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OZET

ENDOMETRiIYUM KANSERINDE RASSF14 VE RASSF24 TUMOR
BASKILAYICI GENLERININ PROMOTOR METILASYON ANALIZI
Amag: Calismamizda RASSFIA ve RASSF24A timor baskilayict  genlerinin
hipermetilasyon  durumlarimin = endometriyal — kansere  etkisinin  incelenmesi

amaclanmigtir.
Materyal Metod: Ondokuz Mayis Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’
nde Endometriyal CA tanis1i konan 15 hasta ¢alismaya dahil edildi. EDTA’ I1 tiiplere
periferik kan ornekleri alindi. Ayrica, Endometriyal CA tanis1 konulmus bu 15 hastanin
Ondokuz Mayis Universitesi Patoloji boliimiinden, formaline fikse edilmis parafin
gémiili timor doku Ornekleri temin edildi. Kontrol grubu icin, Ondokuz Mayis
Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’nden sezeryan dogum sirasinda 10
saglikli kadindan rahim doku 6rnekleri alindi. Periferik kan, rahim doku ve parafine
gomiili timoér doku Orneklerinden DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra DNA
orneklerine bisiilfit modifikasyon yontemi uygulandi ve metilasyon spesifik PCR
yapildi. PCR firiinleri agaroz jelde yiiriitillerek, RASSFIA ve RASSF2A genlerinin
promoter CpG metilasyon analizi yapildi. Elde edilen sonuglar SPSS ve Ki-kare analizi
ile degerlendirildi.
Bulgular: RASSF1A geni promotor bolgesi metilasyona spesifik PCR analizi sonuglari,
hasta kani, tiimor dokusu ve kontrol grubu 6rnekleri ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmazken (p=0,08), RASSF2A geni promotor bolgesi
metilasyona spesifik PCR analizi sonuglari, hasta kani, tiimor dokusu ve kontrol grubu
ornekleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede fark goriildi
(p<0,001).
Sonug¢: Caligmamizin sonucuna gore, Tiirk popiilasyonunda RASSFIA geni promotor
bolgesi metilasyonu endometrium kanseri gelisiminde 6nemli bir rol oynamazken,
RASSF2A4 geni promotor bolgesi metilasyonunun 6nemli derecede rol oynadigi
saptanmistir.
Anahtar Kelimeler: Endometriyal kanser; RASSFIA timor baskilayici geni; RASSF2A
tiimor baskilayici geni; metilasyon; promotor bdlge

Habibe Nur ATMACA, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran - 2019



ABSTRACT

PROMOTER METYLATION ANALYSIS OF RASSFIA AND RASSF2A TUMOR

SUPRESSOR GENES IN ENDOMETRIUM CANCER
Aim: In this study, it is aimed to evaluate effects of RASSF1A4 and RASSF2A4 tumor
suppressor genes hypermethylation status in endometrial cancer.
Material and Method: We evaluated 15 endometrial CA diagnosed patients in
Ondokuz Mayis University Obstetrics and Gynecology Clinic. Peripheral blood samples
were taken into EDTA tubes. Besides, formalin fixed paraffin embedded tumor tissue
samples of these 15 patients were collected from Ondokuz Mayis University Pathology
Department. For control group, womb tissue samples of 10 healthy women were taken
in Cesarian section delivery operation from Ondokuz Mayis University Obstetrics and
Gynecology Clinic. DNA isolations were performed from peripheral blood, womb
tissue and paraffin embedded tumor tissue samples. Then, bisulfite modification method
was applied to DNA samples and methylation specific PCR was performed. PCR
products were analyzed in agarose gel and RASSFIA and RASSF2A4 genes’ promoter
CpG methylation status were registered. The results were evaluated with SPSS and Chi
square statistical analysis.
Results: As a result of the study, there is no statistical significant difference of
RASSFIA gene promoter region methylation status between patients’ blood and tumor
tissue samples and healthy womb tissue samples (p=0.08). Also according to results of
RASSF2A gene promoter region methylation status, there is statistical significant
difference when comparing patients’ blood and tissue samples and healthy womb tissue
samples (p<0.001).
Conclusion: According to results of our study, RASSFIA gene promoter region
methylation status doesn’t have an important role in endometrium cancer cases in
Turkish population. However, RASSF2A4 gene promoter region methylation status has an
important role in endometrium cancer cases in Turkish population.
Keywords: Endometrial cancer; RASSF1A tumor suppressor gene; RASSF2A4 tumor

suppressor gene; methylation; promoter region

Habibe Nur ATMACA, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June — 2019
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1. GIRIS

Endometrium; rahim i¢ zar1 olarak bilinir ve endometriyal kanser dendiginde
rahim i¢ zar1 kanseri kastedilmektedir. Uterus (rahim), alt kisimda vajinaya uzanan
serviks (rahim agzi) ve {iist kistmda korpus (govde) olmak iizere iki kisimdan olusur.
Korpusun da iki kismi vardir ve endometrium gdovdenin i¢ kismidir. Neredeyse tiim
endometriyal kanserler, endometriumun salgi yapan hiicrelerinde olusur ve bu kanser
tirine endometrium adenokarsinoma denir. Endometrium adenokarsinoma en yaygin
endometriyal kanser tiirii olmakla beraber diger tiirler daha nadir goriiliir.

Menopoz bir hastalik olmayip, kadinlarda yaslanmanin dogal bir belirtecidir.
Saglikli her kadinda belli bir yastan sonra yumurtlama siireci sonlanir. Bu da 6strojen
iretimini azaltir ve yumurtaliklarin kii¢iilmesine, sonucunda da adet kanamalarinin
kesilmesine yol agar. Yunanca mens (ay) ve pause (durmak) sézciiklerinden tiiremistir.
Diinya Saghk Orgiitii’niin tanimina gére menopoz; yumurtaliklarin aktivitelerinin
kaybolmasi1 sonucu adet dongiisiiniin kalic1 olarak kesilmesidir. Diinya genelinde
menopoz yasi ortalama 45-55 yas arasidir. Tiirkiye’ de ortalama menopoz yas1 ise 45-48
yas arasi olarak seyreder.

Menopoza girmeyi etkileyen faktorlerin arasinda genetik faktorler, genital
faktorler, psikolojik faktorler, fiziki ve cevresel faktorler ayrica sosyo-ekonomik
faktorler gelir. Bir ailedeki kadinlarin menopoza girme yaslar1 ortalama ayni yaslar
olarak seyrediyorsa bu durumda genetik faktorlerden s6z etmek miimkiindiir. Yine
diizensiz adet goren kadinlarin, diizenli adet gorenlere kiyasla daha erken menopoza
girmesinde genital faktorlerden soz edilir. Ayrica dogurganlik durumlari, ilk adet yaglari,
dogum kontrol ilact kullanmalar1 ve iki yildan uzun emzirme de menopoz yasini
etkileyen etkenler arasindadir. Bunun yanisira, savas, go¢, deprem ve travmalarin da
erken menopozu tetikleyen birer psikolojik faktdr oldugu disiiniilmektedir. Fiziki ve
cevresel faktorler arasinda soguk iklim ve asir1 yagis gibi agir iklim kosullarinin
yasandig1 bolgeler goz onilinde bulundurulur ve buralarda yasayan kadinlarin erken
menopoza girdigi goriiliir. Sosyo-ekonomik faktorler arasinda da kirsal ve kentsel
toplumlar, ayrica beslenme ve yasam kosullar1 ele alinir ve menopozda bunlarin da
etkili olabilecegi diisiiniiliir. Tim bu faktorlerin yaninda ek olarak, sigara tiiketiminin
yogun oldugu kadinlarda olmayanlara oranla 1-2 sene erken menopoza girdigi

goriilmektedir.



Timdr baskilayict genler, hiicre dongiisii kontrol noktalarmi diizenlerler ve
apoptoz siirecini baglatirlar. Bu genler tarafindan kodlanan proteinler, DNA hasarina
veya dis cevreden gelen bliylimeyi baskilayan sinyallere yanit olarak hiicre dongiisii
stirecini durdurabilmektedir. Fakat bu genler mutasyona ugradiklarinda veya inaktif
olduklarinda islevlerini kaybederler. Bunun sonucunda da hiicreler kontrolsiiz bir
sekilde biiyiime ve boliinmeye giderler.

RASSFI1A4 ve RASSF24 da timdr baskilayict genler olup, endometriyal kanserde
promotor bolgede hipermetilasyona ugradigi yani degistigi, bu degisimin de
ekspresyonlarini inaktive ettigi dislinlilir. Bdylece kanser olusumunu Onleyici
proteinlerin olusumunu da azaltir, kanser hiicrelerinin metastazina katki saglar.

Bu calismada, Tiirk kadin hastalarda RASSFIA ve RASSF2A timor baskilayici
genlerinin endometriyal kanserde etkisini, genlerin promotor bolgelerindeki metilasyon

durumlarini ve kanser ile aralarindaki iliskiyi incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Endometriyal Kanser

Endometriyal kanser; endometriumda olusan, hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal
sekilde gelisimini, viicudun diger bdlgelerine yayillmasini saglayan ve yaygin
malignansiler arasinda 7. sirada olan bir kadin hastaligidir (Yeramian ve ark., 2013;
Llobet ve ark., 2009; Bray ve ark., 2018). Endometrium ise; rahim (uterus) boyunca
uzanan, rahim i¢i zar1 olarak bilinen ve belirli periyodlarla adet kanamasinda rahim
icinden dokiilen dokudur (Richard ve ark., 2014; Rick ve ark., 2019).

Endomentiyal kanseri ve endometriumu iyi tanimlayabilmek i¢in kadin tireme
sisteminin 1yi bilinmesi gerekir.

Ornegin; rahim yani uterus oyuk sekilde bir organ olup, hamilelikte fetusun
gelistigi kisimdir. Vajinaya uzanan alt kismui serviks, iist kismi ise korpus olarak bilinir.
Rahim kanserinden bahsedilirken, serviks degil korpus kastedilir. Korpus; i¢ katman
olan endometrium ve dis katman olan myometrium olmak {izere iki kistmdan olusur.
Kalin dis katman olan myometrium; dogumda bebegi iten kaslardan olusur ve burada
uterus disini ¢evreleyen doku tabakasi seroza bulunur (Rick ve ark., 2019). Sekil 1 ve 2’

de kadin lireme sistemi gosterilmektedir.
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\ '_ roza
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= .
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serviks vajina
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Sekil 1 ve 2. Kadin {ireme sistemi (Richard ve ark., 2014; Rick ve ark., 2019)



Kadimlarin adet dongiisiinde hormonlar endometriumu degistirirler. Dongiiniin
ilk zamanlarinda yumurta salinimindan 6nce yumurtaliklar, 6strojen hormonu iiretirler.
Ostrojen endometriumu kalinlagtirir ve hamilelik durumu varsa embriyonun
beslenmesine katki saglar. Hamilelik yoksa Ostrojen az {iretilir, bunun yerine
yumurtlamadan sonra daha ¢ok {iretilen ve dokiilmeyi saglayan progesteron hormonu
vardir (Rick ve ark., 2019). Bu hormon; kadin rahmini her ay diizenli bir sekilde
hazirlayan, embriyogenez, gebelik ve adet dongiisiine etki eden ve lutein hormonunun
(LH) denetiminde yumurtaliklarda salgilanan bir cinsiyet ve steroid hormonudur
(Margueritte ve ark., 1995). Adet dongilisii sonunda endometriyal hat rahimden
dokiliirken, adet akintis1 periodu gerceklesir. Menopoza kadar bu dongii devam eder
(Rick ve ark., 2019).

Endometriyal kanserin ilk belirtisi, menstrual periyod yani adet dongiisii ile
baglantili olmayan menopoz sonrasi bir vajinal kanama olarak kendini gosterir
(Reynolds ve Loar, 2010). Ayrica diziiri olarak bilinen idrar yapilirken agri, disparoni
olarak bilinen agrili cinsel birlesme ve pelvis agrisi da diger semptomlardir (Saso ve
ark., 2011)

Endometriyal kanser, uterus i¢ epitel tabakadan doku Ornegi almak suretiyle
biyopsi veya dilatasyon (serviks genisletilmesi) ve kiiretaj (rahim duvarindan parga
alinmasi) ile teshis edilebilir (Hoffman ve ark., 2012). Abdominal histerektomi yani
rahimin tamamen alinmasi, ayrica yumurtaliktan rahime yumurta taginmasini saglayan
fallopien tiipleri ile her iki yumurtaligin da rahimle beraber alinmasi olan salpingo
oofrektomi, ilk tercih edilen tedavi yoludur. Ileri vakalarda kemoterapi, radyasyon

terapisi ve hormon tedavisi uygulanir.

2.2 Endometriyal Kansere Neden Olan Etkenler

Yaygin olarak menopozdan sonra olusan endometriyal kansere ¢esitli etkenler
yol acar. Bunlarin basinda hormonel etkenler ve genetik etkenler olmak iizere,
popiilasyonlar arast farklilik ve cevresel faktorler gelir (Ma ve ark., 2013). Ciinki
poplilasyonlar arasi yagam stilleri, sosyo-ekonomik imkanlar ve beslenme aliskanliklar
farklilik gosterir. Ayrica kimyasallar, UV ve radyasyon gibi zararli etkenlere maruz

kalmak da tiim kanserlerde oldugu gibi endometriyal kansere yol agabilir.



2.2.1 Hormonel Etkenler

Endometriyal kanser vakalarmin yaklasik %40’ 1 obezite ile iliskilendirilir.
Obezitede, adipoz dokusunun fazlalig1 ile androstenedion’ un Ostrojene doniisiimiinde
artis olur (Bernard ve ark., 2014). Kandaki fazla Ostrojen de az yumurta olusumuna
veya hi¢ olusturmamaya yol agabilir (Soliman ve ark., 2013). Bu sebeple 0Ostrojen
maruziyeti bagta olmak tizere kan basinci degisimi, diyabet, meme kanseri ve tamoxifen
kullanim1 kanserli hastalarda yaygin goriilen belirtilerdir (Richard ve ark., 2014; Saso
ve ark., 2011) . Ostrojen; tek basina endometriyal kanser riskini artiran bir faktordiir.
Fakat progesteron ile birlikte bu riski azalttig1 gézlemlenmistir (Bernard ve ark., 2014).
Bunun sebebi; menopozda progestin (sentetik progesteron) ile Ostrojenin dengeli bir
sekilde hormon degistirme tedavisinde (HRT) uygulanmasidir. Dengeli uygulanmazsa
da bir o kadar risk olusturur. HRT, bu hormonlarin dolagiminin azalmasiyla ortaya ¢ikan
rahatsizlig1 6nlemek i¢in uygulanir. Dengeli verilmedigi takdirde progestinin asil etkisi
olan adet dongiisii, gebelik ve embriyogenezde gerekli progesteron hormonu ile
ostrojenin dolagiminin azalmasi ortaya ¢ikar (Soliman ve ark., 2013).

Obezite ile ayn1 sebeplerle diizensiz yumurta olusumuna veya hi¢ olusmamasina
sebep olan ve yiiksek androjen fazlaligi goriilen polikistik yumurtalik sendromu (PCOS)
da endometriyal kanser ile biiyiik oranda iliskilidir (Reynolds ve ark., 2010).

2.2.2 Genetik Etkenler

Genetik faktorlerin de endometriyal kansere neden oldugu diisiiniilmektedir.
Kalitimin %2-10" unun endometriyal kanserde etkisi bilinmektedir. Basta gelen Lynch
Sendromu (HNPCC) otozomal dominant kalitimli bir hastalik olup, 6ncelikle kolon
kanseri ayrica menopoz oncesi endometriyal kanserle de iliskilendirilir (Kastrinos ve
ark., 2009). Yumurtalik kanseri, abdominal kanser olan karin kanseri, bagirsak kanseri,
beyin ve cilt kanseri ile iliskili olan bu sendromun, DNA tamir mekanizmalarindan
yanlig eslesme mekanizmasinin bozulmastyla ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir (Bellizzi
ve Frankel, 2009).

Lynch Sendrom’ lu kadinlarin %40-60’ 1 endometriyal kansere yakalanma
egilimindedirler ve bu kadinlarda kolon ve yumurtalik kanserinin gelisme egilimi daha
diisiiktiir (Hoffman ve ark., 2012). Endometriyal kanserle yumurtalik kanseri es zamanl
gelisirken, kolon kanseri erken gelisir (Ma ve ark., 2013).



Yanlis eslesme tamirine katilan MLHI ve MLH?2 genlerinin mutasyonlari, Lynch
Sendromu’ nun temel sebebidir. Mutasyona ugrayan diger genler ise MSH2, MSHG6 ve
PMS?2 olup bunlar da yanlis eslesme tamir mekanizmasinin genleridir. MLHI gen
mutasyonunun endometriyal kanser icin risk faktdrii olma orani %54 iken, bu oran
MSH?2 gen mutasyonunda %21, MSH6 gen mutasyonunda ise %16’ dir (Burke ve ark.,
2014).

BRCAI ve BRCA2 genlerinin, kadinlarda baska kanserlere yol ag¢tigi, fakat
endometriyal kansere yol agmadig bildirilmistir (Burke ve ark., 2014).

Otozomal dominant kalittmli Cowden Sendromu endometriyal kansere yol
acabilir. Bu sendromu tasiyan kadinlarin endometriyal kanser riskinin %5-10,
etkilenmeyen kadinlarin endometriyal kanser riskinin ise %2-3 oldugu yapilan
caligmalarda belirtilmektedir (Ma ve ark., 2013). Cowden Sendromu, tiimor baskilayict
bir gen olan PTEN’ deki mutasyondan kaynaklanmaktadir ve PTEN proteininin dogru
caligmayarak mTOR yolaginin hiperaktivitesine yol agmaktadir (Eng, 1998).

Normal endometrium hiicre gelisimindeki hatalar endometriyal kansere yol
acabilir. Genelde yaslanan ve hasar goren hiicreler 6liir ve yeni hiicreler eskilerinin
yerini alir. Fakat O6lmesi gereken hasarli hiicrelerin 6lmemesi ve yeni hiicrelerin
iretilmesi ile kanser gerceklesir. Boylece fazla hiicre ve doku birikimi ile timor
gelisiminin 6nii agilir. Bu hiicreler kanser hiicreleri olup, normal hiicrelerden farkli
geligsme ve yayilma gosterirler (Coleman ve ark., 2013; Kurra ve ark., 2013).

Endometriyal kanserlerin %10-20’ sinde genelde en yliksek olan ii¢lincii seviye
mutasyonlar bulunmaktadir. Bunlara, tiimor baskilayici genlerden PTEN veya P53 gen
mutasyonlar1 yol acar.

Endometriyal hiperplazilerin, yani rahim astar1 veya endometriumda asir1 hiicre
iiretiminin %20’ sinde ve endometroid kanserlerin %50 sinde, PTEN null mutasyonu
veya aktif olmayan mutasyon tespit edilmistir. Null mutasyon; lokusta genin normal
fonksiyonu olmayan mutant bir gen kopyasinin bulunmasi sonucunda gen {iriiniiniin
tamamen eksikligine yol acarken, aktif olmayan mutasyon ise fonksiyonunu kaybeden
gen lirliniine sebep olan mutasyondur.

Alel fonksiyonunu tamamen kaybederse null alel olarak isimlendirilir. Bu

mutasyonlar sonucu PTEN az etkili veya etkisiz hale gelmistir (Thaker ve Sood, 2012).



PTEN fonksiyonunun kaybi1 ile PI3k/Akt/mTOR yolagi yeniden diizenlenir ve
hiicre gelisimine sebep olur (Chappel ve ark., 2011). Endometriyal kanserde P53 yolagi
da baskilanmis veya fazla aktive edilmistir. Mutant P53’{in fazla ekspresyonu ile kanser
agresif bir hal alir (Thaker ve Sood, 2012).

Obez kadinlarda, PTEN ve P27 genlerinin fonksiyonunu kaybetmesine yol acan
mutasyonlar goriiliir. Bunun yani sira, endometriyal kanserde eksprese edilen epidermal
gelisim faktorii Her2/neu onkogeni tan1 ve teshis icin diislik veriler saglarken, CTNNB1
(p-catenin) bir transkripsiyon geni olup, mutasyonu endometriyal kanserlerin %14-44’
iinde goriilmektedir. Beta catenin mutasyonlarina endometriyal kanser epitel
hiicrelerinde rastlanmaktadir (Thaker ve Sood, 2012). Aym sekilde, embriyonik gelisim,
doku tamiri, hiicre boliinmesi ve farklilagmasinda 6nemli rolii olan FGFR2 (fibroblast
growth factor receptor2) mutasyonlarma endometriyal kanserlerin %10’ unda
rastlanmaktadir. Ancak verileri heniiz glivenilir degildir. Bir baska tiimdr baskilayici gen
olan SPOP’un (speckle type BTB/POZ protein) ise endometriyal kanserlerin %9’ unda
mutasyona ugradigi bildirilmistir (Mani, 2014).

2.3 Endometriyal Kanserden Korunma Yollari

Sigara kullanim1 endometriyal kanser i¢in koruyucu gorev goriir. Cilinkii dstrojen
metabolizmasinin degisikligini engeller, erken menopoz ve kilo kaybina yol agar. Bu
etki, kullanim durduruldugunda son bulur. Ayrica, progestin kullanimi1 da endometriyal
kanser i¢in koruyucu bir faktordiir (Winner ve ark., 2012).

Progestin, dogum kontrol ilaglar1 olarak bilinen ve gebelik Onleyici olan
kombine oral kontraseptif (COCP) ilag grubunda dstrojenle birlikte, ayrica rahim igine
yerlestirilen gebelik onleyici IUD (intrauterine device) cihazinda bulunur. Bu ilaglarin
kullanim1 endometriyal kanser riskini erteler (Winner ve ark., 2012; Richard ve ark.,
2014).

Obez kadinlara endometriyal kanserden korunmak i¢in yiiksek dozda progestin
kullanmas1 dnerilmektedir. Ayrica fazla dogum yapmak riski %35 azaltirken, 18 aydan
fazla anne siitii vermek endometriyal kanser riskini %23 azaltmaktadir. Bunun yani sira,
fiziksel aktivitelerin artirilmasi da kadinlarda bu riski % 38 oraninda azaltmaktadir

(Aune ve ark., 2015; Bergstrom ve ark., 2001).



2.4 Endometriyal Kanserler ve Simiflandirmalar

Endometriyal kanser; servikste tiimor olusumu ile olusan servikal kanser,
rahimdeki bag doku ve diiz kaslarda tiimor olusumu ile olusan uterin sarkoma ve
hamilelikte kontrolsiizce rahim i¢inde ¢ogalan tiimor hiicrelerinin yol agtig1 trofoblastik
hastaliklar gibi cesitli uterin kanserlerden ayrilir (Bernard ve ark., 2014). En yaygin
endometriyal kanser c¢esidi endometrioid karsinomadir (adenokarsinoma) ve vakalarin
%80’ den fazlasini kapsar (Richard ve ark., 2014). Diger tipler ise az yaygin olup, daha
agresiftirler ve rahim disina ¢abuk yayilma gosterirler (Rick ve ark., 2019).

Kanserler goriildiikleri yer ve yayilma oranina gore sarkoma ve karsinoma
olmak lizere 2’ ye ayrlirlar. Sarkoma; kas, yag, kemik, tendon ve baglardan olusan
fibroz dokuda goriilen kanserlerdir. Karsinoma ise; epitel hiicrelerde baglayan ve
organlara yayilan kanserdir. Rahim kanserlerinin %95’ i karsinomadir. Servikste
baglarsa servikal karsinoma, endometriumda baslarsa endometriyal karsinoma olarak
adlandirilir (Murali ve ark., 2014).

Endometriyal kanser, rahimin iist bdlgesinde ise yumurtaliklara ve fallopien
tiiplerine yayilir fakat rahimin alt bolgesinde ise servikse yayilir. Kanser oncelikle dol
yatagi kast olan myometriuma ve epitel hiicrelerin ince zar1 olan serozaya, ardindan
iireme ve lenfatik sisteme de yayilir. Metastazlarin daha Otesi kan yoluyla akciger,
karaciger, beyin ve kemige de yayilmasidir (Hoffman ve ark., 2012).

Endometriyal karsinomalar i¢in geleneksel siniflandirma klinik veya endokrin
ozeliklerine gore gerceklestirilir. Bunlar tip I ve tip II olmak iizere 2’ ye ayrilirken,
histolojik ozelliklerine gore ise serdz (salgl), seffaf hiicre ve yumusak doku
malignansileri olmak iizere 3’ e ayrilir. Yaygin olan1 Tip I ve II olarak siniflandirmadir
(Murali ve ark., 2014 ).

1. ve 2. seviye olan diisiik seviyeli kanserlerde kanser dokular1 bez ya da kese
bi¢imindedir. 3. seviye yiiksek dereceli kanserlerde ise bez seklinde olmayip gelisigiizel

bir formdadir.



1. ve 2. seviye endometrial kanserler Tip I olarak degerlendirilir. Bu kanserler
cok agresif olmayan ve diger dokulara cabuk yayilmayan ozelliktedirler. Tip I
endometriyal kanserler, asir1 dstrojen sebebiyle olusur. Endometrium hiicrelerinde fazla
gelisme ve hiperplazi goriiliir (Hoffman ve ark., 2012). Hiperplazi; kanamanin
progesteronla degil Ostrojen etkisiyle ve kalinlasan rahim duvarmin dokiilmesiyle
olugsmas1 anlamina gelir. Tip II kanserler ise rahim digina yayilir ve zor tan1 imkani

verir. Bu kanserlerin i¢ine 3. seviye kanserler girer (Rick ve ark., 2019).

2.4.1 Karsinoma

Adenokarsinoma olarak da bilinir ve en yaygin endometrioid kanser tipidir.
Vakalarin  %75-80° ini kapsar. Endometriumda bulunan epitel hiicrelerdeki tek
katmandan ortaya ¢ikarlar ve kese seklinde hiicrelerden olusan ve normal endometriuma
benzeyen bir goriintiisii vardir. Baz1 kanserler ise yassi hiicrelerden olusan ve serviksin
dis yilizeyinde ince katman seklinde goriilen keselerdir. Diisiik seviyeli olan tiirleri
myometriumu istila etmez ve digerlerinden ayirt edilir, fakat yiiksek seviyeli olan tiirleri
ayirt edilmez, ¢iinkii timor hiicreleri daha kalin tabakaya sahiptir ve bezler icinde
organize halde degillerdir. Ayrica zayif ve korelmis bir endometrium vardir (Hoffman ve
ark., 2012).

Endometrioid adenokarsinomalar ile 6zdeslesmis genetik mutasyonlarin basinda
PTEN geni gelir. PTEN bir tiimor baskilayict gendir. Ayrica bir kinaz (fosforilasyon
enzimi) olan PIK34, KRAS geni ve sinyal trandiiksiyonunda gérevli GTP hidrolizleyen
GTPaz da bu kanserler ile alakalidir. Hiicre sinyalinde ve yapigsmada gerekli CTNNBI
(beta catenin) de endometrioid adenokarsinomada mutasyona ugrayan ve alakali bir
diger gendir (Colombo ve ark., 2013).

Endometriyal karsinomalarin Tip I ve II versiyonlar1 olup, genetik olarak
birbirlerinden farklidirlar (Hoffman ve ark., 2012; Rick ve ark., 2019).

Tip I endometriyal karsinomalar genelde menopozda veya 6ncesinde olusur. Tip
I endometriyal kanserleri diisiik seviyeli olup, myometrium yani rahim duvarini, en az
isgal eden tiptir. Ostrojen bagimli olup tedaviye sonug verebilir. Endometriyal
kanserlerin %70-90 1 Tip I karsinomalardir (Hoffman ve ark., 2012). Tip II endometriyal
karsinomalar ise menopoz sonrasi yaslilarla siklikla olusur ve Ostrojen maruziyeti ve

endometriyal dokuda normal hiicre sayisinin artis1 olan hiperplazi ile alakalidir.



