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Ozet

Akciger kanseri, akciger dokusundaki hicrelerin kontrolsiiz olarak
cogalmasi ile meydana gelir ve kanser kaynakl o6limlerin en yaygin
nedenidir. En 6nemli nedenleri uzun slreli sigara dumani maruziyeti, genetik
faktorler, radon gazi ve asbest maruziyetidir.

MikroRNA’lar, ylksek seviyede korunan DNA bdlgelerinden kodlanan
fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen, vyaklasik 18-24 nulkleotid
uzunlugunda, kiglk RNA molekdilleridir. miRNA’lar kendi nikleotid dizilerinin
tamamlayicisi olan hedef mRNA’lara baglanip translasyonel baskilama veya
MRNA yikimi ile transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun dizenlenmesini
gerceklestirirler. Cesitli calismalarda malignant tumoérlerin  gelisimi  ve
ilerlemesi ile miRNA ekspresyon dizensizliklerinin iliskili oldugu, miRNA'larin
onkogen veya timor sipresor olarak hareket edebilecedi belirtiimistir.

Tumor baskilayict genlerin downregulasyonu ve CpG dinukleotidlerindeki
promotdr hipermetilasyonu timoérogenezis icin dnemli bir mekanizmadir. Bir
diger epigenetik dizenleme olan miRNA’larin, promotor bdlgelerdeki anormal
metilasyonu ve histon modifikasyonlari gibi epigenetik mekanizmalari
diizenleyebilecegdi bildirilmistir.

Calismamizda, guncel veri tabanlari ile DNA metilasyonunda gorevli olan
DNA metiltransfreazlari ve metil baglayan proteinleri hedefleyen miRNA’lar
tespit edildikten sonra bu miRNA genlerindeki varyantlar belirlenmis ve sonug
olarak DNMT'ler ve MBD’leri hedefleyen 22 miRNA geni ile 37 SNP
iliskilendirilmistir. Calismamizda da miRNA genlerine ait bu varyantlar ile
akciger kanseri ile iliskisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu amacla calismamiza 90 saglikli kontrol birey ve 90 akciger kanseri
hastasi dahil edildi. EDTA’ll tiplere alinan kan érneklerinden DNA izole edildi
ve bu DNA’lar Sequenom MassARRAY sistemi ile genotiplendirildi. Hastalarin
genetik varyasyon tipleri ve demografik &zellikleri uygun istatistiksel
yontemler ile degerlendirildi.

MeCP2 proteinini hedefleyen miR3202 geni rs188912830 varyanti hem
akciger kanseri hem de alt tipleri ile iliskili bulunmustur. C aleli varhgi akciger
kanseri hastalarinda ve alt tiplerinde anlamli oranda dustk olup C aleli
yoklugunun varhgina gore 7,429 kat riskli oldugu belirlendi.



DNMT3B’yi hedefleyen miR1274a geni rs318039 genetik varyanti ile
akciger kanseri alt tipleri arasinda anlamli oranda fark bulundu. Alel
dagihmlan karsilastirildiginda C aleline sahip olan birey sayisi NSCLC ve SCLC
alt gruplarinda anlamli oranda dusuktd.

DNMT3A'y1 hedefleyen miR200b geni rs72563729 varyanti ve TRDMT1'i
hedefleyen miR513c’nin rs145416750 varyanti ile akciger kanseri ve alt
tipleri karsilastirildiginda genotip ve alel dagilimlan ydninden fark
bulunmadi. Calismamizdaki diger 33 varyasyon icin tim bireyler atasal
genotipe sahipti.

Sonug olarak rs188912830 ve rs318039 varyasyonlarinin akciger kanseri
ve alt tipleri ile iliskili oldugu belirlenmistir. Arastirmamiz DNA metilasyon
mekanizmasini hedefleyen diger miRNA gen varyantlarinin da fonksiyonel
karakterizasyonunun yapildigi ilk calisma olmasi nedeniyle 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Akciger Kanseri, DNA metilasyonu, DNA
Metiltransferazlar, Metil Baglayan Proteinler, miRNA, SNP.



Summary

Lung cancer (LC) is a disease that develops by uncontrolled cell growth
in tissues of the lung and the most common cause of cancer-related death.
Most significant risk factors for LC are tobacco smoke, genetic factors, radon
gas and asbestos.

MicroRNAs are highly conserved, non-protein-coding, 18-24 nucleotides
length, small RNAs. miRNAs bind target mRNAs which are complementary to
their sequences and post-transcriptionally regulate gene expression through
translational repression or mRNA degradation. Several observations link
dysregulation of miRNA expression to the development and progression of
tumors and miRNAs can act as oncogenes or tumor suppressors.

The hypermethylation of CpG-dinucleotides in the promoter of genes
and downregulation of tumor suppressors are important for tumorogenesis.
It has been reported that being a type of epigenetic modifier, miRNAs, may
regulate epigenetic mechanism including abnormal methylation of the
promoter regions or histone modifications.

In our study, we used current data bases and determined miRNAs that
targets DNMTs and MBDs involved in DNA methylation. In addition, genetic
variants of this miRNA sequences were scanned and 37-SNPs on 22-miRNA
genes that targets DNMTs and MBDs were determined. The aim of our study
was to determine of association between these variants of miRNA genes and
LC.

Accordingly, 90-controls and 90-patients were included in our study.
DNAs were isolated from blood samples and these DNA samples were
genotyped by Sequenom MassARRAY System. The demographic
characteristics of patients and types of genetic variation were evaluated by
appropriate statistical methods.

The association between rs188912830 gene variant of miR3202
targeting MeCP2 protein and LC has been indicated both subtypes. The
presence of C allele in patients with LC and its subtypes was significantly
lower and the absence of C-allele was determined to be hazardous 7,429-
times compared to presence.

Significant association between rs318039 gene variant of miR1274
targeting DNMT3b and subtypes of LC were determined. When allele
distributions were compared, the number of individuals with C-allele was
significantly lower in the subgroups.



No significant association was found for rs72563729 variant of miR200b-
gene targeting DNMT3a and rs145416750 variant of miR513c-gene targets
TRDMT1 in terms of genotype and allele-distribution when compared to
subtypes of LC. All individuals were found to be ancestral genotypes
regarding other 33-variations.

Consequently rs188912830 and rs318039 variations have been
determined to be associated with subtypes of LC. Our research is important
due to being the first study to indicate the functional characterization of gene
variants of miRNA genes targeting DNA methylation.

Keywords: Lung cancer, DNA methylation, DNA methyltranferases,
Methyl Binding Proteins, miRNA, SNP.
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1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri, kanserden 6lim nedenleri arasinda ilk sirada olup,
tim kanser olumlerinin yaklasik Ugte birini olusturan ve akciger doku
hicrelerinin kontrolstiz cogalmasiyla olusan 6limcil bir hastaliktir (Ak &
Metintas, 2014; Aydiner, 2007).

Etiyolojide en 6nemli faktorlerden biri sigaradir ve akciger kanseri
gelisimine etkisinin yaklasik %85-90 oldugu bilinmektedir. Akciger kanseri
riski sigara icenlerde icmeyenlere gore 30 kat fazladir. Ulkemizde akciger
kanserinin olusumunda rol oynayan diger bir faktor asbest temasidir.
Havayla tasinan, klglk partikillere bélinen bir mineral bilesigi olan
asbest; hava yoluyla tasinan liflerle karsilasan kisilerde, 6zellikle de sigara
icenlerde, akciger kanseri riskini artiran bir karsinojendir (Ak & Metintas,
2014; Aydiner, 2007; Metintas, 2005).

Akciger kanserli bireylerin ailelerinde de akciger kanseri ve diger
kanser tiplerinin izlenme sikligi 6énemli dlizeyde ylksek olup, ailesel gegis
ve genetik vyatkinllk da hastaligin olusmasinda ©6nemli rol oynar.
Onkogenler veya tiumor sUpresor genlerde meydana gelen mutasyonlar,
karsinojen metabolizmasindaki degisiklikler, hlicre c¢ogalmasi, DNA
replikasyonu veya onarimindaki bozukluklar genetik olarak kalitilabilir ve
kansere neden olabilir (Aydiner, 2007; Topu, Ulger & Numanoglu, 2004).

Hucrelerin kanserlesme slrecinde 6énemli role sahip olan bu yolaklar
“DNA dizi degisikligi olmadan mayotik ve/veya mitotik olarak kalitilabilen
gen ekspresyon degisiklikleri” ile yani epigenetik dizenlemeler ile de
kontrol altindadir (Onay, 2006; Yaykasl, Hatipoglu, Ertugrul, & Yaykasli,
2012). Epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari ve kodlamayan RNA’lar olarak siniflandinlabilir (Bora &
Yurter, 2007; Novik et al., 2002; Onay, 2006).

DNA metilasyonu en o6nemli epigenetik dedisimlerden biri olup,
genomda guaninden (G) sonra gelen sitozinlerin (C) metillenmesi ile
olusur. Genlerin promotér bdlgelerinde bulunan sitozin ve guanin
dintkleotidlerince zengin bdlgelere CpG adaciklar ismi verilir ve CpG
adaciklarinda metilasyon az ise (hipometile) gen aktif yani acik,
metilasyon cok ise (hipermetile) gen sessiz diger bir ifadeyle kapalidir
(Celik, 2007; Luleyap, 2008; Yaykash et al., 2012). DNA'nin metilasyonu,
DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafindan katalizlenir ve metil
baglanma proteinleri (MBD1, MBD2, MBD3 vb) yardimiyla gerceklesir
(Varol, 2007; Yaykash et al., 2012).

DNMT'ler metil vericisi olarak S-adenozil metionin’i kullanir ve sitozin
5-metiltransferaz olarak da adlandirilir. DNA metiltransferaz enziminin
hedef bdlgeleri CpG adaciklanidir (Varol, 2007; Yaykash et al., 2012).
GUnumuzde memelilerde 5 DNMT saptanmistir: DNMT1, DNMT2, DNMT3a,
DNMT3b ve DNMT3L (Celik, 2007; Onay, 2006).



MBD ailesi proteinleri in vitro ve in vivo kosullarda metile DNA'yi
secici olarak taniyip baglanan proteinlerdir. Metillenmis CpG adalarina
MBD proteinlerinin badlanmasi histon deasetilaz gibi transkripsiyon
baskilayici proteinlerin bu komplekse katilmasina ve kapali kromatin
yapisinin olusmasina neden olur (Kaymak, 2012).

Gen ekspresyonu degisikliklerine bagli olarak DNA metiltransferaz ve
MBD proteinlerin seviyelerinde meydana gelen degisiklikler akut miyeloid
l6semide (Garzon et al., 2009), akciger (Belinsky et al., 2003; Tang, Xu,
Wang, Xiao & Xu, 2009), meme (Ballestar et al., 2003; Lin & Nelson,
2003), kolorektal ve mide (Kanai, Ushijima, Kondo, Nakanishi & Hirohashi,
2001) kanserlerinin de iginde bulundugu bircok kanser tipinde rapor
edilmistir.

Transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonu kontrolinde yer alan en
onemli molekillerden biri de mikroRNA (miRNA)lardir. miRNA’lar
mRNAlarin 3" UTR bdélgeleriyle baz eslesmesi yapip hedef mRNA yikimini
saglayarak veya traslasyona wugramalarini engelleyerek hedef gen
ekspresyonunu azaltirlar (Bandres et al., 2009; Lehmann et al., 2008;
Lujambio et al., 2007; Saito et al., 2006). miRNA’lar dokuya 6zgu olarak
eksprese olur ve hicre farklilasmasi, ¢cogalmasi ve apoptozis gibi dnemli
hlicresel yolaklarin dizenlenmesinde rol oynarlar (Lehmann et al., 2008;
Saito et al., 2006; Saydam, Dedirmenci & Glines, 2011).

miRNA ekspresyon degisiklikleri karsinogeneziste dnemli role sahiptir.
DNA metilasyonu veya histon modifikasyonlari gibi epigenetik
mekanizmalarin  bu dlzenlenmeden etkilenebilecegi ve miRNA
ekspresyonunun DNA metilasyonunu direkt veya dolaylh olarak
dliizenleyebilecegi belirtiimektedir (Han, Witmer, Casey, Valle & Sukumar,
2007; Iorio, Piovan & Croce, 2010; Weber, Stresemann, Brueckner &
Lyko, 2007). Paralel olarak son vyillarda yapilan calismalarda, bazi
miRNA’larin DNA metiltransferazlar hedefledigi ve kanserdeki metilasyon
degisiklikleri ile iliskili olduklari belirlenmistir (Fabbri et al., 2007). Ayrica
miRNA  dizilerindeki genetik varyasyonlarin  (Single nucleotide
polymorphism; SNP) miRNA ekspresyonunu veya olgunlagsmasini
degistirebilecegi ve boylece kanser gelisimi ve ilerlemesine neden
olabilecegi belirtilmistir (Kim, Yoo, Choi & Park, 2010).

Genetik polimorfizmler toplumda bulunma frekansi ylksek, bir gen
veya DNA dizisindeki degdisikliklerdir. DNA dizisindeki bu degisiklikleri
mutasyondan ayiran 0&zellik, en az 100 kisiden 1’inde bulunmasidir.
Genetik polimorfizmlerin en yaygin turi tek baz cifti varyasyonu igeren tek
nukleotid polimorfizmleridir (Shenfield, 2004).



Tek nukleotid polimorfizmleri (SNP) genomda tek bir nikleotidin (A,
T, C veya G) bir baskasiyla yer degistirdiginde olusan DNA dizi
degisimleridir (Vignal, Milan, SanCristobal & Eggen, 2002).

Bazi gen polimorfizmleri bir hastalik riskini arttinrken bazilan
azaltabilmekte (koruyucu alel), bazi polimorfik aleller ise yalnizca cevresel
bir faktorin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir (Ekmekgi, Konag, &
Onen, 2008).

Arastirmamiz kapsaminda TargetScanHuman® veri bankasi taramasi
yapilmis ve DNA metilasyonunda gérevli DNMT1, DNMT2 (TRDMT1),
DNMT3a, DNMT3b, MBD1, MBD2 ve MeCP2'yi hedefleyen ylizden fazla
miRNA oldugu belirlenmistir. Bu miRNA’larin hepsi icin NCBI (National
Center for Biotechnology Information)’in gen veri bankasi taranmis ve
toplam 22 miRNA lzerinde 37 SNP tespit edilmistir.

Calismamiz kapsaminda; miR148b (Song et al., 2011), miR339 (Wu
et al., 2010), miR15b (Xia et al., 2009) ve miR125a (Jiang et al., 2010)
gibi hicre doénglslt, hicre blUyldmesi, invazyon ve metastaz gibi
mekanizmalar Uzerine etkili oldugu bildirilen timor stpresér miRNA’lar ile
miR561 (Yu, Zou, Bao & Dong, 2011), miR200b (Hiroki et al., 2010),
miR429 (Chen, Wang, Matyunina, Hill & McDonald, 2011), miR720 (Lin et
al., 2013), miR25 (Xu et al., 2012) ve miR92b (Li et al., 2013) gibi
onkogenik o6zellik géstererek invazyon ve metastazi arttirdigi belirlenen
miRNA'lar yer almaktadir.

Belirledigimiz hedef miRNA gen varyasyonlari arasinda yalnizca
miR200b geni rs72563729 varyanti (Leng et al., 2011) ve miR125a
rs143525573 varyanti (Lehmann et al., 2013) fonksiyonel olarak
arastiriimis olup, belirledigimiz diger varyasyonlar ilk defa arastirmamiz
kapsaminda fonksiyonel olarak yer almaktadir.

DNA metilasyonu ve miRNA gibi epigenetik kontrol mekanizmalan
gunimiz kanser arastirma calismalarinda 6nemli bir yere sahip olmakla
birlikte Ulkemiz’de ve Diinya’da global veya promotér DNA
metilasyonunda gorevli olan DNMT’ler ve MBD'leri hedefleyen miRNA’lara
ait genetik varyasyonlarin arastirildigi bir calisma bulunmamaktadir. Bu
amacla biz de glncel veri tabanlari ile DNMT1, DNMT2 (TRDMT1),
DNMT3a, DNMT3b, MBD1, MBD2 ve MeCP2'yi hedefleyen 22 miRNA genine
ait toplam 37 SNP belirleyerek bu SNP’lerin Turk toplumundaki sikhgini
genis bir gen profilinde arastirmayi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Akciger Kanseri
2.1. 1. Tanim

Akciger kanseri genetik veya cevresel etkenler nedeniyle hava yolu
epitel hicrelerinin kontrolsiiz cogalmasiyla olusan 6limcil bir hastaliktir.
Akcigerin malign epitelyal timorleri sikhikla akciger kanseri veya bronsial
karsinom olarak adlandirilir ve bu timorlerin cogu bronsial sistem iginde
santral ve daha kiguk hava vyollarinin epitelyal veya noéroendokrin
hicrelerinden kaynaklanmaktadir (Ak & Metintas, 2014).

2. 1. 2. Epidemiyoloji

Akciger kanserleri, en sik gorilen kanser tipleri arasinda st siralarda
ve kanser sebepli 6limler arasinda ilk sirada yer almaktadir. Kanser
nedenli 6limlerin %28,4'l akciger kanseri kaynakli olmakla birlikte
hastalik dinya genelinde yilda ortalama 1,4 milyon kisinin dlimUne sebep
olmaktadir (Coskunpinar, 2013).

Tum dunyada yeni kanser olgularinin %12.7'sinden (yaklasik 1.6
milyon kisi) ve kanser 6limlerinin %18.2'sinden (yaklasik 1.4 milyon kisi)
akciger kanseri sorumludur. Bir yilda tahmin edilen yeni kanser vakalari
dikkate alindiginda %16.5'luk oranla erkeklerde birinci, kadinlarda meme,
kolorektal ve serviks kanserinden sonra %8.5'luk oranla dérdinci sirada;
yine kanserden o6limlere bakildiginda da erkeklerde birinci, kadinlarda
meme kanserinden sonra ikinci sirada gelmektedir (Ak & Metintas, 2014).

Akciger kanseri nedenleri arasinda ilk sirayi sigara kullanimi ve tdtin
dumani maruziyeti almaktadir. Akciger malign lezyonlarinin %80-90'inina
titin neden olurken fiziksel ve kimyasal karsinojenlerden etkilenme de
etiyolojideki diger bir etkendir (Coskunpinar, 2013; Gondllia, 1995;
Koktirk, Oztirk & Kirisoglu, 2003).

2. 1. 3. Etyoloji

Akciger kanserinin etyolojisinde birgok faktér rol oynamaktadir (Tablo
2. 1). Bu faktoérler aktif sigara igimi; pasif sigara icimi; pipo ve puro igimi;
basta asbest, nikel, krom, arsenik olmak Uzere mesleksel temas;
radyasyon maruziyeti (ev ve madenlerde); ic ve dis ortam hava kirliligi
olarak siralanabilir (Ak & Metintas, 2014).



Tablo 2.1. Akciger kanseri riski ile iliskili faktérler (Alberg, Brock, Ford, Samet &

Spivack, 2013).

Faktor

Tanimi

A. Kisi ve populasyon riskinin

Sigara ve diger tutin Grdnlerinin aktif igimi (GUnlik

en oOnemli tek nedensel | icilen sigara sayisi ve sigara icilen yillarin fazla olmasi

belirteci, klinik riskin en | kisi bazinda riski artirir. Populasyon riski aktif igicilerin

dederli gostergesi prevelans! ile artar, ¢linkl populasyon prevelansi 20
yillik latent peryod ile akciger kanseri olusumunu
belirler.)

B. Akciger kanseri ile | Ikinci el sigara maruziyeti

nedensel olarak iliskili diger | Iyonize radyasyon (radon dahil)

risk faktorleri Mesleksel temaslar (arsenik, krom, nikel, asbest,

katran, kurum)
Ic ve dis ortam hava kirliligi

C. Ilave klinik risk géstergeleri

Yukarida belirtilen risk faktorlerine ilave olarak:
Ileri yas

Erkek cinsiyet

Ailede akciger kanseri 6ykusu

Kazanilmis akciger hastaliklari (KOAH, TB,
pndmokonyoz, idiopatik pulmoner fibrozis, sistemik
sklerozis)
Mesleksel temas (silika tozu gibi)
HIV infeksiyonu

D. Uygun kanitlar ile iligkisi | Meyve ve sebze tiketimi (riski azaltir)

gosterilmis ancak nedensel rol | Fiziksel aktivite (riski azaltir)

halen olusmamis érnekler Marihuana icimi (risk ile iligkili degildir)

KOAH: Kronik obstruktif akciger hastalidi, TB: Tuberkiloz, HIV: Human

immunodeficiency virus.
Sigara:

Akciger kanserinin en O6nemli nedeni sigaradir. Sigara dumaninda
4000’den fazla kimyasal vardir ve bunlarin en az 50'si karsinojendir.
Akciger kanseri olgularinin en az %90'Inda neden sigaradir. Sigara
kullananlarda akciger kanseri riski kullanmayanlardan 10 - 30 kat daha
fazladir. Higc sigara icmeyenlerde yasam boyu akciger kanseri gelisme riski
%1 civarinda iken, adir icicilerde bu oran %30 civarindadir (Ak & Metintas,
2014).

Sigara; karsinojenler, kokarsinojenler (kendileri karsinojen olmayan
ancak diger maddelere karsinojen 0zellik kazandiran) ve timor
tetikleyiciler (karsinojeneze neden olabilen ve kendileri karsinojen
olmayan maddeler) gibi binlerce substrat icerir. Bu substratlar, DNA'da
dogrudan hasar olusturabilir veya enzimler tarafindan aktif metabolitlerine
donuserek etki gosterebilir (Koktlrk et al., 2003).

Sigarada bulunan bircok mutajen karsinojen hlicrede serbest oksijen
radikal olusumunu artirarak DNA da hasara neden olur (Kocer, 2013;
Koktlrk et al., 2003). Terpenoid ve forbol esterleri gibi timaor tetikleyiciler
ise kendileri direkt DNA hasari olusturmamakla birlikte hicre yuzeyindeki
spesifik reseptdrler, 6zellikle de “protein kinaz C” ile etkileserek dolayl



olarak DNA transkripsiyonunu baslatir ve boylelikle hiicre gogalmasini
etkiler (Gopalakrishna, Chen & Gundimeda, 1994; Kdktlrk et al., 2003).

Mesleksel ve cevresel karsinojenler:

Mesleksel ve cevresel karsinojenler icinde en iyi bilinenler asbest ve
radondur. Bunun disinda krom, arsenik, formaldehid, berilyum,
kadmiyum, silika, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, vinil klorid, nikel,
iyonize radyasyon gibi etkenler ile akciger kanseri riski artmakta ve bu
etkenler ile sigara birlikteligi sinerjistik etki gostermektedir (Ak & Metintas,
2014).

Asbest akciger kanserine neden oldugu iyi bilinen bir mineraldir.
Ulkemizde Eskisehir, Kiitahya, Yozgat, Sivas, Diyarbakir gibi bélgelerde
toprak Ustlinde diger minerallerle karisim halinde bulunur. Bu bdlgelerde,
asbest icerikli topragin duvarlara badana olarak kullanilmasi, cati
izolasyonu olarak damlara serilmesi hatta bebeklerde pudra olarak
kullanilmasi ve diglerin temizlenmesinde kullanilmasi sonucunda insanlar
asbeste maruz kalmaktadirlar (Altuntas, Oztirk, Yilmaz & Erdz, 2009;
Metintas, 2005).

Asbest bazi bdlgelerde aktoprak, bazi bdlelerde ise corak olarak
adlandirihir ve birgok tlrde lif icermesine ragmen en fazla tremolit,
tremolit+krizotil tip lifler icerir. Aktoprak icerdigi asbest lifleri nedeniyle
bélgede yasayanlarda dogumdan itibaren asbest temasi olusmasina neden
olur (Metintas, 2005).

Tum asbest tipleri karsinojeniktir, ancak karsinojenik etki lifler
arasinda farklihk géstermektedir. Amfibol grubunda yer alan lifler boy/en
orani daha fazla oldugu igin serpentin grubunda yer alan ve boy/en orani
daha az olan krizotilden c¢ok daha fazla karsinojeniktir. Asbest lifleri
solunduktan sonra fiziksel yapilari nedeniyle bronsial alanda kolaylkla
ilerleyebilir. Asbest lifleri, hem mutajenik hem de fibrojenik aktiviteyi
baglatip temas ettikleri hucrelerdeki genetik yapida fiziksel hasar
olusturabilir. Ozellikle mitoz sirasinda kromozom anomalilerine de neden
olabilirler (Ak & Metintas, 2014; Metintas, 2005).

