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OZET

Non-Hodgkin Lenfomali Olgularda p15™“*® Promotér Bolgesindeki DNA
Metilasyonunun Arastirilmasi

DNA’nin  metilasyonu, memeli hiicrelerinde gen ekspresyonunun
kontroliinde onemli rol oynayan yaygin epigenetik bir modifikasyondur. Aberant
DNA metilasyonu, CpG adaciklarnn olarak adlandirilan boélgelerde CpG
diniikleotidlerindeki sitozinlerde gozlenir.

Genlerin promotor bolgelerindeki DNA metilasyonu tiimoér supressor
genlerin inaktivasyonunun esas mekanizmasi olarak ortaya c¢cikmaktadir. CpG
adaciklarinin aberant metilasyonu gen ekspresyonunun kaybi ile korelasyon
gostermektedir. DNA metilasyonu, kanserin baslangici ve gelisimi ile iliskili 6nemli
bir molekiiler markir olarak biiyiik bir potansiyel gostermektedir.

Aberant promoter metilasyon farklh malignant hastaliklarda cesitli genlerde
tammlanmistir.  Siklin bagimh kinaz inhibitor (CDKI) geni p15™*®  genetik
degisimlerle sikhkla inaktive edilmektedir. p15™“*® geninin inaktivasyonu hiicre
siklus kontrol kaybi ve tiimor hiicrelerinin aberant proliferasyonu ile iliskilidir. Bu
inaktivasyon farklh hematolojik malignansilerde gerceklesen bir olay olarak
goriilmektedir.

Bu cahsmada, 40’1 erkek ve 22’si kadin olmak iizere toplam 62 Non-
Hodgkin lenfomal hasta ve 36 erkek, 4 kadin olmak iizere 40 kontrol grubuna ait
kan orneklerinde p15™<*® geninin promotor bolgesindeki muhtemel metilasyon
durumu arastirllmistir. Calismada metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi kullanilmis ve hastalarin % 16’sinda hipermetilasyon saptanmstir.
NHL’I hastalarda DNA metilasyonunun goriilme sikhig1 kontrol grubuna kiyasla
istatiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.05).

Anahtar kelimeler: DNA metilasyonu, CpG, aberant, p15'™<*®

inhibitorii, metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu

, siklin bagimh kinaz
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ABSTRACT

The Searching of DNA Methylation in the Region of p15™"“® Promotor in the
Cases with Non-Hodgkin Lymphoma

The methylation of DNA is a common epigenetic modification that can play
an important role in the control of gene expression in mammalian cells. Aberrant
methylation of DNA is observed at cytosines within a CpG dinucleotide in the
regions called CpG islands.

DNA methylation of the promoter region of genes has emerged as the major
mechanism of inactivation of tumor suppressor genes. Aberrant methylation of the
CpG island genes has been correlated with loss of gene expression. DNA
methylation shows a great potential as an important molecular marker related to
beginning and developing process of cancer.

Aberrant promoter methylation has been described for several genes in
various malignant diseases. Cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI) gene

158 is frequently inactivated by genetic alterations. Inactivation of the
p15'™%*® gene is associated with loss of cell cycle control and aberrant proliferation
of tumor cells. This inactivation seems to be a frequent event in various
haematological malignancies.

In this study, 62 Non-Hodgkin lymphoma patients, 40 of whom are men and
22 of whom are women and the possible methylation situation in the promotor
region of p15™*® gene in the blood samples which belong to 40 control group, 36
of whom are men and 4 of whom are women, were studied. In the study,
methylation specific chain reaction method was used and in the % 16 of the
patients hypermethylation was found. In the patient with NHL, the frequency of
DNA methylation was found statistically meaningful relative to the control group.
Key words: DNA methylation, CpG, aberrant, p15™ *® cyclin-dependent kinase
inhibitory, methylation spesific polymerase chain reaction

Xiii



1. GIRIS

DNA metilasyonu transkripsiyonel kontroliin 6nemli bir mekanizmasidir (1).
Onkogenezisteki DNA metilasyonunun muhtemel rolii uzun yillardan beri
tartisilmaktadir. Son yillarda yapilan bir ¢ok calismada DNA metilasyonunun kanser
olusumunda 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir. Farkli genlerde timor spesifik
metilasyon degisimleri tanimlanmigtir (2).

DNA metilasyonu, ayn1 zamanda hiicresel fonksiyonlarda embriyonik gelisim,
gen ekspresyonunun regiilasyonu, X kromozomu inaktivasyonu ve kromatin
modifikasyonunda gorev alir. Epigenetik modifikasyonlardan, global hipometilasyon
kromozom instabilitesi, mobil DNA ve onkogen aktivasyonuna neden olurken,
hipermetilasyon, tiimor suppressdr genlerin promotdr bolgelerinin transkripsiyonunu
represse eder (3).

Non-hodgkin lenfoma (NHL) lenfoid sistemi olusturan hiicrelerden kaynaklanan
malign bir hastaliktir. Heterojen bir hastalik grubu oldugundan dolayi diinyada hala
siniflamas1 tam yapilamamistir ve her yil yeni bir siniflama yapilmaktadir. NHL'larin %
70" B lenfositlerden % 30'u T lenfositlerden koken alir (4).

Non-Hodgkin lenfomalar ABD’de kansere bagli 6liim sebepleri arasinda besinci
sirada yer almaktadir ve insidanst 1973 yilindan bu yana yaklasik olarak iki katina
c¢ikmistir. NHL insidansindaki bu artisin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte,
ozellikle bagisiklik sistemi zayif kisilerin bu kanser tiirline yakalandiklar1 aragtirmalar
sonucu belirtilmigtir. Epstein-Barr virlisiiniin NHL’1 arttirdigir yoniinde c¢aligsmalarda
bulunmaktadir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilmektedir. Temelde ileri
yastaki eriskinlerin bir hastaligidir. Yetigkinlerde diistik dereceli folikiiler lenfomalar,
cocuklarda ise yiiksek dereceli diffiiz lenfomalar daha sik goriiliir. immiin sistemi
baskilayan ilaglarin kullanimmin NHL riskini artirabilecegi yoniinde ¢aligsmalar vardir
(5).

Son zamanlarda promotor bolgelerdeki 5'-CpG adaciklarmin hipermetilasyona

INK4B INK4A
5 6

ugrayarak, pl ve pl genlerinin alternatif olarak inaktive oldugu

bulunmustur. Bu GC bakimindan zengin olan bdolgeler normal dokuda metilasyona



ugramamig olarak bulunmaktadir. Metilasyona ugradiklarinda genler transkripsiyonal

sessizlige ugrayarak inaktive olmaktadirlar. p15™"<®

Akut Myeloblastik Losemi (AML) ve Akut Lenfositik Lésemi (ALL) vakalarinda
5INK4B

genindeki metilasyona siklikla
rastlanmasi pl geninin inaktivasyonunun bu 16semilerin patogenezinde muhtemel
onemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (6).

Farkli mekanizmalarin p15INK4B gNKA

ve pl genlerinin inaktivasyonuna neden
oldugu bildirilmistir. NHL’larda homozigot delesyon ve mutasyonlarin insidansinin
diisik oldugu gozlenmistir. Ancak lenfomalarda bu genlerin siklikla 5'CpG
adaciklarinda hipermetilasyonun oldukca sik oldugu gozlenmistir. Bu hipermetilasyon
genlerin transkripsiyonel represyonu ile korelasyon gostermektedir ve inaktivasyon
mekanizmalarini bir alternatifini olusturmaktadir. p15™*® genindeki metilasyon,
lenfomalarin belirlenmesinde bir hastalik markir olarak is gérmektedir (7).

Bu ¢alismada Non-Hodgkin lenfomali (NHL) hastalarda p15™<*® geninin
promotor bolgesindeki metilasyon durumu metilasyona spesifik PCR ile arastirilmisir.
Cesitli kanser tiirlerinde DNA metilasyonunun arastirilmasi son yillarda {izerinde ¢ok
calismalarin yapildig1 oldukga giincel bir konu olmakla beraber literatiirde NHL’larda
p15'NK4B genindeki DNA metilasyon durumunun aragtirildigi ¢ok az sayida galigmaya
rastlanmistir. Ulkemizde de bu amagla planlanmis veya yapilmakta olan bir calisma
bulunmamaktadir. Bu c¢aligmanin literatiire katkis1 yaninda NHL vakalarinda DNA
metilasyonunun gosterilmesi, ileride olabilecek lenfoma gelisimlerinin erken teshis
edilebilmesine imkan saglayacaktir. Ayrica DNA metilasyonunun gdsterilmesi

hipometilasyon yapan ajanlarin kullanimini destekleyecektir. Boylece daha genis ve

muhtemelen daha etkin bir tedavi protokoliiniin uygulanmasi miimkiin olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu memeli genomunda meydana gelen epigenetik olaylarinin en
yaygini olup, ilk olarak 1948 yilinda tanimlanmistir. Epigenetik olaylar, gelisme ve
hiicre proliferasyonu sirasinda gen dizisinde bir degisme olmaksizin, gen ekspresyon
potansiyelindeki stabil degisiklik olarak tanimlanabilir. Bu degisiklik, kalitsal
olmamakla birlikte terapdtik bir hedef i¢in reversibldir (3,8). DNA metilasyonu baslica
DNA dizisindeki sitozin halkasmin 5. konumundaki karbonuna bir metil grubunun
kovalent olarak baglanmasi ile olusan bir modifikasyondur (Sekil 2.1). Sitozin
metilasyonu olaylarinin bir ¢ogu (% 70-80) 5'CpG3' (CpG diniikleotidleri) igeren
dizilerde olmasma karsin bazi durumlarda CpA ve CpT diniikleotidlerinde de
olmaktadir (9).

NH
H
7
7%
) | Sitozin
pPraW
o]
SAM
~<— DNMT
SAH
NH
CHg
0 5-Metilsitozin
o]

Sekil 2.1. DNA metilasyon mekanizmasi. Sitozinin karbon-5 pozisyonuna S-adenozilmetionin
(SAM)’deki bir metil grubunun (CHj) transferini katalize eden DNA metiltransferazlarin (DNMTI, 3a
ya da 3b) etkisi ile 5-metilsitozin meydana gelir (9).



DNA’nin epigenetik olarak tekrar diizenlenmesi, ¢ok farkli kanser tiiriinde
etiyolojinin aydinlatilmasi, kanser tiiriine 6zgii markir olabilecek genlerin belirlenmesi,
tedaviye yonelik yeni yontemlerin gelistirilmesi amaci ile son yillarda artan oranlarda
arastirllmaktadir. Insan genomu uniform olarak metillenmez ve metillenmis bolgelerin
araya girdigi metillenmemis bolgeleri de i¢ermektedir. Genomun geri kalanin aksine
DNA’nin CpG adaciklari olarak adlandirilan kiiciik bolgeleri 0,5-5 kb arasinda degisen
uzunluktadir. GC bakimindan zengin bdlgeler % 60-70 oraninda bulunurlar. CpG
adaciklar1 ortalama her 100 kb’da bir goriilmektedir ve fonksiyonel genlerin 5' ucuna
lokalizedir. Memeli genlerinin yarisinda CpG dintikleotidlerinin bulundugu tahmin
edilmektedir. Diger yandan CpG dizilerinin disinda CpNpG dizilerinin de yapilarinda
metil gruplart tasiyabildikleri bildirilmistir. Bu adaciklardaki CpG diniikleotidleri
eriskin dokularda genellikle metilenmis degildir ve DNA metilasyonun bu paterni bir
jenerasyonundan digerine gegiste stabil olarak kalitilir. insan genomu yaklasik olarak
30.000 CpG adacig igerir ve bunlarin % 50-60’1 genellikle genlerin promotor bolgeleri
ile iligkilidir. Bunlar house-keeping genleri ile dokuya spesifik ekspresyon paternini de
icermektedir (9,10). Memeli genomunda CpG dizelerinin 5 kat daha az olduklar1 ve bu
durumun CpG yapisinda bulunan 5-metil sitozinin (5-mC) fazla mutabl olmasindan
kaynaklandigir sanilmaktadir (11,12). DNA metilasyonunda S-adenozilmetiyonin
(SAM) ve DNA metiltransferazlar (DNMT) 6nemli rol oynamaktadir. SAM bir ¢ok
metilasyon reaksiyonunun metil vericisidir. Artist DNA metiltransferazlari aktive eder,
hipermetilasyonu tetikler ve global hipometilasyona karsi genomu korur (13,14).
S-adenozil homosistein (SAH); metiltransferazlarin etkisiyle S-adenozilmetiyoninden
olusur (Sekil 2.2). SAM/SAH oran1 metilasyon durumunun metabolik gostergesi olup

metilasyon potansiyeli olarak da ifade edilir (1,15).
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Sekil 2.2. S-Adenozilmetiyonin metobolizmasi. THF: Tetrahidrofolat, PLP: Piridoksal 5'-fosfat (1).

DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar olarak bilinen bir grup enzim tarafindan
gerceklestirilmektedir. DNMT ler metil gruplarini sitozin zincirine transfer ederler ve
cok sayida oOkaryotta karakterizedirler. DNA molekiilinde DNMT’ler igin hedef
diniikleotidler CpG adaciklaridir. Simdiye kadar bilinen DNMT’ler DNMT1, DNMT1b,
DNMT1lo, DNMT1p, DNMT2, DNMT3A, DNMT3b ve onun izoformu olan
DNMT3L’dir. Metilasyon de novo ya da koruma amagli olabilmektedir. DNMT]I,
koruma oldugu kadar de novo metiltransferaz aktivitesine de sahiptir. DNMT3A ve
DNMT3b ise etkili birer de novo metiltransferazdir. DNMT’lere ek olarak diger
metilasyon mekanizmalari demetilazlar, DNA metilasyonunu tetikleyen metilasyon
merkezleri ve metilasyon koruma merkezlerini igermektedir (16,17).

DNA metilasyonu gelisme sirasinda olduk¢a Onemlidir. Bilinen memeli
DNMT’ larmin herhangi birinde homozigosite kaybinin, farelerde letal oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte eriskin dokularda DNA metilasyon gereksinimi biraz
daha az olabilmektedir, bunun primer rolii genom biitiinliigiiniin korunmasi ve gen

icerisindeki hedef bolgelere transkripsiyon faktdrlerinin baglanma spesifitesini



arttirmaktadir. Eriskin dokularda spesifik gen ekspresyonunun kontrolii i¢in bir
mekanizma olarak islev goren CpG adaciklarindaki DNA metilasyonu, temel olarak iki
kiiciik gen ailesinin restriksiyonu ile olmaktadir. Ilk olarak kadinlarda X
kromozomunun inaktivasyonu, inaktif X kromozomundaki CpG adaciklarmin yaygin
metilasyonu ile iliskilidir. Ikinci olarak, gen allelinin sadece paternal ya da maternal
olarak katildig1 imprinte genlerde ekspresse edilmeyen allelin inaktivasyonu, genin
promotoriindeki metilasyon ile iligkilidir. Normal dokularda genlerin ¢ogunlugu CpG
adaciklar1 ile iligskili olmakla birlikte bu adaciklar, genlerin ekspresse edilip
edilmemesine bakilmaksizin metillenmeden kalirlar. Bu durum, CpG adaciklarindaki
metilasyonun artmis oldugu insan kanser hiicre serileri ile zitlik gostermektedir (18).
Hayvan hiicrelerinde gen ekspresyonunun baskilanmasinda 6nemli bir fonksiyona
sahip DNA metilasyonu gilinlimiizde o6liimciil hastaliklarin basinda gelen kanserin
meydana gelmesinde ve tedavisinde de On plana c¢ikmaktadir. Spesifik genlerde
meydana gelen demetilasyona bagli olarak hiicre tipinde farklilagmalara neden
olmaktadir. Yine bu demodifikasyonun transkripsiyon-aktivasyon islemi i¢in dnemli bir
basamak oldugu kabul edilmektedir. Dokuya 6zgii aktif genler fonksiyonel olduklari
dokuda hipometil, diger dokularda hipermetil durumdadirlar. Dolayisiyla dokuya 6zgii
house-keeping genler organizmanin yasami boyunca siirekli hipometil durumdadir.
Yapilan arastirmalara gore, sperm ve ovum hiicrelerinde c¢ogu gen bdlgelerinin
metillendigi, fakat 16 hiicrelik morula basamaginin hemen basinda demetile edildikleri

ve bu durumun blastula siiresince devam ettigi anlagilmistir (Sekil 2.3) (19,20).
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Sekil 2.3. Memeli gelisimi esnasinda DNA metilasyonunda degisiklikler (20).

DNA metilasyonunun o6karyot canlilardaki roliinlin ne olabilecegi uzun siireden beri
tartisilmaktadir. Prokaryotlarda oldugu gibi, konak¢i hiicre savunma mekanizmasi
olarak yabanci DNA’ya kars1 restriksiyon modifikasyon sisteminin bir pargast olarak
gorev yapmaktadir. Ayrica Okaryotik hiicrelerde epigenetik kalitim kapsaminda bir ¢ok
biyolojik olaylarin (somatik hiicre farklilasmasi, onkogenez, mutagenez ve yaslanma
gibi) yani sira;

-Kromozom paketlenmesi,

-DNA replikasyonu ve tamiri,

-Transkripsiyonun baslatilmasi,

-Cift heliks DNA stabilitesinin saglanmasi,

-Genetik regiilasyon,

-Niikleer pargalanmanin engellenmesi,

-X kromozom inaktivasyonu

gibi biyolojik diizenlenmelerde de gorev alir (21,22).
2.1.1. DNA Metilasyonu ve Gen Regiilasyonu
Okaryotik gen ekspresyonunun regiilasyonu  kompleks  bir islemdir.

Transkripsiyonun baglamasi ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Cis-acting ve

trans-acting faktorleri igeren olaylarla tamamlanmaktadir. Cis-acting elemanlar trans-



acting faktorler igin substrat olarak rol oynayan DNA dizileridir ve DNA etrafinda
transkripsiyon ic¢in hazirlanirlar (23,24). Genin promotor bolgesindeki artmis
metilasyon ekspresyonun azalmasina yol acarken, transkribe edilmis bolgedeki
metilasyon gen ekspresyonunda cesitli etkilere neden olabilirler. DNA metilasyonu ile
transkripsiyonel represyon i¢in ¢esitli mekanizmalar ileri stiriilmistiir (25).

[lk mekanizma; genin kendi promotoriinde tamima bédlgelerindeki spesifik
transkripsiyon  faktorlerinin  direkt baglanmasim1i  igermektedir. Bazi  Onemli
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi, onlarin tanima bdlgelerindeki metilasyona
duyarlhilik gdstermektedir. Bununla birlikte bazi transkripsiyon faktorleri metilasyona
kars1 duyarsizdir ve diger bir ¢ogu da tanima dizileri igerisinde CpG bdlgeleri icermez.
AP-2, c-Myc/Myn, siklik AMP- bagimli kinaz aktivator CREB, E2F ve NFkB’yi igeren
cesitli transkripsiyon faktorleri CpG residiileri igeren dizileri tanir ve metilasyonla
inhibe edilenlere baglanir (25).

Represyonun ikinci sekli, metillenmis DNA’daki spesifik transkripsiyonel
represorlerin direkt baglanmasini igerir (26). DNA metilasyonu, son yillarda kesfedilen
bir protein ailesi olan metil-binding domain (MBD) proteinleri olarak bilinen
proteinlerin baglanmasima yol acar. Bu protein ailesinin iiyelerinin hepsinde,
metillenmis CpG bolgesi iceren DNA’ya spesifik olarak baglanmasini saglayan ortak
metil baglama bolgesi mevcuttur. Bu proteinlerin ilk tanimlananlart MeCP1 ve
MeCP2’dir. Bununla birlikte gilinlimiizde cesitli yeni proteinler de tanimlanmistir.
Bunlar, MBD1, MBD2, MBD4 ve Kasio proteinlerini icermektedir. MeCP1, MBDI,
MBD2 ve MBD4, metil CpG binding domain olarak adlandirilan SmCpG motifine
baglanir. Bununla birlikte Kasio farkli bir mekanizmaya sahiptir ve ¢inko parmak
motifine baglanir. MBD4, DNA onarimu ile iliskilidir, ancak MBD1, MBD2 MeCP2 ve
Kasio, histon deasetilat kompleksi ile etkileserek hem in vitro hem de hiicre kiiltiiriinde
transkripsiyonu represe etmektedir. Bu protein ailesinin bilinen 5 {iyesinden en az li¢
tanesinin  (MeCP2, MBD2 ve MBD3), histon deasetilatlar (HDAC1 ve HDCAZ2) ve
kromatin remodelling aktivitelerini (Sin3a ve Mi-2) igeren biiyiik protein kompleksleri
ile iligkili oldugu gosterilmistir. Histon deasetilatlar ve kromatin-remodelling
aktivitesinin etkisi ile kromatin yogunlasmasinin meydana geldigi diistiniilmektedir. Bu
protein komplekslerinin diger liyelerinin fonksiyonel rolii tam olarak agiklanamamaistir.

Bunun yani sira MBD proteinlerinin, transkripsiyonel represyonu igeren gesitli diger



komplekslerle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (Sekil 2.4). Kokura ve ark.
MeCP2’nin transkripsiyonel represyonda goérev aldigi bilinen c-ski ve N-CoR

proteinleri ile de interaksiyona girdigini gostermislerdir (9,27).

