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Ozet

Malign Mezotelyoma (MM) genellikle plevra ve peritondan kdken alan
agresif ve nadir gorilen bir kanserdir. MM icin en dnemli risk faktéri asbest
maruziyetidir. Asbestin hicreye verdigi hasar aciklayan cesitli mekanizmalar
one slrilmis olmasina ragmen, heniz konu hakkinda genel kabul goéren
bilgiler olusmamistir. Asbest maruziyeti kimi temashda kansere, kimi temasl
da benign plevral veya akciger hastaliklarina yol agmaktadir. Calismamizda
bu durumun altinda yatan genetik temeli nedeni arastirmak amaciyla MM ve
Benign Asbest PIlorizi’ si (BAP) olan bireylerin genomlarini karsilastirmali
olarak SNP array (Affymetrix/CytoScanHD) ve tim genom dizileme (Illumina
HisegX) yontemleriyle inceledik. Eskisehir Osmangazi Universitesi Akciger ve
Plevra Kanserleri Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde degerlendirilen ve
tanisi konan 55 MM’li hastanin plevral timdérinden ve 18 BAP’li bireyin plevra
dokusundan elde edilen DNA, tim genom SNP array ile tarandi ve iki grup
arasindaki kopya sayisi degisimleri Nexus Copy Number 7.5 programi ile
analiz edilerek karsilastinldi. Bdylece c¢alismamizda MM grubuna 6zgl
anomaliler ve frekanslarn belirlendi. BAP grubunda ise asbest maruziyetine
karsi koruyucu etki gbsterebilecek NF2 geni segmental kopya sayisi artislar
bulundu. Ayrica, MM hastalarinda sarkomatoid histolojik alt tipine 6zgu farkli
genomik anomali kalibi belirlendi. SNP array analizi sonucu hasta grubunda
gbdzlenen kompleks anomali kaliplarini detayli incelemek, hastalikla iligkili
aday nukleotid varyantlari saptamak ve array verilerini dogrulamak amaciyla
3 MM’li bireyin tim genomu dizilendi. Tim genom dizileme yénteminde SNP
array ile belirlenememis, intra-inter kromozomal yeniden dlzenlemeler,
chromoanagenesis benzeri olusumlar ve SKA3-DDX10 gen flzyonu
saptanmistir. Ayrica aralarinda MM vyatkinlik geni olarak bilinen BAP1
genindeki yeni frameshift mutasyon ile diger kanser tirleriyle iliskilendirilmis
bazi patojenik nukleotid varyantlari da bulundu. Calismamizdan elde edilen
sonuglar asbestin neden oldugu malign ve benign degisikliklerin patogenezi
hakkinda yeni bilgiler vermektedir.

Anahtar kelimeler: Biyoinformatik, Benign Asbest Plorizisi, Genomik,
Kanser Genomu, Malign Mezotelyoma, SNP array, Tum Genom Dizileme.



Summary

Malignant Mesothelioma (MM) is an aggressive and rare cancer that
usually originates from the pleura and peritoneum. The most important risk
factor for MM is exposure to asbestos. Although several mechanisms have
been proposed to explain the damage that asbestos gives to the cell, there is
no generally accepted information about the subject yet. Asbestos exposure
leads to cancer in some contacts and in some cases leads to benign pleural
or other pulmonary diseases. We scanned genomes of individuals with MM
and Benign Asbestos Pleurisy (BAP) by SNP array (Affymetrix / CytoScanHD)
and whole genome sequencing (Illumina HisegX) methods in order to
investigate the underlying genetic basis of disease and asbestos damage to
human genome. Patients who enrolled Eskisehir Osmangazi University Lung
and Pleural Cancers Research Center (APKAM) included to this study and,
DNAs extracted from the pleural tumors of the 55 MM patient and the pleural
tissue of the 18 BAP individuals. Both MM and BAP genomes was scanned by
the whole genome SNP array, and copy number profiles between these two
groups analyzed with Nexus Copy Number 7.5 Program. We sequenced 3 MM
genomes in order to examine the complex anomaly patterns observed in the
patient group, identify candidate nucleotide variants associated with the
disease, and to confirm array data. We discovered anomalies and their
frequencies specific to MM group. In BAP group, We found NF2 segmental
copy number gains that may be a protective effect against asbestos
exposure. We found anomalies specific to Sarcomatoid MM. With help of
whole genome sequencing; we discovered, intra-inter chromosomal
rearrangements, chromoanagenesis-like patterns, and SKA3-DDX10 gene-
fusion. Several pathogenic nucleotide variants associated with other cancer
types have been found including a new frameshift mutation in the BAP1
gene. The results of our study provide new information on the pathogenesis
of malignant, benign changes caused by asbestos.

Key Words: Bioinformatics, Benign Asbestos Pleurisy, Cancer Genomics,
Genomics, Malignant Mesothelioma, SNP array, Whole Genome Sequencing.
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1-GIRIS VE AMAC

Malign Mezotelyoma (MM) birincil olarak plevra ve periton mezotel
hicrelerin ser6zal yuzeylerinden kéken alan agresif bir neoplasm turadur (B.
W. Robinson & Lake, 2005) (Tsao, Wistuba, Roth, & Kindler, 2009) (Sekido,
2013). MM, daha nadir olarak perikard veya tunika vajinalisin serdzal
yuzeylerinden de kdken alabilmektedir (Panou et al., 2015), (Sekido, 2013) .
MM olgularinin yaklasik %80 kadari plevral kokenlidir ve Malign Plevral
Mezotelyoma (MPM) olarak adlandiriimaktadirlar. MM ‘nin erken teshisi icin
etkili radyolojik teshis yontemlerinin ve yeterli serum biyobelirteclerinin
olmamasi nedeniyle gec¢ evrelerde saptanabilen, sinsi ilerleyis gbésteren bir
hastalik olarak tanimlanmaktadir (Sekido, 2013). MM’'nin gelistigi vicut
bosluklarinin anatomik bdlgeleri ve karakteristikleri yUzinden, malign
hicreler hem kolay dagilmakta hem de dagdildigi bolgeye yerlesebilmektedir.
MM, patolojik olarak epiteloid, bifazik ve sarkomatoid olmak Uzere U¢ ana
histolojik alt tipten olugsmaktadir (Husain et al., 2009). Bu alttiplere ek olarak
MM ' nin bazi nadir histolojik varyantlari da bulunmaktadir (Sekido, 2013).
MM’da genel olarak konvansiyonel tedaviye cevap alinamamasinin yaninda
prognoz da kotl seyretmektedir (Sekido, 2013). Hastalarin teshisini takiben
mediyan sadkalimlari, cisplatin ve pemetrexed kombinasyonlu yeni tedavi
yaklasimlarina ragmen 9-12 ay arasinda degismektedir (Vogelzang et al.,
2003). Bazi yeni molekiler hedefli ilaglarin, hastaligin kisitli stabilizyonunu
sagladigi godzlemlenmistir fakat suanda bu ilaglarin higbiri standart tedavi
olarak 6nerilmemektedir (Jakobsen & Sgrensen, 2011), (Sekido, 2013).

MM icin tanimlanan major risk faktérleri asbest ve yine bir mineral fiber
olan erionit maruziyetidir. Asbestin yaninda, nadir de olsa diger mineral
fiberlerine ve tibbi amacl x-ray maruziyetinin de hastaliga neden oldugu
bildirilmistir (Field & Withers, 2012). Bunlara ek olarak, bazi calismalar
Simian Virus 40 (SV40) kontaminasyonunun kofaktér olarak MM gelisiminde
rol oynayabilecegini 6ne slirmektedir. (Kroczynska et al., 2006; Middendorf
et al., 2011).

MM vakalarinin % 80’den fazlasinin Asbest maruziyeti nedeniyle oldugu
bilinmekle beraber, ne kadar uzun sire asbeste maruz kalinmigsa hastalik
riskinin de o kadar arttigi 6ne surtlmuistir (B. M. Robinson, 2012). Solunum
yoluyla vicuda alinan ve akcidger, plevrada biriken asbest fiberlerinin, direk
mekanik yolla, biyokimyasal yollarla veya akut immaflammatuar cevapla
karsinojenik etki gosterdigi distnilmektedir. Asbest maruziyeti sebepli akut
inflammasyonun kronik oksidatif stresi indiklemesinin yaninda, genotoksik
lezyonlara, kromozomal aberasyonlara, epigenetik degisimlere neden oldugu
distnidlmektedir (Mossman et al., 2011), (Achilli et al., 2007). Ayrica asbest
fiberleri, kromozomlarla fiziksel etkilesime girerek kromozom ayrilmasina ve
mitoza direk olarak midahale edebilerek mitotik hatalara neden olabilecedi
bildirilmistir (B. W. Robinson & Lake, 2005).
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Asbest maruziyeti, mesleksel temas (endustri nedenli temas) ve
cevresel temas olmak Uzere iki temel kategoride incelenmektedir. Mesleksel
temas asbest maruziyetlerinin  bldyltk cogunlugunu olusturmaktadir
(Eurasian). Asbest, bircok bati lilkesinde yasaklanmis olmasina ragmen hala
ddnyanin belirli bélgelerinde kullanilmaktadir. Bunun yaninda bazi gelismekte
olan Ulkelerde asbestin endistriyel kullanimi, Uretimi ve ithalati artan bir
hizda yapilmaktadir (Azari et al., 2010; Below, Cox, Fukagawa, Hirvonen, &
Testa, 2011), (Brims, 2009). Ilk asbest maruziyeti ve MPM teshisi arasindaki
uzun median latensi slresi (bekleme siresi) bulunmaktadir. (Montanaro et
al., 2009) (Marinaccio et al., 2007). Bu bilgiyle baglantili olarak, MPM
insidansinin, Bati Ulkelerinde 2020 civariyla pik yapmasi beklenmektedir
(Peto, Decarli, La Vecchia, Levi, & Negri, 1999), (Ismail-Khan et al., 2006),
(Pelucchi et al., 2004). Ulkemizde ise yapilan bazi yerel calismalar disinda
insidans hakkinda net bir bilgi heniiz verilememektedir. Ilk asbest ithalatinin
yapildigi 1983 yilindan asbest kullaniminin yasaklandigr 2010 yillarn arasinda
Ulkemize ciddi miktarda asbest girisi yapilmistir. Yaklasik 500000 ton
asbestin kullanildigi Gritnlerle cgalisanlarin 6énimizdeki 30-40 yil boyunca
temaslarinin devam edilecegi de duslnilmektedir (Komisyonu), (Eurasian).
Bu durumda halen c¢ok blylk miktar endistriyel asbest varligindan soéz
edilebilir. Ayrica kayit disi asbest kullaniminda oldugu dastndlirse
Oonumuzdeki yillar icerisinde Mezotelyoma acisindan Ulkemizde baydk bir
sorunla karsi karsiya oldugumuz sdylenebilir  (Eurasian). Ulkemiz
cografyasinda asbestin dogal olarak bulundugu ve temasinin yogun oldugu
iller Sivas, Eskisehir, Kltahya, Bilecik, Yozgat, Diyarbakirdir (Isik et al.,
2001), (Senyigit et al., 2000). Bunun yaninda Nevsehir-Urgiip civarindaki
koylerde (Karain, Tuzkdy, Sarihidir) ve buralarda yasayan kdéylllerde Erionit
ile yogun temas tespit edilmistir. Bu koylerde yasayan insanlar Erionit
barindiran kayalari evlerinde yalitim malzemesi olarak kullanmiglar ve
omurlerinin buyldk bir bdlimiinde erionite maruz kalmiglardir (Y. 1. Baris,
1987), (Eurasian), (M. Metintas, Hillerdal, Metintas, & Dumortier, 2010) (Y.
Baris et al., 1978). 1987 yilinda bu kdylerde tahmin edilen MPM insidansi
100000 ' de 996 olarak bulunmus ve 6élimlerin % 50 den fazlasinin MPM
nedeni ile oldugu kayitlara gecmistir (B. Baris et al., 1995). Ulkemizde
yapilan diger bir calismaya ise tanilari biyopsi 6rnekleri ile alinmis 506 vaka
dahil edilmistir. Bunlardan 464’G plevral, 2’si ise peritonal olarak bildirilmisg,
kadin/erkek orani 0,7 (213-293), yas ortalamasi kadinlarda 55.5, erkeklerde
ise 55.8 olarak saptanmistir. Asbest veya erionit mesleksel temasi olmayan
vakalarin % 6’s1 Karain, Tuzkdy, Sarihidir kdylerinden oldugu saptanmistir
(Arslan). Bu bilgiler goz o6ninde bulunduruldugunda Ulkemizde gerek
mesleki gerekse de gevresel asbest ve erionite temasi riskinin ytuksek olmasi
nedeniyle MM, ciddi bir saglik problemi olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Buna
karsilik, agir asbest maruziyetinin oldugu bireylerin sadece %5-%17 arasinda
degisen oranlarda Mezotelyoma gelistirdikleri rapor edilmistir (Neri et al.,
2008). Bu durumda, hastalik etiyolojisinde genetik bir etmenin etkili
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olabilecegi distnulmuis ve bu goris, hastaligin bazi aile bireylerinde birikim
gbstermesiyle (Neri et al., 2008), (Ascoli et al., 2007; Ugolini et al., 2008)
(de Klerk et al., 2013) ve bazl aday-gen iliskilendirme c¢alismalariyla
desteklenmistir (M Betti et al., 2011; Neri et al., 2008). Ornedin BAP1
(BRCA1l-associated protein 1) genindeki mutasyonlarin Mezotelyoma,
Melanoma ve diger bazi kanser tirlerine de neden olabilecek yeni kanser
yatkinlik sendromunu ortaya cikardigi 6ne sartlmistir (J. R. Testa et al.,
2011). MM yatkinligina neden olabilecek BAP1 gibi bircok gen mutasyonuna
ek olarak Mezotelyoma timoér DNA ‘larinda daha buyidk kromozomal bdlgeleri
etkileyen anomaliler de bulunmustur. Bu anomalileri saptama amach bircok
sitogenetik calisma yapilmis olup, 6zetle 1p, 3p, 6q, 9p, 17p ve 22q gibi
bolgeleri etkileyen kopya sayisi degisimleri sik rastlanan anomaliler olarak
literatirde yer almistir (Murthy & Testa, 1999; Pass, Vogelzang, & Carbone,
2006), (Taguchi, Jhanwar, Siegfried, Keller, & Testa, 1993), (J. Testa, Pass,
& Carbone, 2001). Sik rastlanan kromozomal anomali bolgelerine ragmen
diger kanser genomlarinda da gorildiga gibi Mezotelyomada da anomali
kaliplari heterojenite gostermekte ve hastadan hastaya farkh kaliplara
rastlanilmaktadir.

MM’ nin nadir rastlanan bir malignensi olmasindan dolayi, hastaligin
altinda yatan molektller patogenez bilgisinin (6zellikle genetik) diger sik
rastlanan kanser tirlerinden elde edilen bilgilere goére geri kaldigi séylenebilir
(Sekido, 2013). Bu bilgi azligindan dolayi, MM, genellikle erken donemde
teshis edilememekle beraber etkin tedavi segeneklerine de sahip degildir.
Sonu¢ olarak hastalar kisa zamanda kaybedilmektedir. Bu durum
arastirmacilari Mezotelyomaya 6zgu, yeni tani ve tedavi segeneklerinin 6nuna
acacak molekdler biyolojik ve genetik belirteclerin saptanmasina itmektedir.
Bu sayede hem asbeste maruz kalmis ve Mezotelyomaya yakalanma riski
tasiyan bireyler Onceden saptanabilecek, hem de patojenizin de
aydinlatilmasiyla daha etkin tedaviler gelistirilebilecektir. Bu amaci
gerceklestirmek igin 6ncelikle karmasik MM kanser genomunun yapisinin
anlasiimasi, etkilenen gen bdlgeleri ile bu genlerin gdrev aldiklari molekuler
yolaklarin ortaya c¢ikarilmasi gerekmektedir. Ayrica elde edilen genomik
verilerin MM igin birincil risk faktorl olan asbest maruziyeti ile olan iliskisi de
incelenmelidir. Sonuc¢ olarak bu kapsamli inceleme ve arastirma sonucu
MM'nin zayif yonleri anlasilabilecegi gibi, tedavi, takip acisindan da 6nemli
avantajlar elde edilebilecektir.

Bu gline kadar MM igin, hem genetik hem de seruma ait cesitli belirtecler
one surldlmis olmasina ragmen, so6z konusu belirteclerin 6zgullikleri ve
duyarhliklari hasta kohortlarinda farklilik gdstermektedir. Konuya genetik
acidan bakildiginda, en biyilik sorun olarak kanser genomunun karmasikligi
ve icerdigi heterojenite karsimiza gikmaktadir. Ayni kanser tipine yakalanmis
hastalarda bile genomik anomali kaliplari 6nemli oranda dedisiklik
gostermektedir. Son yillarda kullanilan genomik teknolojilerin ilerlemesi ve
bu teknolojilerden elde edilen verilerin etkin biyoinformatik yaklasimlarla
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yorumlanmasl sayesinde, MM patojenezi hakkinda o6nemli ipuclar elde
edilmektedir. Bununla beraber halen yanitlanamamis bircok soru isareti
bulunmaktadir. Ozellikle asbest maruziyeti sonucu gelisen Malign (8rnegin
MM) ve benign hastaliklarda genomun nasil hasar goérdigl veya hicreyi
malign donlsimden koruyan genetik faktorlerin olup olmadigi henliz tam
olarak aydinlatiimamistir. Bu sorunun vyanitini aramak amaciyla bu
calismamizda asbest maruziyeti sonucu MPM’ye yakalanmis hasta bireylerin
plevral timdr dokularindan elde edilen DNA’lar ile, asbest maruziyeti sonucu
Benign Hastaliklara yakalanmis ve malign bir hastalik gézlenmemis Benign
Plevral Plorizili (BAP) bireylerin plevral dokularindan elde edilen DNA ' lar tim
genom capinda SNP array ydntemi kullanilarak karsilastirmali olarak
incelendi. Bu calisma esnasinda, O6zellikle MPM’li hastalarda saptanan
karmasik anomali kaliplarint hem nukleotid dizeyinde detayl incelemek hem
de elde edilen SNP array verilerinin dogrulamasini saglamak igin TUBITAK
1002 projesi de gercgeklestirildi. Bu proje kapsaminda hasta grubundan
secilen (¢ bireyde tim genom dizilemesi gerceklestirildi.



2-GENEL BILGILER

2.1-Tanim ve Tarihge

Malign Mezotelyoma (MM) plevra, periton, perikard ve ¢ok nadir olarak
ta tunica vajinalisin mezotel ortisinden kdken alan agresif bir tUmor
cesididir (B. M. Robinson, 2012). Bunlar icinden, Malign Plevral Mezotelyoma
(MPM), tim Mezotelyoma olgularinin yaklasik %80’ nini olusturmaktadir
(Leigh, Davidson, Hendrie, & Berry, 2002),(Price & Ware, 2009). MM,
patolojik olarak epiteloid, bifazik ve sarkomatoid olmak Uzere U¢ ana
histolojik alt tipten olugsmaktadir (Husain et al., 2009). Hastalarda, genellikle,
nefes darligi, go6gids duvari agrisi ve plevral eflizyon gibi sikayetler
gorulmektedir (Committee, 2007). Hastaligin teshisi genellikle ilerlemis
evrelerde yapilabilmekte ve tedavi gérmeyen hastalarin ortalama hayatta
kalimlar bir yildan az olmaktadir (Milano & Zhang, 2010), (B. M. Robinson,
2012).

2.2-Etiyoloji

Asbest ve Mezotelyoma arasindaki iliski ¢ok iyi tanimlamis olup
etiyolojik fraksiyonu %80’ nin Uzerindedir (J. McDonald & McDonald, 1996).
Asbest Uretiminin ve ekonomik kullanimindan dnceki zamanlara bakildiginda
gercekten de hastaligin ¢cok daha nadir gozlendigi bildirilmistir (Strauchen,
2011), (Mark & Yokoi, 1991). Asbest ve Mezotelyoma arasindaki baglanti ilk
olarak 1960 yilinda Wagner ve arkadaslan tarafindan (Wagner, Sleggs, &
Marchand, 1960), Guney Afrika, Western Cape’te crocidolite asbeste maruz
kalan 33 bireyde gosterilmistir. Bu bilginin dogrulanmasi, 1965-75 arasi
yapilan 8 vaka kontrol calismasinda gerceklestirilmis, maruziyet ve relatif
risk oranlari 2.3 ve 7.0 olarak bildirilmistir (J. C. Mcdonald, 2010). Yine
McDonald 43 kohort calismasini dzetleyerek, asbest maruziyeti ile orantisal
6lim oranlarinin 2,5 ile 102,3 arasinda degistigini gosteren bir calisma
yayinlamistir (C. McDonald, 2008).

Asbest, Serpentin ve Amfibiole olmak Uzere iki ana form olarak
tanimlanmaktadir. Tek Serpentin tipi ‘“'Chrysolit” (Beyaz Asbest) olarak
adlandinimaktadir. Bu asbest endUstride kullanilan asbestin yaklasik %95'nin
olusturmaktadir (Virta, 2006),(B. M. Robinson, 2012). Amfibiol grubu ise
Amosit, Crocidolit, Tremolit ve Anthophylit ‘ten olusmaktadir (Cancer, 2012).
Bu grup daha diiz, igne seklinde, kolay dagilir ve ufalanabilir 6zellikleriyle
chrysolit'ten ayrilmaktadirlar. Amfibiollerden, Amosit (kahverengi asbest) ve
Crocidolite (mavi asbest) endustriyel o6lcekte en fazla kullanilan asbest
cesitleridir. Ana asbest fiberleri arasindan 6zellikle Chrysolit'in kansere
neden olup olmadigi hala tartismalidir. Hodgson ve Darnton, 17 kohort
Uzerinde ortalama kumdulatif (biriken) maruziyet Uzerinde calismislar ve
sirasiyla Chrysolit, Amosit ve Crocidolit risk oranlarini 1:100:500 olarak
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saptamiglardir (J. T. Hodgson & Darnton, 2000). Bazi goéruslerde Chrysolit’ in
aslinda bir karsinojen olmadigi ve Chrysolit maruziyeti gézlenen olgularda
onkojenezin, asli nedeninin Amfibiol (Tremolit) kontaminasyonu sonucu
oldugunu 6ne sirtlmektedir (Britton, 2002). Epidomiyolojik literattir gézden
gecirildiginde, Chrysolit'in malign potansiyeli hakkinda tartismali sonuglar
ortaya cikmaktadir (Kanarek, 2011), (Yarborough, 2006). Ayni zamanda
hastalarin akcigerlerinde biriken fiberler ilgili calismalarda hem Amfibiolln
hem de tek basina Chrysolit fiberlerinin yluksek olasilik oranina (odds ratio)
sahip risk olusturduguna dair bulgular da mevcuttur (J. C. Mcdonald, 2010).
Elde edilen kanitlara dayanarak Diinya Saglik Orgitii (WHO) her tip asbestin
insanlarda kansere neden oldugu kararini almistir (Organization, 2009).
Mezotelyomada asbeste ilk maruziyet ile teshis zamani arasindaki sire
uzundur. Glney Gallerdeki ve Avusturalyadaki arastirmacilar 1972-2004
aras! teshis edilmis cinsiyetten bagimsiz olgularda ortalama latensi siresini
42,8 yil olarak hesaplamiglardir. Buna ek olarak peritonal Mezotelyomanin
anlamli olarak plevral Mezotelyomadan daha kisa bir latensi suresine sahip
oldugunu bildirmislerdir (Hyland, Ware, Johnson, & Yates, 2007; B. M.
Robinson, 2012). Italya’da yapilan ikinci bir calismada ise 1993-2001 arasi
incelenen 2,554 olguda ortalama latensi slresi 44,6 yil olarak bulunmus ve
dikkat cekici bir bulgu olarak ta mesleksel maruziyeti olan vakalarda daha
kisa bir latensi siresi oldugunu rapor edilmistir (Marinaccio et al., 2007).
Latensi suresi ile asbest maruziyeti sliresi veya maruziyet derecesi ile ters bir
oranti oldugu belirten bazi kanitlar bulunmaktadir (B. M. Robinson, 2012).
Ingiliz tersane isgilerini kapsayan bir seri lizerinde yapilan galismada Hilliard
ve arkadagslari, iscileri asbeste maruziyetlerine gére devamli ve aralikli
maruziyet olarak kategorize etmisler ve yogun asbeste maruz kalan
bireylerin daha kisa bir latensi sliresine sahip oldugunu gérmuslerdir (Hilliard,
Lovett, & McGavin, 2003). Bu bulgulari destekler nitelikte sonuclar alinan
diger bir calismada ise, asbeste maruziyetin cok agir oldugu yalitim iscilerinin
de latensi slrelerinin 20-30 yil arasinda oldugu rapor edilmistir (C. Bianchi &
Bianchi, 2007). Kisa veya uzun slre asbest maruziyetinin Mezotelyoma
gelisimi ile iliskilendirilmis olmasina ragmen, asil hastalik riskinin doz bagiml
oldugu belirtilmistir (B. M. Robinson, 2012). Bu bilgiye 6rnek olarak, asbest
maruziyetinin yodgun oldugu bir popllasyon olan Bati Avusturalya asbest
maden kasabasi Wittenoom da yapilan calismadan elde edilen sonuclar
verilebilir. Bu kasabada yasayan yogunluk ve sire acisidan ylksek asbest
maruziyetine sahip insanlarda hastalik gelisimi oranlarinin da ytksek oludugu
goérulmuistiar (Hansen, De Klerk, Eccles, William Musk, & Hobbs,
1993),(Armstrong, de Klerk, Musk, & Hobbs, 1988). Norvecte yapilan bir
calismada hem yalitim hem de asbest-cimento iscilerinin calisma slre
uzunluklarinin  da benzer bir sekilde Mezotelyoma riskini arttirdigi
bulunmustur (Ulvestad, Kjeerheim, Martinsen, Mowe, & Andersen, 2004),
(Ulvestad et al., 2002). Ulkemiz Kapadokya bdlgesinde bulunan kdylerde
fazla sayida Mezotelyoma olgusunun gézlenmesi ve konu hakkinda calisiimasi
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ile asbest disinda da diger bir etiyolojik faktoriin oldugu ortaya cikmistir
(Artvinli & Baris, 1979). Bu bdlgede yine asbest gibi fibréz mineral olan
erionit, koylulerin akcigerlerinde bulunmus ve hayvan modellerinde de
calisilarak karsinojenik bir ajan oldugu ortaya konulmustur (Yang, Testa, &
Carbone, 2008). Buna ek olarak etkilenmis ailelerde yapilan pedigri analizleri
sonucu bu bolgelerde otozomal dominant kalitim 6zelligi gosteren genetik
yatkinhk faktérindn olabilecedi 6nerilmis, bu sonuca bagli olarak ta hastalik
patojenizinde potansiyel bir  gen-cevre etkilesiminin olabilecegi
distundlmastir (Roushdy-Hammady, Siegel, Emri, Testa, & Carbone, 2001).
GUnldmuzde calismalar bu yatkinlik geninin saptanmasina yogunlasmistir. Bu
konu kapsaminda bazi yeni aday genler Onerilmis fakat henliz kesin bir
sonuca ulasilamamistir.

Bir DNA virtGsu olan, Simian viris 40 (SV40), Malign Mezotelyoma
gelisime neden olan bir kofaktdr olarak onerilmektedir. insanlarin SV40 ile
enfeksiyonunun, 1970' lerin sonlarina dogru yapilan yapilan polio asilarina
kontaminasyonlari sonucu gerceklestigi distnilmektedir (Cutrone et al.,
2005). SV40’ Iin timor slpressor genlerini inaktive ettigi ve hayvan
calismalariyla onkojenik potansiyelinin oldugu gosterilmistir (Cicala,
Pompetti, & Carbone, 1993). Bu virisun ozellikle insan Mezotelyoma
orneklerinde mezotel hicrelerinde konakladigi gézlenmistir (Hirvonen et al.,
1999). TUm bu bulgulara ragmen SV40 ‘Iin insan Mezotelyoma insidansindaki
rolt hentz netlesmemistir (B. M. Robinson, 2012).

2.3-Epidemiyeloji

Dinya Capinda Mezotelyoma insidansi 20. YlUzyilin ortalarindan itibaren
yikselmektedir. Diinya Saglik Orgitl verilerine gére 1994 ve 2008 vyillari
arasi Mezotelyoma 6lim oranlar incelendiginde yasa bagli 6lim orani bir
milyonda 4,9 kisi, yas ortalamasi 70, erkek kadin orani 3,6:1 olarak
aciklanmistir  (B. M. Robinson, 2012). Ulkeler arasinda da Malign
Mezotelyoma insidasinin heterojenite gosterdigi gortlmektedir (Tablo 2.1).
Ulkemizde ise bazi yerel calismalardan elde edilen 6zet Tablo 2.2’ de
verilmektedir.



Tablo 2.1: Endustriyel toplumlardaki Mezotelyoma insidanslari (B. M. Robinson, 2012).

Ulke Yil Olgu iInsidans Erkek/Kadin Beklenen Tahmini Tahmini
pik Gelecek olgular Periyot
Avusturalya 2008 661 29 4:1 2014-2021 6500 (Clements 2004-
et al., 2007) 2060
Birlesik Krallik 2009 2560 29 4:9:1 2011-2015 65000 (J. 2002-
Hodgson, 2050
McElvenny,
Darnton, Price, &
Peto, 2005)
ABD 2009 - 10 4.6:1 2000-2005 85000(7J. 2008-
Hodgson et al., 2054
2005)
italya 2004 - 24 2.6:1 2015-2024 800/yil 2012-
(Marinaccio et al., 2024
2005)
Japonya 2007 1068 8+- 3.5:1 2027 66,000 (Myojin, 2003-
Azuma, 2050

Okumura, &
Uchiyama, 2012)
(Murayama,
Takahashi,
Natori, &
Kurumatani,
2006)




Tablo 2.2: Tlrkiye’de mezotelyoma epidemiyolojisi ile

Calisma yeri Yil Hiz Calisma
Ozelligi
izmir 2001 E:0,7/100bin Genel
K:0,3/100bin Populasyon
Karain 1975- 11 6lim Erionit
1978 temasli
575 kisi
Karain/Tuzkdy 1979- %44.5 Erionite
2003 temasi
Karain E:639/10000 Erionite
K:1267/100000 Temasl
mortalite
Eskisehir E:114.8/100000 Asbest

K:159,8/100000 temasi

Diyarbakir 22,8/100000 Genel
Popilasyon
Maden, Ergani, 1990- 42,9/1000000 Asbest
Clingiis, Cermik, 1999 temasl
Siverek mortalite
Karagdi, Isparta 2005 1/132 Asbest
temasl
132 kiside
mortalite
Caparkayi/Cankiri 1988 4/425 Asbest
temasl
425 kiside
mortalite

Hekimhan, Arguvan/Malatya | 2005 E:1,45/100000 Asbest
K:7,46/100000 temasli
mortalite
Sivas 2010 3 olgu 2970
olguda
prevalans

ilgili calismalar (Eurasian).

Kaynak

(Fidaner, Eser, & Parkin, 2001)

(Y. Baris et al., 1978)

(Y. I. Baris & Grandjean, 2006)

(M. Metintas et al., 2010)

(S. Metintas, Metintas, Ucgun, & Oner,
2002)

(Senyigit et al., 2000)

(Senyigit, Dalgic, Kavak, & Tanrikulu,
2004)

(Sahin, Ozturk, Songur, Bircan, &
Akkaya, 2009)

(Y. Barig et al., 1988)

(Hasanoglu, Yildirim, Ermis, Kilic, &
Koksal, 2006)

(Bayram et al., 2013)

Ulusal veri girdileri glvenilir dizeyde olan ulkeler olan Avusturalya, Birlesik
kralliktan elde edilen verilerde, 2009 yili igin yas standartize insidansin her iki
populasyon igin bir milyon kiside 29 oldugu bildirilmistir. Avusturalyada,

erkek olgular cok sayida olmakta, yeni teshis

olan bireylerin %75’'inden

fazlasinin 65 yas ve Ustl oldugu kayit altina alinmistir. Karsilastirmali
hastalik dagiliminin Birlesik Krallikla daha belirgin yapildigi gorilmektedir.
Erkeklerde insidansin 1980 yilindan beri 5 kat arttigi ve yasa 6zgi insidansin
erkeklerde 80-84 yas araliginda, kadinlarda ise 75-79 yas arasindaki pik
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yaptigi gortlmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde, National Cancer
Institute’s Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) programi
veribankasi analizlerine gére daha cok yash erkeklerden olusan ve heryil
2500-3000 vakanin ortaya cikacagr tahmin edilmektedir. SEER verilerine
gére 2000-2005 vyillan arasindan itibaren, yeni Mezotelyoma vakalarinin
ortaya cikisinda bir plato evresi ve nihai disisin oldugu goriulmektedir (Price
& Ware, 2009),(Price & Ware, 2004). Avrupanin bluylk bir kesimini kapsayan
ham insidans verilerine goére her yil milyonda 10-20 vakanin oldugu rapor
edilmistir (C. Bianchi & Bianchi, 2007). Rapor edilmemis vakalar ylzunden
Global Mezotelyoma insidansinin anlamh o6lcide 6lium kayitlarindan daha
ylksek oldugu distntlmektedir (B. M. Robinson, 2012). Park ve arkadaslari
kimulatif asbest kullanimi ve hastalik insidansi arasindaki iliskiyi kullanarak
asbest tliketiminin oldugu Ulkelerdeki henliz rapor edilmemis Mezotelyoma
vakalarinin tahminini yapmislardir (Park et al., 2011). Rusya, Kazakistan,
Cin, Hindistan ve Tayland gibi Ulkelerde 2008 kadarki 15 yilhk slrecte
yaklasik 39000 vakanin ortaya cikabilecegini ‘'Gizli hastalik yiksi” (Hidden
burden of disease) adi verilen bir algoritma ile tanimlamiglardir. Bu vaka
sayisina ek olarak gelismekte olan Ulkelerdeki yetersiz 6lim kayitlari ve 1994
yilina kadar plevral malignensiler igin gegerli ICD kodlarinin olmayisi
ylzinden gercek Mezotelyoma insidansinin oldugundan daha dislk olarak
gorildiguni dustnidlmektedir (Okello, Treasure, Nicholson, Peto, & Mgller,
2009), (Camidge, Stockton, & Bain, 2006), (B. M. Robinson, 2012).
Ulkelerde asbest maruziyet haritalarinin gikarilmasi insidansta ve 6lim
oraninda bélgeler arasi dedisiklik gdsterdigini ortaya cikmistir. Italya’da
hastaligin daha c¢ok asbest-cimento fabrika, tersane, rafineri ve
petrokimyasal endistri bdlgelerinde yogunluk gésterdigi bildirilmistir (Fazzo
et al., 2012). Benzer bir sekilde Birlesik Krallik'ta da ylksek Mezotelyoma
6lim oranlarinin, gemi yapiminin yogun oldugu bdlgeler olan Barrow-in-
Furness, Plymouth, Portsmouth, Tyneside and Tyneside and Southampton
‘da yodunlastigi kaydedilmistir (McElvenny, Darnton, Price, & Hodgson,
2005). SEER veritabanindan elde edilen verilerde de hastaliga yakalanma
oranlarinda bolgesel farkliliklar géze carpmaktadir. Gemi endistrisinin yogun
oldugu bolgeler olan Hawaii ve Seattle Puget Sound’ta sirasiyla milyonda 4.5
ve 23.3 olan bir insidans arahd bildirilmistir. Ikincil cevresel maruziyete
bagl bazi yiksek insidans kiimelenmeleri de tanimlanmistir (B. M. Robinson,
2012). Ulkemizde bazi kéyler (S. Metintas et al., 2002), Yeni Kaledonya
(Baumann et al., 2011) milyonda 1000 gibi ylksek insidansa sahip bélgelerin
bulundugu bildirilmistir. Malign Mezotelyoma igin kabul edilmis bir etiyolojik
faktor olarak asbestin mesleksel maruziyeti, epidomiyolojik literatirde
genisce yer bulmaktadir (B. M. Robinson, 2012). Genel gérise gére bu
konuda hastaligin (¢ dalgasi tanimlanmistir. Birinci dalgada asbest
drdnlerinin Uretiminde calisan ham asbest madencileri yer almaktadir. Bu
konuda Wittenoom iscileri yakindan takip edilmistir. Berry ve arkadaslari
6908 Wittenoom calisanindan olusan bir kohortta 50 yillik bir takip sureci
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sonucu elde edilen verilerle bir calisma yayinlamis, Mezotelyoma &6lium
oranlarinin erkeklerde % 4,7 ve kadinlarda %3.1 oldugu belirlemistir. Bu
kohortta 6lim nedenlerinin erkeklerde % 10, kadinlarda ise % 8 Malign
Mezotelyoma kaynaklh oldugunu saptamislardir (Berry et al., 2012).
Hastaligin ikinci dalgas! ise, endistride asbest Grlnlerini kulllanan iscileri
etkilemektedir. Bu mesleki maruziyeti olan gruba; marangozlar, boru tesisat
iscileri, ordu mensuplari, gemi yapiminda calisan isciler ve yahtim iscilerini
dahil edilmistir (B. W. Robinson & Lake, 2005). Uclincii grup icinse 1990
yilindan itibaren dedisen cesitli risk gruplari tanimlanmaktadir. Bu gruptaki
bireylerin asbest maruziyetlerinin bilinmeyen, kisa ve c¢ok dusik seviyede
oldugu dusitnltlmektedir (Huncharek, 1992). Bu gruba daha ¢ok mesleksel
olmayan maruziyetler, evsel maruziyet (asbest calisanlarinin aileleri), asbest
enddistrisinin yaratttigi hava kirliligi sonucu maruziyet, veya ev gibi yasadigi
ortamda maruziyeti olanlar girmektedir (Hillerdal, 1999). Ayrica Bati
Avusturya’da ev tamirati ve bakimi esnasinda asbeste maruz kalma
ylzinden hastalik insidansinin arttigi belirtiimektedir (Olsen et al., 2011).
Italyada da, 1993-2001 yillari arasinda bu tip mesleksel olmayan maruziyetin
tim olgularin % 8.3'Unden sorumlu oldugu bildiriimektedir. Bu tip
maruziyetin ABD’de suanda sunulan olgularin % 30u ile iliskilendirilmis ve bu
oranin daha da artacagi tahmin edilmektedir (B. M. Robinson, 2012; B. W.
Robinson & Lake, 2005).

