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Promoterdaki CpG adalarinin anormal metilasyomnun, timor baskilayici
genler, hiicre dongusu kontrol genleri, apopitozu dleyen genler ve DNA tamir
genlerinin baslica en yaygin inaktivasyon mekanizmasi oldgu bilinmektedir. Bazi
yayinlar cesitli genlerin metilasyon durumu ve kicuk htcreli olmayan akciger
kanserinin  (NSCLC) prognozu arasinda ilgki oldugunu, bu genlerin
hipermetilasyonunun prognoz icin biyomarker olarak hizmet edebilecgini ileri
surmektedirler.

Bu calsmanin amaci DNA tamir geni olarak O°- metilguanin DNA
metiltransferaz (MGMT) geninin metilasyon durumu ile yas, cinsiyet, histolojik alt
tip, TNM siniflamasi ve sigara igme durumlarini iceen klinikopatolojik 6zellikleri
arasindaki iliskiyi NSCLC hastalarinda belirlemektir.

Bu calsmaya NSCLC'li seksen hasta dahil edildi. DNA metilayon analizi
formalinle fiske edilmis parafine gomull akcger doku o©rneklerinde
gerceklsstirildi. DNA izolasyonu ve bisllfit uygulamasini takiben DNA
metilasyonu metilasyon 6zgin gercek-zamanli PCR (M3 ile analiz edildi.
Calisilan grubun DNA metilasyonu frekansi %64 olarak tegit edildi. Metilasyon
ylizdesi, unmetile DNA'ya goére incelenen tum alt grplar icinde ¢ok yuksek olarak
belirlendi. Bu sonuclar benzer ¢algmalarin sonuclariyla uyumludur.

NSCLC'li hastalarin parafine gomuli doku o6rnelerinin metilasyon 6zgin
gercek-zamanli PCR ile metilasyon analizinde bu tekgin kullanish bir teknik
oldugu gorulmektedir. Daha sonraki calsmalar bu molekiler yaklasimin
gelecekte potansiyel biyomarker oldgunu destekleyecektir.
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Aberrant methylation of promoter CpG islands is knavn to be a major
inactivation mechanism of the tumor suppressor gerse cell cycle control genes,
apoptosis preventing genes and DNA repair genes. 18e published studies suggest
a relationship to exist between the methylation stas of several genes and the
prognosis in non-small cell lung cancer (NSCLC), hyermethylation of the specific
genes may be expected to serve as a biomarker foetprognosis.

The aim of this study was to determine the rationship between the methylation
status of O°- methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) gene asa DNA
repair gene and the clinicopathological characterigcs including the age, gender,
histological subtype, TNM stage and smoking in p&nts with NSCLC.

Eighty patients with NSCLC were included in ths study. The analysis of DNA
methylation was performed on formalin fixed parafn embedded lung tissues
samples. Following DNA isolation and bisulfite-trement, DNA methylation was
analyzed by methylation-specific real-time PCR (MSP DNA methylation was
detectable with a frequency of %64 in our group. Tle percent of the methylation
was very high within all examined sub group accordig to unmethylated DNA.
These conclusions were concordant with other simitastudies results.

The analysis of DNA methylation in parafined-embdded tissue samples of
patients with NSCLC by methylation-specific real-tme PCR is technically feasible.
Further studies are warranted to determine the futue potential biomarker of this
molecular approach.
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1.GIRIS

Kanser olgumu birbirini izleyen genetik ve epigenetikgigklikler sonucu normal
hicrenin giderek malign hicreye d@dint ile sonuglanan ¢oksamali bir surectir.
Hucresel dizeyde kanserin gehi, mutasyonlari iceren coksamall bir sireg
sonucunda ggalma, sgkalim, invazyon ve metastaz yetenekleri giderekarart
hiicrelerin secilmesieklinde ortaya cikar. Busamalarin ilki olan timor gangici, bir
tek hicrenin anormal galmasina neden olan genetik veya epigenetik Rirsidt gin
sonucudur. Hicre @galmasina paralel olarak klonal timor hicrelerindegan hiicre
toplulugu da giderek buaytr. Tumor ilerlemesi bu toplulukndgki hicrelerde yeni
mutasyonlarin vamm ve bu mutasyonlara yeni epigenetikggenlerin katilimi ile
gerceklgir. Bu desisimlerin bir bolimi hucreye daha hizli ggma gibi belirli
avantajlar kazandirir ve bu avantaja sahip olan fé@gcreler timoér toplulgu icinde
gittikce daha baskin nitelikler kazanirlar. Boylemgek ¢galma hizi, gerekse galim,
invazyon ve metastaz yet@necisindan avantajli yeni bir timor hicre klontaga
citkar ve bu klonun ggalmasi timor gedimi boyunca devam ederek timore malign

Ozellik kazandirir.

Hemen hemen tim kanserlerde etkilenen ve kéckontrol yolaklarinda meydana
gelen kalitsal genetik ve epigenetikgd@mler, kanser aggirmalarinin temel hedefleri
arasinda yer almaktadir. Yakin bir gegenkadar konu ile ilgili c¢cagmalar 6zellikle
onkogenlerin mutasyonlarla aktivasyonuna veya tumbaskilayici genlerin
inaktivasyonuna odaklangti. Ancak, 1990’1 yillarin ortalarindan bu yanataa bilgi
birikimi, kanserin etyolojisi ve progresyonunda ggmetik dgisimlerle regule olan
kalitsal dgisikliklerin de 6nemini gostermektedir. Ozellikle DNAe kromatin
metilasyon profillerindeki d#sikliklerin, mutasyonlar gibi genetik d@esikliklerin
disinda ya bir onkogenin aktivasyonu ya da timoér Bagial genlerin inaktivasyonuna

neden olan en 6nemli epigenetik mekanizmalar @ldwabul edilmektedir. Kanserde en



sik aratirilan epigenetik dgsim DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, bir metil
grubunun DNA metiltransferaz (DNMT) ailesi Uyeletarafindan sitozinin C-5
pozisyonuna transfer oldu kovalent bir DNA modifikasyonudur. Her ne kadar b
epigenetik mekanizmanin, genel olarak kansergiab@asi ve ilerlemesinde onkogen
aktivasyonu veya tumor baskilayici gen sesgmési icin 6énemli bir neden olgu
kabul edilse de, bu epigenetik mekanizmanin kapsstispozisyonunda da énemli bir
rol oynayabilecgi gorisU nispeten daha yeni bir gétir. (Feinberg 2007, Filipe ve
Esteller 2007, Hoffman vd 2009).

Omurgal bir canlinin her dokusunda bulunaklfdtcreler, farkli fonksiyonlar igin
O0zellesmis olmakla birlikte tim hicreler genomsdegerligi acisindan birbirinin
aynisidir.  Oysa farkhh hicre tiplerindeki temel 1&r gen transkripsiyonu,
transkripsiyon miktari ve mRNA yari-Omri gibi 6zklérin yani sira, bulunduklar
genom yapisi i¢cinde dizenleyici gen bolgelerinirk a@da kapali olmasini gayan
metilasyon glemi ile farkl proteinlerin Uretilmesidir. Bu sage bir néron hicresi bir
cizgili kas hucresi ile benzer ve identikal genoapésitesine sahip olmakla birlikte,
farklilasmanin ve Ozellgnenin durumuna gore g@igl tim genom olanaklarindan

ancak belirli bir kismini kullanir (Luleyap 2008).

Metilasyonun kanser alumuna neden olan mekanizmalarindan ilki, 5-metil
sitozinin kendisinin mutasyon aiwrma riskidir. Normalde DNA'da bulunan sitozin, en
sik gorilen mutasyon mekanizmalarindan biri oleemtieasyon sonucu urasile d@iii
ve bir RNA bazi olmasi nedeniyle onarim mekanizmiata kolayca taninarak onarilir.
Buna kagilik metilsitozinin spontan deaminasyonu sonucusarutimin, normalde
DNA’da bulunan bir baz oldiu icin onarim mekanizmalarindan kacar. Tim genormndak
nokta mutasyonlarinin yaklik tcte birinden fazlasinin CpG adaciklarinda gazlesi
bu etkinin en acik Dbelirtisidir. ikinci yol ise, genomda gobzlenen yaygin
hipometilasyonun, tekrar bolgelerindeki rekombirasyoraninda aga ve genomda
kararsizlga neden olmasidir. Uclinct yol ise, timor baskilagenlerin, hicre
dongusuna kontrol eden ve apoptozisi 6nleyen genl&NA onarim genlerinin ve
gelisim sirecinde etkili yolaklarin normalslemesini sglayan genlerin promotor
bdlgelerindeki hipermetilasyonun, ilgili genin naalden farkli ifade olmasina yol
acmasidir. Byekilde normalden farkli dizeyde galn yada cajmayan genler kanser

olusumuna katkida bulunur (Sayin 2008).



P-metilguanin  DNA metiltransferaz  (MGMT), guaninin ® Opozisyonundaki
mutajenik ve sitotoksik dgsimleri uzaklgtiran dnemli bir DNA tamir mekanizmasi
enzimidir. DNA molekiiliinde guaninin ®Opozisyonundan alkillenmesi, kanserde
mutasyon olgum mekanizmalarindan biridir. Dolayisiyla MGMT emiin tamir
etkinligi, hasarli guaninin mutajenik/karsinojenik alanstlmma olasiigini azaltmaya
yardim eder. Akger kanserleri dahil bircok timor tipinde siklikldGMT geni
promoter bdlgesinde sai metilasyon belirlenmi ve bu metilasyon profilinin
karsinogenez etyolojisinde ve progresyonunda onbimljen sessizigne mekanizmasi
oldugu ileri strdlmigttr (Pegg vd 2000, Jacinto ve Esteller 2007).

Bu calsmada, kicuk htcreli olmayan ager kanseri (NSCLC, Nonsmall Cell Lung
Cancer) tanisi alan formalinle fikse edigmiparafine gomulmgi agiv doku
orneklerinde, MGMT geni promoter metilasyon profillerinin belirlenmege ya;,
cinsiyet, sigara icimi, TNM evre ve histolojik alip olmak Uzere klinikopatolojik

parametrelerle igkisinin belirlenmesi amaclansgtir.



2. KURAMSAL BIiLGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1. Kanser

Kanser, organizmanin gereksinme referansi ldman hiicre sayisinda geiolanak
salayan ve hemostazi yoneten temel dizenleyici mekaadari olumsuz etkileyen bir
gen ekspresyon hastablir. Hipokrat, solid timor dokusunun kesfide olgan
goruntisini yengece benzeterek, yunanca yengeniaalgelen “carcinos” ile kanseri
adlandirmgtir. Kanser tek bir hiicrede meydana gelepigimle baglar (bu hiicre son
yillarda “kanser kok hicresi” olarak da adlandhaktadir) ve bu hicrenin en tipik
Ozelligi kontrolstiz ve sirekli boélinmedir. Normal bir héom timorli hicreye
donsimi c¢ok basamakli bir sdrectiiSgkil 2.1). Ve tipik olarak 6ncil kanser

lezyonlarinin malignant timorlere démiesiyle gerceklgr (Sekil 2.2).



Mutasyon tiimér hasa}ql genleri inaktive eder
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Sekil 2.1 Normal bir hiicreden kanser gimuna kadar gecen sirecte gercgkie
olaylara bir 6rnek (WEB_1, 2010’dan alinaraidifiye edilmitir).




NORMAL BUYUME KONTROLUNUN KAYBOLMASI
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Sekil 2.2 Hucrenin buytme kontroliini kaybederek kanserési (Modifiye edilmgtir)

(WEB_2, 2010).

Genellikle kanser ileseanlamli olarak kullanilan ve anormal hiicre buytinoésrak

tanimlanan timorler, benign (iyi huylu) veya maliggdti huylu) olmak tzere 2 gruba

ayrilirlar. Buna gore bening timorler, giiuklari orijinal bélgelerde kalarak ve orada

sinirli bir sekilde buyuyerek vicudun gér bdlgelerine sigramayan iyi huylu 6zellikler

tasirken, malign tumorler ise surekli bolinerek buyidlyéenf ve kan dokami ile

metastaz yapma ozgilibulunan timaor tdrlerini tanimlar (Luleyap 2008).



Daha detayh birsekilde akcger kanserlerinin patogenezbekil 2.3' de

gorialmektedir.
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Sekil 2.3 Akciger kanseri patogenezine 6zgi anatomik bélimler (@U2007).

Sekilde de goruldgl gibi akcger kanseri, organin farkli anatomik bolimlerinden
koken alan farkh histolojik alt tiplere sahiptiékcigerin temel fonksiyonu ile solunan
hava, brog ve brosioller aracilg ile alveollere ulgtinlir. Kikirdakla guclendirilmg ve
kas duvarina sahip blyuk tupler bglamdir. Kikirdak dest@& olmayan ve tam bir kas
duvarina sahip olmayan daha kucuk tupler (<1 mm) ¢e@ brogiollerdir ve bu
bromsioller alveollerle temas halindedirler. Brdarin kabul edilen kok htcreleri, bazal
hicredir ve bu hicrenin siliali, mikéz ve noéroentokhicrelere farkhlgtig
disunulmektedir. Terminal brgioller ve alveollerin ise ortak bir kék hicreyi
paylastiklari genel bir gorgtlr. Ancak, periferal havayolu koék hicrelerini nmadjik
olarak identifiye etmek oldukc¢a zordur ve bu lokayonda bolinme yetenee sahip



olan hucreler, Klara hitcreleri (brgallerde) ve surfektan sekrete eden tip |
pnomositlerdir (alveollerde). Akger morfogenezinde dnemli bir transkripsiyon faktori
olan tiroid transkripsiyon faktori 1 (TTF1), perd¢ hava yolu hicrelerinden ve
muhtemelen de bu hicrelerin olasi kék hicrelerindkesprese edilir. Periferal hava
yolu hicrelerinin sekresyon urtnleri Klara hiicretpmi 10 (CC10) ve surfektan (tip 1l
pnomositlerden)’dir. Boylece, boélgeye-0zgin kok retiakleri epitelyum farklilgin
korunmasi gorevini Ustlenirler. Akg@r kanseri ya merkezi havayolu boélimiinden
(6zellikle kucuk hucreli akger kanseri ve skuamdz hicre karsinomu) ya da parife
havayolu boéliminden (6zellikle adenokarsinom) kokén. Sigara tiketimine I3&
karsinojenler, her iki havayolunu da etkileyebiincak sigara igcmeyen hastalarda
akciger kanserine neden olan ve heniiz tam olarak tanmaems faktorlerin 6zgin

olarak periferal bolimi hedefledikleri gozlenmelté8un vd 2007).

2.2. Kanser ve Etyoloji

insanlarda genomik DNA'nin buturdi cevresel faktorlerin etkisiyle strekli olarak
tehdit altindadir. DNA replikasyonu ve DNA rekomasyonu gibi hlcresel olaylar
sirasinda da endojen olarak DNA'nin yapisind&isildikler olusabilir. Genetik
materyalin molekuler butingilinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle dana
gelen tum dgisiklikler “DNA hasari” olarak adlandirilir. DNA hasahicrede, ya
hasarla bga cikabilecek veya hasarlashacikamiyorsa programli hicre olumlerine

neden olacak bir¢cok hiicresel olayi tetikl&ulaksiz ve Sancar 2007).

Bircok solid timorlerde olgw gibi akcger kanserine neden olduklari bilinen

ekzojen etmenler temel olarak 3 grupta toplaniritgrupfiziksel karsinojenleplarak

adlandiriimaktadir ve bu grupta ultraviyole ve ijmnradyasyon yer almaktadikinci

grup kimyasal karsinojenlelir. Akciger kanseri etyolojisinde yer alan en dnemli etmen

sigaradir ve sigara dumaninda 4000'den fazla kiadyasaddenin bulundiu ve
bunlardan en az 60 tanesinin karsinojen Gzail bulund@gu kanitlanmgtir (Benan
2007). Aktif sigara icicilerin yani sira pasif iger icin de ayni risk s6z konusudur ve
pasif icicilerde hi¢ sigara dumanina maruz kalmapaeylere gore akger kanser
riskinin en az %25 arttirgh rapor edilmgtir (Boffetta 2006). Grup A karsinojen olarak



kabul edilmesi ve Amerika Cevre Korungaibesi (EPA) tarafindan insanlarda kanser
nedeni olarak siniflandirilmasi, pasif sigara igimi onemini bir kez daha
belirtmektedir. Sigaranin yani sira endustri ve emadik sektdrt gibi sanayi
alanlarinda kullanilan asbest, arsenik gibi kimydsasinojenler de akger kanser

olusum riskinde 6nemli yer tutarlar. Uciincii grupta isigolojik karsinojenleryer alir.

Ozellikle insan papilloma virusu (HPV), Hepatitwstari gibi onkojenik viruslar direkt
olarak kanser okwna neden olurken, bazi bakteriyal ve parazitemlajm da

karsinogenez surecine katildiklarisdatimektedir.

2.3. Kanser ve Epidemiyoloji

Dunya Sglik Orguti (DSO)'niin 2009 morbidite ve mortalitgpeaiuna gore, diinya
Uzerinde bir sebebe $ia olarak gerceklgen her 10 6limden 6’si bylal olmayan
hastaliklardan, 3’0 bugeci hastaliklardan, Greme ya da beslenme sorudi@nive 1’i
de travma sonucu meydana gelmektedir. Bu rapordazmanda tim dinyada 6lim
nedenlerinin bgnda kanser, kardiyovaskiler hastaliklar ve krostdunum yolu
hastaliklarinin gelg yer almaktadir. GeJmekte olan Ulkelerde, bu listeye enfeksiyoz
etkenler nedeniyle olimler ve bebek dlumleri eklektadir. Acikca goruldgil gibi,
bulsgici olmayan hastaliklardan 6lim orani Buta hastaliklardan 6lum oranina gore
oldukca fazladir. Bukaci olmayan hastaliklarda da oOlum oranlarina gdikesirayi
kardiyovaskuler hastaliklar alirken ikinci siradenker yer almaktadir. Dinya Uzerinde
her 100.000 kiden 364’'U kardiyovaskuler hastaliklardan oOlirké29’'u kanserden
Olmektedir (WEB_3, 2010).