2. 1. 4. Akciger kanserinin siniflandirilmasi

Akciger kanserleri Diinya Saghk Orgiti (WHO) tarafindan kaynak
aldigi dokuya gore histolojik olarak siniflandiriimistir. Akciger timaorlerinin
yaklasik % 95’ i brons epitelinden kaynaklandidi icin bu grup timorler
bronkojenik karsinomlar adini alr. Geri kalan % 5 ise akciger
parankiminden - bronkoalveoler alandan koken alir. Akciger kanseri;
biyoloji, tedavi ve prognoz goéz onine alindiginda kigik hicreli akciger
kanseri (Small Cell Lung Cancer, SCLC) ve klcilk hicreli olmayan akciger
kanseri (Nonsmall Cell Lung Cancer, NSCLC) olmak lzere 2 ana sinifa
ayrilmistir. Adenokarsinom, skuamoz hicreli karsinom ve blylk hicreli
karsinom NSCLC olarak siniflandirilir (Coskunpinar, 2013). WHO'nun 2004
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yili detayli histolojik siniflandirmasi Tablo 2.2’de gdsterilmistir (Ak &
Metintas, 2014; Coskunpinar, 2013; Ettinger et al., 2012).

Tablo 2.2. Invaziv malign epitelyal akciger tiimérleri siniflamasi-WHO 2004

1. Skuamoz hicreli karsinom
Varyantlar;
Papiller
Berrak hicreli
Kigik hcreli
Bazaloid
2. Kiiclik hiicreli karsinom
Varyant;
Kombine kiiclik hiicreli karsinom
3. Adenokarsinom
Adenokarsinom, miks subtip
Asiner adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Bronkioloalveoler karsinom
Varyantlar:
Non-musin6z
Milsindz
Miks misintz ve non-miisindz ya da belirsiz
Musin salgilayan solid adenokarsinom
Varyantlar:
Fetal adenokarsinom
Musin6z (kolloid) karsinom
Msin6z kistadenokarsinom
Tash yizik adenokarsinom
Berrak hicreli adenokarsinom
4. Buyuk htcreli karsinom
Varyantlar:
Blyuk hicreli néroendokrin karsinom
Kombine biylk hticreli néroendokrin karsinom
Bazaloid karsinom
Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
Berrak hicreli karsinom
Rabdoid fenotipi ile blyuk hicreli karsinom
. Adenoskuamdz karsinom
. Sarkomatoid karsinom
Varyantlar:
Pleomorfik karsinom
1§ hiicreli karsinom
Dev hiicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom
7. Karsinoid timor
Varyantlar:
Tipik karsinoid
Atipik karsinoid
8. Tukrik bezi tiimorleri
Varyantlar:
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal — miyoepitelyal karsinom

o U




2. 1. 4. 1. Klgiik hicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC)

Kicuk hicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC), tim akciger kanseri
olgularinin %80- 85’ini olusturur ve baslica g tipi vardir; Adenokarsinom,
skuamo6z hicreli kanser ve blyuk hicreli kanser (Aydiner, 2007).

2.1.4. 1. 1. Adenokarsinom

Adenokarsinomlar gogunlukla periferal yerlesimlidir. Glandular veya
salgilayici Ozellikte hlicrelerden olusurlar. Merkezi bosluk yaygin degildir.
Histolojik olarak adenokarsinomalar bez formunda, papiller yapida veya
musin yapida 0Ozellik gdsterirler (Ak & Metintag, 2014; Coskunpinar,
2013). Akciger kanserleri icinde gelismis (lkelerde ilk sirada izlenen,
sigara icmeyenlerde ve kadinlarda en sik gorilen akciger kanseri tipi
adenokarsinomdur. Ancak, hastalarin cogunda sigara gegmisi bulunur.
Akciger periferinde vyerlesen timorlerin yaridan fazlasinda lenf nodu
metastazi bulunur (Aydiner, 2007). Kulclik hicreli olmayan akciger
kanserinde en c¢ok metastaz yapan alt tip adenokarsinomdur (Ak &
Metintas, 2014). Amerika’da ve Avrupa’da kadinlarda sik rastlanan
adenokarsinom, Ulkemizde akciger kanserlerinin %28.5'ini olusturur ve
erkeklerde kadinlara oranla daha siktir (Coskunpinar, 2013).

2.1.4. 1. 2. Skuaméz hicreli kanser

Skuamo6z hucreli kanser santral bronsglarda yer alan epitelden kdken
alir. Skuamoz hicre karsinomlu timdrler siklikla nekroz ve timadr hicre
dokuntulerinden olusan merkezi kavitelerde bulunurlar. Merkezi
konumuyla birlikte bu karakteristik 6zellikler skuamoz hicre karsinomu
hicrelerinin erken dénemde belirlenmesini saglar (Coskunpinar, 2013).

2. 1. 4. 1. 3. Blylik hicreli kanser

Akciger kanserlerinin %9’unu olusturur. Timor hicreleri blyik olup,
belirgin gekirdekgik, iri cekirdek ve orta derecede sitoplazma igerir.
Genellikle periferik yerlesim godstermekle birlikte santral yerlesimli de
olabilir. Plevra, gogis duvari ve cevredeki yumusak dokuya invazyon
gbsterebilir (Akkaya, 2012).

2. 1. 4. 2. Kaglk hucreli kanser

Malign epitelyal bir timor olan SCLC'de hlcreler dar sitoplazmik yapi,
iyi tanimlanamayan htcre sinirlar, ince granller cekirdek kromatinini
varhgr (hiperkromatik c¢ekirdek), nikleolusun olmayisi veya cok klglik
olmasi ile karakterizedir. Balgam ve/veya bronkoskopi ile alinan
materyalde tani sansi cok ylksektir. Hicre cekirdekleri yuvarlak, oval
veya igsi sekildedir ve oldukca dar sitoplazmalidir. Mitoz sayisi ¢ok
yuksektir (Aydiner, 2007; Koger, 2013).



Kiclik hicreli kanserler akciger disi organlardan da (6rn.
Gastrointestinal sistem ve genitolriner sistem vb.) kaynaklanabilir.
Akciger ve akciger disi kiciuk hicreli kanserlerin klinik ve biyolojik
davraniglari benzerdir; erken evredeyken yaygin metastaz yapabilirler
(Aydiner, 2007).

2. 1. 5. Evreleme sistemi

Akciger kanserinin evrelemesinde halen TNM siniflamasinin 2009
yilinda gdzden gecirilip, 2010 vyilinda kullanima giren 7. baskisi
kullanilmaktadir (Tablo 2.3 ve 2.4). Bu yeni evreleme sistemi igin IASLC
tarafindan 1998’de multidisipliner katilimli Uluslararasi Evreleme Komitesi
kurulmus ve akciger kanseri evreleme projesi adi altinda bir galisma plani
yapiimistir. Bu calisma plani gergevesinde uluslararasi katilimh bir veri
tabani olusturulmus ve kiclik hicreli olmayan akciger kanserinin
evrelemesi igin 1990 ile 2000 yillari arasinda tani almis yaklasik 68 bin
hasta dikkatli ve detayli bir sekilde degerlendirilmistir. Burada analiz
edilen veri tabaninin daha onceki veri tabanlarindan 15 - 20 kat daha
genis oldugu goérilmektedir. Evre gruplari ve T, N, M faktorleri sag kalim
dikkate alinarak yeniden sekillendirilmistir. Her ne kadar bu sistem kugluk
hicreli olmayan akciger kanseri vakalarina gore belirlenmisse de
validasyon galismalarinda kliglk hcreli akciger kanseri ve karsinoid timor
icin de uygun oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla bu siniflamanin bu alt
tiplere de uygulanmasi 6nerilmektedir (Ak & Metintas, 2014; Akkaya,
2012).

Tablo 2.3. TNM'ye godre evreleme (Ak & Metintas, 2014).

Gizli karsinom Tx NO MO
Evre 0 Tis NO MO
Evre IA Tla, b NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre IIA Tla, b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Evre IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
Evre IIIA T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Evre IIIB T4 N2 MO
Herhangi bir T N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N Mla, b




Tablo 2.4. Akciger kanserinde TNM siniflamasi (Ak & Metintas, 2014).

T (Primer tiimor)

Tx Primer timorin dederlendirilememesi veya
Balgam ya da brons lavajinda malign hicrelerin varlidi ile ispat edilen, ancak
gorintileme teknikleri ya da bronkoskopi ile gésterilemeyen timor

TO Primer timor belirtisi yok

Tis Karsinoma in situ

T1 En genis capl < 3 cm, akcider veya visseral plevra ile gevrili, bronkoskopik
olarak lob bronsundan daha proksimalde invazyon kaniti olmayan timoér
(6rnedin: ana bronsta olmayan)?®

Tla En genis capl £ 2 cm timor

T1b En genis capl > 2 cm fakat < 3 cm timor

T2 >3 cm fakat £ 7 cm veya
Asadidaki 6zelliklerden en az biriyle birlikte olan timor (bu 6zellikleri olan T2
timor eder < 5 cm ise T2a olarak siniflandirilir)
- Karinaya = 2 cm uzaklikta ana brons tutulumu
- Visseral plevra ivazyonu
- Hiler boélgeye uzanan ancak tim akcigeri kapsamayan atelektazi veya
obstriktif pnémoni

T2a En genis capl > 3 cm fakat < 5 cm timor

T2b En genis capt > 5 cm fakat £ 7 cm timor

T3 >7 cm veya
Gogus duvan (superior sulcus tumorleri dahil), diafragma, frenik sinir,
mediastinal plevra, paryetal perikard’dan birini direkt invaze eden timoér veya
Karinaya 2 cm’den daha yakin fakat karinayi tutmayan ana bronstaki timor®
veya
TUim akcigeri kapsayan atelektazi veya obstriktif pnomoni ile birlikte olan
timor veya
Ayni lobda ayri timér nodul(leri) olan timdr

T4 Tumorin herhangi bir buylklikte olup mediasten, kalp, blylk damarlar,
trakea, rekirren laringeal sinir, 0Ozefagus, vertebral cisim, karina gibi
yapilardan herhangi birini invaze etmesi veya
Ayni taraf farkli lobda ayn timoér nodul(leri)

N (Bolgesel lenf nodu)

NXx Bolgesel lenf nodlarinin dederlendirilememesi

NO Bdlgesel lenf hodu metastazi yok

N1 Ayni taraf peribronsial ve / veya hiler ve intrapulmoner lenf nodlarinda direkt
yayimi da iceren metastaz

N2 Ayni taraf mediastinal ve / veya subkarinal lenf nodlarinda metastaz

N3 Karsi taraf mediastinal, hiler, ayni veya karsi taraf supraklavikuler veya skalen
lenf nodlarinda metastaz

M (Uzak metastaz)

Mx Uzak metastazin dederlendirilememesi

MO Uzak metastaz yok

Mla Karsi tarafta ayn timoér nodul(leri), plevral nodil veya malign plevral (veya
perikardiyal) sivi®

Mib Uzak metastaz

®Ana bronsun proksimaline uzanan, bronsial duvara sinirli invazyon gosteren herhangi bir
blyUklikteki nadir ylzeyel timdr yayimi da T1 olarak siniflandirilir.

PAkciger kanseri ile birlikte olan plevral (veya perikardiyal) sivilarin gogu timére baglhdir.
Ancak bazi hastalarda plevral (perikardiyal) sivinin yinelenen sitolojik incelemelerinde
timor negatiftir ve sivi kanh ve eksuda degildir. Bu bulgular ve klinik bulgular sivinin
timorle iliskili oldugunu dusundirmuyorsa, sivi evrelemede dikkate alinmamali ve hasta
T1, T2, T3 veya T4 olarak siniflandiriimalidir.
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2. 2. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik terimi 1940’larin basinda Condrad Hal Waddington
tarafindan “fenotipin ortaya ¢ikmasini saglayan genler ile bu gen Grinleri
arasindaki etkilesim” olarak tanimlanmistir (Yaykash et al., 2012).
GlUnimizde ise epigenetik “"DNA dizi degisikligi olmadan mayotik ve/veya
mitotik olarak kalitilabilen gen ekspresyon degisiklikleri” olarak
tanimlanmaktadir (Novik et al., 2002; Onay, 2006; Yaykasl et al., 2012).

Gecmiste, kalitimi saglayan ve biyolojik slreclerde gerekli olan
proteinlerin Uretimine karar veren tek molekidlin DNA oldugu
distnulmustir. Ancak insan genom projesinin tamamlanmasiyla 100.000
olarak tahmin edilen gen sayisinin 30.073 oldugu, 21.598 genin protein
kodladigi diger 8.475 genin RNA geni oldugu belirlenmis olup, insanlarin
DNA dizilimlerinde % 99,9 oraninda benzerlik bulunmustur. Bu % 0,1’ik
DNA dizilim farklihdi, insanlar arasindaki fenotipik farkliliklari agiklamada
yetersiz kalmistir (Tobias, Connor & Ferguson-Smith, 2011; Yaykash et
al., 2012).

Epigenetik mekanizmalarin kesfedilmesiyle birlikte DNA dizilimi kadar
post-translasyonel epigenetik mekanizmalarin da gen ifadesi ve kalitimda
rol aldigi anlasiimistir. Genom bilgiyi genetik ve epigenetik olmak Uzere iki
sekilde tasir. Genetik bilgiler canlilarin tim hayati proteinlerinin Gretimi
icin gerekli bilgiyi yani genleri tasirken; epigenetik bilgiler bu tretimin ne
zaman, nerede ve nasil kullanilacagina dair bilgiyi tasirlar. Ihtiyac
oldugunda gerekli genlerin agik olmasi ve ihtiya¢c olmadiginda bu genlerin
kapali halde tutulmasi epigenetik mekanizmalar ile kontrol edilir (Kaymak,
2012; Novik et al., 2002; Yaykash et al., 2012).

Genotip-gevre  etkilesiminin  fenotipi  olusturmasi, epigenetik
mekanizmalarin dinamik bir yapida oldugunu ve cevresel etkilere hizli bir
sekilde cevap olusturdugunu gostermektedir. Ayrica organizmadaki
biyolojik islevlerde dnemli rol oynayan bu epigenetik dengenin bozulmasi
durumunda kanser gibi birgok patolojik hastaligin ortaya cikabildigi
gosterilmistir (Novik et al., 2002; Yaykasl et al., 2012).

Epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar
ve kodlamayan RNA’lar olarak siniflandirilabilir (Bora & Yurter, 2007;
Novik et al., 2002; Onay, 2006).

2. 2. 1. DNA metilasyonu

Omurgall bir canlinin her bir dokusunda bulunan farkh hcreler
genom bakimindan esdeder olmalarina ragmen farkli fonksiyonlar igin
Ozellesmistir. Farkl htcre tiplerinde gen transkripsiyonu ve transkripsiyon
miktari gibi farklihklar bulunmakla birlikte temel fark genom yapisindaki
dlzenleyici gen bolgelerinin acik ya da kapali durumda olmasini saglayan
metilasyon ile farkh proteinlerin Uretilmesidir (Alberts et al., 2002;
Lileyap, 2008).
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DNA metilasyonu, en iyi bilinen epigenetik degisimlerden biridir ve
genomda guaninden (G) sonra gelen sitozinlerin (C) metillenmesi ile
olusur. Insan genomunda genellikle genlerin promotér bédlgelerinde
bulunan sitozin ve guanin dinlUkleotidlerince zengin bu bdlgelere CpG
adaciklar denir. Burada C sitozin bazini, G guanin bazini ve p ise iki baz
arasindaki fosfodiester bagini gosterir. CpG adaciklari 0,5-3 kilobaz (kb)
uzunlukta olup, CpG icerikleri %50'nin Uzerindedir. CpG adaciklari
housekeeping genlerde, genlerin 3’- bdélgelerinde, ekzonik bdlgelerde ve
promotér bdlgelerde bulunur. Promotdr boélgeler genlerin 5’ ucunda
bulunan ve transkripsiyon faktorleri ile RNA polimeraza baglanma bdlgesi
olusturarak gen ekspresyonunu kontrol eden bdlgelerdir. Bu nedenle
Ozellikle promotér bdlgelerde bulunan CpG metillenmesi transkripsiyonel
aktiviteyi etkiler (Bora & Yurter, 2007; Celik, 2007; Kaymak, 2012; Onay,
2006; Sayin, 2008; Yaykash et al.,, 2012). CpG dinukleotitlerinde
metilasyon az ise (hipometile) gen aktif yani acik, metilasyon cok ise
(hipermetile) gen sessiz diger bir ifadeyle kapalidir (Lileyap, 2008).

Okaryotlarda DNA metilasyonu; S-adenozil metionin (SAM) amino
asidi kaynakh bir metil grubunun (-CH3) CpG adaciklarinda bulunan
sitozinin primidin halkasindaki 5. karbonuna kovalent olarak baglanarak
5'metil-sitozini olusturmasi ile meydana gelir (Sekil 2.1). SAM, DNA
metiltransferazlar (DNMT) tarafindan katalizlenen reaksiyonda metil
vericisi olarak gdérev yapar ve metil transferinden sonra DNMT'nin
potansiyel bir inhibitért olarak gérev yapan S-adenozil homosistein (SAH)
formunu alir (Celik, 2007; Subramaniam, Thombre, Dhar & Anant, 2014;
Zakhari, 2013).

Memeli hlcrelerinin genomik DNA’larinin yaklasik olarak %3-5’inde
sitozin  rezidllerinde metilasyon gdrulmektedir. Sitozin bazinda
gerceklesen bu modifikasyon, DNA replikasyonundan sonra meydana gelir
ve bu olay DNMT1 (DNA metiltransferaz) enzimi tarafindan katalizlenir
(Celik, 2007; Yaykasl et al., 2012).

DNA metilasyonu

CpG adalarindaki
metillenmis sitozinler

NH,
"’/’j DNMT X NZ @
0% N S/—'\ D""’J\H
H

AMED  SAH |

Sitozin 5' Metil - sitozin
Sekil 2.1. DNA metilasyonu (Zakhari, 2013).
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Metillenmemis durumda bulunan CpG adalarindaki yeniden
metillenmeler, yaslanma silreci ve kanser gibi bazi hastaliklarin ortaya
ctkmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Gen promotdérlerinde genellikle
hipometile halde olan CpG adalari, genomik imprinting ve kadinlarda
inaktif X kromozomunda metile halde bulunur (Kaymak, 2012; Onay,
2006).

2. 2. 1. 1. Genomik imprinting ve X kromozomu inaktivasyonu

Memeli hicreleri biri anneden biri babadan kalitilan iki otozomal gen
kopyasl iceren diploid hicrelerdir. Gen kopyalarinin her ikisi de
fonksiyoneldir ancak bazi durumlarda gen kopyasinin ekspresyonu anne ya
da babadan gelmesine bagli olarak kalitimsal olarak susturulmus olabilir.
Bu genlere damgalanmis veya muhirlenmis (imprinted) genler veya
genom damgalanmasi adi verilir. Damgalanmis genler, germ hcrelerinin
olusumu sirasinda yumurta ya da sperm hicresinde bulunmalarina bagli
olarak metilasyon ile isaretlenir, bdylece embriyoda genin hangi
ebeveynden geldigi DNA metilasyon durumu ile belirlenebilir (Alberts et
al., 2002; Kaymak, 2012).

Damgalanma, normal gelisim slreci igin gereklidir ve bu nedenle
insanlar damgalanmis genlerin yalnizca bir kopyasini tasir. Yanhs
damgalanma sonucu bireyin iki aktif veya inaktif gen kopyasi tasimasi,
gelisimsel anomaliler, noérolojik bozukluklar, Angelman ve Prader-Wili
sendromu ve I6semi, akciger ve meme gibi birgok kanser tipine yol acabilir
(Kaymak, 2012).

Damgalanmis genlerde oldugu gibi disilerdeki iki X kromozomundan
biri erken embriyonik dénemde susturulur. Her ne kadar disilerde iki X
kromozomu bulunsa da biri inaktif haldedir. Bilindigi gibi erkeklerdeki
cinsiyet kromozomlari farkhdir. Disilerde iki adet X kromozomu bulunurken
erkeklerde bir X ve bir Y kromozomu bulunur. Y kromozomu X
kromozomuna gore oldukca kucuktlr, ayrica Y kromozomu 100’den az
gen igcerirken X kromozomu 1000'den fazla gen igerir. Bu nedenle
disilerdeki X kromozomunun birinin epigenetik olarak susturulmus olmasi
“dozaj telafisi” olarak isimlendirilir. Yalnizca bir X kromozomuna sahip
olmalarindan dolayl erkeklerde X inaktivasyonu goértilmez. Disilerde de
hangi atadan gelen X kromozomunun inaktive edilecedi rastlantisaldir,
ancak ilk secim vyapildiktan sonraki tim bélinmelerde ayni atasal
kromozom sessiz kalir. Inaktif X kromozomu yodunlasmis halde bulunur
ve interfaz nukleusunda cekirdek zarinin yakinina yerlesmis bir nokta
olarak gozlenir (Alberts et al., 2002; Kaymak, 2012). Bu nedenle Barr
cisimcigi olarak adlandinimistir. Ilging bir bigimde, X kromozomunda
bulunan bazi genler, Barr cisimcigi olustuktan sonra bile eksprese
edilmeye devam ederler. Bu genler ayni zamanda Y kromozomunda da
bulunur. Ancak bu durumun nasil gergeklestigi henliz tam olarak
aciklanamamistir (Kaymak, 2012).
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2. 2. 1. 2. DNA metil transferazlar (DNMT)

DNA'nin  metilasyonu, DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri
tarafindan katalizlenir ve metil baglanma proteinleri (MBD1, MBD2, MBD3
vb) yardimiyla gerceklesir. DNMT'ler metil vericisi olarak S-adenozil
metionin’i kullanir ve sitozin 5-metiltransferaz olarak da adlandirilir. DNA
metiltransferaz enziminin hedef bdélgeleri CpG adaciklanidir (Varol 2007;
Yaykash et al., 2012).

DNMT’lerin karboksil (C) uc bdlgesi katalitik aktiviteden sorumlu iken,
amino (N) ug bdélgesi dlizenleyici fonksiyona sahiptir. N ug bélgesi DMAP1
(DNA metiltransferaz 1 iliskili protein 1), PCNA (hlicre ¢ogalmasi niklear
antijeni), Rb (retinoblastoma) gibi birgok proteinle iliski halindendir.
GUnUumuUzde memelilerde 5 DNMT saptanmistir: DNMT1, DNMT2, DNMT3a,
DNMT3b ve DNMT3L (Celik, 2007; Onay, 2006).

Insanda karakterize edilen ilk metiltransferaz enzimi DNMT1 ayni
zamanda somatik hicrelerde en c¢ok bulunan DNMT'dir. Okaryotlarda
DNMT1'in 3 izoformu bulunur: DNMT1s somatik htcrelerde, DNMT1lo
oositlerde ve DNMT1p pakiten evresindeki (mayozda profazl’in fazinin
Uclnci evresi) spermatositlerde eksprese olur (Robertson, 2002).

Kanser calismalarinda ilk olarak kolon kanserlerinde DNMT1'in
ekspresyonunun arttigi ve DNA metilasyon seviyesinin degistigi
belirtilmistir (Bozkurt, 2010; Varol, 2007). DNMT1, DNA replikasyonundan
sonra olusan ve bir vyarisi metillenmis (kalip DNA) diger vyarisi
metillenmemis olan yani yeni sentezlenmis olan DNA'ya 10-40 kat fazla
afinite ile badlanir ve metillenmemis zincirde metilasyon kaliplarini
olusturur. Bu nedenle maintenance (devamlligi saglayan, idame)
metiltransferaz olarak adlandirilmistir. DNMT1 enzimi, normal embriyonik
gelisim, genomik imprinting ve X kromozom inaktivasyonu igin gereklidir
(Alberts et al., 2002; Celik, 2007; Kaymak, 2012; Yaykaslh et al., 2012).

