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OZET

Akciger kanseri, tiim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tiiriidiir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim nedenleri arasinda 2. sirada yer almaktadir.
Metilasyon bir epigenetik mekanizma olup DNA diizeyinde herhangi bir mutasyon
olmamasma ragmen ilgili genin eksprese olmasim1 engelleyen bir molekiiler
mekanizmadir.

Calismada heniiz ¢ok yeni bir yontem olan Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) teknigi ile akciger kanserleriyle daha once iligkilendirilmis 24
ayr1 timor siipressor genin promoter bolgelerinin metilasyon paternlerinin SALSA MS-
MLPA MEOO1 tumorsuppressor probemix kiti kullanilarak incelenmesi amag¢lanmigtir.

Bu calismaya Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklar1 Hastanesinde, histopatolojik
olarak incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanist almig 100 olgu dahil
edildi..Her hastaya ait doku 6rneklerinden kanser dokusu igeren 5 mikronluk kesitlerden
elde edilen DNA ornekleri c¢alisma grubu olarak, ayni hastaya ait kanser dokusu
icermeyen kesitlerden elde edilen DNA ornekleri de kontrol grubu olarak caligmaya

alind.

Calismada, akciger kanserli tiimoral ve ¢evre akciger dokularinda birbirlerine
yakin oranlarda en stk CDKN2B, BRCA1, CDH13 ve HIC1 prob bolgelerinde
metilasyon goriildii. Yine tiimoral ve ¢evre dokularda PTEN, TIMP3, ATM, VHL,
CD44, CDKNI1B, RASSFI1, IGSF4 ve ESR1 prob bolgelerinde de metilasyon
saptandi. APC, CDKN2A, MLH1, RARB, CHFR ve GSTP1 prob bolgelerinde farkli
oranlarda, tiimoral dokularda metilasyon goriiliirken, cevre akciger dokularinda bu

prob bolgelerinde metilasyon saptanmadi.

Sonug olarak MS MLPA yonteminin akciger kanserlerinin metilasyon profillerinin
taramasinda kullanilabilecek, ucuz ve hizli sonu¢ verebilen bir teknik oldugu
goriilmiistir. MS MLPA yonteminin diger metilasyon tarama yoOntemleriyle
karsilagtirilarak bir an Once senstivite ve spesivitesinin belirlenmesi ve akciger

kanserinin erken tanisinda rutin kullanima gegirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Akciger Kanserleri, Tiimor Siipressor Gen, Metilasyon, MS-MLPA
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SUMMARY

Lung cancer has the leading mortality rate among all cancers and it is the second
most common cause of death following deaths from cardiovascular diseases. DNA
methylation is a well-defined epigenetic mechanism and it is a molecular mechanism

which prevents gene expression although there is no mutation in DNA level.

In this study, it was aimed to analyze methylation pattern of 24 tumor suppressor
genes promoter regions previously associated with lung cancer using Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) technique SALSA MS-MLPA

MEOQO1 tumor suppressor probemix Kkit.

This study was performed by analyzing 100 archival samples which had been
previously examined histopathologically and diagnosed as “non-small cell lung cancer”
in Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklart Hastanesi. DNA extracts from 5 micron
paraffin-embedded tissue sections which contain cancerous tissues were used as sample
group and 5 micron paraffin-embedded tissue sections which contain well-differentiated

normal tissues from the same patients were used as control group in the study.

In the study, similar methylation frequencies were found in some regions in both
cancerous and well-differentiated normal tissues. The regions which are most frequently
methylated were CDKN2B, BRCA1, CDH13 ve HIC1 probe regions. Methylation was
also observed in PTEN, TIMP3, ATM, VHL, CD44, CDKNI1B, RASSF1, IGSF4 ve
ESR1 probe regions in both type of tissues. Methylation in different frequencies in
APC, CDKN2A, MLHI1, RARB, CHFR ve GSTP1 probe regions were found in

cancerous tissues but not in well-differentiated normal tissues.

As a conclusion, it was determined that MS MLPA is a technique which can give
cheap, fast and reliable results in screening methylation pattern of lung cancers. We
think that MS MLPA technique should be compared with other methylation screening
techniques immediately to determine its sensitivity and specificity and this technique
should be instituted to be used in routine early diagnosis of lung cancer.

Key Words: Lung Cancer, Tumor Suppressor, Methylation, MS-MLPA



ICINDEKILER

OZET
SUMMARY
ICINDEKILER
SEKIL DiZiNi
TABLO DIiZiNi

SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

1. GIRIS VE AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser
2.1.1. Kanser Nedir?
2.1.2. Kanser Tiirleri
2.1.3. Kanserin Geligimi
2.1.4. Kanserin Nedenleri
2.1.5. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

2.2. Kanser ve Genetik
2.2.1. Onkogenlerin Aktivasyonu
2.2.2. Tiimor Baskilayici Genlerin Inaktivasyonu
2.2.3. Hiicre Dongiistiniin Kontroliinde Rol Oynayan Proteinler

2.2.4. DNA Tamir Mekanizmasinda Yer Alan Genlerdeki
Degisikler

vi

Sayfa

Y

vi

X1l

xiii

10
12
15
16
16

17



2.2.5. Kromatin Yapisinin Transkripsiyonla Iliskisi
2.3. DNA Metillenmesi
2.4. DNA Metilasyonu ve Kanser
2.5. Akciger Kanseri
2.5.1. Akciger Kanseri I¢in Risk Faktorleri
2.5.2. Akciger Kanserinin Belirtileri
2.5.3. Akciger Kanserinin Tipleri
2.5.4. Kiigiik Hiicreli Akciger Kanserleri
2.5.5. Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserleri
2.5.6. Akciger Kanserinde Evrelendirme
2.5.6.1. Evre Gruplar1
2.6. Akciger Kanseri ve DNA Metilasyonu

2.7. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA)
Yontemi

2.7.1. Akciger Kanserinde MLPA Tekniginin Kullanimi
3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Geregler
3.1.1. Materyal Se¢imi
3.1.2. Kullanilan Geregler
3.1.3..Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3.2. Yontemler

3.2.1. Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu Ile
Parafine Gomiili Dokudan DNA Elde Etme Protokolii

3.2.2. Izole Edilen DNA Orneklerinin MLPA Yontemiyle

Analizi

3.2.2.1. DNA Denatiirasyonu Ve SALSA MEOO1B Probe

Miks Ile Hibridizasyonu

vii

18

20

24

27

27

28

29

30

30

31

32

33

34

38

39

39

39

39

40

41

41

42

43



3.2.2.2. Ligasyon ve Enzim Kesim Reaksiyonu 43

3.2.2.3. PCR 44
. .. 45
3.2.2.4. ABI 310 Cihazina Yiikleme
3.2.2.5. Degerlendirme 45
4. BULGULAR 47
4.1. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik ve Klinik Ozellikleri 47
4.2. Aragtirma Grubu Bireyleri MLPA Bulgulari 49
4.2.1 DNA Miktarinin Yeterliliginin Belirlenmesi 50
4.2.2 Denatiirasyon Kalitesinin Belirlenmesi 50

4.2.3 Metilasyona Duyarli Hhal Endoniikleaz Kesim Sonuclart 53

5. TARTISMA 65

5.1. Elde Edilen Verilerinin Literatiir Bilgileri ile Karsilastiriimast 66

5.1.1. TIMP3 Prob Bolgesindeki Metilasyon 67

5.1.2. APC Prob Bolgesindeki Metilasyon 68

5.1.3. CDKN2A Prob Bolgesindeki Metilasyon 69

5.1.4. MLH1 Prob Bolgesindeki Metilasyon 70

5.1.5. ATM, IGSF4, CD44 ve CHFR Prob Bolgelerinin 70

Metilasyonu

5.1.6. RARB ve GSTP1 Prob Bolgelerinin Metilasyonu 72

5.1.7. CDKN2B Prob Bolgesi Metilasyonu 73

5.1.8. RASSF1 ve ESRI Prob Bolgelerinin Metilasyonu 73

5.1.9. BRCAI ve HICI Prob Bolgelerinin Metilasyonu 74

5.1.10. CASP8, CDKNI1B, PTEN, VHL ve CD13 Prob 75
Bolgelerinin Metilasyonu

5.1.11. BRCA2, DAPK]I, TP73 ve FHIT Prob Bolgelerinin 78

Metilasyonu

viii



5.2. Metilasyon Spesifik MLPA Yonteminin Literatiirde En Sik
Kullanilan Metilasyon Tarama Yontemleriyle Karsilagtirilmasi

5.3. Metilasyon Spesifik MLPA Yonteminin Akciger Kanserlerinde

Kullanilmasi

6. SONUC VE ONERILER

7. KAYNAKLAR
OZGECMIS

1X

79

83

87

94



Sekil 2.2.5.1:

Sekil 2.3.1:

Sekil 2.3.2:

Sekil 2.7.1:

Sekil 3.2.1.1:

Sekil 4.2.2.1:

Sekil 4.2.2.2:

Sekil 4.2.2.3:

Sekil 4.2.3.1:

Sekil 4.2.3.2:

Sekil 4.2.3.3:

Sekil 4.2.3.4:

Sekil 4.2.3.5:

Sekil 4.2.3.6:

SEKIL DiZiNi

Asetilasyon ve kromatin olusum iligkisi

Sitozinin metillenerek 5-metilsitozinin olusumu

Gen ekspresyonunda metilasyon ve asetilasyon iligkisi

MS-MLPA yonteminin basamaklar1 ve ¢calisma prensibi

Ornek DNAlara ait %1’lik agaroz jel goriintiisii

DQ ve DD kontrol pikleri yardimiyla degerlendirmeye
almmamayan ve alinan pik goriintiileri

Internal kontrolde kullanilan olgunun enzim kesimi
yapilmayan 6rneginden c¢alisilan MLPA goriintiisii ve prob
bolgelerinin goriiniimii

Internal kontrolde kullanilan olgunun enzim kesimi yapilan
orneginden calisilan MLPA goriintiisii ve prob bolgelerinin
gorinumi

Normal metilasyon profiline sahip bir hastanin timor
dokusuna ait enzim kesimi yapilmamis MLPA goriintiisii

Normal metilasyon profiline sahip bir hastanin timor
dokusuna ait enzim kesimi yapilmis MLPA goriintiisii

Tiimoral akciger dokusunda CDKN2B geninde metilasyon
saptanan bir hastanin pik goriintiisii

Sekil 4.2.3.3’deki hastanin ¢evre akciger dokusunun pik
gorintiisii

Tiimoral akciger dokusunda BRCAI geninde metilasyon
saptanan bir olgunun pik goriintiisii

Sekil 4.2.3.5’deki hastanin ¢evre akciger dokusundan elde
edilen ve herhangi bir gende metilasyon icermeyen pik
goruntiisii

Sayfa

19

21

23

36

42

51

52

52

53

54

55

55

56

56



SEKIL DiZiNi ( Devam Ediyor) Sayfa

Sekil 4.2.3.7: Cevre akciger dokusunda CDH13 ve ESRI prob 57
bolgelerinde metilasyon saptanan hastanin tiimoral
dokusundan elde edilen ve metilasyon icermeyen MLPA pik
goruntiisi.

Sekil 4.2.3.8: Sekil 4.2.3.7°deki hastanin ¢evre dokusundan elde edilen ve 57
ESRI ile CDH13 genlerinde metilasyon saptanan MLPA pik
goruntiisii

Sekil 4.2.3.9: CDKN2B, BRCAI, VHL, ATM, CDKNIB ve HICI prob 58
bolgelerinde metilasyon saptanan bir hastanin timor
dokusuna ait MLPA pik goriintiisii

Sekil 4.2.3.10: TIMP3, PTEN ve CDH13 prob bolgelerinde metilasyon 59
saptanan bir olgunun ¢evre akciger dokusundan elde edilen
MLPA pik goriintiisii

X1



Tablo 2.5.6.1:

Tablo 2.5.6.1.1:

Tablo 2.7.1:

Tablo 4.1.1:

Tablo 4.1.2:

Tablo 4.1.3:

Tablo 4.1.4:

Tablo 4.1.5:

Tablo 4.2.3.1:

Tablo 4.2.3.2:

Tablo 4.2.3.3:

Tablo 4.2.3.4:

Tablo 4.2.3.5:

Tablo 4.2.3.6:

Tablo 4.2.3.7:

Tablo 4.2.3.8:

TABLO DIiZiNi

Akciger Kanserlerinde Yeni Uluslararast TNM Sistemi
Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserinde Evre Gruplari

SALSA MS-MLPA MEOO1B tumor suppressor probemix
icinde mevcut olan kontrol problar1 ve incelenecek genlere
ait problarinin listesi

Hastalarin yas gruplarina gore dagilimlart

Hastalarin ailelerinde kanser dykiisii varligr dagilimi
Vakalarin histopatolojik tanilarina gore dagilimlar
Vakalarin Grade’lerine gore dagilimlari

Vakalarin TNM siniflamasina gore dagilimlar

Cevre ve tiimoral dokularda saptanan metilasyon sikliklar

T1, T2 ve T3’lii olgularin tiimér dokularinda saptanan
metilasyon sikliklar
T1, T2 ve T3’li olgularin cevre dokularinda saptanan
metilasyon sikliklar
NO, N1 ve N2’li olgularin tiimor dokularinda saptanan
metilasyon sikliklar
NO, N1 ve N2’li olgularin ¢evre dokularinda saptanan

metilasyon sikliklar

MO ve MI’li olgularin tiimér dokularinda saptanan
metilasyon sikliklar
MO ve MI’li olgularin cevre dokularinda saptanan

metilasyon sikliklar

Grade’lere gore saptanan metilasyon sikliklar

Xii

Sayfa

32
33

37

47
48
48
48
49
60

61

61

62

62

62

63

64



SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi
Simgeler Aciklama

ABD:
AJCC:
BAC:
CDK:
CDI:
cm:
CSF:

dk:
DNA:
DD:

DQ:
KHAK:
KHOAK:
LOH:
MBD
MLPA:
MS-MLPA
MSP
mm:

ng:
PCR:
RNA:
RT-PCR
TNM:
UICC
WHO:

ul:
ug:

Amerika Birlesik Devletleri

Amerikan Kanser Birligi

Bronkoalveoler Kanser

Siklin Bagiml Kinaz

Siklin Bagimli Kinaz Inhibitorleri

Santimetre

Koloni Stimiile Edici Faktor

dakika

Deoxyribonucleic acid

DNA Denatiirasyonu

DNA Kalitesi

Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri

Loss of Heterozygosity

Metile Baglanma Domaini

Multiplex Ligation dependent Probe Amplification
Metilasyon Spasifik Multiplex Ligation dependent Probe Amplification
Metilasyon Spesifik Polymerase Chain Reaction
Milimetre

Nanogram

Polymerase Chain Reaction

Riboniikleik Asit

Real Time Polymerase Chain Reaction

Tiimor Node Metastaz

Uluslararas1 Kanserle Miicadele Birligi

Diinya Saglik Orgiitii

Mikrolitre

Mikrogram

Xiii



1. GiRIiS ve AMAC

Kanser, giinimiiziin en ©nemli saglik problemlerinden biridir ve goriilme
sikliginin giderek artmasi nedeniyle toplum sagligini tehdit eden 6nemli hastaliklarin
basinda yer almaktadir. Enfeksiyon hastaliklarimin gelisen antibiyotik kullanimlariyla
kontrol altina alinmasi; diger hastaliklara karsi etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
sonucu yasam standardinin yiikselmesi ile ortalama yasam siiresinin uzamasi, kanser
sikliginin giiniimiizde artmasinin en 6nemli sebeplerinin basinda gelmektedir. Ayrica
kanser tamisinda kullanilan yOntemlerin bas dondiiriici bir hizla ilerlemesi ve
maliyetlerinin diismesi sebebi ile daha ¢ok hastanin hekime basvurmasi ve gelisen
teknoloji ile ¢evresel karsinojenlere maruziyetin artist kanser sikligini arttiran diger

etkenlerdir(71).

Kanser, Saglhik Bakanligima "bildirimi zorunlu" bir hastalik olmasina ragmen
iilkemizde gercek kanser insidans1 bilinmemektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin
2003 yilina ait kanser raporunda, global kanser oraninin hizla arttig1 ve 2020 yilinda, bu
oranin %50 artarak 15 milyon kisiyi etkileyebilecegi bildirilmistir. Akciger kanserinin
yillik 1.2 milyon yeni vaka ile birlikte diinyada en yaygin kanser tiplerinden biri oldugu
da bu raporla agiklanmistir(68). Echimane, 2000 yil1 i¢cin 10 milyon yeni kanser vakasi,
6 milyon kanserden 6liim ve 22 milyon kanserli hasta hesaplamistir. Yaptig1 ¢alismada

en sik goriilen kanserler akciger, meme, kolorektal, mide ve karacigerdir(9,34).

Tiim kanserlerin %13,4’{inii akciger kanseri olustururken, tiim kanser 6liimlerinin
%28,4’tinden akciger kanseri sorumludur. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) nde
akciger dis1 kanserlerde bes yillik sagkalim %52 iken, akciger kanserinde %14’ diir(4).
Sigaranin akciger kanserine sebep oldugunun bilinmesine ragmen; tiim sigara i¢icilerin
sadece % 10-20’sinde akciger kanseri gelisimi, genetik yatkinligin Onemine isaret
etmektedir(4,56). Akciger kanserli hastalarin hem sigara icen hem de i¢gmeyen

akrabalarinda akciger kanseri riski 2-4 kat artmistir. Artmis ailesel riskin; yas, cinsiyet,



mesleksel maruziyet ve sigara igiciliginden bagimsiz oldugu ve akciger kanserinde

kalittimin iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir(56,67).

WHO’nun verileri; sigara kullammminin yilda 5 milyon insanin Oliimiine yol
actigini, bu saymin Oniimiizdeki 20 yil igerisinde iki katina ¢ikmasinin beklendigini
belirtmekte, tahminlere gore, bugiin tim diinyada 1,3 milyar civarinda olan sigara

kullanicilarinin sayisinin 2025 yilinda 1,7 milyar bulmasi beklenmektedir(68).

Risk, sigara i¢gme siiresi, toplam ig¢ilen sigara, baglama yas1 ve icilen sigaranin
tiriine gore degismektedir. Aktif sigaradan sonra ikinci risk faktorii pasif sigara
maruziyetidir. Pasif sigara maruziyetinin tek basina kanser riskini ortalama 1,2-1,3 kat

arttirdig bildirilmektedir(67).

Ailede akciger kanseri olmasi akciger kanserine yakalanma riskini artirmaktadir.
Ailede akciger kanseri Oykiisii olan ve hi¢ sigara igmemis bir kadinda akciger kanseri
gelisme riskinin aile Gykiisii olmayanlara gore 2,8 kat arttigi bildirilmektedir. Yine
asbest ile ugrasan kisilerde, cesitli kimyasal maddelerle calisilan is kollarindaki
iscilerde, daha 6nceden akcigerden hastalik geciren ve nedbe dokusu geliserek iyilesen

kisilerde akciger kanseri riski topluma gore artmaktadir(69).

Bugiin kanserin genetik orjinli bir hastalik grubu oldugu bilinmektedir.
Karsinojenezis de farkl tiirlerde genlerin etkili oldugu cok asamali bir siirectir.
Kanserde etkili oldugu diisiiniilen genler; onkogenler, tiimor siipresor genler ve DNA

tamir genleri olarak 3 ana grup altinda toplanirlar(20).

Kanser gelisiminde etkili olan genleri iceren gen ve genom mutasyonlari
(kromozom ve/veya gen delesyonlari, amplifikasyonlari, yapisal degisimler vb.) gen
iiriinii proteinin sentezlenmemesi, az ya da cok sentezlenmesi veya farkli proteinin
sentezlenmesine neden olmaktadir ki, bu degisimler de selliller fonksiyonlarda
bozulmalara yol agmaktadir. Son yillarda herhangi bir gen mutasyonu olmamasina

ragmen ilgili genlerin {riin olusturamamast ya da gerekenden fazla (iiriin



sentezlenmesine neden olan metilasyon ve asetilasyon gibi epigenetik mekanizmalarin
karsinojenezis siirecindeki rolleri detayl1 olarak ortaya konmaktadir. Akciger kanserinde
simdiye dek 80’den fazla genin hiper metilasyonu nedeniyle genlerdeki fonksiyon kayb1
gosterilmistir. Bu genlerin bir¢ogu karsinojenezisin ¢ok erken safhalarinda metile
olmaktadir. Ayrica metilasyonun geri dondiiriilebilir bir 6zellik gostermesi, kanser
tedavisi icin Uimit verici olmustur ki, bu da pek cok kanser tipinin epigenetik

mekanizmalar acgisindan incelenmesinde etkili olmustur(51,53).

Ozellikle 1980°li yilardan itibaren molekiiler yontemlerdeki hizli gelismeler
kanserdeki molekiiler mekanizmalarin ¢dziimlenmesinde etkili olmustur. Bugiin amaca
yonelik kullanilabilen bir ¢cok molekiiler yontem bulunmaktadir. Cok sayida ligasyona
dayali amplifikasyonu (Multiplex Ligation Dependent Prob Amplification =MLPA)
yontemi 2002 yilinda diinya literatiiriine sunulan relatif kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemidir. Kolay uygulanabilirligi, duyarliligi, ¢ok sayida bolgenin

ayn1 anda analiz edilmesine olanak saglamasi yontemin avantajlar1 arasindadir.

Bu calismada, akciger kanseri tanis1 almisg hastalarin tiimor dokulan ile
histopatolojik acidan normal olarak degerlendirilen ¢evre dokularin DNA o6rneklerinde
metilasyona spesifik MLPA (MS-MLPA) teknigi ile akciger kanseri ile iliskilendirilmis
24 farkli genin promoter bolgelerindeki CpG adaciklarinin metilasyon paternleri
acisindan degerlendirilmesi ve genlerin metilasyon profillerinin ortaya konmast
amaclandi. Elde edilen veriler ile;

1. Kiigiik hiicreli akciger kanserlerindeki (KHOAK) metilasyon frekansinin
ortaya konmast
2. Histopatolojik  klasifikasyonlar  ile  metilasyon  frekanslarinin

karsilastirilmas1 hedeflendi.



2.GENEL BiLGILER

2.1. KANSER:

Kanser; hiicrenin normal davramislarim diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucunda hiicrenin asiri, kontrolsiiz ve agresif bir bi¢imde c¢ogalmasiyla seyreden,
Olumciil bir hastaliktir. Bu ozellikleriyle kanser, cagimizin en Onemli saglik
problemlerinden birisidir(20). Oliim nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen
ardindan gelmektedir. Bati toplumlarinda kanser insidansi her y1l 100 bin niifus i¢in 400
dolaylarinda iken 60 yasin lizerindeki gurupta kanser siklig1 cok artmakta 300 kiside 4-5
civarma yiikselmektedir. Ulkemizde 1970’li yillarda sebebi bilinen liimler arasinda 4.
sirada yer alan kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra {iist
siralara yiikseldi. Ulkemizde kesin istatistikler bulunmamakla birlikte her y1l 150 bin

kisinin kansere yakalandigi tahmin edilmektedir(13).