Kanser dinya genelinde hagialibali olimlerin ana nedenlerinden biridir ve
2004'de 7.4 milyon kinin olimine neden olgu rapor edilmgtir (tum olamlerin
%13’U). Mortaliteye neden olan fieca kanser turleri, akger (yilda 1.3 milyon 6lim),
mide (yilda 803000 o6lum), kolorektal (yilda 63900@im), karacter (yilda 610000
6lim) ve meme (yilda 519000 6lim) kanserleridir BVE3, 2010).

Ulkemizde ise, Siik Bakanlgl Kanserle SavaDairesi Bakanligl (Kanser Erken
Teshis, Tarama ve gtim Merkezi, KETEM) 2005 yili “Tirkiye Kansdistatistikleri’ne
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gore, yurdumuzda en sik gorilen kanserler erke&lexktper, prostat, deri, mesane,
mide, kolon, kemik ik, larinks, beyin, rektum Sekil 2.4); kadinlarda meme, deri,
tiroid, akciger, mide, kolon, over, kemik di, endometrium, serviks, kanserleri olarak

siralanmgtir (Sekil 2.5).

Erkeklerde Géoriilen ilk On Kanser Tiirii (2005)
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Sekil 2.4 Turkiye’'de erkeklerde gorulen ilk on kanser tiMiEB_4, 2010)

Kadinlarda Gériilen ilk On Kanser Tiirii (2005)
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DSO tum kanser oltmlerinin %70’inin @ik ve orta gelirli Glkelerde meydana
geldigini bildirmis ve dinya genelinde kanserden 6lim sayisinin &rta@80’da
tahmini olarak 12 milyon 6liime neden olgoa rapor etmytir. Ulkemizde ise Saik
Bakanlgl Kanserle Sawva Daire Bagkanlgi’'nin 2004-2006 vyillart Turkiye Kanser
Insidansi verilerine gére kanser insidansi erkekl@®6 / 100.000 ve kadinlarda 158 /
100.000’dir §ekil 2.6).
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W Tum kanserler

100 B Deri harig tiim kanserler**
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Sekil 2.6 Turkiye'de yillara gére tum kanserler icin cinsigejtre, yiz binde gorilen
kanser sayisi. **Malign melonomsd(Deri kanseri sikfii her iki cinste de yuksek
olmakla birlikte, malign melanomstindaki deri kanserleri tedaviye iyi cevap
verdiklerinden 6lim orani ¢ok diktur) (WEB_5, 2009)

2.4. Kanser ve Adlandirma

Tamorler koken aldiklari hiicreye gore sinflarirlar. Buna gére kanserlerin o
Uc ana grupta toplanabilir: Karsinomlar, sarkomha |6semi/lenfomalar.insan
kanserlerinin yaklgk %90'in1 oluturan_karsinomlgrepitel hiicrelerinden kaynaklanan
tumorlerdir. Az gorulen_sarkomlarkas, kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi pa
dokusundan gejen solid timorlerdir. Kanserlerin yakl& %7’sini oluturan_I6semi ve
lenfomalarise sirasiyla kan ya da immun sistem hticrelerirgidiir. Timorler ayrica
gelistikleri organa ve ilgili hiicrenin tirtine gore deuflandirilir (Cooper ve Hausman
2006).
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2.5. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, kansere ga olimlerde en 6n sirada yer almaktadir. Her vyil
dinyada 1 milyondan fazla ski akciger kanserinden olmektedir (Alberts 2003).
Hastalgin gorilme sikigl, ileri evrelerde tani konmasi ve timor davgann genellikle
agresif olmasi nedeniyle, dinya genelinde kansega Blimlerin 6nemli bir kismi
akciger kanserinden kaynaklanmaktadir. Ulkemizde, KETE®BM2005 Yili Turkiye
Kanser Istatistikleri verilerine gore akger kanseri tum kanserlerin % 30,13'Uni
olusturmaktadir (Aksoy vd 2006).

2.5.1. Akcger Kanserinin Siniflandiriimasi

Akciger tumorlerinin histolojik siniflandiriimassik mikroskobu gérintilerine ve
standart histolojik boyama tekniklerine gore yamktadir. DSO'niin akger kanseri
siniflamasina goére aki@r timorleri 2 ana tipte bulunmaktadir. Bunlar, Watcreli
akciger kanseri (SCLC, Small Cell Lung Cancer) ve kugiicreli olmayan akger
kanseri (NSCLC, Nonsmall Cell Lung Cancer) olarakilalar. Adenokarsinoma,
skuamoz hicre karsinomu ve buyudk hicre karsinoragiilkk hiicreli olmayan akger
kanseri olarak kategorize edilir (Tablo 2.1). NSCLS®CLC’den daha yaygindir ve
akciger kanserlerinin yakiak % 80’ini olusturur (Toyooka vd 2001). DSO’niin 2004
yilinda yaptgl detayli histolojik siniflandirma Tablo 2.2'de yamaktadir.

Tablo 2.1 Akciger kanserlerinin genel siniflandiriimasi ve insglan (Abraham 2009)

AKCIGER KANSERI INSIDANS

A) Kicuk hicreli akgier kanserleri %20
B)_ Kicuk hucreli olmayan akger | %75
kanserleri

Adenokarsinoma %35

Skuamoz hiicreli karsinom %30

Buylk hicreli karsinom %10
C) Digerleri %5

Karsinoid timorler

Pulmoner lenfoma

Mokuepidermoid karsinoma

Adenoid kistik karsinoma

Sarkomlar




Tablo 2.2Malignant akcger timorlerinde histolojik siniflandirma (DSO 2004)
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Skuamoz hicre karsinomu
1. Papiller
2. Berrak hucreli
3. Kuguk hicreli
4. Bazaloid

Kicuk hicre karsinomu
1. Kombine kuguk hicre karsinomu

Adenokarsinoma
1. Asiner
2. Papiller
3. Bronkioloalveolar karsinoma
e Miuisin6z olmayan
e Musin6z
* Miusin6z ve misindz olmayan kgk
Musinli solid adenokarsinoma
Karisik alt tipli adenokarsinoma
Varyantlar
« lyi aynimlanms fetal adenokarsinoma
* Miusinoz (kolloid) adenokarsinoma
* Miusin6z kistadenokarsinom
* Tasl ylzik adenokarsinom
» Berrak hicreli adenokarsinom

o0 bs

Buyuk hicreli karsinom
1. Buyik hucreli néroendokrin karsinoma
* Kombine buyuk hicreli néroendokrin karsinoma
2. Bazaloid karsinoma
3. Lenfo epitelyoma benzeri karsinom
4. Berrak hucreli karsinom
5. Rabdoid fenotipinde buyuk hiicreli karsinoma

Adenoskuamoz karsinoma

Pleomorfik karsinoma, sarkomatoid veya sarkomata@ elementler
1. Ig hucreli veya dev hiicreli karsinom
* Pleomorfik karsinoma
« Ig hucreli karsinoma
* Dev hucreli karsinoma
2. Karsinosarkoma
3. Pulmoner blastom
4. Diger tipler

VI

Karsinoid timor
1. Tipik karsinoid
2. Atipik karsinoid

VI

Tukrik bezi tipindeki karsinoma
1. Mukoepidermoid karsinoma
2. Adenoid kistik karsinoma
3. Diger tipler

Siniflandirilmami s karsinoma
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Bu siniflandirma icersinde cginamizin esasini ojturan NSCLC ve alt tiplerini
daha detayli inceleyecek olursak;

2.5.2. Kucguk Hucreli Olmayan Akciger Kanseri (NSCLC, Nonsmall Cell Lung
Cancer)

Batin akgter kanseri hastalarinin yakik %80’ini olusturan NSCLC, ileri
evrelerde tani konulmasi nedeniyle, genellikle kptéignozu yansitmaktadir. Ancak,
erken evrelerde (genellikle bir yillik sire icindenulan tani ile birlikte konvansiyonal
kemoterapi uygulamasindansba elde edilebilmekte ve g&alim siresi artmaktadir
(Do vd 2008).

NSCLC ve SCLC’nin biyolojik davraglarinin caitlili gi cok fazladir. Akcger
kanserinin farkl histopatolojik tipleri, farkli Ylardan bayurler, yayilirlar ve tedavileri
de farkhdir. SCLC agresif malignant ¢6zelliktedie giklikla erken dénemde metastaz
yapar. Cerrahi miudahale icin belirtiler, zayif pnog ve kemoterapi/radyoterapiye
duyarlilik olarak siralanabilir. SCLC’nin tedaviyaniti NSCLC’den daha yuksektir (%
50'ye % 15) (Spiro ve Silvestri 2005). SCLC’nin erkmetastaz yapmaieminden

dolayi cerrahi midahale genelliklesdiailmez (Panagopoulos vd 2009).

Buna zit olarak bazi NSCLC'ler yavatiyurler ve yayilirlar. Bu nedenle bu témurler
erken metastaz gglirmeye daha az yatkindirlar ve erken donemde kem@idahaleye
daha uygundurlar. NSCLC veya SCLC'yi siniflandirmmaklinik énemi terapide yol
gosterici olmasi icin anlamhdir. Bununla birlikteu iki blyldk tip akgger kanserini
ayirmak sorun olabilir. Hastalarin % 5 ila % 7’stndu olay gorilmektedir. NSCLC
kategorileri arasinda histolojik alt tipler 2 neden dolayl rutin uygulamada
ayrilmazlar. Birincisi, NSCLC’nin histolojik alt pierinin tedavisi farkli dgldir,
ikincisi, histolojik tipleri gozlemleyenler arasiadok fazla cgtlilik olmasidir (Butnor
vd 2004).

2.5.2.1 Adenokarsinoma

Adenokarsinoma Amerika Bigi&k Devletleri’nde NSCLC’nin en yaygin alt tipidir,
yaklasik % 20-30’'unu olgturur, Avrupa’da da NSCLC hastalarinin sayisi artma
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egilimindedir. Sigara icme ile de gkili olan adenokarsinoma, Amerika'da ve
Avrupa’da kadinlarda baskin gérulen alt tiptir (@bax vd 1997).

Tlrkiye’'de ise adenokarsinom akei kanserlerinin %28.5 ’ini ofturmaktadir.
Erkeklerde gorilme orani kadinlardan daha fazl@turdakul vd 2000).

Genellikle periferal olan ve glandular veyalgdayici 06zellikte htcrelerden
olusurlar. Merkezi beluk yaygin dgildir. Histolojik olarak adenokarsinomalar bez

formunda, papiller yapida veya musin yapida 6zegjdkterirler (Beasley vd 2008).

Adenokarsinoma bdélgesel lenf nodlarina veakihdlgesel hastatin gelstigi uzak
bolgelerdeki yerlere metastaz yapngdimindedir. Diinya Sglik Orguti'niin 2004 yili
siniflamasina gore ak@r adenokarsinomalari asiner, papiller ve bronkiveolar
karsinoma alt tiplerine ayrilir. Bununla birlikteastalar arasinda ve bireysel timorler
arasinda NCSLC’de, adenokarsinoma histolojik olaragk heterojen tiptir.
Adenokarsinomlarin ¢gm muhtemelen farkh biyolojik davragha iliskili karisik
histolojik gériiniim sergiler (Vaporciyan vd 2000).

Bronkioloalveolar karsinoma, adenokarsinomalitrtipidir, akcgerin ylizeyinde ve
alveolar bélmelerin yakininda gérilmektedir. Brasi&malveolar karsinomali hastalarin
cogunda sigara icme gecgniyoktur. Hayatin ikinci on yillik evresinde ve imcil
akciger fibrotik hastaliklariyla ikkili olarak ortaya c¢ikar. Histolojik olarak
bronkioloalveolar karsinomalarin yarisindan fazlasiisin olmayan tumor Ureten
tiptedir ve geleneksel adenokarsinoma ileskagtirildiginda biraz daha iyi prognoza
sahiptir (Yousem vd 2007).

Birincil misindz adenokarsinoma; musindz bioldalveolar karsinoma, kolloid
adenokarsinoma ve solid adenokarsinomayl da icardisin salgilayan butin
adenokarsinomalari icermektedir. Bunlar morfol@lirak goblet hiicrelerine benzerler
(Yousem vd 2007).

Adenokarsinomali hastalar, intertisyel pnornaekrarlayan pulmoner enfeksiyonlar
ve bazi nekrotize hastaliklar gibi kronik akei hastaliklar1 gecirmiolabilirler (Sato vd
2006).
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2.5.2.2 Skuamoz Hucre Karsinomu

Sigara icme alkanlginin 1960’lardan sonra @emesiyle skuamoz hiicre karsinomu
orani azalmgtir. Skuamoz hicre karsinomu gefi tatin kullanimindaki gibi
karsinojen maddeleri icine gekmeylekilidir.

Ulkemizde skuamoz hiicre karsinomu gkci kanserinin %36.4° Uni
olusturmaktadir ve erkeklerde kadinlara oranla dahkafgéartulmektedir (Yurdakul vd
2000).

Bu tip timorler merkez brelarda yer alan epitelden kdken alirlar. Skuamozéatic
karsinomlu tumorler siklikla nekroz ve timor huck@kinttlerinden olgan merkezi
kavitelerde bulunurlar. Merkezi konumuyla birlikber karakteristik 6zellikler skuamoz

hiicre karsinomu hticrelerinin erken donemde tlkriekierinde belirlenmesini gkar.

2.5.2.3 Buyuk Hucre Karsinomu

Blyuk hicre karsinomunun histolojik tanisi, L&’nin diger histolojik tiplerinin
ctkariimasiyla olmaktadir. Ber bir deysle skuamoz yada glandular farkiiaa yoksa
bayuk hicre karsinomudur diyebiliriz. Bu nedenlezdya buyuk hicre karsinomuna
zayif tanimlanmy akciger kanseri denir. Sonu¢ olarak NSCLC'nin bu alti tip
histopatolojide ve klinik sunumda oldukca heterdjenDahasi iyi bir siniflandirma
yapildginda oncelikle biylk hicre karsinomu tanisi kognhmastalar, daha sonra

adenokarsinoma veya skuamoz hiicre karsinomu tatslirler (Tiseo vd 2009).

Buyuk hucre karsinomu, NSCLC'nin yaflla % 5-10’unu olgturur. Hizli btyime,
zayf farklilasma ve gec yayilim ile karakterizedir. Histolojikachk bu timaorler buyik
hiicreler icersinde buyuk nikleuslar ve belirgin igdkcikler gosterirler (Tiseo vd
2009).

Kanserin genetik ve epigenetikgdgklikler sonucu olgan ¢cok basamakli bir siirec
olmasi nedeniyle konumuzla ilgili olarak epigenatiiekanizmalar @gida detayl bir

sekilde ele alinngtir.
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2.6. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik terimi, primer DNA diziliminde birdegisiklik olmaksizin gen
ekspresyonundaki kaltsal bir ggkligi tanimlar (Jacinto ve Esteller 2007). Tumor
olusumunda gozlenen genetik sapmalara ek olarak epgigengekanizmalarin da
karsinogenezde onemli bir rol oynadinetlik kazanmgtir (Sharma vd 2010,
Karamouzis vd 2007, Wild ve Flanagan 2010).

Memeli organizmalarda gdzlenen epigenetik medmaalar:
1. DNA metilasyonu
2. Histon modifikasyonlari
3. Kromatin yeniden duzenlenmesi (Nukleozom pozitammasi ve
histon varyantlarr)
4. Genomik imprinting
5. Kodlamayan RNA’lardir.

Bu epigenetik mekanizmalar icersinde normameie hiicrelerinde gen ifadesi ve
kromatin yapisinin diizenlenmesini iceren epigensgtdkanizmalar Tablo 2.3'de ve
Sekil 2.7'de gorulmektedir. DNA metilasyonu, kovalehiston modifikasyonlari,
nikleozom pozisyonlanmasi ve miRNA’lar iceren epigtik mekanizmalar, normal
memeli gel§imi icin ve gen ifadesinin dizenlenmesi icin cokednidirler. Bu
epigenetik modifikasyonlar farkli memeli hiicreletngsiz 6zellikler ve yayilim kalibi
gosterirler. Bu modifikasyonlarin farkli kombinasyd kalibi, toplu olarak epigenom
olarak adlandirilir, hiicrenin kaderi ve gen akésihin anahtar belirleyicileridirler.
Embriyonik kokenli hicreler geimsel slemler icin plastisitenin yiksek olg@u
epigenomu surdurebilir. Buna zit olarak farkimas dokularin epigenomu oldukca
kisitlanmg yapidadir, birgcok hiicre bolinmesi aragiia kararlilgini strdarebilir.
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Tablo 2.3Normal memeli hiicrelerinde gen ifadesi ve kromgépisinin
duzenlenmesini iceren epigenetik mekanizm@aarma 2010)

DNA MET iLASYONU
Batdn hicre tiplerinde
» Kararli kalitilabilen modifikasyon
* Gen susturulmasi
» Kromatin organizasyonu
« Imprinting, X kromozomu inaktivasyonu, tekrarlayanleneentlerin
susturulmasi
* DNA metil transferazlar (DNMTSs) tarafindan dizentér
Embriyonik kdkenli hiicrelerde
* Bimodal d&ilim kalibi
* Global CpG metilasyonu
* CpG adalar unmetiledir
» Pluripotent gen promoterlari unmetiledir
Somatik hiicrelerde
* Bazl CpG adalarinin ve bircok non-CpG adasi prorfastain doku 6zgun
metilasyonu
» Pluripotent gen promoter metilasyonu
KOVALENT H iISTON MODIFIKASYONLARI
Batdn hicre tiplerinde
» Labil kalitilabilen modifikasyon
 Gen susturulmasi (H3K9me, H3K27me) ve gen aktivasygH3K4me,
asetilasyon)
» Kromatin organizasyonuna katkigéayan histongaretlerinin 6zgin dalimi
* HMT, HDM, HAT ve HDAC ler tarafindan diizenlenir.
Embriyonik kdkenli hiicrelerde
» Bivalent domainler - gejimsel 6énemi olan genlerin promoterinda aktif
baskilayici garetlerin (H3K4me ve H3K27me) birlikte vail
* Plastisitesi yuksek epigenom
Somatik hiicrelerde
» Bivalentligin kaybolmasi ve epigenomun kisitlanmasi
* Doku 6zgin monovalent H3K27me ve H3K4me domainierkurulmasi
» Buyuk organize K9 modifikasyonlarinin vauli
KROMAT iN YENIDEN DUZENLENMEST (NUKLEOZOM
POZISYONLAMASI VE H iSTON VARYANTLARI)
Batun hicre tiplerinde
» Labil epigenetik dizenleyici mekanizma
* Kromatin ulgiminin dizenlenmesiyle gen susturulmasi ve genastonu
* ATP baimh kromatin modelleme kompleksi tarafindan duezei
* Yeni nukleozomlarin kaydiriimasi ve bigteilmesi
* H2A.Z ve H3.3 gen promoterlarina ozellikle konumitar ve aktiflik yadal
aktivasyon i¢in bulunurlar
e Asetilenms H2A.Z 6kromatini ve ubikutinlenmgi halde H2A.Z fakultatif
heterokromatini birlgtirir.

