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GASTROINTESTINAL KANSERLI HASTALARDA APC, p16 VE RASSFi1A
GENLERININ METILASYON PROFILLERININ ARASTIRILMASI

Beril Erdem
0z

Kanser, hicresel dizenin bozulmasiyla meydana gelir. Epigenetik, bu bozulmaya
neden olan durumlardan biridir. Kansere neden olan proto-onkogenler ile timoér
baskilayici genleri etkileyen epigenetik faktdrler, son yillarda ilgi géren arastirma
konulan arasindadir. Epigenetik mekanizmalardan biri olan DNA metilasyonu,
kanserin erken evrelerinde meydana gelir. Tdamoér baskilayici  genlerin
sessizlestiriimesine neden olan promotor bélgesi metilasyonu, birgok kanser tiriinde

ve bu kanserlerin olusumunda yer alan genlerde arastiriimaktadir.

Bu tez calismasinin amaci, gastrointestinal timérlerin olusumunda yer aldigi
distndlen bazi timér baskilayici genlerin (APC, p16 ve RASSF1A) promotor

bélgelerinin metilasyon profillerinin arastiriimasidir.

Bu amacla, APC, p16 ve RASSF1A genlerinin metilasyon profillerini arastirmak icin
20 gastrointestinal (6zefagus, mide ve kolorektal) karsinoma hastasinin doku
ornekleri ve kontrol grubunu olusturan 15 bireyin periferal kan érnekleri kullanilarak
Metilasyona 6zgl polimeraz zincir reaksiyonu (MSP) ile analiz edilmigtir.

MSP analizi sonucunda, hasta grubunda APC, p16 ve RASSF1A genlerinde sirasiyla
%50 (10/20), %30 (6/20) ve %10 (2/20) oraninda metilasyon oldugu belirlenmisgtir.
Hasta ve kontrol gruplarina ait bireyler arasindaki APC ve p16 genlerinin promotor
bélgelerindeki metilasyon profili farkinin istatistiksel olarak anlaml oldugu (sirasiyla
p=0,008, p=0,013) buna karsilik, RASSF1A geni icin bu farkin anlamli olmadig
bulunmustur. Tumérin lokalizasyonu ile APC geni promotor bélgesi metilasyonu
arasindaki farkin anlamli (p=0,003), p16 ve RASSF1A genlerinin promotor bdlgesi
metilasyonu ile timérin yerlesimi arasindaki farkin ise istatistiksel olarak anlamh

olmadigi belirlenmisgtir.

Tez calismasi sonucunda, gastrointestinal timér olusumunun erken evrelerinde
meydana geldigi distnulen timér baskilayici genlerdeki metilasyon varligi, APC ve
p16 genlerinde dogrulanmistir.
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INVESTIGATION OF METHYLATION PROFILES OF APC, p16 AND RASSF1A
GENES IN PATIENTS WITH GASTROINTESTINAL CANCER

Beril Erdem
ABSTRACT

Cancer is a consequence of disruption of cellular regulation. Epigenetic is one of the
reasons which makes this disruption. Epigenetic factors which have a role in
carcinogenesis by affecting proto-oncogenes and tumor suppressor genes, have
been among the most popular research areas in recent years. DNA methylation,
which is an epigenetic mechanism, occurs in early stages of tumorigenesis. Promoter
hypermethylation which causes to silence tumor suppressor genes have been

studied extensively in various tumor types.

The aim of this study was to investigate promoter hypermethylation profiles of certain
tumor suppressor genes (APC, p16 and RASSF1A) which play a part in

gastrointestinal tumorigenesis.

To detect the promoter hypermethylation profiles of APC, p16 and RASSF1A genes,
tissue samples from 20 gastrointestinal carcinoma patients (esophagus, stomach and
colorectal) and peripheral blood samples from 15 healthy individuals were collected
for Methylation specific polymerase chain reaction (MSP) analysis.

Statistical analysis was done after MSP. In tumor tissues, positive promoter
hypermethylation ratio of APC, p16 and RASSF1A genes were found respectively
50% (10/20), 30% (6/20) and 10% (2/20). The difference of promoter methylation of
APC and p16 genes between tumor tissues and control group was significantly
observed (respectively p=0,008, p=0,013) but there was no significant difference
observed in RASSF1A gene. An alteration of promoter methylation of APC gene
according to tumor localisations was found (p=0,003) but there was no significant
difference observed in p76 and RASSF1A genes.

In our study, promoter hypermethylation which was considered to be occured as an
early event in gastrointestinal carcinogenesis was observed in APC and p16 genes.
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1. GIRIS

Kanser, genomdaki dinamik degisiklikleri kapsayan bir hastaliktir (Hanahan and
Weinberg, 2000). Bu olgu, normal olarak hlicrelerin, vicutta nerede ve ne zaman
cogalmasi gerektigini kontrol eden mekanizmalardaki hatalardan kaynaklanir ve
insan populasyonlari arasinda go6rilme sikligi bakimindan farkliliklar vardir
(Weinberg, 2007).

Diinya Saglik Orgiti’niin 2008 yilina ait verilerine gdre diinya capinda kanserden
6len kisi sayisi 7,6 milyondur. Yani, Dinya’daki 6lim nedenlerinin %130
kanserdir. En cok 6lime neden olan kanser tipleri sirasiyla; akciger, mide,
karaciger, kolorektal ve g6gus kanseridir (www.who.int). Turkiye'de ise 2004-2006
yillari arasinda Saglik Bakanhgi tarafindan yapilan arastirmaya gére, kadinlarda
en cok gobrilen kanser tiplerinin basinda gdgus kanseri gelirken, erkeklerde
akciger ve prostat kanserleri ilk sirada yer almaktadir. Kolorektal kanser ise en sik

gbrulen Gglncu kanser tipidir (www.kanser.gov.tr).

Normal biyolojik strecler (devamli hicre bdlinmesi gibi) kanser olusum riski
yarattigi icin, farkh insan populasyonlarinda benzer siklikta kanser gorilebilecegdi
mantikh gelebilir. Fakat, kanser insidanslari ¢cesitli Glkelerde arastiriimis ve kanserli
bireylerin sayisinin bir populasyondan digerine degistigi bulunmustur (Arbeev et
al., 2005). insan kanserlerinin 100 cesidinden fazlasi, insan populasyonlari
arasinda farkli frekanslara neden olan timodrlerden olusur. Farkli insan
populasyonlarindaki kansere yatkinlik alelleri degisken olabilmektedir. Ozgiil
kanserlerin gbreceli olarak dedismez olan temel durumlarina ek olarak, bazi
populasyonlarda toplam kanser vakalarini artiran diger faktérlerin de ise karistigi
gorulmektedir. Kanser olusumuna katkida bulunan bu faktérler, kalitim ve ¢evredir
(Ponder, 2001). Genel anlamda c¢evre, vicudumuza giren hava ve suyu icerdigi
gibi beslenme aligkanliklar, es secimi ve tOtin kullanimi gibi yasam tarzini
belirleyen durumlari da kapsamaktadir (Neyhouser, 2004; Vineis and Husgafvel-

Pursiainen, 2005).

Kanserin dogasi karmasiktir ve vlcutta var olan biyolojik dizenin bozulmasiyla
meydana gelir (Weinberg, 2007). Bu bozulmaya dogru giden timor kitlesi bircok
basamaktan gec¢cmektedir. Basamaklar, t0mdr olusumu icin gerekli olan ve
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neredeyse her timor tipinin gelismesinde rol alan hiicresel olaylardir (Hanahan
and Weinberg, 2000).

Tumér olusumunda goérev alan hilcresel olaylardan bir tanesi de epigenetik
modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlar, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik
meydana getirmeden DNA’'nin fonksiyonlarini degistiren ve kalitsal olarak
aktarilabilen olaylardir (Sharma et al., 2010). Histon modifikasyonlari, translasyon
sonrasi modifikasyonlar ve DNA metilasyonu baslica epigenetik olaylardir
(Schwab, 2008).

Bir timér hicresinin ¢ogalip timoér kitlesini olusturup gdzle géraltr bir hal
almasindan ¢ok daha &nce DNA metilasyonunda degisiklikler meydana
gelmektedir (Vogelstein and Kinzler, 2004). Hiicrenin timor baskilayici genlerinde
meydana gelen hipermetilasyon, ilgili genlerin fonksiyonunu baskilayabilmektedir
(Sayin, 2008). Yapilan son c¢alismalarda, kanser teshisi igin biyopsi 6rnegi
alinmasindan cok daha dénce, hicresel boyutta meydana gelen DNA metilasyon
degisikliklerinden yararlaniimistir (Azuara et al., 2010).

Dinyada oldugu gibi Ulkemizde de en sik gdrilen kanser tiplerinden biri olan
gastrointestinal sistemde meydana gelen kanser, sindirim sisteminde yer alan bazi
hicrelerin timor kitlesine déntismesiyle olusmaktadir. Sindirim sisteminde bulunan
epitel doku hucreleri belirli bélgelerde sayica artarak benign (iyi huylu) yapilar
olusturabilirler (Weinberg, 2007). Genlerde meydana gelen mutasyonlar ve
epigenetik degisiklikler, benign yapilarin malign (k6ta huylu) yapiya déntismesinde
gérev alirlar. Epigenetik degisikliklerden biri olan DNA metilasyonunun

belirlenmesi kanserin erken teshisi icin olduk¢a dnemlidir.

Yapilan caligsmalarda, timér olusumu sirasinda promotor metilasyonuna ugrayan
bircok timor baskilayict gen bulunmustur ve bu genlerin gogunun, farkli kanser
tiplerindeki metilasyon profilleri ortaya ¢ikarimigtir (Xu et al., 2004). APC, p16 gibi
timdr baskilayici genlerin promotorlarinin metillenmesi cogu kanser tipinde ortak
olarak gérulirken, bazi timér baskilayici genlerin promotorlar ise sadece belirli

tumor tiplerinde metilasyona ugramaktadir (Laird and Jaenisch, 1996).



DNA metilasyonunu belirlemek igin bircok metot kullaniimaktadir. Secilen yéntem
arastinlan metilasyon dizeyine ve profiline gére degismektedir. Restriksiyon
endonuUkleazlarla kesim, PZR ve bisilfit donisimi bu ydntemlerden birkagidir
(Oakeley, 1999; Laird, 2003).

Tez calismasinda, gastrointestinal timaorlerinde siklkla promotor
hipermetilasyonuna ugradigi dusdndlen APC, p16 ve RASSF1A genleri,
Metilasyona Ozgii Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MSP) teknigi ile calisiimistir.



2. GENEL BILGi
2.1. Kanser Olusumu

Tamor olusumu, hicrenin cogalmasini ve hayatta kalmasini kontrol eden genlerle,
malignant hucre fenotipine neden olan diger kalitsal 6zellikleri kontrol eden genleri
etkileyen bir dizi, rasgele meydana gelen mutasyonlar ve DNA’nin epigenetik
degisimleri tarafindan yonlendirilir (Weinberg, 2007).

Tamoér olusumu genellikle yillarca stren karmasik bir surectir. Epidemiyolojik
calismalar, kanser insidansinda yasin cok dnemli bir faktér oldugunu géstermistir.
Tamér olusumuna katkida bulunan birgok olay, yasla beraber hicrenin malignant
fenotipe dénismesini saglayacak olan 6zellikleri biriktirir. Bu ylzden yasa bagli
olarak kanser insidansi artmaktadir (Schulz, 2005). Ailesel kanserler disinda
meydana gelen sporadik kanserlerin, yasla birlikte meydana gelme olasihgi
artmaktadir (Finkel et al., 2007).

Bir hlcrenin kansere doénlsmesi icin aslinda bircok degisikligi bir arada
bulundurmasi gerekmektedir. Bu degisikliklerin sayisi olduk¢a fazladir ama temel
farkliliklari g6z ©6ninde bulundurarak bir siralama yapildiginda, malignant

blyltmenin olmasi icin hicrenin;

-blylme sinyalleri bakimindan kendi kendine yetebilmesi,
-blyUmeyi inhibe eden sinyallere kargl duyarsizlagsmasi,
-programlanmis hiicre 6liminden (apoptozis) kagmasi,
-sinirsiz gogalma potansiyeline sahip olmasi,
-gevresindeki anjiyogenezi araliksiz strdirmesi,

-doku invazyonu ve metastaz yapabilmesi gerekmektedir.

Bu &zellikler hemen hemen bitlin insan timér tiplerinde ortaktir (Hanahan and
Weinberg, 2000).

Kanser olusumu sirasinda hiicrede meydana gelen degisikliklerden sorumlu olan
iki gen sinifi bulunmaktadir. Bunlar proto-onkogenler ve timér baskilayici

4



genlerdir. Proto-onkogenler, mutasyonla aktif karsinojenik 6zellik kazanan
genlerdir ve mutant halleri onkogen olarak adlandirilmaktadir. Proto-onkogenlerin
tek kopyasindaki degisiklik, kanser olusmasi igin yeterlidir. Tamor baskilayici
genler ise hicre dénglsinin negatif dizenleyicileri olarak is gortrler. Proto-
onkogenlerin tam tersine kanser olusumunda timér baskilayici genlerin inaktif
olmasi gerekmektedir. Tumér baskilayici genin islevini kaybetmesi icin her iki

allelinin de mutasyona ugramasi gerekmektedir (Weinberg, 2007).

