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OZET

Mide kanseri, diyet ve Helicobacter pylori (Hp) gibi ¢evresel faktdrlerden kaynaklanan
genotipik  degisimlerin  progresif birikimi sonucu olugmaktadir. Epigenetik
mekanizmalardan biri olan promoter CpG adacik hipermetilasyonu, genin
sessizlesmesine neden olmaktadir. Mide karsinomu aberan CpG hipermetilasyonun en
stk gozlendigi kanser tiirlerinden biridir. Hp enfeksiyonu mide kanseri, kronik gastrit,
tekrarlayan peptik iilser, atrofik gastrit ve intestinal metaplazi gelisiminde bir risk
faktoriidiir. Hp eradikasyonu sonucu bazi genlerde hipermetilasyon orani azalmaktadir.
Ancak bu oran bazi genlerde ayn1 kalmakta veya daha da artmaktadir. Bu ¢aligmada, 23
Hp(+) ve 14 Hp(-) olmak iizere toplam 37 gastrit hasta doku 6rneginde ve 30 mide
kanseri hasta doku 6rneginde CYP1B1, SCGB3A1, MTI1G, BCL2, P16, hMSH2 ve
hMLH1 genlerinin promoter bolgelerinin metilasyon paternlerinin Metilasyon Sensitif -
High Resolution Melting (MS-HRM) teknigi ile karsilastirilmast amaglanmistir. Ayrica
Hp(+) gastrit olgularinin medikal eradikasyon tedavisinin genlerin metilasyon
paternlerine etkisini de belirlemek amaciyla Hp(+) gastrit drneklerinin tedavi dncesi ve
sonras1 metilasyon paternleri ve oranlar1 karsilastirilmistir. Incelenen mide kanseri hasta
grubunda hMLH1, BCL2 ve CYP1B1 genlerine iliskin metilasyon sikliklarmin gastrit
hasta grubuna gore onemli diizeyde artti§1;; MT1G, hMSH2 ve hMLHI genlerinin
metilasyon oranlarmmin Hp(+) gastrit olgularindaki medikal eradikasyon tedavisi sonrasi
azaldig1 belirlenmistir. Diger taraftan kanser hasta grubunda hipermetile olan gen
sayisinin gastrit hasta grubuna goére 6nemli diizeyde arttig1 ortaya konmustur. Sonug
olarak MS-HRM teknigi metilasyon heterojenitesi gosteren tiimdr Orneklerinde
basartyla uygulanabilecek bir yontemdir. Daha biiyiikk arastrma gruplarinda
klinikopatolojik verilerle birlikte degerlendirmelerin yapilmasmin, etkin tedavi
protokollerinin ¢ok iyi gelisemedigi bu kanser tipinin erken tanisi, prognoz

degerlendirmesi i¢in ¢ok dnemli olacagi sonucuna varilmaistir.
Anahtar Kelimeler:

CpG adaciklari, gastrit, hipermetilasyon, H. pylori, mide kanseri, MS-HRM teknigi
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SUMMARY

Gastric cancer is considered to be the result of a progressive accumulation of genotypic
changes due to an adverse environment (i.e., diet and Helicobacter pylori infection).
CpG island hypermethylation is closely associated with gene inactivation. Gastric
carcinoma is one of the tumors with a high frequency of aberrant CpG island
hypermethylation. Helicobacter pylori (Hp) infection is a risk factor for the
development of gastric cancer, chronic gastritis, recurrent peptic ulcer disease, atrophic
gastritis and intestinal metaplasia. By the medical eradication of Hp, the methylation
rate of some genes might be reduced but the others remained hypermethylated or
increased. This study was aimed to evaluate the promoter methylation status of the
genes CYP1B1, SCGB3Al1, MTIG, BCL2, P16, hMSH2 and hMLHI1 in Hp (+) / (-)
gastritis and gastric cancer tissues. Besides, the methylation profiles of these genes were
also determined following the medical eradication treatment of Hp (+) in gastric cases.
MS-HRM technique was performed in tissue samples of 37 acute gastritis and 30 gastric
cancer. Statistical analyses were performed through SPSS 15 software. The frequencies
of aberrant methylation profiles of hMLHI1, BCL2 and CYP1B1 genes were
significantly higher in gastric cancer group. Following the medical eradication
treatment, the methylation levels of MT1G, hMSH2 and hMLH1 genes were decreased.
When the number of methylated genes in gastritis and gastric cancer groups were
compared, the number of methylated genes was significantly higher in gastric cancer
group. The MS-HRM was determined as a powerful technique for the analysis of
methylation profiles of genes in the heterogenous tumor tissues. Our findings show
differential gene methylation in tumoral tissue, which allows us to conclude that
hypermethylation is associated with gastric carcinogenesis. Further studies in larger
groups with clinicopathological features of the cases should be performed to determine
molecular biomarkers for early detection and prognostic evaluation of the cases with
gastric cancer.

Keywords:

CpG islands, gastric cancer, gastritis, H. pylori, hypermethylation, MS-HRM technique
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1. GIRIS ve AMAC

Mide kanseri diinyada en sik gézlenen {igiincii ve kanser-baglantili 6liimlerde de

ikinci sirada yer alan kanser tipidir (29, 39).

Mide kanseri Lauren smiflamasina gore intestinal tip ve diffiiz tip olarak iki tipe
ayrilir. Intestinal tip mide kanseri genellikle “epidemik” olarak ifade edilir. Diger tipine
gore daha sik gozlenir. Cevresel faktorlerle iliskilidir. Cok asamali bir siire¢ ile kronik
gastrit, gastrik atrofi, intestinal metaplazi ve displazi gibi prekanseréz lezyonlardan
geligir. Diffiiz tip daha erken yaglarda ortaya c¢ikan, prognozu daha kotii olan,
prekanserdz lezyonlarla iligkili olmayan ve invaziv gelisme paterni gosteren mide

kanseri tipidir ( 42, 47).

Gastrit, mide mukozasmin inflamasyonudur. Inflamasyona diyet ve Helicobacter
pylori (Hp) gibi faktorler neden olur. Hp(+) olan bireylerin ufak bir boliimiinde mide
kanseri gelisir. Enfekte olan bireyler ile kanser gelisen olgular arasindaki farkliligin
cevresel faktorlerden, genetik yatkmliktan ve Hp viriilans faktorlerinden kaynaklandig:

one siirtilmektedir (4).

Genetik instabilite kanserin temelidir. Bu nedenle Hp enfeksiyonunun DNA da
harabiyete yol actigi veya DNA tamir yolaklarmnm aktivitesini azalttigi, biriken
mutasyonlara bagli olarak onkogen aktivasyonu ile TBG inaktivasyonunun meydana

geldigi one siiriilmektedir.

Epigenetik, DNA yapisinda herhangi bir mutasyon olmamasma ragmen genin
ekspresyonundaki kalitsal ya da sporadik degisimlere neden olan mekanizmalari
tanimlayan bir terimdir. Epigenetik mekanizma gesitleri arasinda metilasyon temelli
DNA ve histon modifikasyonlar1 ile RNA interference sayilabilir. Kanser etyolojisinde
DNA metilasyonunun roliiniin ortaya konmasina bagl olarak bu epigenetik mekanizma
ozellikle kanser baglama ve gelisiminde bugiine kadar en ¢ok arastirmalarin yapildig:
epigenetik mekanizmadir. Metilasyon, CpG diniikleotidlerinde sitozin (C) niikleotidine
metil grubunun baglanmasi ile olusur. Genin promoter bolgesinde bulunan CpG

adaciklarindaki hipermetilasyon, kromozom yapisint ve DNA stabilitesini



degistirmeden o genin transkripsiyonunu yani ekspresyonunu engellemektedir. CpG
adaciklarinin aberan metilasyonu tiimor spesifiktir. TBG’lerin inaktivasyonundan
yiksek oranda sorumludur. Giiniimiizde DNA metilasyon profilleri tiimoriin
belirlenmesi ve kanserin progresyonu hakkinda bilgi veren bir molekiiler marker olarak

da kullanilmaktadir (35, 49).

Mide kanserlerinin gelisimi ve progresyonuna iliskin ¢aligmalar yogun olarak
devam etmektedir. Ancak bugiine kadar yapilan caligmalarda diger kanser tiplerinde
etkili olan pek cok gene iliskin mutasyonun mide kanseri gelisiminde ¢ok yiiksek
siklikta gozlenmemesi, buna karsilik pek ¢ok TBG’ine iliskin aberan metilasyon
paternlerinin saptanmasi, mide kanseri gelisiminde DNA metilasyon degisikliklerinin
anahtar mekanizma oldugunu diisindiirmektedir. Mutasyonlara goére CpG adacik
hipermetilasyonlarmin daha sik gézlenmesi bu diislinceyi dogrular niteliktedir. Genlerin
promoter bolgelerindeki CpG adacik hipermetilasyonlarmin; mide kanserli olgularm
lezyona komsu, kanserdz olmayan dokular1 ile mide kanseri tanisi almamis neoplastik
olmayan gastrik mukozada da gozlendigi bildirilmistir. Dolayisiyla, kanserin

baslamasinda da etkili olabilecegi ifade edilmektedir.

Mide karsinogenezisi intestinal metaplazi-displazi-invaziv karsinom sekansi ile
gelisen cok asamali bir siiregtir. Bu kaskad, Hp enfeksiyonu ile uyarilmaktadir. Hp
enfeksiyonu, mide mukozasinin giddetli oksidatif harabiyeti ile kronik aktif
inflamasyona neden olur. Gergeklestirilen pek cok ¢alisma Hp enfeksiyonu ile spesifik
gen promoter metilasyonu iligkisini ortaya koymus olup Hp-iligkili aktif inflamasyonun
promoter hipermetilasyonundan sorumlu olabilecegi oOne siiriilmiistiir. Ancak Hp
medikal eradikasyonu sonrasi aberan hipermetilasyonun devam edip etmedigi heniiz

tartigma asamasindadir (84).

Kanser ile metilasyon anomalileri arasindaki iligkinin ortaya konmasi,
arastiricilar1  hiicrelerdeki metilasyon oranlarint daha dogru ve kantitatif olarak
degerlendirebilecek yontem arayisina itmis ve giiniimiizde yiiksek hassasiyet ve
dogrulukta veri sunabilen pek ¢ok yontem kullanima hazir hale getirilmistir.
Gliniimiizde tiimor orneklerinde metilasyon paternlerinin analizi farkli yontemlerle

gerceklestirilmektedir. Kalitatif ve kantitatif yontemler amaca gore secilmektedir. Son



yillarda metilasyona 6zgili yiiksek rezolusyonlu erime 1sist farkliligina dayanan MS-
HRM tekniginin 6zellikle heterojen tiimor dokularinda kantitatif metilasyon analizini

yiiksek dogrulukta belirlemeyi saglayan bir yontem oldugu 6ne siiriilmektedir (88).

Bu c¢alismada, Hp (+) / (-) gastrit ve mide kanseri doku 6rneklerinde CYP1BI,
SCGB3A1, MTI1G, BCL2, P16, hMSH2 ve hMLHI1 genlerinin promoter bdlgelerinin
metilasyon paternlerini MS-HRM teknigi ile belirlenmesi, Hp(+) gastrit olgularinin
medikal eradikasyon tedavisi sonrasi incelenen genlere iliskin metilasyon
profillerindeki degisikliklerin saptanmasi amaglanmistir. Ayrica, MS-HRM tekniginin
kantitatif metilasyon oranlarini belirlemedeki uygulanabilirliginin de sorgulanmasi

amagclanmstir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. KANSER ve GENETIK

Kanser, klinikte goriilen en yaygin ve ciddi hastaliklardan biridir. Bugiine kadar
yapilan bir¢ok istatistiksel caligmada, kanserin toplumlarin yaklagik iicte birinden
fazlasinda goriildiigii, 6liimlerin en az %20’sinden sorumlu oldugu ve gelismis tilkelerin
toplam saglik harcamalarinin yaklasik %10’nu kanser tedavileri harcamalarinin
olusturdugu gosterilmistir. Biitiin bu nedenlere bagl olarak kanser, diinya genelinde

yapilan ¢aligmalarin odak noktasi haline gelmistir.

Kanser, tedavi edilmedigi zaman 6liimle sonuglanmaktadir. Erken tani kanserle
miicadelede en dnemli noktay1 olusturmaktadir. Kansere yakalanma riski yiiksek olan

bireylerin kanser gelismeden once saptanabilmesi ¢ok dnemlidir.

Kanserin baglangicinda yer alan ¢esitli genler ve hastaliga neden olan bu genlerin
fonksiyon kayiplarindaki mekanizmalar nedeniyle kanser esas olarak genetik bir
hastaliktir. Kanserin baglangici ve tiimdr hiicrelerinin 6zellikleriyle ilgili bazi 6énemli
noktalar1 inceledigimizde kanserin, hiicresel diizeydeki temel bir bozukluk oldugu

goriliir.

Viicuttaki pek ¢ok farkli hiicre tipi, kanser hiicresi haline gelebilir. Kanser
hiicreleri, koken olarak cogalma kapasitesini koruyabilen mutant ve/veya modifiye
olmus hiicrelerden ve kok hiicrelerden olusur. Normal hiicrelerin canliligini siirdiirmesi,
cogalabilmesi ve yaglanip 6lmesi i¢in ekstraseliiler ortamdan kontrollii olarak biiylime
faktorlerinin hiicre igerisine girmesi ve rol oynayan genlerin aktif ya da inaktif hale
getirilmesi gerekir. Aksine tiimor hiicrelerinde biiyiime faktorii gereksinimi azalmaistir,
hatta bazen gerek de duyulmaz. Hatta gerekli biiylime faktorleri hiicre tarafindan
sentezlenir ve kullanilir. Dolayisiyla kanser gelisiminde rol oynayan hiicrelerin
canliliklarmi  silirdiirmesi  ve siirekliliklerinin  korunmasinda komsu hiicrelere
gereksinimleri kalmamistir. Ayrica apoptozis siirecinde etkili olan gen iriinleri
fonksiyonlarii yitirmislerdir veya normal programli hiicre 6liimii sinyallerine karsi

direngli hale gelmislerdir.



Kanser hiicrelerinin bir diger 6zelligi de c¢evre dokuya invazyon yapabilme
potansiyellerine  sahip olmalaridir. Ayrica gerekli durumlarda anjiyogenezi
olusturabilme yetenekleri ile invaze oldugu dokularda yeni kan damarlarini olustururlar.
Belirtilen tiim yolaklar ilgili gen firiinleri ile kontrollii bir sekilde gerceklestiginden,
veriler karsinogenezde gen ve/veya protein mutasyon / modifikasyonlarin olusmasi

gerektigini gostermektedir (6, 11, 25).

Tiimor olusumunda en 6nemli basamagi karsinogenezis siireci olusturmaktadir.
Bugiine kadar elde edilen veriler, karsinogenezis siirecinde farkli gorevleri iistlenmis

gen gruplarmin etkili oldugunu gostermistir. Bu genler:

e Hiicre proliferasyonunda ve hiicreler arasi sinyal iletiminde goérevli proteinleri
kodlayan genler,

¢ Mitotik siklus diizenleyicilerini kodlayan genler,

¢ Programlanmis hiicre 6liimii elemanlarini kodlayan genler,

¢ Kontakt inhibisyon olusumunda etkili olan elemanlar1 kodlayan genler,

e Hasarli DNA’nin tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan genlerdir (64).

Kanserde etkili oldugu diisiiniilen tiim genler birlikte degerlendirildiginde {i¢ ana
grup altinda toplanirlar:
1- Onkogenler,
2- Timdr baskilayict genler (TBG),
3- DNA tamir genleri (3, 87).

Hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii olarak ifade edilen ve birbiri ardi sira
gerceklesme zorunlulugu olan G1, S, G2 ve M fazlarinin kontrollii olarak gerceklemesi

sayesinde meydana gelir. Bu dongii direkt ya da indirekt olarak kontrol edilir (12).

Bu dongiide hiicrenin bdliinmeye girebilmesini belirleyen ve bir sonraki evreye
gecisi diizenleyen kontrol noktalar1 bulunmaktadir. Bu kontrol noktalarinda bir dnceki
evrede yapilanlar gozden gecirilir, diizeltilebilecek hatalar diizeltilir ve bir sonraki
evreye gegilir. Tiim kontrollerde amag dengeli olarak saglikli hiicre sayisinin arttirilmasi

ya da hiicre sayis1 artisinin inhibe edilmesidir. Rol alan genler bu iglevler dogrultusunda



gruplandirilirlar. Kanserin tipik Ozellikleri olan kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ve

invaze olabilme yetenegini belirleyen iki grup mutasyon vardir:

Birinci mutasyon her normal hiicrede hiicre sinyal ileti sisteminde goérev alan ve
protoonkogen olarak isimlendirilen genlerin mutasyona baglh olarak onkogenik nitelik

kazanmasidir. Hiicre proliferasyonunun kontrolsiiz olarak gerceklesmesinde rol alirlar.

Ikinci mutasyonda ise normal hiicrelerde hiicre gogalmasmi inhibe edici dzelligi
olan TBG’lerin mutasyon ve/veya epigenetik modifikasyona bagli olarak inaktif hale
gelmesidir. TBG’ler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre
bdliinmesine, anormal hiicre biiylimesine ve sorunlu apopitozise neden olmaktadir (23,

64, 87).

2.1.1. Onkogenler

Onkogenler genomda aktif olarak bulunan protoonkogenlerin mutant formlaridir.
Bugiine kadar seksenden fazla protoonkogen saptanmis olup her biri onkogenik

potansiyel gostererek farkli kanserlerin olusumunda rol oynamaktadirlar (64).

Protoonkogenler, ekstraseliiler ortamdan gelen sinyalleri alarak nukleusta
DNA’ya kadar ulagmasini saglayan olaylar zincirinde rol alan proteinleri kodlayan
genlerdir. Protoonkogen iiriin listesinde hiicre sinyal ileti sisteminde gorev alan
salgilanan  proteinler, transmembran  proteinler, = GTP-baglayan proteinler,
proteinkinazlar, transkripsiyon faktorleri gibi her tip protein bulunmaktadwr. Bu
molekiiller, normal kosullarda hiicre gereksinimine bagl olarak sinyalleri alip nukleusta
DNA'’ya kadar iletirler. Bir hiicreye ekstraseliiler ortamdan gelen sinyaller hiicreyi
boliinmeye, farklilasmaya ya da 6lmeye yonlendirir. Bu sinyallerin alimindan sorumlu
olan genlerde veya membrandan intraseliiler ortama ya da niikleusa aktaran genlerde
meydana gelen mutasyonlar, hiicrede sinyal yolaklarmin devamli aktif kalmasina,

dolayistyla da siirekli hiicre cogalmasina neden olmaktadir (23, 64).



2.1.2. Tiimor Baskilayic1 Genler (TBG)

Onkogenler, gen ekspresyonunu hizlandiran ya da kodladiklar1 proteinlerle
kontrolsiiz aktivite artisina neden olan genetik degisiklikler sonucunda anormal hiicre
cogalmasina neden olurken TBG’ler, hiicre ¢ogalmasinin kontroliinde bu mekanizmanin
tam tersi gorev yaparlar. Normal kosullarda hiicre ¢ogalmasini, gerektiginde DNA tamir
sistemlerinin aktiflesmesini veya apoptozis mekanizmalarinin isler hale getirilmesinden
sorumludurlar. Bu 6zellikleri nedeniyle tiimor gelisimini baskilarlar. Tiimorigenezde bu
genlerin hasar gormesi veya sessizlesmesi, hiicre ¢ogalmasini baskilayan etkinin

ortadan kalkmasina ve mutant hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasina yol acar (3).

2.1.3. DNA Tamir genleri

Seliller DNA bir¢ok kimyasal reaksiyonla iliski i¢indedir. DNA, hiicre genetik
yapisinin kalic1 kopyast oldugu icin yapisindaki degisiklikler, RNA ya da proteinlere
gore ¢ok daha hayati sonuglara neden olur. Mutasyonlar, DNA replikasyonu sirasinda
yanlig eslesme veya hatali niikleotidlerin DNA’ya katilmasi, delesyon, inversiyon gibi
mekanizmalarin meydana gelmesi sonucu gen dizilerinde baskalasimlara neden olur.
Kimyasal ajanlara veya radyasyona maruz kalma durumunda ya da spontan olarak

DNA’da c¢esitli kimyasal degisiklikler de ortaya ¢ikabilir (13, 20).

Hiicre genomunun biitiinliiglinlin korunabilmesi i¢in hiicreler harap olan DNA’y1
tamir etmek i¢in mekanizmalar gelistirmek durumundadw. Bu DNA tamir
mekanizmalari, DNA harabiyetinden sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak

onlenmesi veya tahrip olan bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasi seklindedir (13).

DNA tamir genlerinde olusacak mutasyonlar, fonksiyonel iiriiniin sentezlenmesini
engelledigi icin DNA tamir edilemeyecek ve genom dengesi bozulacaktir. Bu da

karsinogeneziste onemli bir etkendir (13).



2.2. MiDE KANSERI

2.2.1. Mide Kanserinin Epidemiyolojisi

Kanser, sik goriilmesi ve oOldiiriiciiliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle giiniimiizde
en 6nemli toplum saglig1 sorunlarindan birisidir. Mide kanseri diinyada en sik goriilen
tciincli ve kanser baglantili 6limlerde de akciger kanserlerinden sonra ikinci sirada

goriilen kanser tipidir (29, 39).

Insidans: iilkeler arasinda degisiklik gostermekle birlikte bazi iilkelerde hala
birinci siradaki yerini korumaktadir (38, 78). Goriilme sikligina gére Bati1 Asya, Gliney
Amerika ve Bat1 Avrupa yiiksek riskli bolgeleri olustururken Kuzey Amerika, Kuzey
Avrupa, ¢ogu Afrika iilkesi ve Giiney Bat1 Asya diisiik riskli bolgelerdir (9,18). Bu

bolgelerde goriilme oranlar1 arasinda 10-20 kata kadar fark bildirilmistir.