2.4-Mezotelyoma

2.4.1-Temel Klinik Ozellikler

Mezotelyoma ile iligkili isaretler ve semptomlar diger benign veya malign
intratorasik hastaliklarda da go6zlenebildigi icin goéreceli olarak non-spesifik
olarak nitelendirilmektedirler (Mott, 2012). Cogu hastanin oksirik sikayeti
vardir ve bu tek basina nonproduktiftir. Bulgular arasinda nefes darligi sik
gorilmektedir. Gogis duvari agrisi goreceli olarak Mezotelyoma’ ya daha
o0zgudlir ve genellikle lokal bir agri olarak tanimlanmaktadir. Genellikle el
muayenesi ile yumusak doku siskinligi ve kitle saptanmaktadir. Azalmis
solunum sesleri beraber perklisyon'da alinan titresimsiz ses plevral bir
eflzyonu isaret etmektedir. Bazi hastalarda splint gelisir buna ilaveten ayni
tarafa dogru skolyoz da gorulir. Plevral eflizyonlar siktir ve %60 oranda sag
tarafli g6zlenmektedir. YlUzde 5'lik kisimda ise bilateral eflizyonlar
gbézlenebilmektedir. Plevral plaklar da sol tarafta gozlenir, 5 hastadan 1’inde
Kronik asbestosizle karakterize bibazilar fiborisis’ in gelistigi de gozlenir.
Bilgisayarli tomografi (BT) ‘de plevral temelli nodllarite gézlenebilmektedir.
Manyetik Rezonans (MR) gdéruntileme ise diyafram veya mediastinal yapilara
invazyonun gozlenmesini  saglayabilir ki bu durum pre-operativ
degerlendirme icin 6nem arz etmektedir. Mezotelyoma hipermetabolik bir
karakterde oldugu igin Positron Emission Tomography (PET) goérintileme
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hem evreleme hem de tedavi sonrasi takip icin faydalidir. ideal olarak PET
taramasini takiben Ploérodezi prosedurli yapilmasi 6nerilmektedir cunki
plérodezin yaratacagi inflammatuar reaksiyon flude oksiglukoz aktivitesini
etkleyebilir ve bu durumda yanlis pozitif sonuclarin ortaya ¢ikmasina neden
olabilir. Ameliyat éncesi PET evrenin dlsik gérinmesine sebep olabilmesinin
yaninda, uzak metaztazlarin belirlenmesinde faydalidir (Flores, Akhurst,
Gonen, Larson, & Rusch, 2003), (Mott, 2012). Mezotelyoma ile birlikte cesitli
paraneoplastik sendromlar da tarif edilmistir. Bunlara hiperkalsemi,
hipoglisemi, otoimmun hemolitik anemi, hiper pihtilasma durumlari ve yaygin
intravaskuler pihtilasma 6rnek verilebilir. Bu sendromlar nonspesifik olup
birtakim malignitelerle de gérulebilir (Mott, 2012).

2.4.2-Patoloji

Mezotelyoma teshisi zor bir hastaliktir. Biyopsiden elde edilen doku
miktari genellikle ¢ok azdir ve Mezotelyoma ile diger plevra kaynakl
maligniteleri birbirinden ayiran gerekli testleri gerceklestirmek igin yeterli
olmayabilir. Bunun yaninda histolojik cesitlilik de teshisi zorlastiran diger bir
unsurdur. En cok goézlenen histolojik tip epiteloid tiptir ve genellikle en iyi
prognoz ile iliskilendirilmistir. Diger bir alt tip olan Sarcomatoid Mezotelyoma
karakteristik olarak ig morfolosine sahip bir varyanttir kot prognoz ile
iliskilendirilmistir. Cogu zaman, karisik epiteloid ve sarkomatoid histolojiler
gorulebilir. Plevral sivinin veya koér plevra biyopsisinin, sitolojik analizi ile elde
edilen doku sinirlidir ve bu durum saglikli bir analizin yapilmasini kisitlar.
Plevral sivinin elde edildigi durumlarda blylk hacimli koleksiyonlarin elde
edilmesi ve tanisal dogrulugu artirmak icin bir sitospin analizinin yapilmasi
onerilmektedir. Plevral nodullerin dogrudan gorilebilmesini saglayan
torakoskopik  biyopsinin en iyi ~ verimi  verdigi belirtilmektedir.
Imminohistokimyasal boyama, Mezotelyomay! akciger kdkenli
adenokarsinomlardan veya diger metastatik kanser tirlerinden ayirmak igin
onemlidir. Calretinin Mezotelyomada yaygin olarak pozitiftir ve bildirilen
duyarhligi % 95, 6zgullighd % 87'dir (Yaziji et al., 2006), (Mott, 2012).
Trombomodulin, % 92'lik bir 6zglnlige sahip olmakla birlikte duyarlihdr %
68'den daha azdir. Mezotelyumla iligkili antijenlere yonelik diger kullanigh
antikorlar ise, Mezotelin, Sitokeratin 5, Wilms timdér-1 geni trind ve HBME-1
ve nonmezotelik antijenler olan Lewis-Y kan grubu (antikor BG8), MOC-31,
BerEp4, CD15 ve karsinoembriyonik antijen ailesidir (Mott, 2012).
International Mesothelioma Interest Group (IMIG)' e dahil 16 uzman patolog
tarafindan Mezotelyoma tanisi koyma ve adenokarsinoma gibi diger
timodrlerden ayirt etme icin en az % 80 veya daha fazla duyarlilik gbésteren
bir histokimyasal belirtecler paneli olusturmustur (Husain et al., 2009). Bu
yaklasimin kullanilmasi sayesinde Mezotelyoma teshisini % 95 basariyla
yapabilecegi o6ne surllmistir. Kalan 9%5’'lik kisimin ise dokunun vyeterli
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olmadigi durumlar, elde edilen dokuda timor hicresi bulunmamasi gibi
durumlar icermektedir (Mott, 2012).

2.4.3-Tani

Mezotelyomanin etkili tanisi uygun doku kalite ve miktarina baglidir.
Mezotelyoma icin geleneksel tani ydntemlerine, torasentez ile elde edilen
plevral sivi sitolojisi, BT rehberligi ile plevra dokusunun igne biyopsisi, plevral
nodillerin biyopsi ile dogrudan gorsellestiriimesi ve video yardimli
torakoskopi cerrahisi ve acik torakotomi gibi yontemler 6rnek verilebilir.
Plevral sivi genellikle kanli ve eksldatif, ylksek protein icerigi, ozellikle
artmis laktaz dehidrogenaz miktari ve ylksek hlcre sayilarn ile gozlenir,
ancak bu bulgu nonspesifiktir ve plevral sivi sitolojisinin duyarlihgr distktir,
tek bir d6rneklemde % 0, seri drneklemelerde% 64'dir (Heffner & Klein,
2008; Mott, 2012). BT kilavuzlugunda ince igne aspirasyonu (FNA) kiglk
orneklem buyuklagu ile sinirhdir, bu da duyarhhdr distrir ve pnomotoraks
riski (% 9.5) ve igne yolunun tumor seeding riski (% 21) ile iliskilendirilir
(Boutin et al.,, 1993). Video vyardimh torakoskopi (Video-assisted
thoracoscopy) , deneyimli ellerde % 98'lik bir tanisal dogruluga sahiptir ve
similtane plérodez yapilmasini da mimkiin kilar. Igne giris kismina bu
prosedurd takip eden 10-12 gln icinde timor seeding ‘i engellemek amach
radyasyon terapisi dnerilir. Daha cok evreleme amaclarina yonelik yontemler
olan Ozofagus ultrasonu (EUS), mediastinoskopi ve laparoskopi, diger tani
prosedurlerine drnek olarak verilebilir (Mott, 2012).

2.4.4-Evreleme

Yillar icinde Mezotelyoma igin gesitli evreleme sistemleri kullaniimis ve
bu sistemlerin neredeyse hepsi plevral mezotelyoma icin kullaniimistir.
Peritoneal mezotelyoma kendi evreleme sistemine sahip degildir. Plevral
mezotelyoma icin kullanilan en eski evreleme sistemi Butchart sistemidir;
halen dinyanin bazi yerlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Butchart
sisteminin kapsami histolojik alt tipten badimsiz basit bir tanimlamaya
dayanmaktadir. Bu tanimlamaya gdére timorin sadece plevra lokasyonu
(Evre I), gogls duvar veya mediastinal invazyon (Evre II), peritoneal veya
diyafragma penetrasyonu (Evre III) veya uzak metastazlar (Evre IV) olmak
Uzere belirlenmistir (Mott, 2012).

Bunun yaninda Brigham sistemi cerrahi rezektablite ve lenf nodu
tutulumunu tanimlamaya calismaktadir. Evre I hastalik nodal yayilim
olmadan rezeke edilebilir; Evre II, lenf nodu tutulumu ile rezektabldir; Evre
III, g6gas duvarini, kalbi, diyaframi veya karin boslugunu tutulumu var iken
lenf nodu tutulumu olmamaktadir. Evre IV'te ise hastalik uzak metaztaslar
yapmistir. Bu sistem suanda kullanilmamaktadir (Mott, 2012).
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GUnumuzde IMIG tarafindan belirlenen ve en c¢ok kullanilan pratik
sistem timoér-nodul metastaz (TNM) sistemidir. Bu sistem su anda Amerikan
Kanser Komitesi tarafindan kabul edilen kabul edilmis bir standarttir (Edge &
Compton, 2010; Mott, 2012). ilerlemis hastalik belirtileri gériilen codu hasta
rezekte edilemeyen olarak kabul edilir (Mott, 2012).

2.4.5-Tedavi

Plevral mezotelyoma tanisi konduktan sonra, bir hastanin cerrahi
rezeksiyona uygun olup olmadigini belirlemek icin kapsaml bir evreleme
calismasi yapilmalidir. Bu inceleme, kardiyak durumu ve pulmoner fonksiyon
testlerini de iceren tim rutin analizleri (komorbiditeleri) kapsamalidir (Mott,
2012).

2.4.5.1-Cerrahi

MM’ de 2 tip cerrahi midahele yapilmaktadir. Bunlar ekstraplevral
pndmonektomi (EPP) ve plérektomi/dekortikasyon (P/D) ameliyatlardir
(Eurasian). Cerrahi midahale, tibbi acidan uygun oldugu distnilen ve
ameliyati tolere edebilecek, evre I olan hastalar igin dnerilir. Komorbidite
veya kardiyopulmoner fonksiyon bozuklugu nedeniyle opere edilemeyen
hastalar (ileri yas, koétl performans durumu ve 6nemli komorbiditesi olan
kisiler vb.) takip edilir veya kemoterapiye baslanir (Mott, 2012). Evre II-III
hastaligi olan hastalara cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi ile trimodality
tedavisi onerilmektedir; tibbi olarak uygun olmayan, IV evre hastaliga sahip
olan ve / veya sarkomatoid histoloji gdsteren hastalar igin tek basina
kemoterapi ©Onerilmektedir. Evre IV hastalik olarak kabul edilen ve bu
nedenle klglk hicreli disi akciger kanserinde rezeke edilemeyen plevral
eflzyonlar, baska turli tedavi icin uygun olan Mezotelyoma hastalarinda
cerrahiye ve agresif trimodal tedaviye mutlak kontraendikasyon degildir.
EfGzyonlar, talk pleurodezis (torakoskopik drenajdan sonra steril talk
sirklilasyonu) veya slrekli drenaj icin bir plevral kateter yerlestiriimesi ile
uygulanabilir (Flores et al., 2003), (Arapis et al., 2006), (Aelony & Yao,
2005), (Mott, 2012).

2.4.5.2-Kemoterapi

MPM'li hastalarin ¢ogu hastaligin derecesi veya yetersiz fonksiyonel
durum nedeniyle agresif cerrahi icin aday degildir. Ameliyat olmaya uygun
olmayan veya istemeyen ve kabul edilebilir bir performans durumu olmayan
hastalarda, kemoterapi makul bir tedavi secenedi olarak kabul edilmektedir.
Mezotelyoma kemoterapisinde Platin analoglari, antimetabolitler (pemetrexed
raltitrexed methotrexate, gemsitabin, vinorelbin ve doksorubisin MPM'deb %
7-% 20 tek etkili yanit oranlarina sahiptir (Patel & Dowell, 2016), (Tsao et
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al., 2009). Sadece randomize bir calisma, bu hastalikta birinci basamak tekli
ajan kemoterapisinin sagkalima etkisini dederlendirmistir. Bu calismada,
daha oOnce tedavi edilmemis MPM'li hastalarda haftalik vinorelinin en iyi
destekleyici bakimla Faz III karsilastirmasi diustk hasta kayidi nedeniyle
erken kapanmistir ve bu nedenle calismanin gtci dusik bulunmustur. Ancak
vinorelbin kolunda progresyonsuz ve genel sagkalimi iyilestirme egilimi
gbézlenmistir (Kroczynska et al., 2006). Farkh calismalarda MPM'de kombine
kemoterapi roli de dederlendirilmistir. Vogelzang ve arkadaslari cerrahi
adayl olmayan 456 MPM hastasinda ile cisplatin ve cisplatin+pemetreksed
karsisinda ve randomize bir Faz III calismasi yapmislardir. Kombinasyon
kolunda median genel sagkalimda (9.1 ayla karsilastirildiginda 12.1'e, p =
0.02) ve progresyonsuz sagkalimda (5.7'ye karsi 3.9 ay, p = 0.001)
istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme g6zlenmistir (Vogelzang et al., 2003).
Bu denemenin sonucunda Cisplatin ve pemetreksed'in kombinasyonu, US
Food and Drug Administration (FDA) onayi ile MPM'nin birinci basamak
tedavisi olarak kabul edilmistir ve ABD'de son on yilda tercih edilen bir tedavi
rejimi olmustur. Avrupa'da yapilan benzer bir Faz III calismada, tek basina
cisplatin ile cisplatin+raltitreksed'in kombinasyonunu karsilastiriimistir ve
kombinasyon kolunda istatistiksel olarak anlamh bir iyilesme géridlmustir
(11.4'e karsi 8.8 ay, P = 0.048) . Karboplatin ve pemetrexed kombinasyonu,
tedavi edilmemis MPM'li hastalarda Faz II galismalarda da degerlendirilmistir
ve medyan genel sagkalimlar 12.7-14 ay olarak bildirilmistir (Castagneto et
al., 2007; Katirtzoglou et al., 2010). Buna ek olarak, genisletilmis erisim
programinin bir pargasi olarak cisplatin ve pemetreksed veya karboplatin ve
pemetreksed ile tedavi edilen 1.704 hastanin randomize edilmemis bir
karsilastirmasinda, progresyon igin median stre (7'ye karsi 6.9 ay) ve 1 yillik
sagkalim oranlari (% 63.1 ve % 64) iki rejim arasinda benzer bulundu
(Santoro et al.,, 2008). Bu nedenle, karboplatin ve pemetrexed
kombinasyonu, cisplatin alamayan hastalar icin makul bir alternatif olarak
kabul edilmektedir (Santoro et al., 2008). Ek olarak, cisplatin ve gemsitabin
kombinasyonu, iki faz II calismada dederlendirilmis ve medyan sagkalimin
9.6 ve 11.2 ay oldugu bildirilmistir. Bu durum, pemetreksed alamayan MPM
hastalari icin yararh bir secenek olabilecegini distntlmuistir (A. Nowak et
al., 2002), (Van Haarst et al., 2002). MPM’de ikinci basamak kemoterapinin
faydasi, yalnizca sinirh Olglide degerlendirilmistir. Jassem ve arkadaslari,
pemetreksed veya Onceden pemetreksed almayan 243 hastayl daha d6nce
tedavi gbren MPM hastalari ile randomize olarak karsilastirdilar. Pemetreksed
kolunda progresyon icin mediyan sirede belirgin bir dizelme gézlenmislerdir
(1.5 ayla karsilastirildiginda 3.7, p = 0.0002), ancak genel yasam kalitesi
veya vyasam kalitesinde ortalama bir degisiklik agisindan bir fark
gozlenmemistir. Jassem ve arkdaslari, genel sag kalimi iyilestirmedeki bu
eksikligin, iki kol arasindaki kemoterapiye devam etmeme sonucu
kaynaklanan dengesizlik nedeniyle olabilecegini 6ne slirmuslerdir(Jassem et
al., 2008). MPM'de ek ikinci sira secenekler arasinda vinorelbin ve gemsitabin
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de bulunur, ancak her ikisi de bu alanda sinirl aktivite géstermistir (Jassem
et al., 2008; Stebbing et al., 2009). Yakin zamana kadar, MPM'deki
molekller hedefli terapi icin yapilan daha oOnceki calismalar basarisiz
olmustur (Patel & Dowell, 2016).

2.4.5.3-Immiinoterapi

Immun modiilatér monoklonal antikorlarla bagisiklik kontrol noktalarinin
hedeflenmesinin, c¢esitli solid timoérlere sahip &nceden tedavi almis
hastalarda etkili oldugu gosterilmistir. Bir Faz II calismasinda, 29 kemoterapi
direncli Malign mezotelyoma hastasinda CTLA-4 monoklonal antikor
tremelimumab dederlendirilmistir. Ortalama genel sagkallm 11.3 ay olara
kayit edilmis ve hastalarin % 52'si 23.1 aylik medyan izlemde, hastahgdin
kontrol altinda seyrettigi gozlenmistir (Calabro et al., 2015). Tremelimumab
son zamanlarda FDA tarafindan onay almis olmasina ragmen; AstraZeneca
Tremelimumab monoterapisi ile plasebonun karsilastirldigi faz 2b takip
calismasinda, Tremelimumab’ in Mezotelyoma (hem plevra hem de periton)
icin ikinci veya Uglncl basamak tedavi olarak genel sagkalimi iyilestirmedigi
bildirmistir (Patel & Dowell, 2016). Yakin zamanlarda immunoterapi ile
birlikte tremelimumab'in kombine olarak kullanilmasina yénelik arastirmalara
ilgi duyulmaktadir. Buna ek olarak, PD-L1'e veya PD1'e yonelik monoklonal
antikorlar su anda MPM'deki Faz I / II calismalarinda arastiriimaktadir.
Onceki preklinik seriler, PD1 ve PD-L1'in énemli bir MPM yiizdesinde eksprese
edildigini ve bu ifadenin daha kotli prognozu olan hastalar
tanimlayabilecegini gostermistir (Cedrés et al., 2015; Mansfield et al., 2014).
Alley ve arkadaslari, yakin zamanda, 6n tedavi edilen hastalarda, PD1'e karsi
monoklonal bir antikor olan pembrolizumab'in Faz I / II denemesinden erken
umut verici sonuglar bildirmistir. Calismada PD1 eksprese eden 25 hastada
toplam 8.6 aylik takipte ortalama yanit oranit % 28 (7 hasta) ve 6 aylik
progresyonsuz sagkalim orani % 49.4 olarak bulunmustur (Alley et al.,
2015).

2.4.5.4-Radyoterapi

Radyoterapi gogus duvarindaki kitleleri azaltmak veya agriyi hafifletmek
icin potansiyel olarak yararhdir, ancak bu yanitlar gecicidir. Radyoterapi,
intratorasik hastaligin primer yontemi olarak nadiren 6nemli bir yanit
sergilemistir ve sag kalimi iyilestirdigi gosterilmemistir (Bissett, Macbeth, &
Cram, 1991). Yodgunluk modilasyonlu radyoterapi (IMRT), (¢ boyutlu
konformal modelde cgesitli acillarda klglik radyasyon demetleri kullanan
gelismis bir yontemdir ve hedefin daha yogun radyasyona tabi tutulmasini
saglar. EPP'den sonra siklikla kullanilir, ciinkl ipsilateral hemitoraks yaygin
nuks yeridir (Mott, 2012). Radyoterapiyi, genellikle de IMRT'yi, 2003'ten beri
standart olarak, plevral biyopsiyi ve tlip drenajini takip eden 2 hafta icinde
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seeding’in dnlemesi amaciyla yapilmasi énerilmektedir. Yine de bu tedavinin
gercekten etkili olup olmadigi ya da hayatta kalma UGzerine herhangi bir etkisi
olup olmadigi tartismahdir (Mott, 2012).

2.5-Asbestle Uyarilan Karsinojenez

Mezotelyoma hastalarinin  yaklasik % 80'nin asbest maruziyeti
OyklUsinin olmasi, asbest maruziyeti ve MM gelisimi arasindaki acik
baglantiy! bizlere gostermektedir (Pass, Vogelzang, Hahn, & Carbone, 2004).
Bircok hayvan modellerinde de asbestin kanserojenitesi gdsterilmistir.
Bununla birlikte, asbest liflerinin mezotel hicrelerinde dogrudan etki edip
etmedigi veya dolayh olarak Mezotelyomaya neden olup olmadigi acgik bir
sekilde belirlenmemistir. Asbest liflerinin MPM'ye nasil neden olabilecegdi
Uzerine birkag makul aciklama 6ne surdlmustir (Pass et al., 2004), (B. W.
Robinson & Lake, 2005). Bdyle bir Oneride; asbest fiberlerinin mekanik
olarak plevral tahrise neden oldugu soéylenebilir: uzun ve ince asbest lifleri
akcigerlere solunmasi sonucu olarak ard arda mezotel ylizeyi irritasyonu-
hasar-onarim doéngulstne yol acarak lokal inflamasyonun uzun sldrmesine
islevini bozarak kromozom anomalileri ve anéploidi ile sonuglanabilecek
hasarlarla hiicre déngiisiiniin bozulmasinada neden olabilir. Ugiincii bir éneri,
asbest tarafindan indiklenen reaktif oksijen tlrlerinin (ROS) ve reaktif azot
tirlerinin (RNS) DNA hasarina ve DNA dal kiriklarina yol agcmasidir. Son
olarak, asbestin, TGF-B ve PDGF gibi sitokin ve bluylume faktérlerini veya NF-
kB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerini uyardigi bildirilmistir. Ek olarak
sican mezotel hicrelerinde crocidolit asbestin epidermal blyime faktéri
reseptoriniin (EGFR) otofosforilasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Faux,
Houghton, Hubbard, & Patrick, 2000).

2.5.1-MPM'de Tiimér Siipressér Genlerinin Inaktivasyonu

Insan malignitelerinde en cok inaktive olan timor baskilayici genler
(TSG'ler) p53 ve pl6INK4a / pl4ARF'tir. Cogu MPM’'de, p16INK4a /
pl14ARF'nin sik inaktivasyonunu gdsterilirken, bunlarin sadece % 20-25'inde
p53'te mutasyon goézlenmistir. MPM'nin timo&r doku &rneklerinin analizi,
numunelerin % 70'inden fazlasinin P16INK4a / p14ARF'nin downregullasyon
gosterdigini ortaya koymustur (Cheng et al., 1994; Kratzke et al., 1995).
Taniguchi ve ark. MPM hicre hatlarinin hemen hemen timidnde p16INK4a /
p14ARF geninin bir homozigot delesyonu oldugunu bulmuslardir. P16INK4a
gen Urldn0, siklin bagimh kinaz 4 (CDK4) / Siklin D-RB vyolu ile hicre
dénglstnd kontrol ederken, p14ARF gen Urind p53'G HDM2 inaktivasyonu
ile duzenler. Bu nedenle, pl6INK4a / p14ARF'nin homozigot delesyonu,
hicrede RB ve p53'Un gibi iki énemli tUimdr baskilayici yolunun inaktive
oldugunu gosterir (Taniguchi et al., 2007).
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Kromozom 22q12 kaybi MPM'de siklikla tespit edilmektedir. Baslangicta
NF2 ailesel kanser sendromunun hedef geni olarak tanimlanan
noérofibromatoz tip 2 (NF2), ayni zamanda da MPM'deki 22q12 kaybinin hedef
geni oldugu da gosterilmistir (C. Bianchi & Bianchi, 2007; Sekido et al.,
1995). Norofibromatoz tip 2 hastalarinda siklikla vestibiler schwannoma,
meningioma ve diger ndéronal malignansiler gelisirken, bu tip kanserlerin
sporadik tumorleri de NF2 mutasyonu barindirmaktadir (Baser, 2006).
Bununla birlikte, buglne kadar, NF2 hastalarinin MPM'ye karsi daha yutksek
yatkinlklari oldugunu gosteren yayinlanmis bir rapor bulunmamaktadir. NF2
geni, MPM’ de homozigot delesyon, nonsense mutasyon veya missense
mutasyonu sonucu inaktive olmaktadir. Bianchi ve ark. (C. Bianchi &
Bianchi, 2007) ve Sekido ve ark. (Sekido et al., 1995) MPM'lerin yaklasik %
40'Inin NF2'nin genetik mutasyonuna sahip oldugunu bildirmislerdir; bu % 60
NF2 genetik mutasyonu olmayan MPM olgularinin, yaklasik % 20'sinde
NF2'nin downregule oldugu gosterilmistir. Toplamda, MPM'lerin % 50-60'inda
NF2'nin inaktivasyonu goésterilmektedir. Bir hayvan modelinde, NF2 nakavt
farelerden elde edilen hilicre hatlarinda erken evrede ve daha sik olarak
asbest maruziyetinden sonra MPM gelisimi gdsterilmistir (Altomare et al.,
2005). Bu calismadan elde edilen dikkat gekici bir bulgu olarak, bu timoérler
insan MM'ye benzer sekilde, pl6Ink4a / pl19Arf lokusunun ve bitisik
pl5Ink4b tumoér baskilayici geninin lokusunda sik homozigot delesyonlar
gbzlenmisir. NF2 geni, biyume-dlzenleyici sinyali ileten FERM (four point-
one, ezrin, radixin, and moesin) domainli membran-htcre iskeleti proteini ve
adaptdér protein olan Merlin’i kodlar (McClatchey & Giovannini, 2005).
Merlin'in, CD44, ezrin radixin moesin (ERM) proteinleri, p21-aktiflestirilmis
kinaz 1 (PAK1) de dahil olmak Ulzere cesitli proteinlerle etkilesime girdigi
gosterilmistir ve proteinin serin 518'deki fosforilasyon ile timér baskilayici
aktivitesini kaybettigi bilinmektedir. Bu serin 518 bdlgesi, RAC / PAK1 ve
altbirim 1-protein fosfataz 1d'yi (MYPT-1-PP1d) hedef alan miyozin fosfataz
ile defosforile edilmektedir (Jin, Sperka, Herrlich, & Morrison, 2006). Merlin'in
aktivitesinin hiicre adezyonu (adherens kavsagi), hicre-hiicre disi matris
adezyonu veya hicre disi blylime sinyalleri tarafindan dizenlendigi
disinltlmektedir. Merlin'in, invazyon, hicre blylimesi ve MM hicrelerinin
hayatta kalma 0&zelliklerini belirleyen anahtar molektllerden biri oldugu
disunulmektedir (Sekido, 2013).

2.5.2-MPM’ de onkogenlerin aktivasyonu

Simian virlist 40 (SV40), MM gelisimiyle iliskili oldugu 6ne sirlen,
maymun kokenli, ¢ift dalli bir DNA poliomavirtsudir (Gazdar, Butel, &
Carbone, 2002). 1954-1963 vyillari arasinda kullanilan ¢ocuk felci asisi, SV40
ile yaygin sekilde kontamine oldugundan asilama ydziinden populasyonunda
yaygin sekilde SV40 enfeksiyonu gézlenmistir. Bununla birlikte, cocuk felci
asisi almayan insanlara bile, SV40 virts bulasmis oldugu bulunmus, fakat bu
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kontaminasyonun nasil gergeklestigi anlasilamamistir. SV40 blyluk T ve
klclk T antijenlerini ifade etmektedir. Bu blylk T antijeni, p53 ve RB tiumor
baskilayicilarini etkisizlestirdiginden, SV40 enfeksiyonunun patojenik olarak
Mezotelyoma gelisiminin birincil mekanizmalarindan biri olarak kabul
edilmistir (Sekido, 2013).

Hamsterlardaki SV40'in intraplevral enjeksiyonu, uygulamadan 6 ay
sonra Mezotelyoma gelisimine neden oldugu goridlmis ve SV40'In Met,
Notch-1 ve telomeraz aktivitesini uyardigi saptanmistir. Bununla birlikte,
SV40 ve MM arasinda kuvvetli iliski gosteren calismalarin ¢cogu, sadece basit
amplifikasyon temelli PCR tabanli tahlillerden olusmaktaydi. Yapilan bazi
calismalar, bu tlr sonuclarin, calismalarda kullanilan Ilaboratuvarlarin
cogunda plazmitlerin bulasmasi nedeniyle yanlis pozitifligin ortaya c¢ikardigi
iddia etmiglerdir. (Lopez-Rios, Illei, Rusch, & Ladanyi, 2004). Sonug olarak,
SV40'In Mezotelyomadaki etkisi tartismahdir (Sekido, 2013).

MM'de reseptor tirosin kinaz (RTK) familyasina ait Uyelerin aktivasyonu
arastinlmistir. Bunlarin arasinda Met onkogeninin MM primer tiumorleri ve
hicre dizisinde siklikla eksprese edildigi gosterilmistir (Jagadeeswaran et al.,
2006). Hepatosit bliyume faktéri (HGF), Met'in bir ligandidir ve HGF-MET,
mitojen-aktiflestiriimis protein kinaz (MAPK) ve fosfatidilinositol-3-kinaz
(PI3K) -AKT kaskadlarinda rol oynar. PI3K-AKT kaskadinin MM'de de aktive
oldugu gosterilmistir. Pozitif AKT fosforilasyon statiisline sahip olan MM'lerde,
AKT'nin down stream molekillerinden biri olan fosforlanmis (aktive edilmis)
mMTOR’'da bulunmaktadir. Bu nedenle, MM'de PI3K-AKT-mTOR sinyal zincirinin
aktivasyonunun, yukaridaki HGF-MET'in  aktivasyonu ile uyarildigi
dusintlmektedir (Sekido, 2013). Ek olarak, Akciger adenokarsinomasinda
Ozellike Asyali kadinlarda siklikla mutasyona ugrayan baska bir RTK olan
EGFR'nin, MPM primer timorlerinin % 56'sinda asiri eksprese oldugu
gosterilmektedir. Buna ragmen olgularda hicbir EGFR mutasyonuna
saptanmamistir (Destro et al., 2006). Malign Mezotelyoma hcre hatlari
bircok baska blylume faktdrid ve sitokini Gretmektedir (Pass et al., 2004). Bu
baglamda, Trombosit tirevi bliyime faktorid, TGF-B, insllin benzeri bliyime
faktérd (IGF) derinlemesine incelenmistir. Buna ek olarak, interlékin IL-6, IL-
8, fibroblast blylime faktorleri (FGF'ler) ve vaskller endotelyal blUylime
faktorleri (VEGF'ler) de dahil olmak Uzere anjiyojenik vyollar iceren
faktorlerin, MM hicrelerinde eksprese edildigi gosterilmistir (Galffy,
Mohammed, Nasreen, Ward, & Antony, 1999).

2.5.3-Asbest Tarafindan Indiiklenen Genetik/Hiicresel Hasar

Insan mezotelyal hiicrelerinin asbest sitotoksitesine asiri duyarligi
oldugu bilinmektedir. Fakat bu durum ‘‘eder mezotelyal hiicreler asbest
maruziyetleri sonucu éluyorlarsa nasil oluyorda MM gelisimi olmaktadir? gibi
paradoksal bir soruyu da ortaya cikarmaktir. Asbest liflerinin MM'ye nasil
neden oldugu konusunda olasi birkagc mekanizma vardir. Asbest liflerinin
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hiicrenin genetik / hiicresel hasari tetikledigi ve karsinogenez ile iliskili kronik
inflamasyonun ne sekilde olustuguna yonelik dort temsilci model 6ne
surtlmektedir (Heintz, Janssen-Heininger, & Mossman, 2010) (Toyokuni,
2009).

(I) Asbest liflerine maruz kalan mezotel hlcrelerindereaktif oksijen
turleri nedeniyle DNA hasari ve DNA dal kiriklari meydana gelir.
Asbest liflerini fagosite eden ancak bunlar sindiremeyen
makrofajlar da bol miktarda reaktif oksijen Uretir.

(II) Asbest lifleri ayni zamanda mezotel hicreleri tarafindan da
hiicre icine alinmaktadir. Asbest lifleri, hiicrelere alindiginda,
mitotik igcigin fonksiyonunu bozarak hiicre doénglsine ve
dolayisiyla mitotik strece fiziksel olarak miidahele edebilir.
Asbest liflerinin kromozomlarla veya mitotik iglerle etkilesime
girmesi, kromozomal vyapisal anomalilere ve mezotel
hicrelerinin andploidisine neden olabilir.

(I1I1) Asbest lifleri, kendi Uzerine c¢esitli protein ve kimyasal
maddelerin ve kanserojenler gibi tehlikeli ~molekdllerin
birikmesine neden olabilir. Asbest lifleri ayrica énemli hicresel
proteinleri de baglar ve bu tlr proteinlerin eksikligi normal
mezotel hicreleri igin zararl olabilir.

(IV) Asbeste maruz kalmis mezotel hicreleri ve makrofajlar,
inflamasyon ve timodr gelismesine neden olan gesitli sitokinler
ve blylume faktdrlerini serbest birakir. Bunlara 6rnek olarak,
timor nekroz faktéri-a, interlékin-18, transforme edici biylime
faktoéri-B  ve trombosit tdrevli blydme faktérleri 6rnek
verilebilir (Sekido, 2013).

Ayrica, Tumor nekroz faktori-a'nin, nikleer faktér-kB'yi aktive ettigi,
bunun mezotel hiicre sagkalimina yol actigi da gosterilmistir (Yang et al.,
2006). HMGB1 proteininin asbeste maruz birakilan mezotel hicrelerinden
salindigi ve daha sonra nekrotik hiicre 6limi aktive ettigi ve inflamatuar
yaniti tesvik ettigi gosterilmistir (Yang et al., 2010) . Asbest veya baska
faktorlerin sebep oldugu mezotel hicrelerindeki DNA hasarlari, DNA
batlinliginid korunmasi igin onarilmahldir. Memeli hlcrelerinde, dort blylk
DNA hasar onarim sisteminin farkli DNA lezyonlarinin onarimindan sorumlu
oldugu bilinmektedir. Bunlar temel eksizyon onarimi, nikleotid eksizyon
tamiri, mismatch onarimi ve rekombinasyon sistemi onarimini (homolog
rekombinasyon ve homolog olmayan end joining) icerir (Toumpanakis &
Theocharis, 2011). MM'lerdeki DNA tamir sisteminde yer alan genlerin,
Ozellikle de cift iplikgikli kirilma onarimiyla ilgili genlerin belirgin asin
ekspresyonu bildirilmistir (Rge et al., 2010). X-ray cross complementing
group 1 DNA onarim proteinlerini kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin MM
riskiyle iliskili oldugu da One sirtlmustir. Yiksek boy (uzunluk-genislik)
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oranina sahip cok duvarli karbon nanotUpleri (MWCNT- multiwalled carbon
nanotubes-), igne benzeri sekilleri ve ylksek dayaniklihgindan dolayr MM de
dahil asbest benzeri patojenite olusturabileceklerinden endise duyulmaktadir
(Donaldson, Murphy, Duffin, & Poland, 2010). MWCNT ‘lerin fareler
tarafindan solunduklarinda, subplevraya dogru gocg ettikleri gosterilmistir
(Ryman-Rasmussen et al., 2009). Yulksek kristallik derecesine sahip ince
MWCNT'lerin (cap ~ 50nm) in vitro’ da mezotel hlicre membranini delici etki
gosterdikleri, toksisiteyi artirarak inflamasyon gozlendigi ve sonug olarak MM
gelisimini indutkledigi gosterilmistir (Nagai et al., 2011). Buna ilave olarak
MWCNT'ler tarafindan gelistirilen MM'lerde, Cdkn2a / 2b genlerinin sik
homozigot delesyonlari da goésterilmistir (Sekido, 2013).

2.5.3.1-Aday MM yatkinlik geni; BAP1 (BRCA1-Associated Protein-1)

Son yillarda Kromozom 3p21.1'e lokalize BAP1 inaktivasyonunun MM'nin
patogenezinde 6nemli rol oynadigi vurgulanmistir (Bott et al., 2011). Yapilan
bir calismada 53 MM olgusunun 12’sinde (%?23) BAP1 geninde somatik
mutasyonlarina rastlanmistir. Japon MM hastalarindan vyapilan diger bir
calismada ise BAP1 mutasyonlarinin daha sik goézlendigi Dbildirilmistir
(Yoshikawa et al., 2012). BAP1, deubikitinleyici enzim siniflarindan biri olan
ntklear ubiquitin C-uc¢ hidrolazini kodlayan bir gendir. BAP1, kromatin
dinamikleri, DNA hasar cevabi ve hicre dodngusunin ve bldyumesinin
dizenlenmesi de dahil olmak Uzere gesitli biyolojik sirecglerde gorev
almaktadir (Eletr & Wilkinson, 2011). Yakin tarihli calismalar, host cell factor
1 ve histon proteininin deubikitinasyonun, kromatin modifikasyonunda ve
gen ekspresyonunda 6nemli roller oynayabilecedini gostermektedir. Histon
modifikasyonunda, ASXL1 ile etkilesime girerek fonksiyon goésterir. Polycomb
repressive deubikitinaz complex adi verilen bu yapi lizin 119'da (H2AK119)
Monoubiquitinated histon 2A'nin deubikitasyonuna aracilik eder. Bu kanitlara
dayanilarak, BAP1'in MM hicrelerinde Polycomb hedef gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde roli oldugu ©ne sdrdlmuistir. BAP1'in  germline
mutasyonlari, Mezotelyoma insidansi ylksek olan iki ailede ve bazi ailelerde
Uveal melanom da dahil olmak Uzere farkli timor tiplerinde de tespit
edilmistir (J. R. Testa et al., 2011). BAPl'in 31 metastaz yapan Uveal
melanomun 26'sinda (% 84) siklikla mutasyona udradigi gosterilmis ve
Melanositik timoérleri bulunan iki ailede BAP1l'in germline mutasyonu tespit
edilmistir (Wiesner et al., 2011). Somatik BAP1 mutasyonu, berrak hicreli
renal karsinomlarin % 15' inde de bulunmustur (Pefia-Llopis et al., 2012). Bu
calismalar, BAP1'in ¢ogu dokuda 6nemli bir timor baskilayici oldugunu ve
onun germline mutasyonlarinin Uveal ve Kutan6z Melanom, Mezotelyoma,
Melanositik BAP1 mutasyonlu Atipik Intradermal Timorler ve kansere bagli
bircok sendromda nedensel bir role sahip olabilecedini gdstermektedir
(Sekido, 2013).
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2.6-Benign Asbestos Plorizisi (BAP)

Benign asbest plorizisi, gogls boslugu ve akcigerleri saran bir membran
olan plevranin asbest maruziyeti sonucu inflammasyonu olarak tanimlanir.
Bunun sonucu olarak keskin bir agri hissi ve nefes alma zorlugu olusur.
Asbest lifleri, benign ve malign hastaliklara neden olabilecek dogal, heniz
net bir sekilde aciklanamayan plevra ydnelimine sahiptir. Benign asbest
plevra hastaliklari, calisma grubumuzda da olan benign asbest pldrezilerinin
yaninda, plevra plaklari, diffiz plevral kalinlasmalari ve yuvarlak (rounded)
atelektaziyi icerir (Light & Lee, 2008). Bu bozukluklar yaygin ve anormal
akciger fonksiyon ve semptomlarina neden olduklarindan 6nemlidirler.
Plevranin didger hastaliklarina benzeyebilir ve tanisal belirsizlige neden
olabilirler. Ayrica, Benign asbest iligkili hastaliklar, basta kanser (MPM) olmak
Uzere plevral hastaliklarin patogenezi altinda yatan mekanizmalarin
anlasiimasina yardimci olabilir (Chapman, Cookson, Musk, & Lee, 2003).