Kanser olusumunda, genetik ve epigenetik degisimler de birbirlerini etkileyerek ve
birbirlerine tepki vererek, hicrenin malign hale gelmesini belirleyen bir dizi
degisiklik meydana getirirler. Epigenetik degisimlerin kanser olusumuna etkileri
son yillarda en ¢ok arastirilan konulardan biridir (Schulz, 2005).

DNA metilasyonu epigenetik bir degisimdir. Proto-onkogenlerde meydana gelen
hipometilasyon normalde metillenmis genlerdeki baskinin ortadan kalkmasina
neden olup, istenmeyen bir zamanda ifade olmasini saglayabilir. Tumor
baskilayici genlerde meydana gelen hipermetilasyon ise, normalde ifade olan bir
genin baskilanmasina neden olabilir. DNA'da meydana gelen bu durumlar,
hicrenin timér olusumuna dogru yol almasini tetikler (Sayin, 2008).

Onceki yillarda, timér gelisiminin Darwin evrimine benzer sekildeki biyolojik
siireclerden gectigi belirtilmistir. insanlardaki kolon kanserinin ilerleyisi ile ilgili
analizler bu modeli destekleyen kanitlar saglamistir. TUr icindeki bir bireyin
digerleriyle yarisina benzer sekilde, kanser gelisiminde de degisen birimler
hicrelerdir ve hiicre populasyonu icerisinde her bir hiicre digeriyle yaris halindedir.
Darwin evriminin modern tarifindeki gibi, rasgele mutasyonlarin hiicre populasyonu
icerisinde genetik cesitllik meydana getirdigi varsayilmaktadir. Genetik
heterojenlige sahip bir populasyon meydana geldiginde secilim gucleri, 6zellikle
yasadigi dokunun mikrocevresinde c¢ogalabilmesini ve hayatta kalabilmesini
saglayan o6zellikler basta olmak (zere avantaj saglayan mutant alelleri tasiyan

hiicrelerin biylmesini destekleyebilir (Stratton et al., 2009).
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Sekil 2.1. Tumdr olusumunun “klonal genisleme” seklinde meydana gelmesi
(Hanahan and Weinberg, 2000).

Arastirmacilar Darwin teorisini ve c¢ok asamali timér olusum varsayimini
birlestirerek timoér olusumunu, “klonal genisleme modeli’ olarak tanimlamiglardir
(Weinberg, 2007; Vineis and Berwick, 2006) (Sekil 2.1). Bu modelde, énce rasgele
bir mutasyon, blylime ve/veya hayatta kalma bakimindan kismi avantaj saglayan
kalitsal Ozelliklere sahip olan hlicreleri meydana getirir. Sonra bu ve bunun
soyundan meydana gelen hicreler etraftaki hiicrelerden daha hizli bir sekilde
cogalirlar ve sonunda dokuda baskin hale gelen genis klonal populasyon meydana
gelir ve cevredeki genetik olarak daha az desteklenen hicreler sikistirilarak
sonunda bu hiicre klonu diger bir avantajli mutasyonla yeterli biiytkliige erisir (10°
hiicre gibi). 10° hiicrede bir bozukluk yaratabilen avantajli mutasyon, bu klonal
populasyonda bulunan herhangi bir hiicrede olasi bir sekilde meydana gelebilir.
10° klonal hiicre toplulugundaki hiicrelerden daha etkin bir sekilde cogalacak (ya
da hayatta kalacak) olan ikinci mutasyona sahip hticre, bdlgesel doku cevresinde
baskin olup genigler, éncullerini geride birakarak yeni bir alt klon meydana getirir.
iki mutasyona sahip olan hiicre énceki gibi yeterli biyiklige eristikten sonra
dclnclh mutasyon meydana gelebilir ve bdylece klonun genislemesi ve basarisi
tekrar eder. Her biri 6zgll bir mutasyon tarafindan tetiklenen 4-6 klonal zincir dizisi



kanser ilerleyisinin hlicresel ve genetik seviyede nasil oldugunu agiklamaktadir
(Weinberg, 2007; Vineis and Berwick, 2006).

Gastrointestinal sistemde meydana gelen timérlerin gelisimi boyunca somatik
mutasyonlar ve metilasyon olaylari, epitel hicrelerinin bozulmamis haldeki
genomlarini hizh bir sekilde degistirerek malignant hicrelerde bulunan bozulmus

genomlara dénustdrdrler (Wong et al., 2007).

Epitel hdcreleri timdr gelisimi boyunca neoplastik fenotiplerini artirirlar, bununla
baglantili olarak genomlarinda da degisime ugramis genetik lokus sayisi artar.
Kanser olusumu sirasinda proto-onkogenlerin onkogene dénisiminde ve en az
u¢ tane farkli tmor baskilayici genin inaktif hale gelmesinde rol alan degisimlerin
hepsi esit Gneme sahiptir (Weinberg, 2007).

Cogu dokuda meydana gelen timoér gelisimi derecelerini ydneten strecler
hakkinda neredeyse hicbir sey bilinmemektedir. Gastrointestinal timorlerde,
beslenmenin belirli elemanlari epitel hlcrelerinin  genomlarinda mutasyon
birikmesini artirabilir (Bozetti et al., 2007). Bu sekildeki mutasyon oraninin artisi
klonal ilerleme zamanlarinin arasini azaltacaktir. Belki de bazi besinleri tiketen
bireylerde klonal yayillma evrelerinin arasindaki zaman normalde 10 ila 20 yil iken,
5 yil ya da daha kisa bir siire olacaktir. Sonu¢ olarak, hastalik sireci genellikle
tamamlanana kadar bir insan émr0 yani 30 ya da 40 yil gegmektedir (Weinberg,
2007).

Hucrelerin malignant yapiya déntsulrken izledikleri yollar oldukca farklidir. Belirli
onkogenlerdeki ve timoér baskilayici genlerdeki mutasyon, timorin ilerleme
yollarinda bazen erken evrelerde bazen de ge¢ zamanlarda ortaya ¢ikabilir. Sonug
olarak apoptozise direng, anjiyogenezi sirdirme ve sinirsiz ¢cogalma gibi biyolojik
Ozelliklerin kazaniimasi timor olusumunun farkli zamanlarinda gorilebilir. Ayrica
bu 6zelliklerin olugsum siralari da hem ayni, hem de farkh timor tiplerinde farklilik
gosterebilir (Sekil 2.2). Bazi timdrlerde 6zgul bir genetik olay sadece bir 6zelligi
meydana getirebilir veya bu olay farkli 6zelliklerin ayni anda meydana gelmesini
saglayabilir. Bu genetik yollardaki agsamalar birbirlerinden ne kadar farkli da olsa
en son erigilen biyolojik nokta (kanserin en &nemli 6zellikleri) butin tOGmor
tiplerinde ortak olarak paylasilir (Hanahan and Weinberg, 2000).
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Sekil 2.2. Birbirinden farkli olan genetik yollardaki agamalarin en son olarak battn
timor tiplerinde ortak olan kanser hicresini meydana getirmesi (Hanahan and
Weinberg, 2000).

2.2. Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisinde dedisiklik olmadan genom fonksiyonunda meydana
gelen kalitsal  degisikliklerdir ~ (Schwab, 2008). Okaryotik hiicrelerin
farklilasmasinda epigenetik degisiklikler gbérev alir. Morfogenez boyunca totipotent
koék hicreler pluripotent kék hiicreleri meydana getirir ve daha sonra tamamen
farklilagsmig hicreler olusur. Yani zigot, seri halindeki hiicre bélinmeleri sonunda
sinir hlcresi, kas hilcresi, epitel hiicre gibi bircok hiicreyi olusturur ve bunu bazi
genlerin ifadesini arttirarak, bazi genlerin ifadesini de baskilayarak gerceklestirir.
GUnOimuzde epigenetik terimi birgok mekanizmayl icermektedir. Bunlar
translasyon sonrasi modifikasyonlar, nikleozom yapisinin degisikligiyle meydana



gelen kromatin yapisinin yeniden sekillenmesi ve kodlanmayan mikro RNA’larin
katildigi mekanizmalar gibi olaylardir (Allis et al., 2007).

Epigenetik terimi ilk kez 1942 yilinda C. H. Waddington tarafindan kullanilmistir ve
genetik ile epigenesis kelimelerinin birlesiminden olusur (Waddington, 1942).
Epigenesis eski bir kelimedir ve embriyonik gelisim boyunca totipotent hicrelerin

farkhlasmis hicrelere déntismesini tanimlamaktadir (Holliday, 2006).

DNA, cekirdek icerisinde histon proteinleri ile birlikte nikleozom birimlerini
olusturur ve bdylece genetik materyal, dlzenli bir sekilde paketlenerek kromatin
yapisi meydana gelir. Kromatin yapisinda kovalent ve kovalent olmayan
modifikasyonlar gergeklesir. Yiksek yapili 6karyotlarin gogunda ise DNA’nin kendi
kendini kovalent olarak degistirmesi muOmkinddr. Bunu sitozin bazlarinin
metilasyonu ile gergeklestirir. Bu mekanizmalarin hepsi birbiriyle i¢ ice gecmis
yolaklari igerir ve kromatin yapisindaki varyasyonlar olusturur. Bu nedenle
tamamen ayni olduklar diginllen tek yumurta ikizlerini birbirinden ayiran

molekiler mekanizmalar epigenetigin bir Griniddr (Schwab, 2008).

Epigenetigin  molekller temeli karmasiktir ve son yillarda en cok calisilan
konulardan bir tanesi olmustur. Bazi genlerin ifadesinin kontrolii epigenetigin
gorevidir ve bunu DNA’nin temel yapisini degistirerek degil, DNA ile baglantili olan
kromatin proteinlerini ya da DNA'’y1 etkileyerek gerceklestirir. Yani epigenetik,
transkripsiyon faktérlerinin DNA’ya ulagsmasini engelleyecek mekanik degisiklikler
yaratarak gen ifadesini kontrol eder. Bu mekanik etki, geri déntisimli olmasi
acisindan DNA dizisinde gbzlenen mutasyonlardan farkhlik gésterir. Farklilasmis
olan hicrelerin bltiin bir genomu icerip sadece kendisi i¢in gerekli olan genleri
aktiflestirip digerlerini sessizlestirmesi epigenetik mekanizmalarla aciklanabilir
(Allis et al., 2007).

Epigenetik sUrecler, baskilama, gen sessizlesmesi, X kromozomunun
inaktiflesmesi, kanser olusum slreci, histon modifikasyonlari, heterokromatin
yapinin diizenlenmesi ve DNA metilasyonu gibi bircok olayi kapsar (Sayin, 2008).



2.2.1. Epigenetik Bir Degisiklik Olarak DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, gen baskilanmasiyla baglantili olan bir mekanizmadir.
Metilasyon, mantarlar digindaki buttn ékaryotlarin genomunda degisen sikliklarda
meydana gelmektedir ve Okaryotlardaki metilasyon, ylksek organizasyonlu
canlilarda cesitli fonksiyonlarin meydana gelmesini saglayan evrimsel bir aractir
(Weinberg, 2007; Colot and Rossignol, 1999). Bu modifikasyon ile DNA
kalibindaki sitozin rezidularina metil gruplarinin eklenmesi sonucu 5-metil sitozin
meydana gelir. Genomda metillenmis DNA, sentromerik tekrarlar, satellit dizileri
ve tekrarlayan elementlerde olduk¢ca yaygindir ancak aktif genlerde
bulunmamaktadir. DNA metilasyonu memeli genomunda transkripsiyonel
baskilama, kromatin yapinin degistiriimesi, X kromozomu inaktivasyonu, genomik
baskilama, tekrarlayan ve parazitik DNA dizilerinin baskilanmasi gibi énemli
etkilere sahiptir (Sayin, 2008). Yiksek yapili 6karyotlarin genomunda kodlama
yapmayan boélgeler ve tekrarlayan DNA dizilerinin artigi ile DNA metilasyonu
seviyesinin artisi arasinda pozitif bir iliski vardir. Deneysel sonuclar DNA
metilasyonunun yabanci kékenli bir genomu (sigrayan elementler, viral diziler ve
diger tekrarlayan diziler gibi) sessizlestirmek icin kullanilan bir ¢esit savunma
mekanizmasi oldugunu gdstermistir (Laird and Jaenisch, 1996).

