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OZET

Kansere bagli olim nedenleri arasinda, akciger kanseri ilk siralarda yer
almaktadir. TUmOr supressér genler, hicre biyiumesini dizenleyerek timor
gelisimini engelleyen genlerdir. Metillenme, genlerin transkripsiyonunu engelleyen
epigenetik bir mekanizmadir. Calismamizda MLPA yontemi ile akciger kanserlerine
0zel dizayn edilen Salsa MLPA Probemix 175/294 ve Salsa MLPA MEOQ02 Kkitleri
kullanilarak, akciger kanserleriyle iliskilendirilmis genlerin amplifikasyon, delesyon
ve metilasyonlariin incelenmesi amaglanmistir. Calismamiz da histopatolojik olarak
incelenip, “kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri” tanis1 almig 30 olgu ve her hastaya ait
kanser dokularindan elde edilen DNA ornekleri ¢caligma grubu olarak, ayni hastaya
ait kanser dokusu icermeyen 30 cevre dokularindan elde edilen DNA &rnekleri de
kontrol grubu olarak ele alinmigtir. Elde edilen bu sonuglar incelendiginde, akciger
kanserli timoral dokularda en sik 22q, 13q, 1p ve 10q delesyonlar; 9q ve 17q
amplifikasyonlar goriilmiistiir. Akciger kanserli timoral dokularda ve ¢evre akciger
dokularinda birbirlerine yakin oranlarda en sik ATM, CDH13, MGMT ve BRCAZ2
prob bolgelerinde metilasyon goriilmiistiir.

Sonug olarak MLPA ve MS- MLPA yontemleri akciger kanserlerindeki tiimor
stipressOr genlerinin degisimlerini inceleyen, ucuz, hizli ve kolay bir yontemdir. Bu

yontemlerin rutin kullanimda sikliginin artmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Anahtar sozcukler: Akciger kanseri, Metilasyon, MLPA, MS-MLPA, Tumor

stipressor genler.



ABSTRACT
The Investigation of Some Genes Associated with NSCLC By Using Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification Technique (MLPA)

The lung cancer is in the first ranks among the causes of death due to cancer.
Tumor suppressor genes inhibit tumor growth by regulating cell growth. Methylation
is an epigenetic mechanism that prevents the transcription of genes. In this study, it
was a imed to investigate amplifications, deletions and methylations of genes
associated with lung cancer with MLPA method by using Salsa MLPA Probemix
175/294 and Salsa MLPA MEQO2 kits designed specifically for lung cancer. The test
group consisted of DNA samples obtained from cancer tissue of 30 patients that
histopathologically examined and diagnosed as non-small cell lung cancer. The DNA
samples obtained from surrounding 30 cancer-free tissue of the same patients were
considered as the control group. When the results were analyzed, 22q, 13q, 1p and
10qg deletions and 9q and 17q amplifications were observed as the most common
changes among lung tumor tissues. Methylation in ATM, CDH13, MGMT and
BRCAZ2 prob regions were seen as the most frequently in lung cancer tissues and the
surrounding lung tissue in similarrates.

In conclusion, MLPA and MS- MLPA methods are cheap, quickly and easily
methods analyzing the changes in the tumor suppressor genes in lung cancer. It is

thought that these methods should be used more common in routine practise.

Keywords: Lung cancer, Methylation, MLPA, MS-MLPA Tumor suppressor genes.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser biylme o6zellikleri bozulan hiicrelerin klonal bir sekilde yayilmasiyla
gelisen bir hastaliktir. Halen diinyada genetik hastaliklarin en sik, en yaygin ve ayn
zamanda en komplike olanidir (Futreal ve ark., 2001). Normalde viicudun saglikli ve
diizglin c¢alismast i¢in hiicrelerin biiyiliylip gelismesi, boliinmesi ve c¢ogalmasina
gereksinim vardir. Bazen siire¢ bu sekilde ilerlemez ve yeni hiicrelere gerek olmadan
hiicreler boliinmeye devam eder. Kontrollii bolinme 6zelligini kaybetmis kanser
hlcreleri, kontrolsiiz béliinmeye baslar ve ¢ogaldik¢a ¢ogalirlar. Hiicrenin normal
yasam siklusunda DNA hasar1 olsa bile ¢gogu zaman hiicreler bu duruma karsi
koyarlar ve hiicre ya bunu onarir ya da oliir. Kanserli hiicrelerde hasarli DNA
onartlamaz ve bu durum sonucunda kontrolsiiz ¢ogalma bagslar. DNA c¢evresel
etkenler (kimyasallar, viriisler, veya asir1 giines 1simn1 gibi) nedeniyle hasar
gorebilir. Kanser hiicreleri olustuklari timorden ayrilirsa, kan ya da lenf dolagimi
araciligi ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde timdr dokulari
olusturur ve biiylimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun diger
bolgelerine yayilmasi olayma metastaz adi verilir (http//www.kanser.gov.tr, Erisim
Tarihi: 21 Eylil 2014).

Kansere bagli 6liim nedenleri arasinda verilere gore, akciger kanseri ilk siralarda
yer almaktadir. Gelismis iilkelerde insidanst 100000’ de 71, gelismekte olan
ulkelerde 14’ tur. Avrupa birligi tilkelerinde ise 52,5 bulunmustur. Akciger kanseri
tim kanserlerin %12-16; kansere bagh 6limlerin %17,8-28” ini olusturur. En ileri
tedavi yontemleri uygulansa bile tani konulduktan sonra tiim akciger kanserli
hastalarin ancak %10 ile %15’ i bes yildan fazla yasayabilmektedir (Alberg ve ark.,
2007).

Akciger kanserinin artig1 sigara kullanimma bagli olarak devam etmektedir.
Gelismis tilkelerde sigara kullaniminda azalma akciger kanseri goriilme sikliginida
azaltmaktadir. Ancak gelismekte olan iilkelerde sigara kullaniminda azalma
olmamast bilakis artmasi sonucunda hem erkeklerde hem de kadinlarda

tim kanser 6liimleri iginde 6nemli yerini korumakta ve belirgin artis gozlenmektedir.


http://www.kanser.gov.tr/
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kanser

Ulkemizde toplama bakilacak olursa ve erkeklerde en sik gériilen kanser tipi yine
akciger kanseridir. Yillik insidans erkeklerde: 100000’ de 66, kadinlarda: 100000’ de
8,1’ dir. Bu oranlar dikkate alindiginda, tiim kanserler i¢inde erkeklerde birinci siray1
alirken, kadinlarda ise besinci siwradadir (TC Saghik Bakanligi, 2009). Saglik
Bakanlig1 verilerine gore akciger kanseri sikligi bati bolgelerimizde en yiiksek (
Akdeniz 41/100000, Ege ve i¢ Anadolu 39,5/100000) Giineydogu ve Dogu Anadolu
bolgelerimizde en diisiik (sirayla 17,7/100000, 11,7/100000) degerdedir (TC Saglik
Bakanlig1., 1997).

Timor stlipressor genler, hiicre biiylimesini diizenleyerek tiimor gelisimini
engelleyen genlerdir. Timor siipressor genler tarafindan kodlanan proteinlerin
fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine, anormal hiicre biylmesine ve
apopitozise neden olmaktadir.

Kanser olusum siireci ile genomik metilasyon kalib1 degisiklikleri arasindaki
iliski, 1980’ 1i yillarin basindan beri bilinmektedir (Warnecke ve ark., 2000). O
tarihten itibaren, kanser olusumunda metilasyonun roliiniin anlagilmasinda 6nemli
ilerlemeler olmustur. Bu c¢alismalarda temel arastirma konusu, kanser hiicrelerinde
metilasyonun artip artmadigi olmustur. Arastirmalarda elde edilen sonuglar,
metilasyon profilinin, spesifik genlere gore, 06zellikle promoter bdlgelerinde
degisebildigini gostermistir (Safar ve ark. 2005, 2007, Sato ve ark. 2004).

Calismamizda Turkiye’ de rutin olarak kullanima ge¢mekte olan Multilex
Ligation- dependent Probe Amplification (MLPA) teknigi ve bu teknige metilasyon
spesifitesinin eklendigi metilasyona spesifik MLPA(MS- MLPA) teknigi kullanilarak
simdiye kadar akciger kanserleriyle iliskilendirilmis farkli tiimor siipressor genler ve
onkogenler arastirilmisgtir. MLPA, multiplex dozaj analizi yapabilen, PCR temelli,
kolay bir yontemdir. incelenecek gen bolgelerine spesifik dizayn edilmis probmix’
ler kullanilarak bu genlerde delesyon, amplifikasyon ve metilasyon profilleri kolayca
saptanabilir.

Calismamizda MLPA yonteminin akciger kanserlerine 6zel dizayn edilmis
oldugu Salsa MLPA Probemix 175/294 ve Salsa MLPA MEO002 kitleri kullanilarak,
akciger kanserleriyle iligkilendirilmis genlerin amplifikasyon, delesyon ve
metilasyonlarinin incelenmesi amaglanmistir. Elde edilecek veriler sayesinde, Tiirk

populasyonunda kii¢iik hiicre dis1 akciger kanserlerinin tiirlerine gore etiyolojisinde



yer alan genler ve bu genlerdeki degisimler degerlendirilmistir. Diger yontemlere

gore, ucuz, kolay ve sadece 20 ng DNA ile ¢alisilabilen MLPA teknigi avantajlidir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Kanser ve Genetik

Kanser; Latince’ de yenge¢ anlamina gelen “crab” sozciligiinden tiiretilmis bir
kelimedir. Hipokrat; bu tanimi hastaligin basladigi bdlgeden diger organlara
yayilmasini gézlemleyerek yapmistir.

Kanser tek bir hastalik olmayip tiimoér olusumuna neden olan kontrolsiiz hiicre
cogalmasiyla karakterize, neoplazminin kesin formlarini tanimlamak igin kullanilir.
Malign neoplazmi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, komsu hiicreleri istila edebilme
ve daha uzak bolgelere metastaz yapabilme gibi cesitli o6zelliklere sahiptir. Bu
Ozellikler “timor progeresyonu” olarak isimlendirilen asamalardan sonra kazanilir.
Anormal hiicre birikimi olan neoplazi ise, hucre proliferasyonu ile hicre 6lumu
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu meydana gelir. Her hiicre yasami boyunca,
hicre siklusuna girer ve mitoz bolinmeye ugrayarak yavru hiicrelerini olusturur.
Normal kosullarda her hiicrenin belirli bir yasam siiresi vardir. Hiicre gelisimi,
farklilagmasi, yaglanmasi ve 6lum belirli bir programda gergeklesir ve her asamada
farkli gen triinleri gorev alir. Her zaman dokuda ¢ogalan hiicre miktari ile 6len hiicre
miktar1 arasinda, sabit bir oran vardir. Ancak hiicrenin normalin disinda ¢ogalmasi,
buna karsilik 6lmesi gereken hiicrelerin sonsuz yasayabilme yetenegi kazanmasi
dengenin bozulmasina ve hiicre birikimine neden olur. Tiim bu mekanizmalar, gen
tirtinleri olan proteinler tarafindan diizenlendiginden, bir gendeki baskalagim ya da
epigenetik olay o genin kodladigi protein ya da polipeptidin iiretilmemesi, yanlis
tiretilmesi ya da normalden az tiretilmesi ile sonuglanir. Kisaca ilgili proteinlerin rol
aldigi mekanizmalarda normalden sapmalar meydana gelir (Geoffey ve ark. 2006,
Kumar ve ark. 2003, Nussbaum ve ark. 2005).

Kanserin ylizden fazla degisik tiirii mevcuttur ve onkolojide neoplazmin, Klinik
davranisinin degerlendirilmesine gore benign ve malign olarak ikiye ayrilir.

Benign tumor, cevredeki dokuya zarar vermeyen, yayilmayan ve lokal cerrahi
rezeksiyonla alinip, hastanin sag kalimin1 etkilemeyen tiirtidiir.

Malign timorlerin hepsi komsu yapilara invaze olup, onlar1 harab edebilir. Uzak

bolgelere yayilarak (metastaz) 6liime yol agabilir (Uludag A., 2007).



Benign ve malign tiimorlerin ayirt edilebilecegi giivenilir kriterler bulunmaktadir
(William ve ark., 2000). Bu farklar dort ana baslik altinda toplanbilir:

1. Diferansiasyon ve Anaplazi: Benign tiimorler, iyi diferansiye ve yapilari koken
aldiklar1 doku i¢in tipik iken, malign tiimdrlerde anaplazi ile diferansiyasyonda kayip
vardir ve yapilar siklikla koken aldiklar1 dokuya gore atipiktir.

2. Biiyiime Hiz1: Benign tumorler genellikle ilerleyici ve yavas biiyiirler. Hatta bazi
donemlerde durabilir veya gerileyebilirler. Mitoz seyrek veya normaldir. Malign
tmorlerin ise bitylime hiz1 kararsizdir. Yavastan hizliya dogru degisebilir. Mitoz ¢ok
sayida ve anormal olabilir.

3. Lokal Invazyon: Benign tiimorler, genellikle yapisik ve iticidir. Tyi smirl kitle,
cevre dokulara invaze ve infiltre etmez. Malign timorler ise, lokal olarak
invazedirler. Cevre normal dokular1 infiltre eder, bazen yapisik ve itici goriilebilirler.
4. Metastaz: Benign tlimorlerde yoktur, fakat malign tiimorlerde siklikla goriiliir.
Daha buyik ve daha az diferansiye, primer tiimor daha sik metastaz yapar.

Malign ve benign tiimorler tiiredikleri hiicreye gore siniflandirilirlar. Kanserler
genel olarak G¢ ana grupta toplanabilir. Bu gruplar, karsinomlar, sarkomlar ve
l6semi/lenfomalardir. Insan kanserlerinin yaklasik %90’ 11 olusturan karsinomlar,
epitelyum hiicrelerinden kaynaklanan tiimérlerdir. insanda az gériilen sarkomlar, kas,
kemik, kikirdak ve fibrdz doku gibi bag dokusundan gelisen solid tiimérlerdir. Insan
kanserlerinin yaklagsik %7’ sini olusturan 16semi ve lenfomalar ise sirasiyla kan ya da
Immdin sistem hiicrelerinden gelisir (Geoffey ve ark. 2006, Kumar ve ark. 2003,
Nussbaum ve ark. 2005, William ve ark. 2000).

Halen kanser klinikte rastlanilan ciddi hastaliklarin basinda gelir. Bugiine kadar
yapilan ¢aligmalar, toplumlarin yaklasik {igte birinden fazlasinda kanserin
goriildiigiini, olimlerin ise yiizde yirmiden fazlasinin kanserden kaynaklandigini ve
gelismis iilkelerin saglik harcamalarinin yaklasik %210’ unun kanser tedavileri igin
ayrildigin1 gosterir. Bu veriler dogrultusunda denilebilir ki kanser tim dlnya
tizerinde yapilan ¢alismalarin basini ¢ekmektedir. Bunun kétii bir agiklamasi ise,
tedavi edilmedigi takdirde kanser oliimle sonuglanabilmektedir. Bu sondan kaginmak
i¢cin erken tan1 6nemli bir kriterdir. Kansere yatkinlig1 yiiksek olan bireylerin, kanser

gelismeden Once bu taniy1 almasi biiyiik dl¢lide dnemlidir.



Kanser baslangici ve tiimor hiicrelerinin bazi 6nemli O6zelliklerini asagidaki
sekilde belirtmek gerekirse:

v" Molekiler hiicre biyolojisinin neredeyse her noktasina temas eden hiicresel
davranistaki temel bozukluk kanser olarak isimlendirilir ve vicut hicrelerinin pek
¢ogu kanser hiicrelerinin olusmasina onciiliik eder.

v' Kok hicrelerinden ve cogalma yeteneginde olan hiicrelerden, kanser hiicreleri
koken alirlar.

v' Kanser hicreleri, normal hiicre ¢ogalmasi igin gerekli olan biiylime
faktorlerinin bazilarina gerek duymazlar ve bunlarin yoklugunda ¢ogalma yetenekleri
vardir. Normal hiicre 61im programlarina kars1 koyarlar.

v' Kanser hiicreleri ¢ogunlukla, bulunduklari dokudan c¢evre dokulara kadar
yayilirlar. Metastatik olarak adlandirilan yayilim, tiimor hiicrelerinden salgilanan
proteazlar ile komsu dokularin ekstraseliilar matriksini etkileyerek meydana gelir.

v' Timor olusumu, kan damarlarinin olugsmasi anlamina gelen anjiyogeneze
gereksinim duyar. Anjiyogenez, timdérli dokunun gelismesi i¢in mutlaka gereklidir.
v' Kanser olusumunun agiklandigi birka¢ model vardir. Bunlardan bir tanesi
coklu vurus hipotezidir. Bu hipoteze gore, kanser olusumu i¢in mutlaka farkl
mutasyonlar gereklidir. Bu mutasyonlarin, 6zellikle hiicre dongiisiinde gorevli
genlerde meydana geldigi 6ne siiriillmektedir.

v' Somatik hiicrelerin ¢ogunda onkojenik mutasyonlar meydana gelir. Bu
mutasyonlar, Greme hiicreleri DNA’si1 etkilemediginden dolay1, genetik gegisi soz
konusu degildir.

v' Bir¢ok doku tipinden gelisen kanser tiirlerinde, spesifik timor stipressor genler
ve proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar etkili olmaktadir (Bienz ve ark.
2000, Hesketh ve ark. 1997).

Karsinojenesiz tiimor olusumunun en énemli basamagidir. Bugiine kadar yapilan
aragtirmalar, Kkarsinojenesiz surecinde farkli tiirlerdeki genlerin rol oynadigini
goOstermistir. Bu genler:

v' Hicre proliferasyonunda ve hiicreler arasi sinyal iletiminde gorev alan
proteinleri kodlayan genler
v' Mitoz hiicre déngusi duzenleyicilerini kodlayan genler

v' Programlanmus hiicre oliimiinde gorev alan elemanlar1 kodlayan genler



v' Kontakt inhibisyon olusumunda etkili elemanlar1 kodlayan genler
v" DNA tamir mekanizmasindan sorumlu proteinleri kodlayan genler (Nussbaum
ve ark., 2005) .

Bugiine kadar kanser olusum mekanizmalarin1 arastiran bir¢cok calisma
yapilmustir. Literatiir taramalar1 yapildiginda farkli kanser tiplerinin olusumunda
etkili oldugu diisiiniilen gen gruplarinda meydana gelen anomalilerin oldugu
goriilmektedir. Bu veriler dogrultusunda su varsayim dogrulanmaktadir: *“ Bir
kanserin sporadik olarak bireylerde izlenmesinde ya da herediter bir 0Ozellik
gostererek bir ailenin bazi fertlerinde tekrar edilmesine bakilmaksizin kanser genetik
orjini olan bir hastaliktir.” (Nussbaum ve ark., 2005). Kanser tiirlerinin bir¢ogunda
mutasyonlar tek bir hiicrede olusur ve o hiicre boliinerek kanser olusumuna neden
olur. Bunlar arasinda daha nadir goriilen ise herediter kanser sendromunda gorilen
durumdur. Bu kanser tiiriinde kanserin baglamasina neden olan mutasyonlar, germ
hiicrelerine aktarilir ve buradan viicudun tiim hiicrelerine yayilir ve adindanda
anlasilacagi lizere genetik gecisi olan bir durum olusur.

Olusum mekanizmasi ne olursa olsun, kanser olusumu bir kez baslhyorsa,
sitogenetik yapmin korunmasindan ve DNA’ da olusabilecek hasar1 tamirden
sorumlu proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar toplu bir artis gostererek
kanseri yayginlastiracaktir (William ve ark., 2000).

2.1.1. Hlcre DOngusu

Hiicrelerin ¢ogunda biiyiime dongiisii birbiri ile baglantili dort siiregten olusur:
. Hicre blylmesi
. DNA replikasyonu
= Kromozomlarin kutuplara dagilmasi
. Hdicre boltinmesi

Hiicre dongiisiiniin bu basamaklar1 denetleyici bir sistem tarafindan kontrol
edilir. Bu sistem sadece hiicre dongusuniin farkli olaylarini diizenlemez ayni
zamanda hiicre dongiisiiniin, hiicre ¢ogalmasini kontrol eden hiicre-disi sinyallerle
baglantisin1 da saglar. Hiicre biiyiimesi kesintisiz bir siire¢ gibi gortnir fakat DNA
sentezi hiicre dongusinin sadece bir evresinde gergeklesir ve sonra kopyalanmis
olan kromozomlar, hicre bélinmesi oncesinde, yavru hiicrelere dagitilir. Hiicre

dongusinde sinyallerde bile meydana gelecek problemler, hicre dongulsinu



tamamen etkileyerek, kanser olusumuna neden olabilir. Bu problemlerin ve meydana
geldigi noktalarin tespiti, kanser olusumunun anlasilmasinda énemlidir (Geooffey ve
ark., 2006).
2.1.1.1. Hiicre Dongiisiiniin Basamaklari

Kiiltiir ortaminda insan lenfositlerinin, yaklasik her 24 saatte bir boliindiigi
gbzlemlenmistir. Hilcre donglsu genel olarak mitoz ve interfaz olarak iki gruba
ayrilir. Hiicre boliinmesi (sitokinez) ile son bulan mitoz dongiisii, yalnizca yaklasik
bir saat sirerken, hiicre dongusiniin neredeyse %95’ ini interfaz kismi olusturur.
Hiicre interfaz safhasinda iken, kromozomlar yogunlugunu kaybederek niikleus igine
yayilirlar. Bu siirecte nilkleus homojen goriniir. interfaz sathasi, hiicre blylimesi ve

DNA replikasyonunun gercgeklestigi, boliinmeye hazirlik sathasidir.
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Sekil 1. Hiicre Dong(isi

DNA sentezi Okaryotik hicrelerde hicre dongusinin sentez evresi olarak
adlandirilan S fazinda meydana gelir. S fazindan 6nce ve sonra birer zaman aralig1
olusur ki bu bosluk Gap diye adlandirilir. Bundan dolay1 hiicre dongiisii:

v Gl

v S

v G2

v' M olmak lizere dort farkli evreden olusur.

Bu evrelerden G1, S ve G2 evrelerinin hepsine birden “ interfaz”ad1 verilir.
Interfaz genel anlamda mitoza hazirlik evresidir. Fibroblastlar gibi bircok
boélinmeyen hicre S evresinden hemen 6nce yeterli miktarda DNA sentezlenmemis

ise hlcre dongusuni durdurarak dinlenme durumuna gecerler. Bu tip hucrelere GO



durumundaki hicre denilir. GO evresi, birkac gin, birka¢ hafta hatta stiresiz olarak
devam edebilir (William ve ark. 2000, Giines ve ark. 2003).
2.1.1.2. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalari

Hicrelerin bolinme dongiilerini tamamlayip, islevlerini devam ettirmeleri hticre
ici sinyallerle birlikte ¢evresinde yer alan dis uyarilara baglidir. Hicre dongisu
olaylar1 sirasinda; hiicre blylmesi, DNA replikasyonu ve mitoz gibi birbirinden
farkli olaylar kontrol edilmektedir. Bu kontrol edilme yerlerine * kontrol noktalar1”
ismi verilir. Hiicrelerin hemen hemen hepsinde tanimlanmis olan en 6nemli kontrol
noktalarindan biri G1 evresinde gorulir. Bu kontrol noktast G1° den S evresine
gecisi kontrol eder, START olarak isimlendirilir. Tim hicreler genelde START
noktasini gecerek S evresine girerler. START noktas1 dis uyarilar tarafindan kontrol
edilir. Bu nokta, donglintin devam etmesine karar verme noktasidir ve ayni zamanda
DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesi tarafindan kontrol edilen, huicre blyumesi
noktasidir.

Hiicre dongiisii  kontrol noktalarimin  belirli  gorevleri vardir. Bunlar;
Tamamlanmamis veya hasarli kromozomlarin replikasyonunu ve bu hasarl
kromozomlarin yavru hiicrelere gegisini engellemektir. Kisaca bu kontrol noktalari,
kendinden bir onceki evrede eksiklik varsa, o eksiklik kapanmadan bir sonraki
evreye gecisi durdurur. En 6nemlisi ise, bu noktalarin, replike olmamig ya da hasarl
DNA’ ya duyarli olmalaridir. Hiicre dongiisii boyunca belirlenmis 4 ana kontrol
noktasi mevcuttur:

v" Gl kontrol noktasi: Hasarli bir DNA var ise dongiinin Gl evresinde
durmasini saglar.

v" G2 kontrol noktasi: Eger DNA replikasyonunda bir hata olur ve ortamda
replike olmamigs DNA bulunursa, dongiiniin G2’ de durmasini ve G2 kontrol noktasi
ile S evresi tamamlanmadan, M evresine gegisini engeller. Bu durumda ise, hicreler,
genom tamamen replike oluncaya kadar G2’ de kalirlar. Replikasyon tamamen
gerceklestikten sonra, G2 deki bu inhibisyon ortadan kalkarak hlicre mitozu gecer
ve bu replike olmus kromozomlari yavru hiicrelere aktarir. Bu nokta sadece
replikasyonla ilgili degildir. Bunun yaninda DNA hasarin1 da algilayan ve hasarin

giderilmesi i¢in gerekli zamani1 taniyan 6nemli bir noktadir.



v" S Kontrol noktasi: Hasarli DNA’ nin replike olmadan onarilmasi i¢in DNA
bitlinligiiniin siirekli olarak izlemeye alindig1 noktadir. DNA replikasyonu sirasinda
yanlis baz eslesmesi gibi olusabilecek hatalar1 bulur ve onarir.

v' M Kontrol noktasi: Mitoz boliinme esnasinda, kromozomlarin eksik dizilmesi
gibi hatalar1 algilayip, bolinmenin metafaz evresinde durmasini saglar. Bu sekilde
yanlis dizilmis kromozomlarin yavru hiicrelere gegisi engellenir (Geooffey ve ark.,
2006).

2.1.1.3. Hicre Dongusuntn Duzenlenmesi

Mitoz boéliinmeninde i¢inde oldugu hiicre dongusi, butin okaryot hiicrelerde
aymidir. Bircok farkli organizmada hiicrenin kendini eslemesine yol agan olaylarin
benzerligi, hiicre dongiisiiniin evrim boyunca korunmus bir genetik program
tarafindan yonetildigini ve bu nedenle genetik olarak diizenlendigini ortaya
koymaktadir. Bu diizenlenmenin ortadan kalkmasi, kanserlesmeyi karakterize eden
kontrolstiz hiicre béliinmesine yol agtigi igin, genlerin hiicre dongiisiinii nasil
diizenledigi merak konusu olmustur.

Mutasyonlarin ¢ogu, etkisini hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda gosterir.
Gunumuzde insanlarda ve diger organizmalarda gorilen bu mutasyonlar, cdc
mutasyonlari (cell division cycle mutations; hiicre bélinmesi dénglsi mutasyonlari)
olarak isimlendirilir.

Bu genlerin bir¢gogunun iiriinii, cdc kinazlar adi verilen enzimlerdir ve bu enzimler,
diger proteinlere fosfat eklerler. Cdc kinazlar, ana kontrol molekiilleri olarak islev
gorurler. Bu gorevlerini siklin adi verilen proteinlerle birlikte gergeklestirirler. Bu
kinazlar siklinleri fosforile ederek bunlarin hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarindaki
hiicre dongusuni dizenleyen aktivitelerini etkiler. Bir Cdc kinaz, bir siklinle birlikte
calistiginda, buna Cdk protein (Cyclin- dependent kinase protein; siklin bagimli
kinaz proteini) denir (William ve ark., 2003).
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Sekil 2. Hlcre dongiisii kontrol noktalari.

Bu proteinler, DNA hasarini algilar, sinyal yollarini uyarir, DNA onarimini ve
programli durumlarda hiicre Oliimiinii aktive eder. Bu algilayici proteinlerin
dogrudan hedefi, ATM ( Ataxia-Telangiectasia Mutated) ve ATR (ATM and Rad3-
related) olarak simgelenen, birbiriyle iligkili protein kinazlardir. Bunlar DNA
hasarina cevap olarak aktiflesirler. Bir kez aktiflesen, ATM ve ATR sirastyla Chk2 (
Checkpoint kinase 2) ve Chkl (Checkpoint kinase 1) kinazlar1 fosfatlayarak aktive
ederler. Aktiflesen Chkl ve Chk2, hiucre dongusunii dizenleyen sistemin
bilesenlerini fosfatlayarak, hiicre dongiisiinli duraksatirlar ( Geooffey ve ark., 2006).