Besinci dekadda sik ortaya ¢ikan ve yasla birlikte siklig1 artan (18, 38, 39) mide
kanseri 30 yasindan daha geng¢ hastalarda nadirdir. 50 yas sonrasi goriilme siklig1

erkeklerde iki kat fazla iken, daha geng yas grubunda kadm/erkek orani esittir ( 9, 18,
38).

2.2.2. Mide Kanserinin Etiyolojisi

Etiyolojide cevresel faktorler, kisisel faktorler ve predispozan faktorler soz

konusudur.

Cevresel faktorler arasinda Hp ile enfeksiyon, diyet, iyonize radyasyon, alkol
kullanimi, pernisiydz anemi, sigara aligkanligi, parsiyel gastrektomi, sosyoekonomik

durum sayilmaktadir (39).

Kisisel faktorler olarak pozitif aile hikayesi ve predispozisyona neden olan

genetik faktorler sayilmaktadir. Ancak hastalarin %4’linde aile dykiisii saptanabilmistir

9).



Kronik atrofik gastrit ve intestinal metaplazi, gastrik epitelyal displazi, gastrik
adenomlar, hiperplastik polipler, menetrier hastalig1 (hipertrofik gastropati) kronik mide

iilseri, barret 6zofagusu gibi hastaliklar ise predispozan durumlardir.

Bati iilkelerinde mide kanseri hastalarinin 2/3’ne cerrahi tedavinin sadece palyatif
olarak uygulanabildigi ileri seviyelerde tan1 konulabilmektedir. Bu sebeple WHO mide
kanseriyle ilgili ¢alismalar1 desteklemekte ve tesvik etmektedir. Bu yaklasimla mide
karsinogenezinin altinda yatan molekiiler sebepler ve etyolojik faktorler

arastirilmaktadir (37, 67, 86).

2.2.3. Mide Kanserinin Tipleri

Mide malign tiimorlerinin yaklasik %90 kadar1 adenokarsinomlardir. Non-

Hodgkin lenfomalar ve leiyomyosarkomlar geri kalan %10’luk dilimi olusturur (39, 78).

2.2.3.1. Lauren siniflamasi

Adenokarsinomlar, Lauren smiflamasina gore histolojik olarak iki tipe ayrilir.

Epidemik olan intestinal tip mide kanseri daha sik olup ileri yaslarda goriiliir.
Cevresel faktorlerden etkilenir. Kronik gastrit, gastrik atrofi, intestinal metaplazi ve
displazi gibi prekanserdz lezyonlarla iligkilidir. Hematojen yolla yayilir. Midenin distal

boliimiinii tutan ve intestinal bezlere benzeyen tiibiiler yapilardan olusur (42, 47).

Geng yaslarda goriilen diffiiz tip mide kanseri invazif bliylime yapis1 gosterir ve
kotii prognozludur. Peritona ve lenfojen yolla yayilma gosterir. Glanduler ya da
duktular yap1 olusturmaksizin birbirinden ayr1 duran musindz tipte (tash yiiziik
hiicreleri) malign hiicre tabakalarindan olusur. Midenin proksimaline yerlesme egilimi
gosterir. Diinyanin her yerinde ayni siklikla bulunup aile i¢i dagilim gosterir (42, 47).
Herediter diffiiz tip mide kanserlerinden farkli olarak sporadik diffiiz tip mide
kanserlerinin gelisiminde Hp gibi enfeksiyonlarin da roliiniin olabilecegini gosteren

calismalar vardir (92).



Yiiksek riskli bolgelerde intestinal tip mide kanseri insidansi yliksek olmakla

birlikte diisiik riskli bolgelerde her iki tipin insidansi birbirine yakindir (42, 47).

2.2.4. Mide Kanserinde Klinik Bulgular

Mide kanserinde belirtiler siklikla belirsizdir. Tiimdr, limeni tikayacak kadar
biiyiirse, mide fonksiyonlarmi bozacak kadar biiyiik bir mide bdliimiinii tutan invazyon

gelisirse ve kanamaya baglarsa daha belirgin bulgular saptanabilir.

Hastalarin ¢ogunda baglangic doneminde iist abdominal ve epigastrik bolgelerde
agr1 vardir. Sonrasinda yorgunluk, istahsizlik, erken doyma, sigkinlik, bulanti, kusma,
hematemez, melena ve kilo kaybi1 gibi bulgular eklenebilir. Yutma giigliigii gelisebilir.

Batin muayenesinde ele kitle gelebilir.

Mide kanserlerinde erken donemde fizik muayene bulgusu ¢ok az olup nadiren

epigastrik hassasiyet olur.

2.2.5. Mide Kanserinde Tani

Mide kanserinin ilk bulgular1 hematolojik tetkiklerde saptanabilen hipokrom,
mikrositer anemi olabilir. Digkida gizli kan pozitif olabilir. Hastalarin yaridan
fazlasinda aklorhidri vardir. Ilerlemis olgularn 1/3’iinde serumda CEA yiiksek

seviyelerdedir.

Onemli tan1 yontemleri arasinda kontrastli {ist gastrointestinal sistem grafileri yer
alir. Cift kontrast teknikle mukozal degisiklikler goriintiilenebilir. Ancak kesin taniy1
koymak i¢in yeterli degildir.

Metastazlar1 saptamada bilgisayarli tomografi (BT), ultrasonografi (USG) ve

manyetik rezonans inceleme (MRI) yardimcidir.

Endoskopik goriintiilleme gilinlimiizde en 6nemli tani aracidir. Bu yOntemle

6zofagus, mide ve duodenum gozle goriiliir ve goriintiilenir. Alinan yeterli sayidaki
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biyopsi Ornegi ve histopatolojik degerlendirmesiyle tani kesinlestirilir. Hastaligin
yaygmnlig1 ve metastaz durumu degerlendirilmesi i¢in temel cerrahi miidahale 6ncesi

laparoskopi yapilabilir (38).

2.2.6. Mide Kanserinde TNM Siniflamasi ve Evreleme

Timor evreleme sistemleri kisinin kanserinin yayilimi ve ciddiyeti hakkinda belli
standartlara gore bilgi edinilmesini saglar. TNM Evreleme Sistemi’nde tiimdr boyutu
(T), lenf nodlarma yayilim (N) ve uzak bdlgelere yayilim (M) kriterleri kullanilarak
kanser evrelendirilir. American Joint Committee on Cancer (AJCC) periyodik olarak

evreleme standartlarii giinceller (2).
Primer tiimor (T)
Tx: Primer tiimor degerlendirilemez.
TO: Primer tiimore ait kanit yok.
Tis: Karsinoma in situ: Lamina propria invazyonu olmayan intraepiteliyal timor var.
T1: Lamina propria ve submukoza infiltrasyonu var.
T2: Muskularis propria veya subseroza infiltrasyonu var.
T2a: Muskularis propria invazyonu var.
T2b: Subseroza invazyonu var.
T3: Timor serozay1 geger (visseral periton), ¢evre doku invazyonu yoktur.
T4: Timor ¢evre dokuyu invaze eder.
Bolgesel lenf nodlar (N)
Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemez.

NO: Lenf nodu metastaz1 yoktur.
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N1: Biiylik ya da kii¢iik kurvatur boyunca primer tiimdére en ¢ok 3 cm uzakliktaki

perigastrik lenf nodlar1 tutulmustur.

N2: Primer tiimdre 3 cm’den daha uzaktaki, sol gastrik, splenik, ¢élyak ve ana hepatik

arter ¢evresinde bolgesel lenf nodlar1 tutulmustur. Ameliyatla ¢ikarilabilir.

N3: Hepatoduodenal, retropankreatik ve iist mezenterik arter ¢evresi lenf nodlar1

tutulmustur. Ameliyatla ¢ikarilamaz.
Uzak metastaz (M)
Mx: Uzak metastazin varligi degerlendirilemez.
MO: Uzak metastaz yok.
M1: Uzak metastaz var.
Tiimor evrelemesi:
Evre 0 : (Tis NO MO)
Evre 1A: (T1 NO MO)
Evre 1B: (T1 N1 MO) (T2a/b NO MO)
Evre2 : (T1 N2 MO) (T2 NI MO) (T3 NO MO)
Evre 3A: (T2a/b N2 MO) (T3 N1 MO) (T4 NO MO)
Evre 3B: (T3 N2 MO0)

Evre4 : (T4 NI1-3 MO) (T1-3 N3 MO) (Herhangi bir Tve N MI)

).
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2.2.7. Mide Kanserinde Tedavi ve Prognoz

Bugiin i¢in en etkin tedavi lenf nodu diseksiyonu ile midenin cerrahi
rezeksiyonudur. Kemoterapi ve radyoterapi cerrahi tedavinin tamamlayicisidir. Buna

ragmen ileri evre mide kanseri prognozu kotiidiir.

Son yillarda bu malignansi tipinin insidansinda ve mortalite oranlarinda bir
azalma gozlenmekle birlikte diinyada hala kanser nedenli dliimler arasinda akciger

kanserinden sonra ikinci olarak gelmektedir (2, 38).

2.3. GASTRIT

2.3.1. Akut Gastrit

Mukozanin akut bir inflamasyonudur. Gegici olan akut gastritte belirgin mukozal
o0dem geligir. Notrofillerden ve kronik inflamatuar hiicrelerin olusturdugu infiltrasyon
goriiliir. Bu inflamasyonla beraber mukoza i¢ine kanama olabilir. Agir durumlarda ise
yiizey epiteli harabiyeti goriiliir. Bu bulgular endoskopide kolayca gozlenebilir ve tani
konulabilir. Neden olan olay ne kadar kisa siirerse mide mukozasi o kadar ¢abuk

tyilesir.

Mide mukozasini koruyucu mekanizmalar heniiz tam olarak degerlendirilemedigi
icin akut gastritin meydana gelmesinde tiiketilen besinlerin, alkollii igkilerin, sigara
aligkanligmin, aspirin ve diger ilaglarm kronik kullanilmasinin, tireminin, bazi sistemik
hastaliklarin, agir stres durumlarinin, asidik veya alkali maddelerle intihar girigimlerinin

ve zehirlerin etkisi vardir (5, 46).

2.3.2. Kronik Gastrit

Sonugta mukozada atrofi ve epitelde metaplazik degisikliklere yol acan mide
mukozasmm kronik iltihabi olarak tanimlanan kronik gastrit atrofik ve hipertrofik

olarak iki alt grubu ayrilmaktadir (5, 46).

13



2.3.2.1. Kronik hipertrofik gastrit

Mukoza ve submukozanin kalinlagmasi ile tanimlanir. Mide mukoza pilileri
kabarik, kalin hatta polipoid bicimde goziikiir. Histolojik olarak incelendiginde
hiperplastik mukoza goriiliir. Submukozada iltihabi hiicre infiltrasyonu vardir. Bag
dokusu artar. Olay ilerledik¢e polipler gelisebilir. Nadir goriiliir. Kanserden ayrimi
zordur (5, 46).

2.3.2.2. Kronik atrofik gastrit

Ileri yaslarda goriiliir. Nonspesifiktir. Kronik alkolizm, kronik pellegra ve
pernisiyoz anemi gibi hastaliklarda sik goriiliir. Mukoza pilileri diizlesmistir. Hipo ve
aklorhidri eslik eder. Histolojik olarak incelendiginde mukoza guddelerinin sayica
azaldigi, mukozanin inceldigi gorilir. Pilor ve korpus mukozasinda intestinal
metaplazi, korpus mukozasinda pseudopilorik metaplazi goriilebilir. Metaplazilerle

birlikte kronik atrofik gastritin mide kanserine predispozisyonu olusur (5, 46).

2.4. HELICOBACTER PYLORI (Hp)

Mide karsinogenezisi karmasik, ¢ok basamakli ve multifaktoriyel bir sonugtur.
Basta g¢evresel faktorler olmak {izere bir¢cok faktdriin etyolojide rolii vardir. Bunlar

arasinda en ilgi ¢ekici olan1 gram (-) bir mikroorganizma olan Hp’dir.

Hp enfeksiyonu gelismekte olan {ilkeler basta olmak iizere diinyada yaygindir.
Askeri kislalar, yurt ve kresler gibi kalabalik yasanilan ortamlarda ve hijyen sartlarinin
tam olarak saglanamadigi durumlarda enfeksiyon orani artmaktadir. Enfeksiyon
gelismekte olan iilkelerde 20 yas alt1 bireylerde %75 oraninda pozitif bulunmakta ve
yasla artis gostermektedir. Gelismis iilkelerde ise tam tersi olarak ¢ocuklarda oldukca

nadir goriiliirken yetiskinlerde sik goriilmektedir (4).

Hp enfeksiyonu ile mide kanseri, kronik gastrit, tekrarlayan peptik iilser, atrofik

gastrit ve intestinal metaplazi gelisimi arasinda iliskiyi gosteren pek ¢ok epidemiyolojik
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kamt mevcuttur. Diinya Saglik Orgiitii Kanser Arastirmasi Uluslararast Ajansi
epidemiyolojik bulgulara dayanarak Hp’yi “smif 1” karsinojen olarak tanimlamistir.

Mide kanseri riski, kronik Hp enfeksiyonu olan bireylerde 5—6 kat artmaktadir (94).

Bu bilgilerin yaninda Hp enfeksiyonun biiyiik ¢ogunlukla kronik antral gastritle
sonuglanmasma ragmen hastalarin sadece bir kismmda mide kanseri gelistiginin
gosterilebildigi caligmalar da mevcuttur. Dolayisiyla bu bakterinin tek etyolojik faktor
olamayacag agiktir (75).

Bu durumu agiklamak tizere kisinin genetik yatkinligi, diyet, immiinolojik durum,
Hp’nin farkli suslari, infeksiyonun alinma zamani gibi bazi varsayimlar gelistirilmistir.
Bu faktorlerin Hp’nin farkli cografi bolgelerdeki farkl kisilerdeki etkisini degistirdigi
seklinde yorumlanmigtir. Kanser gelisimi de genetik farkliliklarin birikimi ve

karsinojenik gidiste farkli fenotipik mutasyonlarm birikimi sonucudur.

Hp ile mide karsinoma iligskisi daha ¢ok intestinal tip mide kanseri ile
kurulmustur. Ciinkii intestinal tip mide kanseri atrofik gastritis ve intestinal metaplazi
gibi prekanserdz lezyonlar1 vardir. Ancak Hp’nin karsinogenezde nasil bir rol oynadigi

belirlenememistir.

Hp’nin midede epiteliyal hiicre dongiisiinii degistirerek mide kanseri riskini
arttirdig1r kabul edilmektedir. Hiicre dongiisiindeki degisiklik, artmig apoptosis ve
proliferasyon seklindedir. Hp’nin hiicre dongiistinii degistirmesi meydana getirdigi
kronik inflamasyon sonucu ortamda artan serbest oksijen radikallerinin DNA hasar1
olusturmasiyla; Hp’nin hiicrelerle dogrudan temas kurmasiyla ve Hp’nin toksinleri
araciligiyla doku hasar1 yaparak hiicre dliimiine sebep olmasi yollariyla olmaktadir.
Buradaki Oliimlerin tamamina yakini apoptosisle gelisir. Bu siire¢ sonunda mide
epitelyumunda hiperproliferasyon gelisip kansere doniisim riskini arttirdig:
diistiniilmekle birlikte bu durumun kanser gelisimindeki rolii tam olarak

aciklanmamuistir (Sekil 2.1) (15).
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Sekil 2.1 Hp ile mide karsinogenezi arasindaki muhtemel iligki. Demiray ve ark., 2003’den degistirilerek
almmustir (15).

Enfeksiyonun DNA metiltransferaz1 direkt olarak etkileyerek veya inflamatuar
mediatorler aracilifiyla mide mukoza hiicrelerinde CpG adacik hipermetilasyonunu
(ileri boliimlerde ayrintili olarak incelenecek olan DNA metilasyonu) uyarabilecegi 6ne

surilmektedir.

Pek cok ¢alismada Hp enfeksiyonu ile spesifik gen promoter hipermetilasyonu
arasindaki iligki ortaya konmustur. Ancak Hp eradikasyon tedavisi sonrasi aberan
hipermetilasyon oraninda herhangi bir degisiklik olup olmadigina iligkin veriler heniiz
yetersizdir. Hp nedenli metilasyon artisi ile birlikte metilasyon siirecinin de aberan
metilasyona neden olabilecegi ifade edilmektedir (Sekil 2.2). Hp medikal eradikasyonu
sonucu bazi genlerde hipermetilasyon orani azalirken bazi genlerde aberan metilasyon

oraninin arttigini veya hi¢ degigsmedigini belirten veriler bulunmaktadir (84, 85).

16



a ?‘f‘h A gem b m‘w‘,—
R

55%,, B gem : >
HPF enfeksivonu 0
% C geni {ﬁ’%

Devam eden

~ L HP enfeksiyonu
S

d ﬁﬁ%‘,_ c %
%— HPF eradikasvonn %

228 transkripsiyon

Y metillenmemis CpG adaci@

i

eo9e metillenmis CpG adaag

Sekil 2.2 Hp nedenli metilasyon artisi: Hp enfeksiyonu ile genin transkripsiyon diizeyinde (dalgali ok)
degisme olmayabilecegi gibi azalma veya artma seklinde degisiklikler de goriilebilir. Bu siire¢ bazen geri
doniistimlii olurken bazen de meydana gelebilecek metilasyona bagli olarak kalici olabilmektedir.
Ushijima ve ark. 2006’dan degistirilerek alinmistir (85).

Arastrmacilar Hp enfeksiyonu ile mide karsinogenezi arasindaki iligkiyi
incelerken girisimsel caligmalar kadar deney hayvanlar1 iizerinde de ¢alismalar
yirlitmiiglerdir. Mongol gerbilleri {izerindeki ¢alismada Hp’nin erken donemlerde
eradike edilmesinin Hp enfeksiyonunun mide kanseri tizerindeki arttirict etkisinin daha

etkili olarak azalttig1 gosterilirken ge¢ donemde yapilan eradikasyonun bu siireci ¢ok

fazla degistirmedigi gozlenmistir (63).

2.5. MiDE KANSERI ve GENETIK

Kanser, multipl genetik anomalinin birikmesi ile olusur. Genetik degisimler,
onkogenlerin aktivasyonuna, buna karsilik TBG’lerin fonksiyon kayiplarmma neden
olmaktadir. Onemli bir TBG olan P53 geni mutasyonu intestinal tip kanserlerin yaklasik
%40 kadarinda rapor edilirken diffiiz tip mide kanserlerinde nadir gézlenmektedir ( 56,

82).
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E-cadherin kodlayan CDHI geni metilasyonu sporadik diffiiz tip mide

kanserlerinde genin mutasyonlarindan daha sik gozlenir (92).

Baz1 herediter diffiiz tip mide kanseri olgularinda CDH1 germ line mutasyonlar1
saptanmustir. Ayrica, Wnt sinyal yolaginin aktivasyonunda rol oynayan APC geni
mutasyonu kolorektal kanser gelisiminde rol oynamaktadir ki APC gen mutasyonu mide
adenom olgularinda da siklikla rapor edilmektedir. Buna karsilik APC mutasyonu
intestinal ve diffiiz tip mide kanserlerinde sik gdzlenmemektedir. Onkogenler agisindan
degerlendirdigimiz zaman catenin kodlayan CTNNB1 gen mutasyonlar1 intestinal tip
mide kanserlerinin % 20 kadarinda gozlenirken, yine kolorektal kanserlerde sik goriilen

KRAS mutasyonlar1 her iki mide kanseri histolojik tipinde nadir saptanmistir (48, 69).

Bu bilgiler 1s1ginda diger kanser tipleri ile karsilastirdigimizda genetik

mutasyonlar mide kanserlerinde daha diisiik siklikta gdzlenmektedir (83).

2.5.1. DNA Metilasyonu

Kromatin, proteinlerle DNA’nin olusturdugu kompleksi tanimlayan bir terimdir.
Iki tiptir: Daha az kondanse olan dkromatin ve hiicre dongiisii siirecinde gok sik1
kompakt halini koruyan heterokromatin. Okromatin transkripsiyonel olarak aktif DNA
icerir, gen agisindan zengindir, histon proteinlerle daha zayif baglant1 i¢erisindedir ki bu
da hiicre dongiisiiniin erken S fazinda replikasyonun gergeklesmesini saglar. Okromatin
bolgelerde lokalize olan genler hiicre tipine ve hiicrenin fonksiyonel gereksinimlerine
gore eksprese olurlar veya olmazlar. Bu 6kromatin yapi, reversibl kovalent DNA (DNA
metilasyonu) ve histon (asetilasyon, metilasyon, fosforilizasyon, ubikutinasyon vb)
modifikasyonlari ile kontrol edilir. Bu modifikasyonlar, DNA metiltransferaz (DNMT),
histon asetiltransferaz, histon deasetilaz gibi enzimler ile son yillarda tanimlanan
kodlanmayan RNA’lar aracilifiyla olusan RNA baglantili sessizlesme mekanizmalari
ile kontrol edilirler. Epigenetik terimi ile ifade edilen tiim modifikasyonlarda primer
DNA dizisinde herhangi bir degisiklik yoktur ancak gen aktivitesinin kalitsal degisimi

s6z konusudur.
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DNA metilasyonu, histon proteinlerinin modifikasyonlar1 ve kromatin yapisi
arasinda ¢ok yakin bir iligki vardir. Kromatin inaktivasyonuna bagli olarak dkromatin
yapmin heterokromatin hale doniisiimiiniin genlerin promoter bolgelerindeki DNA
metilasyonu ile diizenlendigi, buna karsilik histon asetilasyonunun kromatini ve DNA
demetilasyonunu aktive ettigi ve bdylece gen sessizlesmesinden sorumlu faktoriin

ortamdan uzaklastirildig1 uzun zamandan beri bilinmektedir.