Devami arkada

ve
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KODLAMAYAN RNA'LAR (BA SLICA miRNA'LAR)

Batun hicre tiplerinde
» Labil epigenetik dizenleyici mekanizma
* Gen susturulmasi
* Dokuya 6zgin gen ifadesi
» Epigenetik olarak dizenlenebilir

TN
NS A\ ) DNA
g N\l metilasyonlari

w | :‘% “"; .
Kromatiais "ipteki “"_:';,\/( Histon
boncuk " formu d_h Nl'ikieozom modifikasyonu
=
fl;;iketﬁ niikleozomlarm
kromatin yapisi

Yogunlasmis S
kromatin . . aAAA 4 A% Kromatin
e I yeniden

i sl 700 nm e =
“w— B I yapilanmasi

KROMOZOM  1400nm

Sekil 2.7 Memelilerde gorulen ¢ epigenetik mekanizma; DNAilagyonu, histon
modifikasyonu, kromatin yeniden yapilanmasEBV 6, 2010’dan modifiye
edilmitir)

2.6.1. DNA Metilasyonu

Insanlarda en iyi bilinen epigenetik mekanizma, C@iikleotid sekanslarindaki
sitozin rezidulerinin metilasyonudugékil 2.8). insan genomundaki bitiin sitozinlerin
%3-4'0 (Ehrlich 2000Esteller vd 2001) metile durumdadir. Farkl galalardaki CpG
adasi metilasyon durumlari gegklik gostermektedir. Bogdanovic’a (2009) goére
memelilerin batin CpG adalarinin % 60-90"1 metitediliranda’ya (2007) gére CpG
dindkleotidlerinin - % 70-901 metiledir. Widschwemdte (2002) gore CpG
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dinukleotidleri omurgali genomunun yakla % 20'sini olgturur ve CpG
dintikleotidlerinin yaklaik % 70’i metile haldedir.

NH;
NH; I
:I: C CH
e el ;
NT 4 SaH R
B by, A
| |
Cytosine () .
% 5-Methyl-Cytosine

Sekil 2.8 Sitozin ve 5-Metil sitozin

Salhkh bir hicrede DNA metilasyonu embriyonik g@h, X kromozom
inaktivasyonu, genomik imprinting, gen ekspresyodiizenlenmesi ve parazitik
sekanslara kar savunmayi da iceren memelilere 6zgul birggdlkemin merkezindedir
(Bogdanovic vd 2009, Jacinto ve Esteller 2007). akdkanserde bu epigenetik
mekanizma modifikasyonagrar. DNA metilasyonu ile ilgili temel modifikasycan
genomda yaygin hipometilasyon, CpG adasi hiperasstinu ile timor baskilayici
genlerin transkripsiyonel olarak susturulmasi, S#s@ozinin stabil olmayan yapisi ile
mutajenik 6zellik kazanmasi ve imprinting kaybifiacinto ve Esteller 2007). DNA
metilasyonu kararli modifikasyondur ve hiicre bolisigle kalitilabilir Sekil 2.9)
(Miranda vd 2007).
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Sekil 2.9 DNA metilasyonunun hicre bolinmesi ile kalitiimdNA metil transferaz
yalnizca metile CG sekansiyldesmis CG sekansini metilleyebilir. MetilengnCG
sekansiylasgesmeyen CG sekansi metillenmez. Bu nedenle orijinpk DNA
replikasyonu sonrasi surdurular (WEB_7, 2009).

2.6.2. Histon Modifikasyonlari

Histon proteinleri, bir globuler C-terminal domawe yapilanmangibir N-terminal
kuyruk iceren, nikleozom 6z kismindan spidar. Histonlarin N-terminal kuyruklari
metilasyon, asetilasyon, ubikutilasyon, sumulasyore 6zgin rezidulerden
fosforilasyonu iceren edli translasyon sonrasi kovalent modifikasyona umar
kalmaktadir. Bu modifikasyonlar transkripsiyon, Ifegsyon ve tamir gibi anahtar
hicresel glemleri dizenlerler. Modifikasyonlarin i¢gri hiicrenin icersinde “histon
kodunda” epigenetik hafizayr onarmaktadir, bu fakkbmatin bdlgelerinin yapisini ve
aktivitesini belirler. Histon modifikasyonlari kraatin ergilebilirli gini degistirerek yada
histon olmayan efektdr proteinleri cgdirarak ve kapatarak calrlar. Bunlar
modifikasyon kaliplari tarafindan kodlanan mesdjeegler. Histon kodunun kalitim

mekanizmasi hala tam olarak anliaamstir.
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DNA metilasyonunun tersine histon modifikasypan aktivasyon yada
engellenmesi, hangi rezidulerin modifiye ediidve mevcut modifikasyonun tipine
baghdir. Ornesin lizin asetilasyonu transkripsiyonel aktivasyorkarelasyonluyken,
lizin metilasyonu transkripsiyonel aktivasyon yatagellemede modifiye olan rezidiye
ve metilasyon derecesine ghair. Bir diger o6rnek histon H3'deki lizin 4'Un
trimetilasyonudur (H3K4me3), transkripsiyonel olaraktif gen promoterlarinda
zenginlatirilmi sken, H3K9 (H3K9me3) ve H3K27 (H3K27me3) trimetilasy gen

promoterinda bulunur ve transkripsiyonel olaraketiegicidir (Sekil 2.7).

Histon modifikasyon kalibi histon proteinlezikkovalent modifikasyonlari ekleyen
yada uzaklgtiran enzimlerle dinamik olarak duzenlenir. Histasetil transferazlar
(HATs) ve histon metil transferazlar (HMTs) aseté metil grublarini eklerlerken,
histon deasetilazlar (HDACs) ve histon demetilalDMs) asetil ve metil gruplarini
uzaklgtirirlar. Bu histon modifiye edici enzimler birkerdiyle ve dger DNA
dizenleyici mekanizmalarla birlikte, kromatin dunume transkripsiyon ile siki gki
icersindedirler (Sharma vd 2010).

2.6.3. Kromatin Yeniden Duzenlenmesi (Nukleozom P&onlamasi ve Histon

Varyantlar)

Nukleozom yeniden duzenlenmesi ve genel higtooteinlerinin 6zgin histon
varyantlariyla yer daéstirmesi gibi kovalent olmayan mekanizmalar, kromatapisinin
gen aktivitesini diizenlemesinde 6nemli rol oynarldiicrede DNA paketlenmesinin
temel duzenlenmesine yardim etmenin yaninda, ng&latar transkripsiyon
faktorlerinin  diuzenleyici DNA sekansina sgilabilirli ginin - degistiriimesiyle gen
ifadelenmesine yardimci olurlar. Genom boyunca ed#bm haritalama bilgileri bir¢cok
Okaryotik organizma igin yaygin organizasyon goéstdéiu nikleozomlarin ¢evre gen
promoterlarina tam pozisyonlanmasiyla olur. Gendgterinde ise nispeten rastgele
dagihm kalibi bulunmaktadir. Nukleozom bulunmayan dga&bérin (nucleosome-free
regions, NFR) genin 5’ ve 3’ uclarinda, transkrypsi mekanizmasi icin toplanma ve
dagilma bdlgeleri sglayan alanlar oldgu distundlar. Bir nukleozom kaybi
transkripsiyon bgangi¢c boélgesinin 5’ ucundadir, gen aktivasyonusilkl korelasyon
icersindedir. Dahasl, gen promoterlarinda bir NFEERig, bazal transkripsiyon dizeyi

ile korelasyonludur ve stimilasyon lzerinde hiZtiveasyon yeten@ saslar. Karit
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olarak, NFR icersindeki transkripsiyon skengi¢c bdolgesinin nikleozom tarafindan
kapatilmasi gen baskilanmasi ileskllidir. NFR’lerin dizenlenmesi ATP gamli
kromatin yeniden dizenleme komplekslerin yonetitei olmaktadir. Bunlar DNA
dizenleyici bolgenin ukalabilirli gini, nikleozomlarin kaydiriimasi ve uzagtialmasi
aracllglyla modifiye ederler. Nukleozom yeniden dizenlenneekanizmasinin
etkilesiminde, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonuplghl gen ifadelenmesi
kaliplarinin kurulmasinda ve kromatin yapilanmaairgbk 6nemli bir role sahiptir
(Sharma vd 20108€kil 2.7).

Kromatin yeniden diizenlenmesinde goérev alamnder, fonksiyonlarina gore sinif |

ve sinif Il enzimler olmak Gzere 2 gruba ayrilirlar

Sinif I enzimler
- Histon proteinlerinde kovalent modifikasyona nedérrlar.
- Bu modifikasyonlar, kromatinle ikili proteinlerin ayrilmasina ve kromatin
yapisinin indirekt olarak diizenlenmesine nedenasiur
- Bu sinifta yer alan enzimler, kromatin yeniden dileemesinde gorevli “ATP-
bagimsiz enzimlerdir’ ve histon asetil transferaz (HATiston deasetilaz
(HDAC), histon metiltransferaz (HMT) gibi histongteinlerinde modifikasyona

neden olan enzimlerdir.

Sinif Il enzimler

- Kromatin yapisina katilarak, direkt olarak nikleodarin fiziksel yapisini
degistirirler.

- Bu enzimler, ATP hidrolizi sonucu g cikan enerjiyi kullanirlar ve bu nedenle
de kromatin yeniden diizenlenmesinde gorevli “ATRHm enzimler” olarak
da adlandirilirlar.

- Bu sinifta yer alan enzimler SWI/SNF (asetile dnist bglanma bdlgesi icerir)
ve CHD (metile histona lganma bolgesi icerir)'dir.
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2.6.4. Genomikimprinting

Epigenetik sisteme bir 6rnek verecek olurdadjrli genlerdeki bilgi sperm yada
yumurta aracifityla bir cocga aktarildginda aktiflgir. Bu sistem bir gen kopyasinin
paternal veya maternal orjine gore “damgalamaggelkazinma’genomik imprinting

olarak isimlendirilir. Genellikle genomik imprintin epigenetik kalitimdan ayridir,
cunkl genomik imprintingin etkileri ve ifadelenmeglnizca somatik hicrelerdedir.
Germ dizisinde iki parental alel arasindaki epiggrfarkhliklar silinmistir, hep birlikte

mayoz sirasinda ve sonradan ebeveynin cinsiyetpk dlarak tekrar ortaya cikarlar
(Rakyan 2003 ). Bununla birlikte bazi genler, nesiboyu birbirini izleyerek taninirlar,

bu epigenetik kalitim olarak bir érnek sayilabilir.

Allel imprintingi, bir genin anahtar dizenleyi elementleri olan CpG
dintkleotidlerindeki sitozin bazlarinin metilasyoite! ili skilidir (Cedar 1988, Surani vd
1990, Razin ve Cedar 1994 ). Neredeyse bitin ingpganler CpG zengin farkldinis
metile bolgelere (DMRs, diferentially methylated gi@ns) sahiptir. DMR’lerin
metilasyonu genellikle allellerin baskilanmasi ileskilidir (Bird ve Wollfe 1999),
bununla birlikte aktif allellerin bazi imprinte geni DMR icerir (Reik ve Walter 2001).
Bircok imprinte gen, kromozomlarda kiimeler icersiryédr alir.imprinte genler hayvan
blylumesi, gefimi, canhligin devami ve davrag etkiler, bununla birlikte bircok

imprinte genin etkisi bilinmemektedir.

2.6.5. Kodlamayan RNA'lar

Kodlamayan RNA'larin géleri ve fonksiyonlari Tablo 2.4’de gorulmektedir.
MikroRNA (miRNA)’lar ku¢uk, yaklgik 22 nukleotid uzunlgunda kodlama yapmayan
RNA’lardir. Hedef genlerin posttranskripsiyonal sietesmesine neden olarak gen
ifadesini regule ederler. Hedef mMRNAnin 3'UTR dizile baz glesmesi yaparlar ve
tam komplementer seesme ile hedef mRNA'nin degredasyonunugladarken, tam
olmayan elesme ile de translasyonun baskilanmasina neden olgda halde
mRNA’lar hiicrede P cisimcikleri olarak adlandirild®lgede depolanirlar) (He vd
2004). miRNA’lar her bir dokuya 0zgun ifade patergisterirler ve hicre

proliferasyonu, farklilgmasi ve programli hiicre 6lumleri gibi bircok 6neinlicresel
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aktivitelerde rol oynarlar. Normal genler gibi, RNA ifadeleri de epigenetik
mekanizmalarla dizenlenir (Saito vd 2006). Aynmaada miRNA’lar, DNA

metilasyonu ve histon modifikasyonlarindan soruet@imleri hedef alarak, epigenetik
mekanizmalara katilirlar. Bu tir farkli epigenetimekanizmalarin birbirleriyle
ili skilerinin belirlenmesi, genomun global gen ifad@sinkorunmasinda 6nemli
faktorlerdir (Fabbri vd 2007, Friedman vd 2009).

Tablo 2.4ncRNA siniflari ve fonksiyonlari (Costa 2010)

NcRNA sinifi Boyutu Fonksiyonu

mMiRNA 23 nt Protein kodlayan ve kodlamayan yizlenada
binlerce genin, hayvan ve bitkilerdeki gibi
translasyon sonrasi gen susturulmasjyla

dizenlenmesi

PiIRNA 26-31 nt Genomda  tekrar susturulmasi ve gen
ekspresyonunu etkileyen DNA metilasyonunun
dizenlenmesi
Klguk RNA 20-300 nt | Okaryotik hicrelerde RNA mokésyonundan

genomik imprintinge kadar @sik fonksiyonlar

LncRNA > 300 ila| Epigenetik modifikasyonlarla gen diizenlemesi igin

binlerce nt| yapisal mekanizmalari icerengilgk fonksiyonlar

ncRNA’larin siniflamasi temel olarak boyut ve foiykma gore yapilngtir. Bazi

gruplar tarafindan, piRNA ve miRNA kucik RNA’lar asbk siniflandirilir, ancak
burada fonksiyonlarina gore siniflandiriim.

NcRNA: non-coding RNA, LncRNA: long ncRNA, miRNA:iano RNA, nt: nikleotid,
piRNA: piwi-interacting RNA

2.7. Akciger Kanseri ve DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu omurgalilarda transkripsiyonukontrolinde genel bir
mekanizmadir ve en iyi bilinen epigenetik sturegerdiridir. Metillenms sitozinlerin
yuksek siklikta bulunduklart CpG adalari, timorkolas/ici genlerin promoter bolgeleri
basta olmak Uzere, insan genomunda “non-randomgilda modeli sergilerler.

Metillenme sonucu, bazi transkripsiyonal aktivagéin balanmasi engellenerek ya da
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metillenmi DNA'ya 6zgul olarak bglanan yeni proteinlerin katilimi ganarak ilgili
genlerin transkripsiyonu engellenir (Esteller 20B6teller 2007).

Normal hucrelerde varolan epigenomik profilanker hicrelerinde belirgin
degisimlere yrar (Jones ve Baylin 2007). Kanser epigenomunda Di¢tilasyonu ve
histon kodunda global gsimler kadar kromatini modifiye eden enzimlerin etegyon
profillerindeki deisimler de yer almaktadir. Kanserin stemasi ve ilerlemesi DNA
metilasyonundaki ciddi ggsimlerle iliskilidir ve kanserde tanimlanan ilk epigenetik
degisimler, DNA metilasyon profilindeki sapmalardir. Gen boyunca olgan genetik
degisikliklere ek olarak go6zlenen bu epigenomik profikeggiklikleri, kanserin
baslangicinda ve ilerlemesinde énemli rol oynarlarn@® ve Baylin 2002, Egger vd
2004).

Genlerin promoter sekansinda DNA metilasyomumsan akger kanserlerinde
tumor baskilayict genlerin  susturulmasi mekanizmasi bir parcasi oldiu
gOsterilmitir. Bu epigenetik modifikasyon histon kuyruk maokigsyonlari ile birlikte
hareket eder ve kromatin onlugu durumunu kontrol etme yetehevardir (Esteller
2007). Kromatinin acik formu aktif transkripsiyorzan verirken kapali ve ygun formu
izin vermez. Bu, kromozomal ggimler yada tek nikleotid mutasyonu gibi yalnizca
genetik mekanizma olarak taninmaz, ayrica anorm&lA Dmetilasyonu, tumor
baskilayici genlerin inaktivasyonunda Knudson'unvilirus hipotezi igin katki sglar.
Akciger kanserinde bircok anormal metilasyonlu gen leglinistir. Dahasi, metilasyon
akciger tumdrlerinde erken gercekén bir olay olarak tanimlangtir. Genlerin ¢gu
aday gen yakkamina gore belirlenngtir. Metil CpG ba&layici proteinler iceren protein
kompleksleri ve buyik parca olarak histon deasgtitametile promoterlara geanirlar
ve histon deasetilasyonuna neden olurlar. Bu trgpsigon baskilayici kromatin
olusumunu dizenler (Esteller 2007, Wade vd 1998kil 2.10'da goéruldgu gibi
solunum vyolu epitel karsinogenezi sirasinda meydgelan fenotipik ve molekuler
degisimler ile epigenetik kontroli detayll olarak goridktedir. Histolojik dgisimler
farkli zamanlarda meydana gelen genetik olaylamalplolarak meydana gelir. Bir
lezyonda meydana gelen epigenetik sapmalarin saytarak daha koétluye gider.
Epigenetik kontroltn iki katmani, DNA metilasyona thiston kodu” tamamiyla ¢capraz
baglantilidir. Demetile edici ajanlar, histon deasaiinhibitorleri ve dier translasyon
sonrasi anahtar histon modifikasyonu dizenleyicigar uygun Onleyici olmak ve/veya
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terapotik sonucu kazanmak icin katkiglea. Epigenetik dizenlemeyi ve onlarin
solunum epitelindeki kanser sirasindaki genetigigimlerin etkilesim yolunu iceren
mekanizmada, bu 6n mutasyon yaktalarini ve devam eden ilerlemeyi anlamak,

bilimsel uygunlgu gostermektedir.

a Mormal-appearing — Pre-malignant — Invasive — Metastatic &
apithelium lesions carcinoma carcinoma &
b
Carcinogen %
exposure
A R S R S e R R -
Genetic changes = —— — — — — — — — — — — — — — — —
Genomic
Instability

Epigenetic aberrations

(BTM

Promoter’ HATS
- A

Nucleosome Nucleosome

b

Carcinogen

DNMTs
, specific?