Amerika Birlesik Devletleri(A.B.D.)’nde kanserden o6liim, kalp hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer almaktadir(21). Yas ve cinsiyete gore biitiin 6liim sebepleri
karsilagtirildiginda kanserden Oliim oranlari, 35-65 yaslar1 arasinda en {ist seviyeye
ulagsmakta, bununla beraber kanserden Oliimlerin cogu, 55-65 yaslar1 arasinda
goriilmektedir(13). Akciger kanserleri, ABD’de erkeklerde prostat, kadinlarda meme

kanserinden sonra ikinci siklikta goriiliir(1,62).

Tiim kanserlerin % 13.4’iinii akciger kanseri olustururken, tiim kanser 6liimlerinin
% 28.4’tinden akciger kanseri sorumludur(8). Erkek ve kadinlarda kansere bagh
Oliimler arasinda A.B.D. de biitiin yas gruplarinda akciger-brons kanseri birinci sirada
yer almaktadir(21). Ulkemizde resmi rakamlara gore her yil 20,000-25,000 yeni akciger
kanseri hastast ortaya cikmakta ve bu rakamin 30,000-40,000 kadar ulasabilecegi
diisiiniilmektedir. Ciinkii iilkemizde giivenilir saglik istatistikleri yoktur. Ulkemizde

akciger kanserlerinin c¢ogu erkeklerde goriilmektedir. Kadin: erkek orami 1:7-8



civarindadir. Ancak 1980'lerden sonra iilkemizde de kadinlardaki artan sigara tiryakiligi

bu orani kadinlar lehine belirgin sekilde etkilemektedir.

2.1.1. Kanser Nedir?

Kanser; latincede yengec anlamina gelen ‘“crab” sozciiglinden tiiretilmistir.
Hipokrat; hastaligin basladig1 bolgeden diger organlara yayillmasim gézlemleyerek bu

tanim1 yapmistir.

Kanser tek bir hastalik olmayip tiimor olusumuna neden olan kontrolsiiz hiicre
cogalmasiyla karakterize olan neoplazinin kesin formlarini tanimlamak icin kullanilir.
Malign bir neoplazi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, komsu hiicreleri istila edebilme
ve daha uzak bolgelere metastaz yapabilme gibi cesitli 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler
agsamali bir sekilde kazanilir ve bu siire¢ “tiimor progresyonu” olarak isimlendirilir.
Anormal hiicre birikimi olan neoplazi, hiicre proliferasyonu ile hiicre 6liimii arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu meydana gelmektedir. Her hiicre hiicre siklusuna girer ve
mitoza ugrayarak yavru hiicrelerini olusturur. Normal kosullarda her hiicrenin belirli bir
yasam siiresi vardir. Hiicre gelisimi, farklilasmasi, yaslanmasi ve Oliimii belirli bir
program dahilinde gergeklesir ve her asama farkli gen iiriinleri ile gergeklestirilir ve
kontrol edilir. Bir dokuda ¢ogalan hiicre miktar1 ile 6len hiicre miktar1 arasinda sabit bir
oran vardir. Ancak hiicrenin normalin disinda ¢ogalmasi, buna karsilik 6lmesi gereken
hiicrelerin sonsuz yasayabilme yetenegi kazanmasi dengenin bozulmasina ve
dolayisiyla da hiicre birikimine neden olur. Tiim bu mekanizmalar, gen iiriinleri olan
proteinler tarafindan diizenlendiginden, bir gendeki bagkalasim ya da epigenetik olay o
genin kodladigi protein ya da polipeptidin iiretilmemesi, yanlis iiretilmesi ya da
normalden az iiretilmesi ile sonuclanir. Bunun sonucunda da ilgili proteinlerin rol aldig1

mekanizmalarda normalden sapmalar ortaya ¢ikar(20,36,43).

Kanser hiicresinin bilylime ve c¢ogalma siireci, meydana gelen genetik

degisiklikler (onkogenler, tiimor siipresor genler), konak¢i faktorleri (enzim



polimorfizmi) ve tiimor konakci etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz) ile
yakindan iliskilidir(15,48). Kanser, hiicredeki bu temel diizenleyici mekanizmalardaki
kusurlardan kaynaklandigr icin, Ozellikle molekiiler ve hiicresel diizeyde

degerlendirilmesi gereken bir hastaliktir(22).

2.1.2. Kanser Tiirleri

Kanserin yiizden fazla degisik tiirii mevcuttur. Onkolojide neoplazmin potansiyel

klinik davranisinin degerlendirilmesine gére benign ve malign olarak ikiye ayrilir.

“Benign” tiimor sitolojik ve gros oOzellikleri nisbeten masum yani cevredeki
dokuya zarar vermeyen ve yayilmayan ve lokal cerrahi rezeksiyonla alinip, hastanin

sagkalimim etkilemeyen tiiriidiir.

Malign tiimoérlerin hepsi kanserdir. Komsu yapilara invaze olup, onlart harap

edebilir ve uzak bolgelere yayilarak (metastaz yaparak) 6liime yol acabilir.

Benign ve malign tiimorlerin ayirt edilebilecegi  giivenilir  kriterler

bulunmaktadir(69). Bu farklar dort ana baglik altinda toplanabilir:

1. Diferansiasyon ve Anaplazi: Benign timorler, iyi diferansiye ve yapilari orjin
aldiklar1 doku ig¢in tipik iken, malign tiimorlerde anaplazi ile diferansiasyonda kayip

vardir ve yapilari siklikla orjin aldiklar1 dokuya gore atipiktir.

2. Bilyiime Hizi: Benign tiimorler genellikle ilerleyici ve yavas biiyiirler. Hatta
bazi donemlerde durabilir veya gerileyebilirler. Mitoz seyrek veya normaldir. Malign
tiimorlerde ise biiyime hizi kararsizdir. Yavastan hizliya dogru degisebilir. Mitoz ¢ok

sayida ve anormal olabilir.



3. Lokal Invazyon: Benign tiimérler, genellikle yapisik ve iticidir. Tyi sinirh kitle,
cevre dokulara invaze ve infiltre etmez. Malign tiimorler ise, lokal olarak invazivdirler.

Cevre normal dokulari infiltre eder, bazen yapisik ve itici goriilebilirler.

4.Metastaz: Benign tiimorlerde yoktur, fakat malign tiimorlerde siklikla goriiliir.

Daha biiyiik ve daha az diferansiye primer tiimor daha sik metastaz yapar.

Gerek malign gerekse benign tiimorler tiiredikleri hiicreye gore siniflandirilir.
Kanserlerin ¢ogu iic ana grupta toplanabilir: Karsinomlar, sarkomlar ve 16semi /
lenfomalardir. Insan kanserlerinin yaklasitk %90’11 olusturan karsinomlar epitel
hiicrelerinden kaynaklanan tiimorlerdir. Insanda az goriilen sarkomlar, kas, kemik,
kikirdak ve fibroz doku gibi bag dokusundan gelisen solid tiimorlerdir. Insan
kanserlerinin yaklasik %7’sini olusturan 16semi ve lenfomalar ise sirasiyla kan ya da

immiin sistem hiicrelerinden gelisir(20,36,43,69).

2.1.3. Kanserin gelisimi:

Karsinogenez cok basamakli bir siirecte degisik karsinojenlerin (kimyasal, fiziksel
ve viral) etkisiyle olusan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla gerceklesir. Kanserde
olusan genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde (kromozom kayiplar1) ya da tek bir
niikleotid diizeyinde (tek ya da multipl baz degisiklikleri) veya hi¢ baz degisimi
olmadan metilasyon, asetilasyon gibi epigenetik mekanizmalar ile olusabilir. Ancak
karsinojene maruz kalinmasi hemen tiimor gelisimine neden olmaz. Karsinojen
tarafindan baglatilan ilk baslangi¢c asamasindan sonra hiicrenin yasayabilme potansiyeli
kazanmas1 halinde takip eden olaylar zinciri ve yeni anomalilerin ortaya ¢ikmasi

durumunda tiimor gelisimi gerceklesir(30).

Karsinogeneziste ilk asamada primer olay daha cok genetik materyaldedir ve
karsinojen, dokunun stem hiicre populasyonundaki spesifik gen ya da genleri harap

edebilir. Anormal ¢ogalmaya, tek bir hiicredeki hatadan baglar, yani olusan bir hata



yavru hiicrelere de aktarilir. Cogalma potansiyeline bagh olarak da aym anomaliye
sahip diger yavru hiicreler gelisir. Buradan da anlasilacag iizere kanserde klonalite s6z
konusudur. Baslangicta tiimor hiicreleri monoklonaldir, aym1 hiicreden orjin alan
hiicreler toplulugu seklindedir. Fakat tiimorlerin klonal olmasi, timor gelismesine neden
olan hiicrenin baslangicta, kanser hiicresinin biitiin 6zelliklerine sahip oldugu anlamina
gelmez. Tam tersine, kanserin gelismesi birbirini izleyen degisiklikler sonucu giderek
malign sekle doniisen ¢cok asamali bir siiregtir ve bu siire¢ igerisinde yeni anomaliler

ortaya ¢ikabilir ve hiicre populasyonu poliklonal hale gelebilir.

Ik asama c¢ok hizli gergeklesebilir ancak baskalasima ugrayan hiicre uzun siire
degismeden kalabilirler. Fakat bagkalagmig hiicre degisime ugramadan latent fazda uzun
siire kalabilir veya ¢ok yavas boliiniir. Bu hiicrenin hizli bir sekilde prolifere olarak
normal hiicrelere gore baskin hale gelebilmesi i¢cin gerceklesen baskalagimin hiicreye
bdyle bir potansiyel saglamasi ile ya da hiicrede takip eden yeni bagkalagimlarin olmasi
gerekir. Pek ¢ok ajan hiicrenin boliinmeye girmesinde etkili olur. Ancak sadece uyarici
ajanlar tiimor gelisiminde etkilidirler. Bu nedenle tiimor gelisimi icin hiicre biiyiimesi
gereklidir ancak yeterli degildir. Diger faktorlerin de hiicreyi etkilemesi gerekir.
Normal kosullarda hiicrenin, stem hiicre populasyonundan ayrilarak farklilagmasi
gerekir. Ancak hizla prolifere olan hiicrelerde mekanizmalarin bozulmasina bagl olarak
ilerleyen donemlerde farklilagsma yetenegi de yitirilir. Biiytimeyi hizlandiran uyaranlar
hiicrelerde etkilerini gosterirlerken bu hiicreler aym1 zamanda viicuttaki normal
biiylimeyi inhibe eden faktorlere kars1 da duyarhidirlar. Dolayisiyla hiicrenin gelecegi,
baslangic asamasinda hiicrede olan degisimin etkisi ile faktorleri arasindaki dengeye
gore degisir ki bu denge preneoplastik ve hatta tamamiyla transforme olmus tiimérlerin

neden gelismeden, yayginlasmadan kaldigini hatta geriledigini agciklamaktadir.

Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi, mutasyonlar1 iceren ¢ok asamali bir siire¢
sonucunda cogalma, sag kalim, invazyon ve metastaz yetenekleri giderek artan
hiicrelerin secilmesi seklinde ortaya cikar. ‘Tiimor ilerlemesi’ bu topluluk icindeki
hiicrelerde yeni mutasyonlarin gerceklesmesi ile devam eder. Bu mutasyonlarin bircogu
hiicreye daha hizli boliinme gibi belirli avantajlar kazandirir. Boylece gerek cogalma

hizi, gerekse sag kalim, invazyon ve metastaz yetenegi gibi daha bagka ozellikler igin



avantaj sagladigindan yeni bir hiicre klonu ortaya c¢ikarir. Tiimorler daha hizh cogalarak
daha malign 6zellikler kazanirlar. Aym zamanda kan damarlar1 ve lenfatik kanallara da

giren kanser hiicreleri viicuda metastaz yapma olanagin elde eder(1,20,36).

2.1.4. Kanserin nedenleri:

Kansere yol acan maddelere karsinojen denir. Karsinojenler yapilan ayrintili
epidemiyolojik ¢aligmalarla belirlenmistir. Bir tiimor gelisimi cok asamali bir siirectir.

Bu nedenle bir¢ok farkli faktor kanserin olusmasinda etkili olabilir.

Kansere neden olan ajanlari radyasyon, kimyasal bilesikler ve viriisler olarak
genellenebilir(20). Ultraviyole 1sinlari, X 1smlart ve vy 1smlart mutajenik ve
karsinojeniktir. Bu 1isinlar DNA’y1 muhtelif yonlerde zedelerler. Ultraviyole radyasyonu
pirimidin dimerlerinin olugmasina neden olabilir. Karsit bazlarin eliminasyonu ile
plirinsiz veya pirimidinsiz konumlar olusabilir. Tek ve cift dal kirilmalar1 veya dallarda
capraz baglantilar meydana gelebilir. Isinlama enerjisinin neden oldugu karsinojenezde
temel mekanizmanin DNA hasar1 oldugu varsayilmaktadir. Ayrica DNA’daki direkt
etkilerinden ayri1 olarak, X 1sinlar1 ve y 1sinlar1 dokularda serbest radikallerin olusmasina

neden olurlar(47).

Kimyasal bilesiklerin pek ¢ogu karsinojeniktir. insan kanserlerinin %80 kadarinin
basta kimyasallar olmak {iizere cevresel faktdrler nedeni ile meydana geldikleri
belirlenmistir. Kisinin bunlara maruz kalmasi, mesleginden (benzen, asbest), beslenme
aligkanliklarindan (aflatoksin), yasam tarzindan (sigara, alkol kullanimi) veya diger

nedenlerden (ila¢ kullanim1) dolay olabilir(47,20).

Sigara dumaninda yiizden fazla karsinojen bulunmaktadir. Bunlardan benzopiren,
dimetilnitrozamin ve nikel bilesikleri insanda kansere yol agtigi bilinen etkenlerin

basinda gelir. Akciger kanserlerinin %80-90’nin tartismasiz nedeni oldugu bilinen



sigara aym1 zamanda agiz boslugu, farenks, larinks, 6zofagus ve daha bagka organ
kanserlerinde de onemli rol oynar. Sigaranin tiim kanser Oliimlerinin iicte birinden

sorumlu oldugu tahmin edilmektedir.

Bazi diger karsinojenler mutasyon olusturmak yerine hiicre ¢ogalmasini uyararak
kanser gelisimine zemin hazirlarlar. Cogalma hiz1 yiiksek hiicre toplulugunun asirt
biiytimesine neden olacak sekilde hiicre boliinme hizim arttirdiklarindan bunlara ‘tiimor

kamcilayicilar’ denir. Basta 6strojen olmak iizere bircok hormon bu rolii iistlenir(20).

Timor viriisii olarak adlandirilan ve insanda kanser olusturan viriisler Hepatit B
ve C viriisleri (karaciger kanseri), papilloma viriisleri (serviks kanseri ve diger
anogenital kanserler), Epstein-Barr virlisi (Burkitt lenfomasi ve nazofarenks
karsinomu), Kaposi sarkomu ile iliskili herpes viriis ve insan T-hiicre lenfotropik
viriisiidiir (eriskin T hiicreli 16semi). Ayrica HIV viriisii de AIDS’li hastalarda immiin
yetmezlik sonucunda gelisen kanserlerden dolayli olarak sorumludur. Viriisler, hiicrenin
enfekte olmasi sonrasi viriis genetik materyalinin (v-onc), insan hiicre DNA dizisinde
kendisine homolog bolgelere (c-onc) invaze olmasina bagh olarak seliiler gen yapisinda
mutasyonun olugmasi seklinde etkilidirler. Buna bagh olarak ilgili gen triinii hatal
kodlanmakta, farkli bir polipeptid sentezi dolayisiyla da fonksiyon degisikligi
olusmaktadir(20,36).

2.1.5. Kanser hiicrelerinin ozellikleri:

Normal hiicrelerde olusan baskalasimlar ile uyaranlarin birlikte etkilesimi
hiicrenin tiimor hiicresi haline doniismesine neden olur. Bu degisimler, hiicrenin normal
fonksiyonlarinin bozulmasi ve farkli ozellikler kazanmasinda etkilidirler. Timor

hiicresinin bu 6zellikleri genel olarak asagidaki gibi 6zetlenebilir:
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1. Kanser hiicresinin en belirgin 6zelligi kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Bu
ozellik, hiicrenin c¢ogalmasim diizenleyen mekanizmalar1 etkileyen degisikliklerin
birikmesinin sonucudur. Normal hiicrelerde hiicre yogunlugunun fazla olmasi, hiicre
proliferasyonunun durdurulmasi i¢in bir sinyal niteligindedir. Ancak tiimor hiicrelerinde
hiicre yogunlugu cok yiiksek olsa dahi proliferasyon sinyalleri buna bagli olarak da
hiicre boliinmesi devam eder. Tiimor hiicresinin bu in vivo 6zelligi in vitro kosullarda
da gozlenebilir. Kiiltiir kosullar1 altinda normal hiicre kiiltiiriinde diizgiin ve sinirli bir
cogalma gozlenirken timor hiicrelerinde diizensiz, birbirleri {izerlerine de yerlesebilen

stirekli bir cogalma s6z konusudur(25).

2. Kanser hiicreleri, normal hiicrelere gore hiicre dis1 biiyiime faktorlerine
daha az gereksinim duyarlar. Ayrica bazi durumlarda prolifere olabilmek icin kendi
biiytime faktorlerini kendileri tiretirler. Hiicrenin gerek duydugu biiyiime faktorlerinin
kendisi tarafindan salgilanmas1 siirekli olarak cogalmayi uyarir (Otokrin biiyiime).
Kanser hiicrelerinin biiyiime faktorlerine bagimli olmamasi, bazi durumlarda hiicre ici
sinyal sistemlerinde gerceklesen anormalliklerden, 6rnegin, hiicre ¢ogalmasini saglayan
sinyal yollarinda gérev yapan biiyiime faktorii reseptorlerinin (erb B2 gibi) ya da bagka

proteinlerin kontrolsiiz aktivitesinden kaynaklanir.

3. Normal hiicrelerde hiicreler arasi iletisim vardir ve bu iligki hiicre
boliinmesinin kontroliinde ¢ok Onemlidir. Ancak tiimor hiicrelerinde hiicre-hiicre ve

hiicre-matriks etkilesimi bozulmustur. Boliinmenin durdurulmasi 6zelligi yitirilmistir.

4. Yiizey adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki azalma nedeniyle
kanser hiicrelerinin ¢ogunun tutunma yetenegi normal hiicrelere kiyasla daha diisiiktiir.
Ayrica hiicre-hiicre etkilesimi agisindan en o©nemli fark kontakt inhibisyonda
goriilmektedir. Tiimor hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak, komsu hiicrelerle
temas ettikten sonra da hareket etmeyi siirdiiriir, yanlarindaki hiicrenin iizerine ¢ikar ve

diizensiz, ¢ok kath kiimeler olustururlar.
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5. Tiimor hiicrelerinin proteaz salgilamasi: Bu 6zellik, tiimor hiicrelerinin
baska doku bilesenleri ile etkilesimini degistiren ve bu nedenle invazyon ve metastaz
acisindan onem tasiyan bir ozelliktir. Malign hiicreler; hiicre dig1 matriks bilesenlerini
parcalayan ve boylece kanser hiicresinin normal komsu dokunun i¢ine girmesine olanak

veren proteazlar salgilarlar.

6. Tiimor hiicreleri yeni kan damarlarmin olusumunu (anjiyogenez)
hizlandiran biiylime faktorleri salgilarlar. Bu 6zelligi sayesinde proliferasyona giren

tiimor hiicrelerine gerekli oksijen ve besin yeni kan damarlar ile saglanir.

7. Hiicre farklilasmasi yitirilmistir. Bu farklilasma kusuru anormal ¢ogalma
ile yakindan iliskilidir. Kanser hiicreleri normal farklilasma programini izlemek yerine,
stirekli aktif bicimde ¢ogalmalan ile uyumlu olarak, farklilagsmanin erken asamalarinda

kalirlar.

8. Normal hiicrelerde yaslanan hiicreler apopitoza (programlanmis hiicre
olimii) girerken tiimor hiicrelerinde apopitozis kayb1 vardir. Apopitoz yada programl
hiicre Olumii bircok hiicre tiirlinde farklilasmanin temel &gelerindendir. Kanser
hiicresinin programli hiicre oliimiinden etkilenmemesi tiimor gelisimini dnemli Slgiide
hizlandirir. Kanser hiicreleri apopitozdan kagislarina ek olarak, okaryotik
kromozomlarin uglarin1 kisalmaktan koruyan telomeraz enziminin ekspresyonu

sayesinde, siirsiz replikasyon yetenegine de sahiptir (20,25).

2.2. Kanser ve Genetik:

Kanser klinikte goriilen en yaygin ve ciddi hastaliklardan biridir. Bu giine kadar
yapilan bircok istatistiksel calismada, kanserin toplumlarin yaklasik iicte birinden
fazlasinda goriildiigiinii, 6liimlerin yiizden yirmiden fazlasindan sorumlu oldugunu ve
gelismis iilkelerin toplam saglik harcamalarinin yaklasik yiizde onundan fazlasinin

kanser tedavileri harcamalarini olugturdugunu gostermistir.
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Biitiin bu veriler sonucunda kanser biitiin diinya iizerinde yapilan calismalarin
odak noktast haline gelmistir. Kanser, tedavi edilmedigi zaman Oliimle
sonuclanmaktadir. Kanserle miicadelede en onemli noktay1 erken tani olugturmaktadir.
Kansere yakalanma riski yiiksek olan bireylerin kanser gelismeden 6nce saptanabilmesi
biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle farkli kanser tiirlerinin erken tanisin1 saglayacak

markerlerin belirlenmesine yonelik ¢alismalar her gecen giin artmaktadir(20,43).

Onceki boliimde normal ve tiimor hiicresi ozellikleri karsilastirildiginda her bir
ozellikle ilgili ¢ok sayida protein islev gostermektedir. Proteinler polipeptidlerden
olusmustur ve her polipeptid bir gen tarafindan kodlanir. Ilgili protein sentezlenmemis
ise ya da yanlis bir protein sentezlenmis ise veya normale gore az miktarda sentez
gerceklesmis ise o proteinin olusumunda etkili gen ya da genlerde bir bagkalasim s6z
konusudur. Bugiine kadar elde edilen veriler, karsinojenezis siirecinde farkli tiirlerde

genlerin etkili oldugunu gostermistir ki bu genler:

. Hiicre cogalmasinda hiicrelerarasi sinyal iletiminde rol oynayan

proteinleri kodlayan genler

. Mitotik siklus diizenleyicilerini kodlayan genler

. Apoptozis elemanlarini kodlayan genler

. Kontakt inhibisyon olusumunda etkili elemanlar kodlayan genlser
. Hasarli DNA tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan genler

Farkli kanser tiplerinin olusumundan sorumlu molekiiler patolojiler
degerlendirildiginde genel olarak yukarida maddeler halinde belirtilen mekanizmalarda
etkili gen gruplarinda baskalasimlar dikkati cekmektedir. Bu veriler “bir kanserin
sporadik olaylardan dolay1 bireyde izlenmesine ya da herediter bir 6zellik gostererek bir
ailenin bazi bireylerinde tekrar etmesine bakilmaksizin kanser genetik orjini olan bir

hastaliktir” varsayiminmi dogrular niteliktedir(20,43).
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Kanserde etkili oldugu diisiiniilen tiim genler birlikte degerlendirildiginde 3 ana
grup altinda toplanirlar(28,38,43):
1. Onkogenler
2. Tumor Baskilayici Genler
3. DNA Tamir Genleri

Hiicre proliferasyonu, direkt ya da indirekt olarak kontrol edilir. Hiicre siklusu
Gl, S, G2 ve M fazlarindan olusur. G1 fazi DNA sentezinin gerceklestigi S fazia, G2
faz1 ise mitoz bolinmeye (M fazina) hazirlik evreleridir (5). Bu dongiide hiicrenin
boliinmeye girebilmesini belirleyen kontrol noktalar1 bulunmaktadir ve kontrol noktalari
bir sonraki evreye gecise izin verir ya da vermez. Her iki kontrolde de normal regiilatér
gen Uriinleri, hiicre sayisinin arttirilmasi ya da hiicre sayis1 artisinin inhibe edilmesine
gore gruplandirilir. Dolayisiyla kanserin tipik oOzellikleri olan kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu ve invaze olabilme yetenegini belirleyen iki baskalagima agik nokta

bulunmaktadir.