Tip II endometriyal kanserler, yiiksek seviyede goriilir ve myometrium yani
rahim duvarinmi fazla etkilerler. Bu tipler genelde serdz (serous) veya seffaf hiicre (clear
cell) tiplerini kapsarken az tani ve teshis sansi sunar. Semptomlar goriilmeye
baslandiginda epitel yumurtalik kanseri olugsmustur. Tip I tiimdrlerine oranla Tip II
tiimorleri goriilmeye yatkinlardir ve daha siddetlidirler, ayrica metastaz yani yayilmaya

meyillidirler (Saso ve ark., 2011).

Seroz Karsinoma

Ser6z karsinomalar Tip II endometriyal tiimorlerdir ve endometriyal kanserlerin
%5-10" unu kapsar. Menopoz sonrasi kadinlarda goriiliir ve endometrium zayif ve
korelmis haldedir. Agresiftirler ve myometriumu iggal ederler, ayrica karin boslugunu
orten zar olan peritoneum ve lenfatik sistemde metaztaza yol acarlar. Pek c¢ok atipik
cekirdekleri vardir. Diger endometriyal kanserlerden farkli yayilirlar, rahim diginda
myometriuma dogru bir yayilma gosterirler (Soliman ve ark., 2013). Ser6z karsinomada
goriilen genetik mutasyonlar kromozom kararsizligi ve tiimor baskilayict gen olan 7P53

gen mutasyonudur (Colombo ve ark., 2013).

Seffaf Hiicre Karsinomu

Tip II endometriyal tlimorler olup endometriyal kanserlerin yaklasik %5’ ini
kapsar. Serdz karsinomalar gibi agresiftirler. Diigiik tan1 imkanlar1 vardir. P53 hiicre
sinyal sistemi aktif degildir. Menopoz sonras1 kadinlarda bu tip karsinomlar yaygindir

(Saso ve ark., 2011; Soliman ve ark., 2013).

Miisinoz Karsinoma

Asirt miisin {retimiyle belirgin salgi epitel hiicreleri, bag doku hiiceleri
tarafindan {retilen tiimorlerdir. Endometriyal kanserlerin %1-2" sini kapsar. 1.
asamadaki kanser olusumlar1 oldugu i¢in iyi tani ve teshis saglar. Miisin; epitel ve bag
doku hiicrelerini zedelenmeye kars1 koruyan glikoprotein ve mukoprotein karigimindan
olusan jele benzer sividir. Bu kanser aslinda servikal kanserden tiirer (Hoffman ve ark.,

2012).
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Karisms veya Farklilasmamis Karsinomalar

Karigmis karsinomalar tip I ve II hiicrelerinin her ikisini de bulundururlar.
Tiimorlerin %10’ unu kapsarlar. Mixed Miillerian tiimor (rahim, yumurtaliklar, fallopien
tiipleri, epitel ve bag dokular1 kapsayan ve kotii huylu ve anormal gelisen dokulardan
olusan tiimor) bu kategoriye 6rnektir (Johnson ve ark., 2011).

Farklilasmamis endometriyal karsinomalar ise %1-2° den az endometriyal
kanserleri kapsar. 3. seviye tlimorlerdir ve teshisi zordur. Tanimlanamayan ve normal

epitel hiicrelere ¢ok benzeyen goriintiileri vardir (Hoffman ve ark., 2012).

Diger Karsinomalar

Endometriumda ¢ok sik gozlenmeyen ve metastaza yatkin olmayan epitel
hiicrelerin bozulmasi ile olusan skuamoz hiicre karsinomu ve idrar yollarinda goriilen
tranzisyonel hiicre karsinomu bunlara Ornektir. Bunlar nadir goriilen kanserler
olduklarindan, nasil tedavi edilecegine iligkin bilgi azdir. Genetik sebepler de tam

bilinmemektedir (Goodrich ve ark., 2013; Marino-Enriquez ve ark., 2008).

2.4.2 Sarkoma

Endometriyal karsinomalarin aksine, endometriumda bag dokusuz kanserlerdir.
Agresif degillerdir ama akciger ve pelvise yayilma yapabilirler. Diisiik seviye
sarkomalarin teshisi kolaydir. Fakat yiiksek seviye ve farklilagmamis sarkomalarin

teshisi zordur (Hensley, 2012).

2.5 Endometriyal Kanserde Evreleme (F IGO 2009 Evrelemesi)
FIGO kanser evreleme (cancer staging) sistemi ile endometriyal kanserin

asamasi anlagilabilir. Bu sisteme gore;

Evre I: Tlimor uterusa sinirhdir.
- TA: tiimdr uterusa hapsedilmistir ve myometriumun yarisindan azina yayilmistir.
Yani timor derinli§i myometriumun yarisinit gegmemektedir.
- IB: timor uterusa hapsedilmistir ve myometriumun yarisindan fazlasina

yayimustir.
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Evre II: Tiimdr uterus ve yumusak doku olan servikal stromaya yayilmigtir ancak uterus

disina ¢ikmamustir.

Evre III: Tiimdriin lokal ve bolgesel yayilimi vardir.
- IITA: Timor seroza ve adneksaya (uterusa islev ve anatomik olarak bagli yapilar,
uterus eklentileri) yayilmaistir.
- [IIB: Vajinal ve parametrial (mesaneden serviksi ayiran doku) yayilim vardir.
- IIIC: Pelvik ve paraaortik lenf noduna metastaz vardir. IIIC1, pelvik lenf bezleri

yayilimi, IIIC2, paraaortik (aorta yakin) lenf bezlerine yayilma mevcuttur.
Evre IV: Mesane ve bagirsak mukozasi tutulumu ve uzak organ yayilmasi vardir.
- IVA: Mesane ve bagirsak mukozasina yayilma vardir.
- IVB: Uzak metastaz, karin i¢i abdominal yayilim ile kasiklardaki lenf bezlerine

yayilim vardir (Richard ve ark., 2014).

Endometriyal kanser evreleri Sekil 3, 4, 5 ve 6’ da sirastyla goriilmektedir.
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Sekil 3, 4, 5 ve 6. Endometriyal kanser asamalari1 (Richard ve ark., 2014)

Endometriyal kanser yayilirken ilk olarak tiipler, yumurtaliklar ve lenf nodlarina
yayilir. Serviks, vajina ve akcigerlere de yayilabilir. Ilerlemis kanser mesane ve kalin
bagirsagi tutabilir (Solmaz ve ark., 2016). Myometrial yayilma ve pelvikle para aortik
lenf bezlerine yayilma hastalarda en yaygin goriilen yayilmadir (Kong ve ark., 2012).

2.6 Epigenetik Degisimler

Kelime kokeni olarak “epi” Latince “listiinde” anlamina gelir ve “epigenetik™ de
“genlerin iistlinde” olarak tanimlanabilir. DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaz
fakat kromatin yapida kalitsal degisiklikler meydana gelerek gen ekspresyonu
diizenlenir. Bir diger ifadeyle epigenetik, DNA’nin yap1 veya diziliminde herhangi bir
degisiklik olmaksizin DNA’ da kodlu olan genetik bilginin a¢iga ¢ikmasinda meydana
gelen degisikliklerdir. Genler stii genetik anlamina geldigi i¢cin “epigenetik” olarak

adlandirilmigtir.
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Epigenetik; gen ekspresyonundaki kalitsal degisiklikler {izerine arastirma
yuriiten bir bilim olup, DNA zincirindeki degisiklikleri kapsamaz. Yani genotipte
herhangi bir degisiklik olmaksizin, genotipin farkli okunmasi ya da okunamamasi
sonucunda fenotipteki degisiklikleri konu eder. Bu da aslinda hiicrelerin genleri nasil
okudugu ile iligkilidir. Epigenetik degisimler diizenli ve dogal olusumlardir. Fakat yas,
cevresel etkenler, yasam stilleri ve hastalik durumlar1 gibi faktorlerle de etkilenebilirler
(Egger ve ark., 2004).

Epigenetigin tarihgesi aslinda 20. yiizyilin ortalarina dayanir. Genetik ve
gelisimsel biyolojinin birlesimi, genis c¢apta yapilan arastirmalar ve bunlara onderlik
eden ve aralarinda H.Waddington ve E. Hadorn ‘un da dahil oldugu saygin bilim
insanlarmin ¢aligmalari, 20. ylizyilin ortalarinda bizim su an epigenetik olarak
tanimladigimiz alana doniigsmiistiir. Epigenetik terimi, 1942’ de Waddington tarafindan
icat edilip, genetik siireglerin gelisim iizerindeki etkisini ilk olarak tarif eden Latince
“epigenesis” sozciligiinden tiiretilmistir (Waddington, 2012). 1990’ larda, ¢evresel olarak
baskilanan fenotipik cesitliligin yapisal olarak iiretildigi, yani ifade edilmek i¢in daha
fazla gevresel sinyal gerektirmeyen bir slire¢ olan genetik asimilasyona yani degisime
yeniden ilgi duyulmustur (Massimo ve ark, 2006). Bu da Conrad Waddington’ 1n,
Drosophila meyve sinekleri {izerine yaptig1i ¢evresel stres kaynakli genetik
asimilasyonun fenotipik Ozelliklere etkisi ile ilgili gozlemleri ve arastirmalarinin
molekiiler temelli agiklamalarini makul kilmistir. O zamandan beri de bu tiir
degisikliklerden faydalanarak epigenetik mekanizmalarin ¢Oziilmesine
odaklanilmaktadir (Brouwer, 2012).

Epigenetik degisiklikler genelde karaciger hiicresi, beyin hiicresi, cilt hiicresi
gibi hiicrelerin son farklilagma asamasinda ortaya cikabildigi gibi, ayn1 zamanda daha
zararli bir etki gosterebilir ve kanser gibi problemler yaratabilir. DNA metilasyon,
histon modifikasyon ve kodlamayan RNA ile genin susturulmasi epigenetik
degisiklikleri baglatan ve siirdiiren ii¢ temel sistemdir (Egger ve ark., 2004). Histonlar
ve DNA’ nin bulundugu kromatin yapisi epigenetik olarak etkilenir (Sekil 7).
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Sekil 7. Histon ve DNA igeren kromotin yapisinin epigenetik etkilenmesi (Egger ve ark., 2004)

2.6.1 DNA Modifikasyonlar:

1969’ da Griffith ve Mahler tarafindan uzun siireli hafiza fonksiyonunda
onemli oldugu diisiinilen DNA metilasyonu, giinlimiizde en ¢ok {iizerinde durulan
epigenetik degisikliklerden biridir (Holliday, 2006).

DNA metilasyonu; bir metil (CH;) grubunun DNA' ya eklenmesiyle olusan,
dolayisiyla genlerin fonksiyonunu degistiren ve gen ekspresyonunu etkileyen bir
epigenetik mekanizmadir. DNA metilasyonu, sitozin halkasinin 5-karbonuna metil
grubunun kovalent olarak eklenmesi ile olusur. Bu da DNA' nin "besinci bazi1" olarak
bilinen 5-metilsitozinin (5-mC) olusumunu saglar. Bu metil gruplar, DNA'nin major
groove’una doniisiir ve transkripsiyonu engeller (Lister ve ark., 2009).

Metil gruplarin eklenmesi, hiicrelerde birkag farkli seviyede kontrol edilir ve
DNA metiltransferaz (DNMT) enzim ailesi tarafindan gergeklestirilir. DNA metilasyon
modellerinin olusturulmast ve bakimi i¢in iic DNMT enzimi (DNMT1, DNMT3a ve
DNMT3b) gereklidir. Ek iki enzim de (DNMT2 ve DNMT3L) yardimeir gorev
istlenirler. DNMT1; DNA metilasyonunun yerlesik kaliplarmin siirdiiriilmesinden
sorumluyken, DNMT3a ve 3b; yeni veya de novo denen DNA metilasyon modellerinin

olusturulmasina aracilik eder.
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Kanser hiicreleri gibi hastalikli hiicrelerde, normal gen hipermetilasyonunun
devamini saglamada DNMT1 ve 3b enzimleri birlikte sorumludur (Lister ve ark., 2009).

DNA demetilasyonu, bir metil grubun DNA' dan uzaklastirilmasidir. Bu
mekanizma ayni derecede 6nemlidir. Demetilasyon islemi, genlerin epigenetik olarak
yeniden programlanmast i¢in gereklidir. Aynt zamanda, tiimor gibi bir¢ok Onemli
hastaligin mekanizmasinda da dogrudan rol alir. DNA' nin demetilasyonu pasif, aktif
veya her ikisinin bir kombinasyonu seklinde olabilir (Lister ve ark., 2009).

Pasif DNA demetilasyonu, ¢ogaltma dongiileri sirasinda genellikle yeni
sentezlenen DNA seritleri tizerinde DNMTT ile gerceklesir. Aktif DNA demetilasyonu
ise esas olarak, TET (ten eleven translocation) enzim aracili oksidasyon tarafindan
doniistiiriilmiis olan sitozin bazlarinin ardisik modifikasyonu yoluyla, 5-metilsitozin (5-
mC) c¢ikarilarak olusur. Her modifikasyondan sorumlu ve ilgili enzim ile degisen
sitozinler gosterilmistir (Sekil 8). 5-mC hidroksilazlarin translokasyon (TET) ailesi,
TET1, TET2 ve TET3 igerir. Bu proteinler, istenmeyen DNA metiltransferaz aktivitesini
onlemek i¢in CpG agisindan zengin bolgelere baglanir ve hidroksilaz aktivitesi ile 5-
mC' yi (5-metilsitozin) 5-hmC' ye (5-hidroksimetilsitozin), 5-hmC' yi 5-fC' ye (5-
formilsitozin) ve 5-fC' yi 5-caC' ye (5-karboksilsitozin) doniistiirerek DNA
demetilasyonunu destekleyebilir. TET proteinleri transkripsiyonel aktivasyon ve
baskilamada (TET1), tiimér baskilamada (TET2) ve DNA metilasyon
programlamasinda (TET3) onemlidir (Lister ve ark., 2009).

Sekil 8. Sitozin metilasyon ve demetilasyon siire¢lerinin gosterimi (Holliday. 2006)
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DNA metilasyonundan baska kromatin sekillenmesi, histon degisiklikleri ve

kodlamayan RNA mekanizmas1 da epigenetik degisikliklerin digerleridir.

2.6.2 Kromatin Yeniden Sekillenmesi

Kromatin  sekillenmesi; kromatinin, yogunlastirilmisg durumdan,
transkripsiyonel olarak erisilebilir duruma donistiriilmesidir. Bu, transkripsiyon
faktorlerinin DNA' ya ve diger kontrol proteinlerinin de DNA ekspresyonuna
katilmasina izin verir. Kromatin, hiicrelerin ¢ekirdeginde bulunan DNA ve proteinlerin
olusturdugu komplekstir. Kromatin olusturmak i¢in DNA, histon adi verilen niikleer
proteinlerin etrafina sarilarak siki bir sekilde yogunlasir. Sekiz histon proteinine sarilmis
146 baz ciftinden olusan bu kompleks, niikleosom olarak adlandirilir (Strahl ve Allis,
2000).

Genel olarak, kromatin ne kadar yogunlasirsa, transkripsiyon faktorlerin ve
diger DNA baglayic1 proteinlerin DNA’ ya erisimi ve gorevlerini yerine getirmeleri
zorlagir. Kromatinin siki paketlendigi ve aktif transkripsiyon yapilmadigi hali
heterokromotin, gevsek paketlendigi ve transkripsiyon i¢in erisilebilir oldugu haline
okromotin denir. Histon asetilasyonlar1 kromatin erisilebilirligini etkiler ve gen

ekspresyonunu degistirir (Strahl ve Allis, 2000) (Sekil 9).

Heterockromotin

Okromotin

Sekil 9. Sik1 heterokromotin ve gevsek 6kromotin gosterimi (Strahl ve Allis, 2000)
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2.6.3 Histon Modifikasyonlar:

Histon degisiklikleri; histon proteinlerde metilasyon, fosforilasyon,
asetilasyon, ubikitilasyon ve sumolasyon igerecek sekilde, translasyon sonrasi kovalent
degisimdir. Histonlara yapilan PTM (translasyon sonrasi modifikasyonlar), kromatin
yapisini degistirirler veya histon degistiriciler araciligi ile gen ekspresyonunu etkilerler.
Histon proteinleri, sekiz histonun etrafin1 saran DNA' y1 paketleyerek kromozomlara
gecer. Histon modifikasyonlari, transkripsiyon aktivasyonu / inaktivasyonu, kromozom
paketlemesi ve DNA hasar1 / onarimi gibi ¢esitli biyolojik islemlerde etkilidir.

Cogu tiirde histon H3; 9, 14, 18, 23 ve 56. Lizinden asetillenir, 2. Arjinin ve 4,
9, 27, 36 ve 79. Lizinden metillenir, 10 ve 28. Serinden ve 3 ve 11. Treoninden
fosforillenir. Histon H4 ise; 5, 8, 12 ve 16. Lizinden asetillenir, 3.Arjininden ve
20.Lizinden metillenir, 1.Serinden fosforillenir. Bdylece histon modifikasyonlarinin
tespiti ile hiicresel siirecteki epigenetik diizenlemelerin anlasilmasi saglanir (Wood,

2004).

Histon Asetilasyonu ve Deasetilasyonu

Histon asetilasyonu, asetil grup COCHj5’ {in asetil koenzim A’ dan enzimatik
olarak etkilenmesiyle olusur. Histon asetilasyonu; kromatin dinamigi, transkripsiyon,
gen susturulmasi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, apoptoz ve farklilasma dahil bir¢cok
molekiiler diizenlemede O6nemlidir. Ayrica DNA replikasyonu, DNA onarimi, niikleer
alim ve noronal baskilamada da etkilidir. Histon asetilasyonunda rol oynayan enzimler
histon asetiltransferazlardir (HAT). Histon H3 ve H4 asetilasyonunu kontrol ederler.
GNATI1, MYST, TAFII250, P300/CBP ve ACTR gibi niikleer reseptor koaktivatorleri
seklinde 5 aileye ayrilan 20’ den fazla HAT tanimlanmistir (Kuo ve Allis, 1998).

Histon H3 asetilasyonu, histon deasetilazlarin (HDAC) inhibisyonu ile
arttirllabilir ve HAT inhibisyonu ile azaltilabilir. Histon deasetilazlar (HDAC), asetil
gruplarin (COCHj3), histon Lizin kalintilarindan hidrolitik olarak uzaklastirilmasini
katalize eder. Histon asetilasyonundaki herhangi bir dengesizlik timor olusumu ve
kanser ilerlemesini kolaylastirir. Bu sebeple histon H3’ iin Lizin kalintilarindaki

(rezidiilerindeki) asetilasyonun saptanmasi sonraki veri ediniminde yarar saglar.
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Boylece HAT hedefli ilag gelistirmede ve gen aktivasyonunun epigenetik
diizenlenmesinde daha 1yi bilgi edinilir. HAT’ lara benzer sekilde, HDAC’ler de H3 ve
H4 histonlarinda hiicresel siireglerde kritik rol oynar.

Simdiye kadar en az 4 sinif HDAC tespit edilmis olup, simif I HDAC’ leri 1,
2, 3 ve 8 den, stmf I HDAC” leri ise 4, 5, 6, 7, 9 ve 10’ dan olusur. Sirtuinler olarak
bilinen sinif III HDAC enzimleri NAD+ kofaktorleri gerektirir ve SIRT 1-7’ yi igerir.
Sadece HDAC 11 igeren smif IV enzimleri, sinif I ve II’ nin 6zelliklerine sahiptir.
HDAC inhibisyonu, kanser hiicrelerinde apoptozda, hiicre dongiisli tutumu (cell cycle
arrest) ve farklilagmada ©nemlidir. HDAC inhibitorleri antikanser ajanlar olarak

gelistirilmektedir (Dokmanovic ve ark., 2007).

Histon Metilasyonu ve Demetilasyonu

Histon metilasyonu; bir, iki veya {i¢ metil grubun S adenosil L Metioninden,
histon proteinlerin Lizin veya Arjinin rezidiilerine (Sekil 10), histon metiltansferazlar
(HMT) yoluyla aktarilmasidir. HTM”’ ler kromatin bagimli transkripsiyonel baskilama
veya aktivasyon ile DNA metilasyonunu kontrol eder veya diizenlerler.

Hiicre c¢ekirdeginde, histon metilasyonu meydana geldiginde, histonla
komplekslenen DNA i¢indeki spesifik genler aktive edilebilir veya susturulabilir (Greer
ve Shi, 2012).

Lizin ve Arjinin rezidiilerinin iginde spesifik olarak var olan farkli birkag
histon metiltransferaz vardir. Ornegin histon H3’ de; SET1, SET7/9, Ashl, ALL-1,
MLL, ALR, Trx ve SMYD3 histon metiltransferazlar1 vardir ve memeli hiicrelerinde
Lizin 4’te (H3-K9) histon H3’ iin metilasyonunu saglarlar (Wood, 2004).

ESET, G9a, SUV39-hl, SUV39-h2, SETDBI1, Dim-5 ve Eu-HMT’ lar ise,
memeli hiicrelerinde lizin 9' da (H3-K9) histon H3' {in metilasyonunu katalize eden
histon metiltransferazlardir. Yine bunlar gibi memeli hiicrelerinin lizin 27 sinde (H3-
K27) histon H3 metilasyonunu katalizleyen EZH2, G9a ve polycomb grup enzimleri
vardir (Wood, 2004).

Hem H3-K9 hem de H3-K27 metilasyonu, heterokromotin olusumuna aracilik
eder, ayrica 0kromotin bolgelerde gen ekspresyonunu susturur. H3-K27 metilasyon
artisinin da kanser olusumunda baz1 patolojik siire¢leri etkiledigi bulunmustur (Wood,

2004).
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Ote yandan, H3 ve H4 histonlarm arjinin metilasyonu, transkripsiyonel
aktivasyona tesvik eder ve protein arjinin metiltransferaz ailesi (PRMT) buna aracilik
eder. Insanlarda 9 tip PRMT bulunur; ancak sedece 7 iiyenin, histonlar1 metile ettigi
bulunmustur. Arjinin rezidiilerinin mono veya dimetilasyonunu saglayabilirler. Metil
grup eklemenin pozisyonuna bagli olarak PRMT” ler; tip I (CARM1, PRMT1, PRMT2,
PRMT3, PRMT6, PRMTS) ve tip I1 (PRMTS, PRMT7) olarak smiflandirilir. Tip II
PRMT" ler kanser gibi hastaliklarda 6nemli rol oynarlar (Chen ve ark., 1999).

Ornegin PRMTS5; RB (retinoblastoma) tiimor baskilayicilarr gibi belirli tiimér
baskilayici genlerin baskilanmasi ve islevinin durdurulmasinda énemli rol oynar. Yine
PRMT?7’ nin fazla ekspresyonu gogiis kanseri ile iliskilendirilir. Diger HTM’ ler gibi, tip
II PRMT’ lerin inhibisyonu ve aktivelerinin tanimlanmasi da gen aktivasyonu ve
susturulmasi, epigenetik dilizenleme mekanizmalari, ayrica kanser teshisi ve
terapotiklerin faydalarini anlamak icin oldukca yararli ve onemlidir (Rotili ve Mali,
2011).

Histon demetilasyonu, histon proteinlerindeki metil gruplarin histon
demetilazlar araciligiyla uzaklagtirilmasidir. Sekil 11° de histon metilasyon ve
demetilasyon reaksiyonlar1 gosterilmektedir. Bu demetilazlarin patolojik vakalarda,
potansiyel onkojenik fonksiyonlara sahip olduklar1 bulunmustur. Demetilazlarin 2 ailesi
vardir; bunlar lizin spesifik demetilaz 1 (LSD1) ve Jumonji domain i¢eren (JmjC) histon
demetilazdir (JMJD2, IMJD3/UTX ve JARID).

Aminoasit rezidiisii ve metilasyon derecesi, demetilasyon enzimini belirler.
Ornegin, histon H3’ de mono veya dimetillenmis Lizin 4, LSDI1 tarafindan demetile
edilir. Yine Ui¢ kez metillenmis Lizin 4 JARID tarafindan; iki ve li¢ kez metillenen Lizin
27 ise JMJD3 ve UTX tarafindan demetillenir. Ayrica, mono ve dimetillenmis Lizin 9
JMIDI tarafindan, ii¢ kez metillenmis Lizin 9 da JMJD2 tarafindan dimetillenir (Rotili
ve Mai, 2011).
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Sekil 10. H3 ve H4 ‘iin N ucundaki sonlanmalardaki degisiklikler (Dokmanovic ve ark., 2007)
(M=Metillenmis, A=Asetilenmis, P=Fosforillenmis)
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Sekil 11. Enzim bagimli histon metilasyon ve demetilasyon reaksiyonlart (Rotili ve Mai, 2011)

2.6.4 Kodlamayan RNA

Kodlamayan RNA (ncRNA) DNA’ dan kopyalanan ancak proteine
cevrilmeyen islevsel bir RNA molekiiliidiir. Epigenetik baglantili ncRNA' lar; miRNA,
siRNA, piRNA ve IncRNA’ lar1 igerir. Genel olarak, ncRNA' lar transkripsiyon ve
transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunu diizenlemeye c¢alisir (Sekil 12).
Epigenetik siire¢lerde yer alan bu kodlamayan RNA ’lar iki gruba ayrilir: kisa
kodlamayan RNA’lar (short ncRNA- (<30 nt)) ve uzun kodlamayan RNA’ lardir (long
ncRNA- (>200nt)).

Kisa ncRNA’ lar tige ayrilir: mikroRNA (miRNA), kisa miidahaleci RNA
(siRNA) ve Piwi etkilesimli RNA (piRNA). Her iki ana grubun da heterokromotin
olusumundaki histon degisimlerinde, DNA metilasyon hedeflenmesi ve gen susturmada

onemli oldugu bilinmektedir (Collins ve ark., 2011).
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Sekil 12. ncRNA’ nin in vivo fonksiyonu (Collins ve ark., 2011).

MikroRNA (miRNA)

MikroRNA’ lar (miRNA) genellikle boliinmeyi durdurmak, translasyonu
bozmak veya bloke etmek amaciyla tamamlayici bir dizi ile hedef mRNA’ lara baglanir.
Ornegin, miRNA genleri olan mir-127 ve mir-136 farelerde plasenta olusumunda
gerekli bir gen olan R#/] geninin etkisini diizenlemede gereklidir. Paternal kromozomda
belirli bir boélgenin metilasyonu, R#/I’ in ifadesi ile sonuglanir. Bu da paternal
kromozom i¢in iyi degildir ¢linkii plasenta olusumu dogurur. Eger koromozom bu
sekilde maternal koromozomdaki gibi metillenmemisse, mir-127 ve mir-136 tiretilir ve
Rtll transkriptine baglanir ve degredasyon yapar. Epigenetik degisiklikler sebebiyle
Rtll protein ekspresyonundaki eksiklik ise farelerde o6liime gotiiriir (Collins ve ark.,

2011).

Kisa Miidahaleci RNA (siRNA)

Kisa miidahaleci RNA’ larin fonksiyonu (siRNA), miRNA’ larmn transkripsiyon
sonrast gen susturulmasima (PTGS) ve sonucunda mRNA’ nin bozulmasina yol agmaya
benzer. Bu isleve ek olarak, siRNA’ lar heterokromotin olusumunu tesvik eder ve bunu
RNA kaynakli transkripsiyonel susturma (RITS) kompleksi ile yapar. Bu kompleks
siRNA’ ya baglandiginda H3K9 metilasyonunu ve kromotin yogunlagmasini tesvik eder
(Carthew ve Sontheimer, 2009).
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Piwi Etkilesimli RNA (piRNA)

Piwi etkilesimli RNA’ lar (piRNA); proteinlerin piwi familyasi ile etkilesimi
nedeniyle bu sekilde adlandirilmistir. Bu RNA molekiillerinin asil islevi, germline ve
somatik hiicrelerde kromatin diizenlenmesi ve transpozon aktivitesinin bastirilmasidir.
Niikleer proteinler olarak smiflandirilirlar. Yaklasik 25-33 nt uzunlugundadirlar.
Transpozonlara karsi antisense olan piRNA’ lar, PIWI proteinleri ile yaptiklari
komplekslerde transpozonu hedefleyip parcalar. Bu parcalanma, yeni transpozonlari
hedefleyen yeni piRNA’ lar firetir. Bu dongli piRNA’ larin devamli iiretimi ve

transpozon susturulmasi seklinde devam eder (Collins ve ark., 2011).