Sin3a
kompleksi

NuRD
kompleksi

@ Metillenmis CpG cifti  Deasetile histon kuyrugu % Asetilli histon kuyrugu

Sekil 2.4. DNA metilasyonunun transkripsiyonel represyona neden olmasina iligkin 6nerilen mekanizma.
(a) Transkripsiyonel olarak aktif kromotin predominant olarak metillenmemistir ve yiliksek oranda
asetilenmis histonlar igerirler. (b) CpG diniikleotidlerindeki metilasyon insan DNA metiltransferazlari
(DNMT1, DNMT3a 3b) ile olmaktadir. DNA yiiksek oranda metillenir ancak hala asetillenmis histonlar
mevcuttur. (c) Metilenmis DNA, MBD2 ve MeCP2 gibi metil binding domain (MBD) proteinleri i¢in
hedeftir ve proteinler NuRD (MBD?2) ve Sin3a (MeCP2) kompleksleri gibi biiyiik protein kompleksleri
ile iligkili bulunurlar. Bu komplekslerdeki histon deasetilaz (HDACI1 ve 2) ve kromatin remodelling
aktivitesi ile kromatin yapisinda degismeler olur ve transkripsiyonel aktivasyona direngli kromatin
diretilir. Bu komplekslerdeki diger komponentlerin fonksiyonel rolleri heniiz bilinmemektedir. MTA2:
metastaz ile iligkili protein 2; RbAp46/48: retinoblastoma iligkili protein 46/48: pol II: RNA polimeraz II;
SAP18/30:sin3 iligkili polipeptid 18/30 (9).



2.1.2. DNA Metilasyonu ve Kanser

Son zamanlarda kanserde DNA metilasyonu, molekiiler arastirmalarin ana konusunu
olusturmaktadir. Normal hiicrelerle karsilastirildiginda malignant hiicreler, DNA
metilasyonu agisindan major degisimler gostermektedir (Sekil 2.5). Hipometilasyon
genellikle uzun araya girmis diziler gibi tekrarlayan DNA elemanlarinda olmasina

karsin, hipermetilasyon CpG adaciklarinda olmaktadir (9,28,29).

Tumar baskilayic DNA tamir genlerinin
genlerin inaktivasyonu inaktivasyonu
(p16, BRCAL) {MLH1, MGMT)

~N

CpG adasi hipermetilasyonu
a

Normal DNA metilasyonu

d

Global hipometilasyon
% l? \ ?

Kromozomal Retrotranspozon Onkogen
instabilite aktivasyonu aktivasyonu

Sekil 2.5. Artmigs CpG adaciklarinin muhtemel roli ve tiimor gelisiminde global DNA metilasyonunun
azalmasi. (a) CpG artmis metilasyonu, tiimor supressor ve DNA tamir genlerinin inaktivasyonuna yol
acar. (b) Azalmis global DNA metilasyonunun rolii heniiz bilinmemektedir. Bununla birlikte bu durumun,
kromozom stabilitesini azaltma, retrotransposon elemanlarinin aktivasyonu (insersiyonel mutageneze yol
acar) ya da onkogenlerin aktivasyonuna yol agtig1 diisiiniilmektedir (9).

2.1.3. DNA Metilasyonunun Kanser Gelisimindeki Rolii

CpG diniikleotid yapisinda yer alan 5-metilsitozin timine, sitozin ise urasile yaygin
olarak deamine olmaktadir. Sitozinin—urasile transisyonu Urasil-DNA glikosilaz
enzimi ile etkili bir sekilde tamir edilebilmektedir. Ancak DNA-MTaz,

sitozin—urasil—timin transisyonunda bu tamiri bloke etmektedir. Kanserde bazlarda
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meydana gelen bu transisyonel deaminasyon oraninin ¢ok yiiksek oldugu bildirilmistir.
(Sekil 2.6) (8,30).

Nonmetil sitozinde meydana gelen mutasyon oraninin mCpG yapisina goére ¢ok
daha az oldugu, mCpG diniikleotid yapisindaki mutasyon oranimnin metil grubu
tagimayan molekiile oranla 40 kez daha fazla oldugu tespit edilmistir. Diger yandan
metil ya da non metil sitozinin invitro kiiltiivasyonda invivo’ya oranla ii¢ kez daha fazla
deamine oldugu saptanmistir. Bu durum, hiicrede deaminasyonun geriye doniisiimlii
tamir edildigini, bununla ilgili olarak hiicrede bir tamir mekanizmasinin gorev aldigini
gostermektedir. Nitekim hiicrede deaminasyonla meydana gelen urasil, eksizyonel tamir

mekanizmasindan uzaklagtirilmaktadir (Sekil 2.6) (8,31,32)
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Sekil 2.6. DNA metilasyonundaki biyokimyasal yolaklar (8).

Bir hiicrede mutasyonun meydana gelmesinde bir ¢ok degisik faktorlerin etkisi
vardir. Viicut tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin fazlaligi ve mevcut cevresel

kirleticiler DNA’ya zarar vermektedir. Ancak simdi kanser siirecinde metilasyonun da
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major bir rol oynadigma dair Onemli deliller vardir. DNA metilasyonu olasi
mutasyonlarin artmasina, protoonkogenlerin aktivasyonuna, tiimdr supressor genlerin
sessizlesmesine ve ayrica kromozomal instabiliteye neden olmaktadir ( Sekil 2.7) (8).

CpG diniikleotid yapisi nokta mutasyonlar1 agisindan DNA’nin sicak bolgeleridir.
Insan tiimorlerinde en sik nokta mutasyon bildirilen gen gruplar1 H-ras ve K-ras
onkogenleridir. Diger yandan nokta mutasyon sonrasi aktivitesinde 6nemli degisiklikler
meydana gelen ve insan tlimdrleriyle paralel giden gen p53 timdr supressor (TS)
genidir. Insan p53 TS geni, yapisinda 42 bp CpG niikleotidi bulunduran toplam 513 bp
uzunluktadir. p53 TS geninde binden fazla nokta mutasyon sekli bildirilmistir. Insanda
p53 TS gen yapisinda goriilen mutasyonlarinin biiylik cogunlugu proteinin DNA’ya
baglandig1 bolgeler olan kodon 120 ve kodon 290 arasinda meydana gelmektedir.
Dolayisiyla CpG diniikleotidleri genin toplam % 8.2’ni olusturur. Insanda galisilan
normal hiicre tiplerinde CpG niikleotid ¢iftlerinin tamaminin metillendigi saptanmaistir.
Yine insan p53 TS geninde transisyonel mutasyon oraninin % 35 oldugu, gen yapisinda
transisyonel mutasyonlar disinda diger tip mutasyonlarin da siklikla meydana geldigi
bildirilmistir (Sekil 2.7-1) (8,31,32).

Kanserin erken asamasinda sitozin metilasyonunda global bir azalma
gosterilmistir (hipometilasyon). Hipometilasyon, kromozomal instabiliteye ve bazi
protoonkogenlerin ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. Spesifik onkogenlerin insan
timorlerinde hipometillendigi gozlenmistir. Hipometilasyon ve gen ekspresyonu
arasindaki bu ters iligki B-hiicre kronik lenfositik lenfomada antiapoptotik bcl-2
geninde, akciger ve kolon karsinomalarinda ise k-ras protoonkogeninde gozlenmistir
(Sekil 2.7-2) (8).

Normal bir sekilde metillenmemis bolgelerde metilasyondaki artis, ilgili genlerin
sessizlesmesine neden olmaktadir. CpG adaciklarindaki hipermetilasyondan dolay1 belli
kanserlerde bir ¢ok tiimor supressor geni eksprese edilememektedir. Retinoblastoma
(Rb) tiimor supressor geninde CpG adaciklarinda hipermetilasyon saptanmistir. Rb
geninin promotér bolgesindeki invitro metilasyonun, promotor aktivasyonunu bloke
ettigi gosterilmistir (Sekil 2.7-3) (8).

Spesifik kromozomal bolgelerin hipometilasyonunun, kromozomal instabiliteye
neden oldugu diisiiniilmektedir. Kromozomal bdlgelerdeki yeniden diizenlenmeler,

kromozom fragmentlerindeki kazang ve kayiptan dolay1 anormal gen dozajlarinin etkisi
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sebebiyle hipometilasyon, malignensilere neden olmaktadir. Normal somatik hiicrelerde
kromozom 1 ve 16 {lizerindeki perisentromerik heterokromatin bdlgeler yogun bir
sekilde metillenmistir. G6glis adenokarsinomalari, ovaryum, epitelyal tiimorler ve

sporadik Wilms tiimoérlerinde bu bolgeler hipometillenmektedir (Sekil 2.7-4) (8,33).

1. Onkogenik nokta mutasyonlari 3. Tiimor supressor genlerin inaktivasyonu
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Sekil 2.7. Kansere neden olabilen DNA metilasyonunun dort farkli mekanizmasi gosterilmistir (8).

2.1.4. Hipermetilasyon

Kanserde hipermetilasyon hipometilasyona gore daha ¢ok calisilmistir ve

karsinogenezteki rolii daha iyi bilinmektedir. Insan tiimérlerinde CpG adaciklarinin
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artmis metilasyonu ilk defa 1986°da rapor edilmistir. Bununla birlikte son yillarda PCR
temelli analizler ile bu konu hakkinda daha ayrintili bilgiler elde edilmistir. Ozellikle
son 5 yildir, tiimor gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi bilinen bir ¢ok gen, metilasyon
degisiklikleri agisindan degerlendirilmistir. Metilasyondan sorumlu oldugu diisiiniilen
bu genler;

-Hiicre siklusunun regiilasyonu (p16™** | p15™*® Rb, p147F)

-DNA tamir sistemi (BRCA1, MGMT(O(6)-metilguanin-DNA metiltransferaz))
-Apoptozis (DAPK (6liimle-iliskili protein kinaz), TMS1 (transmembran segmenti)

-Ilag direnci

-Detoksifikasyon

-Anjiogenez

-Metastaz gibi olaylardan sorumludur (Cizelge 2.1).

Tiimor gelisimi sirasinda CpG adaciklariin hipermetilasyonunun énemi epigenetik
olarak vurgulanmistir ve inaktivasyon, tiimor olusumu sirasinda gen ekspresyonu kaybi
icin primer mekanizmadir. Glutatyon S-transferaz 1 (GSTP) enzimini kodlayan ve
DNA’ya hasar veren maddelerin detoksifikasyonunda gorev alan GSTP1 genidir.
Prostat kanserinde bu proteinin ekspresyon kaybi, timorlerin % 90’indan fazlasinda
gozlenmistir. Hemen tiim vakalarda bu ekspresyon kaybinin, GSTP1 promotoriindeki
hipermetilasyonla iligkili oldugu gosterilmistir. Promotdr hipermetilasyonu ve GSTP1
ekspresyonunun kaybi muhtemel prostat kanserinin gelisimindeki en erken
basamaklardan biridir. Prostatik intra epitelial neoplazi (PIN) lezyonlarinin biiyiik bir
cogunlugunda da goriilmektedir. GSTP1 ekspresyon kaybi, oksidatif DNA hasarinin
artisina neden olmaktadir, bunun sonucu olarak da GSTP1’in detoksifikasyon aktivitesi
kaybolmaktadir. Bu durum prostat tiimorlerinin ¢ogunun baslamasinda anahtar rol
oynamaktadir (34-36).

Hipermetilasyon, losemiler ve diger hematolojik hastaliklarla da iligkilidir.
Kalsitonin, p15™**®, MDR gibi bir cok genin cesitli hematolojik malignensilerde

5'NK48 geni, myelodisplastik

INK4B
5

hipermetilasyona ugradigi saptanmistir. Kalsitonin ve pl
sendromlu  hastalarin = % 65’inde  hipermetilasyona ugramistir ve pl
metilasyonunun azalmis yasam siiresi ve akut myeloid 16semiye tansformasyon ile

iligkili oldugu saptanmustir (Cizelge 2.1). Ayrica p15™“*® metilasyonu, hastalik

14



progresyonunu da belirtmektedir. Bundan dolay1 16semik transformasyonun bir markiri

INK4B
5 )

olarak p1 nin kullanilmasi 6nerilmektedir (9,36,37)

Cizelge 2.1. Kanserde hipermetilasyon gosteren bazi genler (9).

Tiimér gelisiminde . .
Gen fonksiyon kaybinin etkisi Timor tipleri
Rb Hiicre siklusu kontroliiniin kaybi Retinoblastoma
MLH1 Artmig mutasyon orani, ilag direnci Kolon, ovaryum, endometrial, gastrik
BRCA1l Genomik stabilite Meme, ovaryum
E-CAD Hiicre motilitesinde artis Meme, gastrik, akciger, prostat,
kolon, 16semi
APC Atipik sinyal doniisimii Meme, akciger, kolon, gastrik,
0zofagus, pankreatik, hepatoseliiler
P16 Hiicre siklusu kontroliiniin kayb1 Bir ¢ok tiimor tipleri
VHL Protein degradasyonunda degisim Clear-cell renal karsinoma
P73 Hiicre siklusu kontroliiniin kaybi Losemi, lenfoma, ovaryum
RASSFIA Atipik sinyal dontisimii Akciger, meme, ovaryum, bobrek,
nazofarinks
P15 Hiicre siklusu kontroliiniin kayb1 Losemi, lenfoma, gastrik, squamoz,
hiicreli karsinoma, hepatoseliiler
GSTP1 Artmis DNA hasar1 Prostat
DAPK Azalmis apoptosis Lenfoma, akciger
MGMT Artmis mutasyon orant Kolon, akciger, beyin, 6zafagus,
gastrik
APC:adenomatoz poliposis koli; BRCAI: meme kanseri; DAPK: 6liimle iligkili protein kinaz; E-cad:
epitelial kadherin; GSTP1: glutatyon-S-transferaz n-; MLH1: MutL1 homologl; MGMT: O(6)-
metilguanin-DNA metiltransferaz; p15 : p15™K*: p16 : p16™K%%: Rb: retinoblastoma; RASSF1A: ras
iliskili domain ailesi 1A; VHL: von Hippel-Lindau
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2.1.5. Kanserde Hipometilasyon

Malignansilerin bliyiik bir boliimiinde gozlenen metilasyon degisikliklerinin
ikincisi hipometilasyondur. Metastatik hepatoselliiler karsinoma, prostat tiimorleri ve
hematolojik malignansiler gibi solid tiimdrlerde yaygin olarak gozlenirler.
Hipometilasyonun onkogen aktivasyonu, retrotransposon aktivasyonu ve kromozom

instabilitesi gibi ¢esitli mekanizmalarla gelistigi ileri siiriilmektedir (38,39).

2.1.5.1. Onkogen Aktivasyonu

Hipometilasyon, ¢ok sayida genlerde primer kanserlerde bulunmustur. CMYC
ve HDAS gibi onkogenlerdeki hipometilasyon bilinmektedir. Hipometilasyon insan
kanserlerinde MAGE, GAGE, CTAG/LAGE ve SAGE gen ailesinin biiyiik bir
grubunun transkripsiyonel aktivasyonu ile ilgilidir. Bu gen aileleri, X kromozomu
tizerinde lokalize olmus durumdadir ve bunlarin hiicresel fonksiyonlari
bilinmemektedir. MAGE genleri bu grubun oOncii tipidir. Sitozolik T lenfositleri
tarafindan tanman timor spesifik antijenler olarak kodlanan ve ilk kesfedilen gendir.
MAGE tipi genler germline spesifik genlerdir. Bunlar spermatogenik hiicrelerde
metillenmemis olarak bulunur. Fakat biitiin yetiskin somatik dokularda metillenmis
haldedir. Bununla birlikte tiimor gelisiminde bu genlerin rolii olmadig1 gozlenmistir.
Ancak bu sonuglar, DNA hipometilasyonunu takiben spesifik bir genin aktivasyonunun

etkilendigini gostermektedir (40,41).

2.1.5.2. Retrotransposon Aktivasyonu

Insan genomu ¢ok sayida hareket edebilen mobil genetik elemanlar
(retrotransposon) igermektedir. Bu elemanlarin ekspresyonu genellikle DNA
metilasyonu ile suprese edilmektedir. Bununla birlikte insan kanserlerinde,
hipometilasyon ve sonucta bu elemanlarin ekspresyonunun yeniden aktive olmasi

saptanmistir. Bu durum potansiyel olarak retrotransposonlarin hareketine sebep olur ve
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genomda yeni bir bolgeye yerlesmesi insersiyonel mutagenezise yol acar. Bununla
birlikte bu mobil genetik elemanlarin insersiyonundan kaynaklanan bir mutasyon da
olmasma ragmen bu mutasyonlar sik goézlenmez ve tiimor gelisiminde bu gibi

insertsisyonel mutasyonlarin major bir rol oynadiklari tartismalidir (42,43).

2.1.5.3. Kromozomal instabilite

Kromozom aberasyonlar1 kanserde olduk¢a fazladir ve DNA metilasyonunun,
kromozom stabilitesinin kontroliinii etkiledigi ileri siiriilmektedir. Lengauer ve ark.
kolon kanseri hiicre serilerinin metilasyon kapasitelerinin farklilik gdsterdigini ve bu
durumunda hiicre serisinde goézlenen yogun anoploidi ile iliskili oldugunu
gostermislerdir. Arastirmacilar, bu hiicre serilerinde gozlenen kromozom instabilitesi
temel alinarak metilasyon defektlerinin saptanabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu veriler
altinda, DNMT’lerin (DNMT3b) mutasyonun neden oldugu otozomal resesif ICF
sendromunda (immiin yetmezlik, sentromer instabilitesi ve yiiz anomalileri)
demetilasyon ve 1, 9 ve 16. kromozomlarda perisentrik heterokromatik bolgede
instabilite gozlenmektedir. Ayrica 1. ve 16. kromozomda bu bolgelerdeki instabilite ve
hipometilasyon ovaryum, meme ve Wilms tiimoriinde de gézlenmistir. Bununla birlikte
genomik hipometilasyon ve kromozom instabilitesine iliskin net veriler mevcut degildir

ve ICF sendromlu hastalarda timor sikliginda bir artis rapor edilmemistir (44-46).

2.1.6. CpG Adaciklarinin Genis Skalali Metilasyon Analizi

Bugiine kadar CpG adaciklarimin metilasyonuna iliskin yapilan c¢alismalarin
hemen hepsinde, metilasyon i¢in hedeflenen tanimlanmis genler ve aday genler
kullanilmigtir. Metilasyonlu CpG adaciklar1 igeren sessiz genlerin uzun bir listesi
tanimlanmis olmasina ragmen, kanserde CpG adaciklarmin gergek boyutunun
saptanmasi, secilmemis CpG adaciklarinin genis skalali degerlendirilmesini

gerektirmektedir. Bu tiir ¢alismalar i¢in giiniimiizde kullanilan teknikler sunlardir;
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Ilk olarak, Huang ve ark. bir hibridizasyon teknigini, metilasyona spesifik
restriksiyon enzimi ile kombine ederek mikroarray temelli bir teknik gelistirmislerdir ve
bu teknik ile simultan olarak binlerce CpG adaciginin goriintiilenmesini saglamislardir.
Bu teknik, meme kanserinde CpG adaciklarinin fazla oranda metillenmesini agiga
cikarmada kullanilmaktadir ve timor derecesiyle metilasyon korelasyonu da bu yontem
ile gosterilmektedir (47).

Ikinci olarak, Costello ve ark. restriksiyon noktasi genomik goriintiileme
(restriction landmark genomik scanning; RLGS) teknigi olarak bilinen iki boyutlu jel
elektroforezi teknigini temel alarak gelistirdikleri bir teknikle, multipl timor tiplerinde
1000°den fazla CpG adaciginin analizini gerceklestirmiglerdir. Bu teknik ile, cesitli
tiimdr tiplerine spesifik metilasyon olaylar1 da dahil olmak {izere farkli tiimor tiplerinin
ortak metilasyon paternini tespit etmislerdir. Bu yontem temel alinarak ve insan
genomunda yaklasik 30.000 CpG adacigi oldugu varsayilarak arastirmacilar, tek bir
timorde yaklasik 3000 (ortalamasi 400) metilasyona ugramis CpG adacigi oldugunu
saptamislardir (48).

Metilasyonun tiimor-spesifik paterninin tanimlamasina ek olarak RLGS teknigi,
farkli tiimor tiplerinde DNA metilasyonu igin yeni hedef bolgeler tanimlamisdir.
Ornegin medullablastomada ilgili lokustaki metilasyonun durumu hastanin prognozu ile
iligkilidir. Bununla birlikte timor gelisiminde dnceden belirlenmis genlere odaklanan
aday gen caligmalarmin aksine, genis skalali analizler ile yeni metilasyon hedefleri
saptanmig olacaktir. Bu durum o6zellikle tek bir tiimorde bulunan fazla sayida CpG
adaciginin saptanmasi acisindan énemlidir ve bu da atipik metilasyonlu bir ¢ok lokusun
timor gelisiminde 6nemli rol oynayamayacagi anlamina gelmektedir (49-52).

DNA metilasyon analizlerinde ¢ok sik kullanilan bir diger teknik Southern blot
yontemidir. Bu metodda, genomik DNA ayni dizi igin spesifik metilasyon-spesifik ve
metilasyona-spesifik olmayan endoniikleazlarla kesilir (Hpa | ve Mspll gibi). Potansiyel
olarak metilenmis CpG adaciklart i¢in hedef dizinin analizi, uygun restriksiyon
enzimlerinin se¢ilimini izler. Daha sonra restriksiyon fragmentleri, agaroz jel lizerinde
ayrilirlar, ayrilan bu fragmentler bir membrana transfer edilir ve hedef dizi i¢in spesifik
bir probla hibridize edilir. Otoradyografi ile boyutlari tahmin edilen bandlarin varlig

gosterilir. Bunu hedef dizideki metilasyonlariin degerlendirilmesi izler. Southern
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hibridizasyon metodu icin yiiksek molekiiler agirliklt biliylik miktarlarda DNA
gerekmektedir (53).

