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OZET

MESANE KANSERININ TANISINDA TWISTI VE NID2 GENLERiNjN
METILASYONLARININ BELIRTEC OLARAK KULLANILABILIRLIGININ
ARASTIRILMASI

Mesane kanseri diger kanserler gibi proto-onkogenlerin aktivasyonuna veya
timor baskilayici genlerin inaktivasyonuna yol agan bircok genetik ve epigenetik
degisikliklerin birikiminden kaynaklanmaktadir. Epigenetik degisikliklerden biri olan
promoter hipermetilasyonu, tiimor baskilayici gen inaktivasyonu i¢in Knudson’in ¢ift
vurus hipotezine alternatif bir mekanizma olarak kabul edilmektedir.

Mesane kanserinin tanisinda sistoskopik muayene altin standart olmakla
birlikte pahalidir, hastada Oonemli Ol¢iide rahatsizliga sebep olmakta ve degisken
duyarlilik gostermektedir. idrarin sitolojik analizi kanser tanisi icin standart ve invaziv
olmayan bir metot olmakla birlikte duyarlilig1 6zellikle diisiik grade transisyonel hiicre
karsinomalarinda diisiiktiir. Bu c¢alismada TWISTI ve NID2 genlerinin metilasyon
profillerinin mesane kanserinin erken tanisindaki etkinliginin ve bunun idrar sitolojisine
tistiinlligiiniin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calisma grubunu, 56 histolojik olarak dogrulanmis mesane timorii 6rnegi ve
eslenigi olan 24 idrar 6rnegi olusturdu. Ayrica, sigara kullanmayan, hastalarin cinsiyet
ve yas eslenigi (+5) olan ve kanser 0ykiisii olmayan 15 goniillii de kontrol grubu olarak
caligmaya dahil edildi. Timér ve idrar orneklerinden saflastirilan DNA’ya bisiilfit
modifikasyonu uygulanarak metilasyona-spesifik PCR (MSP) ile test edildi.

Diisiik grade tiimdrlerde kanser hiicrelerini belirlemek i¢in hipermetilasyon
analizinin duyarlili§inin konvansiyonel idrar sitolojisinden tistiin oldugu belirlendi.
Sadece diisiik grade olgular dikkate alindiginda, iki genden birinin hipermetilasyon
gosterme orant %88,8 (8/9)’dir. Oysa idrar sitolojisinin duyarliligt %33,3 olarak
bulundu.

Mesane kanserinin erken tanmisinda kullanilmak tizere TWISTI ve NID?2
genlerinin kombine metilasyon analizi; idrarda kanser hiicrelerini belirlemek i¢in basit,
invaziv olmayan, duyarli ve 6zgiil bir metottur.

Zeynep YEGIN, Doktora Tezi

Ondokuz Mayzis iiniversitesi Samsun, Haziran-2012



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE USABILITY OF METHYLATION OF TWISTI AND
NID2 GENES AS BIOMARKERS IN THE DIAGNOSIS OF BLADDER
CANCER

Bladder cancer like other cancers arise from the accumulation of many genetic
and epigenetic changes that lead to the activation of proto-oncogenes or inactivation of
tumor supressor genes. One of the epigenetic changes, promoter hypermethylation is
accepted as an alternative mechanism to Knudson’s double-hit hypothesis for tumor
supressor gene inactivation.

Though cystoscopic monitoring is the gold standart in the diagnosis of bladder
cancer, it is expensive, it causes substantial patient discomfort and exhibits variable
sensitivity. On the other hand, urine cytology analysis is standart noninvasive method
for cancer detection but its sensitivity is low, especially for low-grade transitional cell
carcinomas. In this study, determination of efficiency of the methylation profiles of
TWISTI and NID2 genes in the early diagnosis of bladder cancer and its superiority to
urine cytology was aimed.

Fifty six histologically confirmed bladder tumor samples and paired 24 urine
samples constitute the study group. Besides, nonsmoker, sex- and age-matched (£5) to
patients and cancer free 15 volunteers were included as the control group in the study.
DNA was purified from tumor and urine samples, these samples were exposed to
bisulfite modification and tested with methylation-spesific PCR (MSP).

In terms of detecting cancer cells in low grade tumors, the sensitivity of
hypermethylation analysis is superior to conventional urine cytology. When only low
grade cases were taken into consideration, the hypermethylation rate of any of the two
genes was 88.8 % (8/9). Whereas the sensitivity of the urine cytology was found as
33.3%.

To be used in the early diagnosis of bladder cancer the combined methylation
analysis of TWIST1 and NIDZ2 genes is a simple, noninvasive, sensitive and spesific
method for detecting cancer cells in urine.

Zeynep YEGIN, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University, Samsun, June-2012
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GIRIS

Mesane kanseri lrogenital kanserler arasinda en sik ikinci 6liim nedenidir.
Mesane tiimorlerinin yaklasik %70-80’ni invaziv degildir ancak yaklasik %70’1
niiksetmektedir (Enokida ve Nakagawa, 2008).

Mesane kanserinin tanisinda sistoskopik muayene altin standart olmakla
birlikte pahali bir yontemdir, hastada rahatsizliga sebep olmakta ve degisken duyarlilik
gostermektedir (Zhang ve ark., 2001; Kim ve Kim, 2009). Idrarin sitolojik analizi ise
kanser tanisi i¢in standart invaziv olmayan bir metot olmakla birlikte 6zellikle diigiik
grade transisyonel hiicre karsinomalarinda zayif duyarlilik sergilemektedir (Zhang ve
ark., 2001; Kim ve Kim, 2009; Lin ve ark., 2009 ). Gelistirilen ¢esitli hiicre-tabanl
metotlarin ¢ogu ise genis ¢apta kullanim i¢in duyarlilik ve 6zgiilliikten yoksundur (Phé
ve ark., 2009).

Mesane kanseri de diger kanserler gibi c¢esitli genetik ve epigenetik
degisikliklerin birikimi sonucu olusmaktadir. Genetik, gen dizisi temelinde kalitilan
bilginin arastirmasini incelerken, epigenetik DNA dizisinde herhangi bir degisiklik
olmaksizin gen iglevlerinde veya diger hiicre fenotiplerinde kalitilabilen geri dontigiimlii
degisikliklerin arastirmasidir (Kim ve ark., 2007). Epigenetik degisiklikler arasinda yer
alan atipik DNA metilasyonu da kansere yol acan énemli faktorler arasindadir. Timor
baskilayict genlerin promoterlarinda lokalize olan CpG adaciklar1 normalde
metillenmemistir. Bu bolgelerin atipik metilasyonu gen ekspresyonunda azalmaya yol
acarak normal hiicresel biiyiime 6zelliklerini degistirebilir (Gonzalgo ve ark., 2007).
Metilasyon, karsinogenezin erken siirecinde yer almaktadir ve viicut sivilarinda invaziv
olmayan metotlarla belirlenebilir. Birgok c¢alisma idrarda atipik promoter
metilasyonunun belirlenebildigini ve idrar sitolojisinden daha duyarli oldugunu agiga
cikarmistir.

(Calismamizda mesane kanserli hastalarin tiimor dokularinda ve eslenikleri olan
idrar orneklerinde, twist homolog 1 (Drosophila) (TWISTI) ve nidogen 2 (NID2)
genlerinin metilasyon profillerini tespit etmeyi amagladik. Gelisimsel siireglerde anahtar
roller oynayan bazik heliks-ilmek-heliks (bHLH) transkripsiyon faktorlerinden biri olan
TWISTI, epitelyal-mezenkimal degisimi (EMT) indiiklemektedir. EMT’yi ve metastazi

uyarmaktaki ve apoptozisi baskilamadaki rolii TWIST1’in bir onkogen islevine sahip
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oldugunu gostermektedir (Gort ve ark., 2008; Okada ve ark., 2010). NID2 ise bazal
membranlarin bir iiyesi olarak bazal membran bilesenlerinden olan kollajen IV ve
laminin aglarn arasinda baglayic1 element olarak rol oynar. Bazal membran
molekiillerinin kaybiyla indiiklenen degisikliklerin ¢ogu mekanik stabilitede kayipla
iligkilendirilmistir (Bader ve ark., 2005). TWIST1 ve NID2 genlerinin metilasyonlari
cesitli kanser tiirlerinde kismen ¢aligilmis olsa da, Renard ve arkadaglarinin ¢alismasina
(Renard ve ark., 2010) kadar olan siirecte mesane kanserinde test edilmemistir. Su ana
kadar ki bilgimiz dogrultusunda literatiirde ikinci olan bu ¢alismada, farkli bir
populasyon grubunda ve ilkinden farkli bir metotla metilasyon belirtecleri olarak
TWISTI ve NID?2 genlerinin kombine analizinin mesane kanserinin erken tanisindaki
potansiyel etkinligini degerlendirmeyi ve duyarlilik diizeyini idrar sitolojisi sonuglariyla

karsilagtirmay1 hedefledik.
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GENEL BiLGILER

A. Mesane Kanseri Patolojisi

Mesane kanseri, diinyadaki malignansilerin en yaygin besinci, irogenital yolun
en yaygin ikinci tliimorii ve iirogenital kanserler arasinda en sik ikinei 6liim nedenidir.
Histopatolojisi ve klinik oOzelliklerine gore invaziv veya invaziv olmayan mesane
kanseri olarak siniflandirilabilir. Bu tiimorlerin yaklasik %70-80°ni invaziv degildir (kas
invazyonu yok; <T2) ancak yaklasik %701 niiksetmektedir. Rekiirent tiimorlerin %10-
15’1 kas invazyonu ve metastaz yapmaktadir. Ayrica, kas invazyonu yapan tiimorlerin
%20’si hizlica ilerleme egilimindedir ve prognozlart olumsuzdur (Enokida ve
Nakagawa, 2008).

Mesane kanserlerinin yaklasik %981 transisyonel hiicre karsinomalari
(transitional cell carcinomas: TCC) olan epitelyal malignansilerdir. Diger nadir
rastlanan histolojik tipler ise skuamoz hiicre karsinomalari, adenokarsinomalar ve
epitelyal olmayan kanserlerdir (Volanis ve ark., 2010).

Mesane kanseri her yasta goriilmekle birlikte genellikle orta yas veya ileri yas
hastaligidir. Tanidaki yas ortalamasi erkeklerde 69 ve kadinlarda 71°dir. Erkeklerde
kadinlara nazaran yaklasik 3 kat daha siktir (Volanis ve ark., 2010).

B. Mesane Kanseri Genetigi

Mesane kanseri de diger kanserler gibi proto-onkogenlerin aktivasyonuna veya
timor baskilayici genlerin inaktivasyonuna yol acan bir¢ok genetik ve epigenetik
degisikliklerin birikiminden kaynaklanmaktadir. Cevrenin rolii de dikkate alindiginda
kanser etiyolojisinin g¢evre, genom ve epigenom arasindaki etkilesimleri kapsadigi
sOylenebilir.

Cevresel risk faktorleri arasinda en onemli ekzojen risk faktorii olarak sigara
kullanim1 yer almakla birlikte mesleki maruziyet de tiim mesane kanseri olgularmin
yaklagik olarak %20’sine neden olur. Anilin boyalarinda mevcut olan aromatik aminler
ve diger bir¢ok endiistriyel kimyasalin nedensel olarak mesane kanseriyle iliskili oldugu
bildirilmistir. Dikkat cekici bir gozlem, c¢evresel karsinojenlere esit derecede maruz

kalan bireylerin kanser gelistirme risklerinin biiyiik 6l¢iide degisebilmesidir. Bu durum
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karsinojenik detoksifikasyon sisteminin ve DNA tamir kapasitesinin degistigi gercegine
baglanabilir (Volanis ve ark., 2010).

Mesane kanserine yol acan baslica genetik ve epigenetik degisiklikler
kromozomal belirtegler, genetik belirtecler (proto-onkogenler/onkogenler, timor
baskilayict genler, hiicre dongiisii diizenleyicileri, hiicre adhezyon molekiilleri),

epigenetik belirtecler ve gen ekspresyon profilleridir (Kim ve ark., 2007).

B.1. Kromozomal Aberasyonlar

Papiller ve solid TCC’lerin tiim grade ve stagelerinde en sik rastlanan
kromozomal aberasyon; kromozom 9’daki heterozigotluk kaybidir (Loss of
Heterozygosity: LOH). Kromozom 9 delesyonlar1 histolojik olarak normal, hiperplastik
ve displastik iiretelde belirlenmistir ve bu bulgular kromozom 9 aberasyonlarinin
mesane karsinogenezinde erken veya ilkin bir olayr temsil ettigi hipotezini
desteklemektedir. Olgularin ¢ogunda kromozomun uzun kolu etkilenmekle (9922,
9q32-33, 9q34) beraber kromozom 9’un kisa kolunun delesyonlar1 da bulunmustur.
Calismalar 9p21°de, siklikla homozigot delesyon tarafindan inaktive edilen bir tiimor
baskilayict olan siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor
2A: cdkn2a) iizerinde odaklanmistir. Cdkn2a lokusu anahtar hiicre dongiisii
diizenleyicileri olarak diisiiniilen p16 ve p14**" isimli iki proteini kodlamaktadir. Erken
evredeki tiimorlerde bulunan diger kromozomal aberasyonlar 8p ve 11p’nin
delesyonlar1 ve 1q ve 17q’nun artislaridir. Invaziv tiimérlerde yaygin olarak bulunan
kromozomal aberasyonlar; 6q, 11p, 18q’nun delesyonlar1 ve 1q, 8q ve 17q’nun
artiglaridir. Bu aberasyonlarin  bazilar1 bilinen genlerdeki (17p13 ve 13ql4’in
delesyonlar1 sirastyla p53 ve Rbl’in inaktivasyonuyla sonuglanir) degisimleri

yansitirken digerlerinin 6nemi tanimlanmamistir (Volanis ve ark., 2010).

B.2. Proto-onkogenler/Onkogenler

Bir¢ok aragtirmaci epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin (epidermal growth
factor receptor: EGFR) asir1 ekspresyonuyla yiiksek grade ve stage mesane kanseri
arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermistir. HER-2/neu (c-erbb2) onkogeninin
protein {irlinliniin de mesane kanserinde siklikla fazla derecede ifade edildigi

bulunmustur. Ayrica tiimor grade’inde artma, sagkalimda azalma ve metastaz
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insidansinda artisla iligkilendirilmistir. Mesane kanserlerinde Fibroblast Growth Factor
Receptor 3 (Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 3: FGFR3) nokta mutasyonlar1 da
siklikla olusmaktadir ve bunlarin oOzellikle diisiik grade ve stagedeki mesane
tiimorlerinde olusmasi prognostik degere sahip olabileceklerini gostermektedir. Yiiksek
grade mesane kanserlerinde siklikla fazla derecede ifade edilen bir diger proto-onkogen
V-MYC Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog (c-myc)’dir. Ancak c-myc
ekspresyonundaki  degisiklikler rekiirens, progresyon veya sagkalimla iliskili

olmadigindan mesane kanseri i¢in prognostik énemi az olabilir (Kim ve ark., 2007).

B.3. Tiimor Baskilayic1 Genler

Hem P53 hem de retinoblastoma (RB) yolaklari mesane karsinogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir. Kromozom 17p13.1°de lokalize olan p53 geni tarafindan
kodlanan P53 tiimor baskilayici proteini, apoptozisi baslatarak veya p21wafl/cipi’nin
indiiksiyonuyla DNA hasarina yanit olarak G1/S fazinda hiicre tutuklanmasini
indiikleyerek timor baskilanmasinda merkezi rol oynar. Mesane tiimorlerinin ¢ogu tek
bir 17p allelinin kaybini sergilerken, ikinci vurus, yabanil tip alleldeki ilave bir
mutasyon p53’ii inaktive edebilir ve proteinin ¢ekirdek i¢inde birikimine ve tlimor
baskilayici fonksiyonunun kaybina yol acabilir. 7P53 geninin inaktivasyonu i¢in diger
bir mekanizma murine double minutes (mdm2) onkogeninin asirt ekspresyonudur.
MDM?2 proteini, P53’lin  proteozomal degradasyonu kadar transkripsiyonel
inaktivasyonuna da neden olmaktadir. MDM2’nin asir1 ifadesi TCC’nin artan stage ve
gradeleriyle iliskili bulunmustur. Rb yolagindaki degisimler de invaziv mesane
kanserinin gelisiminde siklikla bulunur. Rb geni, kromozom 13q14’de lokalize olmakta
ve {irtinii olan niiklear fosfoprotein gelisim, farklilasma, hiicre dongiisiiniin sinirlanmasi,
senesans ve apoptozisi i¢eren iirotelyal karsinogenezde yer alan ¢esitli yolaklarda kritik
rol oynamaktadir. RB proteininin aktif formu (defosforile) transkripsiyon faktorii
E2F’ye baglanarak aktivasyonunu engellemektedir. RB tamamen fosforlandiginda
E2F’yi serbest hale gecirir, E2F de hedef genlerine baglanabilir ve hiicre dongiisii
ilerlemesini saglayabilir. RB kaybiyla tiimor stage ve grade’i arasinda 6nemli iligki
bulunmustur. E2{3’iin amplifikasyon ve ekspresyon artis1 da mesane kanserinde stage,
grade ve proliferasyon indeksiyle iligkili bulunmustur. Son zamanlarda yapilan bir

calisma mesane tiimorlerinde Rb inaktivasyonunu ve E2f3 izoformlar1 olan E2f3a ve
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E2f3b’nin fazla ifadesini 6p22 bolgesinin amplifikasyonuyla iligkilendirmistir. Bu
genomik bolge 4 gen (prl, sox4, E2f3 ve cdkall) igermekte ve tiimdr gelisiminde kritik

role sahip goriinmektedir (Volanis ve ark., 2010).

B.4. Hiicre Dongiisii Diizenleyicileri

p21, p27 ve siklin DI mesane kanserinde rol oynayan genlerdendir. Degisken
p53 ekspresyon seviyelerine sahip mesane kanserli hastalar arasinda bazilar1 negatif p21
ekspresyonu gostermektedir. Bu hastalar (p21 negatif ve anormal p53 ekspresyonu
gosterenler) p21-pozitif olanlarla kiyaslandiklarinda 6nemli derecede yliksek rekiirens
oram1 ve azalan sagkalim sergilemislerdir. Invaziv tiimdre sahip hastalarla yapilan
analizde, azalmis p27 ekspresyonu ise genelde ve iyilesme sonrasinda kotii sagkalimla
iliskilendirilmistir. Siklin D1’in ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin ise hastalik
progresyonuyla iligkili olmasa da tiimor rekiirensinin bagimsiz bir Ongoriiciisi

olabilecegi gosterilmistir (Kim ve ark., 2007).

B.5. Hiicre Adhezyon Molekiilleri

Matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2), matriks metalloproteinaz-2’nin doku
inhibitorleri (TIMP-2) ve membran-tipi MMP-1 ekspresyonunun yiiksek seviyeleri ve
azalmis sagkalim arasinda giiclii iligki bulunmustur. Azalmis E-kaderin ekspresyonu ise
yiiksek patolojik grade ve stageler kadar genellikle kas invazyonu ve uzak metastazla
iliskilendirilmistir. Yiiksek E-kaderin ekspresyonu ayni zamanda genel sagkalim ve
rekiirenssiz sagkalimla iliskilendirilmistir. Potansiyel bir diger prognostik marker olarak
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinde yer alan, genis ¢apli eksprese olan hiicre
yiizey adhezyon molekiili CD44’lin olabilecegi bildirilmistir. CD44’iin fazla
ekspresyonunun mesane kanseri progresyonuyla yakindan iliskili oldugu gdésterilmistir
(Kim ve ark., 2007).

Yiksek grade invaziv tiimorlerde p53 ve RB gibi hiicre dongiisii
regulatorlerinin inaktivasyonu daha yayginken, diisiik grade invaziv olmayan timdrler
MAP kinaz yolagmin aktivasyonuyla karakterize edilmektedir (Jarmalaite ve ark.,
2008).

Mesane tiimorlerinde bulunan genetik degisimleri gdsteren tablo asagida yer

almaktadir (Tablo 1).
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Tablo 1: Mesane tiimorlerinde bulunan genetik degisimler

(Gunes ve ark.,’dan uyarlanarak, 2010)

Gen Degisim Ta Invaziv Islevi
mesane >T2
tiimorleri | mesane
tiimorleri
Onkogenler
HRAS/NRAS | Aktive edici mutasyonlar + + Raf ve PI3K’y1 aktive eder
KRAS?2
FGFR3 Aktive edici mutasyonlar + + Biiyiime sinyalini iletir
ERBB2 Amplifikasyon/Asir - + Biiylime sinyalini iletir
ekspresyon
CCNDI Amplifikasyon/Asiri + + G1-S ilerlemesini
ekspresyon kolaylastirir
MDM?2 Amplifikasyon/Asir + + p53’iin proteozomal
ekspresyon parcalanmasina aracilik eder
E2F3 Amplifikasyon/Asir1 - + Hiicre dongiisiinii diizenler
ekspresyon
PIK3CA Aktive edici mutasyonlar + - PtdIn’lar1 fosforiller
Tiimor baskilayici genler
RASSF1A4 Metilasyon - + Mitotik siklinlerin

stabilitesini ve mitotik

ilerlemenin zamanlamasini

diizenler
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Tablo 1 (devam): Mesane tiimorlerinde bulunan genetik degisimler

(Gunes ve ark.,’dan uyarlanarak, 2010)

FHIT Delesyon/metilasyon - + Apoptozisi indiikler
CDKN2A4 Homozigot delesyon/ + + Hiicre dongiisiinii diizenler
metilasyon/mutasyon

PTCH Delesyon/mutasyon + + DNA bakimi, tamiri ve/veya
replikasyon

DBCI Delesyon/metilasyon + + G1/S degisiminin negatif
diizenlenmesiyle hiicre
proliferasyonunu inhibe eder

TSC1 Delesyon/mutasyon + + Bir biiyiime inhibitor
proteini kodlar

PTEN Homozigot delesyon/mutasyon | - + PIP; ‘i defosforile eder,
PI3K sinyalini antagonize
eder

RBI Delesyon/mutasyon - + E2F’yi tecrit eder,
hiicre dongiisii ilerlemesini
inhibe eder

TP53 Delesyon/mutasyon - + G1-S ilerlemesini inhibe
eder

DNA kopya sayis1 degisiklikleri

2q Delesyon + +

5q Delesyon - +

6q Delesyon - +
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Tablo 1 (devam): Mesane tiimorlerinde bulunan genetik degisimler

(Gunes ve ark.,’dan uyarlanarak, 2010)

8p Delesyon + +
9p Delesyon + +
9q Delesyon + +
10p Delesyon + -
10q Delesyon + +
11p Delesyon + +
11q Delesyon - +
13q Delesyon/LOH + +
15q Delesyon - +
16q Delesyon - +
17p Delesyon + +
18q Delesyon + +
Y Delesyon + +
1q Artig + +
3q Artig - +
5q Artig - +
8q Artis - T
10p Artig - +
17q Artig + +
20p Artis - +
20q Artis + +
1q22 Amplifikasyon - +
3p24 Amplifikasyon - +
6p22 Amplifikasyon - +
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Tablo 1 (devam): Mesane tiimorlerinde bulunan genetik degisimler

(Gunes ve ark.,’dan uyarlanarak, 2010)

8pl2 Amplifikasyon + +
8q21-22 ve | Amplifikasyon - +
q24

10p13-14 Amplifikasyon - +
12q15 Amplifikasyon - +
17921 Amplifikasyon - +
20q13 Amplifikasyon - +
11q13 Amplifikasyon + -

B.6. MikroRNA’larin Ekspresyon Degisiklikleri

MikroRNA’larin (miRNA) degismis ekspresyonlar1 da mesane kanserinde rol
oynamaktadir. MiRNA’lar yaklagik 22 niikleotit uzunlugunda protein kodlamayan
RNA’lar olup mesajct RNA (mRNA)’larla etkilesimde bulunup hedef mRNA’nin
kirilmasint  ve translasyonel baskilanmasin1 indiikleyerek gen ekspresyonunu
diizenlerler. Atipik miRNA ekspresyonlar1 (artis veya azalig) onkogenez siireciyle
iligkilendirilmistir. Yakin zamanli ¢alismalarda 6zgiill miRNA’larin TCC gelisimi ve
progresyonunda kritik rol oynadigi rapor edilmistir. MiRNA’lar timor baskilayict
(miR-17-5p, miR-21, miR-126, miR-221) veya onkogen (miR-26a, miR-29¢c, miR-30c,
miR-30e-5p) olarak davranabilirler. Mesane kanserinde miRNA’larin  ekspresyon
degisimleri Tablo 2’de gosterilmektedir.