Uzun Kodlamayan RNA (IncRNA)

Birgok IncRNA, kromatin degistirici proteinler ile kompleks olusturup,
katalitik aktivitelerini genomda belirli bolgelere aktarabilir. Boylece kromatin yapilari
degisir ve gen ekspresyonu etkilenir (Mercer ve Mattick, 2013). Kodlamayan RNA
transkriptlerinin ¢ogu, IncRNA’ lara aittir. Uzun ncRNA’ lar kromatin sekillenmesinde,
transkripsiyonel diizenlemede ve transkripsiyon sonrasi diizenlemede islev goriir. Ayrica
siRNA’ lar i¢in de oncii gorevi goriirler (Kaikkonen ve ark., 2011).

IncRNA’ larin belirli bir alt grubu, genis gen i¢i kodlamayan RNA (lincRNA)’
dir ve epigenetik durumlar1 tesvik etmek i¢in hedef genomik boélgelere baglanir ve
kromatin degistirme kompleksleri ile etkilesir (Kaikkonen ve ark., 2011).

Bunun bilinen bir 6rnegi, X inaktif spesifik transkript geninin (Xisz), X
kromozom inaktivasyonundaki (XCI) roliidiir. Bu islem, iki tane IncRNA igerir; Xist ve
onun antisense transkripti yani negatif diizenleyicisi olan 75six. Farklilasmadan 6nce Xist
ve Tsix, Xist geninin H3K4 dimetilasyonu sebebiyle kopyalanir. Bu durumda XCI
rastgele bir olaydir. Farklilasmadan sonra ise Xist ekspresyonu yiikselir ve Xist RNA’ s1
inaktif X kromozomunu kaplar ve bdylece histon metilasyonu ve kromozom

inaktivasyonuna tesvik eder (Collins ve ark., 2011).
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2.7 Epigenetik Degisimler ve Endometriyal Kanserle iliskisi

Endometriyal kanser, rahimin endometriumundan kaynakli ve kadinlar arasinda
en yaygin malignansilerden biridir. Genetik degisimlerin yani DNA zincirindeki
degisikliklerin 6nemi endometriyal kanserde dikkate deger bir hal almistir (Yeramian ve
ark., 2013; Llobet ve ark., 2009). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, epigenetik
diizenlemelerin de endometriyal kanserde Onemine vurgu yapilmaktadir. Fakat bu
diizenlemeler yani epigenetik modifikasyonlar DNA zincirini degistirmez. DNA
bazlarimin histon proteinlerini, yan zincir gruplarin1 ve hiicrelerin biyolojik
fonksiyonlarini etkiler (Arafa ve ark., 2010).

Epigenetik diizenlemeler ve degisimler diger pekcok kanserde 6nemli oldugu

gibi endometriyal kanserde de 6neme sahiptir.

2.7.1 DNA Modifikasyonlar1

Memelilerde DNA metilasyonu ve demetilasyonu Onemli epigenetik
modifikasyonlardan biridir ve gen ekspresyonunda hayati 6nem tagir.

Promotor bdlgenin metilasyonu gen aktivasyonu veya inhibisyonunu belirlerken,
ekspresyon seviyesini de kontrol eder. Anormal metilasyonlar, yani normalden az veya

cok gergeklesenler tiimor olusumu ile iliskilendirilir (Tao ve Freudenheim, 2010).

Endometriyal Kanserde Tiimor Baskilayic1 Gen Hipermetilasyonu

Metilasyon, DNA metiltransferaz enzimi ile katalizlenir ve bu enzimin 3 farkli
cesidi vardir; DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B. DNMT1 en yaygin DNA metiltrasferaz
enzimidir. Bu enzim, CpG diniikleotit zincirinde 5’ sitozin metillenmesini katalizler.
Hiicre boliinmesinde de DNA metilasyonunu devam ettirir (Szyf ve ark., 1991).
DNMT3A ve 3B ise yeni metilasyonlar1 katalizler (Okano ve ark., 1999). Bu ii¢
enzimde CpG adasindaki metilasyon reaksiyonlarindan sorumludur ve bu adalar

genelde hedef genlerin promotor bolgelerindedirler (Jones, 2012).
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Sekil 13. DNA metiltransferaz (DNMT) ve DNA demetilaz (DNDME) tarafindan katalizlenen DNA

metilasyon ve demetilasyon reaksiyonlar1 (Xianyong ve Xiaobin, 2014).

Tiimor baskilayict gen promotorunda hipermetilasyon olduk¢a yaygin bir
epigenetik degisimdir ve endometriyal kanserde Onemli rolii vardir. DNA
hipermetilasyonu biyokimyasal olarak DNA metiltransferaz inhibitorleri (DNMTi)
tarafindan dogrulanir ve tiimor baskilayict gen promotorunun yeniden normal
metilasyona doniismesi ile bu genlerin ekspresyonlarinin yeniden aktiflesmesi kanser
hiicrelerinin malignant fenotipine yol agar. Ayni sekilde DNA demetilaz inhibitorleri
(DNDMEi) demetilasyonu inhibe eder ve onkogenlerin inaktivasyonuna gotiiriir (Sekil
13).

Hipermetilasyon hedef DNA’ nin fazla metilasyonudur ve promotor
hipermetilasyonu tiimor baskilayict genlerin ekpresyonunu inaktive eder. Bdylece
kanser olusumunu Onleyici proteinlerin olusumunu da azaltir, kanser hiicrelerinin
metastazina katki saglar.

Endometriyal kanserde promotor bolgelerdeki hipermetilasyona ugrayan timor

baskilayici genler Tablo 1’ de gosterilmistir.
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Tablo 1. Endometriyal kanserde tiimér baskilayici genler ve zellikleri (Xianyong ve Xiaobin, 2014)

Hedef gen Fonksiyonlari Hipermetilasyon Regiilasyon tipi

bolgesi

14-3-3, APC, AR, Tiimér baskilayici Promotor 1naktivasyon,
C/EPRa, CDH13, Down regiilasyon
HOPX, CDHI/E-

cadherin,

CDKN2A/P16, CHFR,

CIDEA, COMT,

EFEMPI, ERa, FHIT,

GATAS, GSTPI,

HAAO, HAND?2,

MGMT MiR129-2,

MiR130a/b, MiR152,

MiR196b, MiR200b,

MiR203, MiR222,

MiR34b, MiR625,

MLHI, MSH2, MT-1E,

OX2R, P14-ARF, P73,

Par-4, CASPS,

RASSF1A4,RASSF24

DNA metilasyonu i¢in assay metodlari; MLPA (metylation spesific multiplex
ligation dependent probe amplification), Mass ARRAY, MethylCap seq. olarak bilinir.
Timor Orneklerinde metilasyon gozlemlenmesini saglarlar. MethylCap seq. DNA
fragmentlerinde CpG boélgelerinin metilasyonunun afinite saflagtirmasina dayanir. Bunu,
isaretli metilasyon baglanma proteini olan meCP2 ile yapar. Boylece saflastirilmis DNA
fragmentlerinde metilasyona bakilir (Bock ve ark., 2010; Jurinke ve Denissenko, 2005).

Jones A. ve ekibi global ol¢ekli hipermetilasyon assay ile 64 endometriyal
kanser ve 23 kontrol 6rneklerinde, 27.000 den fazla CpG bolgesinde HAND?2 genine
bakmislardir. Bu gen normal endometriumda eksprese olurken, kanser hiicrelerinde

hipermetillenmis ve susturulmustur (Jones ve ark., 2013).

Promotor hipermetilasyonlara timor baskilayict genler olan MLHI, Tig,

C/EBRa, PRs, ERs ve microRNA da girer (Takai ve ark., 2005; Ghabreau ve ark., 2004).

26



Timor baskilayici genlerden biri olan PTEN de, endometriyal kanserde promotor bolge
hipermetilasyonu ile baskilanmis durumdadir. Bu gen, PI3K-AKT yolagini diizenler
(Dellas ve Jundt, 2009).

Ayrica CDK4 ve CDK6 kinazlarmin inhibitorii olan P/6INK4a ve CDKN2A,
endometriyal kanserde tiimdr baskilayicidir. Bu genin promotor hipermetilasyonu
sporadik yani cevre etkisiyle ¢ikan endometriyal kanserlerin %11-75” ini olusturur
(Furlan ve ark., 2006; Guida ve ark., 2009).

Endometriyal kanserde promotor hipermetilasyonuna ugrayan diger timor
baskilayic1 genler RASSF1A4, RASSF2A4 %33-85, APC (adenomatous polypopis coli)
%46, RUNX3 %86, CDHI3 (cadherin 13) %90, E cadherin ise %79 oraninda
endometriyal kanserlerde epigenetik etkisi olan genlerdir (Fiolka ve ark., 2013; Kang ve
ark., 2006). HOX gen ailesi de tiimor baskilayici olup, HoxI10 ve Hox11 promotorleri
endometriyal kanserle iligkilendirilir (Shah ve Sukumar, 2010).

Endometriyal Kanserde Onkogen Hipometilasyonu

Hipermetilasyon gibi, promotor hipometilasyonu (demetilasyonu) memeli
hiicrelerinde  goriilir.  Karsinojenezde; DNA  metilasyonlarina  global DNA
hipometilasyonu (demetilasyonu) veya lokal hipermetilasyon olarak rastlanir.
Epigenetik modifikasyonlarin  basinda tiimér baskilayict  genlerin  promotor
hipermetilasyonlar1 gelse de, hipometilasyon da kanserlerde rastlanan epigenetik
degisimlerden biridir.

Onkogenlerin hipometilasyonu endometrium karsinojenezin erken evresinde
goriiliir ve hiicrelerin ¢ogalma yetenegini artirir. CTCFL/BORIS geninin promotor
bolgesinin hipometilasyona ugradigi ve genin fazla ekspresyonu ile endometriyal tiimor
olusumunun iligkili oldugu bildirilmistir (Hoivik ve ark., 2014).

Kemik morfogenetik proteinlerinden olan BMP2, 3, 4 ve 7’ nin metillenmesi
endometriyal tiimorlerin tekrarlamayan tiplerinde goriiliirken, tekrarlayan tiplerin
hipometilasyonu biyomarkir olarak endometriyal kanser tedavisinde kullanilir (Hsu ve
ark., 2013).

Ayrica bazi kodlamayan DNA zincirleri (LINE (long interspersed element) ve
retrotranspozonlar) endometriyal kanserde hipometilasyona ugramistir. LINE1’ in

hipometilasyonu kanser teshisi i¢cin biyomarkir olarak kullanildig: bildirilmistir (Pavicic
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ve ark., 2012). Fakat bu genin endometriyal kanserde onkogen olup olmadig1 heniiz
bilinmemektedir.
Endometriyal kanserde hipometilasyona ugrayan genler Tablo 2’ de

gosterilmektedir.

Tablo 2. Endometriyal kanserde hipometilasyona ugrayan genler ve 6zellikleri (Xianyong ve Xiaobin,

2014)

Hedef genler Fonksiyonlar Hipometilasyon Ekspresyona etkileri
bolgeleri

BMP 2,3,4,7, CASPS, Onkogen Promotor bolge Aktivasyon

CTCLF/BORIS,

HOXBI13, LICAM,

LINE-1, MMP-2,

PARPI, PAX2, s10044

2.7.2 Histon Modifikasyonlari

Histonlar; DNA’ nin kendini kromatin olusturmak i¢in sardigi proteinlerdir.
Histon proteinlerinin kuyruklari, normal Okaryotik hiicrelerde ¢ogunlukla kromatin
fonksiyonunun devamini saglamak igin, post translasyonel degisime ugrar. Histon
modifikasyonlarinda lokus spesifik degisimler, yan1 basindaki genlerin ekspresyonunu
etkiler. Kanser hiicrelerinde bu degisimler global seviyededir. Histonlarda epigenetik
degisimler, asetilasyon, deasetilasyon, metilasyon, demetilasyon ile gerceklesir ve

endometriyal kanserde bu degisimler biiyiik 6neme sahiptir.

Endometriyal Kanserde Histon Metilasyonu

Histon metilasyonlar1 histon metiltransferaz (HMT) ile gergeklesir, SET domain
iceren bu enzim reaksiyonu katalizleyip, H3 ve H4 histonlarindaki S-adenosil metionin’
den metil grubunu lizin ve arjinine transfer eder.

HMT iki gruba ayrilir; 1. grupta EZH2 (Zeste Homolog 2)’ nin enhansir

bulunur, HMT’ler histonlarin lizin rezidiilerine metil grup ekler. 2. grupta ise PRMT
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(Protein Arjinin Metiltransferaz) bulunur, HMT’ ler H3 ve H4 arjinin rezidiilerine metil
grup ekler (Trievel ve ark., 2003; Thomas ve Lakowski, 2010).

Kromatin baski kompleksi olan PRC2 ve komponentleri EZH2, EED, SUZI2;
H3 histonunun 27 ve 9.lizin rezidiilerine metil grup eklerler. EZH2 karsinojenezde
onkoprotein olarak bilinmektedir (Breuer ve ark., 2004).

Endometriyal kanserde de EZH2’ nin upregiilasyonu ile histon 32’ nin 27.
lizininde APC promotorunda hipermetilasyon saptanmistir (Yang ve ark., 2013). Ayrica
EZH2’nin yiiksek seviyeli endometrial kanserde fazla ekspresyonu goézlemlenmistir. Bu
ylizden EZH?2, endometriyal kanserde onkogenik role sahiptir, timor baskilayict gen
ekspresyonunu inhibe eder.

PRC2 ve EZH? birlikte onkogen ve tiimor baskilayici genleri histon metilasyonu
ile inaktif edebilir, fakat EZH2’ nin onkogenik rolil ile PRC2’ nin tiimor baskilayict

fonksiyonu arasindaki iligki heniiz netlestirilmemistir (Yang ve ark., 2013).

Endometriyal Kanserde Histon Asetilasyonu ve Deasetilasyonu

Histon asetilasyon ve deaetilasyon reaksiyonlart gen ekpresyonunun
diizenlenmesinde rol alan post translasyonel modifikasyonlardir. Histon asetiltransferaz
(HAT) histon asetillasyonunu katalizleyen enzim olup, asetil koenzim A’ dan asetil
grubu histonlara transfer eder. Ote yandan, histon deasetilaz (HDAC) histon
deasetilasyonu katalizler ve hidroliz ile histon proteinlerden asetil gruplari kaldirir
(Sekil 14). Bu reaksiyonlarin endometriyal kanser gelisiminde énemli rol oynadiklari

disiinilmektedir (Ropero ve Esteller, 2007; Chen ve ark., 1999).
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Sekil 14. Histon asetilasyon ve deasetilasyonu (Xianyong ve Xiaobin, 2014)

Tiimor baskilayici gen bolgesinde hipoasetilasyon ve onkogen bolgesinde
hiperasetilasyon endometriyal kansere yol acabilir. Bu prosediir biyokimyasal olarak
enzimatik inhibitorler tarafindan dogrulanmistir. Histon deasetilaz inhibitorii (HDAC1)
deasetilasyonu inhibe eder ve tiimor baskilayict genin yeniden aktiflesmesini saglar.
Ayn1 sekilde histon asetiltransferaz inhibtorii (HACi) asetilasyonu ve onkogen
inaktivasyonunu inhibe eder (Sekil 14). Bu aktiviteler endometriyal kanserde tedavi

yolu olarak diisiiniilebilir (Xianyong ve Xiaobin, 2014).

Endometriyal Kanserde Tiimor Baskilayicida Histon Deasetilasyonu
Histon deasetilasyonu ile tiimor baskilayici gen inaktivasyonu saglanir ve bu da
kansere sebep olur. Tablo 3’ de endometriyal kanserle iligkili goriilen tiimor baskilayict

genler gosterilmistir.
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Tablo 3. Endometriyal kanser olusumuna etki eden genler ve 6zellikleri (Xianyong ve Xiaobin, 2014)

Hedef Genler Fonksiyonlari Histon Ekspresyona etkileri
Modifikasyonlari
APC Tiimor baskilayici Metilasyon Down regiilasyon
Bcl-2 Onkogen ? Up regiilasyon
C/EBPa Tiimor Baskilayict Deasetilasyon Deaktivasyon
Caspase-9 Tiimor Baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
CDK Onkogen ? Up regiilasyon
Cyclin A Onkogen ? Aktivasyon
Cyclin D1 Proto onkogen ? Up regiilasyon
E- Cadherin Tiimdr baskilayici Deasetilasyon Down regiilasyon
Glycodelin Tiimdr baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
IGF-IR Onkogen ? Aktivasyon
MMP-2 Onkogen ? Aktivasyon
MMp-9 Tiimor baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
Pio6 Tiimdr baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
P21(WAF1) Tiimor baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
P27 Tiimor baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
PR-B Tiimor baskilayici Deasetilasyon Up regiilasyon
PRB Tiimor baskilayici Deasetilasyon Up/Downregiilasyon
pTEN Tiimdr baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
TIGI Tiimdr baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
TIMP-1 Tiimdr baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon
TIMP-3 Tiimdr baskilayici Deasetilasyon Deaktivasyon

Histon deasetilasyonu ile inaktive edilen tiimor baskilayici genlerin cesitli
caligmalar neticesinde HDAC inhibitorleri ile deasetilasyon isleminin dnlenmesi ve

neticesinde tiimor baskilayici genlerin yeniden aktivasyonunun saglandigi bildirilmigtir
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(Ahn ve ark., 2008). HDAC inhibitorii ile endometriyal kanserde tiimor baskilayici
genler yeniden aktive edildigi gozlemlenmistir. HDAC inhibitorii ile deasetilasyon
onlendiginde, PTEN ve P21 (WAF1) tip I endometriyal kanserde, /GF-IR ve P21 de tip
II endometriyal kanserde upregule olmuslardir (Sarfstein ve ark., 2011).

Timor baskilayict diger genler olan P53 (Ishikawa hiicrelerinde; asyali 39
yasinda endometriyal adenokarsinomali bir kadmin hiicrelerinden olusturulmus hiicre
hatt1) ve PTEN (USPC-2 hiicrelerinde; Arkansas Universitesi Kadin Dogum ve
Jinekoloji Departmani1 Dr.Santin tarafindan saglanan hiicre hatt1), HDAC inhibitorii
(vorinostat; oral HDAC inhibitorii) sonrasinda downregiile durumda goriilmiistiir. Fakat

mekanizma tam olarak anlasilamamistir (Konency ve ark., 2008).

Endometriyal Kanserde Onkogen Promotorde Histon Asetilasyonu

Asetilasyon, histon asetiltransferaz (HAT) enzimi ile katalizlenir. Timor
baskilayici genlerin deasetilaz ile deasetillenmesi gibi, onkogenlerde histon asetilasyonu
kanserde 6nemli bir role sahiptir. Kang ve ekibi tarafindan bulunan HAT inhibitorii
(curcumin); histon H3 ve H4 hipoasetilasyonunu tesvik eder, onkogen PARP ve
Caspase-3’ Un ekpresyonunu downregiile eder ve apoptoza gotiiriir (Kang ve ark.,
2006).

Ote yandan endometriyal kanserde onkogen asetilasyonu galismalar yetersizdir
ve endometriyal kanser ile onkogen asetilasyonu arasindaki iligki tam ¢oziilememistir.
Zhu ve ekibi endometriyal kanserdeki /GBT3 protoonkogenin, K338 ve K339’ daki
HOXA10 (homeobox A 10) vyoluyla ekpresyonunu, asetilasyonun Onledigini
bulmuslardir (Zhu ve ark., 2013). Endometriyal kanserde, onkogenlerin promotor

bolgelerindeki kor histon asetilasyon durumu aydinlatilamamistir.

Histon asetilasyonu ve promotor DNA hipometilasyonu endometriyal kanser ve
diger kanser cesitlerinde de onkogen ekspresyonunu aktive eder. Calismalar sadece
asetillenmis histonlarin metillenmeyen MLHI promotor ile baglandigini1 gosterir. Bu da

hipometilasyon ile promotor aktivasyonu ve asetilasyonla histon aktivasyonunun
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ikisininde gen ekpsresyonunda gerekli oldugu sonucunu ¢ikarmistir (Wischnewski ve

ark., 2006).

2.8 Endometriyal Kanser ve miRNA

MicroRNA’ lar (miRNA) kiiciik ve kodlamayan, yaklasik 22 baz cifti
uzunlugunda diziler olup, genlerin ekspresyonlarin1 diizenleyen ajanlardir. Bu
diizenlemeyi hedef mRNA’ ya tamamlayici olacak sekilde yapar. Gen ekspresyonunun
miRNA’lar tarafindan diizenlenmesi hiicresel gelisim ve farklilagmada 6nem arz eder.

Son zamanlarda yapilan calismalar neticesinde, hastaliklar ve miRNA’ daki
anormallikler sebebiyle gen susturma mekanizmasindaki bozulmalar arasindaki iligki
dikkate deger bir hal almistir.

Ozellikle anormal miRNA ekspresyonu cesitli kanserlerde oldugu gibi
endometriyal kanser ve hedef genlerde de goze carpmaktadir. Bu da miRNA’ larin
onkogen ve timor baskilayici genlerde O6nemi ve kanserde biyomarkir olarak
kullanildigini gosterir (Megumi ve ark., 2010).

MiRNA genelde CpG adalarina yakin yerde bulunur ve promotor bdlgelerinden
metillenmesi sonucu histon asetil transferaz (HAT) enziminin islevini yapamamasina,
bu enzime ait proteinlerin baglanamamasina neden olup, anormal gelisim ve ¢ogalma
saglayip tiimor baskilayici genleri inaktive etme ve onkogenleri aktive etme 6zelligi
gosterir (Megumi ve ark., 2010).

Karsinojenezde genelde oncomiR’ ler upregiile durumdadir ve hedef genleri
timor baskilayict genlerdir. Bu genleri inaktif yaparak fonksiyonlarini yapmalarini
engellerler. Timor baskilayict miR’ ler ise downregiile durumdadir ve hedef genleri
onkogenlerdir. Onkogenlerin aktivasyonlar1 artar, tiimor hiicelerinin yayilmasi

kolaylasir. Metastaza ve onkogeneze gidilir.

Tablo 4’ de upregiile olan oncomiR’ ler ve downregiile olan tiimor baskilayici

miR’ler gosterilmektedir.

Tablo 4. Endometriyal kanserde upregiile ve downregiile olan miRNA’ lar (Megui ve ark., 2010)

Upregiile olanlar Downregiile olanlar
miR-185 miR-Let7e
miR-106a miR-221
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miR-181a miR-30c

miR-20 miR-152
miR-423 miR-193
miR-103 miR-204
miR-107 miR-99b
miR-Let7c miR-193b
miR-205

miR-449

miR-429

Myatt ve ekibi FOXOI timor baskilayici genin endometriyal kanser
hiicrelerinde normal endometriyum ile karsilastirildiginda baskilanmis oldugunu
yaptiklar1 ¢calismalari neticesinde gormiislerdir. Bu baskilanma miR-9, miR-27, miR-96,
miR-153, miR-183 ve miR-186 iledir. Bu miRNA’ larin ekspresyonlarinin inhibe
edilmesiyle FOXO! geninin yeniden indiiklenmesi saglanmis olup endometrium timor
hiicrelerinden kurtulunmasi hedeflenmistir (Megumi ve ark., 2010). Dai ve ekibi ise
adenokarsinoma hiicre hattinda miR-200b ile ¢alismis, tiimdr baskilayict 7IMP2 de
azalmis ekspresyon, onkogen MMP2 de ise fazla ekspresyonla karsilasmislardir.
Boylece miR-200b’ nin, endometriyal kanserde metastazda énemi anlasilmistir (Dai ve
aark., 2013). Yine baska bir calismada da, miR-34b dahil 6 farkli miRNA ile
adenokarsinomada ekpresyon profili incelenmis, promotor bodlgeden metillenip

cogalmasi ve kanserde etkisi gozlemlenmistir (Chung ve ark., 2009).

2.9 RASSF Tumor Baskilayic1 Gen Ailesi

Allelik kayip, niikleik asit veya protein modifikasyonlar1 yoluyla olusan genetik
degisiklikler, tiimdr baskilayici proteinlerin islev kaybima sebep olmaktadir. Ozellikle,
genlerin promotor hipermetilasyon ile epigenetik olarak susturulmasi, tiimor siddetini
artirmaktadir (Volodko ve ark., 2014).

RASSF (Ras associated domain family) protein ailesi; 16semi, melanoma, meme,
prostat, boyun, akciger hatta beyin, kolorektal, bobrek ve yumurtalik gibi ¢cok sayida
kanser tiirlinde promotor metilasyonu yoluyla ekpresyon kaybina ugrayan 10 {iyeye
sahip tiimor baskilayici protein ailesidir (Volodko ve ark., 2014).

Tiumor baskilayict fonksiyonlarina ek olarak, RASSF proteinleri mikrotiibiil

stabilitesinde iskele ajanlar1 olarak hareket eder, mitotik hiicre boliinmesini ve
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apoptozisi diizenler, hiicre gogiinii ve hiicre yapismasmi kontrol eder. Ayrica NFkB
aktivitesini ve inflamasyon siiresini ayarlar (Volodko ve ark., 2014).

RASSF proteinleri, N terminalleri veya C terminallerinde bir Ras baglanma
alanlarinin varligindan dolay1 bu sekilde adlandirilmistir. RA domaini, hiicre zar trafigi,
apoptoz ve ¢ogalma yani proliferasyon gibi ¢esitli hiicresel siirecleri kontrol eden Ras
GTPaz ailesi proteinleri ile etkilesime girer (Gordon ve Baksh, 2010; Sherwood ve ark.,
2009). K-Ras ile direk baglanma, sadece RASSF2, 4, 54, 6 ve 9 da gozlemlenir (Richter
ve ark., 2009). Buna ek olarak, RASSF proteinleri diger proteinler ile etkilesim
saglayacak bagka fonksiyonel domainlere de sahiptir. Bunlar, Salvador-RASSF-Hippo
(SARAH) domain olup protein-protein etkilesimleri ve RASSF izoformlarinin homo
veya heterodimerizasyonu i¢in dnemlidirler. Sekil 15° de bu domainler gosterilmektedir.

RASSF, SARAH domaini araciligi ile, STK4 ve STK3 olarak da bilinen memeli
steril 20 benzeri kinaz olarak adlandirilan MST1 ve MST2 (memeli hipposu) ve timor
baskilayici Salvador’un memeli ortologu yani farkli tiirdeki homolog zinciri SAV1 gibi
downstream (asag1) kinazlar ile baglanir ve apoptozu baslatir (Avruch ve ark., 2009).
RASSF boylece ¢ok sayida molekiiler yapilara katilip tiimor baskilayic1 fonksiyonunu
devreye sokarak biyolojik yolaklarda etki saglar.