Kromatinin yani DNA ve histonlarin dogal kovalent modifikasyonlar1 epigenom
olarak tanimlanir. Bu tanimm, kompleks organizmalarin multipl epigenomlara sahip
oldugunu, kromatin modifikasyonlarmmin sadece dokular arasmnda degil ayni zamanda
gelisim, yas ve g¢evreye yanitta da degistigini ifade etmektedir. Kromatin yapisi ve
fonksiyonundaki multifaktoriyel etki nedeniyle, epigenomun genetik koda gore daha
biiyiik oranda bilgi tasidigini diisiindiirmektedir (51). Genomun aksine reversibl

kimyasal modifikasyonlara maruz kalan dinamik bir yapidir.

Epigenetik modifikasyonlarla kontrol edilen gen regiilasyonu genlerin
aktivasyonu veya baskilanmasi ile kendini gosterir. Gen ekspresyonundaki siireglere
genel bakis epigenetik alaninin dogmasma neden olmustur. Epigenetik, DNA dizisinde
herhangi bir degisiklik olmamasina ragmen gen ekspresyonunu etkileyen kimyasal
kromatin degisimlerini inceleyen, molekiiler patolojisinde bu degisimlerin oldugu

0zellik ya da hastaliklar1 belirleyen bir alandir.

DNA metilasyonu, CpG diniikleotidlerindeki sitozinin 5. karbonuna metil
grubunun baglanmast ve 5-metil sitozinin (5SmC) olugmasidir (Sekil 2.3). Burada
niikleotid degisimi yoktur. Sadece epigenetik olarak bag iliskisinde degisim s6z
konusudur. Normal bir hiicrede, DNA’daki tim niikleotidlerin % 0.75-1 kadar1 5SmC
seklindedir ve genomdaki tiim CpG diniikleotidlerinin % 70-80 kadarini etkiler. Sitozin
metilasyonu CpG diniikleotidlerinin disinda CpA veya CpT diniikleotidlerinde de
gbzlenir. Ancak farklilagmis hiicrelerde CpG disindaki metilasyon ¢ok nadirdir, kok

hiicrelerinin bir 6zelligi olarak ifade edilir (53, 71).
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Sekil 2.3 5-metil sitozin olusumu. Kristensen ve ark., 2009’dan degistirilerek almmuistir (43).
Okaryotik hiicrelerde, DNA metilasyonu, DNA replikasyonu sonrasinda ¢ok etkin
bir sekilde goriiliir. Kalitsal bir modifikasyondur, yani hiicre boliinmeleri sirasinda ¢cok

iyi korunur. Metilasyonun ana hiicreden yavru hiicrelere nasil aktarildigini agiklayan

molekiiler model Sekil 2.4°de goriilmektedir.
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Sekil 2.4 Okaryotik hiicrelerde DNA metilasyonunun kalitsal niteligini gdsteren molekiiler model.
Lewandowska ve ark., 2011°den degistirilerek almmustir (51).

Hesaplamalara gore insan genomunda 29000 CpG den zengin bolge
bulunmaktadir. Genomdaki CpG dizileri siklikla demetler halinde bulunur ki CpG
adaciklar1 olarak isimlendirilirler. Bu adaciklar, CpG diniikleotidleri agisindan zengin
ve genin 5’ promoter bolgesi ile genin birinci ekzonunun 5’ ucunda lokalizedirler.

Ortalama % 60 insan geninde CpG adacig1 bulunmaktadir ki bu genlerin ekspresyonu

20



doku spesifiktir. Aktif olan genlerin CpG adaciklar1 metillenmemiglerdir ve

transkripsiyonun baglamasi i¢in gerekli enzimler i¢in hedeftirler.

CpG adacigr metilasyonuna bagli olarak genin sessizlesmesi icin Onerilen iki
mekanizma bulunmaktadir: Birinci mekanizma transkripsiyonel faktorlerin metillenmis
DNA'’ya baglanmasinin promoter bolgesindeki CpG adacigi metilasyon diizeyine bagh
olarak engellenmesidir. Diizenleyici genler gen ekspresyon etkinligini dogrudan
etkileyebilirler. Ikinci mekanizma ise metillenmis DNA’nin, metillenmis DNA’ya
baglanan proteinler (MBP) tarafindan tanmmasi ve baskilayicilarin  devreye
sokulmasidir. Olusan protein kompleksi, MBPlerin baglandigi bdlgedeki kromatin

konformasyonunun kompakt hale gelmesini saglar.

DNA metilasyonu ilk olarak virlisler ve diger DNA patojenlerine karsi bir
korunma mekanizmasi olarak belirlenmistir. Normal kosullarda, DNA metilasyonu
differensiasyonda, genomik imprintingde, X kromozomu inaktivasyonunda ve tekrar

dizilerinin inaktivasyonunda rol oynamaktadir.

Yukarida da ifade edildigi gibi normal kosullarda CpG adaciklar1 doku spesifik
genlerin promoter bolgelerinde lokalizedir. Ancak house-keeping genlerde yani siirekli
aktif olan ve selliller gorevleri Tlstlenmis olan genlerin CpG adaciklarinda

hipermetilasyon paternleri bulunmamaktadir.

Genlerin promoter bolgelerinde bulunan CpG adaciklarinin yani tiim genomun
%35 kadarinda, 6zellikle LINE-1 gibi uzun tekrar dizilerinin bulundugu bdlgelerde,
sentromerler ve mikrosatellit DNA da normal kosullarda hipermetile olan daginik CpG
diniikleotidleri bulunur. Kromozomlarin biitiinliigliniin saglanmasinda hipermetile

bolgeler ¢ok 6nemli bir gorevi listlenmektedirler (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Normal genomda metilasyon paternleri. CpG adaciklar1 genlerin promoter bdlgelerinde lokalize
iken, genomda daginik halde 6zellikle uzun tekrar dizilerinde hipermetile CpG niikleotidleri gozlenir.
DNA metilasyonu palindrom CpG diniikleotidleri tantyan DNA metil transferaz
enzimleri (DNMT) ile katalizlenir. Bu enzimler metil grubunun verici olan
S-adenosyl-L methionine (SAM)’dan sitozinin 5. karbonuna transferinden sorumludur.
Bugiine kadar 5 farkli DNMT izoenzimi tanimlanmistir: DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B ve DNMT3L. Bunlardan DNMT]1 yar1 metillenmis DNA’daki orijinal DNA
metilasyon paternini korur. Replikasyon sonrasi 5-mC sadece bir parental DNA dalinda
bulunur. Bu enzim yeni sentezlenen DNA dalindaki sitozinin metilasyonunu katalizler.
DNMTI1 ayni zamanda DNA replikasyonundaki protein kompleksinin bir iiyesidir.
Yarr-koruyucu DNA replikasyonunu destekler. Hiicre boliinmesi ile dogru DNA

metilasyonunun olmasini saglar.

DNMT3A ve 3B, de novo DNA metilasyonundan ve bu nedenle genomdaki
metilasyon paterninin  degisiminden sorumludur. DNMT2 fonksiyonu heniiz
detaylandirilmamistir. Bu enzim zayif in vitro DNMT aktivitesi ile karakterize edilmis
olmasmma ragmen tRNA metilasyonunu etkin sekilde katalizledigi de bilinmektedir.
DNMT lerin her biri, digerlerinin islevlerini desteklemektedirler. Ornegin DNMT3a
sadece de novo metilasyon degil ayn1 zamanda DNA metilasyonunun korunmasindan

da sorumludur.

Metilom hatalarmin ilk olarak bazi kompleks konjenital sendromlar ile mental
yetmezliklerin olusumunda etkili oldugu anlagilmistir. Takip eden arastirmalarda DNA
metilasyon paternlerindeki degisikliklerin yaslanma ve kronik inflamasyon gibi hayati
stireclerde de rol oynadigi, viral enfeksiyonlar ile karsinogenezde biiyiik 6nem tasidigi

saptanmuigtir.
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Ozellikle son iki dekatlik siire icerisinde, DNA metilasyonunun kanser gelisimi
ve progresyonunda ¢ok Onemli oldugu calismalarla ortaya konmustur. Kanserde iki
epigenetik olay cok Onemlidir. Bunlardan ilki global hipometilasyon ve digeri de

bolgesel hipermetilasyondur.

Normal kosullarda LINE-1 tekrar dizileri, sentromerler ve mikrosatellit DNA’da
hipermetile olan CpG diniikleotidlerinin kanser hiicrelerinde hipometile hale geldigi
gozlenmektedir. Kanserle iligkili genlerin promoter bdlgelerindeki hipermetilasyona
kars1 genomda global hipometilasyon karsinogenezin ana 6zelligi olarak belirlenmistir.
Kanser hiicre genomu, normal hiicreye gore sitozin metilasyonu diizeyinin azalmasi ile

karakterizedir.

Global hipometilasyonun protoonkogen aktivasyonunda ve kromozomal
instabilitede etkili oldugu diislinlilmektedir. Bazi kanser tiplerinde mikrosatellit

instabilite ile global hipometilasyon arasinda yakin iligki ortaya konmustur.

Global hipometilasyona bdlge spesifik hipermetilasyon anomalileleri eslik
etmektedir. Ozellikle kanserin baslangi¢ basamagina spesifiktir ancak tiimor gelisiminin
ilerleyen asamalarinda da etkisi rapor edilmistir. Kanser hiicrelerinde 06zellikle
TBG’lerin promoterleri ileri diizeyde metillenmisdir. Tahminlere gore kanser
hiicrelerinde 600 CpG adacigindan zengin bolge bulunmaktadir. DNMT’ler hem normal
hem de kanser hiicrelerinde DNA metilasyonundan sorumludur. Bu nedenle bu
enzimlerin aktivitelerindeki azalma ve artiglar da 5-mC diizeyinde degisikliklere neden

olur.

Diger oOne siirilen modelde ise 5-mC metil grubunun DNA’dan
uzaklastirilmasinda hizin yavaglamis olmasidir ki bu da DNA hipermetilasyona neden
olmaktadir. TBG’lerin epigenetik sessizlesmesi kontrolsiiz hiicre boliinmesi, diger
dokulara infiltrasyon, metastaz, apoptozisten kagis ya da angiogenezin saglanmasi gibi
tiimOr gelisimini uyaran tiim siire¢lerden sorumlu olmaktadirlar. CpG adaciklarindaki
DNA metilasyon diizeyinin artmasi ayn1 zamanda hormonal yanitlar ile hiicre
adezyonundan sorumlu genlerin baskilanmasinda da etkilidir. Son yillarda CpG adacik

hipermetilasyonu aracilifiyla ekspresyonlari baskilanan mikro RNA’larin da tiimor
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gelisiminde rol oynadig1 ortaya konmustur. Tiimor baskilayici fonksiyona sahip miRNA
(miR148a, miR-34b/c ve miR-9) larin metilasyona bagli sessizlesmesi ile lenf nodu

metastazi arasindaki baglant1 aragtirmalarda ortaya konmustur (54).

Bilindigi tizere TBG’lerin inaktif hale gelebilmesi i¢in her iki allelinin de
fonksiyonlarini yitirmis olmas1 gerekmektedir. “Iki vurus hipotezi” olarak ifade edilen
ve 1970’lerde Knudson tarafindan ortaya atilan bu hipotez bugiin pek ¢ok TBG’de
mutasyonlar olarak rapor edilmistir. Ancak mutasyon olmamasma ragmen gen
ekspresyonunun olmadig1 baskilayici genler de literatiirde yer almistir ki iki vurustan

birinin CpG adacik hipermetilasyonu olabilecegi pek ¢ok ¢aligma ile gdsterilmistir.

Baz1 kanser tiplerinde genomik mutasyonlara gore CpG adacik hipermetilasyonu
TBG inaktivasyonunda daha yiiksek siklikta etkili olmaktadir. Mide kanserleri bu
kanser tiplerinden biridir. Calismalarda, insan mide karsinogenezinde onkogenlerde,
TBG’lerinde, hiicre siklus regiilatorlerinde, hiicre adezyon molekiillerinde, DNA tamir
genlerinde meydana gelen genetik ve epigenetik degisikliklerin ve genetik dengesizligin

cok asamali siire¢ icerisinde rol oynadiklari ortaya konmustur (31, 35, 49, 74).

Sato ve Meltzer (73) 6zofagiis ve mide kanserlerinde sinyal iletimi, hiicre siklus
diizenlenmesi, inflamasyona cevap, apopitozis, DNA tamiri, biiyiime faktorii,
transkripsiyon faktorii, angiogenezis ile iliskili 16 geni arastirmislar (Tablo 2.1) ve
farkli hasta gruplarindaki hipermetilasyon sikliklarina goére mide karsinogenezine
aciklik getirmeye ¢alismislardir. Mide karsinogenezisinin kronik gastrit (CG), atrofik
gastrit, intestinal metaplazi (IM), displazi (AD) ve mide kanserinden (GC) olusan ¢ok
basamakli  siirecini ve zaman igerisinde olusan epigenetik  degisimleri
degerlendirmislerdir. Tablo 2.1’de de goriilecegi lizere incelenen genler agisindan
Ozellikle mide kanser grubunda hipermetilasyon sikligi anlamlh diizeyde artmaktadir

(73).
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Tablo 2.1 Mide kanserinde hipermetile olan genlerin frekansi
(33 galismadan) Sato ve ark., 2006’dan degistirilerek alinmistir (73).

Normal CG IM AD GC
% % % % %
Sinyal iletimi
APC 69 65 81 72 78
RASSFI1A 0.4 0 0 0 23
Hiicre siklus regiilasyonu
CDH1 38 85 57 58 61
CHFR 3.1 - - - 37
P14/ARF 9.4 30 20 31 33
P15/INK4B 9.6 - 11 - 58
P16/INK4A 4.9 2.7 7 11 38
Inflamatuar yamt
cCoxXx—=2 | 41 | 14 | 88 | 38 | 27
Apoptozis
DAP-K | 55 | 35 | 44 | 34 | 54
DNA Tamiri
GSTP1 0 0 0 0 14
hMLH1 1.7 0 7 9.8 24
MGMT 25 15 8.8 10 23
Biiyiime Faktorii
HeP1 | 31 | - | - | - ] 50
Transkripsiyon Faktorii
RUNX3 | 9 | 81 | 28 | 28 | 65
Anjiyogenez
THBSI1 1.9 1.8 49 34 30
TIMP3 20 19 44 28 43
CG: Kronik gastrit, IM: Intestinal metaplazi, AD: Displazi
GC: Mide kanseri

Intestinal tip mide kanseri olgularinn %20 kadarinda mikrosatellit instabilite
bildirilmistir ki bunlarin global hipometilasyonla ve diger taraftan DNA tamir geni olan

hMLH1 hipermetilasyonuyla iliskili oldugu ortaya konmustur (8, 65, 80).

Premalign lezyonlarda da metilasyonun 6nemli bir rol {istlendigini ortaya koyan
calismalar bulunmaktadir. Bu da aberan metilasyonun ¢ok asamali mide
karsinogenezinde erken donemde ortaya c¢iktigini gdostermektedir (Sekil 2.6) (33, 36,
60).
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Sekil 2.6 Mide karsinogenezisinde (kronik gastrit, atrofi, intestinal metaplazi, displazi ve mide
kanserinden olusan ¢ok basamakli siireci ve zaman igerisinde) olusan epigenetik degisimler.
Nardone ve ark., 2007’ den degistirilerek alinmistir (60).

2.5.2. Genler

2.5.2.1. CYPIBI geni (MIM ID: 601771)

Kromozom 2p21 de lokalize olan, {i¢ ekzonlu, 8.58 kb uzunlugunda bir gendir.
Bu gen sitokrom P450 ailesi iiyesi 543 amino asitli bir proteini kodlar. Sitokrom P450
proteinleri ila¢ metabolizmasi, kolesterol, steroid ve diger lipidlerin sentezinde
gerceklesen pek cok reaksiyonu katalizlerler. CYP1B1 geni tarafindan kodlanan enzim
endoplazmik retikulumdadir ve polisiklik hidrokarbonlar ile 17 beta-estradiol gibi
prokarsinojenleri metabolize eder. Bu gendeki mutasyonlar primer konjenital glokom
ile iligkilidir ve bu nedenle g6z gelisiminde devreye giren bir sinyal molekiiliinii
muhtemelen bir steroidi metabolize ettigi diisiiniilmektedir. Glokom, hepatoseliiler
adenom, meme veya akciger kanseri ile prostat kanserinde farkli mutasyonlari

tanimlanmistir (22, 66, 79).

Prostat, meme, endometrium ve over kanserleri gibi hormon iligkili kanserlerde
CYPIB1 geni yiksek ekspresyon gosterir. Bununla baglantili olarak Ostrojen,
progesteron ve androjen metabolizmalar1 ile CYP1B1’in endojenik iligkisi gosterilmistir

(77).
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Mide kanseri etyolojisinde androjen ve Ostrojenlerin de rol oynadig: bilinmektedir
ve CYPIBI geni metilasyonunun anlamli diizeyde etkili oldugunu ortaya koyan

calismalar bulunmaktadir (21, 26, 32).

2.5.2.2. SCGB3Al (HIN 1, UGRP2) geni (MIM ID: 606500)

Kromozom 5q35 de lokalizedir. SCGB3Al geni Secrotoglobin, family 3,

subfamily A, member 1 ailesindendir. 104 amino asidden olusan proteini kodlar.

SCGB3A1’in bilinen proteinlerle belirgin bir homoloji gdstermeyen sitokin
oldugu AKT sinyal yolaginda hiicre biiyiimesi, hiicre gdécii ve invazyonun dnlenmesinde

rol oynadig1 diisliniilmektedir (44).

Meme kanseri hiicrelerine SCGB3Al'in yeniden yerlestirilmesi ile hiicre
biiylimesinin engellendigi gozlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda SCGB3 A1 geninin, meme
dokusunda tlimorogenezisin erken donemlerinde inaktive oldugu diisiiniilmektedir.
Meme kanserlerinin ¢ogunlugunda metilasyon mekanizmalariyla genin aktivitesi
engellendigi i¢cin TBG olarak tanimlanmistir. Bu gen trakea, akciger, tiikriik bezleri,
prostat, 6zofagus, duedonum ve meme bezlerinde yiliksek oranda eksprese olmaktadir

(66).

SCGB3A1 geninin promotor bolge metilasyon yapist pek cok kanser tipinde
degerlendirilmis olup hipermetilasyon ile SCGB3A1 geni ekspresyon kaybi ve malign

fenotiplerle iliskisi meme, prostat, akciger ile pankreas kanserinde belirlenmistir (61).

Gastrit ve gastrik kanserde SCGB3A1l geni metilasyon paternlerine iliskin

bilgilerimiz heniiz ¢ok yetersizdir.

2.5.2.3. MTI1G geni (MIM ID: 156353)

Kromozom 16ql13 de lokalize olan MT1G geni Metallothionein, family 1,
subfamily G ailesindendir (66).
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Metallothionein’in 1G alt tipini kodlar. Sitozince zengin rezidiileri olan bir
proteindir. Pek cok agir metale baglanir. Biyolojik islevinin bakir ve ¢inko homeostazisi
ile organizmanin kadmiyum orjinli toksisiteden korunmasini sagladigi bildirilmektedir.
Jahroudi ve ark. agir metal ve dexamethazona maruz birakilan hiicre dizilerinde MT1G

transkripsiyonel aktivitesinin anlamli diizeyde arttigini1 gostermislerdir (30).

Gen ekspresyon kaybmin kanser olusumuna ve gelisimine aracilik ettigi
diistiniilmektedir. Papiller tiroid kanserinde MT1G geni ekspresyonunun promoter
metilasyonu ile dnlenmesi bu genin onkostipresor rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Bu
bulgulara uygun olarak immunohistokimyasal analizlerde de bu genin ekspresyonunun

azalmasi gosterilmistir (19).

Bu gen skuamoz hiicreli akciger kanserlerinin %95’inde hipermetile olarak

bulunmustur (52). Mide kanserindeki roliine iliskin verilerimiz eksiktir.

2.5.2.4. BCL2 geni (MIM ID: 151430)

Kromozom 18q21.33 de lokalize olan, ii¢ ekzonlu, 196.04 kb uzunlugunda bir
gendir. B-cell CLL/Lymphoma 2; BCL2 olarak isimlendirilir (66).

Otoimmun hastaliklar ve prostat kanseri gibi hastaliklarla iligkili mutasyonlar1

tanimlanmistir (79).

Protoonkogen olan BCL2 geni ilk olarak Non-Hodgkin lenfomada t(14;18)

kromozomal kirilma noktasinda tanimlanmistir (27).

Karsinojenik siiregde diizensiz apopitotik hiicre 6liimii ile iligkilidir. BCL2, E2F
kopyalanmasini dnleyerek DNA yanlis eslesme onarim sistemini baskilayabilir. RAF1°1
mitokondriye yoOnlendirir. Mitokondriden sitokrom c¢ salmimimi Onleyerek veya
APAF1’e baglanarak kaspas aktivitesini inhibe eder. BCL2’nin onkogenik aktivitesi
pek ¢ok yolakda meydana gelebilir. Pankreas kanserlerinde AKT1 sinyal yolaginda
aktivatdor fonksiyonu vardir. Mide kanserinde DNA metilasyon marker1 olarak

arastirilmaya aday gendir (22).
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2.5.2.5. P16 (CDKN2A) geni (MIM ID: 600160)

Kromozom 9p21.3de lokalize olan, ii¢ ekzonlu, 26.74 kb uzunlugunda bir gendir.
Cyclin-dependant kinase inhibitor 2A (CDKN2A) olarak isimlendirilir. Bu gen TBG

olup malignensilerde epigenetik susturulmaya en yatkin genlerdendir (66).

Hiicresel siiregte, birbiri ardi swra gerceklesen G1, S, G2 ve M fazlarinin
olusturdugu hiicresel dongiide G1 ve G2 — M kontrol noktalarinda niikleotid eksizyon
tamirinde gorev alir. Bu genin kodladig1 protein hiicre siklus diizenleyici yolaklarindan

p53 ve retinoblastoma yolaklarinda rol alir (28).