DNA metilasyonu kovalent kimyasal bir modifikasyondur ve sitozin halkasinin 5.
pozisyonundaki karbon atomuna bir metil grubunun (-CH3) eklenmesiyle
gerceklesir.  Normalde DNA’da bulunan sitozin, en sik gbzlenen mutasyon
mekanizmalarindan biri olan deaminasyon sonucu urasile déntsur ve bir RNA
bazi olmasi nedeniyle onarim mekanizmalarinca (urasil glikozilazlar) taninarak
onarilir. Buna karsilik metilsitozinin kendiliginden deaminasyonu sonucu olusan
timin, normalde de DNA’da bulunan bir baz oldugu icin onarim mekanizmalarindan
kacar. Boylece baslangicta DNA cift zincirinde bulunan C-G ikilisi T-A ikilisine
dénlsir (Sayin, 2008).

Sitozin metilasyonunun ¢odu 5-metil sitozin (CpG) iceren dizilerde meydana
gelmesine ragmen, bazilari da CpA ve CpT diniikleotitlerinde meydana gelir. insan
genomu surekli olarak ayni bdlgelerden metillenmez. Metillenmis bdlgeler

arasinda metillenmemis segmentler igerir. Genomun diger kisimlarinin tersine
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CpG adalari olarak adlandirilan kiiciik DNA bdlgelerinin boyutu 0,5-5 kb arasinda
degisir ve her 100 kb’da bir bulunur. insandaki genlerin yaklasik yarisinda CpG
adalari bulunmakta ve bunlar hem housekeeping genlerde hem de dokuya 6zgU
genlerde yer almaktadir (Das and Singal, 2004).

2.2.1.1. DNA Metilasyonunu Gergeklestiren Enzimler

DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar (DNMT) olarak bilinen bir grup enzim
tarafindan olusturulmaktadir (Sekil 2.3). Buglne kadar bilinen DNMT’ler
izoformlariyla birlikte DNMT1, DNMT1b, DNMT10, DNMT1p, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3b ve ayrica DNMT3L’dir. Metilasyon de novo (her iki DNA zincirindeki CpG
dintkleotitleri metillenmemis) ya da devamlilik seklinde (bir zincirdeki CpG
dinUkleotitleri metillenmis) olabilir. DNMT1 hem de novo hem de devamliligi
saglayan metiltransferaz aktivitesine sahiptir ve DNMT3A ile DNMT3b guigcli de
novo metiltransferazlardir. Bu enzimlerin énemi bazi hayvan deneylerinde
gbsterilmigtir. Bu genlere sahip olmayan bir fare, gelisimin erken evrelerinde ya da
dogumdan hemen sonra 6lmektedir (Das and Singal, 2004).

DNMT’lere ilave olarak metilasyon mekanizmalarinda gérev alan énemli bir enzim
grubu da demetilazlardir (Sekil 2.3). Embriyogenezin erken evrelerinde ve gelisim
boyunca meydana gelen DNA metilasyon profili yayinlanmistir. DNA’daki
metilasyonu aktif olarak ortadan kaldiran enzimler 5-metil sitozin glikozilaz ve
MBD2b’dir. 5-metil sitozin glikozilaz DNA’'daki metillenmis sitozinleri keser, DNA
tamir mekanizmasi sitozini nikleotit formunda tekrar takar. MBD2b (metil-CpG-
binding domain 2 ) ise bir izoformdur. MBD2b, glikosilaz ya da nikleaz aktivitesi
icermez ve 5-metil sitozini, sitozin ve metanole hidrolize ederek demetilasyona

neden oldugu distnulmektedir (Jaenisch and Bird, 2003).
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Sekil 2.3. DNA metiltransferazlar ve demetilazlar tarafindan gerceklestiriien DNA
metilasyonu (Aguirre-Arteta, 2000).

Hucrenin metilasyon profili gelisim boyunca mikemmel bir sekilde kontrol edilir.
Metilasyon profili, devamliligi saglayan metiltransferaz aktivitesi yoluyla DNA
replikasyonu boyunca yavru DNA zincirine aktarilir. Déllenmeden sonraki ilk birka¢
hicre bdlinmesinde atasal DNA’nin baslangi¢ olarak demetilasyonu ve bunu
takiben 8 hlcreli evre ile blastosistin implantasyonuna kadar gegen sirede 6zgul
CpG boélgelerinin de novo metilasyonu ile metilasyon profilleri erken embriyoda
belirlenir. ik baglarda metilasyon motiflerinin bir seferde belirlendigi ve blyik bir
dogrulukla her hlcre bdélinmesinde sirdirildigld diusinilmistl, ama genomik
dizilemenin ortaya ¢ikmasiyla her bir CpG bdélgesinin metilasyon durumunun her
zaman sdrdartlmedigi acikhda kavusmustur. Her hlcre bdlinmesindeki de novo
metilasyon ile demetilasyon arasindaki acik etkilesim, her bir molekdl igin
heterojen metilasyon motifi ortaya c¢ikarir, fakat bir bdlge icindeki her bir CpG
kisminda heterojenite olabilmesine ragmen erken embriyoda metillenen asil DNA
bdlgesi ortaktir (Clark and Melki, 2002).
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2.2.1.2. DNA Metilasyonunun Genomdaki Yayilimi ve Gorevi

Gelisimin erken déneminde meydana gelen global DNA metilasyonu degisiklikleri
ile beraber metilasyon profillerinde bdlgeye 6zgu farkhhklar da meydana gelir.
Aslinda erken embriyoda butliin CpG bélgeleri metilasyona duyarli degildir. CpG
metilasyonuna gére genom farkli bélgelere ayrilir. Metillenmemis bdlgeler aktif gen
bdlgeleri iken, metilli bdlgeler inaktif halde olan genlerden olusur. CpG adalari,
genomda bulunan CpG dinikleotitlerinden yaklasik 5 kat daha fazla CpG
dindkleotiti icerir ve bu batin genoma oranlanirsa %1-2’yi olusturur. 200 baz cifti
ile birkag¢ kilo baz uzunlugundadirlar, gogu housekeeping genin promotoru ve ilk
birkac ekzonunu icine alacak sekilde yayillim gdésterirler. Genomda 29000 CpG
adas! oldugu ve bitin genlerin yaklasik %50-60’nin promotorla baglantili adaya
sahip oldugu kabul edilmektedir. Erken embriyoda cogu CpG adasi metilasyondan
korunmasina ragmen, bazi CpG adalar farkh alelik metilasyona ugrarlar. Mesela
inaktif X kromozomu Uzerindeki CpG adalar ve birgcok baskilanmis gendeki CpG
adalar farkh bir sekilde metillenmiglerdir. Bu ylzden bir hlicredeki DNA metilasyon
profili her bir dizi icin dizgn bir sekilde dizenlenir (Clark and Melki, 2002).

Memelilerdeki DNA metilasyonunun en 6énemli rollerinden birinin gen ifadesini
dizenlemek oldugu dustnulmektedir. Bu ylUzden promotor ve enhensir gibi
gendeki duzenleyici bdlgelerdeki metilasyon genellikle genin fonksiyonunu
baskilar. Ornek olarak, in vitro sartlarda gogu promotor bdlge metillenmistir.
Metilasyonla tetiklenen baskilamanin, ya transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
engelledigi ya da inaktif kromatin yapisi olusturdugu didsindlmektedir (Clark and
Melki, 2002).

DNA metilasyonu gen transkripsiyonunun énemli bir dizenleyicisidir ve tamor
olusumundaki rolt son yillarda cok ilgi gérmuUstir. DNA metilasyonundaki degisim,
gelisimde oldugu gibi bircok timér tipinde de sikhkla meydana gelmektedir.
Normal hicredeki DNA metilasyonunun mikemmel epigenetik dengesi, kanser

hicresinde hizla bozulur (Esteller, 2005).

DNA metilasyon anormallikleri, timér baskilayici genlerin promotor bdlgesinde

bulunan CpG adalarinin metillenerek transkripsiyonel olarak sessizlestiriimesi ve
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genomdaki genig bir alani etkileyen genomik hipometilasyon olmak (zere iki
kategori halinde incelenebilir (Esteller, 2005).

2.2.1.2.1. Tumor Baskilayici Genlerin Promotor Bélgelerinin Metilasyonu

Tumor baskilayict genin hipermetilasyonu, gen ifadesini baskilayan epigenetik bir
mekanizmadir ve ilk kez sporadik insan retinoblastomasina neden olan RB
geninde rapor edilmistir. Retinoblastomali hastalarin dahil edildigi bir metilasyon
calismasinda, RB geninin promotor bdlgesinde yer alan CpG adasinin, ¢ogu

hastada metillenmis oldugu belirtilmistir (Laird and Jaenisch, 1996).

Literatlirdeki baska bir calismada ise, kolon kanseri hastasi olan 50 bireyden
20’sinde (%40), p16 geninin promotor bdlgesinde metilasyon gbzlenmis ve
kolorektal timoérlerde sikhkla p76 geninin metilasyona ugradigi sonucuna
variimistir (Goto et al., 2009).

insan timérlerinde bazi CpG adalari metillenir ve iliskili olan genin ifadesi kapatilir.
Eger bu anormallik timoér baskilayici geni etkiliyorsa hiicreye secici bir avantaj
saglayabilir ve bu 6zellik jenerasyonlar boyunca segcilebilir. Kanser hiicrelerinde,
hicre déngusu inhibitéri olan p16 geni, p53 regulatéri olan p14 geni, DNA tamir
genlerinden olan BRCA1 ve MGMT genleri gibi kanser patolojisi ile iligkili pek ¢ok
gen, metilasyon mekanizmasiyla sessizlesmeye maruz kalir. insan kanserlerinde
hipermetilasyona ugrayan genlerin c¢cogu tanimlanmis olup, bu epigenetik
degisikliklerin insan kanserlerindeki bitlin hicresel yolaklar etkileyen ortak bir
Ozellik oldugu distunulmektedir (Esteller, 2005).

Genlerin CpG adalarinin metilasyonu tiimér tipine gére degismektedir. Ornegin,
her bir timér tipinin kendine 6zgi CpG adasi metilasyon profili (metilotip) vardir
(Esteller, 2003). Bu profil, genetik ve sitogenetik belirteclerde oldugu gibi belirli
timdrlerde benzer Ozellikler gdsterir. DNA metilotipi, timdorlerin agresifliklerine
veya kemoterapiye hassasiyetlerine gbére siniflandirmada kullanigli  olabilir
(Esteller, 2005).

Bircok timor bir ya da birka¢ gende birkag ¢esit hipermetilasyon gdsterebilir. En

kapsamli calismalardan bir tanesi akciger kanserinde yapiimis ve 40’tan fazla
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genin DNA metilasyon motifinde degisimler bulunmustur. Oldukg¢a sik olarak
hipermetilasyona ugrayan genlerin RAR-B, RASSF1A, CDNK2A, CHD13 ve APC
oldugu goérilmustir (Das and Singal, 2004). Bazi timoér tiplerinde, genlerin
metilasyona udrama sikhi§ diger timérlerden daha fazla olmaktadir. Ornegin,
gastrointestinal sistemde (6zefagus, mide, kolon) meydana gelen timér tiplerinde
metillenmis genler daha fazla gérilirken rahim kanserinde genlerin metilasyona

ugrama sikhd1 daha azdir (Esteller, 2003).

2.2.1.2.2. Global Genomik Hipometilasyon

Hipometilasyon, hipermetilasyon mekanizmasinin tersine, metillenmis DNA
bdlgelerindeki metil gruplarinin uzaklastiriimasidir. CpG adalari yerine, bitln
genom boyunca meydana gelen bir reaksiyondur (Esteller, 2005).

Kanser hicrelerinde CpG adalari hipermetile olmaya basladiginda, genom
boyunca global hipometilasyon da meydana gelir. Malignant bir hiicre, normalden
%20-60 daha az 5-metil sitozin icerebilir. Metil gruplarinin kaybi, genlerin intron ve
ekzon bdlgelerinin hipometilasyonu ve insan genomunun %20-30’unu olusturan
tekrarlayan DNA dizilerinin demetilasyonu ile olur. Global DNA hipometilasyonu
kanser olusumunu U¢ mekanizma ile tetikleyebilir. Bunlar; kromozomal kararsizlik,
sigcrayan elementlerin yeniden aktif hale gecmesi ve baskilanmanin kalkmasidir.
DNA metilasyonunun azalmasi, heterozigotluk kaybina neden olan mitotik
rekombinasyonu destekledigi gibi karyotipik olarak belirlenebilen yeniden
dizenlenmeleri de ilerletir. Ayrica, sentromerik dizilerdeki yogun demetilasyon
insan timoérlerinde ortaktir ve anéploidide rol alabilir. Bunun bir kaniti olarak; esey
hiicrelerindeki DNMT3b geninde mutasyonlar tasiyan hastalarda cok sayida
kromozom anormalliklerinin  olmasi gésterilir. Malignant hidcre DNA’sInin
hipometilasyonu, L1 (LINE) ve Alu tekrarlari gibi genom icindeki parazitik DNA
dizilerini aktif hale getirebilir. Metil grubunun kaybi, baskilanmis genleri ve
kadinlardaki X kromozomundaki genleri de etkileyebilir (Esteller, 2005).