RASSF1A4 ve RASSF1C gibi baz1 RASSF proteinleri, tizerinde ATM fosforilasyon
bolgesi bulundurur. Ayni1 zamanda bu proteinler mikrotiibiiller ile ortak bulunan bir N
terminal protein kinaz C1 domain de igerir (Gordon ve Baksh, 2010). C1 domain,
RASSFIA proteininin TNF-R1 ve TRIAL gibi oliim reseptorii kompleksleri ile
baglanmasimi saglar (El-Kalla ve ark., 2010). DNA hasar ve tamirinde, RASSF
proteinlerinin bazilarinda ATM fosforilasyon bdlgesinin varligi saptanmistir (Hamilton

ve ark., 2009).
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Sekil 15. RASSF proteinleri ve domainleri (Sherwood ve ark., 2010)

2.9.1 RASSF Proteinlerinin Biyolojik Fonksiyonlar:

RASSFIA

2000 yi1linda Dammann ve arkadaslar1 kromozomun 3p21.3 numarali bolgesinde
bulunan ve akciger kanserinde genomik kararsizligimma siklikla rastlanan bir gen
klonladilar. Bu gen Ras bagimli domain (RA) igerdigi icin de RASSFI olarak
adlandirilmisti (Dammann ve ark., 2000). RASSFI alternatif ekleme ve farkli promotor
kullanimi ile A-H aras1 8 ayr1 transkripte sahiptir. RASSF'I alt gruplarinin arasinda 1A
ve 1C en ¢ok calisilanlardir ve ikisi de mikrotiibiiller i¢inde yer alir. Ayrica hiicre
gelisimi ve gogiiniin diizenlenmesinde dnemlidirler (Dallol ve ark., 2005; Dallol ve ark.,
2004). RASSFIC ayn olarak gogilis ve akciger kanserinde, kanser hiicrelerinin iireme
kapasitesini artirirken, RASSFIA daha iyi niyetli bir tiimoér baskilayicidir (Amaar ve
ark., 2006; Reeves ve ark., 2010). Bu sebeple, RASSFIA ve RASSFIC aminoasit
yogunlugu farklari, bu ikisini biyolojik 6zellikleri itibariyle birbirinden ayirir.

RASSF1A4, MAP1B (microtubule associated protein 1B) ve MAP1S (microtubule
associated protein 1S) gibi pek¢ok mikrotiibiil bagimli proteinler ile etkilesime girer
(El-Kalla ve ark., 2010; Dallol ve ark., 2004). RASSF 1A mikrotiibiil bolge kaybi; timor
baskilayic1 6zelliklerinin yok olmasina, tubulin dengesinin kaybina, 6liim reseptorii
bagimli hiicre 6liimiiniin baskilanmasina yol acar. Bu da sentrozom kayb1 ve mitoz ve
mayozda var olan mitotik 1§ ipligi yapilarinin kayb1 sonucu genomik kararsizliga yol

acar (El-Kalla ve ark., 2010; Vos ve ark., 2004).
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RASSFIA’ nin mikrotiibiil dengesi mekanizmalarindan biri RAN GTPaz ve
digeri de tubulin deasetilaz gibi islev goren histon deasetilaz 6’ nin baskilanmasidir
(Dallol ve ark., 2009; Jung ve ark., 2013). RASSFiA’nin mikrotiibiil dengesi
diizenlemesi, ig ipligi yapmast ve kromozom baglamasi onun tiimdr baskilayict
fonksiyonunu, hiicre gelisimi, donilisiimii, devamlilig1 ve yayilmasina etkisinin 6tesine
gotiirlir (Vos ve ark., 2004; Korah ve ark., 2013).

Caligmalar, RASSFIA’ nin RABP1 (RASSF1A binding protein 1) ile
baglanmasinin metafazda ig iplerine gitmesine ve Cdc20 ile etkilesime girmesine, APC
(anaphase promoting complex) baskilamaya, mitotik siklinler olan A ve B’nin birikmesi
ve sonunda mitoza yakalanmasina dikkat ¢ekmistir. Aurora A tarafindan fosforilasyon
ile RASSF14, Cdc20 ile etkilesemez ve APC baskilanmasina yol acar (Song ve Lim,
2004; Song ve ark., 2005). Ayrica siklin bozulmalarina ve mitotik ilerlemeye neden olur
(Song ve ark., 2009). Ilging sekilde, RABP1 / MAP1S’ nin genomik kararsizlik ve
timor olusumunu baskilayarak otofaji artirdigr goriilmiistiir. Boylece mikrotiibiillerde
RASSF1A4 dengesi otofaj diizenlemesinde dnemli goriilmektedir (Xie ve ark., 2011).

Mitotik ilerlemenin yanisira RASSFI1A, hiicre dongiisiiniin diger yonlerini de
diizenlemektedir. RASSF 1A, siklin D1 birikmesini engeller, bunu da JNK kinaz yolagi
veya AP-1 aktivitesini baskilama veya her ikisiyle de yapar. Ayrica hiicre dongiisiinii
G1/S fazinda bloke eder (Shivakumar ve ark., 2002; Whang ve ark., 2005).

RASSFIA, siklin A2 promotore ve p21“?" siklin bagimli kinaz inhibitoriine
baglanan ve bir transkripsiyon faktor olan p120"* aktivitesini artirma ozelligine de
sahiptir (Fenton ve ark., 2004; Choudhury ve ark., 2005). RASSF1A4’ nin hiicre dongiisti
ve apoptozu kontrol etme mekanizmalarindan bir digeri ise, MDM2-DAXX-HAUSP
kompleksini bozup MDM2 ubikitinasyon ve P53 dengesini saglamaktir (Song ve ark.,
2008).

2014’ de Volodko ve ekibi yaptiklar1 g¢alismalar ile RASSFIA’ nin, 6liim
reseptorii bagimli hiicre oliimiinde Onemine deginmislerdir. RASSF1A4; TNF-RI,
TRIAL-R1 ve apoptoz modiilatorii (MOAP-1) araciligiyla hiicre oliimiine gotiirmiistiir
(Baksh ve ark., 2005; Foley ve ark., 2008). Buna ek olarak, RASSF 1A apoptotik kinaz
olan MST1/2 ile baglanip onun kinaz aktivitesini degistirir ve hiicre dliimiine gotiiriir

(Oh ve ark., 2006; Khokhlatchev ve ark., 2002).
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RASSFI1A4’ nin diger mekanizma ve molekiillerle tiim bu baglantilari, hiicreleri
asirt biliyiimelerden koruyup, RASSFIA’ nin da bir timor baskilayici olarak gorev
yapmasina vesile olur. 2014’ de Volodko ve ekibi akut bagirsak inflamasyonu iizerinde
yaptiklar1  calismalar ile  RASSFIA® nm, NFxB aktivitesini, hiicrede
TLR/MyD88/TRAF6/IRAK2/4 kompleksi yoluyla simirlandirdigmma deginmislerdir
(Khokhlatchev ve ark., 2002).

NF«xB aktivitesinin sinirlandirilmasi, hiicre ¢ogalmasiyla alakali oldugu
diistintilen bir Hippo bagimli transkripsiyon faktor olan Yes bagimli protein’ in (YAP)
tirozin 357 (Y357) fosforilasyonunun da engellenmesine yol acar. YAP’m Y357
fosforilasyonu artan inflamasyon ile ve DNA hasar1 ile ortaya ¢ikar ve ikisi de bagirsak

yaralanma ve inflamasyonlarinda géze carpar (Khokklatchev ve ark., 2002).

RASSFIC

RASSF1A4’ nin tersine, RASSFIC timor baskilayict 6zelliklere sahip degildir ve
onkogen olarak fonksiyon gosterdigi diisiiniilmektedir. RASSFIC’ nin fazla
ekspresyonu, meme kanserinde fazlaca gelismis hiicre gogii ve istilasina yol acar
(Reeves ve ark., 2010). Yine yapilan calismalar géstermistir ki; RASSFIC IGFBP-5 ile
etkilesimi sayesinde, osteoblast hiicrelerin ¢ogalmasini saglar (Amaar ve ark., 2005).
Son calismalar ile, RASSFIC’ nin stabil olmayan bir protein oldugu, Mule E3 ligaz
tarafindan poliubikitinasyon ile diizenlendigi desteklenmistir.

RASSFIC, DAXX ile kompleks bir yapi olusturur ve promyelositik 16semi
niikleer cisimler ile ¢ekirdekte yer edinebilir. PML bir akut myeloid 16semi ¢esididir ve
Promyelositik niikleer cisimler, ortak proteinleri degistirip bozabilir. DNA hasari
sirasinda, DAXX degrede olur ve RASSFIC sitoplazmaya salinir. Bu da SAPK/JNK
yolagini aktiflestirir (Kitagawa ve ark., 2006). Chen ve ekibinin mayalarda yaptigi
calismada, RASSFIC’ nin bir serin proteinaz inhibitorii olan (tohum ve yumru gibi depo
dokularinda bulunur) TFPI-2 ile (tissue factor pathway inhibitor 2) etkilesime girdigi ve
cekirdekte lokalize oldugu bulunmustur (Chen ve ark., 2012).

TFPI-2 inflamasyonda, anjiogenezde, tiimor gelisimi ve metastazinda dnemlidir.

Hentiz RASSFIC geni i¢in knockout fare gelistirilmemistir.

38



RASSF2

RASSF2 geni, A ve C izoformlarina transkribe olmustur ve bu izoformlar
RASSFIA geninde var olan C1 ve ATM domainleri bulundurmazlar (Richter ve ark.,
2009). RASSF1A4 ve IC’ nin tersine RASSF2 bir niikleer proteindir (Cooper ve ark.,
2008). Bu genin promotor metilasyonu ve ekspresyon eksikligi pek¢ok kanser ile
iligkilendirilir (Akino ve ark., 2005; Hesson ve ark., 2005). Ayrica, 293T embriyonik
bobrek hiicrelerinde RASSF2’ nin gegici ekspresyonu, aktive olan K-Ras tarafindan
giiclendirilen belirgin biiylimenin baskilanmasini gosterir (Vos ve ark., 2003). Yine in
situ boyama ve floresan mikroskobunda, RASSF2 ekspresyon sistemlerinde hiicre
bliyiimesinin azalmasina ve apoptozun ortaya c¢ikmasina rastlanmistir. RASSF2
tarafindan hiicre biiylimesinin diizenlenmesinin MAPK yolagi araciligiyla oldugu,
yapilan ¢aligsmalar ile bulunmustur. Buna gére, MAPK/ERK-2 yolu ile fosforilasyonun,
CRM-1 bagimli niikleer salim yolag1 aracilig1 ile ¢ekirdekten etkili bir RASSF2 salimini
tesvik ettigi sonucuna varilir.

Niikleer alimda kusurlu olan bir mutant RASSF2’ nin, niikleer siirdiirme hiicre
gelisimi diizenlenmesinde ve bodylece tiimoér baskilamada onemli olmasina ragmen,
G1/S fazinda hiicre dongiisiinde ve apoptozda basarisiz oldugu goriilmiistiir (Kumari ve
ark., 2009). RASSF2 ayrica prostat apoptoz yanit proteini 4 (PAR-4) i¢in 6nemli rol
oynar. Cilinkii bu protein apoptozisi baslatmak i¢in ¢ekirdege transloke edilmek
zorundadir (Donninger ve ark., 2010).

MSTI (macrophage stimulating 1), RASSF2 proteininin kararliligini diizenler.
Kanser hiicrelerinde MSTI’in susturulmasi RASSF2’ nin kararliligin1 bozar. Fareler
iizerinde yapilan ¢alismalar ile MST/ eksikligi olan farelerde azalmis RASSF?2 protein
seviyesi gorlilmiistiir (Song ve ark., 2010). Bunun aksine, RASSF2 MSTI ile kompleks
olursa, aktive olan MSTI, MST-FOXO3 sinyal yolagini bozar. RASSF2 ayni zamanda,
JNK vyolagi ile de kompleks yapabilir, ve MSTI bagimsiz bir apoptoza tesvik edebilir
(Song ve ark., 2010).
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RASSF3

RASSF3’ iin aminoasit acisindan RASSF1A4’ ya benzerligi %60’ tir, hem normal
hem de tiimor hiicrelerinde bulunabilir (Tommasi ve ark., 2002). RASSF proteinleri
ailesinin en kii¢iik {iyesidir. Bu protein promotor bolgesinde CpG adasina sahiptir. Ama
onun hipermetilasyonu simdiye dek sadece hipofiz adenomlarinda rastlanilmistir (Peng
ve ark., 2013). Ayrica toplam 140 kiiclik hiicre dis1 akciger kanserinin (non small cell
lung carcinoma-NSCLC) 125’ inde, RASSF3 ekspresyon seviyesi indirgenmistir
(Fukatsu ve ark., 2014).

HER2/Neu pozitif insan ve fare meme kanseri hiicre hatlarinda RASSF3 fazla
eksprese edildiginde, hiicre cogaltilmasi1 baskilanir (Jacquemart ve ark., 2009). Bu da
RASSF3’ iin tiimér olusumunda koruyucu gorevini gosterir. Ote yandan, RASSF3
ekspresyonu, MDM?2’ nin ubikitinasyonunu kolaylastirarak P53’i uyarir (Kudo ve ark.,
2012). MDM2, P53 i¢in E3 ligazidir. Boylece, RASSF3 tiimdr baskilayici 6zelligini diga
vurur, bunu da P53 bagimli apoptoz ve DNA hasar kontrol mekanizmasi ile yapar.

Heniiz hi¢ RASSF3 knockout fare gelistirilmemistir.

RASSF4

RASSF4 proteini RASSFIA ile %25, RASSF2 ile %60 benzerlige sahiptir.
Yapilan calismalarda RASSF4° iin yogunlukla normal dokularda eksprese edildigi
gbzlemlenmistir (Eckfeld ve ark., 2004; Steinmann ve ark., 2009). Ayrica promotor 6zel
hipermetilasyon i¢in, RASSF4 ekspresyonunun azaltilmasi da timdr hiicre hatlarinda
rastlanir. RASSF4 bunlarda tiimor baskilayic1 gorevi goriir (Steinmann ve ark., 2009).
Alveolar rabdomisarkoma (aRMS) iskelet kaslariyla alakali ve genelde c¢ocuklarda
goriilen yumusak doku tlimorleridir. RASSF4’ iin bu tiimorlerde ise biiylime yanlist bir
tavir sergiledigi goriilmektedir (Crose ve ark., 2014). aRMS alt tiplerinden biri PAX3-
FOXOI (paired box 3 forkhead box protein O1) ile karakterize edilir ve kromozomal
translokasyona sebebiyet verebilir (Sorensen ve ark., 2002; Michifuri ve ark., 2013).

Son yillarda aRMS hastalarinin %8’ inde bu proteinin iliskili oldugu
saptanmistir. PAX3-FOXOI, RASSF4’ i dizenler aktive eder ve bu da hiicresel

yaslanmay1 baskilayip, hiicre cogalmasina tesvik eder (Crose ve ark., 2014).
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Yine RASSF4, timdr baskilayict MST1/Hippo ile etkilesir ve baskilar, bu da
Hippo yolagmin devamini engeller. aRMS hastalarinda Hippo sinyal yolaginin
baskilanmasi, YAP (Yes associated protein 1) liretimini artirir. YAP proteini, hiicrelerde
yaslanma diizenlenmesinde 6nemlidir (Crose ve ark., 2014).

RASSF4’ in ERK fosforilasyonunu baskilayarak, MAP kinaz sinyal yolagini
baskilayabildigi ve tiimor baskilanmasini kolaylastirict etkisi de bilinmektedir

(Michifuri ve ark., 2013). Heniiz hi¢bir RASSF4 knockout fare gelistirilmemistir.

RASSF5

RASSFS5, NOREI veya RAPL olarak da isimlendirilir. RASSF protein ailesinin
klonlanan ilk liyesidir (Vavvas ve ark., 1998). Farkli promotor ve alternatif splays ile
eksprese edilen 3 transkripti vardir (A-C). En uzun formu olan RASSF54, RASSF14 ile
%40 aminoasit benzerligine sahiptir. RASSF54, RA domaini sayesinde hiicre iskeleti
proteinleri ile baglantilidir. ERK yolag1 araciligi ile de biiylimeyi baskilamaya yardim
eder (Moshnikova ve ark., 2006).

RASSF54 aymi zamanda, TNF o ve TRAIL (TNF related apoptosis inducing
ligand) de bulunan MST1 kinaz ile kompleks olusturur ve apoptoza gotiiriir (Park ve
ark., 2010). Ras benzeri GTPazlar ile baglanarak hiicre 6liimiine de yol agabilir. Ayrica,
hiicre dongiisii gecikmesi boyunca Ras-GTPazlar ve MST 1/2 kinazlardan bagimsiz
olarak hiicre ¢ogaltilmasini da engeller (Artiz ve ark., 2002; Aoyama ve ark., 2004).
Tiim bunlar apoptoz 6ncesi rolii ve apoptoz kontroliindeki 6nemini vurgular.

RASSFS5’ in en kisa izoformu RASSF5C’ dir. Genelde lenf dokularinda ekprese
edilir (Katagiri ve ark., 2003). Integrin kiimelenmesindeki Rapl uyarilmasinda araci
olarak gdrev yapar. Yine T hiicre reseptdr uyarilmasindan sonra Rapl aktivasyonunda
da araci gorevi goriir (Katagiri ve ark., 2003). Rap1, kii¢iik bir GTPaz’ dir ve hiicreler
arast baglantinin diizenlenmesinde Onemlidir. RASSF5’ ler genelde RAPL diye
isimlendirilir. RAPL (regulator for cell adhesion and polarization in lymphoid tissues);

lenf dokularinda hiicre yapisma ve kutuplagma diizenleyici demektir.
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RAPL, antijen reseptor uyarilmasinda lenfositlerde P27 niikleer lokalizasyon
icin 6nemlidir. Ciinkii P27, hiicre dongiisii ilerlemesinde diizenleyici proteindir. RAPL
eksikligi, P27’ nin sitoplazmik lokalizasyonuna ve T ile B hiicrelerinin fazla
tiretilmesine yol acar. RASSF5C eksik farelerde, baglanmayan lenfosit trafigi ve lenf

organ anormalligi gbzlemlenmistir (Katagiri ve ark., 2011; Katagiri ve ark., 2004).

RASSF6

RASSF1A4’ nin kesfinden birka¢ yil sonra onunla ayni yapisal 6zelliklere sahip
yeni bir Ras efektor proteini bulundu. Simdiye kadar RASSF6 proteininin ii¢ izoformu
(A-C) kesfedilmistir. (Allen ve ark., 2007; Weyden ve Adams, 2007). Diger RASSF” ler
gibi RASSF6 da, timor baskilayici protein olarak gorev yapar ve cocukluk cagi
l6semisinde ve ndroblastomada epigenetik olarak susturulmus durumdadir (Djos ve
ark., 2012; Volodko ve ark., 2014). HeLa hiicrelerindeki RASSF6’ nin asir1 ekspresyonu
Bax aktivasyonu ve sitokrom C salinimi ile baglantili olan sinyal mekanizmasinin
aracilig1 ile apoptozu artirir (Ikeda ve ark., 2007).

RASSF6, MDM?2 ile baglanir ve kendi ubikitinasyon ve degredasyonunu
kolaylastirir. RASSF1A4 ve RASSF3 gibi P53 stabilize eder ve boylece apoptoz ve hiicre
dongiistinli diizenler (Iwasa ve ark., 2013). Yine RASSFIA ve RASSF2 gibi, RASSF6
NF«B aktivitesini baskilar ve inflamasyona yol agar (Allen ve ark., 2007). Simdiye
kadar hi¢bir RASSF6 knockout fare gelistirilmemistir.

RASSF7

1994’ de Weitzel ve Patel kromozom 1pl5° de kiimelenmis sekilde genler
kesfetti ve bunlar HRAS1 kiime 1 seklinde isimlendirildi. Bu kiimenin en yukarisindaki
gen Onceleri HRCI (HRASI related cluster protein 1) olarak adlandirilip sonradan
RASSF7 olarak yeni bir isim ald1 (Weitzel ve Patel, 1994). Alternatif splays sebebiyle,
RASSF7 ¢ transkripte boliindii.
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Bunlar N sonlu RA domainleri olup RASSFI’ den RASSF6’ ya kadar tiim
proteinlerde bulunan SARAH domain eksikligi olan proteinlerdi (Weyden ve Adams,
2007). RASSF7 ozellikle insanlarda beyin, akciger olmak {iizere hiicre hatlarinda
bulunur ve hiicre tiimorii adaciklari, pankreatik duktal karsinom, endometriyal kanser ve
yumurtalikta meydana gelen seffaf hiicre karsinomlar1 gibi pekc¢ok karsinomda
karsimiza ¢ikar (Mutter ve ark., 2001; Tan ve ark., 2009; Friess ve ark., 2003).

Recino ve ekibinin yaptig1 bir ¢alismada yaklagik 57 hiicre hattinda RASSF7
geninin promotor metilasyonuna rastlanmamistir (Recino ve ark., 2010). Fakat Djos ve
ekibinin noroblastoma hiicre hatlarinda yaptig1 calismada ise, RASSF7 geninin CpG
adas1 yiiksek oranda metillenmis durumdadir ve bunun da tiimoér olusumunun
diizenlenmesinde RASSF7’ nin rolii ile baglantili oldugu diistintilmektedir (Djos ve ark.,
2012). RASSF7 iizerine yapilan fonksiyonel analizler sonucu bu genin mitotik
ilerlemeye tesvik eden ig ipligi olusumunun diizenlenmesi yoluyla hiicre biiyiimesini
artirdig1 gozlemlenmistir (Recino ve ark., 2010).

Yapilan bir bagka calismada ise, RASSF7’ nin stres periyodunda hiicre
kurtarmada etkisine deginilir. Baglangic stresi boyunca, RASSF7 oOnce N-Ras ile
baglanir, MKK7/JNK sinyal yolagin1 baskilarlar boylece hiicre geligimini tetiklerler
(Takahashi ve ark., 2011).

RASSF7’ nin apoptoz karsiti Ozelliginin de uzun siireli UV radyasyon
maruziyetinde Onemi vurgulanir. Fakat bununla ilgili kesin veriler heniiz yoktur.

Simdiye kadar gelistirilmis herhangi bir RASSF'7 knockout fare bulunmamaktadir.

RASSFS8

RASSFS&’ in simdiye kadar yedi tane transkripti bulunmustur. Ayn1 RASSF7 gibi,
RASSF8 izoformlar1 N sonlu RA domain igerir ve SARAH domain igermez (Weyden ve
Adams, 2007). RASSFS in tiimor baskilayici roliinlin 6nemi en ¢ok akciger
adenokarsinomunda karsimiza ¢ikar. Cilinkii bu genin transkript seviyesi bu karsinomda

diistiktlir ve baskilayict gérev yapamamaktadir (Falvella ve ark., 2006).
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RASSF&’ in tiimdr baskilayict roliiniin yanisira, hiicre-hiicre yapismasinda da
onemine vurgu yapilir. Bunu [B-catenin/E-cadherin fonksiyonuna bagli bir yapisma
saglar. Bu yapisma, epitel hiicrelerin plazma membraninda farkli protein ve yaglarla
polarite olusturmasina yardimcidir (Lock ve ark., 2010). Calisilan yara tedavisi
assaylerinde RASSF§ eksikliginin timor agresifitesini artirdigl gézlemlenmistir.

Yine meme kanserli hastalar ve saglikli bireyler iizerinde yapilan serum
analizleri verilerine gore, kanda RASSF8 in mRNA seviyesi Olciiliip bu genin
tiimorlerdeki etkisine dikkat c¢ekilmistir. RASSFS, bir adaptor protein olan 14-3-3 ile
etkilesime girip iskele proteini iretirler ve apoptoz ve hiicre dongiisiinii diizenlerler
(Rykova ve ark., 2008). Bu gorevi itibariyle diger RASSF ailesi iiyelerine
benzemektedir. Heniiz hi¢cbir RASSF'S knockout fare gelistirilmemistir.

RASSF9

RASSF9 onceden P-CIPI (COOH-terminal interactor protein-1) yani bir
peptidilglisin a amitadin mono oksijenaz olarak bilinirdi. Bu enzim biiyiik ve yogun
cekirdek vezikiillerinde bulundurur ve biyosentezin son asamasinda peptidil Gly’yi
peptid NH2’ye doniistiiriir (Chen ve ark., 1998; Alam ve ark., 1996). Yapilan BLAST
caligmalariyla P-CIPI proteininin RASSF7 ve RASSFS ile yapisal olarak benzerligi
tespit edilmistir. Daha sonra da bu protein RASSF9 olarak yeniden adlandirilmistir.

RASSF9, aym1 RASSF7, 8 ve 10 gibi karbon ucunda lokalize olmus bir RA
domaine sahiptir. RASSF9 proteini fonksiyon ve tanimlanmasi ile ilgili ¢ok bilgi vardir.

2011 de Lee ve ekibi, epitel dokularda bu proteininin yogun ekpresyonuna
rastlamistir. RASSF9 eksik farelerde yapilan deneylerde, bu farelerde yaslhlik belirtileri,
artan alopesiya (30 veya 40’ I1 yas yetiskinlerde goriilen inflamatuvar bir deri hastalig),
daha kisa yagam stiresi ve biliylime geriligi goriilmiistiir. Bunlar da epidermal gelisim ile

baglantili olarak diistiniilmiistiir (Lee ve ark., 2011).
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RASSF10

RASSF10, RASSF7-8 ve 9 ile benzer yapisal 6zelliklere sahiptir. Onlar gibi N
uclu RA domain icerir ve SARAH bolgesi bulundurmaz (Volodko ve ark., 2014).

RASSFI10 kemik iligi, tiroid, beyin ve prostatta ayrica bdbreklerde eksprese
edilir. Ayn1 zamanda, RASSFI10 hipermetilasyonu cocukluk ¢agi ldsemileri, tiroid
karsinom ve gliomalar1 gibi kanserlerde gen ve protein ekpresyon kaybiyla
iligkilendirilmistir (Hill ve ark., 2011; Schagdarsurengin ve ark., 2009).

Glioma hiicrelerinde yapilan in vitro analizlerde RNAi ile miidahale edilen
RASSF10 ekspresyonu sonucu, artan hiicre ¢ogalmasi ve hiicrelerin hayatta kalmasi
gozlemlenmistir. Sonrasinda RASSF10’ un yeniden eksprese edilmesi ile bu hiicrelerin
gelisimi ve koloni olusumu baskilanmistir. Bu da gostermistir ki, RASSFI0 glioma
hiicrelerinde tiimor baskilayici fonksiyon roliine sahiptir (Hill ve ark., 2011).

Yakin zamanda yapilan bir baska calismada, RASSFI0’ un tiimor baskilayici
aktivitesi mide kanserinde incelenmistir. Mide kanseri hatlarinda RASSF10’ un iiretimi
ile hiicre devamliligin1 azaltma ve apoptozu kolaylastirma saglanmistir (Wei ve ark.,
2013).