Retinoblastoma proteini (RB1), hiicre siklusunda G1 fazinin kontroliinde gorev
alir. Cyclin D / CDK4 kompleksi olusumu, RB1’in fosforillenerek inhibe olmasma ve
bu kontrol noktasinin islevsiz kalmasma yol acar. P 16 geni Cyclin D / CDK4
kompleksi olusumunu engelleyerek bu kontrol noktasinin saglikli ¢alismasina olanak

saglar (Sekil 2.7) (22, 79).

Rb-1

f* \/
M C) &1 /\\/
@ | Cdk 4 + Cyclin D
Lompleksi

t:ss
< ( —— inhibisyon )

Sekil 2.7 P16 geninin G1 fazindan S fazina gegisi durdurma mekanizmasi. Stendon ve ark.,
2008’den degistirilerek almmustir (79).

Melanoma, 6zofagus tiimdrleri, pankreas kanseri, renal kanser, sarkoma ve bas
boyun skuamoz hiicreli karsinomunda farkli mutasyonlar1 tanimlanmistir. Mide, meme,
kolorektal, mesane, karaciger ve akciger kanserlerinde yapilacak DNA metilasyon
calismalari i¢in aday gendir (22, 79).

Premalign lezyonlarda oldugu gibi mide kanserlerinde de P16 geni promotor

bdlgesi metilasyon varligi gosterilmistir. Bu genin midede hiicre siklus kontroliinde,
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apopitozisde ve DNA onarmminda hayati rol oynadigi ve bunun bozuklugunun mide

karsinogenezi ile yakindan iliskili oldugu saptanmistir (81).

2.5.2.6. hMSH?2 geni (MIM ID: 609309)

Kromozom 2p22-p21 de lokalize olan, 16 ekzonlu, 80.10 kb uzunlugunda bir
gendir. MutS, E. Coli, homolog of, 2; hMSH2 olarak isimlendirilir. hMSH2 geni E. Coli

MutS geninin homologudur.

DNA yanlig eslesme onarim sisteminde rol oynayan DNA tamir genidir. DNA’da
2-4 bazlik yer degistirmeleri iceren yanlis eslesmelerin onarimlarinda rol alir.

Mitokondriyal DNA metabolizmasinda yer alir (66).

TACDSTDI geni dizisinin iist ucunda bulunan 3 bdlgenin delesyonu hMSH?2

geninin epigenetik olarak susturulmasina yol agar (22).

Kolorektal kanserler, Muir-Torre sendromu, glioma, kolorektal / endometrial
kanser, Herediter nonpolipozis kolorektal kanser (HNPCC), akut lenfositik 16semi,
meme ve kolorektal kanser, MSS tiimor ve lenfoma, kolon kanseri, endometrial kanser,

Turcot sendromu gibi hastaliklarla iligkili mutasyonlar1 tanimlanmisdir (79).

Hp medikal eradikasyonundan sonra yanlis eslesme onarim proteinlerinden

hMSH2’nin mide mukozasinda belirgin olarak arttig1 gosterilmistir (68).

2.5.2.7. h(MLH1 geni (MIM ID: 120436)

Kromozom 2p22-p21 de lokalize olan, 16 ekzonlu, 80.10 kb uzunlugunda bir
gendir. MutL, E. Coli, Homolog of; 1; hMLHI1 olarak isimlendirilir. Genomda 3p21.3
lokalizasyonundadir. 57.50 kb uzunlugundadir. 19 ekzonludur. h(MLHI geni E. Coli
MutL geninin homologu olup DNA yanlis eslesme onarim sisteminde rol oynayan DNA
tamir genidir. TBG olup malignensilerde epigenetik susturulmaya en yatkin

genlerdendir (28, 66, 79).
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Siklikla Promoter bolgesinin metilasyonu ile inaktive oldugu gosterilmistir (83).

Kolorektal kanserler, mide kanseri, Muir-Torre sendromu, meme kanseri,
endometrial kanser, glioblastoma, akciger kanseri riski, Turcot sendromu gibi

hastaliklarla iligkili mutasyonlar1 tanimlanmigdir (22).

Hp medikal eradikasyonundan sonra yanlis eslesme onarim proteinlerinden

hMLH1’in mide mukozasinda belirgin olarak artti1 gosterilmistir (68).

2.6. METILASYON ANALIiZ YONTEMLERI

2.6.1. Bisiilfit Genomik Dizileme

DNA’nin bisiilfit modifikasyonundan (ileri boliimlerde agiklanacak olan DNA
dizisindeki metillenmemis C niikleotidlerinin U niikleotidine doniistiirme islemleri)
sonra incelenecek bolgenin PCR ile c¢ogaltildigi ve dizilemesinin yapildigi bir

yontemdir (43).

2.6.2.Kombine Bisiilfit Restriksiyon Analizi (COBRA)

DNA’nin bisiilfit modifikasyonundan sonra PCR ile ¢ogaltildigi ve bilinen
restriksiyon enzimleri ile kesiminin yapildig1 bir yontemdir. Agaroz veya poliakrilamide
jel elektroforezde yiiriitiilen kesilmis PCR iiriinleri boyutlarina goére gruplandirilarak

metillenmis ve metillenmemis dizi ayrimi yapilir (43).

2.6.3. HeavyMethyl Yontemi

CpG adaciklarma yakin bdlgelere yapisacak primerler, sadece metillenmemis
DNA’ya hibridize olacak oligonukleotid blokerlar ve metillenmis dizinin igine hibridize

olacak prob hazirlanir.
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Metillenmis DN'A’da oligoniikleotid blokerlar DNA dizisine hibridize olamazken
florosan prob kendi bdlgesine hibridize olur. Primerlerin baglanmasiyla amplifikasyon
basglar. Amplifikasyon ilerlerken DNA polimeraz ekzonukleaz aktivitesiyle floresan
probu pargalayarak diziden uzaklastirir. Bu sirada pargalanan probun verecegi floresan

1s1ma goriintiilenir (Sekil 2.8-A).

Metillenmemis DNA’da ise diziye hibridize olan oligonukleotid blokerlar
primerlerin baglanmasina ve amplifikasyonun baslamasina izin vermezler. Metilenmis
diziye uygun hazirlanan floresan prob da diziye baglanamaz. Floresan igima elde

edilemez (Sekil 2.8-B).

Elde edilen floresan 1smma farkliliklarma gore dizilerin  metillenip

metillenmedikleri degerlendirilir (43).

blnker

999 99¢ 99—

primer prob primer

-*
bloker hloker

PP 999 999

Sekil 2.8 HeavyMetil yonteminde DNA dizisinin metillenip metillenmedigine bagl olarak
gergeklesen reaksiyon. Sekil A’da metillenmis dizinin amplifikasyonu sekil B’de ise metillenmemis
dizinin amplifikasyonu gosterilmektedir. Kristensen ve ark., 2009°dan degistirilerek almmuistir (43).

2.6.4. Metilasyon Spesifik PCR (MS-PCR)

DNA’nin bisiilfit modifikasyonundan sonra metillenmis ve metillenmemis
dizilere spesifik primerler kullanilarak incelenecek bolgenin PCR amplifikasyonu
yapilir. PCR {riinlerinin jel elektroforez yontemi ile goriintillenmesi ile dizilerin

metillenip metillenmedigi degerlendirilir (43).
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2.6.5. Kantitatif MS-PCR: MethyLight

Metillenmis ve metillenmemis dizilere spesifik primerler ile incelenecek DNA
dizisinin i¢ine hibridize olacak floresan probe hazirlanir. DNA’nmn bisilfit
modifikasyonundan sonra metillenmis ve metillenmemis dizilere spesifik primerler
kullanilarak incelenecek bdlgenin PCR amplifikasyonu yapilir. Real time PCR cihazina
yiiklenen modifiye edilmis DNA {irlinlerinin amplifikasyonu sirasinda DNA polimeraz
ekzonukleaz aktivitesiyle floresan probu parcalayarak diziden uzaklastirir. Bu sirada
parcalanan probun verecegi floresan 1sima cihaz tarafindan goriintiilenir. Kullanilan
primerlerin spesifikligine uygun olarak dizilerin metilasyon durumlar1 degerlendirilir

(43).

2.6.6. Metilation Sensitive-High Resolution Melting (MS-HRM) Y 6ntemi

MS-HRM esas olarak bir Real-Time PCR uygulamasidir.

Bu uygulamada DNA’nim incelenmek istenilen bdlgesi klasik PCR reaksiyonuyla
cogaltilir. Bu reaksiyonda ¢ift iplikli {irtiniin tek iplikli hale getirilmesi (denatiirasyon),
primerlerin baglanmasi (annealing) ve polimeraz enzimi ile zincirin uzamasi (extension)
asamalarindan olusan dongiiler gergeklesir. Sonrasinda HRM uygulamasina gegcilir. Bu
asamada sadece c¢ift iplikli DNA’da (dsDNA) komplementer bazlar arasina
baglandiginda 151ma veren, dolayisiyla tek iplikli DNA (ssDNA) ile higbir etkilesime
girmeyen HRM fluoresan boyasi (SYBR green boya) kullanilir. Bu 6zellik melting
analizi i¢in 6nemlidir. Bu boyanin dsDNA’ya baglandigindaki verdigi fluoresan 1g1ma
real-time cihazindaki alic1 sayesinde toplanir. En son olarak da yazilim yardimiyla bu

1s1malarin analizi yapilir ve dizi varyantlarinin durumu degerlendirilir.

Yiiksek rezolusyonlu erime analizi, farkl: bireylerdeki belirli DNA dizilerinin Tm
derecelerinin karsilagtirilmasina olanak saglayan bir metottur. Reaksiyon baglangicinda
fluoresan 1s1ma yliksektir. PCR’dan sonra sicakligin belirli araliklar igerisinde
yiikseltilmesiyle DNA ¢ift ipliklerinin birbirlerinden ayrilmasi saglanir. Buna paralel

olarak azalan fluoresan 1g1maya goére DNA’nin Tm derecesi bir egri olarak saptanir. Bu
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gozlenen yiiksek rezolusyonlu erime egrisi, incelenen DNA 6rnegine 6zgiidiir. Sonug
olarak farkli formlar (heterozigot-homozigot) icerdikleri dizi degisikligine bagl olarak
gosterdikleri farkli melting egrileriyle birbirlerinden ayrilirlar. Tek bir bazlik farklilik
bile melting egrisinde degisiklik yapar. Kullanilan yazilimin bir 6zelligi sayesinde

benzer erime egrileri gruplanarak analizin daha kolay yapilmasi saglanir.

Bugiine kadar 87 genin inaktif hale geldigi ¢caligmalarla ortaya konmustur. Ancak
CpG adaciklar1 olan genlerin heniiz biiyiik boliimiiniin gastrit ve mide kanseri
orneklerindeki DNA metilasyon diizeyleri hakkinda herhangi bir bilgimiz
bulunmamaktadir. Belirli kanser tipleri gibi molekiiler biomarker olarak
kullanilabilecek verilere heniiz ulasilamamistir. Diger taraftan bugiline kadar yapilan
caligmalarda kullanilan yontemlerin metilasyon oranini belirlemedeki sensitivitesi de
calismadan calismaya degiskenlik gostermektedir. Diisiik orandaki metilasyonu
saptayabilecek yontemlerin gastrit ve mide kanseri 6rneklerinde uygulanmasi heniiz ¢ok

yetersizdir (93).

HRM teknigi ile metilasyon ¢alismalar1 da yapilabilir. Incelenmek istenilen DNA
yapisimndaki CpG adaciklarmda metilasyon olup olmadiginin degerlendirilebilmesi i¢in
metillenmis ve metillenmemis C niikleotidlerini birbirinden aywrabilmek gerekir. Bunun
icin bisiilfit modifikasyon islemi yapilmaktadir. Bisiilfit modifikasyon sayesinde
metillenmemis C niikleotidleri kimyasal olarak U niikleotidlerine doniistiiriiliirken,
metillenmis C niikleotidleri bisiilfit modifikasyonundan etkilenmeden C olarak kalirlar
(Sekil 2.9). DNA dizilerinin icerdikleri C ve U niikleotid farkliliklarina gore farkli

erime egrileri saptanir (45).

o1jinal dizi bisiilfit uygulama sonras:

Metillenmemis DNA : N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-U-G-N-U-G-N-U-G-N

Metillenmis DNA @ NoCoGaMN-C-G-MN-C-G-N M-C-GMN-C-G-M-C-G-M

Sekil 2.9 Bisiilfit modifikasyonunun C niikleotidlere etkisi. Kristensen ve ark., 2009’dan degistirilerek
almmustir (43).
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Kanserde mortalitenin diisiiriilmesinde en O©nemli basamak erken tanidir.
Metilasyon degisikliklerinin de kanser olusumunun erken basamaklarinda olustugu
diistiniiliirse, metilasyon kalib1 degisikliklerinin incelenmesi mortalitenin azaltilmasi
yoniinden umut vericidir. Ayrica son yillarda viicut sivilarinda analiz ile erken taniya
iliskin verilerin toplanmasima yonelik caligmalar gergeklestirilmektedir. Akciger kanseri
icin balgam veya bronsiyal lavaj, prostat kanseri i¢in idrar, multipl kanserlerde de
plazma ve serum kullanilmaktadir. Bu tip 6rneklerde, tiimor orijinli DNA’y1 belirlemek
diisiik konsantrasyonda olduklar1 i¢in ve normal hiicre DNA’lar1 ile kontamine olduklari
icin ¢ok zordur. Bu nedenle ileri diizeyde belirleme kapasitesi olan ydntemlere

gereksinim duyulmaktadir.

Baz1 uygulamalarda, tiimor orijinli materyal direkt olarak test edilmekte, diisiik
belirleme limitleri olan yontemlerin kullanimma gerek duyulmamaktadir. Ornegin
bugiin klinik amagcla da kullanilan MGMT(O-6-methylguanine-DNA methyltransferase)
gen metilasyonu olan alkilleyici ajanlarla tedavi edilen glioblastoma olgularmda cok iyi
prognoz icin bir biyomarkerdir. Pek c¢ok DNA metilasyon biyomarkerleri
bulunmaktadir. Ancak yeterli diagnostik sensitivite ve diagnostik testin spesifitesindeki
smirlar nedeniyle klinige aktarilamamislardir. Biyomarkerin diagnostik sensitivitesi
belirli bir biyomarker analizi pozitif olan ve hastaligi konfirme edilmis olgularin oranmi
ifade ederken, diagnostik spesifite testi negatif olan saglikli kontrol bireylerinin

oranidir.

DNA metilasyon analizlerinin hemen tiimii PCR temellidir. Bisiilfit
modifikasyonundan gecirilen DNA kalip olarak kullanilir. Bugiine kadar gelistirilen
tiim yontemler birlikte degerlendirildiginde kantitatif degerlendirme dogrulugu, yiiksek
analitik sensitifligi, diisiik yanlig-pozitif ve yanlig-negatif oranlari, tek CpG bdlgesini
belirleme kapasitesi, PCR kontaminasyon riskinin diisiik olmasi (kapali tiip analizi),
sonuglarin kolayca yorumlanabilmesi, ek cihaza gerek duyulmamasi ve ucuz olmasi gibi
ozellikler acisindan karsilagtirildiginda her yontemin bir digerine gore iistiinliigii veya
dezavantaji bulunmaktadir. Tablo 2.2°de giliniimiizde kullanilan yOntemlerin

birbirleriyle karsilastirilmas1 yapilmistir.
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Tablo 2.2 Klinik uygulanabilirligi agisindan 6nemli olan faktorlerin yontemlere gore karsilastiriimasi
Krstensen ve ark., 2009’dan 6zetlenmistir (43).

METOD ANALITIK IS CIKARMA | KAPALI | KANTITATIF
HASSASIYET | YETENEGI | TUP DOGRULUK
Bisilfit Genomik | Diisiik Orta Hayir Diisiik
Dizileme
COBRA Orta Orta Hayir Yiiksek
HeavyMethyl Yiiksek Yiiksek Evet Yiiksek
MS-PCR Yiiksek Orta Hayir Diisiik
MethyLight Yiiksek Yiiksek Evet Yiiksek
MS-HRM Yiiksek Yiiksek Evet Orta

Metilasyon sensitif yliksek rezolusyonlu erime 1s1s1 yonteminin (MS-HRM) genel
olarak pek ¢ok metodolojik avantaji oldugu bildirilmistir. Bu yontemde ¢ok fazla veri
noktas1 kullanildigindan erime egrileri daha keskindir ve amplikondaki ufak farkliliklar
saptanabilir. Diger bir avantaji cihaz biinyesinde bulunan yazilim sayesinde u¢ nokta
floresan, 1s1 kaymasi ve internal oligoniikleotid belirleyiciler ile normalizasyon
yapilmaktadir. Bugiine kadar imprinted lokusta metilasyon analizi, MGMT promoter
metilasyonu ve H19 imprinted gen analizlerinde kullanilmis ve etkinligi rapor edilmistir

(43).

HRM yontemi ile yapilan c¢aligmalarda tiim deney baska bir miidahale
gerektirmeden tek bir cihaz icerisinde gerceklestirilmis olur. PCR’da olusan, analizi
gliclestirebilecek veya yanlis sonug verilebilmesine sebep olabilecek primer-primer
dimerleri veya non-spesifik iirlinler orjinal iirlinlerden rahatlikla ayrilabilirler. Herhangi
bir amplikonun herhangi bir bilinmeyen dizi varyasyonu, allel spesik prob

gerektirmeden fluoresan boya ile belirlenebilir.

HRM analizi heterozigot PCR iiriinlerindeki tek baz degisimlerini bile yiiksek
duyarlilik ve Ozgiillikle saptayabilir. Metilasyon analizlerinde %0,1 diizeyindeki
metilasyon durumu dahi saptanabilir. Giivenilir, hizli, ucuz, lokus spesifik ve hem

arastirma hem de tani1 i¢in uygun bir tarama yontemidir (88).

36



desteklenen (Proje No0:109S234) bu calismada, mide kanseri ve gastrit hasta
gruplarindan (Hp eradikasyonu i¢in medikal tedavi dncesi ve sonrasi) elde edilen doku
orneklerindeki hipermetile genlerin karsilastrmast yapilarak aralarindaki iligkinin
ortaya konmasi amaclanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda gastrit ve mide kanseri tanisi

alan doku Ornekleri MS-HRM teknigi ile analiz edilmis ve kantitatif degerler gruplar

3. GEREC ve YONTEMLER

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu (TUBITAK) tarafindan

arasinda karsilagtirilmastir.

3.1. GERECLER

3.1.1. Kullanilan Gerecler

Mikro pipet takimi1 ve uglar1 (2-20-100-1000 pl) (Gilson)
Petri kutusu (Steril 4cm ¢apli) (Nunclon™Surface)

Bistiiri ucu (Aesculap steril BB520)

Kapakli santriftyj tiipleri (1,5 ml)

Kapakl1 ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

Falkon tiip (30 ml) (Sterile {iniversal container tube)

Strip tiipii ve kapagi (0,2 ml Greiner bio one)

Buzdolabi (Argelik)

Calkalamali su banyosu (Niive)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Vorteks (Heidolph)

MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Robotu (Roche)
Spektrofotometre (Eppendorf)

Thermal Cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Isitic1 blok (Elektro-mag)

Deep Freeze (Meraeus)
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e LightCycler ® 480 Real Time PCR (Roche)
e LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, colorless (50 plates/kutu) (Roche)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

RPMI-1640 Medium (modified, 500 ml+10,25 ml 200mM L-glutamine, SigMa)

e PBS solusyonu (500 ml distile su i¢ine 4g NaCl, 0.1g KCIl, 0.57g
Na2HPO4.2H20, 0.1g KH2PO4 eklenerek olusturulan tampon solusyonu)

e MagNa Pure DNA Tissue Lysis Buffer (100ml) (Roche)

e Proteinase K, Recombinanat, PCR grade (100mg liyofilize) (Roche)

e MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I — Large volume (32
isolation) (Roche)

e Epitect ® Bisulfite Kit (48) (Qiagen)

e CpGenome ™Universal Methylated DNA (10pg / 100ul)
(Millipore-Chemicon ® International)

e CpGenome ™Universal Unmethylated DNA (5pg / 50ul)X 2 vials
(Millipore-Chemicon ® International)

e LightCycler ® 480 High Resolution Melting Master kiti (Sml / 500 reaksiyon)
(Roche)

e CYPIBI primer (metillenmis forward / reverse) / (metillenmemis forward /
reverse) (Ella Biotech GmbH / Deutschland)

e SCGB3A1 primer (metillenmis forward / reverse) / (metillenmemis forward /
reverse) (Alpha DNA, Montreal, Quebec)

e BCL2 primer (metillenmis forward / reverse) / (metillenmemis forward / reverse)
(Alpha DNA, Montreal, Quebec)

e MTIG primer (metillenmis forward / reverse) / (metillenmemis forward / reverse)
(Alpha DNA, Montreal, Quebec)

e hMSH?2 primer (metillenmis forward / reverse) / (metillenmemis forward / reverse)
(Alpha DNA, Montreal, Quebec)

e hMLHI primer (metillenmis forward / reverse) / (metillenmemis forward / reverse)

(Alpha DNA, Montreal, Quebec)
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e pl6 primer (metillenmis forward / reverse) / (metillenmemis forward / reverse)
(Alpha DNA, Montreal, Quebec)

e Distile Su

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hasta Secimi ve Doku Elde Edilmesi

Bu ¢alisma ESOGU Tibbi Genetik Anabilim Dali baskanliginda Gastroenteroloji
Bilim Dali, Genel Cerrahi Anabilim Dal1 ve Patoloji Anabilim Dallarinin katilimiyla bir
ekip caligmasi seklinde gergeklestirilmistir. Calismaya dahil olan hastalara arastirma

hakkinda bilgi verilmis ve onam formlar1 alinmistur.