Birincisi, uyarilan geni asir1 aktif hale getirir. Bu baskalasim dominant
ozelliktedir, yani genin her iki alelinden sadece birinde olusan bagkalasim bile o genin
asirt aktif hale gelmesi icin yeterlidir. Bu bagkalasima ugrayan gen onkogen olarak
isimlendirilir. Onkogenlerin normal formlar1 protoonkogen adini alir ve her normal

hiicrede hiicre ileti sisteminde gorev alan genlerdir.

Ikincisi ise hiicre cogalmasini inhibe edici geni inaktif hale getiren baskalagimdir.
Bu baskalasim resesif ozelliktedir, yani genin her iki alelinde de mutasyon olmasi
gerekir. Bu genler tiimor baskilayici genler olarak ifade edilirler. Normal hiicrelerde

hiicre cogalmasi kararim1 vermek amaciyla gorev yaparlar(20,43,69).
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2.2.1. Onkogenlerin aktivasyonu:

Onkogenlerin kanser gelisimindeki rolii 60’11 yillardan itibaren ortaya konmustur.
Onkogenler genomda aktif olarak bulunan protoonkogenlerin mutant formlandir.
Bugiine kadar 80 den fazla protoonkogen saptanmis olup her birinin onkogenik

potansiyel gostererek farkli kanserlerin olusumunda rol oynadigi bilinmektedir(43).

Protoonkogenler, niikleer transkripsiyon faktorleri, hiicre siklusunu kontrol eden
proteinler, biiylime faktorleri, hormonlar ve reseptorlerinin regiilasyonunda 6nemli rol
oynayan genler olup yapilarinda, meydana gelen genetik degisiklikler sonucunda
onkogenik aktivasyon kazanirlar. Bir baska deyisle protoonkogenler, hiicrenin sosyal
davraniglarin1 diizenleyen mekanizmalarda gorev alan elemanlar1 kodlarlar. Bir
hiicrenin komsusundan gelen sinyaller hiicreyi bolinmeye, farklilasmaya ya da 6lmeye
yonlendirir. Iste protoonkogenler, ekstraseliiler ortamdan gelen sinyalleri alarak hiicre
icerisinde bu sinyalin nukleusta DNAya kadar ulagmasini saglayan olaylar zincirinde rol
alan proteinleri kodlarlar. Protoonkogen iiriin listesinde hiicre sinyal ileti sisteminde
gorev alan her tip molekiil bulunmaktadir (salgilanan proteinler, transmembran
proteinler, GTP-baglayan proteinler, proteinkinazlar, transkripsiyon faktorleri gibi). Bu
molekiiller, normal kosullarda hiicre gereksinimi oldugu zaman kompleks zincirler
halinde sinyalleri alip nukleusta DNAya kadar iletilirler. Ancak baskalasim durumunda
baskalagimin oldugu gen gorevini yapamayacag i¢in devamli olarak sinyali bir sonraki
zincir halkasma aktarmakta ve bu da hiicre proliferasyonunun devaml gerceklesmesine

neden olmaktadir(20,43).

Protoonkogenlerin onkogenik potansiyel kazanmasina neden olan mekanizmalar 3

ana grupta toplanabilir:
1. Delesyon ya da Nokta mutasyonlari,

2. Gen amplifikasyonu

3. Kromozom translokasyonlari
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2.2.2. Tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu:

Tiimor baskilayici genlerin aktivitesine iliskin ilk bilgiler Henry Haris ve ark.
tarafindan 1969 da bagslatilan somatik hiicre hibridizasyon deneylerinde elde edilmistir.
Normal hiicrelerin tiimor hiicreleri ile fiizyonu sonucu olusan hibrid hiicrelerde her iki
ebeveyne ait kromozomlar vardir. Ancak ¢ogu hiicre deney hayvanlarinda herhangi bir
timor olusturamamustir ki bunun nedeni, normal hiicreden orjin alan genlerin timor
gelisimini  baskilamalaridir. Timor baskilayict  genlerin  timdr  gelisimindeki
mekanizmalarina iliskin ilk bilgiler 1971 de Knudson(33) tarafindan ortaya atilmistiur.
Bugiin “Knudson Hipotezi” veya “iki vurus” hipotezi olarak ifade edilen bu goriiste
tiimor baskilayict genin kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu kontrol etme ve inhibe etme
yetenegi vardir. Bu yetenek ancak ilgili genin her iki alelinde de bagkalasim olmasi

durumunda kaybolur. Tiimor baskilayici gen kontrol etme fonksiyonunu kaybeder.

Tiimor baskilayici genler hiicre siklusunu kontrol ederek ya da hasarli hiicreleri
apopitozise yonlendirerek hiicre proliferasyonunu inhibe ederler. Ailesel gecis gosteren
kanserlerde ilk vurus parental esey hiicrelerinde tiimor baskilayici genin bir alelinin
mutasyona ugramasi, ikinci vurus da diger alelin farkli mekanizmalar ile somatik
mutasyonudur (60,33). Bu durum aym zamanda heterozigosite kaybi (Loss of
Heterozygosity = LOH) olarak da ifade edilmektedir. Bir aleli mutant diger aleli de
normal olan bireyde diger alelin de mutant olmasi heterozigot mutant durumdan
homozigot mutanta gecisi ifade eder ki bu da ilgili timdr baskilayict genin
fonksiyonunu yitirmesi demektir. Mitotik non-disjunction, tiim kromozomun kayb,
delesyon ve somatik rekombinasyon LOH’a sebep olan mekanizmalar arasindadir

(42,63).

2.2.3. Hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol oynayan proteinler:

Hiicre dongiisiiniin kontroliinde fosforilasyonun rolii biiyiiktiir. Fosforilasyonda

siklinler, siklin bagimli serin/threonin protein kinazlar (CDK) ve siklin bagimli kinaz
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inhibitorleri (CDI) gorev almaktadir. CDK’lar yalmz baslarina bulunduklarinda
inaktiftirler ve siklin’e baglandiklarinda aktive olurlar. Olusan bu siklin-CDK
kompleksinin regiilator kismi siklinden katalitik kismi CDK’dan olusur. CDK’lar hiicre
siklusu kontroliinde rol oynayan substratlarini fosforilleyerek aktive ederler. Siklinler
(A,B1,D,E) hiicre dongiisiiniin cesitli evrelerinde sentezlenir ve yikilirlar. D tipi
siklinler (D1,2ve3) hiicre dongiisiiniin baslamasinda rol oynarlar. Ayrica biiyiime
faktrleri ve mutajenlere yanit olarak da eksprese edilirler. Bu siklinler CDK4 ve 6’y1
regiile ederler ve mutajen ortamdan ayrildiginda yikilirlar. Siklin E, CDK2’yi regiile
ederek hiicrenin S fazina girmesini saglar. Siklin A S fazinda sentezlenir ve anafazda
yikilir. Siklin B1 sentezi S fazinin sonunda baslar ve G2’den M’ e gecilirken pik yapar.
Siklin B’lerin anafazda yikilmasiyla hiicre siklusu tamamlanir. CDK’lar1 defosforile
ederek kontrol eden bir bagka regiilator de CDI’lerdir. CDI'ler (pl5, pl8, pl9, p21,
P27) ya siklinlere ya CDK’lara ya da Siklin-CDK komplekslerine baglanarak CDK’lar1
inhibe ederler. Hiicre dongiisiiniin kontroliinde yer alan bu proteinlerin kontrolsiiz
ekspresyonu ya da hi¢ eksprese edilmemesi kontrolsiiz hiicre boliinmesine dolayisiyla

kansere neden olmaktadir(5,19).

2.2.4. DNA tamir mekanizmasinda ver alan genlerdeki degisiklikler

DNA c¢ok c¢esitli kimyasal reaksiyonlardan gecer. DNA hiicre genomunun kalici
kopyasi1 oldugu i¢in yapisindaki degisiklikler, diger hiicre komponentleri olan RNA ya
da proteinlere gore ¢ok daha ©nemli sonuglara neden olur. Bagkalagimlar, DNA
replikasyonu sirasinda yanlis bazlarin DNA ya katilmasi nedeniyle olusur. Ayrica DNA
da spontan veya kimyasal ajanlara, radyasyona maruz kalma durumunda da cesitli
kimyasal degisiklikler ortaya c¢ikar. Hiicre genomunun biitiinliigiiniin korunabilmesi i¢in
hiicreler harap olan DNA’y1r tamir etmek i¢in mekanizmalar gelistirmek
durumundadirlar. Bu DNA tamir mekanizmalar1 iki ana gruba ayrilir:

1. DNA harabiyetinden sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak dnlenmesi

2. Harap olan bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasi

17



Iste DNA’larin yukarida belirtilen yollar ile tamir edilmesinden sorumlu olan
genler DNA tamir genleridir. Farkli mekanizmalarda gorev alan farkli tamir genleri

bulunmaktadir(20,43).

DNA tamir genleri tiimor baskilayict genlerden p53’tin DNA’da hata oldugunun
saptanmasina bagl olarak eksprese olurlar. Bu genlerde baskalasimin olmas ilgili genin
tamir isini gergeklestirememesine neden olmakta, DNA tamiri olmadigi i¢in yavru
hiicreye hatali DNA aktarimi ile sonuclanmaktadir ki, kanserde bu durum son derece
onemlidir. Ornegin kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser gelisiminin %50 kadarindaki
molekiiler patoloji, yanlig-eslesme tamirinden sorumlu genlerdeki baskalagimlar

nedeniyle tamirin gerceklesmemesidir(31).

2.2.5. Kromatin vapisinin transkripsvonla iliskisi

Aktivator ve baskilayicilarin ikisi de, Okaryotlarda transkripsyonu, yanliz
transkripsiyon sisteminin diger bilesenleri ile etkileserek degil kromatin yapisindaki
degisikliklerle de diizenlerler. Okaryot hiicre DNA’s1 nukleus icerisinde ¢iplak DNA
olarak bulunmaz, histonlarla sikica baghdir. Kromatinin temel yapisal birimi
niikleozomdur. Niikleozom, H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarinin her birinden ikiser adet
iceren molekiiliin etrafina sarilmig 146 baz ciftlik DNA ile, niikleozom cekirdek
partikiiliine eklenen, DNA’ya baghh bir histon H1 molekiiliinden olusur(20,43).
Kromatin daha sonra, biiyiik DNA ilmikleri olusturmak iizere, iist diizey dolanmalarla,
daha ileri diizeyde yogunlagir. Okaryotik DNA’min  kromatine paketlenmesi,
transkripsiyon icin kalip olarak kullanilabilme kosullarini 6nemli dl¢iide etkilediginden,
kromatin yapisi, Okaryot hiicrelerde gen ekspresyonunun onemli bir yoniidiir. Aktif
olarak transkribe edilen genler, biiyiik olasilikla kromatin iplik yapisindaki goreceli
olarak daha az yogun kromatinde bulunur. Bununla birlikte, aktif olarak kopyalanan
genler, niikkleozomda paketlenmis olarak histonlara bagli kaldigindan, transkripsiyon
faktorleri ve RNA polimeraz, kromatin ile etkilesimde ¢iplak DNA’ya gore daha fazla
problemle karsilasirlar. DNA’nin niikleozom c¢ekirdek partikiilii etrafinda sikica

dolanmis olmasi hem transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanabilmesini hem de
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RNA polimerazin kromatin kaphi kaliptan transkripsiyonunu etkiledigi icin,

transkripsiyon i¢in bagh bagina 6nemli bir engelidir(20,43).

Sekil 2.2.5.1: Asetilasyon ve kromatin olugsum iligkisi.

Sekil 2.2.5.1’de okla belirtilen histon 4 kuyrugu bir niikleozomu diger
niikleozoma baglayabilir. Boylece kompakt kromatin yapist buna bagh olarak da
transkripsiyonunbaskilanmasi sézkonusudur. Ancak kuyruk kismindaki spesifik bir
amino asitin asetillenmesi sonucu niikleozom-niikleozom baglantisi engellenir. Boylece

kompakt kromatin yapis1 olusmaz ve transkripsiyon gerceklesir.

Birgok hiicre tipinde, histon asetillenmesi, transkripsiyonel olarak aktif kromatinle
ilgilidir. Cekirdek histonlar, iki islevsel bolge icerirler; biri histon-kivrim bdolgesi olup,
diger histonlarla etkilesimde ve DNA’nin niikleozom cekirdek partikiiliiniin ¢evresinde
dolanmasinda gorevlidir ve digeri, amino ucu kuyruk bolgesidir ve niikleozomdan disari
uzar. Amino ucu kuyruk bolgeleri lizince zengindir ve 6zgiin lizinlerin asetillenmesiyle
degistirilebilir. Asetillenme, histonlarin net pozitif yiikiinii azaltir ve hem DNA’ya
baglanmasin1 hem de diger proteinlerle etkilesimini zayiflatabilir. Ayrica histonlarin

asetillenmesinin, niikleozomal DNA’ya transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
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kolaylastirdig1r gosterilmistir ve bu histonlarin asetillenmesinin DNA’ya baglanan

proteinlerin, kromatine ulasilabilirligini artirdigimi gostermektedir.

Histonlar sadece asetillenerek degil, serin birimlerinin fosfatlanmasi, lizin ve

arjininin metillenmesi ve lizinlere ubiikitin eklenmesiyle de modifiye olurlar(20,43).

2.3. DNA Metillenmesi:

Epigenetik, herhangi bir gen / genom mutasyonu olmamasina ragmen gen
ekspresyonundaki kalitsal ya da sporadik degisimlerle ilgilenen bilimsel disiplin olarak
tanimlanabilir. Hiicre siklusu sirasinda dinamik degisimler s6z konusudur. Epigenetik

degisimler asagidaki gibi gruplandirilabilir:

DNA metilasyonu: DNA diizeyinde

1.DNA metiltransferaz

2.Metil CpG baglanan proteinler

Histon modifikasyonlari: Niikleozom diizeyinde

1. Merkez histon proteinlerinde translasyon sonras1 modifikasyonlar
2. Asetilasyon, metilasyon ve fosforilizasyon

3.Enzimler : Histon asetiltransferaz, histon deasetilaz

DNA’nin metillenmesi, omurgalilarda transkripsiyonun kontroliinde kromatin
yapisi ile iligkili genel bir mekanizmadir. Omurgali DNA’sindaki sitozin birimleri, 5-
karbon pozisyonuna metil gruplarinin takilmasiyla modifiye edilebilir (Sekil 2.3.1).
DNA’nin tek dalinda bulunan CpG diniikleotidlerinde sitozinin 5-karbonuna
baglanmasi ile metillenme gerceklesir. Bu islem DNA Metiltransferazlar ile olmaktadir.
Bu metillenme, promotorlerin ¢evresinde yiiksek siklikta CpG diniikleotidi igeren

genlerin transkripsiyonel aktivitelerinin azaltilmasi ile iliskilidir(20).
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Sekil 2.3.1: Sitozinin metillenerek 5-metilsitozinin olusumu

DNA  metillendiginde  5-metilsitozin ~ olusur. Bu  metillenme CpG
diniikleotidlerinde ve DNA’nin major olugunda meydana gelir. Burada niikleotid

degisimi yoktur. Sadece bag iliskisinde degisim s6z konusudur (epigenetik degisim).

CpG’lerin genomdaki dagilimlari rastgele degildir. Genomda nadiren dagimik
CpG diniikleotidleri goriiliir. Bazi doku spesifik genlerde, housekeeping genlerin
promoter bolgelerinde lokalize, 26.000-45.000 civarinda CpG adalar1 oldugu tahmin
edilmektedir(20,43,69).

Insanlarda 2 tiir CpG diniikleotid dizisi vardir:

1. Daginik halde bulunan, diisiik frekansta metilli
2. Adaciklar halde bulunanlar

Normalde genin promoter bolgesindeki CpG adaciklarindaki sitozinler metilli

degilken 3’ bolgesindeki tekrarlayan CpG’ler metilli olarak bulunurlar. Memeli

genomunda, %5 sitozin metillidir. DNA metilasyonu normal kosullarda seliiler

farklilagmada rol oynayan ©nemli bir mekanizmadir. Hiicreler arasinda genom ayni
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olmasina ragmen farkli hiicre gruplarinda doku spesifik genlerin eksprese olmasinda DNA
metilasyonu etkili olmaktadir. Diger bir deyisle DNA metilasyonu genomda genin
eksprese olmamasi gereken bolgelerde, kodlanmayan bolgelerde transkripsiyon siirecini
durdurur. Ornegin heterokromatin yogun metilasyonun goriildiigii bir yapidir. Bu kromatin
yapisinin  oldugu bolgelerde DNA replikasyonu ge¢ olmakta, transkripsiyon ise
gerceklesmemektedir. DNA  metilasyonunun  aym1  zamanda  viral  sekans
kontaminasyonunun &nlenmesi, tekrarlayan sekanslar arasina giren transpozonlarin etkisiz

hale getirilmesinde de etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Erigkin dokularda CpG adaciklarindaki DNA metilasyonu araciligiyla gen
ekspresyonunu baskilama gorevi 2 kiiciik gen grubu ile sinirhdir:

a. Inaktif X kromozomundaki CpG adaciklariin yaygin metillenmesi.

b. Imprint genlerde, eksprese olmayan alelin inaktivasyonu promoterdeki

metilasyonla iligkilidir (20,43).

Metillenme, genlerin transkripsiyonunu, hem bazi transkripsiyonel aktivatorlerin
baglanmasin1 engelleyerek, hem de metilenmis DNA’ya 06zgiil olarak baglanan
baskilayicilarin  katilimini  saglayarak engeller. Metillenen DNA’ya baglanan
baskilayicilar, histon deasetilazlar ile kompleks olusturarak calisir ve DNA
metillenmesini, histon asetilasyonu ve niikleozom yapisindaki degisimlerle

iligkilendirir. Genellikle, gen aktivitesi ve metilasyon arasinda ters bir iligki vardir.

Transkripsiyona ugrayabilecek, aktif DNA, histonlar asetillenmis, metile olmamis
DNA iken, baskilanmis (sessiz) DNA ise histonlar asetillenmemis, metillenmis
DNA’dir. Sekil 2.3.2 de de goriildiigii uzere histon asetilasyonu histonlardaki (+) yiikiin
kaybolmasina, histon-DNA arasindaki ¢ekimin azalmasina, DNA’nin serbestlesmesine
ve bdylece transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasina neden olur. Ancak CpG
adaciklarinin metillenmesi ve histon deasetilasyonu ile histonlar (+) yiik kazanirlar ve
DNA-histon iligkisi kompakt bir yapi olusturur. Bu durumda da transkripsiyon inhibe

olur.
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Sekil 2.3.2: Gen ekspresyonunda metilasyon ve asetilasyon iligkisi

DNA metillenmesi, transkripsiyonu engelleyebilmesine karsin genellikle 6nceden
baskilanmis olan genlerin metillendigi goriilir. DNA metillenmesi, trankripsiyon
inaktivasyonunun primer nedeni olmaktan cok temel olarak gelisim siirecinde gen

inaktivasyonunun siirekliliginde ve korunmasinda katki saglar.

DNA’nin metillenmesi DNA Metiltransferaz enzimleri ile olmaktadir. DNA
Metiltransferaz  enziminin yapisim1 inceleyecek olursak, bugiin i¢cin DNA

metiltransferazlarin 3’ iyi tamimlanmstir: (20,43)
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Dnmtl: Kalici metilazdir. boliinmesi sirasinda olusan yeni DNA sentezi sonrasi

eski DNA metilasyon paternini korumakla gorevli, replikasyon bolgesine lokalizedir.

Dnmt 3A ve 3B: de novo metilasyondan sorumludurlar. Normal metiltransferaz
aktivitesi gosterdiklerine inanilmaktadir. Dnmt1’ in aksine hemi-metilli DNA’ ya kars1
bir egilimleri yoktur. Dnmt3 ailesi, benzer katalitik domain igerirler. Fakat regiilatuar

domainleri farklidir.

DNA metillenmesinin 6nemli bir diizenleyici rolii, memeli embriyosunun
gelisiminde yer alan bazi genlerin ekspresyonunu denetleyen ve genomik damgalanma
olarak bilinen fenomende tanimlanmigtir. Diploid hiicrelerde, genellikle, bir genin hem
anne kokenli hem de baba kokenli allelleri eksprese olur. Bununla birlikte,
ekspresyonlar1 anneden veya babadan kalitimlarina bagh olan birka¢ damgalanmis gen
vardir. Baz1 durumlarda, damgalanmis genin sadece baba kokenli alleli eksprese olur ve
anne kokenli allel inaktiftir. Damgalanmis diger bazi genlerde anne kokenli allel

eksprese olurken, baba kokenli allel inaktiftir(20,43,69).

DNA metillenmesi, damgalanmis genlerin anne kokenli ve baba kokenli alleller
arasindaki ayrimda anahtar rolii oynar. H-19 geni bu konuda iyi bir 6rnektir. H-19 geni,
erkegin germ hiicrelerinin gelisimi sirasinda spesifik olarak metillenirken diside
metillenmez. Bu nedenle, dollenme ile yumurta ve spermin birlesmesi, genin
metilenmis oldugu baba kokenli allele ve metillenmemis anne kdkenli allele sahip bir

embriyo iirlinii verir.

2.4. DNA Metilasyonu ve Kanser:

Kanser ile iligkili olarak DNA metilasyonu iizerindeki calismalar, 80’li yillarin
basinda, onkogen aktivasyonu iizerine kurgulanan projelerle baslamistir. O tarihten
itibaren, kanser olusumunda metilasyonun roliiniin anlagilmasinda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu c¢alismalarda temel arastirma konusu, kanser hiicrelerinde

metilasyonun artip artmadigi olmustur. Arastirmalarda elde edilen sonuglar metilasyon
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profilinin, spesifik genlere gore, incelenen genlerin farkli bolgelerinde, ozellikle

promoter bolgelerinde degisebildigini gostermistir(49,50,51).

1983 yilinda Feinberg ve Vogelstein, onkogenlerin yeniden diizenlenmesi ve
mutasyonlarim arastirirken, kanser hiicrelerinde genel bir hipometilasyon oldugunu, bu

durumun da onkogen aktivasyonunda rol oynayabilecegini ortaya koymuslardir(20).

Kanser hiicreleri genellikle hipometiledir. Bu, enzimatik metodlarla ya da HPLC
yontemiyle, total 5-metilsitozin miktarina bakilarak gosterilmistir. Metilden yoksun
diyetle beslenen fare ve ratlarda, DNA hipometilasyonu oldugu ve sonucunda karaciger

kanserinin gelistigi bildirilmistir(43).