G1 kontrol noktasindaki duraksama, Chk2 ve ATM tarafindan fosforillenen, p53
ad1 verilen proteinin etkisi ile gelisir. Fosforillenme, aksi halde siiratle yikilacak olan
p53° 1 kararli hale getirir ve DNA hasar1 p53 miktarinda hizla artiga neden olur. p53
proteini transkripsiyon faktoridlr. Ekspresyon artisi, hiicre dongiisiinii duraksatacak
hedef genlerin uyarilmasina yol agar. Bir¢ok kanser tiiriinde, p53” i kodlayan gen
incelenmis ve siklikla mutasyona ugradigi tespit edilmistir. Bu mutasyonlarla, p53
proteininin fonksiyon kaybi, hasarli DNA’ ya yanit olarak G1 evresinde durmay1
engeller. Hasarli DNA bdylelikle replikasyonuna devam eder ve onarilmast miimkiin
olmadan yavru hiicrelere aktarilir. p53 genindeki mutasyonlar insan kanserlerinde
goriilen en yaygin kanser olarak bildirilmistir (Tasdemir S., 2010).

MPF: Cdc2 ve Siklin Dimeri: Bir sitoplazmik faktorin, hormon uygulanmis
oositlerde, G2’ den M’ ye gecisini uyardig1 deneysel olarak gosterilmistir. Oositlerin
mayoz boliinmeye gegisi genel olarak yumurtanin olgunlasmasi kabul edildiginden,
bu sitoplazmik faktore “olgunlagsmay ilerleten faktér (MPF)” ismi verilmistir. Daha

sonralart yapilan ¢alismalarda, MPF aktivitesinin, oositlerin sadece mayoza girisiyle

11



siirli olmadig1 gosterilmistir. MPF somatik hicrelerde de bulunur ve hicrelerin,
mitotik dongiistiniin M evresine girigini uyarir. Siklin B sentezi, hiicre dongusunin S
evresinde baglar. Sentezlenen siklin B, Cdc2 ile kompleks olusturur. Olusan bu
kompleks, hiicre dongusiniin S ve G2 evresi boyunca gorev yapar. Bu kompleksin
olusmas1 esnasinda Cdc2, diizenleyici olan iki noktadan fosforlanir. Ilk
fosforilasyona, Cdc2’ nin kinaz aktivitesini gerceklestirebilmesi i¢in ihtiyag¢ vardir.
Ikinci fosforilasyonda ise, Cdc2’ nin aktivitesi engellenir ve Cdc2/siklin B
kompleksinin, S ve G2 evreleri boyunca inaktif olarak bir arada kalmalar1 saglanir.
Daha sonra Cdc25 olarak isimlendirilen bir protein fosfataz tarafindan threonin-14 ve
tirozin-15" in defosforile edilmesi ile Cdc2/siklin B kompleksi aktiflesir. Bunun
sonucunda, G2 evresinden M evresine gegis gergeklesir. Cdc2 protein kinazin
aktiflesmesi ile hedef proteinler fosforlanabilir. Bu sekilde M evresi olaylar1 baglamis
olur. Ayni zamanda Cdc2’ nin aktivitesi siklin B’ nin dagilmasini saglar. Siklin B’
nin bu proteolitik dagilimi Cdc2’ yi inaktive eder ve bunun sayesinde mitozun
sonlanip sitokinezinde tamamlanmasiyla interfaza donmesini saglar (Giines HV.,
2003).

Siklin ve Siklin Bagimh Kinaz Aileleri: Cdc2 ve siklin B benzer proteinlerdir.
Cyclin Dependant Kinaz (Cdk) ailesinin bu iiyeleri, hiicre dongiisiiniin farkl
basamaklar1 boyunca ilerlemeyi yonlendirmek igin 6zgiin siklinlerle baglanirlar. Cdk
4 ve 6’ nin D-tipi siklinlerle (siklin D1, D2 ve D3) olusturdugu kompleksler, G1’ de
restriksiyon noktasindan gegiste Onemli bir role sahiptir. Siklin E, G1° in ileriki
evresinde eksprese edilir ve Cdk2/siklin E kompleksi G1” den S’ ye gegis ve DNA
sentezinin baglamas: i¢in gereklidir. Cdk2’ nin siklin A ile yaptig1 kompleksler,
hiicrelerin S evresi boyunca, ilerlemesi i¢in islev goriir. G2’ den M’ ye gegis ise Cdc
2’ nin daha sonra siklin B ile olusturdugu kompleks tarafindan saglanir (Geoffey MC
ve ark., 2006).

Blylme Faktorleri ve D-Tipi Siklinler: Biiyiime faktorlerinin yoklugunda,
hiicreler, restriksiyon noktasini gecemezler. Bu noktalar1 gegemeyen hiicreler
duragan hale gelirler. Genellikle, GO olarak isimlendirilen dinlenme durumuna
gecerler ve orada kalirlar. Bu durumdan c¢ikmalari ve tekrar hiicre dongiisiine
girmeleri ancak biiyiime faktorii uyarilar1 sayesinde gerceklesir. Biiylime faktorii

uyarisina bagl olarak siklin D sentezi artmakta ve biiyiime faktorii ortamda oldugu
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stirece siklin D sentezi de devam etmektedir. Siklin D, blylme faktorii uyarisinin
hedefi oldugundan siklin D diizenlenmesindeki bir defekt, kanser hiicrelerinin bir
karakteristigi olan biiylime faktorii diizenlenmesinin bozulmasina neden olur. Hiicre
dongusiindeki bu defekt sonucu bazi insan kanserlerinin arttigt bulunmustur
(Tasdemir S., 2010).

Hiicre Dongiisii Inhibitorleri: Hiicre cogalmasi sadece biiyiime faktorleri
tarafindan kontrol edilmez ayni1 zamanda hiicre dongiisii ilerlemesini baskilayan bir
grup sinyal tarafindan da kontrol edilir.

G1 kontrol noktasinda, DNA hasarina cevap olarak p53 proteini araciligr ile
hiicre dongiisiiniin duraklatilmasi, Cdk inhibitorlerinin etkisine uygun bir 6rnektir.
Transkripsiyonel diizenleyici olarak islev goren p53 proteini, kismen de olsa, Cdk
inhibitdri p21° in ekspresyonunu uyarir ve p21 proteini birgok Cdk/siklin
kompleksini inhibe eder. p53 tarafindan uyarilmasi, DNA hasarini takiben p53° e
bagli hiicre dongiisii duraklatilmasinin mekanizmalarindan biridir. Hicre dénglsuni
S ve G2 noktalarinda kontrol etmek i¢in, replike olmamis ya da hasara ugramis
DNA’ lara yanit olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini engelleyen, farkli bir
molekiiler mekanizma kullanilir. Bu kontrol noktalarinda hiicre dongiisiiniin
duraklatilmas1 Chkl ve Chk2 protein kinazlar tarafindan saglanir. Chkl ve Chk2,
Cdc25 ailesinin diger bir iiyesi olan Cdc25A’y1 fosfatlar. Cdc25A, S evresinin
baslatilmasi ve devamindan sorumlu olan Cdk2, siklin A veya E komplekslerini
defosforile ve aktive eder. Bu, DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisiiniin
duraklatilmasi ile sonuglanir (Geoffey ve ark. 2006, Giines HV. 2003).

2.1.2. Kanserin Genetik Yapisi

Hicre bolinmesi ve olumind kontrol eden c¢esitli genler vardir. Hicre
proliferasyonu ve hicre 6lumind kontrol eden bu genlerin mutasyona ugramasinin
kanser olusumunda etkili oldugu c¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir. Bir¢cok kanser
tiiriinde, kanser gelisimi mutasyonlarin tek bir somatik hiicrede olusmasi ve daha
sonra boliinerek kanser gelisimine yol agmasi seklinde goriiliirken, daha nadir olarak
ise kanserin baslamasina neden olan mutasyonlar germ hiicrelerine aktarilmakta ve
bdylece viicudun biitiin hiicrelerinde yer almaktadir. Bu mekanizma herediter kanser

sendromlarinda acik¢a goriilmektedir. Kanserde etkili oldugu diisiiniilen tiim genler
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birlikte degerlendirildiginde, 3 ana grup altinda toplanirlar (William SK. 2000,
Albert ve ark. 1994).

e Onkogenler

e TUmor stipressor genler

e DNA tamir genleri

Onkogenler, ¢ogunlukla proto-onkogen adi verilen normal genlerin mutant
allelleridir ve telomerazlar1 kodlayan veya apoptozisi bloke eden genler de
olabilirler.

Tumor supressor genler, hiicre buytimesini dizenleyip timor gelisimini
durduran genlerdir. Timor siipressor genler tarafindan kodlanan proteinlerin
fonksiyon kaybi, kontrolsiiz ve diizensiz hiuicre bélinmesine ve defektif apoptozise
neden olmaktadr.

Kanserdeki mutasyonlarin diger mutasyonlardan farki, mutasyonlarimin gugli bir
sekilde hiicresel proliferasyon ve uzun hiicresel yasam icin pozitif seleksiyona yol
agmasidir. Kanser hiicresi fenotipik olarak kontrolsiiz ve asirt proliferasyon
0zelligine sahiptir ve tek bir mutant hiicre yagami tehdit eden bir hastalik gelisimine
yol agmaktadir ( Nussbaum ve ark., 2005).
2.1.2.1. Onkogenler

Onkogenler, fonksiyon veya ekspresyon degisimi sonucunda hiicre bélinmesi ve
proliferasyonunun anormal uyarimina yol acan genlerdir. Bunlardaki aktive edici
mutasyon, onkogenin kendisinde, onun regilator elementlerinde yada onkogenin
genomik kopya sayisinda olabilir.

Retroviral onkogenlerin olusmasma Onciilik eden hiicresel genlere
“protoonkogen” ismi verilir. Bu genler (srs, ras ve raf gibi), hiicrede énemli rol oynar
ve genellikle hiicrenin normal ¢ogalmasini denetleyen sinyal yollarinda gorevlidirler.
Onkogenler ise, bu protoonkogenlerin anormal eksprese olan veya mutant (aktif)
sekilleridir. Bu genlerde olusacak mutasyon sonrasinda, onkogenler anormal hiicre
proliferasyonuna ve tiiméor gelisimine neden olurlar.

Retroviral genoma yerlesen onkogen, birgok o&zelligi ile hucresel
protoonkogenden  farkhidir.  Oncelikle, viral —onkogenin transkripsiyonu
protoonkogenin transkripsiyonunu diizenleyen normal dizilerde degil, viral promotor

ve guclendirici dizilerin etkisinde gerceklesir. Bu yiizden onkogenler
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protoonkogenlerden cok daha fazla miktarda ve bazi durumlarda ise olmamasi
gereken hiicrelerde eksprese olurlar.

Onkogenler, yapisal ve islevsel agilardan farkliliklar gosteren proteinler
kodlarlar. Onkogenlerin ¢ogu amino ucunda viral diziler tasiyan proteinlerin
sentezine neden olurlar ve bu tir proteinlerin olusmasina neden olan rekombinasyon
olaylar1 ¢ogunlukla, protoonkogenlerin virlislere gegcisi sirasinda gergeklesir ki bu
islem sirasinda protoonkogenin hem amino hem de karboksil ucu siklikla delesyona
ugrar. Bu delesyonlar, protoonkogenin aktivitesini diizenleyen, dizenleyici
bolgelerin kaybina, bu ise aktivitesi kontrol edilemeyen onkogen proteinlerinin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Nussbaum ve ark. 2005, William SK. 2000).

Bugiine kadar seksen civarinda protoonkogen saptanmis ve tanimlanmis olup,
her birinin onkogenik potansiyel gostererek farkli kanserlerin olusumunda rol
oynadig1 arastirmalarca ortaya konulmustur. Protoonkogenlerin biiyiik bir kismu,
vicutta hicrelerin davraniglarini diizenleyen mekanizmalarda gorev alan elemanlari
kodlarlar. Hiicrenin komsusundan gelen sinyaller, hiicreyi boliinmeye, farklilasmaya
ya da 6lmeye yonlendirir. Protoonkogenler, ekstraselltler ortamdan gelen sinyalleri
alip, hiicre igerisinde bu sinyalin, niikleusta DNA’ ya kadar ulagsmasini saglayan
olaylar zincirinde rol alan proteinleri kodlarlar. Protoonkogen driin listesine
bakildiginda, hiicre sinyal ileti sisteminde gorev alan her tip proteini igermektedir.
Bagkalagimlar bu genlerin fonksiyonlarini degistirir, hucre gereksinimi olmasa bile
hiicrenin bu sinyalleri almasina ve hicre b6linmesinin devam etmesine neden olur (
Alberts ve ark. 1994, Kokturk ve ark. 2003).

Nokta mutasyonlari, protoonkogenlerin onkogene doniisme sekillerinden biridir.
Birgok kanser tiirlinde, kromozom yapisinda, translokasyon, duplikasyon
(amplifikasyon) ve delesyon gibi anormallikler — gorilur.  Kromozom
translokasyonlarinin neden oldugu gen diizenlemeleri, siklikla onkogenlerin ortaya
¢ikmasina yol acar. Losemi ve lenfoma gibi hastaliklarda siklikla gbzlenen ve
Ozellikle kromozom translokasyonlari basta olmak iizere diger kromozomlarin
yeniden dizenlenmeleri solid tumorlerde de rapor edilmistir (Nussbaum ve ark.
2005, Alberts ve ark. 1994, Sasaki ve ark. 2003).

Kromozom translokasyonu sonucu olusan onkogen aktivasyonuna iliskin

tanimlanan ilk drnek c-myc geninin, antikor Greten B lenfositlerinin timori olan
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insan Burkitt lenfomasi ve bunun fare plazmasitomlarindaki roliidiir. Burkitt
lenfomada kromozom 8q’ da lokalize c-myc protoonkogeni ile kromozom 14q’ da
lokalize IgH genleri arasindaki karsilikli parca degisimi sonucunda c-myc
immdinoglobulin lokusuna dahil olmakta ve burada kontrolsiiz sekilde iiriin
olusturmaktadir (William SK. 2000, Cooper M. 1997, Franks ve ark. 1998). C-myc
geni ise, biiyiime faktor uyarisi durumunda aktif hale gelen bir transkripsiyon
faktorudir. Kontrolsiiz iiriin olusturmasi hiicre proliferasyonunu yonlendirmesi igin
yeterli olmakta ve timor gelisimi ile sonuglanmaktadir (Nussbaum ve ark., 2005).

Baz1 protoonkogenlerin translokasyonu da genlerin protein kodlayan bolgesinde
degisiklikler ve anormal gen firiinlerinin ortaya c¢ikmasiyla sonuglanir. Bu tiir
translokasyonlarin en tipik 6rnegi, kronik myoloid l6semide, kromozom 992’ de
lokalize olan abl protoonkogenin kromozom 22g° da lokalize bcr geni ile
translokasyonudur (Nussbaum ve ark. 2005, Alberts ve ark. 1994, Cooper M. 1997).
Kronik myoloid 16semi gelisiminin %90 kadarindan sorumlu olan bu anomali
sonucunda olusan bcer/abl fiizyon proteininde, abl protoonkogen proteinin normal
amino terminalinin ber aminoasit sekanslart ile degisimi s6z konusudur ve bunun
sonucunda bcr/abl fuzyon proteini sentezlenir (Gelehrler ve ark., 1998). Abl
protoonkogeni onkogenik aktivite kazanmistir (Nussbaum ve ark. 2005, William SK.
2000, Alberts ve ark. 1994, Cooper M. 1997).

Insan tiimérlerinde onkogenlerin aktive olmasinda etkili diger bir mekanizma
genlerin hizli ve yiiksek diizeyde ekspresyonuna neden olan gen amplifikasyonudur.
Gen amplifikasyonu, normal hiicrelere gore tiimor hiicrelerinde daha sik gozlenir.
Pek ¢ok tlimoriin progresyonunda, tiimoriin daha hizli gelismesi ve malign yapisinin
artmasinda onkogen amplifikasyonu onemli rol oynar. Bu gruba en iyi Ornek
ndroblastomda N-myc; meme ve over karsinomlarinda ise erbB-2 onkogen
amplifikasyonlaridir. Amplifiye N-myc kopyalar1 hizla gelisen agresif tiimorlerde
siklikla gozlenir ki bu da N-myc’ nin néroblastomanin malign 6zelliginin artmasinda
Onemli bir rolii oldugunu ifade eder (Nussbaum ve ark. 2005, Alberts ve ark. 1994).
2.1.2.2. Tumor Supressor Genler

Bir diger mekanizma ise tiimér slipressor genlerin inaktivasyonudur.
Onkogenler, gen ekspresyonunu hizlandiran ya da kodladiklar1 proteinlerde

kontrolsiiz aktivite artisina neden olan genetik degisikliklerle anormal hiicre
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cogalmasimna neden olurlar. Timor baskilayict genler, hiicre ¢ogalmasinin
kontroliinde bu mekanizmanin tam tersi bir yolu simgeler, normal kosullarda hiicre
cogalmasini ve tlimor gelisimini baskilarlar. Olusan bir¢ok tiimdrde bu genlerin hasar
gdérmesi veya inaktive olmasi nedeniyle, hiicre cogalmasini negatif yonde diizenleyen
etki ortadan kalkar ve tiimdr hiicrelerinde normal ¢ogalma baslar.

Tumoér stpressor genlerin aktivitesine iliskin ilk bilgiler Henry Haris ve
arkadaslar1 tarafindan 1969 yilinda baglatilan somatik hiicre hibridizasyon
deneylerinden elde edilmistir. Normal hiicrelerin tiimor hiicreleri ile birlesmesi
sonucu olusan hibrit hiicrelerde her iki ebeveyne ait kromozomlar vardir. Ancak
cogu hiicre deney hayvanlarinda herhangi bir tiimor olusturmamistir. Bunun nedeni,
normal hiicreden kdken alan genlerin timér gelisimini baskilamasidir (Cooper M.,
1997). TUmor supressor genlerin tiimor gelisimindeki mekanizmalara iligkin bilgiler
1971 yilinda Knudson tarafindan ortaya atilmistir. Bugiin “ Knudson hipotezi” veya
“ iki vurus” hipotezi olarak ifade edilen bu goriiste timor siipressor genin kontrolsuz
hiicre proliferasyonunu kontrol etme yetenegi vardir. Bu yetenek ancak ilgili genin
her iki allelinde de baskalasim olmasi durumunda kaybolur. Timor siipressor gen
kontrol etme fonksiyonunu kaybeder (Alberts ve ark., 1994).
2.1.2.3. DNA Tamir Genleri

DNA hiicre genomunun kalici kopyasi oldugundan onun yapisindaki
degisiklikler, diger hiicre bilesenleri olan RNA ya da proteinlere gore ¢cok daha
onemli sonuglara neden olur. Baskalagimlar, DNA replikasyonu sirasinda yanlis
bazlarin DNA’ ya katilmasindan dolay1 olusur. Ayrica DNA’ da spontan veya
kimyasal ajanlara ve radyasyona maruz kalma durumunda da g¢esitli kimyasal
degisiklikler ortaya ¢ikar (Cooper M. 1997, Franks ve ark. 1997). Hiicre genomunun
biitiinliglinlin korunabilmesi i¢in hiicreler hasarli olan DNA’ y1 tamir etmek ig¢in
mekanizmalar gelistirmek durumundadirlar. Bu DNA tamir mekanizmalar1 iki ana
gruba ayrilir (Cooper M., 1997):

1. DNA hasarindan sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak 6nlenmesi

2. Hasarli olan bazlarin DNA’ dan ¢ikartilmasi

Ancak bu gruba dahil olan genlerde olusacak degisimler, fonksiyonel (rln
sentezlenmesini engellediginden DNA tamir edilemeyecek ve genom dengesi

bozulacaktir. Bu durumda karsinojenezis siirecine giris baglamis olmaktadir. Ornegin
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kalitsal nonpolipozis kolerektal kanser gelisiminin %50 kadarindaki molekiiler
patoloji, yanlis eslesme tamirinden sorumlu genlerdeki baskalagimlar nedeniyle
tamirinin ger¢ceklesememesinden kaynaklanir (Cooper M., 1997).
2.1.2.4. Kromatin Yapisinin Transkripsiyonla Iliskisi

Aktivator ve baskilayicilarin ikisi de, okaryotlarda transkripsiyonu, kromatin
yapisindaki degisiklikler ile diizenlerler. Okaryotik DNA niikleus icerisinde ¢iplak
DNA olarak bulunmaz, histonlarla sikica baglidir. Kromatinin temel yapisal birimi
ise nikleozomdur. Nikleozom, H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarinin her birinden
ikiser adet iceren molekiiliin etrafina sarilmig 146 baz ciftlik DNA ile, nikleozom
cekirdek partikiline eklenen, DNA’ ya bagh bir histon olan H1 molekilinden
olusur (Geoffey ve ark. 2000, Nussbaum ve ark. 2005). Kromatin daha sonra, biyuk
DNA ilmikleri olusturmak {izere, iist diizey dolanmalarla yogunlasir. Okaryotik
DNA’ nin kromatine paketlenmesi, transkripsiyon icin kalip olarak kullanilabilme
kosullarin1 6nemli olgiide etkilediginden, kromatin yapisi, okaryot hiicrelerde gen
ekspresyonunu etkileyen énemli bir faktordur. Aktif olarak transkribe edilen genler,
biiyilk olasilikla kromatin iplik yapisindaki goreceli olarak daha az yogun
kromatinde bulunur. Bununla birlikte, aktif olarak kopyalanan genler, niikleozomda
paketlenmis olarak histonlara bagh kaldigindan, transkripsiyon faktorleri ve RNA
polimeraz, kromatin ile etkilesimde ¢iplak DNA’ ya gore daha fazla problemle
karsilagirlar. DNA’ nin niikleozom ¢ekirdek partikiilii etrafinda sikica dolanmis
olmast hem transkripsiyon faktorlerinin DNA’ ya baglanabilmesini hem de RNA
polimerazin kromatin kapl kaliptan transkripsiyonunu etkiledigi i¢in, transkripsiyon
icin bash basina 6nemli bir engelidir (Geoffey ve ark. 2006, Nussbaum ve ark. 2005).
Birgok hucre tipinde, histon asetillenmesi, transkripsiyonel olarak aktif kromatinle
alakalidir. Cekirdek histonlar, iki islevsel bolge igerirler; biri histon- kivrim bolgesi
olup, diger histonlarla etkilesimde ve DNA’ nin niikleozom ¢ekirdek partikiiliiniin
cevresinde dolanmasinda gorevlidir ve digeri, amino ucu kuyruk bdlgesidir Ki
niikleozomdan disar1 uzar. Amino ucu kuyruk boélgeleri lizince zengindir ve 6zgun
lizinlerin asetillenmesiyle degistirilebilir. Asetillenme, histonlarin net pozitif yukun
azaltir. Boylece hem DNA’ ya baglanmasini hem de diger proteinlerle etkilesimini
zayiflatabilir. Ayrica histon asetillenmesinin, niikleozomal DNA’ya transkripsiyon

faktorlerinin ~ baglanmasint  kolaylastirdigi  goriilmiistir.  Bu  histonlarin
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asetillenmesinin  DNA’ya baglanan proteinlerin, kromatine ulasilabilirligini
artirdiginin  belirtecidir. Histonlar sadece asetillenerek degil, serin birimlerinin
baglanmasi, lizin ve arjininin metillenmesi ve lizinlere ubukitin eklenmesiyle de
modifiye olurlar (Geoffey ve ark. 2006, Nussbaum ve ark. 2005).

2.2. Akciger Kanseri

2.2.1. Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Kansere bagli 6liim nedenleri arasinda, akciger kanseri ilk sirada yer almaktadir.
Gelismis iilkelerde insidanst 100000’ de 71, gelismekte olan iilkelerde 14’ tiir.
Avrupa birligi iilkelerinde ise 52,5 bulunmustur. Akciger kanseri tiim kanserlerin
%12-16; kansere bagl 6liimlerin %17,8-28” ini olusturur. En ileri tedavi yontemleri
uygulanmasina ragmen, tani konulduktan sonra tiim akciger kanserli hastalarin ancak
%10 ile %15’ i bes yildan fazla yasayabilmektedir (Alberg ve ark., 2007).

Ulkemizde toplamda ve erkeklerde en sik goriilen kanser tipi yine akciger
kanseridir. Yillik insidans erkeklerde 100000’ de 66, kadinlarda 100000’ de 8,1’ dir.
Bu oranlar dikkate alindiginda, tiim kanserler iginde erkeklerde birinci siray1 alirken,
kadinlarda ise besinci siradadir (TC Saglik Bakanligi., 2009). Saglik Bakanlig
verilerine gore akciger kanseri sikligi bati bolgelerimizde en yiksek (Akdeniz
41/100000, Ege ve I¢ Anadolu 39,5/100000) Giineydogu ve Dogu Anadolu
bolgelerimizde en diisiik ( sirayla 17.7/100000, 11.7/100000) degerdedir (TC Saglik
Bakanligi., 1997).

Histopatolojik olarak Amerika Birlesik Devletleri ve Japonya’ da en sik
adenokanser saptanirken, Asya Ulkelerinde skuamoz hiicreli kanser hala en sik kanser
tipidir (Spiro ve ark., 2002). Ulkemizde ise en sik skuamoz hiicreli kanser (yaklasik
%45) gorilmekte, bunu benzer oranla (yaklasik %20) kuguk hucreli kanser ve
adenokanser izlemektedir. Blyuk hucreli kanser %2 oraniyla en az goriilen kanser
tipidir (Goksel ve ark., 2002). Ulkemizde de Saglik Bakanligi Kanser Savas
Dairesinin raporuna gore, 1996 yilinda tiim akciger kanserleri i¢cinde skuamoz hicreli
karsinom en sik goriilen histopatolojik tip olarak rapor edilmistir (Kanser
bildirimlerinin degerlendirilmesi. 1997, Yurdakul ve ark. 2002). Yurdakul ve
arkadaslarinin (2002) yaptig1 2216 akciger kanseri olgusu igeren ¢alismada skuamoz

hicreli karsinom %40,5” lik oranla en sik goriilen histopatolojik tip iken, ikinci
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sirada adenokarsinom (%25,6), ig¢iincii sirada kii¢iik hiicreli karsinom (%15,5)

gelmektedir.

Trakea,Brons Akciger I ()
Prostat I 36,1
Mesane RS 214
Kolorektal EEEEEE 210
Wide FEEEES 10,2 B ERKEK
Larinks HEEE 81
Non-Hodgkinlenfoma S 7,2
Bobrek HEE 6,3
Pankreas W 54
Beyin, sinir sistemi B8 5.4

Sekil 3. 2009 Y1l Erkeklerde Kanser Insidanslar ( Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu).

Meme I i0,C
Tirgid (I 13,6
Kolorektal NG 13,4
Uterus Korpusy [N 9.2
Trakea Brong, Akcifer [N 3.1
Mide NN 2.1
Over NN 6.9

Mon-Hodgkinlenfoma 1R 5.3

WEADIN

Beyin, sinirsistemi [ 5.0
Uterus Serviksi [ 4.5

Sekil 4. 2009 Y1l1 Kadinlarda Kanser Insidanslar (Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu).