Restriksiyon enzim PCR yonteminde ise, genomik DNA metilasyona spesifik ve
metilasyona spesifik olmayan restriksiyon enzimlerle baglanir ve sindirilen DNA, hedef
bolge primerler kullanilarak amplifiye edilir. Hedef dizi metillenmis CpG alanlarini
iceriyorsa amplifiye DNA’nin boyutu tahmin edilebilir. PCR’dan 6nce metilasyona
spesifik olmayan endoniiklezlarin kullanimi ile hedef DNA dizisinin metilasyon bolgesi
onemsenmezse olas1 amplifikasyon ger¢eklesmeyecektir. Bu yontemde enzim sindirimi
tam olarak gerceklestirilmelidir. Metillenmis ve metillenmemis hedef bdlgede CpG
alanlar1 varsa, yetersiz sonuglar elde edilecektir. Ama yine de bu teknik hedef dizide
DNA metilasyonunun izlenmesinde ¢ok énemlidir (53).

Bisiilfit DNA dizi analizi, 5-metilsitozin iceren DNA dizileri i¢in genlerin
metilasyon durumlarinin analiz edilmesinde yeni tekniklerin gelismesine neden
olmustur. Bu yontem, ilk olarak Frommer ve ark. tarafindan tanimlanmistir. Bistlfit
DNA dizi analizindeki amag¢ genomik DNA’daki 5-metilsitozinin belirlenmesi esasina
dayanir. Sodyum bisiilfit ile tek zincirli DNA’da, 5-metilsitozin degismeden kalirken
biitiin sitozinler urasile deamine olur. Hedef dizi daha sonra, spesifik primerler
kullanilarak PCR ile amplifiye edilir. Amplifiye olmus DNA dizisindeki biitiin urasil ve
timin residiileri timin olarak saptanirken sadece 5-metilsitozin residiisii degismeden
kalir (Sekil 2.8). Bisiilfit doniisiimiiniin tamamlanmasi olduk¢a Onemlidir. Ciinkii

metilenmis CpG adaciklarina komsu sitozin bisiilfit uygulamasina direng gosterebilir
(8,53).
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Sekil 2.8. Genomik dizide bisiilfit degisimi ile sitozin metilasyonunun belirlenmesi (8).

Metilasyon spesifik PCR (MSP) yontemi, ilk defa Herman ve ark. tarafindan
tanimlanmigtir.  MSP, DNA metilasyon analizinde yayagmn olarak kullanilan
metotlardan biridir. Bisiilfit uygulamasindan sonra, metilenmis ve metillenmemis DNA
arasindaki mevcut dizi farkliliklarindan yararlanilarak yapilmaktadir. Sitozinler, urasile
deamine olur ve sitozinler PCR sirasinda timin gibi replike olur. Primerlerin yerlesimi,
ozellikle ya metilenmis (C) ya da modifiye (T) alanlart iceren dizilerde olur. PCR
sonrasi, amplifiye edilmis olan DNA, metilenmis ya da metillenmemis diziler icin
spesifik primer ¢iftiyle elde edilir. MSP, DNA’nin bir bolgesindeki metilasyonun
varliginin saptanmasinda kullanilan hizli ve kaliteli bir metoddur. Primerlerin dikkatli
secilmesi ¢ok onemlidir. Ciinkii metil ve unmetil primer ¢iftlerinin her ikisi ile yanlis
pozitif sonu¢ elde edilebilir. Genomik DNA’nin tamamlanmamis bisilfit
modifikasyonu, metilenmis sitozin i¢in yanlis pozitif sonu¢ vermesine neden olabilir
(53).

Metilasyona-hassas tek niikleotid primer uzamasi, anormal allellerde
mutasyonun belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bisiilfit uygulamasi ve modifiye DNA
icin spesifik primerler ile hedef dizinin amplifikasyonundan sonra, amplifiye DNA
metilasyona hassas tek niikleotid primer uzama reaksiyonu i¢in bir kalip olarak

kullanilir. Tek niikleotid uzamasi reaksiyonunda kullanilan primerler, metilasyon
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bolgesini taniyan baglama bolgesinden sadece bir niikleotid Oncesine gore dizayn
edilmektedir. Saflagtirilmig amplifiye DNA radyoaktif dCTP ya da dTTP ve DNA
polimeraz ile inkiibe edilir. Eger hedef bolge metillenirse, bir sitozin (C) niikleotid
uzamasi sirasinda birlestirilmektedir. Eger bolgede metillenme yoksa, sitozin yerine
timin (T) birlestirilir. Primer dizayn1 ve DNA’nin tam modifikasyonu, yapilan

analizlerde iyi sonuglar elde edilmesi i¢in dnemlidir (53).

2.1.7. Kanserin Erken Tanisinda DNA Metilasyonu

CpG adaciklarinin artmis metilasyonu, kanserin erken tanisi icin gelistirilen
teknikler arasinda en cazip markirdir. DNA metilasyonunun 3 anahtar 6zelligi, bu amag
i¢cin kullanilacak en iyi tiimor markir1 oldugunu gostermektedir. ilk olarak kanserde bir
cok CpG adaciginda metilasyon orani artmaktadir. Ancak normal dokularda bu oran ¢ok
nadirdir ya da hi¢ metillenme olmaz. ikinci olarak, gen icerisinde bir ¢cok noktada
meydana gelebilecek olan genetik mutasyonun aksine DNA metilasyonundaki
degisimler, genin bir ¢cok spesifik noktasinda meydana gelen transkripsiyonun kaybi ile
iliskilidir. Ugiincii olarak, PCR temelli tekniklerin gelisimi ile (6zellikle metilasyona
spesifik PCR), serum ve tiikiiriik gibi ¢ok kiigiik miktarlarda sivilardan izole edilen
timor kaynakli DNA oOrneklerinde, metilasyon bozukluklart ¢ok kisa siirede
saptanabilmektedir. Hastalarin serumunda tiimor kaynaklit DNA’nin ekstrakte edilmesi,
cesitli timor tiplerinde (kolon, bas, yanak ve akciger kanserleri gibi) timore spesifik
metilasyon degisiklerini basarili bir sekilde tanimlanmasini saglamaktadir. Ayrica gesitli
tiimor tiplerindeki metilasyon anomalileri, prostat kanseri i¢in sperm, meme kanseri i¢in
duktal lavaj ve bas-yanak kanserleri i¢in tiikiiriik gibi belirli 6rneklerden izole edilen
timor-spesifik DNA 6rneklerinin kullanimi ile saptanabilmektedir (54,55).

Bu uygulamanin potansiyel bir problemi, yasa bagli metilasyon olasiligidir.
Yapilan caligmalarda, Ostrojen reseptor geni ya da IGF2 (insulin-like growth factor 2)
gibi birgok genin promotdr metilasyonunun, normal dokularda saptandigi ancak bu
metilasyonun yasla birlikte arttigi gosterilmistir. Bununla birlikte tiim genler, yasla

iliskili metilasyon siiphesi gostermemektedir (56,57).
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2.1.8. DNA Metilasyonu ve Yeni Terapotik Stratejiler

Kanser gelisimi ile ilgili ¢ok sayida hedef gen, aberant DNA metilasyonu ile
inaktive olmaktadir. Bu prosesin inhibitoleri kanser terapisinde potansiyel olarak ilgi

cekmektedir (Cizelge 2.2) (53).

Cizelge 2.2. Aberant DNA metilasyon ile sessizlesen genler ve insan timoér hiicre serilerinin 5-aza-2'-
deoksisitidin ile aktivasyonu (53).

5-Aza-2'deoksisitidin
Gen aktivasyonu Referans
Tiimor Supressor
p15™K*B(siklin kinaz inhibitorii) + Herman ve ark.,1996
INKAA, 1 1e 1o e e Otterson ve ark., 1995;
pl6 (siklin kinaz inhibitorii) + Merlo ark., 1995
p73 (p53 homoloji) + Corn ve ark.,1999
ARF/INK4A + Robertson ve Jones., 1998
Wilms Timor + Laux ve ark., 1997
von Hippel Lindau(VHL) + Herman ve ark., 1994
. . . Cote ve Momparler, 1997,
Retinoik asit reseptor-B(RARP) + Coté ve ark., 1998
Ostrojen reseptdrii + Ferguson ve ark., 1995
Androjen reseptorii + Jarrard ve ark., 1998
Mammary-derived growth inhibitér + Huynh ve ark., 1996
Hipermethylated in cancer (HIC1) yapilmadi Ahuja ve ark., 1997
Retinoblastoma yapilmadi Ohtani-Fujita ve ark., 1993
Invasyon/metastazis supressor
E-cadherin + Graff ve ark., 1995
TIMP-3 + Bachman ve ark., 1999
mts-1 + Tulchinsky ve ark., 1995
CD-44 + Verkaik ve ark., 1999
DNA tamiri/detoksifiye karsinogenler
Metilguanin metiltransferaz + Qian ve Brent., 1997
Herman ve ark., 1998;
AMLH1 * Deng ve ark., 1999
Etseller ve ark., 1992;
Glutatyon S-transferaz yapilmadi Millar ve ark.,1999
Dobrovic ve Simpfendorler, 1997;
BRCA-1 yapimadi Mancini ve ark., 1998
Anjiogenezis inhibitorii
TSP-1(Trombosspondin-1) + Li ve ark., 1999
TIMP3 + Bachman ve ark., 1999
Tiimor antijen
Weber ve ark., 1994;
MAGE-1 " Coral ve ark., 1999

Genetik modifikasyonlardan farkli olarak epigenetik degisimler geri

doniisiimlidiir. Cesitli klinik denemelerde, azasitin, histondeasetilaz inhibitorleri ve
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fenil biitirat gibi terapdtik ajanlarin hematolojik ve solid tiimorlerde suskun genleri
tekrar aktif hale getirdigi gosterilmistir. Metilasyonu hedefleyen ve yaygin olarak
kullanilan ajanlar; azasitidin (5-azasitidin), desitabin (5-aza-2'deoksisitidin) ve dihidro-
5-azasitidin’dir. Deoksisitidin tiirevleri olan bu ajanlar, pirimidin zincirinin 5.
pozisyondaki bazi modifikasyonlarla meydana gelmislerdir. Diger ajanlar zebularin ve
antisense oligoniikleotidler icermektedirler (3).

5-aza-2'-deoksisitidin, DNA metiltransferazin etkili ve spesifik bir inhibitoriidiir.
Aberant metilasyon ile suskunlasan tiimor supressor genlerin 5-aza-2'deoksisitidin ile

aktivasyonu sekil 2.9’da gosterilmistir (53).

CpG-CpG
TUMOR BASKILAYICI GEN aktif

rastlantisal metilasyon

CH; CH;
CpG-CpG
PROMOTER TUMOR BASKILAYICI GEN inaktif
5-AZA-CdR
CpG-CpG
PROMOTER TUMOR BASKILAYICI GEN aktif

Sekil 2.9. Tiimdr supressor geninin promotdr bolgesinin tesadiifi metilasyonu ile ekspresyonunun
inaktivasyonunu gdsteren model. 5-aza-2'-deoksisitidin tedavisi ile gen ekspresyonu yeniden aktive
olmaktadir (53).

5-aza-2'deoksisitidin, hiicre diferansiyasyonunu da indiiklemektedir ve bu
nedenle ¢ok sayida hematopoietik hastaligin tedavisinde de kullanilmaktadir. Klinik
denemeler, solid timorlerde 5-aza-2'deoksisitidine yanitin % 10’dan daha az oldugunu

gostermistir. Ancak hematolojik malignensilerde daha basarili sonuglar elde edilmistir.
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Kanserde 5-aza-2'deoksisitidin kullanimi, toksik etkisinden dolayr smirli olmakla
birlikte diger ilaglarla birlikte kombine olarak kullanilmaktadir (9,53).

Histon deasetilazlarin aktivitesi de, metillenmis dizilerin transkripsiyonel
represyonunda olduk¢a 6nemlidir (9).

DNA metilasyonunu inhibe etmede kullanilan bir diger yontem, antisense
oligoniikleotid kullanimidir. DNMT1 mRNAya kars1 direkt olarak kullanilan antisense
oligontikleotidler, DNMT1 protein diizeyinde azalmaya neden olmakta, insan timor

hiicrelerindeki p16"™K*

timor supressor geninin ekspresyon ve demetilasyonunu
indiiklemekte ayni zamanda fare modelinde timor biiylimesini inhibe etmektedir. Bu
molekiil, Faz I klinik denemelerinde kullanilmaktadir ve bu molekiliin antitiimor
aktivitesi oldugu gosterilmistir. Gelecekte bu ajan bas ve yanagin skuamoz karsinomast

ile renal hiicre karsinomasinda da kullanilacaktir (9).

2.2. Lenfoma

Lenfomalar, lenfoid doku kokenli hiicrelerin yani lenfositler, makrofajlar,
bunlardan tiiremis olan hiicrelerin malign neoplazileridir. Yani bu kanserler
viicudumuzdaki bagigiklik sistemi elemanlarinin anormal ¢ogalmasi sonucu gelisir.
Lenf sistemi bagisiklik sisteminin bir pargasidir ve viicudun hastaliklar ve
enfeksiyolarla savasmasina yardimci olur. Lenfatik sistem ince lenf damarlarinin
olusturdugu ve kan damarlar1 gibi dokulara ulasan ve biitiin viicudu saran bir ag
olusturmaktadir. Lenf damarlar1 renksiz bir sivi olan lenf sivisi tasir. Lenf sivisi
enfeksiyonlarla savasan ve lenfosit adi verilen hiicreler igerir. Bu damarlar ag1 iginde
lenf bezleri ad1 verilen kiiglik organlar mevcuttur. Lenf bezleri kiimeler halinde, baslica
koltuk alt1, kasikta, boyunda, gégiiste ve karinda bulunurlar. Dalak, timus, bademcikler
ve kemik iligi de lenf sisteminin birer pargasidir. Lenf dokusu ayrica mide, barsaklar ve
deri gibi bedenin diger boliimlerinde de bulunur (58).

Iki genis lenfoma tiirii vardir:
1. Hodgkin Lenfoma (HL)
2. Non-Hodgkin Lenfoma (NHL)
Genel olarak lenfomalarin % 60’11 NHL, % 40’11 HL olusturur.
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2.2.1. Hodgkin Lenfoma

Hodgkin lenfoma (HL), 1832 yilinda Sir Thomas Hodgkin tarafindan tanimlanmaistir.
Primer olarak lenfoid dokularla iligkilidir. Hemen hemen her zaman bir tek
gangliyondan ya da gangliyon zincirinden kaynaklanir ve karakteristik olarak anatomik
acidan iliskili gangliyonlara yayilir. Lenfomalarin her iki tipide lenfoid dokudan kdken
almasma ragmen, hodgkin lenfomalarda retikiiloendotelial hiicrelerin bir grubu olan
histiyositlerde anormal bir farklilagsma goriilir. Histiyositler anormal derecede
bliylimiistiir. Lenf nodlarinda normal hiicrelerin yerini alan bu hiicrelere “Reed-
Stenberg hiicreleri” ad1 verilir (Sekil 2.10). Hodgkin lenfomanin Rye siniflamasina gore
dort alt tipi vardir:

1) lenfosit baskinligi, 2) mikst selliilarite, 3) lenfositten fakirlilik, 4) nodiiler

skleroz.

Hodgkin hastaliginin histolojik tanisinda mutlaka aranilan sart Reed-Stenberg
(RS) hiicresidir. Fakat bu her ne kadar gerekli olsada Hodgkin hastaligi i¢in spesifik
degildir. Ciinkii bu hiicreye, bazen enfeksiyoz mononiikleoz, mikozis fungoides ve
nadiren NHL’larda ve diger baska hastaliklarda da rastlanmaktadir. RS hiicresi genis,
genellikle hafif eozinofilik bir sitoplazmaya sahiptir ve cap1 15-45 nm arasinda
degismektedir. Bu hiicre ya multilobiiler bir niikleusa sahip olmasiyla ya da biiyiik
yuvarlak belirgin niikleollere sahip bir multiniikleer bir hiicre olmasi ile ayirt edilir. Asil
karakteristik ozelligi ise, ¢evresinde berrak bir alan bulunan, biiylik asidofilik bir
niikleole sahip, birbirinin ayna goriintlisii olan iki adet niikleusu olmasidir. Niikleer
membran belirgindir. Tedavi se¢imininin ve prognozun hastaligin yayilimi ile yakindan
iligkili oldugu i¢in hodgkin lenfomada evreleme ¢ok biiyiik bir klinik 6éneme sahiptir

(59,60).
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Sekil 2.10. Hodgkin Lenfoma’nin karakteristik Reed-Stenberg hiicresi ve onu ¢eveleyen mononiiklear

varyantlar (59).

2.2.2. Non-Hodgkin Lenfoma

Non-Hodgkin Lenfomalar, lenfoid dokudan koken alirlar ve genellikle lenf
ganglionlarinda (% 65) ya da daha az siklikla parenkimal organlarin lenfoid dokularinda
(% 35) gelisirler. NHL, biyolojik, morfolojik, klinik ve genetik 6zellikleri farkli olan
tiimorlerin heterojen bir grubunu olusturur (59,60).

Biitiin tiplerinin, lenf ganglionlarina ve viicuttaki diger organlar ozellikle
karaciger, dalak ve kemik iligine yayilma potansiyeli bulunmaktadir. Baz1 vakalarda,
kemik iligi tutulumunun ardindan prolifere olan hiicreler periferik kana yayilarak 16semi
benzeri bir tabloya neden olurlar. Kemik iliginden koken alan lenfoid hiicrelerin
16semisi ise lenf ganglionlarini infiltre ederek lenfoma benzeri bir histolojik goriiniime
yol acabilirler. Bu nedenle bazi vakalarda lenfoid 16semi ve NHL arasindaki ayrim
oldukca zordur (59).

Biitiin immiin sistemler gibi NHL’lar da T hiicrelerinden, B hiicrelerinden ya da
histiyositlerden koken alir. Timoriin kaynaklandigi hiicre tipi, genellikle tiimor
hiicrelerinin fenotipik ve molekiiler 6zelliklerine dayanarak saptanir. NHL larin ¢ogu B
hiicre kokenlidir, geri kalanin biiylik bir kism1 ise T hiicre tiimorleridir. Histiyosit ve
makrofaj kaynakli tiimorler oldukca nadir goriiliir. T ve B hiicre diferansiasyon
asamalarindan birinde kalmis olan hiicreleri igerirler (Sekil 2.11). Bu sekil aym

zamanda T ve B hiicreleri arasinda ayrim yapabilmeyi saglayan, tlimorlerin alt
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gruplamasinin yapilmasinda da yararli olabilecek genotipik ve fenotipik 6zellikleri de
gostermektedir. CD2, CD3, CD4, CD7 ve CD8 T hiicrelerini ve bu hiicrelerin
tiimdrlerini tanimada yararlidir. CD10, CD19, CD20 ve yiizey immunoglobiilin (Ig) ise
B hiicre belirleyicileridir. Bunlara ek olarak CD16 ve CD56 NK hiicre belirleyicileri
iken, CD13, CD14, CD15 ve CD64 myeloid hiicre antijenleridir. CD34 pluripotent kok
hiicrelerinde eksprese edilir ve en erken donem lenfoid ve myeloid oncii hiicrelerde

bulunur (Sekil 2.11) (59).

B-hiicre | ERKEN B ONCULU | PRE-B |  BHUCRESI [PLAZMAHUCRESI
serisi
CD19 DR CcD19 CcD19 DR i cD19
L’"'°"’ D34 cD10 cD10 cD20 0021 ‘
kok hucre
_—lg agyn;::n;::lenn zmlga r?gr':\t g?\fgen Ig agir- ve hafif zincirlerin
disahlenmost duzen||er)1lme|5| yeniden dizenlenmesi
‘ cD3
TCRyve B TCR B ve o :
K R e Sihaitann yeniden zincirlerin yeniden
dizenlenmesi dizenlenmesi
CD5 CD2 CD5 CD2
@ @ @ @/ &
CD34 CD7
CD4
Helper-inducer
“HUCRE s ’ OLAGAN i .
Ts’-|Eijq(i:si I ERKEN TIMOSITLER TIMOSITLER I MATUR T HUCRELERI

Sekil 2.11. B ve T hiicre diferansiasyonunda meydana gelen fenotipik ve genotipik degisikliklerin
sematik resmi. Baz1 CD4+ CD8+ olup (olagan timositler) ayni zamanda CD3’de eksprese eden hiicreler
gosterilmistir. CD; cluster designation (grup isareti); TdT, terminal deoksiniikleotidil transferaz; Ig;
immunoglobiilin; TCR, hiicre reseptorii; DR, HLA-sinif II antijenleri (59).

2.2.3. NHL’1arin Stmiflandirilmasi

Lenfomalar, bugiine kadar siiflamasi en sik degisen neoplasmlart olusturur.
1966 yilinda Rapaport, 1974 Lukes/Collins, 1982 Working Formulation, 1994
Yenilenmis Avrupa-Amerika Lenfoid Neoplazm (R.E.A.L) ve 2001 World Health

Organization (WHO) siniflamasi en ¢ok adindan s6z edilen siniflamalardir (61).
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2.2.3.1. Yenilenmis Avrupa-Amerika Lenfoid Neoplazm (REAL) ve World Health
Organization (WHO) Siniflamasi

1994’te REAL simiflamasinda lenfoid maligniteler morfolojik, immiinolojik ve
genetik tekniklerle B-hiicreli, T hiicreli ve Hodgkin hastaligi olarak 3 kategoride
tanimlanmistir. 2000 yilinda WHO siniflamasi lenfomalar1 gelismis morfolojik ve
immiinolojik ve genetik tekniklerle B-hiicreli ve T-hiicreli olarak yeniden
tanimlanmistir.  WHO simiflamasi, diinyada hematopatoloji ve klinik onkoloji
konusunda deneyimli otorlerin morfolojik, klinik, immunolojik ve genetik verileri
dikkate alarak olusturduklar1 konsensus sonucu ortaya konmus ve halen gecerliligini

stirdiiren son siniflamadir (61).