Cell andior
tissue specific?

(LR

\
Y Gene specific?

'1 Unrmathylated Cp dinucieatids ™ Acetylated histones HAMH4 Other post-translaticnal histona
maodifications
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Sekil 2.10 Solunum yolu epitel karsinogenezi sirasinda megdgaten fenotipik ve
molekuler dgisimler (a) ile epigenetik kontroli (b).
BTM: bazal transkripsiyonel mekanizma, Co-Arskripsiyon birlikte aktivatorleri,
Co-R: transkripsiyon birlikte baskilayicilaDNMTs: DNA metiltransferazlar,
GSTFs: gene 6zgun transkripsiyon faktorleATd: histon asetil transferazlar,
HDACSs: histon deasetilazlar, MBPs: metil Cp&glhyici proteinler (Karamouzis vd
2007).

Normal hicrelerle katastirildiginda, kanser htcrelerinde go kez tim genom
boyunca hipometilasyon, timoér baskilayici genlemal (zere bazi genlerde
hipermetilasyon ve genomik imprinting kaybi gozlektedir (Esteller 2006, Esteller
2007). NSCLC tumér dokularinda da bircok gende mi@m metilasyonu
tanimlanmgtir (Belinsky 2004, Shames vd 2006).

Sekil 2.11'de goruld@u gibi normal hicrelerde, CpG adasi promoterlanegjile
unmetiledir ve timor baskilayici genlerdeki gibitiblolduklarinda, asetilasyon ve
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H3K4 metilasyonu (ygl halkalar, 4) ile birlikte, transkripsiyonel aktacik kromatin
yapisina izin verirler. Bununla birlikte tekrarlay#dlgeler, transpozonlar, CpG zayif
gen ici bdlgeler ve imprinte olmugen promoterlari ygun olarak metillenmesi ve
birlikte H3K9 metilasyonu (kirmizi halkalar, 9) gibaskilayici histonsaretleri sessiz
kromatin durumunu okiurur. Tumdrogenez sirasinda, timoér baskilayicilegen
CpG’li promoterlari metile olmaya blar, sessiz kromatin yapisi ve anormal susturulma
ile sonuclanir (kirmizi ok ile gOsterilgtir). Zit olarak, tekrarlayan sekanslar,
transpozonlar ve imprinte olmugen promoterlarinin hipermetilasyonu anormal

aktivasyon ile sonuclanir (y® ok ile gosterilmgtir) (Sharma vd 2010).

Tumor Suppressor Gene Promoters CpG Poor Regions, Imprinted Genes,
with CpG Islands Repetitive Elements, Transposons
©
E
(<]
Z
Tumorigenesis
| ™=
]
Q
c
@
(6]

Sekil 2.11Kanserde metilasyon gaimleri (Sharma vd 2010).

Anormal DNA metilasyonuna maruz kalan genldsazilarina 6rnek olarak; hicre
dongusiinde p1e™**? p18Nk**  Rb, (retinoblastoma), pf%), DNA tamirinde
(BRCAL, fneme kanseri)l. MGMT, (O°-Metilguanin DNA metiltransferazpMLH1,
(Human MutL homolog 1), karsinojen metabolizmasin@aSTP1, glutatyon S-
transferaz P1), hicre aderensindeDH1, (Kaderin 1), CDH13, (Kaderin 13)) ve
apoptozda MAPK, (Olumle iliskili protein kinaz), TMS1, (Target of Methylation-
induced Silencing 1)) gosterilebilir (Jacinto vadiier 2007).
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Kanserde DNA hipometilasyonunun gedligi geng bir seriyi iceren argirmalarin
sonugclariSekil 2.12’de gorulmektedir. Kanser dokularinda garo hipometilasyonu
argstiran 41 cakma ve bunlarin kadastirildigi eslesmis normal dokulara gére bitin
kanser dokularinda hipometilasyonda bir azalma egistlerdir (n=1151 06rnek).
Yalnizca bazi kanser dokularinda azalmgidenin olmadgl (n=386 Ornek) yada
eslesmis normal dokularla karlastirilinca kanser dokularinda herhangi bigidenin
olmadgini gostermilerdir (n=160 6rnek) (Wild ve Flanagan 2010).

I Azalma I Azalma / Degisim yok Degisim yok

Sekil 2.12Kanserde DNA hipometilasyonunun yayinlagmaporlarinin sonuglari
(Wild ve Flanagan 2010).

Akciger kanserinde promoter hipermetilasyonu ganli tanimlayan bircok literattr
mevcuttur. Akcger kanserinde iyi ¢alilmis bir drnek, timdr baskilayici gen p16'nin
anormal promoter metilasyonudur, bu olay gen subtasiyla korelasyonludur ve
tumorogenezde erken gercelde bir olaydir. Dier 6rnekler H-kaderin, dlumle gkili
protein kinaz 1 DAPKJ), 14-3-3 sigma ve aday tumor baskilayici G&SSF1A(Ras
iliskili domain ailesi 1A)'dir. Birgok raporun tek bikanser geninde metilasyon
tanimlamasi olmasinagaen, akcgier karsinogenezinde var olan promoter metilasyon
dagiliminin tamamini belirleyecek dlciim yoktur. Burevap olarak, Zéchbauer-Miller
ve arkadglari (2001), retinoik asit reseptofii-2 (RARJ), metalloproteinaz 3’in doku
inhibitord (TIMP3), p16 MGMT, DAPKY, E-kaderin ECAD), p1l4ARF ve GSTP1
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genlerini iceren 107 NSCLC hastasinda yaptiklatisigealarinda cgtli derecelerde
metilasyonu gosterrgierdir. Raporlara gore DNA metilasyonu olayi belidimor tipleri
yada evreler icin tani markerndir, DNA metilasyomolekiler marker olarak

belirlenmitir.

Orngin, p16 gen promoter metilasyonu aker kanserinin erken g¢hisinde ve
onlenmesinin go6zlemlenmesinde biyomarker olaraktdiimektedir. PCR temelli
metilasyon analizinin kullaniimasiyfal6 ve/veyaMGMT promoterlarinin metilasyonu,
skuamoz hicre karsinomu klinik tanisi koyulmadanaer3 yil 6éncesine kadar sigara
icenlerin takurginde bulunmsgtur. Sitolojik olarak negatif olan plazma yada trikite
bircok epigenetik biyomarker, alggr kanseri belirlenmesi icin atailmaktadir.
Promoter metilasyonu ile gen inaktivasyonu, klagi&rak yalnizca timoér baskilayici
genlerin hiicre proliferasyonunda normal fonksiydaugimaz. Orngin, RASSF1A
FHIT,( kirilgan histidin Gc¢lust)RIZ1, (The retinoblastoma protein-interacting zinc
finger gene 1)FUS] (FUsed in Sarcoma 15EMA3B,(Semaforin-3B 6ncisi) ve
C/EBRx, (CCAAT-enhancer-binding proteina) genlerinin susturulmasi ak@r
tumorlerinde rapor edilngiir, ancak timor baskilayici fonksiyon hala g6z rdohéi
tutulmaktadir. Genlerin promoter metilasyonuylatsudmasi zayif yada hi¢ olmayan
tumor baskilayici aktivitesine yol acabilir. BMLH1, MGMT ve GSTP1gibi DNA
tamiri yada ilac metabolizmasinda hicresel fonksiyalan hedef genleri icerir.
Bununla birlikte bu genlerin yada bu gen gruplarisusturuimasi toplam malign
fenotipe katki sglayabilir (Risch ve Plass 2008).

Akciger kanserinin erken ¢bisinde tukuriokten belirlenen anormal DNA
metilasyonunun iyi bir marker olabilegiekanitlanmgtir. Palmisano ve arkaglari p16
veya MGMT promoter metilasyonunun skuamoz hicre karsinomusigeni klinik
tanidan 3 yil 6nce belirlegini gostermglerdir ve DNA metilasyon markerlarinin
yalnizca akdgier kanseri belirlemesi gnda klinikte kullanimi icin standartlar

gelistirmek icin calgmalar devam etmektedir (Risch ve Plass 2008).

DNA metilasyonunun 6énemi agildikca normal hiicre ve kanser hiicresi arasindaki
DNA metilasyon durumu ve timoérogenez splonu ile ilgili bilgi birikimi glin gectikce
artmaktadir.Sekil 2.13'de normal hicrede ve kanser hicresindéAM metilasyon
profil farkhligi gosterilmektedir.
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iicre adezyvon kayh

[ Unmethylated CpG  F Methylated CpG |

Sekil 2.123Normal hiicrede ve kanser hicresinde DNA'nin metdasdurumu ve
tumorogenez ojumu (Esteller 2007°den modifiye edilgtir)

Yapilan argtirmalarda prognostik ¢eri olabilecg dustinilen bazi genler,
fonksiyonlari ve metilasyon yizdeleri Tablo 2.5\deilmistir. Tabloda goruldgi gibi

MGMT geninin metilasyon orani %16-38 arasindgibiia gostermektedir.

Tablo 2.5Birincil NSCLC’de metile olduklarinda prognostilkskili olarak rapor
edilmi genler (Heller vd 2010)

Gen Genin agik ismi Fonksiyonu Metilasyon yuzdesi

APC Adenomatozis B-katenin inhibitora 46-96
polipozis koli

ASC/TMS1 Metilasyonla Pro-apoptotik 40-47
indiklenen

susturmanin hedefi 1

CDH1 Kaderin 1, E-kaderin Hiicre adezyonu 18-58
(epitelyal)

DAL-1 3 gibi 4.1 Eritrosit| Hiucre iskeleti 55-57
membran protein organizasyonu

bandi Devami arkada
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DAPK Olumle iliskili protein | Pro-apoptotik 16-44
kinaz 1

DLEC1 Akciger  kanserinde Hicre dongusil 39
silinmig protein 1 dizenlenmesinde

FHIT Kirilgan histidin triad| Pro-apoptotik 37-38
proteini

hMLH1 DNA vyanlis eslesme | DNA tamiri 36
tamir porteini

MGMT 0O6- metil guainin | DNA tamiri 16-38
DNA metil
transferaz

P16 Siklin bagimh kinaz 4 25-41
inhibitor A

RASSF1A Ras ilskili domain | Hicre dongusil 30-40
ailesi 1 duzenlenmesi

RRAD Ras benzeri diyabetle 42
ili gkili

RUNXS Runt benzer| Pro apoptotik 25
transkripsiyon faktord
3

TSLC1 Akciger  kanserinde Hicre tutunmasi 37-44

tomar baskilayici
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2.8. MGMT Enzimi ve DNA Metilasyonundaki Onemi

O6-metilguanin  DNA metiltransferazMGMT), geni 10. kromozomun Q26
bdlgesinde lokalizedir Sekil 2.14), 300329 bazdan glu. O6-metilguanin DNA
metiltransferaz (MGMT) proteinini kodlar (WEB_8, P0). Ayrica AGT, AGAT ve
ATase olarak bilinir, bge ekzon icermektedir (Esteller vd 2004, Zhong 20Gkil
2.15'de goruldgu gibi MGMT geni 170 kb, mRNA'’s1 950 ntikleotid vegpeini 22 kDa

Chr 10

o Mo o nm = M o m
m O] NNeAAN NN 4 N M AWM o m M o MNMmH AWM
Do = 0 NN Addd " ] A "] "] NN M m Mg o 0 n\w w'wo
dd d 4 Jddd ddddd dd 0 o o NN [ VAR L A A O Y TR
o2 o 4o Qoo QoQrc oo T T T ODOTOT T O o0Too T ToT oToTUT

Sekil 2.14MGMT geninin onuncu kromozom Uzerindeki yeri (WEB 2010)

O6-metilguanin - DNA  metiltransferaz  (MGMT) peati, guaninin  O6
pozisyonundaki mutajenik ve sitotoksik yallalari uzaklatirir. DNA’nin, guaninin
06 pozisyonundan alkillenmesi kanserde mutasyoguoiumekanizmasinda dnemli bir
adimdir. ilk olarak replikasyon sirasinda O6 metilguaninirersid gibi okunmasi
nedeniyle, timin ile ¢ift olma @limi artar, DNA’da guanin-sitozin ¢iftinden, adeni
timin ciftine donigim olur. Dahasi O6 metilguanin karsitozin rezidileriyle
“crosslink” yapabilir ve DNA replikasyonunu bloked&bilir. MGMT hcreleri bu
zararlara kan korur (Esteller vd 2004).
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06-metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT)

MGMT mRNA's:1 (950 niikleotid)
MGMT proteini (vaklasik 22 kDa)

Gen lokusu
1 l]tlzﬂ

V_¥ LA vV
_,[WH[[HllleHv_

~

CpG adasi: Belli tiimir tiplerinde hipermetiledir

i -
- L

MGMT geni (vaklasik 170 kb)

V: Bilinmeyen degerde tammmlanmis polimorfizmler

Sekil 2.15MGMT geninin genomik yapisi (Esteller vd 2004)

MGMT, DNA'da O6 guanindeki alkil grubunu kendeerindeki sistein rezidusine
transfer eder. Alkil grubunu alan MGMT proteini detitasyonla tekrar aktif olmak
yerine “ubikutin” yolgl ile degrade olur. Bu muhtemelen metil-sistein &ent
bagindaki guicin protein demetilasyonunu c¢ok zgntenasindan kaynaklanmaktadir
(Sekil 2.16). Bu nedenle hucrenin alkilleyici ajanfarbiyolojik etkilerine kagi
koymasi, dgrudan icerdii MGMT molekull sayisinade novoMGMT proteini sentez
oranina ve DNA replikasyon oraninaghdir. Bu nedenle her zararin tamirinde bir
MGMT molekult inaktive olur ve DNA'ya ilgisizkgr (Jacinto ve Esteller 2007).

SENTEZ DEGREDASYOMN

!
\

)=

¥,
06 Metil Guanin

Sekil 2.16 MGMT proteininin metil grubunu kendi Gizerindekstgine aktarmasi
(WEB_10, 2007'den modifiye edilgtir)
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MGMT proteinin tamir aktivitesi, hasarli guam mutajenik/karsinojenik alan
olusturma olasigini azaltmaya yardim eder. Akeir kanserleri dahil birgok timor
tipinde sikliklaMGMT geni promoter bdlgesindekisia metilasyon belirlenngi ve
timorogeneze neden olan gen sesgizésinde bir mekanizma olarak tanimlagtmni
(Pegg 2000).Sekil 2.17°'de MGMT geninin normal hicrede ve kanser hicresinde
transkripsiyon durumu ile MGMT proteininin normalidrede ve kanserli hicredeki

durumu gosterilngiir.

NORMAL HUCRE KANSER HUCRESI
Unmetile, transkripsivon var Mletile, transkripsivon yolk
Wild-tip kodon Promutajenik bdlge Allcillevici ajanlar Promutajenik bélge
-——-GGT--—-- —GOSNGT —— GO G T
D6my
Adenin Mutant kodon
M olarale
okunur
e GAT————-

Sekil 2.17 (A) MGMT geninin normal hiicrede ve kanser hiicresinde trgsson
durumu (B) MGMT proteininin normal hiicredekanserli hiicredeki durumu
(Esteller vd 2004)

MGMT promoterinin anormal hipermetilasyonu, MGMT protdiaybr, mRNA
ekspresyon eksildi ve enzim aktivitesinin kaybi ile gkilidir. MGMTnin epigenetik
susturulmasiyla DNA’'da 6zellikle kanserli hicrelerds:C’'den A:T’e transisyon
mutasyonu tamir edilemez ve en yaygin onkogengistda olanras mutasyonu ilg53
tumor baskilayict genindeki transisyon mutasyonucedssir (Jacinto ve Esteller
2007).

Tek baina MGMT hipermetilasyonu alkilleyici ajan tedavisi olmadarayif
prognostik faktorduar. CuUnkiMGMT geni epigenetik olarak susturulan hastalar
muhtemelen daha fazla mutasyon biriktirir. Progikostaretleyiciler alinan tedaviden
bagimsiz sonuctaki farkh@ destekler, tedavi olamama ihtimalini icerir. Tahm

isaretleyiciler yaniti tahmin eder veggalim farkliliklarini terapinin 6zgul formlari ile
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ili skilendirir. Buna goreMGMT promoter hipermetilasyonunun prognostikgidlerisk
belirleyici bir faktor olabilecgi Jacinto ve Esteller (2007) tarafindan ileri sivéktedir.

Anglim ve arkaddar (2008) tarafindan yapilan bir ghamadaMGMTnin bazi
calismalardaki metilasyon yuzdeleri Tablo 2.6'da gostagtir. Yapilan argtirmalarda
olgu sayilarinin 7-146 arasindagdan gdsterdgi ve MGMT metilasyon oraninin %10-
100 arasinda @aim gosterdgi ve genellikle de metilasyon spesifik PCR ydnteimin

kullanildigi dikkat cekmektedir.