Akciger kanseri etyolojisinde ¢ok sayida faktor rol oynamaktadir. Sigara, hava
kirliligi gibi ¢evresel faktorler; mesleki karsinojenler, diyet, viral enfeksiyonlar,
gecirilmis akciger hastaliklari; genetik ve immiinolojik faktorler baslica etiyolojik
faktorlerdendir (Alberg ve ark., 2007). Sigara akciger kanserli hastalarin %85-94
inde, kanser gelisiminden sorumlu etyolojik faktordiir. Sigara i¢enlerde igmeyenlere
gore, akciger kanseri gelisme riski 24-36 kat daha fazladir. Pasif sigara iciminde ise
bu risk %3,5” tir. Gelismis iilkelerde sigara i¢imi prevelans1 kadinlarda %20-40,

erkeklerde %30-40 iken gelismekte olan iilkelerde bu oranlar sirasiyla %2-10 ve
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%40-60° tir (Savas ve ark., 2006). Diinya genelinde ise erkeklerde %47-52,
kadinlarda %10-12 siklikta sigara kullanimi oldugu tahmin edilmektedir. Erkekler
kadinlara gore sigara icmeye daha kiiclik yaslarda baslamakta ve daha uzun siireli
sigara aligkanligina sahiptirler. Son zamanlarda yapilan olgu caligmalari, giinliik
sigara tliketimi ve yas faktorii goz Onilinde bulundurulmadiginda, sigara igen
kadinlarda akciger kanseri gelisme riskinin erkeklere gore daha yiiksek oldugunu
gOstermistir (Spiro ve ark., 2002). Turkiye’ de ise sigara igme prevelansi, kadinlarda
%24, erkeklerde %63’ tiir. Toplumumuzun biiylik kismin1 kapsayan yiiksek sigara
tiiketimi goz ontine alindiginda, giiniimiizde, eger gerekli onlemler alinmazsa yakin
gelecekte bir akciger kanseri epidemisi ile karsi karsiya oldugumuzu séylemek yanlis
olmaz (Savas ve ark., 2006).

Asbest, kadmiyum, nikel, krom gibi mesleksel etkenler ve radyasyon akciger
kanseri riskini artirir. Asbest maruziyetinde bu risk 5 iken, sigara ile birlikte
oldugunda risk 50-100 kat artar. Mesleksel radona maruz kalindiginda risk 20 kat
artmaktadir. Titlin kullanimiyla beraber bu artis daha fazladir. Ev i¢i radon
maruziyetinin akciger kanserlerinin %10’ unun nedeni oldugu tahmin edilmektedir
(Savas ve ark., 20006).

Tiiberkiiloz, bronsektazi, pndmoni, abse, pulmoner emboli, interstisyel akciger
hastaliklar1 gibi akcigerde skatris birakan hastaliklarda, skar dokusunun kanser
gelisimine zemin olusturdugu ve akciger tiiberkiilozu geciren olgularda akciger
kanseri gelisme riskinin sekiz kat fazla oldugu belirtilmektedir (Kreuzer ve ark.,
2002). Toraks Dernegi- Akciger ve Plevra Maligniteleri Calisma Grubu ¢alismasinda
olgularin %0,3” (nde idyopatik pulmoner fibrozis ve %2,9° unda akciger
tiiberkiilozuna ikincil gelisen fibrotik skar dokusu saptanmistir (GOksel ve ark.,
2002). Kanserli hastalarin birinci derece yakinlarinda akciger kanseri riski 2,4 kat
artmaktadir. Suglanan genetik faktorlerden biri olan P-450 enzim sisteminde yer alan
aril hidrokarbon hidroksilaz enziminin artmis aktivitesi akciger kanseri riskini sekiz
kat artirir (Savas ve ark., 2006).

2.2.2. Akciger Kanseri Belirtileri

Akciger kanseri baslangicta pek 6zel olmayan bir grup genel sikayetlerle birlikte

baglamaktadir. En basit bir soguk alginligi ve yorgunlukta da gorilebilen bu

sikayetlere ¢cok defa Onem verilmemektedir. Halbu ki, erken tan1 konulan, uygun ve
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gerekli cerrahi tedavi yapilan hastalarda bes yillik yasama oranlart %70-80
diizeylerine ¢ikabilmektedir. Hastaligin belirtilerinin 1yi bilinmesi erken tam
acisindan yarar saglamaktadir. En sik goriilen akciger kanseri belirtileri:
¢ Bitmek bilmeyen ve zamanla daha kotiiye giden 6ksurik
e Kalic1 gogiis agrist
o Kan tikurmek
e Nefes darlig1
o Hiriltili nefes alip-vermek
e Sik sik zatiirre, bronsit gibi hastaliklara yakalanmasi ve gegmemesi
e Boyun ve yiizde sigkinlik
e Istahsizlik ve kilo kayb1
e Yorgunluk

Akciger kanserinin akciger dis1 belirtileri, tiimoriin diger organlara
metastazlarina bagl olabilir ve ayni1 zamanda tiimdrden salinan bazi immiinolojik ve
hormonal maddelere de baghidir. Metastaz belirtileri organa 6zgu olup, ornegin
kemik metastazlarinda agri, beyin metastazlarinda biling bozuklugu, kasilmalarla
seyreden nobet, goérme bozukluklar1 olabilir. Metastaz belirtilerinin disinda
istahsizlik, kilo kaybi, kuvvet kaybi, halsizlik, ates gibi sikayetler olgularin
birgogunda goriilebilir. Ayrica 6zellikle kiigiik hiicreli akciger kanserinde, timorden
salman bazi hormonal maddelere bagli olarak parmaklarda ¢omaklasma, deri
lezyonlari, norolojik tablolar, kan tablosunda bozulma gibi bulgular olabilir (Tepeli
E., 2007).
2.2.3. Akciger Kanserinin Tipleri

Primer akciger tlimorlerinin %95’ i bronsial epitelden kaynaklanir (bronkojenik
karsinomlar). Kalan %5’ i i¢inde bronsial karsinoidler, mezoteliomlar, bronsial gland
neoplazmlari, mezenkimal malignensiler (fibrosarkomlar, leimyomlar), lenfomalar
ve birka¢ benign lezyon bulunur. En sik goriilen benign lezyon kiigiik (3-4 cm),
kiiresel hamortamlardir. Baslica dort histolojik tipte bronkojenik karsinoma vardir.
Bunlar:
1. Squamoz hiicreli
2. Adenokarsinoma
3. Buyuk htcreli indifferansiye karsinoma
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4. Kuguk hucreli karsinoma.

Giliniimiizde, tedavi agisindan degerlendirme yapilirken ilk 3 tip bir kategoriye
sokulup ““ Kii¢iik Hiicre Dis1 Akciger Karsinomu” (KHDAK) diye adlandirilir. Bu
sekilde “ Kiiciik Hiicreli Akciger Karsinomu” (KHAK) bu gruptan ayrilmig olur
(Kumar ve ark., 2003).
2.2.3.1. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanserleri

Erkeklerde kadinlara oranla daha sik olup, sigara i¢imi ile ¢ok yakin ilgileri
vardir. Soluk gri renkte, santral lokalizasyonda kitleler olup, hiler ve mediastinal lenf
nodlarint erken fazda tutarlar. Bu kanserler, kiiguk, oval- yuvarlak, lenfosit benzeri
ve ¢ok mitoz gdsteren hiicrelerden meydana gelmistir. Bu klasik yulaf hiicreli (oat
cell) kanserdir. KHAK’ ler hizli biiyiiyen, genis infiltrasyon yapan ve erken yayilan
lezyonlardir ve nadiren rezekte edilebilir durumda yakalanirlar. Bu nedenle hemen
her zaman kombine radyoterapi ve kemoterapi ile tedavi edilirler. Iki yillik sag kalim
orani %5-8 dolayindadir (Kumar ve ark. 2003, Uludag A. 2007).
2.2.3.2. Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserleri

Squaméz hiicreli karsinoma, Ozellikle sigara icen erkeklerde daha sik
goriilmektedir. Bliylik bronglarin santralinden ¢ikmaya meyillidir. Lokal hiler lenf
nodlara kolay yayilir fakat toraks disina diger akciger tiimorlerinde oldugundan
daha ge¢ yayilirlar. Squamoz karsinoma, brons epitelinde yillar 6nce baslayan bir
metaplazi veya displazi izleyen in-sitii karsinomdan sonra ortaya ¢ikar. Squamdoz
hiicreli karsinomlar, metastaz yapmadan Once biiylik ve bronglari tikayan
semptomatik kitle yaptiklarindan, diger tiplere gore hafifce daha iyi bir prognoza
sahiptir. Tan1 konuldugunda genellikle cerrahi olarak c¢ikarilabilir durumdadirlar
(Uludag A., 2007).

Adenokarsinomlar, tim KHDAK iginde %30-35 oraninda goriilmektedir. Erkek
ve kadinda goriilme siklig1 esittir. Santral yerlesimli olabilecegi gibi, ¢cogunlukla
periferal yerlesimlidir. Periferal akciger skarlar1 ile ilgili olarak ortaya cikar.
Adenokarsinomlar yavas biiylirler ve daha kiigliik kitle yaparlar. Ayrica diger
subtiplere gore daha erken safhada metastaz yaparlar. Bronchio alveolar karsinoma
(BAC), 6zel bir adenokarsinoma tiiriidiir. Iki ¢esidi vardir. BAC’ 1n yarisindan azi

multifokal miisinez tiimorlerdir. Bazen tek baglarina kitle yaparlar, bazen de
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birbirleri ile birlesen kitleler olustururlar. BAC’ m prognozu diger bronkojenik
karsinomlara gore daha iyidir.

Buyuk hucreli karsinomlar; sitolojik diferansiyasyon gostermeyen belki de
squamdz veya glandiiler neoplazmlarin, herhangi bir kategoriye giremeyecek kadar,
indifferensiye seklidir. Timor bazen vahsi bir anaplazi gosteren dev hicrelerden
olusmustur. Erken fazda uzak yerlere yayillma egiliminden dolayr koti
prognozludurlar. Yarisindan fazlasinda tanit kondugu zaman beyin metastazi vardir
ve 5 yillik yasama orani %2-3 tiir (Kumar ve ark. 2003, Uludag A. 2007).

2.2.4. Akciger Kanserinde Tami ve Evrelendirme

Bir¢ok olguda goriintiileme yontemi ile tiimér ya da timoriin olusturdugu
enfeksiyon, plorezi, atelektazi (akcigerin ¢okmesi) gibi tablolar saptanabilir. Akciger
grafisinde tiimor ya da tiimdr ile iligkili olabilecek diger goriinlimlerin saptanmasi
halinde atilacak ikinci adim genellikle akcigerin bilgisayarli tomografisinin
¢ekilmesidir. Bilgisayarli tomografi, goriilen lezyon hakkinda detayli bilgi verdigi
gibi standart akciger grafisinde goriilemeyecek kadar kii¢iik olan diger lezyonlarin
goriilmesine de olanak saglar. Standart akciger grafisi ve bilgisayarli tomografilerin
incelenmesinden sonra hastaligin bolgesel yayilimi ve lokalizasyonu ortaya ¢ikar.
Hekim bu noktada artik kesin tami i¢in gerekli olacak biyopsi ydnteminin ne
olacagma karar verebilir. Ornegin cerrahi miidahale diisiiniilen olgularda ve santral
bolgede yer alan tiimorlerde bronkoskopi yapilmasi hem evreleme hem de tani igin
gerekli iken, bronkoskopi ile ulasgilamayacak periferik bolgelerde yer alan timorlerde
bilgisayarli tomografi rehberliginde igne biyopsisi tercih edilebilir. Yine bu ilk
incelemelerin sonucunda, tiimdre cerrahi bir girisim diisiinlilmiiyorsa, tani i¢in ilk
asamada balgam muayenesi istenebilir. Bu tiir hastalarda balgamin sitolojik
incelemesi sonucunda taniya ulasilamaz ise diger yontemlere basvurulur. Akciger
grafisi ve bilgisayarli tomografi ile goriintiilenen tiimérde balgam, plevra sivisi
sitolojisi, bronkoskopi veya igne biyopsisi gibi yontemlerle hiicre tipi tanisi1 da
konulduktan sonra elde edilen sonuca gore evreleme calismalarina baglanmalidir.
Kanserde evreleme hastaligin seyri ve uygulanacak tedavi yonteminin belirlenmesi
acisindan son derece 6nemlidir ve mutlaka yapilmasi gerekir (Kumar ve ark. 2003,
Tepeli E. 2007).
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KHAK, smirli ve yaygin evre olmak iizere iki evrede incelenir. Sinirli evrede
hastalik gogsiin tek bir tarafi ile smirlidir. Kars1t akcigere veya diger organlara
yayilim yoktur. Yaygin evre KHAK” lerinde hastalik, akciger dis1 diger organlara ya
da kars1 akcigere metastaz yapmustir. Sinirl ve yaygin evrelerde tedavi KHAK tanisi
konulan olgularda en azindan beyin tomografisi ya da MR’ 1, kemik sintigrafisi ve
ist batin tomografisi veya ultrasonografisi ile uzak organ metastazlari arastirilmalidir
(Tepeli E., 2007).

KHDAK” lerinin erken evrelerinde cerrahi tedavi sagkalim {izerine en etkili
tedavi modalitesi oldugundan bu hastalikta evreleme ¢alismalart KHAK’ lerine gore
daha detayli incelenmelerini gerektirir. KHDAK’ lerinde evreleme TNM sistemine
gbre yapilir. Bu sistemde T ile tiimor boyutu, tiimoriin komsu doku ve organlarla
iligkisi, tlimoriin bronkoskopik goriinlimii gibi birgok 6zelligi tanimlarken, N tiimdre
ait bolgesel veya uzak lenf bezlerindeki metastaz varligini ya da yoklugunu tanimlar.
M uzak organ metastazlari ile iliskili olup, M1 olarak tanimlanan olgular yani uzak
organ metastazi saptanan olgular dogrudan baska bir incelemeye gerek olmaksizin
evre IV olarak smiflandirilir. TNM sistemine gore, akciger kanseri olgulart evre I,
evre II, evre III ve evre IV olarak dort grupta ele alinir. Evre | ve Il, erken evre
akciger kanseri olarak tamimlanir ve bu tiir olgularda mutlaka cerrahi tedavi
olanaklar1 arastirilmalidir (Tepeli E., 2007).

Akciger kanserinin anatomik yayginliginin saptanmasi yani evrelendirilmesi,
hastaliga prognozunun belirlenmesi, tedavi seklinin se¢imi ve farkli klinik tedavi
serilerinin sonuglarinin karsilastirilmasi i¢in gerekli bilgiyi saglar. Ozellikle KHDAK
olgularinda, kiiratif cerrahi veya radyoterapi arasindaki se¢imde evrelendirme esas
rolii oynamaktadir. Bu nedenle Amerikan Kanser Birligi ve Uluslararas1 Kanser
Miicadele Birligi, akciger kanser i¢in primer tiimdriin biiyiikligii ve yaygmligma (T),
bolgesel lenf bezi tutulumuna (N), uzak metastazin varligina (M) dayanan TNM
evrelendirme klasifikasyonunu, 1997 yilinda modifiye etmisler ve bugiin kullanilan

tanimi yapmuslardir (Tablo 1).
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Tablo 1. Akciger Kanserinde Yeni Uluslararast TNM Sistemi
PRIMER TUMOR (T)

Tx Primer tlmorun belirlenememesi veya balgam ya da brons lavajinda malign hicrelerin
saptanmasina karsin bronkoskopi ya da goriintileme yontemleri iletiméringdsterilememesi
TO Primer tiimor belirtisi yok

Tis Karsinomainsitu

En genis ¢apt < 3 cm, akciger ve visseral plevra ile cevrili, bronkoskopik olarak lob
bronsundan daha proksimale invazyon gdstermeyentiimor

T1
Tumorin en genis c¢apr > 3 cm veya ana bronsa invaze fakat ana karenaya uzaklhigi >2
cm veya visseral plevra invazyonu var veya hiler bolgeye uzanan ancak tlm akcigeri
T2 kapsamayan atelektazi veya obstriktif pndmoni var ise

Timoérin herhangi bir biytklikte olup goglis duvari (superior sulkus tiimérleri dahil),
diyafragma, mediastinal plevra, pariyetal perikard gibi yapilardan birine direkt invazyon

T3 gOstermesi veya karinaya 2 cm’den daha yakin olup karinay: tutmayan ana brongtaki timér veya
bitun bir akcigeri kapsayacak atelektazi veya obstriktif pnémoni ile birlikte olan tumor

Tumorun herhangi bir buylklikte olup mediasten, Kkalp, biyuk damarlar, trakea, 6zafagus,

vertebral kolon, karina gibi yapilardan birini invaze etmesi veya malign plevral ya da
T4 perikardial eftizyon ile birlikte olan tiimér ya da timérle ayni lob iginde olan satellit nodil ya da

noduller

BOLGESEL LENF BEZLERI (N)

NX Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi
NO Bolgesel lenf bezi metastazi yok
N1 Ayni taraf peribrongiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf bezlerine metastaz ve primer timoériin direkt

yayilmast ile intrapulmoner bezlerin tutulmasi

N2 Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

N3 Karsi taraf mediastinal ve/veya hiler, aym veya karsi taraf supraklavikiler veyaskalen lenf
bezlerine metastaz

UZAK METASTAZ (M)
MXx Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var

Evre Gruplan

“Oscult” karsinom (TXNOMO), bronkopulmoner sekresyonlarda malign hiicreler
belirlenmis, fakat radyolojik ve bronkoskopik olarak gosterilememistir (Tablo 2).

1997’ de evre I tiimorler IA ve IB olarak ikiye ayrilmistir. Evre I’ de lezyonlar
tamamen akciger icerisindedir. Uzak metastaz veya lenf bezi tutulumu yoktur. Evre
IA’ da ( T1 NO MO) hastalarin 5 yillik yasam siireleri, evre IB hastalardan daha
iyidir. Bu hastalarda cerrahi tedavi tercih edilir. Evre 1A’ da bes yillik yasam siiresi
%7, IB’ de ise %57’ dir. KHDAK” li hastalarin %13’ i IA, %23’ i ise evre IB’ dir.
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Tablo 2. KHDAK’ lerinde Evre Gruplari

Evre Tx NXx M
Occult carsinoma X ? ?
Evre 0 (Karsinoma IS 0 0
in sutu)
Evre 1A 1 0 0
Evre 1B 2 0 0
Evre 1A 1 1 0
Evre 11B 2 1 0
3 0 0
Evre 1A 3 1 0
1-3 2 0
Evre 111B Herhangi N 3 0
4 Herhangi T 0
Evre IV Herhangi T Herhangi N 1

Evre II, 1997’ de bu gruptaki hastalar yasam siirelerine gore, IIA ve IIB olarak
ikiye ayrilmistir. Evre IIA (TINIMO) hastalarin 5 yillik yasam siireleri %55° tir.
KHDAK 1i hastalarin %1’ den daha az1 bu evrededir. Evre |IB hastalar ise, T2N1MO0
ve T3NOMO gruplarim1 kapsar. Goglis duvarina invaze, ancak lenf nodu tutulumu
olmayan (T3NOMO) tumérlerin prognozu, lenf nodu tutulumu olan kugik timaorlere
gbre daha iyidir. Bu nedenle T3NOMO tumor, evre Ill yerine evre IIB olarak
evrelenmektedir. Evre 11B hastalarin 5 yillik yagam siireleri %38’ dir.

Evre Il hastalar, cerrahi rezektabiliteye gore, I11A ve 11IB olarak olarak ikiye
ayrilirlar. Evre IIIA tiimorler, cerrahi olarak ¢ikarilabilmesine ragmen, evre IIIB
timorlere cerrahi tedavi yapilamaz. Evre IIIA hastalarda tiimoriin akciger disi
yayilimi olmasina ragmen, sinirli bir lenf bezi yayilimi vardir. Bu hastalar T3N1MO
veya T3N2MO gruplarini kapsar. KHDAK” lerin %10° bu evrededir. Bu hastalarda
tedavi degiskendir. Son yapilan c¢alismalarda, evre IIIA hastalarda cerrahi dncesi
kemoterapinin, yasam siiresini diizelttigi ve cerrahi sonrasi hastaliksiz siireyi uzattigi

gosterilmistir. Evre IIIA hastalarda 5 yillik yasam siiresi %23 tiir.
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Evre IIIB hastalarda, tiimoriin akciger dis1 yayilimi ile beraber, kars1 taraf hiler
ve mediastinal lenf bezlerine, ayn1 veya karsi taraf skalen ve supraklavikiiler lenf
bezlerine, uzak metastaz olmaksizin yaygin mediastinal lenf bezlerine yayilim ve
sitoloji pozitif malign plevral eflizyon mevcuttur. Bu hastalar T1- 3N3MO veya T4-
NO-3MO gruplarini kapsar ve KHDAK’ nin %20’ sini olusturur. Bu hastalara palyatif
tedavi uygulanir. Kesin tedavileri yoktur. Bes yillik yasam siiresi ¢ok yonlii tedavi ile
%5’ tir.

Evre IV, herhangi bir metastatik yayilimi olan hastalar1 kapsar. Bu hastalar
herhangi T ve herhangi N’ i olan M1 hastalar olarak gruplandirtlir. KHDAK” i
hastalarin %27’ si evre IV’ diir. Bu hastalara cerrahi tedavi uygulanmaz. Palyatif
olarak tedavi edilirler. Bes yillik yasam siireleri %1’ dir. Bu hastalarin ortalama
yasam siireleri 1 yi1ldan daha azdir (Karlikaya C., 2005).

2.3. Akciger Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Akciger kanserlerinin ¢ogu, sigara icme aligkanligina baglanmasina karsin, agir
sigara igicilerin yaklagik %20’ sinde akciger kanseri olusur. Konak faktorleri bu
degisik kisisel duyarlilikta 6nemli rol oynarlar. Ailesel soy agacinin analizi, akciger
kanserinin diger kanserlerle birlikte belli ailelerde daha c¢ok goriildiigiini
gostermistir. Birgok calismada akciger kanserli hastalarin ailelerinde, kontrollere
nazaran 2-5 kez daha fazla akciger kanserine rastlandigi gosterilmistir (Siegfried SM.
1999, Wei Q ve ark. 1997).

Son yillarda molekiiler biyolojiye dayanan uzun siireli sagkalimi
belirleyebilecek yeni evreleme sistemleri gelistirilmeye calisilmaktadir. Yapilan
molekiiler biyolojik caligmalar bu nedenle 6nem kazanmistir. Ayrica bu sayede
belirlenecek belirli hasta gruplarinda adjuvan tedavi, konvansiyonel sitotoksik
kemoterapi veya yeni gelismekte olan 6zel hedeflenmis ajanlarin kullanimi mumkan
olacaktir (Cox G ve ark. 2001, Greoger AM ve ark. 1997).

Bugiine kadar yapilan bir¢ok calismada Akciger kanseri ile iligkili bircok tiimor
slipressor gen ve onkogen tanimlanmistir. Bu calismalar sirasinda goriilmiistiir ki,
Ozellikle kanser metabolizmasi ile iligkili genlerdeki kalitsal polimorfizmin gesitli
cevresel etkenler ile uyarilmasi sonucu bireyde akciger kanseri gelisme olasiligi
artmaktadir. Bunun disinda, DNA tamiri, hiicre biiylimesi, sinyal iletimi ve hiicre

siklus kontrolii ile iliskili genler de akciger karsinojenezisinin degisik asamalarinda
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zarar gordr. Akciger kanserlerinde goriilen genomik dengesizlik; pek ¢ok sayisal
(andploidi) ve yapisal sitogenetik anormallikleri (delesyon, amplifikasyon,
translokasyon) icerir (Akbulut ve ark. 1997, Fong ve ark. 2002).

Akciger kanserlerinde goriilen andploidik degisimler, mitotik kontrol
noktalarindaki (mitotik checkpoint) fonksiyonel kayip ile iligkilidir (Akbulut H ve
ark. 1997, Fong ve ark. 2002). Gelisen genetik teknikler sayesinde bu hicresel
degisimler daha ayrintili incelenmektedir.

Akciger karsinojenezisinde olusan major genetik olaylar sOyle siralanabilir
(Field JK. 1999, Jakobson DR. 1999, Lecture GFF. 1996).

. Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

Il.  TUmor stpressor genlerin inaktivasyonu

1. Hucre siklus regulasyonunda gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler
IV. DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler

V.  Biiylime faktorleri ve reseptorlerine iliskin degisiklikler

2.3.1. Onkogenlerin Aktivasyonu

Onkogenler, protoonkogen ismi verilen normal hicresel genlerden gelisir.
Protoonkogenlerin kodlanmis protein tirlinleri genel olarak hiicre sinyalizasyonu ve
hiicre buyumesinin regulasyonunda rol alirlar. Bu genler mutasyon, kromozomal
translokasyon, amplifikasyon veya transkripsiyonel disregulasyon ile aktive olarak
anormal protein sentezine veya asir1 protein yapimina neden olur. Genin yapisal bir
bolgesindeki degisiklik sonucu farkli fonksiyon gdsteren bir protein sentezlenir. Bu
tip degisiklikler siklikla nokta mutasyonlart sonucunda olusur ki en sik ras onkogen
ailesinde goriiliir. Bir diger mekanizma, genin ekspresyonunu dizenleyen bolgede
olusan degisiklik sonucu, yapisal olarak normal olmasina karsin siirekli olarak
uyartlma  sonucu gen  Uriniiniin ~ miktarindaki  artistir.  Kromozomal
translokasyonlarda, kromozomun bir bolgesi koparak baska bir bolgeyle yer
degistirir. Genin yeni yerlestigi bolge, devamli uyar1 alan bir genin, regulator
bolgesinin kontrolii altinda ise siirekli uyarilacaktir. Gen amplifikasyonu ile hucre
igerisindeki DNA miktar1 artar. Myc ailesi bu duruma bir 6rnek olusturur (Roth JA.,
1994).
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Ras Ailesi

Ras ailesi; H-ras, K- ras ve N- ras’ tan olusan bir gruptur. Bu genler kanser
gelisiminde 6zellikle nokta mutasyonu ile rol oynarlar. Ras proteinleri, membranda
bulunan Guanozin trifosfataz (GTPase) aktivitesine sahiptir ve hiicre membranindan
niikleusa sinyal transdiiksiyonunda ve hicre blytimesinde rol oynar (Fong ve ark.
1999, Lecture GFF. 1996. Spivack SD ve ark. 1997).

Ras proteininin normal hiicredeki gérevi, uyarici sinyallerin oldugu durumlarda
Guanozin trifosfat (GTP)’ a baglanarak aktif hale gecmektir. Mutant Ras proteini
GTPase aktivitesini inhibe ettiginden dolay1, gen trunleri kontrolstiz olarak uretilir
(Fong ve ark. 2002, Jacobson DR. 1999, Mabry M. 1998).

H- ras, K- ras ve N- ras genleri 11p15.5’ te yerlesiktir ve 12, 13 ve 61.
kodonlarda kodlanir. En sik K- ras mutasyonu gorullr ki bu mutasyon siklikla 12.
kodonda olusur. H- ras mutasyonu daha seyrek, N- ras mutasyonu ise ¢ok nadirdir
(Mabry M., 1998). K- ras aktivasyonu, KHDAK"’ lerinin %15-50 sinde gordlir.
Adeno ve biylk hicreli kanserlerde %30-60 oraninda, yassi hiicreli kanserlerde ise
daha az oranda gorulir. KHDAK’ lerinde ise ¢cok daha nadir gorilur. K- ras
mutasyonu goriilenlerde sagkalimda azalma, erken relaps ve kotii prognoz goralir
(Fong ve ark. 1999, Groeger ve ark. 1997, Jacobson DR. 1999, Lecture GFF. 1996,
Mabry M. 1998). K- ras mutasyonu sigara i¢imi ile iligkilidir. Sigara icen akciger
kanserli olgularda hi¢ igmemis olanlara gore daha sik goriliir (Fong ve ark. 1999,
Jacobson DR. 1999, Spivack ve ark. 1997).