DNA hipometilasyonu, kromozomal yeniden diizenlenmeleri ve artan delesyon
oranina yol acar, bunun sonucunda da artan somatik instabilite oranm goriiliir. Bu konuda

ki calismalar devam etmektedir.

Bununla birlikte kanserin tiiriine gore degismek iizere basta tiimor baskilayici ve
DNA tamir genleri olmak iizere bazi1 spesifik genlerin 6zellikle promoter bolgelerinde

metilasyon profilinde bir artis oldugu da bircok ¢alismada gosterilmistir(3,65,72,73).

Her bir CpG adacik analizinde artan metilasyon paternleri saptanmistir. Genis
capli CpG adacik analizini saglayan PCR orjinli yOntemlerin uygulanmasiyla, bir
tiimordeki yiizlerce hatta binlerce CpG adaci@inin normalin diginda artmis metilasyon
paterni gosterdikleri ortaya konmustur. DNA metiltransferaz enzim aktivitesinde de

artis s6z konusudur(20,43).

CpG Adalarinin hipermetilasyonu, tiimor baskilayici genlerin ve DNA tamir
genlerinin inaktivasyonuna yol actigi gibi; DNA’daki hipometilayon da kromozom
instabilitesi, retrotranspozan aktivasyonu ve onkogen aktivasyonu yolu ile kanser

gelisiminde 6nemli rol oynar.
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Ormnek olarak GSTP1(Glutatyon S Transferaz Pi) genini drnek gosterebiliriz. Bu
gen, DNA harabiyetine yol acan elektrofillerin detoksifikasyonundan sorumludur.
Prostat Tm’lerinin %90’ indan fazlasinda bu genin ekspresyonunda anlamli bir azalma
s0z konusudur ve bu azalmanin %95’ininden fazlasinda neden, promotor

hipermetilasyonudur (74).

Yapilan calismalardan elde edilen verilerde akla gelen ilk soru, kanserdeki genel
hipometilasyonun mu, yoksa spesifik bazi genlerin hipermetilasyonunun mu kanserin
gercek sebebi oldugudur. Bu sorunun cevabi kanser etyolojisinin aydinlatilmasi ve
dolayistyla kansere yoOnelik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi acisindan da Snem

tasimaktadir(10).

Karsinogenez, ister tiimor baskilayici genlerdeki inaktivasyona, ister onkogen
aktivasyonuna baglh gelissin karsinogenezis siirecindeki bir sonraki asama DNA’da
meydana gelen genel bir hipometilasyondur. Bu durum, kanserin prognozunu,
yayilimim ve agresif karakterinin dozunu tayin eden DNA instabilitesi, kromozomal
kirik ve kayiplara neden olur. Iste bu kritik asamada devreye girecek olan DNA tamir
genlerinin fonksiyonlarinda meydana gelebilecek bir azalma hastaligin seyrini

dramatiklestirebilir(20,50,51).

Calismalar sonucunda ortak kanmi, CpG adalarimin metilasyonunun timor
gelisiminin Ozellikle erken donemlerinde onemli oldugu, kanser icin bir nevi zemin
hazirladig1, kanserin prognoz ve yayilim hizina etki ettigi yoniindedir. Bu durum, bir
tiimor markeri olarak metilasyonun dnemini vurgulamaktadir. Bu dogrultuda kanserdeki
CpG adalariin metilasyon profilini inceleyen calismalardan elde edilecek veriler ile
kanserin erken tanisi, tiimor klasifikasyonu, hastaligin prognozu, tedavi protokollerinin
diizenlenmesi, tedaviye yanitin kontrolii ve kanserden korunma yollar1 konularina 151k

tutulabilir(49,50,51).

Kanser olgularinda tiimor markeri olarak DNA metilasyonunun incelenmesinin

mutasyonlara gore bir avantaji da, metilasyonun genin her zaman belirli bir bolgesinde
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olusmasi ve PCR teknikleri ile metilasyon anomalilerinin  kolaylikla

incelenebilmesidir(51).

2.5. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, tiim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tiiriidiir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra O6liim nedenleri arasinda {iist siralarda yer
almaktadir(68). Amerika’da 2006 yilinda 160.000’den fazla sayida insan akciger
kanserinin basta geldigi kanserler nedeniyle yasamini yitirmistir(29). Ulkemizde resmi
rakamlara gore her yil 20 bin- 25 bin yeni akciger kanseri ortaya ¢ikmakta ve bu
rakamin 30 bin-40 bin’ e kadar ulasabilecegi diisiiniilmektedir. Ulkemizde akciger

kanserleri erkeklerde daha sik goriilmektedir(71).

2.5.1. Akciger kanseri icin risk faktorleri

Toplumda sik goriilmesi, ¢cok oliimciil olmasi ve en ¢ok sosyal ekonomik kayba

neden olmasi nedeniyle akciger kanseri bir halk sagligi problemidir(71).

Yas, biitiin kanserlerde oldugu gibi akciger kanserinde de onde gelen risk
faktorlerinden bir tanesidir. 65 yas ve lizerinde kanser sikligi artmaktadir. Yasi 65
iizerinde olan kisilerde kanser gelisme riski on kat daha fazladir. Akciger kanserlerinin
ancak %5-10 kadan geng eriskinlerde goriilir ve genellikle ailesel Gykiiye

baglanmaktadir.

Akciger kanserinin baslica nedeni sigaradir. Tiim akciger kanserlerinin %80-90’1
tek basina sigaraya baghdir. Akciger kanseri olusumu ile giinliik igilen sigara sayisi
arasinda bir baglanti oldugu gibi, bu kanserden Oliim riski sigaraya baslama yasi,
kullanim siiresi, her giin igilen sigara sayist ve sigaradaki katran yogunlugu ile

baglantilidir. Katran orani az veya filtreli sigaralar ile hastalifin baglantilar1 agisindan
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farkliliklar olup olmadig konusunda yeterli bilgimiz olmamakla beraber, her ikisinin

6liim riskini azalttig1 konusunda agiklamalar vardir(71,72).

Meslekle ilgili akciger kanseri yapici maddelerin 6nde gelenleri arasinda arsenik,
asbest, eter, krom, nikel ve vinil klorit vardir. Bazi 6n goriilere gore, akciger
kanserlerinin mesleki nedenlerle olugsma oran1 %?20’lere kadar yiikselmektedir. Sigara
kullanilmasinin bu kisilerde akciger kanserine yakalanma riskini 90 kat arttirabilecegi
ileri siirilmiistiir. Meslek baglantili akciger kanserleri igin, asbest ve komiir
ocaklarindaki iliski, deneysel ve yayginlik agamali yapilmis ¢alismalar sonunda ortaya

konulmustur(71).

Beslenmenin rolii tartisilmakla beraber kesin bulgu ve bilgiler ortaya
konamamistir. Koruyucu rolii olanlar icinde taze sebze ve meyvelerdeki anti-oksidan
maddeler ve karoten ihtiva eden yiyecekler giindemdedir. Risk nedeni olarak kolestrol

ve yag orani yiiksek yiyeceklere isaret edilmektedir.

Cevresel radon maruziyetinin de akciger kanseri gelisimi ile iligkili olabilecegi,

cografi olarak akciger kanseri yliksekligine yol acabilecegi bilinmektedir.

Ailede akciger kanseri olmasi akciger kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir.
Ailede akciger kanseri olan ve hi¢ sigara igmemis bir kadinin akciger kanseri riski 2,8
kat artmis iken; ailede akciger kanseri olmayan ve sigara icen bir kadinda bu risk 11,3
kat artmistir; ailede akciger kanseri olan ve sigara icen bir kadinda ise bu riskin 30 kat

arttig1 gosterilmistir (70,71,72).

2.5.2. Akciger kanserinin belirtileri

Akciger kanseri baslangicta genel sikayetlerle baslamaktadir. Hastaligin
semptomlarinin iyi bilinmesi erken tami agisindan yarar saglamaktadir. En sik goriilen
belirtileri, oksiiriik, gogiis agrisi, hemoptizi, nefes darligl, hiriltili solunum, boyun ve

yiizde sislik, istahsizlik, kilo kaybi, halsizlik, ates ve gece terlemesidir.
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Akciger kanserinin akciger dis1 belirtileri, tiimoriin diger organlara metastazlarina
bagh olabildigi gibi tiimorden salinan bazi immiinolojik ve hormonal maddelere bagh
da olabilir. Metastaz belirtileri organa 6zgii olup 6rnegin kemik metastazlarinda agri,
beyin metastazinda biling bozuklugu, kasilmalarla seyreden nobet, gorme bozukluklari
olabilir. Metastaz belirtilerinin disinda istahsizlik, kilo kaybi, kuvvet kaybi, halsizlik,
ates gibi sikayetler olgularin bircogunda goériilebilir. Ayrica 6zellikle kiiciik hiicreli
akciger kanserinde tiimérden salinan baz1 hormonal maddelere bagli olarak parmaklarda
comaklasma, deri lezyonlari, norolojik tablolar, kan tablosunda bozulma gibi bulgular

olabilir(36).

2.5.3. Akciger kanserinin tipleri

Primer akciger tiimorlerinin %95’i bronsial epitelden kaynaklanir (bronkojenik
karsinomlar). Kalan %5’i i¢cinde bronsial karsinoidler, mezoteliomalar, bronsial gland
neoplazmlari, mezenkimal malignensiler (fibrosarkomlar, leimyomalar), lenfomalar ve
birka¢ benign lezyon bulunur. En sik goriilen benign lezyon kiiciik (3-4 cm), kiiresel

hamartomlardir.

Baslica dort histolojik tipte bronkojenik karsinoma vardir. Bunlar:

1. Squamdéz hiicreli,

Adenokarsinoma,

Biiyiik hiicreli indifferansiye karsinoma

Sl

Kiigiik hiicreli karsinoma

Giintimiizde tedavi agisindan degerlendirme yapilirken ilk 3 tip bir kategoriye
sokulup “ Kii¢iik Hiicreli Olmayan Akciger Karsinomu”(KHOAK) diye adlandirilir. Bu
sekilde “ Kiiciik Hiicreli Akciger Karsinomu”(KHAK) bu gruptan ayrilmis olur(36).

29



2.5.4. Kiiciik hiicreli akciger kanserleri

Erkeklerde kadinlara oranla daha sik olup, sigara icimi ile cok yakin ilgileri
vardir. Soluk gri renkte, santral lokalizasyonda kitleler olup, hiler ve mediastinal lenf
nodlarin1 erken fazda tutarlar. Bu kanserler, kiiciik, oval-yuvarlak, lenfosit benzeri ve
cok mitoz gosteren hiicrelerden meydana gelmistir. Bu klasik yulaf hiicreli (oat cell)
kanserdir. KHAK’lar hizli biiyiiyen, genis infiltrasyon yapan ve erken yayilan
lezyonlardir ve nadiren rezeke edilebilir durumda yakalanirlar. Bu nedenle hemen her
zaman kombine radyoterapi ve kemoterapi ile tedavi edilirler. iki yillik sag kalim orani

%5-8 dolayindadir(36,71,72).

2.5.5. Kiiciik hiicreli olmavan akciger kanserleri

Squaméz hiicreli karsinoma, erkeklerde daha sik goriilmekle birlikte, 6zellikle
sigara i¢enlerde goriilmektedir. Bilyiik bronslarin santralinden ¢ikmaya meyillidir, lokal
hiler lenf nodlarina kolay yayilir fakat toraks disina diger akciger tiimorlerinde
oldugundan daha ge¢ yayilirlar. Squamo6z karsinoma, brong epitelinde yillar once
baslayan bir metaplazi veya displaziyi izleyen in-situ karsinomdan sonra ortaya cikar.
Squaméz hiicreli karsinomlar, metastaz yapmadan Once bilyiik ve bronsglan tikayan
semptomatik kitle yaptiklarindan diger tiplere gore hafifce daha iyi bir prognoza

sahiptir. Tan1 konuldugunda genellikle cerrahi olarak ¢ikarilabilir durumdadirlar.

Adenokarsinomlar, tim KHOAK icinde %30-35 oraninda goriilmektedir. Erkek
ve kadinda goriilme sikligr esittir. Santral yerlesimli olabilecegi gibi, ¢ogunlukla
periferal yerlesimlidir. Periferal akciger skarlar1 ile ilgili olarak ortaya c¢ikar.
Adenokarsinomlar, yavasg biiyiirler ve daha kiiciik kitle yaparlar. Ayrica diger subtiplere
gore daha erken safhada metastaz yaparlar. Bronchiolo alveolar karsinoma (BAC), 6zel
bir adenokarsinoma tipidir. iki cesidi vardir. BAC 1 yarisindan az1 multifokal miisin6z
tiimorlerdir. Bazen tek baslarina kitle yaparlar, bazen de birbirleri ile birlesen kitleler

olustururlar. BAC’1n prognozu diger bronkojenik karsinomlara gore daha iyidir.
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Biiyiik hiicreli karsinomalar; sitolojik diferansiyasyon gostermeyen belki de
squamdz veya glandiiler neoplazmlarin, herhangi bir kategoriye giremeyecek kadar,
indifferensiye seklidir. Tumor bazen vahsi bir anaplazi gosteren dev hiicrelerden
olugmustur. Erken fazda uzak yerlere yayilma egiliminden dolay1 kotii prognozludurlar.
Yarisindan fazlasinda tan1 kondugu zaman beyin metastazi vardir ve 5 yillik yasama

orani %2-3 diir(36,70,71,72).

2.5.6. Akciger kanserinde evrelendirme

Kanserde evreleme hastalifin seyri ve uygulanacak tedavi yOnteminin

belirlenmesi acisindan son derece 6nemlidir ve mutlaka yapilmasi gerekir.

KHOAK’da evreleme TNM sistemine gore yapilir. Bu sistemde T ile timor
boyutu, tiimériin komsu doku ve organlarla iliskisi, tiimoriin bronkoskopik goriiniimii
gibi bircok 6zelligi tammlanirken, N tiimore ait bolgesel veya uzak lenf bezlerindeki
metastaz varligim1 ya da yoklugunu tanimlar. M uzak organ metastazlar ile iligkili olup,
M1 olarak tanimlanan olgular yani uzak organ metastazi saptanan olgular dogrudan
baska bir incelemeye gerek olmaksizin evre IV olarak smiflandirilir. TNM sistemine
gore akciger kanseri olgular1 evre I-IV olarak ele alinir. Evre I ve II, erken evre akciger
kanseri olarak tamimlanir ve bu tiir olgularda mutlaka cerrahi tedavi olanaklar

arastirilmalidir.

Amerikan Kanser Birligi (AJCC) ve Uluslararas1 Kanser Miicadele Birligi
(UICC), akciger kanseri icin TNM evrelendirme klasifikasyonunu, 1997 yilinda
modifiye edilmis sekli Tablo 2.5.6.1’de gosterilmektedir(36).
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Tablo 2.5.6.1: Akciger Kanserlerinde Yeni Uluslararas1 TNM Sistemi

PRIMER TUMOR (T)

TO: Primer Tiimor saptanmamasi.

Tx: Radyolojik ve bronkoskopik olarak saptanamayan fakat bronkopulmoner
sekresyonlarda malign hiicre bulunmasi.

Tis: In situ karsinom

T1: En biiyiik ¢cap1 3 cm veya daha az olan, akciger parankimi veya visceral
plevra ile ¢evrilmis tiimor. Bronkoskopik olarak lob brongunun proximaline invazyon
olmamasi.

T2: 3 cm den biiylik tiimor veya herhangi biiyiikliikteki bir tiimdoriin visseral
plevraya yayilmasi veya hiler bolgeye kadar genisleyen atalektazi ve obstriiktif
pnomoniye neden olmasi. Bronkoskopik tetkikte, karinadan en az 2 cm daha uzakta
olan timor.

T3: Herhangi biiyiikliikteki tiimoriin, gogiis duvart (Superior sulcus tiimorii
dahil), diyafragma,mediastinal plevra,parietal perikarda yayilmasi veya tiim akcigeri
kapsayan atelektazi ve obstriiktif pndmoniye neden olmasi veya bronkoskopik tetkikte
karinaya 2 cm’den daha az mesafede fakat karinaya yayilmamis olmasi.

T4: Herhangi biiyiikliikteki tiimoriin mediasten, kalp, biiyiik damarlar, trakea,
O0zofagus, vertebra ve karinaya yayilmasi veya malign plevra ve perikard sivisi
saptanmasi veya akcigerin ayni lobunda birden fazla neoplastik nodiil bulunmas.

NODAL TUTULUM (N)

NO: Rejyonal lenf nodlarinda metastaz olmamas.

N1: Aym taraf peribronsial ve/veya hiler lenf bezlerinde metastaz veya direkt
yayilim mevcut.

N2: Aym taraf mediastinal ve/veya subcarinal lenf bezlerinde metastaz olmasi.

N3: Kars1 taraf hiler veya mediastinal lenf bezlerinde metastaz saptanmasi,
ayni taraf veya kars taraf skalen veya subraklavikuler lenf bezlerinde metastaz mevcut.

UZAK METASTAZ (M)

MO: Uzak metastazin olmamasi
M1: Uzak metastaz mevcut.

2.5.6.1. Evre gruplari

"Occult" karsinom (TxNOMO), bronkopulmoner sekresyonlarda malign hiicreler
belirlenmis, fakat timor radyolojik ve bronkoskopik olarak gosterilememistir

Evreleleme gruplar1 ve 6zellikleri Tablo 2.5.6.1.1°de gosterilmektedir.
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Tablo 2.5.6.1.1: Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserinde Evre Gruplari.

Evre Tx Nx Mx
Occult carcinoma X ? ?
Stage 0 (Karsinoma in sutu) IS 0 0
Stage [A 1 0 0
Stage 1B 2 0 0
Stage IIA 1 1 0
Stage 1IB 2 1 0
3 0 0
Stage IITA 3 1 0
1-3 2 0
Stage I1IB herhangi N 3 0
4 herhangi T 0
Stage IV herhangi T| herhangi N 1

2.6. Akciger Kanseri ve DNA Metilasyonu

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda akciger kanserlerinin ¢ok erken evrelerinde kan
ve balgam gibi biyolojik sivilarda metile DNA sekanslarinin saptanabilecegdi

belirtilmistir(44,51).

Akciger kanserleriyle iliskilendirilmis genlerden 3 veya daha fazlasinda
metilasyon saptanmasi durumunda akciger kanseri gelisme riskinin %64 spesivite ve

sensivite ile 6,5 kat artt1g1 ortaya koyulmustur(44).

Safar ve arkadaslarinin(49) 180 KHOAK hastasinda yaptiklar ¢alismada akciger
kanseri icin erken sayilabilecek NO olan hastalarda %67’ye varan bir oranda E-
cadherin, APC, pl16, MGMT, hMLHI, RASSFIA, DAPK, ATM genlerinden en az

birinde hipermatilasyon oldugunu belirlemislerdir.

Etseller ve arkadaslarinin(11) 2001 yilinda yaptiklart genis kapsamli bir calismada
bir¢ok kanser tiiriinde p/4, p15. p16, p73, APC ve BRCAI gibi tiimor baskilayic1 genler,
hMLHI, GSTP1 ve MGMT gibi DNA tamir genleri, CDHI, TIMP3 ve DAPK gibi
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invazyon ve metastazda etkili olan genlerin metilasyon profillerini arastirmis ve c¢ok
degerli veriler elde etmislerdir. Buna gore akciger kanserlerinde en sik metilasyon
saptanan gen %31 ile pl6 olmustur. Ancak Kim ve arkadaslarinin(35) 2005 yilinda
KHOAK’li hastalarda yaptiklarn bir baska calismada da BRCAI geninde saptanan
hipermetilasyonun p/6 geninin homozigot delesyonu ile anlamli bir sekilde iligkili

oldugu tespit edilmistir.

Bu bilgiler akciger kanserlerinde metilasyon profilini inceleyecek c¢alismalarin
genis kapsamli ve cok yonlii planlanmasi geregini ortaya koymaktadir. Soyle ki,
calisilacak materyalin alindig1 lokalizasyon, alindig1 zaman kadar, calisilacak genlerin
sayist ve calisma yontemi de irdelenmelidir. Ayrica metilasyon caligmalari ile beraber

ekspresyon ve diger molekiiler yontemlerde kombine edilmelidir.

Gen mutasyonlarinin aksine DNA metilasyonu geri donebilen bir siirectir ki buda
onu kanser tedavisinde 6nemli bir yere yerlestirir. Myelodisplastik sendrom tedavisinde
kullanilan ve sag kalimi arttirdifi gosterilen azacitidine (Vidaza) aslinda bir DNA
metilasyon inhibitoriidiir. Ancak bu ilacin akciger kanserlerinde nasil bir etkisi olacagi
bilinmemektedir. Histon deasetilasyonu gen ekspresyonunu baskilayan baska bir
epigenetik mekanizmadir. Suberoylanilide hidoksamik asit ve depsipeptit gibi histon
deasetilasyonunu  engelleyen ilaglarda akciger kanserlerinin tedavisi ig¢in

tartisiimaktadir(51).

2.7. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) vontemi

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemini ilk defa
2002 yilinda Schouten ve arkadaslar1 tamimlamiglar ve son haliyle relatif kantitatif PCR

yontemi olarak tariflemislerdir(71).
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Metilasyon spesifik MLPA (MS-MLPA); 24 taneye kadar spesifik dizinin,
metilayon profilinin degerlendirilebildigi yeni bir metodtur. Amplifikasyon iiriinleri bir
kapiller elektroforez cihazi ile ayristirilir. Sadece bir tek primer c¢ifti kullanilir. Olusan
fragment uzunluklar1 130-490 bp arasinda oldugundan jel paternine uygundur. Elde
edilen sonuglarin kontrol ornegiyle karsilastirilmasi sonucunda hangi dizinin metile
oldugu tespit edilir. MLPA reaksiyonunda yaklasik 24 dizinin metilasyon arastirmasi
icin sadece 20 ng insan DNA’s1 yeterli olmaktadir. Diger tekniklerle karsilastirildiginda
MS-MLPA reaksiyonu daha hizli, ucuz ve uygulanmasi kolaydir. Gerekli ekipmanlar

ise ¢cogu molekiiler laboratuvarinda bulunabilmektedir(70).