Tablo 2.6 NSCLC’de metillendii rapor edilen genlerden, MGMT’nin bazi
calsmalardaki metilasyon ytuzdeleri (Anglim vd 2008)

Metile tumor sayisi | Metilasyon yluzdesi | Materyal | Altip Metod
37/122 30.3 Ti MSP
717 100 Ta AD ML
13/31 42 TU AD MSP
22/53 42 Ti AD MSP
25/70 36 Ti SQ MSP
22/107 21 Ti MSP
45/146 31 Tl MSP
12/31 39 T QMSP
18/83 21 Ti MSP
15/105 10 T MSP
34/90 38 Ti OMSP
11/75 15 TU MSP
14/20 70 Ta MSP

Td: Tumoér, AD: Adenokarsinoma, SQ: Skuamoz hicnesikamu, ML: MethyLight,
MSP: Metilasyon spesifik PCR, QMSP - Kantitatif MSP

Esteller ve ark., (Esteller vd 1999) primer QL& timor dokularinda MGMT
hipermetilasyon prevalansini %29 olarak belirldendir. Bir baka calsmada bu
prevalans %21 olarak rapor editn (Zochbauer-Muller vd 2001). Her iki cgttnada
da hipermetilasyon durumunun klinik sonuclaskili olmadigi rapor edilmtir.
Brabender ve ark., ise NSCLC olgularinin %20’sintl&SMT hipermetilasyonu
tanimlamglar ve klinik sonugla ikkili oldugunu belirlemglerdir (Brabender vd 2003).
Liu et al., 122 NSCLC'li hastadan alinan taze ddékoeklerinden DNA izolasyonunu
takiben metilasyon spesifik PCR yontemi ile 37 &teg%30.3) MGMT geni promoter
hipermetilasyonunu tanimlagtardir. Sigara icen bireylere ait doku orneklerinde
yuksek sikliklaMGMT geni promoter hipermetilasyonunu godzlemlediklerrapor
etmilerdir (Liu vd 2006, Pulling vd 2003). Akger kanserlerinde sigara icimi ve
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MGMT geni promoter metilasyonu arasindakiskiyi arastiran dger calgmalarin
bulgulari da birbirleriyle uyum géstermemektediofdoka vd 2003, De Jong vd 2009).
Baz! aratirmalar sigara icme 6ykusU, yainsiyet ve tumar tipini metilasyon profili ile
iliskili bulmazken (Kim vd 2004, Divine vd 2005), baarstirmacilar metilasyon
profilini sigara i¢cimi (Maruyama vd 2001), cinsiy¢Toyooka vd 2003) ve tumor
histolojisi (Maruyama vd 2001) ile gkili bulmuglardir.

MGMTnin farkl metilasyonu, alkilleyici ilaclara yanitve muhtemel terapatik
stratejileri Sekil 2.18'de gorulmektedirMGMTnin normal ve kanserli hicrelerde
metile ve unmetile profillerine gore toksisite domari ve ilag tedavi secenekleri

belirtilmistir.

ALKILLEYiCi AJANLAR
(BCNU, Siklofosfamid )

il (3= SECENEK:
—— (SF7=)  MGMTVEKTORLERIYLE
[ {={=)  KiMYASAL KORUMA
MGMT UNMETILE [\ TOKSISITE
NORMAL HUCRELER (Kemik iligi)
' _ SECENEKLER:
DIGERILACLAR
MGMT iNHIBITORLERI:
3 06 BG
KIMYASALA EL?;Z'MLER
DAYANIKLI TUMOR
{%:% DUSUNCELER:
MMR YETERSIZ TUMORLER?

\ . . !
\ [ KIMYASALA DAYANIKLI HUCRELERIN

MGMT METILE . ANIKL
KANSER HUGRELERI ! DUYARLITOMOR SEGILIMiS

Sekil 2.18 MGMTnin farkl metilasyonu alkilleyici ilaglara yanite muhtemel
terapatik stratejileri (Esteller vd 2004)

MGMT, kemoterapotik ajanlarla uyarilan alkilleyici lemyjarin uzaklgtiriimasinda
da yer almaktadir (Shiraishi vd 2000). Bdylece tiirhdcrelerinde yiksek MGMT

aktivite dizeyi kimyasal ajanlara direnci uyarabiia da promoter metilasyonu ile
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MGMT sessizlgmesi, MGMT proteininin dgiik ekspresyonuna ve azalan DNA tamir
aktivitesine neden olur. Bu ikinci 6zellik, alkillei ajanlara duyarlfiin artgi ile
sonuclanabilir. Brabender ve ark. (Brabender vd 320INSCLC’de sadece tumoér
evresinin véMGMT metilasyon durumunun Bamsiz prognostik faktorler olgunu ve
hipermetilasyonun NSCLC’li hastalarin cerrahidemrsorekurrens icin yuksek riskli
bireylerin tanimlanmasinda yararl olabilgee ve yogun adjuvan tedavisinden yarar
sazlayabilecek bireylerin secilmesinde 6nemli olab##ni 6ne surmglerdir. Insan
malignant glioma htcrelerindgg53 mutasyonu ile birlikteMGMT inaktivasyonunun
temozolomid olarak bilinen bir alkilleyici ajana yhrli olduklari gosterilngtir
(Hermisson vd 2006).

Beyin metastazli akger kanseri hastalarinda beyin radyoterapisini t&kib
temozolomid ve cisplatin gibi alkilleyici ajanlarikullanildigl klinik ¢alismalar
yapilimstir (Giorgio vd 2005, Cortot vd 2006). Bu klinik lgamalarin bulgulari ile
birlikte, Wu JY ve ark. (Wu vd 2008) temozolomiden yikseKMGMT geni promoter
hipermetilasyonuna sahip olan sigara icmeyen eekdkl kemoterapotik ajan olarak en

Iyl se¢im olabilecgini bildirmislerdir.

Baz! argtirmacilar, MGMT promoter hipermetilasyonu ile kemoterapiye iyi yan
olabilecgini sdylemslerdir. MGMT, promoter hipermetilasyonuyla sustaugundan,
kanserli hiicrelerde DNA tamir edilemeyecektir veteler olecektir. Ancak alkilleyici
ajanlarla tedavi olmadatMGMT hipermetilasyonu teklma zayif bir prognostik
faktordiar. MGMT hipermetilasyonla susturulunda hastalarda mutasyonlar
birikebilir, 6zellikle nokta mutasyonlariniIMGMT hipermetile olan timorlerde, ghr
tumorlerden daha fazla birigligdozlenmitir. Kisaca MGMT hipermetilasyonuna sahip
tumorler, nokta mutasyonlari ghlbilmesi nedeniyle mutator fenotipteyken,
kemoterapide kullanilan dldurictu ilaclara daha duya (Esteller vd 2004).

Bu calsmada histopatolojik olarak NSCLC tanisi konulanag@@t formalinle fikse
edilmis parafine gomili giv doku 6rnginde, MSP (Metilasyon Ozgiin PCR)yontemi
ile MGMT geni promoter metilasyon profillerinin saptanmasisigara i¢imi ile birlikte
yas, cinsiyet, histolojik tip, patolojik siniflamayceren klinik parametrelerin rollerini
birlikte dezerlendirilerek, literatirde henliz konsensugla@amanmy verilere katki

sglanmasi amaglanstir.
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirmamiz 6 ana basamakta gercetutemi stir:
1. Materyallerin toplanmasi
2. Genomik DNA izolasyonu
3. DNA 6rneklerinin konsantrasyonlarinin ve safldeecelerinin belirlenmesi
4. Bisulfit uygulamasi
5. Metilasyon spesifik gercek-zamanh PCR

6. Istatistiksel analiz

3.1. Materyallerin Toplanmasi

Istanbul Yedikule Ggiis Hastaliklari Hastanesi Patoloji Bolimir'nde Ipstolojik
olarak incelenen ve kigcuk-hucreli olmayan gkcikanseri tanisini alan 92 olgunun,
%10 formaldehit sollisyonu ile tespit edilen ve ssmda parafin bloklara gomulen
arsiv doku ornekleri temin edilngiir. Toplam 92 olguya ait akger dokusu ornekleri
laboratuarimizda  dizgin  bir  bicimde numaralangirih kayit  slemleri

gerceklgtirilmi stir.

3.2. Formalinle Fikse Edilmi Parafine Gomulu Akciger Dokularindan Genomik

DNAlzolasyonu

92 olguya ait formalinle tespit edilgniparafine gomuli doku 6rneklerinin
izolasyonlari ticari kit (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagn) yardimi ile gerceksérilmi stir.
Uretici firmanin belirttgi sekilde formalinle tespit edilmj parafine gomuli akger

dokularindan DNA izolayonu icinsagidaki basamaklar sirasi ile uygulagtt
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3.2.1. DNAIzolasyon Protokolii

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Arsiv doku orneklerinin etrafinda bulunan fazla parafsteril bistiri ve
pens yardimi ile mekanik olarak uzaglalmis ve bu doku 6rnekleri steril
mikrosantrif(j tiplerine aktarilrgtir.

Orneklere deparafinizasyon amaci ile 1200 pl ksi&igma-Aldrich) ilave

edilmis ve 2200 rpm’de kuvvetlice vortekslerytii (10 kez pulse-vorteks).

Ornekler 58C'de etiivde (Nuve) 16-18 saat silireyle gece boyu

inkiibasyona birakilngtir.

inktibasyon sonrasinda doku 6rnekleri oda i1sisin@a2%iC), 14.000
rom’de 5 dk santrifij edilngi ve sUpernatant mikropipet (Eppendorf)

yardimi ile uzaklgtinimistir (Peletin dgilmamasina dikkat edilrgir).

Pelete tekrar 1200 pl ksilen ilave edijmie oda i1sisinda (15-%5), 14.000
rom’de 5 dk santrifij edilerek pelet kismina dokinmadan supernatant

mikropipet kullanilarak uzakgarilmistir.

Doku 6rneklerinde artik olarak kalan ksileni uzaklanak icin peletlere
1200 pl etanol (Merck) (%96-100) eklerytini ve Ornekler birkac kez

pulse-vorteks edilngtir.

Ornekler oda 1sisinda (15%%), 14.000 rpm'de, 5 dk santrifiij edilerek
supernatant  mikropipet yardimi ile uzaklalmistir  (Peletin

dagilmamasina dikkat edilrgir).

Altinci ve yedinci basamaklar tekrar ediim. Orneklerin bulundgu
mikrosantrifilj tiiplerinin kapaklari acilarak &7ye ayarli etiivde, 15 dk
inkllbasyona birakilarak, rezidie etanolin tamamemaklgtirilmasi

sglanmstir.
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9) Ornekler kitle birlikte sglanan 180 pl doku lizis tamponunda (Buffer
ATL) suspanse edilngiir. 20 pl proteinaz K eklenmtir ve vortekslenerek
karistiriimistir. Dokunun lizise olmasi icin 58C’ye ayarli su banyosunda

16-18 saat (gece boyunca) inkiibasyona biraktimi
10)inkiibasyonun ardindan tiipler santrifiijde kisa bortspin edilmgtir.

11)Orneklere, 200 pl “AL Tamponu” eklengtir ve 15 sn pulse-vorteks
edilerek kastirildiktan sonra 7AC'ye ayarli su banyosunda 10 dk
inkiibasyona birakilngtir. Inkiibasyon sonrasinda tiipler kisa bir short-spin

edilmistir.

12)Orneklere, 200 pl “Etanol” eklengtir, 15 sn pulse-vorteks edilerek
karistirilmistir ve sonra kisa bir short-spin ediktm.

13)Kitle birlikte temin edilen, 2 ml'lik toplama tupényerlatiriimis “QIAmp
Mini spin kolon” hazirlanmgtir ve bir dnceki basamakta elde edilen
karisim bu kolonlara mikropipet yardimiyla aktariktr.

14)Kolonlarin kapaklar kapatilarak, 8.000 rpm’de 1 sHntrifij edilmgtir.
Santrifij sleminden sonra kolonlar yeni 2 mllik toplama timhe
yerlestirilmi stir. Stzuntd bulunan toplama tipU atigtm

15)Kolonlarin kapaklari acilarak, kolonlara kitle bite sa&lanan 500 ul
yikama tamponu (AW1 Tamponu) eklentii Kolonlarin kapaklari
kapatilarak 8.000 rpm’de, 1 dk santriflj edgtm Santrifijden sonra
kolonlar, kitle birlikte temin edilen temiz 2 miKi toplama tipline

yerlestirilmi stir ve stzintl iceren toplama tupleri atigtm

16)Kolonlarin kapaklar acgilarak, icerilerine kitlerlikte salanan 500 pl
yikama tamponu (AW2 Tamponu) eklentii Kolonlarin kapaklari
kapatilarak 14.000 rpm’de 3 dk santriflij edgtii
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17)Protokolin o6nerisi tzerine; steril 1.5 mllik milgantrif(j taplerinin
kapaklari kesilerek yeni toplama tupleri hazirlagtmi Kolonlar bu
mikrosantriflj tUplerine yerkgdirilmistir ve stzintl iceren eski toplama
tupleri atilmstir. Mikrosantrifiij tlplerine yerlgirilmis kolonlar, 14000

rom’de 1 dk santriftij edilngtir.

18)Santriftij sleminden sonra kolonlar steril 1.5 ml'lik mikrosafj
tuplerine yerlstirilmistir. Kolon kapaklari acilarak icerilerine kitle bkte
sglanan 100 pl elisyon tamponu (AE Tamponu) eklgtimve oda
Isisinda (15-2%), 5 dk inkiibasyona birakilgtir. inkiibasyonsleminden
sonra kolonlar 8.000 rpm’de, 1 dk santrifiij edilegenomik DNA elde

edilmistir.

19)Elde edilen DNA 6rnekleri caimanin dger gamalarina kadar -26C'de
saklanmgtir.

3.3. DNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin ve Saflk Derecelerinin Belirlenmesi

Toplam 92 adet NSCLC doku orneklerinden izeldlen DNA &rneklerinin
konsantrasyonlari ve safliklarl, spektrofotometrigbntemle (Biophotometer,
Eppendorf) belirlenngtir. Olguimler sirasinda disposable spektrofotomédiigetleri
(Eppendorf) kullanilmtir.

Konsantrasyon oOlcimiu yapilmadan once, 1.5 ikmlthikrosantrifllj tuplerinde
DNA'lar 1/50 oraninda sulandirihp hazirlangm. Oncelikle, mikrosantrifiij tiplerine
49 pl su konulmgtur ve izole edilen DNA’lardan 1 pl alinip suyuneiisine
birakilmstir ve pipetaj yapilarak katirilmistir. 1/50 oraninda sulandirilan DNA’lar
daha sonra disposable spektrofotometre kivetlegktrilip, spektrofotometrenin
dsDNA programinda konsantrasyon olcimil gergtikilenistir. Olciim kleminden
sonra 92 orngn “Konsantrasyon, A260, A280, A260/280 orani” gdderi

kaydedilmitir ve her bir 6rngin “stok konsantrasyonlar1” hesaplargom.
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3.4. Bisulfit Uygulamasi

Metilasyon spesifik gercek-zamanh PCR uygulamammndnce, izole edilen DNA
orneklerinde bisulfit uygulamasi yapilgtir. Sodyum bisulfitin kimyasal yapisiekil
3.1'de gorulmektedir. Bisdlfit uygulamasinin amaaietile ve unmetile haldeki
sitozinleri birbirinden ayirt etmektir. PCR siragankullanilan polimeraz enzimi sitozin
ve metil-sitozini birbirinden ayirt edemediicin, bisulfit uygulamasinda yer alan
kimyasal modifikasyonlarla (stlfonasyon, hidrolilkaminasyon, alkali desulfonasyon)
(Sekil 3.2) tek zincirli hedef DNA dizisindeki normal sitozini(Schumacher 2009)
urasile dongtirtlmesi sglanir. Sonucta, bisilfit uygulamasi metile haldskozinleri
degistirmezken, unmetile haldeki sitozinleri, urasilendgtirtir. Urasile dongen bu
sitozinler PCR amplifikasyonu sirasinda, guaninngiadeninle gesirler ve boylece
reaksiyona 0zgun primerler kullanilarak, PCR somrumndetile ve unmetile olan
sitozinler belirlenmi olur. DNA'ya bistlfit uygulanmasi ve PCR sonraslegmeler

Sekil 3.3'de acikga gorulmektedir.

O

/’S\.

HO ONa

Sekil 3.1 Sodyum bisdulfitin kimyasal yapisi
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siilfonat siilfonat

Sekil 3.2 Bisulfit uygulanmasi ile sitozinden urasil elumu
Adim 1: Sulfonasyon, Adim 2: Hidrolitik dearasyon, Adim 3: Alkali
destulfonasyon. Bisulfit uygulamasi asidikitarda gercekligirilir ve ayricalikh
olarak nukleofilik atak ile sitozinleri deaneiederken, 5-metil sitozin amino
grubunu deaminasyondan korur (Schumacher 2009)

C Bisiilfit E U
Cm% Reaksiyon yok: Cm

DNA:

TCGCCGGTAC- Z% S TUGUUGGTAU- ——=—3 TIGTTGGTAT-

TCRGCCPGGTAC- 222y TCRGUCGGTAU- —=—3 TOGTCGGTAT-
oo

Orjinal DNA'daki metile

sitozinlerin (C™) veri

Sekil 3.3 DNA'ya bisulfit uygulanmasi ve PCR sonraslegmeler

izole edilen DNA 6rneklerinden bistilfit uygulamaisati kit (EZ DNA Metilasyon-
Gold ™ Kit, Zymo Research) yardimi ile yapilgtr.
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3.4.1. Kiticeriginin Hazirlanmasi
3.4.1.1. CT dongum reagenti hazirlanmasi

Kitle birlikte liyofilize halde sglanan CT donigum reagenti sagida belirtildigi

sekilde kullanima hazir hale getirilgtir:
1. CT dongum reagent tipune sirasiyla 900 pl@H300ul M-dilisyon tamponu
ve 50l M-dissolving tamponu koyulrgtur.
2. Oda isisinda 10 dk boyunca hizl vortekslesimi

3.4.1.2. M-Yikama tamponu hazirlanmasi

Kitle birlikte sglanan M-yikama tamponuna 24 ml etanol (%96-100) eklenerek

kullanima hazir hale getirilrgtir.
3.4.2. Bistilfit Uygulama Protokolu

Uretici firmanin belirttgi sekilde gerceklgtirilen basamaklar sagidaki sira ile

uygulanmgtir:

eklenmi ve mikropipet yardimi ile katirilarak kisa bir santrifijslemi

(short-spin) yapilngtir.

2. Ornekler 98°C'de 10 dk, 64C’de 2.5 saat, #C'de bekletme programi
ayarlanmg thermal cyclera (Nyx Technik, Inc. USA) yesgteilmis ve

program gerceklgirilmi stir.

3. Kitle birlikte sgslanan spin kolonlar, toplama tuplerine ystilgldikten sonra

tzerlerine 600 pl M-hdanma tamponu eklenstir.
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4. icinde M-b&lanma tamponu bulunan kolonlara, 2. basamak sontaside
edilen DNA ornekleri eklenngiir. Kolonlarin kapaklar kapatilarak birkag

defa ters yuz edilerek katuriimistir.