2.2.3.2.Working Formulation (WF)

Bu sisteme gore lenfomalar klinik ve biyolojik 6zellikleri farkli olan {i¢ grupta
toplanmislardir; WF en yaygin kullanilan simiflandirmadir. Immiinolojik tiplendirme
dikkate alinmamistir. Hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine dayanir (61,62).

I- Low grade (Diisiik dereceli)
A-Kiictik lenfositik
B-Follikiiler, kiiciik ¢entikli hiicre hakimiyeti
C-Follikiiler, kiigiik ¢entikli ve biiytik, karisik hiicreli
1. intermediate grade ( Orta dereceli)
D-Follikiiler, biiyiik hiicre hakimiyeti
E-Diffliz, kiiciik ¢entikli hiicreli
F-Diftiiz, kii¢iik ¢entikli ve biiyiik, karisik hiicreli
G-Diftiiz, biiyiik hiicreli
I1l. High grade (Yiiksek dereceli)
H-Biiytik hiicreli, immiinoblastik
I-Lenfoblastik
J-Kiiciik ¢entiksiz hiicreli Burkit ve Burkit dis:
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2.2.3.3.Histopatolojik Siniflandirma

Non-Hodgkin lenfomanin siniflandirilmasinda hastaligin 3 esas o0zelligi
vurgulanmistir. Lenfomanin mikroskop altindaki incelemelerine (morfoloji), hiicreler
tarafindan tasiman ylizey markirlarina (immiinoloji), lenfoma hiicrelerindeki mevcut

kromozomal degisimlere gore (sitogenetik) (59).

2.2.4. NHL Tipleri

2.2.4.1. Kiiciik Lenfositik Lenfoma

Biitiin NHL’larin yaklasik % 4’tinii olusturan kii¢iik lenfositik lenfoma (SLL)
folikiiler bir yapisi olmayan tek diisiik dereceli lenfomadir (59).
Morfoloji: Hiicreler, koyu boyanan yuvarlak niikleuslari, dar sitoplazmalar1 ve boyut
farkliliklar1 olmamasi ile kiiglik, uyart almamis goriiniimli hiicrelerdir (Sekil 2.12).
Mitoz ender olarak goriiliir ve ¢ogu vakada kemik iligi tutulumu vardir. Hastalarin
% 40’inda neoplastik hiicreler kana yayilir ve kronik lenfositik 16semi benzeri bir
tablonun ortaya ¢ikmasina neden olurlar. SLL, hem klinik hem de morfolojik olarak
kronik lenfositik 16semi ile ve bazen de Waldenstrom Makroglobiilinemisi ile ortiisen

ozelliklere sahiptir (59).
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Sekil 2.12. Kiigiik lenfoblastik lenfoma. Tiimor hiicreleri matiir, uyar1 almamis lenfositlere benzeyen
koyu boyanan yuvarlak niiveli, dar sitoplazmali hiicrelerdir. Bunlar ¢ok az boyut farki gosterirler (59).

Immiinfenotip: SLL’lerin yaklasik % 90’1 yetiskin B hiicrelerinden olusan tiimérlerdir.
Bu nedenle, yiizeylerinde IgM (ylizey immiinoglobiilin D ile birlikte ya da onsuz) ve
pan-B hiicre antijeni CD19 igerirler. Ayrica tiim T hiicrelerinde bulunan ve normal B
hiicrelerinin nadiren igerdigi bir antijen olan CD eksprese ederler. SLL’li hastalarin
yaklasik % 10’unda T hiicreli tiimdr bulunmaktadir (59).

Klinik Ozellikler: SLL (onunla iliskili kronik lenfositik 15semi) primer olarak ileri yas
grubunda goriiliir. Hastalarda, jeneralize lenfadenopati, beraberinde hafif ya da orta
dereceli karaciger ve dalak biiylimesi goriliir. Eslik eden semptomlar hafiftir ve
genellikle uzun bir sag kalim siiresi vardir. Hastalarin sik olarak hipogamaglobulinemisi
oldugundan enfeksiyona egilimlidirler. Bazi hastalarda ise otoimmiin hemolitik anemi

ya da trombositipeni izlenir (59).

2.2.4.2. Folikiiler Lenfoma

Folikiiler lenfoma, Amerika ve Avrupa’da biitliin NHL’larin % 35-40'in1 eriskin
B hiicre lenfomalarinin % 75-80’ini olusturmaktadir (63).
Morfoloji: Folikiiler lenfoma, bir folikiil merkez hiicrelerinden olusur. Santrositler ve
santroblastlardan olusan lenfomalarin % 90’inda en azindan kismen folikiiler patern

vardir (63).
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Bunlar lenfoid folikiillerdeki normal antijen ile uyarilmig B hiicrelerine benzer
hiicrelerden olusan B hiicreli tiimoérlerdir. Degisik oranlarda normal folikiil merkezi
hiicreleri igerirler. Folikiiler kiiglik ¢entikli lenfoma, folikiiler NHL larin en sik goriilen
tipidir. Bu tipte neoblastik B hiicreleri normal lenfositlerden biraz daha biiyiik boyutlu
icerdigi belirgin girintiler ve kivrimlar nedeniyle koseli “gentikli” goriinimde bir
niikleusa sahip hiicrelerdir (Sekil 2.13). Niikleer kromatin kaba ve yogunlagmis
yapidadir ve niikleolus belirgin degildir. Mitoz seyrektir. Kiigiik g¢entikli hiicreler
yaklasik olarak esit sayidaki biiylik hiicrelerle karisik bulunurlarsa, bu tiimorler folikiiler
mikst kiiclik c¢entikli ve biiyiik hiicreli olarak adlandirilirlar. Biiylik hiicreler kiigiik
lenfositlerin ii¢ dort kati biiyiiklilkte olup niikleol igeren vezikiiler niikleuslara

sahiptirler. Niikleer membranda girintiler olabilir ya da olmayabilir (59).

Sekil 2.13. Folikiiler kiiciik ¢entikli hiicreli lenfoma. Neoplastik lenfositler normal lenfositlerden hafif
biiyiiktiir. Ancak niikleer kontiir girintili ¢ikintilidir (59).

Immiinfenotip: Folikiiler lenfomada neoblastik hiicreler yiizey Ig ve tek hafif zincir
pozitiftir. B hiicre iliskili antijenler (CD19, CD20, CD22, CD79a) ve BCL2, CD10,
BCL6 pozitiftir. CD5 ve CD43 negatiftir, ancak diffliz alanlar iceren derece 3 olgular
CD43 pozitif olabilirler (63).

Klinik Ozellikler: Daha ¢ok yaslh kisilerde goriilmektedir. Erkeklerde ve kadinlarda
esit olarak rastlanirlar (63). Hastalik siklikla genel olarak goriilen agrisiz lenfadenopati

ile kendini gosterir. Hastalarin % 10’u B semptomlar ile bagvurur. Nodal bdlgelerde
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tutulum yaygindir. Bunun yani sira dalak ve kemik iliginde de tutulum s6z konusudur.
Kemik iligi biyopsisi hasalarin % 40’da pozitiftir (60). Hemen hemen biitiin hastalarda,
tiimor hiicrelerinde karakteristik translokasyon t(14:18) goriiliir. Kromozom 18’deki
kirilma noktasi anti-apoptoz geni olan bcl-2’nin haritalandigi  18q21°dedir. Bu

translokasyon bcl-2’nin fazla ekspresyonuna neden olur (59,60,62).

2.2.4.3. Mantle Hiicreli Lenfoma

Bu tiimorler Working formulation tarafindan tanimlanmislardir. Mantle hiicreli

lenfomalar, lenfoid folikiillerin merkezinden degil mantle bolgesinden kaynaklanan B

hiicre tiimorleridir (60).

Sekil 2.14. Mantle Hiicreli Lenfoma. Timér hiicreleri normal lenfositlerden biraz daha biiyiik boyutlu,
diizensiz ¢entikli ve yuvarlak niikleusa sahiptir (59).

Morfoloji: Mantle hiicreli lenfomalar, lenf gangliyonunda difiiz paternde bir tutulum
sergilerler. Ttiimor hiicreleri normal lenfositlerden biraz daha biiylik boyutlu, diizensiz,
centikli ve yuvarlak niikleusa sahip hiicrelerdir. Niikleoller belirgin degildir; bu nedenle,
histolojik olarak kiiclik ¢entikli hiicreli lenfomalara ¢ok benzerler, nadir olarak folikiiler

lenfomalara benzerler (Sekil 2.14) (59,60).
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Immiinfenotip: Tiimér hiicreleri, yiizeylerinde IgM ve IgD, CDI19, CD20 ve CD22
gibi B hiicre antijenlerini eksprese ederler (63). CD10 negatifligi ve CD5 pozitifligi ile
folikiil merkez hiicrelerinden ayirt edilebilirler (59,60).

Klinik Ozellikler: Mantle hiicreli lenfoma tiim olgularm % 5’ini olusturur (64). Bu
tiimdrler daha cok yash erkeklerde goriiliirler. Lenf gangliyonlarina ek olarak dalak,
Waldeyer halkasi, kemik iligi, gastrointestinal yol gibi ekstranodal bolgeler de tutulur.
Agresif tiimorler olup, tedavi miimkiin degildir. Ortalama yasam siiresi 3-5 yildir.
Hiicreler hiicre siklusu diizenleyicisi olan siklin D;’1 kodlayan genin aktive olmasina yol

acan karakteristik t(11;14) translokasyonunu gosterirler (59).

2.2.4.4. Diffiiz Biiyiik Hiicreli Lenfoma

Bu klinikopatolojik grup, ¢esitli klinik alt gruplara ayrilir. Diffiiz mikst kiigiik ve
biiylik hiicreli ve diffiiz immiinoblastik lenfomalar fenotipik ve histolojik olarak
heterojen bir grup olusturmalarina ragmen, bu tiimorlerin ¢esitli ortak klinik 6zellikleri
ve agresif bir dogal gidisleri vardir. NHL’larin yaklasik % 50’sini olustururlar (59,60).
Morfoloji: Bu gruptaki iki tiimor (difiiz mikst ve difiiz biiyiik hiicreli) folikiiler mikst
ve folikiiler biiylik hiicreli lenfomalarin diffiiz tipleri olarak kabul edilebilirler. Bu
timorler ya kiiciik centikli ve biiyilik hiicrelerin bir karisimindan ya da baskin olarak
biiylik hiicrelerden olusurlar. Mikst tiimorlerin kiigiik centikli hiicre komponenti
folikiiler kiigiik centikli lenfomalarda tanimlanan hiicrelere benzerlik gostermektedir.
Biiyiik ¢entikli hiicrelerin niikleuslar1 diizensiz, girintili ¢ikintili  ve normal
histiyositlerin niikleuslarindan daha biiyiiktiirler. Niikleer kromatin daginik olup,
niikleolus belirgin degildir. Sitoplazma dar ve soluktur. Biiylik centiksiz hiicreler,
normal lenfositlerin 4 kati1 biiyiikliikte, yuvarlak oval niikleuslu ve bir ya da iki

niikleolusa sahip hiicrelerdir (Sekil 2.15) (59,62).
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Sekil 2.15. Difiiz biiyiik hiicreli tip. Tiimor hiicrelerinin biiyiik niikleuslu, belirgin niikleollu ve daha
biiyiik boyutlu oldugu izleniyor (59).

Immiinfenotip: Bu lenfomalar immiinolojik olarak heterojendirler. Cogu B hiicre
kokenlidir. Yaklasik % 15’inde T hiicre kaynakli olduklarin1 gdsteren T hiicre yiizey
belirleyicileri ve yeniden yapilanmis T hiicre reseptor genleri mevcuttur. Nadir
timorlerde ise makrofaj belirleyicileri goriiliir (53). DLBL siklikla Ig ve CD45’in yani
sira bir ya da daha fazla B hiicre antijenlerini (CD19, CD20, CD22, CD79a) eksprese
eder (58).
Klinik Ozellikler: Cogunlukla yashi insanlarda goriilsede, folikiiler lenfomalardan
farkli olarak yas cercevesi daha genistir ve diffiiz biiyiik hiicreli NHL’lar cocukluk cag1
lenfomalarin yaklasik % 20’sini olustururlar (59,62).

Folikiiler lenfomali hastalardan farkli olarak, bu tiimorlere sahip hastalarda
siklikla tek nodal ya da ekstranodal bir bolgede hizli biiyliyen semptomatik bir kitle
mevcuttur. Hastalarin % 30’unda t(14;18) translokasyonu ve bcl-2 geninin yeniden

yapilanmas1 mevcuttur (64).

2.2.45. Lenfoblastik Lenfoma

Bu yiiksek dereceli tiimor, yetiskin donem NHL’larinin % 4’tinii, ¢ocukluk
donemi NHL’larin ise % 40’11 olusturur. Bu tiimo6r T hiicreli akut lenfoblastik lenfoma

(T-ALL) ile yakindan iligkilidir (59).
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Morfoloji: Tiimdr hiicreleri boyut bakimindan hafif benzerlik gosterirler. Hiicreler dar
sitoplazmalara, kiiciik lenfositlerinkinden biraz daha biiylik niikleuslara sahiptirler.
Niikleer kromatin ince noktalanmalar gosterir ve niikleolus yoktur ya da belirgin
degildir. Baz1 vakalarda niikleer membran derin yariklanmalar gostererek niikleuslarda
par¢alanmis (lobuler hale gelmis) bir goriinlime yol agar. Yiiksek mitotik aktivite ve
arada bening makrofajlarin neden oldugu “yildizli gokyiizi” manzarasi tipik olarak

goriiliir (Sekil 2.16) (59).

CD20

Sekil 2.16. Lenfoblastik tip. Hiicreler dar sitoplazmalara, kiiciik lenfositlerden biraz daha biiyiik
niikleuslara sahiptirler (59)

Immiinfenotip: Tiimér hiicreleri timiis i¢i T lenfositlerine benzerler. Cogu vakada CD7
ve CD3 pozitiftir. Primitif lenfoid hiicrelerin igerdigi bir enzim olan terminal
deoksiniikleotidil transferaz tiim vakalarda pozitiftir (59).

Klinik 6zellikler: Lenfoblastik lenfoma daha ¢ok 20 yas altindaki erkeklerde goriiliir.
Hastalarin % 50-70’inde goriilen belirgin bir mediastinal kitle varligi son derece
karakteristiktir ve timoriin timus orjinli oldugunu isaret eder. Hastalik hizl bir ilerleme
gosterir; kemik iligine buna bagli olarak kana ve meninkslere erken yayilim T-ALL’ye
benzer bir tablonun ¢ikmasina neden olur. Prognoz genellikle kétiidiir. ALL’ye etkili
olan protokoller ile agresif olarak yapilan tedavi ¢alismalarinda umut verici sonuglar

gbzlenmistir (59).
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2.2.4.6. Kiiciik Centiksiz (Burkit) Lenfoma

Burkit lenfoma, NHL’larin en agresif tiplerinden biridir. Afrika’nin bazi
bolgelerinde endemik, Amerika Birlesik Devletlerinin de dahil oldugu diger bolgelerde
sporadik olarak goriiliir. Afrika’da nonendemik olan tipler histolojik olarak birbirleriyle
aynidir; fakat arada klinik ve virolojik farklar mevcuttur (59,60).

Morfoloji: Timdr hiicreleri, monoton, kiigiik lenfosit ile biiyiikk c¢entikli
hiicrelerin boyutlar1 arasinda degisen orta boyutlarda, yuvarlak oval niikleuslu, ikiden
bese kadar degisen sayida niikleole sahip hiicrelerdir (Sekil 2.17). Niikleer boyut, timor
icerisindeki bening makrofajlarin ki kadardir. Ortalama miktarda, soluk bazofilik ya da
amfofilik olan sitoplazmalar, yogun olarak pironinofiliktir ve siklikla kii¢iik, lipid dolu
vakuolleri igerirler. Yiiksek mitotik aktivite ve sik hiicre oOlimi bu tiimdriin
karakteristik 0zellikleridir. Sik hiicre 6liimii nedeniyle niikleer debris igeren ¢ok sayida
makrofaj mevcuttur. Bu bening makrofajlar genellikle berrak bir bosluk tarafindan

cevrelendiklerinden “yildizli gokyiizii” manzarasina neden olurlar (59).

Sekil 2.17. Burkit tipi. Tiimor hiicreleri ve niikleuslar1 hafif uniform oldugundan tiimére monoton bir
goriiniim verirler. Yiiksek mitotik aktivite ve belirgin niikleollere sahiptir. Arada soluk boyanan normal
makrofajlarin neden oldugu “yildizli gokyiizii” yapisi mevcuttur (59).
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Immiinfenotip: Bu tiimérler yiizey IgM’leri ve CD19 gibi pan-B hiicre belirleyicileri
ve CD10 antijeni eksprese eden B hiicre tiimorleridir (60).

Klinik ozellikler: Hem endemik, hem de Afrika dis1 vakalar ¢ocuklarda ve geng
yetigkinlerde goriiliirler. Bunlar Amerika Birlesik Devletleri’nde c¢ocukluk c¢agi
NHL’larmin yaklasik % 30’unu olustururlar. Hastaligin her iki formuda nadiren lenf
gangliyonlarindan kaynaklanir. Afrikali hastalarda maksilla ve mandibula tutulumu
gozlenmektdir. Bunun yaninda abdominal tiimorler (barsak, retroperiton, overler) ise
Kuzey Amerika’da daha yaygindir. Losemik transformasyon 6zellikle Afrika
vakalarinda nadirdir. Yiiksek dereceli bir tiimér olan Burkit lenfoma insan

neoplazmalar1 arasinda en hizli biiyliyenidir (59).

2.2.5. Diger NHL ’lar

2.2.5.1. MALT Lenfoma

Bu tiimor, ekstra nodal diisiik dereceli B hiicre tiimorleri arasinda farkli bir
kategoride yer alir. En sik olarak tiikriik bezi, ince ve kalin barsaklar, akcigerler gibi
organlardaki mukoza iliskili lenfoid dokudan (MALT) ve bazen de orbita ve meme gibi
mukozal olmayan bolgelerden kaynaklanir. Sjogren Sendromu, Hashimoto tiroiti ya da
midede Helicobacter pylori enfeksiyonu zemininde gelisen ¢ogu lenfoma bu kategoride
yer alir (59).

2.2.5.2. Mikozis Fungoides ve Sezary Sendromu

Periferik CD4" T hiicrelerinden kaynaklanan bu tiimérler, deri tutulumu ile
karakterizedir ve buna bagli olarak T hiicreli deri lenfomalar1 sinifinda yer alirlar (59).

Mikozis Fungoides (MF) CD4" yardimc1 T-hiicre (T-helper) fenotipinin hakim
oldugu bir T-hiicreli cilt lenfomasidir. Cilt iizerinde kendini yama tarzinda dokiintiiler,

plaklar veya nodiiler lezyonlar seklinde gosterir. Uzun sagakalim siiresi olan yavas
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seyirli bir hastaliktir. Uzun siire sadece cilde 16kalize olarak kaldiktan sonra yillar iginde
sistemik/viseral tutulum gelisir (5).

Sezary sendromu hastalarda yaygin eritemli dokiintli ve dolasimda atipik ¢entikli
“serebriform” lenfositlerin (Sezary hiicreleri) varligi ile karakterize MF benzeri bir
hastaliktir. Sezary sendromunda yasam beklentisi daha azdir, Hastalik MF’ye nazaran

daha agresif bir seyir izler (5).

2.2.5.3.Yetiskin T hiicreli Losemi/Lenfoma

Bu T hiicreli neoplazm, bir retroviriis olan T hiicreli 16semi viriisii tipl’in
(HTLV) neden oldugu bir enfeksiyon sonucu ortaya ¢ikar. Yetigkin T hiicre
l6semi/lenfoma deri lezyonlari, jeneralize lenfodenopati, hepatosplenomegali,
hiperkalsemi ve multilob CD4" lenfositlerin eslik ettigi 16kosit sayisindaki bir artis ile
karakterizedir (5,59).

2.2.6. Epidemiyoloji

NHL’lar Amerika’da kansere bagli 6liim sebepleri arasinda besinci sirada yer
almaktadir ve insidansi 1973’ten bu yana yaklasik olarak iki katina ¢ikmistir (61).
NHL’lar HL’lara oranla daha yaygindir. Lenfomali hastalarin yas ortalamas1 42’dir.
Gegen 15 yilda Amerika kanser toplulugu NHL nin insidansinda % 50 artis oldugunu
bildirmistir. Agresif ve yiiksek agresif NHL ya AIDS’in neden oldugu ileri siirtilmiistiir
ve bu neoplazmlar ¢ok hizli bir sekilde artmistir. Bununla birlikte Indolent (Eriskin)
lenfoma insidansinda da artma gézlenmistir (5,62).

Ingiltere de, NHL’larm insidansinin yasa bagl olarak sabit bir sekilde arttig1
gosterilmistir. Ayrica belli lenfoid neoplazmalari, spesifik yas gruplarinda daha olas1 bir
sekilde meydana gelmistir. Burkit, lenfoblastik ve diffiiz B-hiicre lenfoma, ¢ogukluk
cag1 lenfomalarinda ¢ok daha yaygin olarak goriilmiistiir. Indolent lenfomalar bu grupta
nadir olarak goriiliir. Agresif lenfomalar, geng¢ yetiskinlerde lenfoid neoplazmlardan

daha yaygin olmasina ragmen ortalama yasin 56 oldugu belirlenmistir. Indolent ve
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agresif lenfomanin insidansi yas ile birlikte artmaktadir. 60 yas civar1 hastalarda ise
lenfoid malignensilerin ¢ok yaygin oldugu belirlenmistir (62).