ESOGU Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dal1 tarafindan mide kanseri tanisi
ile ameliyat edilen ve intestinal tip mide kanseri oldugu rapor edilen 30 vakadan alinan

doku 6rnekleri ¢alismamizin kanser hasta grubunu olusturmustur.

ESOGU Gastroenteroloji Bilim Dali tarafindan gastrit tanisi ile endoskopileri
yapilan 37 vakadan alinan biyopsi Ornekleri de caliymamizin gastrit hasta grubunu
olusturmustur. Gastroenteroloji Bilim Dali tarafindan Hp(+) olarak tani alan vakalara
Hp eradikasyonu i¢in medikal tedavi verilerek tedavi sonrasi kontrole ¢agirilmiglardir.
Sadece 15 vaka calisma siireci iginde tedavilerini tamamlayarak 3—8 ay sonra kontrole

gelmigler ve kontrol endoskopisi ile 6rnek alinarak analiz edilmistir.

ESOGU Patoloji Anabilim Dali tarafindan bu dokularm histopatolojik

incelemeleri yapilmistir.

Hp durumu degerlendirilmesi i¢cin dokulara mikroskobik, kiiltiir lireme ve iireaz
testi incelemesi yapilmistir. Herhangi bir incelemede Hp varligi tesbit edilen vakalar
Hp(+) ve hicbirinde Hp varlig1 tesbit edilemeyen vakalar Hp(-) olarak degerlendirilerek
gruplandirilmistir. 30 vakadan olusan kanser grubunda 5 vaka Hp(-), 25 vaka Hp(+)
olarak tan1 alirken 37 vakadan olusan gastrit grubunda 14 vaka Hp(-), 23 vaka Hp(+)

olarak tani almistir.
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Gastrit hasta grubunun (n=37) yas dagilimi 21-75 yas arasinda olup grubun yas
ortalamast 46.60 + 2.39; mide kanseri hasta grubunun (n=30) yas dagilimi 36-79 yas

arasinda olup grubun yas ortalamasi 62.27 + 2.05 olarak bulunmustur.

Calismamiz i¢in Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulundan

13 Nisan 2009 tarih ve 2009 / 130 say1li onay alinmigtir.

3.2.2. Doku Homojenizasyonu

Analiz yapilincaya kadar buzdolabinda - 20 ° C de saklanmig olan taze dokular

gruplar halinde ¢caligmaya alinmistir.

-1-10 mg boyutlarinda alman doku parcalar1 petri kutularinda mekanik olarak

bistiiri ile kiyilarak ve ezilerek parcalanmustir.

-Kiyilan ve ezilen dokular 500 pl PBS soliisyonu eklenerek 1,5 ml tiiplere alinmig

ve 14000 rpm de 10 dk. santrifiij edilmiglerdir.

-Tiiplerin iizerinde kalan soliisyon uzaklastirilmistir. Uzerlerine 500 ul PBS
soliisyonu eklenerek vorteksle karistirilan tiipler tekrar 14000 rpm hizla 10 dakika
santrifiij edilmistir. Bu yikama ve istenmeyen doku parcalarinin uzaklastirilma iglemi

iki li¢ kere tekrarlanmistir.

-Son santrifiij isleminden sonra iizerinde kalan soliisyon uzaklastirilan tiiplere 200
ul tissue lysis buffer (Roche, MagNa Pure DNA Tissue Lysis Buffer) ve 20 pl proteinaz
K (Roche, Proteinase K, Recombinanat, PCR grade) eklenerek tiipler 60 © C sicakliga
getirilmis olan c¢alkalamali su banyosunda {i¢ saat tutulmustur. Daha 1iyi
homojenizasyonun  saglanabilmesi i¢in  belirli araliklarla tiipler  vortekste

karistirilmiglardir.

-Bu agama sonunda dokular homojenize sivi haline gelmis oldular.
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3.2.3. Homojenize Edilen Dokulardan DNA Elde Edilmesi

DNA izolasyonu niikleik asit izolasyon robotunda gerceklestirilmistir.

-MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Robotu protokolii ‘‘Total Nucleic
Acid Plasma 500°°, ‘‘sample volume 500 pl’’ ve ‘‘elution volume 100 pl >’ olarak

ayarlanmis, yiiklenen 6rneklerin isimleri yazilarak kartus ve tiipleri yerlestirilmistir.

-Homojenize sivi haline gelmis dokularin iizerine 280 pl PBS eklenerek total

volume 500 pl olacak sekilde robota yiiklenmistir.

-DNA izolasyonu bitince robottan elde edilen DNA firiinleri, bisiilfit
modifikasyon yapilmak {izere - 20 ° C buzdolabina kaldirilmistir.

3.2.4. Elde Edilen DNA Uriiniiniin Bisiilfit Modifikasyon Isleminin

Yapilmasi

DNA izolasyonu tamamlanan orneklerin ayni zamanda bisiilfit modifikasyon
islemine ve takibindeki PCR reaksiyonlarina sokulabilmesi i¢in bisiilfit modifikasyon

islemine kadar DNA 6rnekleri -20 ° C de saklanmiglardir.

Elde edilen DNA iirlinlerinin bisiilfit modifikasyonu islemi icin Epitect ®
Bisulfite Kit (48) (Qiagen) kullanilmistir. Kitin kullanma el kitabinda 40 pl hacim
icinde 1-500 ng DNA driinleri i¢in Onerilen ‘‘Diisiik konsantrasyon DNA’daki

metillenmemis sitozinlerin sodyum bisiilfit doniisiimii’’ protokolii uygulanmaistir:

-Modifiye edilecek DNA diriinleri — 20 ° C’den ¢ikarilarak ¢dziinmeye

birakilmistir.

-Bisiilfit mix ¢ikarilarak her tiip (sekiz 6rnek modifiye etmek iizere hazirlanan kit
icerigi) lizerine 800 ul RNase free water eklenmis ve bes dakika kadar vorteksleyerek

karigtirilmastir.
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-200 pl PCR tiipiine 10 ul DNA, 10 ul RNase free water, 85 pl Bisiilfit miks, 35
ul DNA protect buffer konularak total 140 ul hacim elde edilmistir.

-Termal cycler cihazi bes dakika 95 ° C (denatiirasyon), 25 dakika 60 ° C
(inkiibasyon), bes dakika 95 © C (denatiirasyon), 85 dakika 60 ° C (inkiibasyon), bes
dakika 95 ° C (denatiirasyon), 175 dakika 60 ° C (inkiibasyon), 16 saat 20 ° C olacak
sekilde programlanmistir. Hazirlanan PCR tiipleri termal cycler cihazma yiiklenerek

program c¢alistirilmistir.

-Program sonunda elde edilen diirlinler yikanarak temizlenme asamalarina

gecilmek iizere 1,5 ml tiiplere alinmis ve hafifce vorteksleyerek karistirilmistir.

-Her tiipe 560 pl taze hazirlanmig Buffer BL eklenerek vortekslenerek bu karigim

kit igerigi olan spin tiiplerine alinmaistir.

-Spin tiipleri toplama tiiplerine yerlestirilerek son hizda bir dakika santrifiij

edilmis, toplama tiiplerine siiziilen atik dokiilerek spin tiipleri tekrar yerlestirilmistir.

-Her tiipe 500 pl Buffer BW eklenerek son hizda bir dakika santrifiij edilmis,

toplama tiiplerine siiziilen atik dokiilerek spin tiipleri tekrar yerlestirilmistir.

-Her tiipe 500 pl Buffer BD eklenerek spin tiiplerinin kapaklar1 hemen kapatilmus,
15 dakika 15-25 ° C oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda son hizda
bir dakika santrifiij edilmis, toplama tiiplerine siizlilen atik dokiilerek spin tiipleri tekrar

yerlestirilmigtir.

-Her tiipe 500 pl Buffer BW eklenerek son hizda bir dakika santrifiij edilmis,
toplama tiiplerine siiziilen atik dokiilerek spin tiipleri tekrar yerlestirilmistir. Bu islem

bir kez daha tekrarlanmistir.

-Spin tiipleri yeni toplama tiiplerine yerlestirilmis, son hizda bir dakika santrifiij

edilerek kalan sivilar tamamen uzaklastirilmaya ¢aligilmistir.
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-Spin tiipleri temiz epandorf tiiplerine alinarak daha 6nce 56-60 ° C sicakliga
getirilmis olan 1sitic1 blok iizerine agizlar1 agik olarak birakilmistir. Bes dakika inkiibe

edilerek kalan sivilarin buharlasarak uzaklastirilmasi saglanmistir.

-Spin tiipleri tekrar temiz epandorf tiiplerine alinmis, spin tiiplerinin ortasinda
bulunan membrana 40 ul Buffer EB eklenerek 15 000g (12 000rpm) hizda bir dakika
santrifiij edilmistir. Bu asama sonunda epandorf tiiplerinde bisiilfit modifikasyon islemi

gerceklesmis olan piirifiye DNA {irlinii toplanmuistir.

-Son agsamada spin tiiplere iki kere 40 pl EB buffer eklenerek 80 ul toplam
hacimli doniistiiriilmiis iirlin elde edilmistir. Her 6rnege iki kere bisiilfit modifikasyon

islemi uygulanarak toplam 160 pul tirtinle HRM metilasyon agamasima gegilmistir.

-HRM asamasinda kullanilacak olan pozitif/metillenmis kontrol Ornegi
CpGenome ™Universal Methylated DNA (Millipore-Chemicon ® International) ve
negatif/metillenmemis kontrol 6rnegi CpGenome ™Universal Unmethylated DNA

(Millipore-Chemicon ® International) bu asamada modifiye edilmistir.

3.2.5. Modifiye Edilen DNA Uriinlerinin MS-HRM (Metilation Sensitive -

High Resolution Melting) Yontemi ile Metilasyon Analizinin Yapilmasi

Bu asamadaki islemler LightCycler ® 480 real time PCR (Roche) cihazinda
uygulanmistir. Cihazla uyumlu olan “’LightCycler ® 480 High Resolution Melting
Master ©’ kiti kullanilarak PCR amplifikasyonu ve yiiksek rezolusyonlu erime analizi
gerceklestirilmistir. Caligmamizda metilasyon paternleri degerlendirilen genlerin primer

dizileri Tablo 3.1 ‘de verilmistir.
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Tablo 3.1 Analizi yapilan genlere iliskin primer dizileri

BCL2 KAYNAK
Metillenmis F 5TCGTATTTCGGGATTCGGTC-3’ 52
R 5’ACCTAAACGCAAACCCCGC-3’
Metillenmemis | F 5S’TTGTATTTTGGGATTTGGTT-3’
R 5’AACTAAACACAAACCCCAC-3’
MLH1
Metillenmis F  S5STATATCGTTCGTAGTATTCGTGT-3’ 10, 31, 65
R 5 TCCGACCCGAATAAACCCAA-3’
Metillenmemis | F S"TTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT-3’
R 5’ACCACCTCATCATAACTACCCACA-3’
MSH2
Metillenmis F 5TCGTGGTCGGACGTCGTTC-3’ 38, 84
R 5’CAACGTCTCCTTCGACTACACCG-3’
Metillenmemis | F 5’GGTTGTTGTGGTTGGATGTTGTTT-3’
R 5’CAACTACAACATCTCCTTCAACTA
CACCA-3’
MTI1G
Metillenmis F 5 TGCGGTGTGCGTTTAGTT-3’ 49
R 5’AAACCCAACAACCAACGA-3’
Metillenmemis | F 5’TGTGGTGTGTGTTTAGTTGTG-3’
R 5’CCAACAACCAACAACTATTTTTA-3’
P16
Metillenmis F S TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3’ 1, 54, 66
R 5’GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3’
Metillenmemis | F 5"TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3’
R 5’CAACCCCAAACCACAACCATAA-3’
SCGB3Al1
Metillenmis F S5-GTTTCGTGGTTTTGTTCGGGTAGTC-3’ 24
R 5-GCAAAACCCCAAAAAAACGACG-3'
Metillenmemis | F 5-GAAGTTTTGTGGTTTTGTTTGGGTAGTT-3'
R 5-CACACAAAACCCCAAAAAAACAACA-3'
CYP1B1
Metillenmis F 5-TCCGGGTCAAAGCGGGC -3' 71
R 5-CGTCAATTCCCATGCCCTTGC-3'
Metillenmemis | F 5-GATGGGAGTTTGGGTTAAAG -3'
R 5-TTACAACTCTCACAACTAAAATCAC -3'
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Kitin kullanma el kitabina uygun olarak uygulanan 50 siklus amplifikasyon

asamalar1 asagida maddeler halinde belirtilmistir:
- Pre-inkubasyon olarak 95 ° C sicaklikta 10 dakika bekleme

-“Touchdown PCR protokolii’’ olarak onerilen ve primer annealing sicaklik

araligmin 65-53 ° C oldugu protokol:
95 ° C sicaklikta 10 saniye bekleme ve 1sinma hizi 4.4 © C/saniye
65 ° C sicaklikta 15 saniye bekleme ve 1sinma hizi 2.2 © C/saniye
72 ° C sicaklikta 25 saniye bekleme ve 1sinma hizi 4.4 © C/saniye
-HRM analiz agamasi Onerilen standartlara uygun olarak ayarlanmistir.

-Her gen i¢in ayr1 plate kullanilarak: 30 kanser, 14 Hp(-) gastrit, 23 Hp(+) gastrit,
15 Hp(+) gastrit tedavi sonrasi olmak iizere toplam 82 Ornek; pozitif/metillenmis
kontrol, negatif/metillenmemis kontrol 6rnekler ve bunlarin %75, %50, %25 ara deger

ornekleri; reaksiyonun negatif kontrolii olarak HRM mix ve distile su drnekleri

ayr1 kuyucuklara 10 pl olacak sekilde yiliklenmistir. Ayrica her kuyucuga 10 ul HRM
master mix, 2 pl primer F (forward) ve 2 pl primer R (reverse) (10 puM
konsantrasyonda), 2 ul Mg? (2.5 uM konsantrasyonda), 1 pl ’RNase free’’ su eklenerek
her kuyuda 27 pl toplam hacime ulasiimistir. LightCycler ® 480 real time PCR (Roche)
cihazt bu protokol ¢ercevesinde hazirlanip calistirilarak iglem bittikten sonra

degerlendirmeler cihazm kendi analiz programi ile yapilmistir.

3.3. ISTATISTIK

Verilerin istatistik analizi SPSS 15 paket programida degerlendirilmistir. Nicel
olarak degerlendirilen verilerin normal dagilim analizleri yapilmistir. Normal dagilim
gostermeyen verilerin degerlendirilmesinde Mann-Whitney U ve Wilcoxon T testleri

kullanilmistir. Ayrica Spearman’s korelasyon analizi ve X ? analizi uygulanmustur.
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4. BULGULAR

Mide kanseri (intestinal tip) hasta grubu 30 olgu (5 hasta Hp - / 25 hasta Hp +) ve
gastrit hasta grubu da 37 olgu (14 hasta Hp - / 23 hasta Hp +) ile ¢alisma gruplari
olusturulmustur. Gastrit hasta grubunun (n=37) yas dagilimi 21-75 yas arasinda olup
grubun yas ortalamasi 46.60 + 2.39; mide kanseri hasta grubunun (n=30) yas dagilimi
36-79 yas arasinda olup grubun yas ortalamasi 62.27 + 2.05 olarak bulunmustur. Bu
veriler 151¢1nda gastrit ve mide kanseri hasta gruplar1 arasinda yaglar1 yoniinden anlamli

istatistiksel fark bulunmustur (t= -4.85; Sd= 65; p<0.001).

Hp eradikasyonu i¢in medikal tedavi verilen 23 Hp(+) gastrit hasta grubunda
calisma siireci icinde 15 hasta tedavisini tamamlayarak sonrasinda kontrole gelmistir.
Kontrol endoskopileri yapilan bu 15 hastanin sadece 4 tanesinde Hp’nin eradike

edilebildigi saptanirken diger 11 hastada Hp enfeksiyonunun devam ettigi saptanmustir.

4.1. PCR URUNLERININ METILASYON PATERNLERININ ANALIiZi

Calismaya dahil edilen olgularin doku 6rneklerinden elde edilen genomik DNA
dizisine bisiilfit modifikasyon islemi uygulanmistir. Bu iglemin amaci DNA dizisinde
metillenmemis sitozin niikleotidlerinin urasil niikleotidine doniistiiriilmesi ile
metillenmis sitozinlerin ayriminin yapilabilmesidir. Daha sonra LightCycler ® 480 Real
Time PCR ile PCR amplifikasyonu ve yiiksek rezolusyonlu erime analizi uygulanmaistir.
Analiz verileri “Gene Scanning’’ ve “Tm calling” olmak iizere iki veri tabanina gore

¢

degerlendirilmis ve benzer sonuglara ulagilmistir. Ayrica cihazin ** Difference plot”’

veri tabaniyla 6rneklerin metilasyon farkliliklarina gore grafik dagilimlari incelenmistir.

Yiiksek rezolusyonlu erime verilerinin analizi LightCycler ® 480 ¢ Gene
Scanning” yazilim programi ile gerceklestirilmistir. Bu degerlendirmede Ornekler
arasindaki farkli floresan diizeylerine gore bir degerlendirme yapilmaktadir. Normalize
erime profilleri direkt olarak karsilagtirilmakta, olgulara iligkin 6rneklerdeki DNA
metilasyon diizeyi, metillenmig/metillenmemis oran1 bilinen standartlarmm erime

profillerine benzerliklerine gore degerlendirilmektedir. Bu algoritmada olgulara iligkin
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PCR iirlinlerinin erime sicaklik egrileri ile metillenmemisin metillenmise olan oraninin
bilindigi kontrol PCR f{iriinlerinin erime sicaklik egrileri karsilastirilmistir. Bu
degerlendirmede kullanilan kontrol gruplarina ve hasta gruplarmna ait yazilim grafileri
asagida verilmistir (Sekil 4.1-4.2). Hastalarin her birinin tek tek ve ayrica gruplarin
toplu olarak kontrol egrileri ile karsilagtirilmalar1 yapilarak ilgili genlere ait metilasyon

durumlar1 saptanmuistir.

Normalized Melting Curves
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Sekil 4.1 Pozitif/metillenmis, negatif/metillenmemis kontrol érnekleri ve bunlarm %75, %50, %25 ara
deger orneklerine ait erime egrileri. Metilasyon orani arttik¢a 1s1 yiikselmektedir.

Normalized Melting Curves
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Sekil 4.2 Calisilan 6rnek gruplarinin BCL2 genine ait erime egrilerinin toplu goriiniimii

Erime 1s1s1 verileri “Tm calling” yazilim programina gore de degerlendirilmistir.
Bu algoritmada Orneklerin erime profilleri metillenmis veya metillenmemis olarak
farklilik gostermektedir. Metillenmis DNA’dan amplifiye olan {iriinler ampliconda
bulunan CpG dizileri nedeniyle daha yiiksek Tm derecesine sahiptirler. Metillenmemis

sitozin niikleotidleri bisiilfit modifikasyonu ile urasil niikleotidlerine doniistiirtildiikleri
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icin Tm dereceleri daha diisiiktiir. Orneklerin metillenmis ve metillenmemis DNA
karisimi nedeniyle “’'melting pik’’ grafilerinde iki farkli sicaklik degerlerine karsilik
gelen bdlgelerde pikler olarak veriler elde edilmistir (Sekil 4.3—4.4).

Melting Peaks
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Sekil 4.3 Pozitif/metillenmis, negatif/metillenmemis kontrol érnekleri ve bunlarm %75, %50, %25 ara
deger orneklerinin floresan piklerine gore erime egrileri. Metillenmis ve metillenmemis DNA karigimi
nedeniyle farkli erime sicakliklarindan kaynaklanan iki pik goriilmektedir. Diistik erime sicaklig1 urasil
niikleotidlerine ¢evrilmis olan metillenmemis sitozin niikleotidleri iceren 6rnekleri ifade ederken yiiksek
erime sicakligr metillenmis sitozin niikleotidlerini gostermektedir. Metilasyon oranlarina gore 1silarda da
goreceli farkliliklar gozlenmektedir.

Melting Penks

27 GGG
&5 A66
Pl
200 Al
17 B8
15 486
12 866
10488

ST} F horessnance (853-550)

¥ G
& AGR
2550

0485 | e

L B8 ELi T2 T4 TE e a0 a2 B4 -] -} il o2 04
Tt (T

Sekil 4.4 Calisilan 6rnek gruplariin BCL2 genine ait floresan piklerine gore erime egrileri

LightCycler ® 480 Real Time PCR cihazmin “’difference plot’’ analiz programu,

plaga yiiklenen 6rnekleri igerdikleri dizi farkliliklarina gore isaretleyerek bir gruplama
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yapmaktadir. Sekil 4.5 ve 4.6°da gozlendigi ilizere metillenmemis Ornekler ile
metillenmis Ornekler aralarindaki dizi farkliliklarina gore grafik dagilimi olarak
gosterilmektedir. Caliymada kullanilan iki veri tabani ile cihazin bu grafik

gruplamasindan elde edilen verilerin uyumlu oldugu gozlenmistir.

Normalized and Temp-5hifted Difference Plot
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Sekil 4.5 Pozitif/metillenmis, negatif/metillenmemis kontrol érnekleri ve bunlarm %75, %50, %25 ara
deger orneklerinin LightCycler ® 480 Real Time PCR cihazinin “’difference plot’” analiz programi
tarafindan gruplandirilan erime egrileri
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Sekil 4.6 Calisilan 6rnek gruplarmin BCL2 genine ait drneklerin LightCycler ® 480 Real Time PCR
cihazinm “’difference plot’’ analiz programi tarafindan gruplandirilan erime egrileri
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4.2. HASTA GRUPLARINA GORE ABERAN METIiLASYON ORANLARI

Calismamizda toplam 37 gastrit ve 30 mide kanseri olgusundan elde edilen doku
ornekleri CYP1B1, SCGB3Al, MTI1G, BCL2, P16, hMSH2 ve hMLHI1 genleri

acisindan degerlendirilmistir.