Myc Ailesi

Myc genleri, DNA’ ya baglanan ii¢ niikleer fosfoproteini kodlar. Bu proteinler
hiicre proliferasyon ve diferansiyasyonunda etkilidirler ve DNA sentezinin
baslamasinda rol alirlar. Klonlandiklar kiiltiire ve elde edilme sartlarima gore bu
genler, C- myc, N- myc ve L- myc’ den olusur (KoOktlrk ve ark., 2003). KHAK’
lerinin %18- 31, KHDAK” lerinin ise %8-20" sinde myc aktivasyonu izlenir. C-myc
amplifikasyonu olan hiicrelerde biiyiime faktorii gereksinimi azalir. Hiicre siklusunda
G1 faz1 kisalir ve bunun sonucunda proliferasyon olusur. C- myc tumér blylme
hizinda artis ve sagkalimda kisalma ile iligkilidir (Fong ve ark. 1999, Greoger ve ark.
1997, Mabry M. 1998).
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Hiicre Ici Sinyal ileticileri ve Niikleer Transkripsiyon Faktorleri

Bu grupta c-erb B-1, c- erb B-2, c-met, c-srs, c-raf-1, c-fos ve c-jun yer alir.
Bunlar cesitli biiylime faktorii ve reseptorlerini kodlarlar. Bazi akciger kanseri
tiirlerinde ekspresyonlar1 artmigtir.

c-erb B-1; Epidermal growth faktor (EGF) reseptorinu kodlar. Membran
glikoproteini olup, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve 0Ozellikle yassi hiicreli
kanserlerde asir1 ekspresyonu goriiliir.

c-erb B- 2; Transmembran blylme reseptor faktorli olarak gorev yapan bir
proteini kodlar. p185 neu, kodlanan protein olup, hem yasst hiicreli hem de
adenokanserlerde kotu prognositik bir gostergedir. Kemorezistans ve yiksek
metastatik potansiyel ile iligkilidir (Mabry M., 1998). Akciger kanserlerinin %30-64’
unde goralur (Spivack ve ark., 1997).

c- fms; Koloni Stimile Edici Faktor (CSF) 1 igin protein kodlar. KHAK’ de
ekspresyonu gorilir (Mabry M., 1998).

c- met; Hepatosit Growth Faktér (HGF) reseptorini kodlar. KHAK’ lerinin
cogunda KHDAK’ lerinin ise yarisinda ekspresyonu gorulir. KHDAK’ lerinde
Ozellikle adeno ve yassi hiicreli kanserlerde goriiliir ( Mabry M., 1998).

c-src; pp60c-src N tirozin kinazlar1 kodlayan protoonkogenlerdir. KHAK’ de
adeno kanserlerinin %60’ inda ve kot diferansiye yassi hiicreli akciger kanserlerinin
bir kisminda tespit edilmisit (Mabry M., 1998).

c- raf-1; Hiicre disindaki reseptorlerden niikleusa sinyal transdiiksiyonunu
saglayan serin treonin kinaz aktivitesine sahip bir protoonkogendir. KHAK”’ lerinin
%80’ inde delesyonu gorulir (Mabry M., 1998).

c- fos ve c- jun; Erken transkripsiyon faktOrleridir. Protein sentezi olmaksizin
mutajenik uyarilarla aktive olurlar.

2.3.2. TUmor Suipressor Genler (TSG)’ in Inaktivasyonu
p53 Tumor Stpressor Geni

Insan kanserlerinde en sik gorillen mutant gen olup, 17p13 lokusunda
yerlesmistir. TUm kanserlerin %50’ sinde goriiliirtken KHAK” lerinin %90’ 1nda,
yasst hiicreli kanserlerin %65’ inde, biiyiik hiicreli kanserlerin %60’ inda ve adeno
kanserlerin %33’ (inde gosterilmistir (Fong ve ark. 1999, Groeger ve ark. 1997
Hussain ve ark. 2000, Levin ve ark. 1994, Spivack ve ark. 1997, Tchia ve ark. 1991).
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p53 proteinin hiicre fonksiyonlarindaki gorevi; gen transkripsiyonu, DNA sentez
ve tamiri, genetik stabilitenin korunmasi, hiicre siklusunun arresti, biiylimeyi
sonlandirma ve hicre 6limuidir (Hussain ve ark. 2000, Lecture GFF. 1996).
Hipoksemi ya da DNA hasar1 p53 firetimini uyarir. p53 gen fonksiyon kaybi
sonucunda hiicre biiyiimesinin kontrolii ortadan kalkar ve DNA tamiri yapilmaksizin
hiicre siklusu kontrolsiiz olarak ¢ogalir.
p53 fonksiyon kayiplari genellikle allellik kayiplar ve somatik missense mutasyonlar
seklindedir. Bu mutasyonlar KHAK’ lerinin %90’ inda KHDAK’ lerinde %50’
sinden fazlasinda goriilir. Bu mutasyonlar sonucunda, hem timor siipressor
fonksiyonlarinda kayip hem de onkojenik fonksiyon kazanma seklinde dual bir etki
ortaya ¢ikabilir (Fong ve ark. 2002, Hussain ve ark. 2000, Levin ve ark. 1994).

p53 gen mutasyonlar1 karsinogenezin erken basamaklarinda goriliir. K-ras
geninde belli bir noktada mutasyon olurken, p53 mutasyonlar1 17. kromozomun
Uzerinde tim gen boyunca olusabilir (Spivack ve ark. 1997, Hussain ve ark. 2000).
Yapilan ¢aligmalar akciger kanserlerinde p53 mutasyonunun sigara i¢imi ile iliskili
oldugunu gostermistir (Tepeli E., 2007).

Retinoblastom Geni (RB)

RB geni ilk bulunan timér slipressor gendir. 13. kromozom uzerinde lokalizedir
(13g14). RB protein yoklugu KHAK"’ lerinin hemen hepsinde goérultrken, KHDAK’
lerinin sadece %10-30” unda gorilir (Cox ve ark. 2001, Fong ve ark. 1999, Tchia ve
ark. 1991). Bu gen hiicresel farklilagmada 6nemli bir role sahiptir (Tepeli E., 2007).

pl6 siklinD1/CDK 4-6 RB yolu, hicre siklusunun G1’ den S transisyonunda
onemli gorevlere sahiptirler. Bu yoldaki proteinlerin fonksiyon bozuklugu mitojenik
aktiviteyle sonlanir (Fong ve ark. 2002, Greoger ve ark. 1997, Levin ve ark. 1994,
Sclafani ve ark. 1998). Bu yoldaki proteinlerden biri olan p16, kromozom 9p21’ de
lokalize olup, genellikle akciger kanserinde allellik kayba ya da mutasyona ugrar.
KHDAK’ lerinin %10-40° inda homozigot delesyonlar ve nokta mutasyonlar
saptanir (Tepeli E., 2007).

Kromozom 3p Kaybi
Kromozom 1p, 1q, 2q, 3p, 4p, 44, 59, 6p, 69, 8p, 89, 11p, 11q, 14q, 17q, 18q ve

22q tumor slpressor genlerinin lokalize oldugu bolgelerdir. Bu bolgelerdeki
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hemizigot delesyonlar ile tiimor siipressor genler azalmis olur. Akciger kanserlerinde
sik goriilen kirilma noktalar1 1p, 3p, 9p ve 17p’ dir (Tepeli E., 2007).

Frajil histidin triad geni (FHIT) 3pl14.2 lokalizasyonunda bulunur. Akciger
kanserinde bu bdlgenin hemizigot ya da bazen homozigot olarak delesyona ugradigi
gosterilmistir. FHIT gen anomalileri KHAK’lerinin %80’ inde KHDAK” lerinin ise
%42’ sinde gosterilmistir (Gemill ve ark. 1998, Sozzi G. 1998).

3p delesyonunun karsinogenezin erken basamaklarinda gergeklestigi diisiiniiliir.
Bu degisiklik KHAK’lerinin %100’ Gnde , KHDAK’ lerinin %50 sinde gorulur
(Greoger ve ark., 1997). 3p delesyonunda hiicre dongusu regulasyonu bozulur. 3p
boélgesinde bulunan bir gen, ubiquitin aktive edici enzim ile homologdur. Ubiquitin,
aktive edici enzim ile fosforile olduktan sonra, CCND1 degradasyonu ile hiicre
dongiisii regulasyonunda gorev alir. Tiitline bagh gelisen kanserlerde hiicre dongiisii
kontroliiniin kayb1 CCND1 gen amplifikasyonu ve/veya ubiquitin aktive edici enzim
delesyon mekanizmalar1 ile agiklanabilir (Davidson ve ark., 1993).

3p21.3 bolgesinde yer alan bir bagska TSG ise RASSF1 olup, KHDAK” lerinin
%30° unda ve KHAK’ lerinin %90’ 1ndan fazlasinda promotor bolge
hipermetilasyonuna ugrar. Bu hipermetilasyon kétii prognoz ile iliskilidir (Fong ve
ark., 2002).

2.3.3. DNA Tamir Genlerindeki Degisiklikler

DNA tamiri normal hiicre dongiisiiniin devamu icin esastir ve hatalit DNA tamiri
karsinogenez gelisiminden sorumlu onemli bir faktordiir. DNA hasarii gidermek
lizere islev goren baslica genler bir onceki kisimda da belirtilen kromozom 3p
uzerinde lokalizedir. Kromozom 3p kayiplar1 akciger kanseri gelisimini 14 kat
artirmaktadir. Diger DNA tamir genleri (ERCC1, XPO, XPF, XRCC3, XRCC1,
RRM1) ile de artan sayida ¢aligmalar yapilmaktadir (KOktirk N ve ark., 2003).

2.3.4. Biiyiime Faktorleri ve Reseptorlerine iliskin Degisiklikler

Pek cok bliytime faktorii ve reseptorii akcigerde kanser hiicreleri ve normal
hiicreler tarafindan eksprese edilmektedirler (Siegfried SM., 1999). Bu biyime
faktorleri otokrin, parakrin jukstakrin yollarla kanser biytmesinde rol oynarlar
(Siegfried SM. 1999, Takanami ve ark. 1996). Eger bir timor hiicresi, hem bir
blylime faktorini sentezliyor hem de reseptoriinii tasiyorsa, kendisini uyaran

biiylime halkasina sahip demektir. Buna “Otokrin Biiyiime Halkas1” denir. Normal
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hicrelerde bu duzenleyici sistemler bir denge igerisinde islemektedir. Kanser
hlcrelerinde ise bu dengeler bozulmustur (Hasturk S., 2000).

Epidermal Growth Faktér (EGF) ve Transforming Growth Faktor- a (TGF-a) ,
hicre proliferasyon ve differansiyasyonunu uyaran mitojenik etkileri gosterilmis olan
peptidlerdir. EGF, yiizey reseptorii araciligi ile etkilerini gosterir (Groeger ve ark.
1997, Jacobson DR. 1999, Tateishi ve ark. 1990). EGF reseptéri (EGFR), tirozin
kinaz aktivitesine sahip bir transmembran glikoproteindir. Tirozin kinazlar hem
normal hticre biylimesi ile hem de malign transformasyon ile iliskili proteinlerdir.
Pek c¢ok calismada aberran EGFR sinyalizasyonu ve EGFR regulasyon
bozuklugunun timor gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Fernandes ve ark.
1999, Lei ve ark. 1998, Raymond ve ark. 2000). KHDAK’ lerinin %13-80" inde
EGFR asir1 ekspresyonu saptanmustir. Ozellikle yassi hiicreli akciger kanserlerinde
normal dokunun 2-3 kati EGFR ekspresyonu s6z konusudur (Perez-Soler ve ark.,
1998).

Transforming Growth Faktér- R1 (TGF- R1), hiicre fonksiyonlarinin
regulasyonunda rol oynayan bir polipeptid olup, normal epitelyal hicrelerin
blylmesini inhibe eder (Hasegawa ve ark. 2000, Takanami ve ark. 1996). TGF- R
peptidleri, hiicre buylmesi, diferansiyasyonu, adezyon, migrasyon, anjiogenez,
ekstracelliler matriks formasyonu ve immun fonksiyonlar1 etkileyen
multifonksiyonel polipeptidlerdir (Takanami ve ark., 1997).

TGF- B in vitro olarak kanser proliferasyonunu baskilar. TGF-81 angiogenezi
stimile eder, immun fonksiyonlar1 baskilar, adezyon molekll ekspresyonunu ve
ekstraselliiler matriks komponentini artirarak metastatik potansiyeli artirir (Hasegawa
ve ark. 2000, Takanami ve ark. 2001). TGF- R1 ekspresyonu olan hastalarda
sagkalimin daha kétii oldugu gosterilmistir. Ozellikle adeno kanserli olgularda TGF-
B1 ekspresyonunun sagkalimda azalma ve kotii prognoz ile iliskili oldugu pek cok
caligmada gosterilmistir (Spivack ve ark., 1997).

Hepatosit Growth Faktér ( HGF), plazmada bulunur ve trombositlerden
sentezlenir. Esas olarak karaciger rejenerasyonunda rol oynar. HGF, endotel
hlcreleri ve melanositler icin mitojenik etki gosterir ve endotel hirelerinde tibal
olusumunu uyarir (Akbulut ve ark., 1997). HGF normal akcigerlerde ¢ok diisiik
duzeyde ekprese edilir. KHAK ve KHDAK’ lerinde HGF ekspresyonu artmustir.
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Opere edilebilir KHDAK” lerinde yuksek HGF diizeyi kotl prognozu gosterir (Fong
ve ark. 1999, Hastiirk S. 2000).
2.4. DNA Metilasyonu

Epigenetik, herhangi bir gen/ genom mutasyonu olmamasina ragmen gen
ekspresyonundaki kalitsal ya da sporadik degisimlerle ilgilenen bilimsel disiplin
olarak tanimlanir. Hiicre dongiisii sirasinda dimanik degisimler s6z konusudur.
Epigenetik degisimler asagidaki gibi gruplandirilir:
DNA metilasyonu: DNA dlizeyinde
1. DNA metiltransferaz

2. Metil CpG baglanti proteinler
Histon modifikasyonlari: Niikleozom diizeyinde
1. Merkez histon proteinlerinde translasyon sonrasi modifikasyonlar
2. Asetilasyon, metilasyon ve fosforilizasyon
3. Enzimler: Histon asetiltransferaz, histon deasetilaz

DNA’ nin metillenmesi, omurgalilarda transkripsiyonun kontroliinde kromatin
yapist ile iligkili bir mekanizmadir. Omurgalt DNA’ sindaki sitozin birimleri, 5-
karbon pozisyonuna metil gruplariin takilmasiyla modifiye edilir (Sekil 5). DNA’
nin tek dalinda bulunan CpG dinukleotidlerinde sitozinin 5- karbonuna baglanmasi
ile metilenme gerceklesir. Bu islem DNA metiltransferazlar yardimiyla olmaktadir.
Bu metillenme, promotorlerin ¢evresinde yliksek siklikta CpG diniikleotidi igeren
genlerin transkripsiyonel aktivitelerinin azaltilmasi ile iliskilidir (Geoffey ve ark.,
2006).

5-Methylcytosine

A

Sekil 5. 5-metilsitozin olusumu
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DNA metillendiginde  5-metilsitozin  olusur. Bu metillenme CpG
dinlkleotidlerinde ve DNA’ nin major olugunda meydana gelir. Burada niikleotid
degisimi yoktur. Sadece bag iliskisinde degisim s6z konusudur (epigenetik degisim).
CpG’ lerin genomdaki dagilimlar rastgele degildir. Genomda nadiren daginik CpG
dintikleotidleri gortiliir. Baz1 doku spesifik genlerde, housekeeping genlerin promoter
bolgelerinde lokalize, 26 000- 45 000 civarinda CpG adalar1 oldugu tahmin
edilmektedir (Geoffey ve ark. 2006, Nussbaum ve ark. 2005, William SK. 2000).
Insanlarda iki tiir CpG diniikleotid dizisi vardir:

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

Normalde genin promoter bolgesindeki CpG adaciklarindaki sitozinler metilli
degilken 3’ bolgesindeki tekrarlayan CpG’ ler metilli olarak bulunurlar. Memeli
genomunda, %5 sitozin metillidir. DNA metilasyonu normal kosullarda hiicresel
farklilasmada rol oynayan 6nemli bir mekanizmadir. Hiicreler arasinda genom ayni
olmasina ragmen farkli hiicre gruplarinda doku spesifik genlerin eksprese olmasinda
DNA metilasyonu etkili olmaktadir. Diger bir degisle DNA metilasyonu genomda
genin ekprese olmamasi gereken bolgelerde, kodlanmayan bolgelerde transkripsiyon
surecini durdurur. Ornegin heterokromatin yogun metilasyonun goriildiigii bir
yapidir. Bu kromatin yapisinin oldugu bolgelerde DNA replikasyonu ge¢ olmakta,
transkripsiyon ise gerceklesmemektedir. DNA metilasyonunun ayni zamanda viral
sekans kontaminasyonunun o©nlenmesi, tekrarlayan sekanslar arasina giren
transpozonlarin etkisiz hale getirilmesinde de etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Erigkin dokulardaki CpG adaciklarindaki DNA metilasyonu aracilifiyla gen
ekspresyonunu baskilama gorevi iki kiigiik gen grubu ile sinirlidir:

a. Inaktif X kromozomundaki CpG adaciklarinin yaygim metillenmesi.
b. Imprint genlerde, eksprese olmayan allelin inaktivasyonu promoterdeki
metilasyonla iliskilidir (Geoffey ve ark. 2006, Nussbaum ve ark. 2005).

Metillenme, genlerin transkripsiyonunu, hem bazi transkripsiyonel aktivatorlerin
baglanmasini engelleyerek, hem de metillenmis DNA’ ya 0zgll olarak baglanan
baskilayicilarin katilimini saglayarak engeller. Bu baskilayicilar, histon deasetilazlar

ile kompleks olusturarak ¢alisir. DNA metillenmesini, histon asetilasyonu ve
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niikleozom yapisindaki degisimlerle iliskilendirir. Genel olarak, gen aktivitesi ve
metilasyon arasinda ters bir iligki vardir.

Transkripsiyona ugrayabilecek, aktif DNA, histonlar asetillenmis, metile
olmamig DNA iken, baskilanmig DNA ise histonlar asetillenmemis, metillenmis
DNA” dir. Sekil 4’ te de goriildiigii gibi histon asetilasyonu histonlardaki (+) ytikiin
kaybolmasina, histon-DNA arasindaki ¢ekimin azalmasina, DNA’ nin serbestleserek
transkripsiyon faktorlerinin DNA’ ya baglanmasina neden olur. Ancak CpG
adaciklarinin metillenmesi ve histon deasetilasyonu ile histonlar (+) yilik kazanirlar
ve DNA- histon iliskisi kompakt bir yap1 olusturur. Bu durumda da transkripsiyon

inhibe olur.

HISTON MODIFIKASYONU % DNA METILASYONU

Transkripsiyonu Aktive
Eden Kompleks

Sekil 6. Metilasyon ve asetilasyon iliskisi

DNA metillenmesi transkripsiyonu engelleyebilmesine ragmen, genellikle
onceden baskilanmis olan genlerin metillendigi goriilir. DNA metillenmesi,
transkripsiyon inaktivasyonunun primer nedeni olmaktan ¢ok temel gelisim
siirecinde gen inaktivasyonunun siirekliliginde ve korunmasinda katki saglar. DNA’
nin  metillenmesi, DNA Metiltransferaz enzimleri ile olmaktadir. DNA
Metiltransferaz enziminin yapisin1 inceleyecek olursak, bugiin i¢in DNA
metiltransferazlarin {igii iyi tanimlanmustir (Geoffey ve ark. 2006, Nussbaum ve ark.
2005):

Dnmt 1: Kalici metilazdir. Boliinmesi sirasinda olusan yeni DNA, sentezi sonrasi

eski DNA metilasyon paternini korumakla gorevli, replikasyon bolgesine lokalizedir.
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Dnmt 3A ve 3B: De nova metilasyondan sorumludurlar. Normal metiltransferaz
aktivitesi gosterirler. Dnmtl’ in aksine hemi- metilli DNA’ ya karst egilimleri
yoktur. Dnmt3 ailesi benzer katalitik domain icerirler. Fakat regilatér domainleri
farklidir.

DNA metillenmesinin 6nemli bir dizenleyici roli, memeli embriyosunun
gelisiminde yer alan bazi genlerin ekspresyonunu denetleyen ve genomik
damgalanma olarak bilinen fenomende tanimlanmistir. Diploid hiicrelerde,
genellikle, bir genin hem anne kdkenli hem de baba kokenli allelleri eksprese olur.
Bununla birlikte, ekspresyonlart anneden veya babadan kalitilanlarina bagli olan
birka¢ damgalanmis gen vardir. Bazi durumlarda, damgalanmis genin sadece baba
kokenli alleli eksprese olur ve anne kdkenli allel inaktiftir. Damgalanmis diger bazi
genlerde anne kokenli gen eksprese olurken, baba kokenli allel inaktiftir (Geoffey ve
ark. 2006, Nussbaum ve ark. 2005, William ve ark. 2000).

2.4.1. DNA Metilasyonu ve Kanser

Kanser olusum siireci ile genomik metilasyon kalib1 degisiklikleri arasindaki
iliski, 1980’ 1i yillarin basindan beri bilinmektedir (Warnecke ve ark., 2000). O
tarihten itibaren, kanser olusumunda metilasyonun roliiniin anlagilmasinda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Bu ¢alismalarda temel arastirma konusu, kanser
hiicrelerinde metilasyonun artip artmadigir olmustur. Arastirmalarda elde edilen
sonuglar, metilasyon profilinin, spesifik genlere gore, incelenen genlerin farkli
bolgelerinde, 6zellikle promoter bdlgelerinde degisebildigini gostermistir (Safar ve
ark. 2005, 2007, Sato ve ark. 2004).

1983 yilinda Feinberg ve Vogelstein, onkogenlerin yeniden diizenlenmesi ve
mutasyonlarini arastirirken, kanser hiicrelerinde genel bir hipermetilasyon oldugunu,
bu durumunda onkogen aktivasyonunda rol oynayabilecegini ortaya koymuslardir
(Geoffey ve ark., 2006).

Kanser hicreleri genellikle hipermetiledir. Bu, enzimatik metodlarla ya da
HPLC yontemiyle, total 5- metilsitozin miktarina bakilarak gdsterilmistir.
Metilenden yoksun diyetle beslenen fare ve ratlarda, DNA hipermetilasyonu oldugu
ve sonucunda karaciger kanserinin gelistigi rapor edilmistir (Nussbaum ve ark.,
2005).
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DNA hipometilasyonu, kromozomal yeniden dizenlenmeleri ve artan delesyon
oranina yol agar. Bunun sonucunda da artan somatik instabilite oran1 goriiliir (Uludag
A., 2007).

Bununla birlikte kanserin tliriine gore degismekle birlikte basta timor baskilayici
ve DNA tamir genleri olmak {iizere bazi spesifik genlerin 0Ozellikle promoter
boélgelerinde metilasyon profilinde bir artis oldugu da birgok ¢alismada gosterilmistir
(Bowman ve ark. 2006, Tsou ve ark. 2004, Yan ve ark. 2005).

Her bir CpG adacik analizinde artan metilasyon paternleri saptanmistir. Genis
capli CpG adacik analizini saglayan PCR orjinli yontemlerin uygulanmasiyla, bir
tiimordeki yiizlerce hatta binlerce CpG adaci@imin normalin disinda artmis
metilasyon paterni gosterdikleri ortaya konmustur. DNA metitransferaz enzim
aktivitesinde de artis s6z konusudur (Geoffey ve ark. 2006, Nussbaum ve ark. 2005).

CpG adalariin hipermetilasyonu, timor baskilayict genlerin ve DNA tamir
genlerinin inaktivasyonuna yol agtig1 gibi, DNA’ daki hipermetilasyon da kromozom
insatabilitesi, retrotranspozan aktivasyonu ve onkogen aktivasyonu yolu ile kanser
gelisiminde 6nemli rol oynar (Uludag A., 2007).

Ornek olarak GSTP1 (Glutatyon S Transferaz Pi) geni verilebilir. Bu gen, DNA
harabiyetine yol acan elektrofillerin detoksifikasyonundan sorumludur. Prostat
tiimorlerinin %90’ indan fazlasinda bu genin ekspresyonunda anlamli bir azalma sz
konusudur. Bu azalmanin %95’ inden fazlasinda promotor hipermetilasyonudur
(Yegnasubramanian ve ark., 2004).

Yapilan calismalardan elde edilen verilerde akla gelen ilk soru, kanserdeki genel
hipometilasyonun mu, yoksa spesifik bazi genlerin hipermetilasyonunun mu kanserin
gercek sebebi oldugudur. Bu sorunun cevabi kanser etyolojisinin aydinlanmasi ve
dolayisiyla kansere yonelik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi acisindan da 6nem
tasimaktadir (Ehrlich M., 2006).

Karsinogenez, ister tiimor baskilayic1 genlerdeki inaktivasyona, ister onkogen
aktivasyonuna bagli gelissin karsinogenezis siirecindeki bir sonraki asgama DNA’ da
meydana gelen genel bir hipometilasyondur. Bu durum, kanserin prognozunu,
yayilimini ve agresif karakterinin dozunu tayin eden DNA instabilitesi, kromozomal
kirik ve kayiplara neden olur. Iste bu kritik asamada devrege girecek olan DNA tamir

genlerinin fonksiyonlarinda meydana gelebilecek bir zamla hastalifin seyrini
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dramatiklestirebilir (Geoffey ve ark. 2006, Ehrlich M. 2006, Safar ve ark. 2005, Sato
ve ark. 2004).

Calismalar sonucunda ortak kani, CpG adalarinin metilasyonunun timor
gelisiminin 6zellikle erken donemlerinde onemli oldugu, kanser i¢in bir ¢esit zemin
hazirladig1, kanserin prognoz ve yayilim hizina etki ettigi yoniindedir. Bu durum, bir
timor markeri olarak metilasyonun 6nemini vurgulamaktadir. Bu dogrultuda
kanserdeki CpG adalarinin metilasyon profilini inceleyen c¢alismalardan elde
edilecek veriler ile kanserin erken tanisi, tiimor klasifikasyonu, hastaligin prognozu,
tedavi protokollerinin diizenlenmesi, tedaviye yanitin kontrolii ve kanserden
korunma yollar1 konularina 151K tutulabilir (Safar ve ark. 2005, 2007, Sato ve ark.
2004).

Kanser olgularinda tiimor markeri olarak DNA metilasyonunun incelenmesinin
mutasyonlara gore bir avantaji da, metilasyonun genin her zaman belirli bir
bolgesinde olusmasi ve PCR teknikleri ile metilasyon anomalilerinin kolaylikla
incelenebilmesidir (Sato ve ark., 2004).

2. 4. 2. Akciger Kanseri ve DNA Metilasyonu

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, akciger kanserlerinin erken evrelerinde kan ve
balgam gibi biyolojik sivilarda metile DNA sekanslarinin saptanabilecegi
belirtilmistir (Palmisano ve ark. 2000, Sato ve ark. 2004).

Akciger kanseriyle iligkilendirilmis genlerden 3 veya daha fazlasinda metilasyon
saptanmasi durumunda akciger kanseri gelisme riskinin %64 spesivite ve sensivite
ile 6,5 kat arttig1 ortaya konulmustur (Palmisano ve ark., 2000).

Safar ve arkadaslarmin (2007) 180 KHDAK hastasinda yaptiklari ¢aligmada
akciger kanseri i¢in erken sayilabilecek NO olan hastalarda %67’ ye varan bir oranda
E-cadherin, APC, MGMT, hMLH1, RASSF1A, DAPK, ATM genlerinden en az
birinde hipermetilasyon oldugunu belirlemislerdir.

Etseller ve arkadaslarinin (2001) yaptiklar1 ¢alismada birgok kanser tiiriinde pl14,
p15, pl16, p73, APC ve BRCAL gibi timor baskilayict genler, h(MLH1, GSTP1 ve
MGMT gibi DNA tamir genleri, CDH1, TIMP3 ve DAPK gibi invazyon ve
metastazda etkili olan genlerin metilasyon profillerini arastirmis ve c¢ok degerli
veriler elde etmislerdir. Buna gore akciger kanserinde en sik metilasyon saptanan gen

%31 ile p16 olmustur. Ancak Kim ve arkadaslarinin (2005) KHDAK” li hastalarda
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yaptiklar1 bir baska ¢alismada da BRCA1 geninde saptanan hipermetilasyonun pl6
geninin homozigot delesyonu ile anlamli bir sekilde iliskili oldugu tespit edilmistir.

Bu bilgiler akciger kanserlerinde metilasyon profilini inceleyecek calismalarin
genis kapsamli ve ¢ok yoOnlii planlanmasi geregini ortaya koymaktadir. Soyle ki,
calisilacak materyalin alindig1 lokalizasyon, alindigi zaman kadar, c¢alisilacak
genlerin sayisi ve ¢alisma yontemi ile irdelenmelidir. Ayrica metilasyon ¢alismalari
ile beraber ekspresyon ve diger molekiiler yontemlerde kombine edilmelidir (Uludag
A., 2007).

Gen mutasyonlarinin aksine DNA metilasyonu geri donebilen bir siirectir. Bu da
onu kanser tedavisinde Onemli bir yere yerlestirir. Myelodisplastik sendrom
tedavisinde kullanilan ve sag kalimi artirdig1 gosterilen azacitidine ( Vidaza) aslinda
bir DNA metilasyon inhibitoriidiir. Ancak bu ilacin akciger kanserlerinde nasil bir
etkisi olacag1 bilinmemektedir. Histon deasetilasyonu gen ekspresyonunu baskilayan
baska bir epigenetik mekanizmadir. Suberoylanilide hidoksamik asit ve depsipeptit
gibi histon deasetilasyonunu engelleyen ilaglarda akciger kanserlerinin tedavisi igin
tartistlmalidir (Sato ve ark., 2004).

