelidir. HRM analizinin hassasiyetini etkileyen bir diger 6nemli konu
amplikon uzunlugudur. Amplikonlar ne kadar uzun olursa kiiciik bir dizi degisikliginin
neden oldugu erime egrisindeki fark o kadar kiigiik olacagindan ve karmasik erime
profilleri ile sonuglanan birden fazla erime alani igereceginden, amplikonlarm 300
b¢’nden fazla olmamasina dikkat edilmelidir. Diisiik threshold (esik degeri - Ct) dongiisii
ve plato fazina ulagan amplifikasyon egrilerinin belirledigi etkili bir amplifikasyon elde
edilebilmesi i¢in PCR kosullarinin optimize edilmesi gerekmektedir (Sekil 5). Ayrica
MgCl, konsantrasyonu, DNA 6rneginin safligi ve miktar1 ve 6rnekler arasinda benzer Ct
degerleri elde etmek icin baslangic DNA miktarlarinin 6nemli Ol¢iide farklilik
gostermemesi, PCR optimizasyonu i¢in gerekli diger hususlardir (Reed, 2007; Vossen
vd., 2009).

|
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Sekil 5. Yiksek c¢ozinirlikli erime analizi. (a) Amplifikasyon egrileri. (b)
Normalizasyondan once erime egrileri. (c) Normalizasyondan sonra erime
egrileri. (d) Difference plot (fark grafigi) (Druml ve Cichna-Markl, 2014).
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2.3.1. Veri Analizi

Amplikonlarin erimesi (tek iplikli forma dontigiimleri) son PCR dongiistinden
sonra sicakligin kademeli olarak arttirilmasi (0.1 °C/2 sn) ile gegeklestirilir. Erime
egrileri, uygulama sonunda artan sicaklikla (T) azalan floresans yogunlugunun (F)
degisim grafigi ile elde edilir. Optimize edilmis PCR kosullarinin uygulanmasina ve
baslangicta ayn1 miktarda DNA kullanilmasina ragmen, floresan sinyalinde farkliliklar
ortaya cikabilir. Bu farkliliklarin ortadan kaldirilmasi ve biitiin 6rneklerin ayn1 baslangi¢
(%100) ve bitis (%0) floresan sinyali seviyelerine sahip olmalar1 i¢cin erime oncesi ve
sonrasinda elde edilen mutlak floresan seviyelerine normallestirme islemi gerceklestirilir.
Bu sayede elde edilen “normalize egriler” 6rneklerin karsilastirilarak analiz edilmesine
imkan tanimig olur. Her bir erime egrisi arasindaki kii¢lik farkliliklar: aymrt etmek ve
vurgulamak i¢in, Ornek erime egrisi bir referans numunenin erime egrisinden
cikartilmasiyla elde edilen fark grafikleri (difference plot) kullanilir (Sekil 5) (Reed vd.,
2007).

2.3.2. HRM Analizinin Klinik Arastirma ve Tanidaki Rolii

Bir PCR iiriiniliniin erime profili, CG igerigine, uzunluguna, sekansma ve iplik
tamamlayiciligma (heterozigotluk) bagli oldugundan, HRM analizi; mutasyon
taramasina, tek niikleotit polimorfizmlerinin [SNP (Single Nucleotide Polymorphism)]
saptanmasina ve metilasyon analizine izin veren klinik arastirma ve teshislerde yiiksek
oranda uygulanabilir bir yontemdir (Vossen vd., 2009). Geleneksel yontemlerin aksine,
HRM analizi amplifikasyon asamasi ile ayni tiipte gerceklestirilir ve sonrasinda
amplikonlar1 saflastirmaya veya aymrmaya gerek kalmaz. Bu durum, HRM analizini jel
elektroforezi gibi PCR sonrasinda gerek duyulan ek yontemlere gore daha hizli, daha az
zahmetli ve daha yiiksek numune verimi i¢in daha uygun hale getirir. Ayrica, analizlerin
kapali bir sistemde yapilmasi, kontaminasyon riskini azaltr. HRM analizi diger
yaklagimlardan, ozellikle de dizileme tekniklerinden daha ucuzdur. Tahribatsiz bir
yontem oldugundan, gerektiginde sonradan (6rnegin jel elektroforezi veya dizileme ile)
analizinin yapilmast miimkiindiir. Bunun yani1 sira, HRM analiziyle gen taramasi ve
genotiplendirme ¢alismalarmda bazi sinirlamalar s6z konusudur. Farkli heterozigot
ornekler, homozigot varyantlardan acik¢a ayirt edilebilen ancak birbirlerinden ayirt
edilemeyecek kadar benzer olan erime egrileri olusturabilirler. Ayrica mutasyon taramasi

sirasinda ortak SNP’lerin varligi, sonuglarm yorumlanmasmi zorlastirabilir (Wittwer,

17



2012). Gen tarama ve genotiplemeye ek olarak, HRM analizi DNA metilasyon analizinde
siklikla kullanilmaktadir. DNA metilasyonu, gen ekspresyonunu diizenleyen 6nemli bir
epigenetik stirectir. Timor baskilayic1 genlerin promotor bolgesinin metilasyonu
kanserlesme siirecinde erken donemde gerceklestiginden, anormal DNA metilasyon
paternleri kanser i¢in ¢ok umut verici tanisal ve prognostik biyobelirtegler olarak kabul

edilmektedir (Wojdacz, 2012).
2.3.3. HRM Analizi ile Metilasyon Tayini

DNA’nin erime profili kullanarak metilasyon analizi yapilabilmesi i¢in dncelikle
PCR amplifikasyonu ile ilgili DNA dizisinin ¢ogaltilmas1 gerekmektedir. Hiicrelerde
normal amplifikasyon sirasinda yeni sentezlenen ipligin metillenmesi DNA
Metiltransferaz enzimi tarafindan gergeklestirilir. PCR sirasinda ise ilk dongiiden sonra
yeni sentezlenen ipligin metillenmesi i¢in ortamda herhangi bir enzim ve metil grubu
bulunmadigindan metilasyon isaretleri kaybolur. Bu nedenle metilasyon ¢alismalarinda
kalip DNA’nin PCR ile ¢cogaltilmasindan 6nce metilasyon isaretlerini koruyabilmesi i¢cin
sodyum bisiilfit kimyasali ile modifiye edilmesi gerekmektedir. Bistilfit doniistimii
sayesinde metile olmayan sitozinler degismeden kalirken metile sitozinler urasile (U)
dontistir. Dolayistyla bisiilfit doniisiimii yapilmis DNA’nin kalip olarak kullanildigi PCR
sonucunda olusan tiriinlerin niikleotit dizilimi, kalip DNA’nin metilasyon durumuna gore
belirlenir. Sonug olarak farkli niikleotit dizilimine sahip tiriinlerin farkli erime sicakliklar1

olacagindan tanimlanmalar1 saglanacaktir (Worm ve Guldberg, 2001).

HRM tabanli metilasyon analizinin 6n kosulu hem metillenmis hemde metile
olmayan kalip dizinin amplifikasyonuna izin veren primer ¢iftinin kullanilmasidir. Bu
sayede yiiksek verim ve hassasiyet ile kalip dizinin ¢oglatilmasi ve sonrasinda HRM
analizi ile metilasyon seviyesinin tespiti gerceklestirilmis olur (Wojdacz vd., 2008;
Wojdacz vd., 2009; Wojdacz ve Lotte Hansen, 2006). HRM analizi ile metilasyon
seviyesinin tespiti, metilasyon seviyesi bilinen standartlarin erime profilleri ile
bilinmeyen dizinin erime profillerinin karsilastirilmasi prensibine dayanir. Ayrica HRM
analizi diisiik kalitede olan veya kimyasal olarak islem gérmiis 6rneklerden ya da arsiv
dokularindan elde edilen DNA dizilerinin bile metilasyon seviyesinin tespitine izin verir.
Dolayisiyla 6rnek kalitesinden etkilenmemesi ve PCR fdiriinlerini tam olarak
tanimlayabilmesi sayesinde HRM analizi yiiksek 6zgiinliige ve dogruluga sahip bir

yontemdir (Kristensen vd., 2009).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismaya Recep Tayyip Erdogan Universitesi T1p Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali’nda opere edilmis ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan kolorektal kanser
tanis1 konmus 30 hastanin normal ve tim6r dokusu dahil edildi. Doku 6rnekleri Formalin
ile Fikse Edilmis Parafine Gomiilii Doku [FFPE (Formalin Fixed Paraffin Embedded
Tissue)] bloklarindan almip 1.5 ml’lik tiiplere konulmus kesitler halinde temin edildi.
Parafine gomiilii dokulardan DNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra DNA
orneklerine bisiilfit doniistimii uygulandi. Sonrasinda ise LINE-1’in tasarlanan primerler
ile 6 bolgeye ayrilmis olan 5° UTR bolgesi, Real Time PCR ve sonrasinda HRM analizi
ile metilasyon acisindan incelendi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak

degerlendirilerek bolgeler arasi metilasyon dereceleri belirlendi.
3.1. Materyal
3.1.1. Alet ve Cihazlar

e Buzdolab (Argelik, Tiirkiye/ Istanbul)

e Calkalamali Is1 Blogu (Ditabis HLC MHR 13, Almanya/ Pforzheim)

e Dikey Elektroforez Sistemi (BIO-RAD Mini-PROTEAN®, ABD/ Kaliforniya)

e Elektroforez Giig¢ Kaynagi (Consort EV233, ABD/ Cohasset)

e Hassas Terazi (OHAUS Pioneer® Analytical, Filipinler/ Batangas)

e Isi Blogu (WEALTECH HB-1, ABD / Sparks)

e Jel Dokiimantasyon Sistemi (DNR MiniLumi, Israil/ Neve Yamin)

e Ligh Cycler 480 Il Roche (LightCycler® 480 Instrument 1, Isvigre/ Basel)

e 96’lik plate (Light Cycler 480 Multiwell Plate 96, isvicre/ Basel)

e Manyetik Karstiricr (Velp® Scientifica are Heating Magnetic Stirrer, Italya/ Usmate )

e Mikropipet Seti (Eppendorf, Almanya/ Hamburg)

e Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge® 16, ABD/ Kaliforniya)

e Minisantrifiij (ExiSpin™ BIONEER, Giiney Kore/ Daejeon)

e Spektrofotometre  (Thermo  Scientific™  Multiskan™ GO  Microplate
Spectrophotometer, ABD/ Massachusetts)

e Otoklav (Niive OT 40L, Tiirkiye/ Ankara)

e Saf Su Cihazi (GFL Saf Su Cihaz1 2104, Almanya/ Burgwedel)
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Thermal Cycler (Applied Biosystems Veriti™ 96 Well Thermal Cycler, ABD/
Kaliforniya)
Vorteks (ZX3 VELP® SCIENTIFICA, Italya/ Usmate)