Uzun yayllmis nlkleer elementler insan genomunda en ¢ok bulunan hareketli

DNA’lar ya da retrotranspozonlardir. Bu hareketli DNA’lardaki hipometilasyon
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transkripsiyonel aktivasyona neden olur ve bircok kanser tipinde bulunmaktadir.
Hareketli DNA’nin hipometilasyonu ona bagli olan genin ifadesinde de bir bozukluk
yaratabilir (Das and Singal, 2004).

Global hipometilasyon bircok kanser tipinde (gdgus, servikal, beyin) goértlmektedir
ve timdrin evresiyle birlikte artis gdstermektedir (Das and Singal, 2004).

2.2.2. Tez Calismasinda Promotor Bolge Metilasyonu Arastirilan Genler

2.2.2.1. p16 (CDKN2A, Siklin bagimli kinaz inhibitéri 2A) Geni

p16 geni 9. kromozomun p21.3 bélgesinde yer almakta (Sekil 2.3) ve hicre
dbéngusinli inhibe eden 156 aminoasitten olusan 16 kDa’luk bir proteini
kodlamaktadir. Siklin bagimli kinazlar (CDK 4 ve 6) ile siklin D’nin olusturdugu
komplekse baglanarak anormal hlcre blylmesini ve ¢ogalmasini baskilar. Bu
baglanma sonucu enzimin kinaz aktivitesi inhibe olur ve hicre déngist G1

fazinda durur.

= a1z 9311 q33.1

8. kromozom

Sekil 2.4. insan 9. kromozomu (izerinde p716 geninin yerlesiminin gdsterilmesi
(www.ensembl.org).

Mutant olan p16, kararli bir kompleks olusturamaz ve bu ylzden uygun olmayan
mitotik bdlinmeleri etkin bir sekilde inhibe edemez. Bu proteinin hiicre déngtisu
dizenleyicisi olmasindaki 6nemi, p16 geninde mutasyona sahip olan birgok timor
tipinde g6zlemlenmistir (Foulkes et al., 1997).

p16 geninin promotor boélgesinin metilasyon siklhdi, kolon kanserlerinde oldukga
yUksek bulunmustur (Goto et al., 2009). Kolorektal timérl olan 21 hastanin 9'unda
(%42,9) p16 geninin promotor bdélgesinin metillenmis ve metilasyonun ylksek
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oldugu dokularda p16 ifadesinin disik oldugu rapor edilmigtir (Kim et al., 2005).
Akciger kanseri olan 74 hastada yapilan bir calismada ise 59 hastanin (%73) p16

geninde metilasyon bulundugu belirtilmistir (Guzman et al., 2007).

2.2.2.2. APC (Adenomatous polyposis coli) Geni

APC geni, hicrenin timor kitlesini olustururken gegirdigi hicresel olaylarda kritik

rol oynayan APC proteinini ifade eder.

Besinci kromozomun uzun kolunda (q) 21 ile 22 pozisyonlarn arasinda bulunan
APC geni timér baskilayicidir (Sekil 2.4) ve hicre déngusinu, hicrelerin ¢ok hizli

veya kontrolsiz bir sekilde blylimesini ve bélinmesini engelleyerek dizenler.

C I W - cIlZ DI | 632 |

5. kromozom

Sekil 2.5. insan 5. kromozomu (izerinden APC geninin yerlesiminin gdsterilmesi
(www.ensembl.org).

APC proteini hicrenin, ne kadar siklikta bdlinecegini, doku icerisinde diger
hicrelere nasil baglanacagini ve doku icinde veya doku disina hareket etmesini
kontrol eder. Bu proteinin diger bir gérevi de hlcre bdlinmesi sonrasinda
kromozom sayilarinin dogrulugunu kontrol etmektir. APC proteini bu gérevlerinin
cogunu, hicre baglanmasi ve sinyalinde gérev alan diger proteinlerle etkilesime
girerek yapar. APC geninde mutasyon tasiyan insanlarin gogunda kolorektal
kanser meydana gelmesine ragmen, poliplerin sayisi ve timdérin meydana geldigi
zaman mutasyonun gendeki yerine baghdir.

Yapilan bir calismada g6dus kanseri hastalarinda %52,5 oraninda APC
metilasyonu gdzlenmigtir (Cho et al., 2010). Metastazik kolon kanserlerinde ise
APC metilasyonunun primer kolon kanserlerine oranla daha fazla oldugu
bulunmustur (Chen et al., 2005).
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2.2.2.3. RASSF1A (Ras association domain family member 1A) Geni

Bu gen, RAS efektdér proteinlerine benzer bir proteini kodlamaktadir ve 3.
kromozomun p21 bélgesinde yer almaktadir (Sekil 2.5).

3. kromozom

Sekil 2.6. insan 3. kromozomu (izerinde RASSF1A geninin yerlesiminin
gbsterilmesi (www.ensembl.org).

Tamor baskilayici olan bu gendeki herhangi bir kayip ya da ifadedeki degisim,
bircok kanser tlrindn olugsmasina neden olur. Genin baskilanmasinin, promotor
bdlgesindeki CpG adasinin hipermetilasyonu ile iligkili oldugu bulunmustur. ifade
olan protein, DNA tamir proteini olan XPA ile etkilesime girmektedir. Bu protein
ayni zamanda siklin D1’in birikmesini inhibe eder ve bdylece hicre déngisinin
durdurulmasini saglar. Alternatif siplays sonucu olusan 7 transkript varyantindan
biridir.

Kolorektal kanserli hastalarin tGmdér dokulari alinarak yapilan bir calismada 48
hasta bireyin 39’unda (%81,3) RASSF1A geninin promotor bdlgesinde metilasyon
gbzlenmistir (Sakamoto et al., 2004). G6gus kanseri hastalarinda ise RASSF1A
metilasyonunun %82,5 oraninda oldugu bulunmus ve bu oranin oldukc¢a ytksek bir
deger oldugu belirtilmigtir (Cho et al., 2010).

2.3. Kanser Teshisinde Promotor Hipermetilasyonunun Timor Belirteci
Olarak Kullanimi

Kanserin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve tedavi etkinliginin degerlendiriimesi
amaciyla kullanilan genetik ve molekuler biyobelirtegler, timor belirtecleri olarak
adlandiriimaktadir (Bigbee and Herberman, 2003).

Bircok kanser tiriinde erken teshis basaril bir tedavi igin kritik rol oynamaktadir.

Teshiste kullanilan geleneksel metotlar (sitoloji, histopatoloji, immuinohistokimya,
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seroloji vb.) kullanighdir ama son zamanlarda gelistirilen ve kullanilan molekdiler

belirtecler, timdrleri daha ¢ok alt sinifa ayirabilirler (Das and Singal, 2004).

ideal bir timor belirtecinin dzellikleri arasinda 6zgil olmasi, yanlis negatiflik
oraninin distk ve 6zgunliglinin yiksek olmasi, kiglUk boyutlu timdérlerde dahi
pozitif sonu¢ vermesi, dlctlen dizeyi timaor blyuklugu ile paralellik gdstermesi ve
maliyetinin digUk olmasi sayilabilir (Widschwendter and Menon, 2006).

Gectigimiz on yil boyunca molekiler belirtecgler, erken teshis ve hasta takibi igin
Umit vaat eden araclar olmuslardir. DNA temelli yaklasimlar arasinda DNA
metilasyonu, diger molekiler belirteclerden daha avantajlidir.  insan
kanserlerindeki anahtar genlerin promotor hipermetilasyonu siklikla gergeklesen
bir olaydir ve transkripsiyonel sessizlesmeyle alakalidir. Ayrica, bircok insan
timérinde bazi metilasyon belirtecleri beraber arastirildiginda, bir ya da daha
fazla hipermetile lokus bulunmustur. Kanserle baglantili metillenmis genlerin listesi
her gecen gin artmakta ve her bir tUmor tipi icin 6zgul hipermetilasyon motifi
belirlenmektedir (Esteller, 2005).

Metilasyon profili timér tiplerini ve alt tiplerini ayirabilir ve belki de kemoterapotik
ajanlara kargl cevapta ve hayatta kalma durumundaki farkliliklari ortaya koyabilir.
Promotor hipermetilasyonu timdér olusumunun erken safhalarinda meydana
gelmektedir. Bu nedenle, malignant degisimlerden &6nce meydana gelen
metilasyon degisiklikleri genellikle kanserin erken teshisinde kullanilabilir. Hatta
bircok durumda plazmadan kanser hiicreleri hassas bir sekilde elde edilebilir. Bu
kanser tiplerine 6rnek olarak mesane kanseri, gégus kanseri, kolorektal kanser,
O6zefagus kanseri, mide kanseri, akciger kanseri, prostat kanseri, bas ve omuz
timorleri ve karaciger kanseri verilebilir. Ayrica eksfoliatif sitoloji, endoskopik firga
teknikleri ve idrar, tikarik gibi biyopsi dérnekleri kullanilabilir. Bunlar ¢ok az invaziv
olan ya da hi¢ invaziv olmayan metotlardir ve genellikle hem toplanmasi hem de
islenmesi daha kolaydir (Widschwendter and Menon, 2006).

Metilasyonun belirlenmesi icin son yillarda kullanilan teknikler sodyum bisiilfit
dénisim(, cDNA mikroarray, restriksiyon landmark genomik tarama ve CpG
adas! microarrayleri gibi cok gulcli teknikleri icermektedir. Sodyum bisilfit metodu

normal ve anormal metilasyon motiflerini haritalamada idealdir. Sodyum bisiilfit,
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metillenmemis  sitozinleri  urasile  déndstirirken  metillenmis  sitozinleri
degistirmeden birakir. BisUlfit modifikasyonundan sonra CpG adasi metilasyonunu
calismak icin birgok metot bulunmaktadir. Bunlar; dizi analizi, metilasyona 6zgu
polimeraz zincir reaksiyonu (MSP), birlesik bislfit restriksiyon analizleri,
metilasyona duyarli tek nikleotit primer uzamasi ve metilasyona duyarh tek zincir

konformasyonel polimorfizmleridir (Das and Singal, 2004).

DNA metilasyon belirteclerinin kanser teshisindeki hassasiyeti, kanserin ve genin
tipine, kullanilan vicut sivisina ve uygulanan tekniklere baglidir. Yéntem klinik
olarak kullanilmadan 6énce standart bir hale getiriimeli ve koruyucu yapisinin
kullanigli oldugu gdsterilmelidir. Rutin olarak teshiste kullanisli olmasi igin
metilasyonu belirleme metodunun hassas, hizli, kolay ve tekrarlanabilir olmasi
gerekir. Kullanilan birgok yéntem arasinda metilasyona 6zglU polimeraz zincir

reaksiyonu en kullanish metot olarak gérilmektedir (Das and Singal, 2004).

2.3.1. DNA Metilasyonunun Belirlenmesinde Kullanilan Bisiilfit Déntusimu

Bistilfit dontsimiand kullanarak 5-metil sitozinin belirlenmesi ilk kez Frommer ve
arkadaslan tarafindan belirtilmistir, Clark ve arkadaslari tarafindan da
uygulanmistir (Esteller, 2005).

Metilli sitozinleri belirleme ydntemi, sitozinleri ve metillenmis sitozinleri birbirinden
ayiran, sodyum bisulfitle gerceklestirilen kimyasal bir reaksiyonunu temel alir. Bu
reaksiyonun mekanizmasi ilk kez 1970’li yillarda belirtiimistir (Esteller, 2005).

Bisulfit reaksiyonunun meydana gelmesi igin ortamdaki DNA’nin mutlaka tek
zincirli olmasi gerekir bu ylizden bisilfit reaksiyonu éncesi genomik DNA tamamen
denatlre edilir. Reaksiyon 3 agsamadan olugsmaktadir (Sekil 2.6):

1. Sdlfonasyon: Sitozinin 5. ve 6. karbon atomlari arasindaki cift baga bisulfit

eklenir.

2. Hidrolitik deaminasyon: Sitozin-bisUlfit ara Grlnd, urasil-bisilfit ara GrGnind

vermek Uizere deaminasyona ugrar.
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3. Alkali desulfonasyon: Alkali muamele sonucu sulfonat grubu ayrilir ve urasil

olusur.
1. ASAMA
NH, Sitilfonasyon NH»
/J\ /”L‘x\
. 7
~ -
N/ n HSO,~  *HN
0™~ - O ™~ _~ 7s0;”
M M
Sitozin Sitozin-bisilfit
2. ASAMA
NH4+/,H2'D Hidrolitik
' deaminasyon
Cll O
N PN
. ~ - HN
N l HSO5
" OH™
&\\ -~ S - _
o™~ 0 ~_ _~ 's0;
N N
Urasil 3. ASAMA Urasil-bisilfit

Alkali desiilfonasyon

Sekil 2.7. Bisiilfit ddnisiminin semasi (Esteller, 2005).