2.5. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) Yodntemi

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification ( MLPA) yoéntemini ilk defa
2002 yilinda Schouten ve arkadaglari tanimlamislar ve son haliyle relatif kantitatif
PCR yOntemi olarak tariflemislerdir (Schouten ve ark., 2002). Metilasyon spesifik
MLPA (MS- MLPA) ve MLPA, spesifik dizilerin, bir mutiplex PCR’ dan sonra es
zamanli olarak degerlendirilebildigi bir metodtur. Amplifikasyon Urlnleri bir
dizileme cihaz ile ayrigtirilir. Sadece bir tek primer cifti kullanilir. Olusan fragment
uzunluklar1 130-490 bp arasinda oldugundan jel paternine uygundur. Elde edilen
sonuclarin  kontrol 6rnegi ile karsilastirlmasi sonucunda hangi dizinin
delesyon/duplikasyon tasidig1 tespit edilir. MLPA reaksiyonunda belirli dizilerin
amplifikasyonu icin sadece 20 ng insan DNA’ s1 yeterli olmakta ve tek nikleotid
degisimleri (baglanma bolgesindeki) goriilebilmektedir. Diger tekniklerle
karsilastirildiginda MS-MLPA ve MLPA reaksiyonu daha hizli, ucuz ve
uygulanmasi kolaydir. Gerekli ekipmanlar ise c¢ogu molekiiler laboratuvarinda
bulunabilmektedir (http//www.mlpa.com, Erisim tarihi: 25 Ekim 2014 ). Teknige;

kolay uygulanabilir, iiretken, sensitif olmast ve dogru multiplex analiz sonucu
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verebilmesi i¢in bir¢ok modifikasyon yapilmistir. Her bir MLPA probu hedef diziye
hibiridize olduklarinda birbirine eklenebilecek iki oligonikleotid icerir. Bltin
baglanmis problar 5° ve 3’ u¢larinda PCR ile sadece tek primer ¢ifti kullanilarak ayni
anda amplifiye olmalar1 i¢in tanimlayici dizilere sahiptirler. Her prob uzunluklar1 130
ve 490 bp arasinda degismek iizere birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon triinii
verir. Her MLPA probunun iki oligoniikleotid parcasindan bir tanesi kimyasal olarak
sentezlenmistir ve 5° ucunda PCR ile amplifikasyon i¢in sabit bir dizi ve 3’ ucunda
hedefe spesifik olan dizi bulunur. Probun diger oligoniikleotidi 5° ucunda 25- 43
niikleotid uzunlugunda ve ilk oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize
olan diziyi icerir. 3* ucunda ise PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan sabit dizi
ve 19-370 nikleotid uzunlugunda dolgu dizisi bulunur. 80-440 nikleotid
uzunlugundaki oligoniikleotidler MLPA kalitesini karsilayacak sekilde ticari olarak
bulunmadiklarindan kimyasal olarak sentezlenmistir. Bu oligoniikleotidlerin sentezi
i¢in M13 klonlarinin tek zincirli DNA”’ s1 kullanilmigtir. M13 DNA’ s1 komplementer
oligoniikleotidlerin baglanmasi ile kismen ¢ift zincirli hale getirilmistir ve iki
restriksiyon endoniikleaz ile kesilmistir. Bu enzimlerden bir tanesi DNA’ y1 kendi
tanima bolgesinden, hedef diziye milkemmel bir komplementer olacak sekilde
fosforile 5* ucundan kesmektedir. 35-42 prob igeren kitler genellikle problar arasinda
6 ya da 9 baz ¢ifti uzunluk farki olacak sekilde dizayn edilmistir. Spesifik bir MLPA
prob kitinde kullanilan biitiin problar farkli M13 kaynakli vektOrlerden elde
edilmislerdir ve farkli dolgu ve hibridizasyon dizileri igerirler. Farkli problarin
birbirleri ile heterodupleks formasyonunu 6nlemek icin problarin sadece u¢ kisimlari
ortak dizi igerir. Bunun i¢¢in 118 farkli dizide ve uzunlukta dolgu dizisi iceren M13
kaynakli MLPA vektori hazirlanmistir.  Hedef diziye spesifik sentetik
oligoniikleotidler, gerekli dizi uzunlugunu saglayacak esneklikte bu vektorlere
kolayca eklenebilirler. Iki sentetik oligoniikleotid pargayr iceren 94-124 bp
uzunlugundaki problar, amplifikasyonda basarili bir sekilde kullanilmistir. M13
kaynakli oligoniikleotid problarinin hibridize olmayan dolgu dizilerinin farkl
uzunluklar1 bize amplifikasyon iiriinlerinin farkli o6zellikleri sayesinde avantaj
saglamistir. Hibridize olan hedefe spesifik kisa diziler ise mutasyonlar1 saptamada ve
tek niikleotid polimorfizm analizlerinde de hedef diziye yarismali sekilde

baglanmadiklarindan dolay1 avantaj saglamistir (Schouten ve ark., 2002).
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MS-MLPA’ da ligasyon islemi ile birlikte ayni hasta 6rneginin yaris1 da Hhal
metilasyon spesifik enzimi ile kesime ugratilir.

Hibridizasyon ve ligasyon agsamalarindan sonra PCR ile amplifikasyonda biitiin
problar i¢in tek ¢ift primer kullanilmaktadir. Primerlerden bir tanesi FAM [N- (3-
fluoranthy1) maleimide] ile isaretlenmistir (Slater ve ark., 2003). Genomik DNA’ da
oldugu gibi mRNA arastirmalarinda da kullanilabilir (http//www.mlpa.com, Erisim
Tarihi: 25 EKim 2014).

SAMPLE DNA FROBE PROBE AMPLFICATIONOF
DENATURATION HYERIDISATICN LIGATION LIGATED PROBES

— oS

Sekil 7. Genel MLPA yonteminin basamaklari

1. SAMPLE DHA LPROBE  SPLITTHEREACTION  3A FROBE 38, FROBE 4, AMPLIFICATION OF LIGATED,
DENATURATION HYBRIDISATION __ IVT0 2 PARTS: LIGATION LIGATION + DIGESTION _ UNDIGESTED PROBES QNLY

]
BT e e

Sekil 8. MS- MLPA yo6nteminin basamaklari

2.5.1. Akciger Kanserinde MLPA Tekniginin Kullanim

Calismamizda Tirkiye’ de son zamanlarda kullanimi artmis olan Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) ve Metilasyon Spesifik MLPA
(MS-MLPA) teknikleri ile simdiye kadar akciger kanserleri ile iliskilendirilmis farkli
genlerde dizayn edilmis prob bolgelerindeki degisimler ve metilasyon paternleri
aragtirtlmistir. Bu giine kadar yapilip, literatiirde yayinlanmig MLPA teknigi ile ilgili
bircok yayimn olmasina ragmen, akciger kanserlerine yonelik bu teknigin kullanildig:
¢ok az calisma yaymlanmistir. Yaptigimiz akciger kanserine yonelik MLPA
tekniginin kullanildigi ¢alismamiz, literattirde dnemli bir yer edinecektir.

Calismamizda akciger kanserine yonelik dizayn edilmis mevcut Kkitler
kullanildig1 i¢in belli kromozom ve gen bdlgeleri incelenebilmistir. Bu prob

bolgelerinin dizayninda {iretici firma, bugiline kadar yapilan ve literatiirde
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yayinlanarak akciger kanseriyle iligskilendirilmis bdlgeleri dikkate almstir.
Kullanilan problarin lokalizasyonlar1 ve gen isimleri Tablo 3 ve Tablo 4’ te
belirtilmistir. Calismamiz sirasinda sadece bu bdlgelerin incelenebilir olmasi bir
dezavantaj olarak kabul edilebilir. Fakat yinede yontem bir¢ok farkli geni bir arada
inceleyebilmesi nedeniyle bir¢ok teknige gore avantaj saglamaktadir.

Calismamizda kullandigimiz MS-MLPA teknigi ile, belirli tiimdr baskilayici
genler, bazi DNA tamir genleri ve metastaz ve invazyondan sorumlu bazi genlerin
metilasyon profilleri de incelenmistir. MS-MLPA tekniginde kullanilan problarin
listesi Tablo 5’ te verilmistir. MS-MLPA teknigi ile sadece mevcut metilasyon
varhigi incelenmistir. Ciinkii {iretici firmanin dizayn ettigi kitteki spesifik prob
bolgeleri, genlerin genellikle promoter bdlgelerine yoneliktir. Bu yilizden genin
amplifikasyon ve delesyon paternleri MS-MLPA teknigi ile degil genel MLPA
teknigi ile aragtirilmigtir.

Akciger kanserinde birgok genomik degisim tanimlanmistir. Bunlar bulylk
kromozom degisimlerinden spesifik genlerdeki nokta mutasyonlarina kadar
degismektedir. MLPA teknigi bu genis dagilim igerisinde ozellikle, tanimlanmis
kromozomal degisimlere yonelik bir kit dizayn1 yapmustir. Ileriki siiregte belirli
genlerdeki spesifik degisimlere yonelik dizayn edilecek yeni problar ile daha ayrintili
bir inceleme sans1 dogacaktir.

Bu calismada amaglanan, akciger kanseri tanist almis hastalarin timér dokulart
ile histopatolojik a¢idan normal olarak degerlendirilen ¢evre dokularin DNA
orneklerinde MLPA ve MS-MLPA teknikleri ile akciger kanseri ile iliskilendirilmis
farkli genlerin promoter bolgelerindeki CpG adaciklarinin metilasyon paternleri ve
yine farkli gen bdlgelerindeki amplifikasyon ve delesyon paternleri agisindan
degerlendirilmesidir. Calismadan ¢ikan sonuglar, son yillarda hiz kazanan kanserin
erken tanisinda c¢esitli tiimor baskilayict genlerin  hipermetilasyonunun ve
amplifikasyon ve delesyonlarinin biyomarker olarak kullanimi ¢aligmalarina da 11k

tutacaktir.
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Tablo 3. SALSA MLPA 175-Al Timor Gain Prob Bolgeleri.

Uzunluk (bp) SALSA MLPA probe Kromozomal
Pozisyon
64-70-76-82 Q-fragments: DNA control
118 DHFR probe S0428-1.14095 5q14.1
124 AURKA probe S0429-L14094 20g13.31
130 AR probe 01690-L00423 Xql2
136 PDGFRA probe 10247-L10719 4q12
142 CDK4 probe 03173-L02512 12q14
148 ERBB2 probe 00675-L00572 17q12
153 MYC probe 00580-L13856 8024.12
160 ABLI probe 12502-L.13552 9g34.1
166 ALK probe 08324-L08193 2p23.2
172 CCND2 probe 03177-L02516 12p13.3
178 FGFRI probe 04184-L03583 8pll.2
186 MDM4 probe 03185-L03594 1g32.1
190 AURKB probe 12749-L13865 17p13.1
196 MET probe 10314-1.10828 7931
202 SMO probe 12750-L13866 7032.1
208 MET probe 10320-L10834 7931
214 BRAF probe 04260-L14063 7934
220 EGFR probe 06408-L05383 7pli.2
226 BRAF probe 08780-SP0039-L08904 V600E mutation
232 RET probe 05508-L13858 10q11.2
238 MYC probe 00672-L00169 8024.12
244 DHFR probe 12753-L13869 5q14.1
250 BRAF probe 10507-L11060 70934
256 TOP2A probe 01055-L00628 17qg21.2
265 CCNDI probe 05401-L04807 11913
273 CDK4 probe 03174-L12434 12q14
283 MDM2 probe 07179-L06788 12q14.3
292 CCNDI probe 00583-L00148 11q13
301 KDR probe 12755-L.14064 4q12
310 ABLI probe 12516-L.13566 9g34.1
321 AR probe 12604-L14065 Xql2
328 MDM4 probe 03186-L02525 1g32.1
337 ERBB2 probe 00717-L00390 17q12
346 KIT probe 12756-L14066 4q12
355 CCND2 probe 00498-L00084 12p13.3
364 RET probe 05502-L04925 10q11.2
371 MYCN probe 02572-L09025 2p24.3
382 FGFRI probe 01046-L01837 8pl1.2
391 PDGFRA probe 12762-.13878 4q12
400 SMO probe 12757-L13873 70932.1
409 MDM2 probe 07180-L06789 12q14.3
418 ALK probe 08323-L08192 2p23.2
427 EGFR probe 02063-L03283 7pli.2
436 MYCN probe 03327-L02466 2p24.3
445 KDR probe 12758-.13874 4q12
454 AURKB probe 12759-L13875 17p13.1
463 CCNDI probe 05402-.04808 11913
472 KIT probe 12761-L13877 4q12
481 TOP2A probe 01056-L14067 17qg21.2
488 AURKA probe 10236-L14068 20g13.2
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Tablo 4. SALSA MLPA 294-A1 Timor Loss Prob Bolgeleri.

Uzunluk (bp) SALSA MLPA probe Kromozomal
Pozisyon
64-70-76-82  Q-fragments: DNA control
127 DVLI probe 12057-L04066 1p36.33
133 PTCH probe 09616-L13843 9g22.33
139 TSC2 probe 0 18 19-L.13844 16p13.3
144 RB1 probe 02583-L13845 13914.2
149 DLEU1 probe 0 1062-L00639 13914.3
154 KIF1B probe 0468 1-L04462 1p36.23
160 CDKNZ2A probe 0 1524-.13846 9p21
166 MIRN15A probe 04019-L03416 13914.3
172 SMARCBL probe 08295-L08 109 229 11.23
178 BRCAZ2 probe 01599-1.13847 13g12.3
184 TSC1probe 02351-L04302 9q34
190 PTENprobe 06729-L06339 10g23.3
196 STK 11probe 03 124-.13848 19p13.3
202 PTCH probe 03709-L03 163 9g22.3
208 BRCAL probe 00827-L0034 2 17g21.31
214 FHIT probe 02293-L.13849 3p14 .2
220 STK 11probe 03 126-L03339 19p13.3
226 FKBP8 probe 1275 1-.13867 19p 13.11
232 BRCAZ2 probe 01603-L13850 13912.3
238 NF1 probe 02519-L01950 17911.2
244 FAM123B probe 12752-L.13868 Xqll.1
251 WTI probe 02755-L13851 11p13
257 TSClprobe 04108-L13904 9q34
263 FKBP8 probe 12754-L1409 1 19p 13.11
270 BRCA1 probe 00830-L14092 17q21.31
276 TP53 probe 02378-L.13853 17p13 .1
283 APC probe 11990-L12817 5021
292 TSC2 probe 03 168-L02571 16p13 .3
301 TP53 probe 02262-L0 1496 17p13 .1
310 SMARCBL probe 08280-L08094 22g11.23
319 TSC1probe 04324-L03897 9q34
328 BRCAL1 probe 0282 1-L02250 17921.31
337 FHIT probe 02290-L0178 1 3p 14.2
346 SMADA4 probe 05143-L04533 18g21.1
355 CDKN2A probe 0 1528-L0603 1 9p21
364 PTENprobe 03638-L02945 10923 .3
372 CAMTA 1probe 04695-L 13854 1p36.3 1
382 APC probe 0 1550-L00993 5022
391 VHL probe 0 1160-L007 16 3p25.3
400 PTENprobe 03640-L02947 10923 .3
409 CDKNZ2B probe 038 14-L03851 9p2 1
418 VHL probe 0 1161-L007 17 3p25.3
427 SMADA4 probe 07800-L07555 18021.1
436 RB1 probe 0 1798-L0136 1 13q14 .2
445 NF1 probe 04074-L03710 17911.2
454 TP53 probe 08785-L0 1159 17p13 .1
463 FAM123B probe 12760-L13876 Xq1l.1
473 PROM 16 probe 04703-L0408 1 1p36.32
482 WTI probe 02757-L14090 11p13
491 CHDS probe 09114-L09 174 1p36.3
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Tablo 5. SALSA MEO0O02 B Probe Bolgeleri.

Uzunluk Hhal Kromozom Referans
(bp) SALSA MLPA probe Pozisyon Probu icin
64-82 Q-fragments: DNA control

136 CREM probe 00981- - 10p11.21 Y
140 BRCA1 probe 03296- + 17921.3 -
148 BRCAZ2 probe 02285- + 13g13.1 -
154 CFTR probe 02944- - 7931.2 Y
160 ATM probe 03023- + 11922.3 -
168 TP53 probe 02374- + 17p13.1 -
175 PTCH1 probe 03708- - 9g22.3 Y
183 KLLN probe 03808- + 10g23.3 -
191 MGMT probe 05670- + 10q26.3 -
202 MLH3 probe 01245- - 14924.3 Y
208 PAXS5 probe 03750- + 9p13.2 -
219 CDH13 probe 02257- + 16023.3 Y
229 PAH probe 02334- - 12923 Y
238 TP73 probe 01684- + 1p36.3 -
247 WT1 probe 02755- + 11p13 Y
256 PMP22 probe 01462- - 17pl2 Y
265 VHL probe 03818- + 3p25.3 -
273 GSTP1 probe 02747- + 11913.2 -
281 TSC2 probe 01832- - 16p13.3 Y
292 CHFR probe 02737- + 12924.3 Y
301 ESR1 probe 02746- + 6025.1 -
310 CDK6 probe 03184- - 7021.3 Y
319 RB1 probe 02734- + 13qg14.2 -
328 MSH®6 probe 01250- + 2p16.3 Y
337 APC probe 01700- - 5022.2 -
346 MGMT probe 13716- + 10g26.3 -
355 THBS1 probe 01678- + 15914 Y
364 CADML1 probe 03816- + 11923

373 PTEN probe 03638- - 10023.3 -
382 STK11 probe 06783- + 19p13.3 Y
390 KLK3 probe 00713- - 19g13.3 Y
398 PYCARD probe 02252- + 16p11.2 Y
409 PAX6 probe 03749- + 11p13 Y
418 ATM probe 02670- - 11923 -
427 CDKNZ2A probe 01530- + 9p21.3 -
434 GATAS probe 03752- + 20q13.3 -
445 IL2 probe 00627-L00183 - 4q27 Y
453 RARB probe 04046- + 3p24.2 Y
462 CD44 probe 04500- + 11p13 Y
472 RB1 probe 04502- + 13g14.2 -
483 CASR probe 02683- - 3921 Y

Y metilasyon var, - metilasyon yok
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Geregler

Spektrofotometre( Eppendorf)

Kapiller Elektroforez Cihazi ( Beckman Coulter CEQ 8000)
Spektrofotometre Kivetleri ( Eppendorf)

Mikropipet Takimi (Thermo Scientific )

Mikrosantrifuj ( Eppendorf)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM )
Jel goruntuleme ve dokiimantasyon sistemi ( Bioimagins System MiniLumi )
Elektroforez aleti (Thermo Scientific)

Mikrodalga firin (Altus)

Therrmomixer (Eppendorf)

Etiiv ( Niive)

Vorteks ( Thermo)

Deep freze ( Regal)

Buzdolabi ( Siemens)

Santrifuj tipleri

PCR Tupleri (Eppendorf)

Ependorf tipid ( 1,5 ml lik)

Beckman Coulter CEQ yukleme plateleri

Beckman Coulter CEQ Kapiller ( 33 cm)

3.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

DNA izolasyon Kiti (OMEGA bio-tek, E.Z.N.A FFPE DNA Kit)
SALSA MLPA 175-A1 Tumdr Gain Probe

SALSA MLPA P294-A1 Tumor Loss Probe

SALSA MLPA MEOQ02B Probe

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart ( Beckman Coulter)
Hi-Di Formamid ( Beckman Coulter)

Mineral Yag ( Roche)

Hhal Restriksiyon Enzimi (Sigma)

Ksilol (Merk-1.08685.2500)
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Doku Pargalayict Tampon (OMEGA bio-tek, E.Z.N.A Lysis Buffer)
Etanol (95%) (Tekel)
6X Jel Yukleme Tamponu (Sigma)
Agaroz (Sigma)
Etidium Bromid (Sigma)
Proteinaz K ( QIAGEN)
Distile Su
Performans Optimize Edici Polimer 4 ( POP4 TM)
10X EDTA’ 11 Buffer ( Beckman Coulter)
3.3. Materyal Segimi

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji
ve Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi Tibbi Patoloji Laboratuvarlarinda,
histopatolojik olarak incelenip, “kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri” tanisi almis 30
olgu caligmaya alinmistir. Olgulara ait %10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis,
parafin bloklara gomiilii dokulardan hazirlanmis ve Hemotoksilen-Eozin ile
boyanmus arsiv preperatlari, yeniden Diinya Saglk Orgiitii (WHO) kriterlerine gére
gradelendirilmis ve TNM simiflamasina gore evrelendirilmistir. Her hastaya ait doku
orneklerinden kanser dokusu iceren 5 mikronluk Kkesitlerden elde edilen DNA
ornekleri calisma grubu olarak, ayni hastaya ait kanser dokusu i¢cermeyen kesitlerden
elde edilen DNA ornekleride kontrol grubu olarak ¢aligmaya alinmustir. Olgularin
yas ve cinsiyetleri hasta dosyalarindan temin edilmistir.
3.4 . Yontemler
3.4.1. Parafine G6mulii Dokudan DNA izolasyonu

Omega biotek, E.Z.N.A FFPE DNA ksilen ekstraksiyon metodu ile, parafine
gomiilii doku 6rneklerinden, DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Protokol:
1. 1 ml ksilen 2” ml lik tipe konulur.
2. Parafin bloklardan 10 pum’ lik kesitler alinarak bu tiipe eklenir ve 20 saniye kadar
vortekslenir.
3. 2 dakika maksimum hizda (1400 rpm) ve santrifiij sicakligi oda 1sisinda olacak
sekilde santrifiij edilir ve slipernatant atilir.

4. 1 ml %100’ luk etanol eklenir ve vortekslenir.
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5. 2 dakika maksimum hizda (1400 rpm) ve santrifiij sicakligi oda 1sisinda olacak
sekilde santrifiij edilir siipernatant atilir.
6. Ependorf tliptiniin kapag: agilarak, 37 C° * de 15 dakika kurutulur.
7. 200 pl FTL Buffer ve 20 ul Proteinaz K solusyonu eklenir.
8. 55 C°de yaklagik 16 saat ( overnight) inkiibe edilir.
9. 90 C°del0 dakika inkiibe edilir ve sonrasinda kisa santrifiij edilir.
10. 220 ul BL Buffer eklenir ve vortekslenir.
11. 250 pl %100 etanol eklenir ve vortekslenir.
12. Bu karisim kolumn tiipe transfer edilir.
13. 1000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.
14. Toplama tiip atilir ve yeni toplama tiipii alinir.
15. 500 ul HB Buffer eklenir.
16. 1000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.
17. Toplama tiipii atilir ve yeni toplama tiipii alinir.
18. 700 ul DNA Wash Buffer eklenir.
19. 1000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.
20. Toplama tiip atilir ve yeni toplama tiipii alinir.
21. 18.ve 20. basamaklar tekrarlanir.
22. Kolum tup 1,5- 2 mI’ lik mikrosantriftj tiptne konulur.
23. 50 pl’ lik Elution Buffer ( 70 C°ye sitilmus) eklenir ve oda 1sisinda 3 dakika
beklenir.
24. 1200 rpm’ de 1 dakika santrifij edilir.
25. 23-24. basamaklar tekrarlanir.
26. Mikrosantrifuj tlipinde DNA mevcuttur.
Elde edilen DNA ornekleri %1’ lik agaroz jel elektroforezinde yuritulerek

goruntulendi. Elde edilen DNA’ lara ait 6rnek jel goriintiisu Resim 1’ de verilmistir.

- - --r-i- - g ;f--'-'v

Resim 1. Ornek DNA’ lara ait %1’ lik agaroz jel elektroforez goriintiisa.
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3.4.2. izole Edilen DNA Orneklerinin MLPA Yontemiyle Analizi

3.4.2.1. DNA Denaturasyonu ve SALSA MEQ02B, SALSA P175-Al ve SALSA
P294-Al Probe Miksleriyle Hibridizasyonu

- Izole edilen DNA 6rneklerinden 5 pl alindi.

- Alman 6rnekler 200 ul’ lik PCR strip tiiplerine aktarildu.

- 98 C°de 5 dakika Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA’ nin denatiirasyonu
gerceklestirildi.

- Ornekler 25 C°ye sogutuldu.

- MLPA buffer ve MLPA Probe Miksleri kullanmadan énce vortekslendi.

- Her reaksiyon i¢in hibridizasyon master mix hazirlandi: 1.5 ul MLPA buffer + 1.5
ul probe mix . Bu karigim hafifce vortekslendi.

- DNA denatiirasyonundan sonra, her 6rnek tipine 3 ul hibridizasyon master mix
eklendi ve pipetaj yapildi.

- Strip tdplerinin kapaklar1 kapatilarak, Thermal Cycler cihazina yiiklendi.

- 95 C°de 1 dakika inkiibasyondan sonra, 16 saat 60 C° de hibridizasyona birakildu.

3.4.2.2. Ligasyon ve Enzim Kesim Reaksiyonu

Hibridizasyon sonrasi SALSA MEOQ002B ile yapilan reaksiyon iki ayr1 tupe
bolinerek hem standart MLPA reaksiyonu hem de metilasyona spesifik yontem
uygulandi:

- Ligase- 65 master mix hazirlandi: 8,25 pl distile su + 1,5 pl Buffer B + 0,25 pl
Ligase-65 enzim.

- Ligase-Digestion master mix hazirlandi: 7,75 pl distile su + 1,5 pl Buffer B + 0,25
ul Ligase-65 enzim + 0,5 pl Hhal

- PCR tiipleri 20 C° de iken Thermal Cycler cihazindan cikartildu.

- Her tipe 3 pl buffer A ve 10 pl distile su eklendi.

- Yeni PCR tiipleri alinarak, bu karisiimlardan 10’ ar pl bu yeni tiiplere aktarildi.

- Tupler (eski ve yeni) Thermal Cycler’ a kaldirildi ve program baslatilarak 48
C%de 1 dakika bekletildi ve bu sicaklikta durduruldu.

- 10° ar pl ligase-65 master mix birinci (eski tlp) tuplere ve 10° ar pl ligase-
digestion mix ikinci (yeni tlp) tuplere eklendi.

- 48 C°de 30 dakika inkiibasyon devam ettirildi.
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- Daha sonra 98 C°de 5 dakika bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.
Hibridizasyon sonrast SALSA P175-Al ve SALSA P294-Al ile yapilan

reaksiyon su sekilde devam ettirildi:

- Her reaksiyon igin Ligase- 65 master mix hazirlandi: 25 pl distile su + 3 pl Ligase

Buffer A + 3 pl Ligase Buffer eklendi. Bunun uzerine 1 pl Ligase-65 enzim ilave

edilerek pipetaj yapildi.

- Thermal Cycler cihazi baslatilarak 54 C°de durduruldu.

- Ornekler cihaza kaldirildi ve 54 C°de iken her tipe 32 pl Ligase master mix

eklendi ve pipetaj yapildi.

- Thermal Cycler cihazi proglamlandi: 15 dakika 54 C°de inkiibasyon ( ligasyon

icin); 98 C°de 5 dakika ligaz- 65 enziminin inaktivasyonu gergeklestirildi.

- Cihaz 20 C°'de durduruldu.

3.4.2.3. PCR
Hem standart MLPA reaksiyonlari hem de metilasyona spesifik MLPA

reaksiyonlar1 ile amplifikasyonlar1 yapilan 6rnekler asagidaki PCR islemlerine tabi

tutuldu:

SALSA PCR primer mix vortekslendi. Polimeraz ¢6zinmesi i¢in 10 saniye kadar

el i¢inde 1s1t1ld1.

Her tlipe eklenmesi i¢in polimeraz master mix hazirlandi: 7,5 pl distile su + 2 pl
SALSA PCR primer mix + 0,5 ul SALSA Polymerase. Pipetaj yapilarak iyice

karigmasi saglandi. Kullanincaya kadar buz lizerinde tutuldu.

Oda sicakliginda, her tiipe 10 pl polimeraz mix eklendi ve iyice pipetaj yapildi.