Teknige; kolay uygulanabilir, tiretken, sensitif olmasi ve dogru multipleks analiz
sonucu verebilmesi i¢cin birgok modifikasyon yapilmistir. Her bir MLPA probu hedef
diziye hibridize olduklarinda birbirine eklenebilecek iki oligoniikleotid icerir. Bu iki
farkli oligoniileotid uygun sartlarda ligaz enzimi ile birbirlerine baglanir. MS-MLPA’da
ligasyon islemi ile birlikte aym hasta 6rneginin yaris1 da Hhal metilasyon spesifik
enzimi ile kesime ugratilir. Sekil 2.7.1’de MS-MLPA yontemin basmaklart ve calisma
prensibi gosterilmistir. Biitiin baglanmis problar 5' ve 3' u¢larinda PCR ile sadece tek
primer cifti kullanilarak aym1 anda amplifiye olmalar1 i¢in tamimlayic1 dizilere
sahiptirler. Her prob uzunluklani 130 ve 480 baz cifti arasinda degismek iizere
birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon iiriinii verir. Her MLPA probunun iki
oligoniikleotid parcasindan bir tanesi kimyasal olarak sentezlenmistir ve 5' ucunda PCR
ile amplifikasyon i¢in sabit bir dizi ve 3' ucunda hedefe spesifik olan dizi bulunur.
Probun diger oligoniikleotidi 5" ucunda 25-43 niikleotid uzunlugunda ve ilk
oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize olan diziyi icerir, 3' ucunda ise
PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan sabit dizi ve 19-370 niikleotid uzunlugunda
dolgu dizisi bulunur. 80-440 niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotidler MLPA
kalitesini karsilayacak sekilde ticari olarak bulunmadiklarindan kimyasal olarak

sentezlenmistir(70).
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Sekil 2.7.1: MS-MLPA yonteminin basamaklar1 ve ¢alisma prensibi

Hibridizasyon, ligasyon ve enzim kesim asamalarindan sonra PCR ile
amplifikasyonda biitiin problar i¢in tek ¢ift primer kullanilmaktadir. Primerlerden bir
tanesi FAM [N- (3- fluoranthyl) maleimide] ile isaretlenmistir. Bu sayede bir¢ok farkli
gen ve bolgesinin metilasyon profili tek bir reaksiyonda degerlendirilebilir(68).
Calismamizda kullanilacak olan SALSA MS-MLPA MEOOIB tumor suppressor
probemix icinde mevcut olan kontrol problarn ve incelenecek genlere ait problarinin

listesi Tablo 2.7.1°de verilmistir.
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Tablo 2.7.1: SALSA MS-MLPA MEOO1B tumor suppressor probemix iginde mevcut

olan kontrol problar ve incelenecek genlere ait problarinin listesi

SALSA MLPA Hhal Kromozom
Uzunluk(bp) v . Gen .
prob bolgesi al pozisyon
64-70-76-82 DQ-control fragments
88-92-96 DD-control fragments
136 Probe 0981-L0566 CREM 10p12.1
142 Probe 2255-L3752 + TIMP3 22ql2.3
148 Probe 2065-L1586 + APC 5q21
154 Probe 3366-L2750 PARK2 6q25.2-q27
160 Probe 1524-L1744 + CDKN2A 9p21
166 Probe 1686-L1266 + MLH1 3p21.3
175 Probe 0554-L0123 TNFRSF1A | 12pl13
184 Probe 4044-L3849 + ATM 11q22.3
193 Probe 4040-L1698 + RARB 3p24
202 Probe 1245-1L.0793 MLH3 14g24.3
211 Probe 0607-L0591 + CDKN2B 9p21
220 Probe 3804-L0949 + HIC1 17p13.3
229 Probe 2334-L1820 PAH 12923
238 Probe 3813-L.3753 + CHFR 12q24.33
247 Probe 5162-1.4543 + BRCAL1 17q21
256 Probe 0587-L0382 BCL2 18q21.3
265 Probe 2761-L2210 + CASP8 2q33-q34
274%%* Probe 7949-L7730 + CDKNIB 12p13.1
283 Probe 1832-L1397 TSC2 16p13.3
292 Probe 2203-L8261 + PTEN 10g23.31
301 Probe 4042-L3755 + BRCA2 13q12
310 Probe 3184-1.2523 CDK6 7q21.3
319 Probe 3817-L1731 + CD44 11p13
328 Probe 2248-L1734 + RASSF1 3p21.3
337 Probe 2416-1.1862 CDHI1 16qg22.1
346 Probe 1677-L1257 + DAPK1 9q34.1
355 Probe 3810-L1211 + VHL 3p26-p25
364 Probe 1234-L0781 AI651963 10p14
373 Probe 2202-L.1700 + ESR1 6q25.1
382 Probe 3807-L2159 + RASSF1 3p21.3
391 Probe 0713-L0108 KLK3 19q13
400 Probe 4050-L1263 + TP73 1p36
409 Probe 2201-L1699 + FHIT 3pl4.2
418 Probe 1617-L1199 BRCA2 13q12.3
427 Probe 3819-1.3848 + IGSF4 11g23
436 Probe 7946-L7727 + CDHI13 16q24.2
445 Probe 0678-L0124 TNFRSF7 12p13
454 Probe 1638-L1176 + GSTP1 11q13
463 Probe 2260-L1747 + MLHI1 03p21.3
472 Probe 3984-1.3251 CTNNB1 03p22
481 Probe 2683-1.2148 CASR 3q13.3-q21
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2.7.1. Akciger kanserinde MLPA tekniginin Kullanimi

Calismamizda Tiirkiye’de yeni bir yontem olan Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) teknigi ile KHOAK’li vakalarda simdiye kadar kanser

etyolojisinde calisilmis 24 genin metilasyon profilleri arastirildi.

Bugiine kadar yapilip, literatiirde yayimnlanmis MLPA teknigi ile ilgili bircok yayin
olmasina karsin, MS-MLPA ile ilgili akciger kanserine yonelik bir calisma
yaymlanmamistir. Yaptigimiz akciger kanserine yonelik MS-MLPA tekniginin

kullanildig1 ¢alismamiz bu bakimdan bir ilk olma 6zelligindedir.

Calismada kullanmilan MEOO1-MLPA probmiks kit ile belirli tiimor baskilayici
genler, bazi DNA tamir genleri ve metastaz ve invazyondan sorumlu bazi genlerin
metilasyon profilleri incelenmistir. Arastirmamizda bu tanimh genlerdeki delesyon veya
amplifikasyonlar degil, sadece mevcut metilasyon varligi incelenmistir. Ciinkii tiretici
firmanin dizayn ettigi kitteki spesifik prob bolgeleri, genlerin genellikle promoter
bolgelerine yoneliktir. Bu yiizden genin genel olarak amplifikasyonu veya

delesyonundan bahsetmek giivenilir bir veri olusturmayacaktir.

Bu caligmada amaglanan, akciger kanseri tanis1 almig hastalarin tiimor dokular ile
histopatolojik acidan normal olarak degerlendirilen ¢evre dokularin DNA o6rneklerinde
metilasyona spesifik MLPA (MS-MLPA) teknigi ile akciger kanseri ile iliskilendirilmis
24 farkli genin promoter bolgelerindeki CpG adaciklarinin metilasyon paternleri
acisindan degerlendirilmesidir. Calismadan ¢ikan sonuglar son yillarda hiz kazanan,
kanserin erken tanisinda cesitli timor baskilayic1 genlerin hipermetilasyonunun

biyomarker olarak kullanimi ¢alismalarina da 151k tutacaktir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Materyal secimi

Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklar1 Hastanesinde, histopatolojik olarak
incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanis1 almis 100 olgu calismaya
almmustir. Olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin bloklara
gomiilii  dokulardan hazirlanmis (FFPT) ve hematoksilen-eozin ile boyanmis arsiv
preparatlari, yeniden WHO kriterlerine gore gradelendirilmis ve TNM siniflamasina
gore evrelendirilmistir. Her hastaya ait doku oOrneklerinden kanser dokusu iceren 5
mikronluk kesitlerden elde edilen DNA o6rnekleri ¢alisma grubu olarak, ayni hastaya ait
kanser dokusu icermeyen kesitlerden elde edilen DNA 6rnekleri de kontrol grubu olarak
caligmaya alinmistir. Olgularin yaslar, cinsiyetleri, biyopsi sekli, takip araliklari,
rekiirrens ve/veya progresyon durumlari hastalara ait patoloji raporlari, hasta
dosyalarindan temin edilmistir. Her MS-MLPA analizinde saglikli oldugu bilinen sigara
icmeyen, ailesinde kanser Oykiisii olmayan, bilinen bir kanserojen maruziyeti olmayan
dort bireyin periferik kanindan elde edilen DNA ornekleri internal kontrol olarak

calismaya dahil edildi.

3.1.2. Kullanilan gerecler

Spektrofotometre (Eppendorf)

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 310)

Manga Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Spektrofotometre Kiivetleri (Eppendorf)

Mikro Pipet takimi (Gilson)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)

Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
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Elektroforez aleti (Consort E844)
Mikrodalga firin (Arcelik)

Su banyosu (Niive)

Etiiv (Friocell MMM Med Center)
Vorteks (Heidolph)

Deep-freeze (Meraeus)
Buzdolabi (Arcelik)

Santrifiij tiipleri

Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
ABI 310 yiikleme tiipleri (ABI)
ABI 310 47 cm Kapiller (ABI)

3.1.3. Kullamilan Kimyasal malzemeler

DNA Ekstraksiyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I)
Salsa MLPA MEQ0O1 Probe Mix (MRC Holland)

Performans Optimize Edici Polimer 4 (POP4 TM) (ABI)

10X EDTA It Buffer (ABI)

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

Mineral Yag (Roche)

Hhal Restriksiyon enzimi (Sigma)

Ksilol ( Merk-1.08685.2500)

Doku Parcalayict Tampon (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer)(Roche-Lot:
13562000)

Etanol (95%) (Tekel)

6X Jel yiikleme tamponu (Sigma)

Agoroz ( Sigma-Lot: 072K0059)

Etidyum Bromid (Sigma)

Proteinaz K (QIAGEN)

Distile Su
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3.2. Yontemler

3.2.1. Magna Pure Compact DNA ekstraksivon robotu ile parafine gomiilii

dokudan DNA elde etme protokolii

Calismamizda tiimor dokusu ve tiimor hiicresi icermeyen cevre akciger dokusu

orneklerini iceren parafinize kesitlerden DNA izolasyonunda Safar ve arkadaglari(50)

tarafindan bildirilen yontem laboratuar kosullarimiza gére modifiye edilerek uygulandi.

Modifiye edilen bu yontem asagida basamaklar halinde belirtilmistir.

10.

11.

Parafinli dokudan 10 um’lik kesitler alind1 ve ependorf tiipii igerisine konuldu.

Icinde kesit bulunan ependorf tiipiine 1200 pl ksilol eklendi. 15 saniye vorteks
yapildi. Ornekler 70° C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dakika bekletildi. Hizh
devirde (14000 rpm) 3 dakika santrifiij edildi. Stipernatant1 atilip ayni islem iki defa

daha tekrarlandi.

. Pelet iizerine siiziilmiis %100’liik etanoldan 1200 pl konularak 70° C’ye ayarlanmus

su banyosunda 15 dakika bekletildi. Daha sonra hafif¢ce vorteks yapildi.

3 dakika tam devirde santrifiij yapilarak siipernatanti atildi.

Alnabildigi kadar alkol uzaklastirilip etiivde 20 dakika kurutuldu.

180 pl buffer ATL + 20 pl Proteinaz K konulurak vorteks yapildi, 56° C “de
calkalamal1 su banyosunda bir gece bekletildi.

Inkiibasyon sonunda drnekler vortekslenerek 8000 rpm’ye ayarlanmis santrifiijde 2
dakika santrifiij edildi.

Siipernatantlar alinarak ayr bir tiipe aktarildi.

[lk tiipteki peletin iizerine tekrar 180 pl buffer ATL + 20 pl Proteinaz K konulurak
vorteks yapildi, 56° C ‘de calkalamal1 su banyosunda bir saat bekletildi.

Su banyosundan alinan 6rnekler 6rnekler vortekslenerek 8000 rpm’ ye ayarlanmig
santrifiijde 2 dakika santrifiij edildi.

Siipernatantlar daha once aktarilan siipernatantlarla birlestirildi.
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12. Elde edilen ornekler Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu’na uygun

ekstraksiyon protokolii ayarlanarak yiiklendi.

Elde edilen DNA ornekleri %1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek

goriintiilendi.

- s

Sekil 3.2.1.1: Ornek DNA’lara ait %1°lik agaroz jel goriintiisii

3.2.2. izole edilen DNA orneklerinin MLPA yontemiyle analizi

Izole edilen DNA orneklerinde standart MLPA reaksiyonlar1 gibi DNA
denatiirasyonu ve MLPA problann ile spesifik Hedef DNA’larm bir gecelik

hibridizasyonu asamalar1 gerceklestirildi.
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3.2.2.1. DNA denatiirasyonu ve SALSA ME(001B Probe Miks ile

hibridizasyonu

- Orneklerimizden elde ettigimiz DNA dan 5 ul (20-250 ng DNA) alind.

- Alinan 6rnekler 200 pl lik PCR strip tiiplerine aktarildi.

- 98 °C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA nin denatiirasyonu
saglandi.

- Sonrasinda drnekler 25 °C ye sogutuldu.

- 25 °C deki DNA &rneginin iizerine 1.5 pl SALSA Probe Mix (ME001) ve 1.5 ul
MLPA Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edildi.

- Sonraki asamada buharlasmay1 6nlemek icin PCR strip tiiplerinin iizerine 5 pl mineral
yag eklendi.

- Daha sonra 95 °C de 1 dk. inkiibe edilip 6rnekler 60 °C de 16 saat hibridizasyona
birakildi.

3.2.2.2. Ligasyon ve enzim Kesim reaksivonu

Hibridizasyon sonrasi reaksiyon iki ayn tiipe boliinerek hem standart MLPA

reaksiyonu hem de metilasyona spesifik yontem uygulandi.

- Hibridizasyon siiresi bitiminde termal cycler cihazinin 1sis1 54 °C ye indirildi.

- Ornekler 54 °C ye geldikten sonra strip tiiplerden mineral yag dikkatli sekilde pipet ile
alindu.

- Hibridizasyon iiriintine 3ul Ligaz-Buffer A ve 10ul su ilave edildi ve pipetajla
karistirild.

- Bu karistmin 10ul’si bagka bir stribe alinarak aym1 DNA’lardan ikinci bir seri
olusturuldu..

- Tiim stripler en az 1 dakika 49 °C’de bekletildi.

- Tk seri stiplere 49 °C’de 10ul Ligaz 65 karisimi ilave edildi.
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- Ikinci seri striplere yine 49 °C’de 10ul i¢inde Hhal enziminin de oldugu Ligaz-Kesim
karisimu ilave edildi.

- 49°C de 30 dk. inkiibasyona birakildi.

- Daha sonra 98 °C de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.

Ligaz 65 Karisimi: Her 6rnek i¢in 1,5ul Ligase 65 Buffer B, 8,25ul su, 0,25ul Ligase
65 enziminin karistirilmasiyla hazirlandi.

Ligaz-Kesim Karisimi: Her 6rnek icin, Sul Ligase 65 Buffer B, 7,75ul su, 0,25ul
Ligase 65 ve 0,5ul Hhal enziminin (10 {inite/ul) karistirilmasiyla hazirlandi.

3.2.2.3. PCR

Hem standart MLPA reaksiyonu hem de metilasyona spesifik MLPA islemleri
yapilan stipler amplifikasyonlar1 yapilip kapiller jel -elektroforez cihazinda

degerlendirilebilmek icin asagidaki protokollerle PCR islemine tabi tutuldu.

- Ligasyon ve enzim kesim reaksiyonu tiriiniinden 5 pl alinarak ayr1 PCR strip tiiplerine
aktarild.
- Daha sonra ligasyon ve enzim kesim {iriinii konmus her strip tiipiine sirasiyla:
- 2 ul 10XSALSA PCR Buffer
- 13 pl distile su
- 5 ul Polimeraz miks,
konularak PCR baslatild1.
-PCR sartlart:
Denatiirasyon 30sn 95°C
Annealing 30sn 60 °C 38 dongii
Ekstansiyon 60sn 72°C
Final Ekstansiyon 20 dk 72 °C
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3.2.2.4. ABI 310 cihazina yviikleme

Amplifikasyonu gerceklesen ornekler fragment analizi i¢in asagidaki protokolle

kapiller jel elektroforez cihazina yiiklendi.

- PCR bitiminde elde edilen iirtinlerden 3 pl alinarak ABI 310 cihaz yiikleme tiiplerine
aktarild1.

- Daha sonra iizerlerine:

- 0.5 pl internal size standart (Rox 500)

- 12 pl deiyonize formamid konularak pipetajla homojenize edildi.

- Ornekler 94 °C de 4 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlari
saglandi.

- Devaminda 6rnekler buz iizerine alindi.

- ABI 310 cihazinda; 15 kV de 5 saniye injeksiyon zamani, 60 °C ve 15 kV de 25
dakika yiiriitme zamany, filitre C sartlar saglandi.

- Daha sonrasinda 6rnekler ABI 310cihazina yiiklenilerek, Gene Mapper programinda
okutulmaya baslandi.

- Her ornege ait pik goriintiileri elde edildi.

3.2.2.5. Degerlendirme

Normal MLPA calismalarinin degerlendirme basamaginda, okutulan orneklerin
pik alanlar1 ve prob uzunluklar1 excel dosyasi formatinda kaydedilir. Spesifik olmayan
amplifikasyon pik {iirlinleri kaldirilir. Normal ve test drneklerine ait sadece beklenen
MLPA iiriinlerinin pik alanlar kaldiginda problarin elde edilen boyut ve pik alanlar

MLPA analiz programlartyla degerlendirilir.

MS-MLPA yonteminde hasta degerlendirme sekli diger MLPA problarina goére
farkliliklar gostermektedir: Normal MLPA calismalarinin degerlendirmesinde, hastalara

ait DNA’lardan elde edilen pik alanlarinin diger saglikli kontrollere ait pik alanlariyla
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karsilastirilmasi biiyiik 6nem tagir. MS-MLPA’da ise pik alan ve biiyiikliigii degil, pikin
varligi ya da yoklugunun belirlenmesi yeterli olmaktadir. MSMLPA calismasinda
ornekler iki gruba ayrildi. Bir grupta normal MLPA reaksiyonu gerceklestirilirken
digerinde metilasyona duyarli enzim reaksiyonu gerceklestirildi. Calismanin sonucunda
bir drnege ait iki ayr reaksiyondan elde edilen iiriinlere ait pik goriintiisii elde edildi.
Calismamizda metilasyon degerlendirilmesi hedeflendigi icin enzim ile kesimi yapilmis
orneklere ait pikler analiz edildi. Ancak yontemin kendi i¢inde olusturdugu internal
kontrol basamag olarak ilk etapda enzim ile kesime tabi tutulmamis drneklere ait pikler
incelenerek, arastirilacak genlerin, prob bolgelerinin varligi kontrol edildi. Bu kontrol

sonrasinda herhangi bir pik kayb1 olmayan 6rnekler ile ikinci asamaya gecildi.

Degerlendirmenin ikinci asamasinda enzim kesimine tabi tutulmus orneklerden
elde edilen pik goriintiileri incelendi. Kullanilan kit igerisinde kontrol prob bolgeleri
bulunmaktadir. Normal kosullarda sadece kontrol bolgelerine iliskin pikler elde edilir.
Prob bolgelerinde metilasyona spesifik endoniikleazlara 0zgii tanima bolgeleri
bulunmadigindan enzim ile kesim olmamakta, ligasyona bagli olarak pikler elde
edilmektedir. Bu kontrol bolgelerine ait piklerden bagka pik olup olmadigi Genemapper
programi ile degerlendirilir. Calismamizda kullandigimiz metilasyon spesifik bir
restriksiyon enzimi olan Hhal, tamidig1 bolgelerin metile olmamasi durumunda diziyi
keserek, ligasyon olugsmasini engeller. Boylece bu prob bolgesi PCR ile ¢ogaltilamaz ve
pik elde edilemez. Eger incelenen prob bolgesi metillenis ise Hhal enzimi bu prob
dizisini kesemez. Kesilmeyen prob bolgesinde ligasyon islemi gerceklesir ve ligasyon
ile birlestirilen problar PCR ile amplifiye olur. Amplifiye olan problardan da pik elde
edilir. Sonug olarak Hhal enzimi ile kesim iglemine tabi tutulan 6rnekler incelendiginde,
Hhal enzim kesim bolgesi icermeyen kontrol pikleri disinda saptanan ekstra pikler,
karsilik gelen prob bolgesinin dolayisiyla bu proba spesifik gen bolgesinin metile
oldugunu ifade etmektedir. Bu kriterler dogrultusunda calismamamizda Ornekler

Genemapper programi ile tek tek incelenerek metile olan prob bolgeleri tespit edildi.
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Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklari Hastanesinde, histopatolojik olarak
incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanisi almis 100 olgu calismaya
alindi. Olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin bloklara
gomiilii dokulardan hazirlanmis (FFPT) ve hematoksilen- eozin ile boyanmis arsiv
preparatlari, yeniden WHO kriterlerine gére ve TNM siniflamasina gore evrelendirildi.
Her hastaya ait doku orneklerinden kanser dokusu iceren 5 mikronluk kesitlerden elde
edilen DNA o6rnekleri ¢calisma grubu olarak, ayni hastaya ait kanser dokusu icermeyen
kesitlerden elde edilen DNA ornekleri de erken evre degisimleri degerlendirmek iizere
calismaya alindi. Olgularin yaslari, cinsiyetleri, biyopsi sekli, takip araliklari, rekiirrens

ve/veya progresyon durumlari hastalara ait patoloji raporlari, hasta dosyalarindan temin

edildi.

4.1. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik ve Klinik Ozellikleri:

4. BULGULAR

Calisma grubumuza dahil edilen hastalarin 32’si kadin, 68’1 erkek olup, yas
ortalamasi 58,98 + 3.4 olarak saptandi. Hastalarin %90’ninda sigara kullanimi1 dykiisii

mevcuttu. Hastalar ayrica ailelerindeki kanser Oykiisii acisindan da degerlendirildi.

Tablo 4.1.1: Hastalarin yas gruplarina goére dagilimlari.

Yas N %

<39 4 4,0

40-49 18 18,0
50-59- 28 28,0
60-69 22 22,0
70+ 28 28,0
Toplam 100 100,0
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Tablo 4.1.2: Hastalarin ailelerinde kanser dykiisii varligir dagilima.

Ailede Kanser Oykiisii n %
Var 26 26,0
Yok 74 74,0
Toplam 100 100,0

Calismamizda yer alan kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri tanis1 almis vakalar
histopatolojik olarak, 46 (%46)’s1 squamoz hiicreli, 54 (%54)’(i de adenokarsinom
seklinde degerlendirilmistir. Bu vakalarin grade ve TNM siniflarina gore dagilimlar
Tablo 4.1.3’de belirtilmistir. Bu dagilimlara gére vakalarin %86’s1 Grade III, TNM

siniflamasi kriterlerine gore siniflandirildiginda ise %32 oraninda T3N1MO sinifi ile

uyumlu oldugu goriildii.