Tiim olgular birlikte degerlendirildiginde gastrit ve mide kanseri olgularmnin
tiimiinde (%100) en az bir gen acisindan anormal metilasyon paterni gdzlenmistir. Ug
veya daha fazla gende aberan metilasyonun saptandigi olgu sayis1 gastrit hasta grubunda
34/37 iken mide kanseri hasta grubunu olusturan 30 olgunun tiimiinde (%100), ii¢ ve
iizeri gende aberan metilasyon saptanmustir. Gastrit hasta grubunda hipermetile gen
ortalamast 3.46, mide kanseri hasta grubunun ise 4.87 olarak saptanmistir. Gastrit hasta
grubunda tedavi Oncesi ve sonrasi metilasyon paterni degerlendirmesi ancak 15 olguda
gergeklestirilmistir. Sadece 15 olguda aberan metilenmis genler karsilagtirildiginda bazi
genlerin hipermetilasyon oranlarinda azalma oldugu goézlenmistir. Buna karsilik bazi
genlerde tedavi Oncesi herhangi bir aberan metilasyon paterni saptanmamasina ragmen
tedavi sonrast 0rneklerde hipermetile paternler gozlenmis, pre ve post orneklerin tekrar

analizinde ayn1 bulgulara ulagilmistir (Sekil 4.7) ve (Tablo 4.1).

15
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Sekil 4.7 Gastrit ve mide kanseri olgularinda CYP1B1, SCGB3A1, MT1G, BCL2, P16, hAMSH2 ve
hMLHI genlerine iliskin saptanan aberan metilasyon sikliklarmnin siitun grafik degerlendirilmesi
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Tablo 4.1 Gastrit ve mide kanseri olgularinda CYP1B1, SCGB3A1, MT1G, BCL2, P16, hMSH2 ve
hMLHI genlerine iliskin saptanan aberan metilasyon sikliklar

CYPIBL | BCGEB3AL | MTIG BCL2 | P16 | hMSHZ | hMLHI

Gastrit (n=37)

Hp(H)(Fre) 3 20 7 1] 23 27 1
(n=23)
Hp(+) (Post) 5 15 2 1] 15 13 0
(=15)
Hp(—) (n=14) 3 12 3 0 14 11 1
Total 11 34 10 1 37 33 2

EKanser (n=30)

Hp(+) (n=25) 19 21 6 21 25 23 4
Hp(-) (1=5) 5 5 0 AR 5 2
Total 24 26 6 26| 30 28 6

4.3. ANALIZ EDIiLEN GENLERIN HASTA GRUPLARINDAKI METIiLASYON
ORANLARI

4.3.1. CYP1B1 Geni Bulgulan

CYP1B1 geni agisindan gastrit olgularmm %29,7’si hipermetile iken 6zellikle
Hp(-) olgularda, Hp(+) olgulara gore daha yiiksek siklikta hipermetilasyona
rastlanmigtir (% 57.14 ve % 13.04). Hp(+) olgularin medikal eradikasyon tedavisi
sonras1 incelenen iki olguda da metilasyon oranlarinin azaldigi gézlenmistir. Ancak
tedavi sonras1 kontrolii yapilan diger ii¢ olguda, tedavi Oncesi aberan metilasyon
gbzlenmezken tedavi sonrasi analizlerde %100, %50 ve % 75 oranlarinda’ gen
hipermetilasyonu saptanmis, tekrarlanan analizlerde de benzer verilere ulagilmistir. Bu

iic olguda tedavi sonrasi1 yiiksek oranda metilasyon gdzlenmesi nedeniyle tedavi dncesi
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%13,04 olan metilasyon diizeyi %33,3 e yiikselmistir. Kalan olgularda ise tedavi dncesi

metillenmemis durumlarinda degisiklik saptanmamastur.

CYPBI geni hipermetilasyonu mide kanseri olgularmin % 80’inde gozlenmistir.
Hp(-) mide kanseri olgularinin tiimiinde, Hp(+) olgularin ise % 76’sinda genin

hipermetilasyonu gozlenmistir.

4.3.2. SCGB3A1 Geni Bulgulan

SCGB3A1 gastrit ve mide kanseri hasta gruplarinda yiiksek oranlarda
hipermetilasyonun saptandigi bir gen olarak goézlenmistir. Gastrit olgularmm %
91,9’unda aberan metilasyon gozlenmistir. Toplam 23 Hp(+) olgunun 22’sinde (%95,7)
bu gen hipermetile iken Hp(-) olgularin % 85,7’sinde hipermetilasyon saptanmistir.
Hp(+) olgularin tiimiinde “°% 100 oraninda’’ hipermetilasyon belirlenirken Hp(-)
olgularin 9 tanesinde “’% 100 oraninda’’, iki olguda “’% 75 oraninda’’ ve bir olguda da
“% 50 oraninda’ hipermetilasyon saptanmistir. Tedavi oncesi ve sonrast SCGB3A1
gen hipermetilasyon oranlarinda herhangi bir degisiklik olmadig1r gézlenmis, kontrol

olgularinin tiimiinde de yine ’%100 oraninda’’ metilasyon saptanmustir.

SCGB3A1 gen hipermetilasyonu mide kanseri olgularinn % 86,7 sinde
saptanmustir. Hp(-) olgulara iliskin 6rneklerin tamaminda hipermetilasyon gozlenirken
metilasyon oranlar1 “’%50 ve lizeri oranlarda’ idi. Hp(+) mide kanseri olgularinda

SCGB3A1 geni hipermetilasyon ortalamast % 84 olarak hesaplanmistir.

4.3.3. MT1G Geni Bulgulan

MT1G geninde gastrit olgularinin % 27.02 sinde aberan metilasyon gozlenmistir.
Hp(+) hasta grubu oOrneklerinin % 30,4’ hipermetile iken Hp(-) hasta grubu
orneklerinin  %21,4’linde hipermetilasyon saptanmistir. Hp(+)  olgularmm medikal
eradikasyon tedavisi sonrasi kontrol analizlerinde, bir olgu disinda diger aberan
metilasyonun gozlendigi drneklerde hipermetilasyon bulgusuna rastlanmadi. Bu olguda

(G44) tedavi oOncesi “’%?25 oraninda’® gozlenen MT1G hipermetilasyonunun tedavi
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sonrasi1 analizde “’%50 oraninda’’ hipermetile oldugu; tedavi 6ncesi herhangi bir aberan
metilasyonun gozlenmedigi bir diger olgu Orneginde (G42) ise tedavi sonrasi genin
%25 oraninda’’ hipermetile oldugu saptanmustir. Analizlerin tekrar1 sonrasinda da
ayn1 verilere ulagilmistir. Hp(+) gastrit olgularinin tedavi 6ncesi ve sonrasi metilasyon
diizeyleri karsilastirildiginda ise tedavi oncesi %30,4 olan metilasyon diizeyinin %

13,3’e diistiigii gozlenmistir.

Mide kanseri hasta grubunda MT1G aberan metilasyonu %20 olguda saptanmis
olup olgularin tamami Hp(+) mide kanseri hasta grubundandir. Hp(-) olgularda bu gene

iliskin herhangi bir metilasyon degisimi gézlenmemistir.

4.3.4. BCL2 Geni Bulgulan

BCL2 geni hipermetilasyonu gastrit hasta grubunda nadir gozlenmistir. Hp(-)
gastrit hasta grubu Orneklerinin higbirinde BCL2 metilasyonu saptanmazken Hp(+)
gastrit hasta grubu 6rneklerinin sadece birinde “’%100 oraninda hipermetile’” BCL2 gen
metilasyon paterni gozlenmistir. Bu olgu kontrole gelmedigi icin Hp medikal
eradikasyon tedavisi sonrasi durumu hakkinda bir degerlendirme yapilamamigtir. Buna
karsilik, tedavi 6ncesi BCL2 metilasyonu saptanmayan bir olgunun (G35) tedavi sonrasi
orneklerinde %100 oraninda hipermetile BCL2 bulgusu gozlenmesi nedeniyle tedavi
oncesi ve sonrasi Orneklerde tekrar analizleri gerceklestirilmis ve benzer bulgulara

ulagilmistir.

BCL2 geni metilasyon alterasyonlar1 mide kanseri olgularmin %86,7’sinde
pozitifti. Hp(-) mide kanseri olgularinin tiimiinde (%100), Hp(+) mide kanseri
olgularinin ise %84’tinde BCL2 gen hipermetilasyonu gozlenmistir. Mide kanseri hasta
grubunda tiim olgularda “*%50 ve iizeri oranlarda hipermetilasyon’’ belirlenmistir.
Bunlar 3/30 hastada %50 metilasyon’’ (%10,0); 1/30 hastada “’%75 metilasyon’’
(%3,3); 22/30 hastada ‘%100 metilasyon’” (%73,4) olarak saptanmistir. Hp(-) mide

kanseri grubunda 5 olgunun tamaminda BCL2 geni % 100 oraninda hipermetile idi.

Sonug olarak genel bir degerlendirme yaparsak BCL2 geni aberan metilasyonu

ozellikle mide kanseri hasta grubunda anlamlilik géstermektedir.
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4.3.5. P16 Geni Bulgular

Calismamizdaki en ilging bulgulardan biri P16 geni aberan hipermetilasyonu idi.
P16 hipermetilasyonu hem gastrit hem de mide kanseri hasta gruplarindaki 6rneklerin
tiimiinde farkli oranlarda gozlenmistir. Dolayisiyla bu gruplarda hipermetilasyon %100

oraninda goriilmiis oldu.

Hp(+) olup medikal eradikasyon tedavisi sonrasi kontrole gelen hasta grubunun
biiyiik bolimiinde P16 hipermetilasyon oranlarinda bir degisim gézlenmemistir. Ancak
bir olguda 50—100 ve iki olguda 75—100 olmak {izere toplam ii¢ olguda metilasyon

oranlarinin artt1ig1 saptanmstur.

Sonu¢ olarak P16 genine iligkin aberan metilasyon paternleri gastrit ve mide
kanseri olgularinda yiiksek oranlarda gézlenmektedir. Hp eradikasyon tedavisinin P16

metilasyon oranina herhangi bir etkisi saptanmamagtir.

4.3.6. h(MSH2 Geni Bulgulan

hMSH2 geni inceledigimiz genler igerisinde yiliksek oranda metilasyon
anomalilerinin gdzlendigi genler arasindadir. Gastrit hasta grubunda %89,2 oraninda

mide kanseri hasta grubunda ise %93,3 oraninda metilasyon goriilmiistiir.

Gastrit hasta grubunda Hp(-) 6rnekler arasindaki metilasyon orani % 78,6 iken bu
metilasyon orani tedavi Oncesi Hp(+) Orneklerde % 95,7 olarak saptanmistir. Hp

eradikasyon tedavisi sonrast ise %86,7 oraninda metilasyon goriilmiistiir.

Mide kanseri olgularmda hMSH2 hipermetilasyon orani %93,3 olup Hp(+) ve

Hp(-) mide kanseri hasta gruplarinda ise sirasiyla %92,0 ve %100 olarak saptanmustir.

Sonu¢ olarak hMSH2 geni gerek gastrit gerekse mide kanseri grubu olgulari
arasinda yliksek siklikta hipermetile olan bir gendir. Ancak yiiksek siklikta aberan
metilasyonun gozlendigi diger genlerle karsilastirdigimizda hMSH2 geni daha diisiik

oranlarda metilasyon gostermektedir.
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4.3.7. hMLH1 Geni Bulgulan

DNA tamir genlerinden hMLHI1, inceledigimiz genler arasinda aberan
metilasyonun en az goriildiigli gen olarak dikkati ¢ekmistir. Hp(+) gastrit hasta
grubunda sadece bir olguda ’%25 oraninda’ hipermetilasyon saptanmistir. Hp(+)
olmas1 nedeniyle verilen medikal tedavi sonrasi kontroliinde 6rnekte normal metilasyon
paterni gozlenmistir. Hp(-) gastrit olgular1 arasinda da sadece bir olguda (G14) “*%25

oraninda’’ hipermetilasyon gdzlenmistir.

hMLH1 geni aberan metilasyonu mide kanseri hasta grubunda, gastrit hasta
grubuna gore daha yiiksek oranda goézlenmistir. Tiim mide kanseri olgularinin %20
sinde aberan metilasyon paterni gdzlenirken Hp(+) mide kanserli 4/25 olguda, Hp(-)

mide kanserli 2/5 olguda farkli oranlarda hipermetilasyon saptanmistir.

Sonug olarak hMLH1 geni metilasyon anomalileri mide kanseri olgularinda daha

yiiksek siklikta gozlenmektedir.

Tim veriler birlikte degerlendirildiginde genlerin hastalik gruplarindaki

metilasyon oranlar1 Tablo 4.2°de 6zet olarak verilmistir.

55



Tablo 4.2 Genlerin hastalik gruplarinda metilasyon % oranlari

CYP1B1|SCGB3A1 |[MT1G |BCL2 | P16 | hMSH2 | hMLH1
Mide Kanseri
(n=30) (%) 80 86,7 20 86,7 [100 ]93,3 |20
Hp(+) mide kanseri
(n=25) (%) 76 84 24 84 100 |92 16
Hp(-) mide kanseri
n=5) (%) 100 100 0 100 100 |100 40
Gastrit
(m=37) (%) 29,7 91,9 27 2,7 1100 89,2 |54
Hp(+) gastrit
(n=23) (%) 13 95,7 30,4 [4,3 [100 |95,7 |43
Hp(-) gastrit
(n=14) (%) 57,1 85,7 214 |0 100 |78,6 |71
Tedavi sonrasi
Hp(+) gastrit
(n=15) (%) 33,3 100 13,3 16,7 |100 [86,7 |0

Toplam 37 olgudan olusan gastrit hasta grubunda Hp(+) ve Hp(-) hasta gruplari
karsilagtirildiginda; CYP1B1 geni hipermetilasyonunun Hp(-) gastrit olgularinda
anlamhi diizeyde arttig1 (p<0.05), buna karsihk SCGB3Al

metilasyonlarinin  Hp(+) gastrit olgulardaki artiglarinin anlamli oldugu (sirastyla

p<0.001, p<0.05) saptanmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3 Hp(+) ve Hp(-) gastrit hasta gruplarmin (grup 1 ve 2) karsilastirilmasinin istatistik

analizi
GEN GRUP N |MEAN RANK |Z P
CYP1B1 1 23 16.09 -2.61] <0.05
2 14 23.79
TOTAL | 37
SCGB3A1 |1 23 24.61 -4.79| <0.001
2 14 9.79
TOTAL | 37
MTI1G 1 23 19.30 -0.28 0.84
2 14 18.50
TOTAL | 37
BCL2 1 23 19.30 -0.78| 0.34
2 14 18.50
TOTAL | 37
P16 1 23 17.85 -0.89| 0.41
2 14 20.89
TOTAL | 37
hMSH2 1 23 22.46 -2.60| <0.05
2 14 13.32
TOTAL | 37
hMLH1 1 23 18.80 -0.36| 0.89
2 14 19.32
TOTAL | 37

Hp(+) gastrit olgularinda, Hp medikal eradikasyon tedavisi Oncesi ve tedavi
sonras1 gen metilasyon oranlar1 agisindan anlamli bir farklilik olmadig1 gozlenmistir.
Tedaviye alinan olgulardan sadece dort tanesinde Hp’nin eradike edilmesi verilerimizi

destekler niteliktedir (Tablo 4.4).

Bu dort olgunun Hp eradikasyon tedavisi Oncesi ve sonrasi metilasyon
durumlarin1  karsilagtirdigimizda; CYP1B1, BCL2 ve hMLHI genlerinde tedavi
oncesinde ve sonrasinda herhangi bir metilasyon saptanmamigken, SCGB3Al ve P16
genlerinde tedavi Oncesi saptanan metilasyon durumlarinda tedavi sonrasinda her hangi
bir degisiklik saptanmamistir. hMSH2 geninde tedavi sonrast iki olgunun metilasyon
oranlar1 azalirken diger iki olgunun metilasyon oranlarinin arttigi saptanmistir. MT1G

geninde ise li¢ olguda tedavi Oncesi %50 oraninda saptanan metilasyonun tedavi
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sonrasinda %0 olarak tamamen diizeldigi saptanirken, kalan olguda tedavi 6ncesinde ve
sonrasinda metilasyon saptanmamistir (Ek-3 ve Ek-4’de yesil isaretli olgularin

verileridir).

Tablo 4.4 Hp(+) gastrit olgularinin Hp medikal eradikasyon tedavisi 6ncesi ve sonrasi (grup 1 ve 2)
karsilastirilmasimin istatistik analizi

GEN GRUP N |MEAN RANK |Z P

CYP1B1 1 23 18.13 -1.32] 0.36
2 15 21.60
TOTAL | 38

SCGB3A1 || 23 2167 -2.36| 0.14
2 15 16.17
TOTAL | 38

MT1G 1 23 20.76| -1.17| 039
2 15 17.57
TOTAL | 38

BCL2 1 23 19.33 -0.31| 091
2 15 19.77
TOTAL | 38

P16 1 23 17.00| -1.90 0.09
2 15 23.33
TOTAL | 38

hMSH2 1 23 19.20 -0.22| 0.84
2 15 19.97
TOTAL | 38

hMLH1 1 23 19.80 -0.46| 0.82
2 15 20.32
TOTAL | 38

Toplam 30 olgudan olusan mide kanseri hasta grubunda Hp(+) ve Hp(-) hasta
gruplart karsilastirildiginda Hp(+) ve Hp(-) mide kanseri hasta gruplar1 arasinda

genlerin metilasyonu agisindan anlamli farkliliklarin olmadig1 saptanmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5 Mide kanseri hasta grubunda Hp(+) ve Hp(-) hasta gruplarinin (grup 1 ve 2)
karsilastirilmasimin istatistik analizi

GEN GRUP N |MEAN RANK |Z P

CYP1B1 1 25 14.50 -1.43 0.17
2 5 20.50
TOTAL | 30

SCGB3A1 |1 25 15.82 -0.51 0.67
2 5 13.90
TOTAL | 30

MTI1G 1 25 16.10 -1.20 0.42
2 5 12.50
TOTAL | 30

BCL2 1 25 14.70 -1.43 0.28
2 5 19.50
TOTAL | 30

P16 1 25 16.36 -1.31 0.25
2 5 11.20
TOTAL | 30

hMSH2 1 25 14.94 -0.10 0.93
2 5 15.30
TOTAL | 30

hMLH1 1 25 14.34 -2.31 0.11
2 5 21.30
TOTAL | 30

Mide kanseri ve gastrit hasta gruplart birbirleriyle karsilastirildiginda mide
kanseri hasta grubunda CYPIBI (p<0.001), MT1G (p<0.001), BCL2 (p<0.05), hMSH2
(p<0.001) ve hMLH1 (p<0.001) gen metilasyon oranlarinin anlaml diizeylerde artig
gosterdikleri saptanmistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6 Mide kanseri ve gastrit hasta gruplarmin (grup 1 ve 2) karsilastirilmasimnin istatistik analizi

GEN GRUP N |MEAN RANK |Z P

CYP1B1 1 30 42.87 -3.59| <0.001
2 37 26.81
TOTAL | 67

SCGB3A1 |1 30 34.07 -0.03 1.0
2 37 33.95
TOTAL | 67

MTI1G 1 30 48.78 -5.96| <0.001
2 37 22.01
TOTAL | 67

BCL2 1 30 37.10 -2.21] <0.05
2 37 31.49
TOTAL | 67

P16 1 30 38.17 -1.75 0.8
2 37 30.62
TOTAL | 67

hMSH2 1 30 42.65 -3.41| <0.001
2 37 26.99
TOTAL | 67

hMLH1 1 30 50.91 -7.21| <0.001
2 37 19.85
TOTAL | 67

Hp(-) mide kanseri ile Hp(-) gastrit hasta gruplari, analiz edilen genlerin
metilasyon oranlar1 agisindan karsilastirildiklarinda SCGB3A1 (p<0.05), MTIG
(p<0.001) ve hMLH1 (p<0.000) genlerinin hipermetilasyon oranlarinin Hp(-) kanser
grubunda anlamli diizeyde artis gosterdikleri saptanmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7 Hp(-) mide kanseri ile Hp(-) gastrit hasta gruplarmin (grup 1 ve 2) karsilastirilmasinin istatistik

analizi
GEN GRUP N |MEAN RANK |Z P
CYP1B1 1 5 12.90 -1.40| 0.19
2 14 8.96
TOTAL | 19
SCGB3A1 |1 5 14.40 -2.14| <0.05
2 14 8.43
TOTAL | 19
MTI1G 1 5 16.40 -3.31| <0.001
2 14 7.71
TOTAL | 19
BCL2 1 5 16.30 -0.78 0.84
2 14 14.50
TOTAL | 19
P16 1 5 13.50 -1.89| 0.11
2 14 8.75
TOTAL | 19
hMSH2 1 5 13.80 -1.91| 0.09
2 14 8.64
TOTAL | 19
hMLH1 1 5 16.80 -3.84| <0.001
2 14 7.57
TOTAL | 19

Hp(+) mide kanseri ile Hp(+) gastrit hasta gruplari, analiz edilen genlerin
metilasyon oranlar1 agisindan karsilastirildiklarinda ise CYP1B1 (p<0.001), MTIG
(p<0.001), hMSH2 (p<0.05) ve hMLHI (p<0.001) genlerinin hipermetilasyon
oranlarmm Hp(+) mide kanseri grubunda anlamli diizeyde artis gosterdikleri
saptanmustir. Buna karsilik SCGB3A1(p<0.05) geni hipermetilasyonunun Hp(+) gastrit

orneklerinde anlamli oldugu belirlenmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8 Hp(+) mide kanseri ile Hp(+) gastrit hasta gruplarmin (grup 1 ve 2) karsilastirilmasinin
istatistik analizi

GEN GRUP N |MEAN RANK |Z P

CYP1B1 1 25 31.36 -3.88| <0.001
2 23 17.04
TOTAL | 48

SCGB3A1 |1 25 20.96 -2.58| <0.05
2 23 28.35
TOTAL | 48

MTI1G 1 25 33.34 -4.84| <0.001
2 23 14.89
TOTAL | 48

BCL2 1 25 26.64 -1.80 0.07
2 23 22.17
TOTAL | 48

P16 1 25 26.78 -1.28| 0.20
2 23 22.02
TOTAL | 48

hMSH2 1 25 29.02 -2.43 | <0.05
2 23 19.59
TOTAL | 48

hMLH1 1 25 34.79 -5.95| <0.001
2 23 12.74
TOTAL | 48

Mide kanseri ve gastrit hasta gruplarinda incelenen CYP1BI, SCGB3Al,
MTI1G, BCL2, P16, hMSH2 ve hMLH1 genlerinde metilasyon paternlerine sigara,
kronik ila¢ kullanimi ve Hp varligmin etkisi arastirilmistir. Bu parametrelerin gen

metilasyon paternleri lizerine etkilerinde anlamlz istatistiksel fark bulunamamastur.