- PCR sartlar ayarlandt:
Denatiirasyon 95 C°de 30 sn
Annealing 60 C°de 30 sn 35 déngil
Ekstansiyon 72 C°de 60 sn
Final Ekstansiyon 72 C°de 20 dk
Pause 15 C°
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3.4.2.4. Beckmen Coulter CEQ 8000 Cihazina Yiikleme
Amplifikasyonu gerceklesen drnekler fragment analizi i¢in asagidaki protokolle
kapiller jel elektroforez cihazina yiiklendi.
- PCR bitiminde elde edilen iirlinlerden 0,7 pl alinarak pl Beckman Coulter CEQ
8000 cihaz1 yiikleme platelerine aktarildi.
- Uzerlerine:
- 0,2 pl CEQ- Size standart 600
- 32 pl HiDi formamide
- 1 damla mineral yag eklenerek pipetaj yapilarak homojenize edildi.
- Beckman Coulter CEQ 8000 cihaz yiirlime sartlari:
- Ylritme metodu: Fragment
- Kapiller sicakligr: 50 C°
- Denatirasyon: 90 C°“ de 120 sn
- Injeksiyon voltaji: 1.6 kv
- Injeksiyon zamani: 30 sn
- Yiirlitme zamani: 60 dk
- Yiirlitme voltaji: 4.8 kv
Cihaz sartlar kontrol edilip ayarlanmas1 yapildiktan sonra 6rnekler Beckman Coulter
CEQ 8000 cihazina yiiklenerek, Gene mapper programinda okutulmaya baslandi.

Her 6rnege ait pik goruntuleri elde edildi.

3.4.2.5. Degerlendirme

Normal MLPA calismalarinin degerlendirme basamaginda, okutulan 6rneklerin
pik alanlar1 ve prob uzunluklart Excel dosyasi formatinda kaydedilir. Spesifik
olmayan amplifikasyon pik iirtinleri kaldirilir. Normal ve test 6rneklerine ait sadece
beklenen MLPA {irlinlerinin pik alanlar1 kaldiginda problarin elde edilen boyut ve
pik alanlar1 MLPA analiz programlariyla degerlendirilir.

Spesifik olmayan pik tirtinleri kaldirildiktan sonra, normal ve test 6rneklerine ait
sadece beklenen MLPA firiinlerinin pik alanlar1 kaldiginda problarin elde edilen
boyut ve pik alanlar1t MAP MLPA analiz programimna aktarildi. Normal ornekler
ekstarnal kontrol olarak kaydedildi. MAP MLPA analiz programi tarafindan test
Orneginin biitiin pik alanlari, her bir pik alaninin (internal kontrol pikleri) o ¢izideki

batiin piklerin toplam pik alanina boliinmesiyle birbirlerine gore oranlarini otomatik
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olarak tayin eder. Kontrol olarak kromozomal agidan normal oldugu bilinen
vakalarin pikleri ekstarnal kontrol olarak kullanildi. Her testte 3 ekstarnal kontrol test
ornekleri ile birlikte ¢alisildi.

MAP MLPA analiz programinin otomatik pik degerlendirmesi, program
tarafindan test edilen prob bdlgesi i¢in, doz orami 0,7-1,3 degerleri arasinda
hesaplandiginda 6rnege ait bu bolgelerin normal dozda oldugu, 0,5-0,7 degerleri
arast gri alan, 0,5 den kicik degerlerde delesyon yani doz eksigi oldugu, 1,3-1,8
aras1 degerler gri alan, 1,8 den biiyiik degerler ise amplifikasyon yani doz fazlasi
oldugu belirlenmektedir.

Gri alan olarak belirlenmis deger araliklarindaki bolgeler, MAP MLPA analiz
programinda yer alan dogrulama bdéliimiinde gergek bir delesyon veya amplifikasyon
olup olmadig1 yoniinde tekrar incelenmistir. Burada elde edilen pik degerlerinin
gercek bir delesyon veya amplifikasyon olup olmadigi, bu pik degerlerinin elde
edildigi hastanin sentetik prob biiyiikliigii ile kontrollerin sentetik prob biiytikliikleri
karsilagtirilarak dogrulanmaktadir. Program tarafindan yapilan gri alan dogrulamasi
ile bu bolgelerin sonuglari, doz oran1 0,7 ve 1,3 degerleri arasinda hesaplandiginda
ornege ait bu bolgenin normal dozda oldugu, < 0,7 degerlerinde bolgede kesin
delesyon oldugu, > 1,3 degerlerinde ise kesin amplifikasyon oldugu seklinde
degerlendirilmistir.

MS- MLPA yonteminde hasta degerlendirme sekli diger MLPA problarina gore
farkliliklar gostermektedir. Normal MLPA c¢aligmalarinin degerlendirilmesinde,
calisma grubu DNA’ larindan elde edilen pik alanlarinin diger saglikli kontrollere ait
pik alanlariyla karsilastirilmasi biiyiik 6nem tasirken, MS- MLPA’ da ise pik alan ve
biiytikliigii degil, pikin varligi ya da yoklugunun belirlenmesi 6nemlidir. MS- MLPA
calismasinda oOrnekler iki gruba ayrildi. Bir grupta normal MLPA reaksiyonu
gerceklestirilirken digerinde metilasyona duyarli enzim reaksiyonu gerceklestirildi.
Calismanin sonucunda bir 6rnege ait iki ayr1 reaksiyondan elde edilen Uriinlere ait
pik goriintiisii elde edildi. Caligmamizda ayrica metilasyon degerlendirilmesi de
hedeflendigi i¢in enzim ile kesimi yapilmis drneklere ait pikler analiz edildi. Ancak
yontemin kendi i¢inde olusturdugu internal kontrol basamagi olarak ilk etapda enzim

ile kesime tabi tutulmamis orneklere ait pikler incelenerek, arastirilacak genlerin,
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prob bolgelerinin varligi kontrol edildi. Bu kontrol sonrasinda herhangi bir pik kayb1
olmayan ornekler ile ikinci agamaya gegildi.

Degerlendirmenin ikinci asamasinda enzim kesimine tabi tutulmus 6rneklerden
elde edilen pik goriintiileri incelendi. Kullanilan kit igerisinde kontrol prob bdlgeleri
bulunmaktadir. Normal kosullarda sadece kontrol bolgelerine ait pikler elde edilir.
Prob bolgelerinde metilasyona spesifik endoniikleazlara 6zgii tanima bdlgeleri
bulunmadigindan enzim ile kesim olmamakta, ligasyona bagli olarak pikler elde
edilmektedir. Bu kontrol boélgelerine ait piklerden baska pik olup olmadigi
Genemapper programi ile degerlendirilir. Calismamizda kullandigimiz metilasyon
spesifik bir restriksiyon enzimi olan Hhal, tanidig1 bélgelerin metile olmamasi
durumunda diziyi keserek, ligasyon olusmasini engeller. Boylece bu prob bolgesi
PCR ile ¢ogaltilamaz ve pik elde edilemez. Eger incelenen prob bolgesi metillenmis
ise Hhal enzimi bu prob dizisini kesemez. Kesilmeyen prob bdlgesinde ligasyon
islemi gerceklesir ve ligasyon ile birlestirilen problar PCR ile amplifiye olur.
Amplifiye olan problardan da pik elde edilir. Sonu¢ olarak Hhal enzimi ile kesim
islemine tabi tutulan Ornekler incelendiginde, Hhal enzim kesim bdlgesi igermeyen
kontrol pikleri disinda saptanan ekstra pikler, karsilik gelen prob bdolgesinin
dolayisiyla bu proba spesifik gen bolgesinin metile oldugunu ifade etmektedir. Bu
kriterler dogrultusunda g¢aligmamizda Ornekler Genemapper programi ile tek tek

incelenerek metile olan prob bolgeleri tespit edildi.
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4. BULGULAR

Calisma materyalleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Egitim Arastirma
Hastanesi Tibbi Patoloji ve Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi Tibbi Patoloji
Laboratuvarlarinda, histopatolojik olarak incelenmis ve * kiigiik hiicre disi akciger
kanseri” tanis1 almig 30 olgu ve aymi olgulara ait 30 kontrol Ornegi ¢alismaya
almmustir. Olgulara ait %10 formaldehit soltsyonu ile tespit edilmis, parafin bloklara
gomiilii dokulardan hazirlanmis (FFPT) ve Hemotoksilen- Eozin ile boyanmis arsiv
preperatlar;, yeniden Diinya Saglik Orgiiti (DSO) kriterlerine gore ve TNM
siniflamasina gore evrelendirildi. Her hastaya ait doku drneklerinden kanser dokusu
iceren 5 mikronluk kesitlerden elde edilen DNA 6rnekleri ¢calisma grubu olarak, ayni
hastaya ait kanser dokusu igermeyen kesitlerden elde edilen DNA &rnekleri de
kontrol grubu olarak calismaya alindi. Olgularin yaslari, cinsiyetleri gibi bilgiler
hasta dosyalarindan temin edildi.

4.1. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik ve Klinik Ozellikleri
Calisma grubumuza dahil edilen hastalarin 6’ s1 kadin, 24’ 1 erkek ‘tir ve yas

ortalamas1 59,96 * olarak saptandi ( Tablo 6).

Tablo 6. Hastalarin yas gruplarina gore dagilimlari.

Yas N %
<39 1 3,3
40-49 3 10
50-59 12 40
60-69 12 40
70 + 2 6,7
Toplam 30 100

Calismamizda yer alan kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri tanis1 almis vakalar
histopatolojik olarak, 11’i squam6z hicreli karsinom, 15’i adenokarsinom, 2’si
adenosquaméz karsinom, 1’i ndroendokrin karsinom ve 1’1 ise sarkomat6z karsinom
seklinde degerlendirilmistir ( Tablo 7 ). Bu vakalarin grade ve TNM siniflarina gore

dagilimlar1 Tablo 8° de gosterilmistir. Bu dagilimlara gore vakalarin %80’ i Grade 111
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( Az diferansiye), TNM simiflamasi kriterlerine gore siniflandirildiginda ise %30” u

T2N1MO olarak saptanmaistir.

Tablo 7. Vakalarm histopatolojik tanilarina gére dagilimlari.

Histopatolojik Tam N %
Squamoz 11 36,7
Adenokarsinom 15 50
Adenosquamoz 2 6,7
NOroendokrin 1 3,3
Sarkomat6z 1 3,3
Toplam 30 100

Tablo 8 . Vakalarin Grade’ lerine gore dagilimlari

Evre N %
Grade I( Iyi 1 3,3
diferansiye)

Grade I1( Orta 5 16,7
Diferansiye)
Grade I11( Az 24 80
diferansiye)
Toplam 30 100
Tablo 9 . Vakalarin TNM siniflamasina gore dagilimlari
TNM Simiflamasi N %

T3NOMO 2 6,7

T3N1MO 6 20

T2N1MO 9 30

T2NOMO 7 23,3

T2N2MO 3 10

TINOMO 2 6,7

T4N1IMO 1 3,3

Toplam 30 100
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4.2. Arastirma Grubu Bireylerinin P294 ve P175 Prob Kitleri ile MLPA
Bulgular

Calisma grubuna alinan hastalarin parafin bloklara gdmuliu doku 6érneklerinden
elde edilen DNA Orneklerin de P175, P294 ve MEQ02 akciger kanseri Kkitleri
kullanilarak, MLPA yontemi g¢alisilmistir. Calismada Beckman Coulter CEQ 8000
cihazina yuklenen ornekler, Genemapper V.3.7 programi kullanilarak incelenmistir.
Bu programda elde edilen piklerin biiyiikliikleri kontrol hastalari ile karsilagtiriimak
Uzere Exel tabanli MAP MLPA analiz programina aktarilmistir. Genemapper
programinda elde edilen piklerin boyutu oncelikli olarak DNA miktariyla orantilidir.
Kaliteli ve yeterli miktarda ( 50-500 ng) DNA elde edilemeyen orneklerde pikler
diisiik ve non-spesifik olabilmektedir. Caligmaya alinan 30 tiimoral doku ve 30 ¢evre
doku orneklerinde yeterli DNA miktarina bagh olarak kaliteli pikler elde edildi.
MLPA yonteminde kullanilan DNA miktarinin diizeyi, prob kitlerinin baslangicinda
yer alan D fragmentlerine goére belirlendi. Bu pikler 64, 70, 76, 82 bp uzunlugunda,
ligasyon olmasa bile gortlen piklerdir. Elde edilen prob piklerine gére bu kontrol
piklerini karsilastirarak DNA miktar1 belirlenebilmektedir. Buna gore kontrol pikleri
elde edilen prob piklerine gore biiylikse DNA miktariin yeterli olmadigin
gostermekte, eger bu kontrol pikleri prob piklerinden kii¢iikk veya gorinmiyorsa
DNA miktarmin yeterli oldugunu gostermektedir.

Her calismada saglikli oldugu bilinen, sigara igmeyen, ailesinde kanser Oykiisii
olmayan, bilinen bir kanserojene maruziyeti bulunmayan dort bireyin periferik
kanindan elde edilen DNA Ornekleri internal kontrol olarak calismaya dahil edildi.
Bu kontrol sayisi MLPA yonteminin Onerdigi sayidir. Caligmada kullandigimiz

kontrollere ait pik gortntuleri Sekil 9 ve Sekil 10° da gosterilmistir.
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Sekil 9. Kontrollere ait MLPA SALSA P175-A1 GAIN pik gériintileri.
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Sekil 10. Kontrollerden birine ait MLPA SALSA P294-A1 LOSS pik goruntuleri.
Elde edilen bu piklerin bp uzunluklar1 Genemapper programinda goriilebilir. Bu

pik alanlar1 daha sonra Excel programina aktarilarak, varsa non- spesifik pikler

silinerek kaydedilir. Daha sonra Exel formatina alinan pik alanlar1, yine Exel tabanh
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calisan MAP MLPA analiz programinda degerlendirmeye alinir. Bu programda
kontrol pikleri ile hasta pikleri karsilastirilarak bir ortalama deger elde edilir. Bu
deger 0.7’ nin altinda ise delesyon yoniinde, 1.3’ {in {istiinde ise amplifikasyon

yoniinde degerlendirilir.
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Sekil 11.

Delesyon saptanan hastalardan birine ait pik gorintuleri.
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Sekil 12. Amplifikasyon saptanan hastalardan birine ait pik goruntuleri.

Caligilan hasta gruplarindan bazi kromozomal bdlgelere ait saptanan

delesyonlarin pik area’ lar1 kontrollerin area’ lar ile karsilastirmali olarak MAP
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MLPA analiz programina aktarilmis ve bu sekilde

degerlendirme sonuglarindan bazilar1 asagidaki tablolar da verilmistir.

Tablo 10. Hastalardan birine ait 1p, 3p, 22q delesyon bolgeleri.

Lengt SALSA MLPA Chr#pos SONUG

92 D-fragments - 0. 7914

127  DVL1probe 12057-L04066 1p36.33

1,7672

133  PTCH1probe 09616-L13843  9¢22.33 I0.8199

139  TSC2probe 01819-L13844 16p13.3 I0.9599

144  RB1probe 02583-L13845 13014.2 . 819
149  DLEU1probe 01062-L00639  13q14.3 I0.9342

154  KIF1Bprobe 04681-L04462  1p36.23  |EEEEENC.9697

160 CDKN2A probe 01524-1.13846 9p21 I0.9342

166 MIR15A probe 04019-L03416 13g14.3 0. 7448

172 SMARCB1 probe 08295-L08109 22g11.23 I0.9342

179  BRCA2probe 01599-L13847  13g13.1 0. 7899

185  TSC1 probe 02351-L04302 9934 I0.8384

190  PTEN probe 06729-L06339 10g23.3 0. 7502

196  STK11probe 03124-.13848  19p13.3 1, 6740
202  PTCH1 probe 03709-L03163  9¢22.3 I 0.9064

208  BRCA1probe 00827-L00342  17921.31 |ENO.7856

214 FHIT probe 02293-.13849 3pl4.2 00,4222

220  STK11probe 03126-L03339  19p13.3 L 1514
226 FKBP8 probe 12751-113867 19p13.11 L 1915
232  BRCA2probe 01603-L13850 13q13.1 1. 0369
238 NF1 probe 02519-L01950 17q11.2 0. 7483
244 FAM123Bprobe 12752-113868 Xql1.1 2 2069
251  WT1 probe 02755-L13851 11p13 I 2665
257  TSC1 probe 04108-L13904 9934 I 2309
264  FKBP8probe 12754-L14091  19p13.11 L 2844
269  BRCA1probe 00830-L14092  17921.31  |NC 9634
275  TP53probe 02378-L13853 17p13.1 I 2100
283  APC probe 11990-L12817 5q22 I 0858
292  TSC2probe 03168-L02571 16p13.3 0. 7137
301  TP53probe 02262-L01496 17p13.1 6648
310  SMARCB1 probe 08280-L08094 22q11.23  |0.4408
319  TSC1 probe 04324-L03897 9934 I 8780
329 BRCA1 probe 02821-L02250 17¢21.31 I0,9014
337 FHIT probe 02290-L01781 3pl4.2 L0122
346 SMAD4 probe 05143-1L04533  18g21.1 0. 7121
356  CDKN2A probe 01528-L06031 9p21 08074
364  PTEN probe 03638-L02945 10g23.3 0. 8511
373  CAMTAL probe 04695-113854 1p36.31 L. 1509

degerlendirilmistir.

Bu
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Tablo 10. Hastalardan birine ait 1p, 3p, 22q delesyon bolgeleri (devami).

382  APC probe 01550-L00993  5¢22 I 0. 7047
391 VHLprobe 01160-L00716 3p25.3 1 0703
400  PTENprobe 03640-L02947  10G23.3 0,8738
409  CDKN2Bprobe 03814-L03851 9p21 08926
418  VHLprobe 01161-L00717 3p25.3 1 0342
427  SMAD4probe 07800-L07555  18q21.1  |pEEEEEENO.8926
436 RB1probe 01798-L01361 13914.2  pEEEEO.7854
445  NF1probe 04074-L03710 17911.2 pEEEEEEO.8926

454  TP53probe 08785-L01159  17p13.1 | 0881
463  FAM123Bprobe 12760-L13876 Xq11.1 2 3875

472 PRDM16 probe 04703-L04081 1p36.32  |EN.2880
481  WTlprobe 02757-L14090  11p13 O, 7925

490  CHD5probe 09114-L09174  1p36.31  [E0,4222

Tablo 10° da MAP MLPA Analiz programina gore degerlendirilen pik
bolgelerinin analiz sonuglar1 verilmistir. Bu programa goére delesyon saptanan
bolgeler mavi renkte, amplifikasyon saptanan bolgeler kirmizi renkte, normal pik
boyutlar1 yesil renkte ve dogrulamaya girerek sonuglanan bdlgeler gri renkte
gosterilmistir. Gri bolge degerlendirmeleri, program tarafindan iki kez ele alindiktan
sonra, delesyon ya da amplifikasyon yoniinde sonuglandirilir. Bu sekilde sorunsuz
sonuglanan gri bolgeler, koyu renk ile ifade edilmistir. Gri bolge sonuglari, 0,5- 0,7
arasinda ise delesyon, 1,3- 1,8 arasinda ise duplikasyon ve 0,7- 1,3 arasinda ise
normal olarak degerlendirilir. Bu tabloda hasta gruplar1 arasinda en sik
karsilagtigimiz kesin delesyonlardan olan yani gri bolgeye hi¢ takilmadan, 0,5 in
altinda deger veren 1p, 3p, 22 q delesyonlar1 agikca goriilmektedir. Ayrica, delesyon
yoniinde olumlu prob kullandigimiz halde amplifikasyon (duplikasyon) yoninde de
degerlendirilmis kisimlar mevcuttur. Duplikasyon degerlendirmeleri ileriki

kisimlarda ayrica yapilacaktir.
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Tablo 11. Hastalardan birine ait 9p ve 17q delesyon bolgeleri.

Length SALSA MLPA probe Chr#pos SONUC
92 D-fragments - I0.6745
127 DVL1 probe 12057-L04066 1p36.33 I 0.9938
133 PTCH1 probe 09616-.13843 9g22.33 I 0.9881
139 TSC2 probe 01819-.13844 16p13.3 I 1.0254
144 RB1 probe 02583-113845 13q14.2 I 1 9853
149 DLEU1 probe 01062-L00639 13gq14.3 I 0.8574
154 KIF1B probe 04681-L04462 1p36.23 I 0.9662
160 CDKN2A probe 01524-1.13846  9p21 [ 0,4267

166 MIR15A probe 04019-L03416 13g14.3 I 1.0865
172 SMARCB1 probe 08295-L08109 22q11.23 |E1.2091
179 BRCA2 probe 01599-1.13847 13g13.1 [ 0,4221

185 TSC1 probe 02351-L04302 9934 1157
190 PTEN probe 06729-L06339 10g23.3 L1211
196 STK11 probe 03124-.13848 19p13.3 I 0.9015
202 PTCH1 probe 03709-L03163 9922.3 I 0.9575
208 BRCA1 probe 00827-L00342 17921.31 | 0.8803
214 FHIT probe 02293-.13849 3pl4.2 I 0.7485
220 STK11 probe 03126-L03339 19p13.3 I 1.0925
226 FKBP8 probe 12751-L13867 19p13.11 | 0.9211
232 BRCA2 probe 01603-L13850 13g13.1 I 0.9619
238 NF1 probe 02519-L01950 17g11.2 I 0.9594
244 FAM123B probe 12752-1.13868 Xq11.1 I 0.8291
251 WT1 probe 02755-L13851 11p13 I 0.7282
257 TSC1 probe 04108-L13904 9934 11214
264 FKBP8 probe 12754-1.14091 19p13.11 11240
269 BRCA1 probe 00830-L.14092 17021.31 —1.1395
275 TP53 probe 02378-L13853 17p13.1 I 0.7861
283 APC probe 11990-L12817 5922 I 0.9256
292 TSC2 probe 03168-L02571 16p13.3 I 0.8370
301 TP53 probe 02262-L.01496 17p13.1 I 0.8659
310 SMARCB1 probe 08280-L08094 22011.23 puummm0.7173

319 TSC1 probe 04324-L03897 9934 s 1.0172
329 BRCA1 probe 02821-L02250 17021.31 | 0.8148
337 FHIT probe 02290-L01781 3pl4.2 I 0.9684
346 SMAD4 probe 05143-104533 18g21.1 I 0.9314
356 CDKN2A probe 01528-L06031  9p21 I 0.4010

364 PTEN probe 03638-L02945 10g23.3 11273
373 CAMTAL probe 04695-L13854  1p36.31 I 0.8140
382 APC probe 01550-L00993 5922 I 0.9778
391 VHL probe 01160-L00716 3p25.3 1161
400 PTEN probe 03640-L02947 10g23.3 I 1.0227
409 CDKN2B probe 03814-L03851  9p21 s 11541

418 VHL probe 01161-L00717 3p25.3 09749



Tablo 11. Hastalardan birine ait 9p ve 17q delesyon hélgeleri

427 SMAD4 probe 07800-L07555 18g21.1 0,3964

436 RB1 probe 01798-L01361 13qg14.2 I 1.0162
445 NF1 probe 04074-L03710 17911.2 m0.4851

454 TP53 probe 08785-L01159 17p13.1 I 0.8697
463 FAM123B probe 12760-L13876 Xqg11.1 I 0.9624
472 PRDM16 probe 04703-L04081  1p36.32 I 0.8441
481 WT1 probe 02757-L14090 11p13 I 0,7645
490 CHDS5 probe 09114-L09174 1p36.31 I 0.7556

Tablo 11’ e gore 9q ve 17q bolgelerindeki delesyon agik¢a goriilmektedir. Bu
hastada 13q bolgesine ait duplikasyon da dikkat cekmektedir.
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Tablo 12. Hastalardan birine ait 16p, 13q, 99,10q delesyon bolgeleri.

Length SALSA MLPA  Chr#po SONUG
92 D-fragments - I 12594
127 DVL1probe 12057-L04066  1p36.33 |1 1381
133 PTCH1 probe 09616-1.13843 9qg22.33 I 0.9580
139 TSC2 probe 01819-L13844  16p13.3 m0.4504
144 RB1probe 02583-113845  13q14.2 |1 1862
149 DLEU1 probe 01062-L00639 13g14.3 I 0.8032
154 KIF1B probe 04681-L04462 1p36.23 0. 7147
160 CDKN2A probe 01524- 9p21 I 1.0334

L13846
166 MIR15A probe 04019-L03416 139q14.3 I 0.8138
172 SMARCB1 probe 08295- 22911.23 N 0.8032
179 BRCAZ2 probe 01599-L13847 13q13.1 0.4805
185 TSC1 probe 02351-L04302 9qg34 m0.4827
190 PTEN probe 06729-L06339 10g23.3 0,2995
196 STK11 probe 03124-013848 19p13.3 I 0,7955
202 PTCH1 probe 03709-L03163 9¢22.3 I 0.9298
208 BRCA1L probe 00827-L00342 17921.31 |NC.8758
214 FHIT probe 02293-L13849 3pl4.2 I 0.9253
220 STK11 probe 03126-L03339 19p13.3 I 11013
226 FKBP8 probe 12751-L13867 19p13.11 N1 2622
232 BRCAZ2 probe 01603-L13850 13g13.1 I 0.7523
238 NF1 probe 02519-L01950 17911.2 I 11013
244 FAM123B probe 12752- Xqll.1 I 1.0060
251 WT1 probe 02755-L13851 11p13

2,0663

257 TSC1 probe 04108-L13904 9934 I 1.0349
264 FKBP8 probe 12754-L14091 19p13.11 |1 1520
269 BRCA1 probe 00830-L14092 17921.31 |1 0541
275 TP53 probe 02378-L13853  17p13.1 I 1.0224
283 APC probe 11990-L12817 5022 I 0.7893
292 TSC2 probe 03168-L02571  16p13.3 I 0.8297
301 TP53 probe 02262-L01496  17p13.1 I 10524
310 SMARCB1 probe 08280- 22911.23 | O.7523
319 TSC1 probe 04324-L03897 9934 L. 1699
329 BRCA1 probe 02821-L02250 17921.31 |1 0418
337 FHIT probe 02290-L01781  3pl14.2 I 0.8202
346 SMAD4 probe 05143-L04533 18qg21.1 I 0.8202
356 CDKN2A probe 01528- 9p21 I 0.82024
364 PTEN probe 03638-L02945 10g23.3 o 7101
373 CAMTAL probe 04695- 1p36.31 I 10066
382 APC probe 01550-L00993 5022 I 0.8276
391 VHL probe 01160-L00716 3p25.3 I 0.8202
400 PTEN probe 03640-L02947 10g23.3 I 0.8515
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Tablo 12. Hastalardan birine ait 16p, 13q, 9q,10q delesyon bdlgeleri( devami).

409 CDKN2B probe 03814-L03851  9p21 I 0.7101

418 VHL probe 01161-L00717 3p25.3 I 0.8202
427 SMAD4 probe 07800-L07555 18¢g21.1 0. 7754
436 RB1 probe 01798-L01361 13014.2 1207
445 NF1 probe 04074-L03710 17911.2 I 0.7287
454 TP53 probe 08785-L01159 17p13.1 I 0.8067
463 FAM123B probe 12760-L13876 Xq1l.1 I 1.0517
472 PRDM16 probe 04703-L04081 1p36.32 0. 7754
481 WT1 probe 02757-L14090 11p13 I 0.8202
490 CHD5 probe 09114-L09174 1p36.31 I 0.8067

Tablo 12° ye gore 16p, 13q, 99,10q delesyon bdlgeleri goérilmektedir. Bu
hastada 11p bolgesindeki duplikasyon dikkat cekmektedir.

Incelenen hasta grubu igerisinde, 15 hastada 17q bolgesinde ve 22 hastada 9q
bolgesinde amplifikasyon saptanmistir. Bu bolgelere yonelik incelenen prob
bolgeleri Tablo 13’ te verilmistir. Bu tabloda amplifikasyon goriilen bolgeler kirmizi
renk ile gosterilmistir. Bu alanlarin diger kontrollerin pik alanlarma gore
karsilastirildiginda oranin 1,8 in iistiinde olmasi1 amplifikasyon yoniinde

degerlendirilmektedir.
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Tablo 13. Hastalardan birine ait 9q ve 17q amplifikasyon bolgeleri.