Tablo 4.1.3: Hastalarin histopatolojik tanilarina gore dagilimlar

Histopatolojik Tam n %
Squamoz 46 46,0
Adenokarsinom 54 54,0
Toplam 100 100,0

Tablo 4.1.4: Hastalarin Grade’lerine gore dagilimlar

Evre n %
Grade 1 2 2,0
Grade II 12 12,0
Grade 111 86 86,0
Toplam 100 100,0
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Tablo 4.1.5: Hastalarin TNM siniflamasina gére dagilimlart

TNM Siflamasi n %
T3NIMO 32 32,0
T2N1IMO 26 26,0
T2NOMO 10 10,0
T3NOMO 10 10,0
T4N1IMO 6 6,0
T2N2MO 4 4,0
T4NOMO 4 4,0
T3N2MO 2 2,0
T3N2M1 2 2,0
T2NOM1 2 2,0
T4N2MO 2 2,0
Toplam 100 100,0

4.2. Arastirma Grubu Bireyleri MLPA Bulgulari:

Calisma grubuna alinan hastalarin parafin dokulara gomiilii doku 6rneklerinde
elde edilen DNA orneklerinde 24 farkli gene iliskin metilasyon paternleri MEOO1
Tiimor Siipressor kiti kullanilarak MLPA yontemi ile ¢alisildi. Calismada ABI 310
cihazina yiiklenen ornekler, Genemapper V.3.7 programi kullanilarak incelendi.Bu
programda elde edilen piklerin biiyiikliikleri ve metilasyon pikleri varligi kontrol

orneklerinden elde edilen pikler ile karsilagtirildi.
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4.2.1. DNA miktarmin veterliliginin belirlenmesi

Genemapper programinda elde edilen piklerin boyutu oncelikli olarak DNA
miktartyla orantihdir. Basarihi bir MLPA analizi icin 50-500 ng DNA gereklidir.
Kaliteli ve yeterli miktarda (50- 500 ng) DNA elde edilemeyen orneklerde pikler
diisitk ve non-spesifiktir. Calismaya alinan tiimoral doku ve saglam cevre doku
orneklerinde, ilk degerlendirmelerinde, drneklerin %66’sinda yeterli DNA miktarina
bagh olarak kaliteli pikler elde edilirken, kalan 6rneklerde ise degerlendirilebilecek
diizeyde pikler elde edilemedi. Bu Orneklerde tekrar MLPA PCR reaksiyonlari
tekrarlanarak analizler icin uygun pikler elde edildi. MLPA yonteminde kullanilan
DNA miktarinin diizeyi, prob piklerinin baslangicinda yer alan DQ (DNA Quantity)
fragmentlerine gore yapildi. DQ fragment pikleri 64, 70, 76, 82 bp uzunlugunda,
ligasyon olmasa bile goriilen piklerdir. Bu piklerin varligi ile calismada internal
kontrol olusturuldu. Kontrol piklerine gore elde edilen prob piklerini karsilastirarak
DNA miktan belirlendi. Buna gore bu kontrol pikleri elde edilen prob piklerine gore
biiyiikse kullanilan tiimér DNA miktarinin yeterli olmadigini, kontrol pikleri prob
piklerinden kiiciik veya goriinmiiyor ise DNA miktarinin yeterli oldugunu ifade

etmektedir.

4.2.2. Denatiirasyon kalitesinin belirlenmesi

Denatiirasyon kalitesinin degerlendirilmesi caligmada kullanilan kit igerisinde
dizayn edilmis 88, 92, 96 bp uzunlugunda DD kontrol fragmentleri bulunmaktadir.
DD kontrol fragmentleri ligasyona bagimli olup, tam olmayan denatiirasyonda olusan
piklerdir. Bu piklerin varligi denatiirasyon siirecinde bir problem yasandiginin

gostergesidir.
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Calistigimiz hastalarin % 14’tinde DQ kontrol pikleri, prob piklerine gore
oldukea biiyiiktii(Sekil 4.2.2.1). Bu hastalarda kaliteli pik elde edilememesinin nedeni
de DNA’nin yeterli olmamasindan 6tiirii oldugunun sonucuna varildi. Diger kaliteli
pik elde edilemeyen orneklerde (%20), olasi MLPA reaksiyonlarindaki hatalarin
sorumlu oldugu diisiiniildii. Bu 6rneklerin %12’ sinde mevcut PCR iiriinlerinin tekrar
kapiller elektroforez cihazinda yiiriitiilmesiyle, %4 iinde ligasyon-digestion reaksiyon
iiriinlerinden tekrar calisitlan PCR reaksiyonu ile, %4’linde de hibridizasyon
reaksiyonlarinin tekrarlanmasiyla degerlendirmeye uygun kalitede pikler elde

edilebilmistir.
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Sekil: 4.2.2.1: DQ ve DD kontrol pikleri yardimiyla degerlendirmeye alinamayan ve

alman pik goriintiileri.
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Internal kontrol olarak kullamilan saglikli bireylerin MS-MLPA pikleri ve

piklerin ifade ettigi gen bolgeleri Sekil 4.2.2.2 ve Sekil 4.2.2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.2.2.2: Internal kontrolde kullanilan olgunun enzim kesimi yapilmayan

orneginden ¢alisilan MLPA goriiniisii ve prob boélgelerinin goriintimii.
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Sekil 4.2.2.3: Internal kontrolde kullanilan olgunun enzim kesimi yapilan 6rneginden

calisilan MLPA goriiniisii ve prob bolgelerinin goriiniimii.
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4.2.3 Metilasvona duyarhh Hhal endoniikleaz kesim sonuclari

Calismaya dahil edilen olgularin, Hhal metilasyon spesifik enzimi ile muamele
edilmis orneklerinden elde edilen pik goriintiileri incelendi. Herhangi bir pik kaybi veya
fazlas1 goriilmeyen olgularin bakilan prob bolgeleri acisindan normal metilasyon
profiline sahip oldugu yorumlandi. Calisilan olgulardan yirmisinde (%?20), timoral ve
saglam akciger doku Orneklerinde incelenen tiim prob bolgelerinde normal metilasyon
profili saptandi. Normal metilasyon profiline sahip hastalardan elde edilen pik

goriintiileri Sekil 4.2.3.1 ve Sekil 4.2.3.2’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2.3.1: Normal metilasyon profiline sahip bir hastanin tiimor dokusuna ait enzim

kesimi yapilmamis MLPA goriintiisii.
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Sekil 4.2.3.2: Normal metilasyon profiline sahip bir hastanin tiimor dokusuna ait enzim

kesimi yapilmis MLPA goriintiisii.

Calismamizda metilasyon spesifik MLPA yontemiyle tiimor baskilayic1i gen
bolgelerinin incelendigi olgulardan kirkdordiinde (%44) hem tiiméral hem de saglam
cevre akciger dokularinda benzer prob bolgelerinde metilasyon artisi oldugu saptandi. Bu
artig, hastalarin hem tiimoral hem de cevre akciger dokularinda, Hhal enzimi ile kesim
uygulanarak elde edilen pik goriintiilerinde, kontrol piklerine ilave olarak ekstra pikler
gozlenmesiyle saptandi. Goriilen ekstra piklerin uzunluklarina gore karsilik gelen prob
bolgesine gore hangi gende metilasyon artist oldugu bulundu. Bu grupta incelenen
hastalarda, hem tiimér hem de cevre dokusunda ayni gen mutasyonunun goézlenmesi
dikkat cekiciydi. Sekil 4.2.3.3 ve Sekil 4.2.3.4’de, her iki dokusunda da aymi gende

metilasyon artig1 saptanmis bir olguya ait pik goriintiileri gosterilmistir.
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Sekil 4.2.3.3: Tiimoral akciger dokusunda CDKN2B geninde metilasyon saptanan bir

hastanin pik goriintiisii.
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Sekil 4.2.3.4: Sekil 4.2.3.3’deki hastanin ¢evre akciger dokusunun pik goriintiisii.

Incelenen olgular icerisinde yirmiiic hastada (%23) ise tiimoral dokularda farkli
prob bolgelerinde metilasyon profili degisimleri saptanirken, cevre akciger dokularinda
ilgili genler acisindan herhangi bir metilasyon degisimi goriilmedi. Bu gruba ait
hastalardan birine ait pik goriintiileri Sekil 4.2.3.5 ve Sekil 4.2.3.6’da verilmistir. Burada
dikkat edilecek nokta ayni hastaya ait tiimoral doku Orneginde metilasyon artigi

goriiliirken, ¢cevre akciger dokusunda herhangi bir metilasyon artisinin izlenmemesidir.
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Sekil 4.2.3.5: Tiimoral akciger dokusunda BRCAI geninde metilasyon saptanan bir

olgunun pik goriintiisii.
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Sekil 4.2.3.6: Sekil 4.2.3.5’deki hastanin cevre akciger dokusundan elde edilen ve

2

herhangi bir gende metilasyon icermeyen pik goriintiisii.

Calisma grubunda degerlendirilen hastalarin oniigiinde (%13), cevre akciger
dokularinda farkli prob bolgelerinde metilasyon profillerinde degisimler goriiliirken, bu
hastalara ait tiimoral dokularda normal metilasyon profili saptandi. Sekil 4.2.3.7 ve Sekil
4.2.3.8’de pik goriintiileri verilen hastada, ¢evre akciger dokularinda CDHI3 ve ESRI
genlerine ait prob bolgelerinin metile oldugu goriiliirken, ayn1 hastaya ait timéral dokuda

ilgili genler a¢isindan herhangi bir metilasyon saptanmadi.
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Sekil 4.2.3.7: Cevre akciger dokusunda CDHI3 ve ESRI prob bolgelerinde metilasyon

saptanan hastanin tiimoral dokusundan elde edilen ve metilasyon icermeyen MLPA pik

goriintusi.
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Sekil 4.2.3.8: Sekil 4.2.3.7°deki hastanin c¢evre dokusundan elde edilen ve ESRI ile
CDH 13 genlerinde metilasyon saptanan MLPA pik goriintiisii.

Yapilan metilasyon spesifik MLPA calismasinda incelenen tiim tiimér ve cevre
akciger dokular igerisinde en ¢cok metillenen prob bolgesi %32 orantyla CDKN2B, ikinci
en sik metillenen %16,5 siklik ile BRCAI prob bolgesiydi. Sekil 4.2.3.9’da verilen bir
olgunun tiimor dokusundan elde edilen pik goriintiisiinde CDKN2B, BRCAI, VHL, ATM,
CDKNIB ve HICI prob bolgelerindeki metilasyon gosterilmistir. Calismamizda tiim
dokular icerisinde HICI prob bolgesinde %9, ATM ve VHL prob bolgelerinde %S5.5,
CDKNI1B prob bolgesinde ise %4.5 oraninda metilasyon saptanmaistir.
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Sekil 4.2.3.9: CDKN2B, BRCAI, VHL, ATM, CDKNIB ve HICI prob bolgelerinde

metilasyon saptanan bir hastanin tiimor dokusuna ait MLPA pik goriintiisii.

Caligilan olgular igerisinde metilasyon saptanan bir baska prob bolgesi de CDHI3’
diir. Tiim dokular icerisinde CDH3 prob bolgesinde %11 oraninda metilasyon saptandi.
Yine calismada PTEN ve TIMP3 prob bolgelerinde % 6.5 oraninda metilasyon gozlendi.
Sekil 4.2.3.10°da ¢evre akciger dokularinda bu genlerde metilasyon saptanan olguya ait

pik goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.2.3.10: TIMP3, PTEN ve CDHI3 prob bolgelerinde metilasyon saptanan bir

PTEN CDH13

olgunun cevre akciger dokusundan elde edilen MLPA pik goriintiisii.

Calismadaki genlerin metilasyon sikliklar1 tiimoral doku ve cevre akciger

dokulardaki sikliklar1 Tablo 4.2.3.1°de belirtilmistir.
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Tablo 4.2.3.1: Cevre ve tiimoral dokularda saptanan metilasyon sikliklari.

Prob Bolgesi Tiimoral Dokuda Saptanan Cevre Dokuda Saptanan Metilasyon
Metilasyon Oram (%) Oram (%)
TIMP3 9 4
APC 4 --
CDKN2A 3 --
MLH]1 4 --
ATM 7 4
RARB 6 --
CDKN2B 33 31
HICI 7 11
CHFR 2 --
BRCAI 16 17
CASPS -- 2
CDKNIB 4 5
PTEN 4 9
BRCA2 - -
CD44 6 3
RASSF1 4 4
DAPKI -- --
VHL 4 7
ESRI 2 2
TP73 -- --
FHIT -- --
IGSF4 4 2
CDH13 7 15
GSTP1 2 --

Bu sonuglar incelendiginde, akciger kanserli tiimoral ve cevre akciger

dokularinda birbirlerine yakin oranlarda en stk CDKN2B, BRCAI, CDH13 ve HICI

prob bolgelerinde metilasyon goriilmiistiir. Buna ek olarak yine tiimoral ve cevre

dokularda PTEN, TIMP3, ATM, VHL, CD44, CDKNIB, RASSF1, IGSF4 ve ESRI

prob bolgelerinde de metilasyon saptandi. Yapilan incelemelerde DAPKI, TP73 ve

FHIT prob bolgelerinde ise gerek tiimoral dokularda gerekse cevre akciger
dokularinda metilasyon saptanmadi. APC, CDKN2A, MLHI, RARB, CHFR ve GSTP1

prob bolgelerinde farkli oranlarda tiimoral dokularda metilasyon goriiliirken, cevre

akciger dokularinda bu prob bolgelerinde metilasyon gozlenmedi. CASPS prob
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bolgesinde ise tiimoral dokularda metilasyon saptanmazken, ¢evre akciger

dokularinda diisiik oranda da olsa (%2) metilasyon piki tamamlandi.

Cevre akciger dokularinda, tiimoral dokulara gére daha sik metilasyon saptanan
prob bolgeleri CDHI3 (%15, %7), VHL (%7, %4), PTEN (%9, %4), CDKNIB (%S5,
%4), CASPS (%2, %0), BRCAI (%17, %16), HICI (%11, %7) olup bu bolgeler
icerisinden CDH13 genine ait prob bolgesindeki metilasyon profilinin ¢evre akciger
dokular1 ile timoéral doku arasindaki farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu

goriildii(p=0,021).

Olgularda saptanan metilasyon oranlarinin TNM smiflamasimna gore daha
saglikli bir bicimde karsilastirabilmek icin T, N ve M’nin her biri ayr1 ayr1 metilasyon
oranlar ile degerlendirildi(Tablo 4.2.3.2-7). Bu degerlendirmeye gore T2 olgularda
T1 ve T3 olgulara gore belirgin sekilde daha sik metilasyon saptandi.

Tablo 4.2.3.2: T1, T2 ve T3’lii olgularin tiimor dokularinda saptanan metilasyon
sikliklar

Tiimo6r Dokularinda Metilasyon

Saptanan Toplam Prob Bolgesi Sayisi Toplam Olgu Say1st

Tl 46 41
T2 74 47
T3 8 12

Tablo 4.2.3.3: T1, T2 ve T3’lii olgularin ¢cevre dokularinda saptanan metilasyon
sikliklar

Cevre Dokularinda Metilasyon

Saptanan Toplam Prob Bolgesi Sayisi Toplam Olgu Say1st

T1 39 41
T2 64 47
T3 10 12
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Bu duruma benzer olarak N1 olgularda NO ve N2 olgulara gore artmig

metilasyon oranlar1 saptandi.

Tablo 4.2.3.4: NO, N1 ve N2’li olgularin tiimér dokularinda saptanan

metilasyon sikliklar

Tiimor Dokularinda Metilasyon

Saptanan Toplam Prob Bolgesi Sayisi Toplam Olgu Sayist

NO 31 26
N1 90 64
N2 7 10

Tablo 4.2.3.5: NO, N1 ve N2’li olgularin ¢evre dokularinda saptanan metilasyon

sikliklari
Cevre Dokularinda Metilasyon
Saptanan Toplam Prob Bolgesi Sayisi Toplam Olgu Sayist
NO 25 26
N1 82 64
N2 9 10

Metastaz yoniinden degerlendirilen olgularin yanlhzca 4 tanesi (%4)M1 olarak
degerlendirildi. Her ne kadar istatistiksel olarak degerlenderilemese de bu 4 olgunun

hepsinde de en az bir prob bolgesinde metilasyon saptandi.

Tablo 4.2.3.6: MO ve M1’li olgularin timor dokularinda saptanan metilasyon

sikliklar

Tiimor Dokularinda Metilasyon
Saptanan Toplam Prob Bolgesi Sayisi

Toplam Olgu Sayis1

MO

62

96

M1

4

4
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Tablo 4.2.3.7: MO ve M1’li olgularin ¢evre dokularinda saptanan metilasyon
sikliklart

Cevre Dokularinda Metilasyon

Saptanan Toplam Prob Bolgesi Sayisi Toplam Olgu Sayisi

MO 37 96

M1 2 4

Calismaya dahil edilen olgularin gradeleri erken evre (Grade 1-2) ve gec evre
(Grade 3) olarak gruplandirildi. Arastirilan prob bolgelerindeki metilasyon sikliklar ile
olgularin evreleri incelendiginde; ge¢ evrede saptanan olgularin hem tiimor hem de cevre
akciger dokularinda erken evredeki olgulara gore belirgin sekilde yiiksek oranda

metilasyon saptandi(Tablo 4.2.3.8).
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Tablo 4.2.3.8: Grade’lere gore saptanan metilasyon sikliklari

Tiim6r Dokusunda Cevre Dokuda
Grade Saptanan Metilasyon Saptanan Metilasyon
Sikhigi Sikhigi

TIMP3 ! 52 g 2
e | 2 3
CDKN2A ! ;2 (3) 8
MLH1 152 2 8
a2 2 2
w2 2 3
CDKN2B ! ;2 249 229
HICI ! 52 2 g
CHFR 1;2 g 8
BRCAI 152 124 125
CASPS L ;2 8 g
CDKNIB ! ;2 2 (5)
PTENT ! ;2 2 é
BRCA2 ! ;2 8 8
CD44 1;2 i (3)
RASSF1 ! f 2 2
DAPK1 152 8 8
[ 2 2
ESRI ! ;2 g g
TP73 ! ;2 8 8
FHIT 152 8 8
IGSF4 1;2 2 g
CDHI3 ! f é 114
GSTPI ! ;2 g 8
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S.TARTISMA

Kanser giiniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden birisidir. Sikliliginin ve
mortalitesinin  yiiksek olmast kanser iizerindeki calismalarin yogunlagmasini
saglamistir. Ozellikle kanser etyolojisinin aydinlatilmasi, tedavi ve erken tam bu
calismalarin basini olusturmaktadir. Kanserin genetik bir hastalik olarak da kabuliinden
sonra bu calismalar 6zellikle genetik alt yapinin arastirilmasi iizerine yogunlagmistir.
Yapilan caligmalar akciger kanserinin sigara icimi ile iligkisini belirgin bir sekilde
ortaya koymustur. Fakat agir sigara icicilerinin sadece %20’ sinde akciger kanserinin
goriilmesi ve ailelerinde akciger kanseri olan bireylerde, toplumun diger kesimlerine
gore daha yliksek oranda akciger kanserine yakalanmalari akciger kanserinin genetik alt

yapisinin oldugunu gostermistir(69,70).

Akciger kanserinin genetik etyolojisinin aydinlatilmasina yonelik bugiine kadar
bircok c¢alisma yapilmistir(3,7,12,16,18,32,37,45,49,50). Bu c¢alismalarda farkl
teknikler ve doku sekilleri kullanilmis, akciger kanseriyle iligkilendirilmis bircok gen

tanimlanmig ve halen de tanimlanmaktadir.

Calismamiza Istanbul Yedikule Gogiis Hastaliklar1 Hastanesinde, histopatolojik
olarak incelenerek “kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri” tanist almig 100 olgu dahil
edilmistir. Olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis, parafin bloklara
gomiili dokulardan hazirlanmis (FFPT) ve hematoksilen-eozin ile boyanmis arsiv
preparatlari, yeniden WHO kriterlerine gore gradelendirilmis ve TNM siniflamasina
gore evrelendirilmistir. Her hastaya ait doku orneklerinden kanser dokusu igeren 5
mikronluk kesitlerden elde edilen DNA o6rnekleri calisma grubu olarak, ayni hastaya ait
kanser dokusu icermeyen kesitlerden elde edilen DNA 6rnekleri de kontrol grubu olarak
caligmaya alinmustir. Olgulari yaslari, cinsiyetleri, biyopsi sekli, takip araliklari,

hastalara ait patoloji raporlari, hasta dosyalarindan temin edilmistir.
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Elde edilen DNA o6rnekleri metilasyon spesifik MLPA yontemiyle, tanimlanmis
tiimor baskilayici genlere yonelik hazirlanmis MEOO1 probmiksiyle calisilmis, incelen

prob bolgelerindeki metilasyon profilleri arastirilmistir.

5.1. Elde Edilen Verilerin Literatiir Bilgileri ile Karsilastirilmasi:

Bugiine kadar tiimor baskilayici genlerdeki epigenetik degisimlerin incelendigi
bircok calisma yapilmistir(3,7,12,16,18,32,37,45,49,50,51,64,65). Bu epigenetik
degisimler icerisinde en 6nemli ¢alisma sahasi metilasyon olmustur. Arastirmacilarin
gecmiste yogunlastiklar1 alanlar gen diizeyindeki mutasyonlar ve sonuclart iken,
metilasyonun kanser genetigindeki roliiniin anlagilmasi nedeniyle son yillarda farkli
kanser genlerinin metilasyon profilleri ve sonuglar1 iizerine yogunlasilmistir.
Arastirmacilar genomdaki metilasyon profillerindeki degisimleri incelerken bircok
farkli teknik kullanmislardir. Bu tekniklere her gecen giin yeni tekniklerin ilave
edilmesiyle bu arastirma sahasi genis boyutlara ulagmis ve bir¢ok gendeki metilasyon

degisimleri net bir sekilde tanimlanmastir.

Akciger kanseriyle iliskilendirilmis tiimor baskilayici genlerdeki metilasyon
degisimlerinin calisildigi bircok calisma bulunmaktadir. Bu calismalarda farkli doku
kaynaklari, farkl: teknikler ve farkli genler incelenmistir(37,38,49,50,51).

MLPA teknigi gerek diinya gerekse iilkemiz icin oldukca yeni bir tekniktir.
Uretici firma tarafindan siirekli yeni arastirma Kitleri piyasa siiriilmektedir. Bu kitlerden
biri olan metilasyon ¢alismalarinda kullanilan MEOO1B MLPA probmiksiyle literatiirde
yaymlanmis bir ¢alisma bulunamadi. Bilgilerimiz dogrultusunda bu calisma akciger
kanserlerinde metilasyon profillerinin MS-MLPA teknigi ile arastirildigr ilk ¢alisma
ozelligine sahiptir. Bu nedenle elde edilen veriler diger metilasyon analiz yontem

bulgular ile karsilagtirilacaktir.
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5.1.1. TIMP3 Prob bolgesindeki metilasyon

TIMP3 geni 22q12.13 bolgesinde lokalize bir timor baskilayic1 gendir. Bu gen
varliginda Vaskuler Endotel Biiyiime Faktoriiniin (VEGF), Vaskuler Endotel Biiyiime
Faktor Reseptoriine baglanmasi engellenir. Ayrica bu gen proapoptotik aktiviteye sahip

olup, normalden fazla eksprese oldugunda tiimor biiyiimesini engelledigi goriilmiistiir.