DNMT2ler kiigik metiltransferazlar olup, sadece C ug bélgesi icerirler.
Son yillarda DNMT2'ler, tim DNA metiltransferazlarda ortak olan 10 dizi
motifine sahip olmalarindan dolayr bir DNA metiltransferaz homologu
olarak nitelendirilmis ve DNA'yl metillemek yerine aspartik asit tRNA'sinin
antikodon ilmigindeki sitozin-38'i metilledigi icin tRNA aspartik asit
metiltransferaz 1 (TRDMT1) olarak isimlendirilmistir. Bununla birlikte bu
enzimin; DNA hasarinin taninmasi, DNA rekombinasyonu ve mutasyon
onarimi icin gerekli oldugu, eksikliginde embriyonik kék hicrelerde global
DNA metilasyonunun goérilmedigi belirlenmistir (Goll et al., 2006;
Subramaniam et al., 2014; Varol, 2007).

DNMT3a ve DNMT3b ise hem vyan metillenmis DNA'nin
metillenmesinden hem de erken gelisim déneminde gdzlenen de novo
(DNA zincirlerinin her ikisi de metillenmemis) metilasyondan sorumludur.
DNMT3b o6zellikle spesifik genom bdlgelerinde de novo metilasyon igin
gereklidir ve bu gende mutasyon varsa X kromozom inaktivasyonunda ve
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perisentromerik tekrar DNA sekanslarinda metilasyon defektleri
gorulmektedir (Bodur & Demirpence, 2010; Celik, 2007; Onay, 2006;
Varol, 2007; Yaykash et al., 2012).

DNMT3a ve DNMT3b, parazitik kaynakl olarak genoma entegre olan
DNA’larin da de novo metilasyonunda gdérevlidir. Bu 6zellikleri ile konak
hiicrenin "genom savunma mekanizmasini” olustururlar (Kaymak, 2012).

DNMT3L metiltransferaz aktivitesi gostermez ancak DNMT3a ve
DNMT3b enzimlerinin aktivitesini dlzenleyerek de novo metilasyonu
katalizler. DNMT3L gametogenez sirasinda eksprese edilir ve maternal
genomik imprintlenmede roli bulunmaktadir (Onay, 2006; Yaykash et al.,
2012).

2. 2. 1. 3. Metile CpG’ye baglanan proteinler

DNA metilasyonu ve gen ekspresyonun sessizlesmesi arasindaki
iliskiyle ilgili 1980’lerin sonu ve 1990°larin basinda 6nemli bir gelisme
kaydedildi. Bu gelisme heterokromatin olusumu ve gen susturmada gdrev
alan histon degistirici enzimler gibi protein komplekslerini bir araya getiren
ve metile CpG’lere baglanabilen proteinlerin kesfiydi. Molekiler seviyede
ilk olarak belirlenen metile CpG'ye baglanan protein (methyl-CpG-binding
domain-MBD) 53-kDa agirhdinda olan MeCP2'dir (Parry & Clarke, 2011).
MeCP2 kromatin iliskilidir ve genomun yodgun metilenmis bdlgelerine
(major satellit DNA) lokalizedir. MeCP2'nin sadece klguk bir bolimunu
metil CpG'yi secici olarak taniyan bélgedir (MBD bdélgesi). Ayrica, nukleer
lokalizasyon sinyali ile o6rtisen bir transkripsiyonel baskilama bdlgesi
(transcriptional repression domain -TRD) icerir (Wade, 2001).

MeCP2'nin MBD vyapisi, korunmus halde oldugundan bu aileye ait dort
adet proteinin de kesfine yardimci olmustur. Bunlar MBD1, MBD2, MBD3
ve MBD4'tir. MBD2 ve MBD4, MBD vyapilari bakimindan %77 oraninda
benzerlik gbsterirler (Kaymak, 2012).

MBD3 disindaki MBD proteinlerinin tUmu in vitro ve in vivo kosullarda
metile DNA'y! segici olarak tanir ve badlanirlar. MBD3 ise memelilerde
MBD bdlgesinde kritik bir mutasyona sahiptir ve metile DNA'ya
baglanamaz. Ailenin diger bir Gyesi olan MBD4 ise aslinda DNA onariminda
gérev alan timidin glikozilaz grubu bir onarim enzimidir. Ancak
transkripsiyonel represyonda da gorev alabildigine dair bazi veriler
mevcuttur (Kaymak, 2012).

Son on yilda metille DNA’ya ya da bir bilesenine baglanma ozelligi
gosteren iki yeni protein ailesi tanimlanmistir. Bunlardan biri, X
kromozomu Uustinde yer alan ZBTB33 geni tarafindan kodlanan Kaiso
proteinidir ve bu proteinin C-uc kismi metile CpG'ye baglanma 0&zelligi
gosteren 3 adet cinko parmak motifi icerir. Ikincisi ise SRA (SET and RING
finger—associated) boélgesi iceren protein ailesidir ve UHRF1 ve UHRF2
olmak Uzere iki Uyesi vardir. Kromozom 19’da bulunan UHRF1 (ayni
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zamanda Np95 ve ICBP90 olarak da bilinir) metillenmis DNA’ya baglama
Ozelligi gosterir. Ayni zamanda topoizomeraz Ila gen ekpresyonu, hiicre
cogalmasi, hicre dongilsi, apoptoz ve timor biyolojisi ile iliskilidir. UHRF2
(NIRF veya Np97 olarak da bilinir) hicre donglsinde rol aldigi ve cogalan
hicrelerde ekspresyonunun fazla oldugu belirlenmistir (Parry & Clarke,
2011).

2. 2. 1. 3. 1. DNA metilasyonu ile transkripsiyonun baskilanmasi ve
adaptér proteinler

DNA metilasyonu araciliiyla transkripsiyon iki tip mekanizma ile
baskilanir;

Transkipsiyon aktivator faktériinin baglanmasina direk midahale:

Bazi transkripsiyon faktorlerinin taniyip baglandigi bélgeler, CpG
adaciklari icermektedir. Bu bdlgelerde meydana gelen metilasyon
sayesinde transkripsiyon faktorleri baglanamadigindan transkripsiyon
baskilanmis olur (Bozkurt, 2010).

Metil baglayan bdlge proteinleri ile midahale:

Ikinci bir mekanizma, bu metillenmis bélgeleri taniyip buralara
baglanan proteinler ile gerceklesir. Metile-CpG'ye badlanan proteinler adi
verilen protein ailesinin dyeleri (MBD 1, 2, 4 ve MeCP2), histon modifiye
edici enzimler (6rn. histon deasetilazlar gibi) ve histon metiltransferazlar
gibi ko-represdr kompleksleri metillenmis bdlgelere c¢ekerek inaktif
kromatin  yapinin  olusmasina aracilik ederler. Bdylece genin
transkripsiyonu baskilanmis olur (Bozkurt, 2010; Varol, 2007).

Ornedin MeCP2 ile transkripsiyonun baskilanmasi su sekilde
Ozetlenebilir: MeCP2'nin metil baglanma bdlgesi (MBD: methyl binding
domain), DNA Uzerindeki metillenmis CpG adalarina spesifik olarak
baglanir. Ardindan MeCP2'nin transkripsiyon baskilama bdlgesi (TRD),
histon deasetilazlar (HDAC) ve Sin3A (transkripsiyon dizenleyici protein)
gibi diger ko-represor proteinleri komplekse dahil ederek transkripsiyon
mekanizmasini ulasilmaz hale getirir ve kromatin yapisini inaktiflestirir.
Boylelikle MeCP2'nin badlandigi DNA bdlgesindeki gen eksprese olamaz
(Sekil 2.2) (Williamson & Christodoulou, 2006).

16



Sekil 2.2. MeCP2 tarafindan transkripsiyonun baskilanmasi (kaynak metnine uygun
olarak cizilmistir).

2. 2. 1. 4. DNA metilasyonunun kanser gelisiminde etkiledigi
mekanizmalar

Kanser hicrelerindeki C-T déndstimdu

Kanser olusumunda metilasyon nedenli mekanizmalarin ilki 5meC’nin
mutasyon olusturma riskidir. Normalde DNA daki sitozin bazinin
deaminasyon ile urasile (U) déntsmesi yaygin bir mutasyondur ve DNA
tamir mekanizmalarinca Urasil-DNA glikosilaz enzimi sayesinde kolaylkla
onarilir.

Ancak DNMT enziminin katalizledigi sitozin metilasyonundan sonra
olusan 5meC deaminasyona udrarsa timin (T) bazi olusur. Ancak timin
bazi normalde de DNA’da bulunan bir baz oldugu igin, tamir
mekanizmalarindan kacar ve bdylece nokta mutasyonlari meydana gelir.
Bu olaya timér baskilayici gen olan p53 érnek verilebilmektedir. Insan
solid timodrlerinin %50'sinden fazlasinda p53 timoér baskilayicl geninde
mutasyon goériulmektedir ve bunlarin %24’Gnt, CpG adaciklarindaki C/T
dénlstimunden olusturmaktadir (Celik, 2007; Sayin, 2008).
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DNA hipometilasyonu

Genomik metilasyon dizeyindeki dists bir diger mekanizmadir. Bu
olay sonucunda metilasyon araciligiyla inaktiflesmis olan genler,
metilasyonun kalkmasi ile aktif duruma gecerler. Bdylelikle inaktif
onkogenler tekrar aktive olarak kanser olusumuna neden olabilir (Celik,
2007).

Tumoér baskilayici genlerin hipermetilasyonu

Knudson’un cift-vurus hipotezine gére, belirli bir timér baskilayici
genin ekspresyon kaybina bagli olarak ortaya c¢ikan timor, ancak o genin
her iki alelinin inaktive edilmesi sonucu gelisir. Yapilan bircok calismada,
esey hucreleriyle kahtilan ilk mutasyonun ardindan ikinci alelin
susturulmasindaki en énemli mekanizmalardan birinin metilasyon oldugu
gorulmustir (Kosova, Ozel & Aktan, 2011).

Ozellikle ailesel kanser tiplerinde tiimér siipresér genlerden birinde
kalitsal olarak esey hicresi veya somatik hicre mutasyonu bulunur. Bu
mutasyon sebebiyle genin bir kopyasi fonksiyonunu kaybeder. Genin ikinci
kopyasinin kaybi somatik mutasyonlar veya hipermetilasyon ile olabilir
(Kaymak, 2012).

DNMT1 enziminin artmasi sonucunda CpG adaciklarindaki metilasyon
artar. CpG adalarinin genlerin siklikla promotér bdlglerinde bulunmasi
nedeniyle 6zellikle timor baskilayici genler gibi kanser olusumunda énemli
rol oynayan genlerin promotdr dizilerindeki CpG adaciklarinda meydana
gelen hipermetilasyon bu genleri inaktive eder ve kanser olusumuna
neden olur (Celik, 2007; Yaykaslh et al., 2012).

DNA metilasyonundaki bozulmadan dolayr kromozomal instabilite

Kanser gelisimi ve ilerleyisinde etkili olan édnemli mekanizmalardan
biri de kromozomal instabilitedir. DNA metilasyonunun, DNA'nin siki bir
sekilde paketlenmesi ve boylelikle transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bdlgelerini kapatmasi yoluyla transkripsiyonu baskiladigi bilinmektedir. Bu
siki paketlenme ayni zamanda transpozonlarin genom igerisinde hareket
etmelerini de engeller. Ancak metilasyon kaybiyla, DNA siki bir sekilde
paketlenemeyecegdi icin transpozonlar genomda rahatlikla hareket ederek
kromozomal instabiliteye neden olur (Celik, 2007).

Hlcre dénglsu kontroliinde rol alan genlerin hipermetilasyonu

Hlcre dénglsunidn kontrolinde goérevli olan veya pro-apoptotik
slirecte yer alan genler de hipermetilasyona badll olarak kanser
hicrelerinde fonksiyon kaybina ugrayabilir. Bu genlerin ekspresyonlarinin
inhibe olmasi ile birlikte, hicre bélinmesi sirasindaki kontrol noktalari da
pas gecilir, hatali DNA replikasyonlari duzeltiliemez ve hasarli DNA'lar
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yavru hicrelere gecerek anormal hicre yapilan ortaya cikar (Kaymak,
2012).

2. 2. 2. Histon modifikasyonlari

DNA paketlenmesi, gen ekspresyonunun kontroll icin 6nemli bir
basamak olup, paketlenmenin ilk asamasinda histon proteinleri rol
oynamaktadir. Bilindigi gibi DNA c¢ekirdekte cok iyi paketlenmis bir sekilde
bulunur. 146 baz ciftlik DNA sarmali énce histon proteinlerden (H2A, H2B,
H3, H4) olusan bir oktomerik yapiya yaklasik 2 (1.65) ddnls yapacak
sekilde makara gibi sarilarak ntkleozomlari olusturur. Nikleozomlar da H1
histon proteinleri ile birbirlerine tutunarak solenoid yapilyr olusturur
(Giines, 2013; Izmirli, 2013; Tatar, Erden & Yurter, 2010).

DNA paketlenmesindeki temel rollerinden beklendigi gibi histonlar en
yiksek diizeyde korunmus o6karyot proteinleri arasindadir. Ornedin bir
sigir ile bezelyenin H4 histon proteinlerindeki aminoasit dizisinde 102
konumdan yalnizca ikisi farklidir. Bu gugli evrimsel korunma histonlarin
islevi icin bdtlin aminoasitlerin gerekli oldugunu ve herhangi bir
konumdaki  aminoasit  degisikliginin  hiicreye zarar  verecegini
gostermektedir. Histon dizilerindeki dedisikliklerin ¢ogu oOlimcaldar
(Alberts et al., 2002).

NUkleozomu olusturan histon proteinlerinin N ug bdlgelerindeki diziler
de yuksek dizeyde korunmustur ve kromatin yapisinin dizenlenmesinde
onemli goérev (Ustlenirler (Alberts et al.,, 2002). Bu ug¢ bdlgeler
ntkleozomun disarisinda kalmalari nedeniyle asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikltinizasyon, sumolizasyon gibi cesitli posttranslasyonel
degisikliklere ugrayabilmektedir. Bu degisiklikler tek baslarina ya da farkl
kombinasyonlarda bulunarak kromatin yapisini degistirmekte, bu sayede
DNA’ya badlanan proteinler icin etkilesim ylzeyi olusmakta ve gen
ekspresyonu kontroli basta olmak Uzere replikasyon, tamir gibi bircok
biyolojik olay kontrol edilmektedir (izmirli, 2013; Tatar et al., 2010).

2. 2. 2. 1. Histon kod hipotezi ve histon etkilesimi

Histon kuyruklarinda meydana gelen dedisiklikler, tGzerinde bulunan
kromatin dizisinde ifade farklliklarina neden olur (Alberts et al., 2002).
Histonlar Gzerinde gercgeklesen es zamanli kovalent dedisiklikler, 6zel bir
fonksiyonu yerine getirmek icin genleri aktive ve/veya inaktive eder ve
buna histon kod hipotezi adi verilir. Histon degisiklikleri statik yapida
degildir, sinyal iletim yolaklariyla iletisim halindedir ve dinamik bir
yapidadir. Yani meydana gelen bir histon degisikligi, yanindaki veya
uzaktaki diger bir histon protein degisikligine sebep olmaktadir. Histonlarin
bu dinamik etkilesimine histon etkilesimi (histone cross-talk) adi verilir.
Bu etkilesim mekanizmalarinin vicudumuzda ¢ok yaygin olarak goruldigu
ve transkripsiyon gibi 6nemli mekanizmalarin yani sira kanser gibi
hastaliklarda da rol aldigi kanitlanmistir (Yaykash et al., 2012).
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Histon degisiklikleri, translasyon sonrasinda histon kuyruklarina
asetil, metil, fosfor, ubukitin ve SUMO (small ubuquitin-like modifier)
gruplarinin kovalent olarak baglanmasiyla olusur (Tatar et al., 2010;
Yaykaslh et al., 2012).

Asetilasyon: Gen ekspresyonunun kontrolini sadglayan en oénemli
histon dedisimi asetilasyondur. Histon asetilasyonu gen ekspresyonunu
birden fazla yolla etkiler. Negatif yukli asetil (CH3CO) grubunun histon
proteinin N ug bolgesindeki pozitif yukli lizin (K) aminoasitine eklenmesi
pozitif yUkin ndtralize olmasina bu da kromatinin gevsemesine neden
olur. Boylece kromatin yapisi degisir, transkripsiyon faktorlerinin hedef
genlerin promotor boélgelerine ulasabilmesi kolaylasir ve o bdlgedeki
genlerin ekspresyonu artar. Ayrica, asetilli histonlar bazi transkripsiyonel
aktivator proteinler icin baglanma bdlgesi olusturur (Tatar et al., 2010).

Asetilasyon geri dondsimli bir degisimdir. Asetil grubunun histon
proteinlerinden ayrilmasi deasetilasyon olarak tanimlanir ve kromatinin
tekrar siki paketlenmesi ve transkripsiyonun baskilanmasi ile sonuglanir
(Izmirli, 2013; Tatar et al., 2010).

Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu birbirine zit fonksiyon goéren iki
blylk enzim ailesi olan histon asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz
(HDAC) enzimleri tarafindan katalizlenir (Izmirli, 2013; Tatar et al., 2010).

HDAC enzimleri histonlardaki asetil gruplarini uzaklastinnp DNA'yi
Okromatik yapidan heterokromatik duruma sokarak transkripsiyon
faktorlerinin hedef promotdr bdlgelerine baglanmasini engeller ve bdylece
gen ekspresyonu baskilar. Gen ekspresyonunun artirilmasi ve
baskilanmasinda en dnemli roli bu iki enzim oynar. Asetilasyonun bu iki
enzim tarafindan duzenlenmesi ile belirli bir hicre tipine 6zgl gen
ekspresyonu ve hilcrenin kaderine karar verilmesi epigenetik kontrolln
merkezini olusturmaktadir (Demirci, 2009).

Histon asetilasyonunun vyani sira histon olmayan proteinlerin
asetilasyonu ve deasetilasyonu da HAT ve HDAC enzimleriyle dlizenlenir.
Bu asetilasyonlar da sinyal iletisim yolaklar (STAT vb.) araciidiyla gen
ifade seviyelerini dlizenlemektedir (Yaykasl et al., 2012).

Metilasyon: Histon metilasyonlar, asetilasyon ve fosforilasyonun
aksine elektriksel yik degisimine neden olmazlar. Ayrica DNA metilasyonu
gibi uzun sireli degil, kisa slreli sen suskunluguna neden olurlar. Histon
metilasyonlari, histon metiltransferaz enzimi ile S-adenozin metioninden
alinan 1, 2 veya 3 tane metil grubunun histon proteinlerindeki (genellikle
H3 ve H4) lizin ve arginin amino asitlerine eklenmesiyle olusur (Izmirli,
2013; Yaykash et al., 2012).

Histon proteinindeki lizin metilasyonu édnemli bir histon degisimi olup,
heterokromatin olusumu, X kromozomu inaktivasyonu, genomik kararlilk,
kdk hicre olgunlasmasi, genomik baskilama (imprinting) ve
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transkripsiyonel dlzenleme gibi bircok biyolojik slrecte 6nemli role
sahiptir (Yaykash et al., 2012).

Fosforilasyon: Her histon kuyrugunun N ug¢ kisminda korunmus serin
boélgeleri bulunur. Bu bdlgeler kinazlarin bircogu icin fosfor-alici
(phosphoacceptor) bdlgeler olup, gesitli fizyolojik yolaklar igin gereklidir.
Ornedin histon H3 de Serl10 bdlgesindeki fosforilasyon mitoz sirasinda
aktif gen ekspresyonuna veya kromatin yogunlasmasina yol acabilir. Buna
ek olarak, belirli bolgelerdeki fosforilasyon, asetilasyon ve metilasyon gibi
diger modifikasyonlara baglanarak cesitli fizyolojik silireglere cevap verir
(histon kod hipotezi) (Loury & Sassone-Corsi, 2003).

Ubukitinasyon: Ubukitin (Ub) lizin rezidlsu ile baglanabilen kiglk bir
proteindir. U¢ asamali bir enzimatik reaksiyonun olusumuna neden olur.
Bu reaksiyonlar; E1, E2, E3 adi verilen enzimler tarafindan gerceklestirilir
ve neticesinde proteinler proteozom vyolagina girerek vyikilirlar (Gines,
2013; Izmirli, 2013).

Sumolasyon: SUMO (small ubuquitin-like modifier) 1, 2, 3
proteinlerinin ubukitin ile birlesmesi olayidir. Ubukitin benzer bir protein
olan SUMO proteinleri lizin rezidllerinden proteinlere baglanir ve
sumolasyon sonucunda protein yikimi engellenir (Izmirli, 2013).

2. 2. 3. Kodlamayan RNA’lar

Yuksek organizasyonlu canlilarda genetik materyal DNA'dir ve
DNA’daki bilgi RNA’'ya transkripe edildikten sonra RNA bu sifreyi proteine
cevirir. RNA'nin; proteine gevrilebilen mRNA ile proteine gevrilemeyen yani
kodlamayan RNA (non-coding RNA veya ncRNA) cesitleri bulunmaktadir.
RNA'nin  %98’den fazlasi proteine c¢evrilemez ve bu c¢evrilemeyen
kisimlarin da %?70’ini intronlar olusturur (Glzelgil & Aksoy, 2009).

Kodlamayan RNA’lar buyukliklerine gbére uzun (200 nuUkleotidden
uzun: long non-coding RNAs-IncRNAs) ve kicuk (200 nukleotidden kisa)
RNA’lar olarak ikiye ayrilir. Uzun kodlamayan RNA’lar gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde rol alirlar. Bu grupta yer alan RNA’lar Xist, Tsix ve Linc
RNA'lardir (Akkaya & Dinger, 2013; Guzelgul & Aksoy, 2009).

Kiguk RNA’lar (sRNA), cift sarmal RNA’lardan (dsRNA) olusan 19-28
nikleotid uzunlugunda, kodlama yapmayan ve henliz bitin islevleri
aydinlanmamis RNA’lardir. Bilinen en 6nemli islevleri gen susturulmasinda
rol oynamalaridir. Klgik kodlamayan RNA’lara érnek olarak miRNA, siRNA
ve piRNA verilebilir. Kigik kodlamayan RNA'lar ve islevleri Tablo 3'de
6zetlenmistir (Glzelgil & Aksoy, 2009).
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Tablo 2.5. Kiglk kodlamayan RNA’lar ve islevleri (Glzelgll & Aksoy, 2009).

Sinif | Tanim Biyogenez ve genomik islevi
_ orjini
DICER ve RNAazIII benzeri Pek ¢ok genin
mMIiRNA | Micro RNA _e;n2|__mlerle daha_ buylk trar_l_skrlpswon sonrasi
oncullerden kesim sonucu reglilasyonunundan
olusur sorumludur
Small dsRNA'nin DICER enzimi Igagfakgliiggg \s/(;nra5|
siRNA | Interfering tarafindan kesilmesi sonucu 9 Y -
heterokromatin
RNA olusur
olusumundan sorumludur
_ Sinek ve memelilerin esey
DICER’den farkli Argonat- hicrelerinde transpozon
piRNA | Piwi RNA bagimli enzim kesimi sonucu | ve retroelementlerin
olusur baskilanmasindan
sorumludur

Cift sarmal RNA'nin hicreye girmesi ve hedef mRNA zincirinin
yikimina neden olarak sonuglanan transkripsiyon sonrasi gen susturma
mekanizmasi RNA interferans (RNAi) olarak adlandirihir. RNAi aracilikh
sessizlesme mekanizmasinda etkili baslica RNA'lar, eksojen kaynakh gift
sarmal RNA (dsRNA) orjinli siRNA ve endojen kaynakli ve tek sarmal RNA
(ssRNA) orjinli miRNA’lardir (Guzelgll & Aksoy, 2009).

siRNA'lar, gift sarmal RNA kdkenli, virts gibi eksojen bir kaynaktan
gelmeleri ve tamamen mRNA’ya badglanip mRNA'yl parcalayarak gen
ifadesini susturmalari ile miRNA’lardan ayrilirlar (Bodur & Demirpence,
2010; Guzelgul & Aksoy, 2009).

piRNA’lar PIWI (P-element induced wimpy testis) proteini ile
etkilesimi olan RNA’lardir. piRNA’lar PIWI proteinleriyle bir araya gelerek
ribontkleoprotein yapisi olustururlar. Germ-line hucrelerinde, 6zellikle
spermatogenezde retrotranspozonlarin ve diger genetik elementlerin
susturulmasini saglarlar. piRNA’larin etki mekanizmasi halen
arastirimaktadir (Akkaya & Dinger, 2013).