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

10X ViBuffer A (- MgCl) (vivantis, Malezya/ Selangor, PL1202)

25 mM dNTP Mix (Thermo Scientific™, ABD/ Massachusetts, R1121)

50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific™ GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ABD/
Massachusetts, SM0372)

50 mM MgCl; (vivantis, Malezya/ Selangor, PL1202)

Akrilamide (Merck, Almanya/ Darmstadt)

Amonyum Per Siilfat (Merck, Almanya/ Darmstadt)

Bisakrilamid (ABCR GmbH & Co. KG, Almanya/ Karlshure)

Bisiilfit Doniisiim Kiti (Thermo Scientific™ EpiJET Bisulfite Conversion Kit, ABD/
Massachusetts, K1461)

Boric Asit (Merck EMSURE®, Almanya/ Darmstadt)

DNA Izolasyon Kiti (Thermo Scientific™ GeneJET FFPE DNA Purification Kit,
ABD/ Massachusetts, K0702)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Bio Basic Inc., Kanada, 6381-92-6)

Etil alkol (> %99.5 J.T Baker)

Etidyum Bromiir (EtBr) (SIGMA®, ABD/ Missouri, 1239-45-8)

Gliserol (SIGMA®, Missouri/ ABD)

HRM Analizi Kiti (LightCycler® 480 High Resolution Melting Master, Roche,
Isvigre/ Basel, 04909631001)

Metile ve Metile olmayan kontrol DNA (Human Methylated & Non-methylated DNA
Set, ZYMO RESEARCH, ABD/ Kaliforniya, D5014)

Primer Ciftleri (Sentegen, Ankara/ Cankaya)

Taq DNA Polimeraz 5U/ul (vivantis, Malezya/ Selangor, PL1202)
Tetrametiletilendiamin (TEMED) (SIGMA®, ABD/ Missouri)

Tris Base (Fisher Bioreagents®, ABD, BP152-500)
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3.1.3. Cozeltiler
TE-8 Tamponu (pH 8.0)

- 121.5 mg Tris-HCI
- 20 ml 0.5 M EDTA (ph 8.0), distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Manyetik
karistiricida tamamen ¢oziindiikten sonra 1.5 ml’lik santrifiij tiiplerine porsiyonlanarak

saklanda.
10X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu

- 108 g Tris Baz
- 55 g Borik Asit
- 42 ml 0.5 M EDTA (ph 8.0) ya da 9.3 g Na2:EDTA, distile su ile 1000 ml’ye

tamamlandi. Tamamen ¢6ziiniinceye kadar manyetik karistiricida bekletildi.
1X Elektroforez Yiiriitme Tamponu
Hazirlanan 10X TBE’den 100 ml alinip, distile su ile 1000ml’ye tamamland.
6X Yiikleme Tamponu

- %30 (v/v) Gliserol
- 9%0.25 (w/v) Bromofenol Blue, olacak sekilde hazirlanip, +4 °C’de saklanda.

%30’luk Poliakrilamid Stok Soliisyonu (29:1)

- 29 g akrilamid
- 1 g bisakrilamid, distile su ile 100 ml’ye tamamlanip, +4 °C’de saklandh.

%25 lik Amonyum Persiilfat (APS)

- 1.25 g Amonyum Persiilfat, distile su ile 5 ml ye tamamlanip porsiyonlara ayrilarak -

20 °C’de sakland.
%10 luk Poliakrilamid Jel Cozeltisi

15 ml i¢in:

- 8.5 mldistile su

- 5 ml %30’luk Poliakrilamid Stok Soliisyonu
- 1.5ml 10X TBE

- 50 pl %25°lik APS

- 15 ul TEMED
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Jel Boyama Soliisyonu (0.5 ug/ml)

IX TBE igerisinde 0.5 pg/ml olacak sekilde stok (5 mg/ml) etidyum bromiir ¢6zeltisinden

almarak hazirlandi.

3.1.4. Primerler

LINE-1 5> UTR bolgesi igin hazirlanmig olan primerlerin sentezi ticari olarak
yapild1 ve liyofilize halde satin alindi. 100 uM stok soliisyon hazirlamak igin liyofilize
halde primerlere firmanim belirttigi miktarda TE-8 Tamponu eklenerek iyice ¢oziilmesi

icin +4 °C’de 1 giin bekletildi. Sonrasinda stok soliisyondan 10 uM calisma soliisyonu

hazirlanip porsiyonlanarak her ikisi birden -20 °C’ de saklandi.

3.2. Yontem

3.2.1 Primer Tasarimi

LINE-1 retrotranspozonuna ait DNA dizisi
X52235.1) veri tabanindan temin edildi (Sekil 6) (National Center for Biotechnology

Information, 2019).

NCBI

GenBank (GenBank:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

GAGAGGAGCC
GCGTGAGCGA
TGGGTTCATC
GCGCGCACCG
AAGCGCAAGG
GGACGCACCT
ACCGGCTTAA
GAGGGTCCTA
GATCAAACTG
CCCAGGCTTG
AGCCCACCAC
GGGGGCAGGG
AAATGTCCCT
CAGCTGGAGA
CCCCTGACCC
ACTGACACCT
CTGTCTGTTA
ACCCATCTGT

AAGATGGCCG
CGCAGAAGAC
TCACTAGGGA
TGCACGAGCC
GGTCAGGGAG
GGAARAATCGG
AAAACGGCGC
CGCCCACGGA
CAAGGCCGCA
CTTGGGTAAA
AGCTCAAGGA
CACAGACAAA
GTCTGACAGC
TCTGAGAACG
CCGAGCAGCC
CACACGGCAG
GAAGGAAAAC
ACATCACCAT

AATAGCAACA
GGGTGATTTC
GTGCCAGACA
GAAGCAGGGC
TTCCCTTTCC
GTCTCTCCCA
ACCGCGAGAT
GTCTCGCTGA
GCAAGGCTGG
CAAAGCAGCC
GGCCTGCCTG
TAAARAAGACA
TTTGAAGAGA
GGCAGACTGC
TAACTGGGAG
GGTATTCCAA
TAACAAACAG
CATCAAAGAT

GCTCCGGTCT
TGCATTTCCA
GTGGGCGCAG
GAGGCATTGT
GAGTCAAAGA
CCCGAATATT
TATATCTTGC
TTGCTAGCAC
GGGAGGGGCG
TGGCAGCTCG
CCTTTGTAGG
GCAGTAACCT
GCAGTGGTTC
CTCCTCAAGT
GCACCccceca
CAGACCTGCA
AAAGGACATC
CAAAAGTAGA

ACAGCTCCCA
TCTGAGGTAC
GTCAGTGGGT
CTCACTTGGG
AAGGGGTGAC
GCGCTTTCGG
ACCTGGCTAG
AGCAGTCTGA
CCCGCCATTG
AACTGGGTGG
CTCCACCTCT
CTGCAGACTT
TCCCAGCATG
GGGTCCCTGA
GCAGGGGCAC
GCTGAGGGTC
CACACCAAAA
TAAAACCACG

Sekil 6. LINE-1 retrotranspozonuna ait DNA dizisi (CG: CpG diniikleotitleri, dizi yonii:

5’—3”) (National Center for Biotechnology Information, 2019).
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LINE-1 geninin 900 bg’lik 5° UTR kismu fizerinde belirlenen CpG
diniikleotitlerini i¢erecek sekilde 6 bolge tespit edildi. PCR ve sonrasinda HRM analizi
ile CpG’lerdeki metilasyon durumunu degerlendirmek iizere GeneRunner 6.5.52
programi kullanilarak bu bolgelerden 6 ¢ift primer tasarlandi. Bu islem yapilirken kalip
olarak ilgili DNA dizisinin bisiilfit muamelesiyle doniisiime ugrayacak olan hali dikkate
alind1. Yani kaynak dizideki her C (Sitozin) T (Timin, aslinda Urasil) olarak degistirildi
(yalnmizca CpG’lerdeki C’ler hari¢ tutuldu, ¢iinkii buralarda metilasyon durumunda C—T

dontistimii olmayacaktir). Bisiilfit doniisiimii sonrasi dizi bilgisi Sekil 7°de verilmistir.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

GAGAGGAGTT
GCGTGAGCGA
TGGGTTTATT
GCGCGTATCG
AAGCGTAAGG
GGACGCATTT
ATCGGTTTAA
GAGGGTTTTA
GATTAAATTG
TTTAGGTTTG
AGTTTATTAT
GGGGGTAGGG
AAATGTTTTT
TAGTTGGAGA
TTTTTGATTT
ATTGATATTT
TTGTTTGTTA
ATTTATTTGT

AAGATGGTCG
CGTAGAAGAC
TTATTAGGGA
TGTACGAGTC
GGTTAGGGAG
GGAAAATCGG
AARAACGGCGT
CGTTTACGGA
TAAGGTCGTA
TTTGGGTAAA
AGTTTAAGGA
TATAGATAAA
GTTTGATAGT
TTTGAGAACG
TCGAGTAGTT
TATACGGTAG
GAAGGAAAAT
ATATTATTAT

AATAGTAATA
GGGTGATTTT
GTGTTAGATA
GAAGTAGGGC
TTTTTTTTTC
GTTTTTTTTA
ATCGCGAGAT
GTTTCGTTGA
GTAAGGTTGG
TARAGTAGTT
GGTTTGTTTG
TAAAAAGATA
TTTGAAGAGA
GGTAGATTGT
TAATTGGGAG
GGTATTTTAA
TAATAAATAG
TATTAAAGAT

GTTTCGGTTT
TGTATTTTTA
GTGGGCGTAG
GAGGTATTGT
GAGTTAAAGA
TTCGAATATT
TATATTTTGT
TTGTTAGTAT
GGGAGGGGCG
TGGTAGTTCG
TTTTTGTAGG
GTAGTAATTT
GTAGTGGTTT
TTTTTTAAGT
GTATTTTTTA
TAGATTTGTA
AAAGGATATT
TAAAAGTAGA

ATAGTTTTTA
TTTGAGGTAT
GTTAGTGGGT
TTTATTTGGG
AAGGGGTGAC
GCGTTTTCGG
ATTTGGTTAG
AGTAGTTTGA
TTCGTTATTG
AATTGGGTGG
TTTTATTTTT
TTGTAGATTT
TTTTAGTATG
GGGTTTTTGA
GTAGGGGTAT
GTTGAGGGTT
TATATTAAAA
TAAAATTACG

Sekil 7. LINE-1 retrotranspozonuna ait bisiilfit doniisiimii sonras1 normal bireylerden
beklenen DNA dizisi (CpG diniikleotitlerinin metile oldugu durum, CG: CpG
dintikleotitleri, dizi yonii: 5°—3”).