Bowman ve arkadaslarinin(3) yayimnlanan calismalarinda KHOAK’li vakalarin
timor dokularinda %26 oraninda TIMP3 geninde metilasyon saptamislardir. Bu
caligmada metilasyon profilini inceleyebilmek i¢in metilasyon spesifik PCR (MSP)
kullanilmistir. Dammann ve arkadaslarinin(7) yapmis olduklar1 bagka bir calismada ise
akciger kanserli hiicre serilerinde bu gendeki metilasyon degisimlerini arastirmislar ve
% 29 oraninda metilasyon saptamislardir. Bu ¢alismalar sonucunda TIMP3 genindeki
metilasyon artisinin akciger kanseri olusumunda etkili oldugu sonucuna varilmistir. Bu
genin akciger kanseriyle iligkisinin tamimlandig1 arastirma sayist ¢ok fazla degildir.
Yapmis oldugumuz calismada tiimoral dokularda %9, cevre dokularda da %4 oraninda
TIMP3 geni prob bolgesinin metile oldugu saptanmistir. Elde etti§imiz bu oranin
literatiirde verilen oranlardan diisiik oldugu goriilmektedir. Bu oran farki diger
genlerdeki degisimler incelendikten sonra topluca tartisilacaktir. Caligmamizda
literatiirdeki diger c¢alismalardan farkli olarak saglam cevre akciger dokularindaki
metilasyon degisimleri de incelenmistir. Cevre akciger dokularinda da metilasyon
saptanan olgularin yine tiimoral dokularininda metile oldugu goriilmiistiir. Cevre
akciger dokularinda metilasyon saptanmasi, bu dokularda baglayan epigenetik
degisimlerin gostergesi olabilir. Ayrica rezeksiyon sirasinda tiimor hiicrelerinin
bulundugu tam anlamiyla kanser hiicresi icermeyen doku sinirlamast dogru yapilmamais
olabilmektedir. Ayrica rezeksiyon alaninin dar tutulmasi ile baglantili olabilecegi de

diistiniilmektedir.
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5.1.2. APC Prob bolgesindeki metilasyon

APC (Adenamat6z Polipozis Colli) geni 5g21 bolgesinde lokalize 15 ekzonlu
biiyiik bir tiimor baskilayict gendir. APC geninin 6zellikle kolorektal kanserlerle iligkisi
acikca tanimlanmigtir. APC geni tiimor baskilayici etkisini hiicre adezyonunu ve
hiicresel migrasyonu aktive ederek gosterir. Bu gen ayrica mitoz sirasinda mikrotiibiil

dinamiklerini regiile eder.

APC geninin akciger kanserlerinde rol oynadigmma dair pek cok calisma
yaymlanmistir(2,16,23,32,40,51,54). Bunlardan bir kismi da promoter bdlgesinin

metilasyonu ile APC geninin inaktivasyonu ile ilgili yayinlardir.

Ote yandan Grote ve arkadaslarinin(23) yaptigi calismada bronsial aspirasyon
materyalinden APC geninin kantitatif metilasyon analizleri %98.5 spesivite ve %39’ luk
sensitivite ile primer akciger kanserlerinde biomarker olarak kullanilabilecegini

gosterilmistir.

Arvind ve arkadaslarinin(2) yapmis olduklar1 bir ¢alismada APC geninin
metilasyon profilini Methylight isimli bir ¢esit RealTime PCR (RT PCR) teknigi ile
arastirmiglar ve %74 oraninda metilasyon saptamislardir. Bu oran literatiirde
yaymlanmis en yiiksek APC metilasyon oramidir. Buna benzer olarak Grote ve
arkadaglarinin(23) RealTime PCR ile yaptiklar1 ¢alismada APC promoter metilasyon
orani %71 olarak bildirilmistir. Bu iki ¢alismada saptanan yiiksek metilasyon orani
kullanilan yontemin sensitivitesine bagli olarak yiiksek bulunmustur. Zira MSP
yontemiyle Maruyama(40) %38, Kim(32) %48, Shinichi(54) %45, Fraipond(16) %7
oranlarinda KHOAK’li tiim6ér dokularinda APC geninin promoter bolgesinde
metilasyon saptamiglardir. Bu arastirmalardan cikan sonu¢ APC geninin promoter
bolgesindeki metilasyonunun incelenmesinde kullanilacak yontemin duyarliliginin ¢ok
onemli oldugudur. Bizim de yapmis oldugumuz calismada tiimoral dokularda %4
oraninda metilasyon saptanirken c¢evre akciger dokularinda hi¢ metilasyon

goriilmemistir. Saptadigimiz oranlar literatiirdeki oranlara gore diisiiktiir.
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5.1.3. CDKN2A Prob bolgesindeki metilasyon

CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A-p16) geni, 9p21.3 bolgesinde
lokalize 3 ekzonlu bir tiimor baskilayict gendir. Gen, siklin-bagimli kinaz inhibitor
ailesine mensuptur. Hiicre 6liimsiizligi ve tiimor gelisiminden sorumlu olan CDK4 ve

CDK6’ nin inhibitoriidiir.

CDKNZ2A geninin metilasyon profilleri, bircok kanser tiiriinde degerlendirilmistir.
Bu gendeki metilasyon degisimleri 6zellikle de akciger kanserlerinde incelendigi bir¢ok
calisma yayinlanmistir(3, 12, 18, 32, 51,66). Bowman ve arkadaglarinin(3) KHOAK’li
timoral dokularda yaptiklar1 calismada CDKN2A geninin promoter bolgesinde %25
oraninda metilasyon saptanmistir. Buna benzer olarak Fronaka ve arkadaslarinin(18)
yaptiklar1 caligmada ise bu oran1 %38 olarak bildirilmistir. Eunice ve arkadaslari(12)
%64, Sato(50) %21.7, Kim ve arkadaslar1(32) ise bu oran1 %22 olarak bulmuslardir.
Ulivi ve arkadaslarinin(66) fluorescent-MSP yontemiyle yaptigi calismada CDKN2A
geninde %79 oraninda metilasyon saptamasi, bu gen icin de metilasyon taramasinda

kullanilan yontemin duyarliliginin arttikga metilasyon oraninin arttiginin gostergesidir.

Yapmis oldugumuz calismada CDKNZ2A geninin tiimoral dokularda %2 oraninda
metile oldugu, buna karsilik cevre akciger dokusunda herhangi bir metilasyonun
saptanmadig goriilmiistiir. Calismamizdaki bu oranin literatiir bilgilerine gore diisiik
oldugu goriilse de Kim ve arkadaslarinin(32) yaptiklar1 bir caligmada BRCAI geninin
metilasyonunun CDKN2A geninin homozigot delesyonu ile yakindan iligkili oldugunu
gostermesiyle, bizim c¢alismamizdaki CDKN2A metilasyonunun diisiikk oranda
saptanmasina bir acgiklik getirmistir. Zira BRCAI geninin metilasyonunu akciger
kanserlerinde arastiran fazla caligma bulunmamakla birlikte, bizim calismamizda

BRCAI geni metilasyonu ikinci siklikta saptanmustir.
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5.1.4. MLH]1 Prob bolgesindeki metilasyon

MLH]I (mutL homolog 1) geni 19 ekzondan olusan, 3p21.3 bolgesinde lokalize
DNA mismatch repair mutL/hexB ailesine mensup bir DNA tamir genidir. Bu gen
mutasyonlar 6zellikle kolon kanserleriyle iliskilidir.

Safar ve arkadaglarinin(49) KHOAK’de yapmis olduklar1 bir ¢alismada %15
oraninda MLHI geni promoter bolge metilasyonu saptamiglardir. Kim ve
arkadaslar1i(32) bu orant %18 olarak bulmuslardir. Arvind ve arkadaslarinin(2)
MethyLight yontemiyle bu oram1 %4 olarak bulmalari, bizim de g¢alismamizda
buldugumuz tiimoral dokularda %4, cevre akciger dokularinda hi¢ saptanmamasini
desteklemektedir. Metilasyon spesifik PCR yonteminin duyarliliginin MethyLight
yontemine gore daha diisiik olmas1 metilasyon sikliklarinin genis araliklar arasinda
olmasim agiklamaktadir. Zira daha 6nce adi gecen ¢alismalar, MethyLight yonteminden

daha diisiik duyarlilikta olan MSP yontemiyle calisilmistir.

5.1.5.ATM, IGSF4, CD44 ve CHFR Prob bolgelerinin metilasyonu

ATM (ataxia telangiectasia mutated) geni 11q22.3 bolgesine lokalize 64 ekzondan
olusan biiyiik bir gendir. Bu genin en dnemli fonksiyonu fosforilasyon mekanizmasi ile
TP53 genini aktive etmesidir. Bir diger 6nemli gorevi de ionize radyasyon ile olusan
DNA hasarina kars1 DNA tamir genlerinden olan BRCAI’i fosforile ederek cevap

vermesidir.

ATM genindeki metilasyon degisimlerinin incelendigi farkli kanser tiirlerinde
bircok calisma yapilmasina karsin akciger kanserlerinde bu degisimlerin arastirildigi
caligma sayist azdir. Safar ve arkadaslarinin(49) KHOAK’li vakalarda bu gen
bolgesindeki metilasyon profilini inceledikleri calismalarinda tiimoral dokularinda
metilasyon oranin1 %19 olarak bildirmislerdir. Aym1 grubun farkli hastalarada ancak

ayni teknikle (MSP) yapmis olduklar1 bir baska c¢alismada ise bu oram %47 olarak
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bulmuslardir(50). Bizim ¢alismamizda ise bu oran tiimoral dokularda %7, cevre akciger

dokularinda ise %4 olarak bulunmustur.

IGSF4 (CADM1-cell adhesion molecule 1) geni 11g23.2 bolgesinde lokalize 10
ekzondan olusan, akciger kanserlerinde tiimor formasyonunu ve metastazini baskilayan
bir gendir. Murakami’ nin(41) yapmis oldugu bir calismada tiimorlii akciger dokusunda
bu genin metilasyon oranm1 %44 olarak bulunmustur. Kuramochi ve arkadaslarinin(37)
yaptiklari bir ¢calismada IGSF4 geninde heterozigosite kayb1 %85 olarak bildirilmis olup
heterizogosite kaybinda promoter metilasyonunun onemli oranda etkili oldugu ifade
edilmistir. Bizim calismamizda da /GSF4 geninde tiimoral dokularda %4, cevre akciger
dokularinda ise %2 oraninda metilasyon saptanmistir. Her iki calismaya gore saptanan

oran diisiiktiir.

CHFR (checkpoint with forkhead and ring finger domains) geni 12q24.33
bolgesinde lokalize 20 ekzondan olusur. Protein-protein interaksiyonunda gorevlidir.
Corn ve arkadaglarmin(6) yayimlanan calismalarinda akciger kanserlerinde %10
oraninda metilasyon saptamiglardir. Mariatos ve arkadaslarinin(39) yapmis olduklar
calismada ise %6 heterozigozite kaybi saptanirken calismamizda incelenen tiimoral
dokularda %?2 siklikta metilasyon gozlenmistir. Cevre dokularda ise CHFR metilasyonu

saptanmamuistir.

CD44 geni 11 ekzonlu, 11p13 bolgesinde lokalize, hiicresel diferansiasyonda rol
oynayan bir gendir. Franzmann ve arkadaslari(17) bas-boyun kanserlerinde bu genin
metilasyonunu arastirmiglar ve ekspresyonun azaldigi 11 olgudan 9’unda bu gende
hipermetilasyon saptamislardir. Bu genin metilasyon profilinin incelenmesinin erken
tamida potansiyel bir marker olabilecegini ileri siirmiislerdir. Literatiirde akciger
kanserlerinde bu genin metilasyonunun arastirildigi bir calisma bulunmamaktadir.
Ancak bizim calismamizda CD44 geninin timoral dokularda %6, cevre akciger
dokularinda ise %3 oraninda metile oldugu diisiiniildiigtinde, akciger kanserlerinde

CD44 geninin arastirllmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

71



5.1.6. RARB ve GSTP1 Prob bolgelerinin metilasyonu

RARB (retinoik asit rseptor Beta) geni 8 ekzonlu, 3p24.3 bolgesinde lokalize,
steroid/tiroid hormon reseptor siiper ailesine iiye bir gendir. RARB, gen ekspresyonu
iizerindeki direkt diizenleyici etkisiyle hiicre fonksiyonlarin1 diizenler. Bu
fonksiyonlariyla kanser olusumunda etkili bir gendir. RARB geninin metilasyon
degisimlerinin incelendigi bir¢ok kanser tiiriinde farkl caligsmalar
yapilmistir(3,23,40,53,62). Bowman ve arkadaglarinin(3) yapmis olduklar bir
calismada KHOAK’li tiimoral dokularda RARB geninde %40 oraninda metilasyon
saptamislardir. Yine Grote ve arkadaglarinin(23) caligmasinda bu oran %56, Tomizawa
ve arkadaslar1(64) %26, Toyooka ve arkadaslari(54) %27, Maruyama ve arkadaslari(40)
ise %27 olarak saptamiglardir. Yapmis oldugumuz calismada ise RARB genindeki
metilasyon oranim tiimoral dokularda %6 olarak bulurken, cevre akciger dokularinda

ise bu gende metilasyon saptanmamastir.

GSTPI (glutathione S-transferase pi) geni, 11q13.3 bolgesinde lokalize, 7 ekzonlu
bir gendir. Bu gen ozellikle glutatyon mekanizmasinin diizenlenmesinde gorev
almaktadir. Toyooka ve arkadaslarinin(54) yaptiklar1 ¢alismada, KHOAK’li hastanin
timor dokusunda %10 oraninda GSTPI geninde metilasyon saptamislardir. Buna
benzer olarak, Kim ve arkadaslari(32) bu orani %15 olarak bulurken, Arvind ve
arkadaglari(2) MethyLight yontemi ile bu oram1 %40’a tasidiklarimi iddia etmislerdir.
Ancak, Maruyama ve grubunun(40) 124 serilik caligmalarinda bu gende metilasyon
saptanmamistir. Bizim serimizde GTSPI gen metilasyonu iki Ornekte gozlenmistir

Cevre dokulara 6zgii metilasyon piki saptanmamaistir.
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5.1.7. CDKN2B Prob bolgesi metilasyonu

CDKN2B (cyclin-dependent kinase inhibitor 2B,p15) geni, 9p21.3 bolgesinde
lokalize, 2 ekzonlu, CDKN2B siklin bagimli kinaz inhibitor ailesine iiye bir gendir. Bu
gen, RB1’ i fosforilleyerek CDK4/CDK6’ y1 inhibe eder. Bu sayede Gl fazinin

regiilasyonu saglanir.

Fronaka ve arkadaslarinin(18) yayinlanan calismalarinda KHOAK’li tiimoral
dokularda bu genin metilasyon siklifi %20 bildirilmistir. Arvind ve arkadaslari(2) ise
bu oran1 %13 olarak saptamislardir. Bizim ¢alismamizda ise bu oran tiimoral dokularda
%33, cevre akciger dokularinda ise %31 olarak bulunmustur. CDKN2B metilasyonu

arastirma serimizde en fazla metilasyona ugramis gendir.

5.1.8. RASSF1 ve ESRI Prob bolgelerinin metilasyonu

RASSF1 (Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 1) geni, 6 ekzondan
olusan, 3p21.3 kromozom bglgesinde yer alan, tiimor baskilayict bir gendir. Ozellikle
KHAK leriyle iligkisi yakindan tanimlanmis, hiicre siklusunun siirekli gorevli bir

genidir.

Safar ve arkadaslarinin(49) yaptiklart calismada, RASSF1 geni metilasyon siklig
%15, Dammann ve arkadaslari(7) ise bu oran1 %71 gibi yiiksek bir oranda
saptamiglardir. Tomizawa(64) %29 ve Maruyama(40) ise %41 olarak bu oram
saptamislardir. Bizim yapmis oldugumuz calismada RASSFI prob bolgesindeki
metilasyon oram tiimorlii dokularda %4, cevre akciger dokularinda da %4 oraninda
bulunmustur. Goriildiigii izere diger genlerde saptanan metilasyon oranlarindaki farklar
bu gen icinde goriilmiistiir. Bu caligmalarda Safar ve arkadaglar1 RealTime PCR,
Dammann, Tomizawa ve Maruyama ise MSP yontemiyle calismislardir. Literatiirde en
yiiksek oran RealTime PCR yontemiyle yapilan calismada saptanmistir. Bu farklarin

kullanilan yontemlerin hassasiyeti ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.
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ESRI (estrogen receptor 1) geni, 6q25.1 bolgesinde lokalize, 8 ekzondan olusan,
steroid/tiroid hormon niikleer reseptor siiper ailesine mensup bir gendir. Bu gen
hormona bagli gen ekspresyonunun inhibisyonunda, ligandla aktive olan transkripsiyon
faktorii olarak gorev yapar. Boylelikle gen, gen ekspresyonu iizerinde biiyiik bir rol

oynamaktadir.

ESRI geninin akciger kanserlerindeki metilasyon profillerinin incelendigi fazla
calisma yaymnlanmamistir(65,74). ESRI geni metilasyonunun prostat kanseri ile
iligkisini gosteren bir ¢ok calisma yapilmis ve iliskisi gosterilmistir(74). Yapilan az
sayidaki caligmalardan biri olan Tsou JA ve arkadaslarinin(65) yaptiklar1 ¢alismada
ESRI geninin metilasyonunun ozellikle akciger adenokarsinomlarinda, diger hiicre
tiplerine gore daha sik oranda gozlemlendigini bildirmislerdir. Aym1 calismada bu
iliskiyi RASSFI geninde en yiiksek oranda saptamislardir. Yaptigimiz calismada
incelenen 100 tiiméral dokunun 2’sinde, aymi sekilde 100 cevre akciger dokusunun 2’
sinde ESR1 geninde metilasyon saptanmustir. Bu genin akciger kanserlerindeki etkisinin
anlasilabilmesi icin yapilan calisma sayisimin arttirilmasi gerekmektedir. Ozellikle
prostat kanseri ile iliskisinin anlasilmasindan sonra bir¢ok kanser tiirlerinde de bu iliski
incelenmeye baslanmistir. Bilinen gercek bu genin gen ekspresyonu iizerindeki
etkisidir. Bu 6zelligin metilasyon gibi bir epigenetik mekanizma ile inaktive edilmesi

gen ekspresyonu etkileyeceginden kanser olusunda etkili olabilir.

5.1.9. BRCA1 ve HIC1 Prob bolgelerinin metilasyonu

BRCAI (breast cancer 1, early onset) geni, 17q21 bolgesinde lokalize, 23
ekzondan olusan biiyiik bir gendir. Ubiquitin ligaz aktivitesinde rol oynayarak timor
baskilayici etkisini gosterir. Ayrica BRCAI kromatin yapisinin korunmasinda etkili
genler icerisinde yer almaktadir. Bu etki gosterdigi DNA tamir Ozelligi ile
saglanmaktadir. Bu gende goriillen mutasyonlar veya 6zellikle de metilasyon ile olusan
epigenetik degisimler, genin inaktivasyonuna sebep olacak ve bu fonksiyonlarin
kaybiyla kanser olusumunda etkili olacaktir. Meme kanseri basta olmak iizere birgok

kanser tiiriinde bu iligki aciga cikarilmistir. Akciger kanserlerinde yapilan ¢alisma sayisi
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olduk¢a azdir. Kim ve arkadaslarinin yaptigi calismada metilasyon frekanst %6 olarak
belirtilmistir(35). Bizim elde ettigimiz sonuclarda bu genin metilasyon orami diger
genlere oranla daha yiiksek saptanmistir. Bu oran tiimorlii dokularda %16, cevre akciger
dokularinda ise %17’ dir. Elde edilen sonuglar BRCAI geninin akciger kanserinde de

etkili oldugunu gostermektedir.

HICI (hypermethylated in cancer 1) geni 17p13.3 bolgesinde lokalize, 2 ekzondan
olusan, transkripsiyon faktorii kodlayan kiiciik bir gendir. HICI geni ile ilgili olarak
yapilan en ilgin¢ calisma Arvind ve arkadaslarinin(2) MethyLight teknigi ile yaptiklar
calismadir. Bu calismada HICI geninin metilasyon oramt %98 gibi ¢ok yiiksek bir
degerde bulunmustur. Bizim calismamizda bu oran tiimoral dokularda %7, cevre
dokularinda ise %11 olarak bulunmustur. Bu gene iliskin metilasyon frekans1 diger

genlerle karsilastirildigi zaman yiiksektir.

5.1.10. CASP8, CDKNIB, PTEN, VHL ve CDHI3 Prob bdlgelerinin

metilasyonu

CASP8 (caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase) geni, 2q33-q34
kromozomal bolgelerinde lokalize, sistin-aspartik asid proteaz (caspase) ailesinden bir
gendir. Gen apopitoziste gorev alir. Shivapurkar ve arkadaslari(60), yapmis olduklari
calismada KHOAK’ 1i vakalarda CASPS8 geninin metilasyon profilini incelemisler ve bu
gende metilasyon saptamamislardir. Aym1 ¢calismada KHAK’ 1i vakalarda ¢alisiimis ve
metilasyon oran1 %58, bronsial karsinoidlerde %30 olarak saptanmistir. Bu yayinda
CASPS’ in noroendokrin akciger tiimorlerinde tiimor baskilayici gen rolii oynadig iddia
edilmistir. Calismamizda bu gendeki metilasyon orani cevre akciger dokularinda %?2

olarak bulunurken, tiiméral dokularda bu gende metilasyon saptanmamustir.

CDKNIB (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kipl)) geni, 12p13.1-p12
kromozomal bolgesinde lokalize, 3 ekzonlu bir gendir. Gen CDK (siklin bagimli kinaz)

inhibitorii ailesindendir. CDKNIB geni hiicre farklilagsmasim kontrol eden sinyal ileti
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sisteminde gorev alir. Gende olusan degisimler bu ileti sisteminde aksamalara neden
olacagindan kanser olusumunda etkili olur. Yaptigimiz literatiir taramalarinda akciger
kanserli olgularda bu genle ilgili olarak metilasyon paternleriyle ilgili tek bir ¢alisma
bulunmustur. 2006 yilinda Pateras ve arkadaslarinin(45) yaptigi bu ¢alismada p57 gen
metilasyonunun CDKNIB geninin ekspresyonunu baskiladigi  gosterilmistir.
Calismamizda CDKNIB geninin metilasyon orani tiimoral dokularda %4, cevre akciger
dokularinda ise %35 olarak bulunmustur. Yapilan ¢alisma sayisinin az olmasi nedeniyle

elde ettigimiz bu veriler tam olarak degerlendirilememistir.

PTEN (phosphatase and tensin homolog (mutated in multiple advanced cancers 1)
geni, 10g23.31 bolgesinde lokalize bir gendir. Bu gen hiicrelerin ekstra seliiler matriks
ile iligkisini diizenledigi gibi, tiimoral angiogenezini de kontrol eder. Soria ve
arkadaslari1(58) bu gendeki metilasyon degisimlerini KHOAK’li vakalarda arastirmiglar
ve 125 hastanin 30’unda (%?24) immiinohistokimyasal yontemlerle PTEN geninde
ekspresyon kaybi saptamislar ve ekspresyon kaybi saptanan hastalar icerisinde %35
oraninda PTEN geninin metile oldugunu gostermisglerdir. Hosoya ve arkadaslarinin(26)
yapmig olduklar1 baska bir calismada PTEN geninde %30 oraninda metilasyon
saptamislardir. Bizim calismamizda ise bu oran tiimoral dokularda %4, cevre akciger
dokularinda ise %9 olarak bulunmustur. Bu gende goriilen mutasyonlar ve epigenetik

degisimler akciger kanseri etyolojisinde yer almaktadir.

VHL (von Hippel-Lindau tumor suppressor) geni, 3p26-p25’ de lokalize dnemli
timor baskilayict genlerdendir. Bu gen 6zellikle ekstraseliiler matriks formasyonunda
ve hiicre dongiisiinde gorev alir. Genin lokalize oldugu 3p bolgesi, akciger
kanserlerinde kromozomal degisimlerin en sik goriildiigii bolgelerdendir. Bu bolgedeki
metilasyon degisimleri bircok kanserde gosterildigi halde akciger kanserlerinde bu
genin metilasyon profilinin c¢alisildigt bir calismaya rastlanmamistir. Bizim
calismamizda VHL genindeki metilasyon orami tiimoral dokularda %4, cevre akciger
dokularinda ise %7 olarak bulunmustur. Bu verilerle Onemli tiimor baskilayict
genlerden olan VHL’ nin akciger kanserlerinde daha ileri ve hassas c¢alismalarla

incelenmesi gerekliligi sdylenebilir.
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CDH 13 (cadherin 13, H-cadherin) geni 16q24.2 bolgesine lokalize, 14 ekzonlu bir
gendir. Hiicre tanima, adezyonunda rol alan CDH 3, vaskiiler yeniden diizenlenmede de

onemli gorevleri vardir.