2. 2. 3. 1. Mikro RNA’lar

Lee ve arkadaslari 1990'li yillarin baslarinda bir nematod tlra olan
Caenorhabditis elegans ile yapilan genetik testler sirasinda ilk kesfedilen
mMiRNA olan lin-4’G tanimlanmiglardir. Lin-4’Un hedefe 6zgl translasyonel
inhibisyona neden oldugunun belirlenmesi gen diizenlenmesinde yeni bir
mekanizma olan miRNA’larin arastiriilmasini  saglamis ve Lin-4'n
tanimlanmasindan 7 yil sonrada diger bir miRNA olan let-7 tanimlanmistir
(Seydel & Aksoy, 2009).

Mikro RNA’lar (miRNA) sac tokasi yapisi iceren, yaklasik 18-24

nikleotidlik kisa ve kodlamayan RNA’lar olup, diger genler gibi DNA
Uzerinden transkribe edilir ve proteine déndstirlilmeden klglik RNA
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molekdlleri halinde gen regllasyonunda goérev alirlar (Bandres et al.,
2009; Lehmann et al., 2008; Lujambio et al., 2007; Saito et al., 2006;
Saydam et al., 2011).

2. 2. 3. 1. 1. miRNA biyogenezi

MiRNA olusum sitreci ¢ekirdekte genomik DNA'dan RNA polimeraz II
veya III enzimi ile transkripsiyon ile baslar. Olusan transkripte primer
transkript (pri-miRNA) ismi verilir. pri-miRNA, bir RNAaz olan Drosha-
DGCR8 (Pasha) kompleksi ile kesilerek yaklasik olarak 70 nukleotid
uzunlugunda olan pre-miRNA seklinde ayrilir. Onciil sa¢ tokasi yapisinda
olan pre-miRNA nlklear tasima reseptérl olan Exportin 5 ve nuklear bir
protein olan RAN-GTP’ye bagimh sekilde cekirdekten sitoplazmaya tasinir.
Sitoplazmada bir RNAaz olan Dicer ve cift zincir RNA’ya baglanan bir
protein olan TRBP'nin olusturdugu kompleks pre-miRNA sacg tokasi yapisini
keser boylece 18-24 nikleotid uzunlugunda cift zincirli miRNA (miRNA
dubleksi) olusur. Dicer, ayni zamanda RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu baglatir.
Olgun uzunluktaki miRNA'nin fonksiyonel zinciri (bu zincir klavuz zincir
olarak isimlendirilir ve Sekil 2’de kirmizi renkte gdsterilmistir) Argonaute
(Ago2) proteini ile birlikte RISC kompleksine dahil olur. Diger zincir, anti-
kilavuz veya yolcu zincir olarak adlandinhr (Sekil 2'de siyah renkte
gosterilmistir), RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir. Bdylece
olusan olgun mMiRNA hedef mRNA’lari, mRNA yikimi, translasyonal
baskilama veya deadenilasyon yoluyla sessizlestirir (Saydam et al., 2011;
Winter, Jung, Keller, Gregory & Diederichs, 2009). miRNA'nin hedefi olan
mMRNA (zerinde 2-8 nikleotidlik bir baglanma bdlgesi bulunur ve bu bdlge
miRNA  davranisi igin kritik oneme sahiptir. MiRNA-mRNA
komplementerligi tam ya da tama yakin ise hedef mRNA'nin yikimi
gerceklesir, komplementerlik daha az ise translasyon baskilanir (Topal,
2014) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. miRNA’larin olusumu ve fonksiyonu (Winter et al., 2009)

2. 2. 3. 1. 2. miRNA’lar ve kanser

Onkogen ve/veya tumor slpresdr proteinleri kodlayan genlerdeki
degisimlerin kansere neden oldugu bilinmektedir. Son yillarda kanser
gelisimi ve timoér olusumunda miRNA’larin da 6nemli etkiye sahip oldugu
belirlenmis ve kanserin genetik nedenlerinin daha karmasik oldugu
anlasiimistir. Kanserle iliskilendirilmis genomik alanlarin %500]sinden
fazlasinin miRNA kodlayan genlerden olusmasi miRNA'larin kanser
patojenezinde 6nemli oldugunu ortaya koymustur (Asci Celik, Aslan Kosar
& Ozcelik, 2013).
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miRNA'lar post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol
eden molekullerdir. miRNA’lar mRNAlarin 3" UTR bdlgeleriyle baz eslesmesi
yaparak mRNA yikimini saglar veya traslasyona ugramalarini engellerler
(Bandres et al., 2009; Lehmann et al., 2008; Lujambio et al., 2007; Saito
et al., 2006). miRNA'lar dokuya spesifik olarak eksprese olur ve hicre
farklilasmasi, cogalmasi ve apoptozis gibi anahtar hicresel yolaklarin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Lehmann et al., 2008; Saito et al.,
2006; Saydam et al., 2011).

MikroRNA’larin kanserlesme sirecine etkisi ilk olarak miR-15a ve
miR16-1'in kesfedilmesi ile rapor edilmis olup, bu mikroRNA’larin etki
mekanizmasi ise 2005 yilinda Cimmino ve arkadaslarinin yayinladiklar
calisma ile ortaya konmustur. Bu iki miRNA'nin ekspresyon seviyelerinin
KLL (Kronik Lenfositik Losemi) hlcrelerinde, anti-apoptotik B hicreli
lenforna proteini olan Bcl-2'nin Gretimi ile ters iliskili oldugu tespit
edilmistir. Boylelikle Cimmino ve arkadaglari miR-15a ve miR16-1‘in timor
supresor aktiviteye sahip olduklarini tespit etmislerdir (Cimmino et al.,
2005; Saydam et al., 2011).

miRNA’lar hedefledikleri mRNA'nin molekiler yolaklardaki o6zelligine
gbre onkogenik veya tumor baskilayict miRNA'lar olarak belirlenmistir.
Cesitli kanser olgularinda, ekspresyonlari artan miRNA’lar onkogen
miRNA ya da onkomir olarak tanimlanmis olup, bu grup miRNA'lar
cogunlukla kanser tirlerinde kontrolsliz blylmeyi arttirici ve/veya anti-
apoptotik yénde fonksiyon gosterirler. Ilk olarak kesfedilen onkogenik
miRNA'lardan bir tanesi miR-155"tir. Mir-155'in hedef mRNA’sI tam olarak
belirlenememis olmakla birlikte, son zamanlarda yapilan calismalarda,
miR-155’in B hicreli lenfoma, meme, pankreas, akciger ve Hodgkin’s
lenfoma gibi kanserlerde yliksek ekspresyon sergiledigi gosterilmistir (Asci
Celik et al., 2013; Saydam et al., 2011; Tam, Ben Yehuda & Hayward,
1997).

Onkomir’larin aksine onkogenlerin ekspresyonu Uzerine etkili olan
miRNA'lar timoér stpresér miRNA’lar (TS-mir) olarak tanimlanir. TUmor
baskilayici miRNA’lar timoér olusumunu onkogenleri baskilayarak ve
farklilasmayi sadlayan genlerin aktivitesini artirarak engel olurlar.
Dolayisiyla timor baskilayictc miRNA'larin  ekspresyonunun azalmasi
onkogenin ekspresyonunun artmasina ve timor olusumuna sebep olur
(Topal, 2014).

Ilk kesfedilen miRNA’lardan biri olan let-7, ayni zamanda tumor
baskilayici 6zellik gosterdigi belirlenen ilk miRNA’lardandir. let-7'nin
kanserlerde genellikle delesyona ugrayan bir kromozomal bdlgede
bulunmasi ve gen ifadesinin azalmasinin onkojenik farklilasma kaybina yol
actiginin belirlenmesi let-7'nin timor baskilayicl etki gdsteren bir miRNA
olarak kabul edilmesine sebep olmustur (Asci Celik et al., 2013; Topal,
2014).
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2. 2. 3. 1. 3. miRNA ve DNA metilasyonu

Degismis miRNA seviyelerinin karsinogeneziste 6nemli role sahip
oldugu bilinmesine ragmen miRNA ekspresyonunun epigenetik
mekanizmalar Gzerine etkisi cok net degildir. DNA metilasyonu veya histon
modifikasyonlari gibi epigenetik mekanizmalarin bu dlizenlenmeden
etkilenebilecegi ve mIiRNA ekspresyonunun DNA metilasyonunu direkt
veya dolayh olarak dizenleyebilecegi belirtiimektedir (Han et al., 2007;
Iorio et al., 2010; Weber et al., 2007).

Son vyillarda vyapillan calismalarda, bazi mikroRNA’larin DNA
metiltransferazlan hedefledigi ve kanserdeki metilasyon degisiklikleri ile
iliskili olduklari belirlenmistir (Fabbri et al., 2007). Bu sekilde epigenetik
kontrol bilesenlerini hedefleyen miRNA grubuna epi-miRNA adi verilir. Epi-
miRNA alt grubu ilk kez akciger kanserinde miR-29’un DNA metiltransferaz
DNMT3a ve DNMT3b'yi hedeflediginin belirlenmesi ile tanimlanmistir. Bu
kesif daha 6nce bilinmeyen bir dlizenleyici mekanizma olan miRNA'larin
dogrudan DNA metiltransferazlar ve histon deasetilazlar gibi epigenetik
elemanlari kontrol ettigini gostermistir (Asrih & Steffens, 2013; Valeri et
al., 2009).

Benzer sekilde miR-148a ve miR-148B’'nin de DNMT3b ekspresyonunu
kontrol ettigi belirlenmistir. Mir148 ailesi, DNMT3b mRNA’sinin kodlama
bélgesinden farkh bir bdlgeye baglanarak (3'-UTR’ye dedil) de novo
DNMT'nin ekspresyonunu dizenledigi gibi DNMT3b’'nin birkag farkh splice
varyantinin ekspresyonunu dulzenleyebilir. miR148 ailesinin epi-miRNA
olarak tanimlanmasindan bu yana cesitli timor tiplerinde arastirilmis ve
kendi promoétor boélgesinin de siklikla hipermetile oldugu bulunmustur
(Duursma, Kedde, Schrier, Le Sage & Agami, 2008; Valeri et al., 2009).

Epi-miRNA ailesinin bir diger Gyesi miR-200 ile yapilan bir calismada
mide timoér dokularn ve gastrik kanser hicre dizilerinde miR-200b ve miR-
200c’nin DNMT3a, DNMT3b ve SP1’i (DNMT1 geninin bir transaktivatori)
hedefledigi ve asiri eksprese olduklarinda DNMT1, DNMT3a ve 3b
proteinlerinin ekspresyonlarini baskiladigi belirlenmistir. Bu etkinin 6nce
global DNA metilasyonunda azalmaya daha sonra promotér DNA
metilasyonu nedeniyle de pl16, RASS1A1 ve e-kaderin‘in yeniden
ekspresyonuna neden oldugu ve boylelikle bu epi-miRNA ailesinin
kanserlesme sirecinde dnemli role sahip oldugu belirlenmistir (Tang et al.,
2013).

Translasyon sonrasi dizenlemede énemli role sahip olan miRNA'lar
ayni zamanda genetik olarak kontrol edilmektedir. miRNA dizilerinde
meydana gelen genetik varyasyonlarin miRNA ekspresyonunu veya
olgunlagsmasini degistirebilecedgi ve bu mekanizma Uzerinden de kanser
gelisimi ve ilerlemesine neden olabilecedi belirtilmistir (Kim et al., 2010).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gereg

Calismamiz icin gerekli olan Etik Kurul onayi, Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 2012 vyil
45 karar numarasi ile verilmistir. Arastirmamizda analizi gerceklestirilecek
genetik polimorfizmler icin gerekli malzemelerin saglanabilmesi amaciyla
calisma proje onerisi haline getirilmistir. Eskisehir Osmangazi Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu 6 Temmuz 2012 tarihinde
201241020 proje numarasi ile proje énerimizi destekleme karari almistir.

3.1.1. Calisma grubu bireyleri ve érneklerin toplanmasi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Gdgis Hastaliklari
Anabilim Dalina 1 Adustos 2012 ile 1 Ocak 2014 tarihleri arasinda
basvuran 80 yas alti 90 akciger kanseri hastasi ile 90 saglikh kontrol birey
calismamiza dahil edilmistir. Calismanin igerigiyle ilgili olarak tim
hastalara detayh bilgi verilerek hastalardan imzali onam formu alinmis,
bilgilendirilmis ayrintii onam formlarini imzalamayan hastalar calismaya
dahil edilmemigtir.

Calismamizin dislama kriterleri asagida belirtilmistir:

e 30 yasindan kucuk, 80 yasindan buyuk bireyler
e Akciger kanseri haricinde baska bir malignensiye sahip hastalar

e Akciger kanseri tanisi konmus ancak kemoterapi veya
radyoterapi tedavisine basglamis hastalar

e Kontrol bireylerde herhangi bir malignensiye veya kronik bir
hastalida sahip olanlar

Her hastadan genetik varyasyon analizi icin EDTA’h tlipe 2 ml ven6z
kan o6rnegi alinmistir. Calismamiza dahil edilen bireylerin demografik ve
klinik 6zellikleri hakkindaki bilgiler kendilerinden ve kemoterapi hazirlik
dosyalarindan elde edilmistir.

Hastalardan elde edilen demografik ve klinik 6zellikler su sekildedir;

Demografik Ozellikler:
- Cinsiyet

- Yas

- Beden kutle indeksi

27



Hastanin Klinik Ozellikleri:

Gunluk sigara kullanimi ve sulresi
Ak toprak (asbest) maruziyeti
Ailede kanser hikayesi

Sahip olunan kronik hastaliklar

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Mikrosantrif(j
Buzdolobi

Vorteks

Nano spektrofotometre
Derin dondurucu

PCR (Polimerase Chain Reaction) cihazi (Bio-Rad C1000 Thermal
Cyler, California, USA)

Otomatik pipet seti

Elektronik pipetleme ve dagitim seti (Eppendorf Repeater®
Xstream Electronic Pipette)

Ceker ocak

MassARRAY Nanodispenser
MassARRAY Kitle Spektrometresi
Su banyosu

PCR plaka rotorlu santrif(j

PCR plaka déndurtci

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler

Vacutainer kan toplama seti

Steril laboratuvar eldiveni

EDTA'lI mor kapakli kan alma tapu (2 ml)

Plastik pastor pipeti

% 98,9'luk Etil alkol

DNA izolasyon kiti (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit)

Polipropilen kapakl steril mikrosantriflj tipu (2 ml, DNAaz ve
RNAaz free)

Steril mikropipet ucu (100-1000 pl)
Steril mikropipet ucu (10-100 pl)
Steril mikropipet ucu (0,5-10 pl)
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Vida kapakli, contal polipropilen yapida mikrosantrifij tupa (2 ml,
DNAaz ve RNAaz free)

DNA o6rneklerini saklama kutusu

miR 15b (rs146020563) varyanti igin primer cifti
miR 15b (rs192595529) varyanti igin primer cifti
miR 25 (rs41274221) varyanti igin primer cifti
miR 26b (rs188612260) varyanti igin primer cifti
miR 92b (rs12759620) varyanti icin primer cifti
miR 101-2 (rs138231885) varyanti igin primer cifti
miR 125a (rs12975333) varyanti icin primer cifti
miR 125a (rs143525573) varyanti icin primer cifti
miR 128-1 (rs117812383) varyanti igin primer cifti
miR 148b (rs185315720) varyanti icin primer cifti
miR 148b (rs74878365) varyanti icin primer cifti
miR 200b (rs72563729) varyanti igin primer cifti
miR 339 (rs13232101) varyanti igin primer gifti
miR 339 (rs145196722) varyanti igin primer cifti
miR 339 (rs72631820) varyanti igin primer cifti
miR 339 (rs72631831) varyanti icin primer cifti
miR 367 (rs150161032) varyanti igin primer cifti
miR 377 (rs189165474) varyanti igin primer cifti
miR 429 (rs138358853) varyanti igin primer cifti
miR 429 (rs183812340) varyanti igin primer cifti
miR 513c (rs145416750) varyanti icin primer cifti
miR 513c (rs184216167) varyanti icin primer ifti
miR 513c (rs193119939) varyanti igin primer gifti
miR 561 (rs112456539) varyanti icin primer gifti
miR 561 (rs184508542) varyanti icin primer gifti
miR 720 (rs182926610) varyanti igin primer cifti
miR 1274a (rs318039) varyanti igin primer cifti
miR 1275 (rs76156362) varyanti icin primer gifti
miR 3202 (rs188912830) varyanti icin primer cifti
miR 3662 (rs117905199) varyanti icin primer cifti
miR 3662 (rs182791806) varyanti icin primer cifti
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miR 4465 (rs111516728) varyanti igin primer cifti

miR 4465 (rs5880480) varyanti icin primer cifti

MiR 4465 (rs62919962) varyanti igin primer cifti

miR 4465 (rs72556173) varyanti igin primer cifti

miR 4747 (rs182946132) varyanti icin primer cifti

miR 4747 (rs77046863) varyanti igin primer cifti

miR 15b (rs146020563) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 15b (rs192595529) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 25 (rs41274221) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 26b (rs188612260) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 92b (rs12759620) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 101-2 (rs138231885) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 125a (rs12975333) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 125a (rs143525573) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 128-1 (rs117812383) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 148b (rs185315720) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 148b (rs74878365) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 200b (rs72563729) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 339 (rs13232101) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 339 (rs145196722) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 339 (rs72631820) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 339 (rs72631831) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 367 (rs150161032) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 377 (rs189165474) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 429 (rs138358853) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 429 (rs183812340) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 513c (rs145416750) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 513c (rs184216167) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 513c (rs193119939) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 561 (rs112456539) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 561 (rs184508542) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 720 (rs182926610) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 1274a (rs318039) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 1275 (rs76156362) varyanti igin Extension PCR primeri
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miR 3202 (rs188912830) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 3662 (rs117905199) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 3662 (rs182791806) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 4465 (rs111516728) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 4465 (rs5880480) varyanti icin Extension PCR primeri
mMiR 4465 (rs62919962) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 4465 (rs72556173) varyanti igin Extension PCR primeri
miR 4747 (rs182946132) varyanti icin Extension PCR primeri
miR 4747 (rs77046863) varyanti igin Extension PCR primeri
Deiyonize su (dH;0)

PCR reaksiyonlari igin ultra saflastirilmis distile su

384 kuyucuklu PCR plakasi

384 kuyucuklu PCR plakasina uygun steril optik yapiskan film
PCR Buffer (10X, 20 mM MgCl; iceren)

25 mM Mg,Cl

HotStarTag DNA Polimeraz (5U/ul)

dNTP karisimi (Her birinden 25 mM)

Shrimp Alkalen Fosfataz Buffer (10X)

Shrimp Alkalen Fosfataz enzimi (1.7 U/ul)

iPLEX GOLD Buffer

iPLEX Termination Mix

iPLEX Enzim

Steril Rezin (Resin)

3-point kalibrant

MassARRAY sistemine uygun cip (SpectroCHIP)
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3.2. YONTEM

3.2.1. miRNA hedeflerinin ve miRNA genleri iizerinde yer alan
SNP’lerin belirlenmesi

Calismamizda DNA metilasyonunda goérevli olan DNMT’ler ve MBD’leri
hedefleyen miRNA’lara ait genetik varyasyonlarin  belirlenmesi
planlanmigtir.  Bunun igin  dncelikle  http://mirdb.org/miRDB  ve
http://www.targetscan.org veri tabanlari kullanilarak DNA metilasyonunda
gbrevli DNMT1, DNMT2 (TRDMT1), DNMT3a, DNMT3b, MBD1, MBD2 ve
MeCP2'yi hedefleyen miRNA’lar tespit edilmistir. Ornek olarak miRDB ve
TargetScanHuman veri tabanlarinda DNMT1'i hedefleyen miRNA’lar Sekil
3.1 ve 3.2.'de go6sterilmistir.

Gene 1786 is predicted to be targeted by 6 miENAs in miEDB

T];:E:It Tﬁlrf;t TS'::gr:t miBNA Name Gene Symbol |Gene Description

Details 1 20 hsa-miF-152 DINMTI DNA (cyvtosine-3-)}-methyltransferasze 1
Details 2 n hza-miP-142b DNMTI DMNA (cytosine-3-}methyltransferase 1
Details 3 76 hza-miR-148a DMNMTI DNA (cytosine-3-)-methyltransferasze 1
Details 4 66 hza-miP-183 DNMTI DMA (cytosine-3-)-methyltransferase 1
Details 3 64 hza-miF-142-3p DINMTI DNA (cytosine-3-}-methyltransferase 1
Details & 55 hza-miP-1264 DMNMTI DMNA (cytosine-3-}methyltransferase 1

Sekil 3.1. miRDB veri tabani ile DNMT1'i hedefleyen miRNA'larin belirlenmesi

TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 6.2: June 2012

Human DNMT1 3'UTR

10 20 30 0 5 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 3

Gene
Human DNHT1 NM_001130823 3” UTR length:321
Conserved sites for njisdo.families booadl aewvertebrates
miR-148ab- 3p/152 Key:
— Sites with higher probability of preferential conservation

[Show conserved sites for mIRNA families conserved only smong mammals]

B 8mer | 7mer-m8 |l 7mer-1A i} 3' comp*
NA families conserved among mammals or vertebrates)

NA families] Sites with lower probability of preferential conservation
B 8mer |l 7mer-m8 [l 7mer-1A |l 3’ comp*

|Hsa UCAC----CCCUGUUUCUG-~-GCACCAGGARUCCCCARCA
|Ptx uCAC————CCC\JGJULCJG--GCACCAG"AAuCCCC«AC
Mm) UCAC----C

Oqa UCAC----CU JGU’JUCUG--GCACCAG"AAUUU---
Tbe CCGCmm == CGUCUCCG-~-GCACCAGGAR-CCCCC.
I UCACCC; 'CCCA

GCACCAGGAAUCCCCAZ JGU=-~ ARCAU-GU-~-~ CACAUG - UACAUGGU!
AACUU- GU----JGAAAUCUGUCA--JUUCAAACGJG-----UUGUACAUGGJGJUUGUGGCC
qunCCC\_GJ----CGCCA\JL..vuJ\.G--L./\.u\.&.oUqu-----UL\.J\_\.udaeJ..U\_\JL:UaCCC\

Sekil 3.2. TargetScan veri tabani ile DNMT1'i hedefleyen miRNA’larin belirlenmesi
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http://mirdb.org/miRDB
http://www.targetscan.org/

Belirlenen miRNA’lar NCBI Gene veri tabaninda taranmis ve genetik
varyasyona sahip miRNA genleri belirlenmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/, 13-03-2012) (Sekil 3.3).

" & MIR148B microRNA 148b [Ho... \+

€ @ www.ncbinim.nih.gov/gene/442892 ¢ ||B) - Googie
Annotation release Status Assembly Chr  Location
106 current GRCh38 (GCF_000001405.26) 12 NC_000012.12 (54337216..54337314)
105 previous assembly GRCh37.p13 (GCF_000001405.25) 12 NC_000012.11 (54731000..54731098)

Chromosome 12 - NC_000012.12
[ 54280696 p [ 54391299 p

HNRNPA1L CoPZ1 GPRS4
NFE2 HIR145B 4 ZNF38SA

~ Genomic regions, transcripts, and products
Go to reference sequen
Genomic Sequence: NC_000012.12 chromosome 12 reference GRCh38 Primary Assembly v

Go to nucleotide:  Graphics FASTA

) NC_000012.12: 54M..54M (148bp)~ | Find v el - = + T T ATools~ | £ Configure
|54,337,200 |54,337,220 [54.337,240 |54,337 260 |54,337, 280 |54,337,300 |54,337,320

Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 106

MIRi4sE [ > > >
Cited Variants, dbSNP 141 (Homo sapiens Annotation Release 106)
ClinVar Short Variaticns based on dbSNP 141 (Homo sapiens Annotation Release 106)

dbSNP 141 (Homo sapiens Annotation Release 106) all data
rs145514115 =

rsi85315720 = rs74878365 =

dbSNP 141 (Homo sapiens Annotation Release 106) Cited

ClinVar Large Variations based on dbVar

RNA-seq exon coverage, aggregate (filtered, log2 scaled), NCBI Homo sapiens Annotation Release 106

RNA-seq intron features, aggregate (filtered), NCBI Homo sapiens Annotation Release 106

Sekil 3.3. NCBI Gene veri tabanindan varyasyon tespiti (miR148B).

miRDB, TargetScanHuman ve NCBI veri tabani taramalar sonucunda
genetik varyasyona sahip olup, DNMT'ler ve MBD’leri hedefleyen 22 miRNA
ile 37 SNP (tek nukleotid polimorfizmi) iliskilendirilmistir (Tablo 3.1).