NHL, erkeklerde kadinlara oranla daha yaygindir ve bunlarin insidansinin
beyazlarda siyahlara gore daha yiiksek oldugu saptanmaistir (5).

NHL, diinyanin her yerinde goriilmesine ragmen, spesifik lenfoid neoplazmlar
belli cografik bolgelerde daha sik meydana gelmektedir. Ornegin folikiiler lenfomalar
Latin Amerika’da nadirdir. Bunun aksine, Burkit lenfomaya tropikal Afrika’da daha sik
rastlanir ve yetiskin T hiicre 16semi/lenfoma Giineybati Japonya’da daha yiiksek oranda
goriilmektedir (62).

Tiirkiye’de NHL’I1 hastalar malignant lenfomalarin % 13’tinii olugturmaktadir.
Calisilan olgularin % 55°1 nodal lenfoma, geri kalan % 46’s1 ise ekstranodal lenfomay1
olusturmaktadir (Sekil 2.18). Ekstranodal lenfomanin % 66’s1 gastrointestinal
olgularinda bulunmustur. Basta mide (% 43) olmak iizere, barsak (% 30) ve karmn
bolgesinde (% 27) yaygin olarak gozlenmistir. Tiirkiye’nin gliney bolgesinde NHL
oraninin, Turkiye’nin genel ortalamasindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Orta
Dogu iilkelerinde ise ekstranodal lenfomalar biitiin lenfomalarin % 40’indan daha fazla
bir paya sahip oldugu belirlenmistir (65).

NHL, bati iilkelerinde tiim malignensilerin % 3’linii olusturmasima karsin,
Tirkiye’de % 8, Orta Dogu iilkelerinde ise % 12 oraninda bulunmustur. Bati
ilkelerinde nodal hastalik esas teskil ederken, ekstranodal hastalik biitiin olgularin
yaklagik % 10-24’linii olusturur. Gelisen {ilkelerde ekstranodal lenfoma, NHL
olgularinin % 40’1ndan daha fazlasini olusturdugu bildirilmistir (65).
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Sekil 2.18. Non- Hodgkin Lenfomali hastalarin yas dagilimi (Kaynak 65’den modifiye edilmistir).

2.2.7. Etiyoloji

Kongenital ve kazanilmis immiinyetmezlik durumlari, otoimmiin hastaliklar,
enfeksiydz ajanlar, fiziksel ve kimyasal ajanlar gelisen NHL nin riskini arttirmaktadir

(62).

2.2.7.1. immiin Yetmezlikler

2.2.7.1.1. Kongenital immiin Yetmezlik Hastahg

Konjenital immiin yetmezlik hastalig1 ataxia-telangiectasia, Wiscott-Aldridge
sendromu, cesitli kombine immiin yetmezlik ve X’e bagl lenfoproliferatif sendromu
(XLP) NHL’nin insidansin1 arttirmaktadir. Ataxia-telangiectasia’li hastalar da DNA’da
tamir defektleri ve yanlis rekombinant durumlar gozlenir. Ataxia-telangiectasia’l
cocuklarin yaklasik % 10’unda difiiz biiylik B hiicre lenfoma gelismektedir. Wiscott-
Aldridge sendromlu ¢ocuklarin % 50’sinde gelisen diffiiz biiylik B hiicre lenfomalari

santral sinir sistemi de dahil olmak {izere primer eksranodal bolgelerde gelisir. Wiscott-
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Aldridge sendromu uniform bir sekilde EBV (Epstein-Barr virus) ile iliskilidir. Erkek
cocuklarinin yaklasik % 35’inde EBV’e bagli olarak gelisen XLP’li agresif ve yiiksek

agresif B-hiicre lenfomalar1 gozlenir (62).

2.2.7.1.2. Kazanilmis Immun Yetmezlik

Solid organ transplantasyonunu izleyen, immiinosupressif tedavi goren
hastalarda ikinci bir lenfoid malignensi gelisme riski oldukga yiiksektir. Ornegin, renal
transplant hastalarin % 2’si ve kardiak transplant alicilarinin % 5’inde sirasiyla NHL

gelisir (62).

2.2.7.2 Otoimmiin Hastaliklar

Rheumatoid arthritis ve sistemik lupus erythematosus gibi otoimmin hastaliklar
ve lenfoma arasinda belli bir iliski vardir. Kronik immiinosupressif terapi goren
rheumatoid arthritis ve systemic lupus erythematosus hastalarinda, lenfoid

malignansilere egilim artmaktadir (62).

2.2.7.3. Kimyasal ve Fiziksel Ajanlar

Bir ¢ok degisik kimyasal ve fiziksel ajanlar, gelisen lenfomanin riskini
arttirmaktadir. Anticonvulsat diphrnylhydantoin (dilantin) lenfoid hiperplazi ya da
“psddolenfoma”y1 indiikleyebilir ve bu lenfomalar1 diger lenfomalardan ayirmak ¢ok
zordur. Fenoksiherbisit ve organofosfat gibi diger kimyasal ajanlarda lenfomanin
gelisimini indiiklemektedir. Benzen, stiren, 1-3 biitadien, trikloroetilen, perkloroetilen,
arsenat, formaldehit, boya tinerleri, makine yaglar1 gibi solventler ve kimyasallar NHL
riskini arttirmaktadir. Bu solventlere maruz kalan hastalarda lenfoma gelismekte ve
kompleks kromozom anomalileri, immiinoglobulinin agir zincir gen lokusunda (14q32)

siklikla translokasyonlar meydana gelmektedir (62).
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Kullanilan sa¢ boyalari da lenfoma riskini arttiran diger etkenlerdir. Niikleer

patlamalar ve reaktor kazalar1 lenfoma gelisimini indiiklemektedir (62).

2.2.8. NHL’da Tani1 ve Evreleme

Kanserlerin bir ¢ok formunda, evrelerin belirlenmesi, planlanan tedavide ve olasi

teshislerin (prognoz) degerlendirilmesinde yardimci olacaktir. Histopatolojik tani; lenf

nodu biyopsisi ile konur. Diger bir ¢ok kanserde oldugu gibi NHL, kanserin genis alana

yayilmasi ile kateregorize edilebilir.

2.2.8.1. Ann Arbor Evrelemesi
Evreleme; hem Hodgkin hem de Non-Hodgkin Lenfoma da Ann-Arbor

Evreleme Metodu ile evrelendirilir. Her evre kendi iginde A (sistemik semptomlarin

yoklugu) B (sistemik semptomlarin varlig) olarak ikiye ayrilmistir (Cizelge 2.3) (66).
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Cizelge 2.3. Ann Arbor simniflandirmasi (66).

Tek bir lenf nodu bolgesi

Tek bir ekstralenfatik organ

Diyafragmanin ayni tarafinda iki ya da daha

fazla lenf nodu bolgesi

IE

Evre II’ye ek olarak diyafragmanin ayni

tarafinda ekstranodal organda lokal tutulum

Diyafragmanin her iki yaninda lenf nodu

bolgelerinde tutulum

IE

Evre III’e ek olarak ve bir ekstralenfatik

organda lokal tutulum

s

Evre [I’e ek olarak dalak tutulumu

IISE

Evre III’e ek olarak dalak ve ekstralenfatik

organda tutulum

Bir ya da daha fazla ekstralenfatik organda
lenf nodu tutulumu ile birlikte olan ve ya

olmayan diffiiz tutulum

Alt siiflandirma

A Sistemik semptom yok
Ates (38°C'nin {iistlinde, gece terlemesi, kilo
B kaybi1 (son 6 ayda viicut agirhiginin % 10°dan

fazlas)
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2.3. p15"™**B (MTS2) Geni

Proliferasyon, hiicre boliinmesine yol agan multipl alt programlarin kompleks bir
yoludur. Proliferasyonun merkezinde zamanli bir sekilde tamamlanmasi gereken ve
spesifik yol dizileri i¢eren hiicre siklusu vardir. Bununla birlikte hiicre siklus olaylarinin
regiilasyonu multifaktoriyel bir olaydir ve beslenme durumunu, hiicre boyutunu, gelisim
faktorlerinin varligimi ya da yoklugunu ve genomun biitiinliiglinii izleyen kontrol ve
dengenin bir dizisini olusturur. Bu hiicre siklus regiilasyon yollari, onkogen ve timor
supressor genler ile iligkilidir (67).

Hiicre boliinmesi G1, S, G2 ve M olmak iizere dort faza ayrilir. Tam olarak gelisim
iki olay tarafindan noktalanir. GO fazinda (istirahat fazi), hiicreler genellikle spesifik bir
islevi gormek tiizere programlanirlar. G1 fazinda (ara faz, interfaz), spesifik hiicre
fonksiyonlar i¢in gereken proteinler ve RNA sentezlenir. Ge¢ G1 fazinda bol miktarda
RNA sentezlenir. Ayrica, DNA sentezi i¢in gereken bir ¢ok enzim iretilir. S fazinda
(DNA sentezi fazi) hiicre i¢indeki DNA’nin miktar: ikiye katlanir. G2 fazinda DNA
sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam eder, mitotik “spindle”larin mikrotiibiiler
prekiirsorleri tiretilir. M fazinda (mitozis) protein ve RNA sentez hizi aniden yavaslar,
genetik materyal olusan iki yeni hiicreye dagilir. Mitozisi takiben olusan yeni hiicreler
ya GO ya da G1 fazina girerler (Sekil 2.19) (68).

44



Sekil 2.19. Hiicre sikus modeli ve her bir hiicre sikus fazinda gerekli olan siklin/cdk kompleksleri (68).

Hiicrenin kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmas: (replikasyonu) dis uyarilar sonucu
biyokimyasal olarak baslatilan bir seri fazlardan geger ve hem dis hem de i¢ biiyiime
faktorleri tarafindan diizenlenir. Baz1 onkogenler ve hiicre siklusuna 6zgili proteinler
hiicre siklusu boyunca senkronize bir sekilde aktiflestirilir ve ardindan
inaktiflestirilirler. Hiicre siklusu, siklinler ve siklin bagimli kinazlar olarak
siiflandirilan iki protein tarafindan kontrol edilir. Memeli hiicrelerinde en az 8 siklin ve
12 siklin bagimli kinaz (CDK) tanimlanmistir. Bunlar hiicre siklusunun ¢esitli fazlarin
aktive eden spesifik proteinlerdir. Bolinme yetenegine sahip ¢ogu normal hiicre
biliyiime faktorleri, bazi hormonlar ve hiicre yilizey reseptorlerini etkileyen antijen-
histokompatibilite kompleksleri gibi dis uyarilara kars1 yanit olarak boliiniir. Bu hiicre
yiizey reseptorleri aliman sinyali iletir ve hiicre boliiniir. Tirozin kinazlar hiicre digi
bliylime faktorlerinden nukleusa kadar olan bir kaskad (arka arkaya gelen bir dizi siireg)
seklinde ilerleyen proliferatif sinyal siirecinin ¢ok Onemli bir parcasidir. Siklinler,
kendilerine spesifik olan ve siklin-bagimli kinazlar olarak adlandirilan tirozin kinazlarla
kombine olurlar, onlar1 aktiflestirirler ve etkilerini diizenlerler. Hiicre siklusunda ¢esitli
fazlarda ¢esitli siklinler sentezlenir ve diizeyleri senkronize bir sekilde siklusun gesitli
fazlar1 boyunca azalir ya da artar (67,68).

Siklinler, CDK’lara benzer fonksiyonlara sahiptirler. Biitiin siklin tipleri protein
niceliginde salinim gostermemesine ragmen, hiicre siklusu boyunca gelisiminde rol

oynayan siklinler (siklin E, A, B) hiicre siklusunun farkli fazlarinda bulunmaktadirlar.
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Siklin D1, restriksiyon noktasindan 6nce G1 fazi esnasinda sentezlenir ve R noktasinin
regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Siklin E, G1 fazinin sonu ve S fazinin baglangici
esnasinda bulunmaktadir ve G1 fazindan ¢ikis i¢in ve S faz1 progresyonunda gereklidir.
Bu GI siklinlerin seviyesindeki artis kontrolsiiz proliferasyonla sonuglanir. Aslinda
Siklin D1 ve Silkin E bazi tiimdr tiplerinde fazla miktarlarda salinmaktadir. Spesifik
siklin/cdk kompleksleri hiicre siklusunun spesifik asamalarinda gerekmektedir. Siklin
D1/CDK 4,6 kompleksinin esas substrati retinoblastoma timor supressor proteinidir.
Rb, kinaz kompleksi tarafindan fosforile edildigi zaman inaktive edilir. Siklin E/cdk2
kompleksi, S fazindan G fazina geciste prolifere hiicreler icin hiicre siklusunda rol
oynar. Siklin E, tiimér hiicrelerinin proliferatif kapasitesinin artmasiyla bazi gogiis
kanserlerinde overekspresyona neden olur. Siklin A/CDK2, DNA replikasyonunu
devam ettirir ve bu yiizden S faz1 igin gereklidir. Siklin B/CDC2, metafaz boyunca
hiicre mitozis evresine girdiginde gerekmektedir. Metafaz sonunda siklin B seviyesinde
diisiis olmaktadir ve CDK2 inaktive olur. Mitotik hiicreler anafaza dogru ilerler ve
mitozis tamamlanir. Siklin B/cdc2’nin devam eden aktivitesi metafazda durur (67,68).
Hiicre siklus mekanizmasinda gorev alan bir diger kompleks pozitif ve negatif
regiilatér yolaklaridir. Onemli negatif regiilatrler, siklin bagimli kinaz inhibitérleri ya
da CKI (Siklin Kinaz Inhibitérleri)lardir. CKI’nin iki alt iinitesi bulunmaktadir: Cip/Kip
ve INK ailesi. Cip/Kip ailesinin ii¢ tiyesi bulunmaktadir: p21/Cip1/waf1/Sdil, p21/Kipl
ve p57/Kip2. Bu ailedeki proteinlerin tiimii belli spesifitede ve siklin/cdk
komplekslerini inaktive eden 0zelliktedir. Hiicre siklusu boyunca ilerleme igin
gereklidir. p21waf1, Cip/Kip ailesinin en iyi karakterize edilmis ilk kesfedilen iiyesidir.
DNA hasarlarina cevapta ve DNA tamirini izleyen hiicre siklus progresyonunu
durduran p53 timor supressor proteini tarafindan stimiile edilmektedir. CDK’nin INK4
ailesinin dort iiye proteini pl6™ %, p15™K4E  p18™NK4C ye p19™K4Padir  Cip/Kip
ailesinden farkli olarak INK4 proteinleri 6zellikle cdk4/6 ile iliskilidir. Sonug olarak
bunlarin esas fonksiyonu siklin D1/cdk4/6 aktivasyonunu regiile etmektir ve bu yiizden
Rb tiimdr supressoriin fosforilasyona neden olmaktadir (67).
Pozitif ve negatif regiilatorler, hiicre sikliisliniin normal fonksiyonuna katkida
bulunurlar (2). Okaryotik hiicrelerin hiicre siklus gelisiminin regiilasyonunu saglayan
CDK’nin  aktivitesi, CDK’nin fosforilasyonu, CDK inhibitorleri siklinlerin

ekspresyonlarini i¢ceren kompleks mekanizmalar tarafindan modiile edilmektedir (69).
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Siklin Bagimli Kinaz inhibitorleri hiicre sikliisiiniin negatif regiilatorleridir.

INK4B INK4A
5 6

Negatif regiilatorler arasinda pl ve pl gosterilmektedir. Bu genlerin

dagilimi1 kontrolsiiz hiicre gelisimi ve hiicre proliferasyonu ile sonuglanir (2). Bu

5INKB 6INK4A ,ya

geni, iki ekzonun olusumu
6NK4A,

regiilatorler 9p21 kromozomundaki komsu genlerdir. pl geni, pl

sentromerik 25 kb’lik bélgesinde bulunmaktadir. p15™<*®
460 bp’lik kodlanan bolgeyi icerir ve ekzon iki yapisal olarak pl

(Sekil 2.20) (70,71).

ya homologtur

Ekson1l Ekson 2 Ekson1f Eksonly  Ekson2 Ekson3
[ | ] [ ] [T o ] ]
[ [ T1 A NG Y ]
sentromer N telomer
I — I I I ]
p15INK4b p14ARF p16|NK43

Sekil 2.20. 9p21 bolgesi iizerindeki INK4 lokusu (72).

Bu genler, tek bir atasal genin duplikasyonundan meydana gelmislerdir. Fare
embriyolarinda  p15™“*®’in ekspresyonu p16™“**’daki gibi diisiiktir. Ancak bir
ekspresyon paterni olan p16™ **’ya karsin, p15™*® eriskin insan ve farelerin gesitli
organlarinda saptanmistir (bobrek, akciger, testis gibi) (68).

Insan kanserlerinde tiimér-supressor genlerin CpG adaciklarinda, 16semi ve
lenfoma arasinda kayda deger farkliliklar bulunmustur. Hematolojik neoplazmlarin
metilotipleri solid tliimorlerden oldukca farkli olabilir (72). 9p21 bolgesindeki

INK4B
5

delesyonlar hem p16™*** hem de p15™<** genini etkilemektedir. Ancak p1 genini

kodlayan dizilerdeki mutasyonlara rastlanmamistir. Bu durum NHL kapsayan

timorlerin  ¢ogunlugunda analiz edilmistir. p15INK48

promotdr bdlgesinin anormal
metilasyonu, bu genin inaktivasyonunun alternatif bir mekanizmas1 olarak
tanimlanmustir (73). p15™<*®, CDK4’iin azalan Transforming growth factor-f (TGF-p)
inhibitoriidiir ve CDK4/CDK6 binding araciligiyla G1 fazindan S fazina gegiste

inhibitér olarak gorev yapmaktadir. TGF- B, hiicre siklusunun G1 fazimi hiicre
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farklilagsmasinin ~ kontroliinii ve hiicre apoptozunun indiiklenmesiyle hiicre
proliferasyonunu inhibe eder ve hematopozisin ¢ok giiclii negatif bir regiilatoriidiir
(71,73).

Stone ve ark. hiicre siklusu boyunca fosforillenmis restinoblastoma (pRb)

INK4B
5

durumuna bakmaksizin, degismeden kalan pl MRNA seviyesinin T lenfositlerini

INK4B
5

stimule ettigini bulmusglardir. pl geninin olgun T hiicrelerinde hiicre siklusunu

regiile etmedigini ne siirmiislerdir. Ericson ve ark. p15™“® ve p16™** proteinlerinin
primer T lenfositlerinde ekspresse edildigini gostermisler ve RB1 geninin yani sira bu
genlerin, T-hiicre senensensi i¢in 6nemli oldugunu One siirmiiglerdir. Bunlar hiicre
senesensinin degisimi ile hiicrelerin malignant transformasyonuna neden olurlar (2).
Kanserlerin ¢ogunda, p15™“® ve p16™** siklikla homozigot delesyonlar ve

INK4A INK4B »,. =
6 5 ni

ve pl n

INK4B
5

ayrica promotor hipermetilasyonlarla inaktive edilmektedir. pl
hipermetilasyonu, sadece hematolojik malignensilerde gozlenir. pl ekspresyonu
transforming growth faktor f(TGF-f) tarafindan aktive edildigi i¢in baslica hematopatik

INK4B, - . . . .
‘nin epigenetik aktivasyonu bu hiicrelere

hiicrelerde eksprese edilir. Bu yiizden p15
hayatta kalma avantaji saglar. Hematolojik malignansilerde, p15™<*® ve p16™**"daki
delesyonlar ALL ve Non-Hodgkin Lenfomali hastalarda gézlenmektedir. Genel olarak
p15™K*8 de hipermetilasyon yaygn bir sekilde 15semide gozlenmektedir. Bunun aksine
p16/NKeA>

bir sekilde goriilmektedir (Sekil 2.21) (2,72).

nin promotdr hipermetilasyonu lenfomalarda daha sik iken, 16semilerde nadir

Lisem Lenfoma
PISINKAR E 1 TIAPK [
HICT 3 CRIE
COHIE ] PETKIPR |
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Hematolojik NMalignensilerde Tiunor Supressor Genlerinim CpG Adaciklarmdala
Hipermetilasyvonun Yizde Oram

Sekil 2.21. Lésemi ve lenfomada CpG adaciklarindaki hipermetilasyonun profili (72).
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p15™K*8-deki hipermetilasyon siklikla Akut lenfositik 16semi (ALL), akut

myeloblastik 16semi (AML), myelodisplastik sendrom (MDS) ve akut promyelositik

6INK4A9

16semi (APL)’de gozlenmektedir. pl nin hipermetilasyonu NHL’da yaygindir ve

bu timor progresyonu ile iligkilidir. p16INK4A ‘daki hipermetilasyon ayni zamanda

6INK4A

Hodgkin Lenfomada da mevcuttur. Ancak aberrant pl metilasyonu timor

olusumunun erken asamasinda meydana gelebilir ve mycosis fungoidesin agressif

6INK4A;

olgularinda goriilebilir. p1 nin hipermetilasyonu multipl myeloma hastalarinda da

5INK4Ba

goriilmiistiir (72). Ne pl te ne de p16™ *daki metilasyon kronik myelogenous

INK4B INK4A
5 6

16seminin (CML) higbir asamasinda goriilmemistir. pl ve pl nin her

ikisinde de gozlenen metilasyonun multipl myelomada daha sik oldugu belirlenmistir.
p15/NK4e 5NK4A

bulunmustur. B hiicre lenfomalarinda % 32 ve T hiicre lenfomalarinda % 22-% 44

ve pl ‘daki metilasyonun malign lenfomalardaki orami % 64 olarak
oraninda bulunmustur. Yiiksek dereceli B hiicre lenfomalarinda metilasyon sikligi
p15™ 8 de %5, p16™ ***da ise % 21°dir. Metilasyon tarafindan genin fonksiyonunun

durdurulmas: lenfomanin agresifliginin azalmasi ile ilgili oldugu one siirilmektedir
(69).