Ek olarak, RASSF10 mitotik ilerlemenin diizenlenmesinde 6nemli bir role
sahiptir. Bunu sentrozomlardaki lokalizasyonuna ve mikrotiibiil baglantisindaki
onemine bor¢ludur (Hill ve ark., 2011). ilerleyen yillarda bu proteinin karsinomalardaki

onemi ile ilgili daha ¢ok veri saglanacaktir.
Tablo 5° de RASSF izoformlari, herbirinin biyolojik fonksiyonlar1 ve etkilesime

girdigi proteinler verilmistir. Tablo 6’ da ise RASSF ailesi genlerinin genel 6zellikleri

gosterilmektedir.
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Tablo 5. RASSF izoformlarinin listesi (Volodko ve ark., 2014)

RASSF Kromozomda Yeri/ Biyolojik Fonsiyonu Etkilesime Girdigi
izoformu Protein Miktar: Protein
1A 3p21/39.2 kDa ** MST kinaz bagimli apoptoz MSTI1, MST2,
** Oliim reseptorii bagimli apoptoz MOAPI1, RABPI,
*% Mikrotiibiil olusumu ve Cdc20, Aurora A/B,
stabilizasyonu MAPIB, MAPI1S,
** Hiicre dongiisii MDM2, Ran, RaplA,
** Mitoz RASS1A, RASSF5A,

** Mitotik siklin stabilizasyonu ve p120E4F, Chkl,
APC-Cdc20 inhibisyonu ile mitotik DDBI1, H-Ras, ATM,
ilerleme zamanlamasi Skp2,

** Kardiyak hipertrofi

** NF«B aktivite diizenleme

** B-catenin birikimi engelleme

** DNA tamiri

*% P53 ve P73 stabilizasyonu

** Yaralanmalarda inflamasyondan

koruma

1C 3p21/31.2 kDa ** Hiicre gelisimine etki MST1, MST2,
*%* Metastaz ve kanser hiicrelerinin IGFBP5, TFPI-2,
yasamasini kolaylagtirma BTrCP, DAXX

** Hiicre gociinii kolaylagtirma

** Osteosarkoma ve akciger
kanserinde hiicre gogalimini azaltma
ile sonuglanan susturma

** B-catenin bozulmasini engelleme
** SAPK/INK sinyal yolagimi aktive
etme

2 20p13/37.8 kDa  ** Hiicre gelisimi engelleme K-Ras, PAR4,
ve hiicre dongiisiinden MSTI1, MST2
kurtarma
** Aktin hiicre iskeleti
organizasyonu
** Apoptoz
** NFkB nin transkripsiyonel
aktivitesini baskilama
** MST2 aktivitesini
baskilama

46



Tablo 5. RASSF izoformlarinin listesi (Volodko ve ark., 2014) (devami)

RASSF Kromozomda Yeri Biyolojik Fonsiyonu Etkilesime Girdigi
izoformu Protein
3 12q4.1/ 28.6 kDa ** Apoptoz diizenleme MOAPI1, Mdm?2,
** P53 stabilitesi ile hiicre dongiisii MST1, MST2
diizenleme
** DNA tamiri
4 10q11.21/36.7kDa  ** Apoptoz K-Ras, ST1, MST2,
** MST?2 aktivitesini baskilama MST1
** Ras sinyali asagisindaki MAP
kinaz sinyalini diizenleme
5A 1q32/47.1 kDa ** Apoptoz baslatip veya hiicre Ras, Carmal,
dongiisii geciktirip timor gelisimini MSTI1,
baskilama MST2,
*%* Mikrotiibiil olusumunu diizenleme tubulin, Aurora A,
** HIPK1 onkoprotein bozulmasina ~ Mdm?2,
yol agma Itch,
** TNFo bagimli apoptoz ve MST1
aktivasyonu diizenleme
5C 1932 /30.4 kDa ** Lenfosit yapismasini diizenleme Ras, Carmal,
*% T hiicre go¢ii ve reseptorii Rapl, Rap2, MST1
diizenleme
** Endotel hiicre go¢iinii kontrol
etme
6 4ql13/43.4kDa ** Apoptoz diizenleme MST2, K-Ras, MOAP-
** Hiicre dongiisii diizenleme 1,
** NF«B yolag1 baskilama MSTI1, MST2,
** P53 stabilizayonu MDM2
** Obezite diizenleyici
7 11p15/39.9 kDa ** Mitoz ve hiicre gelisimi N-Ras,
diizenleme MST1, MST2,
** Apoptoz karsit1 etki CHMPIB, DISC1
8 12p12 /48.3 kDa ** Hiicre gelisimi engelleme 14-3-3y, FRMDA4A,
** Wnt ve NFkB yolaklarim PSMDA4
diizenleme
** Hiicre- hiicre etkilegimi
diizenleme
9 12921.31 /50 kDa ** Epidermal homeostazi Peptidylglycine -

** Endozom geri doniigiimii

amidating
monooxygenase, N-,
K- and R-Ras
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Tablo 5. RASSF izoformlarinin listesi (Volodko ve ark., 2014) (devami)

RASSF Kromozomda Yeri/ Biyolojik Fonsiyonu Etkilesime Girdigi
izoformu Protein Miktar: Protein
10 11p15/56.9 kDa ** Tiimor hiicre gelisimini baskilama  Tanimlanmamustir.

/ Apoptoza tesvik

** Wnt/B-catenin yolagi baskilama

Tablo 6. RASSF ailesi genlerinin &zellikleri (www.ncbi.gov, 13.06.2019 tarihinde edinilmistir)

Aminoasit | Niikleotit Exon

Gen Ad1 | Gen ID Protein Adi
Sayisi Sayisi Sayisi

RASSFI 11186 Ras Associated Domain Family Member 1 344 1,9 kbp 9
RASSF2 9770 Ras Associated Domain Family Member 2 326 5,4 kbp 15
RASSF3 283349 | Ras Associated Domain Family Member 3 238 3,5 kbp 8
RASSF4 83937 Ras Associated Domain Family Member 4 321 3,6 kbp 12
RASSFS5 83593 Ras Associated Domain Family Member 5 418 3,5 kbp 7
RASSF6 166824 | Ras Associated Domain Family Member 6 369 5,9 kbp 17
RASSF7 8045 Ras Associated Domain Family Member 7 373 2,0 kbp 7
RASSFS 11228 Ras Associated Domain Family Member 8 419 2,7 kbp 11
RASSFY9 9182 Ras Associated Domain Family Member 9 435 5,5 kbp
RASSF10 | 644943 | Ras Associated Domain Family Member 10 507 2,8 kbp 1

2.9.2 RASSF Proteinlerinin Epigenetik Diizenlenmesi

Epigenetik, son donemlerde kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve sizofreni
icin 6nemli bir faktor haline gelmistir. Niikleotit dizisini veya organizmanin bir sonraki
nesile aktarma kabiliyetini degistirmeksizin gen ekspreyonunda yaptigi degisiklik
mekanizmasidir. Epigenetik degisiklikler bir sonraki nesile direk olarak transfer
edilmemesine ragmen, ¢ogu durumda belirli bir bolgede meydana gelen degisime olan

yatkinlik transfer edilebilir ve ailesel bag olusabilir.

Epigenetik degisiklikler, dnceki boliimde belirtildigi gibi, kromoatinin yeniden
sekillenmesi veya DNA ya da histon modifikasyonlar1 ile olabilir. Histon
modifikasyonlarinin baginda sitozinin 5-metilsitozine doniismesi gelir. Yine promotor

bolgede CpG adalar1 olarak bilinen ve CG bakimindan zengin DNA uzantilar1 {izerinde
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de gerceklesebilir ve normal transkripsiyona miidahale eder (Hu ve ark., 2013). DNA
metilasyonu genelde DNA metiltransferaz 1 enzimi (DNMTT1) ile gergeklestirilir ve yari
metillenen DNA’ y1 metiller. DNMT3a ve 3b metiltransferazlar ise metillenmemis CpG
bolgelerindeki yeni metilasyondan sorumludur. Metilasyon siddetli bir degisiklik de
olsa, bir sitidin analogu olan 5-Aza-2’deoksisitidin tarafindan baskilanabilir (Christman,
2002). Bu sitidin analogunun kullaniminda siirlamalar vardir ve etkilenen bolgeye
potansiyel bir terap6tik ajan olarak gitmesinde zorluklar olabilir.

Yine daha once belirtildigi gibi, pekcok RASSF ailesi iiyeleri promotor
spesifik epigenetik degisiklikler ile diizenlenir. RASSFIA ilk tanimlanan ve insan
kanserlerinde en ¢ok metilasyona ugrayan genlerden biri olarak diisiiniiliir. Cok sayida
kanserde epigenetik olarak susturulmakla kalmaz, ayni zamanda kanserde en erken
saptanabilen degisikliklerden biri olarak tanimlanir (Klajic ve ark., 2013).

Epigenetik degisimler exon 1 ve RASSIA promotorunu kapsayan >60 CpG
bolgesinde gerceklesir. Susturulma farkli hiicre hatlarinda tanimlanabilecegi gibi, 5-aza-
2’-deoksisitidin, makhanin(machanine), kurkumin ve desitabin gibi cesitli kanserler i¢in
onaylanan ilaglar ile onarilabilir (Sorensen ve ark., 2002; Du ve ark., 2012).

RASSF1A4 metilasyonunun, farkli timorlerin 6zellikleri ile iliskisi pek ¢ok
arastirmanin konusudur. Ornegin servikal adenokarsinomada ve tiroid kanserlerinde
RASSFIA promotor metilasyonu, K-Ras ve B-Raf mutasyonlar ile ters orantili olarak
iligkilendirilmistir (Kang ve ark., 2007; Brait ve ark., 2012).

RASSF 14 metilasyonu ayrica TP53 mutasyonuyla da ters orantili olup, timor
olusumunda bagimsiz mekanizmalar olarak goriiliir (Klajic ve ark., 2013). RASSFIA
metilasyonu ile yiiksek tiimor dereceleri arasindaki iligki, derin myometriyal istila ve
endometriyal kanserde pelvik lenf bezlerinin pozitif metastatik gelisiminde karsimiza
¢ikar (Duan ve ark., 2013). Ilging bir sekilde, RASSFIA hipermetilasyonu Wilms
timorlerinde de kromozom dengesizligi ile baglantili sekilde goriliir. Bu da
RASSFI1A nin genomik dengeyi kontrol etmedeki roliinii ortaya koyar (Haruta ve ark.,
2008).

Akciger kanserinde, alt tip spesifik olarak fark yaratan metilasyon
degisiklikleri RASSF1A4’ nin NSCLC’ de (nonsmall cell lung cancer) diisiik metilasyonu,
SCLC’ de (small cell lung cancer) yliksek metilasyonu ile kendini gdsterebilir. Yine

gogiis kanserinde HER?2 pozitifte, HER2 negatife kiyasla, RASSFIA daha yiiksek
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metilasyonludur (Klajic ve ark., 2013). Akut myeloid l6semide ise, RASSFIA
metilasyonu hi¢ veya az olusur ve RASSF1A4’ nin ekspresyonu etkilenmezse patojenezde
bu metilasyon énemli degildir. RASSF1A4’ nin aksine 16semide, RASSF6, 7 veya 10’ un
epigenetik susturulmasinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Kanserin yanisira, RASSFIA’ nin epigenetik susturulmasi, inflamatuar
bagirsak hastaliginin (IBD) bir formu olan iilseratif kolit (ulcerative colitis, UC)
hastalarinda da goriilmiistiir (Abouzeid ve ark., 2010). UC ve Crohn hastalig1 (CD)
idiopatik kronik bagirsak hastaliklaridir ve sebepleri bilinmemektedir. Sindirimde
onemli GI yolunun inflamasyonu sonucu karin agrisi, kronik diyare ve kilo kaybina
neden olur.

Molekiiler olarak inflamasyon, NFxB gibi transkripsiyon faktorlerin
hiperaktivasyonu ve inflamatuar yanit olusturmak icin sitokinlerin yiiksek {iiretimi
olarak aciklanir (Ridder ve ark., 2007; Baumgart ve ark., 2007). NFxB’nin
aktivasyonu, Toll benzeri reseptorler (TLR) veya tiimor nekroz faktorii oo (TNF o) gibi
coklu yiizey reseptorlerinden kaynaklanabilir, bu da sonugta IL-6 iiretimi gibi sitokin
tiretimi ile sonuglanir. IL-6’ nin DNA metiltransferaz 1 (DNMT1) upregiilasyonu ile
RASSF1A4’ nin epigenetik kaybina yol agabilecegi, bunun da inflamasyonun RASSF1A4
ekpsresyon kaybina sebep olacagi ve UC hastalarinin neden RASSFIA epigenetik
kayiplara sahip oldugunun agiklanabilecegi diisiiniilmektedir (Braconi ve ark., 2010;
Goran ve ark., 2010).

Onemli bir sekilde, IBD hastalar1 (inflamatuar bagirsak hastaligi) hayatlarmin
gec evrelerinde kolorektal kanser gelisimine sahip olurlar ve RASSFIA promotor
metilasyonu kolorektal kanserde karsimiza ¢ikar. Bu da RASSFIA4 kaybinin kolorektal
kanser gelisiminde erken bir belirti olmasini diislindiiriir. Yine RASSF1A4’ nin benzer bir
epigenetik susturulmasi pankreatitli hastalarin %44’ inde saptanmaktadir (Abouzeid ve

ark., 2011).

Pankreas kanserinde, pankreas inflamasyonu belirtileri bir ¢esit yatkinlik
faktoridiir yani kanser egilimi gosterebilecek durumdadir. Bu hastalarin %83’ {inde
RASSFIA epigenetik susturulmaya ugramistir. Bdylece, kanser oncesi bir durum

sirasinda yani inflamasyonda RASSFIA epigenetik kaybi, kronik inflamasyonun
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yayillmay1 artirmak ilizere RASSFIA’ y1 epigenetik olarak susturdugu bir molekiiler
mekanizmay1 gosterir (Dammann ve ark., 2003).

RASSF2’nin 5° CpG adasi yaklasik 1.6 kb’ dir ve RASSF?2 tiroid hastalarinin
%88’ inde epigenetik olarak susturulmustur. Bu hastalarin %63’ ii, RASSF5A4 geninde
de epigenetik susturulmaya ugramistir (Schagdarsurengin ve ark., 2010). Guatr veya
folikiiler adenomlu hastalarda epigenetik susturulmaya rastlanmamistir.  Ayni
orneklerde, RASSF3 ve 4 epigenetik degisime ugramayip, RASSF5A4 ugramistir. Bu da
tiroid bezlerinin fonksiyonunda RASSF2 ve RASSF5A’ nmin ayirt edici Ozelliklerinin
oldugunu gosterir. Ayrica, tiroid kanser hiicre hatlarinda, 5-aza-2’-doksisitidin
tedavisinin RASSF2 ve RASSF5A ekspresyonunu diizelttigi goriilmiistiir.

RASSF2 metilasyonuna, kolorektal kanser (CRC), gastrik kanser ve oral
skuamo6z hiicre karsinomunda (oral squamous cell cancer) da rastlanir. Skuamoéz
servikal kanserde (squmous cell cancer), RASSF2 hipermetilasyonu ile daha kisa
sagkalim siiresi iliskilidir (Guerrero-Setas ve ark., 2013). Ilgin¢ bir sekilde CRC
(kolorektal kanser) hastalarinda, histon modifikasyonu ile epigenetik mekanizma
muhtemelen RASSF2 susturulmasinda rol oynar, ¢iinkii hiicrelerin histon deasetilaz
inhibitori ile gliglendirilmesi RASSF2 ekpresyonunu artirir (Akino ve ark., 2005).

RASSF3’ iin promotor metilasyonu, kanserde nadiren rastlanir. Yakin zamanda
da sadece hipofiz adenomunun alt tipi olan somatotrof adenomda (somatotroph
adenoma) rastlanmistir (Peng ve ark., 2013). Yine bagka bir gilincel calismada, bazi
polimorfizmlerin RASSF3 ekspresyon seviyelerini degistirerek bas ve boyun skuamoz
hiicre karsinomuna yol agabilecegi saptanmistir. Bu da RASSF3 diizenlemesinin bagka
bir yoludur (Guo ve ark., 2013).

Bas ve boyun skuamoz hiicre karsinomunda (head and neck squamous cell
carcinoma) RASSF4 promotor metilasyonu olduk¢a nadirdir. %13 oraninda seyreder
(Steinmann ve ark., 2009). Yine daha az siklikla RASSF4 promotor metilasyonu,
nazofarenks kanserinde (nasopharyngeal cancer) %5 oranindadir (Chow ve ark., 2004).

Kiyaslandiginda bas ve boyun skuaméz hiicre karsinomu (HHSCC), RASSF4
metilasyonuna daha yiiksek bir egilim gosterir. Bu da RASSF4 ekspresyonunun, oral
kanser kok benzeri hiicrelerde (oral cancer stem like cells) yani kanser baslatici
hiicrelerde bastirildigina dair bulgular igerir. Bu sebeple RASSF4’ {in hiicre gdciindeki

Oonemi ve yayilma (invasive) kontroliindeki rolii goriiliir (Michifuri ve ark., 2013).
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Onceki calismalar, akcier tiimor hiicre hatlarinda ve primer akciger
timorlerinde RASSF5A ekspresyonunun kaybina dikkat c¢eker (Vos ve ark., 2003).
Ayrica Wilms tiimorii ve renal hiicre karsinomu, kolon kanseri gibi diger kanserlerde de
RASSF54° nin promotor spesifik hipermetilasyonu onem arz eder. Epigenetik
susturmaya alternatif olarak RASSF5A4, kalpain (calpain) proteinleri tarafindan
katalizlenen proteoliz ile downregiile olabilir. Tiimor hiicrelerinin biiylimesine yani
biliylimeyi engelleyen durumlardan kacinmaya yol agar (Kuznetsov ve ark., 2008).
RASSF5C promotor metilasyonu ise nadirdir. Sebebi lenf dokularma ekspresyonunun
limitli olmasidir. Bu genin metilasyonu sadece, hepatosellular karsinomada ve Merkel
hiicre karsinomunun %8’ inde goriiliir.

RASSF5’ e benzer sekilde, RASSF6 da ndroblastoma ve cocukluk cagi
l6semisinde epigenetik olarak susturulmus durumdadir (Hesson ve ark., 2009).
RASSF6’ nin diizenlenmesinde bagisiklik sisteminin 6nemli oldugunu belirtmek igin,
RASSF6 in vitro ortamda makrofajlarla downregiile edilmistir (Sanada ve ark., 2013).

RASSF ailesinin bir diger liyesi olan RASSF10 da epigenetik olarak susturulur.
Bugiine kadar, kotii huylu malignant melanoma hasta 6rneklerinin %68’ 1 epigenetik
olarak susturulmus durumda bulunmustur (Helmbold ve ark., 2012). Ayrica, RASSF10
promotor metilasyonu, prostat kanserli hastalarda ve pediatrik yani ¢ocukluk
16semisinin %88’ inde, yine kronik lenfosit 16seminin %50’ sinde, tiroid kanserlerinin
%66’ sinda ve melanomanin %68’ inde rastlanmaistir.

RASSF7 ve 8 metilasyonu ile ilgili cok fazla bulgu yoktur, ayrica RASSF9 geni

de CpG adas1 bulundurmaz.

RASSF proteinlerinin ekspresyonunun diizenlenmesinde epigenetigin dnemine
vurgu yapilmasina ragmen, altinda yatan mekanizmalar yeni yeni kesfedilmektedir. Son
zamanlarda RASSF1A4’ nin promotor metilasyonunun P53 ve 6lim bagiml protein 6
(death associated protein 6/ DAXX) tarafindan diizenlendigi bulunmustur (Zhang ve
ark., 2012). Yapilan ¢aligmalara gore P53, RASSFI1A promotoruna baglanir, DAXX ve
DNMTI1 proteinlerini toplar, DNA metilasyonuna ve sonunda RASSFIA’nin
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inaktivasyonuna yol acar. P53 protein seviyesindeki dalgalanmalar, RASSFIA
metilasyonunu etkilemez. Tersine, RASSF 1A promotorun metilasyonu, DAXX tarafindan
kontrol edilir, ¢linkii DAXX" 1n zorlanmis asir1 ekspresyonu RASSFIA promotor
metilasyonunu baglatir, DAXX’ 1 baskilanmas1 ise RASSFIA metilasyonunu azaltir
(Zhang ve ark., 2012).

RASSFI1A mekanizmasinda epigenetik susturulmayi daha iyi anlayabilmek
icin, Palakurthy ve ekibi genom 06lgekli RNAi tarama yaptilar ve RASSFIA promotor
hipermetilasyonu i¢in homeobox protein 3’ iin (HOXB3) gerekli oldugunu buldular
(Palakurthy ve ark., 2009; Li ve ark., 2012). Bu bulus daha sonra miRNA c¢aligmalariyla
da desteklendi. Bulguya gére, HOXB3 DNMT3B genine baglanir, ekspresyonunu artirir.
DNMT3B geni sonra, RASSF1A4 lokusuna, polycomb represdr kompleks 2 (polycomb
repressor complex 2) ve MYC etkilesimi ile alinir. Bu etkilesim ile RASSF1A4 promotoru
metillenir (Palakurthy ve ark., 2009).

Yine yakin ¢alismalarin bir digerinde, bir bagka etkenin, RASSF1A4 epigenetik
diizenlemesinde 6nemi incelenmistir. Beckedorff ve ekibi, RASSFIA’ nin antisense
zincirinden kopyalanan, uzun kodlamayan ve yapismamis bir RNA’ nin, RASSFIA
transkripsiyon bolgesinde RNA/DNA hibridi olusturdugunu ve polycomb represor
kompleks 2’ yi (polycomb repressor complex 2) RASSFIA promotoruna ekledigini
bulmuglardir (Beckedorff ve ark., 2013). Tiim bu bulgular da, RASSF/A promotorunda
H3K27 histonunun metilasyonunda artis ve transkripsiyon aktivitesinin spesifik olarak
azalmasi sonucuna vardirmistir. Bu ¢alismada, RASSFIA promotoriinde herhangi bir
DNA hipermetilasyonuna rastlanmamistir (Beckedorff ve ark., 2013). Tablo 7° de
RASSF proteinlerinin herbirinin ¢esitli kanserlerde promotor metilasyon durumlari

gosterilmektedir.

Tablo 7. RASSF proteinlerinin ¢esitli kanserlerde promotor metilasyonu

Gen Kanser Tipi Metilasyon Yiizdesi
RASSFIA4 *  Adrenokortikal Karsinoma e %60

¢  Endometriyal Kanser e %85

e Ewing Sarkoma e %68

e  Hepatoblastoma e %44
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RASSF2

RASSF3

RASSF4

Merkel Hiicre Karsinomu
Papillar Tiroid Karsinomu
Paratiroid Ttumorler

Hipofiz Adenomlar

Meme Kanseri

Kolorektal Kanser
Endometriyal Kanser
Ewing Sarkoma

Mide Kanseri

Akciger Kanseri / NSCLC
Merkel Hiicre Karsinomu
Nazofaringeal Karsinoma
Oral Skuamoz Hiicre Karsinomu
Prostat Kanseri

Skuamo6z Servikal Kanser

Tiroid Kanseri

Somatotrof Adenomu

Meme Kanseri

Hepatosellular Karsinoma

Karaciger Kanseri

Akciger Kanseri

Nazofaringeal Kanser

%51

%352
%20-50

%38
%42
%60

%80
%31
%7

%51
%26
%67
%61
%63

%27, %54 ise meme kanser
hiicre hatlarinda

%5

%44 renal kanser karsinom
hiicre hatlarinda

%21 SCLC, %22 NSCLC
%5

Tablo 7. RASSF proteinlerinin gesitli kanserlerde promotor metilasyonu (devami)

Gen Kanser Tipi Metilasyon Yiizdesi

RASSF5A4 Kolorektal Kanser %39
Feokromositoma ve Abdominal *
Paraganglioma

RASSF5C Hepatosellular Karsinom %62
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Merkel Hiicre Karsinomu

%8

RASSF6 Cocukluk Cagi Losemisi %94 B-ALL, %41 T-ALL
Noroblastoma *
RASSF7 Kronik Lenfositik Losemi %16
Noroblastoma *
RASSF8 Cocukluk Cagi Losemisi %9 B-ALL, %10 T-ALL
Farelerde Akciger *
Adenokarsinomu
RASSF10 Cocukluk Cagi Losemisi %16 B-ALL, %88 T-ALL
¢  Kronik Lenfositik Losemi e %50
*  Glioblastoma LI
¢ Melanoma * %68
*  Merkel Hiicre Karsinomu e %23
®  Prostat Kanseri o ¥
* Tiroid Kanseri * %66

* Taranan makalelerde, yiizdesi kesin olarak tanimlanamayan bu kanserlerin kontrol grubu

hastalar ile kiyaslandiginda daha ytliksek RASSF metilasyonlarma denk gelinmistir.

2.9.3 RASSF Proteinlerinin Diizenlenmesinde Diger Mekanizmalar
RASSF diizenlenmesinde mikroRNA ve post translasyonel degisimler gibi
farkl1 mekanizmalar da miimkiindiir. Yine tek niikleotit polimorfizmi de bazi RASSF’

lerde proteinin biyolojisini degistiren farkli mekanizmadir (Gordon ve ark., 2012).

MikroRNA Diizenlemesi
MikroRNA' lar (miRNA'lar) ¢ok sayida fizyolojik siirecin diizenlenmesi i¢in
onemli olan kisa (~22 niikleotit) RNA' lardir. insan protein kodlama genlerinin yaklasik

%60' in1in miRNA' lar tarafindan diizenlendigi goriilmektedir (Freidman ve ark., 2009).
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Birgok miRNA, CpG adalan ile iliskili olarak epigenetik diizenlemeye ugramistir.
Ayrica histon degisimleri ile de diizenlenirler. MiRNA’ lar siklikla pek c¢ok kanserde
diizensiz durumdadirlar, ayrica miRNA’ larin hedef genlere bagl olarak onkogen veya
timor baskilayici olarak islev gosterebilecegi one siiriiliir (Esquela-Kerscher ve ark.,
20006).

Biyoinformatik analizler ile RASSFIA mRNA’ sinin, en az 15 miRNA ile
hedeflenebilecegi ongoriilmiistiir. Bu miRNA’lar; miR-326, -330, -149, -16, -497, -504,
-410, -99a, -99b, -100, -124, -193, -193b, -182, -18la—d. Ancak deneysel olarak
dogrulanan fakat tahmin edilmeyen tek miRNA mir- 602°dir.

Son zamanlarda, hepatoma hiicelerinde mir-602° nin ekspresyonunun
engellenmesi ile RASSFIA ekspresyonunun artirildigi ve bunun hepatoma hiicre
apoptozunu gelistirdigi, ayrica mir-602’ nin RASSF 1A timor baskilayici fonksiyonlarini
baskilayarak HBV (Hepatit B viriis) aracili hepatokarsinojenezin erken evresinde
diizenleyici olarak rol aldig1 ve hiicre ¢cogalmasini baskiladigir gosterilmistir (Yang ve
ark., 2010). Hepatokarsinojenezin erken evrelerinde anormal mir-602 ekspresyonu
saptanmistir ve RASSFIA protein kaybiyla iliskili oldugu disiiniilmektedir. Bu da
potansiyel bir erken durum saptayict markir olabilecegi ve HBV pozitif hepatosellular
karsinomda terapdtik hedef olabilecegi kanisini dogurur.

RASSFIA gibi epigenetik olarak susturulmus genlerde, DNMT aktivitesini
diizenlemek i¢in daimi inflamasyon ve IL-6 seviyesi artar. mikroRNA hedefli DNMT’
ler veya epigenetik diizenlemelerdeki diger proteinler de RASSFIA ekspresyonunu
etkiler. Yapilan bir calismada, DNMTI1’ in asir1 ekspresyonu kolorektal kanser
dokularinda ve hiicre hatlarinda mir-342 ile baglantili olarak bulunmustur (Wang ve
ark., 2010).

Mir-342 tamiri, DNMT1 ekspresyonunun azalmasiyla sonuglanmig ve bu da
promotor demetilasyonu sayesinde 4DAM?23, Hintl ve RECKS genleri ile RASSFIA’
nin yeniden aktivasyonunu saglamistir. Li ve arkadaslar1 meme kanseri hiicrelerinde,
HOXB3 transkripsiyon faktoriiniin mir-7 ve mir-218 susturulmaslarindan sonra,
DNMT3b’nin RASSF 1A promotoru ile baglantili oldugunu buldular (Li ve ark., 2012).

Ek olarak, hiler kolanjiokarsinomda mir-373’ iin MBD2 (methyl-CpG-
Binding Domain Protein 2) aracilifiyla RASSF1A4’ y1 diizenledigi gdsterilmistir. QBCoso
hiicrelerinde, mir-373 ile MBD2 baskilanmasi RASSF1A4 ekspresyonunu artirirken,
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HIBE,;. hiicrelerinde de anti- mir373 baskilayicisi ile MBD2 aktivasyonu, RASSFIA
ekspresyonunu azaltmistir (Chen ve ark., 2011). Bir bagka c¢alismada Chen ve
arkadaglari, mir-373 gen promotoriiniin CpG adasi bulundurdugunu ve metilasyonla
diizenlendigini ortaya koymustur (Chen ve ark., 2011). Bu tarz ¢alismalar ile RASSF14°
da, mikroRNA diizenlemelerinin Onemi desteklenir. Diger RASSF {iyelerinin de
miRNAlar tarafindan diizenlendigi diisiiniilse de heniiz bilimsel olarak ortaya konan

veriler yoktur.