Tablo 3.1. DNMT'ler ve MBD'leri hedefleyen 22 miRNA ile bu miRNA’lar Gzerinde
yer alan 37 SNP.

miRNA Hedefi SNP
rs146020563
MIR 158 MBD1 rs192595529
MIR 25 MBD2 rs41274221
MIR 26B DNMT3B rs188612260
MIR 92B MBD2 rs12759620
MIR 101-2 | DNMT3A rs138231885
512975333
MIR 125A | MBD1 ia3555253
MIR 128-1 | MBD2 rs117812383
DNMT1 185315720
MIR 148B | humT3B rs74878365
MIR 200B | DNMT3A rs72563729
rs72631831
rs145196722
MIR 339 DNMT3B S e31890
rs13232101
MIR 367 MBD2 150161032
MIR 377 MBD1 rs189165474
5183812340
MIR 429 DNMT3A 2138358353
rs145416750
MIR 513c | TRDMT1 rs184216167
rs193119939
rs112456539
MIR 561 DNMT3B igatoaar
MIR 720 DNMT3A 5182926610
MIR 1274a | DNMT3B rs318039
MIR 1275 | MeCP2 rs76156362
MIR 3202 | MeCP2 5188912830
182791806
MIR 3662 | TRDMT1 117905199
rs111516728
62919962
MIR 4465 | DNMT3B 280480
rs72556173
MIR 4747 | MeCP2 rs182946132

rs77046863
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=146020563
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=192595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=41274221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=188612260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12759620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=138231885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12975333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=143525573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=117812383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=185315720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=74878365
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72563729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72631831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=145196722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72631820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13232101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=150161032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=189165474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=183812340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=138358853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=145416750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=184216167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=193119939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=112456539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=184508542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=182926610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=318039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=76156362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=188912830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=182791806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=117905199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=111516728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=62919962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5880480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72556173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=182946132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=77046863

3.2.2. DNA Izolasyonu ve miktarinin belirlenmesi

DNA izolasyonu igin PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, California, USA) kullanildi.

Izolasyon Prensibi

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, spin ile kolon bazli nikleik asit
izolasyonu teknigini kullanmaktadir. Bu teknik kati bir faz kullanarak
nikleik asitlerin hizli bir sekilde saflastiriimasini saglamaktadir. Nikleik
asitlerin baglandigi bu kati faz, genellikle silika bazli bir zardan meydana
gelmektedir. PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, hicreleri lize eden ve
hiicre proteinlerini denatiire eden kaotropik tuzlarin varliginda silika bazl
zara DNA'y1 secici olarak baglamaktadir. Guanidin hidroklorid tuzu
kaotropik tuz olarak kit ¢ozeltisinde kullaniimistir. Kit kullanma klavuzu,
izolasyon protokoli sonunda istege gore 25-200 pl araliginda elisyon
solisyonu kullanilabilecegini bildirmistir. 100 ul kan &rnedinden
saflastirlan genomik DNA'nin kullanilan elisyon sollisyonuna goére
konsantrasyonu ve miktari Grafik 3.1'te gésterilmistir
(http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/purelink_genomic_
man.pdf, 30-11-2013).

80.0 T 2.50
50.0 [
} ..... I - T 200
[ — Lt Konsentrasvon
T—— + = = = M4 Mikten

20.0 T

Konsantrasyon  (nglul)

DNA Miktar (ug)

0.0 T T T 0.00
25 50 100 200

Eliisvon Hacmi (ul)

Grafik 3.1. 100 pl kandan izole edilen DNA'nin elisyon hacmine gére konsantrasyon
grafigi
(http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/purelink_genomic_man.pdf,
30-11-2013)
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Izolasyon Protokolii

Su banyosu 55°C olarak ayarlandi.

EDTA'lI tipe alinmis taze kandan steril 2 ml’lik mikrosantriftj tipline
200 pl kondu. Eger kan +4°C’de birkac glin bekletilmis ise yavasca
alt Ust edilerek karistirildiktan sonra tam kan halinde mikrosantrif(ij
tplne konuldu.

Kit sollisyonlart icerisinde bulunan proteinaz K’'dan 20 pl,
mikrosantrifij tiplndeki 6érnek tGzerine eklendi.

Yine kit solisyonlari igerisinde bulunan RNAaz A’dan 20 pl, érnek
Uzerine eklendi. Karisim iyice vortekslendi. Daha sonra karisimin oda
sicakliginda 2 dakika inkiibasyonu yapildi.

Karisim (zerine kit sollsyonlari icerisinde bulunan PureLink™
Genomic Lysis/Binding Buffer'dan 200 pl eklenerek homojen bir
solisyon elde etmek icin mikrosantrifij tipul iyice vortekslendi.

Proteinlerin parcalanmasini tesvik etmek igin karisim su banyosunda
550C’'de 10 dakika inkube edildi.

Inkiibasyondan sonra lizat Gzerine 200 pl %98,9'luk etil alkol
eklendi. Homojen bir sollisyona ulasmak icin mikrosantriftij tupt 5
saniye iyice vortekslendi.

Kit ambalaji icerisinden bir toplama tlpl igerisine yerlestiriimis
PureLink™ Spin Column ¢ikarildi.

PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer ve etil alkol ile birlikte
yaklasik olarak 640 pl gelen lizat, mikrosantrifij tiptinden alinarak
PureLink™ Spin Column igerisine aktarildi.

icerisinde lizat bulunan PureLink™ Spin Column, oda sicakh§inda 1
dakika 10.000 g’de santriftj edildi.

Santriflj sonrasinda icerisinde atik sollisyon bulunan toplama tupu
atildi. PureLink™ Spin Column, kit ambalaji icerinde bulunan yeni bir
toplama tlpu icerisine yerlestirildi.

Yeni bir toplama tipiine vyerlestirilmis PureLink™ Spin Column
icerisine kit sollUsyonlari ile birlikte verilen ve protokol édncesinde etil
alkol ile hazirlanmis 500 ul Wash Buffer 1 eklendi.

PureLink™ Spin Column oda sicaklifinda 1 dakika 10.000 g'de
santrifuj edildi.
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Santrifij sonrasinda icerisinde sollisyon biriken toplama tupu
atilarak PureLink™ Spin Column yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
PureLink™ Spin Column igerisine kit sollisyonlari ile birlikte verilen
ve protokol dncesinde etil alkol ile hazirlanmis 500 pl Wash Buffer 2
eklendi.
PureLink™ Spin Column oda sicaklifinda maksimum hizda 3 dakika
santrifj edildi.

Santriflj sonrasinda icerisinde sollisyon biriken toplama tapu atildi.
PureLink™ Spin Column, 2 mllik, kapadi koparilmis, steril
mikrosantriflij tlpU icerisine vyerlestirilerek kapagi acildi ve oda
sicakliginda 1 dakika inkibe edildi.

kTM kTM

PureLin Spin Column igerisine 50 pl PureLin Genomic Elution
Buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

PureLink™ Spin Column oda sicakliinda maksimum hizda 1 dakika
santrifij edildi.

Santrifij sonrasinda, PureLink™ Spin Column altinda bulunan
mikrosantrifij tipu saflastiriimis genomik DNA iceren yaklasik olarak
50 pl gbzeltiye sahipti.

Ust kissmdaki PureLink™ Spin Column, DNA iceren mikrosantrifiij
tipunden cikarilarak steril yeni bir mikrosantriftij tipline yerlestirildi.

kTM kTM

PureLin Spin Column igerisine 50 pl PureLin Genomic Elution
Buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

Yeni santrifiij tupine yerlesik PureLink™ Spin Column, oda
sicakhidinda maksimum hizda 1,5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda PureLink™ Spin Column altinda bulunan
mikrosantrifj tipd saflastirimis genomik DNA iceren yaklasik olarak
50 pl ¢dzeltiye sahipti.

Saflastiriilmis genomik DNA iceren birinci ve ikinci santriftij tupleri
birlestirilerek genotip analiz zamanina kadar -20'de saklandi.

Ilk 50 pl'lik eliisyon muamelesi, silikaya baglanmis DNA'nin yaklasik

olarak %80'ni elde etmekte, ikinci 50 pl'lik elisyon muamelesi ise geri
kalan kismi yakalamayi saglamaktadir.

DNA miktarinin belirlenmesi

DNA izolasyon kiti ile elde edilen DNA o6rneklerinin miktari ve saflik

derecesi Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Wilmington, DE, ABD) spektrofotometresi ile dlculda (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Thermo Scientific NanoDrop™ 1000

Genotip analizlerin yapilacagi MassARRAY sistemi, fazla miktarda PCR
amplikonlarina ihtiyag duydugdu icin kalip genomik DNA'nin ylksek saflikta
olmasi gerekmektedir. Bu nedenle, Thermo Scientific NanoDrop™ 1000
spektrofotometrenin 260 ve 280 nm dalga boylarinda 6lgtligl absorbans
degerlerinin oraninin (Azeo0/A280) 1,7 ile 2,0 arasinda olmasi sarti arandi.
Bu araliktaki oran dederleri en dlsik protein kontaminasyonunu
gbstermektedir(http://www.nanodrop.com/library/nd-1000-v3.7-users-
manual-8.5x11.pdf, 27-10-2013). Olcimden sonra, DNA stok
konsantrasyonu 50 ng/pL olacak sekilde o6rnekler elisyon sollsyonu ile
sulandiridi.

3.2.3. Genotip analizi

Calismamizda arastirmayi hedefledigimiz ilgili genlerdeki
varyasyonlarin genotipleri, Sequenom MassARRAY® System (Sequenom
Inc., San Diego, California, ABD) kullanilarak analiz edildi. Sequenom
MassARRAY® sistemi hedefteki genetik materyalin ve/veya varyantin
miktarinin etkin ve hassas olgimunin yapildigi DNA analizi platformudur.
Bu platform, MassARRAY Nanodispenser ve MassARRAY Analyzer
cihazlarindan olusmaktadir (Sekil 3.5). MassARRAY Nanodispenser,
SpectroCHIP array Uzerine hizli sekilde 6rnek transferini gergeklestirmek
icin  kullanilmaktadir. MassARRAY Analyzer ise oOzellikle genomik
uygulamalar icin dizayn edilmis, masa ustid tam otomatik bir MALDI-TOF
(Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kitle
spektrometresi) kitle spektrometresidir (Millis, 2011).
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Sequenom MassARRAY® sistemi, somatik mutasyon profilleme,
genotipleme, metilasyon analizi ve kantitatif gen ekspresyonu gibi gesitli
uygulamalarin yapilmasina imkan tanimaktadir (Millis, 2011). Biz bu
platformda Iplex GOLD SNP genotiplemesini yirittiik.

NONIAMNMOAS

Sekil 3.5. Sequenom MassARRAY® Sistemi

3.2.3.1 Iplex GOLD SNP genotipleme prensibi

Iplex GOLD, SNP genotipleme icin 6nde gelen bir teknolojidir.
MassARRAY sistemi Uzerinde ydulratulen bu uygulama GWAS (Genome-
Wide Association Studies) ve badlanti analizi calismalarinin dogru
haritalandiriimasinda ve validasyonunda, hatta ilgili alanlara yonelik SNP
panelleri ile rutin genetik test olarak cok yaygin kullanilmaktadir (Millis,
2011).

Iplex GOLD analizinin onlarca SNP'nin ayni anda genotiplendirilmesi
ozelligi ylzlerce calismada kullaniimistir. Rutin olarak istenilen bdlgelere
yonelik dizayn kapasitesi ile hem yliksek seviyede esneklige sahip, hem de
her bir genotip icin cok disik maliyet sunmaktadir (Gabriel, Ziaugra &
Tabbaa, 2009; Millis, 2011).
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Iplex GOLD reaksiyonu insersiyonlar, delesyonlar, yer dedisimler ve
diger polimorfizmler igin evrensel bir yontemdir. DNA amplifikasyonu, SAP
(Shrimp Alkalen Fosfataz) reaksiyonu, Iplex GOLD reaksiyonu, rezin ile
temizleme ve MALDI-TOF analizi asamalarindan olusmaktadir (Sekil 3.6)
(Gabriel et al., 2009).

Amplifikasyon

10-mer tag

forward PCR primgr
§...—b K -3
3 [G/C) 5

Genomic DNA
reverse PCR primer
10-mer tag
PCR Uriinii l
[C/G)
[G/C]

}

SAP Uygulamasi

IPLEX Reaksiyonu l

SNP bolgesiicinde uzama
e C —

Primer J SNP bolgesiicinde uzama
———

|

Orneklerin islenmesi ve dagitimi

O

Spektro Goruntiisi l

‘ { lJJ jrl HUJHIJ |

24-plex spectrum

MALDI-TOF Kiitle Spektrometre Analizi

Sekil 3.6. iplex GOLD Reaksiyonu (Gabriel et al., 2009)
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Iplex GOLD genotiplemesinde ilk 6nce, hedeflenen SNP veya
mutasyonlar belirlenerek varyasyona uygun amplifikasyon ve uzama
primerleri icin dizayn yapilir. Bu analiz icin varyasyon bdlgesini icine alan
en uygun amplikon uzunluk arahd 80-120 bg'dir. Amplikonlarin 400
b¢’den yukari olmasindan kaginilmaldir. Kitle spektrumundaki karisikhgi
onlemek ve PCR performansini arttirmak icin, amplifikasyon primerlerinin
kitlesinin uzama primerlerinden ve uzama Uurunlerinden farkli olmasina
dikkat edilmelidir. Primer dizayni yaparken primer dimer olusumuna dikkat
etmek, 6zellikle multipleks reaksiyonlar icin ¢cok 6énemlidir. Amplifikasyon
ve uzama primerlerinin dizayninin Sequenom Assay Designer v3.1
yaziliminda yapilmasi en uygun olanidir. Primerlerin kitlelerini arttirmak
icin amplifikasyon primerlerinin 5’ uglarina bir 10-mer tag dizisi (5'-
ACGTTGGATG-3') eklenerek dizayn yapilir. Bdylelikle bu primerler MALDI-
TOF kitle spektrometresinin tespit araligi disinda kalir (Gabriel et al.,
2009).

Primerler dizayn edildikten sonra genotiplendirilecek DNA 6rnekleri
miktarinca multipleks PCR reaksiyonu icin primer karisimi hazirlanir.
Sequenom Assay Designer v3.1 vyazilminda ayni ortamda dimer
olusumuna neden olan primerler igin PCR plakalarinda farkli bir kuyucuk
ve farkli bir primer karisimi uygulanmaktadir. PCR reaksiyonlari icin hasta
kapasitesine ve analiz edilecek varyasyonlarin miktarina gére 384
kuyucuklu veya 96 kuyucuklu PCR plakalari secilmektedir. Tek primer
karisimi hazirlanacak ise her bir DNA 6rnegi plaka Uzerinde tek kuyucuda,
dimer olusumu gdz 6nune alinarak birden fazla karisim hazirlanacak ise
karisim sayisi miktarinca kuyucuga DNA pipetlenmelidir. Negatif kontrol
olusturmak icin primer karisim sayisi miktarinca plakanin ilk kuyucuklarina
ornek pipetlemesi yapilmaz, buralara sadece PCR karisimi eklenmelidir.
Kltle spektrometresinin analizi sirasinda bu kuyucuklarda herhangi bir pik
tespiti kontaminasyon oldugunu bize gosterir (Gabriel et al., 2009).

Iplex GOLD reaksiyonu protokoliinde bildirilen miktarlar uyarinca
multipleks PCR karisimi ve PCR sartlari belirlenir. Primer karisimi sayisinca
PCR karisimi hazirlanarak PCR plakasi Uzerinde her biri 6nceden belirlenen
DNA 6rnegdinin bulundugu yere pipetlenir. Daha sonra, protokolde bildirilen
sartlara gore termal cycler'da PCR reaksiyonu yuratulir (Gabriel et al.,
2009).

Istenilen PCR bélgelerinin amplifikasyonu yapildiktan sonra, SAP
reaksiyonu igin protokol oranlarina goére SAP karisimi hazirlanmaktadir.
SAP reaksiyonu PCR amplifikasyonunda baglanmamis dNTP’leri nétralize
etmek icin uygulanmaktadir. Noétralizasyon islemi fosfat gruplarini
kopararak (defosfarilasyon) gerceklestirilir. Karidesten elde edilen bu
enzim alkalen ortamda ve 37°C’de en etkin reaksiyonu gosterdigi icin bu
ismi almistir. SAP karisimi, PCR plakasindaki amplifikasyonu yapilmis
kuyucuklarin tzerine dagitilmaktadir. Daha sonra PCR plakasi, protokolde
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bildirilen sartlara gére termal cycler cihazinda yuratalir (Gabriel et al.,
2009).

SAP reaksiyonundan sonra primer uzama reaksiyonu veya Iplex GOLD
reaksiyonu olarak adlandirilan PCR asamasina gecilir. Primer uzama
reaksiyonu, amplifikasyonu vyapilmis DNA’da SNP’leri veya kulguk
insersiyon/delesyon polimorfizmlerini belirlemek icin kullanilan evrensel bir
yontemdir. Bu reaksiyonda kullanilan primerler, 3’ ucu polimorfik bdlgeye
bitisik sekilde tek uzama primeri olarak dizayn edilir. Uzama reaksiyonu
icin dizayn edilen primerler PCR karisimi hazirlanirken kutlelerine gore 2-4
arasinda dedisen gruplara ayrilir. Grup sayisina gére, PCR reaksiyonunda
yer alacak primerlerin konsantrasyonlari belirlenerek primer uzama
reaksiyonu icin multipleks primer karisimi hazirlanir. Daha sonra, Iplex
GOLD reaksiyonu protokolinde bildirilen miktarlarda PCR karisimi
meydana getirilir. Bu reaksiyona 6zel kutlesi modifiye edilmis ddNTP
karisimi kullanihr (iPLEX Termination Mix). PCR karisimi, PCR plakalar
Uzerinde her o6rnek igin ilgili konumdaki kuyucuda yiklenir. Optimum
duruma getirilmis ve protokolde bildirilmis PCR sartlarina gore plaka
termal cycler cihazinda yuruatdalir (Gabriel et al., 2009).

Primer wuzama reaksiyonundan sonra wuzamis Urunlerin kutle
spektrometre analizini optimize etmek igin dnemli bir temizlik asamasi
gerceklestirilir. Katyonik rezin maddesinin kullanildigi bu asamada amag;
katyonik rezinin iyonlar ile yer degistirme 6zelligini kullanarak Na*, K, ve
Mg*? iyonlarinin ortadan kaldiriimasini saglamaktir. MassARRAY sisteminin
sundugu bir dliizenek sayesinde rezin bitlin kuyucuklara aktarilir. Daha
sonra, PCR plakasinin dondlrilerek oda sicakliginda yaklasik 15 dakika
inkibasyonu yapilir (Gabriel et al., 2009).

Rezin ile temizleme yapildiktan sonra en énemli ve son basamak kutle
spektrometre analizidir. MassARRAY sisteminde bu analizi
gerceklestirebilmek icin plakadaki PCR ve temizleme sonrasi Urlnlerin
sistemin kendine spesifik c¢ipi olan SpectroCHIP’e aktariimasi
gerekmektedir. PCR plakasinda her bir kuyucuktaki drunlerin ¢ip
Uzerindeki kuyucuklara aktarim islemini Nanodispenser RS1000 cihazi
gerceklestirmektedir (Gabriel et al., 2009).

Nanodispenser RS1000 cihazi, cip Uzerinde nano boyutundaki
kuyucuklara programlanabilir sekilde pipetleme yapabilen tam otomatik,
kapali robotik bir sistemdir. Kitle spektrometresinin kalibrasyonunu
yapmak icin, cip Uzerinde o6nceden belirlenen bir kuyucuga 3-point
kalibrant solisyonu pipetlemesi cihaz tarafindan yukleme sirasinda
yapilmaktadir. Bu nedenle, calismaya baslamadan 0&nce kalibrant
bdélmesine 3-point kalibrant eklenmelidir. Nanodispenser RS1000 cihazi
Uzerinde matriks spotlari bulunan cip Uzerindeki kuyucuklara pipetleme
yapabilen igneler ile yaklasik olarak 20 nl PCR druni yidklemektedir
(Gabriel et al., 2009).
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PCR Urunlerinin analizini MassARRAY kiltle spektrometresinde
gerceklestirmek icin, SpectroCHIP cihaza gerekli sekilde yerlestirilir.
MassARRAY, MALDI-TOF teknigini kullanmaktadir. Sistem acildiktan sonra,
cihaza vyerlestirilen c¢ip UuUzerindeki matriks spotlar lazer sayesinde
patlatilarak PCR Urlnlerinin yluzey salinimi (desorpsiyon) ve iyonizasyonu
gerceklestirilir (MALDI). Lazer isini, kltle spektrometresinde desorpsiyon
ve iyonizasyon kaynadl olarak gobrev vyapar. Matriks, lazer isininin
enerjisini absorbe ederek ve PCR Urinlerinin desorpsiyonunu saglayarak
bu teknikte 6nemli bir rol oynamaktadir. Lazer isini etkisiyle hizla dagilan
matriks kimesi, vakum ortamina PCR UrUnlerini tasiyarak iyonizasyon
asamasina destek olur. Ayrica, matriks molekdllleri lazer enerjisinin
tamamini absorbe ederek &rnek zararini ve iyon fragmentasyonunu
minimize etmektedir (Gabriel et al., 2009).

Ugurulan ve iyonize edilen érnek molekdllleri elektrostatik olarak ugus
zamanh bir kitle spektrometresi (TOF-MS) tUpl igine aktarilir. Burada
matriks iyonlarindan ayristirilan érnekler, kitle/ytk oranlarina (m/z) gore
ayri ayri tespit edilerek analiz edilir. Teorik olarak sinirsiz kitle araligi ile
birlikte yuksek iletim ve duyarliik TOF cihazinin kendine has avantajlan
arasindadir. Tdp sonundaki bir iyonun analizi, kiatle/yik (m/z) oraninin
karekoki ile dogru orantili olan ugus zamanina dayanarak yapilmaktadir
(Gabriel et al., 2009).

3.2.3.2 Iplex GOLD SNP genotipleme protokolii
Primer dizayni ve primer karisimi hazirlanmasi

Calismamizda DNMT1, DNMT2 (TRDMT1), DNMT3a, DNMT3b, MBD1,
MBD2 ve MeCP2'yi hedefleyen 22 miRNA genine ait toplam 37 varyasyonu
analiz etmeyi amacgladik. Varyasyon bdlgelerinin amplifikasyonu igin
dizayn edilen ve Uretici firmadan temin edilen primer ciftleri Tablo 3.2'de
gosterilmistir.

Varyasyon bélgelerinin amplifikasyonundan sonra Iplex GOLD
reaksiyonu ile varyasyonun tespit edilmesine yardimci olan uzama
primerleri de dizayn edilerek Uretici firmadan temin edildi (Tablo 3.3).

Yapilan primer dizayn calismasi ile bitin primerlerin ayni anda
multipleks PCR reaksiyonu igin kullanilmasinin dimer olusumuna sebep
olacadi belirlendi. Bu nedenle, dimer olusumuna neden olmayacak sekilde
20 adet primer ciftinin PCR plakasinda 1. kuyucukta, 11 adet primer
ciftinin 2. kuyucukta, 5 adet primer ciftinin 3. kuyucukta ve 1 adet primer
ciftinin 4. kuyucukta PCR reaksiyonuna sokulmasi planlandi. Uzama
reaksiyonu primerleri de ayni plan c¢ercevesinde kullanildi. Bu doért
kuyucukta (kuyucuk 1-4) yer alacak primerler Tablo 3.2’de ve Tablo
3.3'de gosterilmistir. Dort farkll kuyucuk igin dort farkli primer karisimi
dolayisiyla dort farkli PCR karisimi hazirlanmasi planlandi.
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Uretici

firmadan temin edilen amplifikasyon primerleri
konsantrasyonda goénderilmisti.