Primerlerin tasarimi sirasinda dikkat edilen hususlardan biri de sudur; bisiilfit
uygulamasi yapildiginda DNA’nin her iki ipligininde de ayni sekilde C—U dontisiimii
gerceklesecektir ancak buradaki Urasillerin karsisinda komplementer olarak hala Guanin
(G) bulunacaktir. Bu durumda kalip olarak DNA ipliklerinden yalnizca biri
kullanilacaktir, yani ilk dongiide primerlerden yalnizca biri hibridize olacak diger primer

ise ikinci donglide bu primerle sentezlenen diziye hibridize olacaktir. Bu durumda
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cogalma islemi 3. dongliden itibaren baslamis olacaktir. Bir iplikte uygun primer
bulunamadiginda ayni mantikla diger iplik kullanildi. Bu siirecte genel olarak primer
ciftlerinin Tm degerleri arasindaki farkin fazla olmamasina, dimer ve hairpin yapilari

icermemesine dikkat edildi. Tasarlanan primer ¢iftleri Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. LINE-1 5> UTR’de belirlenen 6 bdlge i¢in tasarlanan primer ¢iftleri ve CG
sayilar1 (F: Forward, R: Reverse).

Amplikon

Bolge Primerler (5’ - 3’) Uzunlugu (be)

CG Sayis1

F: GAGAGGAGTTAAGATGGT

! R: CAAATAAAAATACAAAAATCAC 24 (194 nt) 6

F: TAATTTCTACATTTCCATCT

2 R.GTTTTTTAAGTGAGATAATG 131 (74—204 9 !

F: CACCTAAAAAATCGAATCTCTCCC

3 R TAGGATTTTTTTAGTTAGGTGTA 105 (256360 nt) o

F: TATTTGGTTAGGAGGGTTTTA

4 R CCCTCCCCCAACCTTACT 98 (340—437 nt) 4

F: TAGTAAGGTTGGGGGAGG

° R CTTAAACTATAATAAACTCCAC 100 (419518 nt) 3

F: TGTAGTTGGAGATTTGAGAA
6 149 (649—797 nt) 3
R: CCTCAACTACAAATCTATT

3.2.2. DNA izolasyonu

FFPE doku orneklerinden genomik DNA izolasyonu ticari kit (GeneJET FFPE
DNA Purification Kit, Thermo Scientific) kullanilarak gerceklestirildi. Ticari kitin

protokolii iiretici firmanin belirttigi sekilde asagidaki basamaklar1 kapsamaktadir:

- 4 pm kalinliginda yaklagik 10 parca parafine gomiilii doku iceren tiiplere, 200 pl
“Digestion Buffer” eklendi ve 90 °C’de 6 dk 1s1 blogunda inkiibe edildi.
Not: Inkiibasyon boyunca tiipler birka¢ kez nazikge vortekslenip doku pargalarinin
soliisyon icerisinde gdmiilii halde olduguna dikkat edildi.

- Is1 blogundan alinan tiiplere 20 pl “Proteinaz K soliisyonu” eklendi ve drnekler iyice

karisana kadar vortekslendi.
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Ornekler c¢alkalamali 1s1 bloguna aktarilip 400 rpm’de 65 °C’de 90 dk boyunca
inkiibasyona birakildi.

Sonrasinda 6rnekler 1s1 bloguna aktarilip 90 °C’de 40 dk daha inkiibe edildikten sonra
6 000 x g’de 1 dk santriftij edildi.

200 ul lizat 1.5 ml’lik yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarild.

Lizata 10 pl “RNaz A soliisyonu” eklenip vorteks ile iyice karistirildi. Ardindan
karisim 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

Orneklere 200 pul “Binding Buffer” eklendi ve homojen bir karisim elde edilene kadar
vorteks ile iyice karistirild.

Orneklere 400 pl “Etanol (%96-100)” eklendi ve homojen bir karisim elde edilene
kadar vorteks ile 1yice karistirildi.

Lizatin tamami toplama tiipiine takili “GeneJET Purification” kolonuna aktarilip 6 000
x g’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipii atildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirildi.

Kolona 500 pl “Wash Buffer 1”7 eklendi ve 8 000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama
tiipli bosaltilip kolon toplama tiipiine geri yerlestirildi.

Kolona 500 ul “Wash Buffer 2” eklendi ve 12 000 x g’de 3 dk santrifiij edildi. Toplama
tiipli bosaltilip kolon toplama tiipiine geri yerlestirildi ve tekrar 1 dk aymi hizda
membranin kurumasi i¢in santriftij edildi.

Toplama tiipti atild1 ve kolon yeni bir steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tlipiine aktarild.
Kolonun tam merkezine gelecek sekilde 60 pl “Elution Buffer” eklendi ve 2 dk oda
sicakhiginda bekletildikten sonra 8 000 x g’de 1 dk santrifiij edilip kolon atild.

Not: Bu asama 40 pl “Elution Buffer” ile ikinci kez tekrarlandi.

1.5 ml’lik tiip igerisinde elde edilen DNA 6rnekleri 6lgiimleri yapilana kadar + 4°C’de

sakland.

Konsantrasyon ol¢iimii ve saflik belirleme

izole edilen DNA’ larm konsantrasyon &lgiimleri spektrofotometre (Thermo

Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer) cihazinda gergeklestirildi.

DNA oOrneklerinden 1’er pl alinip 260, 280 ve 320 nm dalga boylarinda 6lgiimleri

gergeklestirildi. DNA konsantrasyonlarmim hesaplanmasi icin DNA konsantrasyonu
(ug/ml) = Abszeo x 50 ug/ml x (10 mm/0.5 mm) denklemi kullanildi. DNA safliginin
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(kalitesinin) belirlenmesi igin Abs2e0/AbS280 degerinin 1.8-2.0 arasinda olmasina ve

Absz60/Absz2o degerinin ise yaklagik 2.0 olmast gerektigine dikkat edildi.
3.2.3. Bisiilfit Doniisiimii

HRM analizinden o6nce gerceklestirilen PCR amplifikasyonu sirasinda yeni
sentezlenen ipligin metillenmesi i¢in ortamda metil grubu ve metillenmeyi
gerceklestirecek olan enzim bulunmadigindan kalip DNA’daki metilasyon isaretleri
kaybolur. Bu nedenle metilasyon bilgisinin korunmas: i¢in PCR amplifikasyonu
oncesinde kalip DNA’nin sodyum bisiilfit kimyasali ile modifiye edilmesi gerekmektedir.
Bu sayede gerceklestirilen kimyasal modifikasyon ile metil grubu olmayan sitozinler

urasile doniisiirek metile sitozinlerden ayrimi gergeklestirilmis olur.

Ticari kit (EpiJET Bisulfite Conversion Kit, Thermo Scientific) kullanilarak

gerceklestirilen bisiilfit dontistimii i¢in iiretici firmanm 6nerdigi protokol uygulandi:

Toz halde olan 10 6rneklik “Modification Reagent” tiipiline sirasiyla 900 ul “Saf Su”,
200 pul “Modification Solution 17 ve 60 pl “Modification Solution 2” eklendi.
Hazirlanan “Modification Reagent” 10 dk boyunca iyice karistirilarak, tamamen
homojen olmasi saglandi.

- 200 pul’lik PCR tiiptine 20 pl 500 ng DNA 6rnegi eklendi.

Not: DNA 6rneginin hacmi 20 ul’den az oldugu durumda hacim saf su ile 20 ul’ye
tamamlanda.

- DNA 06rneginin tizerine 120 pl “Modification Reagent” eklendi ve pipetaj yapilarak
lyice karigmasi saglandi.

- Sonrasinda DNA’nin denatiirasyonunun ve bisiilfit doniisiimiiniin ger¢eklesmesi i¢in
thermal cycler cihazinda “Protokol A” uygulandi (Dongii Sartlari: 98 °C” de 10 dk
60 °C’ de 150 dk)

- Toplama tiipiine takili “DNA Purification Micro” kolona 400 pl “Binding Buffer”
eklendi.

- Protokol A uygulanmig DNA 6rneginin tamami kolona aktarild1 ve pipetaj yapilarak
“Binding Buffer” ile tamamen karigmasi saglandi.

- Ornekler 12 000 rpm’de 30 sn santrifiij edildikten sonra toplama tiipii bosaltild1 ve
kolon ayn1 toplama tiipline geri yerlestirildi.

- Kolona 200 ul “Wash Buffer” eklendi ve 12 000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

Sonrasinda toplama tiipii bosaltild1 ve kolon ayn1 toplama tiipiline geri yerlestirildi.

26



Kolona 200 ul “Desulfonation Buffer” eklendi ve oda sicakliginda 20 dk bekletildi.
Sonrasinda 12.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi ve toplama tiipii bosaltildi. Kolon ayn1
toplama tiipline geri yerlestirildi.

Kolona 200 ul “Wash Buffer” eklendi ve 12 000 rpm’de 30 sn santriflij edildi.
Sonrasinda toplama tiipii bosaltild1 ve kolon ayni toplama tiipiine geri yerlestirildi.
Son olarak kolona 200 pl daha “Wash Buffer” eklendi ve 12 000 rpm’de 60 sn santrifiij
edildi.

Kolon steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine takilip kolonun tam merkezine gelecek
sekilde 30 ul “Elution Buffer” eklendi ve 12 000 rpm’de 60 sn sntriftij edildi.

1.5 mI’lik tiip icerisinde elde edilen DNA o6rnekleri 6l¢timleri yapilana kadar + 4 °C’de
saklandu.