Silfonasyon olusumunun miktari, pH, bisilfit konsantrasyonu ve sicaklik ile kontrol
edilir. ileriye giden siilfonasyon reaksiyonu diisiik pH sartlarinda olurken tersine
gerceklesen reaksiyon yiksek pH kosullari gerektirir. Reaksiyonun ikinci
asamasinda, sitozin-SO3 hidrolitik deaminasyon ile urasil-SOs’'e doéndsir. Bu
asama sdulfit, bisdlfit ve asetat anyonlari gibi temel maddelerle katalizlenir.
Sulfonasyon, asidik pH’da gerceklestigi icin cift yonll olan sllfonasyon reaksiyonu
ile bunun devami olan geri dénisimslz deaminasyon asamasi, pH 5de ve

yUksek bisilfit konsantrasyonunda meydana gelir. Bisulfit oksijenle kendiliginden
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oksitlenir bu nedenle, oksidatif degredasyonu en aza indirmek igin reaksiyona
serbest radikal eklenmektedir. Ugiincii asama alkali ortamda gercekleserek pH

degisimi yaratir ve bisulfit ara Grint uzaklastirilir (Esteller, 2005).

Basarili bir bistlfit déntGsimU gerceklestirmek igin; temiz ve tamamen denatire
olmus DNA, taze hazirlanmis sodyum bistlfit ¢dzeltisi, deaminasyon reaksiyonu
icin distk pH, destlfonasyon reaksiyonu icin ytksek pH ve bisulfit oksidasyonunu
azaltmak icin ortamda hidrokinon olmasi gerekmektedir. inkiibasyon siresi,
kullanilan DNA miktarina ve kaynagina goére degisir. Genel bir kural olarak,
dénlsimuin tamamen gerceklesmesi icin, vicut sivilarindaki gibi az miktardaki
DNA’nin inklibasyon siresi kisayken (4-8 saat), hlcre hatlarn veya dokulardan
elde edilen DNA icin bu slre 16 saate kadar cikar (Esteller, 2005).

Bistilfit dénisiminden sonra metillenmemis olan sitozinler urasil rezidularina
dénecek, metillenmis sitozinler ise ayni kalacaktir. Bisllfit tarafindan sitozinin
urasile déndsimu oldukca secicidir ve “standart” sartlarda verimli bir sekilde
meydana gelir. Kimyasal dénisim orani %99,5 ile 99,7 arasindadir ama bazen
DNA’nin kalitesine gére %95 ile 98 arasinda olabilir (Esteller, 2005).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hasta ve Kontrol Orneklerinin Toplanmasi

Tez kapsaminda incelenen  hasta  grubu, endoskopik/kolonoskopik
degerlendirmede timdr varligi tespit edilen 20 birey, Gilhane Askeri Tip
Akademisi Gastroenteroloji Poliklinigi'nden secilmistir. Hasta grubundan 9 birey
mide kanseri klinik tanih, 10 birey kolorektal kanser klinik tanilh ve 1 birey de
6zefagus kanseri klinik tanihdir. Hasta grubuna ait bireylerin yas, cinsiyet, timor
lokalizasyonu ve evresine ait bilgiler Cizelge 3.1’de verilmistir. Kontrol grubu ise,
gbnUllilok esasina dayanarak 15 saglikhi bireyden olusmustur ve bu bireylerde

timaor varhidina dair bir kanit bulunmamaktadir.

Cizelge 3.1. Hasta grubuna ait bireylerdeki timdr lokalizasyonlari ve evreleri,
bireylerin yaslari ve cinsiyetleri

Hasta No Yas Cinsiyet Tiimor Lokalizasyonu Evre
1 72 E mide 4
3 76 E mide 3
4 60 E mide 3
5 63 E mide 2
7 61 E mide 3
8 74 E mide 4
13 67 E mide 3
15 81 E mide 3
17 55 K mide 4
2 71 E kolorektal 4
6 55 E kolorektal 3
9 78 E kolorektal 4
10 67 E kolorektal 3
11 60 E kolorektal 2
12 56 K kolorektal 4
16 56 E kolorektal 4
18 74 E kolorektal 4
19 74 E kolorektal 3
20 - E kolorektal -
14 71 E ozefagus 3

Etik kurallar cercevesinde, hasta grubuna dahil edilen bireylerin her birinden
endoskopi’kolonoskopi ile doku érneg@i alinmis ve érnekler +4°C’de buzdolabinda
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saklanmigtir. Kontrol grubuna dahil edilen bireylerin her birinden de yaklasik 10 ml
kan 6rnegi EDTA’l tiplerde toplanmigtir.

3.2. Kandan ve Dokudan DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu icin Yen ve arkadaslari tarafindan gelistiriimis olan DNA
izolasyonu ybéntemi bazi degisiklikler uygulanarak kullanildi (Yen et al., 1992).
Bireylerden EDTA’lI tlplere alinan yaklasik 3-4 ml kan &6rneklerine ve cerrahi
yontemlerle alinan doku &érneklerine asagida belirtilen basamaklari iceren DNA
izolasyon yéntemi uygulandi.

1. 1.5 ml'lik ependorf tlp icerisine konulan doku 6rneg@i Uzerine 300 pl Tris-
EDTA (TE) tamponu ilave edildi ve ezici bir gubukla doku mekanik olarak

parcalandi. Doku érnekleri icin bu agsamadan sonra 7. basamaga gecildi.
2. EDTA’l thplere alinan kanin 400 pl’'si 1.5 ml’lik ependorf tlp i¢ine aktarildi.

3. Ependorf tlp igindeki 300 ul kan 6rnegine TE tamponu ilave edilerek hacim
1.5 ml’ye tamamlandi.

TE Tamponu: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=7.6
4. Topler 13000 rpm’de 2 dakika santrifije edildi.

5. Santrifigasyon sonunda Ustteki sipernatan alttaki pelete dokunulmadan
atildi.

6. Yikama iglemi (2., 3. ve 4. basamaklar) iki kez tekrarlanarak gercgeklestirildi.

7. SUpernatan atildiktan sonra pelet tGzerine 180 pl lizis tamponu ilave edildi.
Uzerine TE tamponu ilave edilerek son hacim 500 pl’ye tamamland.

Lizis Tamponu:

%10 Sodyum dodesil sllfat (SDS) 80ul
1 M NaCl 90ul
10 mg/ml Proteinaz K 10ul
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8. Tupler 56 °C’de 1.5-2 saat inkibe edildi.

9. inkiibasyon sonunda tiplerin lzerine 1:1 oraninda 250’ser pl fenol-
kloroform ilave edildi.

10.Tupler 2500 rpm’de 4 dakika santrifiije edildi.

11.Ust faz alinarak temiz bir ependorfa aktarildi.

12.Uzerine DNA’nin ¢cékmesi icin soguk %100’lilk etil alkol ilave edildi.
13.%100’l0k etil alkol uzaklastirildiktan sonra %70’lik etil alkol ilave edildi.
14.Tlplerdeki %70’lik etil alkol DNA’'ya dokunulmadan uzaklastirildi.
15.DNA yaklasik olarak 200 pl steril distile suda ¢6zuldi.

Spektrofotometrenin dalga boyu 260 nm’ye ayarlanip izole dilen DNA’larin
absorbanslar 6lctldi ve miktarlar belirlendi.

3.3. Bistilfit Donugumu

Tez galismasinda bisUlfit modifikasyonu, Epigentek BisulFlash DNA Modification
Kit kullanilarak gergeklestiriimistir.

Kit yonteminin 6nerdigi sekilde baslangicta kullanilan DNA miktari 1 pg olacak
sekilde ayarlanmig ve bisilfit modifikasyonu yaklasik 25 dakikada
gerceklestirilmigstir.

Modifikasyon sonrasi kit iceriginde bulunan sollisyon ve &nceden hazirlanan
%90’lik etanol kullanilarak sulfonasyon ve yikama iglemleri tamamlanmigtir.

DonlsumU gergeklestirilmis olan DNA en son olarak 20 ul elisyon tamponu iginde,
-20 °C’de en fazla 4 hafta boyunca saklanmistir.
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3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR ydntemi, Cetus firmasinin insan genetidi béliminde calisan Kary Mullis
tarafindan 1985 yilinda gelistiriimis ve ayni yil Saiki, Mullis ve arkadaslari
tarafindan orak hicre anemisinin teshisinde kullaniimistir (Saiki et al., 1985).
Basarili bir ydntem olan PZR, daha sonra rutin olarak kullaniimaya baslanmistir.
Kary Mullis, bilim diinyasina kazandirdigi bu ydntem sayesinde 1993 yilinda Nobel

6daline layik géralmustar.

PZR, reaksiyon karisimina eklenen sicakliga dayanikh bir DNA polimeraz
katalizérligunde gerceklestirilen ardisik zincir uzamalari ile 6zgil DNA bélgelerinin
in vitro olarak cogaltildigi bir tekniktir. GinimUizde PZR ydntemi, mutasyonlarin
tanimlanmasi, adli tibba iligkin DNA parmak izi analizleri, alelik dizi deg@isimlerinin
tanimlanmasi, gen ifadesinin belirlenmesi ve kantitasyonu, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlarin taranmasi, prenatal tani, filogenetik calismalar, ancient DNA
(aDNA) analizleri ve gen dizi analiz galismalarinda ¢ok kullanilan bir ydntem haline
gelmistir.

PZR tekniginde sicakliga dayanikl bir bakteri olan Thermus aquaticus'tan izole
edilen Tag DNA polimeraz enzimi kullanihr. Tag DNA polimeraz enzimi 85 kDa
molekdl agirhiginda olup, 72 °C’de optimum polimerizasyon aktivitesini gdsterir.
Polimeraz enzimleri aktivite igin serbest magnezyum iyonlarina ihtiyac duyarlar.
Basarili bir amplifikasyon igin optimum magnezyum derisiminin bilinmesi gerekir.
Her dNTP’den 0,2 mM kullanildiginda optimum magnezyum derigimi 1,5-4 mM
arasindadir.

PZR teknigi, birbirini takip eden ¢ basamaktan olusur:

1. Denatirasyon Basamagi: Yiksek sicaklikta (90-95 °C) DNA cift zincirinin

ayrilmasi saglanir.

2. Birlesme Basamadi: Primerlerin uygun bir sicaklhkta (50-70°C) tek zincirli

hale getirilmis DNA kalibina baglanmasi saglanir. Primerler 18-22 nikleotit
uzunlugunda yapay oligondkleotitlerdir ve c¢ogaltilacak DNA bélgesinin
uclarindaki tanimlayici dizilere 6zgul olarak baglanir.
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3. Zincir Uzama Basamagi: Optimum calisma sicakliginda polimeraz enzimi

(70-75°C), ortamdaki serbest nikleotitleri, kalip DNA’ya komplementer
olacak sekilde primerin 3’ ucuna dogru ekleyerek zincirin uzamasini saglar
ve hedef DNA'nin iki zincirli kopyasini olusturur.

Bu (¢ basamagin ardarda (20-30 kez) tekrarlanmasi sonucunda ilgili DNA
bdlgesinin ¢ok sayida kopyasi meydana getirilmig olur.

3.4.1. Metilasyona Ozgii Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MSP)

Metilasyon analizi, bistlfit dénisimi yapilmigs DNA’nin  6zgul primerlerle
amplifikasyonu sayesinde olur. Bisulfit déntisimu yapilmayan bir DNA kalibindaki
metilasyon profili MSP yéntemi ile analiz edilemez; c¢inkii metillenmis ve
metillenmemis sitozin rezidularinin birbirinden ayirt edilebilir olmasi yéntemin esas
kosuludur. Bu nedenle, éncelikle bistlfit reaksiyonu uygulanir ve daha sonrasinda
PZR analizleri gergeklestirilir (Esteller, 2005).

Secilen primer tipleri gézlenen metilasyon sonuclarini etkileyecektir. Metillenmis
bdlgeleri ¢cogaltmak icin kullanilan primer dizileri (M) ile metillenmemis bdlgeleri
¢ogaltmak icin kullanilan primer dizileri (U) birbirinden farkhidir. Bu primer setleri
kullanilarak metilasyonun olup-olmadigl ya da bisilfit dénistimuinin gerceklesip-
gerceklesmedigi anlasilir. DNA’nin ayni oranlarda ¢ogaltiimasi icin PZR sartlarinin
optimizasyonu oldukga énemlidir (Esteller, 2005).

Tez calismasinda, bisdlfit dénlisimd yapilmis olan &rneklerinin APC, p16 ve
RASSF1A genlerinin promotor bdlgelerindeki CpG adalarinin metillenmis veya
metillenmemis oldugunu anlamak amaciyla PZR yéntemiyle amplifikasyonlari
gerceklestirilmigtir.

Arastirllan G¢ genin promotor bdlgesindeki metilasyonun gdzlemlenebilmesi icin
her bir gen bdlgesine ait metillenmis ve metillenmemis bdlgeleri ayirt edebilecek
primer ciftleri sentezletilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3). Bdylece bistilfit
dénlsimU sonunda yapilan PZR reaksiyonu, urasile ddnlsen sitozinleri ve
metilsitozin halinde kalan sitozin bazlarini birbirinden ayirt ederek amplifikasyonu
gercgeklestirmigtir (Cizelge 3.2).