4.4. ABERAN GEN SAYILARININ KARSILASTIRILMASI

Caliymamizda metilasyon paternlerinin analizlerinin yapildig1 yedi genin gastrit
ve mide kanseri hasta gruplarindaki aberan metilasyon oranlari karsilastirilmistir (Tablo
4.9). Tiim olgular birlikte degerlendirildiginde 20 olguda 1-3 gende aberan metilasyon
paterni gozlenmistir. Bu olgulardan %90 u (18/20) gastrit hasta grubu olgular1 iken

sadece iki kanser olgusunda bir {i¢ arast gende hipermetilasyon saptanmistir. Buna
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karsilik dort ve daha fazla gende hipermetilasyonun saptandigi toplam 47 olgunun
%59,6’s1 mide kanseri hasta grubu olgular1 iken %40,4’i gastrit hasta grubu
ornekleriydi. Mide kanseri hasta grubu olgularinda bes alt1 gende hipermetilasyon
yiiksek siklikta gozlenmistir. Aberan metilasyon paternine sahip gen sayisina gore

gruplar arasinda istatistiksel olarak dnemli diizeyde farklilik saptanmistir.

Tablo 4.9 Gastrit ve mide kanseri grubu olgularinin hipermetile olan gen sayilarina gore karsilastiriimasi

METILE | KANSER | GASTRIT | TOPLAM
GEN (n=30) (n=37) (n=67)

SAYISI
1-3 2 18 20
(%10) | (%90) | (%100)
4+ 28 19 47

(%59,6) | (%40,4) | (%100)

X=13.94 P<0.001

Kanser grubunda hipermetile gen sayis1 gastrit grubuna gore onemli diizeyde
artmistir (Sekil 4.8).

—

Foanser

30 1

Crastrit
20 1

10

Sekil 4.8 Gastrit ve mide kanseri grubu olgularmin hipermetile olan gen sayilarina gore
karsilastirilmasimin siitun grafik degerlendirilmesi

Caliymamizda degerlendirilen genlerdeki metilasyon anomalilerine sahip drnek
oranlar1 gastrit hasta grubu ile mide kanseri hasta grubu arasinda karsilagtirildiginda
(EK-1) CYPIBI, BCL2 ve hMLHI1 genlerine iliskin aberan metilasyona sahip mide
kanseri grubu olgu sikliginin, gastrit hasta grubu olgulara gore anlaml diizeyde artis

gosterdigi gdzlenmistir.
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4.5. KANTITATIF METILASYON ORTALAMALARI

MS-HRM yontemini kullanirken her plate kuyucuklarma hasta gruplarmin
ornekleriyle  birlikte  kantitatif olarak  metilasyon  durumlarmni  bildigimiz
pozitif/metillenmis kontrol 6rnegi CpGenome ™Universal Methylated DNA (Millipore-
Chemicon ® International) ve negatif/metillenmemis kontrol 6rnegi CpGenome
™Qniversal Unmethylated DNA (Millipore-Chemicon ® International) ve bunlarin
seyreltilmesi ile elde edilen %25, %50 ve %75 ara degerleri de yiiklenmistir.
LightCycler ® 480 Real Time PCR (Roche) cihazmin yazilim programlari araciligtyla
kontrol Orneklerine gore tiim calisma gruplarmin kantitatif metilasyon degerlerinin
ortalamast alinmistir (Tablo 4.10). Bu ortalamalara gore gruplarm siitun grafik

degerlendirilmesi yapimistir (Sekil 4.9- 4.10- 4.11).

Tablo 4.10 Genlerin hastalik gruplarina gore kantitatif metilasyon ortalama oranlari.

CYP1B1 | SCGB3A1 |MT1G |BCL2|P16 | hMSH2 | hMLH1

Mide Kanseri

(n=30) (%) 52,5 76,7 6,7 80,8 |73,3 38,3 10,8
Hp(+) mide kanseri

(n=25) (%) 50 76 6,7 77 176 38 9
Hp(-) mide kanseri

(n=5) (%) 65 80 0 100 |60 40 20
Gastrit n=37) (%) |122 892  [122 [2,7 [784 [48 |22
Hp(+) gastrit

(n=23) (%) 9,8 95,7 12 43 76,1 |56,5 1,1
Hp(-) gastrit

(n=14) (%) 37,5 78,6 12,5 |0 82,1 339 |1,8

Tedavi sonrasi
Hp(+) gastrit
(n=15) (%) 20 100 5 6,7 |[88,3 |583 0
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Sekil 4.9 Mide kanseri, gastrit ve Hp(+) gastrit tedavi sonrasi gruplarinin kantitatif
metilasyon degerlerinin ortalamasimin siitun grafik degerlendirilmesi

100

W Hp(+) kanser (n=25) (%)
m Hp(-) kanser (Nn=5) (%)

Sekil 4.10 Hp(+) / Hp(-) Mide kanseri gruplarmin kantitatif metilasyon degerlerinin
ortalamasinin siitun grafik degerlendirilmesi

W Hp(+) gastrit (n=23)
(6)

m Hp(-) gastrit (n=14)
(>6)

n
=]
TN TN TN TN T T T O M|

Sekil 4.11 Hp(+) / Hp(-) gastrit gruplarinin kantitatif metilasyon degerlerinin ortalamasinin
stitun grafik degerlendirilmesi

Ayrica Hp(+) / (-) gastrit, Hp medikal eradikasyon tedavisi sonrasi gastrit ve
Hp(+) / (-) mide kanseri gruplar1 olarak elde edilen biitiin veriler EK 2 — 5’de tablo

olarak sunulmustur.
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5. TARTISMA

DNA hipermetilasyonundan kaynaklanan gen sessizlesmesi insanda gdzlenen
kanserlerde siklikla karsimiza c¢ikmaktadir. Kanser hiicrelerinde ¢ok sayida gen
etkilenmektedir. Etkilenen genler kimyasal ve kanser tipine gore degiskenlik
gostermektedir. Yani bazi ortak genlerin yam1 sma tiimor tiplerine spesifik gen
hipermetilasyonlar1 gdzlenmektedir. Bu nedenle metilasyon analizlerinde tiimdrlere
spesifik genlerin hipermetilasyon paternlerinin degerlendirilmesi erken tani, klinik
ozelliklerle baglantilarin ortaya konmasi ve tedavi se¢imi gibi Onemli klinik

uygulamalarin daha etkin gerceklestirilmesini saglayacaktir.

Mide kanseri diinyada en sik gozlenen iiciincii kanser tipi olup kanser nedenli
oliimlerde akciger kanserinden sonra ikici sirada yer almaktadir. Mide, kanser gelisimi
sirasinda veya yas ilerledikce aberan CpG adacik hipermetilasyonunun siklikla
gozlendigi organlardan biridir. Kang ve ark.lar1 bugiine kadar 90 dolaylarinda genin
gastrik kanserlerde promoter bolgesi hipermetilasyonuna bagl olarak inaktif hale
geldigini ileri slirmiiglerse de Ushijima ve ark.lar1 kanserde pek ¢ok CpG adaciginin
metillenmis oldugunu ve inaktif olan gen sayisinin AGS mide kanseri hiicre serilerinde
421+75 gen sayisina ulastigini bildirmislerdir (34, 85). Insan genomundaki genlerin
%40 kadarinin promoter icerdigi gergegi dikkate alindiginda ve mide kanserlerinde
hipermetile olduklar1 belirlenen gen sayisi sinirli oldugundan, mide kanseri 6rneklerinde
promoter bolgesi metilasyon paternlerine iliskin bilgilerimizin yetersiz oldugu cok

sayida gen bulunmaktadir.

Mide kanseri multipl genetik ve epigenetik olaylarin meydana geldigi ¢ok asamali
bir siire¢ olup kronik gastrit, atrofi, intestinal metaplazi, displazi asamalar1 sonrasinda
gelistigi diistiniilmektedir. Ancak her kronik gastriti olan olguda kanser gelisimi
gozlenmemektedir. Bunun nedeninin altinda, ¢ok asamali siiregte meydana gelen
molekiiler olaylarm etkili oldugu goriisiindeyiz. Iste molekiiler olaylarin incelenmesi
biyomarkerlerin belirlenmesini saglayacaktir ki bu da erken tani, prognoz ve tedavi

acisindan umut verici olacaktir. Bu nedenle diinyada pek ¢ok merkezde gastrit ve mide
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kanserine ilisgkin molekiiler analizler yogun olarak gerceklestirilmekte vee WHO bu

yondeki caligmalar1 desteklemektedir.

Hp enfeksiyonu gastrit ve mide kanseri acisindan Onemli bir etiyolojik risk
faktoriidir. WHO tarafindan grup 1 karsinojen olarak tanimlanmistir. Kronik Hp
enfeksiyonu mide kanseri riskini 5-6 kat arttrmaktadir (62). Hayvan modelleri ile
yapilan ¢aliymalarda Hp enfeksiyonu ile mide kanseri arasindaki yakm iliski ortaya
konmustur (94). Mide karsinogenezi ile uzun siireli Hp enfeksiyonu iligkisinin
mekanizmas1 tam olarak bilinmemesine ragmen uzun siireli enfeksiyon, kronik
inflamasyon gelisimi ve mukozal epitelyum hiicre proliferasyonunun stirekliliginin
karsinojenik bir ¢evre olusturdugu diistiniilmektedir. Son yillarda pek ¢ok calisma ile
Hp enfeksiyonunun kronik gastritte ¢ok sayida genin aberan CpG adacik
hipermetilasyonu ile iliskisi ortaya konmustur (10, 55, 85). Hp ile uyarilan aberan
metilasyon degisimleri, Hp enfeksiyonu nedenli mide kanseri gelisimine katilabilirler.
Ancak bugiine kadar olasi tim genlerden sadece smirli sayidaki genlerde
hipermetilasyon paternleri ile Hp iliskisi incelenmistir. Son yillarda yapilan
caligmalarda Hp eradikasyonu araciligiyla c¢ok sayidaki lokusun hipermetilasyon
paternlerinin geri doniisiimii rapor edilmistir (10). Ancak bunu desteklemeyen verilere

de rastlanmaktadir (76).

Calismamizda akut gastrit tanis1 alan Hp(+) ve Hp(-) olgularda SCGB3Al,
CYPI1BI1, MT1G, BCL2, P16, h\MSH2 ve hMLH1 genlerinin metilasyon paternleri MS-
HRM teknigi kullanilarak analiz edilmis ve karsilastirilmistir. Hp(+) gastrit tanisi alan
olgular medikal eradikasyon tedavisi sonras1 kontrole tekrar ¢agirilmiglardir. Literatiirde
alt1 hafta (10) ile 12 ay (50) sonra kontrol endoskopileri yapildigina dair birbirinden ¢ok
farkli kontrol siirelerine ait veriler olmasina karsin ¢aligmamizda 3-8 aylik siireg
icerisinde gelen 15 olguda tedavi sonrasi kontroller gerceklestirilmistir. Calismaya dahil
edilen olgulardan sadece 4 tanesinde (%26,7) eradikasyon saptanmis olup diger

olgularda Hp enfeksiyonunun devam ettigi ortaya konmustur.
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Akut gastrit hasta grubunu Hp(+) ve Hp(-) olarak metilasyon oranlarini
degerlendirdigimizde Tablo 5.1°de de goriildiigii lizere P16 aberan metilasyonu hem (+)

hem de (-) gastrit olgularmin tiimiinde ve kantitatif olarak yiiksek oranlarda

gozlenmistir.
Tablo 5.1 Gastrit grubu olgularinda hipermetilasyon sikliklari
GEN ADI Hp(+) AKUT Hp(-) AKUT
GASTRIT GASTRIT
(n=23) %met. (n=14) %omet.
BCL2 4,3 0,0
SCGB3A1 95,7 85,7
CYPIBI 13 57,1
MTI1G 30,4 21,4
P16 100,0 100,0
MLH1 43 7,1
MSH?2 95,7 78,6

Hp(+) gastrit olgularindan tedavi sonrasi1 kontrollerinde de hem olgular arasindaki
goriilme siklig1 hem de metilasyon oranlarinda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir.
Calisma verilerini literatiir ile karsilastirdigimizda goriilme sikhig1 acisindan
oranlarimizin yiliksek oldugu gozlenmektedir. Bu farkliligin temel nedenlerinden birinin
kullanilan analiz  yontemlerindeki ¢esitlilikten kaynaklandigini1  diisiiniiyoruz.
Literatiirdeki  caligmalarin hemen  tiimii MS-PCR  yontemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Calismamizda  kullanilan  MS-HRM  yonteminin  analitik
sensitivitesinin diger yonteme gore yiiksek olmasi, % 0.1 gibi ¢ok diisiik oranlardaki
metillenmis CpG’leri dahi saptayabilmesinin (43, 88) farkliliklarda etkili oldugu

goriislindeyiz.

Calismamizda hasta sayisinin smirli olmasi da énemli bir etkendir. Caligmamiza
dahil edilen olgularin akut gastrit olmalarmin da metilasyon oranlarinda etkili

olabilecegini diistindiirmektedir.
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P16 geni ile ilgili literatiir tartigsmasi

Aabbaszadegan ve ark. 2008 yilinda yaymnlanan Iran toplumunda yaptiklar
calismalarinda (1) 52 mide adenokarsinomu ile endoskopi ve biyopsi sonuglar1 normal
olarak degerlendirilen 50 kontrol olgusunda P16 geni metilasyon durumunu MS-PCR
yontemi ile incelemislerdir. Mide adenokarsinomu olgularinda %44,2 (23/52 olgu)
oraninda metilasyon saptanirken kontrol grubu Orneklerinde hi¢ metilasyon
saptamamuglardir. Iran populasyonunda gerceklestirdikleri calismalarinda Hp varlig: ile
P16 metilasyon durumu arasinda iliski bulamadiklarini rapor etmislerdir. Calisma
verilerimizde de mide kanseri hasta grubunda metilasyon oraninin yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Ancak oranlarimiz arastiricilarin bildirdikleri oranlardan daha yiiksektir.

Bunun nedeninin metodolojik farkliliklardan kaynaklandig1 goriisiindeyiz.

Tahara ve ark.’lar1 2007 yilinda yaymlanan Japonya’da yaptiklar1 ¢alismalarinda
(81) 43 mide kanseri ve 46 gastrit veya peptik iilser olgusunda P16, P14 ve P21
genlerini MS-PCR yontemi ile incelemislerdir. Mide kanseri ve gastrit hasta gruplarinin
her ikisinde de aberan metilasyon saptadiklarini, fakat P16 geni i¢in kanser grubu
(%55,8) ile gastrit grubu ( %50.0) 6rneklerinde metilasyon oranlar1 agisindan belirgin
fark gdrmediklerini bildirmislerdir. Ayrica Hp varligimin etkisini arastirdiklar: gastrit
hasta grubu icinde P16 geni anormal metilasyon oranlarinm Hp(+) ve Hp(-) hasta
gruplarmin her ikisinde de %50 oldugunu ve mide kanseri hasta grubunda da benzer
oranlarin gézlendigini, sonug olarak Hp ile P16 geni hipermetilasyonu arasinda bir iligki
olmadigini 6ne stirmiislerdir. Bizim c¢alismamizda da tiim 6rneklerde %100 oraninda
hipermetilasyon gdzlenmistir ve gruplar arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir.
Dolayisiyla caligma verilerimiz bu ¢alisma bulgular1 ile birebir oOrtiismekte olup
metilasyon oranlarinin diisiik olmasmin analiz yontemlerinin hassasiyetlerindeki

farkliliklardan kaynaklandig1 diisiincesindeyiz.

Buna karsihik Kaise ve ark. 2008 yilinda yayinlanan Japonya’da yaptiklari
caligmalarinda (32) 34 Hp(+) ve 11 Hp(-) erken evre (evre 1-3) mide kanseri ile 68
Hp(+) gastrit gruplarinda P16, Ecad ve DAPK genlerini MS-PCR yontemi ile
incelemislerdir. Calisma verilerine gore P16 geninde Hp(+) mide kanseri hastalarinin

nonkanser6z komsu gastrik mukozalarinda %68 oraninda; Hp(+) gastrit kontrol
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grubunda %25 oraninda ve Hp(-) mide kanseri hasta grubunda % 63,6 oranlarinda
metilasyon varligi saptamuglardir. Caligmamizda oldugu gibi bu ¢alismada da mide
kanseri orneklerinde belirgin bir P16 hipermetilasyon artis1 dikkati ¢cekmektedir. Ancak
nonkanserdz komsu dokularda da aberan P16 gen metilasyonunun goézlenmesi, P16
hipermetilasyonunun kanser progresyonunda erken donem degisimler olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica Hp(-) kanser grubu ile nonkanser6z komsu doku
oranlarindaki benzerlik de Hp enfeksiyonundan ¢ok molekiiler patolojinin daha etkili
olabilecegini diisiindiiren bir veridir. Kanser grubu olgularinda saptanan P16
hipermetilasyon oraninin c¢alismamizda ¢ok daha yiikksek oranda gozlenmesi,
metodolojiden kaynaklanan farkliliklarla birlikte Srneklerimizin ileri evre (evre 3-4)

gastrik kanser olmalar1 ile de iligkili olabilir.

Nonkanseréz Hp(+) 6rneklerde P16 hipermetilasyonunun % 50 ve lizeri siklikta
gozlendigi, periferik kan orneklerinde P16 geni metilasyon analizinin gastrik kanser
erken tanisinda bir biyomarker olarak umut vaat ettigini ortaya koyan caligmalar

bulunmaktadir (1, 16, 81).

Dong ve ark.larinin 2009 yilinda yayinlanan Cin’de toplam 920 nonkanserdz
gastrit Ornekte yaptiklar1 populasyon temelli c¢alismada (16) Hp’nin P16
hipermetilasyonu ile yakin iliskisini ortaya koymuslardir. Hp enfeksiyon yogunlugu,
enfeksiyon siiresi ile P16 aberan metilasyon sikligi arasinda dogru orantili iligkiyi
belirlemislerdir. Farkli Hp(+) ve Hp(-) gastrit lezyonlarinda P16 metilasyon diizeyleri
degerlendirildigi zaman kronik atrofik gastritten intestinal metaplaziye dogru P16
metilasyonunda artis oldugu ifade edilmistir. Mide karsinogenezinin erken asamalarinda
P16 geninde epigenetik degisikliklerin 6zellikle Hp enfeksiyonundan etkilendigi, ileri
evrelerde ise cevresel maruz kalmalar ile somatik mutasyonlarm birlikte etkili
olabilecegi diistiniilmektedir. Bu goriis Feinberg ve ark. (17) tarafindan ortaya atilan
“epigenetik progenitér model”ini destekler niteliktedir. Modele gore nonneoplastik kok
hiicrelerindeki tiimdr oncii genlerinin epigenetik 6zelliklerinin degisimi erken gelisen

olaydir. ilerleyen evrelerde diger faktdrler rol oynamaktadir.
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Calisma verilerimizde P16 hipermetilasyonunun Hp(-) mide kanseri ve gastrit
hasta gruplarinda yiiksek oranda gozlenmesi Tahara ve ark.’lar1 (81) ile Kaise ve
ark.’larinin (32) yaptiklar1 ¢aliyma bulgular1 ile ortiismektedir. Diger gruplardaki
epigenetik degisimler de literatiir bilgilerini desteklemektedir. Daha genis Hp(-) gastrit
grubunda, patolojik ve klinik bilgileriyle birlikte P16 hipermetilasyonunun
degerlendirilmesi gerektigi goriisiindeyiz. P16 geni ile ilgili tartisjma Tablo 5.2°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 5.2 P16 geni tartisma 6zeti

ARASTIRICI YONTEM GRUPLAR METILASYON
(%)
Aabbaszadegan | | MS-PCR 52 mide kanseri 44.2
(Iran) (1) 50 saglikli normal 0.00
YORUM: Hp varlig1 ile P16 hipermetilasyon durumu arasinda iliski
bulamadiklarni rapor etmigler.
Tahara MS-PCR 43 mide kanseri 55.8
(Japonya)(81) 46 gastrit/peptik tilser 50.0
YORUM: Hp varlig1 ile P16 hipermetilasyon durumu arasinda iliski
bulamadiklarni rapor etmigler.
34 Hp(+) mide kanseri
Kaise MS-PCR (Evre 1-3) 68.0
(Japonya) 11 Hp(-) mide kanseri
(32) (Evre 1-3) 63.6
68 Hp(+) gastrit 25.0
Dong MS-PCR 920 Nonkanser6z gastrit
(Cin) (16) MethyLight | |(gastrit, kronik atrofik gastrit,
intestinal metaplazi, displazi)
Gastritten intestinal metaplazi grubuna dogru hastalik ilerledikce
YORUM: P16 hipermetilasyon oranlarnin arttig1
Mide karsinogenezinin erken evrelerinde P16 hipermetilasyonunda
Hp varliginin etkisi oldugu
ileri evrelerde ¢evresel maruz kalmalarin ve somatik mutasyonlarin
birlikte etkili oldugu
100
Calismamizda | | MS-HRM 30 mide kanser (evre 3-4) (kantitatif 73.3)

37 akut gastrit

100
(kantitatif 78.4)
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P 16 ve hMLH1 genleri ile ilgili literatiir tartismasi

Kang ve ark.larin 2003 yilinda yaymlanan ¢aligmalarinda (35) Giiney Kore’de
arsiv dokudan elde ettikleri 80 mide kanseri 6rnegi ile endoskopik olarak elde ettikleri
74 kronik gastrit 6rnegini MS-PCR yontemiyle calismuslardir. Inceledikleri 12 gen
arasinda olan P16 ve hMLHI1 genlerinin kronik gastrit hasta grubunda daha diisiik
metilasyon (sirasiyla %2.7 ve %0) ve mide kanseri hasta grubunda daha yiiksek
metilasyon (swrastyla %43.8 ve %20) gostermeleri dolayisiyla bu genlerin kanser ile

iliskili metillenmis genler olarak siniflanabileceklerini bildirmislerdir.