Biitiin orneklerin konsantrasyonlar1 yukarida belirtildigi sekilde Slgiilerek 4 ng/ul
olacak sekilde esitlendi (bkz. Konsantrasyon 6l¢timii ve saflik belirleme). Farkli olarak
DNA konsantrasyonlarmin hesaplanmasi i¢in DNA konsantrasyonu (ug/ml) = Abs2eo

x 33 ug/ml x (10 mm/0.5 mm) denklemi kullanildi.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Primerlerin baglanma sicakliklar1 ile MgClz, primer ve DNA konsantrasyonlarinin

belirlenebilmesi i¢cin PCR optimizasyonlar1 yapildi. Tablo 5’te verilen PCR programi

kullanilarak biitiin bilesenler icin gerekli optimum kosullar ve konsantrasyonlar

belirlendi.
Tablo 5. PCR programi
PCR Karisim Sicaklik (°C) Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 94 45 sn
Baglanma * 30 sn 40
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 72 7 dk 1
Inkiibasyon 4 © 1

*: Her bir primer cifti i¢in farkli baglanma sicaklig1 denendi.

Her bir bolge i¢in Tablo 6’da verilen reaksiyon igerigi, ¢esitli DNA ve MgCl;

konsantasyonlari ile farkli baglanma sicakliklarinda denendi.
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Tablo 6. PCR karisimi

PCR Karisinm Hacim (ul) Final Konsantrasyonu
Tampon A (10 X) 2.5 1X
Forward Primer (10 pM) 0.3 (5-20 pmol) 0.2 uM
Reverse Primer (10 pM) 0.3 (5-20 pmol) 0.2 uM
dNTP (25 mM) 0.4 0.4mM
Taq Polimeraz (5 U/ pl) 0.5 25U
MgCl. (50 mM) * 1-4.5mM
DNA (10 ng/ ul) 1 5-50 ng
Su *% .
Toplam Hacim 25 ul

* . Her bir bolge i¢in farklt MgCl, konsantrasyonu denendi.
**. Son hacim 25 ul olacak sekilde su eklendi.

3.2.5. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Yapilan PCR optimizasyonlarinin degerlendirilmesi ve PCR {iriinlerinin beklenen

biiytikliikte olup olmadigmin kontrolii i¢in Poliakrilamid Jel Elektroforezi yapild1.
Dikey Elektroforez Aparatlarimin Hazirlanmasi

- Saf sudan gegirilip temizlenen cam plakalar kurutma kagidi tizerinde dik bir sekilde
brrakilarak kurutulmasi saglandi.
- Kalin ve ince cam plakalar ortasinda bosluk kalacak sekilde birlestirilip, sikistirma

aparat1 yardimiyla jel dokme standina yerlestirildi.
%10 luk Poliakrilamid Jelin Hazirlanmas: (2 Jel igin)

- Su:8.5ml
Poliakrilamid (% 30): 5 ml
TBE (10 X): 1.5 ml
APS (% 25): 50 pl, alinarak beher igerisinde karistirildi.

- Hazwrlanan karistmdan 1 ml alinarak 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
Sonrasinda tizerine 6 pl TEMED eklenerek karigtirildi.

- Hazirlanan 1 ml’lik karigim hizli bir sekilde plakalarin arasina 0.5 ml olarak
paylastirildi.

Not: Bu iglemin amaci hizli donmasi sayesinde tabandan jel sizintisini 6nlemektir.
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- Cam plakalarin tabanindaki jel polimerize oldugunda geriye kalan karigimin iizerine
15 pl TEMED ilave edildi ve homojen bir sekilde karigmas1 saglandi.

- Hizli bir sekilde karisim enjektore ¢ekildi ve plakalar arasindaki bosluga dolduruldu.

- Sonrasinda taraklar kuyucuklarda kabarcik kalmamasina dikkat edilerek yerlestirildi.

- Jel donduktan sonra taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak, cam plakalar 1 X

elektroforez tamponu igerisine yerlestirildi.
PCR Uriinlerinin Jele Yiiklenmesi

- Ornekler 6X yiikleme tamponu ile 5:1 ( 8rnek:yiikleme tamponu) oraninda karistirilip

jele ytiklendi.
Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi

- Ornekler 1 X TBE tamponu varhginda 100 V, 80 mA’de 50 dk siireyle yiiriitiildii.

Jelin Boyanmasi

- Elektroforez islemi bittikten sonra cam plakalar arasindan ¢ikarilan jel, boyama
soliisyonu igerisinde 5 dk bekletildi. Sonrasinda jel boyama soliisyonu igerisinden

cikartilip fazla EtBr’iin uzaklastirilmasi i¢in 5 dk da saf su icerisinde bekletildi.
Jelin Goriintiilenmesi
- Jel UV altinda Jel dokiimantasyon sisteminde goriintiilendi.

Yapilan PCR optimizasyonlarinin poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrollerinin
saglanmasindan sonra her bir bolge icin belirlenen baglanma sicakligt ve MgCl.

konsantrasyonlar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Biitiin bolgeler i¢in primer kosullar

LINE-1 5° UTR Bolgesi MgCl; (mM) Baglanma Sicakhgi (°C)
1 4 52
2 3 50
3 3 58
4 3.5 56
5 2.25 50
6 3 54
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3.2.6. Real Time PCR ve HRM Analizi

Primerlerin baglanma sicakliklarinin  ve reaksiyon icin gerekli MgCl>
konsantrasyonlarinin belirlenmesi sonrasinda HRM analizi yapildi. 6 bolgeye ayrilan
LINE-1 geni 5 UTR kisminin metilasyon durumunun incelenmesi igin oncelikle bu
bolgeler Light Cycler 480 1T (Roche) cihazinda ger¢ek zamanli PCR yapilarak ¢ogaltildi.
Sonrasinda yiiksek ¢oziiniirliiklii erime reaksiyonu ile elde edilen PCR f{iriinlerinin erime
egrileri LightCycler 480 IT SW 1.5.1 programi tizerinde “Gene Scanning” analiz metodu
ile degerlendirildi.

Kontrol DNA larimin hazirlanmasi

Metilasyon durumu bilinmeyen Orneklerin degerlendirilmesinin yapilabilmesi
icin metillenmis DNA ve metile olmayan DNA 6rnekleri kontrol DNA olarak kullanildi.
Metile olmayan DNA, kiiltir ortaminda DNMT1 (-/-) ve DNMT3b (-/-) DNA
metiltransferazlarinin genetik olarak mutasyona ugratildigi insan HCT 116 DKO (kolon
kanseri hiicre hatti double knockout) hiicrelerinden izole edilmistir. Dolayisiyla bu
hiicrelerden elde edilen DNA CG diniikleotitlerinin hi¢ birinde metilasyon isareti
bulundurmaz. Metile DNA ise kiiltiir ortammda M.Sssl metiltrasnferaz tarafindan CG
diniikleotitlerin hepsinin enzimatik olarak metillendigi insan HCT 1165 DKO

hiicrelerinden izole edilmisir.

Yapilan bu ¢alismada metile HCT 116 DKO DNA %100 metile kontrol ve metile
olmayan HCT 116 DKO DNA ise %0 metile kontrol olarak kullanildi. Bisiilfit dontisiimii
sonrasinda bu DNA 06rnekleri belirli oranlarda karistirilip asagida verilen ylizdelik skala
olusturuldu. Sonrasinda hazirlanan bu kontrol gruplar1 her bir bélge i¢in yapilan HRM

analizi sirasinda metilasyon durumu bilimeyen 6rnekler ile birlikte analiz edildi.

%0 Metile DNA

%20 Metile DNA (1 birim %100 Metile DNA + 4 birim %0 Metile DNA)
%40 Metile DNA (2 birim %100 Metile DNA + 3 birim %0 Metile DNA)
%50 Metile DNA (1 birim %100 Metile DNA + 1 birim %0 Metile DNA)
%60 Metile DNA (3 birim %100 Metile DNA + 2 birim %0 Metile DNA)
%80 Metile DNA (4 birim %100 Metile DNA + 1 birim %0 Metile DNA)
%2100 Metile DNA
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Orneklerin Cihaza Yiiklemesi ve Reaksiyonun Baslatilmast

Metilasyon durumlar1 bilinmeyen 6rnekler ile kontrol gruplarinin gergek zamanl
PCR ile g¢ogaltilmas: i¢in Tablo 8’de verilen reaksiyon igerigi 6rnek sayisina gore
hazirlanip 96 Multiwell plate iizerindeki her bir kuyucuga esit hacimde dagitildi.
Ardmdan 6rnekler, kontrol DNA’lar1 ve negatif kontrol (reaksiyon karigimi + su) plate

iizerinde farkli kuyucuklara eklenerek cihaza yiiklendi.

Tablo 8. Real time PCR karigimi

PCR Karisim Hacim (ul) Final Konsantrasyonu

Master Mix (2X) 7.5 1X
Forward Primer (10 uM) 0.3 0.2 uM
Reverse Primer (10 uM) 0.3 0.2 uM

MgCl2 (25 uM) F *

SU *%* **x
DNA (4 ng/ pul) 1 4 ng
Toplam Hacim 15 ul

* . Her bir bolge i¢in Tablo 7°de verilen MgCl, konsantrasyonu kullanildi.
**. Son hacim 15 ul olacak sekilde su eklendi.

Ornekler cihaza yiiklendikten sonra LightCycler 480 SW 1.5.1 programina Tablo

9’da verilen degerler girilerek reaksiyon baslatild.

Tablo 9. Real time PCR programi (*)

Analiz Modu Hedef (°C) Siire Dongii
[lk Inkiibasyon 95 10 dk 1
95 10 sn
Amplifikasyon * 15sn 40
72 10 sn
95 1dk
. - 40 1dk 1
Erime Egrisi 65 1sn
95 -
Sogutma 40 30sn 1

*: Her bir primer ¢iftine ait baglanma sicaklig1 Tablo 7°de verilmistir.
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Veri Analizi

Calisma tamamlandiginda, erime egrilerinin analizi, LightCycler 480 11 SW 1.5.1
programi iizerinde analiz metodlarin biri olan “Gene Scanning” modiilii ile
gerceklestirildi. Sirasiyla asagidaki basamaklar her bir bolge i¢in tekrarlanarak, referans
egriler (kontrol grubu) ile metilasyon seviyesi bilinmeyen Orneklerin erime egrileri

karsilastirilarak degerlendirildi.

- HRM analizi ile ilk olarak elde edilen ham veriler “Normalization” kisminda
denatiirasyonun basladig1 ve bittigi sicakliklarin manuel olarak belirlenmesi ile
normalize egrilere doniistiirtildii.

- Bu asamada ilk olarak kontrol gruplarnin egrileri normalize edildi ve ylizde
metilasyon degerine gore beklenen Tm (denatiirasyon fazinin orta noktast)
sicakliginda olup olmadiklar1 kontrol edildi.