Post Translasyonel Degisimler

RASSF1A4’ nin translasyon sonrast degisimleri, bu genin biyolojik 6zelliklerini
ve dengesini etkileyebilecek diizenleme mekanizmalar1 olarak tanimlanir. RASSF1A4’ nin
fizyolojik kosullar altinda, bazi Serin ve Treonin rezidiilerinde fosforile oldugu
bilinmektedir. Rong ve ekibi, mitotik bir kinaz olan Aurora-A’ nin mitoz sirasinda,
RASSF14 ile Thr202 ve Ser203 numarali rezidiilerde dogrudan etkilesime girdigi ve
bunun da, RASSF1A’ nin mikrotiibiillerle baglanmasi ve hiicre dongiisii ilerlemesini
diizenlemesi kabiliyetini etkiledigini ortaya atmislardir (Rong ve ark., 2007).

Yine ATM (ataxia telangiectasia mutated), CDK4 (cyclin-dependent kinase-4),
PKC (protein kinase C), MSTI (Mammalian STE20-like kinase 1), Aurora A, Aurora B
ve Chkl (check point kinase 1) gibi diger cesitli kinazlarin, RASSF1A4’ y1 fosforilledigi
caligmalar ile desteklenmistir (Rong ve ark., 2007; Song ve ark., 2009; Jiang ve ark.,
2014). Bu kinazlarin herbiri, RASSFIA’ nin degisik fonksiyonlarin1 degisik sekilde
etkiler. RASSFIA’ nin fosforilasyon ile diizenlenmesi, birden fazla kinazin ortak is
gormesiyle gerceklesip, c¢esitli hiicresel siiregler i¢in RASSFIA fonksiyonunu
degistirirler. Tablo 8 de RASSFIA i¢in tamimlanan tiim kinazlar ve bu gene etkileri
verilmistir.

Tablo 8. RASSF14 igin tanimlanan kinazlarin ve RASSF 1A’ ya etkilerinin 6zeti

Kinaz Aminoasit RASSFI1A Fonksiyonuna Etkisi

Rezidiisii
Aurora A T202 ve S203 Fosforilasyon,RASSFIA’nin ~ mikrotiibiiller  ile
(Song ve ark., 2009; Rong etkilesimini bozar ve RASSFIA’nin M faz hiicre
ve ark., 2007) dongiisii tutmasi yetenegini ortadan kaldirir. Ayrica

fosforilasyon, RASSF1A4’nin Cdc20’den kopmasina
yol agar. Boylece Cdc20 ve APC etkilesimi
dogurur. Siklin A azalmasi ve prometafaz ilerlemesi
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gergeklesir.

Aurora B S203 Fosforilasyon, Syntaxin 16 ile etkilesime yol agar
(Song ve ark., 200) ve syntaxinl6’nin ge¢ mitoza etki eder ve sitokin
tamamlanmasi dogurur.

Cyc D- CDK4 S203 RASSFIA’nin Skp2 bagimli  bozulmasi igin
(Song ve ark., 2008) fosforilasyon gerekir.

Chkl (check point kinase 1) S184 Fosforilasyon,RASSF 1A’ nin mikrotiibiillerden
(Jiang ve ark., 2014) kopmasina neden olur ve hiicrede RASSFIA

dagilimin1 degistirir. Ayrica RASSFIA’nin M fazi
tutumu (arrest) yol agma yetenegini ortadan

kaldirir.
ATM (Hamilton ve ark., S131 P73 dengesini saglayan MST2 ve LATSI
2009) aktivasyonu i¢in fosforilasyon gereklidir.
PKC S197 ve S203 RASSFIA’nin mikrotiibiil agin1 yeniden organize
(Verma ve ark., 2008) etmesi i¢in fosforilasyon gereklidir.

MST1 (Vichalkovski ve T202 ve S203 RASSFIA’nin  NDR1/2’yi aktive etmesi icin

ark., 2008) fosforilasyon gereklidir.

GSK-3pB (Glycogen S175, S178 ve RASSFIA’nin  TNF-R1 veya TRAIL-R1 ile
synthase kinase 3f) S179 baglantiyr ortadan kaldirmak igin 14-3-3 ile
(Ghazaleh ve ark., 2010) baglanmasi1 amaciyla fosforilasyon gereklidir.

Daha 6nce bahsedildigi gibi, RASSFIA proteini, G1 fazinda hiicreleri tutar ve
RASSF1A4’ nin kayb1 kanserde kontrol edilemeyen hiicre boliinmesine gotiiriir. Normal
hiicrelerde RASSF'14 ifade edilmeye baslandiktan sonra, bu hiicreler RASSF1A4 azaltmak
ve hiicre dongiisli devam ettirmek i¢in bir mekanizmaya sahip olmak zorunda kalirlar.
Bunda, ubikitinasyon mekanizmasi, hiicre dongiisii ilerlemesi diizenlenmesinde 6nemli
bir faktor olarak goriiliir (Teixeria ve ark., 2013).

Verilere gore, ubikitinasyon enzim kompleksleri RASSF1A4° y1 diizenler. Hatta
RASSFIA diizenlenmesinde, Skpl-Cull-F kutusu (SCF box) ubikitin ligaz

kompleksinin tanimlanan ilk diizenleme kompleksi oldugu bilinir (Song ve ark., 2008).
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Bu kompleksin Skp2 alt birimi, RASSFIA ile etkilesir ve hiicre dongiisiiniin G1-S
fazinda degredasyona gétiiriir. {lging bir sekilde RASSF14, Skp2 ile baglanabilmek i¢in,
siklin D ve siklin bagimli kinaz 4 tarafindan Serin202’ den fosfororillenmelidir (Song ve
ark., 2008).

Mitozda, Cullin 4A (CULL4A), RASFIA degredasyonunu kolaylagtirir (Jiang
ve ark., 2010). Bu durumda, DNA hasar baglanma proteini 1 (DDBP1) RASSFIA ile
direk etkilesime girer ve onu mitozda CUL4A E3 ligaz kompleksine getirir. Bu
nedenle, ubikitinasyon, RASSFIA diizenlemesinde Onemlidir ve ubikitinasyon
mekanizmasinin  bozuklugu RASSFIA ekspresyon kaybina bdylece baglantili
hepatosellular karsinoma belirtilerine yol agar. Bu da aslinda diagnostik bir markir
gorevi gortir (Calvisi ve ark., 2009).

RASSF 1A promotorunun P53 baglanma bdlgesine sahip oldugu bilinmektedir,
bu da ATG transkripsiyon baslama kodonunun 2718 baz yukarisindadir. P53, RASSF1A4
promotoruna baglanabilir ve bu genin aktivasyonunu durdurabilir. Transkripsiyon faktor
aragtirmalarinin ¢ogu, RASSF4 hari¢ RASSF genlerinin hepsinin promotor bdlgelerinde,
P53 ve NF«B baglanma bolgelerine sahip olduklarini gostermektedir. Tablo 9’ da tiim

RASSF genleri ile bunlarin transkripsiyon baglanma bdlgeleri verilmistir.

Tablo 9. Transkripsiyon faktor baglanma bolgeleri ve RASSF genleri

RASSF Potansiyel TF Baglanma Bolgeleri

RASSF1 NF«B, p53, AP1, c-Jun, HoxAS

RASSF2 NF«B, p53, NFAT, IRF-1, SRY

RASSF3 p53, ITF-2, Tal-1B, c-Myc, Max1, CP1A, NF-Y, CBF(2)
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RASSF4 SRF, Pax-5, SRY, HOAA3, E2F, STAT1, STAT2

RASSF54 NFxB, p53, Elk-1
RASSF5C NF«B, p53, AP4, c-Myb

RASSF6 NF«B, p53, FoxC1, HIf, FOXO3, RFX1, RelA

RASSF7 NFkB, STAT3, ¢-Myc, c-Myb, Max-1, NF-1, HNF-1

RASSFS ROR02, POU3F, POU2F, RSFC4, CdcS, RFX1

RASSF9 Nkx2, ROR02, CHOP-10, ¢/EBPa, Lhx3, Pax-4, ER-a, Evi-1,01f-1
RASSF10 Cart-1, NRSF, CREB, RFX1, ATF-2, CRE-BP1, FOXOla, FOXO1, HNF-3p

Kisaca ozetlersek, RASSF proteinleri timor baskilayici fonksiyonlara sahiptir
ve hiicre gelisimi ve ¢ogalmasini engellemede biiyilk 6nem arz ederler. Ayrica hiicre
oliimiine de tegvik edebilirler. RASSF proteinleri, islevlerinin ¢ogunu diger proteinlerle
etkilesime girerek ve kompleks mekanizmalar tarafindan diizenlenerek gerceklestiriler.
Bu mekanizmalarin basinda, promotor hipermetilasyonu, histon modifikasyonu, protein
translasyon sonrasi degisiklikler, polimorfik degisimler ve miRNA diizenlemeleri gelir.
RASSF genlerinin promotor spesifik metilasyon ile epigenetik susturulmasi, pek¢ok
kanserde karsimiza cikar. Yapilan caligsmalar ile, inflamasyonun epigenetik susturma
icin tetikleyici oldugu ve kanser gelisimine katki sagladigi sonucu dogar. RASSF
promotor hipermetilasyonlarinin her biri ¢esitli kanserlerde 6nemlidir.

Bu caligmada da, RASSF ailesi proteinlerinden olan RASSF1A4 ve RASSF2A’
nin promotor hipermetilasyon ile epigenetik olarak susturulmasinin endometriyal

kanserde tetikleyici bir etken olup olmadig1 {izerinde durulmustur.
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RASSF  ailesi ile ilgili simdiye kadar yapilan calismalar ile kanser
epigenetigine iliskin veriler elde edilmistir. Gelecekte buna benzer ve 151k tutacak diger

caligmalar ile RASSF ailesinin kanserde etkisi ve 6nemi daha da anlasilabilir olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Klinik Orneklerin Toplanmasi ve Karakterizasyonu

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji Boliimii’ nden
formaline fikse edilmis parafine gomiilii 15 doku caligmaya dahil edildi. Bu dokular
endometriyal kanser teshisi konmus hastalarin histerektomi sirasinda alinan dokularrydi.
Dokular laboratuvar sicakliginda tutuldu. Endometriyal kanser teshisi konan ve Patoloji
Boliimii’ nden dokular1 temin edilen bu 15 hastanin her birinin ayrica periferal kanlari
da, EDTA’ 1 tam kan tiiplerine alindi. Bu kanlar da laboratuvar ¢alismalar igin -20°C’
de saklandu.

Yine Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklari
ve Dogum Klinigi’ nden kontrol grubu olarak diisiiniilen 10 doku ¢aligmaya dahil edildi.
Bu dokular, saglikli kadinlarin sezeryan dogum sirasinda jinekologlar tarafindan
rahimlerinden alinmisti. Alman doku ornekleri cerrahi numune kaplarina konmus
sekilde teslim alind1. -20 °C’ de laboratuvar ¢alismalari i¢in saklandu.

Hasta grubu icin ¢alismaya dahil edilen 38-64 yas arasi 15 kadinin yas
ortalamasi 53 iken, kontrol grubu 26-37 yas aras1 10 kadinin yas ortalamast 32 idi.
Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalarinin yakin olmamasinin nedeni, hasta
grubunun 6zellikle 45 yas tistii menopozlu kadinlar, kontrol grubunun da dogum yapan

saglikli geng kadinlar olarak secilmesidir.

3.2 Kullamilan Kimyasal Maddeler, Soliisyonlar ve Cihazlar
Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler temin edildikleri firmalar ile
birlikte Liste 1’ de, kullanilan cihazlar ve kullaniom amagclar Liste 2’de, kullanilan

soliisyonlar ve hazirlanislari ise Liste 3’ de siralanmustir.



Liste 1. Kimyasal Maddeler ve Temin Edilen Firmalar

Firma ismi Kimyasal Madde Ismi
MgClz
10X Taq Buffer
Taq DNA Polimeraz
Thermo Scientific dNTP Mix
6X DNA Loading Dye
Gene Ruler LR
RASSF1A FM Primer RASSF2A FM Primer
Oligomer RASSF1A RM Primer  RASSF2A RM Primer
RASSF1A FU Primer RASSF2A FU Primer
RASSF1A RU Primer RASSF2A RU Primer
Prona Biomax Ultra Pure ™ Agaroz
Merck EDTA
Riedel-de Haen Saf Etanol
Sigma EtBr
Invitrogen PureLink . o
GenomichNA Mini Kit DNAJESyon Kifl
Thermo Scientific
GeneJET FFPE DNA DNA izolasyon Kiti

Purification Kit

Thermo Scientific EpiJET
Bisulfite Conversion Kit

Bisiilfit Modifikasyon Kiti

Liste 2. Kullanilan Cihazlar ve Kullanilma Amaglar1

Kullamlma Amaci Cihaz ismi

Inkiibasyon VWR Digital Heatblock
Inkiibasyon Techne DRI-Block

Santrifiij Niive NF 048
Spektrofotometre JENWAY Genova Nano
Vorteks Clifton Cyclone

PCR GeneAmp PCR System 9700
Otoklav / Sterilizasyon Niive

Bidistile Su Hazirlama Niive

Hassas Terazi

Otomatik Pipetler
Elektroforez Tanki1

UV Goriintiilleme Analiz

Mettler AJ 100

Ependorf, Socorex, Rainin

Scie-Plas
Biolab
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Liste 3. Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlaniglar

Soliisyon Ismi

Hazirlamis1

10XTBE 108 gr Tris, 55 gr Borik Asit, 40 ml EDTA 0,5 M
pH:8 karistirilip iizerine 1000 ml olacak sekilde
bidistile su ilave edilir.

1XTBE 100 ml 10XTBE ile 900 ml bidistile su karistirilir.

Agaroz Jel 2 gr agaroz ve 100 ml bidistile su karistirilir.

Mikrodalgada kaynatilip iizerine 100 ul EtBr
ilave edilir.

Stoktan (1 gr EtBr ve 10 ml distile su) 100 pl
EtBr alinip 900 ul deiyonize su ile karigtirilir,

Etidium Bromiid Soliisyonu

3.3 DNA izolasyon Yéntemi

Endometriyal CA tanis1 konan hastalarin tiimér doku ve periferal kan 6rnekleri
ile saglikli kadinlarin doku 6rneklerinden ayri ayr1 DNA izolasyonu yapildi.

Kontrol grubu olarak tayin edilen dokularin her biri 6nce ayr1 ayr1 petri kaplarina
almip bistiiri ile kiigiik pargalara boliindli ve mikrosantrifiij tiiplere alinmak {iizere
izolasyon igin hazir hale getirildi. Thermo Fisher Scientific Invitrogen PureLink
Genomic DNA Mini Kit kullanilarak dokularin DNA izolasyonlar1 yapildi. Bu kitte
bulunan kimyasallar; Genomic Yikama Soliisyonu 1 ve 2, Genomik Elution Soliisyonu,
Genomik Digestion Soliisyonu, Genomik Liziz/Baglanma Soliisyonu, Proteinaz K ve

RNaz A idi.

3.3.1 Hazirhk
- Inkiibatér 55°C” ye ayarlandi.
- Bistiiri ile kiigiik pargalara boliinen doku orneklerinin herbirinden <25 mg ayr1 ayri
mikrosantrifiij tiiplere alindi.
- Genomik Yikama Soliisyonu 1° e 75 ml %96-100 etanol eklendi. Genomik Yikama
Soliisyonu 2 ‘ye ise 87.5 ml %96-100 etanol eklendi.

3.3.2 Protokol

Lizis:
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1. Onceden hazirlanan mikrosantrifiij tiiplere 80 pl Purelink Genomik Digestion
Soliisyonu ve 20 ul Poteinaz K eklendi. (Doku parcalarinin tiiplerdeki soliisyon iginde
kalmasina 6zen gosterildi.)
2. Mikrosantrifiij tiiplerdeki 6rnekler 55°C inkiibatorde 1 saat liziz i¢in birakildi.
3. Herhangi kalinti parcaciklarini gidermek igin, lizat maximum hizda 3 dakika
santrifiijlendi.
4. Siipernatan yeni ve steril mikrosantifiij tiiplere transfer edildi.
5. Lizatlara 20 ul RNaz A eklendi ve vortekslendi. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe
edildi.
6. Lizatlara 200 ul Purelink Genomic Lizis/ Baglanma Soliisyonu eklenerek iyice
karigsmasi i¢in vortekslendi.

DNA Baglanma:
7. Lizatlara 200 pl %96-100 etanol eklenerek 5 saniye daha vortekslendi.
8. Lizatlar mikrosantrifiij tiiplerden Purelink Spin Column ‘lara aktarildi. 1 dakika

10.000 rpm’ de santrifiij edildi.

Yikama:
9. Purelink Spin Column’lar kitten ¢ikan yeni koleksiyon tiiplere gegirildi. Herbir lizat
karisimina 500 pl Yikama Soliisyonu 1 eklendi. 1 dakika 10.000 rpm’ de santrifiij
edildi.
10. Spin column’ lar yeni koleksiyon tiiplere gecirildi. Sonra herbir lizat karigtmina 500
ul Yikama Soliisyonu 2 eklendi. Maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi ve
koleksiyon tiipler yenileriyle degistirildi.

Ayrilma:
11. Spin column’ lar 1.5-mL mikrosantrifiij tiiplere gecirildi. Herbirine 25 ul Genomik
Elution Soliisyon konarak oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildi.
12. Maksimum hizda 1 dakika santrifiij yapild1 ve saf genomik DNA’lar dokulardan
elden edildi. Ornekler -20°C’ de saklandi.

Endometriyal kanser teshisi konan hastalardan alinan periferal kan 6rneklerinin

izolasyonu i¢in (Thermo Fisher Scientific invitrogen PureLink Genomic DNA Mini Kit)
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kullanildi. Kitte bulunan kimyasallar Genomik Yikama Soliisyonu 1 ve 2, Genomik
Elution Soliisyonu, Genomik Digestion Soliisyonu, Genomik Lizis/Baglanma

Soliisyonu, Proteinaz K ve RNaz A idi.

3.3.3 Hazirhk
- Inkiibator 55°C” ye ayarlandi.
- Steril mikrosantrifiij tiiplere ayr1 ayr1 olarak 200 pL kan 6rnekleri koyuldu.
- Genomik Yikama Soliisyonu 1° ¢ 75 ml %96-100 etanol eklendi. Genomik Yikama
Soliisyonu 2 ‘ye ise 87.5 ml %96-100 etanol eklendi.

3.3.4 Protokol

Lizis:
1. Onceden hazirlanan ve drneklerin oldugu mikrosantrifiij tiiplere 20 ul RNaz A ve 20
ul Poteinaz K eklendi. Iyi bir karisim saglamak igin vortekslendi.
2. 2 dakika oda 1s1sinda birakildi.
3. 200 pL Purelink Genomick Lizis/Baglanma Soliisyonu eklenerek homojen karigim
saglamak i¢in yine vortekslendi.
4. Mikrosantrifiij tiiplerdeki drnekler 50°C inkiibatérde 10 dakika liziz i¢in birakildi ve

protein parcalanmasi saglandi.

DNA Baglanma:
5. Mikrosantrifiij tiiplerdeki lizatlarin herbirine 200 pL %96-100 etanol eklendi ve
homojen karigim i¢in 5 saniye vortekslendi.
6. Tiiplerdeki lizatlar Purelink Spin Column’ lara aktarild1 ve 1 dakika 10.000 rpm’ de

santrifiij edildi.
Yikama:

7. Spin Column’ lar yeni koleksiyon tiiplere gecirildi ve 500 pL. Yikama soliisyonu 1
eklenip 1 dakika 10.000 rpm’ de santrifiij edildi.
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8. Koleksiyon tiipler degistirildi ve 500 pL herbir lizata Yikama soliisyonu 2 eklenerek

maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi.

Ayrilma:
9. Koleksiyon tiipler atildi ve Spin column’ lar steril 1.5-mL mikrosantrifiij tiiplere
gecirildi. 25 pL her bir tiipe Purelink Genomic Elution soliisyonu eklenerek 1 dakika
stireyle oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi.
10. Maksimum hizda 1 dakika santifiij edildi ve saf genomik DNA’ lar elde edildi. -20°C
‘de saklandu.

Endometriyal kanser teshisi konan hastalardan alinan ve formaline fikse edilmis
parafin gdmiilii dokularin izolasyonuna baglamadan 6nce, bu dokularin herbirinden ayri
ayr1 kesit alinip 1.5-mL mikrosantrifiij tiiplere itinayla kondu. Izolasyon i¢in (Thermo
Scientific Genejet FFPE DNA Purification Kit) kullanildi. Kitte bulunan kimyasallar;
Yikama Soltisyonu 1 ve 2, Elution Soliisyonu, Digestion Soliisyonu, Proteinaz K ve

RNaz A idi.

3.3.5 Hazirhk
- Inkiibatérler 90°C ‘ye ve 65°C” ye ayarlandi.
- Kesit alinan dokular’dan < 25 mg steril mikrosantrifiij tiiplere alindu.

- Yikama soliisyonu 1 ve 2’ ye ayr1 ayr1 30 ml %96-100 etanol eklendi.

3.3.6 Protokol

Lizis:
1. Mikrosantrifiij tiiplerdeki dokularin herbirine 200 puLL Digestion soliisyonu eklendi ve
90°C” de 5 dakika inkiibe edildi.
2. Ardindan vortekslendi ve oda sicakliginda 6rnekler sogumaya birakildi.
3. Lizatlara 20 pL Proteinaz K eklenip homojen karisim elde etmek icin vortekslendi.
4. Ornekler 65°C ‘de 70 dakika inkiibasyona birakildi. Hemen pesinden 40 dakika yine

90°C’ de inkiibe edildi. (Sicakligin 90°C’ nin iistiine ¢ikmamasina dzen gosterildi.)
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5. Mikrosantrifiij tliplerdeki ornekler 6.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi ve
stipernatan birakilarak sivi kisim yeni mikrosantrifiyj tiiplere aktarildi.

6. 10 uL. RNaz A eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

Baglanma:
7. 200 pL Baglanma Soliisyonu eklenerek 10 saniye vortekslendi.
8. 400 pL %96-100 etanol eklendi ve 10 saniye yine vortekslendi.
9. Lizatlar GeneJet DNA Purification Column’ lara aktarildi. 6.000 rpm’ de 1 dakika
santrifiij edildi. Koleksiyon tiipleri degistirildi.

Yikama:
10. 500 pL Yikama soliisyonu 1 eklendi ve 8.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipteki s1vi bosaltilip geri takildi.
11. 500 pL Yikama soliisyonu 2 eklenerek maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipler bosaltilip geri takildi.

Ayrilma:
12. Maksimum hizda 1 dakika yine santrifij edildi ve purification column’lar steril 1.5
mL mikrosantrifiij tliplere gecirildi.
13. Herbir tiipe 60 pL Elution soliisyonu eklenip 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
8.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilip saf genomik DNA’ lar elde edildi. -20°C’ye
kaldirildi.

3.4 DNA Miktar Tayini

Hasta gurubumuza ait 15 adet parafin gémiilii dokudan ve ayni kisilere ait 15
adet periferal kandan ayr1 ayr izole edilen DNA oOrneklerinin miktar tayinleri UV
Spektrofotometre cihazi ile yapildi ve bisiilfit modifikasyonlari i¢in istenen miktarda
DNA’ lar mikrosantrifiij tiiplere almarak 20 pL ‘ye tamamlamak icin iizerlerine
deiyonize su ilave edildi. Yine kontrol grubumuza ait ve sezeryan dogum sirasinda

rahimden aliman 10 adet saglikli dokudan izole edilen DNA &rneklerinin de miktar
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tayinleri UV Spektrofotometre cihazi ile yapilip, bisiilfit modifikasyonlar1 i¢in istenen
miktarda DNA’ lar mikrosantrifiij tliplere almmarak 20 pL’ye tamamlamak iizere

deiyonize su ilave edildi.

3.5 Bisiilfit Modifikasyonu

Bisiilfit modifikasyonunda, DNA’ daki metillenmemis tiim sitozinler kimyasal
reaksiyonla urasile cevrildi. DNA’ daki metillenmis olan sitozinler ise reaksiyon
stiresince degismeden kaldi. Doniisiim islemi bittikten sonra DNA, PCR ile ¢ogaltildi ve
sekanslama islemi yapilarak DNA’ nin metilasyon statiisii belirlendi. Sekanslama
esnasinda urasile ¢evrilen metillenmemis sitozinler timin olarak, metillenmis sitozinler
ise sitozin olarak Ol¢tildii.

Modifikasyon i¢in Thermo Fisher Scientific EpiJET Bisulfite Conversion Kit
kullanildi. Kitte bulunan kimyasallar; Modifikasyon Reaktifleri, Modifikasyon
Soliisyonu 1 ve 2, Yikama Soliisyonu, Desulfination Soliisyonu, Baglanma Soliisyonu,

Elution Soliisyonu idi.

3.5.1 Hazirhk
- Modifikasyon reaktiflerinin hazirlanmasi i¢in kuru reaktife 0.9 mL deiyonize su, 200
pL modifikasyon soliisyonu 1 ve 60 uL. modifikasyon soliisyonu 2 eklendi.
- Homojen karisim i¢in reaktif 10 dakika hizli olmayacak sekilde ¢alkalandi.
- Inkiibatorler 98°C ‘ye ve 60°C’ ye ayarland.

3.5.2 Protokol

Lizis:
1. Onceden izole edilen 200-500 ng saf genomik DNA’ lardan 20 pL alinarak steril
mikrosantrifiij tiiplere kondu.
2. Uzerlerine 120 pL 6nceden hazirlanan Modifikasyon reaktif soliisyon karisimindan
eklendi. Pipetaj ile karisim saglandi.

3. 98°C’ de 10 dakika inkiibasyonun ardindan 60°C’ de 150 dakika inkiibe edildi.

Baglanma:
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4. Ardindan DNA Purification Micro Column’ lara 400 pL Baglanma Soliisyonu kondu.

5. Doniistiiriilen DNA 6rnekleri mikrosantrifiij tiiplerden alinip Baglanma soliisyonlara
yiiklendi ve pipetaj ile karisim saglandi.

6. 12.000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi, sipernatan atildi ve koleksiyon tiipler geri
takildi.

Yikama:
7. 200 pL Yikama soliisyonu eklendi, 12.000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi.
Siipernatan atildi ve koleksiyon tiipler geri takildi.
8. 200 pL Desulfonation soliisyonu eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda bekletildi.
9. 12.000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi, sipernatan atildi ve koleksiyon tiipler geri
takildi.
10. 200 pL Yikama soliisyonu eklenip 12.000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi, ayni
sekilde siipernatan atilip koleksiyon tiipler geri takildi.
11. flave 200 pL Yikama soliisyonu eklenip 12.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilip,

column’lar steril 1.5-mL mikrosantrifiij tiiplere gecirildi.

Ayrilma:
12. Column’ lara 15 pL Elution soliisyonu konarak 12.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij
edildi ve déniistiiriilmiis DNA’ lar elde edildi. -20°C” de saklandh.

3.6 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Amplifikasyonu

Once izole edilen sonra bisiilfit modifikasyon ile déniistiiriilen hasta ve kontrol
grubu DNA’ lar1 metilasyon spesifik PCR ile gozlemlendi. RASSFIA ve RASSF2A
genleri i¢in ilk zincirler, PCR {iriin boyutlar1 ve optimum sicaklik dereceleri Tablo 10’

da verilmistir.
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Tablo 10. RASSF1A4 ve RASSF2A genleri, primer zincirleri, PCR iiriin boyutlar1 ve optimum sicaklik

degerleri
. . PCR URUN BOYUTU, |SICAKLIK

GEN PRIMER ZiNCiRi 5’ - 3’

bp 'C
RASSFIA (FM) | GTGTTAACGCGTTGCGTATC 0 575
RASSFI1A (RM) | AACCCCGCGAACTAAAAACGA
RASSFIA (FU) | TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG 105 56
RASSFIA(RU) | CAAACCCCACAAACTAAAAACAA
RASSF2A(FM) | GTTCGTCGTCGTTTTTTAGGCG %0 60.5
RASSF2A(RM) | A AAAACCAACGACCCCCGCG ’
RASSF24(FU) | AGTTTGTTGTTGTTTTTTAGGTGG 1 56
RASSF24A(RU) | AAAAAACCAACAACCCCCACA

Herbir PCR amplifikasyon agamasinda 10’ ar 6rnek calisildi ve herbir gen icin
ayr1 ayr1 metile ve unmetile durumlar1 degerlendirildi. 10 6rnek i¢in reaksiyon hacmi
toplamda 250 pL ayarlandi. Kullanilan kimyasallar miktarlariyla birlikte Tablo 11’ de

siralanmaigtir.