Perri, F. ve ark.lar1 2007 yilinda yaymnlanan ¢alismalarinda (70) italya’da 57
dispeptik sikayetleri olan hastadan elde ettikleri endoskopik biyopsi 6rneklerinde P16
ve hMLH1 dahil 5 timor iliskili genin metilasyon durumunu MS-PCR ydntemiyle
aragtirmislardir. Toplam 45 Hp(+) hastaya medikal eradikasyon tedavisi verilmis. 12 ay
sonra kontrol endoskopisi i¢in ¢agirilmislardir. Hp(+) olgularda P16 i¢in 12/45 (%27)
hMLH1 i¢in ise 2/45 (%4) hipermetilasyon oranlar1 saptamislardir. Arastiricilar,
sonuglarmm P16 geninde Hp enfeksiyonu ile promoter hipermetilasyonu arasindaki
anlamh iliskiyi ortaya koydugu goriisiiyle yorumlamiglardir. Hp(+) olan 45 hastaya
verdikleri medikal tedaviden 12 ay sonra 23 hasta kontrol i¢cin gelmis ve bunlarin
17°sinde (%74) Hp eradikasyonunun basarili oldugu tesbit edilmistir. Bu hastalarin
yapilan kontrol endoskopilerinden elde edilen biyopsi doku &rneklerinde metilasyon

durumlarmda kismi gerileme saptadiklarmi bildirmislerdir.

Kang G.H. ve ark.larinin 2001 yilinda yaymlanan ¢aligmalarinda (36) Giiney
Kore’de 69 kronik gastrit ve 64 mide kanseri arsiv dokusunda P16 ve hMLH1’in de
icinde oldugu toplam bes genin metilasyon durumlarmi MS-PCR yontemi ile
aragtirmislardir. Kronik gastrit olgularinda P16 ve hMLH1 genleri i¢in herhangi bir
aberan metilasyon paterni saptayamamiglar, buna karsilik bu genler agisindan mide
kanseri Orneklerinin swrastyla %42,2 ve %20,3 kadarinda gen hipermetilasyonunun

oldugunu bildirmiglerdir.
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Caliymamizda hMLH1 geni i¢in saptadigimiz bulgular literatiir ile uyumludur.
Hem mide kanseri hem de gastrit hasta grubunda %100 metilasyon saptadigimiz P16
geni i¢cin grup Ornek sayilarimizin daha az olmasi farkli bir goriis bildirmemizi

smirlamaktadir. P16 ve hMLH1 genleri ile ilgili tartigma Tablo 5.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 5.3 P16 ve hMLHI1 genleri tartisma 6zeti

ARASTIRICI| | YONTEM | | GRUPLAR METILASYON
(%)
Kang (2003) MS-PCR 80 mide kanseri 43.8 20.0
Gliney Kore 74 kronik gastrit 2.7 0.0
P16 hMLH1
YORUM: Bu genlerin kanser iligkili genler oldugu
57 dispeptik
sikayeti olan
Perri MS-PCR hasta 27.0 4.0
(italya) P16 hMLH]1
YORUM: P16 geninde Hp enfeksiyonu ile hipermetilasyon arasinda iliski
oldugu
Kang (2001) MS-PCR 64 mide kanseri 42.2 20.3
Gliney Kore 69 kronik gastrit 0.0 0.0
pl6 hMLH1
100.0 20.0
Calismamizda | [MS-HRM | |30 mide kanseri | |Kantitatif 73,3 | Kantitatif 10,8
100.0 5,4
37 akut gastrit Kantitatif 78,4 | Kantitatif 2,2
P16 hMLH1

hMLH1 ve hMSH2 genleri ile ilgili literatiir tartismasi

Kim ve ark.lar1 2002 yilinda yaymlanan mide kanseri hiicre serilerinde yaptiklar1
calismada (41) Hp enfeksiyonu sonrasinda hMLH1, PMS1, PMS2, hMSH2 ve MSH6
ekspresyonlarinin azaldigmi, eradikasyon sonrast hMLH1 ve hMSH2 diizeylerinin

enfekte olmayan hiicrelerdeki diizeye dondiigiinii bildirmiglerdir.
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Carvalho ve ark.lar1 2003 yilinda yaynlanan c¢aligmalarinda (8) Portekiz’de 51
mide kanseri hasta grubunda hMLH1’in i¢inde bulundugu toplam dort geni MS-
restriksiyon analizi sonras1 PCR ve MS-PCR yontemleriyle incelemigler. hMLH1 geni
icin %37 oraninda metilasyon saptayarak, hipermetilasyon bulunan mide kanserlerinde
timor hiicrelerinin diisik hMLH1 ekspresyonu gosterdiklerini, bu durumun da

mikrosatellit dengesizligine yol actigin1 6ne siirmiislerdir.

Park ve ark.lar1 2005 yilinda yaymlanan Giiney Kore’de yaptiklar1 ¢aligmalarinda
(68) 60 gastrit ve peptik tlserli hastada hMLH1 ve hMSH2 dahil toplam alt1 gen
tizerinde immiinohistokimyasal inceleme yapmislar, Hp(+) gastrit olgularma iliskin
doku 6rneklerini tedavi dncesi ve sonrasi ayr1 ayri degerlendirmislerdir. Hp eradikasyon
tedavisinin hMLH1 ve hMSH2 protein diizeylerini arttirdigini, Hp(+) kronik gastrit
olgularmda hMSH2 ve hMLHI proteinlerinin eksikliginin mikrosatellit instabilite
birikimine neden olabilecegini ve bunun karsinogenezis progresyonu ag¢isindan dnemli

olacagimi vurgulamiglardir.

Mirzae ve ark.lar1 2008 yilinda Iran’da yaptiklar1 cahismalarinda(58), 50 Hp(+) ve
50 Hp(-) dispeptik hasta gruplarmda hMLH1 ve hMSH2 genlerine iliskin yaptiklar:
immiinohistokimyasal analizlerde Hp(+) dispeptik hastalarda hMLHI1 diizeyinin

azaldigmi gozlemlemislerdir.

Caliymamizda hMSH2 geni hipermetilasyonu yiiksek siklikta gozlenirken
hMLHI1 geni sessizlesmesine yonelik sadece bir olguda %25 oraninda metilasyon
saptanmustir. Ancak 6zellikle hAMSH2 olmak iizere hMLH1 de de bir olguda Hp medikal
eradikasyon tedavisi sonrasi aberan metilasyon oranlarmin azaldigmin saptanmasi
literatiirii destekler niteliktedir. Gastrit ve mide kanseri 6rneklerinde bu iki DNA tamir
genine iliskin metilasyon siklik ve diizeyleri karsilastirildigi zaman mide kanseri
grubunda her iki gen icin de Onemli diizeyde farkliliklar saptanmigtir. Mide kanseri
grubunda aberan gen metilasyonunun anlamli derecede arttig1 verilerimizle de

desteklenmistir.
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CYP1B1, BCL2, MT1G, SCGB3A1, hMLH1 ve P16 (CDKN2A) genleri ile

ilgili literatiir tartismasi

Yoo ve ark.lar1 2008 yilinda yaymlanan Giiney Kore’de yaptiklar1 ¢aligmalarinda
(95), 41 Hp(+) ve 28 Hp(-) olmak iizere toplam 69 mide kanseri ile 43 Hp(+) ve 39
Hp(-) olmak ftizere toplam 82 kronik gastrit hasta gruplarinda 25 gen bdlgesini
MethyLight assay yontemi ile incelemislerdir. Bu 25 gen igerisinden CYP1B1, BCL2
ve hMLH1 genleri ¢alismamizla ortak genlerdir. CYPIB1 genini kanser iliskili gen
olarak smiflamiglardir. Yaptiklar1 ¢aligmada 23 gende (CYP1B1, BCL2 ve hMLHI
genleri dahil) Hp(-) mide kanseri grubunda Hp(-) kronik gastrit grubuna gore daha
yilksek metilasyon saptamislar ve bu durumu kanser iliskili metilasyon olarak
yorumlamiglardir. CYP1B1, BCL2 ve hMLHI genlerinin dahil oldugu 23 genden yedi
tanesi disginda (hMLH1 bu grupta) geri kalan 16 gende (CYP1B1 ve BCL2 bu grupta)
Hp(+) mide kanseri grubunda Hp(+) kronik gastrit grubuna gore daha yiiksek
metilasyon saptamiglardirdir.  Hp(-) mide kanseri grubunda, Hp(-) kronik gastrit
grubuna gore CYP1B1, BCL2 ve hMLHI1 genlerinde saptadiklar1 yliksek
hipermetilasyon calismamiz verileri ile ortiismektedir. Hp(+) mide kanseri grubunda
Hp(+) kronik gastrit grubuna gore elde ettikleri CYP1B1 ve BCL2 genlerindeki
metilasyon yiiksekligi de ¢aligmamizda elde edilen verilerle uyumludur. Bu gruptan
farkli olarak caliymamizda hMLH1 geninde de Hp(+) mide kanseri grubunda Hp(+)
kronik gastrit grubuna gore yiiksek oranda anormal metilasyon paterni saptanmistir.
Analizlerin tekrarlanmas1 ile de ayni sonuglara ulagilmasi, incelenen ornekler arasindaki
aberan metilasyon oranlar1 bakimimdan gozlenen farkliliklarin kullanilan yontemlerin
yanisira, timdr heterojenitesinden, hasta sayilarindaki farkliliklardan, Hp enfeksiyonu

analiz yontemlerinin ¢esitliliginden kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz.

Kang GH ve ark.lar1 2008 yilinda yaymnlanan Giiney Kore’de yaptiklari
calismalarinda (34). 33 mide kanseri ile 14 Hp(+)ve 13 Hp(-) olmak iizere toplam 27
kronik gastrit hasta gruplariyla 27 gen bolgesini MethyLight assay yontemi ile
incelemiglerdir. Bu 27 gen icerisinde CYP1B1, SCGB3A1l, MTI1G, BCL2 ve
P16(CDKN2A) genleri calismamizla ortak genlerdir. Inceledikleri 27 genin tamaminda

mide kanseri hasta grubunda metilasyon saptamislardir. Bu grupta gosterdikleri
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metilasyon oranlarma goére BCL2 (%80) ve SCGB3A1l (%64) genlerini yiiksek
metilasyon gosteren; CYP1B1(%40), P16(CDKN2A) (%36) ve MT1G (%32) genlerini
orta metilasyon gosteren olarak siniflamiglar ayrica CYP1B1 ve BCL2 genlerinin mide
kanseri hasta grubunda gastrit hasta grubundan 2-3 kat, SCGB3A1l geninin 0,5 kat
yiiksek metilasyon gosterdiklerini; MT1G geninin ise tam tersi olarak gastrit hasta
grubunda mide kanseri hasta grubundan daha yiliksek metilasyon gosterdigini ve
P16(CDKN2A) geninin ise her iki hasta grubunda metilasyon oranlarmnin birbirine

yakin oldugunu bildirmislerdir.

Oncelikle calismamizda da biitiin genlerin mide kanseri hasta grubunda aberan
metilasyon paternleri gostermis olmas1 Kang GH ve ark.larinin ¢alismasiyla
ortiismektedir. Tiim 6rnekler aberan metilasyonlu gen sayilar1 agisindan incelendiginde
en az 1-3 hipermetile aberan gen igeren drnekler ile dort ve {lizeri geni hipermetile olan
ornekler olarak karsilastirilirken kanser grubunda hipermetile gen sayisinin dnemli

diizeyde arttig1 gézlenmistir. Bu verimiz literatiirle tam uyumludur.

BCL2, CYP1B1 MTI1G ve P16-CDKN2A (yiizde oranlarimiz yiiksek olmakla
birlikte) genlerindeki verilerimiz de ilgili arastirma verileri ile uyumlu olmakla birlikte
caligmamizda SCGB3A1 geninin hipermetilasyon oranlari, mide kanseri ve gastrit hasta
gruplarinda birbirlerine yakin olarak saptanmistir. Bu gene iliskin gastrit ve mide

kanseri 6rneklerinde yapilan ¢caligmalarin kisitli olmasi nedeniyle yoruma agiktir.

Ayrica ¢galigmamizda 6zellikle CYP1B1 gen metilasyon sikligma iligkin ilging bir
veri ile de karsilasilmis, Hp(-) gastrit vakalarinda, Hp(+) vakalara gore hipermetilasyon

sikliginin daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Akut gastrit ile ileri evre mide kanseri hasta gruplarmi karsilastirdigimizda
CYP1B1, BCL2, hMSH2 ve hMLH1 genlerinin mide kanseri; SCGB3A1 ve MT1G
genlerinin ise akut gastrit hasta gruplarinda daha ytiksek siklikta hipermetile olduklari

saptanmuigtir.
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P16 geninin hem gastrit hem de mide kanseri gruplarmin tiimiinde %100
metillenmis olmasi ¢alismamizin ilging bir bulgusudur. Bu durum kullanilan analiz
yonteminin ve P16 genine spesifik primerlerin yanlis seciminden kaynaklanabilecegi
gibi gastrit gelisiminin molekiiler patolojisi ile de iliskili olabilir. Bu 6rneklerin P16

hipermetilasyonu agisindan farkli yontemlerle degerlendirilmesi gerekmektedir.

Gastrit gubunun analizinde SCGB3A1, MT1G, BCL2 ve hMSH2 genlerinin

metilasyonu lizerine Hp enfeksiyonunun arttiric1 etkisi goze carpmaktadir.

Hp eradikasyonu i¢in medikal tedavi alan hasta grubunda 4/15 hastada
eradikasyon saglanmistir. Yine de bu grupta MT1G, hMSH2 ve hMLH1 genlerinde

metilasyon oranlarinda azalma saptanmistir.

Caliymamizda metilasyon paternlerini degerlendirdigimiz, DNA yanlis eslesme
tamir sistemi (MMR) genlerinden hMLH1 ve hMSH2 nin Hp(+) gastrit olgularinda
hipermetile olmalar1 literatiirle uyumlu bir bulgudur. Hp enfeksiyonunun mikrosatellit
instabilitesi olan olgularda daha yiiksek siklikta bulunmasi, Hp’nin DNA yanlis eslesme
tamir sistemini etkileyerek mikrosatellit instabiliteye neden olabilecegi olasiligini
glindeme getirmistir. Yao ve ark.lar1 yaptiklar1 c¢aligmalarinin sonucunda Hp
enfeksiyonunun, mide epitelinde tamir sistemi protein diizeylerini azalttigini, bu
nedenle de instabilitenin olustugunu, Hp eradikasyonu sonrasi yanlis eslesme tamir
sisteminden hMLH1 ve hMSH2 protein diizeylerinin gastrik mukozada arttigini
bildirmiglerdir (94).

Caliymamizda da her iki tamir geninin gastrit ve mide kanseri gruplarinda
hipermetile bulgular gostermesi literatlir ile uyumludur. Ancak dikkatimizi ¢eken bir
bulgu gastrit grubunda ozellikle hMSH2 geni hipermetilasyonunun, mide kanseri
grubunda ise hMSH2 ile birlikte hMLH1 gen hipermetilasyonunun arttigir yoniindedir.
Bu bulgunun kanserde mikrosatellit instabilite artis1 ile her iki tamir geninin inaktif hale
gelmesi arasindaki iligkiyi dogrular nitelikte bir bulgu oldugu goriisiindeyiz. Ancak
ekspresyon verilerinin genis arastrma grubunda degerlendirilmesi gerektigine

inaniyoruz.
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6. SONUC ve ONERILER

Literatiirde mide kanserinde bu gen gruplariyla yapilmis arastirmalarin smirh
olmasi nedeniyle verilerimiz tartismaya acgiktir. Bu durumun daha biiylik hasta
sayilartyla ayrintili olarak degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz. Ayrica toplum
taramalarinda vakalarin durumlarimi degerlendirilmek i¢in Kang GH ve ark.larinin (34)
smifladig1 gibi mide kanseri ve gastrit hasta gruplarinda yiiksek, orta, diisiik diizeyde
metilasyon anomalileri goOsteren genlerin birlikte ¢alisgilmasinin  gerektigini

diistinmekteyiz.

Metilasyon analizlerini gerceklestirdigimiz MS-HRM teknigi heniiz yeni
uygulamaya baslanan bir yontemdir (88). Ancak bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
MS-HRM yontemi ile heterojen olarak metillenmis timor dokularinda metilasyon
analizlerinin yiiksek dogrulukta yapilabildigi sonucuna vardmustir (7, 43, 89, 91).
Caliymamizda da tim oOrneklerde MS-HRM yontemi uygulamasmda basarili
olunmustur. Uygulamasi hizli, ekonomik ve analitik sensitivitesi yiiksek olan bir

yontemdir.

Sonu¢ olarak gastrit ve mide kanserinde metilasyon anomalileri etiyolojide
onemli rol oynayan mekanizmadir. Ancak kendi ¢alismamiz da dahil olmak iizere pek
cok calismada incelenen 6rnek sayist smirli ve kantitatif metilasyon degerlendirmeleri
ise heniiz ¢ok eksiktir. Daha biiyiik populasyonlarda bu analizlerin ger¢eklestirilmesi ve
genlere spesifik ekspresyon analizlerinin de yapilarak, klinik verilerle metilasyon
sonuglarmm karsilastirilmas1 gerekir. Tedavi olanaklarinin heniliz biliyliik bir atilim
yapamadig1 bu kanser tipinde molekiiler biyomarkerleri saptamak son derece dnemli

olacaktir.
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EKLER DiZiNi

EK - 1: Gastrit ve mide kanseri tanis1 alan olgular arasinda incelenen genlerin metilasyon paternlerine gore dagilimi

SCGB3A1 CYP1B1 MTI1G BCL2 P16 hMSH 2 hMLH1
UM | M UM | M UM | M (pUM | M UM | M UM | M UM | M
Gastrit
N) 3 34 26 11 27 10 |s| 36 1 0 37 4 33 35 2
% 42,9 | 56,7 81.3 | 31.4 52,9 1 62,5 90.0 | 3,7 0.0 | 552 66,7 | 54,1 59,3 | 25,0
Kanser
™) 4 26 6 24 24 6 4 26 0 30 2 28 24 6
% 57,1 | 433 18.8 | 68.6 47,1 | 37,5 10.0 | 96,3 0.0 |44,;8 33,3 | 45,9 40,7 | 75,0
Toplam
™) 7 60 32 35 51 16 40 27 0 67 6 61 59 8
% 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 0.0 | 100 100 | 100 100 | 100

(ns= anlamh degil) (* =p<0.05) (*** =p<0.001) (UM: Metillenmemis) (M: Metillenmis)
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EK - 2: Hp(-) Gastrit hasta grubu MS-HRM analiz sonuglari

METILLENMIS
SIRA [KOD| |CYP1B1| |SCGB3Al| |MTIG BCL2 P16 MSH2 MLH1 GEN SAYISI
1 |Gol 2
2 |GO5 4
3 |Go7 3
4 | GOS8 3
5 |G12 4
6 |G13 4
7 |Gl14 5
8 |G16 4
9 |G24 2
10 |G25 3
11 [G30 4
12 |G31 4
13 |G32 3
14 | G40 4
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EK - 3: Hp(+) Gastrit hasta grubu analiz sonuclar1 (Yesil isaretli olgular medikal eradikasyon sonras1 Hp(-) olarak saptanan

olgulardir. Kirmizi dolgulu olgular medikal tedavileri sonras1 kontrole gelmeyen olgulardir.)

SIRA

KOD

CYP1B1

SCGB3A1

MTI1G
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MLH1

METILLENMIS
GEN SAYISI
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EK - 4: Hp(+) Gastrit hasta grubu medikal eradikasyon tedavi sonras1 analiz sonuglar1

(Yesil isaretli olgular Hp(-) olarak saptanan olgulardir.)

METILLENMIS
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EK - 5: Mide kanseri Hp(+) hasta grubu analiz sonuglar1

METILLENMIS

SIRA | KOD | [CYP1B1| |SCGB3A1 MTI1G BCL2 P16 MSH2 MLH1 GEN SAYISI
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Ek - 6: Mide kanseri Hp(-) hasta grubu analiz sonuclar1

METILLENMIS
|sirRa |[koOD| [cYP1B1| [scGB3Al| | MmT1G | | BeL2 | | P16 | | msH2 | | MLH1 | |GEN sAYIsI
1|F13 5
2|F22 5
3|F23 6
4]C02 6
5] C04 5
Sekil a¢iklamalart:
Metillenmemis

%25 metilasyon

%50 metilasyon

%75 metilasyon

%100 metilasyon
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