2.7-SNP Array

Normal insan genomu, her otozomun iki kopyasini (kromozomlar 1-22),
kadinlarda seks kromozomunun iki kopyasini (XX) veya erkeklerde cinsiyet
kromozomlarinin X ve Y (XY) 'lerinin birer kopyasini igerir. Bu iki allel, baba
ve anne koékenlidir ve DNA diziliminde yaklasik % 99.9 aynidir. Iki allel
arasindaki fark, genetik bir varyasyon olarak adlandirilir ve o&zellikle Tek
Nukleotid Polimorfizmlerini (SNP- Single Nucleotide Polymorphisms) olarak
ifade edilirler. Baba ve anne allellerin 6zdes nukleotidleri varsa bir SNP
homozigot olarak, baba ve anne allellerin farkh nikleotidlere sahip olmasi
heterozigot olarak ifade edilir. Bir genomdaki SNP durumu, homozigot (iki
O0zdes niukleotid) veya heterozigot (ayri nukleotidler) olarak tanimlanir. Klguk
allel frekansi (minor allele frequency) en az bir populasyonda % 1'i asarsa,
tek nukleotid varyasyon SNP olarak belirlenir; aksi takdirde buna varyant
veya mutasyon denir. Homozigot SNP’ler iki allelin birbirinden ayrilmasina
izin vermediginden non informatif olarak kabul edilirler (Popova et al., 2013).
Su anda dbSNP veritabaninda 30 milyona yakin SNP kayitlidir (Sherry et al.,
2001). Basitce SNP array analizleri, bu SNP’lerin genotiplenmesi sayesinde
kopya sayisi azalmasinin (delesyon) veya artislarinin (amplfikasyon)
belirlenmesi seklinde olur. Kanser genomu anormal genomik igerik ile
karakterizedir; yani kromozom sayisi ve yapilari normal durumdan farkhdir.
Kopya sayisindaki degisim, iki alelden birinin (ya da her ikisinin birden,
homozigot delesyonu) kayiplarindan, bir ya da iki allelin birkag kopyasina
kadar kazanimlardan ve kopyanin nétr LOH'den kaynaklanmasina baghdir
(Uniparental disomi) (Albertson, Collins, McCormick, & Gray, 2003).

SNP'lerin farkli alelleri, SNP arrayler gibi diziye 6zgl oligontkleotid DNA
mikroarrayleri ile saptanabilirler. Gen ifadesi mikroarraylarinin Uretilmesine
benzer sekilde, farkli SNP allellerine homolog dizi 6zellikli oligonikleotitler,
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fotolitografik yontemlerle (6rnedin; Affymetrix, Santa Clara, CA, ABD) gen
Gipleri Uzerinde sentezlenebilir (D. Nowak, Hofmann, & Koeffler, 2009). Daha
fazla glvenilirlik icin, tam baz eslesmeleri veya sadece birka¢g baz mismatch
iceren birden fazla farkli prob ile kombine olarak, SNP genotiplenmesi
yapilabilir. Bu prob dizilerine hibridize olmak Uzere, yuksek derecede
saflastirilmis genomik DNA, restriksiyon enzimleri ile muamele edilerek
parcalara ayrilir ve ardindan adaptér ligasyonu gerceklestirilir. Ardindan tek
primer ile gerceklestirlen PCR ile elde edilen PCR Urunlerinden sadece belirli
blyukligu olanlar secilir ve reaksiyonlar bu Grinler (zerinden devam eder.
Sonraki basamakta bu secilmis PCR urlnleri fragmente edilir ve fluorokrom
ile isaretlenir. Isaretlenen fragmentler array {zerine hibridize edilirler.
Genotiplerine baglh olarak, fragmanlar, kendi dizilerine karsilik gelen probuna
spesifik olarak baglanirlar. Array Ulzerindeki bu fragmanlardan kaynak alan
flloresan sinyali, cipe 6zgl bir tarayic ile oélgtlir (D. Nowak et al.,
2009)(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: SNP array deney akis basamaklari. (D. Nowak et al., 2009)

Modern mikroarrayler, bir dizide yaklasik 1,800,000 SNP'ye kadar
polimorfik olmayan kopya sayisi markerini kapsar ve 700 baza kadar
hassasiyete indirdikleri icin ¢cdézunurlikleri mega baz altina kadar dusebilir.
SNP arraylerden elde edilen sinyal dlcimleri bizlere iki farkl bilgi tlrl sunar.
Birincisi, tim SNP'lerin yodunluk verilerini iceren bir veri kiimesidir. Insan
genomu diploid oldudgu icin yogunluk dederleri, normallestirildikten normal
kopya sayisi olan ikiye yulkseltilir. SNP arraylerle elde edilen genomik
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materyalin homozigot olarak delesyonu, kopya sayisinda sifir, heterozigot
delesyonu ise 1 kopya sayisi sonucunu dogurur (Sekil 2.2). Basit olarak SNP
arrayler sayesinde kopya sayisi tayini bu sekilde yapilr.

ne
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0—"_‘%?’.",—,?".'.‘“ "T"v,”“*f'.',.T,_,' - I3 . e { [ e & i § -y G T -
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Delesyon Delesyon kopya Sayisi= 2
kopya sayisi=1 sayisi=0

Sekil 2.2: SNP array sonucu elde edilmis 9. Kromozomu etkileyen &rnek delesyon
gorintdleri. Sirasiyla hemizigot (1 kopya delesyon 1 kopya normal), homozigot delesyonlar
(2 kopya delesyon) normal kopya sayisi olan 2’ nin altinda sinyallerin alinmasi sayesinde
tespit edilmistir. Sekil kaynak:(D. Nowak et al., 2009)

Amplifikasyonlar ise delesyon tespitinin tam tersi mantikla problardan
elde edilen sinyal yogunlugu fazlaligina gore belirlenir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: SNP array sonucu elde edilmis 8. Kromozomu etkileyen 6rnek amplifikasyon
gorintdleri. Problardan alinan sinyal normal kopya sayisi olan 2 nin Ustiinde 3 olarak
saptanmistir. Sekil kaynak: (D. Nowak et al., 2009)

Bu kopya sayisi artislari, belirli bir SNP markeri sayesinde ve kopya
sayisi markerlari aracilidiyla belirlenir. Tim SNP’lerin genoma esit olarak
dagilmamasindan, yeni mikro array platformlarinda daha iyi bir kapsama
saglamak amaciyla polimorfik olmayan genomik bélgeler de kullaniimaktadir.
Kopya sayisi verisine ek olarak, AA, AB veya BB seklinde belirli SNPlerin
genotip verisi de elde edilebilmektedir. Kopya sayisi verisi ile kombine olarak,
SNP genotipleri kullanilarak heterozigotluk kaybi bdlgeleri saptanabilir. Bu
sayede, uniparenteal dizomi kaynakli kopya nétr heterozigotluk kayiplar
belirlenebilir (D. Nowak et al., 2009). Uniparanteal dizomi, bir alel delesyona
ugradiginda ve digeri amplifiye oldugunda homozigot SNP genotiplerinin
ortaya cikmasi ile gergeklesebilir. Bu gibi bdlgeler delesyonlar sonucu olusan
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heterozigotluk kaybi bélgeleri gibi kanser arastirmalari icin 6nem arz ederler.
CunklU bu tarz degisime ugrayan bolgeler, bir timoér slpressér genin veya
onkogenin  normal alelinin  kaybolmasina neden olup hicrenin
kanserlesmesine neden olabilir. SNP arrayler, bu gibi genomik lezyonlari
ylksek c¢ozunlrlikte tespit edebildikleri icin diger klasik sitogenetik
yontemlere nazaran arastirmacilara blylk avantajlar sadlamaktadir (D.
Nowak et al., 2009).

Kanser genomunda kaybedilen veya kazanilan allel, hastanin ebeveyni
genotiplendiriimedikce esasen bilinmemektedir (ebeyn genotiplendirilmesi,
timor genomik calismalarinda yaygin bir uygulama dedildir). Bu nedenle
alleller, A ve B olarak olarak belirlenmistir ve timoér genomundaki allelik
icerigin karakterizasyonu, kopya sayisi (CN) ve major alel (MA) sayilarini
goOsterilmesi ile yapilir (6rnedin, CN = 3 ve MA = 2, genotip AAB'ye karslilik
gelir ve ABB "Uglnden iki 6zdes allel" olarak tanimlanabilir). Allelik igerik,
Major alel sayisinin kopya sayisina orani veya Major alel sayisi ile mindr alel
sayisi arasindaki farka denk gelen B Allel Frekansi (BAF) veya Allelic
Difference (AD) ile tanimlanir. (MI = CN -MA) (Popova et al., 2013).

BAF = MA/CN = n/CN,
AD=MA-MI =np—n},

Yukaridaki hesaplamada CN (copy number) kopya sayisi, n° g (B alelilinin
sayisi), na (A alellinin sayisi) ile gosterilmektedir (B allel sayilari major alel
sayllarn olarak kabul edilmektedir). Genomik durumlari iki boyutta verilecek
olursa alelik icerik x ekseninde, kopya sayisi y ekseninde yer almak Uzere bir
kanser genomunda gerceklesebilecek tim olasi alellik icerigi Sekil 2.4’ te
gbézlenmektedir. Monoallelik genomik durumlar (B, BB, BBB, vs. tablo icinde
kirmizi ile isaretlenmistir) ayni zamanda heterozigotluk kaybi olan bdélgeleri
gosterilmektedir (Popova et al., 2013).
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Sekil 2.4: DNA kopya sayilar icin olasi tim allelik igerikler 1 kopyadan 5 kopyaya kadar
numaralandirilmistir (Popova et al., 2013).
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Bir kanser genomunda SNP tabanli teknolojiyle genetik degisikliklerin
Olglilmesi, genomdaki birgok SNP lokusundaki allelik igerigin 6lglilmesinden
olusur. Teknoloji, her bir SNP lokusundaki A ve B allel sayisinin mikemmel
bir 6lcimind saglayabilseydi, her bir genomik bélge, Sekil 5'te gosterilen
genomik durumlardan birine tekabll eden deder ciftleri (CN, MA) ile
karakterize edilebilirdi. Ancak henliz boyle bir teknoloji mevcut degildir. SNP
array'ler (veya yeni nesil dizileme) tarafindan saptanan genetik degisiklikler
kopya sayisi varyasyonu (CNV) ve alelik dengesizlik (AI) profilleri olarak
temsil etmektedir. Allelik dengesizlik profili, &lclilen profile uygulanan
normalizasyona bagli olarak, allelik icerigi BAF veya AD ile karakterize eder.
Bu profiller, teknolojik glrlltiden ve deneysel varyasyondan (biyolojik
numunenin saklanmasi ve hazirlanmasindan) etkilenir; ayrica dlgilen tiumor
numunesi, normal genomun ©6nemli oranda kontaminasyonuna sahiptir.
Olciilen timér numunesi genellikle timor ve normal stromal hiicrelerin bir
karisimidir. Bu nedenle, 6lcilen bagil varyasyon profillerinin mutlak kopya
sayllari ve major allel sayimlariyla agiklanmasi sonucu elde edilen sonuglarin
yorumlanmasinda bazi problemler yasanabilmektedir. Bu ytuzden tim kanser
genom analizleri diger bir tim genom metodlada dogrulanmalidir (Popova et
al., 2013).

2.8-Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing)

Yakin zamanda gelistirilen Yeni nesil dizileme teknolojileri sayesinde
gerceklestirilen tim genom, tim ekzom ve tum transkriptom yaklasimlari ile
kanser genomu Uzerine en kapsaml veriler elde edilerek somatik farkhlik
spektrumlari ve tim alt klonal yapilar aydinlatilabilmektedir. (Greenman et
al., 2012) (Meyerson, Gabriel, & Getz, 2010). Yeni nesil dizileme sayesinde
kanser genom karakterizasyonu, mutlak kopya sayilarinin g¢ikarilmasi, nokta
mutasyonlari ve genis capli kromozomal yeniden dizenlenmeler gibi genomik
degisimlerin saptanabilmektedir (Popova et al., 2013).

Yeni nesil dizileme, basitge, single-end veya paired end okumalardan
elde edilen DNA dizi bilgisinin referans bir genoma go6re hizalanip,
haritalanmasi ile gergeklestirilir. Her genomik pozisyon kisa fragmentlerden
olusan okumalardan (reads) elde edilen dizilerle belirlenir. Genom
kapsamindaki, ortalama okuma sayilarindan CNV profilleri ¢ikarilabilir, ayrica
bilinen SNP pozisyonlarini iceren SNP okumalari, BAF profillerinin
cikarilmasini da saglar (Nielsen, Paul, Albrechtsen, & Song, 2011).

Yeni nesil dizileme, tim genom karakterizasyonu igin giglu bir aractir ve
onkogeneze neden olan somatik mutasyonlarin kapsamli bir sekilde
incelenmesini saglar. Cogu yeni nesil dizileme yontemi, platforma 6zgi DNA
fragmani katiphanelerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
amplifikasyonuna dayanir ve bu fragmanlar daha sonra dizilenir. Elde edilen
sonuglar, kanserdeki genomik  degisikliklerin tam spektrumunu
algilayabilecek kapasiteye ulasabilir (Daniels et al., 2012).
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Yeni nesil dizileme tim genom, ekzom, transkriptom ve epigenom
uygulamalariyla genis arastirma olanaklari vermesinin yaninda gesitli kanser
tirlerinde hasta yaklasimlarini da dedistirmektedir. Bu yeni teknolojinin
sonuclari, gincel kanser kaynakli yolak bilgilerine dénlisecek ve kanserin tani
ve tedavisinde molekiller hedeflerin bulunmasini saglayacaktir. Kanser
tirlerinde somatik mutasyonlar yeni nesil dizileme ydntemleri tarafindan
tespit edilmekte ve bircok genis capli genomik calisma devam etmektedir.
Yeni nesil dizileme sayesinde elde edilen kisiye 6zel tedavi stratejileri,
hastaya faydasi az tedavilerin masraflarini ve morbiditelerini &nlerken,
mevcut tedavilerden de yararlanma olasiligini iyilestirmektedir (Daniels et al.,
2012).

Kanserde yeni nesil dizileme ile saptanan aday driver ve passenger
mutasyonlar arasinda ayrim yapmak, verilerin dikkatle yorumlanmasini
gerektirmektedir. Sonuglarin yorumlanmasindaki zorluklar, DNA
ekstraksiyonunun kalitesi, numune isleme teknikleri ve timoér igerigi igin
kullanilan numunelerin tiplerinden kaynaklanabilmektedir. Tumor
heterojenitesi, onkogenezde yer alan mutasyonlari saptamak icin analizlerde
gucluk yaratabilmektedir. Yeni nesil dizilemenin, bu tlr zorluklarin asilmasini
saglayarak elde edilen verilerin, biyolojik ve klinik etkilerinin arastirilmasini
kolaylastiracagi disintlmektedir (Daniels et al., 2012).
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3-GEREC VE YONTEMLER
3.1-Doku Orneklerinin Toplanmasi Ve DNA izolasyonu

3.1.1-Calisma Grubu ve Biyolojik Orneklerin Eldesi

Bu tez calismasinda, Saglhk Bakanhdi Saglk Arastirmalari Genel
Mudarlagu tarafindan desteklenen “Mineral Lifleriyle Cevresel ve Mesleksel
Temasin Yol Acti§i Akciger Patolojilerinin Yénetimine Yénelik Isbirligi Agi
Projesi” kapsaminda toplanan hasta verileri ve biyolojik trtnler kullaniimistir.
S6z konusu proje kapsaminda, ESOGU Tip Fakiiltesi Goéglis hastaliklari
Anabilim Dali'na daha o6nceki yillarda mulracaat eden hastalardan alinan
plevra dokulari kullaniimistir. Bu dokular, ESOGU Akciger ve Plevra
Kanserleri Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde (APKAM) -80°C'de
saklanmiglardir. Bu doku drneklerinden, MPM tanisi konulmusg, yas ortalamasi
62,9 olan 55 bireye ait plevral timér dokusu hasta grubumuzu (Malign grup)
olusturmaktadir. Benign grup icginse, asbest maruziyeti olan fakat
hayatlarinda MPM gelisimi gézlenmemis, yas ortalamasi 57,05 olan 18 adet
Benign Asbest iligkili Plorizili (BAP) bireyden elde edilen plevral doku
ornekleri kullanilmistir. Hasta grubu doku ornekleri igne biyopsisi veya
torakoskopik biyopsi yontemleriyle elde edilmistir, patolojik olarak tanilari
ESOGU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda konulmustur. Bu tez galismasi
ESOGU BAP B tipi projesi ile (proje no: 201311035) desteklenmis, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakultesi Ilac Disi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Baskanhgi tarafindan 80558721/265 sayili ve 29.08.2013 tarihle etik kurul
onay! almistir. Bu calisma binyesinde gerceklestirilen TUBITAK 1002 projesi
(Proje No: 115S819), Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdltesi Ilac Disi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanlidi tarafindan 80558721/89 sayili ve
04.03.2015 tarihli etik kurul karari ile gergeklestirilmistir.

3.1.1.1-Calisma Grubunu Olusturan Malign ve Benign Gruplar

) Calisma grubumuzdaki Malign ve Benign Gruplara 6zglu bazi 6zellikler
(Ornek sayilari, Histolojik tip, yas, cinsiyet gibi) Tablo 3.1'de verilmistir.
Tablo 3.1: Calisma grubumuzdaki Malign ve Benign Gruplara 6zgl bazi 6zellikler

Hastalik Grubu Erkek Kadin
MPM n=55
Epiteloid n=41 23 18
Miks n=6 2 4
Belirsiz n=5 2 3
Sarcomatoid n=3 1 2
BAP n=18 15 3
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3.2-YONTEMLER

3.2.1-Dokudan DNA Izolasyon Yéntemi

Malign ve Benign gruplarin plevral dokularindan ticari DNA izolasyon

kiti (Invitrogen Purelink Genomic DNA kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD) ile dokudan DNA izolasyon prosedurid kullanilarak
genomik DNA elde edilmistir. Kit yonteminde belirtildigi lzere, DNA elde
edilecek doku orneklerinin agirliklari 25 mg’ 1 gegmeyecek sekilde ayarlandi.
Buzdolabindan alinan 6rneklerin adirliklari hassas tartida kontrol edildikten
sonra hizlica steril bisturi ile daha klcuk parcalara ayrildi.

WN B

9.

Memeli Dokusu Lizat Hazirlanigi

. Su Banyosu 55 C° ye getirildi.
. Parcalanmis doku steril mikrosantriftij tiplne konuldu.
. Tipe 180 pl Purelink Genomik Digestion Buffer ve 20 ul Proteinaz K

eklendi.

. 55 C’ deki su banyosunda 1-4 saat sliresince ve arada vortex yapilarak

inkibasyon yapildi.

. Oda 1sisinda, maksimum hzda, 3 dakika boyunca santriflj yapildi,

supernatant yeni, steril mikrosantrifiij tiptne transfer edildi.

. 20pl RNAase eklendi, kisa vortexlerle karistirildi ve 2 dakika boyunca

oda isisinda inklibe edildi.

7. 200 pul Purelink Genomik Lizis/ Binding buffer eklendi, vortex yapildi.
8.

Lizata, 200 pl %96-100 Ik ethanol eklendi. 5 saniye boyunca
vortexlendi.
Hizlica DNA bagdlama asamasina gegilmistir.

DNA Baglama (Binding)

1.

4.

Purelink Genomik Lizis/ Binding Buffer ve ethanolle hazirlanmig lizati
(yaklasik 640 pl) spin colunmma eklendi.

2. Column’u oda isisinda, 1 dakika, 10000 g’ de santriftj edildi.
3.

Spin colunmun icinde bulundugu Collection tip atildi ve temiz bir
Purelink Collection tlpe koyuldu.
Yikama (Washing) DNA asamasina gegildi.

Yikama (Washing)

1
2
3
4

. Temiz Collection tup icindeki column igine 500 ul Wash Buffer eklendi.
. Column’ u oda 1sisinda, 10000 G'de, 1 dakika santrifij edildi.

. Collection tup atildi ve spin colunm temiz bir collection tlipe konuldu.
. Column icine 500 pl Wash Buffer 2 konuldu.
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5. Column’ u maksimum hizda (15000 rpm), 3 dakika, oda isisinda
santrifuj edildi.
6. Aynistirma (Eluting) asamasina gegildi.

Ayrnistirma (Eluting)

1. Spin Column, steril 1.5 ml ‘lik mikrosantrifij tiptne yerlestirildi.

2. Column’a 50pl PureLink Genomik Elution Buffer eklendi.

3. Bir dakika boyunca, oda sicaklidginda bekletildi. Colunm’u maksimum
hizda (15000 rpm), oda sicakhdinda, 1dakika boyunca santrifiij edildi.

4. Daha fazla DNA elde edebilmek igin, ayni elution buffer miktariyla
(50p1) ikinci bir elisyon basamagini yeni ve steril 1,5 ul mikrosantrifij
tlpinde gercgeklestirildi.

5. Column’u maksimum hizda, oda sicakliginda, 1.5 dakika santrifij
edildi. Elisyon yapilan iki ayri 1,5. pyl mikrosantriftij ttpa birlestirildi.

Saklama (Storing) DNA
1. Purifiye edilmis DNA -20 C° ‘de saklandi.

Surekli ¢gdziinme ve dondurma isleminden kaginmak icin DNA’ y1 4 C°’
de saklanabilir. Elde edilen DNA hem jel elektroforezi (Sekil 3.1) ile hem
de Nano Drop ydntemiyle miktar ve kalite kontrolleri yapilmistir (Tablo
3.2). SNP array calismasi icin gereken kriterleri saglayan ornekler
calismaya dahil edilmistir.

Sekil 3.1: Izole edilen DNA’larin jel elektroforezi ile degradasyon kontrollerinin yapilmasi.
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Tablo 3.2: Calismaya dahil edilen hasta orneklerden rastgele secilen 6rneklerin NanoDrop
Olgiim degerleri.

Sira Hasta Miktar ng/pul 260/280 nm

no

1. MPM 3 703 ng/ul 1.84-1.77 OD
2. MPM 9 433 ng/pl 1.80-1.57 0D
3. MPM 15 248 ng/pl 1.85-2.22 OD
4. MPM 26 391 ng/pl 1.81-1.77 OD
5. MPM 28 854 ng/ul 1.82 -2.18 OD
6. MPM 36 339 ng/ul 1.87-1.73 0D
7. MPM 39 884 ng/pl 1.83 -1.66 OD
8. MPM 40 493 ng/pl 1.80 - 1.06 OD
9. MPM 41 1200 ng/pl 1.78 - 2.04 OD
10. MPM 42 319 ng/pl 1.87 -1.67 OD
11. MPM 46 646 ng/pl 1.85-1.97 0D
12. MPM 69 490 ng/pl 1.83-1.59 0D
13. MPM 312 510 ng/pl 1.87 -1.74 OD
14. MPM 1072 1000 ng/pl 1.78 - 1.61 OD
15. MPM 110 740 ng/pl 1.88-1.47 OD

3.2.2-Tiim Genom SNP Array Calismasi

Tum genom SNP array calismasinda Affymetrix CytoScan HD cipleri
kullanilmistir. Bu ciplerin binyesinde bulunan 750,000 polimorfik SNP markeri,
1900000 non-polimorfik CNV (copy number variation) marker ile toplamda
2.690.000 markerin sagladigi yiksek ¢ozunurlik sayesinde tim genom capinda
tarama vyapildi. Affymetrix CytoScan HD ciplerinde bulunan markerlar,
tanimlanmis tim kanser iligkili genleri, RefSeq genlerini, X kromozom genlerini
ve OMIM genlerini kapsayacak sekilde tasarlanmistir. Ciplerin marker igerigi ve
gen kapsama bilgileri Tablo 3.3' te verilmistir. Bu sayede calismamizda tim
genom capinda ylksek c¢ozunlriikte molekller karyotipleme yapilmistir.
Ciplerin iceriginde hem SNP (single nucleotide polymorphism) hem de CNV
markerlarinin kombine bir sekilde bulunmasi hem genotipleme hem de kopya
sayisi varyasyonlarini, klasik sitogenetik, Array CGH ydntemlerine gbére daha
ylksek c¢ozundrlikte saptamamiza olanak saglamistir. Bu iki farkli marker
icerigi sayesinde Heterozigozite kaybi (LOH=Loss Of Heterozygosity) ve
Uniparental Dizomi/UPD tarafindan etkilenmis bodlgeler saptanabilmektedir
CytoScan HD cipleri, kapsaminda bulunan genetik markerlarin dagilimi ve sayisi
Ozellikle kanser genom taramalarina daha uygun oldugundan bu calismada
tercih edilmistir. Tum genom SNP array calisma ydntemi, kullanilan kimyasal
malzeme ve cihazlar takip eden bélimde verilmistir.
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Tablo 3.3:Affymetrix CytoScan Hd cipleri icersindeki markerlar ve dagihimlari.

Kopya Sayisi Analizi igin Marker Sayisi
Markerlar

Toplam Kopya Sayisi Marker Sayisi 2696550
Non-polimorfik Markerlar 1953246

SNP Markerlar 743304
Genotiplenebilen SNP Marker Sayisi 749157
Referans Genom hg19

Otozomal Markerlar 2491915
Psdédootozomal Markerlar 4624
Intragenic Markerlar 1410535
Intergenic Markerlar 1286015
Ortalama Markerlar arasi bosluk Baz cifti
(Spacing) -baz cifti dlceginde

Intragenik(asadida verilen genler igin) 880

ISCA genleri 384

Kanser Genleri 553

OMIM Morbid Genleri 659

Refseq Genleri 880

Intergenik 1737

Taminde 1148
Taranan Gen ylizdesi (100 kb Kapsama Orani
basina 25 marker gelecek

sekilde)

Kanser Genleri (n=526) OMIM %100

X kromozom OMIM Morbid Genleri %100

RefSeq Genleri (36121) %96
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Affymetrix CytoScan HD cipleri kullanilarak yapilan Tim genom SNP array
calisma protokoll 9 ana asamadan olusur;
Restriksiyon Enzim Kesimi
Baglanma (Ligasyon)
PCR
PCR saflastirma (Piirifikasyon)
PCR Uriinlerinin Olgiimii
Parcalanma (Fragmantasyon)
Isaretleme
Hibridizasyon
Yikama/Boyama/Tarama

3.2.2.1-Restriksiyon Enzim Kesimi

Not: DNA izolasyon basamadinda elde edilip - 20 C°’de bekletilen DNA ile
calismaya baslanildi. Baslangic materyali olarak 50ng/ul gDNA (genomik DNA)
kullanildi. DNA stoklari Low EDTA TE Buffer ile ¢dzuldu.

Gerekli Malzemeler:

-CytoScan™ Reagent Kit
*Nsp 1 Enzyme
*10X Nspl Buffer
*100X BSA
*Water (Nuclease Free)

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikro santrifij
- Mikropipet
- Vortex
- Thermal cycler
a) Buz lUzerinde yapilan calisma da uygun miktarlarda tampon, enzim ve
BSA ile kesim karisimi hazirlandi. DNA kesim karisimi hazirlandi.

BILESENLER Miktar (1 reaksiyon igin)
Nsp Buffer 2 UL

BSA 0.2 pL

Nsp Enzyme 1 pL

Su 11,55 p

Toplam 14,75 pL
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Genomik DNA (50 ng/pul) 5 ul

Nsp Digest Master Mix 14,75 pl
Toplam 19,75 ul
Thermal Cycler Programi: -Digest-
37°C 2 saat
65°C 20 dk
4°C Hold

Bir sonraki asamaya gecgilmeyecekse 6rnekler -20°C’de saklanabilir.

3.2.2.2-Baglanma (Ligasyon)
Gerekli Malzemeler:

-CytoScan™ Reagent Kit
*T4 DNA Ligase Enzyme
*10X T4 DNA Ligase Buffer

* Adaptor, Nsp (50 uM)

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikro santrifij
- Mikropipet

- Vortex

- Thermal cycler

a) Buz lzerinde yapilan calisma da uygun miktarlarda tampon, enzim ve
adaptor ile ligate karisimi hazirlandi.

BILESENLER Miktar (1 reaksiyon)
T4 DNA Ligase Buffer 2.5 pL
Adaptor Nsp 0.75 uL
T4 DNA Ligase 2 puL
Toplam 5.25 pyL

b) Hazirlanan karisim toplam 19.75pL kesim yapilmis drnek icine eklendi
ve asagidaki inkibasyon programinda ligate reaksiyonu yapildi.
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Thermal Cycler Programi: -Ligate-

16°C 3 saat
70°C 20 dk
4°C Hold

c) Inkiibasyon sonrasi dérnekler 75uL nuclease-free su ile dilue edildi.

Bir sonraki asamaya gecilmeyecekse drnekler -20°C’de saklanabilir.

3.2.2.3-PCR
Gerekli Malzemeler:

-CytoScan™ Reagent Kit
*Su (Nuclease Free)
*PCR Primer, 002 (100 uM)
-USB® MagniTaq™ Multiplex PCR Master Mix (2X)

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikro santriftij
- Mikropipet

- Vortex

- Thermal cycler

a) Dilue edilmis ligate GrdnU yine buz Uzerinde PCR igin hazirlandi. PCR

icin uygun miktarda yapilan karisim bir érnek icin dért ayri reaksiyon
olacak sekilde hazirlandi.

BILESENLER Miktar (1rxn)
dH20 35 pL
USB® MagniTaq™ Multiplex PCR
Master Mix (2X) 50 pL
Primer 002 5 pL
Toplam 90 pL

b) Asadida verilen programa uygun PCR islemi uygulandi.

35



Thermal Cycler Programi: -PCR-

94°C 3dk 1X
94°C 30 sn

60°C 45 sn 30X
68°C 15 sn

68°C 7dk 1X
4°C Hold

c) PCR sonrasi ornekler %2’lik TBE Agaroz jel elektroforezinde kontrol
edildi. 200-1100 bp arahdinda Urinler (smear seklinde) gorintilendi
ve bu dederleri tasiyanlarla calismada ileriki asamalara gegcildi (Sekil
3.2).

Sekil 3.2: PCR sonrasi Urinlerinin blytkliklerinin belirlenmesi amaciyla elde edilen agaroz
jel elektroforez gorintileri.
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3.2.2.4-PCR Plirifikasyon:
Gerekli Malzemeler:

CytoScan™ Reagent Kit
*Purification Beads
*Flution Buffer
*Purification Wash Buffer
*Water (Nuclease Free)
-Absolute Ethanol

Gerekli Ekipmanlar:

- Magnareck, magnetic stand (Invitrogen)
- Mikro santrifij

- Mikropipet

- Vortex

- Thermal cycler

a) Bir ornede ait dért PCR amplikonu tek bir tlpte toplandi ve 720uL
purification beads sollisyonu ile 10dk oda sicakliginda bekletildi.

b) Maksimum hizda (12000g) 3dk santriflij yapildiktan sonra magnetic
stand Uzerine alinan érnekten supernatan kismi atildi.

c) Purification Wash Bufferdan 1mL alindi ve pellet seklinde kalan DNA’ya
baglanmamis haldeki bead ile 2dk karistirildi.

d) Maksimum hizda 3dk santrifij yapildiktan sonra magnetic stand
Uzerine alinan 6rnekten supernatan kismi atildi.

e) Etanoliin tamamen uctugundan emin olunduktan sonra 50pul Elution
Buffer ile ellisyonu yapildi ve DNA geri elde edildi.

Bir sonraki asamaya gecilmeyecekse 6rnekler -20°C’de saklanabilir.

3.2.2.5-PCR Uriinlerinin Ol¢imii:
Gerekli Ekipmanlar:
- Nanofotometre

a) Purifiye edilen amplikonlarin konsantrasyonlari nanofotometre ile
Olgtlda.
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b) Elde edilen PCR Grini 2500-4000ng DNA icermelidir. Bu sinir disinda
kalanlar icin PCR asamasi tekrar edildi. Elde edilen dederlere ait birkag
ornek tabloda gdésterildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4:Hasta 6rneklerine ait (MPM kodlu) PCR drianlerinin purifikasyon sonrasi saflik ve
konsantrasyon o6lgimlerine gére uygun miktar ve kalitede olanlara 6rnek degerler.

Ornek No Hasta No | PURIFIKASYON SONUCLARI
(260/280 nm )

1 MPM - 2 3911 ng/pl  1.84 - 2.27 OD
2 MPM - 3 3851 ng/pl  1.83 - 2.26 OD
3 MPM - 9 3663 ng/ul  1.84 - 2.30 OD
4 MPM - 15 3970 ng/ul  1.85 - 2.29 OD
5 MPM - 26 3391 ng/pl  1.82 - 2.31 OD
6 MPM - 28 3532 ng/pul  1.88 - 2.30 OD
7 MPM - 35 3240 ng/ul  1.88 - 2.310D
8 MPM - 36 3814 ng/ul  1.84 - 2.28 OD
9 MPM - 39 3653 ng/ul  1.87 - 2.33 OD

3.2.2.6-Fragmantasyon:
Gerekli Malzemeler:
-CytoScan™ Reagent Kit
*Fragmentation Reagent

*10X Fragmentation Buffer
*Water (Nuclease Free)
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Gerekli Ekipmanlar:

- Mikro santrifiij
- Mikropipet

- Vortex

- Thermal cycler

a) Fragmantasyon, enzimatik bir reaksiyon olup zamana ve sicakliga
duyarlidir. Bu nedenle tim calisma buz lGzerinde yapildi.

b) Kit icindeki Fragment reagentin Unitesine goére asagidaki gibi dilisyonu
yapildi. Purifiye edilen bu karisimdan 10 pL érnek igine konuldu.

] Miktar
BILESENLER | (2U/ul))
Frag Buffer 158.4 pL
Frag Reagent 7.2 gL
Nuclease-free su 122.4 uL
Toplam 288 pL

c) Ornek 25-125bp uzunlugunda fragmentlere ayriimak (zere uygun
thermal cycler programinda asagidaki kosullarda inkiibasyona birakildi.

Thermal Cycler Programi (Frag)

37°C 35 dk
95°C 15 dk
4°C Hold

d) Isaretleme basamagina gecilmeden fragmentlerine ayrilmis olan érnek
%4’lik TBE Agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 3.5).
e) Ornek bekletilmeden diger basamada gegildi.
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Sekil 3.3: Fragmantasyon Sonrasi Agaroz Jel Elektroforezi ile Gortintileme (FRAG)

3.2.2.7-Isaretleme
Gerekli Malzemeler:

-CytoScan™ Reagent Kit
*DNA Labeling Reagent (30 nM)
*Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Enzyme
*Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Buffer

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikro santrifij
- Mikropipet

- Vortex

- Thermal cycler

a) Uygun miktarlarda Labeling Reagent, TdT Buffer ve TdT kullanilarak
reaksiyon igin bir karisim hazirlandi ve 6rnegin lzerine eklendi.

BILESENLER Miktar (1rxn)

TdT Buffer 14 pL
Labeling Reagent 2 UL

TdT 3.5 L

Toplam 19.5 pyL

b) Thermal cycler programinda reaksiyon gercgeklestirildi.
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Thermal Cycler Programi -Label-

37°C 4 saat
95°C 15 dk
4°C Hold

3.2.2.8-Hibridizasyon
Gerekli Malzemeler:

-CytoScan™ Reagent Kit
*Hyb Buffer Part 1
*Hyb Buffer Part 2
*Hyb Buffer Part 3
*Hyb Buffer Part 4
*Oligo Control Reagent 0100

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikro santrifij

- Mikropipet

- Vortex

- Thermal cycler

- GeneChip® Hybridization Oven 645

a) Arrayler oda sicakligina getirildi.

b) isaretlenmis 6rnek Uzerine hibrizasyon karisimi eklendi ve thermal
cycler programinda inkibasyona birakildi.

BILESENLER Miktar (1rxn)
Hyb Buffer Part 1 165 pl

Hyb Buffer Part 2 15 pl

Hyb Buffer Part 3 7 ul

Hyb Buffer Part 4 1 pl

PCR 2 ul

Toplam 190 uli
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Thermal Cycler Programi -Hyb-

95°C 10 dk
49°C 5 dk
49°C Hold

Hibridizasyondan sonra DNA'nin tek dalli hale gelmesi igin kisa bir
denatlrasyon asamasi gercgeklestirildi (95°C, 10dk).

c) Hibridizasyon reaksiyonu bittiginde, arrayler icine denaturasyonu
tamamlanmis DNA enjekte edildi ve 18 saat 50°C sicaklikta 60rpm
rotasyonla inktbasyona birakildi.

3.2.2.9-Yikama/Boyama/Tarama
Gerekli Malzemeler:

-CytoScan™ Reagent Kit
*Stain Buffer 1
*Stain Buffer 2
*Array Holding Buffer
*Wash A Buffer
*Wash B Buffer

Gerekli Ekipmanlar:

- GeneChip® Fluidics Station 450
- GeneChip® 3000 Scanner 7G

a) Hibridizasyon tamamlanmadan ©Once gerekli solisyonlardan uygun
miktarlarda alinarak yikama ve boyama igin hazirlandi.

b) Yikama istasyonunda birinci ve ikinci boyama sollsyonlari igin Stain
Buffer 1 ve Stain Buffer 2 den 500pl, son tipe de Array Holding
Bufferdan 800pul konuldu.

c) Yikama Istasyonunun uygun vyerlerine bu soliisyonlar ve array
yerlestirildi.  Bilgisayar kontrolindeki yikama-boyama protokoli
baglatildi.

d) Yikama islemi tamamlandiktan sonra vyine sistem Dbilgisayari
kontrollinde tarama islemi yapildi ve ham veri elde edildi.
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3.2.3-SNP Array Ciplerin Taranmasi Sonucu Elde Edilen Ham
Verilerin Analizi I¢cin Kullanilan Programlar

3.2.3.1-Chromosome Analysis Software (Chas) 3,1

Array ciplerinin tarama isleminden sonra CEL dosya formatinda elde
edilen ham veriler Chromosome Analysis Software (Chas) 3,1 programinda
genomik anomalilerin gdzlenebilmesi amaciyla Cytoscan HD_Array Diploid
Analiz NA33 algoritmi kullanilarak CYPCHP dosyalarina doénustartldid. Bu
analiz yapilirken CytoScanHD_Array.na33.r2.REF_MODEL modeli referans
alinmis, annotasyon iginse, CytoScanHD_Array.na33.annot.db kullanildi. Bu
algoritm, kanser genom cgalismalarinda 6nerilen dosya islemi algoritmi olarak
en uygun yontem oldugu igin secildi. Hasta ve kontrol bireylerine ait CYPCHP
formatina cgevrilen dosyalar sayesinde genomik kopya sayisi degisimleri
(delesyonlar, amplifikasyonlar) ve heterozigosite kayiplari, 22 otozom ve X,Y
kromozomlari seklinde gdzlenir hale getirildi (Sekil 3.4). Chas 3.1 programi
analizinde referans genom olarak NetAffx Build (hg19)/GRCh37 (Genome
Reference Consortium human genome build 37) kullanildi.
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Sekil 3.4: Chas 3.1 programinda bir hastaya ait CYPCHP dosyasinin analizi sonucunda elde
edilen genomik anomalilerin tiim genom boyunca goérintilenmesi. (molekiler karyotip)

Ayni program sayesinde, genomik anomali (Delesyon=kirmizi,
Amplifikasyon=mavi, Heterozigozite kaybi=mor) bdlgelerine denk gelen
kromozomal pozisyonlar ve icerdikleri gen bodlgeleri detayh bir bicimde
gosterildi. Ayrica Chas sayesinde, bu bélgelere ait su ana kadar hastaliklarla
iliskilendirilmis lokuslar ve kopya sayisi varyasyonlariyla ilgili bilgilere
literatdrleriyle birlikte ulasilabilmektedir. Bu detayli analiz sayesinde 6zellikle
kanser ile iliskilendirilmis gen bdlgeleri ylksek ¢ézinurllikte incelenmekte ve
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yapisal anomali goérdliur hale getirilmektedir (Sekil 3.5). Chas 3,1
programinda, Genomik anomalilerin belirlenmesi ve gdzlenmesi icin esik
degerleri olan, Genomik kazanim (gain), genomik kayip (loss) igin 50 marker
ve 400 kb (kilobaz) olarak kabul eden standart segment filtre ayarlari
secildi. Heterozigotluk kayiplari (LOH) icinse en az 50 marker ve 3mb
(megabaz) buyuklik secildi.
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Sekil 3.5: Bir hastaya ait 1. Kromozomdaki bazi genomik anomaliler. Chas 3.1 detayl analiz
kisminda kromozomal bélgelere denk gelen delesyonlar (kirmizi), amplifikasyonlar (mavi),
heterozigozite kayiplari (mor) 1. Panelde gdzlenmektedir. 2. Panelde ise ilgili kromozomal
bélgedeki genler goézlenmektedir (Cancer genes ve ISCA constitunal genes). Bu sayede
saptanan genomik anomalinin hangi genin yapisini etkiledigi anlasilabilmektedir. 3. Panelde
ise daha onceki calismalardan elde edilmis kopya sayisi varyasyonlari (DGV-DataBase of
Genomic Variants) verilmistir. Bu sayede kendi galismamizdan elde ettigimiz veriyi kolayca
literatlrle karsilastirma sansimiz olmaktadir. 4. Panelde ise OMIM (Online Inheritance of
Man) fenotip Loci bilgisi yer almaktadir. Burada OMIM veritabani kullanilarak ilgili
kromozomal bélgenin hangi hastalik fenotipi ile iliskilendirildigi bilgisine ulasabilmekteyiz.