Tablo 11. PCR Amplifikasyonu Protokol

Ornek basina
Calisilan 6rnek Tiim 6rnekler
Kimyasal ad1 kullanilma
sayis1 icin total hacim
miktari
10 X Taq
2,5ulL X 10 = 25 uL
Buffer
DNTP 0,2 uL 10 = 2 uL
Forward
0,3 uL 10 = 3uL
Primer
Reverse
0,3 uL X 10 = 3uL
Primer
MgCl, 1,5 uL X 10 = 15 pL
Deiyonize Su 15,2 uL X 10 = 152 pL
Kalip DNA 3ulL X 10 = 30 uL
2 uL (0.50 uL
Enzim Taq Polimeraz
X 10 = 20 pL
Karisimi + 1,50 L
1XTaq Buffer)
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3.6.1 RASSF1A4 PCR Protokol
1. Total karisim icin 1 adet steril 1,5-mL mikrosantrifiij tiip ayarlandi.
2. Ik deiyonize su olmak iizere herbir kimyasaldan Tablo 10’ da belirtilen miktarda
kondu.
3.10 adet steril PCR tiip ayarland1 ve total karisimdan 20 pL herbir PCR tiipe alindu.
4. Uzerlerine ayr1 ayr1 3 uL kalip DNA’ lar eklenerek PCR cihazina kondu.

PCR dongiisii Tablo 12’ de gosterilmektedir.

Tablo 12. RASSF14 PCR Dongiisii

Baslangic Denatiirasyonu 97°C 3 dakika

Denatiirasyon 96°C 40 saniye

Baglanma g 40 saniye

Uzama 72°C 1 dakika

Son Uzama 72°C 7 dakika
Saklama 4°C 0

** RASSFIA Met igin baglanma sicakligi; 57.5° C / RASSFIA UnMet igin baglanma
sicakligi; 56°C

5. PCR amplifikasyonu Tablo 12’ de gosterildigi gibi on 1s1 dongiisii 97° C de 3 dk.
olarak basladi.

6. 3 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonundan sonra cihaz durduruldu ve Tablo 10’ da
belirtilen miktardaki enzim karigimindan herbir PCR tiipe 2 pL kondu. Dongii devam
ettirildi.

7. 96" C’ de 40 sn. denatiirasyon, ardindan ayr ayr olacak sekilde RASSFIA Met igin
57.5°C ve RASSF14 Unmet igin 56° C’de 40 sn. baglanma ve 72°C’ de 1 dk. uzama 40
dongli boyunca devam etti. Son uzama 7 dk. 72° C’ de tamamlanip amplifikasyon

gergeklestirildi.

3.6.2 RASSF2A4 PCR Protokol
1. Total karisim i¢in 1 adet steril 1,5-mL mikrosantrifiij tiip ayarlandu.
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2. 1lk deiyonize su olmak iizere herbir kimyasaldan tablo 10’ da belirtilen miktarda
kondu.

3.10 adet steril PCR tiip ayarland: ve total karisimdan 20 pL herbir PCR tiipe alind1.

4. Uzerlerine ayr1 ayr1 3 uL kalipp DNA’ lar eklenerek PCR cihazina kondu.

PCR dongiisii Tablo 13’ de gosterilmektedir.

Tablo 13. RASSF24 PCR Dongiisii

Baslangic Denatiirasyonu 97°C 3 dakika

Denatiirasyon 96°C 40 saniye

Baglanma ok 40 saniye

Uzama 72°C 1 dakika

Son Uzama 72°C 7 dakika
Saklama 4°C 0

**% RASSF2A4 Met igin baglanma sicakligi; 60.5° C / RASSF24 UnMet igin baglanma
sicakligi; 56° C

5. PCR amplifikasyonu Tablo 13’ de gosterildigi gibi on 1s1 dongiisii 97° C* de 3 dk.
olarak basladi.

6. 3 dakikalik baglangi¢ denatiirasyonundan sonar cihaz durduruldu ve hazirlanan enzim
karisimindan herbir PCR tiipe 2 pL kondu. Dongii devam ettirildi.

7. 96° C’ de 40 sn. denatiirasyon, ardindan RASSF2A Met i¢in 60.5° C ve RASSF2A
Unmet i¢in 56° C’de 40 sn. baglanma ve 72° C’ de 1 dk. uzama 40 dongii boyunca

devam etti. Son uzama 7 dk. 72°C’ de tamamlanip amplifikasyon gergeklestirildi.

3.7 PCR Uriinlerinin Analizi
PCR iirlinleri %2’ lik agaroz jelde analiz edilmistir. Agaroz jelin hazirlanisi

protokolde anlatilmaktadir.

3.7.1 Protokol
1. 2 gr agaroz ile 100 mL 1XTBE buffer karistirilarak mikrodalga firinda kaynatildi.
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2. Uygun sicakliga (80° C) gelene kadar sogutulup karisima 100 pL EtBr ¢eker ocakta
eklendi.

3. Iliklasinca jel tarag: yerlestirilmis kaliba dokiildii. Sogumaya birakildi.

4. Jel donduktan sonra taraklar dikkatle ¢ikarilip olugsan kuyucuklara PCR firiinleri ve
markir yiiklendi.

5. Yiikleme asamasinda markir i¢in 2 plL DNA ladder, 3 pL. 6X Load Dye, 13 uL
1XTBE karistirilarak ilk kuyucuga yiiklendi. Ornekler igin ise 3 uL 6X Load Dye, 15
pL PCR {irlint karistirilarak her biri ayr1 ayr1 yanyana kuyucuklara yiiklendi.

6. Elektroforez tanki1 125 Voltaj’da 25 dakika caligtirildi.

3.8 Istatistiksel Analiz

Hasta grubu 15 adet doku ve 15 adet kan orneklerinde ayrica kontrol grubu
saglikli 10 adet doku 6rneklerinde, RASSFIA ile RASSF2A genlerinin metilasyon siklig1
ile klinopatolojik parametreler istatistiksel olarak Ki-kare (X*) ve Fisher exact testleri
kullanilarak analiz edildi. P<0,05 degerinin istatistiksel farklilig1 gosterdigi diistiniildii.
Tim analizler SPSS (statistical package for the social sciences) istatistiksel yazilim

kullanilarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Subat 2018-Haziran 2019 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi
Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’ nden, 38-64 yas arasi 15 endometriyal
kanser hastasinm periferal kan 6rnekleri alindi. Ondokuz Mayis Universitesi Patoloji
Boliimii’ nden, yine ayni 15 endometriyal kanser hastasinin formaline fikse edilmis
parafin gomilii doku ornekleri alindi. Ayrica kontrol grubu icin, Ondokuz Mayis
Universitesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Klinigi’ nden 10 adet saglikli kadmin
sezeryan dogumda rahimlerinden saglikli doku 6rnekleri alindi.

Hasta grubu kadinlarin her birinin yaslari, kanser tip ve evreleri, timor
dereceleri, invazyon durumlari, CA125 degerleri ile ilgili bilgiler toplandi. Yine hasta
grubunun menopoz ve menars yaslari, boy ve kilo degerleri, dogum sayilar ile sigara
kullanimlarin1 igeren bilgiler de toplandi. 15 adet hastanin 14’ {inde kanser tipi
adenokarsinoma iken, 1’ inde skuamdz karsinom idi. Kanser evreleri G1 ve G3 arasiydi.
Timor dereceleri ise 1A-3C arasiydi. Metastaz durumu olan hastalarin ¢ogunda
metastaz myometriuma dogruydu. 1 adet hastada metastaz uterus/ korpus’ a, 1 adet
hastada ise metastaz mesaneye dogruydu. Hastalarin ortalama menopoz yaslar1 34-51
yas arasi, menars yaslari ise 11-15 yas arasiydi. Yine bu hastalarin 3 tanesi sigara

kullaniyordu. Tablo 14 ve 15’ de hasta grubu ile ilgili veriler gosterilmektedir.



Tablo 14. Hasta grubu yas, kanser tip ve evreleri, timor dereceleri, metastaz durumlart ve CA125

degerleri
Kanser Tiimor CA 125
Sira | Yas Kanser Tipi Metastaz
Evresi Derecesi degerleri
1 59 | ADENOKARSINOMA G3 1B MYOMETRIUM 17,29
2 55 | ADENOKARSINOMA G1 1A - 17,27
3 55 | ADENOKARSINOMA G1 1A - 19,71
4 49 | ADENOKARSINOMA G2 3C - 83,17
5 60 | ADENOKARSINOMA G2 1A MYOMETRIUM 8,01
. 1B UTERUS /
6 52 | ADENOKARSINOMA G1 17
KORPUS
7 62 | ADENOKARSINOMA G2 1A - 19,8
8 54 | ADENOKARSINOMA G1 3A - 51
SKUAMOZ 1A
9 64 . G2 - 9,07
KARSINOM
10 57 | ADENOKARSINOMA G2 1A MYOMETRIUM 11,4
11 38 | ADENOKARSINOMA G1 1A MESANE 6,43
12 49 | ADENOKARSINOMA G2 1A - 10,71
13 53 | ADENOKARSINOMA Gl 1A MYOMETRIUM 17,15
14 53 | ADENOKARSINOMA G2 3A MYOMETRIUM 8,59
15 45 | ADENOKARSINOMA G1 1A - 10,85

Tablo 15. Hasta grubu menopoz ve

kullanimlari, diger hastalik verileri

menars yaslari,, dogum sayilari, boy ve

kilo degerleri, sigara

Dogum .
Sira Menopoz Menars sagflsl Boy Kilo Sigara Diger Hastahk
yast yast Gispy | ™ | (ke
1 42 13 5/3 156 70 - -
2 41 14 3 158 70 - -
3 51 15 3 150 50 - -
4 41 12 2 152 80 - -
5 47 12 0 163 73 + -
6 41 13 2 162 92 - -
7 52 15 2 170 60 - -
8 45 14 2/1 | 157 | 103 : Kolesterol aile
Oykiisii
9 49 15 3 160 90 - -
10 49 11 4/1 154 65 + -
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11 34 12 3 162 80 - Guatr / Astim

12 43 14 0 158 72 + Meme Kkisti

13 46 11 0 154 | 68 - Diyabet aile
oykiisii

14 51 13 3 10 90 - -

15 40 12 0 157 73 ) Infertl'hte / Tip2
Diyabet

** Sigara kullananlar (+) isaretiyle, kullanmayanlar (—) isaretiyle gosterilmistir.

** G / SD simgesi Gebelik sayisini / Saglikli dogum sayisini vermektedir.

Kontrol grubu olan 26-37 yas aras1 10 kisinin ise yas, boy ve kilo degerleri,
menars yaslari ve dogum sayilari, ayrica sigara kullanimlart ile ilgili bilgiler toplandi.
10 kisinin menars yaslari, 10-15 yas arasiydi. 3 tanesi sigara kullaniyordu. Tablo 16’ da

kontrol grubu ile ilgili tiim veriler gosterilmektedir.

Tablo 16. Kontrol grubu yas, menars yasi, dogum sayilari, boy ve kilo degerleri, sigara kullanimlari,
diger hastalik verileri

Dogum
Menars Boy Kilo
Sira Yas sayis1 Sigara Diger Hastalik
yast (cm) (kg)
(G/SD)
1 32 12 2 170 72 - -
2 36 13 4 175 82 - -
3 33 14 4/3 172 80 + -
4 37 12 6/3 158 60 - -
5 30 11 2/1 166 85 + Infertilite
6 37 10 2/1 148 60 - -
7 30 15 3/1 153 72 - -
8 33 12 4/3 150 65 + -
Demir Eksikligi
9 26 13 3/2 165 60 - .
Anemisi
10 26 14 3/1 160 59 - -

** Sigara kullananlar (+) isaretiyle, kullanmayanlar (-) isaretiyle gosterilmistir.

** G/ SD simgesi Gebelik sayisini / Saglikli dogum sayisin1 vermektedir.
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Hasta ve kontrol grubu tiim kadinlarin tani ve teshisleri konulan bagka
hastaliklar1 olup olmadig1 da Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi arsivinden kontrol
edildi ve veriler toplandi. 15 adet endometriyal kanser hastasinin birka¢inda baska
hastaliklar da vardi. Bunlar guatr, diyabet, kolesterol ve infertilite idi. Saglikli 10
kadinin 2 tanesinde infertilite ve demir eksikligi anemisi vardi. Diger hastaliklara iliskin

veriler de yukarida Tablo 15 ve 16’ da belirtilmistir.

4.1 Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Ozellikleri

Calismada RASSFIA ve RASSF2A timor baskilayict genlerinin  promotor
metilasyon analizleri yapilmak iizere 15 endometriyal kanserli kadin hasta ile
endometriyal kanser teshisi olmayan saglikli 10 kadin kontrol incelendi. Tablo 17’ de
endometriyal kanser teshisi konmus 15 kadinin yaslari, menopoz ve menars yaslari,
dogum sayilari, boy ve kilo degerleri ile klinik bilgilerinin ortalamalari, ortanca ve
aralik degerleri hesaplanmistir. Tablo 18’ de ise kontrol grubu saglikli 10 kadinin
yaslari, menars yaslari, dogum sayilari, boy ve kilo degerleri bilgilerinin ortalamalari,

ortanca ve aralik degerleri hesaplanmigtir.

Tablo 17. Hasta grubu verilerinin ortalama, ortanca ve aralik degerleri

Hasta Arahk
Minimum Maksimum Ortalama+ SS Ortanca
Grubu (range)
Yas 38 64 53,67 (£6,693) 54,00 26,00
Menopoz
34 51 44,8000 (£5,101) 45,00 18,00
Yasi
Menars Yast 11 15 13,0667(£1,387) 13,00 4,00
Cocuk sayisi 0 3 1,8667(x1,245) 2,00 3,00
Boy (cm) 150 170 148,2000(+38,550) 157 160
Kilo (kg) 105 50 76,2000(+13,985) 73,00 55,00
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CAI125

) 6,43 83,17 20,4967(%+20,356) 17,00 76,74
degeri
Tablo 18. Kontrol grubu verilerinin ortalama, ortanca ve aralik degerleri
Kontrol Aralik
Minimum Maksimum Ortalamazx SS Ortanca
Grubu (range)
Yas 26 37 32,00 (£4,05518) 32,50 11
Menars Yasi 10 15 13,4 (1,42) 13,5 4
Cocuk
1 4 1,9 (0,99) 2,0 3,0
Sayis1
Boy (cm) 148 175 161,7 (9,41) 162,5 27
Kilo (kg) 59 85 69,5 (10,11) 68,5 26

Hasta grubu 15 endometriyal kanserli kadin hastanin klinik verilerinin yiizde
hesaplar1 analizi Tablo 19’ da belirtilmektedir.

Tablo 19. Hasta grubu klinik veriler yiizde degerleri

KLIiNIiK VERI HASTA (n=15) (%)
] 0,
Kanser Tipi Adenokarsinoma 14 (%93,3)
Skuamoz Karsinoma 1 (%6,7)
+ 7 (%46,7)
Metastaz
- 8 (%53,3)
<10 4 (%26,7)
CA 125
>10 11 (%73,3)
Evre 1 8 (%53.3)
Evre (Grade) Evre 2 6 (%40)
Evre 3 1(% 6,7)
Derece (Stage) SIA 10 (%66,6)
S1B 1(% 6,7)
S3A 2(%13,33)
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S3B 1(% 6,7)

S3C 1(% 6,7)

Hasta grubu endometriyal kanserli 15 kadin ile kontrol grubu saglikli 10 kadinin,
sigara kullanimlar ile baska herhangi bir hastaliklarinin olup olmadig: ile ilgili ylizde

hesaplar1 analizi Tablo 20’ de verilmistir.

Tablo 20. Hasta ve kontrol grubu sigara kullanimi ve diger hastalik verileri yiizde degerleri

VERILER Hasta Grubu (n=15) Kontrol Grubu (n=10)
Sigara + 3 (%20,0) 3 (%30)
g ; 12 (%80,0) 7 (%70)
oo + 5 (%33,3) 2 (%20)
Diger Hastahk 3 10 (%66,7) 8 (%80)

4.2 RASSFI1A ve RASSF2A4 Tumor Baskilayic1 Genleri Metilasyon Spesifik
PCR Analiz Sonug¢lar

Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Patoloji Boliimii’ nden temin edilen, 15
adet endometriyal kanser hastasinin parafine gomiilii doku 6rnekleri ile yine Ondokuz
Mayis Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’ nden temin edilen,
ayni 15 endometriyal kanser hastasinin periferal kan 6rnekleri ayr1 ayr1 hem RASSFIA4
hem de RASSF2A timdr baskilayici genleri igin PCR analizi yapildi. Bunun yani sira,
kontrol grubu olarak ayarlanan 10 adet saglikli kadinin sezeryan dogumda
rahimlerinden alman doku ornekleri de ayr1 ayri RASSFIA ve RASSF2A timor
baskilayici genleri igin PCR analizi yapildi ve metilasyon durumlari incelendi.

Metile olup olmadiklarini teyit etmek ve kesin sonu¢ almak amaciyla hasta
grubu doku ve kan 6rnekleri ile kontrol grubu doku 6rneklerinin ayrica RASSFIA ve
RASSF2A genleri i¢in unmetile durumlarina bakilmak tizere PCR yapildi. Boylece her
iki gen i¢in de tlim Orneklerin metile ve unmetile durumlarini gosterir veriler elde edildi.
Tablo 21 ve 22’ de sirayla hasta ve kontrol gruplariin metilasyon spesifik PCR analiz

sonuglar1 gosterilmektedir.
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Tablo 21. Hasta grubu RASSF1A4 ve RASSF2A genleri metilasyon analiz sonuglari

Hasta Grubu RASSFIA RASSF2A4 Hasta Grubu RASSFIA RASSF2A4
PDI1 - + EK1 - -
PD2 + + EK2 - +
PD3 + + EK3 + +
PD4 + + EK4 + +
PD5 + + EK5 - +
PD6 - + EK6 - -
PD7 - + EK7 - -
PDS + + EKS - +
PD9 + + EK9 + +

PD10 + + EK10 + +
PDI11 - + EK11 - -
PDI12 + - EK12 + +
PD13 - - EK13 - +
PD14 - - EK14 - +
PD15 - EK15 - +

** (+) metilasyon durumu gozlenenler, (-) metilasyon durumu goézlenmeyenler i¢in kullanilan imgelerdir.

** PD: Hasta parafine gomiilii doku drnekleri / EK: Hasta periferal kan 6rnekleri

Tablo 22. Kontrol grubu RASSFI1A4 ve RASSF2A genleri metilasyon analiz sonuglari

Kontrol Kontrol
RASSFI1A RASSF2A4 RASSFI1A RASSF2A4
grubu Grubu
ED1 - - EDG6 - -
ED2 - - ED7 - -
ED3 - - EDS8 - -
ED4 - - ED9 + -
ED5 - - EDI10 - -

** (+) metilasyon durumu gozlenenler, (-) metilasyon durumu goézlenmeyenler i¢in kullanilan imgelerdir.

** ED: Saglikli kontrol doku &rnekleri

Hasta grubu 15 adet endometriyal kanserli kadinin parafine gémiilii dokularinda,
RASSFI1A timor baskilayict geni igin promotor bolge metilasyon durumlarina
bakildiginda 8 (%53, 3) numunede metilasyon gozlemlenmistir. Bu kadinlarin periferal
kan orneklerinde, RASSFIA tiimor baskilayici geni i¢in promotor bdlge metilasyon

durumlar1 incelendiginde yalnizca 5 (%33, 3) numunede metilasyon gdézlemlenmistir.
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Kontrol grubu saglikli 10 kadimin doku orneklerinde ise RASSFIA timor baskilayici
geni metilasyon durumu incelendiginde yalnizca 1 (%10) numunede metilasyon
gbzlemlenmistir.

Hasta grubu 15 endometriyal kanserli kadinin parafine gomiilii doku ve kan
orneklerinde RASS2A4 tiimor baskilayict geni icin promotor bdlge metilasyonu
incelendiginde, parafin gomiilii doku orneklerinin 12’ sinde (%80), periferal kan
orneklerinin de 11° inde (%73, 3) metilasyon durumu goézlemlenmistir. Kontrol grubu 10
kadinin doku orneklerinde RASSF2A tiimor baskilayici geni metilasyon analizinde ise
higbir 6rnekte metilasyon saptanmamustir.

Sekil 16, 17, 18, 19 ve 20’ de sirasiyla RASSFI1A ve RASSF2A genleri igin hasta
ve kontrol gruplarinin PCR goriintiileri verilmektedir. RASSF'/A PCR sonuglarinda iiriin
boyutu 93 bp iken, RASSF24 PCR sonuglarinda firiin boyutu 89 bp olarak

gorilmektedir.

Markar

Sekil 16. Hasta grubu 10 adet doku Orneginin RASSFIA geni icin metile durumlarmin goriintiisi
(kullanilan markir ThermoScientific Gene Ruler LR)
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Markir

Sekil 17. Hasta grubu 10 adet kan Orneginin RASSFIA geni icin metile durumlarinin goriintiisii
(kullanilan markir ThermoScientific Gene Ruler LR)

Markir

Sekil 18. Hasta grubu 10 adet doku Orneginin RASSF2A4 geni icin metile durumlarin goriintiisi
(kullanilan markir ThermoScientific Gene Ruler LR)

Markir

Sekil 19. Hasta grubu 10 adet kan Orneginin RASSF2A4 geni i¢in metile durumlarinin goriintiisi
(kullanilan markir ThermoScientific Gene Ruler LR)
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Markir

Sekil 20. Kontrol grubu 10 adet doku 6rneginin RASSFIA geni i¢in metile durumlarinin goriintiisii
(kullanilan markir ThermoScientific Gene Ruler LR)

Markir

Sekil 21. Kontrol grubu doku &rneklerinin RASSF2A4 geni i¢in metile durumlarinin goriintiisii (kullanilan
markir ThermoScientific Gene Ruler LR)

Baz1 hastalar RASSFIA geni i¢in doku veya kan Orneklerinde hem metillenen

(metile) hem de metillenmeyen (unmetile) bant vermislerdir. Yine bazi hastalar
RASSF2A4 geni i¢in doku veya kan Orneklerinde hem metillenen (metile) hem de
metillenmeyen (unmetile) bant vermislerdir. Tiim bu PCR goriintiileri ile elde edilen
veriler toplanarak, her iki gen i¢in de ayr1 ayr1 metillenen ve metillenmeyen bant veren
ornekler bir araya getirilip, tekrar elektroforezde goriintiilenmistir. Sekil 22’ de
RASSFIA ve RASSF2A genleri i¢in ayri ayr her iki durumda da bant veren Ornekler
vardir. RASSFIA Met iirlin boyutu 93 bp, RASSFIA Unmet iiriin boyutu 105 bp,
RASSF24 Met firiin boyutu 89 bp, RASSF2A Unmet iriin boyutu 121 bp olarak
kaydedilmistir.

Sekil 22. Hasta grubu RASSF14 ve RASSF2A genleri metile ve unmetile bant veren drneklerin goriintiisii
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RASSF1A RASSF1A RASSF1A RASSF2A RASSF2A RASSF2A RASSF2A RASSF2A RASSF2A
Unmet K2 Met D9 Unmet D9 Met D1 Unmet K1 Met D7 Unmet K7 Met D9 Unmet K9

121 bp
mmvomms 89 bp 89bp

93 bp EE05 bp

4.3 Hasta ve Kontrol Gruplarinda RASSFIA ve RASSF2A Genleri
Metilasyon Durumlarinin istatistiksel Analiz Sonuclar:

Caligilan 15 hastanin doku 6rneklerinde RASSFIA geni i¢in metilasyon durumu
8 hastada (%53,3) gozlemlenirken, ayni kisilerin periferal kan 6rneklerinde 5 hastada
(%33,3) gozlemlenmistir. Calisilan 10 kontrol grubu saglikli kadin doku 6rneklerinde

RASSF14 geni metilasyon durumu yalnizca 1 6rnekte (%10) gézlemlenmistir.

Yine ¢alisilan 15 hastada doku Orneklerinde RASSF2A4 geni i¢in metilasyon
durumu 12 hastada (%80) gozlemlenirken, ayni kisilerin periferal kan 6rneklerinde 11
hastada (%73) gozlemlenmistir. Caligilan 10 kontrol grubu saglikli kadin doku
orneklerinde RASSF2A geni metilasyon durumu higbirinde gozlemlenmemistir.

RASSFIA ve RASSF2A4 timor baskilayic1 genlerinin promotor metilasyon
analizleri hasta ve kontrol grubu sonuclarma gore incelenip P degerleri (probability
values) hesaplanmistir. Istatistiksel olarak anlamli aralik p<0,05 olarak tayin edilmistir.

RASSFIA geninin endometriyal kanser orneklerinde metilasyon durumunu
gosteren p degeri 0,08 iken, RASSF2A geninin endometriyal kanser Orneklerinde
metilasyon durumunu gosteren p degeri <0,001 olarak bulunmustur. Bu veriler
cergevesinde RASSF24’ nin, RASSFIA’ ya gore endometriyal kanserle istatistiksel

olarak daha anlaml1 bir iligkisi oldugu sonucuna varilmaistir.
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Tablo 23, hasta ve kontrol grubunda RASSFIA ve RASSF2A genlerinin
promotor metilasyon profillerini gostermektedir. Tablo 24 ise RASSFIA ve RASSF2A4
genlerinin, hasta grubu kan ve doku Orneklerinde metilasyon profillerinin

karsilastirilmasini ve istatistiksel verilerini gostermektedir.