5. Ornekler 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij editini Santrifilj sonrasi, toplama
tupunde toplanan igerik mikropipet yardimi ile uizgkriimistir.

6. Kolonlara 100 pl M-yikama tamponu koyularak 14.0Qfn’de 30 sn

santrifij edilmstir.

7. Kolonlara 200 pl M-desilfonasyon tamponu eklepwa oda i1sisinda (20-30
°C) 15-20 dk inkiibe edildikten sonra 14.000 rpm’de &n santrifiij

edilmitir.

8. Kolonlara 200 pl M-yikama tamponu koyulgnwe 14.000 rpm’de 30 sn
santrifij edilmstir.

9. Kolonlar toplama tuplerinden alinarak steril 1.5 ’likl mikrosantrif(j
tuplerine aktarilny ve uzerlerine 12 pl M-elisyon tamponu eklenerek
14.000 rpm’de 30 sn santrifllj edilgtir.

10.Bisulfit uygulamasi glemi tamamlanng DNA 6rnekleri gercek-zamanl
PCR aamasina kadar -2tC'de saklannstir.

3.5. Metilasyon Ozgiin Gergcek-Zamanli PCR (MSP)

Bisulfit uygulanmg DNA oOrneklerinin metilasyon profilini belirlemeknzaci ile
“LightCycler TagMan Master” kiti kullanilarak gergegamanl PCR (LightCycler 2.0,
Roche, Almanya) uygulanguir. Az miktarda DNA 0&rnekleri ile calilabilme,
borosilikat kapiller tiplerin gemiyizey/hacim orani nedeniyle reaksiyon &annin
esit sekilde i1sidan etkilenmesi, havanin isitilmasi/veggutulmasi nedeniyle 28C/sn
Is1 degisimleri nedeniyle hizli olmasi, reaksiyonug zamanl gorintilenmesi ve PCR
sonras! Urtn identifikasyonu icin ekslamlere (jel elektroforezi gibi) gerek
duyulmamasi gibi avantajlari nedeniyle (Eads 2008)mamizda konvansiyonal PCR

yerine gergek-zamanli PCR uygulagtm
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Calgma grubuna ait DNA 6rneklerinde MGMT geni promolgiigesi (GenBank
Accession Number: X61657) metilasyon profilini blelimek amaciyla, bu bdlgedeki
1067-1149 bp arasi amplikonda yer alan metile vaaiite reaksiyona 6zgin dizayn
edilen primerler ve TagMan problar kullanikmr (Fox vd 2006). Bu primer-prob
setlerinin dizayni Tib Molbiol (Berlin, Almanyaarafindan yapilmtir (Tablo 3.1 ve
Tablo 3.2). Metilasyon spesifik PCR uygulamasi teimeiki ayri reaksiyonlardan
olusmaktadir. Birinci reaksiyon metile boélgeye spesifikimer ve prob seti ile
gerceklairilirken, ikinci reaksiyon unmetile bélgeye spdsijprimer ve prob seti ile
gerceklairilir.

Tablo 3.1 MGMT geni promoter boélgesi metile spesifik reaksiyicin kullanilan
primer-prob seti

Primer-sense 5-TTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3’

Primer-antisense | 5-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3

Metile prob 5-FAM-CACTCACCAAATCGCAAACGATACGCAC-BBQ-3’

Tablo 3.2MGMT geni promoter bélgesi unmetile spesifik ragksa icin kullanilan
primer-prob seti

Primer-sense 5-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3

Primer-antisense | 5-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3

Unmetile prob 5-YAK-CCCAAACACTCACCAAATCACAAACAATACACA-BBQ-3’

Hem metile hem de unmetile PCR ile profil @aaicin ayni reaksiyon kagimi
kullaniimistir. Bu amacla 5 pl PCR-grade su, 2 ul primer-sdfisal konsantrasyon
0.5 uM), 2 pl primer-antisense (final konsantras@dnuM), 2 pl TagMan probu (final
konsantrasyonu 0.2 uM) ve 4 pl LightCycler TagMaaskér kagimi belirtilen sira ile
ependorf tuplerine aktarilgtir ve mikropipet yardimi ile homojenize edildiktsanra,
bu kargimdan kapiller tiplere 15 ul pagtailmistir. Her bir kapiller tipun icinde yer
alan reaksiyon kagiminin tzerine 5 pul DNA orrie eklenmitir. Negatif kontrol igin,
DNA ornesi yerine 5 pl ‘PCR-grade’ su kullanilgtir (Tablo 3.3). Toplam 20 pL
reaksiyon kagimi iceren kapillerler, karusel yardimi ile hedéfdenin ¢@altilmasi ve
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metilasyon analizi (metile veya unmetile) icin gegkgamanlh PCR sistemine

yerlestirilmi stir.

Tablo 3.3Metile ve unmetile spesifik gercek-zamanli PCR komentleri

Komponent Hacim Final konsantrasyon
Su 5uL -

Primerler 2 uL 0.5 uM (herbiri)
TagMan probu 2 p 0.2 uM

TagMan reaksiyon kayimi 4 uL -

DNA 6rnegi 5uL -

Toplam hacim 20 pL

Hem metile hem de unmetile profil analizi ictiegin primerler ve problarin Tm
dereceleri ve bu setle galtilacak hedef bdlgenin buyuldi baz alinarak gercek-
zamanl PCR protokollerinin optimizasyon eadalari yapilmgtir. Metile ve unmetile
profillerin analizi icin optimize edilen gercek-zami PCR protokolleri Tablo 3.4 ve

Tablo 3.5’de verilmtir.

Tablo 3.4 Metile reaksiyon i¢in gergcek-zamanli PCR Protokolu

Analiz Modu Dongu| Segment Hedef Isi  Sire Kazanindivip

Pre-inkiibasyon
“None” 1 95°C 10 dk “None”

Amplifikasyon

Denatlirasyon | 95°C 10 sn “None”
Quantification | 45 Annealing 60°C 20 sn “None”
Ekstensiyon 72°C 1sn “Single”
Sggutma
“None” 1 40°C 30 sn “None”

*:Pre-inkibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalljp DNAInI denatlirasyonu,
Amplifikasyon: Hedef boélgenin primerler yardimi igaltiimasi ve hidroliz probu
yardimi ile goruntilenmesi, otma: Sistemde yer alan rotorun ve termal haznenin

sogutulmasi basamaklarini icermektedir.
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Tablo 3.5Unmetile reaksiyon icin gercek-zamanli PCR Prolidko

Analiz Modu Dongu | Segment Hedef ISt  Sire Kazanindivip
Pre-inklibasyon
“None” 1 95°C 10 dk “None”
Amplifikasyon
Denatirasyon | 95°C 10 sn “None”
Quantification | 45 Annealing 62°C 20 sn “None”
Ekstensiyon 72°C 1sn “Single”
Sqgutma
“None” 1 40°C 30 sn “None”
*:Pre-inkibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalljp DNAInI denatlirasyonu,

Amplifikasyon: Hedef boélgenin primerler yardimi iogaltiimasi ve hidroliz probu
yardimi ile goruntilenmesi, $otma: Sistemde yer alan rotorun ve termal haznenin
sogutulmasi basamaklarini igermektedir.

Metile reaksiyon ve unmetile reaksiyonlara adamplifikasyon erileri
degerlendirilerek orneklerin metile ve unmetile duramltespit edilmgtir. Eger hem
metile reaksiyon pozitif, unmetile reaksiyon nefjade hem de her iki reaksiyonda
pozitif ise metilasyon durumu metile olarak: metileaksiyonu negatif, unmetile
reaksiyonu pozitif ise metilasyon durumu unmetilarak belirlenmgtir. Hem metile
reaksiyon, hem de unmetile reaksiyon negatif isgksion gerceklamems kabul

edilip, bisulfit uygulamasi tekrarlangtir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6 MSP sonrasi metilasyon profilinin belirlenmesi

MSP
Olasihk Metile Unmetile Metilasyon Profili
1 - + Unmetile
2 + - Metile
3 + + Metile
Reaksiyon bgarisiz (Bisulfit
4 - - uygulamasi tekrarlanmalr)
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Gergek-zamanl PCR sonrasi, PCR Urunlerinentifikasyonunun teyidi amaciyla
%3’lik agaroz jel hazirlanmve 0.5 X TBE tamponda 5 V/cm elektroforezldbarinin
45-60 dk uygulanmasi sonrasi elde edilen bant Huklgki deserlendirilmistir.
Orneklerin goruntileri UV jel gorintileme cihaziigb BTX-20 M) ile bilgisayara

aktariimstir.

3.6.istatistiksel Analiz

MGMT geni promoter bolgesi metilasyon profle yas, cinsiyet, histolojik timaor
tipi, TNM siniflamasi ve sigara icme durumu olmateke klinikopatolojik 6zellikler
arasindaki igkinin belirlenmesi amaci ile SPSS programi (versidnO, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) kullanilmy ve tim analizler icing2 testi yapilmgtir. Elde edilen
sonugclar icin p<0.05 geri anlamli kabul edilngtir.



4. BULGULAR

4.1. DNA Orneklerinin Konsantrasyonlari ve Saflik Degerleri
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Toplam 92 adet NSCLC dokularindan izole edidA 6rneklerinin konsantrasyon

degerleri ve saflik dereceleri Tablo 4.1’de gdstetsiin.

Tablo 4.1DNA orneklerinin konsantrasyon gerleri ve saflik dgerleri

Stok
Ornek No | Konsantrasyon | Ao Azso | Azeoi280 Konsantrasyon

(ng/ml) (ng/ml)
1 10.3 0.205| 0.113 1.82 515
2 14.3 0.286| 0.158 1.81 715
3 8.5 0.170| 0.095 1.79 425
4 6.9 0.138| 0.078 1.77 345
5 4.3 0.086| 0.054 1.60 215
6 5.9 0.117| 0.067 1.74 295
7 7.7 0.153| 0.088 1.74 385
8 6.0 0.120| 0.072 1.67 300
9 13.5 0.269| 0.150 1.80 675
10 15.1 0.302| 0.168§ 1.81 755
11 4.3 0.087| 0.048 1.82 215
12 7.9 0.159| 0.088 1.79 395
13 6.6 0.132| 0.072 1.83 330
14 2.7 0.055| 0.034 1.61 135
15 8.3 0.167| 0.094 1.77 415
16 4.1 0.082| 0.044 1.87 205
17 5.1 0.102| 0.052 1.95 255
18 12.4 0.248, 0.131 1.89 620
19 10.3 0.206| 0.113 1.82 515
20 8.0 0.161| 0.085 1.89 400
21 9.5 0.189| 0.102 1.86 475
22 17 0.339| 0.189 1.79 850
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23 6.6 0.133] 0.075 1.77 330
24 15.9 0.319] 0.174 1.84 795
25 19.1 0.383] 0.203 1.88 955
26 6.6 0.132| 0.073 1.80 330
27 4.4 0.088]| 0.052 1.68 220
28 5.4 0.108] 0.065 1.67 270
29 0.9 0.019] 0.017 1.12 45
30 12.2 0.245| 0.141 1.74 610
31 10.7 0.215] 0.119 1.80 535
32 10.3 0.206/ 0.109 1.90 515
33 11.9 0.238] 0.13( 1.83 1190
34 2.9 0.058| 0.038 1.51 145
35 7.2 0.144| 0.078 1.85 360
36 6.7 0.135| 0.074 1.81 335
37 9.2 0.185| 0.103 1.79 460
38 4.6 0.092| 0.056 1.64 230
39 11.9 0.238] 0.12§ 1.87 595
40 9.7 0.195| 0.108 1.80 485
41 7.1 0.142| 0.079 1.80 355
42 6.3 0.126] 0.056 2.24 315
43 2.4 0.048| 0.017 2.82 120
44 6.2 0.123| 0.057 2.17 310
45 1.2 0.023| 0.017 1.35 60
46 5.9 0.117| 0.053 2.22 295
47 3.6 0.073] 0.035 2.08 180
48 2.1 0.043| 0.015 2.76 105
49 4.8 0.096] 0.053 1.82 240
50 3.8 0.076/ 0.035 2.20 190
51 2.2 0.044| 0.017 2.62 110
52 5.9 0.119] 0.056 2.11 295
53 3.7 0.074| 0.035 2.12 185
54 2.1 0.041] 0.014 2.88 105
55 3.6 0.072| 0.030 2.44 180
56 6.6 0.131] 0.060 2.19 330
57 2.4 0.048| 0.022 2.17 120
58 11.2 0.224| 0.113 1.98 560
59 0.1 0.002| 0.004 - 5
60 4.6 0.093| 0.043 2.17 230
61 5.5 0.109] 0.067 1.76 275
62 10.7 0.215] 0.120 1.79 535
63 7.8 0.157] 0.065 1.84 390
64 2.6 0.052| 0.035 1.48 130
65 8.4 0.167| 0.093 1.80 420
66 7.5 0.151] 0.085 1.77 375
67 5.4 0.108| 0.060Q 1.79 270
68 5.2 0.105| 0.063 1.66 260
69 7.4 0.148| 0.081 1.81 370
70 3.3 0.066| 0.040Q 1.66 165
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71 1.6 0.032] 0.019 1.66 80

72 9.7 0.194| 0.106 1.83 485
73 12.8 0.256] 0.143 1.79 640
74 9.8 0.197| 0.108 1.82 490
75 9.2 0.183] 0.104 1.76 460
76 15.3 0.306/ 0.165 1.86 765
77 4.0 0.085| 0.045 1.79 200
78 22.7 0.453| 0.244 1.85 1135
79 2.8 0.057| 0.035 1.63 140
80 3.2 0.064| 0.038 1.66 160
81 9.9 0.199] 0.109 1.82 495
82 9.0 0.180/ 0.10% 1.77 450
83 6.3 0.127| 0.071] 1.77 315
84 6.6 0.132| 0.075 1.75 330
85 12.5 0.249| 0.135 1.85 625
86 6.0 0.119| 0.068 1.76 300
87 6.3 0.127| 0.071 1.79 315
88 8.2 0.165| 0.090 1.82 410
89 11.0 0.220] 0.121 1.82 550
90 4.0 0.079] 0.044 1.79 200
91 8.2 0.165| 0.092 1.79 410
92 10.4 0.208, 0.111 1.88 520

Toplam 92 hastadan 12 hastanin bazi klinilapgik parametrelerine uidamadgi

icin, 80 hastaya ait metilasyon profilinin Klinikalojik parametrelerle gkisi

degerlendirilmistir.

4.2. Klinikopatolojik Parametreler

Hastalarin yalarina bakildginda 60 (% 75) tanesi 50 ymdan buyuk ve 20 (% 25)

tanesinin 50 yandan kuguk oldgu belirlenmitir. Cinsiyetlerine gbre bakildinda,
hastalarin 8 (% 10) tanesi kadin, 72 (% 90) taedsktir (Tablo 4.2)Histolojik timor

tipine gore degerlendirildiginde 80 hastanin 45 (% 56,3) tanesinin skuamozehicr

karsinom, 28 (% 35) tanesinin adenokarsinom, 2 (%) fanesinin bronkioloalveolar

karsinom, 2 (% 2,5) tanesinin adenoskuamoz hu&eaaisinom, 2 (% 2,5) tanesinin

blayuk hucreli karsinom ve 1 (% 1,3) tanesinin desimdz tip karsinom oldgu
belirlenmitir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Histolojik timor tiplerine gore alt gruplarin yiik dagihmi

Patolojik evre, patolog tarafindan tumoérin mogkop yardimiyla deerlendirildigi
evredir ve T1, T2, T3 ve T4 olmak Uzere gruplamaigtir. Patolojik evrelemeye goére
T1l'de 5 (% 6,5) hasta, T2'de 59 (% 73,75) hastagdd34 (% 17,5) hasta, T4'de 2 (%
2,5) hasta yer alrstir. Tumorlerin N-evre siniflandirmasilgesel lenf nodu metastaz

varligina dayanmaktadir ve NO (Lenf nodu metastazi yak)NA-N2 (Lenf nodu
metastazi var) olmak Uzere 2 gruptgetéendiriimektedir. Buna gore, hastalarin 22 (%
27,5) tanesinde bolgesel lenf nodu metastazinimadfinve 58 (% 72,5) tanesinin ise
metastaz yaptl belirlenmitir. Calismaya dahil edilen olgularda uzak metastaz garh

belirlenmemgtir ve timid MO olarak deerlendirilmistir. Sigara icme durumuna

bakildginda, 68 (% 85) hastanin sigara fgtve 12 (% 15) hastanin da sigara icngedi
belirlemistir (Tablo 4.2 veSekil 4.2).



Tablo 4.2Kicuk hicreli olmayan akger kanserli (NSCLC) 80 hastanin

klinikopatolojik 6zellikleri
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Klinikopatolojik 6zellikler

Hasta sayisi (%)

Yas

>50 60 (%75)
<50 20 (%25)
Cinsiyet

Kadin 8 (%10)
Erkek 72 (%90)
Histolojik timor tipi

SHK 45 (%56,3)
ADENOKARSINOM 28 (%35)
BRONKIOLOALVEOLAR 2 (%2,5)
ADENOSKUAMOZ 2 (%2,5)
MUSINOZ 1 (%1,3)
BUYUK HUCRELI 2 (%2,5)
TNM siniflamasi

T siniflamasi

T1 5 (%6,5)
T2 59 (%73,75)
T3 14 (%17,5)
T4 2 (%2,5)
N siniflamasi

NO 22 (%27,5)
N1-2 58 (%72,5)
M siniflamasi

MO 80
Sigara icme durumu

Icen 68 (%85)
Icmeyen 12 (%15)




56

100
90 85
80 [+
7 LA Z
75 72,5 *4
o 4
70 | = et
-~ -4
< g -4
97')’ 60 56,3 iy 94
2 T B T
= - e
% 50 + (- *4
- = LA
£ [ (e
0 | - F
@ 40 r——— 4
I - *4
- = LA Z
30 + 27,5 -~ *4
25 LT _—:—: L &
2o T Jifl o= s 2
mun N [ee415
- HHH -4
10 g il
A g + 44
o HEE b H Y S 44
o O & ot €« & & & & SO > o & &
A ) @Of & O oo es T
f ~ 64‘9 @0 ‘39 ‘\éo
v J o
eO VO =~ O
R © st
© O 55
Ot ® M
O . oo .
Q;Q" KLINIKOPATOLOJ IK OZELL IKLER

Sekil 4.2 Klinikopatolojik 6zelliklerin hasta sayisina gérezdelik d&ilimi

Sekil 4.2 incelendiinde, hasta gruplari arasindasygrubuna gére 50 yanda/50
yastan blUyuk olanlarin sayisinin fazla ofdy cinsiyete gore erkek sayisinin fazla
oldugu, histolojik timor tipine gore skuamoz hicre kaoshunun en fazla olgwi,
ikinci sirada adenokarsinomun gefdigorilmekte, patolojik timor siniflandirmasina
gore T2 grubunun en fazla olgly nodul olgumunun fazla oldgu ve sigara icme

oraninin yuksek oldiu gortlmektedir.