49



2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR) Teknigi

Karry B. Mullis tarafindan 1985°de gelistirilmis olan PCR, bir DNA dizisinin
invitro Kkosullarda olusturulan kimyasal reaksiyonlar ile istenilen miktarda
cogaltilmasidir (74).

PCR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu icin gelistirilmis bir test
sistemidir. Hedef DNA/RNA’nin selektif olarak amplifikasyonuna imkan verir. Invivo
sartlarda boliinen bir hiicrede DNA’nin replikasyonu ¢esitli enzimler tarafindan
diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanan bir islemdir. Bir test tilipi
icerisinde gerceklestirilen PCR’da in vivo ¢ogalma Ornek olarak alinmistir. Yalnizca
DNA polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami degil, spesifik bdlgelerin
kopyalanmasi gerceklestirilir (75).

Amplifikasyon bazli teknikler; birinci reaksiyonda {iretilen biitiin niikleik
asitlerin bir sonraki reaksiyon i¢in kalip gorevi gordiigii, bir birini izleyen siklus serisi
icinde tekrarlandiklar i¢in ‘zincir reaksiyonu’ (chain reaction) olarak adlandirilmistir
(73). PCR dizisi bilinen iki bolge arasinda uzanan DNA parcasin1 ¢ogaltmak icin
kullanilir. iki tane oligoniikleotid, DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri
sentetik tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Bu oligoniikleotidler farkli dizilere
sahip olup, kalip DNA’nin karsilikli dizilerine baglanirlar. Kalip DNA ilk once
primerlerin varlifinda denatiire edilir. Reaksiyon karisimi daha sonra, kalip dizilere,
primerlerin baglanmas1 i¢in gereken sicakliga disiiriiliir. Baglanmis olan primerler,

uygun sicakliga c¢ikartilarak DNA polimeraz ile uzatilmasi saglanir (76).

2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Bilesenleri

Standart bir PCR reaksiyonu genellikle 50-100 pL’lik bir hacimde, 50mM KCI,
10 mM Tris-HCI (pH 8,4), 1,5 mM MgCl,, 100 pg/mL jelatin, 0,25 uM primer ¢ifti,
200 uM dNTP (her biri dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1-2,5 U Taq polimeraz ve 6rnek
DNA’nin varliginda gerceklestirilir. Reaksiyon termal dongiilerin programlandigi ve
uygulandig1r bir thermal cycler’da gercgeklestirilir. Genel olarak 94°C’de 20 sn’lik

denatiirasyon, 55°C’de 20 sn’lik baglanma ve 72°C’de 30 sn’lik uzamadan olusan 30
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siklusluk bir dongii programi farkli uzunluklardaki bir¢ok hedef dizilerin
amplifikasyonu i¢in kullanilabilir (77). PCR’1n gergeklesebilmesi i¢in ortamda;

=  Kalip DNA,

= QOligoniikleotidler,

» Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (dAATP, dGTP, dCTP, dTTP),

= DNA-Polimeraz enzimi,

= PCR tampon igerigi gereklidir.

2.4.1.1. Kahip DNA

PCR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lari, cesitli genler ve hatta
herhangi bir DNA pargcasi kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip DNA molekiilleri amaca
gore cDNA, genomik DNA, arastirma laboratuvarlar1 ve kliniklerden ya da ticari olarak
elde edilebilirler (78).

2.4.1.2. Primerler

Oligoniikleotid primerler, primer sentezi yapan laboratuvarlardan veya ticari
firmalardan elde edilirler (78).

Oligoniikleotidler genellikle 18-30 baz arasinda sentezlenir ama daha az
karmagik olan DNA’larin (plazmidler veya daha onceden amplifiye edilen DNA’lar)
amplifikasyonu i¢in daha kisa primerler kullanilabilir (78,79).

Bir PCR’da basarili bir amplifikasyon i¢in 6nemli degiskenlerden biri olan
primerlerin dogru tasarlanmasidir. Iyi tasarlanmis primerler arka plan ve 6zgiil olmayan
triinlerin olugsmasimi engellemeye yardimci olur (76). Primer dizilerinin G+C igerigi,
amplifiye edilecek bodlgenin G+C igerigine yakin olmalidir. Ozellikle 3' ucunda
sekonder yapilar tasiyan dizilerden kacinilmalidir. Primerler birbirleriyle komplementer
olusturacak nitelikte olmamalidirlar. 24-30 bazlik uzun primerler 60°C ve tizerindeki

baglanma sicakliginda oldukea iyi caligmaktadir (79).
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Diisiik konsantrasyonda primer kullanimi az miktarda reaksiyon {irlinii elde
edilmesine, yiiksek konsantrasyonlarda kullanim ise diisiik spesifiteye neden olur ki bu
durum jelde c¢ok farkli amplikonlarin tespiti ile miimkiindiir. Ancak ytliksek primer
konsantrasyonlari, primer-dimer artefaktlarinin olusmasina da neden olmaktadir.
Primerlerin genellikle 0.1-0.5 uM arasindaki derisimi en elverigli olanidir (76). Sik
araliklarla tekrarlayan dondurup-¢ézdiirme olmaksizin hazirlanan primerler —20°C’de

amonyumlu sivilarda uygun bir sekilde saklanabilirler (79).

2.4.1.3. Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (ANTPs)

Yeni DNA sentezi igin dort deoksiniikleosit fosfat; dATP, dCTP, dGTP, dTTP
gereklidir. Stok dNTP c¢ozeltileri pH 7.0’a notralize edilmeli ve stoklar 10 mM’a
sulandirilip kiigiik porsiyonlar halinde —20°C’de saklanmalidir. Optimal dNTP
konsantrasyonu;  MgCl,  konsantrasyonuna, reaksiyon kosullarina, primer
konsantrasyonuna, c¢ogaltilmig iirlinlin boyuna ve PCR siklus sayisina bagli olarak
degisir. En uygun dNTP konsantrasyonu deney kosullarina gore belirlenmelidir. Taq
DNA polimeraz enzimi diisik dNTP konsantrasyonlarinda kaliba uygun bazlar
secmede daha basarilidir. Bu nedenle hedef dizi bilesimi ve uzunlugu i¢in uygun en
diisiik ANTP konsantrasyonu secilmelidir. Ayrica 4 dNTP’nin esit konsantrasyonlarda
secimi Oonemlidir (79,80).

2.4.1.4. DNA-Polimeraz Enzimleri

DNA polimeraz enzimleri kalip iplige tamamlayici bir DNA molekiilii meydana
getirmek iizere orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak 4 ¢esit ANTP’den uzun
poliniikleotid zincirinin sentezini kataliz ederler (79). Bu enzimler, sentezi baslatmak
icin kalip molekiildeki tamamlayic1 diziye baglanan kisa DNA parcalarina (primer)
ihtiyac duyarlar. Sentezin yonii 5'—3' ucuna dogru olup, primerin serbest 3' hidroksil
ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester baglarinin

katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir (80,81).
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Thermostabil enzimlerden en yaygin olarak kullanilan1 Tag DNA polimerazdir.
Yiiksek derecede saflagtirllmistir ve nonspesifik endoniikleaz ve ekzoniikleaz
aktivitelerinden arindirilmistir. Taq DNA polimeraz, tek bir polipeptid zinciri igerir ve
agirhg yaklasik olarak 94 kD’dur. 3'-5' ekzoniikleaz aktivitesi olmayan enzim
maksimum aktiviteyi pH 8.8 ve 68°C civarinda gostermektedir. Taq DNA polimeraz,
termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan izole edilmis rekombinant bir
enzimdir. Taq polimerazin diizeltme islevi yoktur. Bu nedenle her PCR siklusunda
2x10™ niikleotidte bir oraninda yanlis niikleotid birlesme olasiligr vardir. Enzimin
reaksiyondaki ~ konsantrasyonu da oOnemlidir. 100 pL’lik bir reaksiyonda enzim

konsantrasyonu 1-5 U arasinda olmalidir (76, 80).

2.4.1.5. Tamponlar ve MgCl, Karisimi

Cesitli reaksiyon tamponu formiilasyonlar: bildirilmistir fakat 1988°de Saiki ve
ark.’nin tanimladigina benzer bir goriis birligi ortaya ¢ikmaya baglamistir. Buna gore bir
PCR tamponu; final konsantrasyonunda, 10 mM Tris (pH 8,4) , 50 mM KCI, 1,5 mM
MgCl,, % 0.01 jelatin, % 0.01 NP40 ve %0.01 Tween 20 icerir. Non-iyonik deterjanlar
yerine %0.1’lik Triton X—100 konulabilir. Tuz konsantrasyonu degistirilebilir (KCI’i
azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in) ve yiikseltilmis magnezyum konsantrasyonu ile
primerlerin daha iyi calistigt gozlenir. Ayrica dNTP’ler ile magnezyum arasinda
dayanikli etkilesimler de gozlenir. Bunun sonucunda dNTP’lerin yiiksek
konsantrasyonu magnezyuma baglanir ve mevcut magnezyum konsantrasyonunu
azaltir. Bu ylizden eger dNTP’ler yiiksek konsantrasyonda kullaniliyorsa, magnezyum
konsantrasyonunu arttirmak gerekebilir (79).

MgCl,, primer baglanmasini, PCR {iriinii ve kalip zincir ayrigma 1silarini, {iriin
Ozgiilliigiinti, primer-dimer kalintilarinin olusumunu, enzim etkinligini etkilemektedir.
Ayrica MgCl, dNTP’lerle ¢oziinebilir kompleksler olusturarak polimeraz enziminin
aktivitesini arttirir.  Primer stoklarinda ve kalip DNA’larda EDTA’nin varligi uygun
MgCl, konsantrasyonunu degistirir. Ideal olarak genelde 1-1,5 mM konsantrasyonda

kullanilir. Diisiik MgCl, konsantrasyonlarinin {iriin olusumunda azalmaya, yliksek
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MgCl, konsantrasyonlarinin ise non-spesifik iriinlerin birikimine neden olacagi

unutulmamalidir (81).

2.4.2. PCR Evreleri

PCR reaksiyonunda 3 temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis iiriin miktari, teorik

olarak bu ii¢ adimin tekrarlanma sayisina baghidir (Sekil 2.22) (78,81-83).

w95 zincir denatiire olar. (A)
. A
w 53T primerler zincire baglanr. (B)

[l:chtE-'v T Ta awe A P T T e
TGAC T AllcT
.|

73T Tay polireras yerd
DNA zincirlerini sentezler. (C)

Sekil 2.22. PCR asamalari. (A) Cift iplikli hedef DNA’nin 1s1 ile (95°C) tek iplikli DNA’ya
denatiirasyonu (B) Ortamin 55°C’ye sogutulmasi ile primerlerin DNA’ya baglanmasi (C) Sicakligin
75°C’ye yiikseltilmesi ile yeni DNA zincirlerinin sentezi (83).

1. Denatiirasyon: Genomik DNA gibi kompleks yapilarin tam olarak denatlirasyonunu
saglamak amaciyla yiiksek sicakliklar kullanilir. DNA molekiiliiniin her iki iplik¢igi
birbirine hidrojen baglari ile tutulmusladir. G+C’ den zengin hedefler i¢in daha yiiksek
1silar gereklidir (G-C arasinda ii¢; A-T arasinda iki bag). Isinin yiikseltilmesiyle (92-
94°C) bu baglar kopar ve iki iplik¢ik biribirlerinden ayrilirlar. Denatiirasyonun tam
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olarak gerceklesmesi Onemlidir. Tamamlanmamis denatlirasyon DNA zincirlerinde
kopmalara neden olarak {irlin verimini azaltir. Ayrica Taq DNA polimerazin yar1 dmrii
de dikkate alinmalidir. Taqg DNA polimeraz enzimi 92,5°C’de 2 saatten fazla, 95°C’de
40 dakika ve 97°C’de ise 5 dakika yar1 omiire sahiptir. Cok yiiksek 1s1l1 ve uzun siireli

denatiirasyon gereksiz enzim kaybina neden olur (80).

2. Primerin Baglanmasi (annealing): Isinin aniden diisiiriilmesi (37-65°C arasinda;
55°C ideal) ile ortama ilave edilmis olan primerler, ayrismis niikleik asit zincirlerinin,
komplementer bolgelerine baglanirlar (primerler 15-30 bazdan olusan oligoniikleoidler
olup, etkene 6zgiil olarak onceden sentezlenmislerdir). Primer yapismasi igin gerekli
zamanin uzunlugu ve 1s1s1 primerlerin uzunluguna, baz igerigine ve konsantrasyonuna
baglidir. Uygun olan annealing derecesi primerlerin Tm'inin 5°C altindadir. Annealing
derecesinin artmasi yanlis yapigmis primerlerin ayirt edilmesini saglar ve primerlerin 3'
ucundaki yanlig birlegsmis niikleotidlerin uzamasini engeller. Bu nedenle ilk bir kag
siklus sirasindaki yiliksek annealing derecesi uygulanmasi PCR 6zgiilliigiinii arttirir

(80,81).

3. Primerlerin Uzamas (extension) ve Amplifikasyonu: Isinin 72°C’ye yiikseltilmesi
ile ortamdaki Taq polimeraz enzimi, uygun bolgelere bagl primerlerden hareketle ve
yine ortama ilave edilmis niikleotidleri kullanarak, yeni ve komplementer zincir
sentezini gerceklestirir. Bu sentez 5' ucundan 3' ucuna dogru ve kalip gorevi yapan ana
zincirin her bir bazinin karsisina, komplementeri olan baz yerleserek ilerler. Uzama
zamani hedef dizinin konsantrasyonuna, uzunluguna ve 1stya baglidir. Primer uzamasi
asamasinda genellikle Taq/Amplitaq DNA polimerazlarin aktivitesi i¢in en uygun
sicaklik 72°C’dir. 2 kilobaza kadar olan iiriinler i¢in bir dakika uzama siiresi yeterlidir.
Daha uzun iirtinlerde iki dakika veya daha fazla siire uygulanabilir (80,81).

Zincir uzamasi asamasinda kalip DNA’ya baglanmig primerlerin 3'-OH
gruplarina kalip DNA’daki bazlara uygun olarak deoksiriboniikleotidtrifosfatlar (ANTP)
baglanarak zincirin uzamasi saglanir. Bu islem 1stya dayanikli bir DNA polimeraz

enzimi olan Taq polimeraz ile katalize edilir (Sekil 2.23) (77).

55



5' 3'
|?| F‘ A a C B A m c [T e
1 i e al o 1 Faval A B
) L v T .
NG A @ |T
. !'._ - | | 5!
DINA poluneraz \ fd 5
\\, }/ _’// Primer
+ daTP -~
dTTP 3-0H
dCTP
dGTP

Sekil 2.23. Zincir uzamasi (77).

Uzamay1 takiben orijinal DNA segmenti; yeni cDNA’lar ve bunu takiben yeni
kalip DNA’lar olusturur. Boylece her PCR siklusunda mevcut spesifik DNA miktar iki
katina ¢ikmaktadir (77).

PCR uygulamalarinda {i¢ evre bir dongii olarak kabul edilir, bir dongi 3-5
dakika siirer. Bir dongii sonunda sentezlenen iirlin, 6ncekinin iki kat1 kadardir. Dongii
sayist “n” olarak kabul edilirse “2n”, ¢ogaltilmis DNA materyali miktarin1 verir. En
uygun siklus sayis1 hedef DNA’nin baslangic konsantrasyonuna bagli olarak
degiskenlik gosterir. Siklus sayisinin gerekenden fazla olmasi istenmeyen {irlinlerin
sentezinin artmasina neden olur. Yaklasik 2-3 saat siiren 20 dongiiliik bir reaksiyon
sonunda 1 048 576, 30 siklus sonunda ise 270 000 000 amplifikasyon iiriinii elde edilir.
Ideal siklus sayis1 25-35 arasindadir. (Sekil 2.24) (80).
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Sekil 2.24. PCR dongiileri (84).

Reaksiyon ortamindaki tiim bilesenlerin (tampon, niikleotidler, primerler, DNA
ve enzim) termostabil olmalar1 nedeniyle, her siklus i¢in sadece belirtilen sicaklik
degisikliklerinin yapilmasi yeterlidir. Bu islem programlanabilir bir cihaz (thermal

cycler, 1s1 dongii cihazi) ile otomatik olarak yapilmaktadir.
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2.4.3. “Hot Start” (Sicak Baslangi¢) PCR Teknigi

Bir PCR uygulamasi sirasinda yapilan temel islem, reaksiyon bilesenlerinin
(enzim, MgCl,, dNTP’ler, primerler, tampon) bir tiip ic¢inde karistirildiktan sonra
(mastermix) hedef DNA’nin ortama konularak, thermal cycler’da PCR protokoliiniin
tamamlanmas1 beklenir. Tiim bu islemler sirasinda reaksiyon ortaminin maruz kaldig:
sicaklik 4-25°C arasinda degisir. Hedef DNA eklenip sistem termal cycler’a
yerlestirilene kadar olan zaman dilimi i¢inde, hedef DNA ile primer arasinda diisiik
eslesme oranli bir hibridizasyon meydana gelebilir. Bundan sonraki sicaklik dereceleri
55-60°C’nin altina diigmese bile, spesifik olmayan iiriinler sentezlenebilir ve bunlar
reaksiyon spesifitesini onemli derecede disiiriirler (85). Bu nedenle normal PCR
protokoliinde amplifikasyon karisimi hazirlanirken hedef DNA ve primerler arasinda
0zgll olmayan baglanmalar olabilmekte ve bu baglanmalarin polimeraz enzimi ile
uzatilmast sonucunda ¢ok sayida istenmeyen bant ortaya c¢ikabilmektedir. Bu
istenmeyen reaksiyonlar1 dnlemek i¢in gelistirilmis olan “hot start” PCR tekniginde,
temel maddelerden (polimeraz, niikleotidler, Mg+2 veya primerler) biri baslangigta
amplifikasyon tiipiine konulmamaktadir. Bu karisima ilk denatiirasyon islemi
uygulandiktan sonra eksik olan madde eklenir ve sicaklik normal baglanma derecesine
sogutulur. Boylece 6zgiil primer baglanmasi gerceklesir. Bu asamadan sonra uygulanan

amplifikasyon sonucunda daha net DNA banti elde edilmis olur (75).

2.5. Amplifikasyon Uriinlerinin Analizi

2.5.1. Agaroz jel elektroforezi

Hedef bolgenin amplifikasyonundan sonra, elde edilen f{irtinlerin bir gsekilde
belirlenmesi ve analizlerinin yapilmasi1 gerekmektedir. Bu amagla uygulanan en basit
konvansiyonel yontem agaroz jel elektroforezidir (77). Agaroz, deniz yosunlarindan
elde edilmis lineer bir polimerdir. Ticari olarak elde edilen agaroz tamamen saf degildir.
Polisakkarit, tuz ve proteinler ile kontamine haldedir. Bu kontaminasyonun miktar
DNA’nin jelde gociinii etkileyebilmektedir. Bu yiizden firmalar agarozun kimyasal

olarak formiile edilmis formunu satmaktadirlar (86).
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Elde edilen PCR iiriinlerinin fragment biiyiikliikkleri, ¢alismanin en baginda
bellidir. Segilen veya dizayn edilen primerlerin hedefledikleri bolge ya literatiir bilgileri
ile bilinir veya ilgili mikroorganizmanin gen haritasina bakilarak bu biiyiikliik
hesaplanir. PCR’da elde edilecek olan fragment biiyiikliiklerininde ayni olmasi gerekir.
Bunun tespiti, elektriksel bir ortamda molekiil agirligina gore ayriminin saglandigi
elektroforez metodlariyla gergeklestirilir. DNA negatif elektrik ile yiikli oldugundan
dolay1r pozitif kutba dogru go¢ eder. Agaroz jeli, porlu bir yapiya sahip oldugundan,
elektriksel ortamda gd¢ eden DNA fragmentlerini biiyiikliiklerine gore birbirinden
ayirir. Jel ya elektroforezden dnce veya elektroforezden sonra Etidyum Bromid (Et-Br)
gibi bir DNA boyasi ile boyanir. Bu boya 312 nm dalga boyundaki UV (Ultraviole, mor

oOtesi) 15181 ile floresan vermektedir (77).

Bu sebeple, Et-Br ile boyanmig jel UV transiliiminatoriinde goriintiilenir ve
fotografi cekilerek incelenir. istenen biiyiikliikteki DNA fragmentlerinin tespit edildigi
ornekler “pozitif” kabul edilir. Fragment biiyiikliigii hesaplamalarinda, ticari olarak

temin edilebilen standard DNA molekiil agirligi kullanilmaktadir (77).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu Kan Orneklerinin Toplanmasi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Hematoloji Bilim Dali
Poliklinigi’ne ve Adana Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Onkoloji Klinigi’ne
bagvuran ve histopatolojik olarak Non-Hodgkin Lenfoma tanist alan ve takip edilmekte
olan ortalama yas grubu 45 olan, 40 erkek ve 22 bayan olmak iizere 62 hasta ve kontrol
grubu olarak 40 saglikli birey c¢aligmaya dahil edildi. NHL tanisinda Real

siiflandirmast kullanildi.