Tablo 23. RASSF14 ve RASSF2A genleri promotor metilasyon profillerinin hasta ve kontrol grubunda

dagilimi

Gen Say1 (n) Metile (%) Unmetile (%) P degeri
RASSFIA Parafine gomiilii doku 15 8(53,3) 7 (46,7) 0,08
RASSFIA Hasta periferal kan 6rnegi 15 5(33.,3) 10 (66,7)

RASSFIA  Saglikli endometriyal doku 10 1(10) 9 (90,0)

RASSF2A4  Parafine gomiilii doku 15 12 (80,0) 3(20,0) <0,001
RASSF2A  Hasta periferal kan 6rnegi 15 11(73,3) 4 (26,7)

RASSF2A4  Saglikli endomertiyal doku 10 0 (0) 10 (100)

** p<0,05 istatistiksel olarak anlamli degerler koyu karakter ile yazilmistir.
Tablo 24. Hasta grubu kan ve doku drneklerinin metilasyon durumlarinin istatistiksel olarak
karsilagtirilmasi

Ornek Grubu RASSF14 Kan P Degeri
RASSFI1A4 Doku Metillenmis n (%) Metillenmemis n (%)

Metillenmis n (%) 5(33,3) 3 (20) 0.01
Metillenmemis n (%) 0 7 (46,7) ’
Toplam 5(33,3) 10 (66,7)

Ornek Grubu RASSF24 Kan P Degeri
RASSF2A4 Doku Metillenmis n (%) Metillenmemis n (%)

Metillenmis n (%) 8(53,3) 4(26,7) 0.36
Metillenmemis n (%) 3 (20) 0 ’
Toplam 11 (73,3) 4(26,7)

Tablo 25 ve 26, RASSFIA ve RASSF2A doku ve periferal kan 6rneklerinin
hasta sayisina, kanser evre ve timor derecesine ve metastaz durumuna gore metillenme
ve metillenmeme durumlarimi istatistiksel olarak Ozetlemektedir. Tablolarda ayrica

sigara kullanimlariin da istatistiksel analizi verilmistir.
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Tablo 25. RASSF1A geni hasta 6rneklerinde metillenme ve metillenmeme durumlart istatistiksel veriler

RASSFI14A DOKU RASSFIA KAN
Hasta (n=15) (Hasta n=15)
Klinik Metillenmis | Metillenmemis P Metillenmis | Metillenmemis P
Parametre
Veri (%) (%) Degeri (%) (%) Degeri
Adeno 7 (46,6) 7 (46,6) 4 (26,6) 10 (66,6)
Kanser i ’ ’ ’ ’
karsmorfla 0,533 0,333
Tipi Skuamoz
) 1 (6,6) 0 1 (6,6) 0
Karsinoma
G1 3 (20) 5(33,3) 1 (6,6) 7 (46,6)
Kanser
. G2 4 (26,6) 2 (13,3) 0,348 4 (26,6) 2 (13,3) 0,08
Evresi
G3 0 1 (6,6) 0 1 (6,6)
Var 2 (13,3) 5(33,3) 1 (6,6) 6 (40)
Metastaz 0,100 0,182
Yok 6 (40) 2 (13,3) 4 (26,6) 4 (26,6)
Var 3(20) 1 (6,6) 2 (13,3) 2 (13,3)
Sigara 0,338 0,407
Yok 5(33,3) 6 (40,0) 3 (20) 8 (%3,3)
<10 2(13,3) 2 (13,3) 0,662 1 (6,6) 3 (20)
CA 125 0,593
>10 6 (40) 5(33,3) 4 (26,6) 7 (46,6)
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Tablo 26. RASSF24 geni hasta 6rneklerinde metillenme ve metillenmeme durumlart istatistiksel veriler

RASSF24 DOKU RASSF24 KAN
Hasta (n=15) Hasta (n=15)
Klinik Metillenmis | Metillenmemis P Metillenmis | Metillenmemis P
Parametre
Veri (%) (%) Degeri (%) (%) Degeri
b 11 (73,3) 3 (20) 10 (66,6) 4 (26,6)
Kanser i ’ ’ ’
karsmorfla 0,800 0,733
Tipi Skuaméoz
) 1 (6,6) 0 1 (6,6) 0
Karsinoma
Gl 7 (46,6) 1 (6,6) 5(33,3) 3 (20
Kanser
. G2 4 (26,6) 2 (13,3) 0,549 5(33,3) 1 (6,6) 0,563
Evresi
G3 1(6,6) 0 0 1 (6,6)
Var 5(33,3) 2 (13,3) 4 (26,6) 3 (20
Metastaz 0,446 0,231
Yok 7 (46,6) 1 (6,6) 7 (46,6) 1 (6,6)
Var 2 (13,3) 2 (13,3) 4 (26,6) 0
Sigara 0,154 0,242
Yok 10 (66,6) 1(6,6) 7 (46,6) 4 (26,6)
<10 3 (20) 1 (6,6) 3 (20) 1 (6,6)
CA 125 0,637 0,725
>10 9 (60) 2 (13,3) 8(53,3) 3 (20
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5. TARTISMA

Epigenetik; DNA zincirindeki degisikliklerden kaynaklanmayan ayni zamanda
kalitsal olan, gen ekspresyonundaki degisiklikleri inceleyen bir bilim dalidir. Genotipte
herhangi bir degisiklik olmaksizin, genotipin farkli okunmasi ya da okunamamasi
sonucunda fenotipteki degisiklikleri konu eder. Epigenetik degisimler diizenli ve dogal
olusumlardir. Fakat yas, cevresel etkenler, yasam stilleri ve hastalik durumlar1 gibi
faktorler ile de etkilenirler (Egger ve ark., 2004). DNA metilasyon, histon modifikasyon
ve kodlamayan RNA ile gen susturulmasi epigenetik degisiklikleri baslatan ve siirdiiren
iic temel sistemdir (Egger ve ark., 2004).

Genetik degisimlerin 6nemi, endometriyal kanserde dikkate deger bir hal
almistir (Yeramian ve ark., 2013; Llobet ve ark., 2009). Son zamanlarda yapilan
caligmalarda epigenetik diizenlemelerin de endometriyal kanserde Onemine vurgu
yapilmaktadir. Fakat bu diizenlemeler yani epigenetik modifikasyonlar DNA zincirini
degistirmez. DNA bazlarinin histon proteinlerini, yan zincir gruplarini ve hiicrelerin
biyolojik fonksiyonlarmi etkiler (Arafa ve ark., 2010).

RASSF (Ras associated domain family) protein ailesi, [6semi, melanoma, meme,
prostat, boyun, akciger hatta beyin, kolorektal, bobrek ve yumurtalik gibi ¢ok sayida
kanser tiirtinde promotor metilasyon yoluyla ekpresyon kaybina ugrayan 10 liyeye sahip
bir tiimor baskilayict protein ailesidir (Volodko ve ark., 2014). Pek ¢ok RASSF ailesi
liyeleri promotor spesifik epigenetik degisiklikler ile diizenlenir. RASSFIA4 ilk
tanimlanan ve insan kanserlerinde en ¢ok metilasyona ugrayan genlerden biri olarak
disiintiliir. Cok sayida kanserde epigenetik olarak susturulmakla kalmaz, ayn1 zamanda
kanserde en erken saptanabilen degisikliklerden biri olarak tanimlanir (Klajic ve ark.,
2013).

Epigenetik degisimler exon 1 ve RASSIA promotorunu kapsayan >60 CpG
bolgesinde gerceklesir. RASSF2A da insan kanserlerinde metilasyona ugrayan genlerden
biridir ve kanserde biyomarkir olarak kullanilmaktadir. Endometiyal kanserde bu iki
tiimor baskilayici genin 6nemi pek ¢ok calismayla desteklenmistir (Jabbara N ve ark.,
2016; Seeber ve ark., 2010; Pallares ve ark., 2008; Arafa ve ark.,2008; Fiolka ve ark.,
2013; Liao ve ark., 2008).



DNA metilasyonunun, sitoloji, RNA veya tiimor degerlendirmesi ile elde edilen
protein gibi geleneksel biyomarkirlara oranla daha da gelistirilmesi farkli avantajlara
sahiptir. Ornegin DNA daha stabildir, ayrica sinirli miktarda doku veya sivinin mevcut
olmas1 durumunda inceleme yapilabilir. Buna ek olarak promotor hipermetilasyonu
birden fazla ekzon iceren mutasyonlarla karsilastirildiginda bolgesel analiz yapilan
bagimsiz CpG adalarinda gergeklesir. Ayrica DNA metilasyonu c¢ok cesitli viicut
stvilarinda ¢alisilabilir (Qian ZR ve ark., 2005; Pan Z ve ark., 2005).

Bu caligmada, benzer ¢aligmalardan derlenen tiim veriler 1s18inda RASSF ailesi
proteinlerinden olan RASSFIA ve RASSF24’ nm promotor hipermetilasyon ile
epigenetik olarak susturulmasmnin Tiirk kadilarinda endometriyal kanserde de
tetikleyici bir etken olup olmadigi lizerinde durulmustur.

Calismaya gore, RASSF 1A geninin metilasyon paterni hasta doku 6rneklerinin
%53,3” tlinde, hasta periferal kan Orneklerinin ise %33,3” iinde tespit edilmistir.
Istatistiksel degeri 0,08 (p=0.08) olup anlaml1 derecede fark saptanmamistir. RASSF24
geninin metilasyon paterni ise hasta doku Orneklerinin %80’ inde, hasta periferal kan
orneklerinin ise %73’ {inde tespit edilmistir. Istatistiksel degeri <0,001 (p<0.001) olup
anlamli derecede fark saptanmigstir. Saglikli normal dokularda RASSFIA geni
metilasyon paterni %10 olarak bulunmustur. RASSF2A4 geni i¢in metilasyon paternine
saglikli normal dokularda rastlanmamustir.

Periferal kan metilasyon oranlari, doku metilasyon oranlarina gore RASSFIA ve
RASSF2A genlerinin her ikisi i¢in de daha azdir. Bu; ekstraksiyon ve bisiilfit doniisiimii,
kararsizlik veya normal DNA ge¢misine bagli bir kayip nedeniyle olast bulunmustur.

Benzer caligmalardan biri olan Jabbara ve ekibinin 2016’ da endometriyal
kanserde RASSFIA ve RASSF2A genlerinin hipermetilasyon durumlar1 iizerine
yaptiklar1 ¢alismada, RASSFIA anormal promotor metilasyonu %65 (p=0,494),
RASSF24 anormal promotor metilasyonu ise %11 (p=0,09) oraninda kan numunelerinde
gbzlemlenmigtir. Jabbara ve ekibinin bu ¢alismasinda her iki gen i¢in de metilasyon,

endometriyal karsinom ile anlamli sekilde iliskili bulunmustur.
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Hasta dokularinda metilasyon paternleri RASSFI1A ve RASFF2A genleri igin sirastyla
%53 ve % 42’ dir. Normal dokularda metilasyon paterni RASSFI1A ve RASSF2A genleri
icin sirastyla %31 ve %9 (p=0,03 , p=0,003) olarak saptanmistir.Yas, menopoz durumu,
timor seviye ve evreleri ile RASSFIA ve RASSF2A genleri promotor metilasyonu
arasinda anlamli iligki saptanmistir (Jabbara N ve ark., 2016). 50 yas iistii hastalarda,
erken menopoza girenlerde, ayrica diisiik kanser seviye ve evreli (G1 ve S1) vakalarda
metilasyon ylizdeleri daha yiliksek bulunmustur. Jabbara ve ekibinin ¢alismasi ile
karsilastirildiginda, bu calismada sadece RASSF24 geni metilasyonu endometriyum
kanserinde anlamli sekilde iligkili bulunmustur. Ayrica bu c¢alismada, Jabbara ve
ekibinin ¢alismasinin aksine, RASSF2A4 geni metilasyonu hasta grubu hem doku hem
kan orneklerinde RASSFIA geni metilasyon paternine gore daha yiiksek saptanmustir.
Ilerlemis yas, erken menopoz, timdr evre ve seviyelerinin ise genlerdeki metilasyon
paternlerini etkilemedikleri ve anlamlilig1 degistirmedigi gézlemlenmistir.

Seeber ve ekibinin yaptig1r calismada, RASSFIA geni hipermetilasyonu yine
endometriyal karsinomda analiz edilip, gozlemlenen gen i¢in %79 oraninda metilasyon
rapor edilmistir. Endometriyal kanser Tip I’ de, Tip II’ ye kiyasla tiimor baskilayict
genin metilasyonunun bu c¢aligmadan farkli olarak anlamli derecede yliksek oldugu
bulunmustur (Seeber ve ark., 2010).

Yapilan diger caligmalar da Seeber ve ekibinin bulgularini dogrulamistir.
Pallares ve ekibi, RASSFIA promotor bolgesinin endometriyum kanser hastalarinin
ortalama % 74' inde metillendigini bildirmistir. Kanserin ileri evreleri ile metilasyon
paterni arasinda anlamli iliski saptanmistir (Pallares ve ark., 2008). Bu c¢alismada, ne
Seeber ve ekibinin ne de Pallares ve ekibinin tiimor evreleri ve tipleri ile metilasyon
paternleri arasindaki anlamlilifa iliskin verilerine denk verilere rastlanmistir. Bu
parametreler ile metilasyon paterni arasinda anlamli derecede fark gézlenmemistir.

Arafa ve ekibi endometriyal kanserde RASSFIA metillenmis promotorun
hastalarin % 74' linde gerceklestigi ve azalmis gen ekspresyon diizeyi ile korozyona
ugradigini gozlemlemistir. Ayrica anormal metilasyonun, kanser gelisimi, niiksii ve
sagkalimi ile iligkili oldugunu bulmuslardir. Yine yogun ve anormal metilasyonun,
endometriyal kanser vakalarinda siklikla ortaya ¢ikan kromozom 3p’ de LOH

(heterozigotluk kaybi) ile baglantili oldugunu belirtmislerdir (Arafa ve ark., 2008).
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Fiolka ve ekibi ise, RASSFIA’ nin anormal promotor metilasyon sikliginin
yiksek oldugunu yaptiklar1 caligmalar ile desteklemistir. Endometriyal kanser hasta ve
kontrollerde sirasiyla % 85.5 ve %30 oraninda metilasyon saptanmistir (Fiolka ve ark.,
2013).

Liao ve ekibi, 75 vakanin 25’ inde %33 oraninda RASSF2A gen promotor
metilasyonu olan hastalarda, endometriyal kanser riskinde artis oldugunu yaptiklari
caligmalar ile gdstermislerdir. Ayrica yasl hastalarda endometriyal kanser insidansinda
artis gozlenmistir (Liao ve ark., 2008). Bu calismada Liao ve ekibinin ¢aligmasinin
aksine, yagla orantili sekilde artan veya azalan metilasyon durumu gézlenmemistir.

Degisken histopatolojiye bagli olarak, RASSFI1A ve RASSF2A gen promotoru
metilasyonu ile yiiksek dereceli tiimdr arasinda anlamli iligki bulunmasi beklenirken,
myometrium, mesane veya uterus/ korpusa invazyon ile tiimor derecesi arasinda
herhangi bir baglant1 saptanmamustir. G1 evreli hastalarda invazyon gézlemlenirken, G2
ve G3 evreli hastalarda invazyon gozlemlenmedigi durumlarla karsilasiimistir.
Literatiirde taranan ¢aligmalarda yas, menopoz ve menars yasi, sigara tiiketimi, boy kilo
oranlar1 ve tiimdr derecesi ile RASSF1A4 ve RASSF2A4 gen metilasyon paternleri arasinda
iliski bildirilmistir. Onegin Jabbara ve ekibinin ¢alismasinda ilerlemis yasin, fazla kilo
ve diyabetin, (Jabbara ve ark., 2016) metilasyon paternlerine etki ettigi bildirilmistir. Bu
caligmada ilerleyen yasin, ek olarak menopoz veya menars yaslar1 ve durumlarinin, kilo
ve boy endeksinin metilasyon paternleri ile iliskili olmadig1 gozlenmistir. Yine bazi
caligmalarda CpG adalarmin hipermetilasyonunun klinopatolojik parametrelerle (timdor
derecesi, evresi, invazyon durumu) iliskisi oldugu gosterilmistir (Seeber ve ark., 2010).
Bu c¢alismada, ne tiimor evre ve dereceleri ne de invazyon ile ilgili parametrelerle
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamustir. Daha biiyiik popiilasyonla ve farkl
etnik gruplarla ¢alisilmasinin bu anlamliliklar1 degistirebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismanin sonucuna gore, RASSFIA geni promotor bolgesi metilasyonu
endometriyum kanseri gelisiminde istatistiksel olarak ©nemli bir rol almadigi
saptanmuistir. Istatistiksel p degeri 0,08 olup anlamlilia ¢ok yakindir. Vaka sayisinin
artirtlmasiyla bu anlamlilik derecesinin artacagi diistiniilmektedir. RASSF2A4 geni
promotor bdlgesi metilasyonunun ise endometriyum kanseri gelisiminde Onemli

derecede rol aldig1 saptanmustir. Istatistiksel p degeri 0,001 olup anlamli bulunmustur.
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Hem doku hem de kan oOrneklerinde bu genlerin metilasyon paternleri
incelendiginde saptanan epigenetik degisimlerin kanser i¢cin molekiiler bir markir olma
potansiyeline sahip oldugunu ve endometriyal kanserde erken karsinogenez tespiti i¢in

diagnostik ve prognostik deger saglayabilecegini vurgulamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmaya, endometriyal kanser tanisi konulan 15 kadin hasta ile saglikli 10
kadin kontrol toplam 25 olgu dahil edilmistir. Hasta grubunun 15 adet parafine gomiilii
doku ornekleri ile 15 adet kan ornekleri olacak sekilde 30 o6rnek, ayrica kontrol
grubunun 10 adet saglikli doku 6rnekleri ile toplamda 40 6rnek ¢alisilmistir.

RASSFIA ve RASSF2A timor baskilayici genlerinin endometriyal kanser
vakalarinda promotor bolgeden metilasyona ugradigt pek c¢ok calisma ile
desteklenmistir. Bu genlerdeki metilasyon durumlarinin endometriyal kanserli Tiirk
kadin hastalarda da yiiksek oranda goriilecegi diistiniilmektedir.

Calismanin sonucuna gore, RASSF1A4 timor baskilayici geni metilasyon spesifik
PCR verileri 1518inda, endometriyal kanserli kadin hastalar ve kontrol grubu saglikli
kadmlarin karsilagtirilmasiyla anlamli derecede fark saptanmamistir (p=0,08).
Metilasyon paterni, hasta doku Orneklerinin %53,3’linde, hasta periferal kan
orneklerinin ise %33,3’linde tespit edilmistir. Bunun yamisira, RASSF2A4 timor
baskilayic1 geni metilasyon spesifik PCR verileri 1s18inda ise, endometriyal kanserli
kadin hastalar ve kontrol grubu saglikli kadinlarin karsilastirilmasiyla anlamli derecede
fark saptanmistir (p=0,001). Metilasyon paterni, hasta doku oOrneklerinde %80 iken,
hasta periferal kan 6rneklerinde %73’ tiir. Saglikli kontrol grubu dokularinda RASSFIA4
geni icin metilasyon paterni %10 olarak bulunurken, RASSF2A4 geni metilasyon paterni
saptanmamigtir.

Histopatolojik verilerin degerlendirilmesi sonucu, RASSF1A4 ve RASSF2A timor
baskilayic1 genlerinin metilasyon durumlar1 ile hastalarin kanser evreleri, timor
dereceleri ve metastaz durumlar1 arasinda herhangi bir baglanti saptanmamistir. Yine
hastalarin sigara kullanimlari, dogum sayilari, menopoz ve menars yaslar1 da bu
genlerin metilasyon paternlerini etkileyen bir veri saglamamustir.

Calismanin sonucuna gore, Tiirk kadinlarinda RASSF1A tiimor baskilayict geni
promotor bolgesi metilasyonu endometriyum kanseri gelisiminde ©onemli bir rol
almazken, RASSF2A timor baskilayici geni promotor bdlgesi metilasyonunun dnemli
bir rol oynadigi saptanmistir. Sonug olarak bu ¢alisma, RASSF2A4 geninin endometriyal
kanser gelisiminde ve patogenezinde 6dnemli oldugunu gostermistir. RASSF 1A geninin
anlamli farklilik derecesini daha iyi saptayabilmek icin, daha biiylik popiilasyonlarda

dogrulanmasinda fayda vardir.



Dahasi, doku ve kan 6rneklerinde bu genlerin metilasyon paterni, bu epigenetik
olayin kanser i¢in molekiiler bir markir olma potansiyeline sahip oldugunu ve
endometriyal kanserde erken karsinogenez tespiti i¢in diagnostik ve prognostik degerler

saglayabilecegini gdstermektedir.
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HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI *
ARASTIRMANIN ADI (CALISMANIN ACIK ADI):

Endometriyum Kanserinde RASSF1A4 ve RASSF2A4 Tiimor Siipresor Genlerinin Promotor Metilasyon Analizi
Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arasgtirma caligmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden Once
aragtirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢alismanin neleri igerdigini ve olasi yararlarini
risklerini ve rahatsizlik verebilecek konulari anlamaniz 6nemlidir Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in
zaman ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir baska caligmada da
yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger ¢caligmaya katilmaya karar verirseniz imzalamaniz i¢in
size bu Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu verilecektir. Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir
zamanda ayrilmakta 6zgiirsliniiz. Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu
klinik ¢aligmaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici firma
¢aligmay1 sonlandirmaya karar verirse bu durumda da ¢aligmadan ¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR? Aciklayiniz

Endometriyal kanser (Rahim kanseri) ; endometriumda olusan, hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal sekilde gelisimi ve
viicudun diger bolgelerine de yayilmasini takip eden sonuglar doguran ve yaygin kanserlerden 7.sirada olan kadin
hastaligidir. Rahim kanserinin ilk belirtisi menstrual periyod yani adet dongiisii ile baglantili olmayan menopoz
sonrasi bir vajinal kanama olarak kendini gosterir. Ayrica diziiri olarak bilinen idrar yapilirken agri, disparoni olarak
bilinen agrili cinsel birlesme ve pelvis agrisi da diger semptomlardir.

Yaygin olarak menopozdan sonra olusan rahim kanserine ¢esitli etkenler yol agar. Bunlarin baginda hormonel etkenler
ve genetik etkenler olmak {izere, popiilasyonlar arasi farklilik ve gevresel faktorler gelir. Ciinkii popiilasyonlar arasi
yasam stilleri, sosyo-ekonomik imkanlar ve beslenme aligkanliklar1 farklilik gosterir. Ayrica kimyasallar ve UV,
radyasyon gibi zararlilara maruz kalmak da tiim kanserlerde oldugu gibi endometriyal kanserde de 6nemli rol oynar.
Epigenetik degisimleri DNA modifikasyonlar1 ve histon modifikasyonlari olarak ¢esitlendirebiliriz. Bu diizenlemeler
ve degisimler diger pek¢ok kanserde s6z sahibi oldugu gibi endometriyal kanserde de 6neme sahiptir. Bu ¢alismanin
amaci da, bu degisimlerden birkaginin endometriyal kanserle iliskisine ve etki yollarina genel bir bakis atmaktir.

Memelilerde DNA metilasyonu ve demetilasyonu ©nemli epigenetik modifikasyonlardan biridir ve gen
ekspresyonunda hayati 6nem tasir. Promoter bolgenin metilasyonu gen aktivasyonu veya inhibisyonunu belirlerken,
ekspresyon seviyesini de kontrol eder. Anormal metilasyonlar, yani normalden az veya ¢ok gerceklesenler timor
olusumu ile iligkilendirilir.

Hipermetilasyon hedef DNA nin fazla metilasyonudur ve promoter hipermetilasyonu tiimdr baskilayici genlerin
ekpresyonunu inaktive eder. Boylece kanser olusumunu Onleyici proteinlerin olusumunu da azaltir, kanser
hiicrelerinin metastazina katki saglar.

Ozetle bu caligmada temel amag, yaygm kadm hastaliklarindan biri olup menopoz 6ncesi ve sonrasi kadinlarda
goriilebilen, anormal ve kontrolsiiz hiicre gelisimi ile viicudun diger bdlgelerine yayilarak seyreden rahim kanseri ile
bu kanserde etkili olan RASSF1A ve RASSF2A tiimdr baskilayici genlerdeki promoter bolge metilasyonunun
endometrial kanserli Tiirk hastalarda siklig1 ve etkisinin arastirilmasidir.
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CALISMA iSLEMLERI:

Arastirma siirecinde Hastalarin patoloji ncelemesi i¢in gonderdikleri dokudan bir miktar doku 6rnegi alinarak ve ayni
hastadan 2ml periferal kan 6rnegi alinarak ¢alisma gergeklestirilecektir. Bu doku 6rneklerinden DNA eldesi yapilarak
PCR yontemi ile promotor metilasyon profilleri incelenecektir.

BENIiM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve yukarida anlatilan ¢aligmayla ilgili
tiim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Kan 6rnekleri i¢in aglik durumunda (ag¢ karnina) olmaniz gerekmemektedir.
Calisma doktorunuzu ziyarete belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de, ziyaretten ayrilmadan
once planlanmalidir. Yine ¢aligmadan dnce veya galisma sirasinda aldiginiz baska herhangi bir tibbi tedaviyi de
¢alisma doktoruna sdylemeniz 6nemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERi, RISKLERi VE RAHATSIZLIKLARI
VARDIR?

Arastirmada uygulanacak patoloji laboratuarina génderilen doku 6rneginden inceleme yapilacak ayni zamanda 2 ml
periferal kan 6rnegi aliarak inceleme yapilacaktir.

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

Eger denek / hasta dogurganlik doneminde / emziren bir kadin ise calismaya dahil edilmeyecektir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa aciklayimiz)

GONULLU KATILIM

Bu aragtirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu calismaya katilmay1 reddedebilecegimin
veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi kurumunda gérecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir
sorumluluk almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Caligmadan her hangi bir zamanda ayrilirsam, ayrilma
nedenlerimi, ayrilisimin sonuglarini ve izleyen donemde alacagim tedavileri doktorumla tartigacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDiR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve c¢alismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri ¢alisma destekleyici tarafindan
kargilanacak ve size veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya resmi sosyal giivenlik kurumuna 6detilmeyecektir.
Ayrica ¢aligmaya bagli makul miktardaki yol gideriniz makbuzlari gosterildigi takdirde karsilanacaktir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen calisma doktorunuzu gereken tibbi tedavinin
uygulanabilmesi i¢in bilgilendiriniz.

KiSiSEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun ¢alisma i¢in sizin kisisel bilgilerinizi ( “Caligma Verileri”)
toplamalarma ve kullanmalaria onay vermis olacaksiniz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kokeniniz
ayrica Calisma verilerinizin kullanimu ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi yoktur, ancak
doktorunuzu haberdar ederek bu onayinizdan herhangi bir zamanda vazgegebilirsiniz.

Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan ¢aligma verileri size 6zel bir numara olan bir kod (“Kod”) numarast
kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢alisma verilerinize ulagsmak i¢in gerekli olan kod anahtari ¢alisma doktorunuzun
denetimindedir. Caligma destekleyicisi firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlar tarafindan atanmis
kisiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma verilerinizi inceleyebilirler.
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Doktorunuz ¢aligma verilerinizi ¢alisma i¢in kullanacaktir. Caligma destekleyicisi firma; ¢alismanin yiiriitiilmesi,
teshis ve tibbi yardim gereclerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligma verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun ¢alistig1r kurum
ve c¢aligma destekleyicisi firmanin her ikisi de yliriirlilkte olan veri koruma kanunlart ile uyumlu olarak ¢alisma
verilerinizin yonetiminden sorumludurlar.

Calisma destekleyicisi firma c¢alisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda kullanacak olan kendi
grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlagmali firmalar ve diger arastirma kuruluslar ile paylasabilir.
Calismanin sonuglart tibbi yayinlarda yaylanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yayinlarda agiklanmayacaktir.
Doktorunuz ya da ¢aligma destekleyicisi firmadan, toplanan c¢aligma verileriniz hakkinda bilgi isteme hakkinda
sahipsiniz. Ayn1 zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin diizeltilmesini isteme hakkinda da sahipsiniz. Eger bu
konuda bir isteginiz olursa liitfen gerekirse sizin ¢aligma destekleyicisi firma ile temasa ge¢menize yardimci
olabilecek doktorunuzla goriistiniiz.

Eger onaymizda vazgegerseniz, doktorunuz ¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak ya da diger kisilerle
paylasamayacaktir. Calisma destekleyici firma onayinizdan vazgegmeden Onceki c¢alisma verilerinizi kullanmaya
devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, ¢aligma verilerinizin bu formda tanimlandig: sekilde kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KiSiLER:

Yrd.Dog.Dr.Sengiil Tural: 05334925282

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR: Yoktur géniilli istediginde calismadan

ayrilabilir.

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKIiLEYEBILIR

Caligma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitlin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Cahsmaya Katilma Onay1

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen
aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama agagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak
katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan arastirma dig1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay: kabul ediyorum. Doktorum
saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢aligma sirasinda dikkat edecegim noktalar1 da igerecek sekilde bana teslim
etmistir.

Goéniilliiniin Ad1 / Soyad1 / imzas1 / Tarih
Aciklamalar1 Yapan Kisinin Adi / Soyad: / imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyad1 / imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi/ Soyadi / imzas1 / Tarih

OZGECMIS
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Ad1 Soyadi : Habibe Nur ATMACA

Dogum Yeri : Merzifon / AMASYA

Dogum Tarihi :23.09.1990

Medeni Hali : Bekar

Bildigi Yabanci Diller : Ingilizce — Bosnakga/Sirpga

Egitim Durumu : Uluslararas1 Saraybosna Universitesi / Miihendislik ve

Doga Bilimleri Fakiiltesi / Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii / 2014

Cahstig1 Kurumlar : MEB Merzifon Mesleki ve Teknik Anadolu Lisesi / 2014-
2015

GSB Merzifon Ilge Spor Miidiirliigii Genglik Merkezi /
2018-
E posta : atmacahna@hotmail.com
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