4.3. Metilasyon Profili

Yapilan cabmada, 80 adet formalinle fikse edikmparafine gomuli NSCLC
dokusundan elde edilen DNA’'lardaRlGMT geninin promoter metilasyon profili
gercek-zamanl PCR analizi ile belirlerstini (Sekil 4.3). Bu amacla 6ncelikle bisulfit
uygulamasi yapilngtir. Bisulfit uygulamasi sonrasi yapilan metilasygpesifik gercek-
zamanli PCR’da toplam 10 oOrnekte informatif sonlipaamamstir. Bu 6rneklerde

bisulfit uygulamasi tekrarlanarak reaksiyonlar gé&testiriimi s ve sonuclar alinmtir.

Sekil 4.3 (A) ve (B)'de gorulen amplifikasyorgeri ayni olgunun pozitif kontrol

negatif kontrol ve metile-unmetile reaksiyonlari gddendirilerek bir olgunun



metilasyon profilinin ne oldgu saptanny ve olasilik durumlari
gosterilmgtir. Bu basamak tim olgular igin gerlendirilmistir.
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Tablo 4.3'de

Amplification Curves

*1 0 Pozitif kontrol o
'#1 0 Negatif kontrol
%3 0 Olasilik 1
240
421 0 Olasllik 3
5 1]

85
(=]
D6
0.4
o2
= I

Cycles

2 4 6 8 1012 14 16 168 20 22 24 26 25 30 32 34 36 35 40 42 44

Sekil 4.3.(A) Metile reaksiyon icin kontrol DNA 6rnekleri ve aldiklara 6zgu

amplifikasyon grileri

Amplification Curves
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Sekil 4.3.(B) Unmetile reaksiyon icin kontrol DNA 6rnekleri véasiliklara 6zg

amplifikasyon grileri
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Tablo 4.3Reaksiyon urtnlerinin olasi metilasyon durumlari

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol Olasilk 1 Olasilik Olasilk 3
M UM M UM M UM M UM M UM
+ + - + - + + - + +

Gercek zamanli-PCR sonrasi, PCR drunlerinimtitiikasyonu %3'luk agaroz jel
elektroforezi sonrasi elde edilen bant buyukliklergore yapilngtir. Sekil 4.4'de bazi
PCR urlUnlerine ait %3’'lUk agaroz jel goruntusu divektedir. Metile spesifik gercek-
zamanh PCR sonrasi amplikonun beklenen buyiikl81 bp iken, unmetile spesifik

gerecek-zamanli PCR sonrasi amplikonun beklenetikhiigi 93 bp’dir.

E PK NE 068 Or:82 Or86
MUUMMUMUMU

100bp

Sekil 4.4 PCR urunlerinden secilen bazi 6rneklere ait %34gkroz jel goruntusu
M:molekiler marker, PK: pozitif kontrol (EpaieControl DNA, bistilfit
uygulanmy), NK: negatif kontrol (Epitect Control DNA, bisitlifuygulanmany)
M:metile, U:unmetile, drnekler (8;olasilik-82; olasilik-2, 86;olasllik-3), M-81bp,
UM-93bp Marker: GeneRuler (50bp DNA Laddenrrgentas), 6X Loading Dye
(Fermentas)
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Metilasyon spesifik gercek-zamanli PCR sonrddGMT promoter metilasyon

profili degerlendirildiginde 51 (% 63,8) hastada promoter metilasyonu gozleniri29
(% 36,3) hastada promoter metilasyonu gozlenmstenii ablo 4.4 veSekil 4.5).

Tablo 4.4Tum olgularinMGMT promoter metilasyon profili

MGMT promoter metilasyon profili Hasta sayisi (%)

Metile 51 (%63,8)

Unmetile 29 (%36,3)
Metile

O Unmetile

Sekil 4.5 Tum hastalariMGMT promoter metilasyon profili
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MGMT promoter metilasyon profilinin klinikopatolojik é#iklerle kasilastiriimasi

Tablo 4.5’de gosterilngtir.

Tablo 4.5MGMT promoter metilasyon profili ve klinikopatolojik pametrelerle

iligkisi

Klinikopatolojik MGMT promoter metilasyonu (n=80)

parametreler Metile (n=51) |Unmetile(n=29) | P deseri
(%63,8) (%36,3) (p<0,05)

Yas

>50 39 (%49) 21(%26)

<50 12 (%15) 8(%10)

Cinsiyet

Kadin 6 (%7,5) 2(%2,5) 0,485

Erkek 45(%56,25) 27(%33,75)

Histolojik tumor tipi

SHK 31(%38,8) 14(%17,5)

ADENOKARSiNOM 18(%22,5) 10(%12,5) 0.295

BRONKIOLOALVEOLAR 1(%1,3) 1(%1,3) '

ADENOSKUAMOZ 0(%0) 2(%2,5)

MUSINOZ 0(%0) 1(%1,3)

BUYUK HUCRELI 1(%1,3) 1(%1,3)

TNM siniflamasi

T siniflamasi

T1 3(%3,75) 2(%2,5)

T2 37(%46,25) 22(%27,5) 0,179

T3 11(%13,75) 3(%3,75)

T4 0(%0) 2(%2,5)

N siniflamasi

NO 16(%20) 6(%7,5) 0,304

N1-2 35(%43,75) 23(%28,75)

M siniflamasi

MO 51(%63,8) 29(%36,3)

Sigara icme durumu

Icen 43(%53,8) 25(%31,3) 0,820

Icmeyen 8(%10) 4(%5)

Tablo 4.5'deki bulgular inceleginde, MGMT promoter bélgesindenetile profile
sahip 51 (%64) hasta WGMT promoter bdlgesindenmetile profilesahip 29 (% 36)
hasta saptangtir. Cinsiyete goérebakildginda kadinlardan 6 (% 7,5) hastanin,

erkeklerden 45 (% 56,25) hastanin promoter bdlgesimetile profil belirlenirken,
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kadinlardan 2 (% 2,5) hastanin ve erkeklerden 27 38&/5) hastanin promoter
bblgesinde unmetile profil belirlengtir. Histolojik timaor tiplerine gore, skuamoz
hicre karsinomlu 31 (% 38,8) hasta, adenokarsinorh8i (% 22,5) hasta,
bronkioloalveolar 1 (% 1,3) hasta, buyuk htcreli%d 1,3) hastaniMGMT promoter
bdlgesinde metile profil saptangken, adenoskuamoz ve misinéz hicre tipli hastalarda

MGMT promoter bolgesinde metilasyon gozlemlenm@miMGMT promoter bdélgesi
unmetile profile sahip olan skuamoz hicre karsinonil4 (% 17,5) hasta,
adenokarsinomlu 10 (% 12,5) hasta, bronkioloalwebl@o 1,3) hasta, adenoskuamoz 2
(% 2,5) hasta, miusin6z 1 (% 1,3) hasta, buyuk hutréo 1,3) hasta belirlenrstir.
Patolojik tumdr siniflandirmasina g6l evresinde 3 (% 3,75) hasta, T2 evresinde 37
(%46,25) hasta, T3 evresinde 11 (% 13,75) hastd@MT promoter bolgesinde metile
profil  belirlenirken,
belirlenmemgtir. T1 evresinde 2 (%2,5) hasta, T2 evresinde #22(,5) hasta, T3
evresinde 3 (% 3,75) hasta ve T4 evresinde 2 (%RBafaninMGMT promoter

bblgesinde unmetile profil saptamgtm. Sigara icme durumuna gdrbakildiginda,

T4 evresinde MGMT promoter bolgesinde metilasyon

sigara icen 43 (% 53,8) hastad&MT promoter bolgesinde metile profil belirlenirken,
sigara icen 25 (% 31,3) hastaddGMT promoter bdlgesinde unmetile profil
belirlenmgtir. Sigara icmeyen 8 (% 10) hastarMGMT promoter bélgesinde metile
profil saptanirken, sigara icmeyen 4 (%5) hastamMiGMT promoter bolgesinde

unmetile profil saptanrgiir.

Tdm olgularin sigara igme durumuna gore citsey arasiMGMT promoter

metilasyon profilinin kagilastirilmasi Tablo 4.6’de sunulngtur.

Tablo 4.6Sigara icme durumuna gore cinsiyetler aM&MT promoter metilasyon
profili

Sigara igme durumt MGMT promoter metilasyonu (n=80)

Metile (n=51) (%63,8) | Unmetile (n=29) (%36,3)
Kadin (8)
Icen 1(%1,25) 0(%0)
Icmeyen 5(%6,25) 2(%2,5)
Erkek (72)
icen 42(%52,5) 25(%31,25)
icmeyen 3(%3,75) 2(%2,5)
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80 hastaninsigara icme durumuna gdrecinsiyetler arasiMGMT promoter

metilasyon durumuna baktmizda, kadinlardan yalnizca 1 (% 1,25) hastangarai
ictigi ve MGMT promoter bdolgesinin metile oldu belirlenmstir. Sigara icmeyen
kadinlardan 5 (% 6,25) hastatMGMT promoter bdlgesinin metile oldu, 2 (% 2,5)

hastanin iseMGMT promoter bdlgesinin unmetile olgw belirlenmgtir. Erkeklerde

sigara icen 67 (% 83,75) hastanin, 42 (% 52,5)idiGMT promoter bolgesinin metile
durumda, 25 (% 31,25)'inilMGMT promoter bélgesinin unmetile durumda gidu
saptanmytir. Sigara icmeyen 5 (% 6,25) erkekte ise 3 (%5B,AastaninMGMT

promoter bdlgesinin metile durumda, 2 (% 2,5) hasttGMT promoter bdlgesinin
unmetile durumda oldiu saptannstir (Tablo 4.6).
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5. TARTISMA

DNA metilasyonu 6karyotik genomda en sikskagilan kimyasal modifikasyondur.
Memelilerde normal embriyonik geimde son derece onemli bir ggim olmakla
birlikte (Reik ve Walter 2001, WEB_11, 2010)sgan boyunca gen ekspresyonunun
regulasyonu, genomik imprinting, X kromozomu ina&B8yonu (dozaj telafisi),
tekrarlayan genomik dizilerin baskilanmasi ve ksgenez gibi 6nemli hicresel
fonksiyonlarda yer almaktadir (Bogdanovic 2009).n@aik metilasyon paternindeki

anormal dgisimler, bata kanser olmak tzere bircok patoloji ile dekilidir.

Kanserde epigenetik degnler ilk kez kolorektal kanser ve adenomlarda
gosterilmitir ve 6zellikle timdr baskilayici genlerin promiotedlgelerinde yer alan
CpG adalarinda hipermetilasyon ve genom boyuncanmgtilasyon profilinin belirgin
oldugu bilinmektedir. Bu dgisimler timor baskilayici genlerin susturulmasina,
onkogenlerin aktiflgpmesine, kromatin yapisi gigimlerine ve sonugta genomun
kararsizlgina sebep olurlar. Bu nedenle CpG adalarindaki DiN&ilasyon profilini
belirlemek normal dokularda farklganay!r anlamaya ve kanseri de iceren kompleks
hastaliklarin patogenezlerini agiklamaya yardimkur Nagase ve Ghosh 2008).
Bununla birlikte dger epigenetik mekanizmalardan histon modifikasy@alkromatin
yeniden duzenlenmesinin de genlerin sesgizllenesindeki rolleri bilinmektedir ancak
bu mekanizmalarla gercekln deisimlerin etkilerinin uzun sdreli olmadiklar ve
kolaylikla geri dongimli oldigu distindlmektedir. DNA metilasyonu ise kararh bir
modifikasyondur ve DNA sekansindagtiem olmadan hiicre bélinmesiyle kalitilabilen
fenotipik bir deggisimdir (Miranda ve Jones 2007, Nagase ve Ghosh 2008)

Promoter hipermetilasyonu mutasyona goérgstea belirlemede daha avantajlidir.
Mutasyon farkli bdlgelerde, belirli gende ayni timti@i olsa bile bireylere gore farkh
olabilir. Promoter hipermetilasyonu ise tim kangeterinde hedef gen/genlerde ayni
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bdlgenin dgerlendirilmesi nedeniyle, ginimuzdeki kanserstam@alarinda daha sik
degerlendirilen bir parametre haline gektm (Esteller vd 2001).

Akciger kanseri ge§iminde ve progresyonunda rol oynayan genetiggi@lere ek
olarak epigenetik modifikasyonlar da gtremalarin ilgi od& olmustur. Bu projede 80
NSCLC'li arsiv doku drneklerinddMlGMT promoter metilasyon profilinin belirlenmesi
ve bu profillerin ya, cinsiyet, histolojik timor tipi, TNM siniflamase sigara icme
durumu olmak Uzere klinikopatolojik parametrelerldiskisinin  belirlenmesi
amaclanmgtir. Arastirmamizda, NSCLC doku 6rnekleri ile yapilan MSRwstu 51
(%64) tumor dokusunda metilasyonun v@arbelirlenirken, 29 (%36) timor dokusunda
metilasyon saptanmagtr. Tablo 2.5 ‘de verilen c¢alma sonuclar ile
karsilastirdigimizda bizim olgularimizda da metilasyon orani kg literatir

calismalarini desteklemektedir.

Yapilan dier calsmalara goz attimizda, Esteller ve arkagar (1999), NSCLC
hasta serumlarindan izole edilen DNA oOrnekleripd®, DAP kinazve GSTP1gibi
tumor baskilayici genlerin promoter bolgelerindgriahipermetilasyonun vagini
belirlemiglerdir. Ayni calsmada DNA tamir genelerinden olarMGMT de
deserlendirmeye alingi ve MGMT promoter hipermetilasyon orani %66 olarak
bildirilmi stir. Arastirmacilar ayni yil yaptiklari bir gka calsmada,MGMT promoter
hipermetilasyonunun primer neoplazilerde ortak Mdegisim olup olmadgini
arggtirmiglar ve sonucgta NSCLC’li hastalard&GMT geni promoter metilasyon oranini
%29 olarak belirlemsierdir. Arastirmada ayni zamanda NSCLC'd@GMT promoter
hipermetilasyonundaki agtn, MGMT protein ekspresyonu ve aktivitesindeki laxa
ile iliskili oldugu ve MGMT ekspresyon kaybinin d&ras mutasyonunda agte iliskili
oldugu bildirilmistir (Esteller vd 1999). Zb6chbauer-Muller ve arkglda, (2001)
NSCLC'li hastalarda timér baskilayici genler, DNAamir genleri ve
detoksifikasyondan sorumlu genler olmak (zere topld8 farkli gende promoter
hipermetilasyon durumunu atamislar ve tim olgulardaMGMT geni promoter
metilasyon orani %21 olarak belirlenirkergeli genlerdeki metilasyon oraninin ise %7-
40 oraninda dalim gdsterdgini bildirmiglerdir. Arastirmacilar, MGMT geni promoter
metilasyonunun klinik evre ile kisini degerlendirdiklerinde, klinik evrelerin birlikte
veya ayri ayri olarak metilasyonla herhangi bgkikini saptamamnglardir. Brabender ve

arkadalarinin (2003) yap@i 90 NSCLC'li olgu grubu (hem timor doku 6rneklagm
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de normal doku ornekleri) ve 10 kontrol grubu icealsmada, MGMT promoter
hipermetilasyonunu NSCLC'li hastalarin tumoér dokuilda %38 ve ayni hastalarin
normal dokularinda %18 olarak bulurlarken, kontyalbu doku 6rneklerind®GMT
promoter hipermetilasyonunu belirlematardir. Ayni calsmada, tumorli dokularda
belirlenen MGMT metilasyon diizeyinin, bu dokularin normal stBklarindan daha
yuksek oldgu ve bu durumun istatistiksel olarak anlamli @dubildirilmistir. Guo ve
arkadalari (2004) primer tumoér, brgral hat, non-malignant pulmoner parankim ve
bronkoalveolar sivi drnekleri ile yaptiklari gahada primer timér ve breiyal hat
orneklerindeMGMT promoter metilasyonu frekansini %70 olarak batnilerdir. Bu
calsmada dikkat cekici bir ger bulgu, histolojik olarak negatif brgial hat
orneklerinde stirt MGMT promoter hipermetilasyonunun tespit ediraimasi ve bunun
da preneoplastik dokularin belirlenmesinde 6nemir Baktor olabilecginin
gosterilmesidir. Russo ve arkati (2005) 49 primer NSCLC'li vakalarla yaptiklari
calsmalarinda pl6, MGMT, ECAD, GSTP1, SMAD&e DAPK promoter
hipermetilasyon dlizeyini agarmislar ve kanser progresyonunun ileri evresipdé ve
MGMT hipermetilasyonunun dizeyiningdir genlerdeki metilasyon dizeyinden daha
yuksek oldgunu belirlemglerdir. Ayni calsmada timo6r dokularinda, MGMT
hipermetilasyon orani, tek fiaa %55 olarak belirlenmtir. Feng ve arkaddari (2008)
49 NSCLC'li doku 6rnekleri ve normal kahklari olan doku ornekleri ile 27 gen profili
Uzerinden yaptiklari ¢aimada, MGMT promoter bélgesi icin metilasyon ggmini
genel olarak kanserli dokularda %61 ve normasikéitarinda %2 olarak belirlergler,
yuksek duzey hipermetilasyon vgrhi normal dokularda gozlemlemegken kanserli
dokularda %49 olarak tespit ewardir. Belinsky ve arkadéarinin (2008) MGMT
geninin de dahil oldgu sekiz gen Uzerinden yaptiklari panel gahlarinda stage Il
akciger kanserli 72 hastadan alinan primer tiumor, semgmbalgam 6rneklerinin
metilasyon durumlarini incelegherdir. Metilasyon durumunu belirlemede balgam
orneklerinin serum o6rneklerine dstunlik gostgirdD.7-4.3 kat daha yuksek) ve bu
genlerde saptanan hipermetilasyonun g@ici kanserinin erken tanisinda aday
biyomarker’lar olarak dgerlendirilebilecekleri bildirilmgtir.  Tim bu c¢akmalari
dikkate aldgimizda bizim argtirmamizda da yiksek metilasyon profilinin gozlesimi
olmasi erken tani konusundaki aday biyomarker olrdagteklemektedir.