Epigenetik degisiklikler arasinda yer alan atipik DNA metilasyonu da kansere
yol acan 6nemli faktorler arasindadir. Metilasyon, karsinogenezin erken siirecinde yer
almakta olup hem serum hem de idrar Orneklerinde invaziv olmayan metotlarla
belirlenebilir. DNA metilasyonunun karsinogenezdeki etkileri ve arastirilan genler

ayrintili olarak bundan sonraki sayfalarda agiklanmaktadir.
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Tablo 2: Mesane kanserinde miRNA’larin ekspresyon degisimleri

(Volanis ve ark.,’dan uyarlanarak, 2010)

miRNA
(a) Artis
miR-10a
miR-17-5p
miR-21
miR-23a
miR-23b
miR-26b
miR-30-3p
miR-103-1
miR-125b
miR-126
miR-129
miR-133a
miR-143
miR-182
miR-185
miR-199a*
miR-203
miR-205
miR-221
miR-222
miR-223
miR-452
(b) Azalig
miR-7
miR-26a
miR-29c¢
miR-30c
miR-30e-5p
miR-31
miR-145

Hedef gen
FGFR3

c-Myc
PTEN

KRT7
HOX

EGFL7
KRT7
Ras

KRT7

FGFR3

Kaynak

Veerla ve ark., (2009)
Gottardo ve ark., (2007)
Dyrskjet ve ark., (2009)
Gottardo ve ark., (2007)
Gottardo ve ark., (2007)
Gottardo ve ark., (2007)
Ichimi ve ark., (2009)
Gottardo ve ark., (2007)
Veerla ve ark., (2009)
Saito ve ark., (2009)

GALNTI ve SOX4 Dyrskjet ve ark., (2009)

Ichimi ve ark., (2009)
Lin ve ark., (2009)
Hanke ve ark., (baskida)
Gottardo ve ark., (2007)
Ichimi ve ark., (2009)
Gottardo ve ark., (2007)
Gottardo ve ark., (2007)
Gottardo ve ark., (2007)
Veerla ve ark., (2009)
Gottardo ve ark., (2007)
Veerla ve ark., (2009)

Veerla ve ark., (2009)

Wang ve ark., (baskida)
Wang ve ark., (baskida)
Wang ve ark., (baskida)
Wang ve ark., (baskida)
Veerla ve ark., (2009)

Dyrskjet ve ark., (2009)
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C. Epigenetik

C.1. Epigenetigin Evrimsel Acidan Onemi

DNA metilasyonunun kurulusu ve devam ettirilmesi DNA metiltransferazlar
olarak bilinen spesifik enzimler tarafindan gerceklestirilir. Organizmaya bagli olarak
farkli DNA metiltransferazlarin kullanimiyla metil grubu, adeninin N6 pozisyonuna
veya sitozinin molekiiler yapisindaki farkli pozisyonlara (N4 veya C5) dahil edilebilir.
Adeninin metilasyonu Obakteriler ve Arkea’da bulunur fakat okaryotlarda bazi tek
hiicreli organizmalarla (6rnegin, Tetrahymena) ve kara bitkilerinin kloroplastik
genomuyla sinirhdir. Ancak, sitozinin C5 pozisyonunun metilasyonu tiim yasam
formlarinda ortaktir ve ¢ok hiicreli 6karyotlarda bildirilen tek DNA modifikasyonudur.
DNA metilasyonunu  goOsteren organizmalarda metillenen diziler farklilik
gostermektedir. Ornegin, omurgalilarda metilasyon temel olarak CpG diniikleotitinde
olusurken bitkilerde CpNpG dizilerinde ve bitkilerde ve mantarlarda CpNpN (N; A, C,
G veya T olabilir) dizilerinde de olabilmektedir. En yiliksek metilasyon seviyeleri bazi
tiirlerde sitozinlerin %50’ye kadar metillendigi bitkilerde gdzlenmektedir. Ornegin,
misirda bu yliksek seviyelerdeki metilasyon, genomda mevcut olan c¢ok sayidaki
transpozonlarla iligkilidir (Angers ve ark., 2010).

Bakterilerde DNA metilasyonu, bakteriyal genomu ekstraseliler DNA
tarafindan invazyondan korumak amaciyla bulunmaktadir. Bakteriyal restriksiyon
endoniikleazlar1 yabanct DNA’y1 keserken bakteriyal genomun metillenmis dizilerini
tanimamakta dolayisiyla kesmemektedir (Angers ve ark., 2010). Beklendigi {izere,
maya, yuvarlak solucan ve meyve sinegi gibi bazi 6karyotlarda DNA metilasyonunun
yoklugu ise DNA metiltransferaz homologlarinin evrimsel kaybiyla iligkilidir (Lee ve
ark., 2010). DNA metilasyonu i¢in en sik Onerilen rollerden biri transpozonlar gibi
genomik parazitlerin  kontroliidiir. Memelilerde bu hipotezin kaniti, DNA
metilasyonunun mobil element transkripsiyonunu bloke eder goériinmesinden koken
almaktadir. Ayrica, memeli genomlarinda birgok metillenmis sitozin mobil elementler
icinde bulunur ve DNA metiltransferazlar inaktive edildiginde, bazi endojen
retroviriisler demetile olma egilimi gosterir. Ancak, bu ‘genom-savunmasi’ hipotezi i¢in
diger hayvan taksonlarinda istisnalar bulunmaktadir. Ornegin, C. intestinalis’de mobil

elementler metillenmemistir (Yi ve Goodisman, 2009).
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DNA metilasyonunu gerceklestiren DNA metiltransferazlarin (DNMTs) tiimii
ortak ve atasal bir kokeni Onerecek sekilde korunmus bir katalitik domaini
paylasmaktadir. Farklt genomlardaki DNMT sayilar1 6nemli derecede varyasyon
gostermektedir. Memelilerde yapilan ¢aligmalar farklt DNMT lerin farkli fonksiyonlara
sahip oldugunu gostermektedir. Ornegin, insan ve fare genomlar1 bir DNMTI1, bir
DNMT2 ve iic DNMT3 (DNMT3a/b ve DNMT3L) icermektedir (Yi ve Goodisman,
2009). DNMTI1, DNA replikasyonlar1 arasinda DNA metilasyon motifini devam
ettirmekten sorumludur ve bakim metiltransferazi olarak adlandirilmaktadir.
DNMT3’ler onceden metillenmemis sitozinlerin de novo metilasyonuna aracilik
etmektedir. DNMT2’nin rolii tam olarak ¢oziilmemekle birlikte tRNA metiltransferazi
olarak etki edebilecegi onerilmektedir (Yi ve Goodisman, 2009; Miklos ve Maleszka,
2011). Karsilastirmal1 analizler fonksiyonel genom capinda bir metilasyon sistemi i¢in
en az bir DNMTI1, DNMT2 ve DNMT3 mevcudiyetinin gerekliligini 6nermektedir.
Ayrica farkli DNMT lerin sayis1 genomik DNA metilasyonunun farkli motiflerine yol
acacak sekilde degisebilir. Ornegin, son derece diisiik DNA metilasyonu gdsteren D.
melanogaster’in genomu, sadece tek bir DNA metiltransferazi, DNMT2’yi
kodlamaktadir. C. elegans’in genomu DNA metilasyonundan ve konvansiyonel DNA
metiltransferazlardan tamamen yoksundur. Karsilastirmali olarak, bir ilkel omurgali
olan C. intestinalis’in genomu {i¢ dnmt geninin her birinden bir tane kodlamaktadir ve
onemli derecede DNA metilasyonu barindirdig bilinmektedir. Benzer sekilde, bal arisi
A. mellifera’nin genomu dnmt!’in iki homologu, bir dnmt2 ve bir dnmt3’1 igeren tiim
tic DNA metiltransferaz genini kodlamaktadir. Beklenildigi gibi fonksiyonel
caligmalarla bal arilarinda etkin bir metilasyon sisteminin varligr dogrulanmistir (Yi ve
Goodisman, 2009). Bal arisinin ne ¢ikmasindaki nedenler ¢ok cesitlidir. Ilki, bal aris1
genomu dizilenmis (Honey Bee Genome Consortium, 2006) ve kraligelerin ve iscilerin
beyinlerinin DNA metilasyon motifleri belirlenmistir. Ikincisi, kralige ve isci kastlar:
ayn1 genomdan koken almaktadir ve bunlarin farkli morfoloji ve davranislari tamamen
hem gelisim siiresince hem de yetiskinler olarak farkl1 besinsel diyetlere baglhidir. Isciler
polen ve nektar alirken kralicenin yiyecegi tamamen ar1 siitiinden olusmaktadir.
Uciinciisii, davranislar1 dikkat cekici bicimde farklidir. Bal aris1 6zellikle beyin gelisimi
ve sinaptik plastisite gibi diger sinir sistemlerinde de gdzlenebilen genel ndrobiyolojik

prensipler agisindan zengin bir kaynaktir. Diyetlerine bagl olarak ii¢ yol, yetiskin
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kralige, isci ve erkek arinin olusumuna yol agmaktadir. Ancak diyet, gelisimsel yollarin
tek modiilatorii olmayip DNA metiltransferaz sisteminin bilesenlerinin sessizlestirilmesi
de gelisimsel yollar1 degistirmektedir. DNMT3 DNA metiltransferaz transkripti,
larvalara kiigiik araya giren RNA’nin injeksiyonuyla asagi regiile edildiginde, pupa
evresinden ¢ikan iglem goérmiis bireylerin kraligeler oldugu gézlenmistir. Boylece, larval
gelisim siliresince DNA metiltransferaz sisteminin bir kismina yapilan ve asagi
regiilasyonuna etki edecek basit bir miidahale, ar1 siitii diyetinde oldugu gibi aynm
gelisimsel yoriingeye yol agmaktadir. Ayrica, DNA metilasyon seviyeleri, ar1 kovaninda
biiyiitiilen ig¢i ve kralice larvalarimin 6zgiil genlerindeki CpG diniikleotitlerinde
Olciildigli zaman, DNA metilasyonunun kralice larvalariin baslarinda azaldig:
bulunmustur. Benzer sekilde, DNMT3’iin RNAI sessizlestirilmesi araciligiyla kraliceler
olusturuldugunda, bu RNAI-indiiklenmis kraliceler de test edilen ayn1 genlerde azalmis
seviyelerde metilasyon gdstermistir. Bu iki sonu¢ uyumludur; ar siitii diyeti araciliiyla
dogal olarak olusan kraligeler, RNAI sessizlestirilmesi araciligiyla olusanlara benzerdir.
Tim bu nedenlerden dolay1 bal arisi, hangi metabolik genlerin eksprese edilecegini
isaretleme yolu olarak tercihen DNA metilasyonundan yararlanabilir (Miklos ve
Maleszka, 2011).

Feng ve arkadaslar1 shotgun genomik bisiilfit dizilemeyle sekiz farkli bitki ve
hayvan genomlarindaki DNA metilasyonunu karsilagtirmistir. Cesitli bitki ve hayvan
tiirlerinde metilasyonun ekzonlardan yana olan tercihi, ekzon metilasyonunun atasal bir
durum olabilecegini 6nermektedir (Feng ve ark., 2010).

Karsilagtirilmali araglarla genom dizilerinden farkli dnmt’lerin varlhigini
arastirmak, tiirlerde fonksiyonel bir metilasyon sisteminin olup olmadigini belirlemede
onemli bir ipucu saglayabilir ve kokene spesifik DNA metilasyonunun deneysel
tanimlanmasina rehberlik edebilir. DNMT’ler tarafindan sunulan DNA metilasyon
sinyali, yliksek derecede korunmus bir metil-baglayici-domain (MBD) igeren ve bu
nedenle ‘MBD ailesi’ olarak adlandirilan bir protein ailesini de igeren diger proteinler
tarafindan  okunabilir., MBD proteinleri filogenetik olarak yaygmn dagilim
gostermektedir. Ayrica DNMT proteinlerinde oldugu gibi, MBD proteinlerinin sayisi da
tiirler arasinda biiyiik capta degisiklik gostermektedir. Yiiksek metilasyon sergileyen
genomlar, kismi genomik DNA metilasyonu olanlardan daha fazla mbd kodlamaya

egilimlidirler. DNMT ve MBD protein dizilerinin analizleri, bazi metilasyon
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proteinlerinin yeni fonksiyonlarla iligkili hizli evrimlesmeye maruz kalip kalmadiginm
aciga cikaracaktir Genomik bir bolgedeki CpG diniikleotitlerinin azalmasi1 genellikle
CpG OJE olarak adlandirilan, gézlenen CpG sikliginin beklenen CpG siklig tarafindan
normalize edildigi bir metrikle Ol¢iiliir. Farkli genomlarin CpG O/E degerlerini
karsilastirmak DNA metilasyon seviyelerini belirlemek i¢in basit ve giiclii bir aragtir. D.
melanogaster genomundaki genlerin CpG O/E degerleri, DNA metilasyonu olmayan bir
sistemde beklenecegi gibi, 1 civarindaki bir ortalamaya sahip Gauss dagilimi gosterir.
Tersine, C. intestinalis ve A. mellifera genomlarindaki genler, muhtemelen genomdaki
genlerin hiper- ve hipo-metillenmis siniflara boliinmesinden kaynaklanan farkli ¢ift
tepeli dagilimlar sergilerler. Insan genlerindeki CpG O/E degerleri, ‘yogun’ genomik
DNA metilasyonuyla agiklanan CpG diniikleotitlerinin 6nemli derecede azalmasini
ispatlayacak sekilde 0.2 civarindadir (Yi ve Goodisman, 2009).

Evrimsel yenilik i¢in kaynak olusturan olaylardan biri, genom dinamiginde
siklikla olusan gen duplikasyonudur. Ancak gen duplikasyonlari, bir organizmanin
uyumunu azaltici sekilde proteinlerin stokiyometrik dengesizligine de yol agabilir.
Boyle zararli mutasyonlarin ¢ogu saflastirici secilim tarafindan uzaklastirilmakla
birlikte, zararli mutasyonlarin sikligi genetik stiriiklenme mekanizmasiyla genellikle
artabilir ve sonradan yararli mutasyonlarla telafi edilebilir. Chang ve Liao, insan ve fare
homolog dokularinin (beyin, karaciger ve kas) transkriptomlarii arastirmis ve
siiringen-primat farklilasmasindan koken alan yakin zamanli duplikatlar iizerinde
yogunlasarak homolog genlerin ekspresyon seviyelerini karsilastirmislardir. Memeli
evrimi boyunca DNA metilasyonunun duplike genlerin transkripsiyon baslamasini
inhibe ederek gen duplikasyonundan sonra dozaj dengesini saglamada metilasyonun
temel rol oynadigi sonucuna varmislardir. MiRNA’lar da potansiyel olarak duplike
genlerin ekspresyonunu degistirebilmekle birlikte memeli gen duplikasyonundan sonra
protein dozaj dengesini yeniden saglamada ihmal edilebilir rol oynamaktadirlar. Cis-
bolgelerindeki farklilasma da duplike genlerdeki ekspresyon azalmasiyla iligkili
bulunmamistir. Diferansiyel DNA metilasyonu ve epigenetik degisiklikler gen
duplikasyonu tarafindan tetiklenen evrimsel siiregte 6nemli rol oynayabilir ve duplike
genleri psddo-gen olusumu siirecinden koruyabilir (Chang ve Liao, 2012).

Sebekler (Hylobatidae) kiiciik, agaglarda yasayan maymunlardir. Sebekler,

evrim siiresince kromozomal yeniden diizenlenme mekanizmalarini ¢alismak i¢in harika
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bir modeldir ¢ilinkii kromozomlar1 diger maymunlara nazaran hizlandirilmig bir oranda
degisiklikler biriktirmektedir. Bu kararsizligin bir sonucu olarak, sebek ailesinin dort
cinsi dort farkli karyotipe (2n: 38’den 52°ye) sahiptir. Sebeklerin dort cinsi insanlarla
olan ortak hominoid atalarindan 15-20 milyon yi1l 6nce ayrilmistir. Sebekler, perisentrik
ve parasentrik inversiyonlari, flizyonlar1 ve Robertsonian ve resiprokal translokasyonlari
iceren yaygin kromozomal yeniden diizenlenme tasidiklart i¢in bu nesli tilkenmekte
olan memeliler, primatlar icinde karyotipik olarak en farkli olanlar arasindadir.
Sebeklerde gozlenen bu genom karilma (shuffling), diger hominoidlerde bulunan
yiiksek derecedeki karyotip korunumuyla garpict bir karsitlik igindedir: Insanlar1 biiyiik
maymunlardan ayiran sadece tek bir inter-kromozomal yeniden diizenleme vardir fakat
sebek hattinda bu sekilde 40’dan fazla yeniden diizenlenme vardir. Bu tiirlerdeki
kromozomal yeniden diizenlenme orani diger primatlardakinden 20 kat daha yiiksektir.
Sebekteki kirilma noktalarinin ¢gogunlukla normalde primat genomlarinda bol miktarda
bulunan, Alu olarak adlandirilan endojen retrotranspozonlarla iligkili oldugu
gozlenmistir. Ayrica, sebekteki Alu’lar insandaki ortolog Alu’larla karsilastirildig
zaman daha az sayida metillenmis CpG’ye sahiptir. Memelilerde CpG metilasyonunun
retrotranspozonlar1 baskilanmis bir durumda tutarak genom integritesini korudugu
bilinmektedir. Bu nedenle, metilasyon diizenegindeki bir bozuklugun, sebeklerdeki daha
yiikksek genom rekombinasyonunu yonlendirdigi Onerilmektedir (Brown ve O’Neill,
2009; Carbone ve ark., 2009).

Pai ve arkadaglar1 da, insan ve sempanzelerden alinan doku orneklerinde
genom capindaki gen ekspresyon seviyelerini ve DNA metilasyon verilerini
karsilastirmiglardir. Beklenildigi gibi, doku ve tiir dikkate alinmaksizin her bireyde,
metilasyon ve gen ekspresyon seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur.
Diisiilk derecede eksprese olan genlerin promoterleri siklikla yiliksek derecede
metillenirken, yiiksek derecede eksprese olan genler zayif sekilde metillenmeye
egilimlidir. insanda damgalamaya (imprinting) ugradigi bilinen genler, genlerin
imprinting durumunun iki tiir arasinda korundugunu onerecek sekilde sempanzelerde de
benzer bir hemi-metilasyon motifi géstermeye egilimlidirler. Toplamda, analiz edilen
promoter CpG bolgelerinin ortalama %38,6’s1 (dokuya bagli, %3,4-13,5) insanlar ve
sempanzeler arasinda farkli sekilde metilasyon sergilerken, CpG bdlgelerinin ortalama

%14,5°1 bir tiir icindeki dokular arasinda farkli sekilde metillenmistir. Bu motifler, insan
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ve faredeki onceki gozlemleri 6zetlemektedir. Insanlar ve sempanzeler arasinda gen
ekspresyon seviyelerindeki %12-18 kadar ¢ok farkliliklar muhtemelen DNA
metilasyonundaki tiirler-aras1 degisikliklerle agiklanabilir (Pai ve ark., 2011). Bununla
beraber belli genlerde sitozin metilasyon motiflerinin korundugu bir¢ok durum vardir.
Meagher, sitozin metilasyon motiflerinin ortak bir atadan 35 milyon y1l 6nce farklilagan
insan plazminojen dizileri arasinda korunmus goriindiigiinii belirtmektedir (Meagher,
2010).

Gen regiilasyonundaki rolii ve fenotipik varyasyon olusturmasindan dolay1
epigenetik varyasyon, bireysel uyum iizerinde etkili olabilen ve bu nedenle dogal
secilim tarafindan etkilenebilecek fenotipik farkliliklar yaratmaktadir. Genetik
modifikasyonlardan farkli olarak DNA metilasyonu, ¢evresel degisikliklere yanit olarak
hizlica olusabilir ve bu nedenle, muhtemelen bir bireyin yasam siiresi boyunca bile olan
kisa zaman ol¢eginde cevresel stresle basetmede potansiyel bir rol sunabilir. Bireylere
cevresel degisiklige yanit olarak alternatif fenotipler iiretmelerine izin verdiginden
dolayr DNA metilasyonu, kalitimin yoklugunda bile yararli bir islem olabilir. DNA
metilasyonu yoluyla fenotipik varyantlarin iiretimi alternatif gevreleri kesfetmede ve
sonu¢ olarak daha genis bir nis saglamada yardimci olabilir. Geri donlisimliligi ve
kararsiz dogasindan dolayt DNA metilasyonunun devamliligimin uzun zaman
periyodunda DNA mutasyonlart kadar stabil olmasit beklenmemektedir. Genetik
asimilasyon siireci boyunca g¢evresel olarak indiiklenen fenotip genetik olarak asimile
olunca, epigenetik isaretler gibi onu iireten cevresel sinyale de daha fazla ihtiyag
duyulmaz. Bu nedenle DNA metilasyonunun rolii gegici olabilmekle beraber yeni
cevresel kosullara yanit olarak fenotipik varyasyonu indiikleme yoluyla adaptif bir
gorlintii olusumunu baglatmasi1 nedeniyle kritiktir (Angers ve ark., 2010). Bu anlatilanlar
kapsaminda ve Handel ve Ramagopalan’in da makalelerinde vurguladig iizere evrimin
potansiyel bir Lamark¢i mekanizmasini sagladigindan dolay1 epigenetik, Darwinci ve
Lamark¢1 evrimin bariscil beraberligine izin vermektedir (Handel ve Ramagopalan,

2010).
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C.2. Kanserde Epigenetik Yaklasimlar

Genetik, gen dizisi temelinde kalitilan bilginin arastirmasina isaret ederken,
epigenetik DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmadan gen islevlerinde veya diger
hiicre fenotiplerinde kalitilabilen geri doniisiimlii degisikliklerin arastirmasidir (Kim ve
ark., 2007).

Epigenetik aberasyonun bir c¢esidi DNA metiltransferazlar tarafindan
katalizlenen DNA metilasyonu (CpG dizisindeki sitozinin 5’-karbonuna bir metil grubu
eklenmesi) dur. CpG adaciklar1 insan genlerinin yarisinda mevcuttur ve tipik olarak
genlerin promoterleriyle ve birinci ekzonlariyla ¢akismaktadir (Aleman ve ark., 2008;
Cebrian ve ark., 2008). Imprintinge ugramis belirli genler ve disilerdeki inaktif X
kromozomlar1 {lizerindeki genler haricinde CpG adaciklarimin ¢ogu metillenmemistir
(Enokida ve Nakagawa, 2008). DNA metilasyonu en iyi memelilerde karakterize
edilmistir. Metil vericisi olarak S-adenozil metiyoninle tic DNA metil transferazdan biri
(DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) tarafindan kataliz edilir. Parental hiicrelerdeki DNA
metilasyon bi¢imi dogrulukla duplike edilebilir ve yavru hiicrelere dagitilabilir. CpG
adaciklarindaki sitozin metilasyonu ve C-T transisyonu Sekil 1’de gosterilmektedir. A
seceneginde DNA metiltransferaz 1, 3a veya 3b’nin S-adenozil metiyonini (SAMCH3)
bir metil vericisi olarak kullanarak sitozin niikleotidinin pirimidin halkasinin 5.
karbonuna bir metil grubu eklenmesinin katalizi gosterilmektedir. B se¢eneginde ise C-
T transisyonu gosterilmektedir. C-T transisyonu sitozinin siilfonasyonuyla baglatilir
(sitozin, sitozin siilfonata doniisiir), sonra hidrolitik deaminasyon olusur (sitozin
stilfonat, urasil siilfonata dontiisiir) ve islem alkali desiilfonasyonuyla (urasil siilfonat,
urasile doniisiir) sonuglandirilir. Metillenmis sitozin bu kimyasal isleme direngli oldugu
icin metillenmis ve metillenmemis CpG metilasyona-spesifik polimeraz zincir

reaksiyonuyla (MSP) belirlenebilir (Zhu ve Yao, 2009).
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Sekil 1: CpG adaciklarindaki sitozin metilasyonu ve C-T transisyonu

(Zhu ve Yao’dan uyarlanarak, 2009)

DNA metiltransferaz, sitozinin kovalent modifikasyonunu 5-metilsitozin
olusumuyla sonuglandirir. Sitozin metilasyonunun ilk kez bakterilerde mutajenik oldugu
gosterilmistir ve bu DNA’daki spontan baz yer degisimleri i¢in sicak noktalardir. CpG
diniikleotitlerindeki sitozinlerin metilasyonu, C—T transisyon mutasyonlar1 olasiligini
12-42 kat artirmistir. Genom boyunca bu dizilerin yaklasgik 5-kat azalmasiyla
sonuglanmistir. Hiicre dongiisiinii etkileyen onemli genlerin kodlayict bolgeleri siklikla
CpG diniikleotitlerinde metillenir ve mutasyona agik bolgelerin olusumuna yol agar. 5-
metilsitozinin timine deaminasyonu islevi olmayan proteinin iiretimiyle sonuglanabilir.
Insan kanserlerinde gdzlenen p53 genindeki nokta mutasyonlarinin yaklasik %24’ii
CpG diniikleotitlerinde yer alan C—T transisyonlandir. p53 genindeki CpG
diniikleotitlerinin tiim mutasyon sicak noktalarinin metillenmis olmasi 5-metilsitozini
endojen bir mutajen olarak sunmaktadir. Tiimor baskilayici genlerin promoterlerinde

lokalize olan CpG adaciklart normalde metillenmemistir. Bu bolgelerin anormal
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metilasyonu gen ekspresyonunda ilerleyici azalmaya yol agarak normal hiicresel
biliylime 6zelliklerini degistirebilir (Gonzalgo ve ark., 2007). Bu ozellikler, kanserin
sadece bir genetik hastalik olmadigina isaret etmektedir. Kolorektal kanserde,
promoterde yer alan CpG adaciklarindaki DNA hipermetilasyonu sonucu etkilenen
genleri ve transkripsiyonel sessizlesmeyi belirlemek i¢in yeni bir transkriptom-¢apli
yaklasim kullanilarak bir tiimorde bilinen tiim genlerin yaklagik %5’inin metillenmis bir
promoter icerdigi tahmin edilmektedir (Zhu ve Yao, 2009).

DNA metilasyon aberasyonlar1 hipo- veya hipermetilasyon seklinde olabilir.
Her iki form da kromozomal instabilite ve transkripsiyonel gen sessizlesmesine yol
acabilir ve her ikisi de insanda ¢esitli kanserlerle iliskilendirilmistir.

Epigenetik aberasyonun bir diger ¢esidi kromatin yapisini icermektedir. Temel
kromatin {initesi niikleozomdur ve niikleozom c¢ekirdegine periferal yerlesimdeki
histonlarin N-terminal kuyruklari, 6zgiil kromatin modifiye edici enzimler tarafindan
katalizlenen asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikinasyon gibi ¢esitli kovalent
modifikasyonlara maruz kalmaktadir. Histon kuyruklarinin asetilasyon ve
deasetilasyonu sirasiyla histon asetiltransferazlar ve deasetilazlar (Histone deacetylases:
HDACs) tarafindan katalizlenmektedir. Histon asetiltransferazlar, transkripsiyonel
mekanizmaya promoterin erisimini kolaylastiran histon asetilasyonunu indiikleyerek
cesitli transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini artirmaktadir. Tam tersine, HDAC’lar
histon asetilasyon seviyelerini rediiklemekte olup transkripsiyonel baskilamayla
iliskilendirilmistir (Enokida ve Nakagawa, 2008). HDAC inhibitorleri (HDACI)
tarafindan HDAC’larin inhibisyonu farklilagma, biiylimenin engellenmesi ve
apoptozisin indiiklenmesiyle sonuglanir. Ayrica, metil-CpG baglayict protein (MeCP2)
metillenmis DNA’ya baglanabilir, sonrasinda HDAC kompleksinin aktivitesiyle gen
ekspresyonunu Onleyebilir. DNA c¢ip analizleri, DNA metiltransferaz (DNMT)
inhibitorleri ve HDAC inhibitorlerinin kullanimimin global gen ekspresyonunu
etkilemesi kadar tiimor baskilayici genlerin sinerjik aktivasyonuyla da sonuglandigini
gostermektedir. Yan etkileri Onlemek ve tiimor biiylimesinin sinerjik inhibisyonunu
saglamak i¢cin DNMT inhibitorleri ve HDAC inhibitorlerinin diisiik dozlar1 kombine
edilebilir (Karam ve ark., 2007).