Chas 3,1 sayesinde genomik anomaliler detayl bir bigcimde goérinir hale
gelmekte ve incelenebilmektedir. Fakat bu programin, hem Malign hem de
Benign gruplar arasindaki anomali sikliklari ve kaliplarinin benzerlik veya
farkhliklarinin tayin edilmesinde vyeterli olmadigi gorildi. Bunun Uzerine
anomali sikliklarinin ve gruplar arasindaki farkliliklari daha detayh analizini
yapabilecek bir programa ihtiyac duyuldu. Bu ylizden hem gruplar icinde hem

44



de arasinda detayli analizin yapilabilmesi icin Nexus Copy Number Discovery
Edition 7,5 adl biyoinformatik programi kullanildi.

3.2.3.2-Nexus Copy Number Discovery Edition 7,5

Nexus Copy Number for Affymetrix Discovery Edition sayesinde,
genomik anomaliler malign ve benign gruplarn birlikte karsilastirmal olarak
dederlendirebilmistir. Bu sayede hasta grubunda sik rastlanan genomik
anomaliler ile malign, benign gruplar birbirinden ayiran genomik anomaliler
saptanmistir. Kanser genomunun heterojenitesi ve icerdigi mosaisizm
durumdan dolayi yanlis pozitif sonucglarin da elde edilme olasiigi vardir. Bu
durumu engellemek icin CEL dosyalarindan elde edilecek genomik anomali
analizinde en siki (stringent) ve kanser calismalarina en uygun ayarlar
kullanildi (Sekil 3.6).

Add Sample Data >
Copy number  Seq. Variation
Select data type | Affymetrix CEL p

@ Set processing settings based on the following and process

@ (O Fecmescsennes s on oo pessble nrenses b posiiv e

(_) For non-mosaic samples

@ Stringency: '

Lenient Average Stringent

@ Perform Systematic Correction

Array Types: |Catalog Affy CytoScanHD 20120229 P

Sekil 3.6: Nexus 7.5 programinda CEL dosyalarinin analiz ayarlari.

Bu programda, kopya sayisi ve alellik degisimlerin hesaplanmasi igin Fast
Adaptive States Segmentation Technique (FASST2) and SNP-FASST2
algoritmlerini segildi.

3.2.3.2.1-Hasta Ve Kontrol Grubunun Karsilastirmali Olarak Analiz
Edilmesi Sonucu Saptanan Genomik Anomali Sikliklarinin Hesaplanmasi

Nexus Copy Number Discovery Edition 7,5 programinin ‘'Selected
Comparision” modult kullanillarak hasta grubunda (MM n=55) ve Benign
grubunda (BAP n=18) saptanan genomik anomali frekanslari karsilastirmali
olarak incelendi ve bunlarin etkiledigi genler belirlendi. Sekil 3.7’de 6rnekte
goruldigu Gzere Malign ve Benign grupta 9. Kromozomun klclk kolunda
anomali frekanslari ve pozisyonlari 1 ve 2 numarali panelde karsilastirildi.
Mavi pikler amplikasyonlari, kirmizi pikler ise delesyonlari gdsterilmektedir.
Genomik anomali frekanslari birbirinden istatistiki acidan anlaml olarak
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ayrilan bélgeler program yardimiyla saptandi. iki grubun arasindaki genomik
anomali frekans fark esigi %30 olarak belirlendi. (Bu esik dederine ait
minimum 0&rnek: Malign Grupta %30 siklikta goérilip Benign grupta %0
siklikta gozlenen anomaliler). Program dahilinde genomik frekans farkhliginin
saptanmasinda Fisher exact testi vyapildi, hesaplama sonucunda p
degerlerinin <0,01 olan boélgeler anlamlh farklihgin oldugu bodlgeler olarak
saptandi. Yine program dahilinde FDR (False Discovery Rate) hesaplanarak
bir dogrulama yapildi. Bu istatistiki kriterlere gore anlamh farkhlik bulunan
genomik boélgeler secildi ve sonucglar Excel tablosu haline getirildi. Program
tarafindan anlamli olarak verilen genomik bdélgeler, Excel tablosunda, manuel
olarak ta tekrar kontrol edilerek, SNP array ciplerinin saptama kapasitesinin
altinda olan kicglk genomik bdlgeler, sentromer bdlgesine denk gelen tekrar
sayllarindan dolayr anomaliler, disik marker sayisi ile belirlenmis anomaliler
yanlhs pozitif olarak kabul edilerek ve sonuglardan cikarildi.
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Sekil 3.7: Nexus Copy Number Discover Edition 7,5 sayesinde elde edilen ve ileride
dederlendirmeleri nasil yaptigimizi agiklamak amaciyla konulan 9. Kromozom kiglk kolunun
analiz gorintlisi. 1 numaral panelde Malign Plevral Mezotelyoma gruba ait (Malign Grup), 2
numarall panelde ise Benign Asbest Plorizisi grubuna (Benign Grup) ait anomalilerin gesitleri
pozisyonlarina goére gb6zlenme sikliklari ile gdsterilmistir. Kromozomal bdlgelere goére
saptanan anomali sikligi ve farkhhdi, panellee karsilastinildiginda rahatga gézlenmektedir. Bu
ornekte Malign grupta 9p21. Bélgesinde yodunlasan delesyonlar g6zlenmekte iken Benign
grupta ayni bdlgede herhangi bir anomali gézlenmemistir. 1ki grup arasinda istatistiki
anlamda farkh anomali sikligi olan bdlgeler ‘Significant” kisminda anomali tipine
(Amplifikasyon mavi, delesyon kirmizi) gore isaretlenmistir (6r: kirmizi ok isaretinin
gosterdigi bolge) . (p<0,01, anomali farklilik esigi en az %30)

Programa eklenen diger analiz fonksiyonlari sayesinde, genomik anomalilerin
cesitli parametrelerle iligkisi belirlendi. Programin ‘“add factor” 6zelligi
secilerek ilgili bireyin klinik herhangi karakteristik 6zelligi girilip, bu 6zellige
gére gruplara ayrnilip genomik anomali kaliplarina gbére bir analiz de
yapilabilmektedir. Biz calismamizda, MPM grubunda, timodr alt tiplerine goére
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bir gruplama vyapip, bu klinik veriye 6zgi genomik anomali kalibi olup
olmadigini arastirdik (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8: 9. Kromozomun kisa kolunda bulunan genomik anomalilerin, Sarkomatoid ve
diger timor alt tiplerinde gorilme sikliklar ve cesitleri. Birinci panelde 3 adet sarkomatoid
tip MPM hastasinin 9. Kromozomunun kisa kolundaki anomalilerin yogunlastigi bélgeler ve
sikliklari gézlenmekte, 2 numarali panelde ise ayni bdlgenin diger histolojik tipli (epiteloid,
mixed, bilinmeyen) MPM hastalarindaki genomik anomi sikliklari gériilmektedir. iki grup
arasinda istatistiki anlamda farkli anomali sikligi olan bolgeler ‘'Significant” kisminda anomali
tipine (Amplifikasyon mavi, delesyon kirmizi) gore isaretlenmistir (6r: ok isaretinin gésterdigi
bolge). (p<0,01, anomali farklilik esigi en az %30)

3.2.3.3-Hasta Grubunda Bulunan Genomik Anomalilerin Etkiledigi
Genlerin Gorev Yaptigi Molekliler Yolaklarin ve Biyolojik Islevierin Bulunmasi

Hasta grubunda sik go6zlenen ve Benign grupta hi¢c gdzlenmeyen
hastalikla iliskilendirdigimiz gen bdlgelerinin hangi molektler vyolaklarda
gorev yaptigini belirlemek amaciyla, http://pantherdb.org/ adresi kullanildi.
Malign gruba 6zgl genomik anomaliler tarafindan etkilenen genler bu siteye
girildi ve analizleri yapildi. Gen isimleri Enter ID kismina girildi, organizma
tirt Homo Sapiens secildi ve analiz kismi pie chart olarak gdsterilecek
sekilde secildi (Sekil 3.9).
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1. Enter ids and or select file for batch upload. Else enter ids or
select file or list from workspace for comparing to a reference list.
Emnter IDs:
Supported IDs separate IDs by a space or comma
2
Upload IDs: Dosya Seg | Dosya secilmedi
File format
Please login to be able to select lists from vour workspace.

Select List Type: = IO List
Previously exported text search resuhls
workspace list

PANTHER Generic Mapping File
WVCF File Flanking region |20 Kb ¥

2. Select organism.
Homo sapiens
Mus musculus
Rattus norvegicus
Gallus gallus
Cranio rerio

3. Select Analysis.
Functional classification viewed in gene list
= Functional classification viewed in pie chart

Statistical overrepresentation test Use default settings
Statistical enrichment test Use default settings
sulbmit

Sekil 3.9: Pantherdb analizi ekran goriantlisu (http://pantherdb.org/).

3.2.4-Tiim Genom Dizileme Calismasi

SNP array calismamizdan elde edilen verilerin nUkleotid dlizeyinde daha
detayh analizi igin TUBITAK 1002 (Proje No:115S819) projesi gerceklestirildi.
Bu proje kapsaminda karmasik anomali kalibina sahip, kromozomlarinda
Chromoanagenesis kaliplarina benzer anomaliler tasiyan hastalardan (g
tanesi tim genom dizileme islemine tabi tutuldu. Tium genom dizileme
yontemi, yakin zamanda kullanimi artan bir genetik ydntemdir. Bireyin
genetik oOzelliklerinin  (varyantlarin, indel ve SNP’lerinin) tim genom
seviyesinde tespit edilmesine olanak saglamaktadir. Gergeklestirilen
yontemde illumina HiSeq X model yeni nesil dizileme platformu kullanildi. Bu
platformlarda yapilan calismalar temelde 4 basamakta gercgeklestiriimektedir.
Bu basamaklar, Ornek Hazirlama, Kitiiphane Hazirlama, Dizileme ve
Biyoinformatik Analizden olugsmaktadir.

3.2.4.1-Ornek Hazirlama ve Kalite Kontrol

Yeni nesil dizileme calismalarinda, yuksek saflikta ve fragmente olmamis
DNA ile calisiimasi buylik 6nem tasimaktadir. Numune kalitesindeki olasi
kimyasal kontaminasyonlar ve kullanilan DNA numunesinin yapisal batinlagu
calisma sonrasinda elde edilecek sonuglarin niteligini ve veri miktarini
degistirmektedir. Bu sebeple calismada kullanilan DNA numuneleri farkli
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kalite kontrol basamaklarindan gegcirildi. Ilk basamakta, DNA numuneleri
%5’lik jel elektroforezde ylrutulmus ve jel goruntlleri temel alinarak yapisal
bGtinligdnd korududu tespit edildi. Sonrasindaki basamakta, DNA’nin
kimyasal/protein kontaminasyonunun tespiti icin Nanodrop
spektrofotometresi (Nanodrop 2000c) ile test edildi. Bu calisma sonrasinda
elde edilen DNA konsantrasyonu dederleri istenen seviyelerde (>50 ng/ul) ve
kontaminasyonun goz ardi edilebilir seviyede oldugu (260/280=
~1.80,260/280= ~2.00) goériuldua (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: Kullanilan érneklerin Nanodrop Sonucglari

Incelenen Kons (ng/pl) 260/280 nm 260/230 nm
Ornek

1-MPM 119 156,3 1,77 1,90

2-MPM 146 176,2 1,90 1,80

3-MPM 284 155,2 1,91 1,91

Nanodrop sonrasindaki calismalarda dsDNA’larin gercek konsantrasyonunun
tespiti icin Qubit Florometresi kullanildi. Qubit florometresi fragmente olan
nitkleotitler yerine sadece dsDNA 0&zellikteki DNA’larin konsantrasyonlarinin
tespiti igin kullanilmaktadir. Bu c¢alismalarda tim numunelerin gergek
konsantrasyonlari hesaplandi. Bu c¢alisma sonrasinda elde edilen DNA
konsantrasyonu dederleri istenen seviyelerde (>50 ng/ul) oldugu tespit edildi
(Tablo 3.6).

Tablo 3.6 : Qubit Olgiim Sonuglari

Incelenen Konsantrasyon (ng/pl)
Ornek

1-MPM 119 71,3

2-MPM 146 83,3

3-MPM 84 72,3

Tum orneklerin  kalite kontrollerinden gegmesi sebebiyle, ek bir
saflastirma yapilmasina ihtiya¢ duyulmadan sonraki basamada gecilmistir.

3.2.4.2-Katliphane Hazirlama

Kutiphane hazirlama basamadinda, kullanilan o6rneklerin yeni nesil
dizileme platformuna uygun hale getirilmesi gerceklestiriimektedir. Calisma
kapsaminda, kitliphane hazirlama basamadinda “illumina TruSeq Nano DNA”
kit kullanilmistir. Bu asamada sirasiyla asagidaki basamaklar izlenmektedir.
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Saflastirma
Adaptor Eklenmesi
Saflastirma
Normalizasyon
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3.2.4.3-Fragmentasyon

izole edilmis genomik DNA, genellikle yeni nesil dizileme platformlarinin
okuma uzunluklarinda (~500 bp) daha buyldk fragmanlar halinde bulunur.
BlUydk DNA parcalarinin daha kisa pargalara donusturilmesi igin
fragmantasyon islemi gergeklestirimektedir. Bu islem, enzimatik veya
mekanik ydntemlerle gergeklestirilebilir. Enzimatik yéntemlerde fragmentaz,
endonukleaz veya transpozaz gibi oligonukleotit zincirinin kirllmasina neden
olan enzimler kullanilmaktadir. Mekanik ydntemlerin basinda ise sonikator
yer almaktadir. Calismada kullanilan illumina TruSeq Nano DNA kitinde
fragmentasyon amaciyla mekanik kesim tercih edilmektedir. Oncelikle
genomik DNA 6rnekleri ayni konsantrasyona gelecek sekilde normalize edildi.
Bu normalizasyon basamaklarinda Qubit dlgimleri esas alinmigtir. Genomik
DNA'nin fragmentasyonu sonucunda 350 bp ile 500 bp uzunluk arasinda DNA
fragmanlari alinarak saflastirma asamasina geqildi.

3.2.4.4-Saflastirma

Saflastirmadan 6nce fragmantasyon asamasinda elde edilen karisimin
icerisine, solUisyon icerisinde kalan c¢ok klclik veya c¢ok bluydk DNA
fragmanlari ve enzim, tampon c¢ozelti gibi kimyasallardan arindirmak
amaciyla temizleme islemine tabi tutuldu. Bu basamakta kit tarafindan
saglanan manyetik boncuklar kullanilmaktadir. Bu boncuklar 6zellikle belirli
boyuttaki DNA'lara baglanmaktadir. Son sollisyon ile karistirildiginda, DNA ile
boncuklar baglanmakta ve manyetik alan igerisinde c¢okelti olusturmaktadir.
Supernatant’in atilmasi ve takiben DNA’In boncuklardan ellisyonu sonucunda
saflastirilmis DNA elde edildi.

3.2.4.5-Adaptér Eklenmesi

Dizileme basamagi oOncesinde her bir numunenin cihaz tarafindan
taninmasini ve cihaz icinde yer alan cipe (flowcell) baglanmasi icin fragmente
durumdaki DNA’larin ug¢ kisimlarina adaptér denilen oligonukleotitlerin
takilmasi gereklidir. Bu oligonlkleotitler, hem 06rnede has barkod dizilerini
icermekte hem de flowcell'de gomdill olarak bagh bulunan oligontkleotitlere
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baglanacak DNA dizilerini icermektedir. Dizileme sirasinda, tim verilerden
her bir numuneye ait verilerin ayristinimasi (demultiplexing) bu barkod
dizilerdeki farkhliklara goére gercgeklestirildi. Adaptér ekleme islemlerinde,
Oncelikle fragmente durumdaki DNA’larin  u¢ kisimlarinin  tamiri
gerceklestirildi. Bu tamir isleminde Taq polimeraz kullanihr. Tamir
sonrasinda, ligaz enzimi kullanilarak adaptér dizileri, fragmente DNA’lara
eklendi. Flow cell’e bagalancak fragman sayisini arttirmak igin PCR islemi
gergeklestirildi. Bu islemde, primerler adaptor bdlgelere baglanacak sekilde
¢ogaltma islemi uygulandi. Bu islemlerden sonra, ortamda kalan enzim ve
diger kontaminantlari uzaklastirmak icin saflastirma islemi uygulandi.

3.2.4.6-Normalizasyon

Dizileme platformlari, konsantrasyon agisindan cok dar araliktaki bir
ornek grubu ile cahlsilabilir. Geredinden yiksek veya dislk
konsantrasyondaki DNA’lar, veri kaybina neden olabilir. Ayrica, numuneler
arasinda da konsantrasyon acgisindan bir esitlik olmasi, sonuglarin
karsilastirilabilirligi acisindan onemlidir. DNA konsantrasyonlarinin
esitlenmesi icin Qubit florometresi kullaniimistir. Qubit ile dlglilen her bir
numune ardindan 1.80 pM olacak sekilde seyreltildi, ardindan tim o6rnekler
birlestirildi.

3.2.4.7-Dizileme

Calismanin dizileme slreci, illumina HiSeq X vyeni nesil dizileme
platformu Uzerinden gergeklestirildi. illumina tarafindan kullanilan Solexa
dizileme yonteminde, DNA fragmanlari oncelikle flowcell adi verilen cipler
Uzerine vyerlestiriimekte ve yerlestigi bolgede ylksek dogrulukta sinyal
vermek igin bolgesel olarak gogaltiimaktadir (bridge-amplification) ve bunun
sonucunda flowcell Uzerinde milyonlarca fragman kimeleri (cluster)
olusmaktadir. Flowcell Gzerinde olusan fragman kimeleri, her bir dénglide 1
baz okunacak gsekilde dizilenmektedir. illumina tarafindan gelistirilen
“Sequencing-by-Synthesis” ydntemi ile her doénglde, DNA fragmanlar 2
farkli boya ile isaretlenmis 4 farkl dintkleotite maruz birakilmaktadir. Her bir
dongide, uygun dinlkleotitin baglanmasini takiben floresans kamera ile o
kimenin gorseli alinmaktadir. Her bir kimeden gelen goérseller
birlestirilmekte ve sonucta ilgili kiimelerin 1sima karakterlerinden nukleotit
dizileri cikariimaktadir.
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3.2.3.8-Tim Genom Dizileme Biyoinformatik Analiz

3.2.4.8.1-Fastqg Olusturulmasi

Calisma sonunda, HiSeq X dizileme platformu okuma verileri, *.bcl
formatinda olusturulmaktadir. Bu dosyalar, DNA kimelerinin flow-cell
dzerindeki konum ve ID'lerini, 1sima karakterlerini icermektedir. Bu
verilerden Bcl2fastq v.2.1 (illumina) programi kullanilarak *.fastq dosyalari
elde edildi. Ayni zamanda, fastq verileri, icerdigi index verilerine gore farkli
orneklere aynistirildi (Demultiplexing).

3.2.4.8.2-Kalite Kontrol Basamaklari

Kalite kontrol islemleri, ham fastq verilerinin incelenerek dizileme
calismasinin etkinligini 6lcmede kullanihir. Boylelikle, calismada yasanan
herhangi bir sorun ve olasi sebepleri hakkinda bilgi edinilmis olur. Calismada
bu amacgla FASTQC programi (www.bioinformatics.babraham.ac.uk)
kullanildi.

3.2.4.8.3-Okuma Filtreleri & Trimming

Dizileme surecinde, Fastq okuma verilerindeki dusuk kalitedeki baz
okumalari, sonraki analiz basamaklarinda yanhs pozitif sonuglara neden
olmamasi igin, okumalardan cikarildi. Kalite filtreleri ve kesim igslemleri igin
Trimmomatic uygulamasi kullanildi.

3.2.4.8.4-Hizalama

Dilzeltilen ham dizi verilerinin insan genomuna hizalanmasinda Burrows-
Wheeler Aligner (v.0.7.12) programi kullanildi. Bu program, yeni nesil
dizileme platformundan elde edilen yaklasik 100 bp’lik okumalari insan
genom referans dizisine hizalanmasinda kullanilmaktadir. Calismada referans
genom olarak hgl9, GRCh37 kullanildi. Sonrasinda, indel bdlgelerindeki
hizalamalarin  uygun hale getirilmesi icin bdlgesel-hizalama (local
realignment) gerceklestirildi. Calismada bu amacgla GATK IndelRealigher
v3.3,0 kullanildi. Birlestirme ve hizalama sonrasinda GATK (v3.3.0)
uygulamasi kullanilarak tekrarli okumalarin filtrelenmesiyle okuma sayisi
optimizasyonu, baz kalite rekalibrasyonu gerceklestirildi. Elden edilen *bam
ve vcf* dosyalar Golden Helix Genome Browser programi kullanilarak goérsel
olarak incelendi.
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3.2.4.8.5-MANTA Algoritmi Ile Yapisal Varyantlarin (Kopya Sayisi
Degisimlerinin) Belirlenmesi

Hizalanmis verilerden, bireydeki mutasyonlarin tespit edilmesi icin son
basamakta, GATK (Unified Genotyper) kullanilmistir. Bu uygulama,
hizalanmis okumalarda tek nokta varyantlarinin ve indellerin tespitini
saglamaktadir. Tim genom calismalarinda 3-4 milyon varyant tespit edildi.
Yapisal Varyasyonlarin Tespiti Hizalanmis verilerinden yapisal varyasyonlarin
tespiti (inversiyon, delesyon, duplikasyon, breaking point) icin MANTA (Chen
et al., 2015)uygulamasi kullaniimistir. MANTA, paired-end &zellikteki dizileme
okumalarindan yapisal varyantlarin -structural variants (SVs)- ve indellerin
belirlenmesini saglamaktadir. Bu algoritm somatik mutasyonlarin (blylk
boyutlu yapisal varyasyonlarin, orta buyudklikteki indellerin ve buyuk
insersiyonlarin) tespitini saglayacak sekilde optimize edildi. Bu uygulamadan
elde edilen vyapisal varyant bilgileri Golden Helix Genome Browser
uygulmasina yuklenerek varyasyonlar gorsel hale getirildi.

3.2.4.8.6-Niikleotid Varyantlarini Belirlenmesi

Kanser gelisiminden sorumlu olabilecek nukleotid dizeyindeki
varyasyonlarin bulunmasi amaciyla Gene Card Suite TGex Web Tabanl
uygulamasi kullanildi. Tim genom dizileme calismasindan elde edilen vcf.
formatindaki varyant dosyalari bu programa vyuklenip analiz edildi. Bu
uygulama sayesinde tim dizileme verilerinden alinan varyasyonlar cgesitli
mutasyon hasari tespit aracglart (FATHMM, MutationAssessor Pred,
MutationTaster Pred, Polyphen2 HVAR, SIFT Pred vb.) ve kanser mutasyon
katalogu COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) kullanilarak
kanserle ilgili mutasyonlar filtrelendi. Ayrica TGex uygulamasinda kanser
iliskili varyantlan skorlama algoritmi olan VarElect eklentisi kullanildi.
Bahsedilen yaklasimlar ve veritabanlari da kontrol edilerek aday varyant
listeleri cikarildi. Kanser iligkili en ylUksek skora sahip bu varyantlar
Mezotelyoma gelisimi veya yatkinlidi agisindan aday olarak belirlendi.
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4-BULGULAR

Bu tez calismasi dahilinde 55 MPM hastasinin plevral timér dokusu ve
18 BAP’li bireyin plevral dokusundan DNA elde edilmis, bu DNA’larda tim
genom SNP array calismasi gerceklestirilmistir. Her iki gruptan elde edilen
SNP array verisi sayesinde kromozomal anomaliler belirlenmis, bulunduklari
genomik pozisyon ve sikliklari agisindan karsilikli olarak incelenmislerdir. Her
iki grup arasinda istatiksel acidan anlamh olarak farkli bulunan kromozomal
anomaliler ve etkiledikleri gen boélgeleri saptanmistir. Yine bu c¢alisma
dahilinde TUBITAK 1002 projesi (Proje No: 115S819) ile desteklenen bir
calismayla, hasta grubundan secilen 3 bireyde tim genom dizileme
yapimistir. Tum genom dizileme sayesinde SNP array ile bulunan anomaliler
dogrulanmis hem de SNP array ile belirlenen karmasik genomik anomali
kalibina sahip bireylerin genomlari daha detayli incelenmistir. Bunun yaninda
s6z konusu 3 bireyde hastalik gelisimine neden olabilecek aday ntkleotid
varyantlari saptanmistir. SNP array ve tim genom dizileme sonucu elde
edilen bulgular 6 ana baslik altinda ilerleyen bélimlerde verilmistir.

4.1-MPM ve BAP Grubunda Bulunan Genomik
Anomalilerin Karsilastirilmasi

MPM ve BAP gruplarinda saptanan kromozomal anomalilerin ve kopya
sayisl degisimlerinin genomik pozisyonlari ve gruplardaki gézlenme sikliklari
karsilastirilmistir. Istatiksel olarak anlamli, iki gruba 6zgi anomaliler
belirlenmistir. Bu karsilastirma Nexus Copy Number Discovery Edition 7,5
programi kullanilarak yapilmistir. Programda anomali frekanslari arasindaki
en az fark "difference threshold” %30, p dederi ise 0,01’den kiglk olarak
secilmistir (Ornedin MPM % 30 BAP %0).

4.1.1-MPM’ye (Malign Gruba) Ozgii Olarak Bulunan Genomik
Anomali Bélgeleri ve Goriilme Sikliklari

Bu kisimda MPM grubuna 6zgli genomik anomali kaliplari gdsteren
kromozomlar malign ve benign grupta goérulme sikliklarina gore
listelenmistir. Sirasiyla 9, 8, 5, 7, 1, 3, 22, 15, 6, 10, 12, 13, 14, 16, 17, 20
kromozomlari olmak lizere 16 kromozom sik anomali gézlenen kromozomlar
olarak bulunmustur. MPM hastalarinin kromozomlarini etkileyen anomali
kaliplarina bakildiginda en c¢ok 9p kolunda delesyonlarla beraber 8.,5.,7.
kromozomlarini etkileyen kopya sayisi artiglari géze carpmaktadir. MPM
hastalarinda en fazla anomali gbézlenen kromozomal bdlge %67 frekansla
9p21.3 bélgesi olarak bulunmustur.

MPM grubuna 6zgi genomik anomalilerden toplamda etkilenen gen
saylsi 619 olarak saptanmistir. Bunlardan 132 tanesi ise non-coding RNA
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(antisense RNA), Long Intergenic Non-Protein Coding RNA, Pseudogene,
miRNA gen grubuna girmektedir.

Asadida istatistiki olarak anlamli anomaliler gézlenen kromozomlar,
anomali tdrleri, etkilenen kromozom bdlgesi, Malign Grupta goértlme (%)
ylzdesi, Benign grupta gorllme ylzdeleri (%) verilmistir. Malign grupta,
Benign gruba gére anlamh farkhhk bulunan ilgili kromozomlardaki anomali
bélgelerine ait ekran gérintileri ayri ayrn verilmistir. Iki grup arasinda
anlamh olarak farkhlik gosteren delesyon veya kopya sayisi artiglarinin
etkiledigi bolgeler yine kromozom goérintllerinde gosterilmektedir. Anlamli
farklilik gésteren delesyonlar kirmizi gizgilerle, kopya sayisi artislari ise mavi
cizgilerle belirtilmistir. MPM grubuna 6zgu bulunan kromozom bdlgeleri,
ylzde olarak sikliklari ve etkilenen genler sirasiyla asagida verilmektedir.
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9p21.3 / MPM %67- BAP %0: IFNA7, IFNA10, IFNA16, IFNA17, IFNA14,
IFNA22P, CDKN2A, CDKN2B-AS1, FOCAD, IFNA21, IFNA4, MIR31HG, MIR31,
IFNW1, MTAP, IFNA6, DMRTA1, LINC01239, KLHL9, IFNA2, IFNA8, MIR491,
IFNA1, IFNE, IFNB, IZUMO3, ELAVL2, LOC101929563, IFNA13, IFNA.
9p21.2/ MPM %54- BAP %0: DOCKS, LOC100506422, PLAA, IFT74-AS1,
LRRC19, IFT74, TEK, LINC0O0032, EQTN, MOB3B, IFNK, C90rf72, CAAP1.
9p13.3/ MPM %40- BAP %0: NFX1, AQP7, AQP3, UBAP1, KIF24, RECK,
UBE2R?2.

9p22.1/ MPM %43- BAP %0: DENNDA4C.

9q33.3 / MPM %40- BAP % 0: GAPVD.
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8q24.23 / MPM % 63 - BAP % 0: LOC101927915, KHDRBS3, FAM135B,
COL22A1.

8qg24.22 / MPM % 50- BAP %0: ADCYS8, EFR3A, KCNQ3, HPYR1, LRRC6,
TMEM71, TG, NDRG1, ZFAT, LINC01591.

8q23.3 / MPM %47-BAP %0: CSMD3, TRPS1.

8q12.1 / MPM %45-BAP %0: XKR4, CAS8.

8qg24.11/ MPM 9%38: RAD21, MIR3610, RAD21-AS1, SLC30A8.

8q23.1 / MPM % 45-BAP %0: ZFPM2, ANGPT1, RSPO2, EMC2, TRHR.
8q22.3/ MPM % 36-BAP %0: NCALD, RIMS2, DCSTAM, DPYS.

8q23.2/ MPM % 34-BAP %0: Gen yok.

8q24.12/ MPM %36--BAP %0: SAMD12, SAMD12-AS1, SNTB1.
8q24.13/ MPM %36-BAP %0: LOC105375734, KLHL38, ANXA13, FER1LS,
FER1L6-AS1, SQLE, KIAA0196, NSMCE2.

8q24.3/ MPM %45-BAP %0: KCNK9, PTK2, TSNARE1l, ADGRB1, ARC,
JRK, PSCA, LY6K, LOC100288181, THEMS.

8p23.2/ MPM %38-BAP %0: CSMD1.

8p11.2/ MPM %36-BAP %0: ZMAT4.

8ql11.1/ MPM %30-BAP %0: Gen yok.

8q11.21/ MPM % 40-BAP %0: LOC101929217, LOC101929268, EFCAB1,
SNTG1, PXDNL, PCMTD1, ST18.

8q12.2/ MPM % 43-BAP %0: CHD7.

8q12.3/ MPM 9% 38-BAP 9%0: CLVS1l, ASPH, MIR4470, NKAIN3,
LINC01289, LOC102724623.

8q13.3/ MPM % 32-BAP %0: EYA1, MSC, MSC-AS1, KCNB2.

8q21.1/ MPM % 36-BAP %0: MIR2052HG, PI15, CRISPLD1.

8q21.2/ MPM % 34-BAP %0: RALYL.

8gq22.1/ MPM 9% 36- BAP 9%0: LOC102724710, KIAA1429, C8orf37,
C8orf37-AS1, GDF®6.
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Kopya Sayisi Artiglari

5p15.33 / MPM 9%36-BAP %0: SLC6A3, LPCAT1, MIR6075, SDHAP3,
LOC728613, MRPL36, NDUFS6, LOC101929034, IRX4, CTD-2194D22.4
5p15.2 / MPM % 60-BAP ©%0: MARCH6, ROPN1L, MIR6131,
LOC101929412, ANKRD33B, DAP, CTNND2, LINCO01194, DNAHS5, TRIO,
FAM105A, OTULIN, LOC100130744, ANKH, MIR4637.

5q21.3 / MPM % 34-BAP %0: EFNA5, MAN2A1, LOC100289673

5p15.1 / MPM % 50-BAP %0: MARCH11, LOC101929505, ZNF622,
MYO10.

5q35.1 / MPM % 41-BAP %0: KCNIP1, SMIM23, FBXW1.

5p14.3 / MPM %43-BAP %0: CDH18, CDH12.

5p14.2 / MPM % 36-BAP %0: C50rf17, CDH10.

5p14.1/ MPM % 43-BAP %0: LOC340107, CDH9, LINC0102.

5p13.3 / MPM % 32-BAP %0: Gen yok.

5p15.33 / MPM % 50-BAP %0: Gen yok.

5p13.3 / MPM % 38-BAP %0: CDH6, ADAMTS12.

5p13.2 / MPM % 47-BAP 9%0: PRLR, SPEF2, IL7R, CAPSL,
LOC100506406, UGT3A2, SLC1A3, EGFLAM-AS4, EGFLAM.

5p13.1 / MPM % 38-BAP %0: LIFR, LIFR-AS1.

5p12 / MPM % 40-BAP %0: FGF10.

5q11.1 / MPM % 36-BAP %0: ISL1, ITGA1, ITGA2.

5p15.31 / MPM % 49-BAP %0: PAPD7, ADCY2, C5o0rf49, FASTKD3,
MTRR, LOC729506, MIR4458HG, LOC101929284, MIR4636, SEMASA, CTD-
2201E9.1, SNHG18, SNORD123, TAS2R1, LOC285692.

5p15.2 / MPM % 41-BAP %0: LOC285692.
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Kopya Sayisi Artislari

7p12.2 / MPM % 36-BAP %0: ZPBP, C70rf72, IKZF1.

7p12.3 / MPM % 45-BAP %0: TNS3, LINCO1447, LINC00525, C70rf69,
PKD1L1, HUS1, SUN3, C7orf57, UPP1, ABCA13.

7p14.1 / MPM % 49-BAP %0: AMPH, VPS41, POU6F2, SUGCT,
LINC01450.

7p14.2 / MPM % 38-BAP %0: TBX20, LOC401324, AOAH, ELMO1-AS1,
ELMO1.

7p14.3 / MPM % 49-BAP %0: CREB5, TRIL, LOC100506497, CPVL,
CHN2, CCDC129, PDE1C, BMPER, NPSR1-AS1.

7p15.1 / MPM %45-BAP %0: CREB5.

7p15.2 / MPM % 43-BAP %0: LOC441204.

7p15.3 / MPM % 36-BAP %0: DNAH11, NPY.

7p21.1/ MPM % 49-BAP %0: SOSTDC1, LRRC72, ANKMY2, BZW2,
TSPAN13, AGR2, KCCAT333, LOC101927630, MIR1302-6, HDAC9, TWISTNB,
MIR3146, TMEM196, ITGBS.

7p21.2/ MPM % 49-BAP %0: ETV1, DGKB, AGMO, MEOX2, MEOX2-AS1,
ISPD-AS1, ISPD.

7p21.3/ MPM % 47-BAP %0: PHF14, THSD7A, SCIN, ARL4A, COL28A1,
LOC101927391, MIOS, RPA3, UMAD1, LOC100505921, GLCCI1, ICA1,
LOC100505938, NXPH1.

7p22.2 / MPM % 41-BAP %0: SDK1.

7q21.11/ MPM % 41-BAP %0: MAGI2, GNAI1, CACNA2D1.

7q21.13 / MPM % 36-BAP %0: STEAP2-AS1.

7q21.3 / MPM % 41-BAP %0: PPP1R9A, DYNC1I1.

7q31.1 / MPM % 38-BAP %0: DOCK4.

7q31.33 / MPM % 34-BAP %0: POT1, POT1-AS1, GRMS.

7q32.1 / MPM % 34-BAP %0: SND1, SND1-IT1, LRRC4.
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7933 / MPM % 38-BAP %0: EXOC4, SLC35B4, MIR490, LOC349160,
CHRM2, DGKI.

74935/MPM% 34-BAP %0: CTAGE4, ARHGEF35, LOC101928605, OR2A7,
CTAGES, ARHGEF34P, OR2A1-AS1, OR2A20P, OR2A9P, OR2A42, OR2A1,
RNU6-57P, ARHGEFS5.

7q936.2 / MPM % 41-BAP %0: DPP6, PAXIP1-AS2, PAXIP1.

7q936.3 / MPM % 38-BAP %0: SHH, ESYT2.
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Delesyonlar

1p21.2 / MPM % 56-BAP %0: HIAT1, SASS6, LRRC39, DBT.

1p13.3 / MPM % 32-BAP %0: WDR47, TAF13, MYBPHL, SORT.

1p13.2 / MPM % 41-BAP %0: CTTNBP2NL, WNT2B, ST7L, CAPZA1,
LRIG2, RSBN1, AP4B1-AS1, PTPN22, TRIM33.

1p36.13 / MPM % 36-BAP %0: MIR5096, SPEN, SPATA21

1p36.12 / MPM % 32-BAP %0: EIF4G3.

1p32.3 / MPM % 32-BAP %0: ZYG11B.

1p31.1 / MPM % 43-BAP %0: FAM73A.

1p22.1 / MPM % 54-BAP %0: GLMN, RPAP2, EVI5, RPL5, SNORD21,
SNORA66, FAM69A, MTF2, TMED5, CCDC18, LOC100131564, DR1, FNBPI1L,
BCAR3, MIR760.

1p21.3 / MPM % 36-BAP %0: SLC44A3, DPYD-AS1, DPYD.

Kopya Sayisi Artislari

1q23.1 / MPM % 30-BAP %0: PEAR1, LRRC71.

1q32.2 / MPM % 34-BAP %0: PLXNA2.

1q43 / MPM % 34-BAP %0: LINC01139, CHRM3, SDCCAGS, AKT3.
1p32.2 / MPM % 38-BAP %0: C8A, C8B.

1p31.3 / MPM % 41-BAP %0: ROR1.
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Delesyonlar

3p14.3 / MPM % 36-BAP %0: ARF4, ARF4-AS1, DENNDG6A.

3p21.1 / MPM % 36-BAP %0: RFT1.

3p21.2 / MPM % 38-BAP %0: DOCK3, MANF, RBM15B, VPRBP.
3p21.31/ MPM % 50-BAP %0: CSPG5, SMARCC1, MAP4, SHISAS,
PFKFB4, MIR6823, NCKIPSD, IP6K2, CCDC71, KLHDC8B, C30rf84, CCDC36.

Kopya Sayisi Artiglari

3p12.1 / MPM % 38-BAP %0: LINC00971, CADM?2.

3p12.3 / MPM % 41-BAP %0: ROBO2, ROBO, LOC101927374.