Kuyucuk 1-4

50 uM
icin hazirlanacak primer

karisiminda her bir primer konsantrasyonu 0.5 pM, final hacminin ise
distile su ile tamamlanarak 200 pl olacak sekilde hesaplamasi yapildi.
Sonug olarak, toplam hacmi 200 pl olan 20, 11, 5 ve 1 primer seti iceren

dort ayn

primer karisimi

duruma getirildi.

hazirlanarak PCR amplifikasyonu

icin hazir

Tablo 3.2. DNA amplifikasyonu icgin dizayn edilen oligontkleotid primer ciftleri

=
=}
§ SNP Forvard (5'-3’) Primer Dizisi Reverse (5’-3") Primer Dizisi
2
rs184508542 | ACGTTGGATGCCAGAGCTACAAAGGCAAAG | ACGTTGGATGCCACAGTATTCAGTCTCCTC
rs72631820 ACGTTGGATGTCCTCCAGGAGCTCACGTGT ACGTTGGATGACACTGGGGCAGGCGCCG
rs143525573 | ACGTTGGATGACCCTTTAACCTGTGAGGAC | ACGTTGGATGATTCCCCAGGTGTGTGGTTG
rs12759620 ACGTTGGATGCCCCGCCAATATTGCACTC ACGTTGGATGATGGAGAGCCAGGAGGGCG
rs145416750 | ACGTTGGATGACATAAACGACACCTCCTTG | ACGTTGGATGTAGGGAACATTTGGTCTGGG
rs188612260 | ACGTTGGATGCCCAGTTCAAGTAATTCAGG | ACGTTGGATGCGAGCCAAGTAATGGAGAAC
rs41274221 ACGTTGGATGAAAACAGGAGTGGAATCCCC | ACGTTGGATGAATTGCTGGACGCTGCCCTG
rs182926610 | ACGTTGGATGGATCTCACACGGTGGTGTTA | ACGTTGGATGTTTCTCTAACACCCCTGGGC
rs182791806 | ACGTTGGATGTGCTTCATCAGTCACTACTC ACGTTGGATGTCAGTTCTAGAGGAAGTGTG
| | rs188912830 | ACGTTGGATGAACTGGAGCCCACCCTTCT ACGTTGGATGATCATTAAAGCTCTTCTCCC
rs182946132 | ACGTTGGATGTTTCCCATTGAGGGAAGGAG | ACGTTGGATGTGGAGTTCATCTGGACCACG
rs138358853 ACGTTGGATGACACCACCGCCGGCCGATG ACGTTGGATGGACAGTATTAGACAGAGGGC
rs146020563 | ACGTTGGATGGAGGCCTTAAAGTACTGTAG | ACGTTGGATGGAGCAGCAAATAATGATTCGC
rs138231885 | ACGTTGGATGGGCAGGGAATATTCAGGTAG | ACGTTGGATGAGCATCGGTACCATGATAAC
rs189165474 | ACGTTGGATGGATGTTTGACCCTTGAGCAG | ACGTTGGATGCCAAGCAGGATTTGATACTC
rs185315720 | ACGTTGGATGCTCCCACAAAACAATCTGCC | ACGTTGGATGCCACAGCCTGAGTGTATAAC
rs72563729 ACGTTGGATGGGTCTCTAATACTGCCTGGT ACGTTGGATGAGTGTGGGGCTCGGCGGGA
rs150161032 | ACGTTGGATGATTGCTAAAGTGCAATTCC ACGTTGGATGTGCAGTTCTTGGCTACAGG
rs76156362 ACGTTGGATGACTCACAGAAGCTGAGTTCC ACGTTGGATGCTCCTCTGTGAGAAAGGGTG
rs62919962 ACGTTGGATGGTTCGTTTCTTAGACAGCCC | ACGTTGGATGGTCAGACTACTTGAGGTTCC
rs183812340 | ACGTTGGATGCCGGCCGATGGGCGTCTTA ACGTTGGATGGATGGACGGTTTTACCAGAC
rs12975333 ACGTTGGATGCCATGTTGCCAGTCTCTAGG ACGTTGGATGCCAAGAACCTCACCTGTGAC
rs111516728 | ACGTTGGATGGTTCGTTTCTTAGACAGCCC | ACGTTGGATGGTCAGACTACTTGAGGTTCC
rs77046863 ACGTTGGATGAGGAGGCTTGGTCTTAGCAC | ACGTTGGATGTGGAGTTCATCTGGACCACG
rs145196722 | ACGTTGGATGTGGGGCAGGCGCCGGCTCT | ACGTTGGATGCCGCTCTCCCTGTCCTCCA
2 | rs318039 ACGTTGGATGTCCCTGTTTGTCCCTGTTCA ACGTTGGATGACTGTCGTAGTGATGGTCTC
rs193119939 | ACGTTGGATGTAGGGACACCACATATGCAG | ACGTTGGATGCCTTTCTCAAGGAGGTGTCG
rs112456539 | ACGTTGGATGGAAACTTCATCCACCAGTCC | ACGTTGGATGCTTTGCCTTTGTAGCTCTGG
rs192595529 | ACGTTGGATGACTGTAGCAGCACATCATGG | ACGTTGGATGCCTTAAATTTCTAGAGCAGC
rs74878365 ACGTTGGATGGTTATACACTCAGGCTGTGG | ACGTTGGATGACTCCCAAAATGGGTAGCTG
rs117905199 | ACGTTGGATGTGTGCTTCATCAGTCACTAC | ACGTTGGATGTCCTCAACGCTCACAGTTAC
rs13232101 ACGTTGGATGAGTCCAGGGGCTGCTACAAA | ACGTTGGATGCAGAGCCGGCGCCTGCCC
rs72631831 ACGTTGGATGCAGGAAGCGTCCTGTGCTC ACGTTGGATGAGGCACACGTGAGCTCCTG
3 | rs5880480 ACGTTGGATGGTTCGTTTCTTAGACAGCCC | ACGTTGGATGGTCAGACTACTTGAGGTTCC
rs117812383 | ACGTTGGATGGTTCCTGAGCTGTTGGATTC | ACGTTGGATGGCTGAAAAAGAGACCGGTTC
rs184216167 | ACGTTGGATGGTGCATGCTGTACATTACTC | ACGTTGGATGCCTTTCTCAAGGAGGTGTCG
4 | rs72556173 ACGTTGGATGGTTCGTTTCTTAGACAGCCC | ACGTTGGATGGTCAGACTACTTGAGGTTCC
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Tablo 3.3. Primer uzama reaksiyonu

icin dizayn edilen oligonlkleotid primerler

Kuyucuk | SNP P_rimer uzama re_aksiyonu icin
dizayn edilen primerler

rs184508542 CATCCATGGTTCCCC
rs72631820 GTGAGCGCCTCGACG
rs143525573 CACAGGTGAGGTTCTT
rs12759620 ATATTGCACTCGTCCCG
rs145416750 TTGAGAAAGGCACTGTA
rs188612260 TCAGGATAGGTTGTGTG
rs41274221 GTGCATTGCACTTGTCTC
rs182926610 CACATTTTGGAGGCCCCAG
rs182791806 GGAAGTGTGTTTTCCTCAA

1 rs188912830 TCTTCTCCCTTCCATATTAA
rs182946132 GGGTAGGCTTGGTCTTAGCA
rs138358853 TGCCAGGTCTAACCATGTCTG
rs146020563 CTCCTGATTCGCATCTTGACTG
rs138231885 GTACCATGATAACCGAAAAAGG
rs189165474 GGGGAAAGCGAATTCACCAAGG
rs185315720 GCAATCTGCCTATACATCATTTC
rs72563729 CAATCCTGCCTGGTAATGATGAC
rs150161032 GTTCCACAGAGTTGCATATTAGCA
rs76156362 GGAAAATAAGTTTGGCATACTTAC
rs62919962 TTCCCTAGTAAACCTCAAATAGCGT
rs183812340 GGCCAGGTCTAACCA
rs12975333 GTCTCTAGGTCCCTGA
rs111516728 CCCTCATGTGTCCCCTG
rs77046863 GCACGGGGTCTAAGGCC
rs145196722 CCTGCCTCCAGGAGCTCAC

2 rs318039 CCTTTGGCAGACAGCCACA
rs193119939 CACCTTTCTGAGAAGAGTA
rs112456539 GGTGTAGCTCTGGCAAAGT
rs192595529 TAGAGCAGCAAATAATGATT
rs74878365 TCCCTCGAGACAAAGTTCTGT
rs117905199 TCAATATGAATGGATTGAGAG
rs13232101 CGCCTGCCCCAGTGT
rs72631831 GACAGGGAGAGCGGC

3 rs5880480 ATCATGTGTCCCCTGG
rs117812383 CCTCTCAGACAGTGCTA
rs184216167 TCAGAAAGGTGAAATTTATATTITAG

4 rs72556173 CTCATGTGTCCCCTG

Primer uzama reaksiyonu igin dizayn edilen primerler, Uretici firma
tarafindan 400 pM konsantrasyonda go6nderilmisti. Toplamda her bir
kuyucuk icin 200 pl uzama primer karisimi hazirlamak adina primerler
kitlelerine goére kendi kuyucuklari icerisinde 4 gruba ayrildi. Bu
gruplandirma disuk kutle, orta kutle, ylksek ve en ylUksek kitle olarak
isimlendirildi.
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Kuyucuk 1 icin (20 primer cifti) dusuk kutleli olan 5 adet uzama
primeri karisimda 3.50 uM, orta kitleli olan 5 adet uzama primeri
karisimda 4.67 uM, yluksek kitleli olan 5 adet uzama primeri karisimda
5.83 uM, en yiuksek kitleli olan 5 adet uzama primeri ise karisimda 7.00
MM olacak sekilde stok konsantrasyondan alinarak distile su ile 200 ul'ye
tamamlandi.

Kuyucuk 2 icin (11 primer cifti) dusuk kutleli olan 3 adet uzama
primeri karisimda 3.50 uM, orta kitleli olan 3 adet uzama primeri
karisimda 4.67 uM, yluksek kitleli olan 3 adet uzama primeri karisimda
5.83 uM, en yuksek kutleli olan 2 adet uzama primeri ise karisimda 7.00
MM olacak sekilde stok konsantrasyondan alinarak distile su ile 200 ul'ye
tamamlandi.

Kuyucuk 3 icin (5 primer cifti) dustk katleli olan 2 adet uzama
primeri karisimda 3.50 pM, orta katleli olan 1 adet uzama primeri
karisimda 4.67 pM, yuksek katleli olan 1 adet uzama primeri karisimda
5.83 uM, en yuksek kutleli olan 1 adet uzama primeri ise karisimda 7.00
MM olacak sekilde stok konsantrasyondan alinarak distile su ile 200 pl'ye
tamamlandi.

Kuyucuk 4’de bulunan tek primer cifti igin uzama primeri karisimda
3.50 uM olacak sekilde stok konsantrasyondan alinarak distile su ile 200
Hl'ye tamamlandi.

DNA miktarinin optimizasyonu ve pipetlenmesi

DNA izolasyonundan sonra DNA &rneklerinin saflik derecesi 6élgculmus
ve stok konsantrasyonu 50 ng/uL olarak ayarlanmisti. Her bir Iplex GOLD
reaksiyonu icin 5-10 ng/pL aralhidinda DNA miktari gerekmektedir. Bu
nedenle, DNA konsantrasyonu 10 ng/uL olacak sekilde stok solisyonundan
ellisyon solUsyonu ile sulandirma yapildi.

Her bir DNA oOrnegdi icin dort farkhh kuyucukta PCR reaksiyonlari
yuritileceginden dolayi 384 kuyucuklu PCR plakasinda dnceden planlanan
sekilde dort farkli kuyucuda (kuyucuk 1-4) 1’er pl DNA 6rnegi pipetlendi.
Uzerlerine PCR karisimlari eklenene kadar, plaka optik yapiskan PCR filmi
ile kapatilip +4°C’de saklandi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. 384 kuyucuklu PCR plakasi yerlesimi

Multipleks DNA Amplifikasyonu

Multipleks DNA amplifikasyonu icin PCR karisimi her bir kuyucukta
DNA miktar ile birlikte toplam 5 pl olacak sekilde planlandi. PCR
karisiminda yer alan reaktifler ve miktarlari asadida gosterilmistir.
Kuyucuk 1-2 icin dort farkl primer karisimimiz bulundugundan her bir
ornek icin doért farkli PCR karisimi olusturuldu. Ornek miktari ve negatif
kontrol kuyucugu disinulerek toplam karisim hacmi hesaplandi. Daha
sonra, dort farkli PCR karisimi 2 ml’lik mikrosantriftj tlplerine hazirlandi.

Multipleks PCR Karisimi Bir_(")rnek

Icin
0.5 pM Primer Mix 1.0 pl
25 mM dNTP Mix (Applied Biosystems®) 0.1 pl
10X PCR Buffer (20 mM MgCl; iceren) (Qiagen

0.5 pl
GmbH)
5 U/ul HotStarTaq DNA polimeraz (Qiagen 0.2 ul
GmbH) < H
25 mM MgCl; (Qiagen GmbH) 0.4 pl
Ultra saflastiriimis su (Invitrogen™) 1.8
DNA 1.0 pl
Toplam 5.0 pl
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+40C’'de saklanan PCR plakasi Uzerindeki optik yapiskan PCR film
cikartilarak hazir duruma getirildi. Mikrosantrifj tiplerine hazirlanan PCR
karisimlari ise vortekslenip hafif sekilde santriflij edildi. Daha sonra, doért
farkli PCR karisimi (kuyucuk 1-4 icin) elektronik pipetleme seti (Eppendorf
Repeater® Xstream Electronic Pipette, Eppendorf AG, Hamburg, Almanya)
yardimiyla énceden DNA pipetlenmis kuyucuklara 4’er yl dagitildi. Her bir
ornek plaka Uzerinde kuyucuk 1-4 olarak adlandirdigimiz dort farkh
kuyucuda pipetlendi.

Pipetleme islemi tamamlandiktan sonra PCR plakasi yeniden optik
yapiskan film ile kapatilarak vortekslendi. Sonrasinda, 2000 rpm’de cok
kisa bir sure santriflij edilerek Bio-Rad C1000™ Thermal Cyler (California,
USA) cihazina vyerlestirildi (Sekil 3.8). PCR sartlari asagidaki gibi
ayarlanarak reaksiyon baslatildi.

PCR Sartlari
950C’de 2 dakika
950C’de 30 saniye

56°C’de 30 saniye 45 Déngl

72°C’'de 60 saniye
72°C'de 5 dakika

4 0C’de bekleme

Sekil 3.8. Bio-Rad C1000 Thermal Cyler
SAP (Shrimp Alkalen Fosfataz) reaksiyonu

SAP reaksiyonu igin asadida belirtilen miktarlarda reaktifler kuyucuk
miktari kadar 2 ml’lik mikrosantriflj tupine eklenerek karisim hazirlandi.
Daha sonra, termal cycler cihazindan g¢ikarilan PCR plakasinin reaksiyon
ylrattlen bltin kuyucuklarina 2’ser pl bu karisimdan dagitildi.

SAP Karisimi Bir kuyucuk
icin

UItra_a saT1;Ia§t|r|Im|§ distille su 1.53 il

(Invitrogen™)

10X SAP Buffer (Sequenom Inc.) 0.17 pl

1.7 U/ul SAP Enzim (Sequenom Inc.) 0.30 pl

Toplam 2.00 pl
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SAP karisimi, reaksiyon yurutilen bitin kuyucuklara pipetlendikten
sonra PCR plakasi optik yapiskan film ile kapatilarak vortekslendi.
Sonrasinda, plaka 2000 rpm’de cok kisa bir slire santrifiij edilerek termal
cycler cihazina vyerlestirildi. SAP sartlari asadidaki gibi ayarlanarak
reaksiyon baslatildi.

SAP Reaksiyonu Sartlari
1. 379C’de 40 dakika
2. 85°C’de 5 dakika
3. 4°C’de bekleme

Pimer uzama reaksiyonu (IplexGOLD reaksiyonu)

Primer uzama reaksiyonu veya IplexGOLD reaksiyonu olarak ifade
edilen bu PCR asamasi icin 6nceden doért primer karisimi (kuyucuk 1-4
icin) hazirlanmisti. Bu nedenle, asadida miktarlar belirtilen reaktiflerin
bulundugu ve dort farkh primer karisiminin kullanildigi her bir kuyucuk icin
toplamda 2 pl olan dért farkli PCR karisimi hazirlandi.

IplexGOLD Reaksiyonu Karisimi Bir kuyucuk
icin

Ultra saflastiriimis distile su (Invitrogen™) 0.619 pl

10X IplexGOLD Buffer (Sequenom Inc.) 0.200 pl
Iplex Termination mix (Sequenom Inc.) 0.200 pl
Primer karisimi 0.940 pl
Iplex enzim (Sequenom Inc.) 0.041 pl
Toplam 2.000 pl

Kuyucuk miktarina gére hesaplanan ve mikrosantrifij tdplerine
hazirlanan dort farkli PCR karisimi vortekslenip hafif sekilde santriflj
edildi. Daha sonra, elektronik pipetleme seti yardimiyla PCR plakasi
Uzerindeki her bir 6rnek ve negatif kontrol igin ayirilan kuyucuk 1-4'e 2'ser
ul dagitildi.
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Pipetleme islemi tamamlandiktan sonra PCR plakasi yeniden optik
yapiskan film ile kapatilarak vortekslendi. Sonrasinda, 2000 rpm’de cok
kisa bir slire santrifij edilerek termal cycler cihazina vyerlestirildi. PCR
sartlar asagidaki gibi ayarlanarak reaksiyon baslatildi.

Iplex GOLD Reaksiyonu Sartlari

1. 949°C’de 30 saniye

. 940C'de 5 saniye

2

3. 529C’de 5 saniye 40 Déngi
5 Déngl

4. 80°C’de 5 saniye

5

6

. 729C’de 3 dakika

. 4 °C'de bekleme

Rezin ile temizlik asamasi

IplexGOLD reaksiyonu sonrasinda termal cycler cihazindan cikartilan
PCR plakasini rezin ile muamele edebilmek icin ilk 6nce optik yapiskan film
kaldirildi. Daha sonra, rezinin daha iyi ¢6zinUp istenilen sonucu
verebilmesi adina reaksiyon yurittlen her bir kuyucuga 16’sar pl ultra
saflastiriimis su eklendi. Su dagitildiktan sonra PCR plakasinin (zeri
yapiskan film ile kapatilarak kisa bir stire 2000 rpm’de santriflj edildi.

PCR plakasindaki 384 kuyucuk icin toz halinde, steril 6 mg rezin
yeterlidir. Bu miktar baz alinarak transfer playaka steril rezin eklendi,
steril cam palet yardimiyla trasfer plakaya yayildi. Transfer plaka 384
kuyucuklu 6rnek plate’ine kapatildi ve sert bir darbe ile rezinin trasfer
plakadan o6rnek kuyucuklarina dagditiimasi sadlandi (Sekil 3.9). Rezin
dagitimi sonrasi PCR plakamiz yeniden farkli bir yapiskan film ile kapatildi.
Sonrasinda, PCR plaka dondilrict ile 35 dakika oda sicakliginda
inkibasyonu yapildi.
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Sekil 3.9. Rezin ile temizlik agamasi

SpectroCHIP (zerine PCR drlnlerinin aktarilmasi

Rezin ile temizlik asamasindan sonra PCR plakasinin kuyucuklarinda
bulunan reaksiyon (Urlnlerini SpectroCHIP Uzerine aktarma islemine
gecildi. Bunun icin nano boyutunda pipetleme yapabilen MassARRAY™
Nanodispenser RS1000 cihazi kullanildi.

Ilk dnce cihazin gerekli bdlmelerine distile su, % 98.9'luk etil alkol, %
50’lik etil alkol ve 3-point kalibrant eklenerek sistemin hazirligi yapildi.
Daha sonra, PCR plakamiz ve SpectroCHIP cihaz igerisinde kendileri igin
ayrilan yerlerine oturtuldu. Nanodispenser RS1000 cihazinin kendisine ait
ekranindan PCR plakamizin 384 kuyucuklu oldugu, hangi kuyucuklarda
hangi varyasyonlarin analiz edilecegi ve plakadan pipetlenecek miktarin ne
kadar olmasi gerektigi programlandi. SpectroCHIP (zerine aktarma
islemini baslatmadan cihazin kendini temizleme programi aktif hale
getirildi. Cihaz pipetleme yapacadi ignelerini yikayarak hazir duruma geldi.

Cihaza baslama komutu verilerek Uzerinde matriks spotlar bulunan
SpectroCHIP’deki kuyucuklara her bir PCR Grintnden yaklasik olarak 12 nl
pipetleme yapmasi saglandi. Boylelikle, PCR Gritinlerimiz yaklasik olarak 10
cm X 10 cm boyutundaki SpectroCHIP Uzerine yerlestiriimis oldu (Sekil
3.10).
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Sekil 3.10. Sequenom SpectroCHIP, PCR Urlnlerinin gip tGzerinde yerlesimi ve
Nanodispenser.

Kiitle Spektrometre Analizi

SpectroCHIP Uzerine aktarilan PCR Urlnlerimizi kitlelerine gore analiz
etmek icin MALDI-TOF kitle spektrometre teknigini kullanan MassARRAY
analizérd kullanildi. Glg kaynagi digmesi acilarak calistirilan analizorin
cip koyulmasi icin dizayn edilen bdlmesine kendi &6rneklerimizi tasiyan
SpectroCHIP vyerlestirildi. Daha sonra bdlme kapatilarak bilgisayar
Uzerindeki analizériin programindan SpectroCHIP dzerideki kuyucuklarin
koordinatlar girildi. Gerekli bilgiler girildikten sonra analiz islemi baslatildi.
Bdylelikle, analizér teker teker butlin kuyucuklarin matrikslerini lazer ile
patlatarak icindeki PCR Urtnlerinin kitlelerini analiz etmeye basladi. Kisa
bir slire sonunda kiitlelerine gére yaptigi analiz ile genotip sonuglarinin
tamamini bilgisayar ekraninda raporladi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Kitle spektrometre analiz raporu

3.2.4 Istatistiksel analiz

Sirekli verilerin (sire, vyil, vb.) normal dadilima uygunlugunun
arastiriilmasinda Shapiro-Wilk testi kullanildi. Normal dagilim géstermeyen
stirekli degiskenlerin gruplar arasi karsilastiriimasi Kruskal-Wallis analizi ile
yapildi.

Genotiplerin ve alellerin varhgi gibi kategorik yapidaki degiskenlerin
gruplar arasi karsilastirmalarinda ki-kare analizleri (pearson, pearson ve
exact ki-kare) analizleri kullanildi. Genotiplerin gruplara goére ikili
karsilastirilmasinda ise iki oran testi (Fisher’s exact test) kullanildi. ODDS
oranlari tek degiskenli ve cok degiskenli lojistik regresyon analizi ile
hesaplandi.

Tum analizler IBM SPSS Statistics 21 paket programi ile yapildi.
0,05'den klclik olan p degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda DNA metilasyonunda goérevli olan DNMT1, DNMT2
(TRDMT1), DNMT3a, DNMT3b, MBD1, MBD2 ve MeCP2'yi hedefleyen 22
miRNA genine ait toplam 37 SNP’nin Tlrk toplumundaki sikhdini genis bir
gen profilinde arastirmaylr amacladik. Calismamizda elde ettigimiz
bulgular, istatistiksel anlamliliklari belirtilerek tablo ve grafik olarak bu
bélimde sunulmustur.

Bireylerin cinsiyet, yas, ak toprak maruziyeti ve sigara kullanimi gibi
demografik o6zellikleri ile hastalik arasindaki iliski karsilastirildiginda
calismamiza dahil edilen demografik verilerin tamami hem NSCLC hem
SCLC icin anlamh oranda farkli bulundu (p<0,001) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Demografik 6zelliklerin dagihimi ve istatiksel olarak dederlendirilmesi

Akciger Kanseri
5 i Bi.::::er Kontrol (n=90)
emografi - - s
Ozellikler (n=180) | ("¥99) | nscLc scLc | Istatistik
(n=78) (n=12)
n % n % n % n %
Cinsivet Erkek 126 70 42 46,7 73 93,6 11 91,7 y2= 46,685
y Kadn 54 30 48 53,3 5 6,4 1 8,3 p<0,001
Sigara Var 109 60,6 26 28,9 71 91 12 100 Xx2=75,919
9 Yok 71 39,4 64 71,1 7 9 0 0 p<0,001
Ak Var 42 23,3 0 0 40 51,3 2 16,7 y2=61,749
toprak Yok 138 76,7 90 100 38 48,7 10 83,3 p<0,001
Aile Var 81 45 35 38,9 37 47,4 9 75 x2= 5,909
Hikayesi Yok 99 55 55 61,1 41 52,6 3 25 p<0,001
<50 88 48,9 80 88,9 6 7,7 2 16,7 y2=115,592
Yas '

>50 92 51,1 10 11,1 72 92,3 10 83,3 p<0,001

Demografik verilerin akciger kanser riski ile iliskisi ¢oklu
karsilastirildiginda yas ve sigara kullaniminin hem NSCLC hem SCLC igin
anlamli oranda riske sahip oldugu belirlendi (p<0,001). Kontrol bireylerde
de aile hikayesine sahip bireylerin bulunmasi, ayrica kontrol grubunda
higbir bireyin ak toprak maruziyeti bulunmamasi nedeni ile bu iki veri bu
teste dahil edilmedi. Calismamizda yer alan bireylerin demografik verileri
coklu karsilastirildiginda, akciger kanseri riski kadinlara gore erkeklerde
4.652 kat, sigara icmeyenlere gore sigara icenlerde 35.104 kat ve artan
her bir yasa gére 1.373 kat daha fazla bulundu (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Gruplarin demografik 6zellikleri ve akciger kanserinin goklu lojistik
regresyon analizi ile karsilastirilmasi.