Bu iki epigenetik diizenleyici mekanizma, DNA metilasyonu ve histon

modifikasyonu, gen ekspresyonunda birbiriyle siki sekilde iliskilidir. Gen
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ekspresyonunun basarili epigenetik kontrolii siklikla her iki mekanizmanin kooperasyon
ve etkilesimine ihtiya¢ duyar. Bu mekanizmalardan birinin bozulmasi insanda ¢ogu
kanser tiirlinde goriildiigii gibi anormal gen ekspresyonuna yol acar (Enokida ve
Nakagawa, 2008).

Cogu kanser tiiri bazi promoter dizilerinde bulunan bdlgesel
hipermetilasyonun yanisira global hipometilasyon gdstermektedir (Kim ve Kim, 2009).

DNA metilasyonu tarafindan transkripsiyonun sessizlestirilme mekanizmasi
Sekil 2°de gosterilmektedir. Sekilde: (A) Transkripsiyonel olarak aktif bir durumdaki
genin promoteri gosterilmektedir. Bu fazdaki kromatin 6kromatini konfigiire eden,
bolgeyi transkripsiyon diizeneginin bilesenlerine ulasilabilir hale getiren, asetillenmis
histon kompleksleri ve lizin 4’de metillenmis H3 histonunun kuyruklarindan olusan
ayrilmis niikleozomlar tarafindan isgal edilir. (B) DNA metiltransferaz CpG
adaciklarindaki sitozine metil grubu ekler. (C) Metillenmis CpG bdlgeleri; MeCP2 gibi
metil-baglayict proteinleri ve sonra sirasiyla Sin3A ve HDAC’1 bdlgeye ceker.
Heterokromatini yapilandiran deasetile histon ve lizin 9°da metillenmis H3 histonuyla
kromatin yapis1 modifiye edilir. Bir kez bu degisiklikler olustuktan sonra,
transkripsiyon faktorleri uzaklastirilir ve transkripsiyon bloke edilir.
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Sekil 2: DNA metilasyonuyla transkripsiyonun sessizlestirilme mekanizmasi

(Daniel ve ark.,’dan uyarlanarak, 2011)
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D. Mesane Kanseri ve Epigenetik

D.1. Mesane Kanserinde Hipometilasyon

Memeli genomlarindaki DNA metilasyonu tekrarlayict DNA’nin (genom
iceriginin en az %50’sine karsilik gelen) ¢ogalmasini dnlemek icin transkripsiyonel
olarak sessizlestirildigi bir savunma mekanizmasidir. Hipometilasyon olarak bilinen
normalde metillenmis DNA’nin demetilasyonu bdyle bir savunma mekanizmasini
bozabilir ve genomda yapisal ve islevsel degisikliklere yol agabilir (Enokida ve
Nakagawa, 2008).

Hipometilasyon, kromatin yapisindaki degisiklikler, tekrarlayici elementler
arasindaki rekombinasyon veya retrotranspozonlarin yeniden ekspresyonuyla genomik
kararsizlig1 kolaylastirabilir. Uzun serpistirilmis niiklear element dizilerinin (Long
Interspersed Nuclear Element Sequences: LINEs) metilasyonu, normal mesane
mukozasi ile karsilastirildiginda mesane kanseri hiicre hatlarinda ve primer tiimoérlerde
azalmistir. DNA metiltransferaz 1 ekspresyonunun azalmasi mesane kanserinde
tekrarlayici elementlerin hipometilasyonundan kismen sorumlu olabilir. De novo
metiltransferaz aktivitesindeki kiiciik artislar DNA metiltransferaz 1 ekspresyon
azalisini telafi etmek i¢in yetersiz olabilir (Gonzalgo ve ark., 2007).

Hipometilasyon mekanizmasiyla diizenlenen genlere ornek olarak heparanaz
(HPSE) verilebilir. Matriks metalloproteazlar ve tlirokinaz-tipi plazminojen aktivatorleri,
ekstraseliiler matriksi kaldirmada 6nemli bir rol oynamaktadir ve tiimorlerde siklikla
ekspresyon artisi gostermektedir. Normal mesane epiteline kiyasla mesane kanseri
orneklerinde HPSE geninin olduk¢a zengin hipometilasyonu ve promoter
hipometilasyonu nedeniyle artmis heparanaz ekspresyonu bildirilmistir (Enokida ve
Nakagawa, 2008).

Moore ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, 16kosit DNA’sinda %5-mC olarak
6l¢iilen medyan global metilasyon seviyesinin mesane kanseri olgularinda kontrollerden
onemli Ol¢lide diisiik oldugu belirlenmis ve bagimsiz olarak kanser riskiyle
iliskilendirilmistir. Bu ¢alisma, 16kosit DNA hipometilasyonunun, sigara kullanimi ve
arastirilan diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak mesane kanseri riskinde giiclii artis

sundugunu gosteren ilk ¢alismadir (Moore ve ark., 2008).
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D.2. Mesane Kanserinde Hipermetilasyon

Hipermetilasyon hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerde, hiicre invazyonu ve
hiicre mimarisi genlerinde, DNA onarim genlerinde, tiimor baskilayici genlerde,
apoptozisle iligkili genlerde ve diger baz1 genlerde de gosterilmistir. Metillenmis genler
cogu kanserde olusanlar (6rnegin, E-kaderin ve RASSFla), birka¢ kanserde olusanlar
(6rnegin, mesane ve kolon kanserinde 4PC) ve cogunlukla tek bir organa spesifik
olanlar (6rnegin, prostat kanserinde GSTP1 veya bobrek kanserinde VHL) olmak iizere
tice ayrilabilir (Phé ve ark., 2009).

Promoter hipermetilasyonu, tiimor baskilayict gen inaktivasyonu ig¢in
Knudson’in ¢ift vurus hipotezine alternatif bir mekanizma olarak taninmaktadir (Chan
ve ark., 2003).

Mesane kanserinin metilasyon-tabanli belirlenmesi kapsaminda yapilmig

onemli ¢aligmalar inceleme kolaylig1 sunmasi agisindan Tablo 3’de 6zetlenmistir.

34



Tablo 3: Metilasyon-tabanli ¢aligmalarin kismi literatiir 6zeti

Ornek | Genler Duyarhbk | Ozgiilliik | Metot Referans

Doku | RASSF14 %60 %100 MSP, Lee ve ark.,
(33/55) COBRA 2001

Doku | DBCCRI %352 _ Bistilfit Habuchi ve
(36/69) dizileme ark., 2001

Doku | pl44ARF %356 _ MSP Dominguez
(15/27) ve ark., 2002

Doku | p16INK4a %18 _ MSP Dominguez
(5727) ve ark., 2002

Doku | E-cad %84 _ MSP, Ribeiro-Filho
(43/51) bisiilfit ve ark., 2002

dizileme

Doku | RASSF14 %47,5 %100 MSP Chan ve ark.,
(19/40) 2003

Doku | RUNX3 %73 %100 MSP, Wun-Jae Kim
(90/124) bisiilfit ve ark., 2005

dizileme
Doku | sFRP-1,sFRP-2, %77,2 %66,7 MSP, Urakami
SFRP-4, sFRP-5, ROC curve | ve ark., 2006
Wif-1, Dkk-3

Doku | APAF-1 %100 %85 QMSP Christoph
(110/110) | (17/20) ve ark., 2006

Doku | CASP-8 %3,6 %100 QMSP Christoph
(4/110) (20/20) ve ark., 2006

Doku | DAPK-1 %74 %80 QMSP Christoph
(81/110) (16/20) ve ark., 2006

Doku | IGFBP-3 %66 %90 QMSP Christoph
(73/110) (18/20) ve ark., 2006

Doku | p16INK4a %18 _ MSP Kawamoto
(8/45) ve ark., 2006
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Tablo 3 (devam): Metilasyon-tabanli ¢caligmalarin kismi literatiir 6zeti

Doku | pI4ARF %31 _ MSP Kawamoto
(14/45) ve ark., 2006
Doku | E-kaderin, %97 %38 QMSP Yates
TNFRSF25, EDNRB, panel analizi | ve ark., 2007
RASSFla, APC
Doku | TU34 %46,7 _ MSP, Awakura
(21/45) COBRA ve ark., 2008
Doku | SOX9 %56,4 _ MSP, Aleman
(57/101) bisiilfit ve ark., 2008
dizileme
Doku | Casp-8 %19.,4 %97.9 MSP Malekzadeh
(20/103) | (47/48) ve ark., 2009
Doku | RbI %28,2 %95,8 MSP Malekzadeh
(29/103) | (46/48) ve ark., 2009
Doku | DAP-kinaz %37,8 %91,7 MSP Sobti ve ark.,
(39/103) | (44/48) 2010
Doku | p/4ARF %22,5 _ MSP Hosseini
(18/80) ve ark., 2010
Doku | pl6INK4a %40 _ MSP Hosseini
(32/80) ve ark., 2010
Serum | pl6INK4a %22 %98 MSP Valenzuela ve
(19/86) ark., 2002
Serum | p/44ARF %48,1 %100 MSP Dominguez
(13/27) ve ark., 2002
Serum | pl6INK4a %7,4 %100 MSP Dominguez
(2/27) ve ark., 2002
Serum | p/4ARF %10 %100 MSP Hosseini
(8/80) ve ark., 2010
Serum | pl6INK4a %15 %100 MSP Hosseini
(12/80) ve ark., 2010
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Tablo 3 (devam): Metilasyon-tabanli ¢caligmalarin kismi literatiir 6zeti

Idrar | RASSFla %50 %100 MSP Chan
(7/14) ve ark., 2003
Idrar | DAPK, TERT, BCL2 | %784 %100 QMSP, Friedrich
(29/37) (20/20) panel analizi | ve ark., 2004
Idrar | CDKN2A,  pl4ARF, | %82 %96 QMSP, Hoque
MGMT, GSTPI ROC curve | ve ark., 2006
Idrar | SALL3, CFTR, %91,7 %87,6 MSP, Yu ve ark.,
ABCC6, HPRI, (121/132) panel analizi | 2007
RASSFIA, MTIA,
ALX4, CDH13,
RPRM, MINTI,
BRCAI
Idrar | Myopodin %65 %79,8 MSP, Cebrian ve
(25/40) (99/124) | bisiilfit ark., 2008
dizileme
Idrar | RASSF14, p14, %83 %100 MSP, Lin ve ark.,
E-kaderin panel analizi | 2009

Metilasyon analizinde kombine marker yaklagimi, test panelindeki marker
sayisinin artirilmasinin duyarliligi da artirmasinin yanisira maliyeti de artirdigini ve
testin 6zgilligiinii azalttigini gostermektedir (Hoque ve ark., 2006; Kim ve Kim, 2009).

Bazi  durumlarda normal dokularda da  hipermetilasyon  olgusu
gozlenebilmektedir. Negraes ve arkadaslari, mesane tiimor dokusuna bitisik normal
dokularda da CDHI, SFN ve RARB genlerinin hipermetilasyonunu gdézlemislerdir.
Normal dokulardaki atipik metilasyon bi¢imleri kronik inflamasyon, viral infeksiyon ve
yaslanmayla iliskilendirilmistir (Negraes ve ark., 2008). Epigenomda metilasyon
degisiklikleri yasam siireci boyunca da birikmektedir. Ornegin, kolondaki normal epitel,
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sonradan kolon kanserinde hipermetile olan genlerde yasa bagli olarak metilasyon
kazanmaktadir. Bu nedenle, DNA metilasyon bigimlerinin bir molekiiler saat
olusturdugu ve normal dokularin yasini (hiicrelerin bdliinme sayisini) belirlemek i¢in
kullanilabilecegi Onerilmistir. Bir tiimdriin yas1 hakkindaki bilgi, onkogenezin baslama
zamani hakkinda fikir verebilir ve erken tanida 6nemli uygulamalar saglayabilir (Wolff
ve ark., 2008). Mesane epitelinde yasla iligkili metilasyon e-kaderin geni igin
belirlenmistir. Bornman ve arkadaslar1 ¢alismalarinda normal kontrol 6rneklerinde e-
kaderin metilasyonunun belirlendigini ve bu beklenmedik bulgunun test edilen en yash
3 bireyde (71, 82, 92 yaslarinda) gbzlendigini belirtmislerdir (Bornman ve ark., 2001).
Diger yandan, Friedrich ve arkadaslar1 ise RASSFIA ve TNFRSF25 genlerindeki gibi
bazi metilasyon degisikliklerinin tanimlama i¢in sinirli kullanima sahip olabilecegini
¢linkli bunlarin normal mesane dokularinda da metillendigini belirtmislerdir (Friedrich

ve ark., 2004).

D.3. Mesane Kanseri Biyomarkerlar1 Olarak Metilasyon Degisikliklerinin
Onemi

Mesane kanserinin tanisinda sistoskopik muayene altin standart olmakla
birlikte pahalidir, hastada onemli Ol¢lide rahatsizliga sebep olmaktadir ve degisken
duyarlilik gosterir (Zhang ve ark., 2001; Kim ve Kim, 2009). Ayrica in situ baz1 mesane
tiimorii olgularinda, sistoskopik muayeneyle mesane timdriinii sistitten ayirt etmek
giictiir (Urakami ve ark., 2006). Dolayisiyla, mesane kanserinin tanisi ig¢in yiiksek
derecede glivenilir, invaziv olmayan yontemlerin gelistirilmesi erken taniy1
kolaylastirabilir.

Idrar yolundaki iirotelyal hiicre, protein ve metabolitlerin tiimii invaziv
olmayan sekilde idrardan izole edilebilir ve idrar yolundaki hastalii belirlemek igin
analiz edilebilir. Bosaltimla atilan idrarin sitolojik analizi kanser tanisi i¢in standart
invaziv olmayan bir metot olmakla birlikte duyarliligi o6zellikle diisiik grade
transisyonel hiicre karsinomalarinda zayiftir (Zhang ve ark., 2001; Kim ve Kim, 2009;
Lin ve ark., 2009 ).

Mesane kanserinin tanisinda ImmunoCytTM (Scimedx Corp., Denville, NJ,
USA) ve UroVysionTM (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA) ve diger tanisal

markerlar1 iceren cesitli hiicre-tabanli metotlar gelistirilmistir. Ancak, bunlarin ¢ogu
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genis alanda kullanim i¢in duyarlilik ve ozgiillikkten yoksundur ve rutin klinik
kullanimlarina engel teskil eden yogun genetik analize ihtiyag duymaktadir (Phé ve ark.,
2009). UroVysion, mesane kanserinin ilk tanisina yardimci olmak amaciyla floresan in
situ hibridizasyon tabanli olarak kromozomal anomalileri belirlemektedir ve Birlesik
Devletler Gida ve llag idaresi (United States Food and Drug Administration: FDA)
tarafindan onaylanmistir. Duyarliligi %68,6 ve 6zgilligi %77,7’dir. ImmunoCyt ve
UroVysion’a ilaveten mesane kanseri i¢in niikleer matriks proteini 22, mesane timori
antijeni ve telomerazi iceren c¢esitli potansiyel markerlar tanimlanmistir. Mesane
kanserinin belirlenmesinde bu markerlar idrar sitolojisinden daha duyarli olmakla
beraber kullanimlan diisiik 6zgiilliikleri nedeniyle sinirlidir (Hoque ve ark., 2006).
Yakin zamanda, kanser biyomarkerlar1 olarak mikroRNA’lar daha iyi alternatif
olarak diistiniilmektedir. Ancak biyokimyasal olarak hem RNA hem de protein DNA’ya
nazaran daha az stabildir. Bu durum da onlarin viicut sivilarindan izole edilmesini
imkansiz degilse de giic hale getirmektedir. Ayrica, kanser dokularinda her iki
molekiiliin ekspresyonu kanserle iliskisi olmayan degiskenler tarafindan (sirkadiyen
ritim, degisken hormon seviyeleri) da etkilenebilmektedir (Zhu ve Yao, 2009).
Hastaliklarda epigenetik olaylarin erken olusum siireci géz dniine alindiginda,
semptomatik veya  belirgin radyografik belirtiler olusmadan molekiiler tanidan
potansiyel yararlamim imkani, prognostik bir marker olarak metilasyonun klinik
onemini belirtmektedir. Epigenetik degisikliklerin serum, balgam ve idrar gibi viicut
sivilarinda da belirlenebilmesi bu yaklasimm dogrulugunu artirmaktadir. Urolojik
tiimdrlli hastalarda, plazma ve serum dolasimindaki tiimér DNA’sinin varligi ilk kez
1998 yilinda Goessl ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir (Goessl ve ark., 2002).
Bununla beraber kansere 6zgli metilasyon degisiklikleri genellikle tiimor dokularinda
belirlenmektedir ve invaziv evrede olmadigi miiddetce nadiren kan dolagiminda
gozlenir. Mesane kanserinde pl6INK4a ve pl4ARF genlerinin metilasyon sikligini
arastirdiklar1 caligmalarinda Hosseini ve arkadaslari, sadece metastatik kanser
olgularinin kan 6rneklerinde DNA metilasyonunu belirlemislerdir. Bu nedenle, mesane
kanserinin erken tanisi i¢in idrar sediment DNA’s1 kandan izole edilen DNA’dan daha
yararlidir. Ancak, kandan saflagtirllan DNA hasta sagkalimini ve invaziv olmayan
evreden invaziv evreye timor progresyonunu Ongdrmede kullanilabilir (Hosseini ve

ark., 2010).
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Bircok c¢aligma idrarda atipik promoter metilasyonunun belirlenebilmesinin
uygulanabilir oldugunu ve konvansiyonel sitolojiden daha duyarli oldugunu agiga
cikarmistir. Idrardan drnek toplanmasi invaziv olmayan bir tekniktir. Ayrica idrardan
DNA izolasyonu, idrarin diisiik protein igerigi nedeniyle teknik olarak serum veya
plazmadan da daha kolaydir (Su ve ark., 2004).

Chan ve arkadaslari, 22 mesane kanseri hastasindan ve 17 kisilik kontrol
grubundan aliman idrar 6rneklerinden 7 genin (RARpS, DAPK, E-kaderin, pl6, pl5,
GSTP1 ve MGMT) metilasyon degisimini arastirmislardir. Metilasyon sikligt DAPK
icin %45,5, RARp i¢in %68,2, E-kaderin igin %59,1 ve pl6 icin %13,6 olarak
bulunmustur. Bu dort genden herhangi birinin metilasyonu idrar &rneklerinin %90,9°
unda belirlenmistir, idrar sitolojisi ise kanser hiicrelerini 6rneklerin sadece %45,5’inde
belirleyebilmistir. Idrar sitolojisinin diisiik duyarliliga sahip oldugu bilinmektedir ve
diisiik grade olgulardaki fark daha da carpicidir (%100°e karst %11,1). Idrar
orneklerinde metilasyon sadece tiimor dokusunda da gozlenen hastalarda belirlenmis
olup yanlis pozitiflik saptanmamustir. E-kaderin, DAPK veya pl6 metilasyonu normal
idrarda bulunmamis ve %100 6zgiilliik belirlenmistir (Kim ve Kim, 2009).

Dulaimi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da {i¢ tiimdr baskilayict genin
(APC, RASSFIA ve pl 44RE metilasyonunun degisimi arastirilmistir. idrar DNA’sinda
hipermetilasyon oran1 %91 iken sitolojinin pozitiflik oran1 %50 olarak belirlenmistir
(Kim ve Kim, 2009).

Tiimor biyomarkerinin klinik uygulanabilirligi olmasi i¢in minimal invaziv
yontemlerle elde edilmis klinik orneklerde kolayca belirlenebilmesi gerekmektedir.
DNA hipermetilasyonu bu ihtiyaci karsilayabilecek potansiyel gosterir ve c¢esitli
nedenlerden dolay1 umut verici bir biyomarker olarak degerlendirilebilir. Bu nedenlerin
ilki, mutasyonlardan farkli olarak, metilasyon daima belirli bolgelerde (CpG adaciklar)
olusmaktadir ve metilasyona-6zgiil PCR gibi yliksek duyarlilifa ve bisiilfit genomik
dizileme gibi yiiksek rezoliisyona sahip tekniklerle belirlenebilir. ikincisi, hipermetile
DNA hemen hemen her tiimor tipiyle iligkili olabilmektedir ve goriiniiste her timor tipi
kendi metillenmis gen imzasina sahiptir: Prostat kanserinde GSTPI geninin, bobrek
kanserinde VHL geninin, kolon kanserinde yanlis eslesme tamir geni MLHI’in ve
0zofagus kanserinde APC’nin metilasyonu gibi. Ancak, mesane kanserine 0zgiil

promoter hipermetilasyonu gdsteren bdyle bir gen tanimlanmamistir ve bu nedenle
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biyomarker caligmalarinda {i¢ veya daha fazla hipermetile genin kombinasyonlari
kullanilmistir (Enokida ve Nakagawa, 2008).

Tanidaki Oonemlerinin yani sira metilasyon profilleri molekiiler klasifikasyon
acisindan da onem tasimaktadir. Cogu arastirmaci CpG adaciklarindaki promoter
hipermetilasyonunu mesane kanserinde timor gelisimi, stage, rekiirens, progresyon ve
sagkalimla da iliskilendirmislerdir (Kim ve Kim, 2009). Ornegin DAPK
hipermetilasyonu yiiksek oranda hastalik rekiirensiyle iliskilendirilmistir (Friedrich ve
ark., 2005). Jarmalaite ve arkadagslar1 da ozellikle DAPK, pl16 ve RARf genlerinde
promoter hipermetilasyonu gosteren tiimoérlerin siklikla niiksettigini gozlemislerdir
(Jarmalaite ve ark., 2008). Dhawan ve arkadaglari, gen metilasyonunun sikliginin,
tiimor progresyonu ve mortalitenin giiclii bir gostergesi oldugunu bildirmislerdir
(Dhawan ve ark., 2006). TIMP-3 geni ise bir istisna teskil etmektedir. Kas invazyonu
olmayan mesane karsinomasinda 7/MP-3’iin metillendigi hastalar metillenmemis
hastalardan daha iyi ve saglikli sagkalim siireci sergilemistir. Bu hastalar diisiik tlimor
rekiirensi acisindan risk tasimalari nedeniyle daha az agresif bir tedaviye alinabilirler
(Friedrich ve ark., 2005).

Benzer klasifikasyonlarin uygulanabilmesi durumunda, hizli ve dogru taninin
yani sira mesane kanserli hastalarda risk degerlendirilmesi de yapilabilir. Metilasyonun
varoldugu tiimdrler, metilasyon olmayan tiimorlerle karsilastirildigi zaman ileri stage,
tiimor gelisim oraniin yiiksekligi ve 6liim oranlarinda artisla onemli Slgiide iligkili
oldugu bulunmustur. Ornegin, RUNX3 metilasyonu mesane kanseri gelistirme riskini
100 kattan fazla artirmaktadir (Odds Ratio [OR], 107.55) ve ayn1 zamanda kanser stage,
rekiirens ve progresyonuyla da iligkilidir (Kim ve Kim, 2009).

Coklu hipermetile gene sahip diisiik stage ve gradedeki tiimorler yiiksek-risk
olgular1 olarak g6z oniinde tutulmalidir (Neuhausen ve ark., 2006).

Idrarda epigenetik markerlarin test edilmesi tiim bu nedenlerden dolay1 mesane
kanserinin erken evrede belirlenmesi i¢in timit vericidir ve gelecekte daha fazla
bireysellestirilmis toropatik stratejilerin gelistirilmesine katki saglama potansiyeline

sahiptir.
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E. TWISTI Geni

E.1. Genel Bilgiler ve TWISTI’in Etki Mekanizmalari

Gelisimsel siireclerde anahtar roller oynayan bazik heliks-ilmek-heliks (bHLH)
transkripsiyon faktorlerinden biri olan TWIST1 kokene-spesifik hiicresel farklilagsma ve
sagkalimla iliskilidir. Omurgalilarda TWIST1 erken mezodermal bigimlendirmeyi ve
osteogenezi yonetir (Gort ve ark., 2008).

Twist orjinal olarak dorso-ventral kutuplulugu olusturmayla iliskili bir protein
olarak Drosophila’da tanimlanmistir. Evrimsel olarak yiiksek derecede korunumlu bir
tiye olan Twistl, bir diger bHLH transkripsiyon faktorii olan Twist2 (Dermo-1) ile
yogun homoloji paylasmaktadir (Miraoui ve Marie, 2010). Twist ve Dermol bHLH ve
karboksi-terminal domainlerinde olduk¢a benzerdir (>%90 benzerlik). Amino uglar1 ise
daha az benzerlikle iliskilidir ve Dermol Twist’de mevcut olan glisince zengin
bolgeden yoksundur. Twist ve dermol, onkogen iiriinlerinin bir 6zelligi olan destekten
bagimsiz biiylimeyi tesvik etme yetenegine sahiptir (Maestro ve ark., 1999; Puisieux ve
ark., 2006). Drosophila Twist (DTwist), bHLH proteinlerinin bir alt ailesinin kurucu
tiyesidir. Twist ailesinin {iyeleri insanda (HTwist), farede (MTwist), kurbagada
(XTwist), batrakta (BbTwist), nematotta (CeTwist), siilikkte (HroTwist), zebrabaliginda
(DrTwist), denizanasinda (PcTwist) ve tavukta (Ctwist) tanimlanmistir. Bu proteinler
DTwist proteiniyle karsilastirildigi zaman bHLH bdlgesinde %59-85 arasinda benzerlik
paylasmaktadirlar. Ancak bHLH domainleri omurgalilarda daha yiiksek derecede
benzerlik gosterirler. Insan, fare, kurbaga, zebrabalig: ve hatta tiim omurgalilarin atasi
kabul edilen batrak, bHLH domainleri iizerinde %84-100 arasinda benzerligi
paylasmaktadir. Bu domainin fonksiyonel 6nemi bHLH domaininde nokta mutasyonlari
tastyan insanlarin Saethre-Chotzen sendromu sergilemeleridir. ikinci bir domain olan
WR motifi omurgalilar ve denizanasi arasinda yliksek derecede korunmustur fakat
batraklarda ve sineklerde daha az korunumludur ve nematotlarda neredeyse
farkedilememektedir. Siiliikklerde hicbir WR motifi tanimlanmamistir. WR motifi bHLH
bolgesinin C-terminalinde 20-55. aminoasitler arasinda lokalizedir ve bu bdlgenin
fonksiyonu belirgin degildir. Ancak, Htwist geninde WR motifinden hemen 6nceki bir
anlamsiz mutasyonun da hafif bir Saethre-Chotzen sendromu sunmasi, C-terminal
domaininin ya Twist aktivitesi ya mRNA’sinin stabilitesi veya normal protein

katlanmasi icin gerekli oldugunu 6nermektedir. Bu iki domainin disinda, Twist ailesi
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evrimsel manzara bakimindan énemli derecede farklilik gdsterir. Ornegin, tiim protein
tizerinde MTwist ve HTwist gibi Twist’in omurgali formlar1 %95 benzerlik paylagirken
DTwist ve MTwist sadece %35 benzerligi paylasmaktadirlar (Castanon ve Baylies,
2002). H-twist geni insan genomunun 7p21 bandinda haritalanmistir. Insandaki bu
kromozomal bolge murinde kromozom 12’nin bir bdliimiine karsilik gelmektedir
(Bourgeois ve ark., 1996).