- Sonrasinda kontrol gruplarinin egrileri “Difference Plot” kisminda %0 metile kontrol,
taban egri (base curve) secilerek incelendi. Bu kisimda elde edilen piklerin yiizde
metilasyon degerine gore dogru siralamada yer alip almadiklar1 kontrol edildi.

- Daha sonra biitiin 6rneklerin egrileri ortaya ¢ikarilip metilasyon seviyelerine gore
kontrol gruplar1 aralarma diistiigli gézlendi.

- Metilasyon seviyeleri bilinmeyen orneklerin ylizde metilasyon degerlerine ulagsmak
icin “Difference Plot” kismindaki veriler Excel’e aktarildi.

- Yiizde metilasyon degerleri bilinen kontrol gruplarina ait egrilerin tepe noktasina denk
gelen sicaklik degeri belirlendi. Sonrasinda belirlenen sicakliga karsilik gelen bagil
sinyal farki (relative signal difference) kontrol grubundaki her bir 6rnek i¢in belirlenip
pik yiiksekligi olarak not edildi.

- Metilasyon degeri bilinmeyen Orneklerin yiizde metilasyon degerlerini
belirleyebilmek igin “Linear Regression” analizi ile standart egri olusturuldu. Bunun
icin kontrol grubundaki her bir 6rnegin metilasyon degeri (%0-20-40-50-60-80-100)
yatay eksen koordinati i¢in ve bu degerlere karsilik gelen pik yiiksekligi ise diisey
eksen koordinati i¢in kullanildi (x: metilasyon degeri, y: pik yiiksekligi).

- Lineer regresyon analizi sonucunda elde edilen Determinasyon (belirlilik) Katsayisi
(R?), deneysel verilerin dogrusal bir egriye ne kadar iyi uydugunun gdstergesi
oldugundan metilasyon degerleri hesaplanmadan 6nce 1’e esit veya yakin degerde

olup olmadig1 kontrol edildi.
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- Sonrasinda elde edilen grafigin egim denklemi kullanilarak her bir 6rnege ait pik
yiksekliginin standart egri ile cakistig1 noktaya denk gelen yiizde oran, metilasyon
degeri olarak kabul edildi.

3.2.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin analizleri SPSS 25.0 programi kullanilarak yapildi. LINE-1
metilasyon seviyesi bakimindan olusturulan iki grup arasmndaki farkliliklarin
karsilastirilmasi i¢in Student T veya Mann-Whitney U Testi kullanildi. p < 0.05
oldugunda farklilik istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. PCR Optimizasyon Cahsmalari

Yapilan PCR denemeleri sonucunda her bir bdlgede kullanilan primerler i¢in
optimum kosullar belirlendi. Bu kosullarda her bir bélge i¢in gergeklestirilen PCR sonucu

elde edilen tirtinlerin poliakrilamid jel elektroforezi goriintiisii Resim 1°de gosterilmistir.

Resim 1. LINE-1 5" UTR’ye ait bolgelerin PCR amplifikasyonlarina ait poliakrilamid jel
elektroforezi goriintiisii (M; 50 bg¢ DNA Ladder, 1; 1. bolge (94 bg), 2; 2. bolge
(131 bg), 3; 3. bolge (105 bg), 4; 4. bolge (98 bg), 5; 5. bolge (100), 6; 6. bolge
(149 bg)).

4.2. Hastalara Ait Klinikopatolojik Ozellikler

Kolorektal kanserde LINE-1 5° UTR hipometilasyonunun incelendigi bu
caligmada 30 hastaya ait klinikopatolojik 6zellikler Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. Hastalara ait klinikopatolojik 6zellikler

Ozellikler Hasta Sayis1
<65 15
Yas
>65 15
o Kadin 16
Cinsiyet
Erkek 14
) Evre Il 17
Timor Evresi
Evre 11l 13
. Sag Kolon 13
Timér Lokalizasyonu
Sol Kolon 17
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4.3. LINE-1 5’ UTR 1. Bolgede Saptanan Bulgular

Veri analizi sirasinda elde edilen bulgular asagida verilmistir (Resim 2-4).

a Normalized elting Curves
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Resim 2. LINE-1 5" UTR 1. bélgeye ait normalize erime egrileri. (a) Kontrol grubuna ait
normalize erime egrileri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait normalize
erime egrileri.

a

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Resim 3. LINE-1 5° UTR 1. bolgeye ait fark grafikleri. (a) Kontrol grubuna ait fark
grafikleri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait fark grafikleri.
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a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Resim 4. LINE-1 5* UTR 1. bolgedeki kontrol grubu ile bir hastaya ait normal ve timor
orneginin fark grafikleri. (a) 19 numarali hastaya ait fark gafikleri. (b) 6
numarali hastaya ait fark grafikleri.

“Difference plot” kismmdan Excel’e aktarilan veriler kullanilarak yapilan Lineer

Regresyon analizi sonucu elde edilen standart egri Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. LINE-1 5" UTR 1. bolgeye ait standart egri (Y =0.2613X + 0.7927, X:Metilasyon
(%), Y: Pik Yiiksekligi, Rz =0.994).
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4.4. LINE-1 5 UTR 1. Bélgedeki Metilasyon Seviyelerinin Istatistiksel Verileri

30 hastaya ait normal ve tiimorlii dokularin metilasyon seviyeleri Tablo 11°de
gosterilmistir. Ttimorlii dokular normal dokulara gore daha diistik bir metilasyon seviyesi

gostermistir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 11. Normal ve tiimorlii dokulardaki LINE-1 5> UTR 1. bdlgeye ait metilasyon

degerleri
Ornek Sayisi % Metilasyon Ortalamasi p degeri
Normal 30 89.70 +£5.02
<0.0001
Tiimor 30 81.53 +7.61

30 hastaya ait timorlii dokulardaki metilasyon seviyeleri ile klinikopatolojik
ozellikler arasindaki iligki Tablo 12’de gosterilmistir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, timor
evresi ve tiimor lokalizasyonu ile LINE-1 1. bdlge arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamistir (p>0.05).

Tablo 12. Tumérli dokulardaki LINE-1 5 UTR 1. bolgeye ait metilasyon seviyesi ile
klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iligki

% Metilasyon

Ozellikler Ornek Sayisi Ortalamasi p degeri

<65 15 79.93 +£5.94

Yas 0.256
>65 15 83.13 +8.89
o Kadin 16 83.44 +6.41

Cinsiyet 0.145
Erkek 14 79.36 + 8.49
) Evre ll 17 81.76 +7.31

Tiumor Evresi 0.852
Evre 111 13 81.23 £ 8.26

Tiimér Sag Kolon 13 83.38 +£8.30 0.250

Lokalizasyonu  gg| Kolon 17 80.12 + 6.95 '
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4.5. LINE-1 5’ UTR 2. Bolgede Saptanan Bulgular

Veri analizi sirasinda elde edilen bulgular asagida verilmistir (Resim 5-7).

a Normalized Melting Curves
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Resim 5. LINE-1 5" UTR 2. bélgeye ait normalize erime egrileri. (a) Kontrol grubuna ait
normalize erime egrileri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait normalize
erime egrileri.

a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Resim 6. LINE-1 5 UTR 2. bolgeye ait fark grafikleri. (a) Kontrol grubuna ait fark
grafikleri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait fark grafikleri.
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a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot @
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b Normalized and Temp-Shifted Difference Plot @ Zoom
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Resim 7. LINE-1 5° UTR 2. bolgedeki kontrol grubu ile bir hastaya ait normal ve timor
orneginin fark grafikleri. (a) 29 numaral hastaya ait fark gafikleri. (b) 19
numarali hastaya ait fark grafikleri.

Difference plot kismindan Excel’e aktarilan veriler kullanilarak yapilan Lineer

Regresyon Analizi sonucu elde edilen standart egri Sekil 9°da gosterilmistir.
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Sekil 9. LINE-1 5 UTR 2. bolgeye ait standart egri (Y = 0.5671X + 4.6429, X:
Metilasyon (%), Y: Pik Yiiksekligi, R? = 0.9639).
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4.6. LINE-1 5’ UTR 2. Bélgedeki Metilasyon Seviyelerinin Istatistiksel Verileri

30 hastaya ait normal ve timorlii dokularin metilasyon seviyeleri Tablo 13’te
gosterilmigtir. Timorli dokular normal dokulara gére daha diisiik bir metilasyon seviyesi

gostermistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 13. Normal ve tiimérlii dokulardaki LINE-1 5> UTR 2. bdlgeye ait metilasyon

degerleri
Ornek Sayisi % Metilasyon Ortalamasi p degeri
Normal 30 58.30 + 13.99
0.213
Tiimor 30 52.77 £ 19.59

30 hastaya ait tiimorlii dokulardaki metilasyon seviyeleri ile klinikopatolojik
ozellikler arasindaki iliski Tablo 14’te gdsterilmistir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, timor
evresi ve tiimor lokalizasyonu ile LINE-1 2. bolge arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamstir (p>0.05).

Tablo 14. Tumérli dokulardaki LINE-1 5° UTR 2. bolgeye ait metilasyon seviyesi ile
klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iligki

% Metilasyon

Ozellikler Ornek Sayisi Ortalamasi p degeri

<65 15 56.67 £20.59

Yas 0.283
>65 15 48.87 +18.40
o Kadin 16 56.56 +21.04

Cinsiyet 0.263
Erkek 14 48.43 +17.54
Evre 1l 17 53.35+19.58

Tumor Evresi 0.855
Evre 111 13 52.00 +20.38

Tiimér Sag Kolon 13 50.92 £16.05 0.660

Lokalizasyonu  go| Kolon 17 54.18 +22.31 '
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4.7. LINE-1 5> UTR 3. Bolgede Saptanan Bulgular

Veri analizi sirasinda elde edilen bulgular asagida verilmistir (Resim 8-10).

a Normalized Melting Curves
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Resim 8. LINE-1 5" UTR 3. bélgeye ait normalize erime egrileri. (a) Kontrol grubuna ait

normalize erime egrileri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait normalize
erime egrileri.

a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Resim 9. LINE-1 5 UTR 3. bolgeye ait fark grafikleri. (a) Kontrol grubuna ait fark
grafikleri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait fark grafikleri.
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a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot @ Zoom

2189
28| N - 7
s 7™ 0,0 Metile Kontrol — o /
& e ° NN Ve
g 1781l %20 Metile Kontrol — S5 // 4
2281 P ,,,r’;‘\f\ 7/ /
22811 %40 Metile Kontrol — \\ 77
9 - P NN 7 e e A i
_321 %50 Metile Kontrol —— —-\\ g /jf%,_,/—Tumor Ornegi
= %60 Metile Kontrol — 50 Z _ Normal Omek
2280 %80 Metile Kontrol—— —<—— %100 Metile Kontrol
W W A ms w ms F o 7s B Ay A W5 @ ab
b Normalized and Temp-Shifted Difference Plot @ Zoom
1982
3018 = = =ad e
% 1ao1s| 700 Metile Kontrol” /
F: ';;z: %20 Metile Kontrol
é':ﬂ: %40 Metile Kontrol N\ :
£ om0 %350 Metile Kontrol-_ ,'»
e %60 Metile Kontrol— - =—e==—~— Normal Ornek
il 9,80 Metile Kontrol — = %100 Metile Kontrol

7 745 7 75 7% 765 78 785 3 795 0 805

7 775
Temperature ('C)

Resim 10. LINE-1 5’ UTR 3. bolgedeki kontrol grubu ile bir hastaya ait normal ve timor
orneginin fark grafikleri. (@) 19 numarali hastaya ait fark gafikleri. (b) 28
numarali hastaya ait fark grafikleri.