Length SALSA MLPA Chr#pos SONUC
92 D-fragments - 0. 7914
118 DHFR probe S0428-L14095  5q14.1 1915
124 AURKA probe S0429-L.14094 20q13.31 I0.8199
130 AR probe 01690-L00423 Xql12 0. 9599
136 PDGFRA probe 10247-L10719 4912 I 1915
142 CDK4 probe 03173-L02512  12g14 L 1915
148 ERBB2 probe 00675-L00572 17912 0. 9697
153 MYC probe 00580-L13856 8q24.12 0 9342
160 ABLI probe 12502-L13552  9g34.1 0, 7448
166 ALK probe 08324-L08193 2p23.2 I 1915
172 CCND2 probe 03177-L02516 12p13.3 0. 7899
178 FGFRI probe 04184-L03583 8pl11.2 I 0.8384
186 MDM4 probe 03185-L03594 1g32.1 0. 7502
190 AURKB probe 12749-1.13865 17p13.1 Il 1915
196 MET probe 10314-.10828 7931 _0,9064
202 SMO probe 12750-L13866 7932.1 0. 7856
208 MET probe 10320-L10834 7931 1915
214 BRAF probe 04260-L14063 7934 Il 1514
220 EGFR probe 06408-L05383 7pl1l.2 I 1915
226 BRAF probe 08780-SP0039-  v600E 0369
L08904

232 RET probe 05508-.13858 10911.2 0. 7483
238 MYC probe 00672-L00169 8g24.12 Il 1915
244 DHFR probe 12753-L13869 5q14.1 I 2665
250 BRAF probe 10507-L11060 70934 2309
256 TOP2A probe 01055-L00628 17q21.2

2,2069
265 CCNDI probe 05401-L04807 11013 0. 9634
273 CDK4 probe 03174-L12434 12q14 L 2100
283 MDM2 probe 07179-L06788 12014.3 . 0858
292 CCNDI probe 00583-L.00148 11013 0. 7137
301 KDR probe 12755-1.14064 3q12 I 2844
310 ABLI probe 12516-L.13566 9g34.1

1,8780
321 AR probe 12604-L14065 Xq12 L2100
328 MDM4 probe 03186-L02525 1032.1 0. 9014
337 ERBB2 probe 00717-L00390 17912 1 0122
346 KIT probe 12756-L14066 4q12 0. 7121
355 CCND2 probe 00498-L00084 12p13.3 08074
364 RET probe 05502-L04925 10q11.2 o .8511
371 MYCN probe 02572-L09025 2p24.3 . 1509
382 FGFRI probe 01046-L01837 8pl11.2 0. 7047
391 PDGFRA probe 12762-1.13878 4q12 1 .0703
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Tablo 13. Hastalardan birine ait 9q ve 17q amplifikasyon bolgeleri (devami).

400
409
418
427
436
445
454

463
472

481
488

SMO probe 12757-L13873
MDM2 probe 07180-L06789
ALK probe 08323-L08192
EGFR probe 02063-L03283
MYCN probe 03327-L02466
KDR probe 12758-1.13874
AURKB probe 12759-L13875

CCNDI probe 05402-L04808
KIT probe 12761- L13877

TOP2A probe 01056-L14067
AURKA probe 10236-L14068

7032.1
129.14.3
2p23.2
7p11.2
2p24.3
4912
17p13.1
11q13
4912
17921.2
20q13.2

I 0.8926
L. 0342
L. 0342
I 0.8926
0. 7854
I 0.8926
I1.0881

| 07925
I 2580
0. 7925

E—0 8926

Cevre akciger dokusu ve tiimoral dokudan elde edilen DNA’ lar ayr1 ayrt MLPA

yontemi ile incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 14’te gosterilmistir.
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Tablo 14. Akciger kanserli tiimoral dokudan ve gevre akciger dokularindan elde

edilen MLPA sonuglari.

Tumdoral Doku Cevre Doku
Kromozomal
Bolge Say1 Delesyon  Say1  Amplifikasyon ~ Say1  Delesyon  Say1  Amplifikasyon
(%) (%) (%) (%)

1p 20 66,6 18 60
3p 11 36,6 10 33,3
5q 3 10 6 20 5 16,6 5 16,6
9p 11 36,6 20 66.6
9q 11 36,6 25 83,3 3 10 23 76,6
10q 17 56,6 13 43,3 13 43,3 13 43,3
11p 5 16,6 6 20
13q 22 73,3 7 233
16p 5 16,6 11 36,6
17p 4 13,3 5 16,6 4 13,3 2 6,6
17q 7 21 23 76,6 7 23,3 19 63,3
18q 5 16,6 6 20
19p 6 20 5 16,6
22q 23 76,6 20 66,6
Xq 4 13,3 8 26,6 4 13,33 5 16,6

Elde edilen bu sonuglar incelendiginde, akciger kanserli tiimoral dokularda en
stk 22q, 13q, 1p ve 10q delesyonlar;; 9q ve 17q amplifikasyonlar1 gorilmistiir.
Timor g¢evresi akciger dokularindan yapilan c¢alismalarda ise, tomoral dokulara

benzer siklikta sonuclar elde edilmistir.
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Tablo 15. Akciger kanserli tiimOral dokulardan elde edilen delesyon sonuglarinin

Grade’ lere gore dagilimlari.

1p 3p 5q Ip 9q 10q
Grade 0 0 0 0 0 0
1 (%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
Grade 7 3 0 4 7 10
2 (%39) (%37) (%0) (%57) (%64) (%53)
Grade 11 5 2 3 4 9
3 (%61) (%63) (%100) (%43) (%36) (%47)
11p 13q 16p 17p 17q 18q
Grade 0 0 0 0 0 0
1 (%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
Grade 2 9 3 1 3 4
2 (%50) (%47) (%60) (%50) (%50) (%80)
Grade 2 10 2 1 3 1
3 (%50) (%53) (%40) (%50) (%50) (%10)
19p 22q Xq
Grade 1 0 1 0
(%0) (%4) (%0)
Grade 2 1 10 2
(%33) (%48) (%67)
Grade 3 2 10 1
(%67) (%48) (%33)

Tablo 16. Akciger kanserli timoral dokulardan elde edilen amplifikasyon

sonuglarinin Grade’ lere gore dagilimlari.

5q 9q 10q 17p 17q Xq
Grade 0 0 0 0 0 0
1 (%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
Grade 0 1 0 0 2 0
2 (%0) (%10) (%0) (%0) (%18) (%0)
Grade 4 9 3 2 9 3
3 (%100) (%90) (%100) (%100) (%82) (%100)
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Tablo 17. Akciger kanserli timoral dokulardan elde edilen delesyon sonuglarinin T1,

T2, T3 ve T4’ lii olgulara gore dagilimlari.

1p 3p 5q 9% 9q 10q
T1 1 2 0 2 2 1
(%6) (%22) (%0) (%29) (%18) (%5)
T2 11 5 1 3 7 12
(%60) (%56) (%50) (%43) (%64) (%63)
T3 5 1 0 1 2 5
(%28) (%11) (%0) (%14) (%18) (%27)
T4 1 1 1 1 0 1
(%6) (%11) (%50) (%14) (%0) (%5)
11p 13q 16p 17p 17q 18q
T1 1 1 1 1 2 1
(%25) (%5) (%20) (%50) (%40) (%17)
T2 3 12 2 1 1 4
(%75) (%64) (%40) (%50) (%20) (%66)
T3 0 4 2 0 1 1
(%0) (%21) (%40) (%0) (%20) (%17)
T4 0 2 0 0 1 0
(%0) (%10) (%0) (%0) (%20) (%0)
19p 22q Xq
T1 1 4 2
(%34) (%19) (%50)
T2 2 13 2
(%66) (%62) (%50)
T3 0 4 0
(%0) (%19) (%0)
T4 0 0 0
(%0) (%0) (%0)
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Tablo 18. Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen amplifikasyon

sonuglarmin T1, T2, T3 ve T4’ li olgulara gore dagilimlari.

5q 9q 10q 17p 17q Xq
T1 1 1 0 0 1 1
(%14) (%4) (%0) (%0) (%5) (%10)
T2 5 16 8 2 16 6
(%72) (%61) (%73) (%67) (%73) (%60)
T3 1 7 3 1 5 2
(%14) %27) (%27) (%33) (%22) (%20)
T4 0 2 0 0 0 1
(%0) (%8) (%0) (%0) (%0) (%10)

Tablo 19. Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen delesyon sonuglarinin

NO, N1 ve N2’ 1i olgulara gore dagilimlari.

1p 3p 5q 9p 9q 10q
NO 5 2 0 2 6 3
(9%29) (%22) (%0) (%29) (%54) (%15)
N1 9 5 0 5 5 14
(9%53) (%56) (%0) (%71) (%46) (%73)
N2 3 2 2 0 0 2
(%18) (%22) (%100) (%0) (%0) (%12)
11p 13q 16p 17p 17q 18q
NO 1 2 4 1 2 0
(9%25) (%11) (%80) (%50) (%34) (%0)
N1 2 15 1 1 4 4
(9%50) (%78) (%20) (%50) (%66) (%80)
N2 1 2 0 0 0 1
(9%25) (%11) (%0) (%0) (%0) (9%20)
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Tablo 19. Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen delesyon sonuglarinin

NO, N1 ve N2’ 1i olgulara gore dagilimlar1 (devami).

19p 22q Xq

NO 2 10 1
(%50) (%48) (%34)

N1 2 10 2
(%50) (%48) (%66)

N2 0 1 0
(%0) (%4) (%0)

Tablo 20. Akciger kanserli timoral dokulardan elde edilen amplifikasyon

sonuglarinin NO, N1 ve N2’ li olgulara gore dagilimlari.

5q 9q 10q 17p 17q Xq
NO 4 8 6 2 13 5
(%67) (%30) (%54) (%50) (%59) (%22)
N1 2 18 5 1 9 8
(%33) (%66) (%46) (%25) (%41) (%35)
N2 0 1 0 1 0 10
(%0) (%4) (%0) (%25) (%0) (%43)

Tablo 21. Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen delesyon sonuglarinin

MO, M1 ve M2’ li olgulara gore dagilimlari.

1p 3p 5q 9% 9q 10q
MO 16 9 2 7 11 20
(%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100)
M1 0 0 0 0 0 0
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
M2 0 0 0 0 0 0
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
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Tablo 21. Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen delesyon sonuglarinin

MO, M1 ve M2’ 1i olgulara gore dagilimlar1 (devamu).

11p 13q 16p 17p 17q 18q
MO 4 19 5 2 6 5
(%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (9%100)
M1 0 0(%0) 0 0 0 0
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
M2 0 0 0 0 0 0
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
19p 22q Xq
MO 4 22 3
(%100) (%100) (%100)
M1 0 0 0
(%0) (%0) (%0)
M2 0 0 0
(%0) (%0) (%0)

Tablo 22. Akciger kanserli tiimoral dokulardan elde edilen amplifikasyon

sonuglarinin M0, M1 ve M2’ li olgulara gore dagilimlari.

5q 9q 10q 17p 17q Xq
MO 7 26 11 4 22 9
(%100) (%100) (%100) (%100) (%100) (%100)
M1 0 0 0 0 0 0
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
M2 0 0 0 0 0 0
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)

Yukaridaki tablolarda tiimor dokularindan elde edilen sonuglar olgularin grade

ve TNM smiflamalarina gore dagilimlarii gostermektedir. Bu sonucglar ornek

sayisinin az olmasindan dolay: istatistiksel acidan degerlendirilemedi. Fakat T2 ve

N1’ li olgularda delesyon sikligindaki artis dikkati cekmektedir.

4.3. Metilasyona Duyarh Hhal Endonikleaz Kesim Sonuglari

Calismaya dahil edilen olgulara, Hhal metilasyon spesifik enzimi ile muamele

edildikten sonra, pik gortntuleri elde edildi. Calisilan tiimoral ve saglikli akciger
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doku d&rneklerinin dordinde (%6,6) incelenen tim prob bdlgelerinde normal

metilasyon profilleri saptandi. Normal metilasyon profiline sahip hastalardan elde

edilen pik goriintiileri Sekil 13° de gosterilmistir.
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Sekil 13. Normal metilasyon profiline sahip bir hastanin enzim kesimi yapilmis
MLPA gorintusu.

Bu calismamizda, metilasyon spesifik MLPA tiimor baskilayici gen bolgelerinin

incelendgi olgularin sekizinde (%13,3) hem timoral hem de histopatolojik olarak

saglam gorllen akciger doku orneklerinde metilasyon varligi saptandi. Bu grupta

incelenen hastalarda, hem tiimoral hem de ¢evre dokusunda ayni gen mutasyonunun

varlig1 dikkat ¢ekti. Bu genlerden ATM’ ye ait pik goriintiisii Sekil 14’ te verilmistir.
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Sekil 14. ATM genine ait metilasyon spesifik MLPA gorintlsu.

Calismamizdaki diger metilasyon sonuglari, tiimdral bolgelerde metilasyonu
bulunan fakat ¢evre dokularda metilasyon bulunmayan alti (%10), tiiméral dokularda
metilasyonu bulunmayip, ¢evre dokularinda metilasyon bulunan ondért (%23,3) olgu
seklinde saptanmustir.

Calisilan gen bolgelerinde, hem tiimoral hem de ¢evre dokularin tamaminda en
fazla siklikta saptanan ATM genidir. Bu gen bolgesindeki metillenme, tiim ¢alismada
27 (%45), timoral dokularda 11 (%36,7), ve cevre dokularda 16 (%53,3)
bulunmustur.

Calismadaki genlerin metilasyon sikliklar1 tiimoral doku ve cevre akciger

dokularindaki sikliklar1 Tablo 23’ te verilmistir.
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Tablo 23. Cevre ve tiimoral dokularda saptanan metilasyon sikliklari.

Prob Tumoral Dokularda Cevre Dokularda Saptanan
Bolgesi Saptanan Metilasyon Metilasyon Orani (%)
Orani

Say1 Y% Say1 %
ATM 11 36,7 16 53,3
TP53 3 10 6 20
KLLN 1 3,3
MGMT 2 6,6 3 10
PAX5 1 3,3
CDH13 4 13,3 5 16,6
WTI 1 3,3
BRCA2 1 3,3 1 33
VHL 1 3,3 3 10
RBI 1 3,3 3 10
CDH12 1 33
ESRI 1 33
BRCAI 1 33
GSTPI 2 6,6
MSH6 1 33

Tablo 23 incelendiginde, akciger kanserli tiimoral dokularda ve gevre akciger
dokularinda birbirlerine yakin oranlarda en sik CDH13, MGMT ve BRCA2 prob
bolgelerinde metilasyon goriilmiistiir. Tiim ¢alisma gruplarinda en fazla metilasyon
gorilen prob boélgesi ATM’ dir. TP53 prob bdlgesindeki metilasyon sikligi ise iki
calisma grubunda, tiimoral dokularda ¢evre dokulardaki metilasyona gore iki kat
daha fazladir. Bunlara ek olarak tiimoral ve ¢evre dokularinda VHL ve RBI prob
bolgelerinde metilasyon saptandi. KLLN, PAX5 ve WT1 prob bdlgelerindeki
metilasyonlar sadece tiimoral dokularda saptanmistir. CDH12, ESRI, BRCA1, GSTP1

ve MSH6 prob bolgelerindeki metilasyon ise sadece ¢evre dokularda saptanmustir.
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Olgularda saptanan metilasyon oranlarinin TNM simiflamasina gore daha saglikli

bir bicimde karsilastirabilmek icin, T, N ve M’ nin her biri ayr1 ayr1 metilasyon

oranlari ile degerlendirilmistir.

Tablo 24. TNM smiflamasina gore tiimoral dokulardaki metilasyon sikliklart.

Tiimor Dokularinda

Metilasyon Saptanan Toplam Olgu
Toplam Prob Bolge Sayis1  Sayisi
T1 7 2
T2 13 19
T3 5 8
T4 1 1
NO 15 11
N1 10 16
N2 1 3
MO 26 30

Tablodaki oranlara gore tiimoral dokularda, T2 (%50) olgularda, T1 (%27) , T3

(%19) ve T4 (%4) olgulara oranla belirgin bir sekilde daha sik metilasyon
saptanmistir. NO (%58) olgulardaki metilasyon ise, N1 (%38) ve N2 (%4) olgulardan

daha fazladir. Metastaz yoniinden degerlendirilen olgularn timi MO olarak

raporlanmis ve 26 prob bolgesinde metilasyon saptanmustir.

78



Tablo 25. TNM smiflamasina gore ¢evre dokularda saptanan metilasyon sikliklari.

Cevre Dokularda

Metilasyon Saptanan Toplam Olgu Sayisi
Toplam Prob Bolge Sayisi

T1 2 2

T2 31 19

T3 11 8

T4 0 1

NO 17 11

N1 21 16

N2 2 3

MO 44 30

Cevre dokularda, tiimoral dokulara benzer sekilde, T2 (%70) olgularinda T1
(%5) ve T3" e (%25) gore daha fazla siklikta metilasyon saptanmis ve tiimoral
olgulardan farkli olarak T4 bdlgesinde her hangi bir metilasyona rastlanmamustir.
Yine cevre dokularda, N1 (%70) olgularda saptanan metilasyon NO (%57) ve N2
(%7) olgulara gore daha fazladir. Cevre dokularda da metestaz yOniinden
degerlendirilen orneklerin hepsi MO olarak raporlanmis ve bu olgularda 44 prob
bolgesinde metilasyona rastlanmistir. Kanserli doku ve cevre dokularin geneline
bakilacak olursa, ¢evre dokulardaki metilasyon orani tiimoral dokulardakilerden daha
fazla sikliktadir.

Calismaya dahil edilen olgularin gradeleri Grade 1 (lyi diferansiye), Grade 2
(Orta derecede diferansiye) ve Grade 3 (Az diferansiye) olarak gruplandirildi.
Arastirilan prob bolgelerindeki metilasyon sikliklari ile olgularin evreleri Tablo 22°
de verilmistir. Az diferansiye olarak isimlendirilen (Grade 2) olgularin sikliklari

calismamizda daha fazla siklikta saptanda.
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Tablo 26. Evrelere gore saptanan metilasyon sikliklari.

Tiimor dokularinda saptanan  Cevre dokularda

Evre metilasyon sikligi saptanan metilasyon
sikhig
1 0 1
2 3 3
ATM 3 9 12
1 0 0
2 1 2
TP53 3 3 3
1 0 0
2 0 0
KLLN 3 1 0
1 0 0
2 1 1
MGMT 3 1 2
1 0 0
2 0 0
PAX5 3 1 0
1 1 0
2 0 0
CDH13 3 3 5
1 0 0
2 0 0
WT1 3 1 0
1 0 0
2 1 0
BRCA2 3 0 1
1 0 0
2 1 0
VHL 3 0 3
1 0 0
2 0 1
RB1 3 2 5
1 0 0
2 0 0
CDH12 3 0 1
1 0 0
2 0 0
ESRI 3 0 1
1 0 0
2 0 0
BRCAl 3 0 1
1 0 0
2 0 1
GSTP1 3 0 1
1 0 0
2 0 0
MSHG6 3 0 1




5. TARTISMA

Kanserin gliniimiizde hala en 6nemli saglik problemlerinin baginda gelmesinden,
mortalite ve sikliginin yiiksek olmasindan dolayi, tizerindeki ¢alismalar yogun bir
sekilde sitirmektedir. Kanser etyolojisinin aydinlatilmasi, erken tami ve tedaviye
yonelik aragtirmalar bu konuda olduk¢a Onemlidir. Kanser temelinin kdkeninde
genetik degisikliklerinde yattiginin kabul gérmesinden beri bu ¢aligmalar genetik alt
yap1 tlizerinde de yogunlagsmistir. Akciger kanserinin genetik etyolojisinin
aydinlatilmasma yonelik bugiine kadar yapilan bircok calisma mevcuttur. Bu
calismalar farkli teknikler ve farkli dokularla literatiirde yerini almistir. Bu
calismalarla birlikte akciger kanserine iliskin bir¢ok gen tanimlanmis ve hala da
tanimlanmaya devam etmektedir (Tepeli E. 2007, Uludag A. 2007).

5.1. Parafine GOmuli Dokulardan DNA Elde Etme Protokollerinin
Karsilastirilmasi

Genel olarak DNA tabanli genetik ¢alismalarinda, en ¢ok zorlanilan, zaman alan
ve tekrarlanmasi gereken basamak DNA izolasyon basamagidir. Yaptigimiz MLPA
calismasinda, kullanmis oldugumuz DNA kaynagi parafine gomiilii akcigerli
dokulardi. Bu dokulardan DNA izolasyonunun gerc¢eklestirilebilmesi ve parafinsiz
bir sekilde kaliteli DNA elde edilebilmesi ig¢in, oOncelikle parafini dokudan
uzaklastirmak gerekir. Bu tarz kaynak kullanilan ve literatiirde de belirtilen
yontemler mevcuttur. Fakat ¢ogu calismada DNA izolasyonu sirasinda kullanilan
kimyasallar belirtilmez. Biz c¢alismamiza baslamadan once, hem zaman kaybini
onlemek hem de kit sarfindan kaginmak igin, parafin dokulardan DNA izolasyon
protokollerini  karsilatirdik ve en sik killanilan yontemleri kendi iginde
degerlendirdik. Tepeli (2007) yilinda yaptigi bir c¢alismada parafine gomulu
dokulardan DNA elde etmistir. Bu caligmanin ayrintisina baktigimizda onun birkag
yontemi denedigini ve o yontemlerin i¢inden en uygun olani buldugunu tespit ettik.
Tepeli bu calismasinda, parafine gomiilii dokulardan DNA eldesinde oncelikle
parafin kesitleri 50ul proteinaz K digestion tamponunda 55°C’ de 24 saat
inkiibasyona birakma yontemini denemistir. Bu yontem sonucunda istenen miktarda
DNA elde edememistir. Tepeli, dokulari sadece proteinaz K soliisyonunda
beklettikten sonra DNA eldesi denemis ve bu kez hi¢ DNA elde edememistir. Tepeli’

nin diger bir denemesi de, parafin dokular1 ksilol deparafinizasyonu ve proteinaz K
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soliisyonunda bekleterek DNA izolasyon denemesidir. Bu yontem sonucunda yeterli
kalitede DNA izolasyonu gerceklestirmistir. Buna benzer bir yontemi Tanaka ve
arkadaglar1 da kullanmis ve verimli sonuglar elde etmislerdir ( Tanaka ve ark., 2005).

Akcga ve arkadaslar1 KHDAK’ lerinde yaptiklar1 bir ¢calismada, parafine gomiili
dokulardan yine ksilen ve devaminda proteinaz K yontemini kullanmiglardir ( Akca
ve ark., 2013). Biz bu literatr verilerini dikkate alarak MLPA ¢alsmamizda DNA
izolasyonu i¢in, ksilen ile deparafinizasyon ve sonrasinda proteinaz K ile inkiibasyon
metodunu uyguladik. Elde edilen DNA miktar1 ve goriintiileri bizi DNA izolasyonu
icin geri dondirmeyecek derecede yeterliydi.

Elde edilen DNA miktar1 literatiir bilgileriylede karsilastirildiginda, doku tipine
gore degiskenlik gosterdigini dogrular. Akciger dokusu diger dokulara gore hava
bosluklar1 nedeniyle farkli bir hiicresel dizilime sahiptir. Bundan dolay1 diger
dokulara nazaran DNA ecldesi daha az olmaktadir. Hele hele parafin bloklara gémuli
haldeyse, calisanin isini biraz daha zorlastirmaktadir. Ciinkii parafin akcigerdeki bu
hava bosluklarina gomiilmekte ve oradan uzaklastirilmasi zor olmaktadir. Zaten
yapisal olarak DNA miktarinin az oldugu bdyle bir dokuya, bir de parafin
eklenmigse, bunun i¢cin DNA izolasyonu daha dikkatli yapilmalidir.

Biz ¢alismamizda Omega biotek, E.Z.N.A FFPE DNA ksilen ekstraksiyon
metodu ile, parafine gomiilii doku 6rneklerinden, DNA izolasyonu gergeklestirdik.
Yontem kisminda belirtildigi sekilde islemler ilerledi. Burada kullanilan ksilen alkol
ile uzaklagtirildi. Bu iglemler sonucunda yeterli miktarda ve kaliteli DNA’ lar elde
edildi. DNA’ nin kalitesi ve miktari, agaroz jeldeki goriintiiler ve MLPA’ nin kendi
icinde dizayn ettigi sentetik problarla karar verildi. Agaroz jel elektroforezinde bazi
DNA’ larda smear goriintiisiiniin alinma sebebinin, formalinin DNA’ da kiriklar
olusturabildiginden kaynaklandigina karar verildi.

5.2. Amplifikasyon ve Delesyon Durumlarinin Degerlendirilmesi

MLPA yontemi kullanilarak yapilan bu ¢alismada kromozom 1p, 1q, 2p, 3p, 4q,
5q, 7p, 79, 8p, 8q, 9p, 9q, 10q, 11p, 11q, 12p, 129, 13q, 16p, 17p, 179, 189, 19p, 20q,
22q ve Xq bolgelerindeki degisimler incelenmistir. Bu degisimler iginde, tumoral
dokulardaki ozellikle 1p, 10q, 13q ve 22q basta olmak iizere 3p, 9p ve 9q
boélgelerinde saptanan delesyonlar ve yine 9q, 17g boélgelerindeki amplifikasyonlar
dikkat cekicidir.
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Bugiine kadar akciger kanserlerindeki genetik degisiklikler birgok calismanin
konusu olmustur. Bu ¢alismalar farkli teknikler ve farkli gen bolgeleri ile yapilmistir.

Dacic S ve ark. (2005) yaptiklart bir ¢alismada, akciger adenokarsinomlu 20
hastaya ait parafin dokularindan izole ettikleri DNA 6rneklerinde, 1p, 3p, 54, 9p, 9q,
10q, 17p ve 22q bolgelerinde mikrosatellit markerlar kullanarak degisimleri
incelemisler ve 6zellikle 3p bolgesinde heterozigozite kaybi bulmuslardir.

Yan ve ark. (2005) yilinda Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (KGH)
yontemi kullanarak akciger tiimor dokularinda genomik degisiklikleri incelemisler ve
%356,4 oraniyla 3p, %53,8 ile 5q ve %51,3 orantylada 13q bolgelerinde delesyon
saptamiglardir.

Calismamizda 22q delesyonu en yiiksek oranda saptanan delesyondur (%76,6).
22011.23 bolgesinde lokalize olan SMARCB1 geni bulunmaktadir. Bu gen bolgesine
yonelik olan problar kullanilarak yapilan bu calismada sikligi en fazla bulunan
delesyon olmasina ragmen, literatiir de akciger kanserli vakalarda 22q degisimlerini
inceleyen ¢ok fazla sayida ¢alisma bulunmamaktadir. Bu kromozom bdlgesine ait
caligmalara astrositoma (beyin kanserleri) ve konjenital kalp yetmezligi ile ilgili
arastirmalarda rastlanmaktadir (Hartmann C ve ark., 2004). Bu genin KHDAK’
lerindeki rolii heniiz bilinmemektedir. Bu bolge ile ilgili caligma karsimiza ¢ikmadigi
icin diger literatiir bilgileriyle karsilagtirllamamistir. Yine ¢alismamizda 22q bolgesi
delesyonlari, saglikli ¢evre akciger dokularinda da ikinci siklikta (%66,6) karsimiza
cikmaktadir. Elde ettigimiz verilerin bundan sonra yapilacak c¢aligmalara kaynak
olusturacagini diistinmekteyiz.

13q delesyonu calismamizda akciger kanserli tiimoral dokular arasinda, ikinci
siklikta elde ettigimiz veriler arasindadir (%73,3). Yine saglikli ¢evre dokularinda da
%23,3 oraniyla tespit edilmistir. Ozellikle prostat ve meme kanserleriyle ilgili
yapilan calismalarda arastirilan boélge olmasina ragmen, son yillarda arastirma
sayisinda artis dikkati ¢ekmektedir. 13914.2 kromozom bdlgesinde RB1 geni,
13914.3 Dbolgesinde DLEUL1 geni, 13912.3 bolgesinde ise BRCA2 geni
bulunmaktadir. RB1 ve BRCA2 geni kanserin genomik aragtirmalarinda kullanilan en
stk genlerden biridirler. RB1 gen bolgesindeki delesyon hemen hemen tim kanser
tirlerinde sik karsilagilan delesyonlardan biridir. Kwong F ve arkadaslarinin (2003)

yilinda yaptig1 bir ¢aligma sonucuna gore 13q14.3 bolgesine ait allel kaybin1 %16,7
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gibi bir oranla beklenenden daha az sayida bulmuslardir (Kwong F ve ark., 2002). Bu
calismanin tam aksi olarak Reissman, RB1 geninin KHDAK’ lerinde inaktif
oldugunu gostermistir (Reissmann PT ve ark., 1993).