27



GGGCTAGGGCTAGGCAGGCTGTGCGGTTGGGCGGGGCCCTGTGCCCCACTGCGGAGTGCG
GGTCGGGAAGCGGAGAGAGAAGCAGCTGTGTAATCCGCTGGATGCGGACCAGGGCGCTCC
CCATTCCCGTCGGGAGCCCGCCGATTGGCTGGGTGTGGGCGCACGTGACCGACATGTGGC
TGTATTGGTGCAGCCCGCCAGGGTGTCACTGGAGACAGAATGGAGGTGCTGCCGGACTCG
GAAATGGGGTAGGTGCTGGAGCCACCATGGCCAGGCTTGCTGCGGGGGGAGGGGGGAAGG
TGGTTTTCCCTCGCACTGTCTTAAACCGATGGCCTTTCCTTGGCACAGGGTCCACTGCAG
CATGCCAAACGAGGAGGCAGGGGCGTCGTCCCCCCGCCCCCCACTGCAGCACTGGAGATG

} 2. ekzon

Sekil 3.1. APC gen dizisi lzerinde primerlerin gdsterilmesi (Primerler sari renkle
gosterilmigtir. U ve M primer ¢iftleri metilasyon profiline gére degistirilmistir.)

GGCTCTGGCGAGGGCTGCTTCCGGCTGGTGCCCCCGGGGGAGACCCAACCTGGGGCGACT
TCAGGGGTGCCACATTCGCTAAGTGCTCGGAGTTAATAGCACCTCCTCCGAGCACTCGCT
CACGGCGTCCCCTTGCCTGGAAAGATACCGCGGTCCCTCCAGAGGATTTGAGGGACAGGG
TCGGAGGGGGCTCTTCCGCCAGCACCGGAGGAAGAAAGAGGAGGGGCTGGCTGGTCACCA
GAGGGTGGGGCGGACCGCGTGCGCTCGGCGGCTGCGGAGAGGGGGAGAGCAGGCAGCGGG
CGGCGGGGAGCAGCATGGAGCCGGCGGCGGGGAGCAGCATGGAGCCTTCGGCTGACTGGC
TGGCCACGGCCGCGGCCCGGGGTCGGGTAGAGGAGGTGCGGGCGCTGCTGGAGGCGGGGG
CGCTGCCCAACGCACCGAATAGTTACGGTCGGAGGCCGATCCAGGTGGGTAGAGGGTCTG
CAGCGGGAGCAGGGGATGGCGGGCGACTCTGGAGGACGAAGTTTGCAGGGGAATTGGAAT
CAGGTAGCGCTTCGATTCTCCGGAAAAAGGGGAGGCTTCCTGGGGAGTTTTCAGAAGGGG
TTTGTAATCACAGACCTCCTCCTGGCGACGCCCTGGGGGCTTGGGAAGCCAAGGAAGAGG
AATGAGGAGCCACGCGCGTACAGATCTCTCGAATGCTGAGAAGATCTGAAGGGGGGAACA
TATTTGTATTAGATGGAAGTATGCTCTTTATCAGATACAAAATTTACGAACGTTTGGGAT

\

> 5. ekzon

_/

Sekil 3.2. p16 gen dizisi Uzerinde primerlerin g6sterilmesi (Primerler sari renkle
gosterilmigtir. U ve M primer ¢iftleri metilasyon profiline gére degistirilmistir.)

ACGAAGGAGGGAAGGAAGGGCAAGGCGGGGGGGGCTCTGCGAGAGCGCGCCCAGLCCCCGL
CTTCGGGCCCCACAGTCCCTGCACCCAGGTTTCCATTGCGCGGCTCTCCTCAGCTCCTTC
CCGCCGCCCAGTCTGGATCCTGGGGGAGGCGCTGAAGTCGGGGCCCGCCCTGTGGCCCCG
CCCGGCCCGCGCTTGCTAGCGCCCAAAGCCAGCGAAGCACGGGCCCAACCGGGCCATGTC
GGGGGAGCCTGAGCTCATTGAGCTGCGGGAGCTGGCACCCGCTGGGCGCGCTGGGAAGGG
CCGCACCCGGCTGGAGCGTGCCAACGCGCTGCGCATCGCGCGGGGCACCGCGTGCAACCC
CACACGGCAGCTGGTCCCTGGCCGTGGCCACCGCTTCCAGCCCGCGGGGCCCGCCACGCA
CACGTGGTGCGACCTCTGTGGCGACTTCATCTGGGGCGTCGTGCGCAAAGGCCTGCAGTG
CGCGCGTGAGTAGTGGCCCCGCGCGCCTACGAGAGCGGAAGGGGCAGCCAAGGGGCAGCG

> 1. ekzon

Sekil 3.3. RASSF1A gen dizisi tizerinde primerlerin gbsterilmesi (Primerler sari
renkle gdésterilmistir. U ve M primer giftleri metilasyon profiline gére degistirilmigtir.)
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Cizelge 3.2. Primer

amplifikasyon Grananin baydklaga

ciftlerinin  dizileri, kosullart ve meydana getirdikleri

Primer 5°-3’ dizisi PZR Kosulu Uriin
biyuaklagi

p16-U-F TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT

p16-U-R CAACCCCAAACCACAACCATAA 94°C 25sn/64°C 25sn/72°C 25sn/30 doéngl 151 bg

p16-M-F TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC

p16-M-R GACCCCGAACCGCGACCGTAA 94°C 25sn/60°C 25sn/72°C 25sn/30 doéngli 150 bg

APC-U-F GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT

APC-U-R CCAATCAACAAACTCCCAACAA 94°C 25sn/62°C 25sn/72°C 25sn/30 doéngli 108 bg

APC-M-F TATTGCGGAGTGCGGGTC

APC-M-R TCGACGAACTCCCGACGA 94 °C 25sn/58°C 25sn/72°C 25sn/30 dongi 104 bg

RASSF1A-U-F | TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG

RASSF1A-U-R | CAAACCCCACAAACTAAAAACAA 94 °C 25sn/62°C 25sn/72°C 25sn/30 dongi 108 bg

RASSF1A-M-F | GTGTTAACGCGTTGCGTATC

RASSF1A-M-R | AACCCCGCGAACTAAAAACGA 94 °C 25sn/58°C 25sn/72°C 25sn/30 dongi 96 bg

PZR reaksiyon karigimi:

DoénGstirdimis DNA

10X Tampon (25 mM MgCly igerir)
2,5 mM dNTP karisimi

ileri primer (Forward) (10 pmol/ul)

Geri primer (Reverse) (10 pmol/ul)

dH>0

Taq DNA polimeraz (5u/pl)

Toplam Hacim

2 ul

2,5 pl
1l
1l

1 ul
17,35 pl
0,15 pl
25 ul
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3.5. PZR urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontroli

10 pl PZR Grina, 2 ul 6X yikleme ¢ézeltisi (%40 sukroz, %0,25 brom fenol mavisi,
%60 10X TBE tamponu) ile karistirilip, 0,5 pg/ml olacak sekilde Etidyum bromar
iceren %3’luk agaroz jele yUklenmigstir ve yaklasik 45 dakika boyunca 110 V’luk
sabit voltaj uygulanmistir. Jeller, 300 nm dalga boyuna ayarh UV transluminatérde
6zel kalkan altinda incelenmisgtir.

3.6. istatistiksel analizler

istatistiksel analizler SPSS 15.0 for Windows Evaluation Version paket programi
kullanilarak gercgeklestirilmistir. MSP sonucu elde edilen veriler kullanilarak hasta

ve kontrol gruplarini kapsayan karsilastirmalar X testi ile analiz edilmigtir.

Tam analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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4. SONUCLAR

Tez calismasinda, Gilhane Askeri Tip Akademisi Gastroenteroloji Poliklinigi’ne
basvuran ve endoskopik/kolonoskopik incelemeleri sonucunda timér varligi
saptanan 20 bireye ait doku 6rneklerinden ve kontrol grubu olarak incelenen 15
saghkh bireye ait periferal kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen DNA’larin, Epigentek BisulFlash DNA Modification Kit kullanilarak bisulfit
dondsamleri yapilmistir. Bu &rneklerde p16, APC ve RASSF1A genlerinin

promotor metilasyonlari MSP teknigi ile arastiriimistir.

4.1. Hasta ve kontrol bireylerinde p16, APC ve RASSF1A genlerinin promotor

bolgesi metilasyonlarinin gosterilmesi

Tez calismasinda, gastrointestinal sistem kanserlerinin meydana gelmesinde
gorev alan timér baskilayict p16, APC ve RASSF1A genlerinin promotor
metilasyonlari, MSP analizlerine uygun olacak sekilde tasarlanan metillenmis ve
metillenmemis diziye 6zglu primer dizileri ile hasta ve kontrol gruplarinda

belirlenmisgtir.

4.1.1. Hasta ve kontrol bireylerinde p76 geninin promotor bolgesi
metilasyonunun gosterilmesi

p16 geninin promotor metilasyonunun belirlenmesi icin yapilan MSP analizinde
metillenmis ve metillenmemis primer ciftleri kullanilarak hasta ve kontrol gruplarina
ait bireylerin 150 bg¢ (metillenmis bdlgeyi cogaltan primer ile) ve 151 bg
(metillenmemis bdlgeyi ¢ogaltan primer ile) uzunlugundaki PZR Urlnleri elde
edilmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4).
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300 bg

200 b¢ ——

100 b¢ «—

—» 150 bg

Hasta grubu - p16 M

Sekil 4.1. Hasta grubuna ait p76 M amplifikasyon sonuglari. T (TGmoér doku). M
(100 b¢ markir)

M 15 T6 T7 ™ Ti0 Ti3 =

— 151 b

Hasta grubu - pi6 U

Sekil 4.2. Hasta grubuna ait p76 U amplifikasyon sonugclari. T (Timér doku). M
(100 bg markir).

200 b¢ «——

100 b¢ 4

Kontrol grubu - p16 M

Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait p76 M amplifikasyon sonugclari. K (Kontrol). M (100
b¢ markir).
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200b¢ «— —» 151bg

100 b «—

Kontrol grubu - p16 U

Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait p76 U amplifikasyon sonuglari. K (Kontrol). M (100
b¢ markir).

p16 geninin promotoru, hasta grubuna ait bireylerin 6/20’sinde (%30) metillenmis,
18/20’sinde (%90) metillenmemis halde bulunmustur. Kontrol grubuna ait bireylerin
ise 13/15’inde (%86,7) p16 geni promotor bdlgesinin metillenmemis halde oldugu

bulunmustur.

Mide kanseri Orneklerinin 3/9’'unda (%33,3) metillenmis, 8/9’unda (%88,9)
metillenmemis; kolorektal kanser &rneklerinin 3/10’'unda (%30,3) metillenmis,
9/10’unda (%90,0) metillenmemis p16 promotor bélgesi belirlenmistir. Ozefagus
kanseri olan bir kiside ise p716 promotor bdlgesinin metillenmemis oldugu
bulunmustur.

Hasta ve kontrol gruplarina ait bireyler arasindaki p16 promotor bdlgesi metilasyon
farkhligr anlamh bulunmustur (Cizelge 4.1). Tumérin lokalizasyonu ile p16
promotor bdlgesi metilasyonu arasindaki fark anlamli degildir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplari arasindaki p76 metilasyonu farkinin ki-kare
testi ile karsilastirilmasi ve p degeri

pl6 M pl6 U pl6 Mve pl6 U Toplam p
Hasta 0 12 6 18
Kontrol 0 15 0 15 0,013
Toplam 0 27 6 33
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Cizelge 4.2. Tumoérin lokalizasyonu ile p16 metilasyonu arasindaki farkin ki-kare

testi ile karsilastirilmasi ve p degeri

pl6 M Toplam p
+ -
Mide 3 (%33,3) (%66,7) 9 (%100,0)
Kolorektal 3 (%30,0) 7 (%70,0) 10(%100,0) 0,876
Toplam(Timor tiplerinde) 6 (%31,6) 13 (%68,4) 19 (%100,0)

Hasta bireyler arasinda timérin evresi ile p16 metilasyonu arasindaki farkin

anlamh olmadidi, fakat yas ile p76 metilasyonu arasindaki farkin anlamli oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.3). Yasi

60’tan kigcUk olan hasta bireylerde pi16

metilasyonu artarken, 60’tan bUylk olanlarda ise metillenmemis p716 promotor

bdlgesi daha cok goérilmustar.