3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

= Thermal Cycler (Techne, Cambridge, UK)

» Elektroforez Gii¢ Kaynag1 (Wealtec, ELITE 300)
= Elektroforez Tank1 (Biolab,Mazfill, HU13)

» Jel Goriintiileme Sistemi (Bio-Imaging Systems.)
»  Sogutmali Mikrosantrifuj (Sigma,2-16K)

» Mikrodalga Firin (Argelik)

= Derin Dondurucu (REGAL, RDD 1145)

» Etiiv (Binder)

» Hassas Terazi (Mettler Toledo)

* Buzdolab1 (Regal, RBD 4602 NCF)

= Vorteks (Reax)

= Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath)

= Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P 10, P100, P1000)
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3.2.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

= Tris-Hidroklorid (Amresco-0234)

»  Sodyum Kloriir (Merck-1.06404)

= Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Merck-1.08421)

»  Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Laurly Sulfate)(Sigma-5750)
* Sodyum Bisiilfit (MP Biomedicals Inc.-152573)

= Hidrokinon (Merck-8.22333)

=  Amonyum Asetat (BIO BASIC INC.-CAS [631-61-8])

= Ethidium Bromid (Amresco-X 328)

= OQOrange G (Sigma 0-3756)

= Etanol (Merck 1.00986)

= [zopropanol (2-propanol)(Sigma-19516)

» Siikroz (Merck-1.07651)

= Agaroz (Sigma-A-5093)

= Taq DNA polimeraz (Fermentas-EP0402)

= 10XPCR Buffer (NH,4) (Fermentas-EP0402)

= 25 mM MgCl; (Merck-1.05833)

= 10mM dNTP Mix (Fermentas-R0192)

» Proteinaz K (Sigma- P 2308)

= 100 bp marker (100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas Vilnius, Lithuania)
= Distile su

Primerler

p15 Sense Primer Dizisi

P15 W-5'-CGCACCCTGCGGCCAGA-3'

P15 M-5-GCGTTCGTATTTTGCGGTT-3'
P15 U-5-TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT-3'
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P15 Antisense Primer Dizisi
P15 W-5'-AGTGGCCGAGCGGCCGG-3'

P15 M-5-CGTACAATAACCGAACGACCGA-3'
P15 U-5-CCATACAATAACCAAACAACCAA-3

3.2.3. Kullamilan Tampon Cozeltiler

3.2.3.1 DNA izolasyonu i¢in Kullamlan Soliisyonlar

Lysis Buffer

(0.32 M Sukroz, 10mM Tris/HCI pH 7.5; 5mM MgCl;, % 1 Triton X100)

" Sukroz................... 10,99
= Tris-HCI............... 0,157 g
" MOCloiiiiiiiiiiiiies 01lg
= Triton X100..............1 ml

* Kimyasal maddeler 50 ml distile suda ¢oziildii.
* pH’s17,5’e ayarlandi.
= Distile su ile 100 ml’ye tamamland.

= (da 1sisinda muhafaza edildi.
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Fizyolojik Tampon

(0.075M NacCl, 0.025M EDTA)

= Tartilan kimyasallar 50 ml distile su igerisinde ¢oziildii.
= Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
*  +4°C’de muhafaza edildi.

Tampon A

(10mM Tris/HCI pH 8, 2mM EDTA)
= Tris-HCI.......... 0,157 g

» Tartilan kimyasallar 50 ml distile su i¢erisinde ¢ozildii.

» Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve oda 1sisinda saklandi.

% 10°luk SDS (Sodvum Dodesil Siilfat)

* Tartilan kimyasal distile su ile 10 ml’ye tamamlandi ve oda 1sisinda

saklandi.

Proteinaz-K (100 mg/ml)

= Liyofilize 100 mg Proteinaz-K (Sigma)
» 1 ml steril distile su ile ¢oziilerek 100 mg/ml’lik konsantrasyona getirildi.

= 50ul’lik porsiyonlara ayrildi ve -20°C’de saklandi.
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Doymus Sodyum Kloriir

» Tartilan NaCl distile su ile 10 ml’de ¢oziildii.

= (da 1sisinda muhafaza edildi.

Izopropanol

» Mevcut stok izopropanoldan 50 ml alindx.

= -20°C’de muhafaza edildi

Etil Alkol (100 ml icin)
(% 70°1ik etil alkol)

= Etil alkol........... 70 ml
» Mevcut stok etil alkolden (% 96’lik) 70 ml alind1 ve iizerine 24 ml distile su
eklendi.

3.2.3.2. Bisiilfit Modifikasyonu icin Kullanilan Soliisyonlar
(1 mol/I NaOH, 10mM Hidrokinon, 1.5 M Sodyum Bisiilfit pH 5)

Sodyum Hidroksit

* Tartilan kimyasal 50 ml distile suda ¢oziildii.
» Distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.

= (da 1sisinda muhafaza edildi.
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Hidrokinon
» Hidrokinon........................ 0,019

» Tartilan kimyasal 5 ml distile suda ¢oziildii.
» Distile su ile 10 ml’ye tamamlandi.

= (da 1sisinda muhafaza edildi.

Sodvyum Bisiilfit

Sodyum Bistilfit................. 1,57 ¢

» Tartilan kimyasal 5 ml distile suda ¢oziildii.
» pH’s1 5’e ayarlandi.
» Distile su ile 10 ml’ye tamamlandi.

= (da 1s1sinda muhafaza edildi.

3.2.3.3 DNA Metilasyonu icin Kullanilan Soliisyonlar

Amonyum Asetat

*  Amonyum asetat ............. 15,416 g

= 50 ml distile su icersinde ¢oziildi
= Otoklavda steril edildi.

= (da 1s1sinda muhafaza edildi.

Izopropanol

* Mevcut stok izopropanoldan 50 ml alind1.

= -20°C’de muhafaza edilidi.
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3.2.3.4. Elektroforez I¢in Kullanilan Soliisyonlar

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Stok Soliisyonu pH 8.8

" TrisBaz....cccoevvieiene, 108 g
= Borik ASit.....ccooovviiiiiienen, 559
" EDTA...e, 8,30

» Tartilan kimyasal maddeler distile suda ¢6ziildii ve pH’s1 8,8 ’e ayarlandi.
= Distile suile 1 litre’ye tamamlandi

= (da 1s1sinda muhafaza edildi.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)

= 10X TBE Buffer stok soliisyonu distile suyla seytreltilerek 1XTBE tamponu

hazirlandi. Hazirlanan 1XTBE tamponu elektroforez yiirlitme tamponu olarak

elektroforez tankina konuldu.

% 2 Agaroz Jel Soliisyonu

» [XTBEBuffer....................... 120 ml
» Agarose Basica LE Prona ............ 249
» Ethidium Bromide............... 0,5 pg/ml

Orange G Soliisyonu

» 1mM NaEDTA ................. 2,232 g
" Orange G ......oovvvvnvineinnne. 200 mg
» Gliserol.......oooveviiiiiiiinin 60 ml
* DistileSu.....ooooiiiiiii 40 ml
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3.3. Kullanilan Yontemler

3.3.1. DNA izolasyonu

Tam kan 6rneklerinden DNA izolasyonu Poncz yontemine gore yapildi (87).

DNA izolasyonunun Yapihsi

= [cerisinde EDTA bulunan tiipe alinan kandan 500 pl alinarak 1,5 ul’lik steril
eppendorf tiiptine kondu.

» Ugzerine 1 ml lysis buffer (0,32 M Sukroz, 10mM Tris/HCI pH 7,5; 5mM
MgCly, % 1 Triton X100) eklendi ve karistirildi.

» Tipler 5 dakika bekletildi ve 13.000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi.

= Siire sonunda siipernatant dokiildii ve ayn1 adim bir kez daha tekrarlandu.

= Tiplere 1 ml fizyolojik tampon (0,075M NaCl, 0,025M EDTA) eklendi ve
karigtirildi.

» Bu karisim 13.000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi.

* Sipernatant kismi atildi ve dipteki pellet iizerine 300 pl Tampon A (10mM
Tris/HCI pH 8; 2mM EDTA) eklenip karistirildi.

* Bu karisim iizerine 10 pl SDS ve 25ul Proteinaz-K (100 mg/ml) konulup
karistirildi.

= Tiipler 65°C’de 45 dakika bekletildi.

* Siire sonunda tiipler oda 1s1sina getirildi.

* Tiplere 50 ul doymus sodyum kloriir eklendikten sonra 15-20 saniye
vortekslendi.

* Tiipler 13.000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi.

* Siipernatant steril yeni bir tiipe alindi.

» Siipernatant iizerine esit hacimde izopropil alkol eklendi.

= Tiipler yavasca alt list edilerek DNA’nin ipliksi bir gériintim alis1 izlendi.

= 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
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Stipernetant kisim atilip pellet halindeki DNA iizerine 1 ml % 70’lik soguk etil
alkol eklenip karigtirildi.

Tipler 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant atildi ve tiipler kurutma kagidi lizerine ters cevrilerek alkol
kurutuldu.

Her tiipe 50 pl distile su eklenerek DNA 37 °C’de ¢oziilmeye birakildi (bir
gece).

Elde edilen DNA molekiiliiniin miktar1 asagidaki formiille hesaplanir.

DNA derisimi (ul/ml)= ODy x Seyreltme faktorii x 50*

*1 cm 151k yollu kiivette 1 OD’ye karsilik gelen pg/ml biriminden DNA miktari.

Hazirlanan ekstrakt ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.3.2. Bisiilfit Modifikasyonu

izole edilen DNA’dan 40ul alinip steril bir eppendorf igerisine konuldu.

Bunun tizerine 10 pl sodyum hidroksit eklendi.

Daha sonra 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Siire sonunda tiiplerin tizerine 30 pl hidrokinon ve 520 pl sodyum bisiilfit ilave
edilip karigtir1ldi.

Ornekler 50°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun sonunda oOrnekler oda 1sisina getirilerek saflastirma islemi

uygulandi.

3.3.3. Modifiye DNA Orneklerinin Saflastiriimasi

DNA 6rneklerinin saflastirilmasinda iki ayr1 yontem kullanildi.
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3.3.3.1. "Wizard SV Gel" ve "PCR Clean-Up" Sistemi

» Bisiilfit ile modifiye edilmis drneklerin ayr1 bir eppendorf tiipiine alindi.

=  Uzerine esit miktarda (550pL) binding soliisyonundan eklendi ve karistirilda.

» Kitin icinde bulunan minikolon tiiple birlestirildi ve Ornekler tiiplin igine
eklendi.

= (QOda sicakliginda 1 dakika bekletildi. Tipler 16.000xg’de 1 dakika santrifiij
edildi.

= Tiipte biriken siiziintii dokiildii ve minikolon tekrar tiipe yerlestirildi.

=  Uzerine 700 pl membran yikama soliisyonu eklendi.

= [ dakika 16.000xg’de santrifiij edildi.

» Siipernatant dokiiliip, filtre ile mini kolon birlestirildi.

» Daha sonra lizerine 500 pul membran yikama soliisyonu ilave edildi.

= 5 dakika 16.000xg’de santrifiij edildi.

» Siipernatant dokiildii ve tiipler santriftijiin iist kapagi kapatilmadan 1 dakika
santrifij edildi.

» 1,5 ml’lik steril eppendorf tiipiine mini kolon dikkatlice yerlestirildi ve {izerine
50 ul niikleaz-free su ilave edildi.

* (Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildi.

» Siire sonunda tiipler 16.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

= Minikolon atild1 ve dipteki pellet 60 pl suda siispanse edildi.

= Uzerine son konsantrasyon 0,3 M olacak sekilde sodyum hidroksit eklendi.

= 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.

* Daha sonra lizerine 1ml % 70’lik etil alkol ilave edildi.

= 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

= Alkol dokiildii ve etiivde tiipler ters ¢evrilerek 10 dakika kurutuldu.

= Pellet, 15 pl distile suda siispanse edildi.

69



3.3.3.2. Amonyum Asetat ile Saflagtirma Yontemi

= j¢inde 100 pl PCR iiriinii bulunan eppendorf tiipiine, esit hacimde (100 ul) 4 M
amonyum asetat eklendi.

* Daha sonra bu karisimin iizerine esit miktarda (200ul) 2-propanol (izopropil
alkol) ilave edildi.

» Tipler karistirilarak oda 1sisinda 10 dakika bekletildi.

= Siire sonunda tiipler 12.000xg’de 15 dakikada santrifuj edildi.

» Siipernantant kismi1 dokiildii ve pellet tizerine 500ul % 70’lik etil alkol ilave
edildi.

= Tiipler 12.000xg’de 15 dakika santrifuj edildi.

= Siipernatant yavasca dokiildii ve tiipler kurutma kagidi {izerine ters cevrilerek
kondu.

» Etiivde 37°C’de 10 dakika kurumaya birakildu.

* Siire sonunda pellet 10 pl niikleaz-free distile su veya TE tamponuyla siispanse

edildi.

3.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uygulamasi

PCR, tek bir molekil DNA’y1 dahi c¢ogaltabileceginden, reaksiyon
karigimlarinin DNA molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir.
Bu kontaminasyon, daha dnceki PCR reaksiyonu, eksojen DNA veya diger hiicresel
materyallerden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve
soliisyonlarin steril olmasia dikkat edildi. Ayrica PCR reaksiyonunda, 1s1 iletiminden
kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarli DNAase ve
RNAase enzimlerinden arindirilmis steril 0,5 ml’lik eppendorf tiipleri kullanildi.
Reaksiyonun gerceklestirilmesi icin de Thermal Cycler cihaz ile 0,5-10uL, 10-100pL
ve 50-200uL ‘lik pipetler kullanildu.

p15INK4B geninin promotdr bolgesindeki metilasyon, Polimeraz Zincir Yontemi
ile belirlendi. Calismada kullanilan primerler, Herman ve ark.’nin yapti§i arastirma

makalelerinden segildi (88). p15™*® genindeki metilasyonun PCR ile belirlenmesinde
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wild metilasyon spesifik, metilasyon spesifik olmayan primerler (Cizelge 3.1)

kullanildi.

Cizelge 3.1. p15™**® genindeki metilasyonun PCR ile belirlenmesinde kullamilan primerler.

PCR
Sense Primer Dizisi Antisense primer dizisi iiriinii
P15 W-5'-CGCACCCTGCGGCCAGA-3' P15 W-5-AGTGGCCGAGCGGCCGG-3' 137
P15 M-5'-GCGTTCGTATTTTGCGGTT-3' P15 M-5'-CGTACAATAACCGAACGACCGA-3' 148
P15 U-5-TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT-3' P15 U-5-CCATACAATAACCAAACAACCAA-3' 154

Hot start amplifikasyonu reaksiyonda kullanilan temel bilesiklerden biri olan

primerlerin tiip sicaklifi 65°C’ye yiikseldikten sonra karigima ilave edilmesi ile

gerceklestirildi. Boylece non-spesifik baglanma ihtimali azaltildi. Her bir 6rnek igin

PCR karigimi Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’deki gibidir.

Cizelge 3.2. Metilasyon spesifik PCR karigimlari.

Metilasyon spesifik PCR
Reaksiyon Bilesenleri Kullamilacak Miktar
(1))
Distile Su 15,14
10X PCR Buffer (amonyum siilfatli) 4,46
MgCl; (25 mM) 13,4
dNTP Mix (10 mM) 6
Primer 1 (Forward) (50pmol/ul) 0,5
Primer 2 (Reverse) (50pmol/ul) 0,5
Modifiye DNA 6rnegi 5
Taq DNA polimeraz karigimi
Taq DNA Polimeraz 0,25
Distile Su 4,75
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Cizelge 3.3. Metilasyon spesifik olmayan ve wild-tip PCR reaksiyon karigimlari.

Metilasyon spesifik olmayan ve wild-tip PCR
Reaksiyon Bilesenleri Kullanilacak Miktar
(u)
Distile Su 15,14
10X PCR Buffer (amonyum siilfatl1) 4,46
MgCl; (25 mM) 13,4
dNTP Mix (10 mM) 6
Primer 1 (Forward) (50pmol/ul) 0,5
Primer 2 (Reverse) (50pmol/pl) 0,5
DNA 06rnegi 5
Taq DNA polimeraz karigimi
Taq DNA Polimeraz 0,25
Distile Su 4,75

Olusturulan bu PCR karisim1 vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
ve lizerlerinde numaralar1 yazilt steril 0,2 pl’lik PCR tiiplerine 40’ar pl konuldu. Daha
sonra iizerine 5 ul DNA Ornegi konulup cihaza yerlestirildi. Is1 65°C’nin iizerine
ciktiktan sonra thermal cycler’in kapagi agilip tiipler cihazda iken tiiplerin iizerine
hazirlanan Taq DNA Polimeraz karistmindan 5’er pl hizlica ilave edildi. Tiiplerin
kapaklar1 yeniden kapatilip, cihazin kapag: geri kapatildi.

p15'NKé
3.5°deki gibi uygulanmistir.

geni ve wild tip i¢in PCR kosullar1 sirasiyla Cizelge 3.4 ve Cizelge
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Cizelge 3.4. Metilasyon spesifik ve spesifik olmayan PCR’da uygulanan amplifikasyon sicaklik ve

siireleri.

Metilasyon spesifik ve metilasyon spesifik olmayan PCR kosullar:

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) | Siire (dk) | Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 95 6 1
Denatiirasyon 95 30 sn
Primer baglanmasi (Annealing) 60 30 sn 35
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 30 sn
Son uzama (Post elongasyon) 72 5 1
Muhafaza 4 0 00

Cizelge 3.5. Wild-tip PCR’da uygulanan amplifikasyon sicaklik ve siireleri.

Wild-tip PCR kosullar:

Reaksiyon Asamasi Sicakhik (°C) | Siire (dk) | Dongii Sayis1
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 95 6 1
Denatiirasyon 95 30 sn
Primer baglanmasi (Annealing) 65 30 sn 35
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 30 sn
Son uzama (Post elongasyon) 72
Muhafaza 4 0 0

PCR iirtinleri elektroforez islemlerinde kullanilmak tlizere +4°C’de saklandi.
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3.3.5. Agaroz Jel Elektroforez Teknigi

5'NK48 geninin amplifiye olup

Her bir birey i¢in, PCR islemi sonrasinda pl
olmadigini kontrol etmek i¢in agaroz jel elektroforez islemi uygulandi. Bu islem
sonrasinda 148 bp’lik tek bir band gdzlenmesi gerekiyordu. Hazirlanan jelde yiiriitiilen
DNA’larin uzunluklari, biiytikliikleri belli (100-1000b¢) DNA fragmentleri igeren markir
ile kiyaslanarak saptandi.

Tank tamponu olarak TBE (Tris-Borik Asit-EDTA), 10X konsantre stok
sollisyon seklinde hazirlandi. Daha sonra 1X olacak sekilde sulandirildi ve hem tankta

hem de agaroz jelin hazirlanmasi sirasinda kullanildi.

3.3.5.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

% 2’lik agaroz jel hazirlandi. Diisiik erime sicakligina sahip (55-60°C) ve
molekiiler biyolojik ¢aligsmalar i¢in uygun nitelikte agaroz (Agarose Basica LE, Prona)
kullanildi. 2,4 gr agaroz, 120 ml 1X TBE ¢ozeltisi icerisinde mikrodalga firinda homojen
ve seffaf bir goriiniim elde edilinceye kadar 1sitildi. Buhar ¢ikmasi durduktan sonra boyar
madde olarak 0,5ug/ml Ethidium bromide (Et-Br) kullanildi.

Hazirlanan agaroz, TBE ve Ethidium bromide karisimi, jel taraklarini
eritmeyecek 1siya diigmesini saglamak i¢in jelin biraz sogumasi beklendi. Jel taraklarmin
yerlestirildigi jel kalibina yavasca dokiildii. Dokme islemi sirasinda jel i¢inde hava
kabarciklarinin kalmamasina dikkat edildi. Yaklasik 1 saat kadar oda 1sisinda sogumaya
birakildi. Jel tamamen katilastiktan sonra taraklar ¢ikarildi ve elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tanki igerisine yerlestirilen jelin {ist kismin1 tamamen Ortecek
sekilde yiiriitme tamponu ile dolduruldu.

Yiiriitilecek olan PCR 6rneklerinden 8’er pl alinarak parafilm tizerinde 10 pl
Orange G boyasi ile iyice kanistirildi. Orange G boyasi gliserol icerdiginden dolayi,
kuyucuklara yiikleme sirasinda 6rneklerin yogunlasarak dibe ¢okmesini saglamaktadir ve

bu sekilde drneklerin tagsmasini engellediginden dolayi tercih edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alisma, Non-Hodgkin lenfoma tanist konmus 62 hasta ile kontrol grubu
olarak 40 saglikli bireyi kapsamaktadir. Hastalardan alinan kan 6rneklerinin DNA’lar1
izole edildi ve p15™“® genindeki metilasyonu saptamak icin dncelikle izole edilen
DNA’lara bisiilfit modifikasyon yontemi uygulandi. Metillenmis DNA’daki
sitozinler—timine, metillenmemis DNA’daki sitozinler—urasil—timin’e deamine
olabilmektedir. Replikasyondan 6nce bu degisim urasil DNA glikosilaz enzimi ile
urasil—sitozine tamir edilebilir. Ancak DNA replike oldugunda urasil—timine geri

doniisiimsiiz olarak deamine olmaktadir. p15™<*®

promotoriindeki metilasyona bagh
olarak ortaya ¢ikan bu degisiklikler metilasyon spesifik PCR ile belirlendi.
Metilasyonun PCR ile belirlenmesinde metilasyon spesifik, metilasyon spesifik
olmayan ve wild tip primerler kullanildi. PCR fiiriinleri % 2’lik agaroz jelinde yapilan
elektroforez ile analiz edildi. Bisiilfit modifikasyonuna ugratilmig DNA’lar metilasyon
spesifik primerler ile amplifiye edildiginde, p15™"“®

varliginda 148 bp’lik PCR iiriinii vermektedir (Sekil 4.1). Toplam 62 Ornekten 10

promotdriinde metilasyon

(% 16)’unda 148 bp’lik iiriin elde edildi ve bu 6rnekler metilasyon bakimindan pozitif
olarak degerlendirildi. Tiim Ornekler ayni zamanda metilasyon spesifik olmayan
(unmethylation) spesifik primerlerle de calisildi. Bu primerlerle elde edilen DNA
tiriinleri 152 bp’lik {iriinler vermektedir (Sekil 4.2).