Diane A ve arkadaslarinin (2014) yilinda meme, prostat ve akciger
kanserlerinide igine alan bir ¢alisma sonucuna gére, BRCA2 geninde delesyonlar
ortaya konmustur.

DLEU1 genine ait caligmalar literatiir de mevcuttur fakat akciger kanserleriyle
iligkilendirilmis bir ¢alisma mevcut degildir. Bu gene ait metilasyon arastirmalari
daha siktir ve metilasyon arastirmalar1 sirasinda da ozellikle 16semi ¢alismlarinda
delesyonuna rastlanmistir (Garding A ve ark., 2013).

Ip delesyonu c¢alismamizda %66,6 oraniyla iiglincii en sik buldugumuz
delesyondur ve saglikli gevre dokularinda da bu oran %60 gibi bir oranla o gruptada
stk gozlenen delesyonlar arasindadir. Bugiine kadar yapilan calismalarda akciger
kanserlerinde 1p delesyonlar1 belirgin bir sekilde arastirilmamistir. Bizim
calismamizda kullandigimiz prob boélgeleri, 1p36.33 kromozom bolgesinde DVLI,
1p36.23 kromozom bolgesinde KIF1B, 1p36.31 kromozom bdlgesinde CAMTAL,
1p36.32 kromozom bolgesinde PRDM16 ve 1p36.31 kromozom bdlgesinde ise
CHDS5 genlerini igermektedir. Bu genler degisik kanser tiirlerinde arastirilmistir.
1p36 delesyon sendromu olarak bilinen durum o6zellikle kanser arastirmalarinda
onemli bir yer edinmistir. Insanlarda sik goriilen sendromlar arasindadir.
Karakteristik olarak kardiomyopati ile birliktedir. Bu sebepten dolay1 o6zellikle
kardiovaskiiler hastaliklarin genetik tabanli aragtirmalarinda ©ne ¢ikmaktadir.
Kardiomyopatiler de PRDM16 gen bolgesinin arastirilmasi literatiirde mevcuttur (
Arndt ve ark., 2013).

1p36 kromozom bdlgesinin degisik yerlerinde lokalize olan KIF1B geni
hepatosellller karsinoma, CAMTAL geni noroblastoma gibi hastaliklarda ¢aligilmis
ve delesyon durumlar1 gézlemlenmistir ( Tong ve ark. 2014, Henrich ve ark. 2007).

CHDS5 geni 1p36.31 kromozomal bdlgeye yerlesmis ve Chromodomain helicase
DNA binding protein 5 olarak adlandirilan timor siipressor regiilator genlerdendir.
Zhao ve ark. (2011) yilinda MLPA yontemi kullanarak akciger kanserli olgularda
yaptiklar1 ¢alismada bu gene ait delesyonlar1 saptamiglardir. Baz1 vakalarda ise bu

gene ait duplikasyonlarda saptamislardir.
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Biz 1p delesyon sonug¢larimizi benzer literatiir g¢alismalar1 olmadigi igin
istatistiksel olarak karsilastiramadik. Bu calismamiz bu yilizden literatiire 1s1k
tutatacak ve yeni gelistirilecek ¢alismalar i¢in kaynak olacaktir.

PTEN geni kromozom 10g23.3 bolgesine yerlesmis squamoz hiicreli karninoma
ve endometrial karsinoma gibi kanser tirlerinde heterozigosite kaybi ile karakterize
bir gendir. PTEN fiirtinleri lipit fosfataz metabolizmasinda gorev alir. Marsit ve ark.
(2005) yilinda KHDAK” lerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada %19 oraninda bu gen iiriinii
proteinin kaybini gozlemlemislerdir. Biz ¢galismamizda %56,6 olan yiksek bir oranda
10q delesyonu saptadik.

PTEN genindeki mutasyonlarin EGFR, ERBB2, KRAS ve TP53 mutasyonlari ile
iligkisinin KHDAK’ lerinde gosterildigi bir c¢alismada %4,5 oraninda PTEN
mutasyonu saptadilar. Bu c¢alismada, PTEN mutasyonlariin sadece EGFR
mutasyonlart ile birlikteligini gosterdiler. KRAS, ERBB2 ve TP53 mutasyonlari
arasinda bir iliski kuramadilar (Jin ve ark., 2010). Bizim ¢alisma problarimiz iginde
bu genler yer almadigi icin bu karsilagtirmay1 yapamadik. Bizim calismamizda
tiimoral dokularda %56,6 sikligiyla PTEN delesyonu saptadigimiz olgularda, BRCA2
ve SMARCB1 delesyonlart da gozlendi. Saglikli ¢evre dokularinda da bu gen % 43,3
olarak saptandi. Akciger kanserleriyle ilgili yapilacak olan bu tarz ¢alismalar da,
bizim buldugumuz delesyonlar ve diger gen bolgeleriyle olan durumlar1 gz oniinde
bulundurulmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

CDKNZ2A ve CDKN2B gen bolgeleri kromozom 9p21 bolgesine yerlesmistir.
Cyclin- dependent kinase inhibitorii olan proteinleri kodlayan tumor supressor
genlerdendir. Kardiovaskiiler hastaliklar basta olmak {izere heterozigozite kaybini
arastiran, literatiirde bircok ¢alisma mevcuttur. FISH gibi kromozom analiz
yontemleriyle gosterilen bu ¢alismalar disinda, MLPA gibi PCR tabanli yontemlerin
kullanildigi ¢alisma ¢ok az sayidadir. Malignant melonomalarda da bu tarz
caligmalar yapilmis ve 9p21 kromozomal bolgelerde delesyonu saptanmistir (Horst
BA ve ark., 2013).

Biz ¢alismamizda 9p21 delesyonunu timdral dokularda, %36,6, saglikli ¢evre
dokularinda %066,6 oraninda bulduk. Literatiir taramalarinda, 9p21 delesyonu ve
CDKN2A/2B genlerinin {irin kaybinin Dbiyolojik ©6nemi tam olarak ortaya

konulamamigtir. Major tiimor siipressor genlerden olan bu genlerin, saglikli ¢evre
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dokularinda tiimoral dokulardan fazla sayida delesyonunun goériilmesi bu cercevede
net agciklanamamig ve benzer yayinlarla da karsilastirilamamustir.

Calismamizda 9q delesyonunu, timéral dokularda %36, ¢evre dokularinda %10
olarak bulduk. Bu gene ait amplifikasyon da sik oranda karsimiza ¢ikmustir. 9922.33
PTCH, 9934 ise TSC1 genlerinin bulundugu kromozomal bolgelerdir. TSC1 geni
Tuberous sclerosis hastaligindan sorumludur ve bu hastalik mental retardasyon basta
olmak (zere bircok organda multiple hamartomlarla seyreder. Ozellikle akcigerde
goriilen bu lezyonlar adenokarsinomlara doniisme konusunda israrcidir. Tepeli E.
(2007) yilinda yaptig1 bir ¢alismada 9q delesyon oranini %16 olarak saptamistir. Bu
ve benzer yayinlar ile karsilastirdifimizda bizim oranlarimizda anlam tegkil
etmektedir. 9q bolgesi 6zellikle akciger kanserlerinde birden fazla tiimor baskilayici
gen bulundurabilir. Calismamiz bu agidan literatiire destek saglamistir ve ileriki
calismalardada bu tarz caligmalar destek olabilir ve yeni genlerin kesfine 1s1k
tutabilir.

Bu delesyonlar disinda ¢alismamizda, 3p (%36,6), 5q (%10), 11p (% 16,6), 16p
(%16,6), 17p (%13,3), 17q (%21), 18q (%16,6), 19q (%20) ve Xq (%13,3)
delesyonlar1 saptanmistir. Bu sonuglarin yaninda, saglikli ¢evre dokularinda da 5q (
%16,6), 11p (%20), 16p (%36,6), 17q (%23.,3) ve 18q (%20) delesyonlari, tiimoral
dokulardan daha fazla siklikta tespit edilmistir. Bu durum tiimér gelisimine yatkin
dokularda da delesyonlarin goriilebilecegi yoniinde agiklanabilir. Sayisal olarak az
oldugu i¢in bu delesyonlarla ilgili karsilagtirma yapilamamistir. Bu sonuglarimiz
ileriki benzer caligmalara 151k tutabilirligi agidan 6nemlidir.

Tum delesyonlar g6z 6niine ahindiginda, Grade 3 olgularda ve T2 olgularda
digerlerine oranla daha sik sayida delesyon saptanmistir. NO, N1 ve N2’ li olgular
delesyon saptanabilirligi agisindan hemen hemen birbirine yakindir. Tim
calismamizda MO olgular yer aldig1 i¢in metastatik durumlar1 karsilastirilamamustir.
Bu delesyonlar en sik adenokarsinomlu olgularda bulunmustur.

Bizim c¢alismamizda tumor sipressor genlerin amplifikasyon durumu da
incelenmistir. Tiimoral dokularda, 9q boélgesindeki amplifikasyon %83,3 olup en
yuksek oranda bulunmustur. Bunu %76,6 oraniyla 17q amplifikasyonu izler. Cevre
dokularinda da benzer sekilde %76,6 orantyla 9q amplifikasyonu ve %63,3 oraniyla

17q amplifikasyonu bulunmustur. Bazi akciger kanserli olgularla yapilan
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calismalarda 9934.1 kromozom bdlgesinde lokalize olan ABL1 timor sipressor
geninde %70 gibi yuksek bir oranla asir1 ekspresyon gézlemlenmistir (Bueno ve ark.,
2008). Bu calisma microRNA arastirmalart oldugundan ve yontemin farkl
oldugundan dolay istatistiksel karsilagtirma yapilamamustir.

ERBB2 geni ise 17912 bolgesinde lokalize olan tumdr slipressor genlerden
biridir. Kristiansen ve ark. (2001) yilinda akciger kanserleriyle yaptiklar bir galisma
da ERBB2 gen Urlninde %37,4 gibi bir oranla ekspresyon artisi saptamiglardir.

5.3. Metilasyon Profillerinin Degerlendirilmesi

Calismamiz  ME002B  probmix kullanilarak yapilan metilasyon profil
taramalarii igcermektedir. Hem akcigere ait tiimdral dokular1 hem de ayni hasta da
akcigere ait saglikli ¢evre dokular1 ¢alisma grubu olarak ele alinmistir. Epigenetik
degisimlerin tiimor baskilayici genler iizerinde incelendigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
Bu epigenetik degisimler igerisinde metilasyon en Onemli ¢alisma gruplari
arasindadir.

Akciger kanserleriyle iligkisi olan olan timor stipressor genlerdeki metilasyon
degisimlerinin arastirildig1 ¢alismalarda, farkli doku, farkli teknik ve farkli genler
incelenmistir.

MLPA teknigi gerek diinya gerekse iilkemiz i¢in sik kullanilan bir tekniktir. Kit
tiretme ile ugrasan firmalar siirekli yeni arastirma kitleri ortaya c¢ikarmaktadir. Bu
yeni kitlerle yeni gen bdlgeleri arastirilmakta ve arastirma problemleriyle
iligkilendirilmektedir. Biz bu calismamiz da MEOQ02 probmiksleriyle arastirma
yaptik.

Metilasyon profilleri igin aragtirma probemikslerimiz, BRCA1-2, ATM, TP53,
KLLN, MGMT, PAX5-6, CDH13, TP73, WT1, VHL, GSTP1, ESR1, RB1, MSHS6,
THBS1, CADM1, STK11, PYCARD, CHFR,CDKNZ2A, GATAS5, RARB ve CD44 gen
bolgelerini icermektedir.

ATM geni 11g22.3 kromozom bolgesine lokalize bir gendir. Ataxia
telangiectasia (ATM) geni kanser biyolojisinde 6nemli rol oynayan, fosforilasyon
mekanizmas1 araciligi ile TP53 genini aktive eden bir gendir. Diger 6nemli
gorevlerinden biri ise, ionize radyasyon sebebiyle olusan DNA hasar1 sebebiyle,
DNA tamir genlerinden biri olan BRCAL1’ i fosforile etmesidir. Bu gendeki

metilasyon degisimlerinin yapildig1 birgok kanser tiirii vardir fakat akciger
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kanserlerinde bu smirli sayidadir. Uludag A.” nin 2007 yilinda MLPA yd&ntemi
kullanarak yaptigi bir ¢alismasin da KHDAK” lerinde ATM genine ait metilasyon
orani1 tiimdral akciger dokular da, %7, ¢evre akciger dokularinda %4 olarak
bulunmustur. Biz ¢aligmamiz da tiimorli akciger dokularinda %36,7 ve akciger cevre
dokularinda %53,3 oraniyla en sik oranda ATM metillenmesi saptadik.

Calismamizda ikinci siklikla metilasyon saptadigimiz gen CDH13 (cadherin 13,
H-cadherin) genidir. Bu gen 16q23.3 kromozom bdlgesinde yerlesiktir. Bu genin
hiicre tanima ve adhezyonunda gorev almasinin yaninda vaskiiler yeniden
diizenlemede de gorevleri vardir. Biz caligmamizda akciger tiimorli dokularda
%13,3 ve akciger ¢evre dokularinda %16,6 oraninda CDH13 metilasyonu saptadik.
Bu oranla ilgili literatiirde degisik sonuglar mevcuttur. Uludag A bu oram akciger
tiimor dokularinda %7, akciger ¢evre dokularinda %15 olarak bulmustur (Uludag A.,
2007). Bu galismaya bizim bulgularimiza, ¢cevre dokularda CDH13 metilasyonunun
fazla olmasindan dolay1 benzerlik gosterir. Maruyama ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada KHDAK’ lerinde bu oran %27 olarak goze carpar (Maruyama ve ark.,
2004).

17p13.1 kromozom bélgesinde lokalize olan TP53 (protein 53) geni DNA zarar
gordiigiinde DNA tamir genlerini harekete gecirir ve tamir edilemeyecek
durumdaysa apoptozu (programlanmis hiicre Oliimii) uyarir. Hiicre dongiisiinii
duzenleyen ana genlerden biridir.

TP53 genine ait metilasyonlar literatiirde siklikla karsilasilmamistir. Fakat bunun
yaninda CDKNZ2A ile olan iliskisi arastirilmis ve CDKN2A metillenmesi ile TP53
mutasyonu arasinda iliski kurulmustur. Bastide ve arkadaslarimin akciger
kanserlerinde (2009) yilinda yaptigi bir ¢calismada CDKNZ2A geninin metillendigi
orneklerde siklikla TP53 geninde mutasyon tespit edilmistir. Biz calismamizda TP53
geninde, tiimorlil akciger dokularinda %10, cevre akciger dokularinda %20 oraniyla
tespit ettik. 9p21.3 kromozom bolgesine yerlesmis olan CDKN2A genine ait ne
tiimoral dokularda nede ¢evre dokularinda bir metilasyon saptanmadi. CDKN2A, p53
proteininin degredasyonundan sorumlu siklin bagimli kinazdir. Biz bu ¢alismamizda,
CDKNZ2A genine ait delesyonlar bildirdik. TP53 geninde metillenme olan hastalarda(
2 hasta), CDKN2A geninde delesyon mevcuttu. Sayinin fazla olmamasiyla birlikte bu
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durum bize, CDKN2A mutasyona ugradiginda, TP53 geninin metillenmeden
kacamadigin1 gostermektedir.

Kontic ve arkadaslarimin (2012) yilinda yaptigi bir ¢alisma, kisaca KHDAK’
lerinde CDH13 ve MGMT arasindaki iliskiyi arastirir. Bu ¢alisma sirasinda bu iki
gene ek olarak, RASSF1A, ESR1 ve DAPK genleri de arastirilmistir. Bu ¢alismaya
gore, timorli akciger hiicrelerinde CDH13 ve MGMT metilasyonunu bir arada
bulmuslardir. Saglikli kontrol grubunda ise, CDH13, DAPK ve RASSF1A genlerinde
bir arada metilasyon saptandi. Iki gruptada ESR1 geni ile MGMT arasinda herhangi
bir iliski gosteren metilasyon saptanmadi.

MGMT geni 10g26.23 kromozom bdlgesine lokalize bir gendir. Bu gen proteini
alkilleyici ajanlarin sitotoksik 6zelliklerini engelleyerek, DNA onariminda gorev
yapar. CpG adaciklar1 metillendiginde ise, bu aktivitesini yerine getiremez. Biz
caligmamizda,10q bolgesine ait, timoral dokularda %6,6, ¢cevre dokularinda %10
oraninda metillenme tespit ettik. Bir hasta’ nin ¢evre dokusunda ise MGMT ve
CDH13 genlerinin birlikte metillendigini gordiik.

CDH12, ESR1, BRCA1, GSTP1 ve MSH6 genleri de metilasyon tespit ettigimiz
bolgeler icindedir. Bu gen bolgelerinde metilasyon sirasiyla %3,3, %3,3, %3,3, %6,6
ve %3,3 olarak sadece akciger cevre dokularinda tespit edildi. Bu genlere ait
metilasyon timdoral dokularda tespit edilemedi.

KLLN, PAX5, WT1 genlerindeki metilasyon sadece tiimoral dokularda tespit
edildi ve hepsinin goriilme orani %3,3 olarak hesaplandi. Endometrial kanserli
olgularda yapilan c¢aligmalarda, KLLN genine ait, %9,8 sikligiyla metillenme
bildirilmistir (Mahdi H ve ark., 2014). Bu genlere ait cevre dokularda metilasyon
gortilmedi. Orani az olmakla birlikte, bu durum bize akciger kanserlerinde bu
genlerin metillenmesinin anlam ifade ettigini gostermektedir.

BRCA2 geni 13g13.1 kromozom bdlgesinde lokalize bir gendir. Genellikle
literatlir taramalarinda, meme kanserleriyle alakali c¢alismalarda karsimiza
¢ikmaktadir. Biz c¢alismamizda, tiimOral dokularda ve ¢evre dokularinda %3,3
orantyla bu gende metilasyon hesapladik. Bu durum hem sayisinin az hem de esit
olmasindan dolayi istatistiksel olarak anlamli degildir.

VHL ve RB1 genleri, sirasiyla 3p25.3 ve 13ql4.2 kromozom bdlgelerinde

lokalizedir. iki gende de tiimoral dokularda %3,3, ¢evre dokularinda %10 oraninda
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metilasyon saptandi. Bu genlere ait akciger kanserlerini iceren literatiir bilgisine
rasttanmadi. TUmoral dokularda daha az oranda tespit edilmesi bize tlimor
gelisimiyle ilgili iliski gostermemektedir.

5.4. MLPA’ nin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

MLPA yontemi PCR tabanli, uygulamas: kolay, tek bir reaksiyonda en az 40
genomik DNA sekansmmin kopya sayisimi belirleyen avantajli bir metoddur.
Caligmalar sirasinda 20 ng DNA yeterli olmaktadir. Bundan dolay1 kisithh DNA’ lar
ile yapilacak ¢aligmalara olanak saglar. DNA caligmalari icin kitler iireten bir¢ok
firma vardir. Bu firmalar ¢ogu zaman caligmalar i¢in ¢ok yiiksek DNA miktarlari
istemektedirler. MLPA bu bakimdan 6zellikle kisitlh doku veya miktar1 az numuneler
icin biiylik kolaylik saglar.

YoOntemin hassasiyeti probun baglanma bolgesine gore 2-3 baz
oynayabilmektedir. Buda ¢ogu ¢alisma yoOntemine nazaran tolere edilebilir bir
durumdur.

Sadece bir termal cycler ve bir sekans icin elektroforez cihazi ¢alisma igin
yeterlidir. Bu cihazlar zaten birgok genetik laboratuvarinda bulunan ana cihazlardir.

Bir¢cok uygulama neredeyse ayni protokol icerisinde yapilabilmektedir. Oldukca
net ve kolay uygulanan bu protokollerle, 6rnek sayisina bagli olarak sonuglara 24
saatte ulasilmaktadir. Bu siire incelenen bolgelerin coklugu goz oniine alindiginda,
diger tekniklere gore oldukca kisadir.

Kullanilan tiim kimyasallarin sivi ve uygulama icin sabit olmalari,
kullanimlarinin kolay ve kalite kontrollerinin rahat yapilabilmesini saglar.

Yo6ntemin zaman disinda diger 6nemli avantajlarindan biri, yaptig: isi diisiinecek
olursak, toplam maliyetin oldukga diisiik olmasidir.

MLPA tekniginin dezavantajlarindan biri, sonuglarin 6rnek kalitesi ile direkt
iliskili olmasidir. Kullanilan DNA kaynagi sonuglar1 etkilemektedir. Kan ve dokudan
elde edilen DNA’ lar ile ayni1 ¢alismalar yapildiginda, sonuglar arasinda farkliliklar
gbzlenmektedir. Kaldiki bizim ¢alismamizda kullandigimiz ¢evre dokular1 ve timor
dokular1 arasinda bile pik goriintiileri agisindan farkliliklar vardi. Burada en 6nemli
problemlerden biri DNA miktar diisiik 6rneklerde, sonlara dogru meydana gelen pik
diismeleridir. Bu durumda yapilacak sey, DNA izolasyon basamagina geri donmek

ve yeniden DNA eldesini gergeklestirmektir.
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Yontemin diger dezavantajlarindan biri, tiim triploidleri ve dengeli
translokasyonlar1 tarayamamasidir. Bu teknikle mozaik durumlarda ayirt
edilememektedir. Bu durum o6zellikle kanser calismalarinda ve prenatal tanilarda

dezavantaj olugturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Amacimizin parafine gomiili KHDAK tanis1 almig tiimdr dokularinda ve tiimor
icermeyen akciger c¢evre dokularinda MLPA teknigi kullanarak genetik
degisikliklerin incelenmesi olan bu ¢alismada, parafine gomiilii 30 tumor ve 30 cevre
dokusu MLPA yontemiyle incelenmis ve elde edilen bulgular hastalarin patolojik ve
demografik Ozellikleriyle karsilastirilmistir. Bu sonuglar ayni zamanda literatiir
bilgileriyle de karsilastirilmis ve yorumlanmustir.

Parafine gémull dokulardan DNA izolasyonu sirasinda karsilagiimasi muhtemel
olan ve literatiirde de belirtilmis problemlere deginilmis, o problemlerle en az
karsilagilan ya da karsilasilmadan DNA izolasyonun gergeklestigi yontem
kullanilmistir. Bu durum basarili bir MLPA c¢alismasi i¢in, DNA eldesinin 6nemini
vurgulamistir.

Calismamizda kullandigimiz MLPA yontemi yaklasik 10 yildir diinya ve
tilkemiz i¢in Onemli bir teknik haline gelmistir. Her gecen giin yeni probmixler
gelistirilerek, incelenen gen bolgeleri gelistirilmis ve sayisi artirilmistir. MLPA,
multiplex gen dozaj analizi yapabilen, PCR temeline dayanan, tek reaksiyonda 40’
tan fazla gen bolgesi inceleyebilen, kolay bir yontemdir. Yontemin bu
Ozelliklerinden dolay1, calismamizda da kisa siirede daha ¢ok gen bolgesi
incelenebilmistir.

MLPA yontemi kullanilarak yapilan bu ¢alismada delesyon ve amplifikasyon
icin, kromozom 1p, 1q, 2p, 3p, 44, 59, 7p, 79, 8p, 8q, 9p, 9q, 10q, 11p, 11q, 12p,
12q, 13q, 16p, 17p, 17q, 18q, 19p, 20q, 22q ve Xq bolgelerindeki degisimler
incelenmistir. Bu degisimler icinde, tiimdral dokulardaki 6zellikle 1p, 10q, 13q ve
22q bagsta olmak tizere 3p, 9p ve 9q bolgelerinde saptanan delesyonlar ve yine 9q,
17q bolgelerindeki amplifikasyonlar dikkat ¢ekicidir.

Bazi prob boélgelerinde saptanan delesyon oranlarinin literatiirde verilen
oranlarla, farklilik gostermesinin sebebi, yontemin farkli olmasi, hasta sayisinin
farkli olmasi, ¢alisilan hasta gruplarimin klinik ve demografik 6zelliklerinin farkli
olmasindan kaynaklandigi vurgulanmistir. Bunlar haricinde sonuglar diger literatiir
verileriyle uyumlu bulunmustur.

Calismamizin ikinci arastirma kismi olan metilasyona spesifik MLPA (MS-

MLPA) yontemidir. Bu yontemle, BRCA1-2, ATM, TP53, KLLN, MGMT, PAX5-6,
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CDH13, TP73, WT1, VHL, GSTP1, ESR1, RB1, MSH6, THBS1, CADM1, STK11,
PYCARD, CHFR,CDKN2A, GATA5, RARB ve CD44 gen bdlgelerindeki metilasyon
profilleri arastirilmistir. Bu aragtirma sonucunda, en sik metillenen bolgeler ATM ve
CDH13 genleridir. Bunun haricinde, BRCA2, TP53, KLLN, MGMT, PAX5, WT1,
VHL, ESR1, RB1 ve MSH6 genlerindede metilasyon saptanmistir. Probmiksler i¢inde
olan diger bolgelerde metilasyon saptanmamaistir.

Bu bulgular, KHDAK’ lerinde tiimor baskilayict genlerin, fonksiyon
kayiplarinda, delesyon ve amplifikasyonlarinin yan1 sira hipermetilasyon
mekanizmalarinin da etkili oldugunu gostermistir.

Metilasyona spesifik MLPA yontemi kullanilan bu ¢alismamiz, Tiirkiye’ de ve
hatta diinya da metilasyon analizlerini inceleyen sayili c¢alismalar arasinda yerini
almistir. Bu yilizden bulgularimiz, bir temel niteliginde olup, yeni gelistirilecek
probmiksler ve yontemler i¢in kaynak olma 6zelligindedir.

Calisma verilerimizde saptanan frekans degerleri, MLPA ve MS-MLPA yontemi
ile incelenen fazla sayida c¢alisma olmamasindan dolayi, karsilastirma yapilirken
farkli yontemlerle de karsilastirilmistir.

Tiimoral dokular ile ¢evre dokulari arasinda metilasyon sikliklar1 birlikte
degerlendirildiginde hemen hemen birbirine yakin degerler ortaya ¢ikmistir. Hatta
bazi metillenme boélgeleri sadece ¢evre dokularinda saptanmig, tiimoral dokularda
saptanmamustir. Bu olay su soruyu akla getirmektedir: Timor baskilayict gen
hipermetilasyonu, tiimor gelisimine yatkin hiicrelerde erken gelisen bir olay mi1?

KHDAK ve KHAK’ lerinde MLPA ve MS-MLPA yontemi ile genetik arastirma
literatiirde ¢ok azdir. Bu yiizden ¢alismamiz, ileride yapilacak benzer galismalar igin
kaynak ozelligindedir. Calismamiz sayesinde elde edilen sonuclar diger tarama
yontemleriylede karsilastirilabilecek ve yeni sonuglar ortaya atilabilecektir.

Sonug olarak bir reaksiyonda, ¢ok fazla sayida genin amplifikasyon, delesyon ve
metilasyon profillerini ayni anda inceleyebilen MLPA ve MS-MLPA yonteminin
akciger kanserlerinin bu arastirmalara yoOnelik profillerinin taranmasinda,
kullanilabilecek, hizli ve ucuz sonug verebilen 6nemli bir molekiiler teknik oldugu ve
diger kanserlerin genetik taramalarinda da kullanilabilecegi diisiincesindeyiz.

Bu sonuglar dogrultusunda, MLPA ydnteminin hizla kullanilmaya baslandigi bu

donemde, diger delesyon, amplifikasyon ve metilasyon tarama ydntemleriyle
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karsilastirilarak, en kisa siirede sensitive ve spesivitesinin belirlenmesi ve akciger
kanserinin erken tanisinda rol oynayan markerlere 6zgii kit dizaynlariin yapilip,

rutin kullanima gec¢ilmesi gereklidir.
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