3p14.1 / MPM % 41-BAP %0: ATXN7, PSMD6-AS2, PSMD6, ADAMTS9-
AS1, ADAMTS9, MIR548A2, ADAMTS9-AS2, KBTBD8, FAM19A1, FRMD4B.
3p14.2 / MPM % 32-BAP %0: PTPRG, PTPRG-AS1, CADPS.

3p24.1 / MPM % 45-BAP %0: NEK10, LINCO0693, RBMS3.

3p24.2 / MPM % 43-BAP %0: RARB, TOP2B, MIR4442, LINC00692.
3p24.3 / MPM % 40-BAP %0: ZNF385D.

3p25.1 / MPM % 34-BAP %0: TPRXL, CHCHD4, TMEM43, XPC, LSM3,
DPH3, OXNADL.

3p25.3 / MPM % 32-BAP %0: LINC00606, SLC6A11.

3p26.1 / MPM % 30-BAP %0: GRM7.

3p26.2 / MPM % 43-BAP %0: CNTN4.

3q11.2 / MPM % 41-BAP %0: EPHA6, CRYBG3, MINA, GABRR3, OR5AC2,
OR5H1.

3q13.31 / MPM % 50-BAP %0: ZBTB20-AS1, ZBTB20, LOC101929754,
MIR4796, GAP43,

3q22.2 / MPM % 36-BAP %0: EPHB1.

3q23 / MPM % 38-BAP %0: MRPS22, COPB2, RBP2, LOC100507291,
RBP1, NMNAT3, CLSTN2.

3q24 / MPM % 41-BAP %0: SLC9A9, LOC440982, AGTR1.
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3q25.1 / MPM % 30-BAP %0: P2RY14, MED12L, GPR87.

3q26.1 / MPM % 32-BAP %0: LINC01324, SLITRK3, LINC01322, BCHE.
3q26.2/ MPM % 40-BAP %0: TERC, ACTRT3, MYNN, LRRC34, LRRIQ4,
SAMD7, LOC100128164, SEC62.

3q26.31 / MPM % 50-BAP %00: TNIK, NLGN1, FNDC3B

3q26.32 / MPM % 30-BAP %0: KCNMB2, KCNMB2-AS1.

3q28 / MPM % 47-BAP %0: LPP, TP63, MIR944, P3H2.
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22q11.21 / MPM % 38-BAP %0: MED15, BCL2L13, CLTCL1, ATP6V1E1,
CECR2.

22q11.23 / MPM % 34-BAP %0: GGT1, SNRPD3, UPB1.

22q12.1 / MPM % 30-BAP %0: TTC28.

22q12.2 / MPM % 49-BAP %0: MTMR3, MORC2, TUG1, SLC35E4,
DUSP18, SEC14L2, MTFP1, OSBP2, NF2, OSBP2, ASCC2, THOCS5, TCN2.
22q12.3 / MPM % 36-BAP %0: APOLS.

22q13.1 / MPM % 52-BAP 9%0: FAM227A, GGA1, SH3BP1,
LOC101927051, PDXP, DMC1, CBX7, TRIOBP, TNRC6B, MKL1,
LOC101927257.

22q13.2 / MPM % 50-BAP %0: MPPED1, EFCAB6-AS1, EFCAB6, SERHL2,
RRP7BP, SERHL, RRP7A, SNU13, POLDIP3, RNU12, CYB5R3, ST13, DNAJB7,
DESI1, XRCC6, EP300, XPNPEP3, NFAM1, SLC25A17.

22q13.31 / MPM % 43-BAP %0: LDOC1L, PARVB, TBC1D22A, FBLN1.
22q13.33 / MPM % 36-BAP %0: PPP6R2, SBF1, SYCE3.
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15q15.1 / MPM %36-BAP ©%0: CHP1, OIP5-AS1, OIP5, NUSAP1,
NDUFAF1, TYRO3.

Kopya Sayisi Artiglari

15q21.1 / MPM % 32-BAP %0: SEMAG6D.

15q12 / MPM % 43-BAP %0: LOC100128714

15q2151.2 / MPM % 30-BAP %0: DMXL2.

15q21.3 / MPM % 40-BAP %0: MYZAP, GCOM1, POLR2M, AQP9.
15q22.2 / MPM % 36-BAP %0: RORA.

15q22.31 MPM % 30-BAP %0: MEGF11.

15q23 / MPM % 32-BAP %0: TLE3, THSD4.

15gq25.1 MPM % 36/-BAP %0: ARNT2, CEMIP.

15q25.3 / MPM % 43-BAP %0: AGBL1-AS1, AGBL1, NTRK3, NTRK3-AS1,
MRPL46, MRPS11.

15q26.1 / MPM % 30-BAP %0: ABHD2, FANCI, POLG, MIR6766.
15q26.2 / MPM % 30-BAP %0: LINC01581.

15q26.3 / MPM % 36-BAP %0: IGF1R.
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Kopya Sayisi Artislari

6p12.3 / MPM %38-BAP %0: TFAP2B.

Delesyonlar

6q21 / MPM % 38-BAP %0: LACE1l, PDSS2.

6q22.31 / MPM % 34-BAP %0: GJALl.

6q22.33 / MPM % 30-BAP %0: ECHDCL1.

6q23.2 / MPM % 50-BAP %0: SGK1, AKAP7.

6q23.3 / MPM % 41-BAP %0: HBS1L, ARFGEF3, HEBP2, MAP3KS5.
6q24.1 / MPM % 34-BAP %0: ECT2L.

6q25.1 / MPM % 43-BAP %0: NUP43, LATS1.

6q25.2 / MPM % 47-BAP %0: IPCEF1, TIAM2.

6q27 / MPM % 30-BAP %0: Gen yok.
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Kopya Sayisi Artislari
12q24.33/ MPM % 34-BAP %0: LOC101927735, TMEM132D, ADGRD1.

12q14.3/ MPM % 32-BAP %0: LOC100507065.
12q21.1/ MPM % 34-BAP %0: TRHDE.
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13q13.1/ MPM % 41-BAP %0: N4BP2L2, MINOS1P1, N4BP2L2-IT2,
PDS5B.

13q14.11/ MPM % 34-BAP %0: VWAS.

13q14.13/ MPM % 40-BAP %0: TPT1, SNORA31, TPT1-AS1.

13q14.2/ MPM % 32-BAP %0: KPNA3.

13q14.3/ MPM % 34-BAP %0: MRPS31P5.

13q21.2/ MPM % 30-BAP %0: DIAPH3.
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14q11.2 / MPM % 34-BAP %0: HNRNPC.

14q13.2 / MPM % 30-BAP %0: RALGAPAL.

14q21.2 / MPM % 38-BAP %0: PRPF39, FKBP3

14q21.3 / MPM % 34-BAP %0: SOS2, L2HGDH, MIR4504.

14q23.3 / MPM % 34-BAP %0: FAM71D, MPPS5.

14q24.3 / MPM % 38-BAP %0: HEATR4, DNAL1, ABCD4, NEK9, FOS,
SNW1, C140rf178, ADCK1.

14q32.12 /| MPM % 36-BAP %0: PPP4R3A, TRIP11, ATXN3.
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16q12.2 / MPM % 34-BAP %0: CHDO9.
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Kromozom 17
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17p11.2 / MPM % 32-BAP %0: DRG2, MYO15A, SLC5A10.
17q11.2 / MPM % 30-BAP %0: 5' UTR TAOK1.

Kopya Sayisi Artislari

17q22 / MPM % 32-BAP %0: CA10.
17q24.3 / MPM % 34-BAP %0: Gen yok.
17p13.1 / MPM % 32-BAP %0: NTN1, STXS8.
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Kopya Sayisi Artislari

20q12 / MPM % 30-BAP %0: PTPRT, LOC101927159.

20q13.31 32/ MPM % 30-BAP %0: MIR4532.

20q13.32 / MPM % 30-BAP %0: MIR296, MIR298, GNAS-AS1, GNAS,
LOC101927932.

20q13.33 / MPM % 41-BAP %0: CDH26, MIR646HG, CDH4.
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4.1.1.1-MPM’ye Ozgii Kromozomal Anomalilerin Etkiledi§i Genlerin Rol
Oynadiklari Molekdiler Yolaklar

MPM grubunda genomik anomaliler tarafindan etkilenen genler liste
olarak c¢ikarithp www.panterdb.com (Mi, Muruganujan, Casagrande, &
Thomas, 2013) internet adresinde rol aldiklari molekuler yolaklar ve biyolojik
islevleri acgisindan analiz edilmistir. Analizden henlz islevleri bilinmeyen
genler sistem tarafindan degerlendiriimemistir. Hasta grubundaki genomik
anomalilerden etkilenen toplam 619 adet genden panterdb’ye kayitl
gorevleri bilinen 490'ninin yolak analizi yapilabilmistir. Calismamizda en fazla
etkilendigi bulunan 80 yolak Sekil 4.1 ve Tablo 4.1’ de verilmistir.
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Molekller Yolaklar

O HF N W & U0 0

Sekil 4.1: Calismamizda saptanan genomik anomalilerden etkiledikleri genlerin gorev
yaptiklari molektller yolaklar. Bu yolaklar icerdikleri gen sayilarina gére Tablo 4.1 ‘de
sirasiyla verilmigstir.

Bu 80 yolak icerisinde MPM’'li hastalarda en fazla etkilenmis olarak
belirlenen ilk 4 molekiler yolak asadida verilmistir.

Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway (P06664)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway (PO0026)
Wnt signaling pathway (P0O0057)
M Angiogenesis (PO000S)
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Tablo 4.1: Genomik anomalilerden etkilenen genlerin gbérev yaptiklari molekiler yolaklara
gore dagihmlari.

No Molekiiler Yolak Rol Toplam | Yolaktaki
oynayan | gen toplam
gen sayisina | gen
sayisi oran sayisina

oran
1. | Gonadotropin-releasing hormone receptor | 12 2.4% 5.2%
pathway
2. Heterotrimeric G-protein signaling 11 2.2% 4.8%
pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated
pathway
3. Wnt signaling pathway 10 2.0% 4.3%
4. Angiogenesis 9 1.8% 3.9%
5. Integrin signalling pathway 8 1.6% 3.5%
6. Huntington disease 8 1.6% 3.5%
7. Cadherin signaling pathway 7 1.4% 3.0%
8. Nicotinic acetylcholine receptor signaling 6 1.2% 2.6%
9. Heterotrimeric G-protein signaling 6 1.2% 2.6%
pathway-Gq alpha and Go alpha mediated
pathway
10. | FGF signaling pathway 1.0% 2.2%
11. | Dopamine receptor mediated signaling 1.0% 2.2%
pathway
12. | Endothelin signaling pathway 5 1.0% 2.2%
13. | Apoptosis signaling pathway 4 0.8% 1.7%
14. | p53 pathway 4 0.8% 1.7%
15. | Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 | 4 0.8% 1.7%
signaling pathway
16. | Metabotropic glutamate receptor group III | 4 0.8% 1.7%
pathway
17. | Inflammation mediated by chemokine and | 4 0.8% 1.7%
cytokine signaling pathway
18. | EGF receptor signaling pathway 4 0.8% 1.7%
19. | Alzheimer disease-amyloid secretase 3 0.6% 1.3%
pathway
20. | CCKR signaling map 3 0.6% 1.3%
21. | T cell activation 3 0.6% 1.3%
22. | PI3 kinase pathway 3 0.6% 1.3%
23. | Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 | 3 0.6% 1.3%
signaling pathway
24. | GABA-B receptor II signaling 3 0.6% 1.3%
25. | Interleukin signaling pathway 3 0.6% 1.3%
26. | Insulin/IGF pathway-mitogen activated 3 0.6% 1.3%

protein kinase kinase/MAP kinase cascade
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27. | Opioid proopiomelanocortin pathway 3 0.6% 1.3%

28. | Opioid proenkephalin pathway 3 0.6% 1.3%

29. | Nicotine pharmacodynamics pathway 3 0.6% 1.3%

30. | Enkephalin release 3 0.6% 1.3%

31. | Pyrimidine Metabolism 3 0.6% 1.3%

32. | B cell activation 3 0.6% 1.3%

33. | 5HT4 type receptor mediated signaling 3 0.6% 1.3%
pathway

34. | 5HT1 type receptor mediated signaling 3 0.6% 1.3%
pathway

35. | Axon guidance mediated by Slit/Robo 2 0.4% 0.9%

36. | Adrenaline and noradrenaline biosynthesis | 2 0.4% 0.9%

37. | VEGF signaling pathway 2 0.4% 0.9%

38. | Transcription regulation by bZIP 2 0.4% 0.9%
transcription factor

39. | TGF-beta signaling pathway 2 0.4% 0.9%

40. | Parkinson disease 2 0.4% 0.9%

41. | PDGF signaling pathway 2 0.4% 0.9%

42. | p53 pathway feedback loops 2 2 0.4% 0.9%

43. | p53 pathway by glucose deprivation 2 0.4% 0.9%

44. | Thyrotropin-releasing hormone receptor 2 0.4% 0.9%
signaling pathway

45. | Ras Pathway 2 0.4% 0.9%

46. | Opioid prodynorphin pathway 2 0.4% 0.9%

47. | FAS signaling pathway 2 0.4% 0.9%

48. | Histamine H2 receptor mediated signaling | 2 0.4% 0.9%
pathway

49. | Beta3 adrenergic receptor signaling 2 0.4% 0.9%
pathway

50. | Beta2 adrenergic receptor signaling 2 0.4% 0.9%
pathway

51. | Betal adrenergic receptor signaling 2 0.4% 0.9%
pathway

52. | 5HT2 type receptor mediated signaling 2 0.4% 0.9%
pathway

53. | Axon guidance mediated by netrin 1 0.2% 0.4%

54. | Axon guidance mediated by semaphorins | 1 0.2% 0.4%

55. | Ornithine degradation 1 0.2% 0.4%

56. | Alzheimer disease-presenilin pathway 1 0.2% 0.4%

57. | Alpha adrenergic receptor signaling 1 0.2% 0.4%
pathway

58. | Ubiquitin proteasome pathway 1 0.2% 0.4%

59. | Toll receptor signaling pathway 1 0.2% 0.4%

60. | Oxidative stress response 1 0.2% 0.4%

61. | Carnitine metabolism 1 0.2% 0.4%
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62. | Coenzyme A linked carnitine metabolism 1 0.2% 0.4%

63. | Metabotropic glutamate receptor group II | 1 0.2% 0.4%
pathway

64. | Synaptic vesicle trafficking 1 0.2% 0.4%

65. | Endogenous cannabinoid signaling 1 0.2% 0.4%

66. | Ionotropic glutamate receptor pathway 1 0.2% 0.4%

67. | Insulin/IGF pathway-protein kinase B 1 0.2% 0.4%
signaling cascade

68. | Hypoxia response via HIF activation 1 0.2% 0.4%

69. | P53 pathway feedback loops 1 1 0.2% 0.4%

70. | Oxytocin receptor mediated signaling 1 0.2% 0.4%
pathway

71. | p38 MAPK pathway 1 0.2% 0.4%

72. | Hedgehog signaling pathway i 0.2% 0.4%

73. | Succinate to proprionate conversion 1 0.2% 0.4%

74. | Salvage pyrimidine ribonucleotides 1 0.2% 0.4%

75. | Angiotensin II-stimulated signaling 1 0.2% 0.4%
through G proteins and beta-arrestin

76. | Histamine H1 receptor mediated signaling | 1 0.2% 0.4%
pathway

77. | Cortocotropin releasing factor receptor 1 0.2% 0.4%
signaling pathway

78. | DNA replication 1 0.2% 0.4%

79. | Purine metabolism 1 0.2% 0.4%

80. | Cholesterol biosynthesis 1 0.2% 0.4%

4.1.1.2-MPM’ye Ozgii Kromozomal Anomalilerin Etkiledigi Genlerin
Biyolojik Islevleri

Calismamizda bulunan genomik anomalilerden elde edilen genlerin

biyolojik islevlerine gére dagilimlari ve bu biyolojik islevlerin igerdikleri gen
sayilari Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2: Genomik anomalilerden etkilenen genlerin goérev yaptiklar biyolojik islevlere
gore dagihmlari.

Biyolojik Islev Rol Toplam Yolaktaki
oynayan gen toplam gen
gen sayisl | sayisina sayisina

oran oran
1 | binding (baglanma) 139 28.4% 39.4%
2 | catalytic activity (katalitik | 118 24.1% 33.4%

aktivite)

3 | transporter activity 27 5.5% 7.6%
4 | receptor activity 24 4.9% 6.8%
5 | structural molecule activity 21 4.3% 5.9%
6 | signal transducer activity 16 3.3% 4.5%
7 | channel regulator activity 5 1.0% 1.4%
8 | translation regulator activity | 2 0.4% 0.6%
9 | antioxidant activity 1 0.2% 0.3%

Tablo 4.2 incelendiginde binding (baglanma) islevlerinde rol oynayan genlerin
onemli derecede etkilendikleri gorilmektedir. Binding (baglanma) islevi
sirasiyla alt bashklar altinda detayli incelendiginde Protein Binding, receptor
binding ve sitokin aktivitesinde gérev alan genlerin daha gok etkilendikleri
gorulmektedir. Bu biyolojik islevlerin hangileri oldugu Sekil 4.2, Sekil 4.3,
Sekil 4.4 te daha detayli olarak verilmektedir.
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Sekil 4.2: Calismamizda bulunan genomik anomalilerden elde edilen genlerin biyolojik
islevlerine gore dagihimlari. Bu biyolojik islevler icerdikleri gen sayilarina gére Tablo 4.2 * de
siraslyla verilmistir.

73



Binding (Baglanma)

Sekil 4.3 incelendiginde o6zellikle Protein binding (protein baglanma) ile ilgili
gen sayisinin yliksek oldugu gbéze carpmaktadir.

Total # Genes: 139 Total # function hits: 151

100
95
90
85
80
75
70 Click to get gene list for a category:
65 M calcium ion binding (GO:0005509)
60 M calcium-dependent phospholipid binding (GO:0005544)
g :2 B chromatin binding (GO:0003682)
(GS': as lipid binding {GO:0008289)
40 nucleic acid binding (GO:0003676)
as nucleotide binding {GO:0000166)
30 protein binding {GO:0005515)
25 _ {‘;"‘:gmby
20 Color picker powered by " =% VisiBone
15
10
ol e

Category

Sekil 4.3: Binding (Baglanma) islevlerinde gorev yapan genlerin 6zel gorevleri ve sayilari.

Binding/ Protein Binding/Receptor (Baglanma/Protein Baglanma/
Reseptor Baglanmasi)

Protein binding islevi daha detaylandirildiginda reseptér binding islevinde gen
sayilar en yUksek olarak bulunmustur (Sekil 4.4).

Total # Genes: 87 Total # function hits: 54

40 4
35 1
30 4
Click to get gene list for a category:
25 B SNAP receptor activity (GO:0005484)
-4 calmodulin binding (GO:0005516)
& 20 M cytoskeletal protein binding (GO:0008092)
@ B protein binding transcription factor activity (GO:0000988)
151 receptor binding (GO:0005102)
Web
] - % Colors by
10 4 Color picker powered by "= VisiBane
i -
o —

Category

Sekil 4.4: Protein badglanmasi islevi daha detaylandirildiginda reseptér baglanma islevinde
gen sayilari.
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Binding/ Protein Binding/Receptor Binding/Cytokine activity

Sekil 4.5 te binding (Baglanma) biyolojik islevi iceriklerine gore
detaylandinidiginda  sitokin  aktivitesi,  sitokin  reseptér baglanma
aktivitelerinin en cok etkilenen gen gruplari oldugu gérilmustir. Ilgili bélge
genelde MPM ' de en fazla delesyona ugrayan bolge olan 9p21.3 boélgesidir.
Bu bdlgede, basta IFNA2, IFNA7, IFNA4, IFNA17, , IFNA21, IFNK, IFNA10,
IFNA1, IFNB1, IFNA6, IFNE, IFNA16, IFNW1, IFNAS8, IFNA14 olmak Uzere
interferon genlerinin yer aldigi gortlmektedir. Bunlarin yaninda bu bdlgede
ise PRLR, GDF6, LIFR genleri de yer almaktadir.

Total # Genes: 36 Total # function hits: 40

201
181
161

141 Click to get gene list for a category:

124 cytokine activity (GO:0005125)
-4 B cytokine receptor binding (GO:0005126)
5 10 4 growth factor activity (GO:0008083)
© hormone activity (GO:0005179)
81 B transforming growth factor beta receptor binding (G0:0005160)
| = Web
6 ] - Colors by
Color picker powered by "= VisiBone
4]
2
0 [—

Category

Sekil 4.5: Reseptor baglanma aktivitesi daha detaylandirildiginda Sitokin aktivitesi ile ilgili
genlerin en fazla sayida oldugunu gérmekteyiz.

4.1.2-BAP’a (Benign gruba) o6zgii olarak bulunan genomik
anomali boélgeleri ve goriilme sikliklari

Benign grupta 22. Kromozom ql12.2 bdlgesinde %38.8 siklikla NF2
geninin bir kismina yogunlasmis kopya sayisi artisi oldugu saptanmistir. S6z
konusu bodlgedeki kopya sayisi artist MPM grubunda % 1.8 olarak
gOzlenmistir. NF2 geninin bir dnceki kisimda (4.1.1) belirtildigi (zere MPM
grubunda sik delesyona ugradigi gozlenmektedir.
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Kromozom 22
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Kopya Sayisi Artisi

22q12.2 / BAP % 38.8 MPM % 1.8: NF2.

4.2-MPM Grubunda Histolojik Alt Tipe Ozgii Genomik
Anomali Kalibinin Incelenmesi

MPM grubunu olusturan hastalar timdr histolojik alt tiplerine gdére
ayrilip genomik anomali kaliplari karsilastirildiginda, Sarkomatoid alt tipe
sahip bireylerin anomali pozisyonlarinin ve frekanslarinin diger alttiplerden
(epiteliod n=41, mixed=6, belirsiz=5) farkl oldugu goézlendi. Sarkomatoid
hasta grubunu olusturan (¢ bireyde bu anomali kalbi diger alt tiplere gore
daha sik gozlendi. Basta 9, 7, 18, 16. Kromozomlar olmak uzere 6, 5, 4, 12,
11, 3, 12, 11. kromozomlarda da Sarkomatoid tip icin anlamh fark yaratan
anomaliler goézlendi. Bu kromozomal bdélgelerin, igerdikleri anomali tipleri
(delesyon, kopya sayisi artisi) , frekanslari ve etkiledikleri gen bdlgeleri
asadida verilmistir. Sarkomatoid Maksimum Frekans %100- Minimum
Frekans %66,6 / Diger alttiplerin ortalamasi = Maximum Frekans %]1,9,
Minimum Frekans %0 : p<0,01.
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Kromozom 9
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Kopya Sayisi Artisi

9p21.3: FOCAD, MLLT3, FOCAD-AS1,
9p22.1: SLC24A2, SAXO1l, RRAGA, SCARNA8, HAUS6, PLIN2, DENNDA4C,
RPS6, MIR3152, ADAMTSL1.

9p22.3: PSIP1, CCDC171, SNAPC3, TTC39B, FREM1, LOC389705

9p23: PTPRD.

9p24.1: KDM4C, GLDC, UHRF2, TPD52L3, KIAA2026, MIR4665, RANBP6,
IL33, PLGRKT, CD274, PDCD1LG2, RIC1, ERMP1, INSL4, RLN2, RLN1,
PLGRKT, JAK2, RCL1, MIR101-2, CDC37L1-AS1, CDC37L1, AK3, SPATA6L.
9p24.2: KIAA0020, RFX, RFX3, RFX3-AS1
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Kromozom 7
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Delesyonlar

7q11.21: RABGEF1, KCTD7, LOC100996437, TPST1

7q11.22: AUTS2.

7q11.23: PTPN12, GSAP, LOC101927243, CCDC146, GTF2IRD1, LIMK1
7q21.12: ADAM22, SLC25A40, RUNDC3B, ABCB1, RUNDC3B

7q21.2: CDK6, ASB4, TRRAP, FBXL13, RINT1, EFCAB10, SRPK2, FOXP2,
IMMP2L, ST7, CPED1, CPA5, CPA1, CEP41, TBXAS1, CNTNAP2, KMT2C
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Kopya Sayisi Artisi

18q12.2: ELP2, MOCOS, GALNT1
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Kromozom 16
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Kopya Sayisi Artisi

6p12.1: BMP5
6p21.32: COL11A2, RXRB, SLC39A7, HSD17B8, MIR219A1, RING1, HCG25,
VPS52, RPS18, B3GALT4, WDR46, C60rf10.

6p22.1: ZNF204P, ZNF391

6p22.2: HMGN4
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Kopya Sayisi Artisi

5p15.33: LRRC14B, CCDC127, SDHA, HRAT5, PDCD6, AHRR
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Kopya Sayisi Artisi

4p15.1: PCDH7, LOC102723778

4p15.32: FBXL5, FAM200B, BST1, CD38

4q11 - q12: DCUN1D4, LRRC66, SGCB

4q12: POLR2B, EXOC1, KDR, SPATA18

4¢29: LRCH3, IQCG, RPL35A, LMLN, LMLN-AS1, FYTTD1, LRCH3

Delesyon

4q35.1: SORBS2, IRF2
4q35.2: FATL.
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Kopya Sayisi Artisi
3q29: LRCH3, IQCG, RPL35A, LMLN, LMLN-AS1, FYTTD1, LRCH3
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Kopya Sayisi Artisi

12p13.2: ETV6, RNU6-19P, PRH1-PRR4, TAS2R20, PRH1-PRR4, TAS2R19,
PRH1, TAS2R3, LOC101928100, KLRK1, KLRC4, KLRC3.

Delesyon

12p13.31: LTBR
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Kopya Sayisi Artisi

11q24.2: SRPR, FOXRED1, TIRAP.
11q22.2: MMP20, MMP27, MMP8.

4.3-MPM Hastalarinin SNP Array Sonuclarinda Saptanan
Karmasik Kromozomal Anomali Kaliplarinin Tum Genom
Dizileme ile Dogrulanmasi ve Detayli Incelenmesi ile Elde
Edilen Bulgular

Calismamizda MPM olgularinda ilk olarak SNP array metoduyla aday
Chromomanagenesis (Chromo= kromozom,-anagenesis=yeniden dogus)
terimi altinda incelenen Chromothripsis, Chromoplexy ve
Chromoanasynthesis benzeri anomali kaliplari saptandi. Bu anomalilerin
saptandigi bireylerin genomlarinda, s6z konusu degisimleri daha iyi anlamak
amaciyla ayni hasta grubundan sectigimiz 3 timoér DNA’sinda tim genom
dizileme teknidi kullanildi (TUBITAK 1002 Proje No: 115S819). Bu sayede
SNP array verilerimizden elde edilemeyen birgok detayh bilgiye ulasildi. S6z
konusu 3 timoér genomundan elde edilen bilgiler, konu hakkindaki gtincel
literatlirlerde belirtilen kistaslar goz oninde bulundurularak degerlendirildi.
Boylece SNP arrayleri yapilmis (¢ bireyden elde ettigimiz anomali bilgilerinin
farkli bir metodla da dogrulamis bulunmaktayiz. Tum genom dizileme verisi,
bizlere, kromozomlar etkileyen delesyon ve amplikasyonlara ek olarak, MPM
hastalarinda kromozomlarin gok daha kompleks yeniden dizenlenmelerden
de etkilendigini gostermistir. Ayrica bu yontem sayesinde hastalik
yatkinligina neden olabilecek gesitli patojenik aday nlikleotid varyantlari da
bulunmustur. Bu SNP array ve tim genom dizileme calismalarindan elde
edilen bulgular, kombine olarak bu bélimde verilmistir.
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4.3.1-MPM SNP Array Verilerinden Elde Edilen Anomalilerin Tim
Genom Dizileme Ile Dogrulanmasina Ornek Bulgular

SNP array verilerinden elde edilen amplifikasyon ve delesyon bdlgeleri
bu galismada kullandigimiz tim genom dizileme yontemiyle dogrulanmis olup
iki ydntemde de kopya sayisi artislari ve kayiplan ayni olarak saptanmistir
(Sekil 4.6- Sekil 4.11). Tim genom dizileme ham verileri, MANTA adi verilen
(Chen et al., 2015) algoritmasi ile incelendiginde kopya sayisi degisimleri,
inter ve intra kromozomal parca dedisimleri saptandi.

— —
PR 3:25.6M 3:45.6M 3: 65.6M 3: 85.6M 3:105.6M 3:125.6M 3: 145.6M 3: 165.6M 3: 185.6M >
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284_sorted 284 mm
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Sekil 4.6: Tim genom dizileme ydntemi ile elde edilmis, Mezotelyomali hastaya ait 3.
kromozom goérintlisi. Gérintide 3p22.1-14.3 bdlgesini kapsayan bir delesyon (kirmizi okla
gosterilmekte) ve geri kalan tim kromozom bdlgesinde 3 kopya sayisi seklindeki
amplifikasyonlar goézlenmektedir.

SO Wiliasios
MPM_284_(CytoStanHD_Array) cyht ND. cyohp’ BAF  eo—
—1

—08

—06

—0.4 DELESYON

—0.z2

—0
1] 20000kb 40000kb 60000kb 80000kh 100000kh 120000kh 140000kh 160000kb 180000kb

Sekil 4.7: Sekil 4.6' daki hastanin yine 3. Kromozomunun SNP array goruntldsu. Bu
yontemle de saptanan kopya sayisi dedisimleri ayni miktarda ve ayni kromozomal
pozisyonlarda bulunmustur. Calismamiza dahil edilen (¢ bireyde saptanan major
kromozomal anomaliler (delesyon ve amplifikasyonlar) hepsi bu drnekte verildigi gibi tim
genom sekanslama y6ntemiyle de dogrulanmistir.
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Sekil 4.8: Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 de verilen ayni kromozom anomalilerin tim genom
dizileme sayesinde elde edilen ve kromozom boyu kopya sayisi kazanim (kirmizi noktalar) ve
kayibini (mavi noktalar) gosteren MANTA uygulamasi analiz sonucu. Yesil noktalar normal
kopya sayisi olan 2 yi géstermektedir.

MPM_284_(CytoScanHD_Array).cyhd ND.cychp: LOH (segments)

MPM_284_(CytoScanHD_Array).cyhd ND.cychp: SmoothSignal
4

80000kb

Sekil 4.9: Bir MPM hastasinin 6. Kromozomuna ait kopya sayisi dedisimlerini gdsteren SNP
array goéruntusa.
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Sekil 4.10: Sekil 4.9' daki kromozom anomalisinin tim genom dizileme sonucu elde edilen
sonucu. SNP array verisinde oldugu gibi kromozomu etkileyen 3 ve 1 kopya sayilarn tim
genom dizileme sonucunda da ayni sekilde saptanmistir.

omalzed copy rumber profle

T T
0.0=+00 5.0e+07 1. 0=e+08 1.Se+08

position, chr &

Sekil 4.11: Sekil 4.9 ve Sekil 4.10' da verilen ayni kromozom anomalilerin tim genom
dizileme sayesinde elde edilen ve kromozom boyu kopya sayisi kazanim (kirmizi noktalar) ve
kayibini (mavi noktalar) goésteren MANTA uygulamasi analiz sonucu. Yesil noktalar normal
kopya sayisi olan 2'yi gdstermektedir.
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4.3.2-MPM’de Heterozigotluk Kayiplari ile Inversiyon ve
Kromozomal Parca Degisim Iliskisi

SNP array tekniginin kisitlamalari ydzinden cgalismamizda inversiyon
bilgilerine ulasamamistik. Tim genom dizileme elde edilen veriler
biyoinformatik MANTA algoritmi (Chen et al., 2015) sayesinde islenerek
cesitli bayukliklerde ve kanser gelisimini etkileyebilecek gen gruplarina denk
gelen inversiyon bodlgeleri de saptandi. Dikkat c¢ekici bir bulgu olarak,
inversiyon rastlanan bdlgelerin bir kisminin SNP array verilerinde saptanmis
heterozigotluk kayibi bdlgelerine denk gelmesidir. Bu sayede SNP array
verilerinde nedenini saptayamadigimiz bazi heterozigotluk kayiplarinin
nedeninin blylk captaki inversiyonlar oldugunu belirlendi (Sekil 4.12, Sekil
4.13).

—15

_{CytoScanHD_Array).eyhd MD.cychp: LOH (segments)

X g g 8 asas

(CytoScanHD_Aray).cyhd.ND.cychp: Allele Difierence

(OytoScanHD_Artay).eyhd.ND.eychp: BAF
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Sekil 4.12: SNP array verisinden elde edilen 8. Kromozom goérintidsd. Kirmizi okla
gosterilen mor dikddrtgen Heterozigotluk kaybina denk gelen bdlge olarak SNP array
bulgusunda tanimlanmistir. SNP array verisinde bu bdlge normal kopya (2) sayisinda
gézlenmekle beraber bu bdlgede heterozigotluk kaybina neden olacak delesyon veya
amplifikasyon saptanmamistir (kopya sayisi=2 olmasi nedeniyle, kopya nétr heterozigotiuk
kaybi). Tim genom dizileme sayesinde kaynadini 6énceden ¢ozemedigimiz heterozigotluk
kaybina bir inversiyonun neden oldugu bilgisine ulasmis olduk (Bak Sekil 4.13). 1iki
yontemde de Kromozomun geri kalan diger bolgelerinde 3 kopya artisi gézlemlendi.

H Cytobands 2009-06-12, UCSC
B ‘- moaswm 60

~ \
‘\ (88| J| 8 &8 J &8 &8 | 8§84
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IE T e e mem e e v ven RO v e e r remrn e i nimm

| _sorted 284 im

Sekil 4.13: Sekil 4.12 ‘deki bireyin 8. kromozomuna ait tim genom dizileme goérintisa.
SNP array verisinde heterozigotluk kaybi olarak tanimlanan bdlgenin MANTA analizi sonucu
aslinda tamamen inverte oldugu saptanmistir ve bu blylk heterozigotluk kaybi bolgesinin
nedeninin bu inversiyon oldugu anlasiimistir.
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Sekil 4.12 ve 4.13" te vurgusu yapilan 8. Kromozomun bu inversiyon bdlgesi
31,713 Kbc'lik bir bdlgeye denk gelmekte olup toplamda 234 adet geni
kapsamaktadir. Bu 234 genden CTSB, MSR1, PCM1, LPL, WRN, WHSCL1 ve
FGFR1 gibileri basta olmak Uizere bircok diger kanser tirlerinde de rollerinin
de oldugu OMIM (Online Inheritence In Man. -www.omim.org) Veri
bankasindan ulasiimistir.

Yine kromozom 14'te 53,782,629 bc¢ bilyukligindeki inversiyon bolgesi
belirlenmistir (Sekil 4.14-Sekil 4.15).

K

4 14:7.1M 14: 27.1M 14: 47.1M 14: 67.1M 14: 87.1M b
I I I L I I
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Sekil 4.14: Bir hastanin tim genom dizileme teknigiyle elde edilmis 14. Kromozom
gorintisd. Kromozomun boyunca goézlenen kopya sayisi artislariyla beraber SNP array
verilerinde go6zlenmeyen 53,782,629 baz cifti blylkliglinde blyldk bir inversiyon
saptanmistir.

MPRA_ _(CytoSeanHD_Array) eyhd ND cychp: BAF

TUM GENOM DIZILEME ILE INVERSIYON SAPTANAN BOLGE

D 10000kh 20000kh 30000kb 40000kh 50000kh 60000kh 70000kb 80000kh 00000kh A00000kh

Sekil 4.15: Sekil 4.14 ‘deki bireyin 14. Kromozomunun SNP array analiz gérintisid. Tim
genom dizileme verisiyle de uzlasir sekilde SNP arrayde de kromozom boyunca kopya sayisi
dedisimleri gézlenmektedir. 14gq22.3- 14q32.2 bdlgelerin tim genom dizi analizi sayesinde
blylk bir inversiyon saptanmistir.
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Bu buyuk inversiyonlarin yaninda, 7. Kromozomda kromozomlar arasi parca
degisimleri oldugu da tim genom dizileme sayesinde bulundu (Sekil 4.16-
Sekil 4.17).

(CytaScanHD_Array).cyhd MO cychp: LOH (segments) —

—E-EE. B -
MP_119_(CytoScanHD_Array).cyhd ND.cychp: LOH

i S M e R

JATRA

o St 2 e

i i S bk i s e "
MAP_118_(CytoScanHD_Array) cyhd ND cychp: BAF

1] 20000kh 40000kk 60000kh 80000Kk 100000kh 120000kh 140000kh

Sekil 4.16: SNP array verisinde saptanan 17,043 kbp buyukligindeki heterozigotluk kayibi.
Bu boyuttaki bir heterozigotluk kayibinin nedeni SNP array verisinde saptanamamistir. Bu
kayba neden olabilecek genomik anomaliler tim genom dizileme ile Sekil 4.17'da
gosterilmektedir.
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MantaDEL:98863:0:0:0:0:0 MantaDEL:99376:0:1:0:0:0 MantaDEL:99853:0:0:0jf:
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Sekil 4.17: Sekil 4.16" daki kromozoma ait tim genom dizileme g6rintisd. Bu
heterozigotluk kaybinin nedeninin bélgeye denk gelen delesyonlarin yaninda kromozom 5 ile
parca dedisiminin neden olabilecedini gdstermektedir. Mor okla gésterilen bdlgede kirik
noktalari goésterilmektedir. Benzer anomaliler ayni hastanin 8-17 ve 6-20 kromozomlari
arasinda da gézlenmistir.

4.3.3-MPM’de Chromoanagenesis Benzeri Kompleks Genomik
Anomali Kaliplar1 Gézlemlenen Kromozomlarin Incelenmesi, Inter-
Intra Kromozomal Yeniden Diizenlemeler

Mezotelyoma kanser genomunun daha iyi anlasilabilmesi, aday
Chromothripsis yapilarindaki yeniden dlizenlenme olaylarinin saptanabilmesi
icin tim genom nukleotid dlizeyinde taranarak yeniden dizenlenme bdlgeleri
detaylandiriimistir. Bu amaci gergeklestirmek icin SNP array analizleri
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yapilmis 3 Mezotelyoma timér DNA’ sinda tim genom dizilenmistir. Bu 3
birey secilirken 6zellikle Chromothripsis kalibina benzer kompleks genomik
anomalileri (Sekil 4.18-Sekil 4.19) bulunduran bireyler 6zellikle segilmistir.
Tidm genom dizilemesi, bu kaliplarin go6zlendigi kromozomlarda, bir
kromozom icinde Chromothripsis karakterinde gb6zlenen yeniden
dizenlenmelerin yaninda, birden fazla kromozom arasi parca degisimleri ve
daha c¢ok kopya sayisi kazanimlariyla karakterize Chromoanasynthesis
benzeri dizenlenmelerin de bulundugunu gostermistir. Bu anomaliler tek
kromozomu etkilemektedir, bunun yaninda, bazi kromozomlar da birden cok
anomali kalibina 6zgi 6zellikler gosterdigi de saptanmistir.

T s S B e
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Sekil 4.18: SNP array verimizden elde edilen 2. Kromozoma ait aday Chromothripsis olayi.
Ozellikle g koluna lokalize kopya sayisi salinimlan ve Heterozigotluk geri kazanimlan ile
karakterize Chromothtipsis kalibi.