Twist-1 null fareler E10.5 de kraniyal noral tiip kapanmasinda basarisizlikla
sonuglanan anormal bas mezensim gelisimi nedeniyle embriyonik letaldir. Twist-2’nin
yoklugu doguma kadar normal gelisimle sonuglanir fakat siddetli zafiyet, biiyiime
geriligi ve glikojen ve yag depolarin azalmasina yol agan proinflamatuar sitokinlerin
asir1 ekspresyonu nedeniyle perinatal 6liime yol acar (Puisieux ve ark., 2006; Cheng ve
ark., 2008).

TWIST1 epitelyal-mezenkimal degisimi (EMT: epithelial to mesenchymal
transition) indiiklemektedir. Epitelyal-mezenkimal degisim (EMT); erken embriyonik
gelisimde gastrulasyon hareketleri ve noral krest olusumu siiresince hiicrelerin hiicre-
hiicre ve hiicre-bazal membran kontaktlarin1 kaybetmeleridir. Hiicre-hiicre ve hiicre-
ekstraseliiler matriks etkilesimlerinde degisimlerle karakterize edilen olaylar serisini
iceren EMT; hiicrelerin salinimina, hiicre iskeletinin yeniden organize olmasina ve
mezenkimal fenotipin devam ettirilmesini saglamak ic¢in yeni bir transkripsiyonel
programin indiiklenmesine yol ag¢maktadir. EMT’nin ayirict 6zelligi; epitelyal
markerlarin (E-kaderin, katenin) ekspresyon kaybi ve mezenkimal markerlarin (N-
kaderin, vimentin, SMS-aktin) yeniden ekspresyonudur. E-kaderin (CDHI) geninin
sessizlestirilmesinde TWIST’ in mekanizmas1 Snail’e benzer; DNA baglayici bir faktor
oldugu i¢cin CDHI promoterindeki E-kutusu motiflerini tanimaktadir. Embriyogenez
siiresince EMT ile iliskili molekiiler ve fenotipik degisiklikler metastatik hiicrelerin de
ozelligidir. Ustelik EMT’ye ugrayan hiicreler, tiimor hiicreleri metastatik bolgelere
ulagtiktan sonra mezenkimal-epitelyal degisim (MET) aracilifiyla orijinal epitelyal
fenotiplerine geri donebilirler. Zira MET olusumunu onerecek sekilde metastazlarin E-
kaderini yeniden eksprese ettigi gosterilmistir. EMT siirecinde ise ¢ogu zaman E-
kaderin ekspresyon kaybi tiimor stage ve grade ile pozitif olarak iliskilidir (Wallerand
ve ark., 2010). Bununla beraber Twist’i asir1 derecede eksprese eden epitelyal

hiicrelerde ekzojen E-kaderin ekspresyonunun EMT’yi tersine dondiirmek igin tek

43



basina yeterli olmadigi, Twist’in EMT-iligkili baska genlerin ekspresyonunu da
diizenledigi belirtilmistir (Karreth ve Tuveson, 2004). Zhang ve arkadaslari, mesane
kanserinde TWIST ekspresyonu ve E-kaderin’le iligkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda
mesane kanseri Orneklerindeki anormal TWIST ve E-kaderin ekspresyonunun
transkripsiyonel seviyede diizenlenebilecegini belirtmislerdir (Zhang ve ark., 2007).
EMT ayrica timor  hiicrelerine kok  hiicre-benzeri  ozellikler de
kazandirmaktadir. Li ve Zhou’nun yaptiklar1 ¢alismada; Twist ekspresyonunun HeLa ve
MCEF7 hiicrelerinde EMT’yi indiikledigi ve kok hiicre-benzeri 6zelliklerin ve CD44
upregiilasyonunun artmasinin buna eslik ettigi gosterilmistir. Bu hiicrelerde CD44’{in
upregiilasyonuna B-katenin ve Akt yolaklarinin aktivasyonuyla aracilik edilir; her iki
yolagin da inhibisyonu sinerjik olarak CD44’{in upregiilasyonunu baskilar (Li ve Zhou,
2011). Twist’in EMT ile iliskili CD44 ekspresyonunu ve kok-hiicre benzeri 6zellikleri

sirdiirmek i¢in P-katenin ve Akt yolaklarimi nasil aktive ettigi Sekil 3’de

gosterilmektedir.
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Sekil 3: Twist’in kdk-hiicre benzeri 6zellikleri stirdiirmek i¢in iligki kurdugu yolaklar

(Li ve Zhou’dan uyarlanarak, 2011)
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E-kaderin’in B-katenin’i sabitleyip membrandan soyutladig1 ve aktivasyonuna
engel oldugu bilinmektedir. EMT, B-katenin aktivasyonunu baglatir ve bu aktivasyon
tiimor mikrogevresindeki Wnt ligandi tarafindan saglanir. Twist ekspresyonu goc¢ ve
invazyonu saglamak i¢in Akt yolagimi da aktive etmektedir. Akt’nin aktivasyonu [3-
katenin ve Snail’in fosforilasyonu i¢in major kinaz olan GSK-3f’y1 fosforile eder ve
baskilar. Bu molekiillerin GSK-3p tarafindan fosforilasyonu B-katenin ve Snail’in E3
ligaz B-Trcp tarafindan degradasyonuyla sonuglanir. EMT’de E-kaderin downregiile
edildigi zaman, salinan sitoplazmik B-katenin hala GSK-3f aracilikli fosforilasyona ve
degradasyona maruz kalabilir. Bundan dolayi, bu islemi Onlemek ve P-katenin
aktivasyonunu ve niiklear translokasyonu kolaylagtirmak icin ek olarak Akt yolaginin
aktivasyonu gereklidir. Bu varsayim EMT’nin ayni1 zamanda c¢ekirdekteki B-katenin
mevcudiyetiyle iliskili oldugu gercegiyle uyumludur. Bu yiizden B-katenin ve Akt
yolaklarinin aktivasyonu EMT de sinerjik bir olaydir ve kok hiicre-benzeri 6zelliklere
sahip yiiksek grade invaziv hiicrelerin olusumu i¢in kritiktir. f-katenin ekspresyonunun
veya Akt yolaginin wortmannin tarafindan baskilanmasi CD44 ekspresyonunu inhibe
etmistir. Dahasi, hem kimyasal baskilama hem de siRNA inaktivasyonu EMT ile iligkili
kok hiicre-benzeri 6zelliklerin devam ettirilmesinde bu 2 yolagin sinerjik etkisini
gosterecek sekilde CD44 ekspresyonunu 6nemli derecede baskilamistir (Li ve Zhou,
2011).

EMT, epitelyal hiicrelerin mezenkimal hiicre kaderine maruz kalmasina olanak
tantyan gelisimsel bir programdir ve E-kaderin, N-kaderin, vimentin, a-smooth kas
aktini ve B-katenin gibi cesitli epitelyal ve mezenkimal marker genlerin farklilagmasinin
diizenlenmesiyle karakterizedir. E-kaderin kaybt EMT’ nin 6nemli bir dzelligidir ve
cesitli kanser tiirlerinde olumsuz prognozun Ongoriiclisiidiir. EMT; SNAIl, SNAI2,
ZEB1A, ZEBIB ve TWISTI’t igeren bir grup transkripsiyon faktoriiniin
transkripsiyonunun aktivasyonu ve baskilanmasiyla diizenlenir (Gort ve ark., 2008).

EMT siiresince TWIST in asir1 ekspresyonu tarafindan indiiklenen E-kaderin
ekspresyon kaybi kritik bir olay olarak kabul edilmektedir. TWIST ekspresyonu ayni
zamanda N-kaderin, vimentin ve fibronektin gibi mezenkimal belirteglerin yeniden
ekspresyonunu da indiiklemektedir. Ayrica TWIST in kompleks asamalardan olusan
metastazdaki 6zel rolii, kanser hiicrelerinin sistemik dolasima girisini kolaylagtirmaktir.

TWIST in asir1 ekspresyonu, prostat kanseri tedavisinde kullanilan taxol’a ve mesane
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kanserindeki cisplatin’de oldugu gibi kanser hiicrelerinde kazanmilmis ilag direnciyle
iligkilidir. TWIST dolayl1 yoldan pro-anjiyogenik etki de gostermektedir. Timor
anjiyogenezinin temel faktorli, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (vascular
endothelial growth factor: VEGF)dir. TWIST’ 1 asir1 derecede eksprese eden meme
kanseri hiicre hattinda (MCF-7/TWIST), TWIST ekspresyonu gdstermeyen meme
kanseri kontrol hiicre hattiyla (MCF-7) karsilastirildigt zaman VEGF’nin 4-kat arttig1
gosterilmistir (Wallerand ve ark., 2010).

Antiapoptotik ve prometastatik fonksiyonuna ek olarak TWIST1’in asiri
ekspresyonu anjiyogenezi ve kromozomal kararsizligi indiiklemektedir (Gort ve ark.,
2008).

Twistl, kondrojenik ve adipojenik farklilasmada ve osteoblastogenezde de rol
oynamaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin kondrosit, osteoblast veya adipositlere
farklilagmasimin anahtar transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edildigi
bilinmektedir. Osteoblast farklilasmasi esasen Runx2 ve osterix ile kontrol edilirken
kondrosit farklilasmasi temelde Sox9 tarafindan yonetilmektedir. Bu transkripsiyon
faktorleri de sirastyla hiicre farklilasmasini dolayli olarak kontrol eden cesitli faktorler
tarafindan kontrol edilmektedir. Bir¢cok calisma mezenkimal hiicrelerin kikirdaga
farklilagsmasini Twistl'in kontrol ettigini gostermistir. In vitro olarak Twist]l’in asiri
ekspresyonu kondrosit farklilasmasini inhibe etmektedir. Tam tersine Twistl
sessizlesmesi in vitro ve in vivo olarak kondrosit fenotipinin ekspresyonunu
artirmaktadir. Kondrojenezde Twistl kondrositlerde sikica diizenlenmektedir.
Transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF-B), Twistl ekspresyonunu indiiklemekte ve
Runx2 ekspresyonunu azaltmaktayken Wnt3a zit etkilere sahiptir ve kondrosit gen
ekspresyonunu inhibe etmektedir. Twistl ayni zamanda mezenkimal kok hiicre
farklilasmasinin adipositlere doniisiimiiniin erken evrelerini de kontrol edebilir. Kiiltiire
edilmis murin mezenkimal kok hiicrelerinde Twistl sessizlesmesinin dolayli
mekanizmalarla adiposit gen ekspresyonunu ve farklilasmasini azalttig1 gosterilmistir.
Twistl sessizlesmesi FGF Reseptor 2 (FGFR2) sinyalini artirmakta ve FGFR2 adiposit
farklilasmasin1 negatif yonde kontrol etmesi nedeniyle adiposit farklilasmasinda
azalmaya yol agmaktadir. Ancak, adiposit gen ekspresyonunun azalmasi mezenkimal
kok hiicre farklilasmasinin osteoblastlara dogru yoneliminde Twistl sessizlesmesinin

dolayli bir sonucu da olabilir. Son zamanlardaki veriler, farelerde enerji
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homeostazisinin stirdiiriilmesinde Twist] i¢in fizyolojik bir rol dnerecek sekilde adipoz
dokudaki Twist-1 ekspresyonunun kahverengi yagda PGC-la’mn PPARy-
indiiklenebilir diizenleyicisi oldugunu gostermektedir. Bdylece, Twistl tarafindan
adiposit fonksiyonunun kontroliinde c¢esitli mekanizmalarin yer aldig1r goériinmektedir

(Miraoui ve Marie, 2010) (Sekil 4).
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Sekil 4: Mezenkimal hiicre neslinin dagitiminda Twist’in rolii

(Miraoui ve Marie’den uyarlanarak, 2010)

Twist] ekspresyonu, osteoblast farklilagmasini negatif olarak diizenlemekte ve
osteoblastik hiicrelerin osteoprojenitor-benzeri durumda kalmasimi saglamaktadir.
Bununla uyumla olarak, Twistl’in asir1 ekspresyonunun in vitro ve in vivo osteoblast
farklilagmasini inhibe ettigi bulunmustur. Osteoblast farklilagsmasinda Twist1’in katkisi
onemli ¢ikarimlara neden olabilir. Nitekim Hwang ve arkadaslarinin yaptiklart
calismada, TWISTI1, menapoz sonrasi kadinlardaki osteoporozla iliskilendirilmistir.
TWIST1 le iliskili sinyal yollar1 kemik mineral yogunlugunu etkileyebilir. +1871A>G
varyantinin ve ht2 haplotipinin menapoz sonrasi populasyonda osteoporoz riskinde
koruyucu etkilere sahip oldugu belirtilmistir (Hwang ve ark., 2010). Twistl ve FGF
sinyali arasindaki etkilesim FGF/FGFR sinyalinin osteoblastogenez ve kemik

olusumundaki 6nemli rolii gézoniine alindiginda dikkate degerdir. Twistl sessizlesmesi,
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FGFR2/ERK1/2’yi igeren sinyal kaskadi ve PI3K ve Runx2 aktivitesi araciligiyla
kiiltiire edilmis mezenkimal kok hiicrelerde osteoblast farklilasma programini ve
osteojenik kapasiteyi artirir. Ancak, FGFR2 sinyaline ek olarak Twistl tarafindan
mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasinda baska sinyal yollar1 da iligkili
olabilir. Ornegin, Twistl’in in vitro olarak osteoblast farklilasmasmin potansiyel
aktivatdrleri olan periostin ekspresyonunu ve BMP sinyalini modiile ettigi bulunmustur.
Bu veri, Twist]’in osteoblast farklilagsmasini hem direkt hem de dolayli mekanizmalarla

kontrol ettigi kavramini desteklemektedir (Miraoui ve Marie, 2010) (Sekil 5).
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Sekil 5: Mezenkimal hiicrelerde osteojenik farklilagmanin Twistl tarafindan

kontrol mekanizmalar1 (Miraoui ve Marie’den uyarlanarak, 2010)

Mezenkimal hiicre kaderinde Twist1’in 6nemli rolii dikkate alindiginda Twistl
ekspresyonundaki degisimlerin iskelet hastaliklarina yol acabilmesi sasirtict degildir.
Ayni zamanda akrosefalosindaktili III (ACS III) olarak adlandirilan Saethre-Chotzen
sendromu (SCS); yiiz dismorfizmi, parmak defektleri ve koronal siiturlarin erken
flizyonuyla karakterize edilen bir otozomal dominant kalitimsal hastaliktir. Twist
haploinsufficiency nedeniyle artmis osteojenik hiicre populasyonu Saethre-Chotzen

sendromunda kraniyosinostoza yol agan mekanizmadir (Miraoui ve Marie, 2010). Esas
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olarak ¢ocuklar1 etkileyen malign tiimdrlerin  heterojen bir grubu olan
rhabdomyosarkomalarda da uygun olmayan Twist ekspresyonunun bu tiimorlerin
olusumunda c¢esitli rollere sahip olabilecegi bulunmustur. Rhabdomyosarkomalar
farklilasmamis mezenkimal hiicrelerden koken almaktadir. Rhabdomyosarkoma
hiicrelerinde, myoD ve myogenin gibi miyogenik belirteglerin ekspresyonuna ragmen
iskelet kasi farklilasmasi erken bir evrede tutuklanir. Gelismekte olan myotomdan
Twist’in ¢ikarilldigi ve farklilasmis iskelet kasinda eksprese olmadigi belirlenmistir

(Maestro ve ark., 1999).

E.2. TWIST1’in Kanser Yolaklariyla fliskisi

Kanser gelisiminde TWIST1 prometastatik bir onkogen olarak fonksiyon
gormektedir. TWIST1 proteininin ekspresyonu, pl9**"nin baskilanmasiyla N-
MYC’nin proapoptotik etkilerini etkisiz hale getirir ve bdylece Tp53 fonksiyonunu
engeller. EMT’yi ve metastazi uyarma ve apoptozisi baskilamadaki rolii TWIST1’in bir
onkogen olarak islev yaptigin1 gosterir (Gort ve ark., 2008; Okada ve ark., 2010).

TWIST1 ekspresyonu, 3’-enhancer diziler araciligiyla solid kanserin temel bir
ozelligi olan hipoksi ile HIF-1a- ve HIF-2a-bagimli sekilde diizenlenmektedir (Gort ve
ark., 2008; Okada ve ark., 2010). Tek bir timor hiicresi veya tiimdr hiicresi
populasyonlar1 hipoksinin neden oldugu degisikliklere adapte olmaya zorlanirlar.
Hipoksi direkt olarak HIF-1’in upregiilasyonunu indiikleyebilir. HIF daha sonra Twistl
ekspresyonunu uyarir ve sonrasinda EMT olusumunu indiiklemek i¢in Twistl
promoteriyle birlesebilir. Twistl’in upregiilasyonu hipoksiden sonraki 24 saatte tepe
seviyesine yiikselmekte, devam eden hipoksiye bagli olarak hiicrelerin cogu 6ldiigii i¢in
de 24 saatten sonra Twist] ekspresyonu azalmaktadir. Tlging sekilde, aym periyotta (24
saat) antiapoptotik protein Bcl-2 de Twistl’e benzer bir ekspresyon tepe noktasina
ulasir. Bu sonug ayni hiicrede stres fazi boyunca Bcl-2 ve Twist1’in olasi rol oynadigini
ve benzer kinetigi takip ettigini belirtmektedir. Bcl-2 uzun zaman bir mitokondriyal
membran proteini olarak diisliniildiigli icin Bcl-2 nin Twistl ile transkripsiyonu stimiile
etmek icin protein kompleksi olusturmasi beklenmedik bir bulgudur. Bcl-2 ve
Twist1’deki 6zgiil aminoasitler iki proteinin baglanmasiyla iliskilidir (Bcl-2 baglangigta
niiklear membran por yapisiyla iliskili olabilir ve Twistl’in ¢ekirdege girmesine

yardimec1 oldugu varsayimi gecgerli olabilir) ve yeni bir fonksiyonel kompleks
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olusturarak birlikte ¢ekirdege girerler ve bir¢ok asagi hedef gende degisikliklere yol
acarlar. Bcl-2 ve Twist arasindaki etkilesim, Twistl’in tek basma gosterdigiyle
karsilagtirlldigi zaman dikkat ¢ekici bir sinerjik biyolojik etki sergilemektedir (Sun ve
ark., 2011).

TWIST1; rabdomiyosarkomlar, mide karsinomalari, meme kanseri,
ndroblastomlar, gliomalar, 6zofajiyal kanser, pankreas kanseri ve kolorektal kanseri de
iceren cesitli timorlerde asir1 derecede eksprese olmaktadir. TWIST1’in seviyesindeki
artislar; hepatoseliiler, prostat, bas ve boyun karsinomalarinda oldugu kadar meme
kanserinde de azalmis sagkalim ve/veya metastaz olusumuyla iligkilidir (Okada ve ark.,
2010).

TWIST, p53 yolagiin pozitif diizenleyicisi olan tiimor baskilayict ARF’nin
(insanda p14°*F ve farede p19°%") negatif diizenleyicisidir. pl4ARF; MDM?2 ile fiziksel
etkilesimde bulunarak p53 yolagini pozitif olarak diizenler. p14ARF’nin MDM2’ye
baglanmas1 p53 stabilizasyonuna ve sonraki bliylimenin tutuklanmasi veya apoptozise
yol agarak p53 iizerindeki ubikitin ligaz aktivitesinin inhibisyonuna neden olur. Bu
mekanizma kontrolsiiz hiicre boliinmesini engellemeye yonelik onemli bir bariyer
saglar. ARF/p53’iin kayb1 veya serbestlesmesi hiicre proliferasyonu ve onkogenezin
uyarilmasina yol agar. Kwok ve arkadaslarinin prostat epitelyal hiicrelerinde yaptiklar
calismada da, malign olmayan hiicrelerde TWIST in asir1 ekspresyonu, DNA hasarinin
birikimiyle sonug verecek sekilde p14*%-araciliklh MDM2/p53 ve Chk1/2 DNA hasari
yanit yolaklariin inhibisyonuna yol agmistir. TWIST’in diisiik seviyelerini barindiran
hiicrelerde goézlenen biiylime tutuklanmasi yerine, TWIST’i asir1 derecede eksprese
eden hiicreler TWIST ’in genomik kararsizlig1 tesvik etmede pozitif bir rol oynadigini
onerecek sekilde proliferasyona devam etmistir (Kwok ve ark., 2007). Twist-1,
transkripsiyonun kontroliinde ve translasyon sonrasi modifikasyonlar1 da igeren p-53
reglilasyonunun farkli basamaklarinda rol oynayabilir. Aktivitesini diizenlemek icin p53
promoterinin potansiyel bir transaktivatorii olan HOXAS ile fiziksel olarak etkilesimde
bulunabilir. Twist-1 ayn1 zamanda p53 aktivitesinin kontroliiyle iligkili bir post-
translasyonel islem olan p300-aracilikli asetilasyonu inhibe etme yetenegiyle p-53
aracilikli transkripsiyonu inhibe edebilir. Twist-1’in asag1 regililasyonunun her ikisi de
islevsel p53°den yoksun olan PC3 ve DU145 prostat kanseri hiicrelerinde hiicre 6liimii

duyarhiligini artirmasi, Twist-1’in apoptozisi hem p53-bagimli hem de p53-bagimsiz
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yolaklarla diizenleyebilecegini onermektedir (Puisieux ve ark., 2006). Notch sinyal
yolagi da yakin zamanda EMT nin indiiksiyonunu diizenleyen anahtar yolaklardan biri
olarak gosterilmistir. Notch aktivasyon kompleksinin temel koaktivatorii olan MAMLI
de p53°in transkripsiyonel koaktivatoriidir. MAML1 ve Twistl’in  mRNA
seviyesindeki ekspresyonlarinin klinikle iligkisi ilk defa 6zofajeal skuamoz hiicre
karsinomasinda gosterilmistir (Forghanifard ve ark., 2011).

Twist’in transkripsiyonel regulatér hedeflerinden biri olan AKT2 de kanser
hiicresinin sagkalimini, gocli ve invazyonu tesvik etmek icin Twist’in downstream
yoniinde hareket etmektedir. Twist ekspresyonunun Wnt-1, insiilin-benzeri biiylime
faktorii I (IGF-1) ve niikleer faktor-«B sinyallerine duyarl oldugu belirtilmistir. Hig
stiphesiz, kanser tipine ve doku ve hiicrelerin icerigine bagl olarak Twist’in ilave yukari
diizenleyicileri de mevcuttur. Twist, hedef genler i¢in direkt bir pozitif veya negatif
transkripsiyonel diizenleyici olmasinin yani sira, Twist’in aktif ¢ok az sayida AKT2,
FOXC2 ve Cbl gibi asag1 mediyatorlerinin de bulundugu bilinmektedir (Cheng ve ark.,
2008) (Sekil 6)
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Sekil 6: Twist’in sinyal ag1 ve fonksiyonel etkisi (Cheng ve ark.,’dan, 2008)
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E.3. TWIST1’in mikroRNA larla Iliskisi

Lee ve arkadaslari, normal fizyolojik kosullar altinda Twist-1’in miR-199a/214
kiimesinin ekspresyonunu ylriitebilecegini belirtmislerdir. Twist-1, Dynamin-3 geni
intronu i¢indeki E-kutusu aracilifiyla 7.9-kb’lik antisens transkriptin ekspresyonunu
yiirlitmekte ve bu transkript miR-199a ve miR-214 genlerini kodlamaktadir. Twist-1
ekspresyonunun inhibe edilmesi, miR-199a ve miR-214 seviyelerinin azalmasiyla
sonuglanmistir. Twist-1’in ekspresyonunu ylriittiigii bilinen transkripsiyon faktori
HIF1’in, Twist-1’in, miR-199a’nin ve miR-214’lin ekspresyonlar1 gelisim siiresince
cakismaktadir (Lee ve ark., 2008). Wiklund ve arkadaglari, mesane kanseri
orneklerinde miR-200 ve miR-205 ailesinin ekspresyonunu ve DNA metilasyonunu
degerlendirmislerdir. miR-200 ve miR-205 direkt olarak E-kaderin (CDHI)’in
transkripsiyon diizenleyicisi olan ZEB1 ve ZEB2’yi hedef aldiklar1 i¢in epitelyal
fenotipin temel belirleyicileridir. Bu nedenle miR-200’iin ekspresyon kaybi CDHI’i
sessizlestirmeye yeterli olan ZEB1 ve ZEB2’nin birikimine yol acarak EMT’yi ve
tiimor invazyonunu uyarir. Farkli kanser tiirlerinde atipik DNA metilasyonu c¢esitli
miRNA’larin deregiilasyonuyla iligkilendirilmistir. Kapsamli bir biyoinformatik analizi,
cok sayida miRNA’nin DNA metilasyon diizeneginin adaylar1 olabilecegini dnermistir.
MiRNA genlerinin yaklagik %50’sinin CpG adaciklariyla iligkili oldugu verisi
sunulmustur. Caligmada yilizeyel Ta mesane tlimorleri ve normal mesane, kas invaziv
T2-4 mesane tiimorleriyle karsilastirildiginda miR-200 kiimelerinin ve miR-205’in es
zamanl olarak sessizlestigi ve DNA nin hipermetile oldugu gosterilmistir (Wiklund ve

ark., 2010).