Cizelge 4.3. Hastalarin bazi klinik ve patolojik 6zellikleri ile p76 geninin promotor
bdlgesinin metillenme/metillenmeme durumu arasindaki farkin ki-kare testi ile

karsilastiriimasi ve p degerleri

ple M Toplam pl6 U Toplam

+ - p + - p
Hasta (n=20) 6 (%30,0) 14 (%70,0) 20 (%100,0) 18 (%90,0) 2 (%10,0) 20 (%100,0)
Kontrol (n=15) 0(%0,0) 15(%100,0) 15(%100,0) 0,02 13 (%86,7) 2(%13,3) 15(%100,0) 0,759
Tiimor Lokalizasyonu
mide (n=9) 3 (%33,3) 6 (%66,7) 9 (%100,0) 8 (%88,9) 1(%11,1) 9(%100,0)
kolorektal (n=10) 3 (%30,3) 7 (%70,0) 10 (%100,0) 9(%90,0) 1(%10,0) 10 (%100,0)
ozefagus (n=1) 0(%0,0) 1(%100,0) 1(%100,0) 0,788 1(%100,0) 0(%0,0) 1(%100,0) 0,94
Toplam (TUmor tipleri icinde) 6 (%30,0) 14 (%70,0) 20 (%100,0) 18 (%90,0) 2 (%10,0) 20 (%100,0)
Timor Evresi
2ve3 4 (%36,4) 7 (%63,6) 11 (%100,0) 9(%81,8) 2(%18,2) 11(%100,0)
4 2 (%25,0) 6 (%75,0) 8(%100,0) 0,599 8(%100,0) 0(%0,0) 8(%100,0) 0,202
Toplam (TUmor Evresi icinde) 6 (%31,6) 13 (%68,4) 19 (%100,0) 17 (%89,5) 2(%10,5) 19 (%100,0)
Yas
>60 2 (%15,4) 11 (%84,6) 13 (%100,0) 11 (%84,6) 2 (%15,4) 13 (%100,0)
<60 4 (%66,7) 2(%33,3) 6(%100,0) 0,025 6(%100,0) 0(%0,0) 6(%100,0) 0,31
Toplam (Yas iginde) 6(%31,6) 13 (%68,4) 19 (%100,0) 17 (%89,5) 2 (%10,5) 19 (%100,0)
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4.1.2. Hasta ve kontrol bireylerinde APC geninin promotor bolgesi
metilasyonunun gosterilmesi

APC geninin promotor bdlgesi metilasyonunun belirlenmesi igin yapilan MSP
analizinde metillenmis ve metillenmemis primer ciftleri kullanilarak hasta ve kontrol
gruplarina ait bireylerin 104 bg¢ (metillenmis bdlgeyi ¢odaltan primer ile) ve 108 bg
(metillenmemis bdlgeyi ¢ogaltan primer ile) uzunlugundaki PZR Urlnleri elde
edilmistir (Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7).

T12 Ti4

200 b(;
100 b «—

Hasta grubu - APC M

Sekil 4.5. Hasta grubuna ait APC M amplifikasyon sonuglari. T (TUmér doku). M
(100 b¢ markir).

Ti1 Ti2 Ti4 Ti5 Ti6 Ti7 Tig& Ti9

200 bg —» 108 bg
100 bg

Hasta grubu - APC U

Sekil 4.6. Hasta grubuna ait APC U amplifikasyon sonuglari. T (Timér doku). M
(100 bg markir).
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200 bg

100 bg¢

M K1 K2 K3

K4 K5

Kb K7 K1 K2 K3 K4 K5 Kb

'\
<4

Kontrol grubu - APC M Kontrol grubu - APC U

Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait APC M ve APC U amplifikasyon sonuglari. K
(Kontrol). M (100 bg markir).

APC geni promotorunun, hasta grubuna ait bireylerin 10/20’sinde (%50,0)
metillenmig, 6/20’sinde (%30,0)
grubuna ait bireylerde metillenme gérilmezken, 10/15’'inde (%66,7) metillenmemis

metillenmemis oldugu bulunmustur. Kontrol

APC promotor bélgesi oldugu bulunmustur.

Mide kanseri Orneklerinin 8/9’'unda (%88,9) 6/9’unda (%66,7)

metillenmemis; kolorektal kanser 6&rneklerinin 2/10’'unda (%20,0) metillenmis,

metillenmis,

9/10’'unda (%90,0) metillenmemis APC promotor bdlgesi belirlenmistir. Ozefagus
kanseri olan bir kiside ise APC promotor bdlgesinin metillenmemis oldugu

bulunmustur.

Hasta ve kontrol gruplarina ait bireyler arasindaki APC promotor bdlgesi
metilasyonu farkliligi anlamh bulunmustur (Cizelge 4.4). Ayni sekilde, tim&rin
lokalizasyonu ile APC geninin promotor metilasyonu arasindaki farklhlik da anlamh
bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplar arasindaki APC metilasyonu farkinin ki-kare
testi ile karsilastinimasi ve p degeri

— 5 108 bg

APCM APCU APCMve APCU Toplam p
Hasta 2 8 9 19
Kontrol 0 14 1 15 0,008
Toplam 2 22 10 34
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Cizelge 4.5. Timorin lokalizasyonu ile APC metilasyonu arasindaki farkin ki-kare
testi ile karsilastirilmasi ve p degeri

APCM Toplam p
+ -
Mide 8 (%88,9) 1(%11,1) 9 (%100,0)
Kolorektal 2 (%20,0) 8 (%80,0) 10 (%100,0) 0,003
Toplam(Timor tiplerinde) 10 (%52,6) 9 (%47,4) 19 (%100,0)

Hasta bireylerde timoérin evresi ve bireylerin yasi ile APC promotor bdlgesi

metilasyonu agisindan anlamli bir sonug elde edilmemistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Hastalarin bazi klinik ve patolojik dzellikleri ile APC geninin promotor
bdlgesinin metillenme/metillenmeme durumu arasindaki farkin ki-kare testi ile
karsilastiriimasi ve p degerleri

APCM Toplam APCU Toplam

+ - p + - p
Hasta (n=20) 10 (%50,0) 10 (%50,0) 20 (%100,0) 16 (%80,0) 4 (%20,0) 20 (%100,0)
Kontrol (n=15) 0(%0,0) 15(%100,0) 15(%100,0) 0,001 10 (%66,7) 5(%33,3) 15(%100,0) 0,372
Tiimor Lokalizasyonu
mide (n=9) 8 (%88,9) 1(%11,1) 9(%100,0) 6 (%66,7) 3(%33,3) 9(%100,0)
kolorektal (n=10) 2 (%20,0) 8 (%80,0) 10 (%100,0) 9(%90,0) 1(%10,0) 10 (%100,0)
Ozefagus (n=1) 0(%0,0) 1(%100,0) 1(%100,0) 0,007 1(%100,0) 0(%0,0) 1(%100,0) 0,392
Toplam (TUmor tipleri icinde) 10 (%50,0) 10 (%50,0) 20 (%100,0) 16 (%80,0) 4 (%20,0) 20 (%100,0)
Tiimor Evresi
2ve3 6 (%54,5) 5(%45,5) 11 (%100,0) 8 (%72,7) 3(%27,3) 11 (%100,0)
4 4 (%50,0) 4 (%50,0) 8(%100,0) 0,845 7(%87,5) 1(%12,5) 8(%100,0) 0,435
Toplam (TUmor Evresi igcinde) 10 (%52,6) 9 (%47,4) 19 (%100,0) 15 (%78,9) 4(%21,1) 19 (%100,0)
Yas
>60 6 (%46,2) 7 (%53,8) 13 (%100,0) 9 (%69,2) 4(%30,8) 13(%100,0)
<60 4 (%66,7) 2 (%33,3) 6(%100,0) 0,405 6(%100,0) 0(%0,0) 6(%100,0) 0,126
Toplam (Yas icinde) 10 (%52,6) 9 (%47,4) 19 (%100,0) 15 (%78,9) 4(%21,1) 19 (%100,0)
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4.1.3. Hasta ve kontrol bireylerinde RASSF1A geninin promotor bodlgesi
metilasyonunun gosterilmesi

RASSF1A geninin promotor bdlgesi metilasyonunun belirlenmesi igin yapilan MSP
analizinde metillenmis ve metillenmemis primer ciftleri kullanilarak hasta ve kontrol
gruplarina ait bireylerin 96 bc¢ (metillenmis bdlgeyi cogaltan primer ile) ve 108 bg
(metillenmemis bdlgeyi ¢ogaltan primer ile) uzunlugundaki PZR Urlnleri elde
edilmesi amaclanmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11).

M T4 T5 TG T7 ™ Ti0 T1i3 -

200b¢ <«

100 b¢ «—
Hasta grubu - RASSF1A M

Sekil 4.8. Hasta grubuna ait RASSF1A M amplifikasyon sonuglari. T (TUmor
doku). M (100 bg¢ markir).

200b¢

100 b <+——

Hasta grubu - RASSF1A U

Sekil 4.9. Hasta grubuna ait RASSF1A U amplifikasyon sonuglar. T (TUmor
doku). M (100 bg¢ markir).
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200 b <«
100 bg 4«

Kontrol grubu - RASSF1A M

Sekil 4.10. Kontrol grubuna ait RASSF1A M amplifikasyon sonuglari. K (Kontrol).
M (100 bg markir).

M K1l K12 K13 K14 Ki5

200 b¢ —

100 b¢ <«

Kontrol grubu - RASSFLA U

Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait RASSF1A U amplifikasyon sonugclari. K (Kontrol).
M (100 bg markair).

RASSF1A geninin promotoru, hasta grubuna ait bireylerin 2/20’sinde (%10,0)
metillenmig, 20/20’sinde (%100,0) metillenmemis halde bulunmustur. Kontrol
grubuna ait bireylerin ise 14/15'inde (%93,3) metillenmis ve ayni sekilde
14/15'inde  (%93,3) metilenmemis RASSF1A promotor bdlgesi oldugu

bulunmustur.

Mide kanseri 6rneklerinin 1/9’'unda (%11,1) metillenmis, 9/9’'unda (%100,0)
metillenmemis; kolorektal kanser Orneklerinin 1/10’'unda (%10,0) metillenmis,
10/10’'unda (%100,0) metillenmemis RASSF1A promotor bdlgesi belirlenmistir.
Ozefagus kanseri olan bir kiside ise RASSF1A promotor bdlgesinin metillenmemis

oldugu bulunmustur.

Hasta ve kontrol gruplarina ait bireyler arasindaki RASSF1A promotor bdlgesi
metilasyonu farkliligi anlamli bulunamamistir. Hasta grubundaki sadece iki bireyde
g6zlenen metilasyon varligi istatistiksel analiz acisindan da yetersiz kalmigtir.
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5. TARTISMA

insan genomundaki promotor bélgelerinin metilasyonu ve global hipometilasyon
cogu kanserde meydana gelen ortak ézelliklerdir. Tiumor baskilayici genlerin CpG
adalarindaki metilasyon, ilgili genin ifadesini baskilayarak kanser olusumunu
baslatip devam ettirebilir (Yuan et al.,, 2005; Leonhardt and Cardoso, 2000).
Kanser olusumu sirasinda meydana gelen genetik degisikliklerin belirlenmesi,
timdérin tiplendirilmesinde ve tedavide nasil bir yol izlenecedine yardimci
olmaktadir (Leonhardt and Cardoso, 2000).

DNA metilasyonu, timér olusumunun erken evrelerinde meydana gelen epigenetik
bir degisikliktir (Jones and Baylin, 2002). Tumoérin erken evrelerinde meydana
gelen bu tip epigenetik degisikliklerin, kanserin teghisinde kullanilabilecek
molekuller belirtecler oldugu distunulmektedir (Wallner et al., 2006). Literatlirde
pek cok timor belirteci adayinin arastirildigr ¢cok sayida calisma bulunmaktadir.
Ancak sonuclar arasinda bir standardin olmamasi nedeniyle gastrointestinal
kanserler igin klinikte uygulanabilen tek bir belirte¢ yoktur. Bazi belirtecler
kanserlerin erken evrede saptanmasini saglayacak derecede 6zgul olmadiklari
icin, bazilari da benign yapilarla kanseri ayirt edebilecek sekilde 6zgul olmadiklari
icin tercih edilmemektedirler (Khair et al., 2007).

Gastrointestinal sistem timdrleri en sik goérllen kanser tiplerinden biridir.
Beslenme, genetik 6zellikler, tGtin kullanimi, obezite ve iltihapli kolorektal
hastaliklar gastrointestinal kanserlerin meydana gelmesine neden olabilecek risk
faktorleridir. Gastrointestinal kanserlerin olusmasinda gbérev alan epigenetik
faktérler bircok timér baskilayict geni etkilemektedir. p16, APC gibi timor
baskilayici genlerin promotor bdlgelerinde meydana gelen hipermetilasyon
oraninin kolorektal kanserli hastalarda arttigi rapor edilmistir. Hipermetilasyon
sonucu gen ifadesi baskilanan timér baskilayici genler hiicre dénglisi boyunca
gbrevlerini yerine getiremedikleri icin, hlcrenin tGmdr olusumuna dogru bir yol

almasina neden olurlar (Xu et al., 2004).