Difference plot kismindan Excel’e aktarilan veriler kullanilarak yapilan Lineer

Regresyon Analizi sonucu elde edilen standart egri Sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 10. LINE-1 5° UTR 3. bolgeye ait standart egri (Y = 0.4571X + 18, X: Metilasyon
(%), Y: Pik Yiiksekligi, R* = 0.6859).
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4.8. LINE-1 5’ UTR 3. Bélgedeki Metilasyon Seviyelerinin Istatistiksel Verileri

30 hastaya ait normal ve timorlii dokularin metilasyon seviyeleri Tablo 15°te
gosterilmigtir. Timorli dokular normal dokulara gére daha diisiik bir metilasyon seviyesi

gostermistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 15. Normal ve tiimorlii dokulardaki LINE-1 5> UTR 3. bdlgeye ait metilasyon

degerleri
Ornek Sayisi % Metilasyon Ortalamasi p degeri
Normal 30 64.27 +6.21
0.063
Tiimor 30 60.87 = 7.63

30 hastaya ait tiimorli dokulardaki metilasyon seviyeleri ile klinikopatolojik
ozellikler arasindaki iliski Tablo 16’da gosterilmistir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, timor
evresi ve timor lokalizasyonu ile LINE-1 3. bolge arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamstir (p>0.05).

Tablo 16. Tumérli dokulardaki LINE-1 5 UTR 3. bolgeye ait metilasyon seviyesi ile
klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iligki

% Metilasyon

Ozellikler Ornek Sayisi Ortalamasi p degeri

<65 15 58.53 +7.53

Yas 0.094
>65 15 63.20 +£7.22
o Kadin 16 60.69 + 7.50

Cinsiyet 0.893
Erkek 14 61.07 = 8.05
) Evre ll 17 61.35 +£8.23

Tiumor Evresi 0.697
Evre Il 13 60.23 +7.03

Tiimér Sag Kolon 13 62.15+7.29 0.428

Lokalizasyonu  go| Kolon 17 59.88 + 7.96 '
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4.9. LINE-1 5> UTR 4. Bolgede Saptanan Bulgular

Veri analizi sirasinda elde edilen bulgular asagida verilmistir (Resim 11-13).

a Normalized Melting Curves
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Resim 11. LINE-1 5’ UTR 4. bolgeye ait normalize erime egrileri. (a) Kontrol grubuna
ait normalize erime egrileri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait
normalize erime egrileri.
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Resim 12. LINE-1 5° UTR 4. bolgeye ait fark grafikleri. (a) Kontrol grubuna ait fark
grafikleri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait fark grafikleri.

44



a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot @ Zoom

1284 } e
3218 = _
E 1;;2 %0 Metile Kontrol —
é 16716] %20 MetileKontrol ——
21216 - )
515.718 %40 Metile Kontrol — Normal Ornek
o -30.216
3 A6 %350 Metile Kontrol X
I %60 Metile Kontrol —
3 R / )
48216 280 Metile Kontrol ~—~ 32— %100 Metile Kontrol
70 7 72 i ] 75 7 7 7 80
Temperature (‘C)
b Normalized and Temp-Shifted Difference Plot Zoom

16383 0420 Metile Kontrol —< & ,//’/:I//

b e 27/ %460 Metile Kontrol
238 [ : PR S L— % etile Kontro!
e %40 Metile Kontrol //\?&j? — ]
033 %350 Metile Kontrol~ oy /———— Normal Ornek
18w b
37,383 %80 Metile Kontrol © " 94100 Metile Kontrol

735 7 745 75 755 7 _ 5 l'Cl" 775 ] 785 7 795

Resim 13. LINE-1 5’ UTR 4. bolgedeki kontrol grubu ile bir hastaya ait normal ve timor
orneginin fark grafikleri. (a) 28 numarali hastaya ait fark gafikleri. (b) 6
numarali hastaya ait fark grafikleri.

Difference plot kismindan Excel’e aktarilan veriler kullanilarak yapilan Lineer

Regresyon Analizi sonucu elde edilen standart egri Sekil 11°de gosterilmistir.
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Sekil 11. LINE-1 5 UTR 4. bolgeye ait standart egri (Y = 0.4871X + 4.3571, X:
Metilasyon (%), Y: Pik Yiiksekligi, R? = (0.9485).
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4.10. LINE-1 5’ UTR 4. Bolgedeki Metilasyon Seviyelerinin Istatistiksel Verileri

30 hastaya ait normal ve tiimorlii dokularin metilasyon seviyeleri Tablo 17°de
gosterilmigtir. Timorli dokular normal dokulara gére daha diisiik bir metilasyon seviyesi

gostermistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

Tablo 17. Normal ve tiimorli dokulardaki LINE-1 5> UTR 4. bdlgeye ait metilasyon

degerleri
Ornek Sayisi % Metilasyon Ortalamasi p degeri
Normal 30 81.57 + 8.68
0.054
Tiimor 30 76.27 £11.92

30 hastaya ait tiimorlii dokulardaki metilasyon seviyeleri ile klinikopatolojik
ozellikler arasindaki iligki Tablo 18’de gosterilmistir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, timor
evresi ve tlimor lokalizasyonu ile LINE-1 4. bolge arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamistir (p>0.05).

Tablo 18. Tumérli dokulardaki LINE-1 5 UTR 4. bolgeye ait metilasyon seviyesi ile
klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iligki

% Metilasyon

Ozellikler Ornek Sayisi Ortalamasi p degeri

<65 15 75.47 £11.57

Yas 0.720
>65 15 77.07 +£12.61
o Kadin 16 78.31 +13.90

Cinsiyet 0.323
Erkek 14 73.93 £9.11
Evre ll 17 75.35+10.42

Tumor Evresi 0.640
Evre Il 13 77.46 +14.00

Tiimér Sag Kolon 13 77.46 +£7.62 0.640

Lokalizasyonu  go| Kolon 17 75.35 + 14.56 '
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4.11. LINE-1 5’ UTR 5. Bolgede Saptanan Bulgular

Veri analizi sirasinda elde edilen bulgular asagida verilmistir (Resim 14-16).
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<

é B 0450 Metile Kontrol 2 <

i ‘oo %40 Metile Kontrol ———%\

20001 %20 MetileKontrol’;\\i\ .

IEm %0 Metile Kontrolf"/;}\
WS W W5 75 ™5 % w5 7 W5 1B W85 09 M5

T (c)

b Normalized Melting Curves

%100 Metile Kontrol

< 70000

€ 8% o6 Metile Kontrol

77 75 8 W85 W™ 195

B 1©W5 T 15 B B5 76 15
Temperature ('C)

Resim 14. LINE-1 5’ UTR 5. bolgeye ait normalize erime egrileri. (a) Kontrol grubuna
ait normalize erime egrileri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait
normalize erime egrileri.

a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Resim 15. LINE-1 5° UTR 5. bolgeye ait fark grafikleri. (a) Kontrol grubuna ait fark
grafikleri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait fark grafikleri.
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a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot @
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Resim 16. LINE-1 5> UTR 5. bolgedeki kontrol grubu ile bir hastaya ait normal ve timor
orneginin fark grafikleri. (@) 28 numarali hastaya ait fark gafikleri. (b) 29
numarali hastaya ait fark grafikleri.

Difference plot kismindan Excel’e aktarilan veriler kullanilarak yapilan Lineer

Regresyon Analizi sonucu elde edilen standart egri Sekil 12°de gosterilmistir.
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Sekil 12. LINE-1 5° UTR 5. bolgeye ait standart egri (Y = 0.4129X + 2.7857,
X:Metilasyon (%), Y: Pik Yiiksekligi, R>=0.9671).
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4.12. LINE-1 5’ UTR 5. Bolgedeki Metilasyon Seviyelerinin Istatistiksel Verileri

30 hastaya ait normal ve tiimorlii dokularin metilasyon seviyeleri Tablo 19’da
gosterilmigtir. Timorli dokular normal dokulara gére daha diisiik bir metilasyon seviyesi

gostermistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

Tablo 19. Normal ve tiiméorlii dokulardaki LINE-1 5> UTR 5. bdlgeye ait metilasyon

degerleri
Ornek Sayisi % Metilasyon Ortalamasi p degeri
Normal 30 66.93 + 15.84
0.078
Tiimor 30 59.53 +16.09

30 hastaya ait timorlii dokulardaki metilasyon seviyeleri ile klinikopatolojik
ozellikler arasindaki iligki Tablo 20’de gosterilmistir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, timor
evresi ve timor lokalizasyonu ile LINE-1 5. bolge arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamstir (p>0.05).