E.4. TWISTI Geninin Metilasyonuyla ilgili Calismalar

Insanda meme karsinomalarinin %16-77 degisen siklikta TWISTI promoter
hipermetilasyonu sergiledigi belirtilmistir (Gort ve ark., 2008; Okada ve ark., 2010).
Gort ve arkadaglar1 76 invaziv meme kanseri olgusunun parafine gémiilii 6rneklerinde
TWISTI promoterinin ortalama metilasyon yiizdesini %34 olarak bulmuslardir. Ayrica
mRNA ve protein diizeyinde de TWIST1 ekspresyonu degerlendirilmis ve TWIST1
mRNA seviyelerinin normal ve malign dokular arasinda fark gostermedigi belirtilmistir.
Bu nedenle TWIST1 protein ekspresyonundaki farkliligin TWIST1’in transkripsiyon

sonrasi dlizenlenmesiyle aciklanabilecegine deginmislerdir (Gort ve ark., 2008). Huang
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ve arkadaglar, filloides ve fibroadenom meme tiimorleriyle ilgili yaptiklar1 calismada,
benign filloides tiimorlerde ve fibroadenomlarda metilasyona rastlamazken, sinirdaki ve
malign filloides tiimorlerde TWISTI promoter metilasyonunun arttigint ve bunun
filloides ve fibroadenom tiimorleri ayirdetmede faydali bir molekiiler belirteg
olabilecegini belirtmislerdir (Huang ve ark., 2010). Mehrotra ve arkadaslarinin primer
meme karsinomalariyla karsilastirmali olarak yaptiklar1 ¢alismada, TWIST, yliksek
metilasyon sikli§i gosteren, kemik, beyin ve akciger metastaziyla iliskili bulunan
genlerden biridir (Mehrotra ve ark., 2004). Kim ve arkadaglar1, Koreli kadinlarda meme
karsinomasinin tanimlanmasinda tanisal bir ara¢ olarak serumda dort genin (HIN-1,
RASSF 14, RAR-f ve Twist) promoter hipermetilasyonunu degerlendirdikleri bir ¢alisma
yapmistir. Kontrollere nazaran invazif duktal karsinom (invasive ductal carcinoma:
IDC) ve in situ duktal karsinom (ductal carcinoma in situ: DCIS)da dort genin
metilasyon seviyelerinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ug-gen paneli (RAR-
P/RASSF1A4/Twist) DCIS/IDC igin %96,7 duyarliliga ve %81,6 ozgiilliige sahiptir (Kim
ve ark., 2010).

TWISTI geninin promoter hipermetilasyonu mide kanseri i¢in risk tasiyan
hastalardaki gastrik biyopsilerde ¢alisilmistir. Helicobacter pylori (H. pylori) mide
kanseri i¢in baslica ¢evresel risk faktoriidiir. Ancak, diinya populasyonunun neredeyse
yarist infekte oldugu i¢in, H. pylori infeksiyonunun tek bagina bir risk faktorii olarak
tanimlanmas1 mide kanserinin dnlenmesi problemini kolaylagtirmamaktadir. Ciinkii, bu
kisiler yalnizca gastrite sahip olacak, %1’den azi1 kanser gelistirecektir. Yakin zamanli
calismalar, H. pylori ile infeksiyonun atipik DNA metilasyon seviyelerindeki artisla
iligkili oldugunu gostermektedir. Diisiik risk bolgesinde yasayanlarla karsilagtirildigi
zaman, Kolombiya’daki yiiksek risk bolgesinin sakinlerinden alinan gastrik biyopsilerde
RPRM ile birlikte TWISTI geninin promoter DNA metilasyonunda da artis oldugu
bulunmustur (Schneider ve ark., 2010).

Tsou ve arkadaglari, akciger adenokarsinomasinda 7WISTI’in yiiksek derecede
onemli hipermetilasyon gosterdigini belirtmislerdir (Tsou ve ark., 2007). Selamat ve
arkadaslarinin akciger adenokarsinomasiyla ilgili ¢alismalarinda da, atipik adenomatéz
hiperplazi (atypical adenomatous hyperplasia: AAH) veya in situ adenokarsinom

(adenocarcinoma in situ: AIS)da CDHI3, CDX2, OPCML, SFRPI ile birlikte
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TWISTI’in 6nemli hipermetilasyon gostermedigi ancak invaziv adenokarsinomada bu
genlerin dnemli derecede hipermetile oldugu belirtilmistir (Selamat ve ark., 2011).

Okada ve arkadaglari, normal kolorektal mukozaya kiyasla, kolorektal
adenoma ve kanserde T7WISTI metilasyon seviyesinin daha yiiksek oldugunu
belirtmistir. Hiicre hatlarinin aksine primer kolorektal karsinomalarda TWISTI
metilasyonuyla TWIST1 ekspresyonu arasinda iliski bulunmasa da, TWIST1 mRNA
ekspresyonundaki artis olumsuz sonuglarla iligkilendirilmistir. Ayrica normal kolorektal
mukozadaki TWISTI metilasyonu kismen yasla iliskili bulunurken, adenoma ve kanser
orneklerinde iliskilendirilememistir. Bu veri, 7WISTI metilasyonunun normal
mukozada yasa-spesifik metilasyon olan metilasyon tip A (age-spesific methylation in
normal mucosa) olarak siniflandirilabilecegini 6nermektedir (Okada ve ark., 2010).
Ruppenthal ve arkadaslarinin kolorektal karsinomada yaptiklar1 calismada, TWISTI
hipermetilasyonu degerlendirilmis ve daha ileri stage tiimorlerle kiyaslandiginda TNM
stage [ olarak smiflandirilan tiimorlerde hipermetilasyonun daha az gozlendigi
vurgulanmistir (Ruppenthal ve ark., 2011). Oster ve arkadaglarinin kolorektal adenoma
ve karsinomalardaki CpG adaciklarinin hipermetilasyonunu tanimlama c¢aligmalarinda
TWIST genini de iceren dort genin (MLHI, AOXI, EYA4, TWISTI) kolorektal
kanserdeki hipermetilasyonunun daha once de rapor edildigine deginilmis ve
calismalarindaki ti¢ gen (EYA4, DSC3 ve TWISTI) yaslanmayla iligkili hipermetile
genler listesinde yer almistir (@Dster ve ark., 2011).

Vasiljevi¢ ve arkadaglarinin prostat kanserindeki ¢alismalarinda, TWISTI’in
metilasyonu, hem benign prostat hiperplazisi (BPH) hem de prostat kanserinde %10’un
altinda bulunarak BPH ile kanser arasinda farklilik yansitmadigi belirtilmistir
(Vasiljevi¢ ve ark., 2011).

Missaoui ve arkadaglari, rahim agz1 neoplazilerinin belirlenmesinde
uygulanabilir bir epigenetik marker olarak 7WISTI metilasyonunu Onermislerdir.
Normal dokularda ve benign lezyonlarda promoter hipermetilasyonu belirlenmezken ii¢
genin (CDHI13, DAPKI ve TWISTI) promoter hipermetilasyonu, kanser Oncesi
lezyonlardan kansere dogru progresif artis gostermistir. Ayrica, bu genlerin
hipermetilasyonuyla pI6™%* ekspresyonu arasinda istatistik olarak Gnemli bir iliski

gbzlenmigtir (Missaoui ve ark., 2011).
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F. NID2 Geni

F.1. Genel Bilgiler ve NID2’nin Etki Mekanizmalari

Bazal membranlar (BM), tiim epitel ve endotellerin altinda yatan ve ¢ogu
mezenkimal hiicreyi, 6zellikle miyositleri ve Schwann hiicrelerini ¢evreleyen 6zellesmis
ekstraseliiler matrislerdir. Bazal membranlar; farklilasma, proliferasyon, sagkalim ve
embriyonik gelisim siiresinde hiicre gogiinde temel roller oynamakla birlikte ayni
zamanda seg¢ici bariyerler ve yapisal iskeleler olarak da goérev yapmaktadir. Ayrica bazal
membranlar, sitokinler ve biliyiime faktorleri i¢in rezervuar olarak da rol
oynamaktadirlar. Tiim bazal membranlar; laminin, nidogen, kollajen tip IV ve
proteoglikan ailelerinin (perlekani igeren) her birinden en az bir temsilci icermektedirler
(Bader ve ark., 2005; Nischt ve ark., 2006; Mokkapati ve ark., 2008). Bazal lamina
bilesenlerinin dort ailesi de sinapsa 0zgiil izoformlara ve fonksiyonlara sahiptir.
Nidogen-1, sinaptik bazal lamina, ekstrasinaptik bazal lamina ve Schwann hiicresi bazal
laminasinin tiglinde de bulunurken nidogen-2, sinaptik ve Schwann hiicresinin bazal
laminalarinda bulunur, ekstrasinaptik bazal laminada yoktur. Asil 6nemli olan, nidogen-
2’nin sinaptik fonksiyonlarinin nidogen-1 tarafindan tamamen telafi edilememesidir, bu
nedenle bu etkiye aracilik eden reseptor veya ligandlarin nidogen-2’ye secici olarak
baglanmalar1 olasidir (Fox ve ark., 2008). Farelerdeki gen delesyonu caligsmalari
kollajen tip IV’ilin bazal membranin stabilitesi i¢in gerekliyken lamininin varligina bagl
olan bazal membran olusumunun ¢ok erken evreleri i¢in gerekli olmadigin1 géstermistir
(Bader ve ark., 2005). 3D (ii¢ boyutlu) birlikte kiiltiir modelinde perlekan-antisense
HaCaT hiicreleri ve perlekan-null embriyonik fibroblastlarla yapilan transfeksiyon
calismalari, BM olusumu ic¢in perlekanin mutlak surette gerekmedigini aciga
cikarmistir. Ancak, apoptozisi bloke etme suretiyle epidermal sagkalim i¢in perlekanin
yok denecek kadar az seviyelerine ihtiya¢ duyulur (Nischt ve ark., 2006).

Bazal membran bilesenleri, reseptorleri ve molekiillerarast baglanma Sekil 7°de
gosterilmektedir. Bazal membranlar; lamininler, nidogenler (Nd), tip IV kollajenler,
perlekan (perl) ve agrinleri (Ag) igermektedir. Reseptorler ve diger hiicre yiizey
baglayic1 molekiiller; integrinler, distroglikan (DG), Lutheran glikoproteini (Lu) ve
stilfatidler gibi siilfatlanmis glikolipidleri (SGL) icermektedir. Laminin-3A32; a6p4
integrin ve BP180 ile etkileserek hemidesmozom (HD) diizenegine karisir. Lamininler;

domainlerinin komplementlerine gore, polimerize etme yetenegi, proteolitik isleme,
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reseptOr-baglayici repertuar1 ve reseptor affiniteleri, farklilik gdsterirler. Rolatif giiclii
(koyu kesiksiz ve kesikli ¢izgiler) ve zayif (ince kesikli cizgiler) etkilesimler, bilinen
durumlarda gosterilen tahmini ayrisma sabitleriyle koyu ve ince ¢izgilerle belirtilmistir

(nM degerlerindeki kiiciik sayilar) (Yurchenco, 2012).
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Sekil 7: Bazal membran bilesenleri, reseptorleri ve molekiillerarasi baglanma

(Yurchenco’dan, 2012)

Bazal membran diizenegi ise Sekil 8’de gosterilmektedir.
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Sekil 8: Bazal membran diizenegi (Yurchenco’dan, 2012)

Sekil 8 (A) Bazal membranin kurulmasindaki basamaklar polimerize edici bir
laminin tarafindan baglatilir. Lamininin LG domainleri; LN domainleri aracilifiyla
laminin polimerizasyonunu kolaylagtiran siilfatlanmis glikolipidler (SGL), mevcut
integrinler ve a-distroglikan vasitasiyla kompetan bir hiicre ylizeyine baglanir. o-LN
domaini; laminini kendi bolgesi lizerine zorlayarak ve integrinlerin yeni bir alt

takiminin aktivasyonuna olanak saglayarak ayni zamanda siilfatidlere ve integrinlere de
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baglanir. Nidogenler; stabilize edici bir koprii olusturarak lamininin ¢ift kivrimh
domainine ve tip IV kollajene (kollajen ayn1 zamanda yetersiz tanimlanmis etkilesimler
yoluyla gelismekte olan bazal membrana da baglanmaktadir) baglanirlar. Tip IV
kollajen; kovalent olarak stabilize edilmis ikinci bir ag olusturmak i¢in polimerize olur.
Agrin ve perlekan sirasiyla lamininin ¢ift kivrimina ve nidogene baglanir ve ayni
zamanda ekstra reseptOrlere kolateral baglantilar olusturarak distroglikana (DG),
integrinlere ve siilfatlanmis glikolipidlere de baglanabilir. Heparin-baglayici biiyiime
faktorleri (GF); integrin aktivasyonuyla uyum i¢inde sinyal yolaklarini aktive ederek
heparan siilfat zincirlerine ve onlarin reseptor tirozin kinaz (RTK)’larina baglanir. (B)
Bazal membranin kurulusundaki basamaklar polimerize edici olmayan bir laminin
tarafindan baglatilir. Zayif LG etkilesimleri olan ve a-LN domaini olmayan a4-laminin
durumunda, baglama agirlikli olarak agrin ve perlekan araciliiyla kolateral baglantiya
baghdir. Laminin nidogen aracilifiyla tip IV kollajene baglantilar olusturur, ancak
polimerizasyon yoklugunda, sonugta olusan yapi iskelesi daha az laminin yogunluguna
sahiptir.

Memelilerde nidogen ailesi ayni zamanda entaktin 1 ve 2 olarak da bilinen,
farkli kromozomlar {lizerinde lokalize olmus farkli genler tarafindan eksprese edilen 2
tiyeden, nidogen 1 ve nidogen 2’den olusmaktadir. Farede nidogen-2 fare nidogen-
I’iyle karsilagtirildigi zaman sadece %27 aminoasit benzerligine sahiptir, oysaki
insanda nidogen-2 insan nidogen-1’iyle %46 oraninda aminoasit benzerligi
paylasmaktadir (Erickson ve Couchman, 2000). Nidogenler uzamis segmentler
tarafindan baglanmus ii¢ globiiler domain olan G1-G3’den olusurlar. Insandaki nidogen-
2 ve faredeki nidogen-2 icin benzer domain yapilari Onerilmistir. Baglanti bolgesi
disinda insanla fare arasinda yiiksek bir dizi benzerligi (%77-92) bulunmustur (Miosge
ve ark., 2002; Salmivirta ve ark., 2002). Nidogen-1’in G3 domaini lamininlere sikica
baglanir, oysaki G2, major bazal membran proteinleri arasinda ti¢lii komplekslerin etkin
olusumuna izin veren kollajen IV ve perlekan icin yiiksek affinitedeki baglama
bolgelerine sahiptir (Miosge ve ark., 2002). Her iki izoform da embriyonik gelisim
siiresinde ¢esitli organlarda benzer dagilima sahip ubikuitéz bazal membran
bilesenleridir, ancak nidogen 2 i¢in bu durum baz1 yetigskin dokularinda daha sinirhidir,
ornegin, cizgili kaslardaki kas bazal membranlarinda sadece zayif bir boyama

belirlenebilir. Nidogenler; kollajen IV ve laminin aglar1 arasinda baglayici elementler
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olarak rol oynar ve diger bazal membran bilesenlerini, 6zellikle perlekani bu 6zellesmis
ekstraseliiler matrikse dahil ederler. Bazal membran molekiillerinin kaybiyla indiiklenen
degisikliklerin ¢ogu mekanik stabilitede kayipla iligkilidir (Bader ve ark., 2005). Deride
BM, epidermisi dermisten ayiran ve adhesiv ve dinamik bir ara ylizey saglayan dermal-
epidermal baglantiy1 (Dermal-Epidermal Junction: DEJ) olusturur. Bu nedenle BM
derinin yapisal ve fonksiyonel integritesi i¢in elzemdir (Nischt ve ark., 2006). Cheng ve
arkadaslari, nidogen-2’ye spesifik siRNA’dan kaynaklanan azalmis nidogen-2
ekspresyonunun, iyi bilinen tiimor baskilayict gen olan p53’e tiimor hiicre biiylimesini
baskilamada aracilik eden hiicre donglisii inhibitori p21 (p21/WAF1)’in
ekspresyonunda azalmaya yol acacagini belirtmislerdir. Bu nedenle, nidogen-2’nin
p21/p53 yolaginda hiicre i¢i aracililik etme rolii gibi salt BM olusumundan fazla
fonksiyona sahip olmasi olasidir (Cheng ve ark., 2012).

Nidogen 1 ve 2 nakavt fareler sasirtict sekilde hafif fenotipler gostermektedirler.
Nidogen-1 eksikligi olan hayvanlarda bazal membranlarin ¢ogu ultrastriiktlir olarak
degismemis goriinmektedir ve hiicresel veya doku morfolojisinde ¢ok az degisiklik
vardir. Null hayvanlar genellikle saglikli gériinmektedir, normal bir yasam uzunluguna
sahip ve fertildir. Ancak, o6zellikle arka bacaklarda hafif bir ataksi ve spontan felg
aktiviteleri seklinde norolojik fenotipler gostermektedirler. Nidogen 1 tiim bazal
membranlarda bulunurken onun homologu nidogen 2’nin ekspresyonu daha siirlidir ve
iskelet ve kardiyak kaslarimin bazal membranlarinda sadece eser miktarlarda bulunur.
Nidogen 1 eksikligi olan hayvanlarda radioimmiinoassay ile belirlendigi iizere bu
dokularda nidogen 2 , 3-7 kat arasinda artis gostermektedir ve bu iki izoformun
komplemanter fonksiyonlarini ve in vivo paylasilan baglayici ortaklar1 onerecek sekilde
boyanma paterninde yeniden dagilim gostermektedir. Diger bazal membran
proteinlerinin boyanma paterninde herhangi bir degisiklik yoktur. Nidogen 2 null
hayvanlar nidogen 1’1 de igeren diger bazal membran molekiillerinin ekspresyon
paterninde belirgin bir degisiklik ve fenotip gostermezler (Bader ve ark., 2005). Her iki
nidogenden de yoksun olan fareler direkt olarak BM defektleriyle iliskili akciger ve
kalp anomalilerinden dolayr dogumdan kisa siire sonra oliirler (Bader ve ark., 2005;
Nischt ve ark., 2006). Her iki nidogen izoformunun yoklugundaki tamamen penetrant
sindaktilinin hem 6n hem de arka bacaklarda olustugu bildirilmistir. Alizarin kirmizist

boyamasi ve histolojik kesitleme bu durumun genellikle yalnizca yumusak dokulari
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icerdigini, kikirdak hiicre toplulugunun ayri olarak olustugunu ve genellikle bdyle
kaldigin1 gostermistir. Baz1 olgularda hafif fiizyon gozlenmekle beraber tam fiizyonun
bazen olustugu laminin a5 alt {initesinden yoksun farelerde goriildiigii kadar siddetli
degildir (Bose ve ark., 2006; Kruegel ve ark., 2008). Farede oldugu sekilde
Caenorhabditis elegans’da bilinen tek nidogen geninin kaybi belirgin bazal membran
defektlerine yol agmaz fakat bazi sinirlerde degismis akson rehberligi kaydedilmistir.
Ayrica, kollajen XVIII ile beraber nidogen kurtguktaki sinaps organizasyonunda énemli
rol oynar goriinmektedir (Salmivirta ve ark., 2002; Bader ve ark., 2005).

Daha 6nceden benimsenen nidogenlerin laminin ve kollajen IV aglar1 arasinda
major molekiiler baglant1 oldugu ve bu nedenle bazal membran olusumu i¢in elzem
oldugu teorisi yanlistir. Nidogenler ne erken embriyogenez ne de organogenezdeki
olaylarin ¢ogu i¢in gerekli degildir, daha ziyade belirli bazal membranlarin olusumunda
ve devam ettirilmesinde spesifik rollere sahiptir (Bader ve ark., 2005).

Tomte ve arkadaslari, yetiskin karacigerindeki stellat hiicrelerin 6nemli bir
nidogen kaynagi oldugunu belirtmislerdir. Kemik ve kemik iligi gelismeden once,
hematopoez karaciger ve dalakta ger¢eklesmekte ve belirli bir siire hem karaciger hem
de kemik iligi hematopoietik organlar olarak birlikte gorev yapmaktadir. Bu
degerlendirmeden hareketle ekstraseliiler matriks bilesenlerinin bir sekilde karaciger
hematopoezinde rol alabilecegi diigiiniilebilir. Tomte ve arkadaslar1 da, farede karaciger
gelisimi siiresinde nidogenlerin karaciger hiicre toplulugu taslaginda tiretildigini ve
hematopoietik  hiicrelerin  bu  glikoproteinlerin  kaynaklarina ait  olduklarin

gostermislerdir (Tomte ve ark., 2006).

F.2. NID2’nin Hastaliklarla Iliskisi

Kruegel ve arkadaslari, insan kikirdak dokusunun bilesenleri arasinda nidogen-1
ve nidogen-2’nin varligini, her iki nidogenin saglikli ve osteoartritli (OA) kikirdakta
farkl1 dagilim ve ekspresyona sahip olup olmadigini ve her iki proteinin ileri evre
osteoartritte kikirdak integritesini yenilemek i¢in kondrosit-nidogen etkilesimleri
araciligiyla hiicre davranisimi etkileyip etkilemedigini aragtirmiglardir. OA defektli
hastaliklt kondrositlerle karsilastirildigi zaman saglikli kikirdaktaki kondrositlerin
etrafinda 2-kat fazla periseliiller nidogen-1 proteini bulunmustur. Nidogen-2 i¢in ise,

fizyolojik olarak saglikli kikirdakta bulunandan 5-kat fazla periseliiler protein hastalikli
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kondrositlerin etrafinda bulunmustur. Bu durum osteoartritli dokuda, nidogen-1’den
nidogen-2’ye periseliiler bir degisimi belirtmektedir. Ayrica, sagliklt kondrositlerin
etrafindaki s6z konusu protein ekspresyonuyla karsilastirildigi zaman, OA defektli
uzamis  kondrositlerin  etrafindaki  nidogen-1 ve nidogen-2  proteinlerinin
ekspresyonlarinda sirasiyla 2-kat ve 8-kat artis bulunmustur. Osteoartritli kikirdakta
nidogenlerin adhesiv fonksiyonlarini arastirmak i¢in her iki nidogenle hiicre adhezyon
analizleri uygulanmistir. Kaplanmamais petri kutularindaki kondrositlerle karsilastirildig
zaman, OA defektli kondrositlerin %30-40’1 nidogen-1’e baglanmustir. Ilging sekilde,
makroskobik olarak intakt bolgedeki kondrositler nidogen-1’e herhangi bir adhezyon
sergilememistir. Ayn1 adhezyon paterni nidogen-2 i¢in de gecerlidir. Baglanmanin
substrat spesifitesini arastirmak i¢in, inhibisyon analizlerinde nidogenlere karsi
antikorlar uygulanmistir. OA defektli bolgedeki hiicrelerin adhezyonu nidogen
antikorlar1 tarafindan inhibe edilmistir. Ancak, makroskobik olarak intakt bolgeden
alinan hiicrelerde herhangi bir inhibisyon gozlenmemistir. Bu sonuglar nidogenlerin,
Ozellikle ileri evredeki osteoartritte kondrosit baglanmasindan sorumlu oldugunu
belirtmektedir. OA defektinin ara zonunun iistiindeki uzamis kondrositlerin nidogenler
icin en giiclii periseliiler boyamayi sergilemesi, her iki molekiiliin OA’daki rejenerasyon
aktivitesi icin 6nemli olabilecegini onermektedir. Kikirdak defekti olan bolgedeki giiclii
fakat saglikli kikirdaktaki zayif ekspresyonundan dolayr nidogen-2, ileri evre OA igin
muhtemel bir tanisal marker olabilir (Kruegel ve ark., 2008).

Amann ve arkadaslari, nidogen-Z'/ " farelerdeki renal fenotipi analiz etmislerdir.
Ya hafif (UNX) ya da siddetli (UNX+DOCA) bobrek hasarinda nidogen-2’den yoksun
farelerin siddetli glomeriiler ve tubulointerstisyel hasara daha duyarli oldugu
gosterilmigtir. Patolojik kosullar altinda nidogen-2’nin, renal yapilarin yapisal ve
fonksiyonel integritesini devam ettirmede elzem bir mediyator olabilecegi ve homologu
nidogen-1’in nidogen-2’nin yerini alamayacagi belirtilmistir (Amann ve ark., 2009).

Kwon ve arkadaglari, Sjogren sendromlu (SS) hastalarda bazal lamina
molekiillerinin yeniden modellenmesinin degistigi hipotezini test etmislerdir. Sjogren
sendromu (SS); tiikiirik ve goOzyaslarinin yetersiz {iretimine yol acan kronik bir
hastaliktir. SS’li hastalardaki labiyal tiikiiriik bezleri, morfolojik analizle belirlendigi
tizere bireysel bilesenlerin ve yapisal disorganizasyonun kaybini igeren, asinus ve

kanallarin bazal laminasinda c¢arpict degisiklikler gosterir. Lamininler; asimetrik
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caprazimst bir yap1 i¢inde distilfit baglariyla baglanmis a, B ve y zincirlerinden olusan
heterotrimerlerdir. Laminin ailesi sahip olduklari domain tiplerine gore ili¢ gruba
boliinen en az 15 iiye icermektedir. Laminin y2-zincir islenmesinin miktar1 kadar
islenmemis laminin y2-zinciri icin de hem mRNA hem de protein seviyeleri, diisiik
seviyedeki interasiner fibrozisli hastalarda Onemli derecede daha yiiksektir, fakat
yiiksek seviyedeki interasiner fibrozisli hastalarda daha az bildirilmistir. Laminin al ve
a4 zincirleri icin, diisiik seviyedeki interasiner fibrozisli hastalarda, fakat yiiksek
seviyedeki interasiner fibrozislilerde degil, sadece protein seviyesinde degisiklikler
belirlenmistir. Nidogen 1 ve 2 i¢in, SS hastalarinda ve kontrol &rneklerinde benzer
seviyelerde mRNA ve protein belirlenmekle birlikte diisiik seviyedeki interasiner
fibrozisli hastalarda, yiiksek seviyelerde nidogen degradasyon {liriinleri gozlenmistir. Bu
sonuglar, bu hastalarda en azindan hastaligin erken evrelerinde bazal laminanin aktif
yeniden yapilanmaya gittigini belirtmektedir (Kwon ve ark., 2006).

Yumurtalik kanserinde yeni biyomarkerlar gelistirmek amaciyla yumurtalik
kanseri olan kadinlarin serumlarinda immunoassay ile nidogen-2 konsantrasyonlari
Olclilmiistiir. Giintimiizde tek kabul goéren yumurtalik kanseri biyomarker1 CA125
olmakla birlikte CA125 yumurtalik kanserinin erken tanisini etkin bir bi¢imde
koyamamaktadir. Erken evre hastaliktaki diisiik duyarliligina ilaveten bir¢cok benign
jinekolojik hastalikta da seviyesi yiikseldiginden dolayr CAI125 diisiik ozgilliigi
nedeniyle de sikintilidir. Normal kisilerde ve benign hastaliklara sahip olanlarda serum
nidogen-2 konsantrasyonu farkli degilken yumurtalik kanserine sahip hastalarin
serumlarindaki nidogen-2 konsantrasyonunun yiikseldigi bulunmustur. Ayrica nidogen-
2 ve CAI25 konsantrasyonlari giiclii bir sekilde iliskili bulunmustur. Bu veri bu
konudaki ilk rapor olma 6zelligiyle yumurtalik kanseri i¢in nidogen-2’nin yeni bir
serolojik biyomarker olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (Kuk ve ark., 2010).