Tiim Ornekler ayni zamanda wild tip spesifik primerlerle de ¢alisildi. Bu
primerlerle yapilan amplifikasyonda bisiilfit modifikasyonuna ugratilmamis DNA

kullanildi ve 137 bp’lik PCR {iriinii elde edildi (Sekil 4.1).
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500bp
400bp

300bp

200bp
148 bp
137bp
100bp

m: molekiil agirhg markiri

M:metilasyon spesifik primerler ile yapilan PCR
U: Unmetilasyon spesifik primerler ile yapilan PCR
W: Wild primerler ile yapilan PCR

Sekil 4.1. p15™ *® Metilasyon spesifik, unmetilasyon spesifik ve wild tip spesifik primerler ile
yapilan PCR amplifikasyonu ve elde edilen iiriinlerin % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile analizi.
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500bp

400bp

300bp

200bp
154 bp

100bp

m:markir, U: Unmetilasyon spesifik primerlerle yapilan PCR

Sekil 4.2. Unmetil primerler kullanilarak MSP yontemi ile amplifiye edilen 154 bp’lik
p15™ *® geni fragmentlerinin % 2’lik agaroz jel goriintiisii.

Sonu¢ olarak; Non-Hodgkin lenfomali bireylerin, p15™<*® geninindeki
hipermetilasyon orani % 16 olarak bulundu. Bu hastalarda DNA metilasyonun goriilme

orani erkeklerde % 13.5 iken, kadinlarda bu oran % 17.8 olarak bulunmustur (Cizelge

4.1-4.2).
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Cizelge 4.1. NHL 11 olgularin p15™%*® genindeki metilasyon durumlart.
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Hasta no:
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Cizelge 4.2. NHL 11 olgularin cinsiyete gore yas ortalamalar1 ve metilasyon yiizdeleri.

Yas . o/ dci
Ortalamasi Metilasyon %’sI
Kadin 46,13+18,3 17.8
Erkek 43,00+15.,9 135
Hasta ve kontrol grubunda p15"™<®

bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.3).

genindeki metilasyon istatastiksel olarak anlamli

Cizelge 4.3. NHL’l1 olgularda ve kontrol grubunda p15™*® genindeki metilasyon yiizdeleri.

Metilasyon %o (+)

Metilasyon %o (-)

Hasta 16 84
n=62
Kontrol - 100
n=40
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5. TARTISMA

Son bes yildir DNA metilasyonu ve 6zellikle kanser gelisimindeki rolii lizerine
yapilan calismalarin sayisinda ciddi bir artis olmustur. Bu siire zarfinda bilinen
DNMT lerin sayist yeni kesfedilenlerle beraber birden iice ¢ikmis ve metilasyonlarin
transkripsiyonel inaktivasyon mekanizmalari {izerine olan etkisi netlestirilmeye
baglanmigtir. Buna ragmen metilasyonel degisiklik mekanizmalar1 hakkindaki
bilgilerimizde hala bazi eksiklikler vardir. Bu mekanizmalarin tanimlanmasi, yakin
gelecekte bu alandaki kapsamli aragtirmalarin daha ayrintili yapilmasina imkan verecek
ve etyolojinin aydinlanmasina katkida bulunarak klinikte kanser hastalarinin erken tani
ve tedavisine fayda saglayacaktir (9).

Lenfoma, 16semi ve multipl myeloma kanserleri hematopoetik ya da lenfoid
doku orijinlidir. Amerika’da yapilan calismalara goére 106.200 kisinin 61.000’ini
lenfoma, 30.600’tni 16semi ve 14.000inii multipl myeloma olusturmaktadir.
Hematolojik malignensilerin bu yeni olgular1 2003°te yeni kanser olgularinin % 8’ini
olusturmaktadir. Hematolojik malignensiler, kanser Oliimlerinde ikinci sirada yer
almaktadir. Losemiler akut ve kronik olmak iizere iki temel alt gruba ayrilirken,
lenfomalar Hodgkin ve Non-Hodgkin lenfoma olmak {izere siniflandirilir (89).

Farkl1 hiicresel onkogenlerden baska tiimor supressor genlerinin disregiilasyonu
kanserin patojenezisinde 6nemli bir olaydir. Tiimor supressor genler, 6zellikle hiicre
siklus regiilasyonunda gorev alirlar. Siklikla kanserin farkli tiplerinde inaktiftir.
CDKN2A (p16™*A MTS1), CDKN2B (p15™*®, MTS2) CDK inhibitérleridir. Siklin
bagimli kinaz inhibitérlerinin INK 4 kinaz ailesine aittir ve Rb bagimli hiicre siklus
regiilasyonunda CDK4-6’nin kompetatif inhibisyonuyla hiicre siklusunun negatif
regiilatorleridir (90).

Bu calismada, NHL’li hastalarm p15™%*® gen promotériindeki metilasyonun
varligi ve siklig1 saptanmaya calisilmistir. Bu amacla, uzman hekim tarafindan NHL
tanist konmus olan 62 hasta secilmis ve elde edilen veriler neticesinde, NHL’I1 62
bireyin 10" unun (% 16) p15™<*® promotor gen bélgesinde metilasyon saptanmustir.

Delgado ve ark. 72 NHL’lLi olguda p15™ *® ve p16™** genindeki DNA
metilasyonunu arastirmislardir. NHL’Ii olgularin % 11’inde (8 birey) p15 "™ *® geninde
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metilasyon gozlenmistir Bu olgularin ¢ogunda (3 MALT, 1 anaplastik T-hiicreli

INK4A
6

lenfoma, 1 burkit ve 1 folikiiler lenfoma) pl genindeki hipermetilasyonun

varligida gosterilmistir (73).

Baska bir metilasyon c¢alismasinda, Non-hodgkin lenfomalarda p16™K*
genindeki hipermetilasyonun (%15-80), p15™“*® (% 10) genine oranla daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Ancak AML ve ALL’de p16™<** gendeki hipermetilasyona gok

5INK4B

nadir rastlanmistir. Aberant pl promotor metilasyon AML’nin hemen hemen

tamaminda saptanirken, ALL ve Burkit lenfomada ¢ok sik bir sekilde metilasyona

5"NK4B ve p16™ " daki metilasyon

rastlandigr gosterilmistir. Multipl myelomada; pl
siklig1 hastalarin % 67 ve % 75’inde saptanmistir (91).

Literatiirde p15™*® ve p16™“** genlerinin metilasyonu ile ilgili farkli hasta
gruplarinda yapilan caligmalarda metilasyon oranlarinda farkliliklar bulunmustur.
Yapilan caligmalarda hastalardan alinan kemik iligi ve lenf nodu 6rneklerinde tam kana
gore metilasyon oraninin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Takahashi ve arkadaslari
bu oranlari farkli genlerde % 29- % 68 arasinda bulmuslardir (89).

Baur ve ark. yapmus olduklari ¢alismada p15™<*8, p16™<** ve p14*** genlerinin
metilasyon durumlarint kemik iligi ve lenf nodu 6rneklerinde 56 B ve T hiicre lenfomali
hastada arastirmislardir. Buna gore; p16™<** genindeki metilasyon, lenfomali 56
hastanin 17’sinde (%30) bulunmustur. BCL’da % 32 ve TCL’da % 22 oraninda
metilasyon belirlenmistir. BCL’nin diisiik dereceli tipinde % 21 bulunurken yliksek

dereceli tipinde (Kiel siiflandirma) % 50 olarak gosterilmistir. p15'NKaB

geninde
metilasyon lenfomal1 olgularin % 61’inde bulunmustur: BCL’da % 64 ve TCL’de ise %
44 oraninda metilasyon gosterilmistir. BCL’ nin diisiik dereceli alt tipinde metilasyon

orant % 55, yiiksek dereceli alt tipinde ise % 78 olarak bulunmustur (92). Lenfomali

4ARF 5INK4B v

olgularin hi¢ birinde pl
p16/NKeA

olusumunda homozigot delesyonlar ile mutasyonlarin, bu genlerin inaktivasyon durumu

genindeki metilasyona rastlanmamistir. pl e

nin  kodlanan bolgelerinde hi¢ mutasyona rastlanmamis ve lenfoma

INK4B INK4A
5 6

ile ilgili olmadiklar1 belirlenmistir. Bu aragtirmacilar lenfomalarda p1 ve pl

nin transkripsiyonel inaktivasyonunda esas mekanizmanin gen metilasyonu oldugunu
bildirilmislerdir (92).
Wang ve ark. yapmus olduklari calismada; p16™<**'daki delesyonlar ve nokta

mutasyonlarinin AMM’li hastalarda nadir olarak gozlemislerdir. Mevcut ¢alismalarda
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bu genlerdeki inaktivasyona baska bir mekanizmasiyla p15™<*® ve p16™%* daki

metilasyon durumlarma bakilmistir. Metilasyon spesifik PCR ve southern blott
teknikleri kullanilarak, AMM’nin kronik fazinda p15™F*® ve p16™K** da

5INK4B

hipermetilasyona hi¢ bir hastada rastlanmamistir. Losemide pl geninde

hipermetilasyon % 40, p16™** da ise % 20 oraninda bulunmustur. Homozigot

INK4A INK4B
6 5

delesyonlarin pl geninde pl geninden daha sik oranda oldugu goézlenirken,

T-hiicre ALL ‘de p15”%*'deki hipermetilasyon oranmm p16™<* daki hipermetilasyon
oranindan daha sik oldugu saptanmustir. Ozellikle transformasyon asamasinda p15'NK4B
genindeki hipermetilasyonun AML ve MDS’de daha yiiksek oldugu bulunmustur. Diger
yandan, lenfoid malignensilerde primer ya da trasforme agresif varyantlarda ve Burkit
lenfomada p16™“** daki hipermetilasyonun ¢ok daha sik oldugu tespit edilmistir.
p16™““**nin hipermetilasyonu 6zellikle plazma hiicre 16semisinde multiple myelomada
yiiksek oranda saptanmustir. Bununla birlikte p15™“® ve p16™** daki hipermetilasyon;
MDS gibi primer agresif hastaliklar, lenfomanin agresif formlar1 ya da akut l6semide
transforme lenfomalar ile lenfomanin daha agresif tiplerinde gozlenmektedir. Yapilan
calismalarda p15™**® ve p16™K* da hipermetilasyon kronik AMM’de gozlenmemistir.
Fakat 16semik faz transformasyonunda p15™<*® de % 40, p16™*** da ise % 20 oraninda
bulunmustur (93).

B. Martinez-Delgado ve ark.’nin yaptiklari cahismada, p15™<*® ve p16™** daki
hipermetilasyona, NHL’da ¢ok sik olarak rastlanmistir. Bu tiimdrlerde homozigot

delesyonlarin ve mutasyonlarin ¢ok diisik oranda oldugu gdzlenmistir. p16™"**

nin
metilasyonu, olgularin histolojik alt tiplerine bagli olarak % 10-80’inde bulunmustur.
p15/NKes

caligmalarda, bu genlerin hipermetilasyonunun hematolojik malignesilerde prognostik

geninindeki hipermetilasyon diisiik oranda gozlenmistir. Yapilan bazi

bir faktor olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (7).
Yapilan calismalarda, cogu kanserle iliskili genler insan neoplazmalarinin birgok

6INK4A>

tipinde metillenmistir. pl nin CpG adaciklarindaki hipermetilasyonu gliomas,

melanomas, l6semi ve lenfomalarin yani sira kolon, mesane, gogilis ve akciger

karsinomalarinda rapor edilmistir. p15™<*®

promotdr bolgesinde de hipermetilasyon
olup, 6zellikle hematolojik malignensileri kapsamaktadir. Lenfomalarda p15™**® ve
p16™“A  degisimleri homozigot delesyonlar ve mutasyonlarda diisik oranda

belirlenmistir. Bu tlimor supressdr genlerinin CpG adaciklarindaki hipermetilasyonu
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lenfoid neoplazmlarda ¢ok sik bir sekilde olusmaktadir. p15™<*® ya da p16™*** da
hipermetilasyon mukoza ile iligkili lenfoid doku lenfomalarinda Burkit lenfomada ve
multipl myelomada gozlenmistir. Metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu ya da
bisiilfit genomik dizisi gibi hassas teknikler kullanilarak metilasyon orani farkl
olgularda analiz edilmistir (93). Garcia ve ark. yapmus olduklari ¢alismada, p15™<*®
genin promotor bolgesindeki hipermetilasyon null ALCL de % 58, T-hiicre ALCL’de %
61, PTCL’de % 77 ve DLBCL’de % 47 oraninda saptanmistir. NHL’da toplam
metilasyon sikliginin orani1 % 60 olarak analiz edilmistir (94).

Rb ve p53 gibi ¢ogu tiimor supressor genler bir alleldeki nokta mutasyonu ve
kromozomal kayipla homolog allellerin delesyonlarma karsin, AML’de p15™<*® gen
inaktivasyonundaki esas mekanizma genin 5' promot6r bolgesinde metilasyon meydana
gelmektedir. AML’de p15™<*® promotor geninde homolog delesyon ve intrajenik
mutasyonlar nadirdir. Benzer sekilde homolog delesyonlar ve intrajenik mutasyonlar
tarafindan p16™“**nin inaktivasyonu AML’de yaygin degildir. Buna ragmen ALL
olgularinda bu yaklagik olarak % 30 oraninda meydana gelmektedir (90).

Farkli genlerde de metilasyona bakilmis, buna gore; ER (Ostrojen reseptor)
geninde, ALL, AML, CML ve lenfomalarda metilasyon goézlenmistir. ER geninde
NHL’da metilasyon % 60 olarak bulunmustur. HIC-1 geni siklilikla metillenmekte ve
solid tiimdrlerin ¢ogunda sessizlesmektedir. AML’de nadir olarak metilasyon
saptanirken (% 10), ALL’de ki metilasyonun (% 53) daha sik oldugu belirlenmistir.
Yine HIC-1 genindeki metilasyon, Non-Hodgkin Lenfomada % 25, CML-CP’de ise
% 50 olarak bulunmustur. E-CAD (E-cadherin) geninde AML’de % 82, ALL’de % 100
ve CLL’li hastalarin % 60’inda metilasyonun varligi tespit edilmistir. p73 geninde
ALL’de % 31, Burkitt lenfomada % 30 oraninda metilasyon saptanmigtir. CALC
(kalsitonin) genindeki metilasyonun ise AML’de % 71, ALL’de ve NHL’da ise % 90
oraninda metilasyon belirlenmistir (9).

Kumagai ve ark., metilasyon spesifik PCR yontemi ile myeloid metaplasia’li ve
melofibrosis’li 30 hastada tiimérle ile iliskili 8 genin (p14™%", p15™<*®, p16™ ** Rb,
hMLH1, hMSH2, APC ve DAPK) metilasyon durumunu analiz etmislerdir. Buna gore,
p16™K* Rb, hMLH1, hMSH2, APC ve DAPK genlerinde hipermetilasyon
goriilmemistir. p14™%" ve p15™ *® genlerinde sadece 1 hastada hipermetilasyon

saptanmustir (95).
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Hofmann ve ark.’nin yapmis olduklari ¢alismada; hiicre siklus kontrol genleri

5'NK4B ve p16™K** da metilasyon T-hiicre 16semi ve lenfomali hastalarda % 20

olan p1
olarak bulunmustur (96).

Promotér CpG adaciklarinin aberant metilasyonu epigenetik, onkogenik bir
mekanizmadir. Manero ve ark. yapmis olduklart calismada, ALL’li hastalarin
metilasyon karakteristikleri tanimlanmistir. Restriksiyon endoniikleaz enzimi (COBRA)
ile bistilfit PCR yontemi kullanilarak 80 tedavi almamis ALL’li hastada promotér CpG
adaciklar ile iligkili 10 genin metilasyon durumu analiz edilmistir. MDR1, THBS2,
MYF3, ER, p15™“® THBS1, CD10, C-ABL ve p16™*** genlerindeki metilasyon
yogunlugu, sirasiyla % 24,5, % 20,8, %17,6, % 16,1, % 11,3, % 8,9 , % 4,5, % 3,7 ve
% 1,3 olarak bulunmustur. p53 geninde ise 80 olgunun 17’sinde (% 21.2) metilasyon
belirlenmistir. Olgularin % 86.2’sinde en az bir gende metilasyon saptanirken, olgularin
% 42,5’inde li¢ ya da daha fazla gende metilasyonun varlig1 saptanmistir (97).

Bir ¢ok kanser tipinde dnemli fonksiyonlara sahip olan genlerin promotorlerinde
metilasyonun gosterilmesi ile yeni tedavi stratejileri gelistirilmeye baslanmistir. Bunun
sonucu olarak kemoterapide kullanilan ilaglarin bazilari DNA metilasyonunda
degisimlere neden olan tiimorlerin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Proarbazin, metotreksat, hidroksiiire ya da 5-florourasil gibi ilaglara maruz kalindiginda
baz1 tiimorlerde DNA metilasyonu indiiklemektedir. Diger kemoterapi ilaglari,
antimetabolitler 5-azadeoksisitidin ya da 6-tiyoguanin DNA’nin hipometilasyonuna
neden olmaktadir. Lenfomalarin tedavisinde kullanilan ilaglarin bazilari, baz1 genlerin
anormal metilasyonunun devam etmesine neden olmaktadir. Kemoterapide kullanilan 5-
azasitidin gibi hipometilasyon ajanlari, hipermetilasyon ile timér supressor genlerin
yeniden ekspresyonuna neden olabilecegi belirtilmistir. NHL’da kemoterapide
kullanilan ilaglarla tedavi siiresince metilasyonun devam ettigi gézlenmistir (7).

Sonug olarak birgok NHL’I1 olgularda metilasyon oram1 CALC, ER, p15™<*® v

INK4A
6

€
pl geninde farkli oranlarda belirlenmistir. Ancak calisilan materyalin ¢esidi ile
metilasyon tespit oranlar1 farklilik gostermektedir. Kemik iligi ve lenf nodu
orneklerinde % 60-78 oraninda metilasyon tesbit edilirken periferal kandan yapilan
calismalarda bu oran (% 10-20) arasinda bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda da periferal
kan oOrnekleri kullanildigindan dolayr bu oran (% 16) literatiire gore biraz diisiik

goriilmektedir. Bu hastalara ait lenf nodu érneklerinde de p15™<*®’deki metilasyonun
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arastirilmast bu orani yiikseltecektir. NHL’larda metilasyonun arastirilmasinda daha
yiiksek diizeylerde metillendigi tespit edilen CALC, ER gibi diger bazi genlerdeki
metillenme oranlarmin da arasgtirilmasi bu orani yiikseltecek ve daha duyarli bir erken
tan1 imkan1 saglayacaktir.

Bu alanda yapilacak deneylerin optimize edilmesi ve uygun Orneklerin
kullanilmast ile metilasyonun tesbit edilmesi bir¢cok kanser tiirlinde oldugu gibi NHL

icinde erken ve hassas bir tan1 kriteri saglayarak tedaviye fayda saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanserin erken teshisi i¢in yeni girisimlere ve siirekli yenilenen bulgulara
ihtiya¢ vardir. Son zamanlarda genetigin yani sira epigenetik kavrami, insan kanser
evriminin merkezi olaylar1 olarak yeniden ortaya c¢ikmustir. Bir ¢ok kanser tiiri,
fonksiyonel genlerin promotdr boélgelerinde meydana gelen metilasyonlar ve bu
metilasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan genetik degisikliklerin bir sonucu olarak genlerin
fonksiyonlarini kaybetmesi veya onkogenlerin aktive olmasi ile gelismektedir.

Metilasyon degisimlerinin tespiti potansiyel olarak risk durumlarinin
belirlenmesi, stratejilerin izlenmesi, erken teshis ve kanserin prognozunu gézlemlemede
kullanilan hassas bir molekiiler markirdir. Yakin gelecekte DNA metilasyon paterninin
Oonemi, kanser hastalarinin tedavisinde giderek artacaktir. Hipermetilasyonun tesbit
edilmesi konvansiyonel olarak kullanilan sinirli sayidaki markirlara 6nemli bir destek
olusturacaktir.

Ayrica metilasyon varligi ve sonucunda gelisen fonksiyon kayiplarinin
netlesmeye baslamasiyla beraber DNMT lere karsi cesitli baz1 ajanlar gelistirilmis ve
klinik olarak kullanilmaya baslanmis, bazilar1 ise deneme asamasindadir. Bu
calismalarin devam ettirilmesi ile daha etkin ve az yan etkiye sahip yeni ajanlarin
gelistirilmesi de miimkiin olacaktir.

Yapilan bu ¢alismada, 62 NHL olgusunda p15™"*® geninin promotoriindeki metilasyon
orani arastirilmis ve bu oran % 16 olarak bulunmustur. Kontrol grubu olarak 40 saglikli
birey degerlendirilmeye alinmistir. NHL’I1 hastalarda DNA metilasyonunun goriilme
sikligi kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bundan
sonra yapilmasi diisiiniilen ¢alismalarda 6rnek sayisinin arttirilmasi, doku 6rneklerinin
kullanilmast ve diger bazi bagka genlerin de arastirilmasi ile daha hassas sonuglar elde

edilebilecektir.
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