Literatirde CDH13’iin metilasyon profili ile ilgili calismalarda da ¢ok degisik
oranlar goze carpar. KHOAK’de Maruyama’nin c¢alismalarinda(40) %27 oraninda
CDHI3 metilasyonu saptanirken, bu oran Toyooka’da(54) %40, Kim’de(32) %43,
Ulivi’de(66) ise%66 olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise tiimoral dokuda %7,
cevre akciger dokusunda da %15 oraninda CDHI3 geni prob bdlgesinde metilasyon
saptandi. Bu oran diger genlerdeki orandan farkli olarak, c¢evre dokulardaki
metilasyonun tiimoral dokudaki metilasyondan istatistiksel olarak anlamli sekilde

yiiksektir.

Bu grupta adi gecen CASP8, CDKNIB, PTEN, VHL ve CDHI3 genlerinin elde
ettigimiz veriler acisindan onemleri, ¢evre akciger dokularinda tiimoral dokulara oranla
daha yiiksek oranda metilasyon saptanmasidir. Mikroskobik incelemelerinde kanser
hiicresi goriilmeyen doku kesitleri ¢evre akciger dokusu olarak calismaya dahil
edilmistir; ancak bu dokular tiimoral dokulara komsudurlar. Bu nedenle, iki doku tipi
arasinda bu oranda metilasyon farkinin ortaya ¢ikma nedeni kesitlerin aliniminda yeterli
sinirlamanin ~ saglanamamasindan  kaynaklanabilecegi  gibi, literatiir  bilgileri
dogrultusunda kanserin erken donemlerinde hatta kanser olusmadan 6nce meydana
gelen CpG adalarinda beliren hipermetilasyondan da kaynaklanabilir. Ayrica kanserli
dokularda goriilen genomik degisimler diisiiniildiigiinde biiyiikk kromozomal kayiplar
goriilebilmektedir. Ozellikle akciger kanserlerinde 2p, 3p, 13q, 17p kromozomal
bolgelerinde delesyonlar bildirilmistir. Bu nedenle bu kromozomal bolgelerde yer alan
timor baskilayict genlerin kayiplarinda metilasyon profilleri doru bir sekilde
degerlendirilemeyecektir.

Yan ve ark.’larinin (T1) 2005 yilinda yaptiklarn bir ¢alismada Karsilastirmali
Genomik Hibridizasyon (KGH) yontemiyle akciger tiimor dokularindaki genomik
degisimleri arastirmislar ve 6zellikle 1p, 2q, 3p, 4p, 4q, 6p, 6q, 8p, 13q, 13p ve 16p

kromozomal bolgelerinde delesyon saptamislardir. Bu bolgeler igerisindeki en sik

77



degisimleri %56.4 oramiyla 3p , %53.8 ile 5q ve %51.3 ile 13q bolgelerinde

gostermislerdir.

Yoshino I ve arkadaslarinin(75) 49 adenokarsinomlu, 22 skuamoz hiicreli
karsinomlu akciger kanseri hastalarinda heterozigosite kaybim1 mikrosatellit markerlar
kullanarak, FHIT, p53, CDKN2, hMLHI, hMSH3 genlerini arastirmislardir.
Adenokarsinomali vakalarin %67’sinde, skuamoz hiicreli karsinomali vakalarinda

9%90’ninda heterozigosite kaybi saptanmistir.

Sato M ve arkadaglari(51) 2002’de yaptiklart bir ¢alismada kiigiik hiicreli ve
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserli olgularda FHIT, CDKN2A, PI4ARF, CDKN2B,
PTEN, TP53 genlerinin homozigot delesyonlarin1 arastirmislar ve olgularin %59’ unda

bu genlerin 1 ila 6’sinda homozigot delesyon bulmuslardir.

Ayni zamanda bu kromozomal kayiplarin incelenen tiim genlerdeki metilasyon

oranlarinin diisiik ¢ikmasina neden olabilecegi de diisiiniilebilir.

5.1.11. BRCA2, DAPKI, TP73 ve FHIT Prob bolgelerinin metilasyonu:

BRCA?2 (breast cancer 2)geni, 13q12 bolgesinde lokalize, histon asetil transfeaz
aktivitesi olan bir DNA tamir genidir. DAPKI (death-associated protein kinase 1)geni
9q34.1 bolgesinde lokalize, apopitoziste onemli rolii olan bir gendir.7P73 (tumor
protein p73) genide 1p36 bolgeside bulunup, hiicre biiyiimesini inhibe ederek
apopitozisi saglayan, p53 ve benzeri genlerin transkripsiyonunu aktive eder. FHIT
(fragile histidine triad gene)geni ise 3p14.2 bolgesine lokalize, mikroyiibiil ve tubulin
fonksyonlarin1 etkileyerek apopitozis ve hiicre dongiisiinde yer alan bir timor

baskilayict gendir.
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Calismamizda bu genlere ait prob bolgelerinde herhangi bir metilasyon
saptanmamistir. Ancak literatiirde basta FHIT olmak iizere bu genlerin metilasyon
durumlan ile ilgili c¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Bowman ve arkadaslarinin(3)
KHOAK’li hastalarda yaptiklar1 bir calismada DAPKI geninde %19 oraninda
metilasyon saptamislardir. Buna benzer olarak Fraipont ve arkadaslarinin(16)
calismasinda bu oran %22 olarak ortaya konmustur. Yine ayn1 calismada FHIT geninde
de %33 oraninda metilasyon saptanmistir. Kim ve arkadaslarinin(32) calismasinda da

FHIT geni i¢in benzer bir oran %34 bulunmustur.

5.2. Metilasyon Spesifik MLPA Yonteminin Literatiirde En Sik Kullanilan

Metilasyon Tarama Yontemleriyle Karsilastirilmasi

MLPA yontemi diinya ve iilkemiz icin olduk¢a yeni bir yontemdir. MLPA ile
yapilmis calismalar heniiz son 2-3 yil icerisinde literatiirde yayinlanmaktadir. Bu
nedenle MLPA ile yapilan calismalarda elde edilen verilerin, karsilasilan sorunlarin,
yontemin giivenirliliginin daha net anlagilabilmesi i¢in benzer calisma sayilarinin

artmasi gerekmektedir.

Literatiirde akciger kanserlerindeki metilasyon profillerinin incelendigi bir¢cok
calisma olmasina karsin, MS-MLPA’ nin kullanilarak yapilan bir calisma heniiz
yaymlanmamistir. Bu agidan da bizim calismamiz bu alanda yapilan ilk ¢alisma olma
ozelligini tasimaktadir. Daha Onceki yapilan arastirmalarda farkli teknikler kullanilarak
bu arastirmalar yapilmistir. Literatiirde yaymlanan ¢aligmalarda en sik kullanilan MSP
yontemidir. Bu yontemin temelindeki islem, elde edilen DNA’ mnin bisiilfit
modifikasyonuyla, sitozinlerinin urasile cevrilmesidir. Metile olan sitozin ise urasile
doniismeyecektir. Kullanilan spesifik dizayn edilmis primerler ile amplifikasyon
gerceklesir. Bu yontemin zorluklar1 arasinda Ozellikle DNA’ mnin bisiilfit ile
modifikasyon basamaginin uzun siirmesi, yiiksek miktarda DNA gerekliligi ve oldukca
zahmetli olmas1 sayilabilir. Ayrica istenen her gen bolgesi icin ayr1 PCR c¢alismasinin
dizayn edilmesi, gerek zaman, gerek isgiicli, gerekse maliyet acisindan bir yiik

olusturmaktadir. Bununla beraber MSP’ nin degerlendirilmesi agoroz jel elektoforezi
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hassasiyetinde olmaktadir. Bu da yontemin giivenirliligini etkilemektedir. Ayrica MSP
calismalarinda mutlaka modifikasyonun olup olmadiginin kontrolii i¢in metile oldugu
bilinen bir DNA 0rneginin internal kontrol olarak calismada yer almalidir. Ancak
literatiir taramalarimiz sirasinda bazi calismalarda bu konuya fazla dikkat edilmedigini
gordiik. Bu durumun sonuglarin dogrulugunu ve giivenilirligini etkileyecegini

diisiinmekteyiz.

Diger bir metilasyon tarama yontemi de RealTime PCR yontemidir. Bu yontemde
de MSP ile ayn1 modifikasyon basamaklar1 takip edilir. Dolayisiyla MSP’ deki
dezavantajlar bu yontem icinde gegerlidir. Fakat giivenilirligi ve duyarhilign MSP’ ye
gore yiiksektir. Fakat yontemin maliyeti oldukga yiiksektir. incelenen literatiirlerde
RealTime PCR yontemiyle bulunan metilasyon oranlar diger caligmalara gore daha

yiiksek olarak bildirilmistir.

MS MLPA yo6ntemi incelenecek prob bolgelerinin hibridizasyonu, hedef dizilerin
ligasyonu, metilasyon spesifik Hhal ile metile olmayan bolgelerin kesimi ve kesilmeyen
bolgelerin amplifikasyonu esasina dayanir. Bu yontemle tek reaksiyonda otuza yakin
gen bolgesi incelenebilmektedir. Aym1 zamanda bu yontemde ayni hastadan Hhal
enzimli ve enzimsiz 2 ayn reaksiyon yapilmasi, probmiksin icinde bulunan kontrol
pikleri, ve her reaksiyon grubunda 4 saglikli bireyden elde edilen DNA oOrneklerinin
kontrol olarak degerlendirilmesi ile 3 ayr1 kontrol asamasi mevcuttur ki bu diger
yontemlere gore bir avavntaj olarak degerlendirilebilir. Aym1 zamanda MS
MLPAyénteminde az miktarda DNA yeterli olmaktadir. Buna ek olarak ihtiya¢ duyulan
techizat ve maliyet agisindan da kabul edilebilir seviyede bir yontemdir. Tiim bu
ozellikleriyle MS MLPA bir¢cok molekiiler yonteme alternatif olabilecek potansiyele
sahiptir.

Yontemin dezavantajlar1 incelendiginde, kullanilan DNA kalitesi basta
gelmektedir. Kullanilan DNA kaynagina gore sonuglar arasinda farkliliklar goriilebilir.
Kandan elde edilen DNA ile calisildiginda elde edilen pik kalitesi ile dokudan elde

edilmis pik kalitesi arasinda farkliliklar olugsmaktadir. Bu sorunu en aza indirmak i¢in
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calisilacak hasta ve kontrol DNA’larinin aym materyalden elde edilmesi, DNA
ekstrasyonun miimkiin oldugu kadar ayn1 sartlarda ve ayn1 malzemelerle yapilmasi gibi
cesitli standardizasyon islemleri uygulanmalidir. Bizim calismamizda timor
dokusundan elde edilmis DNA’ lara ait pik goriintiisii ile ayn1 hastaya ait tiimor dokusu
icermeyen komsu akciger dokularindan elde edilen pik goriintiileri arasinda bile
farkliliklar gozlenmistir. Bu nokta da karsilastigimiz en onemli problem, DNA miktari
diisiik 6rneklerde genel pik diisiikliigii ve drneklerdeki sonlara dogru meydana gelen pik
diismeleridir. Bu problemin ¢6ziimiinde dokudan tekrar daha yogun DNA elde edilerek

calismanin tekrar edilmesi olmustur.

Calismamizda karsilagilan en Onemli problem, DNA miktar1 diisiik olan
orneklerde saptanan pik kalitesinin degerlendirilemeyecek diizeyde olmasiydi. Ayrica
baz1 6rneklerde kapiller jel elektroforezinin ilk asamalarinda kaliteli pik elde edilirken
devaminda pik yiiksekligindeki diisiikliikler analizlerin tekrarlanmasina neden oldu. Bu

nedenle DNA miktar1 ve kalitesi bagarili MS-MLPA analizi i¢in ¢ok dnemlidir.

5.3. Metilasyon Spesifik MLPA Yonteminin Akciger Kanserlerinde

Kullanilmasi

Bu caligsmada kullanilan MEOO1B MLPA kiti cesitli kanser tiirlerinde tanimlanmig
tiimor baskilayici genlerin metilasyon profillerini ortaya koymak iizere hazirlanmigtir.
Probmiks icerisinde daha once akciger kanserleriyle iligkilendirilmis genler yaninda
diger kanserlerle iligkilendirilmis ancak heniiz akciger kanserlerinde arastirilmamis
genlere ait problar da mevcuttur. Ornegin VHL genindeki metilasyon profilinin
incelendigi akciger kanser calismasina rastlanmamistir. Ancak calismamizda VHL
geninin gerek tiimor dokusu gerekse ¢cevre dokularda saptanan %4 ve %7’lik metilasyon

oranlar1 ad1 gecen genin KHOAK gelisiminde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

81



MS-MLPA tekniginin hizl1 bir sekilde bircok genin metilasyon profilini ayni anda
incelemesi sayesinde kanserin genomik taramalarinda kullanim1 saglayacaktir. Ozellikle
literatiirlerde belirtildigi gibi kanserin erken donemlerinde CpG adalarinda meydana
gelen hipermetilasyonun balgam ve kandan elde edilecek DNA ornekleriye akciger
kanserinin genomik taramalarindaki ©nemi bilindiginden MS-MLPA gerek kolay
uygulanabilirligi, gerek sonug alma siiresinin kisaligi gerekse maliyetinin diisiik olmasi

ile bu alanda yaygin bir kullanim alan1 bulacaktir.

Ancak calismada elde ettigimiz sonuglarin literatiirdeki diger oranlara gore diisitk
saptanmasi, her genin promoter bolgesinde incelenen CpG adacik bolgeleri ile diger
caligmalarda incelenen bolgeler arasindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi
diisiincesindeyiz. Bunun yanisira yoOntemin hassasiyeti konusunda daha yiiksek vaka
sayitli ve yontemin diger yontemlerle konfirmasyonunu iceren g¢aligmalara ihtiyag

oldugunu isaret etmektedir.

82



6. SONUC ve ONERILER

Calismada KHOAK ’lerinde, parafine gomiili 100 tiimor dokusundan ve 100
cevre akciger dokusundan elde edilen DNA oOrmnekleri,  akciger kanseri ile
iligkilendirilmis 24 farkli genin metilasyon profilleri MS-MLPA yo6ntemiyle incelenerek

literatiir ile uyumlan karsilastirildi.

Bu calismada elde edilen ilk kazanim, basarili bir MS-MLPA c¢alismas1 icin
kullanilacak DNA miktarinin ve kalitesinin éneminin anlasilmasi olmustur. Parafinize
dokulardan DNA izolasyonunda yeterli ve kaliteli DNA elde ederken ¢esitli sorunlarla
karsilagilmis ve mevcut protokoller {izerinde modifikasyonlar uygulanarak bu sorunlar
coziilmiistiir. Yeterli ve kaliteli DNA eldesinin basarili bir MS-MLPA uygulamasindaki
en Onemli asama oldugu belirlenmistir. DNA miktarinin yetersiz ve kirli olmasi elde
edilen piklerin kalitesini diistirmekte ve pik analizinde sikintilara, yanls-pozitif ya da

yanlig-negatif sonu¢ alinmasina neden olmaktadir.

MS MLPA teknigi, hizli bir sekilde bir¢ok genin metilasyon profilini ayn1 anda
inceleyebilen, etkin, ucuz, kolay ve hizli bir yontemdir. Ayn1 anda cok sayida gen
bolgesinin analizi gergeklestirilebilmektedir. Deneyimlerimiz dogrultusunda metilasyon
paternlerinin incelendigi diger yontemlerle karsilastirildiginda is, zaman ve maliyet
acisindan MS-MLPA yonteminin diger yontemlere gore cok daha ekonomik oldugu
gozlenmistir. Ancak MS-MLPA’nin duyarliligl ve hassasiyetinin belirlenmesi i¢in genis
arastirma populasyonlarinda farkli yoOntemlerin aym1 zamanda uygulanmasit ve

sonuclarin karsilagtirilmasi gerektigi goriisiindeyiz.

Calisgilan tiimor ve cevre akciger dokularinda ozellikle CDKN2B, BRCAI,
CDHI13, HICI genleri basta olmak iizere TIMP3, ATM, CDKNIB, PTEN, CD44,
RASSFI1, VHL, ESRI ve IGSF4 genlerine ait prob bolgelerinde metilasyon saptanmaistir.
APC, CDKN2A, MLHI, RARB, CHFR, GSTP1 genlerine ait prob bolgelerinde yalnizca

hastalarin tiimoral dokularina ait prob bolgelerinde metilasyon saptanirken, CASPS
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genine ait prob bolgesinde sadece cevre akciger dokularinda metilasyon goriilmiistiir.
Ayrica MEQO1 probmiksi i¢inde bulunan BRCA2, DAPKI, TP73 ve FHIT genlerine ait
prob bolgelerinde ise gerek tiimoral gerekse cevre akciger dokularinda metilasyon
goriilmemistir. Bu bulgular KHOAK’lerde tiimor baskilayici genlerin fonksiyon
kayiplarinda gen mutasyonlarinin yam sira hipermetilasyon mekanizmalarinin da etkili
oldugunu gostermistir. Calismada elde edilen frekanslar, literatiirde belirtilen sikliklarla
birlikte degerlendirildiginde tiimorel heterojenite dikkat cekiciydi. Aymi analiz
yonteminin kullanildig arastirma populasyonlarinda dahi metilasyon sikliginda anlaml

farkliliklar gozlenmistir.

Calismamiz, metilasyon analizlerinin MS-MLPA ile degerlendirildigi ilk ¢alisma
olma oOzelligi tasimaktadir. Diinya literatiirinde MS-MLPA yonteminin akciger
kanserlerinde uygulanmasina iliskin bir calismaya rastlanmadigindan elde edilen
bulgular bu alandaki calismalar i¢in bir temel niteligindedir. Ayrica, calismada
degerlendirilen VHL ve CD44 gibi timor baskilayici genlerin KHOAK tiimoérlerinde
metilasyon paternleri agisindan incelenmeleri de bilgilerimiz dogrultusunda ilk olma
niteligi tagimaktadir. Bu genlerden 6zellikle VHL geni hipermetilasyonunun KHOAK
olgularinda detayl olarak incelenmesi gerektigi diisiincesindeyiz. Ciinkii gerek tiimor
dokusu gerekse cevre dokularda VHL hipermetilasyon sikligi, ¢calismamizda incelenen
toplam 24 gene iliskin sikliklar birlikte degerlendirildiginde pek cok gene iliskin

hipermetilasyon sikligindan daha yiiksekti.

Calisma verilerimizde saptanan frekans degerleri, MS-MLPA yontemi ile
incelenen c¢aligma olmamasi nedeniyle farkli yontemlerle elde edilen oranlarla
karsilagtirilmigtir. Serimizde hipermetilasyon sikligi genellikle literatiirdeki oranlara
gore diisiik bulunmustur. Bunun nedenleri arasinda; kullanilan yontemlerin farkliligi en
onemli etkendir. Diger taraftan, calismamizda incelenen her genin promoter bolgesinde
incelenen CpG adacik bolgeleri ile diger calismalarda incelenen bolgeler arasindaki
farkliliklarin da metilasyon frekansindaki cesitlilikte 6nemli oldugu diisiincesindeyiz.
Bu faktoriin, literatiirde aym yontemle elde edilen verilerdeki heterojeniteyi de
acikladigim diisiiniiyoruz. Serimizde incelenen 24 genin farkli CpG adacik bolgelerinin

degerlendirilmemesi, calismamizda eksik olan yondii. Bu c¢alismanin devam eden
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stirecinde ayni1 genlerin farkli bolgelerinin de metilasyon agisindan degerlendirilmesi

hedeflenmistir.

Timor dokusu ile c¢evre dokulardaki metilasyon sikliklann  birlikte
degerlendirildiginde; histopatolojik olarak normal olan cevre dokularda da sikligin
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu yiiksek siklik, rezeksiyon alaninin dar-genis tutulmasi
tartigmasin1 giindeme getirdigi gibi tiimor olusumundaki molekiiler mekanizmalar
acisindan da onemlilik arzetmektedir. Tiimor baskilayicit gen hipermetilasyonu tiimér

gelisimine yatkin hiicrelerde erken gelisen bir olay m1? sorusu yanit beklemektedir.

Calismaya dahil edilen farkli gradelere iliskin olgu sayisi, incelenen 24 farkli
genin her biri i¢in yeterli olmadigindan farkli gradelerde her genin metilasyon
sikliklartm  karsilastirma ve KHOAK karsinogenezis siirecinde metilasyon
mekanizmasinin  timoOr progresyonundaki yeri konusunda bir degerlendirme
yapilamamistir. Ancak GI ve GII olgularin1 erken grade ve GIII olgularim ileri grade
olarak gruplandirdigimizda, ileri grade olgularda hem tiimoral dokularda hem de ¢evre
akciger dokularinda inceledigimiz genlerin daha sik oranda metile oldugunu saptadik.
TIMP3, APC, CDKN2A, MLHI, ATM, RARB, CHFR, CASPS, CDKNIB, VHLI,
RASSFI1, ESRI, IGSF4 ve GSTP1 genlerinde erken gradeli olgularda ne tiimoral dokuda
ne de cevre akciger dokularinda hi¢ metilasyon saptanmazken, ileri gradeli olgularda

degisik oranlarda metilasyon saptanmigtir.

Calismamiz MS-MLPA ile kanser alaninda yapilmis ilk calisma o6zelligini
tasimaktadir. Bu nedenle benzer calismalar1 planlayan bir¢ok arastirmaya 1s1k tutacaktir.
Benzer calismalardan elde edilecek verilerle yontemin sensitivite ve spesivitesi ile ilgili
daha kapsaml verilere sahip olunacaktir. Ayrica elde edilen sonuclarin diger metilasyon

tarama yontemleriyle karsilastirilmasi buna yardimer olacaktir.
Sonug olarak bir reaksiyonda ¢ok fazla sayida genin metilasyon profilini aym

anda inceleyebilen MS-MLPA yonteminin akciger kanserlerinin metilasyon

profillerinin taranmasinda kullanilabilecek, ucuz ve hizli sonu¢ verebilen 6nemli bir
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molekiiler teknik oldugu ve kanserin genomik taramalarinda da kullanilabilecegi
diisiincesindeyiz.

Son yillarda akciger kanserlerinin erken tami ve genomik taramasinda, gerek
kandan gerekse balgamdan elde edilen DNA orneklerinden bazi tiimor baskilayici
genlerin metilasyon profillerinin arastirlldigr ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu baglamda
MS-MLPA yonteminin diger metilasyon tarama yontemleriyle karsilastirilarak en kisa
siire icerisinde senstivite ve spesivitesinin belirlenmesi ve akciger kanserinin erken
tanisinda rol oynayan markerlere 6zgii kit dizaynlar1 yapilarak rutin kullanima

gecirilmesinin gerekli olduguna inanmaktayiz.
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