Cheng ve arkadaslari, hepatoseliiler karsinomali hastalarin tiimoér dokular1 ve
serumlarinda immiinohistokimya, immunoassay ve real-time PCR analizleriyle
nidogen-2 ekspresyonunu arastirmiglardir. Nidogen-2 hastalarin hem hepatoseliiler
dokularinda hem de serumlarinda 6nemli derecede azalma gostermistir. Ayrica, benign
karaciger hastaliklarina sahip hastalar ve normal goniilliilerle karsilagtirildigi zaman,
hepatoseliiler karsinomali hastalar en diisiik serum nidogen-2 seviyelerine sahiptirler.

Oysa yumurtalik kanserine sahip hastalarda, benign jinekolojik tiimorler ve normal
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kontrollerle karsilastirildigi  zaman, serum nidogen-2 seviyelerinin yiikseldigi
belirtilmisti (Kuk ve ark., 2010). Hepatoseliiler karsinomali hastalarda da, nidogen-2 ve
CA125 arasinda yiiksek bir korelasyon gosterilmekle beraber serum nidogen-2
seviyesindeki azalma bu durumun hepaseliiler karsinomaya spesifik olabilecegi
olasiligina ve hepatoseliiler ve yumurtalik kanser dokular1 arasindaki farkli nidogen-2
ekspresyon bicimlerine baglanabilir. Yine ayni calismada nidogen-2’nin matriks
metalloproteinaz-9 ( MMP-9)’a iliskin tiim6r molekiiler olaylariyla iliskili olabilecegi
belirtilmistir. MMP ler, 6zellikle MMP-2 ve MMP-9, ekstraseliiler matriks bilesenlerini
degrade ederek tiimor gelisiminde 6nemli rol oynayan bir proteolitik enzim ailesidir.
Hem MMP-2 hem de MMP-9 hepatoseliiler karsinoma dokularinda yiikselmekle
beraber MMP-9’un asir1 ekspresyonu nidogen-2’nin downregiile olmasiyla negatif
korelasyon i¢indedir. MMP-9’un asir1 ekspresyonu tiimdr invazyonu ve metastazla
iligkili birgok molekiiler olay1 artirabilir. Ayrica, ekstraseliiler BM’nin bir bileseni olan
nidogen-2, BM’deki 6zel baglanma bolgesinden dolayt MMP-2den ziyade MMP-9’un
asir1 ekspresyonuyla degrade olabilir. Bu hipotezi test etmek icin MMP-2 ve MMP-9’un
ekspresyonunun inhibe edildigi hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde, MMP-2
inhibisyonunun nidogen-2’nin ekspresyonunu etkilemedigi diger yandan, MMP-9
inhibisyonunun nidogen-2’nin ekspresyonunu oOnemli derecede upregiile ettigi
gosterilmistir. Bu durum da, nidogen-2’nin MMP-9’un substratlarindan biri
olabilecegini ve hepatoseliiler karsinomada nidogen-2’nin ekspresyonundaki azalma
nedenini ispatlamaktadir. Bir BM proteni olarak nidogen-2’nin ekspresyonundaki
azalma gastrointestinal tiimorlerde de gosterilmistir. Bu bulgular nidogen-2’nin
ekspresyonundaki azalmanin hepatoseliiler karsinoma gelisiminde potansiyel bir
patojenik role ve ayni zamanda tanisal degere sahip olabilecegini 6nermektedir (Cheng

ve ark., 2012).

F.3. NID2 Geninin Metilasyonuyla Ilgili Cahsmalar

Ulazzi ve arkadaslar1 nidogen [ ve 2 promoterlerinin metilasyonlarinin bu
genlerin ekspresyon kaybindan sorumlu oldugunu ve insanda gastrointestinal
timorlerde sik rastlandigint belirtmislerdir. Hem NIDI hem de NID2 genlerinin
promoter bolgeleri birinci ekzonun etrafinda yaklasik 2 kb’lik alan1 kapsayan yogun bir

CpG adacigi icermektedir. NID2 geni icin promoter metilasyonu; kolon karsinoma
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orneklerinin %29 (14/48)’unda, gastrik karsinoma orneklerinin %95 (19/20)’inde
belirlenmistir. Neoplastik olmayan kolon ve gastrik mukoza orneklerinde NID2 geni
promoter metilasyonu belirlenmemistir. Primer tiimorlerde nidogen-2’nin immiin
boyamayla analizi sadece atipik metilasyon sergileyen tiimor Orneklerinin nidogen
ekspresyonundan yoksun oldugunu dogrulamistir (Ulazzi ve ark., 2007).
Guerrero-Preston ve arkadaslari, oral skuamdz hiicre karsinomasinin (oral
squamous cell carcinoma: OSCC) erken tanisinda ve dnlenmesinde biyomarker olarak
kullanilmak iizere karsinoma dokular1 ve tiikiirikte NID2 ve HOXA9 genlerinin
promoter hipermetilasyonunu arastirmiglardir.  Tikiirik 6rneklerinde NID2’nin
duyarliligt %87 ve oOzgilligi %?21°dir. NID2 ve HOXA9 genlerinin promoter
metilasyonlar1 histolojik taniyla orta dereceli bir uyuma sahiptir. OSCC’de nidogen
ekspresyonunun kaybmnin bazal membranla hiicre etkilesimini zayiflatarak timor
hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini destekleyebilecegi belirtilmistir. Hem bas ve
boyun skuamd6z hiicre karsinoma dokularinda hem de oral skuamoz hiicre karsinomali
hastalarin tiikiiriiklerinde HOXA9 ve NID?2 genlerinin klasifikasyon performansi yiiksek

derecede tatmin edici bulunmustur (Guerrero-Preston ve ark., 2011).
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GEREC VE YONTEM

A. Hasta ve Kontrol Grubunun Ozellikleri

Bu tez calismasina Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dali’na bagvuran, klinik ve patolojik olarak mesane kanseri tanis1 konan 56
hasta ¢alisma grubu ve 15 saglikli birey kontrol grubu olarak dahil edildi. Hastalar ve
kontrol grubundakiler calisma konusunda bilgilendirildikten sonra “Bilgilendirilmis
GoOniillii Olur Formu” imzalatilarak onaylar1 alindi. Patolojik olarak tani konulan 56
mesane timori ve eslenigi idrar 6rnegi olan 24 6rnek calisma grubunu olusturdu.
Hastalardan operasyon oOncesinde alman idrar Orneklerinden bekletilmeden DNA
izolasyonu yapild1. idrar &rneklerinden ayn1 zamanda rutin idrar sitolojisi testi yapildi.
Ameliyat sirasinda alinan taze tiimor dokusu 6rnekleri ise -80°C’ye kaldirildi. Ayrica
benzer demografik 6zellikler gosteren ve kanser dykiisii bulunmayan 15 goniillii (1’1
benign prostat hipertrofi ve 1’1 de sol bobrek kisti olmak iizere 2 benign hastalikli ve 13
saglikli kisi) de kontrol grubu olarak g¢alismaya dahil edildi ve temin edilen idrar
orneklerinden yine bekletilmeden DNA izolasyonu islemi gerceklestirildi.

Tez calismasimin etik agidan uygunlugu, 236 sayili raporda belirtildigi lizere
Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi Arastirma Etik Komisyonu’nun 30.09.2010 tarihli
Etik Komisyonunda incelenmis ve oy birligiyle onaylanmistir (Bkz: Ek A).

B. Mesane Tiimérii Orneklerinden DNA Saflastirilmasi
Timor Orneklerinden DNA izolasyonu PureLink™ Genomic DNA Kiti
(Invitrogen, Carlsbad, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Izolasyona baslamadan &n
hazirlik olarak kit igerisindeki Genomik Yikama Tamponu I’e 15 ml ve Genomik
Yikama Tamponu II’ye ise 17,5 ml absolu etanol eklendi. DNA izolasyonu igin
sirastyla asagidaki islemler uygulandi:
1. -80°C’den alinan ependorf tiipii i¢erisindeki tiimor dokulari steril bir havan
veya petri kabina alinarak steril bir bistiiriyle cok minik parcalara ayrildi.
2. Pargalandiktan sonra ependorf tiipline alinan yaklagik 50-100 mg’lik doku
iizerine 180 pl ‘Genomik Parcalama Tamponu’ konuldu.
3. 20 pl ‘proteinaz K’ eklendi.
4. Ependorf tiipleri i¢indeki dokular 55°C’deki su banyosunda bekletildi.
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10.

11.

12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.

19.
20.

21

Yaklasik 3-4 saat siireyle ve yaklasik her 15 dakikada bir vorteks yapilarak
su banyosundaki inkiibasyon siirecine tam lizis saglanana kadar devam
edildi.

Su banyosundan aliman ependorf tiiplerindeki olas1 kati pargaciklari
tamamen uzaklastirmak icin tiipler maksimum hizda 3 dakika siiresince
santrifiij edildi.

Stipernatantlar steril ependorf tiiplerine aktarildi.

Stipernatantlara 20 pl RNaz A eklendi, kisa bir vorteksle iyice karistirildi
ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

Kisa siireli inkiibasyonu takiben tiiplere 200 pl Genomik Lizis/Baglama
Tamponu eklendi ve vorteksle iyice karigtirildi.

Tiiplere 200 pl %100’lik etanol eklendi ve 5 saniye siiresince iyice vorteks
yapildu.

Bu islemlerden sonra DNA baglama asamasia gelindi. Toplama tiipleri
icine spin kolonlar yerlestirildi ve lizatlar spin kolonlara aktarild.

10.000 g’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij yapildi.

Kullanilan toplama tiipleri atilarak spin kolonlar temiz toplama tiiplerine
yerlestirildiler.

Kolonlara 500 pl ‘Yikama Tamponu 1’ eklendi.

Oda sicakliginda 10.000 g’de 1 dakika siiresince santrifiij yapildi.

Onceki toplama tiipleri atilarak spin kolonlar temiz toplama tiiplerine
alindilar.

Kolonlara 500 pl ‘Yikama Tamponu 2’ eklendi.

Tiipler maksimum hizda 3 dakika siiresince oda sicakliginda santrifiij
edildiler.

Spin kolonlar steril 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine yerlestirildiler.

Kitin iceriginde ihtiyaca gore 25-200 ul arasinda degisen miktarlarda
eklenilebilecegi belirtilen ‘Genomik Eliisyon Tamponu’'ndan 50 pl

eklendi.

. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyon gerceklestirildi.
22.

Tiipler maksimum hizda oda sicaklifinda 1 dakika santrifiij edildi.
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23. Spin kolondan tiip icerisine gecen purifiye DNA ornekleri daha sonraki
islemlerde kullanilmak itizere -20°C’ye kaldirild.

C. Idrar Orneklerinden DNA Saflastirma

Insanda idrardan izole edilen DNA biiyiikliigiine gore 2’ye ayrilmaktadir: 1
kb’dan biiylik olanlar baskin olarak hiicre ile iliskilidir ve biiyiikliigii heterojendir, 150-
250 bp’lik daha kiiclik olan ¢esidi ise hiicreyle iliskili degildir, dolasimdan
kaynaklanmakta olup transrenal DNA’nin kaynagi1 apoptotik hiicrelerdir. Total idrardan
hem yiiksek hem de diisiik molekiil agirligina sahip DNA elde edilebilir. Diigiik
molekiiler agirlikli idrar DNA’s1 ¢ogunlukla idrarin siipernatant kismindan elde
edilmektedir. Yiksek molekiiler agirlikli idrar DNA’s1 ise hiicre pelletinden elde
edilmektedir. Diisilk molekiiler agirlikli idrar DNA’s1, hiicresiz DNA agisindan
zenginken yliksek molekiiler agirlikli idrar DNA’s1 ¢cogunlukla idrar yolundan dokiilen
hiicrelerden koken almaktadir (Su ve ark., 2004).

[drar 6rneklerinden DNA izolasyonu ZR Urine DNA Isolation Kit™ (Zymo
Research, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Optimal performans i¢in, ‘Genomik Lizis
Tamponu’na %0,5 (v/v) final diliisyonda (250 pul/50 ml) beta-merkaptoetanol ilave
edildi. Ayrica bir filtreden gegirilecek her 6rnek i¢in idrar hacminin standart olarak 30
ml oldugu belirtilmis olmasina ragmen oOrnek hacminin gerektiginde azaltilip
artirllabilecegi (filtreden sivi gecirilmesinin zorlandigr noktaya kadar, Zymo-Spin IC
kolonunun DNA baglama kapasitesi 5 pg’dir) belirtilmesi nedeniyle 30 ml’nin {izerinde
ve her oOrnek icin 2 filtre kullanilarak ¢alisildi. Bu yolla elde edilen DNA
konsantrasyonunun artirilmasi hedeflendi. Calisilan idrar 6rneginin yogunluguna ve
filtreden gecirilme kapasitesine bagli olarak yaklasik 30-250 ml idrar Ornekleri
kullanildi.

Idrardan DNA izolasyonu protokolii asagida belirtilen basamaklarla
gerceklestirildi:

1. Idrar 6rnegi temiz atilabilir bir kaba bosaltilarak 50 ml’lik enjektdre alindi,

‘ZRC GF™ Filtre’sinden gecirilerek atilabilir bir kaba bosaltildi. Bu islem
filtrenin kapasitesine ve Ornek hacmine bagl olarak gerek gorildiigii
takdirde birka¢ kez daha yinelendi. Filtredeki idrar kalintis1 enjektore hava
cekilip bosaltilma yoluyla uzaklastirildi.
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2. 1 ml ‘Genomik Lizis Tamponu’ filtreden gecirildi ve akan siv1 ‘Toplama
tiipii’ igindeki ‘Zymo-Spin"™ IC Kolon’ i¢inde topland.
. Tiipler birkag kez nazikge alt-iist edildi.
13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Siv1 ‘“Toplama tiipii’nden uzaklastirildi.

3

4

5

6. 200 pl ‘DNA Yikama Oncesi Tamponu’ spin kolona eklendi.

7. 13.000 rpm’de santrifiij yapilip sivi kisim uzaklastirildi.

8. 500 pul ‘g-DNA Yikama Tamponu’ kolona eklendi.

9. 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildu.

10. Spin kolon 1,5 mI’lik ependorf tiipline aktarildi.

11. 20 pl (bir 6rnek i¢in 2 filtre kullanilip sonra birlestirilmesi nedeniyle 40 pl
hacim) ‘Eliisyon Tamponu’ direkt olarak kolon matriksine eklendi.

12. 1 dakikalik beklemeden sonra DNA’y1 eliit etmek i¢in 13.000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi. DNA 6rnegi sonraki islemler i¢in -20°C’ye
kaldirildi.

D. DNA’larn Bisiilfit Modifikasyonu

DNA bisiilfit modifikasyonu i¢in EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo
Research, ABD) kullanildi. Bisiilfit modifikasyonuyla, metillenmemis sitozinler urasile
doniigiirken  metillenmis sitozinler ~ de8ismeden  kalmaktadir. Doniisiim
gergeklestirildikten sonra DNA’nin metilasyon profili metilasyona-6zgiil PCR (MSP)
veya DNA dizileme gibi tekniklerle belirlenebilir.

EZ DNA Methylation-Gold™ Kitinde kullanilan DNA miktarinin 500 pg ile 2
ng arasinda degisebilecegi belirtilmekle beraber optimum sonuglar icin DNA miktarinin
200-500 ng arasinda kullanilmas1 gerektigi belirtilmistir. Calismada idrar DNA’larinin
bisiilfit modifikasyonu i¢in ~200 ng, timor DNA’larinin bisiilfit modifikasyonu igin
~500 ng DNA kullanildi. /n vitro Metile DNA (IVD)’nin modifikasyonu i¢in kullanilan
miktar 500 ng’dur.

Bisiilfit modifikasyonu 6n hazirhgi:

‘CT Doniisiim Reaktifi’nin Hazirlanmasi: ‘CT Donilisim Reaktifi’ kitle
birlikte kat1 bir karigim olarak temin edilmektedir ve ilk kullanimdan 6nce asagidaki

sekilde hazirlandi:
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1. “CT Déniisiim Reaktifi’ tiipiine 900 pl su, 300 pl ‘M-Diliisyon Tamponu’
ve 50 pl ‘M-Coziicii Tampon’ eklendi.
2. Oda sicakliginda siirekli vortekslenerek 10-15 dakika karigtirildi.

Her ‘CT Déniisiim Reaktifi’ tiipii 10 ayr1 DNA modifikasyonu i¢in ayarlanmistir.
Optimum sonuglar i¢in ‘CT Donilisiim Reaktifi’nin hazirlandiktan sonra kisa siirede
tiikketilmesi gerektigi tavsiye edilmekle beraber hemen kullanilmayacaksa soliisyonun
oda sicakliginda bir gece, 4°C’de 1 hafta, -20°C’de 1 ay kadar saklanabilecegi ve
kullanim o6ncesi 37°C’ye 1sitilarak vortekslenmesi gerektigi belirtilmistir. ‘CT
Doniisiim Reaktifi’ taze olarak hazirlanip bekletilmeden kullanildi.

‘M-Yikama Tamponu’nun Hazirlanmasi: 96 ml %100’likk etanol

kullanimdan 6nce 24 ml’lik ‘M-Yikama Tamponu’na ilave edildi.

Bisiilfit modifikasyon iglemi:

1. 130 pl’'lik ‘CT Doniisiim Reaktifi’ PCR tiipii icindeki 20 pl’lik DNA
ornegine ilave edildi. DNA hacminin 20 ul’den az olmasi durumunda
aradaki hacim farki su ile tamamlandi. Ornekler pipetajla iyice karistirild:
ve sivinin tiipiin tabaninda yer almasi icin kisa siireli santrifiijlendi.

2. Ornekleri igeren tiipler 1s1 dongiileyiciye almarak asagidaki program
uygulandi:
98°C’de 10 dakika
64°C’de 2 saat 30 dakika
4°C’de saklama (20 saate kadar)

3. “Toplama tiipii’ne yerlestirilen ‘Zymo-Spin™ IC Kolon’lar icine 600 pl
‘M-Baglama Tamponu’ eklendi.

4. Is1 dongiileyiciden ¢ikarilan oOrnekler ‘M-Baglama Tamponu’ igeren

‘Zymo-Spin™ IC Kolon’lar igine yiiklendi.

15.000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi ve s1v1 kisimlar uzaklagtirildi.

Kolonlara 100 pl ‘M-Yikama Tamponu’ eklendi.

15.000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi.

Kolonlara 200 pl ‘M-Desiilfonasyon Tamponu’ eklendi.

Kolonlar oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.

A S I AR
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10. Inkiibasyonu takiben 15.000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi.

11. Kolonlara 200 pl ‘M-Yikama Tamponu’ eklendi.

12. 15.000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi.

13. Yikama islemi tekrarlanarak kolonlara tekrar 200 pl ‘M-Yikama
Tamponu’ eklenerek tekrar 30 saniye santrifiij yapildi.

14. Kolonlar 1,5 mI’lik ependorf tiiplerine yerlestirilerek 12-14 pl ‘M-Eliisyon
Tamponu’ direkt olarak kolon matrikslerine eklendi.

15. DNA’yi eliit etmek i¢in 30 saniye santrifiij yapildi.

16. Elde edilen DNA’lar sonraki kullanim asamalar1 i¢in <-20°C’de saklandi.

E. Metilasyona-spesifik PCR

Metilasyona-6zgiil PCR analizi (Herman ve ark., 1996) DNA metilasyon
caligmalarinda en 6nemli teknolojik ilerlemelerden biridir. Tastyic1 olarak somon balig1
sperm DNA’s1yla karistirilan 1 ng kadar az insan DNA’sinin MSP ile belirlenebildigi
gosterilmistir (Herman ve ark., 1996). Yontem, sadece metillenmemis sitozinlerin
urasile doniisiimiinde bisiilfitin se¢ici doniistiiriici giiciinden faydalanmaktadir. MSP,
10* metillenmemis allel varhiginda metillenmis bir allelin belirlenmesine, ya da tam
tersine izin vermektedir (Zhu ve Yao, 2009).

MSP islemi i¢in ZymoTaq'™ DNA Polimeraz (Zymo Research, ABD)
kullanildi. Hot-start polimerazlar diger polimerazlardan farkli olarak primer dimeri ve
spesifik olmayan {iriin olusumunu en aza indirger. Metilasyonun belirlenmesi amaciyla

bistilfitle muamele edilmis DNA’nin amplifikasyonu i¢in spesifik olarak tiretilmislerdir.

Reaksiyon karisimi (50 pl):
- 2X reaksiyon tamponu : 25,00 ul (1X)
- dNTP karisimi (25 mM) 20,50 pul (0,25 mM)
- Forward primer (100 uM) : 0,25 ul (0,5 uM)
- Reverse primer (100 uM)  : 0,25 ul (0,5 uM)

- Modifiye DNA 2,00 ul
- ZymoTaq polimeraz (5U/ul) : 0,40 pl (2U/50ul)
- ddH,O 21,60 pl
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TWISTI ve NID? i¢in PCR kosullar1 Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6’da gosterilmektedir.

Tablo 4: TWISTI’in PCR kosullar1 (metile ve unmetile)

[k denatiirasyon | 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn

Baglanma 56°C 45 sn 40
Uzama 72°C 60 sn dongii
Son uzama 72°C 7 dk

Tablo 5: NID2 nin PCR kosullar1 (metile)

[k denatiirasyon | 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn

Baglanma 58°C 45 sn 40
Uzama 72°C 60 sn dongii
Son uzama 72°C 7 dk

Tablo 6: NID2 nin PCR kosullar1 (unmetile)

[k denatiirasyon 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn

Baglanma 51°C 45 sn 40
Uzama 72°C 60 sn dongii
Son uzama 72°C 7 dk
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MSP oligoniikleotit dizileri ve beklenen amplikon biiyiikliikleri ise Tablo 7°de
gosterilmektedir. Metillenmis ve metillenmemis {irliniin yanlis yorumlanmasini
engellemek icin, metillenmis ve metillenmemis primerlerle reaksiyon karigimlar1 ayri
ayr1 hazirland.

Universal olarak metillenmis insan DNA standarti (Zymo Research, ABD)
metilasyon i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi. PCR’da negatif kontrol olarak su

kullanildi.

72



Tablo 7: MSP oligoniikleotit dizileri ve beklenen amplikon biiytikliikleri
(MSP: metilasyona spesifik primer, USP: metilasyona spesifik olmayan primer)

Gen Forward primer Reverse primer PCR Kaynak
urini
(bp)
TWISTI | MSP: TTTCGGATGGGGTTGTTATC AAACGACCTAACCCGAACG 200 Evron ve
USP: TTTGGATGGGGTTGTTATTGT CCTAACCCAAACAACCAACC 193 ark., 2001
NID2 MSP: TAGTATTGGTAACGACGATAGTATC | AAATTCGAAACTAACGCGACACG | 141 Ulazzi ve
USP: TAGTATTGGTAATGATGATAGTATT AAATTCAAAACTAACACAACACA | 141 ark., 2007
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F. Agaroz Jel Elektroforezi

%?2,5’1ik agaroz jel hazirlamak i¢in, 130 ml 1X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE)
Olciiliip bir erlenmayere aktarildi ve 3,25 gram agaroz tartilarak TBE soliisyonuna ilave
edildi. Erlenmayer i¢indeki heterojen karisim mikrodalgada seffaf goriiniim elde edilene
kadar 30-45 sn’lik araliklarla ¢alkalanarak kaynatildi. Soliisyon ddkiilebilecek dereceye
(yaklasik 70-80 °C) kadar sogutulduktan sonra 0,5 mg/ml konsantrasyondaki etidyum
bromiirden 130 pl eklendi. Etidyum bromiiriin homojen yayilmasi i¢in karisim
calkalandi. Daha sonra igerisine jel taraklar1 yerlestirilmis yatay elektroforez jel
aparatina dokiildi ve jel polimerizasyona birakildi. Polimerize olmus jelden taraklar
uzaklastirilarak jel yeterli miktarda elektroforez tamponu (1X TBE) iceren elektroforez
tankina yerlestirildi. DNA oOrnekleri 6X jel ylikleme tamponuyla (New England
BioLabs) jel kuyucuklarina yiiklenerek 130 volttaki elektrik akimi altinda yiiriitiildii.
Marker olarak 50 bp DNA Ladder (New England BioLabs) kullanildi. Elektroforez
islemi tamamlandiktan sonra bantlar UV transilliminatorii (Uvitec-BTX-26-M,
Ingiltere) altinda gériintiilenerek incelendi. Gériintii analiz sistemine (Biolab-UVIPhoto
MW, Ingiltere) kaydedildi.

1X TBE’nin Hazirlanisi: 10X TBE’den diliisyon yapilarak kullanildi. 10X TBE
hazirlamak i¢in, 108 gram Tris ve 55 gram borik asit tartilarak bir erlenmayere aktarildi,
tizerine 40 ml 0,5 M EDTA (pH: 8,0) eklendi ve hacim 1 litreye tamamlandi. Tam

olarak ¢oziinlinceye kadar birkag saat 1sitilarak karistirildi.

G. Istatiksel Analiz
Tim istatiksel analiz istatiksel paket SPSS 15.0 versiyonuyla uygulandi.
Parametreler arasindaki iliski Fisher’s exact ve ki-kare testleriyle degerlendirildi.

P< 0,05 degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

74



BULGULAR

Calismamizda 56 mesane timor dokusu ve karsiligl olan 24 idrardan izole
edilen DNA oOrneklerinde TWISTI ve NID2 genlerinin metilasyon durumlari
degerlendirildi.

A. Tiimor Dokularinda Metilasyon Sikhiginin Degerlendirilmesi

Calismadaki 56 mesane tiimorlii hasta ve 15 kisilik kontrol grubuna ait
bireylerin demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 8’de gdsterilmektedir. Cinsiyet-grade
arasindaki iligkiler degerlendirildiginde, erkeklerin %57,8’1 (26/45), kadinlarin ise
%83.3’1iniin (5/6) yiiksek grade oldugu belirlendi. Erkeklerin %20,5°1 Ta, %47,7°s1 T1,
%22,7°s1 T2 ve %9,1°1 T3 diir. Kadinlarin ise %60°1 T1 ve %40°1 T2 dir.