4 2:9.7M 2:29.7M 2:49.7M 2:69.7M 2:89.7M 2: 109.7M 2:129.7M 2:149.7M 2:169.7M 2:189.7M 2:209.7M 2:229.7M »
| L L L | L | I L L L L
"‘Cnobands 2009-06-12, UCSC User Annotatio... B
L) C TN ] 2p12 203 [] N
14610 WGS
MantaDEL:ZESBEI:[I:EI:[I:EI:EI+MantaIN\-‘:ZﬁSZB:D:l:EI:EI:[I
p
MantDEL:23927:0:1:0:1:0 I
3+
MantaDUP: TANDEM:18203:0:1:1.... MantzINV:20893:0:2:0:0:0 MantaINV:22720:1:1:0:0:0 MantaDEL:24888:1:2:0:0:0 |"”'”‘talm':zsﬂl:n:l:D:D:D
1 | Il
RO RN DO OO OO OO OO RO T O OO0 D L0 OO A 00 DO MR 0T OO
] 146_BD 145 om0
MantaBND:21335:0:1:0:0:0:1 MantzBND:23886:0:1:0:0:0:1 MantaBND:8017:0:1:0:0:0:1
P P
* | Kr 5 ile birlesen
hiélge e b
Kromozom 9 ile hirlesen C *——-_____ Kromozom 1 ile birlesen
bélge bolge

Sekil 4.19: Sekil 4.18'deki kromozomun tim genom dizileme ydntemiyle elde edilen
gorintisd. Chromothripsis’e neden olan kirik noktalari (delesyonlar) orta paneldeki mavi
cizgilerle gdsterilmistir. Tum genom dizileme sayesinde Chromothripsis'ten etkilenmis bu
kromozomunda ayrica diger farkli 3 kromozomla da parga dedisimi gercgeklestigi
g6zlemlenmektedir.
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Bu inceledigimiz 3 bireyde, kalip olarak Chromothripsis'te goérildigi gibi
kopya sayisi salinimlarinin gozlemlendigi fakat Chromothripsis'ten farkl
olarak, daha cok artmis kopya sayilariyla karakterize Chromoanasynthesis
orneklerine de rastlaniimistir. SNP array verilerinde Chromothripsis adayi
olarak go6zlemis olmamiza ragmen bu anomalilerin daha c¢ok
Chromoanasynthesis anomali kalibina benzedigi belirlenmistir (Sekil 4.20-
Sekil 4.22).

_

WP _284_(CytoScanHD_Array).cyhd ND.cychp: LOH

i I

MPh_2684_(CytoScanHD_Array).cyhd NDueychp: SmoothSignal

0 10000kh 20000kh 30000kb 40000kh 50000kh 60000kh 70000kh 80000kh 90000kh 100000kb 110000kh 120000kb 130000kh

= N =

Sekil 4.20: Bir hastanin 10. Kromozomuna ait SNP array goéruntlst. Gorulduga Uzere
artmis kromozom, artmis kopya sayisi (2 ve 3) ve kopya sayisi salinimiyla
Chromoanasynthesis 6zelligi géstermektedir.

(S BN B o W — [ [ ] —

< 10: 10.6M 10: 30.6M 10: 50.6M 10: 70.6M 10: 90.6M 10: 110.6M 10: 130.6M b
L | L I I L L

|_ Cytobands 2008-06-12, UCSC u T Ann: t tio_. Bm

284 BD 284 il
MantaBND:78069:0:1:0:0:0:0

\

Kromozom 7 ile birlesen Kromozom X ile birlesen
holge bélge

MantaBND:55540:0:2:0:0:0:1

Sekil 4.21: Sekil 4.20 ‘deki ayni hastanin tim genom sekanslamasindan elde edilen
10.kromozom gorintisii. SNP arrayde de saptanan artmis kopya sayilarinin yaninda
kromozom igerisinde iki farkli kromozom arasinda gerceklesen parca degisimleri. Gortldigu
gibi tim genom sekanslama bu yapiya ek olarak iki farkli kromozom arasinda parga
degdisiminin de oldugunu gostermistir.
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narmalized copy number profile
3

T T T T T T T
0.0e+00 2.0e+07 4.0e+07 6.0e+07 8.0e+07 1.0e+08 1.2e+08 1.4e+08

position, chr 10

Sekil 4.22: Sekil 4.20 ve Sekil 4.21'de gorulen 10. Kromozomun tim genom sekanslama
sayesinde elde edilmis kopya sayisi dedisimlerini gorilmektedir. Artmis 3 kopya sayilari
(kirmizi noktalar), 2 kopya sayisi (yesil noktalarla ifade edilmistir) goérilmektedir. Bu
anomali kalibi ile Chromoanasynthesis kriterlerine uygunluk goéstermektedir. Bu durum
akillara kromozomlarin sadece miinferit anomali kaliplari ve tanimlardan degil daha karmasik
bir yapi sonucu etkilendiklerini gostermektedir.
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4.3.4-MPM genomlarinda saptanan SKA3-DDX10 Fiizyon geni

SNP array tekniginin 6zelligi nedeniyle kromozomlar arasindaki parca
degisimi bilgilerine ulasamamistik. Bu eksikligi telafi etmek amaciyla
kullandigimiz tim genom dizileme ve biyoinformatik MANTA algoritmi (Chen
et al.,, 2015) sayesinde c¢esitli buayukliklerde ve kanser gelisimini
etkileyebilecek gen gruplarina denk gelen parca degisim bodlgeleri saptadik
(Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5).

Butlin bu bulgulara ilave dikkat cekici bir bulgu olarak iki hastada SKA3-
DDX10 flizyon geni saptanmistir. Bu flizyonun, SKA3 geninin tamaminin
DDX10 geninin 10 ve 11 intronlari arasina yerlesmesiyle olustugu belirlendi
(Sekil 4.23).

TIIZIT

284_BD 284 M

: o [ e Tl
bt 1 F
bt 1 I s
ﬂﬂ ______________________ H_SAP]B H || . || --------- |:| ceees m Hl

4 11: 108,583.6K 11: 108,584.1K 11: 108,584.6K 11: 108,585.1K 11: 108,585.6K 11: 108,586.1K 11: 108,586.6K 11: 108,587.1K 11: 108,587.6K
1 1 1 1 I I 1 I L

bands 2009-06-12, UCSC

284 BD 284 mm

RefSeq Genes 105v2, NCBI User Annotatio... B

Sekil 4.23: SKA3-DDX10 flzyon goruntusl. Manta analizi sonucu Kromozom 13’te bulunan
SKA3 geninin (A) DDX10 geninin 10 ve 11. Intronlari arasina (B) entegre oldugu gozlendi.

4.3.5-MPM’de Diger Kromozomlar Arasi Saptanan Parga
Degisimleri

Tum genom dizileme ydntemi sayesinde saptanmis kromozomlar arasi
parca dedisimleri belirlendi (Tablo 4.3-Tablo 4.5).
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Tablo 4.3: Hasta 1’ de Kromozomlar arasi parca degisimlerinin oldugu genomik koordinatlar

ve etkiledikleri gen bdlgeleri

Kromozom Kirik Noktasi | Birlesme NoKtasi | Etkilenen Genler
chrl 28515676 chr19:24027942 | PTAFR

chrl 72361232 chr2:102912433 | NEGR1

chrl 84517939 chrX:76411860

chrl 109494853 chr3:110413394

chrl 109495133 chr3:110413395

chrl 158725872 chr2:148952671

chrl 164240436 chr2:190999445

chrl 168420929 chr8:30105890

chr2 30531334 chr9:17693939

chr2 30633789 chr9:15722617

chr2 97212762 chrX:100544818

chr2 204055414 chr7:140321239 | DENND2A
chr2 213785362 chr6:8695409 MIR4776

chr2 213791509 chr6:57037444

chr2 234090306 chr7:1199813 INPP5D/ZFAND2A
chr3 48251971 chr7:65045606 INPP5D/ZFAND2A
chr3 80325190 chr6:121481644

chr3 111274086 chr8:128533830

chr3 134299269 chr6:36913755

chr3 135170325 chr6:62725842 KHDRBS2
chr3 135170745 chr6:62725775

chr3 187728890 chr6:93096669

chr3 187728894 chr6:93097208

chr4 80894475 chr5:21207714 ANTXR2

chr4 169165063 chr7:116808545 | DDX60/ST7
chr5 21573432 chr6:57575919 GUSBP1

chr5 21899871 chr13:61461040 | CDH12

chr5 37709720 chr7:8663314

chr5 37709849 chr7:8663302

chré 382459 chr16:33428530

chré 16380085 chr17:43582463 | ATXN1/3'UTR LRRC37A4P
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chré 16380110 chr17:43582906 | ATXN1/3'UTR LRRC37A4P
chré 57037444 chr2:213791509 | BAG2

chré 123171431 chr15:70839566

chré 154216091 chr20:25888637

chr7 81789163 chr10:60902930 | CACNA2D1

chr7 125264207 chr12:74014507

chr7 125264220 chr12:74014367

chr8 30145402 chr17:7167959

chr8 30145623 chr17:7167890

chr8 34773325 chr12:24116681

chr8 52730143 chr11:38812669 | SOX5

chr9 38243931 chr15:63770031

chr10 6239046 chr14:20421302 | PFKFB3

chr10 6239090 chr14:48867724

chri1l 108585748 chr13:21750661

chri1l 108585765 chr13:21727734

chri3 44069935 chr15:41871631 | ENOX1/3'UTR TYRO3
chr20 11281580 chrX:81651235

Tablo 4.4: Hasta 2’ de Kromozomlar arasi parca dedisimlerinin oldugu genomik koordinatlar

ve etkiledikleri gen bélgeleri

Kromozom Kirik Noktasi | Birlesme NoKtasi | Etkilenen Genler
chrl 9121449 chr14:93712486 | SLC2A5/BTBD7
chrl 28515676 chr19:24027942
chrl 38241383 chr19:11422016
chrl 109494853 | chr3:110413394
chrl 109495133 | chr3:110413395
chrl 119401289 chr2:141852927
chrl 168024580 | chr19:24033228 | GCSHP5/ZNF254
chrl 168025732 | chr19:24033178 | GCSHP5/ZNF254
chrl 168420929 | chr8:30105890
chr2 68914955 chr5:64467981
chr2 116376757 chr9:131458590
chr3 48251899 chr15:45989680
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chr3 111274086 | chr8:128533830
chr3 146857897 | chr4:181955612
chr3 146857906 | chr4:181935947
chr3 146944652 chr4:182933674
chr3 146946135 | chr4:183059124
chr3 146950766 | chr4:183047571
chr3 162926572 | chr4:182939883
chr4 128964986 | chr17:49977259
chr4 182859557 | chr12:97944358
chr5 54865800 chr10:75488965
chr5 64467980 chr2:68914956
chr5 159349718 | chrX:66982804
chré 296061 chr16:33331520
chré 24684003 chr22:32927895
chré 26625794 chr7:68758441
chr7 81789163 chr10:60902930
chr7 111053153 | chr12:108203264
chr7 111053752 | chr12:108203259
chr7 125264220 | chr12:74014367
chr8 15289358 chr13:74314062
chr8 15289367 chr13:74313862
chr8 52730143 chr11:38812669
chr8 134972205 | chr18:57070998
chr9 7185577 chrX:93186891
chr9 20012178 chrX:92270369
chr9 101477598 | chr22:32575912
chril 61841813 chr14:81786774
chri2 56989716 chr15:39994637
chri2 56990096 chr15:39994621
chr20 11281580 [chrX:81651235
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Tablo 4.5: Hasta 3’ de Kromozomlar arasi parca degisimlerinin oldugu genomik koordinatlar

ve etkiledikleri gen bdlgeleri

Kromozom Kirik Birlesme NoKtasi | Etkilenen Genler
Noktasi

chrl 28515672 chr19:24027942 | PTAFR-ZNF254

chrl 81404771 chr4:104214671

chrl 84517773 chrX:76411836

chrl 88972876 chr17:32063905 | ASIC2

chrl 109494853 | chr3:110413394

chrl 109495133 | chr3:110413395

chrl 119401333 | chr15:51189302

chrl 168025732 | chr19:24033178 | ZNF254

chr2 68914955 chr5:64467981

chr2 194545043 | chr14:65447266 | CHURC1-FNTB

chr2 225020292 | chrX:92696682

chr2 225020555 | chrX:92696685

chr2 228222546 | chr15:93839714 | MFF

chr3 89509517 chr7:61778321 EPHA3

chr3 187728890 | chr6:93096669

chr3 187728894 | chr6:93097208

chr4 80894475 chr5:21207714

chr4 170280992 | chr14:52667735

chr5 54865816 chr10:75489372 | BMS1P4

chr5 159349683 | chrX:66982794

chré 24683988 chr22:32928560 | ACOT13/SYN3

chré 24684003 chr22:32927895 | ACOT13/SYN3

chré 34936541 chr15:41673909 | ANKS1A

chré 154216091 | chr20:25888637

chr7 81789163 chr10:60902930

chr7 87255768 chrX:97409802

chr7 111053153 | chr12:108203264

chr7 111053752 | chr12:108203259

chr7 125264220 | chr12:74014367

chr8 15289358 chr13:74314062 | KLF12
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chr8 15289367 chr13:74313862 | KLF12

chr8 52730244 chr11:38812697

chr9 38243963 chr15:63770035

chr9 80931888 chr12:2858859 PSAT1

chr9 80932489 chr12:2858881 PSAT1

chriil 61841813 chr14:81786774

chriil 108585748 | chr13:21750661 | DDX10/SKA3
chri1l 108585843 | chr13:21727854 | DDX10/SKA3
chr12 2858859 chr9:80931888

chr12 2858881 chr9:80932489

chr12 34017338 chr13:48856830

chr12 56989716 chr15:39994637 | RBMS2/FSIP1
chr12 56990096 chr15:39994621 | RBMS2/FSIP1

4.4-MPM Yatkinhgina Neden Olabilecek Aday Niikleotid
Degisimleri

4.4.1-Niikleotid Varyantlarinin Belirlenmesi

Kanser gelisiminden veya yatkinhdindan sorumlu olabilecek nikleotid
dizeyindeki mutasyonlarin bulunmasi amaciyla web tabanli TGex adh
uygulama kullanildi (Stelzer, Rosen, et al., 2016). Tim genom dizileme
verilerinden elde edilen ve tim genom nukleotid varyant bilgilerini iceren vcf.
dosyalari TGex uygulmasina ylklenerek 6zellikle kanser fenotipi ile iliskili
olanlan ayrildi. Bu uygulama sayesinde ilgili varyantlarin FATHMM, COSMIC,
MutationAssessor Pred, MutationTaster Pred, Polyphen2, SIFT, CIVIC, 1000
genomes, Clinvar, varsome gibi in silico mutasyon hasar tahmin algoritmleri
ve veri bankalar kullanilarak kanserle ilgili patojenik mutasyonlar
filtrelenmistir. TGex uygulmasinin VarElect (Stelzer, Plaschkes, et al., 2016)
algoritmi sayesinde varyantlar kanser fenotipi ile skorlanmistir. Bahsedilen
tahmin programlari, kanser mutasyon veritabanlari ve VarElect algoritminden
elde edilen veriler kombine edilerek aday mutasyon listeleri ¢ikarildi. Kanser
iliskili en ylksek skora sahip bu varyantlar Mezotelyoma icin aday nukleotid
varyantlar olarak bulgulara eklendi (Tablo 4.6- Tablo 4.7).

Bu bélimde verilen tek ntkleotid varyantlari, gérilme sikliklarina gére
iki grup seklinde incelendi (Tablo 4.6- Tablo 4.7). iIlk grupta nadir siklikta
rastlanan veya henlz bir veritabaninda minér alel frekansi saptanmamis
tarafimizdan saptanan nadir varyantlar, ikinci grupta ise polimorfizm
niteliindeki varyantlar gruplandirildi. Iki grupta ta saptanan varyantlar
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heterozigot genotiplidir. Bu aday varyantlar secilirken kanserle iligkileri, in
silico tahmin ydntemleriyle aday patojenik olma durumlar ve TGex yuksek
VarElect skorlari gézéniinde bulundurulmustur. Ilgi cekici bir bulgu olarak
MPM vyatkinhg: ile iliskilendirilmis BAP1 genine ait yeni bir frameshift
mutasyon 3 no’lu hastada saptandi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Tum genom dizileme sayesinde saptanan hastalik iliskili aday nadir ntkleotid

varyantlari

Hasta 1

Hasta 2

Hasta 3

BAP1 (Bueno et al., 2016) 3:52443757
G/A Missense, Splice site region

Minor Alel Frekansi: ?
COSMIC no: COSM5611451

TGFBR1

9:101891274, C/T, Missense
Minor Alel Frekansi: ?
COSMIC no :COSM5494494

BAP1 exon4 TA/T 1bp del

3:52442606 FRAMESHIFT
Mutasyon

Minor Alel Frekansi: ?
(Yeni saptadigimiz Mutasyon)

HYDIN

16:71101200 T/C Missense
Minor Alel Frekansi : % 0.022
COSMIC no: COSM4844501

HYDIN

16:71101200 T/C Missense
Minor Alel Frekansi : 0.022
COSMIC no: COSM4844501

HYDIN

16:71101200 T/C Missense
Minor Alel Frekansi :% 0.022
COSMIC no: COSM4844501

Minor Alel Frekansi: %0.023

Minor Alel Frekansi :% 0.58
COSMIC no :COSM3734029

RB1 PALLD NBN

13:49050902 T/G Missense 4:169842725 A/C Missense 8:90990521 T/C Missense

Minor Alel Frekansi: ? Minor Alel Frekansi: 0.0020 Losemi, aplastik anemi,
herediter kanser yatkinhk
sendromu iliskili.
Clinvar no: RCV000115797
Minor Alel Frekansi: % 0,16

ERCC4 LZTS1 TP53

16:14015940 G/A Missense 8:20112355 A/G Missense 17:7578208 T/C Missense

Minor Alel Frekansi: % ?
COSMIC no: COSM307279

GNRHR
4:68619737 T/C Missense
Minor Alel Frekansi :% 0,35

KLF6

10:3822362 C/T Missense
Minor Alel Frekansi: %0.00081
COSMIC no: COSM1347736

FGFR1
8:38287302, C/T Missense

Minor Alel Frekansi :?

ITGA9
3:37785454 G/A Missense
Minor Alel Frekansi : % 0.58

COSMIC no : COSM3780891

RUNX2
6:45514855 ,C/T, Missense

Minor Alel Frekans! :% 0.0016

MCC
5:112437438, , Splice Site,
Minor Alel Frekansi :% 2,66

KMT2C

7:151880217 C/A Missense
Minor Alel Frekansi: %
0.00083

TPTE
21:10921939, C/T Missense

Minor Alel Frekansi : % 1.51
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PDGFRA
4:55131118, C/T, Missense
Minor Alel Frekansi : % 0,49

NFATC1
18:77208844 C/A Missense
Minor Alel Frekansi : ?

EWSR1
22:29674030 C/A Missense
Minor Alel Frekansi : % 0.0041

ERCC4
16:14015940, G/A, Missense,
Minor Alel Frekansi :% 0.023

ABCBS8
7:150738224 G/A Missense
Minor Alel Frekansi : 0.0041

EWSR1
22:29693915 G/A Missense
Minor Alel Frekansi : % 1,30

PDGFD
11:103866813, T/G, Missense ,
Minor Alel Frekansi : %0.016

B3GNTS8
19:41932127 G/A Missense
Minor Alel Frekansi: 0,34

CDC25C
5:137621449 T/C Missense
Minor Alel Frekansi : 0.0098

CD4
12:6928020, C/T, Missense
Minor Alel Frekansi : %0.14

ADAMTSL1

9:18775807 G/A Missense
Minor Alel Frekansi :0.0077
COSMIC No: COSM4659714

MLLT10

10:22022785 C/T Missense
Minor Alel Frekansi :% 0.00081
COSMIC No : COSM347780

CCNA1
13:37014255, A/G, Missense,
Minor Alel Frekansi : %0,14

ABCB4
7:87031444 C/T Missense
Minor Alel Frekansi:% 0.00081

FGF5

4:81196113, G/A, Missense
Minor Alel Frekansi :% 0.046
COSMIC No : COSM2955136,

DMD
X:31224764 C/T, Missense
Minor Alel Frekansi %0.0021

ABCA1
9:107599376, A/G, Splice site
Minor Alel Frekansi :% 0,55

LGALS2
22:37966678 C/T Missense
Minor Alel Frekansi:% 0.0098

TP5313
2:24302366, , A/T, Missense,
Minor Alel Frekansi: ?

ORC1

1:52841222 C/T Missense
Minor Alel Frekansi :% 0.046
COSMIC no: COSM5545517

APOBEC3F

22:39441136 G/A Missense
Minor Alel Frekansi :% 0.00081
COSMIC no: COSM1183258

DIS3

13:73346905 C/T Missense
Minor Alel Frekansi : %1.45
COSMIC no: COSM1180113

PALB2
16:23634293 C/T Missense
Minor Alel Frekansi: %2.4
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Tablo 4.7: Polimorfizm dlizeyindeki hastalik iliskili olabilecek nikleotid varyantlar

Hasta 1

Hasta 2

Hasta 3

PDE4DIP

1:144875979 G/C Splice site region
mut

Minor Alel Frekansi: % 19

Bu gendeki mutasyonlar Peritoneum
cancer ile iligkilendirilmistir.

PDE4DIP

1:144875979 G/C Splice site region
mut

Minor Alel Frekansi: % 19

Bu gendeki mutasyonlar Peritoneum
cancer ile iliskilendirilmistir.

PDE4DIP

1:144875979 G/C Splice site region
mut

Minor Alel Frekansi: % 19

Bu gendeki mutasyonlar Peritoneum
cancer ile iliskilendirilmistir.

NQO1
16:69745145 G/A Missense

Meme kanseri kemoterapi sonrasi kotu
sagkalim igin patojenik varyant

Lésemi igin kemoterapi sonrasi kot

sagkalim igin risk faktoru
Minor Alel Frekansi: %?27,66
Clinvar erisim no: RCV000018301

NQO1
16:69745145 G/A Missense

Meme kanseri kemoterapi sonrasi kotu
sagkalim igin patojenik varyant

Lésemi igin kemoterapi sonrasi kot

sagkalim igin risk faktéru
Minor Alel Frekansi: %27,66
Clinvar erisim no: RCV000018301

ELAC2
17:12915009 G/A Missense

Herediter Prostat kanseri risk faktord,
patojenik varyant

Minor Alel Frekansi: % 29,67
Clinvar erisim no: RCV000005358

ELAC2
17:12915009 G/A Missense

Herediter Prostat kanseri risk faktord,
patojenik variant

Minor Alel Frekansi: % 29,67
Clinvar erisim no: RCV000005358

CCND1

11:69462910 G/A Splice site region
Colorectal Kanseri igin risk faktorl
Clinvar no: RCV000014762
Minor Alel Frekansi: % 45

CCND1

11:69462910 G/A Splice site region
Colorectal Kanseri igin risk faktora
Clinvar no: RCV000014762
Minor Alel Frekansi: % 45

CCND1 Splice site region
11:69462910 G/A Splice site region
Colorectal Kanseri igin risk faktord,

Clinvar no: RCV000014762

Minor Alel Frekansi: % 45

RNASEL

1:182554557 C/T Missense

Prostat Kanseri igin risk faktord,
Clinvar no: RCV000013880
Minor Alel Frekansi: % 35

RNASEL

1:182554557 C/T Missense
Prostat Kanseri igin risk faktor,
Clinvar no: RCVv000013880
Minor Alel Frekansi: % 35

MAP2K3
17:21207834 C/T Missense
Minor Alel Frekansi: % 30

MAP2K3
17:21207834
Minor Alel Frekansi: % 30

MAP2K3
17:21207834
Minor Alel Frekansi: % 30
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FGFR4
5:176520243 G/A Missense

Kanser  progression ve tumor cell
motility patojenik variant

Minor Alel Frekansi: % 32

Clinvar erisim no: RCV000017723

FGFR4
5:176520243 G/A Missense
Kanser progression ve tumor cell

motility patojenik variant
Minor Alel Frekansi: % 32

Clinvar erisim no: RCV000017723

IGF2R
6:160448324, , C/G, Missense,
Minor Alel Frekansi: 14.19

IGF2R
6:160448324, , C/G, Missense,
Minor Alel Frekansi: 14.19

MSR1
8:16012648 G/C Missense
Minor Alel Frekansi: 15,06

MSR1
8:16012648 G/C Missense
Minor Alel Frekansi: 15,06

MucC2 MuUC2
11:1081074, T/C, Splice Site, 11:1081074, T/C, Splice Site,
Minor Alel Frekansi : 38.99 Minor Alel Frekansi : 38.99
Muc4 MucC4
3:195474159 G/A Missense 3:195474159 G/A Missense
Minor Alel Frekansi : 38.99 Minor Alel Frekansi : 38.99
y -
4.5-MPM’'de Sik Heterozigotluk Kaybi (Loss

Heterozygosity) Gozlenen bolgeler

Hastalara ait cyp dosyalari Chas 3.1 programi lzerinden Chas database
loader eklentisi ile veritabanina yuklenmistir. Bu sayede Ust Uste gelen
heterozigotluk kaybi bdlgeleri histogram Ustlinden genomik poziyonlari ve
gbézlenme sikliklari belirlendi. Bu histogram sonuglarina goére sik gdzlenen

heterozigotluk kaybi bélgeleri Tablo 4.8" de verildi.

Tablo 4.8: MPM grubundan sik gdzlenen LOH bdlgeleri ve gézlenme sikliklari.

Kromozomal Bdlge Gozlenme Sikhgi
1p32.3 %56
2q32.2 %65
3p21.31 %51
4p15.1 %51
6p22.2 %40
14g23.3 %56
17q23.2 %69
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4.5.1-Bazi MPM Hastalarinda Goézlenen Biiyiik LOH Bdlgeleri

Alti hastanin SNP array verileri incelendiginde belirli kromozomal
bélgelerde blylik LOH bdlgelerinin yodunlastigi gorilmektedir (Sekil 4.24-
Sekil 4.26). Bu LOH’larin nedeni buyuk ihtimalle kromozomal yeniden
dizenlenme mekanizmalarn (buyulk translokasyonlar, fUzyonlar, inversiyonlar
vs.) sorumlu olabilir.
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Sekil 4 24 7 Kromozomun gesltll bolgelerlnl etklleyen buyuk LOH boIgeIIerl
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Sekil 4.25: 2. Kromozom gesitli bdlgelerini etkileyen blylik LOH bdlgelleri (Mor
dikdértgenlerle isaretlenen bélgeler).
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MPR_957 (CytoScanHD_Array).cyhd MO eychp: LOH {segments)

=
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Sekil 4.26: 3. kromozomun gesitli bolgelerini etkileyen blylk LOH bélgelleri.
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5-TARTISMA

Kanser, zaman icinde hicrenin maruz kaldigi zararli cevresel ajanlar
(6rnegin; karsinojenler) ve biyolojik faktorlerin kombinasyonu ile olusan
mutasyon birikimi ile aciklanmaktadir (Yates & Campbell, 2012). Bu
degisimler sonucu onkogen aktivasyonunun ve timoér sipressér genlerin
fonksiyonlarinin kayboldugu go6zlenebilir. Artan mutasyon birikimi sonucu
hicre icin kritik kontrol mekanizmalarinin bir bir devreden c¢ikmasiyla
genomik instabilite artmakta ve genetik materyal agir hasar gérmektedir.
Sonug olarak saglikh bir hiicre, normal fonksiyonlarini yerine getiremeyen
malign kanser hticrelerine dontsmektedir. Somatik hasarlara ek olarak, anne
ve babadan kalitilmis degisimler de (germline mutasyonlar) bulunmaktadir ki
bunlar hlcreyi kanserlesmeye daha yatkin hale getirebilmektedir (Yates &
Campbell, 2012). Glnimuzde gelisen teknoloji ve bilim insanlarinin yogun
cabalari sayesinde hicrenin kanserlesmesine neden olabilecek birgok gen
mutasyonu, kromozomal yeniden dizenlenme mekanizmalari
kesfedilmektedir. Bu gibi kesiflerin yaninda kansere neden olan cevresel
etmenlerin neler oldugu, hiicrenin kanserlesmesine nasil etki ettikleri de
arastirlmakta ve bazilan bilimsel olarak kanitlanmaktadir. Bu ¢esit
etkilesimlerin saptanmasi sayesinde kanserin tedavisi igin yeni ve etkin
hedeflerin bulunabilecedi, hem de yeni korunma ydntemlerinin aydinlatilacagi
disinulmektedir.

Kanser gelisiminde bir risk faktéri olan gevresel etmenin bilinmesi,
arastirmacilar icin bir avantaj olarak kabul edilebilir. Bu kapsamda &6zellikle
cevresel etmen ve gen etkilesimlerin Gzerinde durulmasi ve aydinlatiimasi
gerekmektedir. Primer risk faktéri mineral fiber maruziyeti olan Malign
Mezotelyoma icin de durum bu sekildedir. Nadir gérilen bir kanser tlru
olmasi, Uzerinde yapilan genetik galismalari sinirlandirmis fakat son yillarda
konu hakkinda bilgi ve kesifler acisindan 6nemli ivme kazanilmistir.
Calismamizda asbest maruziyeti sonucu gelisen MPM’de ve BAPta genomun
nasil hasar gordiglu ve hicreyi malign donidsimden koruyan genetik
belirteclerin olup olmadigini arastirmay! amacladik.

Mezotelyoma genetigi hakkinda yapilan calismalarin baslangici 90l
yillara dayanmaktadir. Yapilan bu cgalismalarda belirli kromozomal bdélgelerin
Mezotelyoma’da sik bir sekilde etkilendikleri saptanmistir (Cheng et al.,
1994; Murthy & Testa, 1999; Taguchi et al., 1993; J. Testa et al., 2001).
GUnumuze kadar gelinen slrecte, genomik teknolojilerin ¢dézlunudrltklerinin
artmasliyla, yeni gen mutasyonlari ile yeni kromozomal dedgisimler
kesfedilmektedir. Kanser genomik yapisi bilindigi lzere blylk heterojenite
gostermektedir. Ayni kanser tipinde bile hastadan hastaya farkli genomik
anomali kalib1 gézlenebilmektedir. Buna karsilik Mezotelyoma igin %60-%70
sikliklarla gortlen genomik kopya sayisi degisimleri belirlenmistir (Bjorkqvist,
Tammilehto, Anttila, Mattson, & Knuutila, 1997). Bunun yaninda son yillarda
BAP1 genindeki patojenik nlkleotid mutasyonlari Mezotelyoma yatkinligi ile
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iliskilendirilmigstir (J. R. Testa et al., 2011). Mezotelyomadaki genel genomik
anomali kalibina bakildiginda daha cok delesyonlarin gézlendigi kopya sayisi
degisimleri goze carpmakta fakat son yillarda bazi kromozom bélgelerinin
kopya sayisi artislarinin da énemli sikliklarda gézlendikleri belirlenmistir. Bu
kromozomal boélgelerde delesyonlarin 6nemli tUmor supressdrlerin islev
kaybina, kopya sayisi artislarinin da daha ¢ok hicrenin bdlinmesini ve invaze
olmasini tesvik edecek genleri etkiledikleri gérilmustir (Light & Lee, 2008).
Bunlarin yaninda, bir kanser tirinde saptanan bir gendeki mutasyonun farkl
kanser tiplerinde de gozlenebildigi gorilmektedir. Biz de calismamizda elde
edilen 6zgun bulgularin yaninda, bu tip kesisim barindiran sonuclar da
belirledik.

MM, asbest maruziyeti sonucu sonradan kazanilmis bircok somatik
genetik degisim ile karakterizedir. Asbest fiberleri sonucu meydana gelen
DNA hasarinin, insan ve farelerde benzer anomalilere yol actigi bildirilmistir
(Jean et al., 2011). Mezotelyoma genomlarinda, kaotik olarak ifade edilen
kompleks kromozomal anomaliler saptanmaktadir (Light & Lee, 2008). Bu
kaotik yap! belki de MM'nin agresifligi ile iliskili olabilir. Bir calismada genom
cap!l kopya sayisi varyasyonu frekansi %55 olarak bildirilmis (Bjorkqvist et
al., 1997), s6z konusu kopya sayisi degisimleri hasta basina 1 ve 8 arasinda
degismektedir. Fakat son vyillarda vyapilan cesitli calismalarda oldugu
gibi(Bueno et al., 2016; Fennell, Sharkey, & Busacca, 2016), bizim
calismamizda da, hasta basina etkilenen genomik degisimlerin yizlerle ifade
edildigini gormekteyiz. Yiksek ¢ozinUrlikli CGH ve spektral karyotipleme
yontemleri ile tim genom tarama yapilan bir calismada, belirli 10 genomik
boélgede 52 tekrarlayan homozigot delesyon ile bunlara ek olarak 36
tekrarlamayan diger homozigot delesyonlar saptanmistir. Bu bilgi sayesinde
LINGO2, RBFOX1/A2BP1, RPL29, DUSP7, CCSR/FAM190A gibi aday timoér
supressor genler tanimlamistir (Fennell et al., 2016). Eski tarihli literatirler
incelendiginde, MM genomik kazanimlarinin, genomik kayiplara oranla daha
az gozlendigi farkedilmektedir (Lindholm et al., 2007), (Pylkkanen et al.,
2002). Mezotelyoma genomlarinin array CGH ile tarandigi bir galisma buna
ornek olarak verilebilir. Bu calismada (n=26) kopya sayisi kayiplarinin
timor basina 0 ile 40 arasinda dedistigi saptanmistir. Ayrica calismada
kullanilan CGH ydntemi, NSLCC ve MPM ayrimini, %77 6zgullik ve % 81
duyarhlikla ve X, 1, 2p, 4, 8q, 10q, 12p ve 18g kromozomlarli arasindaki
genomik anomali farklihdi belirleyerek yapabilmistir (Bjorkqvist et al., 1998).
Ailesel MPM olgularinin da sporadik olgulara benzer kopya sayisi
degisimlerine (1p, 69, 9p, 13q ve 14q gibi) sahip oldugu gortlmustir (Ascoli
et al., 2001). Bu bilgi bizlere, s6z konusu kromozomal bdlgelerdeki timaor
slipressor gen kayiplarinin oldugunu isaret etmektedir. Bizim calismamizda
da ailesel vakalar bulunmakta fakat buyuk kromozomal anomali kaliplari
arasinda ailesel olgularda bir benzerlik saptanmamistir.
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5.1-MPM’'de Kromozomal Kopya Sayisi Degisimleri

5.1.1-Genomik Kayiplar

MM’de en sik gbzlenen kromozom degisimlerinden biri 9. Kromozomun
kisa kolundaki (9p22-pter) DNA kayiplaridir (Lindholm et al., 2007). Bir
calismada, 9p22-pter’ deki genomik kayip, 14 MM olgusunun %57’inde
gbézlenmistir. Bu bulgu s6z konusu kromozomal bélgenin timdrogenezdeki
kritik rolinU bir kez daha vurgular niteliktedir (Knuutila et al., 1998). Bir
morfoloji calismasinda 9p21 homozigot delesyonunun c¢ekirdek fazlaligi
(multinucleation) ve hicrelerin birbirlerini yemesi (cell in cell engulfment)
gibi olaylara neden oldugunu bulunmustur, ayrica bu 9p21 delesyonunun MM
hicreleri ile reaktif mezotel hiicrelerinin birbirinden ayrilmasini sagladigi
bildirilmistir (Matsumoto et al., 2013). Asbest maruziyeti sonucu gelisen
ailesel MM ‘lerin timunde 9p delesyonu bulunmustur (Musti et al., 2002). Bu
da bizlere bu bélgenin asbest maruziyeti sonucu MM gelisimi igin gok kritik rol
oynadigini gostermektedir.

Primer MM’lerde bulunan benzer sitogenetik anomalilerin gogu deneysel
asbest maruziyeti ile de gésterilmistir. Ornedin, asbest maruziyeti sonucu MM
gelisimi goézlenmis farede, pl16/CDKN2A,p19/ARF ve pl5 CDKN2B
inaktivasyonu saptanmistir (Lecomte et al., 2005). S6z konusu bdélgeden
CDKN2A, siklin bagimh kinaz 4 inhibitori p16(INK4A), p14(ARF) isimli iki
tiumor slpressor proteini kodlamaktadir. Bu gen drdnleri alternatif splice
edilen ayni mRNA ‘dan olusmaktadirlar (Light & Lee, 2008). ARF knockout
farenin, daha hizli bir sekilde ‘asbestle indiklenmis MPM gelisimi’ gosterdigi
saptanmistir (Altomare et al., 2011). Homozigot CDKN2A delesyonu olan
hicreler, CDKN2A vyeniden ekspresyonu veya TATpl6INKA peptidi ile
muamele edildiklerinde hicrelerinin yasayabilirliklerinin azaldigi ve hiicre
Olimdnin arttigi bulunmustur (Frizelle et al., 2008). Bu durum CDKN2A
negatif MM’ler igin p16 ‘nin fenokopi ile uygulanmasinin MM icin bir tedavi
secenegdi olarak uygulanabilecegini isaret etmektedir (Grim et al., 1997).
Calismamizda da delesyonlardan en c¢ok etkilenen kromozom bdélgesi olarak
CDKN2A genini de igeren 9p21.3 bdlgesi (%67 siklikla) bulunmustur. Bu
bulgumuz literatirle uyumlu olup asbestin genoma en c¢ok hasar verdigi ve
MM igin karakteristik 06zellik tasiyan kromozomal anomali olarak
bulgularimizda yer almaktadir. Calismamizda biz de CDK2NA ile birlikte 15
interferon geninin bulundugu bu bélgenin sik delesyona ugradigini belirledik.
Bu durum inteferon gen ailesinin fonksiyon kaybinin MPM gelisiminde kritik
rol oynadigini géstermektedir.

MM icin diger sik rastlanan kromozomal anomali ise NF2 genini de
kapsayan 22q delesyonlaridir. Yapilan bir c¢alismada, primer timor
orneklerinde ve hilcre hatlarinda NF2'yi de kapsayan cerceve ici (in frame)
delesyonlar, truncating mutasyonlar %53 sikhkla bulunmustur. Iki érnekte
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NF2'de herhangi genomik anomali olmamasina karsin, genin ekspresyonunun
bozulmus oldugu  goralmuistdr. Bu durumun alternatif splicing
mekanizmasindaki bir hatadan meydana gelmis olabilecedi bildirilmistir (A. B.
Bianchi et al., 1995). NF2 ekspresyonunun olmadigi 14 hiicre hattinda
yapilan SSCP (Single-Strand conformation polymorphism analysis) analizi
sayesinde her hiicre hattinin NF2 mutasyonlarina sahip oldugu goézlenmistir.
Iki mikrosatellit markern kullanilarak yapilan analiz sonucu Heterozigotluk
kaybi %72 (17/25) siklikla bulunmustur. Cift vurus (Two-hits) hipotezine
uygun olan bu durumda, NF2 alellerinin hem mutasyon hem de kopya sayisi
kayiplariyla inaktive oldugu anlasiimaktadir (Cheng et al., 1999). Ayrica bir
periton papiller Mezotelyoma olgusunun, NF2 erken somatik mutasyonuna
sahip oldugu gosterilmistir (Nemoto et al., 2012). MM igin, aday timor
slipressor genlerin bulunmasina yoénelik 22q delesyonlarinin incelendigi bir
calismada, 14 MM olgusunda NF2 geninin 1-16 ekzonlarinda nokta
mutasyonlar, mikrodelesyonlar/insersiyonlar arastirilmistir. Arastirmacilar,
analizleri sonucu 10. ekzonda 10 bazlik mikrodelesyon saptamislardir
(Schipper et al., 2003). Bu veri NF2’ nin MM igin 6nemli bir tUmadr stpressor
gen oldugu bilgisini pekistirmektedir. Heterozigot NF2 mutasyonu tasiyan bir
fare ile wild tip NF2 genine sahip farenin, chrysotil asbeste maruz
birakildiklarinda, mutasyon tasiyici olan farenin MM igin daha fazla yatkinlik
gosterdigi gosterilmistir (Altomare et al., 2005). Bu olusturulan timor
modellerinde, saglam NF2 alelinin ve dolayisiyla bu genden eksprese edilen
Merlin proteinin kayba ugradigi bulunmustur. Bu bulgu asbestin direk olarak
NF2 mutasyonlarina etki ettigini gostermektedir (Altomare et al., 2005).
Buna karsilik asbestin direk olarak NF2 kaybina neden olup olmadiginin
arastirildigi baska bir chrysotil ile uyariimis fare Mezotelyomasinda, NF2
geninin kodlanan bdlgesinde herhangi bir anormallige rastlanmamistir
(Kleymenova, Bianchi, Kley, Pylev, & Walker, 1997). NF2 ve INK4A/ARF
genleri  knockout edilmis farede vyapilan bir c¢alismada, insan
Mezotelyoma’sina ¢ok benzer murin Mezotelyoma gelisimi gézlenmistir. Bu
modelde median sagkalimin 30 hafta oldugu bildirilmistir (Jongsma et al.,
2008).