ODDS Orani %95 Giiven

Kategori Arahigi P Degeri
Cinsiyet

Kadin 1 (referans) -

Erkek 4,652 0,892-24,251 0,068
Yas 1,373 1,220-1,544 <0,001
Sigara

Icmeyen 1 (referans) -

. <0,001

Icen 35,104 5,166-238,553

Bulgularimiza goére akciger kanseri icin en blylk risk olan sigara
kullanimi degerlendirildiginde sigara icgme siresi ile hem NSCLC hem SCLC
birey sayilari arasinda anlamli oranda fark bulundu (p<0,001) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hasta gruplari ile sigara icme stiresinin (yil) istatiksel olarak
degerlendirilmesi

Kontrol * “"Coklu
(1) NSCLC (2) SCLC (3) P Karsilastirma
Ortalama *
Standart 19,54+6,889 41,93+11,333 41,75£9,715 1-2 <0,001
Sapma
<0,001 1-3 <0,001
Medyan (25- 20 23 P=1
40 (35-50 46 (32,5-48
75) PLTL (15-21,25) ( ) ( )

*Kruskal-Wallis Test, ~'Dunn’s Test, PLTL: percentile

Calismamizda arastirdigimiz  genetik  varyantlardan  MeCP2'yi
hedefleyen miR3202 geni, rs188912830 genetik varyanti ile akciger
kanseri alt tipleri arasinda anlamli oranda fark bulundu (p=0,007). Alel
dagilimlarn karsilastirildiginda C aleli varligi akciger kanseri hastalarinda ve
alt tiplerinde anlamh oranda disuktid (p=0,012) (Tablo 4.4, Grafik 4.1,
4.2, 4.3).
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Tablo 4.4. miR3202 geni rs188912830 varyanti ve alel varlidi ile akciger kanseri alt
tiplerinin istatiksel olarak degerlendiriimesi

Tim Akciger Kanseri (n=90)
rs188912830 Bireyler Kontrol
genotipler (n=180) (n=90) NSCLC SCLC istatistik
ve aleller (n=78) (n=12)
n % n % n % n %
AA 165 91,7 77 85,6 76 97,4 12 100
CA 13 7,2 13 14,4 0 0 0 0 p=0,007
CC 2 1,1 0 0 2 2,6 0 0
Var 178 98,9 90 100 76 97,4 12 100
A p=0,312
Yok 2 1,1 0 0 2 2,6 0 0
Var 15 8,3 13 14,4 2 2,6 0 0 x2= 8,890

C
Yok 165 91,7 77 856 76 87,4 12 100 P=0,012

rs188912830
200 -
178

165
150 -
100 - 90

77 76 76
50 -
5 5 12 12
0 00 0
0 , _d Ld™
AACA CCA C AACA CC A C AACA CCA C AACA CCA C
TUm Bireyler Kontrol NSCLC SCLC

MAA ECA MCC WA mC

Grafik 4.1. miR3202 geni rs188912830 varyanti ve alel varliginin tim gruplarda
dagilhimi
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Kontrol Akciger Kanseri

MAA HECA mCC MAA ECA MCC

Grafik 4.2. miR3202 geni rs188912830 genotiplerinin kontrol ve akciger kanseri
hastalarinda dagilimi

rs188912830 - C Aleli

i Kontrol

M Akciger
Kanseri

Grafik 4.3. miR3202 geni rs188912830 C aleline sahip bireylerin kontrol ve akciger
kanseri gruplarinda dagilhimi

miR3202 geni rs188912830 varyantinin C alelli ile akciger kanseri igin
risk degerlendirmesi yapildiginda akciger kanseri icin C aleli yoklugunun
varhigina gore 7,429 kat riskli oldugu belirlendi (p= 0,010) (Tablo 4.5).

57



Tablo 4.5. rs188912830 varyantinin C alelli ve akciger kanserinin ¢oklu lojistik
regresyon analizi ile karsilastiriimasi.

ODDS Orani %95 Gliven

188912830 geri
rs Arahi§i P Degeri
C aleli

Var 1 (referans) -
Yok 7,429 1,625-33,958 0,010

DNMT3B'yi hedefleyen miR1274a geni rs318039 genetik varyanti ile
akciger kanseri alt tipleri arasinda anlamli oranda fark bulundu (p=0,018).
Alel dagihmlari karsilastirildiginda C aleline sahip olan birey sayisi NSCLC
ve SCLC alt gruplarinda anlamli oranda dusukta (p=0,021) (Tablo 4.6,
Grafik 4.4, 4.5).

Tablo 4.6. miR1274a geni rs318039 varyanti ve alel dagihmlari ile akciger kanseri
alt tiplerinin istatiksel olarak dederlendirilmesi

Tim Akciger Kanseri (n=90)
rs318039 Bireyler Kontrol
genotipler | 150, (n=90) NSCLC SCLC istatistik
ve aleller - (n=78) (n=12)
n % n % n % n %
T 26 14,4 11 12,2 10 12,8 5 41,7
TC 59 32,8 24 26,7 32 41,0 3 25,0 p=0,018
cc 95 52,8 55 61,1 36 46,2 4 33,3
T Var 85 47,2 35 38,9 42 53,8 8 66,7  y2=5,701
Yok 95 52,8 55 61,1 46 46,2 4 33,3 P=0,038
C Var 154 85,6 79 87,8 68 87,2 7 58,3 x2= 7,722
Yok 26 14,4 11 12,2 10 12,8 5 41,7 p=0,021
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rs318039

200 -~

154

150 -

100 -

50 +

TT TC CC T C TT TC CC T C TT TC CC T C TT TC CC T C
TUm Bireyler Kontrol NSCLC SCLC

ETT HTC MCC WT mC

Grafik 4.4. miR1274a geni rs318039 varyanti ve alel varliginin tim gruplarda
dagihmi

Kontrol Akciger Kanseri

MTT MTC mCC MTT MTC mCC

Grafik 4.5. miR1274a geni rs318039 genotiplerinin kontrol ve akciger kanseri
hastalarinda dagilimi

miR1274a geni rs318039 varyantinin C aleli ile akciger kanseri
hastaligi  (alt tipleri degil) icin lojistik regresyon analizi ile
degerlendirildiginde anlam bulunmadi (p= 0,398) (Tablo 4.7, Grafik 4.6).
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Tablo 4.7. rs318039 varyantinin C aleli ve akciger kanserinin goklu lojistik

regresyon analizi ile karsilastirilmasi.

rs318039 ODDS Orani %95vGi1ven P Degeri
Arallgl
C aleli
Var 1 (referans) -
Yok 1,436 0,620-3,326 0,398
rs318039 - C Aleli

i Kontrol

M Akciger
Kanseri

Grafik 4.6. miR1274a geni rs318039 C aleline sahip bireylerin kontrol akciger

kanseri gruplarinda dagilimi

DNMT3A’y1 hedefleyen miR200b geni rs72563729 varyanti ile akciger

kanseri

ve alt tipleri

karsilastirildiginda genotip ve alel

dagilimlan

yénunden fark bulunmadi (genotip icin p=0,528; G aleli icin p=1,000; A
aleli icin p=0,177) (Tablo 4.8, Grafik 4.7, 4.8).

Tablo 4.8. miR200b geni rs72563729 varyanti ve alel dagilimlari ile akciger kanseri
alt tiplerinin istatiksel olarak degerlendirilmesi

Tim Akciger Kanseri (n=90)
rs72563729 Bireyler Kontrol NSCLC SCLC
genotipler (n=180) (n=90) > = istatistik
ve aleller - (n=78) (n=12)
n I % n I % n I % n I %
GG 168 93,3 81 90,0 75 96,2 12 100
GA 9 5,0 7 7,8 2 2,6 0 0 p=0,528
AA 3 1,7 2 2,2 1 1,3 0 0
Var 177 98,3 88 97,8 77 98,7 12 100
I 4 I =1
S Yok 3 17 2 22 1 13 0 o P=1,000
A Var 12 6,7 9 10,0 3,8 0 0 x2= 3,462
Yok 168 93,3 81 90,0 75 96,2 12 100 p=0,177
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rs72563729

200 -
168 177

150 -

100 -

50 -

12 . 12 0
0 - e Lo .

GG GA AA G A GG GA AA G A GG GA AA G A GG GA AA G A
TUm Bireyler Kontrol NSCLC SCLC

MGG HMGA MAA HG MA

Grafik 4.7. miR200b geni rs72563729 varyanti ve alel varliginin tim gruplarda
dagilhimi

Kontrol Akciger Kanseri

MGG MGA WAA HGG HGA MAA

2%
1%

Grafik 4.8. miR200b geni rs72563729 genotiplerinin kontrol ve akciger kanseri
hastalarinda dagihmi

TRDMT1'i hedefleyen miR513c geni rs145416750 varyanti ile akciger
kanseri ve alt tipleri karsilastirildiginda genotip ve alel dagihimlari
yonunden fark bulunmadi (genotip icin p=0,855; C aleli icin p=0,501; T
aleli icin p=0,905) (Tablo 4.9, Grafik 4.9, 4.10).
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Tablo 4.9. miR513c geni rs145416750 varyanti ve alel dagilimlari ile akciger
kanseri alt tiplerinin istatiksel olarak dederlendirilmesi

Tim Akciger Kanseri (n=90)
rs145416750 Bireyler Kontrol
genotipler | (._1g0) (n=90) NSCLC SCLC Istatistik
ve aleller (n=78) (n=12)
n % n % n % n %
CC 31 17,2 17 18,9 12 15,4 2 16,7
CT 148 82,2 73 81,1 65 83,3 10 83,3 p=0,855
TT 1 0,6 0 0 1 1,3 0 0
Var 179 99,4 90 100 77 98,7 12 100
C p=0,501
Yok 1 0,6 0 0 1 1,3 0 0
Var 149 82,8 73 81,1 66 84,6 10 83,3
T p=0,905

Yok 31 17,2 17 18,9 12 15,4 2 16,7

rs145416750

200 ~

179

150 -

100 -

cCCTTT C T cCCTTT € T CCCTTT C T cCCcTTT C T
TUm Bireyler Kontrol NSCLC SCLC

MCC MCT MTT MC MT

Grafik 4.9. miR513c geni rs145416750 genotiplerinin kontrol ve akciger kanseri
hastalarinda dagilimi
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Kontrol Akciger Kanseri

MCC WmCT MTT MCC WCT aTT

1%

Grafik 4.10. miR513c geni rs145416750 genotiplerinin kontrol ve akciger kanseri
hastalarinda dagihmi

Calismamizda arastirdigimiz diger 33 SNP igin, kontrol ve akciger
kanserli bireylerin tamami atasal genotipe sahipti. Degisken bulunmamasi
nedeni ile istatistik dederlendirme yapilmayan SNP’lerin dagihimi Tablo
4.10’da sunulmustur.

Tablo 4.10. Kontrol ve akciger kanserli bireylerde tamami atasal genotip olarak
belirlenen SNP’ler, genler ve hedefleri

SNP Degisim | Genotip | miRNA Hedefi
rs146020563 | A/G AA

MIR 15B MBD1
rs192595529 G/A GG
rs41274221 C/T CC MIR 25 MBD2
rs188612260 C/T CC MIR 26B DNMT3B
rs12759620 G/C GG MIR 92B MBD2
rs138231885 T/C TT MIR 101-2 DNMT3A
rs12975333 G/T GG

MIR 125A MBD1
rs143525573 G/A GG
rs117812383 G/A GG MIR 128-1 MBD2
rs185315720 c/T CC MIR 148B DNMT1
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rs74878365 C/A CC DNMT3B
rs72631831 G/A GG
rs145196722 C/T CC

MIR 339 DNMT3B
rs72631820 A/G AA
rs13232101 G/T GG
rs150161032 A/G AA MIR 367 MBD?2
rs189165474 C/T CC MIR 377 MBD1
rs183812340 A/G AA

MIR 429 DNMT3A
rs138358853 -/CAGA Del.Del.
rs184216167 T/C TT

MIR 513c TRDMT1
rs193119939 T/C TT
rs112456539 A/G AA

MIR 561 DNMT3B
rs184508542 G/C GG
rs182926610 G/A GG MIR 720 DNMT3A
rs76156362 A/T AA MIR 1275 MeCP2
rs182791806 G/A GG

MIR 3662 TRDMT1
rs117905199 T/C TT
rs111516728 G/T GG
rs62919962 -/T Del.Del.

MIR 4465 DNMT3B
rs5880480 -/T Del.Del.
rs72556173 -/T Del.Del.
rs182946132 C/T CC

MIR 4747 MeCP2
rs77046863 C/T CC

64



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=74878365
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72631831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=145196722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72631820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13232101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=150161032
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=189165474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=183812340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=138358853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=184216167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=193119939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=112456539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=184508542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=182926610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=76156362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=182791806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=117905199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=111516728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=62919962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5880480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72556173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=182946132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=77046863

5. TARTISMA

Akciger kanserleri, en sik rastlanan kanser tiplerinden biri olup,
kanser nedenli 6limler arasinda hem erkeklerde hem kadinlarda ilk siralar
almaktadir. Akciger kanseri nedenleri arasinda ilk sirayi sigara kullanimi ve
titin dumani maruziyeti alir. Akciger malign lezyonlarinin %80-90inina
tatln neden olurken, fiziksel ve kimyasal karsinojenlerden etkilenme de
etiyolojideki diger bir etkendir (Coskunpinar, 2013; Gonullia, 1995;
Koktirk et al., 2003). Akciger kanseri dinyada her yil yaklasik 1,4 milyon
kisinin 6limiine sebep olmakla birlikte Ulkemizde de sigaraya bagli
olimlerin trafik kazalarina bagh olimlerden 10 kat daha fazla oldugu
tahmin edilmektedir (Baser et al., 2007; Coskunpinar, 2013)

DNA metilasyonu ve miRNA gibi epigenetik kontrol mekanizmalari
akciger kanseri ve bircok kanser tipinde 6nemli molekiler yolaklardandir.
Biz de calismamizda DNA metilasyonunda gdérevli olan DNMT'ler (DNMT1,
DNMT2 (TRDMT1), DNMT3a, DNMT3b) ve MBD’leri (MBD1, MBD2 ve
MeCP2) hedefleyen 22 miRNA genine ait toplam 37 SNP’nin Tlrk
toplumundaki sikligini genis bir gen profilinde arastirmayi amaclamistik.
Bu bélimde ise elde ettigimiz verileri tartisacagiz.

5.1. Demografik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Bircok kanser tlriinde oldugu gibi akciger kanserinin de olusumunda
bircok faktor etkendir. Yas, cinsiyet, kimyasal karsinojenlere maruziyet ve
aile hikayesi kanser etyolojisinde 6nemli yere sahiptir (Spitz et al., 2007).

Yapilan risk analiz calismalarinda, sigaranin hastaligin olusumu igin en
onemli risk faktoérlerinden biri oldugu, sigara kullanim miktari ve sliresinin
bu risk ile yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. Sigaraya bagl hasarin
ortaya ¢ikmasi ortalama 20 yil sirmekte bu nedenle hastalik 50 yas ve
sonrasinda ortaya cikmaktadir (Spitz et al., 2007; Tammemagi et al.,
2011). Benzer sekilde bizim c¢alisma grubumuzda vyapilan goklu risk
analizinde artan her bir yas icin 1.373 kat ve sigara icmeyenlere goére
icenlerde 35.104 kat daha fazla risk oldugu belirlenmistir. Cinsiyetin
akciger kanser riski lGzerine etkileri tartismalidir. Kimyasal karsinojenlere
maruz kalma durumu erkeklerde daha fazla oldugu icin akciger kanseri
riskinin erkeklerde kadinlara gére daha fazla oldugu ama bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmayabilecedi belirtilmistir (Spitz et al., 2007).
Benzer sekilde bizim calismamizdaki c¢oklu karsilastirmada erkek
bireylerde kadinlara gore 4.652 kat risk belirlenmis, ancak sigara ve yas
faktorleri ile birlikte degerlendirildiginde istatistiksel anlam bulunmamistir.

Akciger kanser gelisiminde rol oynayan mesleki karsinojenlerden en
onemlisi asbesttir. Asbest ve arsenik, silika ve radon gibi mesleki
karsinojenlere maruz kalma akciger kanseri riskini artirirken ayni zamanda
sigara icen bireylerde risk 50 kata kadar artabilir (Frost, Darnton &
Harding, 2011; Karlikaya, Oztuna, Solak, Ozkan & Orsel, 2006). Ak toprak
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olarak da bilinen asbeste Ulkemizde yalnizca mesleki olarak degil cografi
olarak maruziyet profili olusturmaktir. Ozellikle Eskisehir, Kiitahya ve
cevresinde izolasyon malzemesi olarak kullanilan asbest bu bdlgelerde
akciger kanseri gelisimi icin 6nemli bir risk unsurudur (Metintas, 2005).
Bizim calismamizda yer alan akciger kanserli bireylerin % 46.6'sinda
asbest maruziyeti bulunmaktadir. Bu nedenle calistigimiz popllasyon igin
asbest maruziyeti de dnemli bir risk faktéri olarak belirlenmistir.

Ailede akciger kanseri veya herhangi bir kanser varhiginin da akciger
kanseri icin anlaml bir risk unsuru oldugu belirtilmektedir. Ozellikle birinci
derece akrabalarinda akciger kanseri hastaligi bulunan bireylerde bu risk
artmaktadir (Spitz et al., 2007). Benzer sekilde calismamizda yer alan 180
bireyin 81’inde (% 45) ve 90 akciger kanserli bireyin 46'sinda (% 51.1)
birinci derece akrabalarda akciger kanseri 06ykisli bulunmaktadir.
Calistigimiz poptlasyon igin aile 6ykisinin de 6énemli risk faktorlerinden
biri oldugu belirlenmistir.

5.2. Genetik Varyasyonlarin Degerlendirilmesi
5.2.1. MeCP2'yi hedefleyen miRNA gen varyantlari

MBP super ailesinin kurucu proteini olan 50-kDa’luk MECP2 proteini, X
kromozomundaki MeCP2 geni tarafindan kodlanir ve MeCP2 proteini global
transkripsiyon baskilayici olarak gérev alir. Tek bir metile CpG'ye baglanir
ve histon deasetilasyonu araciliiyla transkripsiyonu susturmak igin Sin3A
repressdér kompleksine katilir. Noérogelisimsel bir bozukluk olan Rett
sendromu ile iliskili olmakla birlikte, ayni zamanda pek ¢ok kanserde kendi
promotdérinidn  hipermetilasyonu  yoluyla susturdugu genler ile
timorogenezde 6nemli rol oynadidi gosterilmistir (Parry & Clarke, 2011).

Metil baglayici protein MeCP2 veya MBD2'nin DNMT1 ile dogrudan
etkilesimde oldugu ve timor slipresér genlerin baskilanmasi ile iliskili
oldugu belirlenmistir. Yapilan calismalarda hem DNMT1 proteininin hem de
MeCP2 proteininin hipermetile tumoér sudpresér gen promotdrlerine
baglandigi ve DNMT'lerin timor dokularinda hedeflenen bolgelerde timor
slipresor genlerin spesifik hipermetilasyonunu saglamak icin DNMT-MeCP2
kompleksine katildigi belirlenmistir (Lin et al., 2007).

miR3202 geni X kromozomu Uzerinde yer alir ve yapilan veri bankasi
taramasinda MeCP2'yi hedefledigi belirlenmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/; http://www.targetscan.org, 13-03-
2012). miR3202 ile ilgili sinirh sayida veri bulunmakla birlikte 2013 yilinda
Cui ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada; radon gazina maruz birakilarak
transforme edilen BEAS2B  hiicreleri ile akciger kanseri modeli
olusturulmus ve bu hucrelerde miR3202'nin de ekspresyonunda farklilik
belirlenen miRNA’lar arasinda oldugu belirtilmistir (Cui et al., 2013).
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rs188912830 numarali SNP, miR3202 geni Uzerinde yer alan A/C
degisimi olup, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs188912830) bu
genetik varyantin arastirildigi calismaya rastlanmamistir. Calismamizda
MeCP2'yi hedefleyen miR3202 geni rs188912830 genetik varyasyonu hem
akciger kanseri hem de alt tipleri ile iliskili bulunmustur. C aleli varhgi
kontrol bireylerde %14.4, NSCLC bireylerde % 2.6, SCLC bireylerde % 0
olarak belirlenmistir. C aleli icin yapilan risk analizi, akciger kanseri icin C
aleli yoklugunun varligina gore 7,429 kat riskli oldugunu goéstermistir. Bu
veriler dogrultusunda rs188912830 C aleli degisiminin akciger kanser
gelisimi icin koruyucu etki gosterdigi distntlmektedir.

miR1275 ve miR4747 MeCP2 proteinini hedefledigi belirlenen diger
miRNA’lar olup, miR1275 6. kromozom, miR4747 19. kromozom uzerinden
kodlanir. rs76156362, miR1275 geni (zerinde yer alan A/T degisimi,
rs182946132 ve rs77046863'lUn her ikisi de miR4747 geni Uzerinde yer
alan C/T degisimidir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org).

Bu U¢ genetik varyant ile ilgili literatirde herhangi bir cgalisma
bulunmamaktadir. Calismamizda ise hem hasta hem kontrol bireylerin
tamaminin bu varyasyonlar igin atasal genotipe sahip oldugu belirlenmis
olup, bu varyantlar akciger kanseri ile iliskili bulunmamistir. rs76156362,
rs182946132 ve rs77046863 genetik varyantlari calistigimiz popilasyon
icin oldukca korunmus bdlgeler olarak belirlenmis ve calismamiz bu
anlamda literatlire yeni bilgi saglamistir.

5.2.2. DNMT3b’yi hedefleyen miRNA gen varyantlari

DNMT3b, memeli genomunda yer alan DNA metiltransferaz
enzimlerinden biri olup, hem yari metillenmis DNA metillenmesinde hem
de de novo metilasyonda goérev alir (Celik, 2007; Yaykash et al., 2012).
Bilindigi gibi hiicre doénglstnin dizenlenmesinde, DNA tamiri ve
apoptozda gbérev alan timoér slUpresdér genlerin epigenetik olarak
sessizlesmesine neden olan bozulmus DNA metilasyonu karsinogenezde
onemli role sahiptir (Chen et al., 2012). Yapilan calismalarda DNMT3b’nin,
akciger kanseri (Shen et al., 2002), skuaméz hicreli bas ve boyun kanseri
(Liu, Wang, Wang, Sturgis & Wei, 2008), g0dis kanseri (Sandhu,
Rivenbark & Coleman, 2012), 6zefagal ve gastrik kanser (Chen et al.,,
2012) gibi bircok kanser tipi ile iliskili oldugu ve ozellikle asiri
ekspresyonunun karsinogeneze 6nemli etkisi oldugu belirlenmistir (Chen
et al., 2012).

miR1274a, DNMT3b’yi hedefleyen bir miRNA olup, miR1274a geni 5.
kromozom Uzerinde bulunur  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Janssen ve arkadaslari miR1274a’nin goéguls
kanserinde proliferasyon ile iliskili oldugunu belirlemislerdir (Janssen et
al., 2010).
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rs318039 genetik varyantt miR1274a geni Uzerinde yer alan T/C
degisimi olup, yanlizca bir calismada bu varyantin miR1274a ile iliskili
oldugundan ve 5. kromozomundaki lokalizasyonundan bahsedilmistir
(Duan, Mi, Zhang, & Dolan, 2009). rs318039 varyanti ile ilgili literattrde
baska bir veriye rastlanmamakla birlikte bizim calismamizda belirlenen
genotipler icin akciger kanseri alt tipleri ile kontrol grubu arasinda fark
bulunmustur. C aleline sahip olan birey sayisi NSCLC ve SCLC alt
gruplarinda anlamli oranda distk iken (p=0,021) kontrol grubunda C
aleline sahip birey yilzdesi % 87.8 olarak belirlenmistir. C aleli risk analizi
akciger kanseri ile kontrol grubu arasinda yapilmis ancak istatistik
modeline alt gruplar dahil edilememistir. Alt gruplarda anlamli olan C aleli
yoklugunun, akciger kanseri icin 1.436 kat riskli olabilecedi ancak bu riskin
istatistiksel anlami olmadigi belirlenmistir. Sonug olarak rs318039 genetik
varyanti alt tip karakterizasyonu icin anlamli olabilir ancak akciger kanseri
ile iligkili bulunmamistir.