Tablo 8: Calisma grubunun klinik 6zellikleri

Hastalar (n=56)  Kontroller (n=15)
Cinsiyet
Erkek 49 13
Kadin 7 2
Yas
Ortalama (£SD) 65,9 (£13,5) 55,9 (£10,9)
Aralik 37-88 38-72
Timor stage
Ta 9
T1 24
T2 12
T3
Tiumor grade
Diisiik 20
Yiiksek 31
Rekiirens
Primer 28
Rekiirens 10
Sigara
Yok 14 14
Birakmis 4 1
Var 19
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Calisgmada toplam 56 mesane tiimorii dokusundan izole edilen DNA’larda
TWISTI ve NID2 genlerinin metilasyon sikliklar1 analiz edildi. 7WISTI’in metilasyon
siklig1 %98,2 (55/56) ve NID2’nin metilasyon siklig1 %96,4 (54/56) olarak bulundu. iki
genden (TWISTI, NID2) birinin metilasyonu mesane tiimorii olgularmin %100
(56/56)’linde bulundu (Tablo 9, 10).

Genlerin metilasyon durumuyla timor grade’leri arasinda istatiksel olarak
onemli bir iliski bulunmadi (TWISTI i¢in P=0,999, NID2? ig¢in P=0,149). Ancak
hipermetilasyon durumu pozitif olan tiimorler iginde stage dagilimi incelendiginde her
iki gende de stage T1’de yogunlasma gozlendi.

Genlerin hipermetilasyon durumuyla rekiirens arasinda istatiksel olarak anlaml
bir iliski bulunmadi (P=1). TWISTI geni acisindan hipermetile olgularin %73,7’si
primer, %?26,3’1i rekiirens gosteren olgulardir. NID2 geni agisindan hipermetile
olgularin %72,2’si primer, %27,8’1 rekiirens gdsteren olgulardir.

Genlerin hipermetilasyon durumuyla ¢aligma grubundaki bireylerin sigara
kullanimi1 arasinda bir iligki bulunmadi (P=0,149). Hastalarin tiimor grade’leri ile sigara
kullanimi arasinda karsilastirma yapildiginda da istatiksel olarak anlamli bir iligki
belirlenmedi. Sigara kullanmayan bireylerin %61,5’1, sigara kullanip birakmis bireylerin
%350’s1, sigara kullanan bireylerin ise %63,2’si yiiksek grade’dir (P=0,886).

Cinsiyete bagli olarak rekiirens dagilimlari incelendiginde istatistiksel olarak
anlamli bir iligski belirlenmedi. Erkeklerin %27,3°1 (9/33), kadinlarin ise %20°si (1/5)

rekiirens gostermektedir (P=1).

B. Idrar Orneklerinde Metilasyonun Degerlendirilmesi

TWISTI ve NID2 genlerinin metilasyon sikligi 24 hastanin idrarindan izole
edilen DNA’da belirlendi. Hastalarin ortalama yas1 65,9 (41-87)dur. Kontrol grubuna
dahil edilen hastalarin cinsiyet ve yas eslenigi (£5) olan 15 kiside (1’1 benign prostat
hipertrofisi, 1’inde sol bobrek kisti olan 2’si benign hastalik gosteren kisi ve 13 saglikli
kisi) de ilgili genlerin metilasyon durumu belirlendi. Kontrollerin ortalama yas1 55,9
(38-72)dur (Tablo 8). Metilasyon sikligr TWISTI i¢in %87,5 (21/24) ve NID2 igin
%95,8 (23/24) olarak bulundu (Tablo 9, 10). Bu iki genden birinin metilasyonu
olgularin idrar 6rneklerinin %95,8 (23/24)’inde bulundu.
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Idrar 6rneklerinden izole edilen DNA’daki

metilasyon sadece timor

dokularinda da metilasyon gosteren hastalarda bulundu. Diger bir ifadeyle, yanlis

pozitif sonug¢ saptanmadi.

TWISTI ve NID?2 genlerinin metilasyon sikliklarin1 gosteren tablolar asagida

gosterilmektedir (Tablo 9 ve 10).

Tablo 9: TWIST1 geninin atipik metilasyonu

Ornek Metillenmis TWISTI1 Metillenmemis TWISTI1
Kontrol grubu (n=15)
Idrar (15) 1 (%6,7) 14 (%93,3)

Mesane kanserli hasta

grubu (n=56)

Idrar (24) 21 (%87,5) 3 (%12,5)

Tiimor (56) 55 (%98,2) 1 (%1,8)

Tablo 10: N/D?2 geninin atipik metilasyonu

Ornek Metillenmis NID2 Metillenmemis NID2
Kontrol grubu (n=15)

Idrar (15) 0 (%0) 15 (%100)

Mesane kanserli hasta
grubu (n=56)

Idrar (24) 23 (%95,8)
Timor (56) 54 (%96,4)

1 (%4.,2)
2 (%3,6)

Kontrol grubu idrar orneklerinden sadece birinde TWISTI metilasyonu

pozitifken (%6,7) normal idrar kontrollerinin digerlerinde TWISTI ve NID2 genlerinin

metilasyon durumu negatiftir.

Timor dokularindaki ve idrar 6rneklerindeki metilasyon durumlarini gosteren

jel gortintiileri agagida sunulmaktadir (Sekil 9-14).
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2 3 4 5 6 7 8 9% 1011 12 1314 M

Sekil 9: 16-20 no’lu olgularin tiimér dokularindan izole edilen DNA’da TWISTI’in
metilasyon profili
1) negatif kontrol-U, 2) negatif kontrol-M, 3) IVD-U, 4) IVD-M, 5) 16-U,
6) 16-M, 7) 17-U, 8) 17-M, 9) 18-U, 10) 18-M, 11) 19-U, 12) 19-M, 13) 20-U,
14) 20-M ve marker (50 bp)
U: Metile olmamis (Unmetile); M: Metile

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 M

Sekil 10: 16-20 no’lu olgularin idrarindan izole edilen DNA’da TWIST1’in metilasyon
profili
1) negatif kontrol-U, 2) negatif kontrol-M, 3) IVD-U, 4) IVD-M, 5) 16-U,
6) 16-M, 7) 17-U, 8) 17-M, 9) 18-U, 10) 18-M, 11) 19-U, 12) 19-M, 13) 20-U,
14) 20-M ve marker (50 bp)
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8 9% 10 11 12 13 14 M

150 bp

Sekil 11: 16-20 no’lu olgularin tiimor dokusundan izole edilen DNA’da NID2’nin

metilasyon profili

1) negatif kontrol-U, 2) negatif kontrol-M, 3) IVD-U, 4) IVD-M, 5) 16-U

6) 16-M, 7) 17-U, 8) 17-M, 9) 18-U, 10) 18-M, 11) 19-U, 12) 19-M, 13) 20-U,
14) 20-M ve marker (50 bp)

i 8 910 11 121314 M

150 bp

Sekil 12: 16-20 no’lu olgularin idrarindan izole edilen DNA’da NID2’nin metilasyon

profili

1) negatif kontrol-U, 2) negatif kontrol-M, 3) IVD-U, 4) IVD-M, 5) 16-U,

6) 16-M, 7) 17-U, 8) 17-M, 9) 18-U, 10) 18-M, 11) 19-U, 12) 19-M, 13) 20-U,
14) 20-M ve marker (50 bp)
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8 9 10 11 12 13 14 M

200 bp

Sekil 13: 1-5 no’lu kontrollerin idrarindan izole edilen DNA’da TWIST1’in metilasyon
profili
1) negatif kontrol-U, 2) negatif kontrol-M, 3) IVD-U, 4) IVD-M, 5) 1-U,
6) 1-M, 7) 2-U, 8) 2-M, 9) 3-U, 10) 3-M, 11) 4-U, 12) 4-M, 13) 5-U, 14) 5-M,
ve marker (50 bp)

150 bp

Sekil 14: 1-5 no’lu kontrollerin idrarindan izole edilen DNA’da N/D2’nin metilasyon
profili
1) negatif kontrol-U, 2) negatif kontrol-M, 3) IVD-U, 4) IVD-M, 5) 1-U,
6) 1-M, 7) 2-U, 8) 2-M, 9) 3-U, 10) 3-M, 11) 4-U, 12) 4-M, 13) 5-U, 14) 5-M,
ve marker (50 bp)

C. Idrar Sitolojisi
Mesane tiimdrlii 24 hastadan ve kanser Oykiisiine sahip olmayan 15 kisiden

olusan kontrol grubundan idrar sitolojisi sonuglar1 alindi. Idrar sitolojisi sonugclari,
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metilasyon bulgular1 ve patolojik parametrelerin birlikte gosterildigi tablolar asagida

gosterilmektedir (Tablo 11 ve 12).

Tablo 11: idrar ve tiimdr dokusu ¢alisilan hasta grubunun metilasyon ve sitoloji

sonugclari
Olgu Cinsiyet Yas Grade Tiimor/idrar DNA’s1 Sitoloji
no TWISTI NID2
1 E 81 yiiksek M/M M/M siipheli
2 E 75 yiiksek M/M M/M negatif
3 E 74 yiiksek M/M M/M pozitif
4 E 58 diistik M/M M/M siipheli
5 E 55 diisiik M/M M/M negatif
6 E 68 yiiksek M/M M/M pozitif
7 E 82 diistik M/M M/M stipheli
8 E 55 yiiksek M/M M/M pozitif
9 E 77 yiiksek M/M M/M pozitif
10 E 73 yiiksek M/M M/M stipheli
11 E 53 diistik M/M M/M tanisal degil
12 E 41 yiiksek M/M M/M atipik
13 K 44 yiiksek u/u M/M siipheli
14 E 49 diistik M/M M/M negatif
15 E 71 diisiik M/M M/M stipheli
16 E 66 diisiik M/U M/M negatif
17 K 41 diisiik M/M M/M negatif
18 E 73 yiiksek M/M M/M atipik
19 E 60 yiiksek M/M M/M stipheli
20 E 77 yiiksek M/M M/M siipheli
21 E 76 diisiik M/U M/U negatif
22 E 73 yiiksek M/M M/M pozitif
23 E 55 yiiksek M/M M/M pozitif
24 K 87 yiiksek M/M M/M pozitif
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Tablo 12: Kontrol grubunun metilasyon ve sitoloji sonuglari

Kontrol Cinsiyet Yas Idrar DNA’s1 Sitoloji
no TWISTI NID2

1 K 41 U U negatif
2 K 42 U U negatif
3 E 43 U U negatif
4 E 62 M U negatif
5 E 72 U U negatif
6 E 38 U U negatif
7 E 67 U U stipheli
8 E 58 U U negatif
9 E 51 U U negatif
10 E 57 U U negatif
11 E 61 U U atipik
12 E 62 U U negatif
13 E 52 U U negatif
14 E 66 U U negatif
15 E 67 U U negatif

Tablo 11’de goriildiigii gibi 15 olgunun (%62,5) idrar sitolojisi kanser
acisindan pozitif veya siipheli bulundu. Diislik grade tiimorlii olgularda duyarliligin
daha diisiik oldugu belirlendi. Dokuz diisiik grade tiimorlii olgudan sadece 3’iiniin
(%33,3) idrar sitolojisi sonucu pozitifti.

Kontrol grubuna dahil edilen 15 kisinin idrar sitolojisi sonuglar1 da Tablo 12°de
gosterilmektedir. Benign hastalikli bireyler de dahil olmak tizere 13 kisinin sitoloji
sonucu negatiftir. Saglikli kontrollerden birinin sitoloji sonucu kategorize edilemezken
saglikli kontrol grubu bireylerinden biri malignite bakimindan siipheli sonu¢ verdi. Bu
olgu Uroloji Polikliniginde detayli incelemeye alindi ancak malignite bulgusuna

rastlanmadi.
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D. idrar Sitolojisi ve MSP’nin Duyarhhklarinin Karsilastirilmasi

Idrar sitolojisi ve MSP’nin mesane tiimdrlerini  belirleyebilmedeki
duyarliliklar1 Tablo 13a ve 13b’de gosterilmektedir. Idrar sitolojisinin duyarlilig
degerlendirildiginde tiim olgularin 15’1 (%62,5) kanser veya siipheli sitoloji tanisi
alirken, diisiik grade tiimorlii olgularda duyarlilik daha diisliktiir. Dokuz diisiik grade
tiimorli olgudan sadece 3’1 (%33,3) pozitiftir. Ayn1 24 idrar 6rneginde hipermetilasyon
degerlendirildiginde ise TWISTI ve NIDZ2 genlerinin metilasyonu sirasiyla olgularin
%87,5 (21/24)’inde ve %95,8 (23/24)’inde belirlendi. Idrarda iki genden birinin
hipermetilasyon gostermesini pozitif bir belirte¢ olarak alirsak, idrarda mesane
timoriinii  belirleyebilmede, metilasyon kullaniminin belirte¢ olarak duyarlilig
%95,8’dir. Sadece diisiik grade olgular (9 olgu) dikkate alindiginda, iki genden birinin
hipermetilasyon gosterme orani %88,8 (8/9)’dir. Oysa yukarida da bahsedildigi gibi,
diistik grade olgularda idrar sitolojisinin duyarlilig1 %33,3 olarak bulundu.

Kontrol grubunun idrar 6rneklerinde ise 7WISTI metilasyonu sadece bireylerin
birinde gozlenirken (%93,3 ozgiillik), NID2 metilasyonuna hic¢birinde rastlanmadi
(%100 6zgiilliik). idrar sitolojisi kapsaminda ise kontrol grubundaki 2 bireyin idrar
ornegi (biri malignite agisindan silipheli, digeri de kategorize edilemeyen olarak
tanimlandi) disinda diger 13 bireyin idrar Orneklerinin sitoloji sonucu negatiftir. Bu

baglamda, idrar sitolojisinin 6zgiilligi %86,7 (13/15)’dir.
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Tablo 13a: Idrar sitolojisi ve MSP nin karsilastirmali duyarlilik analizi (TWISTI igin)

T Olgular

w 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 | 12 | 13 [ 14 [ 15 )16 | 17 [ 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
I | Ornekler

S | MSP (doku)

IT MSP (idrar)

Sitolojik analiz

Olgular
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 (12 |13 |14 (15 (16 |17 [18 [19 |20 |21 (22 |23 |24
Ornekler

MSP (doku)
MSP (idrar)
Sitolojik analiz

Dokudaki hipermetilasyon

. Eslenigi olan idrardaki hipermetilasyon

Sitoloji pozitif/siipheli

Hipermetilasyon yoklugu/sitoloji negatif
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TARTISMA

Mesane kanseri, diinyadaki malignansilerin en yaygin 5.si, iirogenital yolun en
yaygin 2. tiimorii ve lirogenital kanserler arasinda en sik ikinci 6liim nedenidir (Enokida
ve Nakagawa, 2008). Mesane kanseri rekiirens (%50-80) ve progresyon oranina
(%5-50) gore heterojen bir hastaliktir (Aslan ve Mammadov, 2010). Mesane kanseri
kadinlara nazaran erkeklerde daha yaygindir (10:3 erkek:disi oraniyla). Sobti ve
arkadaslari, calismalarindaki orneklerin yaklasik %12’sinin kadin bireyler olduguna
deginmistir (Sobti ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde 56 mesane
kanserli hastadan 7’si (%12,5) kadindir. Erkeklerde daha sik goriilmekle birlikte
kadinlarda prognozunun daha kotii oldugu bildirilmektedir (Aslan ve Mammadov,
2010).

Mesane kanserinin invaziv olmayan bir yontemle belirlenmesi i¢in idrar ve
timor Orneklerinde TWISTI ve NID2 genlerinin metilasyonu ilk defa Renard ve
arkadaslar tarafindan incelenmistir (Renard ve ark., 2010). Calismalarinda, mesane
kanserinin belirlenmesinde metillenmis gen belirteglerini degerlendirmeye alirken 3-
basamakl1 bir strateji kullanmislardir. ilk basamakta, dért mesane kanseri hiicre hattinda
(HUC-1, HTB3, HTB4 ve 1749) epigenetik olarak hedeflenmis genlerin yeniden
ekspresyon analizi ic¢in farmakolojik a¢iga c¢ikarma stratejisi uygulamiglardir.
Metiltransferaz inhibitorii 5-aza-2’-deoksisitidin ve/veya histon deasetilaz inhibitori
Trichostatin A ile muamele edilen hiicre hatlarinin ekspresyon profilleri yeniden
eksprese olan genler i¢in filtrelenmistir. Ekspresyon ¢ipinde mevcut 12652 probtan
1482 tanesi secilmis ve aday gen listesini azaltmak i¢in metilasyon {izerinde odaklanan
biyoinformatik analiz uygulanmustir. Ikinci basamakta, metillenmis gen adaylari
tiimoral olan ve olmayan mesane dokusu 6rneklerinde MSP analiziyle test edilmis ve
%100 ozgiilliik baz alindiginda en iyi performans gdsteren 10 gen belirtecinin duyarlilik
oranlar1 belirlenmigtir. Duyarlilik oranlar1 %73-34 arasinda degismekle beraber en
yiiksek duyarliik NID2 ve TWISTI genleri igin bulunmustur. Ugiincii basamakta ise
oncelikle en iyi performans gosteren 10 doku metilasyon belirtecinin MSP testi kanser
olan ve olmayan hastalarda uygulanmis ve mesane kanserli hastalar1 tanimlayan en
duyarli ve 0zgiil 5 idrar metilasyon belirteci (TWISTI, NID2, RUNX3, CCNAI ve

BMP7) tanimlanmustir (idrar belirteci secim testi). Bu 5 en duyarli ve ozgiil idrar
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metilasyon belirteci daha ileri degerlendirilmeye alinmis ve ilkinden bagimsiz bir sette
mesane kanserli olgularin ve kontrol bireylerinin idrar 6rneklerinde analiz edilmistir
(idrar deneme testi). Test edilen olas1 farklt gen kombinasyonlar1 arasinda mesane
kanserli bireyleri kontrol grubundakilerden ayirmak i¢in duyarlihlk ve 6zgiilliik
bakimindan en iyi performans gosteren iki gen metilasyon belirteci; NID2 ve TWISTI
olmustur. Bu iki metilasyon gen belirteci bagimsiz bir idrar Ornegi setinde
degerlendirilerek gecerliligi denetlenmistir (idrar dogrulama testi). Bu c¢ok asamali
degerlendirmeler sonucunda 7WISTI ve NID2 genlerinin mesane kanserini
belirlemedeki potansiyel giiciine isaret eden ¢alisma bu nedenle bizi bu iki gen iizerinde
yogunlagsmaya sevketti. Renard ve arkadaslar1 yontem olarak real-time MSP analizini
kullanmiglardir, bizim calismamizda ise MS-PCR yontemiyle bu iki gen panelinin
etkinligi test edildi. Renard ve arkadaglari, mesane kanserinin tanisi igin TWISTI ve
NID?2 genlerini kullanarak idrar deneme ve dogrulama setlerinde sirasiyla %88 ve %94
duyarhlik ve %94 ve %91 o&zgiillik oranlar1 belirtmislerdir. iki 6rnek seti
birlestirildiginde, %93 o6zgiilliikle duyarhilik %90’a ulasmistir. Yine aym iki sette
sitoloji sonuglar1 da degerlendirilmistir. Idrar deneme ve dogrulama setlerinde her iki
test (metilasyon analizi ve sitoloji) de sirasiyla %91-94 ve %95-97 olacak sekilde
yiiksek 0zgiilliik oranlartyla iligkiliyken ikili-gen hipermetilasyon paneli i¢in duyarlilik
(%88-94) sitolojiden (%48-49) ¢ok daha yiiksek bulunmustur. Bizim ¢alismamizdaki 24
idrar Orneginde hipermetilasyon oranlar1 degerlendirildiginde, TWISTI ve NID2
genlerinin metilasyon oranlari sirastyla %87,5 (21/24) ve %95,8 (23/24) olarak bulundu.
Idrarda iki genden birinin hipermetilasyon gdstermesini pozitif bir belirte¢ olarak kabul
edersek, idrarda mesane tlimoriiniin tanisinda metilasyon kullaniminin belirte¢ olarak
duyarliligt %95,8°dir. Sadece diisiik grade tiimorlii olgular (9 olgu) dikkate alindiginda,
iki genden birinin hipermetilasyon gosterme oram1 %88,8 (8/9)’dir. Aynmi Ornek
grubunda idrar sitolojisinin duyarlilifi degerlendirildiginde yiiksek ve diisiik grade
olgularin tiimiinde 15 olgu (%62,5) kanser veya siipheli sitoloji tanist alirken, diisiik
grade olgularda duyarlilik daha diisiiktiir. Dokuz diisilk grade olgudan sadece 3’i
(%33,3) pozitiftir. Dolayisiyla bizim daha az sayidaki caligma grubumuzda idrar
sitolojisinin  duyarliligt  degisim gostermekle beraber hipermetilasyon analizi
kapsaminda degerlendirildiginde MS-PCR yontemiyle Renard ve arkadaslarinin

calismasina benzer sonuglar elde edilmistir. Renard ve arkadaslarindan sonra TWISTI
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ve NID2 genlerinin hipermetilasyonunun mesane kanserinin tanisindaki roliinii
giiclendirmesi agisindan elde ettigimiz sonuglar degerlidir.

Cesitli genlerin metilasyon durumuyla timdr stage ve grade’i gibi patolojik
parametreler arasindaki iliskiler birgok calismada arastirilmistir. Bazi caligmalarda
metilasyonla bu parametreler arasinda iligski bulunurken digerlerinde bdylesi bir iliski
bulunmamistir. Cebrian ve arkadaglari myopodin metilasyonunun timor stage ve
grade’indeki artisla 6nemli derecede iliskili oldugunu belirtmistir (Cebrian ve ark.,
2008). Kim ve arkadaslar1 mesane timori gelisimindeki riski 100 kat artiran RUNX3
metilasyonunun timor stage, rekiirens ve progresyonuyla iliskili oldugunu belirtmistir
(Kim ve ark., 2005). Chen ve arkadaslarinin ¢aligsmalarinda, DAPK metilasyonu mesane
kanserinde rekiirensle iliskili bulunmus ancak DAPK geninin metilasyon durumuyla
cinsiyet, yas, lokasyon, timdr invazivligi ve histolojik grade’i igeren patolojik
parametreler arasinda 6nemli bir iligki bulunmamistir (Chen ve ark., 2007). Friedrich ve
arkadaglarinin ¢alismalarinda, DAPK promoter metilasyonuyla timor rekiirensi
arasindaki iligki dogrulanmistir. Ayrica TIMP-3 metilasyonuna sahip hastalarin bu
bolgede metilasyon tasimayan hastalardan 6nemli derecede daha uzun rekiirens
olmaksizin sagkalim sergiledigi belirtilmistir (Friedrich ve ark., 2005). Jarmalaite ve
arkadaslari, RARS, RASSF1A ve DAPK genlerindeki hipermetilasyonun tiimor stage,
grade ve kas invazyonuyla 6nemli derecede iliskili oldugunu belirtmistir. Ayrica yine
aynt calismada oOzellikle DAPK, pl6 ve RARP genlerinden birinde promoter
hipermetilasyonu olan tiimorlerin siklikla rekiirens gosterdigi belirtilmistir (Jarmalaite
ve ark., 2008). Lin ve arkadaslarinin calismalarinda, RASSFIA, E-kaderin ve pl6
hipermetilasyonuyla timor stage/grade arasinda herhangi bir iliski bulunmamistir (Lin
ve ark., 2009). Chan ve arkadaslarinin ¢caligmalarinda da, RARS, DAPK, E-kaderin, pl15,
pl6, MGMT ve GSTPI’in metilasyon durumuyla hastalik grade veya stage’i arasinda
iligki bulunmamistir (Chan ve ark., 2002). Mehrotra ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda
meme kanseri metastazinda hipermetilasyonu degerlendirilen 5 genin (Cyclin D2, RAR-
B, TWIST, RASSFIA ve HIN-I) timor grade ve stage ile iliskisi bulunmamistir
(Mehrotra ve ark., 2004). Missaoui ve arkadaslarinin rahim agzi1 kanserinde yaptiklari
calismada TWISTI, DAPKI ve CDHI3 histolojik grade ile iliskili bulunmustur
(Missaoui ve ark., 2011). Ruppenthal ve arkadaglarinin kolorektal karsinomada

yaptiklar1 ¢galismalarinda, daha ileri stage tiimorlerle karsilastirildigi zaman TNM stage [
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olarak smiflandirilan tiimoérlerdeki 7WISTI hipermetilasyonu daha diisiik prevalansta
bulunmus ancak metilasyonla diger prognostik parametreler arasinda net bir iliski
bulunmamistir (Ruppenthal ve ark., 2011). Kim ve arkadaslarinin meme karsinomali
Koreli kadmlarin serumlarinda hipermetilasyonunu  degerlendirdikleri  HIN-1,
RASSFIA, RAR-f ve TWIST genleriyle stage ve lenf nodu metastaz1 gibi patolojik
parametreler arasinda herhangi bir iliski tanimlanmamistir (Kim ve ark., 2010). NID2
geninin hipermetilasyonunun degerlendirildigi sinirh sayidaki calismada ise grade/stage
iliskisi degerlendirilmemistir. Dolayisiyla genlerin hipermetilasyonuyla grade/stage gibi
parametreler arasindaki iligkiler celiskilidir. Bizim c¢alismamizda ilgili genlerin
hipermetilasyon durumuyla grade ve rekiirens gibi patolojik parametreler arasinda iligki
bulunmadi.