Tez calismasinin amaci, gastrointestinal kanserli hastalardan alinan doku
6rnekleri kullanilarak, timér baskilayict olan APC, p16 ve RASSF1A genlerinin

metillenip metillenmedigini MSP yéntemi ile analiz etmektir.
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Tez calismasi kapsaminda gastrointestinal kanserli hastalardan alinan doku
ornekleri kullanilarak, timér baskilayici genlerden olan APC, p16 ve RASSF1A
genlerindeki metilasyon profilleri MSP yéntemi ile arastinimigtir. Gastrointestinal
kanseri klinik tanih 20 hasta birey ve kontrol gurubu olarak 15 saglkl birey
calismaya dahil edilmigtir. Hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin
molekdiler analiz sonuglari Gizelge 4.3 ve 4.6’da yer almaktadir.

izole edilen DNA’lar, bisllfit déniisimiine tabi tutulmus ve MSP analizlerinde
kullanilan primerlerin bisilfit donisimi gerceklesmis olan DNA’ya baglanacak
sekilde tasarlanmasina dikkat edilmistir. Deney sartlarindan kaynaklanan bir
hatay! en aza indirmek i¢in her bir PZR analizi en az ¢ kez tekrar edilmigtir.

Tez calismasinda, p76 amplifikasyon Urlnlerinin degerlendirilmesi sonucunda
hasta grubunda %30 oraninda (6/20) metillenmis promotor bélgesi géraimustdr.
Kontrol grubundaki bireylerde ise metilasyon gdérilmemistir (Cizelge 4.3). p16
metilasyonu agisindan hasta ve kontrol gruplarn arasindaki fark anlamh
bulunmustur (p=0,013) (Cizelge 4.1). Bunun yani sira hem hasta grubunun (18/20)
hem de kontrol grubunun (13/15) blylk bir ¢cogunlugunda p76 U primerleri ile
yapilan amplifikasyonlar pozitif sonu¢ vermistir. TUmdr dokusunun farkli
fenotipe/genotipe sahip huicreler icerdigi distncesi bu sonucu dogrulamaktadir.
Kontrol grubunda ise p16 geni promotorunun metillenmemis olmasi yani ifadesinin

baskilanmamis olmasi beklenmis ve gbzlenmisgtir.

Tamor evresi ile p16 metilasyonu arasindaki fark ise anlamli bulunamamistir
(p=0,599). Calisma kapsaminda bir tane 6zefagus timér 6rnegdi kullanildidi igin, bu
6rnek hesaplama disinda birakilarak sadece mide ve kolorektal timérler ile p16
metilasyonu arasindaki fark istatistiksel olarak analiz edilmis, fakat anlami bir
sonug elde edilememistir (Cizelge 4.2).

Yas ile p76 metilasyonu karsilastirildiginda sonu¢ anlamlidir (p=0,025). Fakat,
yasi 60'tan klUcuk olan bireylerde %66,7 oraninda (4/6) p16 metilasyonu
gbzlenmigtir. Yasin ilerlemesiyle birlikte kanserin meydana gelme olasihiginin
arttigr ve buna neden olan faktérlerden, metilasyon sikliginda artis oldugu rapor
edilmistir (Finkel et al., 2007). Tez calismasinda bu durumun tam tersinin
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gbzlenmesine, calismada kullanilan birey sayisinin azhidinin neden oldugu

disinldimektedir.

Hasta ile kontrol grubu ve timérin lokalizasyonu, evresi ve hasta bireylerin yasi
gibi verilerle p16 U primer dizisinin verdigi sonuclar arasinda higbir anlamli iligki

bulunamamistir (Cizelge 4.3).

Literatirde p716 geni ile yapilan g¢alismalarin bazilarinda kolorektal kanserli
hastalarin p16 proteinini asiri derecede ifade ettigini, bazilarinda ise p16
metilasyonunun ylUksek oldugu rapor edilmistir. Yapilan bir calismada ise p16
metilasyon orani saglikli dokuda %9,5, timér dokusunda ise %42,9 seklinde
bulunmustur (Kim et al., 2005).

Yapilan bir calismada, yogun olarak p76 metilasyonu gdézlenen hicrelerdeki p16
geninin mMRNA’si ve ayni sekilde p76 protein orani ¢ok disik bulunmustur.
Hipermetilasyonun artisi ile birlikte gen ifadesinde azalma gdértlmustir. Ayni
calismada, hipermetilasyonunun geni  sessizlestirmedigi, aksine gen
sessizlesmesinin ilk 6nce meydana geldigi ve epigenetik olaylarin bunu takip ettigi
ve daha sonra her iki olayin birbirlerini etkileyerek timér olusumuma neden
olduklan fikri savunulmustur (Hinshelwood et al., 2009). Hicre dénglsinin
anahtar genlerinden biri olan p76 geninin promotor bdlgesinin metillenmesinin
timoér olusumundaki 6énemli olaylardan biri oldugu dusundimektedir. Bu tez
calismasinda da bu bilgiyi dogrulayacak sekilde, sadece hasta grubunda

metilasyon varligi gézlenmistir.

LiteratUrdeki ¢alismalarda bulunan APC hipermetilasyon orani oldukga yuksektir.
Cho ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada g6gus kanseri hastalarinin timér
dokularinda %52,5 oraninda APC promotor bdlgesi metilasyonu gdézlenirken,
kontrol grubu olarak kullandiklari beyaz kan hticrelerinde metilasyona dair bir kanit
bulunamamistir (Cho et al.,, 2010). Mide kanseri hastalarinda yapilan bir
calismada ise %82,5 oraninda (33/40) APC metilasyonu gdzlenmistir (Tsuchiya et
al., 2000). Tez calismasinda ise tumér &rneklerinin %50’sinde metilasyon
g6zlenmistir. Kontrol grubunda ise metilasyon varhgina dair kanit bulunamamistir.
APC metilasyonu acgisindan hasta ve kontrol gurubu arasindaki farkin anlamli

oldugu bulunmustur (p=0,008). Bunun yani sira hem hasta grubunun (16/20) hem

42



de kontrol grubunun (10/15) blyik bir cogunlugunda APC U primerleri ile yapilan
amplifikasyonlar pozitif sonug vermistir. TUmér dokusunun farkl fenotipe/genotipe
sahip hdcreler icerdigi veya timoér dokusuna karisan saghkh hicrelerin bulunmasi
dislncesi bu sonucu dogrulamaktadir. Kontrol grubunda ise APC geninin
metillenmemis olmasi yani ifadesinin baskilanmamis olmasi beklenmis ve

gb6zlenmistir.

Tamor lokalizasyonuna gére APC metilasyonu acisindan da fark bulunmustur
(p=0,007). Calisma kapsaminda bir tane 6zefagus timér 6rnegdi kullanildigr igin, bu
6rnek hesaplama disinda birakilarak sadece mide ve kolorektal timéorler ile APC
metilasyonu arasindaki fark istatistiksel olarak analiz edilmigtir ve mide
timorlerinde %88,9 oraninda metilasyon varken, kolorektal timérlerde %20
oraninda metilasyon bulunmustur (p=0,003) (Cizelge 4.5). Yapilan bir calismada
APC promotor metilasyonunun mide kanseri hastalarinda siklikla meydana geldigi
belirtiimistir. Calismada kullanilan saglikli mide dokusu érneklerinde APC promotor
metilasyonu gdzlenmistir. Fakat bu metilasyonunun sadece bir allelde meydana
geldigi, kanser olusumu ile birlikte metilasyon oraninin arttigi belirtilmistir (Clement
et al., 2004).

Yas ile APC metilasyonu karsilastirildiginda sonu¢ anlamli degildir (p=0,405). Yas
ile birlikte metilasyon oraninin da artmasi beklenirken anlamli bir sonu¢ elde
edilememesine, calismada kullanilan birey sayisinin azhdinin neden oldugu
disUndlmektedir. Hasta ile kontrol grubu ve timorin lokalizasyonu, evresi ve
hasta bireylerin yasi gibi verilerle APC U primer dizisinin verdigi sonuglar arasinda

hicbir anlamli iligki bulunamamistir (Cizelge 4.6).

Literatlrdeki bir calismada metastazik kolorektal timérlerinde APC promotor
metilasyonunun arttiyi ve buna bagl olarak APC proteininin hicrelerde azaldigi
belirlenmigtir. Metastaz yapilan bdlgede APC proteininin seviyesinde herhangi bir
azalma gdzlenmemistir. Bunun sonucunda, metastaz yapan kanser hicrelerinin
gittikleri yerlerde genetik ve epigenetik degisikliklere karisik bir sekilde maruz
kaldiklari ve béylece APC ifadesinden bagimsiz olarak APC promotor metilasyonu
meydana getirebilecekleri distnulmustlir (Chen et al., 2005). Tez kapsaminda
yapilan deneyler sonucunda p76'da oldugu gibi APC genindeki hipermetilasyon
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oraninin kanser olusumu ile birlikte arttigr sonucuna variimistir. Timoér baskilayici
bir gen olan APC'nin (Aoki and Taketo, 2007) promotor bdlgesinin metilasyonu,
gen drtndndn baskilanmasina neden olup hicre déngusinde islev gérmesini
engelleyip bdylece hicrenin kanser olusumuna dogru yol almasini sagladig
disinldimektedir.

Tez caligsmasindaki Uglncli gen olan RASSF1Anin amplifikasyon Urlnlerinin
degerlendiriimesi sonucu hasta bireylerin %10’unda (2/20) metilasyon gézlenirken
kontrol bireylerinin de %93,3'Unde (14/15) metilasyon gbzlenmistir. Ayni zamanda
bltiin hasta bireylerin ve kontrol bireylerinin %93,3’Unde (14/15) RASSF1A U
sonuglar pozitiftir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda anlamh bir sonug elde
edilememigtir. Literatlirdeki calismalarda bulunan RASSF1A hipermetilasyon orani
oldukga ylksektir. Sakamoto ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, kolorektal
timor drneklerinde %81,3 oraninda (39/48) RASSF1A metilasyonu gézlenmistir
(Sakamoto et al., 2004). Ayni sekilde baska bir calismada ise gb6gis kanseri
hastalarindan alinan timér o&rneklerinde %82,5 oraninda (33/40) RASSF1A
metilasyonu bulunmustur (Cho et al., 2010). Literatlrdeki caligmalari g6z éninde
bulundurarak tez caligsmasindaki timér o6rneklerinde de RASSF1A promotor
bdlgesi metilasyonunun yiksek olmasi beklenmekteydi. Clnkid diger tUmor
lokalizasyonlarindan farkli olarak, RASSF1A'nin gastrointestinal kanserlerde daha
sik metilasyona ugradigi rapor edilmistir (Sakamoto et al., 2004). Fakat hasta
grubundaki metilasyon oraninin ¢ok dusuk olup kontrol grubunda bu oranin
artmasi amplifikasyon drUnlerinin  6zgil olmadi§gi sonucuna go6tirmustar.
Primerlerin tasarlanmasi sirasinda dikkat edilecek hususlardan bir tanesi,
cogaltiimak istenen bdlgedeki metilasyon farkliligina uygun olan dizileri segmektir.
Primerler genellikle CG dinlkleotitlerinin bulundugu bdlgelerden segilip bu
dinUkleotitler primer dizisinin 3 ucuna gelecek sekilde ayarlanmaktadir.
Literatlrdeki bir calismadan dogrulugu sinanmis olan primer dizileri tez
calismasinda kullaniimak tzere alinmistir (Xu et al., 2004). Fakat yapilan deneyler
sonucunda U ve M primer ciftlerinin verdikleri amplifikasyon Urlnlerinin degisken
oldugundan yola cikilarak, genomda baska yerlere de baglandigi blast yéntemi
kullanilarak belirlenmistir. Yanhs bir sonugtan kagcinmak igin her bir PZR analizinin
cok sayida tekrari gerceklestirilmistir.
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Hasta grubunda RASSF1A geninin metilasyonu agisindan anlamli bir yorum
cikarilamadigi icin diger karsilastirmalarla ilgili istatistiksel analizler yapiimamistir.

Tamoér baskilayici genlerin promotor bdlgesinde meydana gelen metilasyon
profillerini belirleyebilmek icin var olan ydntemlerden en verimli olaninin segilip
yapilmasi ileriki calismalar icin 6nemlidir. En énemli hastaliklardan biri olan
kanserin teshisinde timér belirteci olarak promotor bdlgesi metilasyonunun
belirlenmesiyle ilgili yapilacak olan kapsaml caligsmalarin, énemli bilgileri ortaya

cikaracagi diusunulmektedir.
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Reaksiyonu (RT-PCR) Yontemlerinin Karsifagtinlmas1” baghkli, ¢ok merkezli, tan
geligtirme ¢alismasi olan arastirma dosyas| degerlendirildi.

Aragtirma dosyasinin amag, yontem ve yaklagim bakimindan etik ilkelere UYGUN olduguna
karar verildi.
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