Tablo 20. Tumérli dokulardaki LINE-1 5 UTR 5. bolgeye ait metilasyon seviyesi ile
klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iligki

% Metilasyon

Ozellikler Ornek Sayisi Ortalamasi p degeri

<65 15 55.33 £ 14.57

Yas 0.156
>65 15 63.73 £ 16.91
o Kadin 16 62.88 £ 18.51

Cinsiyet 0.230
Erkek 14 55.71 £12.34
Evre Il 17 59.65 £ 11.65

Timor Evresi 0.965
Evre 11 13 59.38 £21.08

Tiimér Sag Kolon 13 63.00 +13.83 0.310

Lokalizasyonu  go] Kolon 17 56.88 + 17.56 '
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4.13. LINE-1 5’ UTR 6. Bolgede Saptanan Bulgular

Veri analizi sirasinda elde edilen bulgular asagida verilmistir (Resim 17-19).

a Normalized Melting Curves
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Resim 17. LINE-1 5’ UTR 6. bolgeye ait normalize erime egrileri. (a) Kontrol grubuna
ait normalize erime egrileri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait
normalize erime egrileri.
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Resim 18. LINE-1 5° UTR 6. bolgeye ait fark grafikleri. (a) Kontrol grubuna ait fark
grafikleri. (b) Kontrol grubuna ve biitiin 6rneklere ait fark grafikleri.
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a Normalized and Temp-Shifted Difference Plot @
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Resim 19. LINE-1 5’ UTR 6. bolgedeki kontrol grubu ile bir hastaya ait normal ve timor
orneginin fark grafikleri. (a) 19 numarali hastaya ait fark gafikleri. (b) 7
numarali hastaya ait fark grafikleri.

Difference plot kismindan Excel’e aktarilan veriler kullanilarak yapilan Lineer

Regresyon Analizi sonucu elde edilen standart egri Sekil 13’de gosterilmistir.
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Sekil 13. LINE-1 5 UTR 6. bolgeye ait standart egri (Y= 0.1743X + 1.4286, X:
Metilasyon (%), Y: Pik Yiksekligi, R? = 0.9715).
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4.14. LINE-1 5’ UTR 6. Bolgedeki Metilasyon Seviyelerinin Istatistiksel Verileri

30 hastaya ait normal ve timorlii dokularin metilasyon seviyeleri Tablo 21’de
gosterilmigtir. Timorli dokular normal dokulara gére daha diisiik bir metilasyon seviyesi

gostermistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 21. Normal ve tiimorlii dokulardaki LINE-1 5> UTR 6. bdlgeye ait metilasyon

degerleri
Ornek Sayisi % Metilasyon Ortalamasi p degeri
Normal 30 84.23 £12.90
0.136
Tiimor 30 78.37 +£16.90

30 hastaya ait tiimorli dokulardaki metilasyon seviyeleri ile klinikopatolojik
ozellikler arasindaki iligki Tablo 22’de gosterilmistir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, timor
evresi ve tiimor lokalizasyonu ile LINE-1 6. bolge arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamstir (p>0.05).

Tablo 22. Tumérli dokulardaki LINE-1 5 UTR 6. bolgeye ait metilasyon seviyesi ile
klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iligki

% Metilasyon

Ozellikler Ornek Sayisi Ortalamasi p degeri

<65 15 75.13 £15.33

Yas 0.303
>65 15 81.60 £ 18.27
o Kadin 16 79.44 +18.78

Cinsiyet 0.715
Erkek 14 77.14 +£15.07
Evre ll 17 77.76 £19.55

Tumor Evresi 0.828
Evre Il 13 79.15+13.38

Tiimér Sag Kolon 13 84.46 £ 14.12 0.084

Lokalizasyonu  go| Kolon 17 73.71 +17.74 '
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5. TARTISMA

Diinya ¢apinda goriilme sikligi agisindan iiglincii sirada ve kanser kaynakli
oliimlerde ikinci sirada yer alan kolorektal kanser, genetik ve epigenetik degisikliklerin
asamali olarak birikmesi sonucu meydana gelmektedir (Ogino vd., 2008; Sadanandam
vd., 2013). Bu epigenetik degisikliklerden biri olan DNA hipometilasyonu, ¢ogunlukla
genom i¢inde hareket edebilen tekrar dizilerinde meydana gelmektedir. Genomun
yaklasik %17’sini olusturan LINE-1 tekrar dizileri normalde hareket yetenegini kisitlayan
promotor bolgesi metilasyonlarma sahiptir. Hipometilasyon durumunda promotor
bolgesinin aktif hale gelmesi ile LINE-1 dizileri hareket yetenegi kazanip genom
icerisinde farkli bolgelere yerlesirler. Bu durum onkogenlerin ekspresyon diizeyinde
artisa ve timor baskilayici genlerde inaktivasyona neden olarak kanser gibi birgok
genetik hastaligin patogenezinde dnemli bir rol oynayan genomik kararsizliga neden olur
(Babushok ve Kazazian, 2007; Iskow vd., 2010; Ostertag ve Kazazian, 2001; Wolf vd.,
2010).

Giinlimiizde metilasyon analizi i¢in MSP (Methylation Spesific PCR), COBRA
(Combined Bisulfite Restriction Analyse), MethylLight, Pirosekanslama gibi birgok
farkli yontem kullanilmaktadir. Son zamanlarda gelistirilmis olan HRM analizinde ise
amplifikasyon ile erime egrisi aymi tlip igerisinde gergeklestirildiginden sonrasinda
amplikonlar1 saflastirmaya veya ayirmaya gerek kalmaz. Boylece jel elektroforezi gibi
PCR sonrasindaki ek yontemlere gerek duyulmadan daha ucuz, hizli, az zahmetli ve
yiiksek numune verimi ile sonug alinir. Ayrica, analizlerin kapali bir sistemde yapilmasi,
kontaminasyon ve tahribat riskini azaltir; gerek duyuldugunda 6rnegin jel elektroforezi

veya dizileme ile sonradan analizinin yapilmasina olanak saglar (Vossen vd., 2009).

Yapilan bu calismada, 37 adet CG diniikleotidi iceren yaklagik 900 niikleotit
uzunlugundaki LINE-1 5 UTR kismmin, kolorektal kanserli hastalarin kanserli ve
saglikli dokularindan elde edilen DNA 6rneklerinde HRM analizi yapilarak metilasyon
degisimlerinin ve kolorektal kanserin tespitinde kullanilabilecek uygun LINE-1
bolgesini/bdlgelerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla 6 bolgeye ayrilan LINE-1
5> UTR igerisindeki CG diniiklotit bolgelerini amplifiye edecek 6 ¢ift primer tasarlanip
PCR optimizasyonlar1 yapildi. Her bir hastaya ait normal kolon dokusundan ve timdrlii
dokudan izole edilen DNA oOrnekleri ve kontrol DNA’lar1 kullanilarak, hedeflenen 6

bolge igin LightCycler 480 Il cihazinda tasarlanan primerler yardimi ile Once
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amplifikasyon islemi gerceklestirilip sonrasinda ise HRM analizi yapildi. Gene Scaning
programi iizerinde elde edilen hastalara ait erime egrileri, kontrol DNA’larinin erime
egrileri ile kiyaslanarak hastalara ait normal ve timorli dokunun metilasyon degerleri
belirlendi. Belirlenen metilasyon degerleri istatistiksel olarak degerlendirilerek anlaml

sonug veren bolge/bolgelerin tespit edilmesi hedeflendi.

Literatiir taramasi1 yapildiginda, LINE-1 5 UTR kisminin farkli CG dintikleotit
bolgelerindeki metilasyon degisimlerinin, Kolerektal kanser dahil olmak {izere ¢esitli
kanser tiirlerinde farkli yontemler kullanilarak incelendigi birgok ¢aligmada genom geneli

metilasyon analizi i¢in 0zellikle belirlenmis bir bolgesi olmadigi goriilmiistiir.

Bunlardan biri olan Stanzer vd. (2010) tarafindan genom geneli hipometilasyon
durumunun belirlenmesinde LINE-1 tekrar dizilerinin kullanilabilirligini test ettikleri bir
calismada, farkli kanser hiicre hatlar1 ve FFPE prostat kanser dokusunda MethylLight,
Pirosekanslama ve HRM analizleri kullanilmistir. Kullanilan bu 3 yontemde sonuglar
birbirleriyle tutarli bulunmustur. Dolayisiyla diger yontemlere kiyasla HRM analizinin
uygulama kolaylhigi, maliyeti ve tekrarlanabilirligi agisindan daha avantajli oldugu
sonucuna varilmistir. Bu calismay1 referans alan Tse vd. (2011) HRM yontemini
gelistirerek benzer sonuglara ulasip metilasyon ¢alismalarinda kullanilabilirligini teyit

etmislerdir.

Matsunoki vd. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada kolorektal kanserde LINE-1
metilasyonunun heterojenitesini degerlendirmek; invazyon ve metastazdaki biyolojik
iligkisini anlamak i¢in ¢oklu tiimor bolgeleri incelemislerdir. LINE-1 5” UTR kismindaki
90 bg¢ uzunlugundaki bolgeyi (117—236 nt), MethylLight yontemi kullanilarak
degerlendirmislerdir. Bu amagla, 48 kolorektal kanser hastasindan elde ettikleri FPPE
primer tiimor dokularini normal kolon dokusu ile karsilastirdiklarinda normal dokuya
oranla timor dokusunda LINE-1 metilasyon seviyesinin anlamli olarak daha diisiik
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica primer tiimor, lenf nodu ve uzak metastaz arasinda
metilasyon derecesi bakimindan bir fark bulamamislardir. Bu sonuglar ile kolorektal
kanserin gelisimi sirasinda LINE-1 metilasyon seviyesinin sabit kaldigin1 dolayisiyla da
kolorektal kanserlerde molekiiler tani icin potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegini
diisiinmiislerdir. Ek olarak primer tiimoér dokudaki LINE-1 metilasyon seviyesini yas,
cinsiyet, tiimor lokalizasyonu ve evresi gibi klinikopatolojik 0Ozelliklere gore

kiyasladiklarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulamamislardir (p>0.05).
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Literatiire bakildiginda LINE-1 5> UTR kisminin 160 b¢ uzunlugundaki
bolgesinin (203—364 nt) COBRA PCR ile incelendigi iki adet ¢calisma goriilmiistiir. Bu
caligmalardan ilkinde Matsuzoki vd. (2005) genom geneli metilasyon durumu ile
kromozomal ve mikrosatellit kararsizlik arasindaki iliskiyi arastirmak igin 80 adet
kolorektal kanser dokusu ve bu hastalardan alinan 51 adet yakin ¢evre doku ve 20 adet
normal doku incelemiglerdir. Calisma sonucunda normal dokularin (%54.3 + 6.5) yakin
cevre dokulara kiyasla (%46.2 + 8) daha yiikksek oranda metile oldugunu gérmiislerdir
(p<0.05). Kanserli dokularmn ise (%41.0 + 9.7) normal ya da yakin ¢evre dokularma
kiyasla anlamli derecede (p>0.05) daha diisiik metilasyona sahip oldugunu gormiisler
ancak yasa, cinsiyete ve evreye gore belirgin bir farklilik gérememislerdir (p>0.05).
Ikinci ¢alismada ise Chalitchagorn vd. (2004) meme, kolon, akciger, bas ve boyun,
mesane, 0zofagus, karaciger, prostat ve mide karsinomlarinda, metilasyon durumunu
incelediklerinde kanser dokularinin normal dokulara kiyasla yiiksek oranda LINE-1
hipometilasyonu icerdigini tespit etmislerdir (p<0.05). Ayrica kanserli hastalarmn
serumlarindan elde edilen DNA &rneklerinde de saglikli bireylerin DNA 6rneklerinden

daha fazla LINE-1 hipometilasyonu tespit etmislerdir (p<0.05).