Calismamizda literatlirle uyumlu olarak NF2 geninin de icinde oldugu
oldugu 22q.12.2 kromozom bdlgesinin hasta grubumuzda %49 oraninda
delesyona ugradigini saptadik. Bu anomalinin yaninda, 22. Kromozomun
diger 8 bolgesinde de hastalarimizin blylk cogunlugunda delesyonlar oldugu
saptandi. Bu delesyonlarin en yogun olarak saptandigi boélge ise %52’lik
sikhkla FAM227A, GGA1l, SH3BP1, LOC101927051, PDXP, DMC1, CBX7,
TRIOBP, TNRC6B, MKL1, LOC101927257 genlerinin bulundugu 22q13.1
boélgesi olarak belirlendi. Bu bulgular, 22. Kromozom delesyonlarinin MPM
patogenezinde kritik dneme sahip oldugunu bir kez daha goéstermektedir.
Calismamizda saptadigimiz, 22. Kromozom delesyonlarinin etkiledigi NF2 gen
kayiplarinin yaninda, ilging bir bulgu olarak, Benign grupta NF2 genini
etkileyen kopya sayisi artislarinin MPM grubuna kiyasla daha fazla oldugunun
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gorilmesidir. Eger bu kopya sayisi artisi, bu genden kodlanan Merlin
proteinin miktarinin artmasina neden oluyorsa, bu kopya sayisi artiglarinin,
Benign grubu asbest iliskili karsinojenezden korudugu distnilebilir. Bu
bulgunun, fonksiyonel calismalarla desteklenip etkisi ortaya konulabilirse,
asbeste maruz kalmis ve MPM icin risk altindaki bireylere veya MPM
hastalarina NF2 proteini temelli koruyucu tedaviler ortaya konulabilir.
Literatiirde de bu gériisi destekler nitelikte bulgular bulunmaktadir. Ornegin;
bazi kanser tirlerinde viral vektorler araciligi ile gerceklestiriien NF2
overekspresyonu sayesinde, hiicre bélinmesinin azaldigi gézlenmistir (Ikeda,
Saeki, Gonzalez-Agosti, Ramesh, & Chiocca, 1999), (Morales, Molina,
Hayashi, & Georgescu, 2010). Mezotelyomada ise NF2 reekspresyonunun
hicresel ¢cogalma ve invazyonu engellendigine (Poulikakos et al., 2006), G1
arresti, siklin D1 ekspresyon disusi CDK4 inaktivasyonu ve pRB ‘nin
defosforilasyonunun meydana geldigi gézlenmistir (Xiao et al., 2005). Bu
bulgular NF2'nin  hlicreyi kanserlesmekten koruyucu etkisi oldugunu
goéstermektedir (de Assis, Locatelli, & Isoldi, 2014).

MM’de delesyonlardan yogun bir sekilde etkilenen diger bir kromozom
bélgesi 3p21.3'dir. Bu boélgede, MM olgularinda sik olarak mutasyona ugradigi
saptanan BAP1 geni dikkat cekmektedir (Piris, Mihm, & Hoang, 2015). Son
yilllarda, germline BAP1 mutasyonlarinin 'BAP1 kanser sendromu” na neden
oldugu One siridlmistlir (Carbone et al.,, 2012). Bu kanser sendromu
melanositik BAP1 -mutated atypical intradermal tumors-(MBAITs) olarak
bilinen benign atipik melanosit lezyonlarinin varligi ile karakterizedir
(Carbone et al., 2012), ayrica hem plevral hem de peritonal MM’lerde ve
uveal melanomlarda ylksek siklikla gdézlenmektedir (Bononi, Napolitano,
Pass, Yang, & Carbone, 2015). Germline BAP1 mutasyon tasiyicilari ayrica
diger malignensiler icin de yiksek risk faktorl olarak karsimiza gikmaktadir
(Bononi et al., 2015). Bunlara 6rnek olarak clear renal cell carcinoma,
intrahepatic cholangioma, basal cell carcinoma verilebilir (Baumann et al.,
2015), (Abdel-Rahman et al., 2011), (Wadt et al., 2015). Simdiye kadar
bilinen tim germline BAP1 tasiyicilarinin bir veya birden fazla malignensi
gelistirdikleri saptanmistir (Carbone et al., 2013). Dider bir calismada
germline mutasyonlarin yaninda, sporadik MM'lerin % 63’Unde BAP1
mutasyonu veya inaktivasyonunun bulundugu goézlenmistir (Nasu et al.,
2015). Ayrica epiteloid MM'lerdeki BAP1 inaktivasyonu iki yeni nesil dizileme
calismasinda da saptanmistir (Guo et al., 2015), (Iacono et al., 2015). Bu iki
yeni nesil dizileme calismasi, BAP1 geni inaktive edici mutasyonlarinin
rastgele gerceklesen ve nadiren ayni mutasyonlar oldugunu ortaya
cikarmistir. Bahsedilen bu c¢alismalarda BAP1 mutasyonlari yuksek
frekanslarda bulunmustur (Guo et al., 2015), (Iacono et al., 2015). Bu
bulgular 1siginda, MM olgularinda siklikla mutasyonlarinin saptanmasi, BAP1
genini MM icin aday driver gen olarak karsimiza ¢ikarmaktadir (Bononi et al.,
2015). MM ile olan énemi ylzinden, BAP1’ in terapdétik potansiyeli hala
arastirilmaktadir. Calismamiz kapsaminda tim genomlar dizilenen 3 MM

108



hastasinin ikisinde patojenik karakterde iki farkli BAP1 mutasyonu
saptanmistir. Bu mutasyonlardan biri Bueno ve arkadaslari tarafindan
bulunan missense mutasyon iken (Bueno et al., 2016), digeri heniz rapor
edilmemis, ilk defa tarafimizdan tanimlanan, BAP1 geninin 4. Ekzonunda yer
alan frameshift mutasyondur. Bu mutasyon kodlama cergevesinin bozularak
yanhs protein yapimina neden olmaktadir. SNP array calismamizdan elde
edilen sonuclarda ise 3p21.3 bdlgesinin hasta grubumuzun vyarisinda
delesyona ugradigi da bulunmustur. Bu boélge icinde BAP1 geni de
bulunmaktadir. Delesyondan en c¢ok etkilenen genler olarak CSPGS5,
SMARCC1, MAP4, SHISA5, PFKFB4, MIR6823, NCKIPSD, IP6K2, CCDC71,
KLHDC8B, C3o0rf84, CCDC36 olarak bulunmustur. Bu bdlgenin delesyonu
cesitli kanser tiplerinde de gdrilmekte ve sikca kanserle iliskilendiriimektedir
(Kok, Naylor, & Buys, 1997). Bu delesyon disinda c¢alismamizda 3
kromozomun pl14.3, p21.1, p21.2 gibi bdlgelerinin %36-38 arasinda
delesyona ugradigi bulunmustur. Dikkat cekici bir bulgu da galismamizda, 3.
Kromozomda, delesyon gdzlenen bu bdlgelerin disinda kalan bdlgelerde, ciddi
anlamda kopya sayisi artislarinin varhigini saptadik. Delesyon disinda kalan
bu 22 bdlgede 3g26.31 bdlgesi gibi %50 sikliklara varan kopya sayisi
artislari goézlenmistir. MM ile karakterize 3p21.3 bdlgesi delesyonlarinin
yaninda, bahsedilen kopya sayisi artislarin MM igin kritik 6neme sahip oldugu
belirlenmigtir. Literatir taramasinda MM genomlarinda 3. Kromozomu bu
denli genis etkileyen genomik kazanimlara rastlaniimamistir.

MM genomlariyla yapilan c¢alismalarda 11923 ve 14 genomik
kayiplarina da cok rastlanildigi gozlenmektedir (Light & Lee, 2008). Primer
Mezotelyomalardan elde edilen timoér hlicre hatlarinda DNA kopya sayisi
degisimleri incelenmis 11q23 bdlgesindeki fokal delesyonlar saptanmistir. Bu
delesyonunun transkripsiyonel repressér gen olan promiyelositik [6semi zinc
finger (PLZF) geninin kaybina neden oldugu belirlenmistir. Bu bilgi sayesinde,
PLZF kaybinin, Mezotelyoma hiucrelerindeki gen dlzenlenmesi ve hiucre
hayatta kalimini etkiledigini ortaya koymustur (Cheung et al., 2010).
Kromozom 13 ve 14 kayiplart da MM’ de sik rastlanan sitogenetik
anomalilerden biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Light & Lee, 2008).
Yirmibes mikrosatellit markeri kullanilarak 13q, 21 markerla da 14q
kromozomlarinin 30 MM olgusunda incelendigi bir calismada, %67 oraninda
alelik kayip gozlenmistir. Ayrica, 20 hicre hattinin 11’'inde tim kromozom
bluyik delesyonu, 9 ‘unda ise interstitial delesyonlar g&6zlenmistir.
Heterozigotluk kaybi analizi 14qg'da en az bir markerin, incelenen 30 6rnegin
13'inde (%43) kayba udradigini gostermistir. Bu veri, so6zkonusu
kromozomal bdlgelerde MM patogenezi igin kritik rol oynayan timor
slipressor genler oldugunu isaret etmektedir (Light & Lee, 2008), (Bjorkqgvist
et al., 1999). Yirmi U¢ mikrosatellit marker kullanilarak yapilan delesyon
haritalamasi calismasinda, 18 MM'nin 14q11.1 ve 14q23-24 bdlgelerinin ya
heterozigotluk kaybi ya da alellik dengesizlik gosterdigi bulunmustur
(Bjorkqvist et al., 1999). Biz de hasta grubumuzda, 13. Kromozoma ait alti
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bolgenin sik delesyona ugradigi gozlenmistir. Bu bdlgeler arasinda %40
siklikla delesyonun goézlendigi q14.13 bdlgesi basi cekmektedir. Bu bélgede
tiumor gelisiminde kritik rolleri olan TPT1 (Tumor Protein, Translationally-
Controlled 1) geninin lokalize oldugu goridlmektedir. Kromozom 14
bulgularimiza baktigimizda ise 7 boélgenin %30-38 sikliginda degisen
delesyonlardan etkilendigi bulunmustur. Kromozom 11 bulgularimizda ise
kromozomu etkileyen cesitli sikliklarda, heterojen karakterde delesyon ve
amplikasyonlar belirlendi.

Bazi 6nemli timor sipressor genlerin bulundugu kromozom 4 ‘te ise
cesitli kanser tirlerinde bildirilmis degisimler saptandi. Bu kromozomu
etkileyen parsiyel veya bltlin delesyonlar MM karyotiplerinde bildirilmistir
(Light & Lee, 2008). Bir calismada kromozom 4’lU etkileyen allellik kayiplarin
% 80 gibi sikhklarla meydana geldigi gosterilmistir. Vakalarin codunda,
delesyonlarin 4g33-34 bdlgesinde (%93) 4g25-26 bdlgesinde (%65), ve
4p15.1-4p15.3 (%63) siklikta gozlendigi bildirilmistir (Shivapurkar et al.,
1999). MM’lerde diger sik rastlanan bir kromozom anomalisi ise kromozom 6
delesyonlaridir. MM olgularinda sitogenetik analiz yapilan baska bir
calismada, epiteloid ve mix alttiplerde 6g delesyonlarinin daha sik oldugu
belirtilmistir. Bahsedilen bu delesyonun Mezotelyoma gelisimi ve
progresyonunda erken bir olay oldugu o6ne siridlmastar (Tibiletti et al.,
1996). Bu verilerden farkli olarak, calismamizda 6q delesyonlarinin %50 ve
%47 sikhkta sirasiyla 6g23.2 ve 6g25.2 bdlgelerine yogunlastiklar gozlendi.
Bu bdlgelerde sirasiyla, SGK1, AKAP7 adl iki kinaz geni bulunmaktadir. Bu
genlerin sitokin gen dizenlenmesi ve hlicre buyltmesi gibi kritik goérevler
yaptiklar bildirilmektedir (McFarland, Dodge-Kafka, & Schmitt, 2014). Buna
ek olarak calismamizda 6p kopya sayisi artislarinin sarkomatoid tipte daha
cok gobzlendiklerini belirledik. Benzer sekilde, 4. kromozom kopya sayisi
artislarinin da 11. Kromozom anomali kalibina gére heterojen bir karakterde
oldugu gorildad. Parafine gomuli MM timorlerinde FISH yontemi kullanilarak
delesyon ve amplifikasyonlarin arastirildigi bir calismada, 9p21(83%), 14q32
(43%), 22912 (38%) delesyonlarinin yaninda, 1p36 (43%) delesyonlari da
sik bir frekansta bulunmustur (Takeda et al., 2012). Calismamizda 1p
delesyonlari hem kapsadiklari gen sayisi hem de frekans olarak ciddi bir
bulgu olarak karsimiza cikmaktadir. Ozellikle 1p21.2 (% 56), 1p22.1 (%54),
1p31.1 (% 43), 1p13.2 (%41) olarak bulunmustur. Bunlarin yaninda
1p36.13-12 bolgelerinde delesyonlar daha dlslik frekansta gé6zlenirken
(%36,%32), q kolunda ise daha ¢ok amplifikasyonlarin oldugu saptanmistir.
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5.1.2-Genomik Kazanimlar

Kanser genom calismalarinda sik rastlanan delesyonlar genellikle timdér
sUpressor inaktivasyonunu, genomik kazanimlar ise kanser gelisiminden
sorumlu olabilecek aday onkogenlerin konumlarini bizlere isaret
etmektedirler. Bu sebepten dolayl genomik kazanimlar/amplifikasyonlar, en
az delesyonlar kadar &énemli bulgulardir. Ayrica onkogenik kazanimlarin
terapotik persfektifte molekiler hedef olarak kullanilabilme potansiyelleri
vardir (Light & Lee, 2008). Ozellikle MM icin tekrar eden kopya sayilarinin
etkiledikleri genlerinin bulunmasi ve ilaclarla hedef alinmasina ydnelik kayda
dedger bir ilerleme hentz yoktur. MM’ de bazi kromozom bdélgelerinde
genomik kazanimlar cesitli galismalarda saptanmistir. Bir galismada MM igin
genellikle rastlanan kromozomal amplifikasyon, kromozom 1 (cen-qgter) de
saptanmistir. Bu kopya sayisi degisimine orneklerin %33’linde rastlaniimistir
(Bjorkqvist et al., 1997). Kirk iki MPM hastasina ait parafine gémuli doku
bloklarinda FISH vydntemi ile kopya sayisi kazanimlari arastinimistir
(Kivipensas et al., 1996). Calisma sonucunda, 5pl15 ‘te (%48), 7pl2'de
(%38) ve 8g24'te (%45) oraninda amplikasyonlar bulunmustur (Light & Lee,
2008), (Kivipensas et al., 1996). Cesitli genomik kazanimlarin, Sarkomatoid
tipte, epiteloid tipe oranla daha sik gozlendigi belirlenmistir. Bu siklik
Sarkomatoid tipte 8g24 amplifikasyonu %75, epiteloid tipte ise %33
frekansinda go6zlenmistir (Kivipensas et al., 1996), (Light & Lee, 2008).
Kromozom 5p15.3 bdélgesinin MM'lerin %51‘inde genomik kazanimlardan
etkilendigi rapor edilmistir (Kivipensas et al., 1996). Baska bir calismada,
Sarkomatoid timorler ile epiteloid timorler karsilastirildiginda, yine genomik
kazanimlarin sarkomatoid tipte daha sik gozlendigi rapor edilmistir (Jean et
al., 2011). Kromozom 7 kazanimlar ise Epiteloid Mezotelyoma’larda %19
oraninda gdzlenirken, Sarkomatoid drneklerde herhangi bir genomik kazanim
bulunmamistir (Schmidt et al., 2002).

Calismamizda genomik kazanimlarin MPM grubunda, 8q, 5p, 7p, 7q,
159 kromozom boélgelerin yodunlastiklari goézlenmektedir. Bu etkilenen
bélgeler kapsaminda bircok genin kopya sayisinin 3 ve 4’ e c¢iktid,
frekanslarinin ise %63’ lere kadar ylkseldigi gozlendi (6r; 8qg24.23). Bu
bolgelerde kopya sayisi artan aday bircok onkogen nitedinde gen oldugu
bilinmektedir ve ileride bu genlerin aktivelerini bloke eden tedaviler
gelistiriimesi ve bu konuda arastirmalar yapilmasi MPM tedavisinde yeni
ufuklar agabilir.

Calismamiz hasta grubunda 8. Kromozom kopya sayisi artiglarn ok
ylksek frekansta ve bu kromozomda birgok bdlgenin etkilendigi bir kalipta
gbzlenmistir. Basta 8g24.3 (%63) , 8g24.22 (%50), 8923.3 (%47) bdlgeleri
olmak Uzere, kromozom boyunca 21 bdlgede istatistiki olarak anlamli kopya
sayisi artiglari gézlenmistir. Literatlrde genellikle 824 bdlgesini etkileyen ve
yaklasik %45 frekansinda gb6zlenen kopya sayisi  artislarindan
bahsedilmektedir (Takeda et al., 2012). Bu verinin bulgularimizla uyumlu
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olmasinin yaninda, biz hasta grubumuzda bu degeri daha ylksek olarak
belirledik. Calismamizda s6z konusu bélge daha detayli incelendigi zaman
8924.3 ve 8q24.22 bdlgelerinin genomik kopya artislarindan en fazla
etkilenen bdlgeler olarak dne ciktiklari gérulmektedir. Bu kromozomda kopya
artislarinin en sik goézlendigi boélgelerdeki genlerin, basta heterotrimerik G
protein sinyal yolaginda, hicre-hiicre iletisiminde goérev aldiklar
belirlenmigstir.

Kromozom 5'te ise, 5p15.2 (% 60), 5p15.1 (% 50), 5p15.33 (%
50), 5p13.2 (% 47), 5p15.31 (% 49) bdlgeleri basta olmak uUzere 17
bélgede anlamli kopya saysi artislar saptadik. Yayinlarda 6zellikle 5p15 ve
5p15.3 bdlgesinde % 50’lere varan kopya sayisi artislar bildirilmektedir
(Kivipensas et al., 1996), fakat calismamizda bu kopya artislarinin, 5p
boyunca daha sik bir frekansta ve daha blylk bdlgeleri etkiledigi
gozlenmistir. Bu bolgelerde etkilenen genlerin fonksiyonlar incelendiginde,
hlcre-hicre iletisiminde ve hiicre déngusinde gorev aldiklari saptanmistir.

Kromozom 7'de ise, basta 7pl14.1 (%49), 7pl14.3 (%49), 7p21l.1
(%49), 7p21.2 (%49), 7p21.3 (%47) bodlgelerinde ve sikliklarinda
yodunlasmis kopya sayisi artislari goérilmektedir. Bu bolgelerin disinda
kromozom boyunca 14 bdlgede, kopya sayisi artislari bulunmustur.
Yayinlarda genellikle 7p12 kromozom bdlgesinin yaklasik %38 sikhkta
etkilendigi bildirilmistir (Light & Lee, 2008). Calismamizda ise 7.
Kromozomda daha sik bir oranda kopya sayisi artiglari bulunmustur. Sekizinci
kromozomda etkilenen gen bodlgelerinde oldugu gibi bu kromozomda da
kopya sayilari artmis genlerin énemli kismi, heterotrimerik G protein sinyal
yolaginda gorevli, hicre-hlicre iletisiminde rol alan genler oldugu goéze
carpmaktadir.

5.1.3-MPM’de Genomik Anqmalilerden Etkilenen Genlerin Gorev
Yaptiklar1 Yolaklar ve Biyolojik Islevieri

Hasta grubundan elde edilen genomik kazanim ve kayiplarin etkiledigi
gen gruplarinin, panterdb/Gene Ontology veritabani kullanilarak, goérev
aldiklari molekduler yolak ve biyolojik islevleri incelendi. Bu analiz sonucu en
cok etkilenen molekller yolaklar olarak, icerdikleri gen sayilarina gore,
Gonadotropin-releasing hormon reseptdér yolak, Heterotrimeric G-protein
uyari yolagi-Gi alpha ve Gs alpha aracih yoladi, Wnt sinyal yolagi ve
Anjiogenez yolaklarini saptadik. Biyolojik islev olarak ise sitokin ve sitokin
reseptdér genlerinin en c¢ok etkilendiklerini belirledik. S6ézkonusu bu sitokin
genleri icerisinde, MPM ' de en fazla delesyona ugrayan bdlge olarak 9p21.3
bélgesinden kodlanan interferon genleri IFNA2, IFNA7, IFNA4, IFNA17,
IFNA21, IFNK, IFNA10, IFNA1, IFNB1, IFNA6, IFNE, IFNA16, IFNW1, IFNAS,
IFNA14 oldugunu gorduk.

Hasta grubunda genomik anomalilerden en c¢ok etkilenen molekiler
yolak  Gonadotropin-releasing hormone reseptér vyolagidir. Insan
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gonadotropin releasing hormon (hGnRH), Greme dizenlenmesinde de dnemli
bir hormondur. Bununla birlikte, sadece Uremede degil timor hicresi
davranisinin dizenlenmesinde de etkili oldugu bildirilmistir (Grindker &
Emons, 2017; Grundker et al., 2010; So, Cheng, Poon, & Leung, 2008;
Sviridonov et al., 2013). HGnRH hem in vivo hem de in vitro bazi timor
tiplerinde hicre codalmasinin ve invazyonunun kontrolinde etkili olarak
gbsterilmistir (Grindker & Emons, 2017). Ayrica, bazi vakalarda, anti-
onkojenik etkinlige sahip oldugu bildirilmistir (Aguilar-Rojas, Pérez-Solis, &
Maya-Nunez, 2016). Bu oOzellikler, hGnRH / hGnRH reseptorini (hGnRHR)
kanser tedavisi icin yeni yaklasimlarin saptanmasinda ideal bir model olarak
karsimiza cikarmaktadir.

HGNnRH reseptorinin fosfotirozin fosfatazi (PTP) aktive ettigi ve blyime
faktori reseptdrlerinin mitojenik sinyal iletimlerinin engelleyerek kanser
hicre bolinmesinin azalmasina neden oldugu bildiriimektedir. GnRH
tarafindan aktive edilen PTP’'nin, 0strojen icin hlicre zarina bagli reseptér olan
G-protein-coupled estrogen receptor 1 (GPER) ‘i inhibe ettigi rapor edilmistir.
GPER’ in ER'nin eksprese edilmedigi meme kanserlerinde 6nemli roli
bildirilmistir (Grindker & Emons, 2017).

Birkac rapor (Aguilar-Rojas et al., 2012; Aguilar-Rojas et al., 2016),
timoér  hicrelerinde  hGnRHR'nin ekspresyon dlizeyinin, hipofiz veya
gonadotrop hicrelerden daha distk oldugunu gdstermektedir. Hem
gonadotrop hem de farkh kanser hicresi tiplerinde hGnRH tarafindan aktive
edilen sinyal iletim yollari tanimlanmistir. Ornedin prostat timorleri ve
prostat kanseri hiicre hatlarinin, hGnRH'yi ve hGnRHR'yi ifade ettigi ve
yaklasik % 80 prostat timoérinde hGnRH icin baglanma yerleri sundugu
bildirilmistir (Qayum, Gullick, Clayton, Sikora, & Waxman, 1990), (Halmos,
Arencibia, Schally, Davis, & Bostwick, 2000). Insan prostat kanseri
biyopsisinde gerceklestirilen testler, bu baglanma alanlarinin spesifik hGnRH
reseptorleri tarafindan saglandigini gostermistir (Fekete, Redding, et al.,
1989). Cesitli calismalar, hGnRH / hGnRHR sisteminin malign prostat
timorlerinin  hicresel cogalmasinda bir disise vyol actigini goéstermistir
(Limonta, Dondi, Moretti, Maggi, & Motta, 1992), (Dondi et al., 1994). Bunu
gdéz onudnde bulundurarak, bazi arastirma gruplan vyillarca antineoplastik
ilaglar olarak hGnRH’leri kullanmaktadirlar (Redding & Schally, 1981),
(Grundker, Nia, & Emons, 2005).

HGnRH / hGnRHR'nin ekspresyonu insan yumurtalik hicrelerinde
gosterilmistir (Choi, Gilks, Auersperg, & Leung, 2006). Farkh hicre hatlarinda
ve timor biyopsi orneklerinde gercgeklestirilen radyoligand analizi sonucu,
primer yumurtalik kanserlerinin % 70' inde ve ayni zamanda primer
endometriyal kanserlerde % 83 oraninda baglanma alanlari gostermistir
(Emons, Ortmann, Schulz, & Schally, 1997), (Vélker, Grindker, Schmidt,
Schulz, & Emons, 2002). Hipofiz timdr hicreleri disinda, hGnRHR sisteminin
hicresel fonksiyonunun aydinlatilmasi bircok arastirmanin hedefidir. Bu
raporlar, hem hormon hem de reseptdr ekspresyonunun malign hicrelerin
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cogalmasini inhibe ettigini ileri sirmustir (So et al., 2008). Ayni zamanda
klinik veriler, epitel malign timdrlerinde hGnRH /hGnRHR ekspresyonunun
olumlu bir prognostik faktor olarak distnullebilecegini godstermektedir
(Aguilar-Rojas et al., 2016).

Meme kanseri bilindigi gibi en yaygin teshis edilen kanser tiridir ve
kadinlarda kanser iligkili 6lumidn ana nedenlerinden biridir. Yaklasik olarak
meme kanserlerinin % 75 ila % 80'i hormona baglh hem 6strojen hem de
progesteron reseptorlerini ifade etmektedir (Cheang et al., 2008),(Grlindker
et al., 2010). Gogis kanserlerinin yaklasik % 15-20'si insan epidermal
blylime faktérld reseptdr-2 (HER2) 'yi asiri miktarda eksprese eder ve bu
tumorlerin yaklasik yarisi da steroid hormon reseptorlerini ifade ederler. Ne
yazik ki, meme kanserlerinin % 10-15'i 0&strojen veya progesteron
reseptorleri veya HER2 ifade etmemektedir. Bu Ugli negatif meme kanseri,
bu reseptorleri hedef alan tedavilerin yetersiz kalmasina neden olmaktadir
(Grindker et al., 2010). HGnRH, hipotalamustan gonadotropin sekresyonunu
uyarir ve gonadlarda gametogenezisin ve steroidogenezisin kontrol
mekanizmasinda rol oynar (Sedgley, Finch, Caunt, & McArdle, 2006). HGnRH
ile uyarilan gonadotropin salgisi, antagonistlerle veya agonistlerle sirekli bir
uyari ile engellenebilir ve bu sayede hormon badimli neoplazileri tedavi
etmek icin kullanilabilecekleri 6ne surtlmektedir (Grindker et al., 2010;
Sedgley et al., 2006). Meme kanserlerinin yaklasik % 50-60'' hGnRHR'yi
ifade eder ve hGnRHR sinyalizasyon aktivasyonunun veya inhibisyonunun
hicre blydmesini dogrudan etkileyebilecegi ileri sirtlmektedir (Fekete,
Wittliff, & Schally, 1989), (Morgan et al., 2011). Morgan ve arkadaslari,
hGnRH reseptorinin 298 primer meme kanserinde genis bir aralikta
eksprese edildigini, ancak en dnemlisi, ekspresyonunun Ugli negatif fenotipi
olan hastalardan anlamli olarak daha ylksek oldugunu gostermistir (Morgan
et al., 2011).

Simdiye kadar elde edilen kanitlar, hGnRHR aktivasyonu ile indiklenen
anti-proliferatif yanitin, hicre doénglsinde apoptoz ve G2 / M arrest ile
sonuglandigini géstermektedir. Bu islem, MAPK, hiicre dénglsi, apoptotik ve
hicre iskeleti ile ilgili sinyalizasyonun koordine edilmis bir model olarak
tanimlanmaktadir (Aguilar-Rojas et al., 2012). Bu bilgilerden yararlanilarak
hGnRH yolaginin Mezotelyoma tedavisi agisindan da etkin bir molekiler hedef
olarak dederlendirebilecegdi géz énlinde bulunduralabilir. Biz de galismamizda,
hGnRH/ hGnRHR sisteminde goérev alan ve MPM’de mutasyon, delesyon
amplifikasyon gibi genomik anomalilerden etkilenen 12 hedef gen belirledik.
Bu molekiler yolakta goérev alan genlerden, MAP3K5, ISL1, SOS2, ITGA1L,
EP300, PRLR, FOS delesyonlara ugramisken, GNAS, GNAI1, IGF1R, SDK1,
PTK2 genlerinin amplifikasyona ugradigi saptanmistir.

Genomik anomalilerden en fazla etkilenen diger bir 6nemli yolak ise
Heterotrimeric G-protein sinyal yolagi-Gi alpha and Gs alpha aracili yoladidir.
Gi alfa ve Gs alfa aracih yolaklar G-protein reseptdérinid aktive eden
yolaklardir. Bir dizi aktive edilmis reseptdr, Gi alfa veya Gs alfa'dan olusan
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heterotrimerik G-proteinine baglanir ve bunlari harekete gecirirler. Aktive
edilmis, GTP'ye bagl G alfa altbirimi, onun ortak kokenli beta gama alt
biriminden ayrilir ve downstream sinyal molekdllerini etkiler. Gi alfa, G-
proteini potasyum kanallari aktive eder ve adenil siklazi inhibe eder. Aksine,
Gs alfa adenil siklazi aktive eder (Mi et al., 2013). Bircok farkli G proteine
bagh reseptér (GPCR/G protein-coupled reseptorler) ve heterotrimerik G
proteininin eszamanli aktivasyonu kanser gibi ¢esitli patolojik kosullarda
onemli bir rol oynamaktadir. GPCR sinyalinin klglik molekdiller tarafindan
pan-inhibisyonu cesitli hastaliklari tedavi etmek icin yeni bir stratejiyi temsil
etmektedir. GPCR sinyal iletimi downstream yolaklari bazi protein - protein
etkilesimlerini tetikleyebilir ve bu etkilesimler sentezlenen kigik molekduller
tarafindan bloke veya modlle edilebilirler ve bu sayede tedavi amagli
kullanilabilirler (Freissmuth, Waldhoer, Bofill-Cardona, & Nanoff, 1999).
GPCR'ler, ilag kesif calismalar lizerinde gok yluksek bir etkiye sahip en blyuk
sinyal proteini stper ailesini temsil ederler (Lundstrom, 2006). Halihazirdaki
ilag hedeflerinin yaklasik % 30'u gercekten GPCR'lerdir ve bunlar son derece
onemli hastalik alanlarinda denenmektedirler (Overington, Al-Lazikani, &
Hopkins, 2006). Son yillarda yapilan bazi calismalarda, 6zellikle kanserde
(Dorsam & Gutkind, 2007), bircok farkli GPCR'nin birlikte aktivasyonunun
onemi gosterilmektedir (Cotecchia, Fanelli, & Costa, 2003). Bu nedenle, bu
tar etkileri gbzlenen gesitli GPCR'lerin eszamanl blokajindan yeni terapdtik
stratejiler ortaya cikabilecegi distnllmektedir (Cotecchia et al., 2003).
Calismamizda bu vyolakta goérev alan ve hasta grubunda genomik
anomalilerden etkilenen gen gruplari bulunmustur. Bunlardan EP300, ADCY2,
CLTCL1 delesyona ugramisken, CREB5, GNAS, GNAI1, CHRM2, GRMZ7,
CHRM3, ADCY8, GRMS8 genlerinin amplifikasyona ugradidi saptadik.

Wnt uyar yoladi bircok kanser tiriinde oldugu gibi MM’de de incelenmis,
kanser gelisimi ve tedavisi agisindan dnemli potansiyeller barindirmaktadir.
Wnt uyar yolaklarinin kontrolinde bozukluk, kanserde yaygin olarak tarif
edilmis ve timor gelisiminde 6nemli bir faktér oldugu distnlilmektedir
(Ilyas, 2005). iki calisma, Mezotelyomada kanonik Wnt uyarisinin asiri aktif
oldugunu gostermistir (Abutaily, Collins, & Roche, 2003), (Uematsu et al.,
2003). Mezotelyoma tumorlerinde, primer tumdr kdiltlrlerinde ve hicre
hatlarinda artmis beta-katenin dlzeyleri icin immunohistokimyasal kanitlar
da bulunmaktadir (Abutaily et al., 2003; Uematsu et al., 2003).

Yakin tarihli bir calismada, MM'de Wnt/Fzd uyarisinda gdérevli bazi gen
gruplarinin ekspresyon seviyelerinin normalden farklihk gosterdigi ve bu
farkhhik sonucu, MM hducrelerinin, sitotoksik ilaglara karsi duyarliliklarinin
degisilebilecegini 6ne sirtlmistir (Fox et al., 2013). Yapilan bircok calisma
WNT yolaginda gorevli bazi genlerin hedef alinarak yeni terapilerin MPM’de
denenebilecegi gorisinid vurgulamaktadir (Fox et al., 2013; Mazieres et al.,
2005; Uematsu et al., 2003). Calismamizda ise WNT yolaginda gorev yapan
genlerin delesyon ve amplifikasyonlardan sik olarak etkilendikleri
gbérulmektedir. Bu gen gruplarindan secilecek adaylar MM tedavisi icin
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molekiler hedef olarak dederlendirilebilirler. Bu gen gruplarindan ozellikle
Cadherin ailesine ait olanlar kanser gelisim ve invazyonu acgisindan dikkat
cekmektedirler. Ozellikle, bulgularimizda saptadigimiz, WNT sinyal yolaginda
gorevli, cadherin ailesine ait 6 genin (CDH4, CDH6, CDH9, CDH10, CDH12,
CDH18) genomik kayiplari dikkat cekmektedir.

Anjiyogenez solid timorlerin ortak bir 0Ozelligidir. Klinik olarak
gbézlemlenebilir bir timoérin gelisimi, timoér budyumesini sdrdirmek igin
yeterli bir damar agin olusumuna baghdir (Ribatti, Nico, Crivellato, Roccaro,
& Vacca, 2007). Tumoér anjiyogenezi, anijiyojenik  molekullerin
salgilanmasiyla uyarilan ve yakindaki damarin endotel hicrelerini durgun
durumdan aktif duruma gecmesini tesvik eden bir slirectir. Buna ek olarak,
Anjiyogenik biyume faktoérlerinin uyarilmasi Uzerine aktive edilmis endotel
hicreleri, hiicre disi matrisi parcalar, cogalir ve goc¢ ederler (Ribatti et al.,
2007). Anjiyojenik buylime faktdrleri arasinda, Vaskuler Endotelyal Baylime
Faktéri (VEGF), Plasenta Buylume Faktoru (PIGF), Trombosit Tlrevli Buylime
Faktéri (PDGF) ve asidik, bazik Fibroblast Blylime Faktérleri (sirasiyla FGF-1
ve -2) bulunur. VEGF, anjiogenezdeki en o6nemli elemandir (Albonici,
Palumbo, & Manzari, 2012; Ono, 2008). Bazi bulgular, MM'nin patogenezinde
asbestin, inflamasyon ve anjiyogenik faktdrlerin deregilasyonunu igeren
karmasik bir agi etkiledigini belirtmektedir (Albonici et al., 2012). Ozellikle,
anjiyojenik faktorlerin anormal ifadesinin, MM'de o6nemli rol oynadigi
belirtilmektedir. Bunlar icerisinde timdr neovaskularizasyonunun uyariimasi,
vaskller gecirgenligin artarak plevral eflizyonun olusmasi, otokrin timor
hicre blyUmesinin desteklenmesi ve son olarak asbest lifleri ile sinerjik
olarak inflammasyonun gergceklesmesi gbézlenmektedir. Buna goére,
anjiyojenik blylume faktérlerinin upregilasyonu, mezotel hicre déntisumu ve
MM progresyonunda ¢ok dnemli bir olay oldugu distnilmektedir (Albonici et
al., 2012).

Son yillarda yapilan calismalarla gelistirilecek anti-anjiyojenik ajanlarin
bu faktorleri hedef alacagi ve bu sayede timor tedavilerinin
gerceklestirilecedi disuntlmektedir. Bu kapsamda coklu blylime faktori
sinyal yollarininin bloke edilerek gorev vyaptiklari kompleks agdin hedef
alinabilecegi planlanmaktadir (Cao, Cao, & Hedlund, 2008), (Ikuta et al.,
2009), (Lieu, Heymach, Overman, Tran, & Kopetz, 2011). Calismamizda
anjiyogenezde goérev alan ve inceledigmiz hastalarda etkilenmis 9 adet hedef
gen saptanmistir. Bu genlerden, WNT2B, SOS2, TEK, FOS genleri delesyona
ugrarken ve AKT3, ANGPT1, SDK1, PTK2, EPHB1 genlerinin kopya sayilar
artmistir.  Bu genlerin anti-anjiyogenik hedefler olarak segilmesi ve
fonksiyonlarinin MPM timoér gelisimi agisindan incelenmesi MPM tedavisinde
yeni ufuklar agabilir.

MPM grubunda en fazla delesyona ugrayan bdlge olan 9p21.3, tip 1
interferon genlerinin kimelendigi bélgedir. MPM grubumuzda, bu bélgeden
kodlanan interferon tip 1 ailesi genlerinde; inteferon alfa grubu IFNAZ2,
IFNA7, IFNA4, IFNA17, IFNA21, IFNA10, IFNA1, IFNA6, IFNA16, IFNAS,
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IFNA14 ve IFNK, IFNB1, IFNE, IFNW1 gen delesyonlarinin yiksek frekansta
g6zlendigi bulundu. Dolayisiyla bu bélgede delesyondan etkilenen genlerin
biyolojik islevlerinin MPM patogenezinde bluylk ©6neme sahip olduklar
anlasiimaktadir.

Tip 1 interferon grubundan olan IFN-a proteinleri I16kositler tarafindan
Uretilir. Genellikle viral enfeksiyona karsi dogustan gelen bagisiklikta gorev
alirlar. Sentezlerinden sorumlu genler, IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNAS5, IFNASG,
IFNA7, IFNA8, IFNA10, IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17, IFNA21 olarak 13
alt tipte incelenmektedirler (Samarajiwa, Wilson, & Hertzog, 2006).
Bunlardan IFN-a gen Urunl protein, 6zellikle hairy cell leukimia tedavisinde
sentetik ilag formuyla kullaniimaktadir (Samarajiwa et al., 2006).