Benzer cajmalar farkli solid timdrlerde de gerlendirilmisti. Maruyama ve

arkadalari (2001) mesane kanserinde (transisyonel hiemsirkomlu) p16, DAPK,



66

GSTP1lve MGMTYi iceren ve karsinogenez surecinde rol oynadikiimen on gende
promoter metilasyon profilini incelegterdir ve MGMT geni promoter metilasyon
ferekansini % 2 olarak belirlegherdir. Tium genlerdeki metilasyon profili birlikte
degerlendirildiginde, pozitif metilasyon durumunun mesane kangerlaskini
belirlemede potansiyel bir biyomarker olabilgice bildirmislerdir. Fox ve arkadgari
(2006) rastgele sectikleri 110 kolorektal kansddku orneklerinin % 43'UGndMGMT
promoter hipermetilasyonunu belirlegi@rdir. Kim ve arkadgar (2009) yumsiak doku
sarkomall aiv doku ornekleri ile yaptiklari ¢caimada, orneklerin %34’ UndeIGMT
promoter metilasyonu goézlemlegter ve MGMT promoter metilasyon durumu ile
MGMT ekspresyon kaybi arasinda guclu bir korelasyotasagardir.

NSCLC’li doku 6rneklerinin deerlendirildigi calismamizdan elde edilen veriler,
benzer cabmalarin bulgular ile buyidk oranda benzerlik gasiektedir. Benzer
calismalarda farkli bulgularin elde edilmesi, gainlarda dgerlendirilen 6rnek tipi,
bisulfit uygulamasi, MSP yontemi ve bu yontemlekddlanilan primer dizilerindeki
farkhhklar ile agiklanabilir. Orngin bisulfit uygulama basanganin metilasyon profilini
belirlemede cok Onemli bir basamak agiduve bu uygulama sirasinda kullanilan
kimyasallarin etkisi ile DNA'da siklikla degredasyarin meydana gelebilege
yetersiz cevirimle birlikte dgru olmayan cevirimlerin de gercekébilecei
bildirilmi stir (Genereux vd 2009).

Bulgularimizin genel gerlendiriimesinden sonra klinikopatolojik verilegéreyasi
dikkate aldgimizda; analiz edilen olgularin 50gyadan buylk olanlarin % 75 olgu,
50 yaindan kicuk olanlarin ise % 25 oraninda @ldaespit edilmy ve yalanmayla
birlikte metilasyon oraninin ar@n gozlenmgtir. Diger bircok argtirmaci da ysla
birlikte metilasyon oraninin argini bildirmektedirler (Pulling 2003, Liu 2006,
Belinsky 2002). Bulgularimizinsiyetegore dgerlendirildiginde olgularin % 10’unun
kadin, % 90'Inin erkek oldw ve metilasyonun ylzdesinin sirasiyla % 7,5 ve@2%
oldugu g6zlenmgtir ve bu oranlarin unmetile oranlara gére sirasi9b 2,5 ve % 33,75
yuksek oldgu dikkat cekmektedir. @er calsmalarda da cinsiyete gore metilasyon
yuzdeleri farkhlik gostermektedir, metilasyon orabazi cagmalarda erkeklerde,
bazilarinda ise kadinlarda daha ylksek saptanniPulling 2003, Furonaka 2005, Liu
2006, Wu 2008, Kim 2009). Chan ve arkgldana (2002) gore ve Hoffmann ve
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arkadalarina (2009) goéreMiGMT genindeki metilasyon frekansi cinsiyete gore fakl
gostermemektedir.

Wouter ve arkadkrinin (2009) yap@ calsmada, NSCLC'li hastalardan elde
edilen endobrapial epitelyum hiicre 6rneklerinde karsinogenez sieedkatildiklar
bilinen pl16, pl4, DAPKve MGMT genlerinin yer aldy 11 gendeki metilasyon
degisimini aragtirmiglar ve oOrneklerin timinde en azindan bir gende lasgton
degisimi belirlemislerdir. Ayni ¢alsmada metilasyon durumununsyainsiyet, sigara

icimi ve histolojik alt tiplerden hamsiz olarak dgsim gosterdgi belirlenmitir.

Kim ve arkadgari (2009) yumsak doku sarkomali giv doku ornekleri ile
yaptiklari  camada, orneklerin  %34’'iGnde MGMT promoter metilasyonu
gozlemlemgler ve MGMT promoter metilasyon durumu ilRIGMT ekspresyon kaybi
arasinda gucli bir korelasyon saptgardir. MGMT promoter hipermetilasyonu,
yuksek histolojik grade, hastalik ileri donemi w@ik sgkalim ile iliskili bulunmustur.
Yumusak doku sarkomasinda MGMT protein inaktivasyonufemoterapiye hicbir
faydasinin olmagh belirlenmitir. Gliomalar, kolon karsinomlari, lenfomalar ve
prostatik karsinomalarin en yuks&GMT promoter hipermetilasyonuna sahip gidu
bilinmektedir. GliomalardaMGMT promoter hipermetilasyonunungkalimda pozitif
yada negatif belirleyici marker oldu rapor edilmgtir. Kolorektal ve gastrik
karsinomad&GMT promoter hipermetilasyonunun karsinogenezde vd paygnozda
rol aldgi rapor edilmgtir.

Klinikopatolojik verilerden bir @ger parametre olahistolojik tipegdre bulgularimiz
degerlendirildiginde, bizim cakmamizda MGMT promoter metilasyon frekansi
histolojik timor tiplerine gorgoyledir, skuamoz hucre karsinomu (% 38,8 metile, %
17,5 unmetile), adenokarsinom (% 22,5 metile, % Lymetile), bronkioloalveolar (%
1,3 metile, % 1,3 unmetile), biayuk hicreli (% 1,8tihe, %1,3 unmetile) oranindadir.
Adenoskuamoz ve musinéz hicre tipli hastalatfd&MT promoter bdlgesinde
metilasyon gozlemlenmezken, adenoskuamoz (% 2,%isindz (% 1,3) oraninda
unmetile olarak belirlenngiir. Bulgularimiz histolojik timor tipine gore idistiksel
olarak dgerlendirildiginde aradaki farklar anlamli olarak bulunmaroisa da, ylzde
oranlarina bakgmizda, metilasyonun en yiksek oranda skuamoz Hdarmsnomunda

ikinci sirada ise adenokarsinomda gozlenmesi diklkeicidir. Bu konuyla ilgili dger
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calismalara bakfiimizda, histolojik alttiplere gore farkli metilagyo yuzdeleri

verilmektedir.

Belinsky ve arkadéari (2002), sigara icen ve daha o6nce kullanmireylerde
akciger kanseri kontrolu icin malignant olmayan hyigal epitel hiicrelerinden elde
edilen p16, MGMT, DAPK, RASSF1lAenlerinde anormal promoter metilasyon
prevalansina hastalarda ve kontrollerde balardir. Yapilan analize gbére skuamoz
hiicre karesinomlu hastalarin % 43’'Unilk6 ve MGMT promoteri metile durumdayken,
kanserli olmayan kontrol grubunun % 3-6’sipib6 ve MGMT promoteri metile olarak
tespit edilmgtir. pl6 ve MGMT promoterinin anormal metilasyon durumunun
belirlenmesi ile skuamoz hicre karsinomunu, hastalklinik tanisindan 3 yil 6nce
belirlemiglerdir. Bu konuyla ilgili olarak bizim bulgularimmz klinik verilerinin tam

olarak elde edilemegiinedeniyle tartilamamaktadir.

Eunice (2002) ve arkadarinin calgmasina goére NSCLC’li hastalarddGMT gen
promoter metilasyonu frekansi, adenokarsinomaltate@sla % 14, skuamoz hicre
karsinomlu hastalarda % 1616, gen promoter metilasyonu frekansi, adenokarsinomal
hastalarda % 55, skuamoz hucre karsinomlu hastgal@d68, DAPK, gen promoter
metilasyonu frekansi, adenokarsinomali hastalardd@4%skuamoz hiicre karsinomlu
hastalarda % 35, RAR gen promoter metilasyonu frekansi, adenokarsinomal

hastalarda % 70, skuamoz hiicre karsinomlu hastafardl olarak belirlenrsgtir.

Furonaka ve arkaglari (2004), MGMT promoter metilasyon frekansini skuamoz
hiicre karsinomunda % 36, adenokarsinomada ise %old@ak saptamlardir ve
adenokarsinomadslGMT promoter metilasyonunun sigara i¢cenlerde icmeyergére
belirgin olarak daha fazla olgunu gdstermgierdir. MGMT ekspresyon dizeyinin
brorsioloalveolar karsinomada, papiller ve asiner adamskomadan daha fazla
oldugunu, kargik tipteki adenokarsinomalarda i9dGMT ekspresyonu olmagini
gostermglerdir. Skuamoz hicre karsinomunda ve adenokarswdamMGMT

inaktivasyonunun geg karsinojenik bir olay gtdau belirlemglerdir.

Cooper ve arkadarina (2008) goére skuamoz hicre karsinomlu hastaléo
80’inin, bluyuk hicre karsinomlu hastalarin % 68iiniadenokarsinomlu hastalarin

%79'unun azalan MGMT protein ekspresyonu gosgerdaptanmgtir. Diger DNA
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tamir proteinleri olan MLH1 proteininde, skuamozchgi karsinomlu hastalarin %
69’unda, buyldk hicre karsinomlu hastalarin % 2dsjradenokarsinomlu hastalarin %
62'sinde ekspresyon kaybi gozlenirken, MSH2 prateie skuamoz hiicre karsinomlu
hastalarin % 10’unda, buyuk hicre karsinomlu hastal% 18’inde, adenokarsinomlu
hastalarin % 22'sinde ekspresyon kaybi belirletimiMGMT protein ekspresyonu ile

yas, cinsiyet, tumor stage, histolojik tumor tipi vegkalim arasinda higbir gki

bulunamanmtir.

Wu ve arkaddari (2008), skuamoz hiicre karsinomund&GMT promoter
metilasyonunu % 60, adenokarsinomlu hastal&daMT promoter metilasyonunu %
40 bulmylardir. Bu calymada akgier timorlerindeMGMT promoter metilasyonunun,

p53de G:C’den A:T’ye transisyon mutasyonlarini adtgn belirlenmitir.

Yaptgimiz calsmada hastalarisigara icmedurumuna gore, cinsiyetler arddGMT
promoter metilasyon durumuna bakinizda, kadinlardan yalnizca 1 (% 1,25) hastanin
sigara ictgi ve MGMT promoter bélgesinin metile olgu belirlenmgtir. Sigara
icmeyen kadinlardan 5 (% 6,25) hastami@MT promoter bolgesinin metile oldu, 2
(% 2,5) hastanin is8MGMT promoter bdlgesinin unmetile olgu belirlenmitir.
Erkeklerde sigara icen 67 (% 83,75) hastanin, 425@®&)’sinin MGMT promoter
bdlgesinin metile durumda, 25 (% 31,25)' inMiGMT promoter bdlgesinin unmetile
durumda oldgu saptanmtir. Sigara icmeyen 5 (% 6,25) erkekte ise 3 (%58,7
hastaninMGMT promoter bolgesinin metile durumda, 2 (% 2,5) &ast MGMT

promoter bélgesinin unmetile durumda gidwsaptannstir.

Sigara icmeyen 7 kadindan 5inMGMT promoter bolgesinin metile saptanmasi,
sigara icmeyen 5 erks de 3'UnUnMGMT promoter bolgesinin metile saptanmasi
sigara faktorunin gindaki dier faktorlerin deMGMT promoter metilasyonunda etkili

olabilecgini disindirmektedir.

Pulling (2003) ve arkaglar sigara icen bireylerdelGMT promoter metilasyonunu
ve K-ras mutasyonlarini incelerderdir. Buna goére sigara icenlerddGMT gen
promoter metilasyonu prevalansini % 66, sigara yenkerdeMGMT gen promoter

metilasyonu prevalansint % 47 bulgtardir. MGMT inaktivasyonunun tamor
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gelisiminin  erken do6nemlerinde meydana ggidi ve bu sayede somatik

mutasyonlarinin kanser hicresini etkifgdi sdylemslerdir.

Liu ve arkadglari (2006) sigara icen ve hi¢ sigara icmgMBCLC’li hastalardgpl16
ve MGMT gen promoter metilasyon frekanslarini incekdendir. Sigara icen hastalarda
MGMT promoter metilasyonu frekansini % 39,5 sigara y@nehastalarddaMGMT
promoter metilasyonu frekansi % 12,2 olarak bylamdir ve cakmalarinda
adenokarsinoma (% 30,6) ile skuamoz hicreli kamspoa (% 27,3)MGMT geni
promoter metilasyon frekansi arasinda fark olgizaligostermilerdir.

DNA hasari onarim mekanizmalari kansersmbou dsinda kanser tedavilerinin
etkinliginde de 6nem tamaktadir. Cerrahi olmayan tedavi yontemleri DNAs&a
olusturarak hicreyi apopitoza goturmektedirler. DNA drasve DNA onarimi
arasindaki denge bu tedavilerin etkdgmii belirleyici faktorlerdendir. DNA onarim
mekanizmalarinin etkirdinde arty olmasinin kemoterapétik ilaclar ve radyoterapiye
direnc gelsiminde rol oynadil belirtiimektedir ( Kulaksiz, 2007). Bu nedeé&GMT
promoter metilasyon profilinin tespiti aar kanseri tedavisinde ve erken tanisinda
aday bir biyomarker olarak dikkate alinabilir.

Tum klinikopatolojik parametreleri, saptgoniz MGMT geni promorter metilasyon
oranlari ile kagilastirdigimizda, aradaki farklarin istatiksel olarak anlagtkmamasinin
nedeni, argirmamizda inceledimiz metilasyon profillerinin kanlastirildigl degisken
sayllarinin ¢ok fazla olmasi ve bugddenlerin goruldgl hasta sayilarinin diik
olmasindan dolay! gakl istatistiki veriler elde edilememesidir. Astarmamiza dabhil
edilen olgu sayisi, literatirde yapilan geli calgmalarin  olgu sayilar ile
karsilastirildaiginda yiksek kabul edilebilecek bir grup olup, lim argtirmalarda

saglikli istatistiki veriler icin olgu sayisi artiriledidir.
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6. SONUC

Kanserle ilgkili genlerin aktivasyonuna/inaktivasyonuna neddanoen yaygin
mekanizmalardan biri DNA metilasyonudur. NSCLC dilicok kanser turinde hedef
genlerin hipermetilasyonunun tani ve rekurrenslgkill oldugu distunilmektedir.
Kanserlgme sirecinde, 6zellikle timor baskilayici genlenipermetilasyonu erken
evrede gOzlenen bir olay olmasi, hipermetilasyorarken tani igin bir marker
olabilecgini dustiindirmektedir.

P-metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT) proteiniirtONA tamir enzimidir ve
akciger kanserleri dahil birgok timor tipinde sikhkldGMT geni promoter boélgesinde
asiri metilasyon oldgu bilinmekle birlikte birbiriyle cekkili sonuclarin olmasi ve
klinikopatolojik verilerin dgerlendiriimesinin de yeterli olmamasindan dolay b

arggtirma planlanmtir.

Bu amacgla gercelgérilen argtirmanin sonuclarl sagidaki sekilde

Ozetlenebilir.

* Calsilan olgularin %75’inin 50 yaldzerinde oldgu ve bunlarin %49’'unda
MGMT geni promotor metilasyonu saptanirken, %26’sindatilasyon

gozlenmenmtir.

* Olgularin %90'Inin erkek oldiu ve bunlarin %56’sinin metile profile sahipken,
%34’Untn unmetile oldgu saptannstir.

» Histolojik alt tipe gore olgularin en yuksek oranéb56.3 skuamoz hicre
karsinomu oldgu ve bunlarin %39’'unun metile profil gosterirken1¥#b’inin

unmetile profil gosterdi tespit edilmgtir.
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e Olgularin TNM siniflandirimasina goére, %74 oramnd@2 evresinde olgu

oldugu ve bunlarin %46’sinin metile, %27.5’inin unmebldugu saptannytir.

e Olgularin %72.5 oraninda lenf nodu tutulumu gosgr(N1-2) ve bunlarin da
%44 oraninda metilasyon gdosterirken, %28 oranindanatile oldgu

belirlenmitir.

e TUm olgularda metastaz saptanmgmi

e Olgularin %85’inin sigara igii ve bunlarin %54 oraninda metilasyona

sahipken, %31 oraninda unmetile profile sahip gldsaptannstir.

» Kilinikopatolojik verilerle MGMT geni promoter meésyonu arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli tespit edilmese de tigruplarin metilasyon

oranlarinin ytksek okw dikkat cekicidir.

* Arastirmamizda tim olgularin genel g@glendiriimesinddMIGMT geni promoter
bolgesi metilasyon profili %64 oraninda metile, %@@&ninda unmetile olarak
belirlenmsgtir. Bu oranlarin, dier calsmalarin raporlari ile uyumlu olgu,
NSCLC'li olgularda en sik g6zlenen histolojik alp tolan skuaméz hicreli

karsinomun da bizim olgularimizin %56’sin1 glurdusu saptannstir.

* Olgulara ait sgkalim orani, sgkalim suresi, uygulanan tedavi protokolleri ve bu
protokollerin etkinliklerine ilgkin verilerin elde edilememesi nedeniyle, stz
konusu MGMT promoter metilasyon profilinin  bu parametreleileskisi

belirlenememtir.

Sonug¢ olarak bu camanin bulgular,MGMT promoter hipermetilasyonu primer
NSCLC hastalarinda gozlenen ortak bir bulgu gldw géstermektedir. Ayni zamanda,
MGMT promoter hipermetilasyonunun NSCLC’de daha agresyfirle ve dolayisiyla
progresyonla ikkili 6nemli bir biyolojik marker olabilec&ni desteklemektedir ve daha

genk seri argtirmalara gerek duyulmaktadir.
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