Antelo vd. (2012) erken baslangigli kolorektal kanser ile genom geneli
hipometilasyon arasindaki iliskiyi incelendikleri bir ¢alismada LINE-1 5° UTR
kismindaki 145 bg¢ uzunlugundaki bolgeyi (209—353 nt) pirosekanslama yontemi
kullanarak degerlendirmislerdir. Normal doku (76.5 + 1.5) ile tiimorlii doku arasinda
(56.6 + 8.6) anlamli bir farklilik belirlemislerdir ancak klinikopatolojik &zellikler
acisindan anlamli bir fark bulamamiglardir. LINE-1 metilasyonunu erken yaslarda
baslayan kolorektal kanserlerde, ileri yaslarda baslayan kolorektal kanserlere oranla
anlamli olarak daha disiik bulmuslardir ve bunun sonucu olarak da LINE-1
metilasyonunun kolorektal kanserli gen¢ hastalarda prognostik biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir.

Sunami vd. (2011) genom geneli hipometilasyonun kolorektal kanserin patolojik
evresi ile iligkisi olup olmadigin belirlemek amaciyla LINE-1 5> UTR kismindaki 148
b¢ uzunlugundaki bolgeyi (102—249 nt) AQAMA(Absolute Quantitative Analysis Of
Methylated Alleles) yontemi ile incelemislerdir. TiSNOMO evresinde 25 hastadan ve
cesitli evrelerdeki kolorektal kanser hastalarindan alinan normal, adenom ve kanser

dokusunu incelediklerinde, LINE-1 hipometilasyonunun normal kolon mukozasinin
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adenomaya doniistiigli erken asamada ortaya ¢iktigini ve kolorektal kanserin

ilerlemesiyle daha da azaldigini ortaya koymuslardir.

King vd. (2014) genom geneli hipometilasyonun, kolorektal adenom riski ile
iligkili olabilecegini belirlemek amactyla LINE-1 5° UTR kismindaki 141 bg
uzunlugundaki bolgeyi (179—313 nt) HRM analizi ile incelemislerdir. Patolojik olarak
adenom riski tagiyan 108 hastaya ait dokularin, 209 hastadan alinan biyopsi materyaline
gore anlaml olarak daha diisiik LINE-1 metilasyon seviyesine sahip olduklarini tespit

etmislerdir.

Yapilan bu tez ¢aligmasinda LINE-1 5> UTR 1. bolgeden elde edilen sonuglar
yukarida bahsedilen ¢alismalarin sonuglariyla benzerlik gdstermektedir. Iki, iic, dort, bes
ve altinci bolgelerin metilasyon seviyelerine bakildiginda (Tablo 13, 15, 17, 19 ve 21)
normal dokular ile tiimor dokulari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemektedir. Buna ragmen her bir hasta bireysel olarak degerlendirildiginde (EK 1)
hastanin normal dokusunun tiimérlii dokusuna oranla daha yiiksek bir metilasyona sahip
oldugu gorilmiistiir. Ayrica bu tez calismasinda LINE-1 5> UTR kismin1 bdlgelere
ayirarak analiz etmekteki amag, bolgelerin amplifikasyon verimi ve 6zgiinliigline bagh
olarak kolorektal kanserin tespitinde biyobelirteg olarak kullanilabilecek en uygun

bolgeyi belirlemektir.

Bunlara ek olarak LINE-1 transpozonuna ait 5° UTR i¢in belirlenen tiim
bolgelerde bireylerin normal ve tiimorlii dokular1 arasindaki metilasyon farklarinin
beklenen diizeyde anlamli olarak bulunamamis olmasi asagida siralanmis olan nedenlere

bagli olabilir:

1-) Kullanilan tiimér dokusunun heterojen bir yapiya sahip olmasindan dolay1
yalnizca saf tiimor hiicresinden degil ayn1 zamanda doku icerisinde yer alan normal
hiicrelerden (tiimor doku igerisinde yer alan endotel hiicreleri) de DNA elde edilmistir.
Dolayisiyla analiz sirasinda elde edilen erime egrileri tiim amplifikasyonlarin ortalamasi
oldugundan normal hiicrelerdeki DNA’larin amplifikasyonu ortalama metilasyon
seviyesini etkileyecektir.

2-) LINE-1 genom igerisinde ortalama 500 000 kopya sayina sahip olan bir
retrotranspozondur (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Aktif

halde hareket edebilen LINE-1 kopya sayis1 ve gen biitiinliigii bireyler arasinda farklilik
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gosterebildiginden ¢ogaltilan bdlgenin amplifikasyon verimi agisindan bireyler arasinda

heterojeniteye neden olacaktir.

3-) Hastalara ait dokularin arsiv materyalleri olmasi formaline bagli DNA

hasarlar1 (kiriklar) agisindan ayr1 bir sorun olarak diisiiniilebilir.

4-) Amplifiye edilen bolgeler arasindaki 6zgiinliik ve verime bagl farkliliklar da

analiz sonuclarini etkileyecektir.

Yapilan bu ¢alisgma sonucunda elde edilen bulgulara gére kolorektal kanser
dokusu ile normal doku arasinda LINE-1 metilasyonu acisindan 1. bdlgede (1—94 nt)
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.0001). Literatiire bakildiginda ise
kolorektal kanserde 1. bolgenin ¢alisilmadigi ancak prostat kanserinde ¢aligilip anlamli
bir sonug verdigi goriilmektedir (Stanzer vd., 2010). Buna ek olarak diger 5 bolgede
normal ve timor dokusu arasinda LINE-1 metilasyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir sonu¢ goriilmemis olsa da (p>0.05) bu durumun yukarida basedilen
nedenden/nedenlerden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica literatiirde ¢aligilan
ve anlamli sonuglar elde edilen bdlgeler yapilan bu tez ¢alismasinda belirlenen bolgeler
ile tam olarak eslesme saglamamaktadir. Istatistiksel olarak anlamli farklarin
bulunmadig1 bélgelerdeki bazi 6rneklerde normal doku ve tiimor dokusu bireysel olarak
degerlendirildiginde, tiimor dokusunun normal dokuya oranla daha diisiik metilasyona
sahip oldugu gortlmiistiir (EK 1). Ayrica literatiirle uyumlu olarak yas, cinsiyet, timor
evresi ve tiimor lokalizasyonu gibi klinikopatolojik parametreler agisindan normal ve
timorli  dokulardaki LINE-1 metilasyon seviyesi istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda calisilan bolgeler i¢inde 1.bdlgenin kolorektal
kanserde (literatiirdeki diger kanser tiirleri ile yapilan ¢aligmalar da dikkate alindiginda
tiim kanser olgularinda) LINE-1 5 UTR kisminda olusan hipometilasyon tespitinde ve

buna bagli kanserlesmede biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. LINE-1 5° UTR 1.bolgede normal ve tiimorlii dokular arasinda CG diniikletitlerindeki
metilasyon farki anlamli bulunmus olup (p<0.0001) bu bdlgenin kolorektal kanserde

hipometilasyon tespiti i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

2. Tim oOrneklerde ve calisilan tiim bolgelerde yas, cinsiyet, timor evresi ve timor
lokalizasyonu ag¢isindan normal ve tiimorlii dokularda LINE-1 5> UTR’deki metilasyon

seviyesi bakimmdan anlamli bir fark bulunmamustir.

3. Hastalara ait normal ve tiimorli doku tek basmna degerlendirildiginde, timor
dokusunun normal dokuya oranla daha diisiik metilasyona sahip oldugu goriildiigiinden
diger 5 bolgeninde hasta sayisi arttirilarak galisildiginda anlamli sonug verebilecegi

diistiniilmektedir.
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Ek 1. Hastalara Ait Tiim Bolgelerdeki Metilasyon Seviyeleri (N: Normal Doku, T:
Tiimorlii Doku)

Hasta Metilasyon Degeri (%)
No 1. Bolge 2. Bolge 3. Bolge 4. Bolge 5. Bolge 6. Bolge

N T N T N T N T N T N T

1 100 98 64 54 70 66 100 90 100 68 100 100
2 97 87 69 98 70 67 67 57 69 54 55 37
3 83 78 61 43 68 63 71 68 74 77 89 89
4 87 82 64 54 61 61 82 79 77 79 72 83
5 87 79 57 38 63 66 79 76 77 71 83 100
6 91 72 76 71 68 63 84 60 74 52 66 43
7 95 75 52 68 61 63 93 84 90 63 95 49
8 83 80 54 52 68 61 79 76 82 82 72 83
9 85 80 64 61 66 70 77 69 70 64 72 60
10 87 66 43 41 68 68 67 73 73 75 83 78
11 91 90 50 54 68 70 90 81 81 73 100 95
12 100 89 48 34 7 72 88 92 50 69 100 72
13 87 79 52 45 55 63 81 67 70 62 83 72
14 100 80 58 59 50 61 100 71 100 70 100 66
15 87 91 46 59 70 68 81 100 81 97 83 89
16 90 82 61 52 63 61 73 65 75 64 83 72
17 90 82 55 66 57 57 71 75 47 51 89 83
18 95 79 38 25 66 61 81 92 49 44 91 100
19 90 63 92 38 72 57 88 61 44 32 100 72
20 87 83 69 80 63 57 71 81 47 51 66 78
21 87 82 46 25 66 50 73 77 47 42 95 89
22 88 96 39 46 55 63 73 85 44 44 95 100
23 85 83 43 61 63 66 77 81 49 56 89 72
24 85 75 55 20 57 42 81 73 54 47 89 89
25 87 85 76 78 57 46 88 90 61 61 78 72
26 95 90 46 64 57 61 88 73 61 44 95 100
27 91 74 43 31 70 55 83 88 61 71 60 66
28 83 80 89 57 61 52 85 81 69 54 66 66
29 87 83 78 20 72 70 88 44 71 20 89 81
30 91 83 61 89 66 46 88 79 61 49 89 95
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