Arastirmacilar, MM’'de kemoterapi direncinin azaltiimasina ydénelik,
CDDP+Mit-C  tedavisine ek diger ajanlarin eklenmesiyle (diger
kemoterapoétikler, antimetabolitler, immuno terapi, interferon alfa vb) tedavi
etkinliginin nasil degisecedini arastirmislardir. Cesitli calismalarda interferon
alfa (IF-a)’'nin tedaviye eklenmesinin sagkallm acisindan bir fayda
saglamadigi rapor edilmistir (Upham, Musk, Hazel, Byrne, & Robinson,
1993). Metintas ve arkadaslari MPM hastalarinda CDDP+Mit-C rejimine
interferon ekleyerek tedavi ettikleri grup ile destek tedavi verdikleri grubu
karsilastirmislardir. iki grup arasinda sagkalim acisindan anlamli bir fark
bulunmazken objektif cevabi olanlarda sadkalim, cevap olmayanlara ve
destek tedavi alanlara gore anlaml olarak yuksek bulunmustur (M. Metintas
et al., 1999). Diger bir calismada, immunoterapi (interferon alfa) eklenen
grup ile immunoterapi almayan grup karsilastirilmistir. Sonug olarak, timor
cevabinda, semptomatik cevapta ve ortalama sagkalimda anlamli bir farklilk
bulunmamistir (ECE, ERDAL, KOSKU, & GUNGOR). S6éz konusu calismalarda
ve diger kanser tlrlerinde klasik rejime ek olarak verilen interferon tipleri
veya tek olarak kullanilan interferon alfa (genellikle Interferon alfa-2b)
olmak Uzere tek tiptir. Oysaki calismamizda 9p21.3 bdlgesinde kodlanan ve
MPM olgularinda ylksek siklikta delesyona ugrayan interferon lokusunda
cesitli tip 1 interferon genlerinin eksiklikleri bulunmustur. Bunlar IFNA2,
IFNA7, IFNA4, IFNA17, IFNA21, IFNK, IFNA10, IFNA1, IFNB1, IFNA6, IFNE,
IFNA16, IFNW1, IFNAS8, IFNA14 olmak lzere 15 adet geni kapsamaktadir.
Interferon alfa eksikliklerinin yaninda IFNK, IFNB1, IFNE, IFNW1 gibi
interferon tiplerinin de eksiklikleri goérilmektedir. Bu sonuca dayanarak
interferon tedavilerinin tek bir tipe yonelik degil kombine olarak yapilmasi,
terapinin daha etkili olmasini saglayabilir.
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5.2-MPM Genomlarinda Rastlanan Gen Fiizyonlari

Bilindigi gibi driver gen flizyonlari bircok kanser tipinde rapor
edilmektedir (Klijn et al., 2015). Bueno ve arkadaslari MPM ‘de RNA-seq
yontemi kullanarak bircok yeni gen flzyonu bulmuslardir (Bueno et al.,
2016). Tekrarlayan gen flzyonlarinin genellikle onkogenik aktivasyonla
iliskili olduklari bilinmektedir, fakat bu calismalarinda saptanan gen
flzyonlarinin timor sipressoér genleri de inaktive ettigi ileri strtlmustar.
Calismalarinda 22 6rnekte 43 gen fuzyonu bulmuslardir. NF2 geninde 13,
BAP1'de 7, SETD2'de 8, PBRM1'de 7 PTEN ‘de 2, 6 fiizyon da diger gen
gruplarinda bulmuslardir. Bu flizyonlardan kodlanan genlerin ¢ogunun
fonksiyon bozuklugu gosterdigini belirtmislerdir. Bu sonuglar, MPM’de timor
supressér genlerin inaktivasyonuna neden olan yeni bir mutasyonel
mekanizmay! isaret etmektedir (Bueno et al., 2016).

NSCLC’ de EML4-ALK, RET, ROS ve NTRK gibi terapdtik olarak mudahale
edilebilir gen flzyonlan tespit edilmistir (Kwak et al., 2010; Light & Lee,
2008; Panagopoulos et al., 2013; Shaw et al., 2013; Takeuchi et al., 2012;
Vaishnavi et al., 2013). Bu durum o6rnek alindiginda, MM’de de terapétik
potansiyeli olabilecek aday flizyon genlerinin arastiriimasinin  dénemi
artmaktadir. RNA dizilemesi sayesinde MM’ de bulunan bir flizyona 6rnek
t(14;22)(g32;912) resiprokal translokasyonu sonucu meydana gelen EWSR-
YY1 transkript flizyonudur (Light & Lee, 2008; Panagopoulos et al., 2013).

Calismamizda tim genomu dizilenen 3 hastanin ikisinde, MPM’li
hastalarda ilk olarak SKA3-DDX10 flizyon geni saptanmistir. Bu flzyonun,
SKA3 geninin tamaminin, DDX10 geninin 10 ve 11 intronlar arasina
yerlesmesiyle gergeklestigi belirlenmistir. S6z konusu flizyon hakkinda iki
adet yayin bulunmaktadir. Bu galismalardan ilkinde hormon reseptdr negatif
meme kanseri hicrelerinin genomlari mate pair dizileme ydntemi incelenmis
olup, 40 adet somatik yapisal dedisim bulunmustur. Bunlardan DDX10 ve
SKA3 genleri arasindaki translokasyonunun sik olarak go6zlendigi
vurgulanmistir (Jiao et al., 2013). GCalismada saptanan
t(11:13)(g22.3,912.11) translokasyonuSKA3-DDX10 fUzyonunu
olusturmaktadir. Bu translokayon SKA3’(n 5. Ekzonunun, DDX10 geninin 10
ve 11. Intronlar arasina yerlesmesi ile olustugu bildirilmistir. SKA3 ig iplikgigi
checkpoint sessizlestirilmesinde goérev vyaparak, mitozda metazfazdan
anafaza gegisteki kromozom kohezyonununun gergeklestirilmesinde gdrev
almaktadir (Daum et al., 2009; Theis et al., 2009). DDX10 ise DEAD-box
RNA helikaz proteini kodlamaktadir ve l|6semide NUP98-DDX10 onkogen
flizyonuyla da bilinmektedir (Daum et al., 2009). DDX10 ve SKA3'Un de
aralarinda bulundugu gen dizenlenmeleri, RNA interference-mediated
baskilama ile susturulmustur. Ozellikle SKA3/DDX10 inhibisyonunun, meme
kanseri hicrelerinin blyUmelerini durdurdugu goézlenmistir. Bu calisma
SKA3/DDX10 degdisimlerinin timdr gelisiminde potansiyel rollerinin oldugunu
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isaret etmekle beraber, DDX10'nun hilcre apoptozunu indukleyen yolaklari
etkiledigini belirtmektedir (Jiao et al., 2013).

Bu flzyonun bir bulgu olarak yer aldigi diger bir calismada ise,
arastirmacilar, 1000 genom projesine ait ham genom verilerini, cesitli veri
bankalarina yuklenmis bazi timoér genomlarini ve mRNA’larl tekrar dizileyip
analiz etmisler ve retrotranspoziyon sonucu olusan kopya sayisl varyantlarini
(retroCNV) incelemiglerdir. Analizleri sonucunda, SKA3-DDX10 flizyonunu da
saptamislardir (Schrider et al., 2013). Bu fuzyonunun kimerik transkriptlerini
ayni bireyden elde edilen lenfoid hlicre hattinda ve meme kanseri hicre
hattinda da belirlemisler ve ekspresyonu RT-PCR ydntemiyle 6lcmuslerdir.
Calismalarinda, SKA3 retro CNV’sinin DDX10 geninin 10. ve 11. intronlari
arasina yerlestigini saptamislardir. Bizim galismamizda da tim SKA3 geninin
DDX10 geninin 10 ve 11. intronlarina yerlestigi goérilmekle beraber
insersiyon ve kirilk noktalarinin sézkonusu bildirilmis olan flzyondan farkh
oldugu gorilmektedir. Bu calismada, arastirmacilar, s6z konusu entegrasyon
sonucu olusan transkriptin yeni bir fonksiyona sahip olabilecegi 6ngorisiinde
bulunmuslar, bulgunun hiicrede nasil bir etki gésterdigini saptamak amagli
fonksiyonel calismalarin gerceklesmesi gerektigini énermislerdir (Schrider et
al., 2013). Bilindigi gibi flizyon genleri kanserde ilagc hedefi olarak
kullanilmaktadir bu yuzden, yeni nesil dizileme ydntemi ile iki MM
genomunda saptadigimiz SKA3-DDX10 flizyonu sonucu olusan transkriptin
hicredeki etkisinin belirlenip, MM patogenizindeki rolinin aydinlatiimasi ve
yeni ilag hedefi olarak denenmesi MPM tedavisine katki saglayabilir.

5.3-MPM’de Genomik Anomali ve Histolojik Alt Tip
Arasindaki Iliski

MM'nin histolojik alt tiplerine 6zgl CGH analizleri yapildiginda bazi
genomik alt tiplere 6zgl anomali kaliplarinin oldugu gézlenmistir (Krismann,
Miller, Jaworska, & Johnen, 2002). Ornedin Sarcomatoid alt tipte andploidi
oraninin distk, kopya sayisi artislarinin ise 4 kat daha fazla oldugu
g6zlenmistir. Kromozom 3p14-21 bdlgesindeki genomik kayiplara epiteloid
MPM’lerde daha sik rastlanirken, sarkomatoid ve bifazik tiplerde bu bélgedeki
anomalilerin daha nadir oldugu goérilmistir (Light & Lee, 2008). Histolojik
gruplara gore MM hastalarinin genomik anomalilerinin incelendigi diger bir
calismada, DNA kopya sayisi dedisimleri, karakteristik olarak epiteloid
MM’lerde delesyonlar 2p21 (15%), 3pl14~p21 (33%) seklinde bulunurken,
genomik kazanimlar ise 7g (19%) olarak bulunmustur (Krismann et al.,
2002). Baska bir calismada, sarkomatoid MM ‘de 7q, 159 ve 18p’de sik
delesyonlara rastlanirken, genomik kazanimlarin ise 5p bdlgesinde
yogunlastigi bulunmustur (Knuuttila et al., 2006). Yine MM olgularinin
histolojik alt tiplere gore ayrildigi farkl bir genomik calismada (149 epiteloid,
53 sarkomatoid, 3 bilinmeyen), 179 olgu, CGH yéntemi ile, 104 olgu ise
aCGH yodntemi ile incelenmistir. Kromozomlarda saptanan aberasyonlarin
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%?20'yi gecen frekanslarla epiteloid alt tip icin; -1p21, -9p, -14q, ve -22q
bolgelerinde delesyonlar, sarkomatoid alt tip icin, -4, , -9p, -13, ve -14q
boélgelerinde delesyon, +5p, +8q21 bdlgelerinde kopya sayisi kazanimlarinin
gozlendigi bulunmustur. Bifazik alt tip icin -9p, -14q, and -22q bodlgelerinin
sik delesyonlara ugradigi gértulmustir (Ombretta et al., 2013). MM molekiler
patogenezi ile ilgili son yillarda yapilan calismalardan birinde ise, Bueno ve
arkadaslari, histolojik karakterle cesitli molektler markerlarin birbiri ile
uyumlulugunu belirten 6nemli bulgulara ulasmislardir. Calismalarinda gesitli
gen gruplarinin ekspresyon kaliplari ile histolojik alt tip ve prognoz ile
baglantilar saptamislardir. Bu bulgular, ilerleyen yillarda, MM’'nin molekuler
tanisinda ve tedavisinde genomik anomali kaliplarinin ve dolayisiyla gen
ekpresyon degisikliklerinin 6neminin artacagina isaret etmektedir (Bueno et
al., 2016). Biz de calismamizda hasta grubuna dahil 3 sarkomaotid MPM
genomunda genomik kazanimlarin diger alttiplerin (epiteloid, mix ve
belirlenemeyen tip) ortalamasina gore daha fazla bulundugu bir kalibi
saptadik. Genomik kazanimlarin sarkomatoid tipte daha fazla goérilmesi, bu
histolojik alt tipin diger alt tiplere oranla daha agresif ve tedaviye direngli
olmasinin nedeni olabilecegini dlsindirmektedir. Sarkomatoid tipteki
genomik anomaliler, didger histolojik tiplerde go6zlenen anomalilerin
ortalamasiyla karsilastirimistir. Karsilastirma sonucu, Sarkomatoid tipte 6ne
¢citkan genomik anomaliler; 9p, 18, 16 kromozom bdlgelerindeki kazanimlar
ile 7. Kromozom delesyonlari olarak belirlendi. Bunlarin yaninda Sarkomatoid
tipte, 6, 5, 4, 3, 12, 11. kromozomlarinda genomik kazanimlar, 4. ve 12.
kromozomlarinin belirli boélgelerindeki delesyonlarin diger alt tiplere oranla
daha fazla gorildi. Cogu calismada (Kivipensas et al., 1996; Knuutila et al.,
1998; Ombretta et al., 2013; Takeda et al., 2012) MM genomlarinin 9p
bbélgesinin delesyonlardan etkilendigi goérmekteyiz fakat c¢alismamizda,
sarkomatoid tipe 6zgl olarak bu delesyonlarinin yaninda s6z konusu bdlgeye
genomik kazanimlarin da yodunlastigini belirledik. Bu bélgedeki kopya sayisi
artan genlerin, nlUkleobaz sentez metabolizmasinda (6zellikle pdrin
metabolizmasi) ve wuyarn iletiminde go6rev yaptiklarini gbérmekteyiz.
Sarkomatoid tipin diger MM alt tiplerine oranla daha agresif olmasinin sebebi
bu kromozomal bdlgelerde rastlanan kopya sayisi artislari olabilir. Ozellikle
sarkomatoid tipte cok sik gbézlenen 9p kopya sayisi artislari ve buralarda
etkilenen genler, nlUkleobaz sentezini engelleme temelli kemoterapilerin
MM’de neden etkisiz kaldigini agiklayabilir niteliktedir.

Sarkomatoid tipte kopya sayisi artiglarinin sik goézlendigi diger bir
kromozom ise kromozom 16’ dir. Bu kromozomda yer alan CALB2 geninden
kodlanan Calretinin proteini son yillarda MM’ de c¢ok dikkat c¢eken bir
proteindir (Blum & Schwaller, 2013; Christel et al., 2012). Calismamizda bu
gen bdlgesinin Sarkomatoid alt tiplerde kopya sayisi artislarindan anlamli
derecede etkilendigi belirlenmistir. CALB2, 30-kDa lik EF- hand ailesine dahil
kalsiyum bagdlayici bir proteini kodlamaktadir. Bu protein ayrica, voltaj kapil
CaV2.1 kalsiyum kanali ile birlikte Ca2l1 sensdrl olarak goérev yaparak

120



noronlarda ortak islev goérmektedirler (Christel et al., 2012), (Blum &
Schwaller, 2013).

Calretinin bilindigi gibi epiteloid ve mix MM’lerin patolojik teshisinde
kullanilmakta fakat timadrigenezdeki etkisi hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Son
yillarda yapilan bir calismada Calretinin downregilasyonu lentiviral-mediated
short-hairpin  RNA ile gergeklestirildiginde, MM hicrelerinin in vitroda
yasayabilirliklerinin ve bélinmelerinin azaldigi gozlenmistir. Bu etki, epiteloid
tipin dominant oldugu hicre hatlarinda cok kuvvetli gbzlenirken, sarkomatoid
hicre tiplerinde daha hafif ve gecikmis olarak goézlenmistir (Blum &
Schwaller, 2013). Sarkomatoid tipte gdézlenen bu baskilanma etkisinin
yavasligi ve diger tiplere oranla daha yetersiz olusunun nedeni CALB2 geninin
kopya sayisi artisi sonucu, Calretinin protein miktarinin muhtemelen artisi
nedeniyle olabilecegi dlsinulebilir. Bu veriler ve bulgumuz isiginda CALB2
asiri ekspresyonun sarkomatoid tipin diger histolojik alt tiplere gore daha
agresif ve tedaviye daha direncli olmasina neden olan bir faktér olabilecegi
didsunulebilir. Bu bulgular Calretininin MM hucreleri Gzerindeki énemli etkisini
ortaya koymasinin yaninda, MM igin potansiyel, gulgcli terapétik bir hedef
olarak karsimiza cikarmaktadir.

5.4-MPM Genomlarinda Gozlenen Kompleks Anomali
Kalib1 ve Chromoanagenesis Benzeri Anomaliler

Hlcrenin, zaman icinde hem dodal, hem de mutajenik ve kanserojenik
ajanlara maruziyeti sonucu meydana gelen mutasyon birikimi ile adim adim
olusan bir modele goére kanserlestigi distnilmektedir (Yates & Campbell,
2012). Ayrica kanser genomlarinda kalitilan mutasyonel olaylar ve polipoidi
gibi dedisimler de gobzlenmektedir. Son vyillarda, ylksek gilvenirlikteki
genomik dizileme teknolojileri sayesinde kanserlesmeye neden olabilecek
yeni genomik instabilite fenomenleri de tartisiimaktadir. Bu tip degisimlerin
bir veya daha fazla kromozomu etkileyen lokalize ve vyuzlerce yeniden
dizenlenme formasyonuna sahip karakterde olduklari bildiriimektedir. Bu
yeni mutasyonel slrecglerin hlcrenin yasam doénglusinde tek ve bir anda
meydana gelen katastrofik bir olay sonucu meydana geldigi de
disinulmektedir (Stephens et al., 2011). Bu genomik yeniden dlzenlenme
fenomenleri olusum ve etki mekanizmlarina gdére Chromothripsis,
Chromoanasynthesis, Chromoplexy gibi isimlerle tanimlanmakta ve
kromozomlarin yeniden dogusu anlamina gelen Chromoanagenesis terimi
altinda toplanmaktadirlar (Holland & Cleveland, 2012). Cogu calismalarda,
MM genomlari kaotik olarak ifade edilmektedir (Light & Lee, 2008).
Calismamizda, bu kaotik durumun Chromothripsis, Chromoanagenesis ve
Chromoplexy kaliplarina benzer 06zellik tasiyan kromozomal anomalilerin
oldugunu saptadik. Calismamizda, bu anomalilerin sadece belirli
kromozomlara lokalize olarak degil farkh farkli kromozomlari rastgele bir
sekilde etkilediklerini saptadik. Calismamizda belirledigimiz
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Chromoanagenesis benzeri yapilarin, hastaligin progresyon ve ya hayatta
kalimla badglantilarinin arastiriimasina gereksinim vardir. Clnkld bu tarz
siddetli genomik hasarlar tasiyan ve hayatta kalan hicrelerin neredeyse
tamami yeniden organize olmus genomlari sayesinde, hlicre populasyonlari
icerisinde cok guliclu seleksiyon avantajlara sahip olabilecekleri bildirilmektedir
(Rode, Maass, Willmund, Lichter, & Ernst, 2016). Ayni zamanda bu slreg
potansiyel olarak normal bir hicreyi kanser hlcresine c¢eviren bir slreg
olarak ta tanimlanmaktadir (Rode et al., 2016). Butlin bunlara ilave olarak,
calismamizda, MM genomlarinin, Chromothripsis, Chromoanasynthesis ve
Chromoplexy gibi anomalilerin bazi 6zelliklerini kombine olarak tasiyan, daha
karmasik bir anomali kalibindan etkilendigi gozlendi. Calismamizdan elde
ettigimiz deneyime ve sonuglara gore, bu tarz kompleks anomalilerin kesin
teshislerinin yapilabilmesi ve buna gb6re hasta populasyonundaki net
sikliklarinin belirlenebilmesi igin tim genom SNP array ve tim genom
dizileme yoOntemlerinin kombine olarak kullaniimasinin en ideal ve dogru
sonucu verecedi kanaatine varildi.

5.5-MPM iliskili olabilecek Aday Niukleotid Varyasyonlari

Simdiye kadar saptanan Mezotelyoma mutasyonel profilinin, hastaligin
siniflandirma veya tedavi stratejilerini belirlenmesi acisindan henlz yeterli
olmadigi gorilmektedir. Fakat son yillarda yapilan MM genetik galismalariyla
konu hakkindaki bilgilerimiz gtn gectikge artmakta ve bu sayede mutasyona
0zgu ilag arastirmalarinin hiz kazanabilecegini 6ngérilebiliriz.

MM'yi tetikleyen genetik degisiklikleri anlamak ve bunlarin fonksiyonel
etkilerini ¢dézumlemek teshis, prognoz ve Kkisisel terapoétik yodntemlerin
basariyla gelistirilmesi icin kritik 6nem tasimaktadir. MM nadir g6zlenen bir
hastalik oldugu igin, lzerinde yapilan genomik calismalar sinirhdir ve tipik
olarak az sayida 6rnek icermektedir (Dong et al., 2009),(Guo et al., 2015).
Onceki calismalar, genomun birden fazla bdlgesini iceren kopya kazanimlari
ve kopya kayiplarini bildirmektedir. Daha 6nce MPM 'de CDKNZ2A, NF2 ve
BAP1l'deki fonksiyon kaybi mutasyonlarn bildirilmistir (Bott et al., 2011)
(Cheng et al., 1999). Yine MPM’'de BAP1, NF2, TP53, SETD2, DDX3X, ULK2,
RYR2, CFAP45, SETDB1 ve DDX51'in 6énemli 6lcide mutasyona ugradidi
bulunmustur (Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Campbell, & Stratton, 2013).
SF3B1 (~% 2; 4/216) ve TRAF7 (~% 2; 5/216) da dahil olmak lzere cesitli
genlerde tekrarlayan mutasyonlar saptanmistir. SF3B1 mutant 6rnekleri, wild
tipli timorlerden farkh bir splicing profilini gostermekte oldugu bulunmustur
(Bueno et al.,, 2016). Bir calismada, asbest maruziyeti olan 93 MPM
vakasinda 94 germline kanser vyatkinhk geninin mutasyon sikhgi
incelenmistir. PALB2, BRCA1, FANCI, ATM, SLX4, BRCA2, FANCC, FANCF,
PMS1 ve XPC'de 10 patojen splice varyanti tanimlanmistir. Batin bu genler
DNA onarim yolaklarinda, cogunlukla homolog rekombinasyon onarimi ile
ilgili oldugu ortaya konmustur (Marta Betti et al., 2017). Calismamizda da,
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genomlari dizilenen 3 hastada PALB2, BAP1, NBN, ERCC4 gibi DNA tamirinde
gérev yapan genlerde hatali protein yapimina neden olabilecek nlkleotid
degisimleri bulunmustur. Bu genlerde bizim de belirlemis oldugumuz bu
nukleotid varyantlari, medulloblastoma, meme kanseri, kolorektal kanseri,
prostat kanseri, l6semi ve diger kalitsal kanser tlrlerinde de bildirilmistir
(Trubicka et al., 2017; Z.-H. Zhang et al., 2012). NBN geninde saptadigimiz
p.I1171V:ATT>GTT degisimi, l6semi ve medulloblastomalarda saptanmis,
germline karakterde 6nemli bir varyanttir (Mosor et al., 2013; Trubicka et
al., 2017). Bu varyant popllasyonda cok nadir goérilmekle beraber MPM icin
henilz rapor edilmemistir. Patolojik etkisinin yaninda bu varyant kemoterapi
esnasinda kétl yan etkilerin gbzlenmesiyle ve artmis kromozomal instabilite
ile de iligkilendirilmistir (Yamamoto et al., 2014) (Trubicka et al., 2017). Tim
bu bilgiler g6z o©ninde bulunduruldugunda NBN p.I171V:ATT>GTT
varyantinin MPM igin risk faktérl olup olmadigi daha genis kohortlarda test
edilmelidir.

Calismamiz dahilinde gercgeklestirilen 3 MPM genomunun dizilenmesi
sayesinde, cogu baska kanser tlrlerinde de rapor edilmis fakat MPM’de rapor
edilmemis patolojiniteleri yliksek, popllasyonda c¢ok disuk frekansta
gbézlenen yada heniz populasyon o6lcimi yapilmamis nlkleotid varyantlan
bulundu. Ug hastanin ikisinde son yillarda MM yatkinlik geni olarak éne cikan
BAP1 mutasyonlan belirlendi. Bu mutasyon BAP1 geninin 4. ekzonunda TA/T
degisimi sonucu frameshift mutasyonu heniiz COSMIC dahil kanser
veribankalarinda ve literatirde yer almamaktadir. Kanser gelisiminde
sorumlu en ¢ok calisan genler olan RB1 ve TP53 ' te ise farkli hastalarda
MPM’de daha 6nce saptanmamis birer nadir daha mutasyon bulduk. Bunlar
haricinde belirlemis oldugumuz dider nadir varyantlarin cogunlugu diger
kanser tdrlerinde de bulunmus olup MPM igin rapor edilmemislerdir. Bu
varyantlarin MM gelisimi igin risk faktért olup olmadiklar genis kohortlarda
test edilip belirlenmelidir. Yine ilk olarak MPM’de belirledigimiz HYDIN geninin
71101200 poziyonunda saptanan T/C Missense varyanti COSMIC
veribankasinda da COSM4844501 no ile kayith olup ostesarcoma ve serviks
kanserinde go6zlendigi rapor edilmistir. Bu gendeki mutasyonlar Primer Silier
Diskinezi tip 5 ile iligkilendirilmistir. Son yillarda sil hareketinin kanser
gelisiminde etkisi vurgulanmaktadir (Toftgard, 2009). Ozellikle solunum
yolunun belirli bélimunde sillerin yabanci ajanlardan temizleme goérevide g6z
ontnde bulunduruldugunda silier disfonskiyonun solunan asbestin
temizlenmesinde yetersizlige yol acabilecedi distnulebilir. Bu silier hareketin
asbestin solunum yollarindan temizlenmesindeki etkisi arastirmaya aciktir ve
bu islevde gorev alan HYDIN gibi genlerin fonksiyonlari MPM vyatkinligi
acisindan incelenebilir. Ayni sekilde mukosilier temizlikte gbérev alan Mucin
ailesine ait MUC2 ve MUC4 genlerinde cesitli missense karakterde
polimorfizmler saptadik. Mucinler solunum yollarinda mukus salgilanmasinda
gérev almaktadirlar (Rogers, 2007) ve herhangi bir fonksiyon bozuklulari
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mucosilier aktivitenin bozulmasina neden olabilir (Munkholm & Mortensen,
2014).

Calismamizda, ayrica, nadir rastlanan mutasyonlarin yaninda c¢esitli
kanser tiplerinde patolojik ve/veya hatali protein yapimina neden olabilecek
polimorfizm niteliginde nlkleotid varyantlari da bulundu. Polimorfizm
niteliginde olan ve baska kanser tlrlerinde risk faktori olarak kabul edilmis
varyantlara 6rnek olarak genomlar dizilenen 3 hastamizda da saptanan
CCND1 genindeki missense mutasyon (rs9344) verilebilir. Bu varyant,
kolorektal kanser, multipl myeloma, meme kanseri, lenfoma, mesane kanseri
gibi kanser tirlerinde risk faktérd olarak bildirilmistir (Driver et al., 2008;
Mavaddat, Dunning, Ponder, Easton, & Pharoah, 2009; Song et al., 2008;
Wang et al., 2006; Wu et al., 2006) fakat MM igin bir kayit bulunmamaktadir.
Diger o©nemli bir polimorfik varyant PDE4DIP geninin 144875979
poziyonunda bulunan splice site bdlgesi mutasyonudur. Bu gendeki
mutasyonlar periton kanseri ve MM’de (Kanchi et al., 2014), (Lai et al,,
2016) rapor edilmis olup MM icinde aday bir risk faktéri olarak
degerlendirebilir.

Ozet olarak, mutasyon ve polimorfizm saptanan genlerin DNA tamiri,
hicre boélinmesi kontrolli, p53 vyoladi, apoptoz, cesitli growth faktor
aktivitesi, kinaz aktivitesi, immun yanit ve muko silier aktivite ile ilgili genler
oldugu gorilmektedir. Bu (¢ hastadan elde edilen mutasyon profili
incelendiginde genellikle diger kanser tiplerinde de gézlenmis, patolojik etkisi
vurgulanmis ya da risk faktord olarak belirlenmis nikleotid degisimleri goze
carpmaktadir. Bu veriden yola cikarak MPM’de tek bir yatkinlik geninin neden
oldugu yatkinliktan c¢ok, kritik hicre islevlerinde gorev alan heterojen gen
mutasyonlariyla kombine kanser yatkinligina neden olan, nadir varyantlarin
veya polimorfizmlerin bulundugu nikleotid degisimi kalibindan bahsedilebilir.
Bu goérisu test etmek ve daha kesin bir kaniya varmak igin, saptanan bu
mutasyonlarin ve varyantlarin genis hasta-kontrol (asbest temasli-temassiz)
serileriyle sikliklarinin  belirlenip, fonksiyonel etkilerinin saptanmasi
gerekmektedir. Bu sayede erken teshis ve hedefe ydnelik tedavi secenekleri
degerlendirilebilir.

5.6-MPM’ de Stk GoOzlenen LOH (Loss Of
Heterozygosity) Bolgeleri

SNP array verileri incelendiginde, belirli kromozomal bdlgelerde LOH
bolgelerinin yogunlastigi gortlmektedir. Bu LOH’larin bazilarinin nedeni kopya
sayisi degisimleri olmakla beraber, diger kromozomal yeniden diizenlenme
mekanizmalari da (buyldk translokasyonlar, flizyonlar, inversiyonlar vs.)
sorumlu tutulabilir. Tdm genom dizileme verimize dayanarak bazi LOH
bélgelerinin inversiyon nedenli oldugu ortaya clkmistir. Ayrica bazi
hastalarimizda (n=6) 2, 3, 7 kromozomlarda birikim gdstermekle beraber 1,
5,9,11, 12, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22 gibi kromozomlarda (6rnedin bir
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hastada 3p’nin 63,741 kbplik kismini etkileyen) cok biyuk LOH bdlgeleri
saptanmistir. Bu hastalarin genom anomali kaliplarina bakildiginda kopya
sayisi degisimlerinden cok kromozomlar etkileyen blyik kopya notr LOH
(copy nétr LOH) bdlgeleri gbzlenmistir. Asbest fiberlerinin fagositoz suretiyle
hicre icine alinmalarindan sonra hicre bélinmesi esnasinda mekanik olarak
kromozomlara veya ig iplikgiklerine etki ederek hatali kromozom
segregasyonuna neden olduklar bildirilmistir (T. Zhang, Lv, Huang, Ren, &
Shi, 2017). Bu durumun vyapisal kromozomal anomalilerin yaninda
anoplodilere neden olduklar rapor edilmistir. (T. Zhang et al., 2017)Bu
blytk kromozomal LOH boélgelerinin asbest fiberlerinin kromozomlara verdigi
mekanistik hasarlar sonucu meydana geldigi disinulebilir.
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6-SONUC VE ONERILER

Calismamizda kullandigimiz  yiksek ¢o6zUndrlikli genom tarama
teknolojileri sayesinde MPM ve BAP genomlarini karsilastirarak bu gruplardaki
genomik degisimleri inceledik. Calismamiz sonucunda bu iki gruba 06zgl
istatistiki olarak anlamli kopya sayisi degisimleri bulunmustur. Calismamizda,
MPM hastalarinin genomlarini yliksek derecede dedisime ugratan bulyik
kromozomal delesyonlar, amplifikasyonlar, heterozigotluk kayiplari ve
kompleks yeniden duzenlenme kaliplari saptandi. Bu kromozomal
degisimlerin histolojik alt tip gibi bazi klinik o6zelliklerle iliskileri de
saptanmistir. Calisma grubuna dahil 3 MPM genomu dizilenmis, bu sayede
SNP array verileri dogrulanmis, kromozomlari etkileyen kompleks anomali
kalibi detaylandiriimis ve aday nukleotid varyasyonlari saptanmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar ve dneriler 6zetlenecek olursa;

1) MPM genomlarina 06zgl yuksek frekansta gdézlenen delesyonlar
saptanmistir. S6z konusu delesyonlar birgok gen ve gen grubunun yapisini
etkilemistir. Bu delesyonlara Benign grupta rastlaniimamistir. Bu
delesyonlarin bir kismi literatir bilgilerine uygun olmakla beraber, bircogu
MPM ile tarafimizdan iliskilendirilmis kromozomal anomaliler ve bunlarin
etkiledigi gen bdlgeleridir.

2) MPM genomlarina 6zgu vyuksek frekansta gb6zlenen kromozomal
amplifikasyonlar saptanmistir. Bu amplikasyonlara Benign grupta
rastlanilmamistir. Bu delesyonlarin bir kismi literatlr bilgilerine uygun
olmakla beraber, bircogu MPM ile tarafimizdan iliskilendirilmis kromozomal
anomaliler ve bunlarin etkiledigi gen bélgeleridir.

3) Benign grupta, NF2 gen bdlgesinin bir kismini etkileyen kopya sayisi artisi
saptanmistir. Bu durumun asbest maruziyeti sonucu gelisebilecek Malign
transformasyona karsi koruyucu bir etkiye neden olabilecegi
Ongdérulmustdr. Literatdr taramasinda, s6z konusu kopya sayisi artisina,
BAP genomlarinda rastlaniimamistir. Benign grupta gézlenen NF2 genini
etkiyen kopya sayisi artisinin, asbest maruziyeti sonucu gerceklesen
Malign  transformasyona  karsi  koruyucu etkisinin  arastiriimasi
gerekmektedir. Bu hipotez dogrulanabilirse, NF2 proteini Mezotelyomaya
karsi koruyucu bir ajan veya tedavi secenedi olarak dederlendirilebilir.

4) MPM grubunda go6zlenen delesyon ve amplifikasyonlardan etkilenen
genlerin goérev vyaptiklari molekller yolaklar ve biyolojik isleviler
saptanmistir. Bu 6ne gikan yolaklardan WNT yoladi ve anjiyogenez yolagi
disindakiler heniz Mezotelyomada arastirlmamistir. Biyolojik islev
acisindan da basta interferon ailesi olmak Uzere sitokin aktivitesinin
onemini vurgulamaktayiz. Calismamizda saptadigimiz bu aday yolaklarda
ve biyolojik islevlerde goérev yapan hedef genler ve bunlarin protein
artnleri fonksiyonel calismalarla dederlendirilip tedavi hedefi olarak
kullanimlar arastirilabilir.
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5) MPM grubunda sarkomaotid alt tipe 6zgu farkli bir genomik anomali
kalibinin oldugu go6zlenmistir. Bu farklh genomik anomali kalibindan elde
edilen bilgi, sarkomatoid tipin teshisinde ve bu alt tipe 6zgl farkli tedavi
rejimlerini uygulanmasina yodnelik arastirmalarda degerlendirilebilir.

6) MPM genomlarinin Chromoanagenesis anomali kalibina benzer 6zellikte
kompleks anomalilerden, kromozom ici ve/veya kromozomlar arasinda
parca degisimlerinden, blylk heterozigotluk kayiplarindan ve biylk
kromozomal inversiyonlardan etkilendikleri bulunmustur. Bu karmasik
genomik anomaliler Mezotelyoma’da ilk kez saptanmakta olup, hastaligin
agresif ve hizli ilerleyen bir kanser olmasi arasindaki iliski arastirilabilir.

7) Tum genomlari dizilenen ¢ MPM hastasinin ikisinde SKA3-DDX10 gen
flUzyonu kesfedilmistir. Bu flzyon geni MPM igin ilk defa saptanmistir.
Bilindigi gibi fizyon genleri ve Grind olan proteinler gesitli kanserlerde ilag
hedefi olarak kullanilabilmektedir. Bu ylzden SKA3-DDX10 gen
fUzyonunun MPM gelisimindeki ve patogenezdeki etkisi fonksiyonel
calismalarla desteklenip dogrulanabilirse, tedavi hedefi olarak secilebilir.

8) Tum genomlar dizilenen 3 MPM hastasinin hastalik patogenezine veya
hastaliga yatkinhigina neden olabilecek nadir goézlenen nikleotid
varyantlarnt ile c¢esitli kanser tdrleriyle iliskilendirilmis nuakleotid
polimorfizmleri bulunmustur. Tim genom dizilemesi yapilan bir hastada
son yillarda MPM yatkinligindan sorumlu tutulan BAP1 geninde daha 6nce
literatlirde bildirilmemis bir frameshift mutasyon kesfedilmistir. Saptanan
cogu nikleotid varyanti diger kanser tirlerinde de bildirilmistir. Bu (g
hastadan elde edilen mutasyon profili incelendiginde genellikle diger
kanser tiplerinde de gdézlenmis, patolojik etkisi vurgulanmis ntkleotid
degisimleri gbéze carpmaktadir. Bu veriden yola c¢lkarak MPM’de bir
yatkinlik geninin neden oldugu yatkinliktan cok, kritik hlicre islevlerinde
gbérev alan gen mutasyonlariyla birlikte kansere yatkinlk yaratabilecek
polimorfizmlerin bulundugu bir varyasyon kalibindan bahsedilebilir.
Ozellikle nadir gézlenen, biyoinformatik yodntemlerle patolojik etkileri
belirlenmis, diger kanser tiplerinde de risk faktérli olarak belirlenen
nlkleotid varyantlari MPM yatkinhdi acisindan da énem arz etmektedirler.
Bu aday varyantlarin germline kdkenli olanlari daha buyltk o6énem
tasimaktadir ve genis MM kohortlarinda test edilip hastalikla iliskileri
belirlenmelidir. Bu sayede vyatkinhdina sahip ve risk altindaki bireyler
hastalik gelisimi olmadan 6nce belirlenebilir ve bu mutasyonlara 6zgu yeni
tedavi segenekleri dederlendirilebilir.

9) Bazi kromozomlarin ¢ok blylk LOH’ lardan etkilendigi saptanmistir. Bu
bliyuk LOH’larin asbestin kromozom vyapisina direk bir etkisi sonucu
meydana gelip gelmedigi arastirilabilir. Asbest maruziyeti ve kromozomal
hasar arasindaki baglanti bu acidan dederlendirilebilir.

10) Kanser genom calismalarinda aday gen ve kromozomal anomalilerin
saptanmasinda yontem olarak ylksek c¢ézundrlikli SNP array ciplerinin
yaninda tim genom dizilemenin kullanilmasi, hem sonuclarin
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dogrulugunun arttiriimasi hem de SNP array tarafindan saptanamayacak
kadar klgclik kromozomal anomali ve nukleotid varyasyonlarinin
belirlenmesi acisindan énemlidir. Iki yéntemden de elde edilecek ham
verilerin amaca uygun biyoinformatik ydntemlerle analiz edilip sonuglarin
cikarilmasi en uygun yaklasimdir. Ayrica genomik anomali kaliplariyla
cesitli klinik parametrelerin iligkilerinin karsilastiriilmasinin arastirmaciyi
onemli sonuglara gotirecedi gorilmektedir. Kanser aday nulkloetidlerinin
ve kromozomal anomalilerin saptanmasinda timér dokusundan elde
edilen DNA ile ayni hastanin kanindan elde edilecek DNA'nin da
karsilastirilarak incelenmesi hatta muUmklinse aile bireylerinin de bu
DNA’larla karsilastiriimasi germline 6zellikteki hastalik yatkinhdina neden
olabilecek varyantlarin saptanmasinda en ideal yaklasim olarak karsimiza
clkmaktadir.
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