DNMT3b'yi hedefleyen bir diger miRNA miR26b’dir ve bu miRNA’yI
kodlayan gen 2. kromozom Uzerinde yer alir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/, http://www.targetscan.org).

Yapilan calismalarda miR26b’nin hepatoselller karsinom,
nazofarengial karsinom, primer skuamoz hicreli akciger karsinomu ve
gogus kanseri gibi bircok kanser tlriinde downregiile oldugu, MCF-7 gogus
kanseri hiicre dizilerinde ise asiri ekspresse oldugu rapor edilmistir (Jia Li
et al., 2013). Agresif o0Ozellik gésteren glioma hicrelerine miR26b
transfeksiyonu yapildiginda glioma gelisiminde azalma belirlenmis olup, bu
hicreler icin artmis ekspresyonun anti-timor etkiye sahip olabilecedi
belirtilmistir (Wu et al., 2011).

rs188612260, miR26b genine ait bir varyant olup, C/T degisimi ile
meydana gelir. Bu varyant henlz arastiriilmamis olup, literatlirde konuyla
ilgili bilgiye rastlanmamistir. Calismamizda hem hasta hem kontrol
bireylerin tamaminin bu varyasyon igin atasal genotipe sahip oldugu
belirlenmis olup, bu varyant akciger kanseri ile iligkili bulunmamistir.
rs188612260 genetik varyanth calistigimiz popllasyon icin oldukca
korunmus bir bélge olarak belirlenmis ve calismamiz bu anlamda literatire
yeni bilgi saglamistir.

miR148b, rs185315720 ve rs74878365 numarali 2 genetik
varyasyon iceren ve 12. kromozom Uzerindeki miR148b geni tarafindan
kodlanan bir miRNA olup, DNMT1 ve DNMT3b’yi hedefler
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/, http://www.targetscan.org)
(Duursma et al., 2008). Yapilan calismalarda miR148b’nin gastrik kanser
(Song et al., 2011) ve pankreatik kanser (Zhao et al., 2013) gibi kanser
tirlerinde  genellikle  downregile oldugu, ekspresyonun hicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve timor slpresor aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Song et al., 2011).
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mMiR148b’ye ait rs185315720 ve rs74878365 genetik varyantlar ile
ilgili literatirde veriye rastlanmamistir. Calismamizda hem hasta hem
kontrol bireylerin tamamini atasal genotip olarak belirledigimiz bu iki SNP
ile akciger kanseri arasinda bir iliski bulunamamistir. Bu iki bdlgenin de
yine ilk defa calisilan ve korunmus bdélgeler olarak belirlenmesi nedeniyle
onemli veriler oldugunu dislinmekteyiz.

miR339, DNMTb'yi hedefleyen bir baska miRNA olup, 7. kromozom
Uzerinden kodlanan bir miRNA'dir. Zhou ve arkadaslari miR339'un
kolorektal kanser hiucrelerinde blUylmeyi ve metastazi inhibe ederek
timor slpresor aktivite gosterdigini belirlemistir (Zhou et al., 2013).

Wu ve arkadaslari miR339 ekspresyonunun agresif hlicre hatlarinda
ve gogus kanseri hicrelerinde downreglile oldugunu ve miR339
transfeksiyonunun kanser hilicre bldyidmesini, timoér hlcresi gécunid ve
invazyon kapasitesini azalttigini belirlemislerdir (Wu et al., 2010).

rs72631831, rs145196722, rs72631820 ve rs13232101 numarali
genetik varyantlarini arastirdigimiz miR339 geni tim hasta ve kontrol
bireylerde 4 SNP icin de atasal genotipe sahip olarak belirlenmistir.
Literatlirde veriye rastlanmayan bu 4 SNP ile akciger kanseri arasinda bir
iliski bulunamamis olup, bu bodlgelerin korunmus boélgeler olabilecedi
disinulmektedir.

miR561, DNMT3b’yi hedefledigi belirlenen ve 2. kromozom (zerindeki
geni tarafindan kodlanan bir miRNA olup,
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/, http://www.targetscan.org),
multiple miyeloma (Ronchetti et al., 2008) ve kolon kanseri hicre
hatlarinda (Yu et al., 2011) asiri eksprese oldugu belirlenmistir.

Calismamizda akciger kanseri ile iliskisini arastirdigimiz miR561 geni
rs112456539 ve rs184508542 varyantlarn tUm bireylerde atasal genotipte
belirlenmis olup, bu varyantlar ile akciger kanseri arasinda bir iligki
bulunmamistir.

DNMT3b’yi hedefleyen bir baska miRNA, miR4465 olup, 6.
kromozomdaki miR4465 geni tarafindan kodlanir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/, http://www.targetscan.org).
Fonksiyonel karakterizasyonu yapilmamis olan miR4465 ile ilgili cok sinirl
sayida veri bulunmaktadir.

Arastirmamizda miR4464 geni Uzerinde yer alan rs111516728,
rs62919962, rs5880480 ve rs72556173 varyantlar arastiriimis ve tim
bireylerin 4 SNP icin atasal genotipte oldugu belirlenmistir. S6z konusu
SNP’ler ile akciger kanseri arasinda bir iliski bulunmamistir.
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5.2.3. DNMT3a’y1 hedefleyen miRNA gen varyantiari

DNMT3a hem yar metillenmis DNA'nin metillenmesinden hem de
erken gelisim déneminde gdzlenen de novo metilasyondan sorumludur
(Kaymak, 2012). Hepatoma, prostat kanseri, kolorektal kanser ve goégus
kanseri gibi bircok kanser tipinde DNMT3a’'nin asiri eksprese oldugu
belirtilmistir (Lin et al., 2007).

miR200b, 2. kromozom uzerindeki geni tarafindan kodlanan ve
DNMT3a'y1 hedefleyen bir miRNA'dir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). miR200b’'nin adenokarsinom (Hiroki et al.,
2010), pankreatik kanser (Li et al., 2010), kolanjiyokarsinom (intrahepatik
safra yollari epitelinden gelisen adenokarsinom) hucrelerinde (Meng et al.,
2006) asiri eksprese oldugu belirlenmistir.

Calismamizda miR200b genine ait bir varyasyon olan rs72563729
arastinlmis tim hastalarin %93.3’Unde, kontrol bireylerin %90’Inda,
NSCLC bireylerin % 96.2'sinde ve SCLC bireylerin tamaminda atasal
genotip olan GG yaygin genotip olarak belirlenmistir. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda akciger kanseri ve alt tipleri ile kontrol bireyler
arasinda genotipler ve alel dagilimlari agisindan bir fark belirlenmemis
olup, akciger kanseri ile miR200b rs72563729 varyanti arasinda bir iliski
bulunmamigstir. Literatirde vyalnizca bir galismada NSCLC ile miR200b
rs72563729 varyanti arasindaki iliski arastirlmis (Leng et al., 2011) ve
bizim calismamizin sonuclari ile benzer sekilde akciger kanseri ile iligkili
olmadigi tespit edilmistir.

DNMT3a'yl hedefleyen bir diger miRNA, miR101-2 olup, 9. kromozom
Uzerindeki geni tarafindan kodlanir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Yapilan calismalarda miR101'in
neuroblastoma hicrelerinde (Buechner et al.,, 2011) ve NSCLC
hlicrelerinde (Zhang, Guo, Liu, Liu & Wang, 2011) azalmis ekspresyona
sahip oldugu, ekspresyonunun hicre proliferasyonu ve invazyonunu inhibe
ederek timor slpresor etki gosterebilecedi belirtilmistir.

Arastirmamizda miR101-2 genine ait rs138231885 genetik varyanti
arastinlmis olup, literatirde bu varyantla ilgili veriye rastlanmamistir.
GCalismamizdaki tim bireyler rs138231885 varyanti icin atasal genotipte
belirlenmis olup, bu varyasyon ile akciger kanseri arasinda bir iliski
bulunmamistir.

miR429, DNMT3a'yl hedefleyen bir diger miRNA olup, 1. kromozom
Uzerindeki miR429 geni tarafindan kodlanir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/, http://www.targetscan.org).
miR429, miR200 ailesinin bir Uyesi olup, benzer sekilde over kanseri
hicrelerinde (Chen et al., 2011) ve kolorektal kanser dokularinda (Juan Li
et al., 2013) asirn eksprese oldugu belirlenmistir.
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Calismamizda miR429 genine ait iki varyant (rs183812340 ve
rs138358853) arastirilmis olup, tim bireyler her iki varyant icin de atasal
alele sahip olduklari belirlenmistir. Yapilan literatlir taramasinda her iki
SNP'nin  heniz calisiimadigi belirlenmis olup, bizim c¢alismamizda
rs183812340 ve rs138358853 varyantlari akciger kanseri ile iliskili
bulunmamistir.

miR720 DNMT3a’y1 hedefleyen miRNA’lardan biri olup 3. kromozom
Uzerinden kodlanir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Yapilan calismalarda miR720 ekspresyonun
serviks uteri skuamo6z hucreli karsinom, skuaméz htcreli akciger kanseri,
over kanseri (Lin et al., 2013) ve miyelodisplastik sendromda (Li et al.,
2014) arttidi belirlenmistir.

Calismamizda miR720 genine ait rs182926610 varyanti galisiimis olup
literatiirde bu varyant ile ilgili veri bulunmamaktadir. Arastirmamizda ise
tim bireyler bu varyasyon igin atasal genotipte belirlenmis olup akciger
kanseri ile miR720 geni rs182926610 varyanti arasinda bir iligki
bulunmamistir.

5.2.4. TRDMT1'i hedefleyen miRNA gen varyantlari

TRDMT1, ilk olarak DNMT2 olarak siniflandirilmis, ancak sonradan
aspartik asit tRNA'sinin antikodon ilmigindeki sitozin-38'i metilledigi igin
tRNA aspartik asit metiltransferaz 1 olarak isimlendirilmistir (Goll et al.,
2006). Yine de TRDMT1l’'in, DNA hasarinin taninmasi, DNA
rekombinasyonu ve mutasyon onarimi icin gerekli olmasi, eksikliginde
embriyonik koék htcrelerde global DNA metilasyonunun gdérilmemesi
nedeni ile epigenetik kontrol icin dnemli role sahip oldugu bildirilmistir
(Goll et al., 2006; Subramaniam et al., 2014). Paralel olarak Saito ve
arkadaslari normal karaciger dokusu ile karsilastirildiginda hepatoseliiler
karsinomada azalmis TRDMT1 ekspresyonu oldugunu belirlemislerdir
(Saito et al., 2001).

miR513c, TRDMT1'i hedefledigi belirlenen, X kromozomu Uzerindeki
miR513c geni tarafindan kodlanan ve fonksiyonel karakterizasyonu
belirlenmemis bir miRNA'dir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org).

Calismamizda miR513c geni rs145416750, rs184216167 ve
rs193119939 genetik varyanti arastirilmis olup, rs145416750 varyanti
hem kontrol bireyler (%81.1) hem de akciger kanseri alt tipleri igin
(NSCLC: 9%83.3, SCLC: %83.3) yaygin genotip CT olarak belirlenmistir.
Kontrole gore akciger kanserli bireylerin genotip ve alel dagihimlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamakla birlikte heniz
fonksiyonel etkileri arastiriimamis olan rs145416750 ile akciger kanseri
arasinda bir iliski bulunmamistir. miR513c genine ait rs184216167 ve
rs193119939 varyantlar yonunden ise calismamizdaki tim bireyler atasal
genotipe sahip olarak belirlenmistir. Her iki SNP icin de literatir bilgisi
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bulunmamakla birlikte calismamizin bu anlamda literatir verisi
saglayacagini disinmekteyiz.

miR3662, 6. kromozom Uzerindeki miR3662 geni tarafindan
kodlanan, TRDMT1'i hedefledigi belirlenen ve fonksiyonel karakterizasyonu
henliz bilinmeyen bir miRNA'dir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org).

Calismamizda miR3662 genine ait iki genetik varyant (rs182791806
ve rs117905199) arastinimis olup, her iki varyasyon icin de tim bireyler
atasal genotipe sahip olarak belirlenmistir. Her iki SNP icin de literatir
verisi bulunmamakla birlikte arastirmamizda bu SNP’ler ile akciger kanseri
arasinda bir iligki bulunmamistir.

5.2.5. MBD1 ve MBD2'yi hedefleyen miRNA gen varyantlari

MBD1 ve MBD2 diger metil-CpG-DNA’'ya baglanan proteinler gibi
memeli ntklear proteinlerinin dnemli Gyeleridir. MBD1, p16 ve E-kaderin
genleri gibi timoér slpresorlerin metile CpG adaciklarina baglanarak
transkripsiyonu dulzenler. MBD2'nin ise DNA demetilaz aktivitesi ile
represor Ozellik gosterdigi belirlenmistir (Patra, Patra, Zhao, Carroll &
Dahiya, 2003). Bader ve arkadaglari MBD1 ve 2 geni Uzerindeki
mutasyonlarin veya ekspresyon degisikliklerinin kolon ve akciger kanseri
ile iliskili olabilecegdini bildirmislerdir (Bader et al., 2003).

miR15b MBD1’i hedefleyen miRNA’lardan biri olup, 3. kromozom
Uzerinden kodlanir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Xia ve arkadaslari miR15b’nin hlicre déngusu
icin 6nemli role sahip oldugunu ve asin eksprese oldugunda hicre
donglslinidn GO/G1 fazinda durdugunu belirlemislerdir (Xia et al., 2009).
Benzer sekilde Chung ve arkadaslari hepatoselller karsinomada miR15b
transfeksiyonun azalmis proliferasyon ve artmis apoptoz ile iliskili
oldugunu bildirmistir (Chung et al., 2010).

Calismamizda miR15b geni Uzerindeki rs146020563 ve rs192595529
varyasyonlari arastirilmis olup, s6z konusu varyasyonlar icin tUm bireyler
atasal genotip olarak belirlenmistir. Her iki varyant icin de literatir bilgisi
bulunmamakla birlikte rs146020563 ve rs192595529 varyantlari akciger
kanseri ile iligkili bulunmamistir.

miR125a MBD1'i hedefleyen bir diger miRNA olup 19. kromozom
Uzerinden kodlanir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Jiang ve arkadaslari NSCLC dokularda
miR125a’nin ekspresyonunun normal dokulara gére azalmis oldugunu ve
miR125a ekspresyonunun akciger kanseri hicrelerinde invazyon ve
metastazl azaltabilecedini rapor etmislerdir (Jiang et al., 2010). Benzer
sekilde miR125a’'nin akciger kanseri hilicrelerinde p53‘U aktive ederek
apoptozu indlkledigi belirlenmistir (Jiang, Chang, Zhang, Sun & Qiu,
2013).
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GCalismamizda miR125a genine ait iki varyant olan rs12975333 ve
rs143525573’ln akciger kanseri ile iligkisi arastiriimis olup, bulgularimiz
her iki varyant icin de tiim bireyler atasal genotipte oldugunu gostermistir.
Peterlongo ve arkadaslari, Almanya, Italya, Avustralya ve Ispanya
kohortlarinda toplam 3145 hasta ve 4114 kontrol bireyde rs12975333
varyanti ile gogis kanser riski arasindaki iliskiyi arastirmislar ve bizim
calismamizin bulgulariyla da uyumlu olarak bu varyantin oldukca nadir
veya hic gbzlenmeyen bir varyant oldugunu belirlemislerdir (Peterlongo et
al., 2011). Benzer sekilde Lehmann ve arkadaslar yaptiklari calismada
meme kanserli hastalarda rs143525573 varyanti ile miR125a seviyesi
arasinda iliskiyi arastirmislar ancak bizim bulgularimizla paralel olarak
orneklerin higbirinde bu varyantin bulunmadigini belirlemislerdir (Lehmann
et al., 2013).

miR377, MBD1'i hedefleyen bir diger miRNA olup, 14. kromozom

Uzerinden kodlanir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Arastirmamizda miR377 geni rs189165474
varyanti ile akciger kanseri arasindaki iliski arastirilmis olup

calismamizdaki tim bireyler atasal genotipe sahip olduklar belirlenmistir.
Bu varyant ile ilgili literatlir verisi bulunmamakla birlikte calismamizda
rs189165474 varyanti ile akciger kanseri arasinda bir iliski bulunmamistir.

MBD2 proteinini hedefleyen miRNA’lardan biri miR25 olup, 7.
kromozom Uzerindeki miR25 geninden kodlanir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/, http://www.targetscan.org). Xu ve
arkadaslarn 6zefagal skuamdz hicreli kanserde miR25 ekspresyonunun
artmis oldugunu ve miR25 eskpresyonunun invazyon ve metastazi
ilerlettigini belirlemislerdir (Xu et al., 2012). Benzer sekilde Zhao ve
arkadaslarn gastrik kanserde miR25 ekspresyonunun kanser hicre
baylmesini artirdidini rapor etmislerdir (Zhao, Wang, Yang, Jiang & Li,
2014).

Calismamizda miR25 geni rs41274221 varyanti ile akciger kanseri
arasindaki iliski arastirnlmis olup, calismamizdaki tim bireyler atasal
genotipe sahip olarak belirlenmistir. Bu varyant ile ilgili literatir verisi
bulunmamakla birlikte calismamizda rs41274221 varyanti ile akciger
kanseri arasinda bir iliski bulunmamistir.

miR92b MBD2'i hedefleyen bir diger miRNA olup, 1. kromozom
Uzerinden kodlanir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Li ve arkadaslari yapmis olduklari calismada
miR92b ekspresyonunun NSCLC dokularinda artmis oldugunu, hicre
dongusinin dizenlenmesinde goérev alarak onkogen roll Ustlendigini
bildirmislerdir (Li et al., 2013).

Calismamizda miR92b geni rs12759620 varyanti ile akciger kanseri
arasindaki iliski arastirilmis ve calismamizdaki tim bireyler atasal genotipe
sahip olarak belirlenmis olup, rs12759620 varyanti ile akciger kanseri
arasinda bir iliski bulunmamistir.
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miR128-1 MBDZ2'i hedefleyen bir miRNA olup 2. kromozom Uzerindeki
miR128-1 geni tarafindan kodlanir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Khan ve arkadaslari miR128-1
eskpresyonunun bening prostat dokusunda, prostat kanser dokusuna gére
ylksek oldugunu, artmis ekspresyonunun prostat kanseri hicrelerinde
artmis invazyon ile sonuglandigini rapor etmislerdir (Khan et al., 2010).

Arastirmamizda miR128-1 geni rs117812383 varyanti ile akciger
kanseri arasindaki iliski arastirilmistir. Calismamizdaki bireylerin hicbirinde
bu varyasyon bulunmamis olup, bireylerin tamami atasal genotipe sahip
olarak belirlenmistir. Bu varyant ile ilgili literatlr verisi bulunmamakla
birlikte calismamizda rs117812383 varyanti ile akciger kanseri arasinda
bir iliski bulunmamistir.

miR367 MBDZ2'i hedefleyen bir miRNA olup, 4. kromozom Uzerindeki
miR367 geni tarafindan kodlanir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org). Campayo ve arkadaslari, NSCLC timor
dokularinda miR367 eskpresyonunun artmis oldugunu, ve yiksek miR367
seviyelerinin kotl prognoz ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir (Campayo
et al., 2013).

Calismamizda miR367 geni rs150161032 varyanti ile akciger kanseri
arasindaki iliski arastirilmis ve calismamizdaki tim bireyler atasal genotipe
sahip olarak belirlenmis olup, rs12759620 varyanti ile akciger kanseri
arasinda bir iliski bulunmamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri tim diinyada ve Ulkemizde siklikla aile &ykisinin
eslik ettigi sigara dumani ve asbest maruziyeti sonucu olusan koéti
prognozlu, disik sag kalimli ve 6lumcdil bir hastaliktir. Akciger kanseri ve
karsinogenezle ilgili arastirmalara her gin bir yenisi eklenmekte olup,
hastaligin molekliler nedenlerinin belirlenmesi ve yeni gelistirilen
terapilerin hedeflenmesi giinimuz kanser arastirmalarinin ana hedefidir.

Biz de arastirmamizda karsinogenezde o6nemli role sahip olan, DNA
metilasyonunda goérevli DNA metiltransferaz enzimleri ve metil baglayici
proteinleri, yine epigenetik olarak kontrol eden miRNA’larin gen
varyasyonlari ile akciger kanseri arasindaki iliskiyi ve bu varyasyonlarin
Tark toplumundaki sikligini genis bir gen profilinde arastirmay! amagcladik.
Arastirdigimiz = 37 SNP’den  vyalnizca rs72563729, rs12975333,
rs143525573 daha o6nce farkhh hasta gruplarinda ve rs318039 genom
calismasinda arastirilmis olup, diger 33 varyant ilk defa arastirmamiz
kapsaminda calisiimistir.

Akciger kanseri ve alt tipleri ile iliskili buldugumuz rs188912830
numarali SNP, miR3202 geni Uzerinde yer alan A/C degisimi olup, bu
varyasyon icin C aleli yoklugunun varligina gore 7.429 kat riskli oldugu
belirlenmistir. Bilindigi gibi DNMT1, DNMT3a ve 3b embriyogenezde de
novo metilasyondan da sorumludur. Belirlenen SNP’nin DNMT enzimleri
yerine yardimci protein olan MeCP2'yi hedefleyen bir miRNA Uzerinde
bulunmasi anlamhdir. Calismamizin bu bulgusu akciger kanser
arastirmalarimizda bundan sonraki hedeflerimiz igin dnemli bir veridir.
miR3202 ekspresyonunun ve MeCP2 seviyelerinin belirlenmesi ile galisma
verilerimizin giglendirilmesi ve yeni bir molekiller yolagin tanimlanmasi
hedeflenmektedir.

Arastirmamizda akciger kanseri alt tipleri ile kontrol bireyler arasinda
genotip dagihmi yonidnden farkhlik buldugumuz bir diger varyant
DNMT3B’yi hedefleyen miR1274a geni Uzerinde yer alan rs318039'dir.
Polimorfik genotip olan CC kontrol bireylerde akciger kanseri alt tiplerine
gore daha fazla olmakla birlikte C aleli icin yapilan risk analizi akciger
kanseri (alt tipler degil) ve kontrol bireyler arasinda anlamli
bulunmamistir. Hastalik alt tipleri ve hasta sayisi artirildidina bu
varyasyonun 6nemli olabilecegi diisiiniimektedir. miR1274a ekspresyonun
ve DNMT3B seviyesinin belirlenmesi de arastirma verilerini glglendirebilir.

Calismamiz kapsaminda DNMT3A’y1 hedefleyen miR200b geni
rs72563729 ve TRDMT1'i hedefleyen miR513c geni rs145416750
varyasyonlari hem akciger kanseri hem de kontrol bireylerde
belirlenmistir. Ancak istatistiksel olarak &nemli bulunamayan bu
varyantlarin akciger kanseri ile iliskisi bulunmamistir. Hasta sayisi, hasta
populasyonu veya hastalik alt tiplerindeki farkliliklara goére bu
varyasyonlarin degisebilecedi disuntlmektedir.
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Literatlr bilgileri tarandiginda arastirmamizda yer alan diger diger 33
SNP’nin sadece bizim galismamizda genotiplendirildigi tespit edilmis olup,
hem kontrol hem de akciger kanserli bireyler bu varyasyonlar icin atasal
genotipe sahipti. Oldukgca korunmus bdlgeler olarak belirledigimiz bu
varyantlar akciger kanseri ile iliskili bulunmadi ancak diger 4 SNP gibi bu
33 varyant da ilk kez fonksiyonel karakterizasyonu yapilan SNP’ler olup,
hem veri bankalari hem arastirmacilar igin 06zglin veri niteliginde
olacaktir.
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