Calismamizda tiimoér DNA’larinda heterojen metilasyon profili goriildii.
Yoruma acik olan bu durum literatiirde daha once de cesitli arastirmacilar tarafindan
irdelenmistir. Toyota ve arkadaslari, COBRA analiziyle kolorektal tiimorlerde
Cyclooxygenase 2 metilasyonunu arastirmiglardir. Hem adenomalarda hem de
karsinomalarda metillenmis allellerin metillenmemis allellerle birlikte mevcut oldugunu
belirtmislerdir. Mikrodisseksiyon uygulamaksizin tiimor orneklerini kullanmalari
nedeniyle bu durumun neoplastik olmayan hiicrelerin infiltrasyonundan
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Alternatif olarak, bu durumun tiimoér igindeki
heterojeniteden (bazi alleller metillenirken digerleri metillenmemistir) veya kismi
heterojen metilasyondan (Tiim alleller kismen metillenmistir) kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir. COX2 metilasyonunu daha detayli analiz etmek amaciyla {i¢ metillenmis
ve li¢ metillenmemis tiimorde bisiilfit dizileme uygulanmistir. Her durumda yogun
olarak metillenmis allellerin metillenmemis allellerle birlikte varligi gosterilmistir
(Toyota ve ark., 2000). Salvesen ve arkadaslarinin MSP yontemiyle endometriyal
karsinomalarda AMLHI metilasyonunu degerlendirdikleri ¢aligmada, tiim tiimdrler igin
metillenmemis dizinin amplifikasyonunun da goriilmesi, tiimorlerin normal hiicreleri de
icerebilecegini dislindirtmiistiir (Salvesen ve ark., 2000). Tan ve arkadaslarinin
caligmalarinda, timor gelisiminin ¢esitli asamalarinda Orneklenen hiicrelerin veya
klonal evrim gegiren hiicrelerin heterojen metilasyon motiflerine yol acabilecegi
belirtilmistir (Tan ve ark., 2002). Katzenellenbogen ve arkadaslart MSP yontemiyle

Burkitt lenfoma 6rneklerinde DAP-Kinaz geninin metilasyonunu degerlendirmislerdir.
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Her ornekte metillenmemis allellerin de amplifikasyonunun olmasi, mikrodisseksiyon
uygulanmamasindan kaynaklanan tiimor 6rneklerinin i¢inde bulunabilecek normal doku
veya timoOr Orneginin atipik metilasyonunun heterojenitesiyle ac¢iklanmistir
(Katzenellenbogen ve ark., 1999). Lind ve arkadaslarinin MSP yontemiyle kolorektal
karsinomalarda yaptiklar1 hipermetilasyon analizinde, monoallelik metilasyon (hem
metillenmis hem de metillenmemis MSP jel bantlarinin belirlenmesi) olgusuna
deginilmistir. Degerlendirilen metillenmis tiim primer tiimorlerin metillenmis olanin
yanisira metillenmemis bir bant da gosterdigi belirtilmistir. Lind ve arkadaglar1 primer
tiimorlerin yanisira kolon kanser hiicre hatlarinda da hipermetilasyon degerlendirmesi
yaptiklar1 ve ¢aligmaya dahil ettikleri hiicre hatlarinin yarisinda bir veya daha fazla gen
icin hem metillenmis hem de metillenmemis allelleri belirledikleri i¢in daha ayrintil
yorum gelistirmislerdir. Kiiltiire edilmis kanser hiicre hatlarinda neoplastik olmayan
hiicreler bulunmamasi nedeniyle bu durumun normal hiicrelerin varligindan ziyade
cesitli biyolojik ve teknik agiklamalar1 olabilmekle birlikte allel spesifik metilasyonun
en olasi yorum olduguna deginilmistir. Tersine, primer timdrlerde metillenmemis ve
metillenmis bantlarin bir arada varligimin ise normal hiicrelerin karigimi, timor
heterojenitesi ve/veya monoallelik metilasyonla agiklanabileceginden bahsedilmistir
(Lind ve ark., 2004). Rastetter ve arkadaslari, melanomalarda MSP analiziyle 5 tiimor
baskilayict genin (RASSFIA, pl6, DAPK, MGMT ve Rb) promoter metilasyonunu
degerlendirdiklerinde, timdr Orneklerinde 3  farkli  model bulundugundan
bahsetmislerdir. Bu modeller tamamen metillenmemis promoterler, tamamen
metillenmis promoterler veya ayni 6rnekte hem metillenmemis hem de metillenmis
promoterlerdir. Ikinci ve iiglincii modeller (total veya kismi metilasyon) hipermetile
olarak degerlendirilmistir. ~ Arastirmacilar, atipik metilasyonun ¢esitli  tiimor
orneklerinde siklikla heterojen oldugunu belirtmislerdir (Rastetter ve ark., 2007).
Calismamizda TWISTI icin 56 timor DNA’sindan 55’inde heterojen metilasyon profili
gozlendi. Heterojen metilasyon profili gosteren 55 Ornegin 11 tanesinde metillenmis
bant metillenmemis banttan ¢ok zayif veya kismen zayiftir. Digerlerinde metillenmis ve
metillenmemis bantlar esit yogunlukta goriilmektedir. Metillenmis bantlarin daha zayif
oldugu bu 11 o6rnekten 7 tanesi (%63,6) diisiik grade olgulardir. Metillenmemis tek
timor Ornegi ise yiiksek gradedir. Ellialti timér DNA’simnin  54’tinde NID2

hipermetilasyonu gozlendi ve homojen metilasyon sergileyen bir tiimoér 6rnegi (sadece
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metillenmis bant goriildii) hari¢ heterojen metilasyon profili goriildii. Homojen
metilasyon profili gosteren timor 6rnegi yiiksek gradedir. Heterojen metilasyon profili
gosteren Orneklerden 7 tanesinde metillenmis bant metillenmemis banttan ¢ok zayif
veya kismen zayiftir. Digerlerinde metillenmis ve metillenmemis bantlar esit
yogunlukta goriilmektedir. Metillenmis bantlarin daha zayif oldugu bu 7 6rnekten 6
tanesi (%85,7) disiik grade olgulardir. Metillenmemis 2 timor 6rnegi de diisiik grade
olgulardir.

Calismamizda TWISTI ve NID2 genlerinin hipermetilasyonunun ekspresyonu
nasil etkiledigini arastirma kapsaminda degerlendirmedik. Abbaszadegan ve
arkadaglarinin yaptiklari calismada MSP yontemiyle p/6 promoter hipermetilasyonu ve
immiinohistokimyasal boyamayla protein ekspresyonu analiz edilmistir. Ekspresyon
acisindan pl6-negatif tiimorler arasinda, %62,5’inin promoter bolgelerinde metillendigi
bulunarak gastrik kanserdeki azalmis p16 protein ekspresyonu i¢in temel mekanizmanin
promoter bdlgesinin hipermetilasyonu oldugu sonucuna varilmustir. Ilging sekilde,
promoter hipermetilasyonu olmasina ragmen {i¢ hasta normal protein ekspresyonu
gostermis ve bu tlimdrlerin hepsinin tiimor heterojenitesi gosterdigi (bir veya her iki
allelde kismi metilasyon diger olasi neden olabilmekle birlikte) vurgulanmistir. Ayrica
normal metilasyon profili olmasina ragmen p16 ekspresyonu acisindan negatif 12 hasta
bulunmus ve azalmig protein ekspresyonunun nokta mutasyonu veya homozigot
delesyon gibi alternatif —mekanizmalardan kaynaklanabilecegi  agiklanmistir
(Abbaszadegan ve ark., 2008). Dolayisiyla genlerin  hipermetilasyonuyla
ekspresyonlardaki degisim arasinda her durumda bir iligski olmasi beklenemeyecegi gibi
heterojen metilasyon profili sergileyen olgularin kismen de olsa hala islevsel olan
ekspresyon durumlarina sahip olabildigi yorumunda da bulunulabilir. Bununla beraber
genlerin hipermetilasyonu protein seviyesinde olmaksizin mRNA seviyesinde
ekspresyon degisimlerine yol agabilir. Wali ve arkadaslarinin akciger kanserli hastalarin
timor biyopsilerinde FHIT geninin metilasyonunu degerlendirdikleri ¢alismada,
calisilan 30 olgunun %37 sinin tam metilasyon, %47’sinin kismi metilasyon gosterdigi,
geri kalanimin metillenmedigi belirtilmistir. Ters transkripsiyon PCR’la belirlendigi
tizere FHIT geni promoter metilasyonu FHIT transkriptinin yokluguyla dnemli derecede

iligkili bulunmustur. Buna karsilik, promoter metillenmemis veya kismen metillenmisse
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FHIT transkripti mevcuttur. FHIT geninin ekspresyonundaki azalma sadece transkript
seviyesinde gozlenmistir (Wali ve ark., 2006).

Idrar 6rneklerinden izole edilen DNA’daki metilasyon sadece timor
dokularinda metilasyon gosteren hastalarda bulundu. Diger bir ifadeyle, yanlis pozitif
sonu¢ saptanmadi. Calisma grubundaki bazi hastalar primer tiimorde belirlenebilen
metilasyona sahip olmasina ragmen idrarlarinda belirlenebilen metillenmis DNA
bulunmamaktadir. Bu durum orneklerin toplanma zamaninda kanser hiicrelerinin
belirlenebilen miktarlarinin idrara dokiilmemis olmasi nedeniyle olusabilir. Nitekim
TWISTI metilasyonu arastirilan idrar Orneklerinden 3’iinde (13, 16 ve 21 no’lu
orneklerde) metilasyon gozlenmedi. Onii¢ numarali ornekte 7TWISTI igin timor
dokusunda da metilasyon belirlenmemekle birlikte (ayn1 6rnekte NID2 metilasyonu hem
tiimor dokusunda hem de idrarda gbzlendi), diger iki 6rnekte (16 ve 21 no’lu 6rnekler)
ise tiimor dokularinda TWISTI metilasyonu belirlenirken idrarda metilasyon goriilmedi.
Diger yandan, NID2 geninin metilasyonu arastirilirken 16 numarali 6rnegin idrar
DNA’sinda metilasyon belirlendi. Bu nedenle 16 numarali olgu i¢in yeterli miktarda
idrara dokiilmemis kanser hiicresi olabilecegi olasiligin1 dislayabiliriz. Yirmibir
numarali 6rnekte hem 7WISTI hem de NID2 genlerinin metilasyonu tiimor dokusunda
gozlenirken idrarda gozlenmemesi yeterli miktarda kanser hiicresinin idrara
dokiilmemis olmasi gergegini de yansitabilir.

Tartisilan konulardan bir digeri epigenetik degisikliklerin de populasyon
bazinda degisimlere agik olup olmadigi {izerinde yogunlagsmakta ve bu nedenle
caligmanin farkli bir populasyon grubunda degerlendirilmesi de 6nem tagimaktadir. Sun
ve arkadaslar1 Bati iilkelerinde daha Onceden Onerilen hedef genlerin hastaligin
baslangicin1 belirlemede kendi ¢alismalari i¢in yetersiz olduguna deginerek iki
populasyon arasinda mesane kanserinde DNA metilasyon seviyesinde olasi bir farkliliga
isaret etmislerdir. Test ettikleri 7 gen (BCL2, HTERT, DAPKI, CDKN2A4 (p16INK4),
ARF (p14ARF), MGMT ve GSTPI) arasinda BCL2, Bati iilkelerindeki hasta grubu i¢in
belirtilen orana nazaran 2 kat azalmis olarak olgularin %27,3’ilinde belirlenmis, geri
kalanlar ise ya ¢ok diisiik bir oranda metillenmis ya da metillenmemistir (Sun ve ark.,
2009). Yu ve arkadaglar1 yaptiklari metilasyon calismasinda Birlesmis Milletler’de
mesane kanserini belirleyebilme potansiyeli agisindan anlamli oldugu belirtilen genleri

de calismiglardir. DNA metilasyonu gibi epigenetik degisikliklerin degisen g¢evrelere
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diger genetik faktdrlerden daha kolayca yanit verebilecegini agiklamislar ve iki
populasyon arasinda bilgi verici gen paneli bakimindan epigenetik bir farklilik olma
olasiligina isaret etmislerdir (Yu ve ark., 2007). Zhang ve arkadaslarinin idrar
sedimentlerinde yaptiklari mikrosatellit analizi mesane kanserinin saptanmasinda
yiiksek derecede duyarli ve 6zgiil bir teknik olarak umut verici olmakla birlikte yazarlar
farkli mikrosatellit belirteglerinin Cinli ve Batili hasta gruplarinda etnik ve etiyolojik
farkliliklara isaret edebilecegini belirtmislerdir. Bu durumun cevresel karsinojenlere
maruz kalmayi, diyet aligkanliklarindaki ve sosyal davranislarindaki farkliliklar:
yansitabilecegini, mikrosatellitlerden baska genetik belirteclerde de farkliliklarin
varolabilecegini, bu gozlemlerinin farkli etnik populasyonlarda genetik analizler icin
belirte¢ se¢ciminde dikkate alinmasi gerektigini ifade ederek yukarida bahsedilen diger
caligmalarin yorumlanmasini yonlendirmislerdir (Zhang ve ark., 2001). Bu nedenlerden
dolayr heniiz klinik etkinligi degerlendirme agamasinda olan farkli gen panellerinin
farkl1 populasyonlardaki hasta gruplarinda degerlendirilmesi bu alandaki literatiir
bilgisini zenginlestirerek sonuglarin standardizasyonuna zemin hazirlayacak ve klinik
kullanima geg¢is siirecini hizlandirabilecektir. Calismamizda TWISTI ve NID2 genleri
dikkate alindiginda iki populasyon arasinda bdyle bir epigenetik farkliligin olmadigi
sOylenebilir.

Metilasyon belirteclerinin se¢iminde duyarlilik kadar ozgiillik de dikkate
alinan kriterlerden biri olmalidir. Friedrich ve arkadaslari, EDNRB, RASSFIA ve
TNFRSF25 gibi bazi metilasyon belirteglerinin  mesane kanserinin tanisinda
kullaniminin  olmayacagini ¢ilinkii bu genlerin kanser olmayan bireylerde de
metillendigini belirtmistir (Friedrich ve ark., 2004). Bizim ¢alismamizdaki 6zgiilliik
degerlendirilmesinde 7TWISTI metilasyonu %93,3, NID2 metilasyonu ise %100
Ozgiilliige sahip olmasi nedeniyle bu genlerin tanisal kullanimdaki 6nemlerine isaret
etmektedir.

Epigenetik yaklasim gelecekte iistlenebilecegi potansiyel rol agisindan son
derece umut vaat edicidir. Mutasyonlar gibi genetik degisikliklerden farkli olarak DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 geri doniisiimliidiir (Enokida ve Nakagawa,
2008; Kim ve Kim 2009). Bu 6zellik epigenetik degisiklikleri kanser tedavisi i¢in gekici
bir aday haline getirmektedir. Demetile edici ajanlar kullanilarak kanser hiicre

hatlarinda DNA’s1 metillenmis genleri yeniden eksprese etmek ve genleri islevsel hale
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getirmek miimkiindiir (Kim ve Kim, 2009). Iyi bilinen bir DNMT inhibitérii olan 5-aza-
deoksisitidin (decitabine) hedef gen ekspresyonunun promoter hipermetilasyonu
tarafindan diizenlendigini gostermek i¢in metilasyon caligmalarinda yaygin kullanilan
bir demetile edici ajandir. DNMT lerin niikleozid analog inhibitorleri prokainamid ve
hidralazin, anormal DNA hipermetilasyonunun geri doniisiimiinii ve sessizlesmis gen
ekspresyonunu yeniden saglamak i¢in in vitro hiicre kiiltiirii sistemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yeni bir demetile edici ajan olan zebularine de mesane kanseri
hiicrelerinde test edilmistir ve metillenmis p/6INK4a gibi tiimor baskilayici genleri;
APAF-1 ve DAPK-1 gibi apoptozisle iliskili genleri yeniden aktive etmektedir.
Decitabine, Birlesik Devletler Gida ve ilag Idaresi (United States Food and Drug
Administration) tarafindan akut miyeloid 16semi, kronik miyeloid I6semi ve
myelodisplastik sendrom gibi hematopoietik malignansilerin tedavisinde kullanilmak
icin onaylanmistir. Ancak, henliz mesane kanseri gibi solid tlimorlerin tedavisi i¢in bu
ajamin kullanimiyla ilgili bir klinik deneme bulunmamaktadir. Ideal tedaviler, genomun
geri kalaninda arzu edilmeyen bir demetilasyonu indiiklemeden metile olmus gen
grubunu secici olarak aktive edebilenlerdir. Epigenetik inaktivasyonda DNA
metilasyonu ve histon deasetilasyonu arasindaki siki iliski dikkate alindiginda, DNMT
inhibitdrlerinin ve histon deasetilasyon inhibitdrlerinin kombinasyonu mesane kanseri
hastalarin1 tedavi etmek i¢in ¢ekici bir strateji olabilir (Enokida ve Nakagawa, 2008).
Urotelyal karsinomada hipermetilasyon-ekspresyon arasindaki iliskiyi arastiran birgok
calisma mevcuttur. SFRPI hipermetilasyonu ekspresyon kaybiyla uyumlu bulunmustur.
5-Aza-deoksisitidin bazi hiicre hatlarinda yeniden ekspresyonu dogrudan indiiklemis,
bazilarinda ise bir histon deasetilaz inhibitoriiyle ilave bir muameleye ihtiyag
duyulmustur (Neuhausen ve ark., 2006). Mesane tlimorlerinde Wnt-antagonistlerinin
metilasyon seviyeleri mesane mukozasindan 6nemli derecede yiliksek ve mRNA
seviyeleri onemli derecede diisiikk bulunmustur. Metilasyon seviyesi karsilik gelen
mRNA seviyesiyle ters orantilidir (Urakami ve ark., 2006). Mesane kanseri hiicre
hatlar1 EJ138 ve UMUC3’iin metilasyon gosterdigi durumlarda demetile edici ilag 5-
aza-2’-deoksisitidine (AZA) maruz kalmasi transkript seviyesinde myopodin
ekspresyonunu artirmistir. Bu durumla uyumlu olarak, immiinohistokimyasal olarak
myopodin metilasyonuyla diisiik niiklear protein ekspresyonu arasinda anlamli bir iligki

bulunmustur, ancak sitoplazmik ekspresyon myopodin metilasyon durumundan
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etkilenmeden kalmistir (Cebrian ve ark., 2008). SOX9 hipermetilasyonu goézlenen
mesane kanseri hiicre hatlarinda diisiik transkript ve protein ekspresyonu seviyeleri ters
transkriptaz PCR ve western blot analizleriyle gosterilmistir. Metillenmis mesane
kanseri hiicre hatlarinin demetile edici ilag AZA’ya maruz birakilmast J82 hiicre
hattinda transkript seviyesinde SOX9’un ekspresyonunu geri kazandirmistir. Western
blot ve immiinofloresans analizleriyle AZA’ya maruz birakilmadan sonra protein
ekspresyonunun da geri kazanildigi gosterilmistir (Aleman ve ark., 2008). Metilasyon-
ekspresyon arasindaki iliski E-cad geni igin de gosterilmistir. Demetile edici ajan 5-
AZAC ile muamele edilen T24 ve J82 mesane kanseri hiicre hatlar1 E-cad geninin
sessizlesme siirecinde atipik CpG metilasyonunun roliinii dogrulayacak sekilde E-cad
mRNA’sm1 geri kazanmistir (Ribeiro-Filho ve ark., 2002). Chen ve arkadaslari, DAPK
metilasyonuyla DAPK’nin immiinohistokimyasal ekspresyonu arasinda yakin bir iligki
belirtmislerdir (Chen ve ark., 2007), yine DAPK genini ¢alisan Sobti ve arkadaslar ise
metillenmis DAP-kinaz promoterine sahip hastalarda, metillenmemis DAP-kinaz
barindiran hastalara kiyasla RNA ekspresyonunun o6nemli oOlclide azaldigim
belirtmislerdir (Sobti ve ark., 2010). Casp8 ve RbI promoterlerinin metillendigi
hastalarda metillenmemis hastalara kiyasla RNA ekspresyonunun onemli derecede
azaldig1 belirtilmistir (Malekzadeh ve ark., 2009). 5’-aza-2’-deoksisitidin ile muamele
edilen mesane kanseri hiicre hatlarn T24 ve UMUC3’de RASSFIA promoter
metilasyonu ve ekspresyon kaybi arasindaki iliski calisilmistir. Her iki hiicre hattinda da
gen ekspresyonunun geri kazanimi gosterilmis, ayrica promoter bdlgesinin
demetilasyonu MSP ile de belirlenmistir (Chan ve ark., 2003). Yukarida tartisilan
sonuclara ragmen transkripsiyon baslangic bolgesinin asagisinda kalan CpG
bolgelerinin metilasyonunun ekspresyonu bloke etmedigini vurgulamak onemlidir. Bu
nedenle, anormal olarak metillenmis bir CpG adacig1r gen sessizlesmesiyle mutlaka
iliskili olmayabilir, ancak bir tiimor belirteci olarak kullanilabilir (Friedrich ve ark.,
2004). Bu ilaglar yalniz olarak veya kemoterapi, immiinoterapi veya radyoterapi gibi
baska terapotik yaklasimlarla birlikte kullanilabilir ve 6zgiil molekiiler bozukluklara
yonelik hedeflenmis tedaviyle tedavinin bireysellestirilmesinde de o©nemli rol
oynayabilir.

Mesane kanserinin erken tanisinda epigenetik belirteglerden yararlanmak

amaciyla coklu gen panelleriyle calisilmis, daha sonra kismen panellerdeki sayi
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azaltilmigtir. Gen panelindeki marker sayisini artirmak, duyarliligi artirmakla birlikte
Ozgilliighi azaltmakta ve maliyeti yiikseltmektedir (Hoque ve ark., 2006). Maliyet
kapsaminda da diisiiniildiiglinde, bizim calismamizda oldugu gibi ikili gen paneliyle
literatiir bilgilerine yakin tatminkar sonucglar alinmasi daha tercih edilebilir bir
durumdur.

Ozer, iilkemizde saglikli istatiksel verilere ulagmanimn giicliigii dolayisiyla
mesane tiimorlerine dair ABD verilerini kullanarak ABD’de en sik goriilen bes kanser
arasinda olan mesane kanserinde tan1 anindan 6liim anina kadar sistemden yapilan
harcamanin 57,629 dolarla tiim kanser c¢esitleri arasinda en yliksek maliyeti
olusturduguna ve radikal sistektomi sonrasi 5 yilda hastalarin %30’unda, 10 yilda
%40’ indan daha fazlasinda rekiirens izlendigine deginmistir. Ayrica yine ABD’de
1985-2000 yillar1 arasinda mesane tiimor insidansinda %33’°lik bir artis saptandig
belirtilmistir (Ozer, 2006). Mesane kanserinin tedavisi i¢in harcanan maliyetle birlikte
maliyetten ¢cok daha 6nemli olan birey ve hasta psikolojisi gbz Oniine alindiginda
hastaligin erken asamalarda yakalabilmesi i¢in yeni yoOntemlerin gelistirilmesi son
derece Oonem tasimaktadir. Calismamizda elde ettigimiz sonucglar mesane kanseri ve
rekiirenslerinin erken donemde invaziv olmayan ve daha diisiikk maliyetle tanisi igin

yararli olabilecegini gostermesi agisindan dnemlidir.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizda mesane kanserli hastalarin tiimor dokularinda ve idrar
orneklerinde TWISTI ve NID2 genlerinin metilasyon sikliklariin degerlendirilmesi
amaglandi. Timor dokularinda 7WISTI’in metilasyon sikligi %98,2 (55/56) ve
NID2’nin metilasyon siklig1 %96,4 (54/56) bulundu. Iki genden birinin metilasyonu
mesane tiimorii olgularmin %100 (56/56)’linde belirlendi. Idrar &rneklerinde ise
metilasyon sikligi TWIST1 i¢in %87,5 (21/24) ve NID2 igin %95,8 (23/24) bulundu. Bu
iki genden birinin metilasyonu olgularin idrar Orneklerinin %95,8 (23/24)’inde
belirlendi. Bu bulgular, mesane kanserinde bu iki gene dair epigenetik degisimlerin ¢cok
stk oldugunu gostermektedir. Diisiik grade tiimorli olgular dikkate alindiginda
hipermetilasyon analizinin sitolojik analize iistiinliigli ispatlandi.

Bizim amacimizin mesane kanserinin erken tanisinda kullanilabilecek
epigenetik belirtecler iizerinde yogunlasma olmasi nedeniyle kandan izole edilen
DNA’da metilasyon profilleri aragtirilmadi. Bununla beraber, ¢alisilan iki genin timor
progresyonundaki etkisini degerlendirmeyi amaglayan diger calismalarda tiimor
dokular1 ve idrar 6rneklerinden izole edilen DNA’larin yani sira kandan izole edilen
DNA’daki metilasyon profilleri de arastirilabilir. Ayrica ¢alisma grubunun sayisinin
artirtlarak  duyarhilik ve 0Ozgiillik oranlarinin  belirlenmesi ve benzer sonuglar
alinmasiyla klinik kullanima gegcis siireci hizlandirilabilir.

DNA metilasyon belirtecleri olarak 7TWISTI ve NID2 genlerinin kombine
analizi; idrarda kanser hiicrelerini belirlemek icin basit, invaziv olmayan, duyarli ve
Ozgll bir metottur. Diisiik grade tiimdrlerde kanser hiicrelerini belirleme agisindan
hipermetilasyon analizinin duyarliligi konvansiyonel idrar sitolojisinden iistlindiir.
Bununla beraber, hipermetilasyon analizi ve idrar sitolojisinin birlestirilerek kullanildig
durumlarda erken taninin kolaylagsmasina imkan verilerek dogru takiple hastaliga baglh

Olum orani azaltilabilir.
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Etik komisyonumuzs sunmus  oldupunue “Mesane Kunserinin Saptanmuasinda DNA
Metilnsvonfirteclerinin - Kullanmumn Defierlendirilmesi"bashikh Tibbi Arastirma Etik
Komisyoru 2010129 Karar noly GENETIK CALISMA nitclikli arastirma projeniz , amag,
gerekge, yaklagim ve yontemle ilgili agiklamalan, OMU-TAEK yinergesine gore 30,09.2010
tarthli Erik Komisyonumuzda incelenmis etik agudan uygon bulunmugiur, Ancak aragtiema
blitpesinin maddi destefi henliz sa@tanamadipimdan projeve blitge destedi saglanip, tarafimiza
bildiriimesinden sonm daylanmasima oy birlig ile karar veribmigin

Bilgilerinize ara'rca ederim.

Ecgf Gilet KOSEDAG

Tibbi Arastrma Etik Komisyonu
Bagkan Yardimes
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B. Hasta Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

ARASTIRMANIN ADI (CALISMANIN ACIK ADI ):

“Mesane Tiimorlerinin Saptanmasinda DNA  Metilasyon Belirteclerinin
Kullaniminin Degerlendirilmesi”

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arastirma calismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize
karar vermeden once arastirmanin neden yapildigini, bilgilerinizin nasil kullanilacagini,
calismanin neleri icerdigini ve olasi yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konular1 anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman
ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger ¢caligmaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz.
Bu durum sizin aldigmiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu
genetik calismaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz sizi bilgilendirilecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Mesane tiimorlerinin erken tanisinda metilasyon degisimlerinin belirte¢ olarak onerilip
onerilemeyecegini belirlemek

CALISMA iSLEMLERI:

Mesane tiimorlerinin erken asamalarda belirlenebilmesinde rol aldigi diisiiniilen
genlerin arastirilmasi amaciyla ameliyatiniz sirasinda yaklasik 30 mg timér dokusu
alinacaktir. Ameliyat Oncesi ve sonrasi sizden sadece 100-150 ml idrar istenecektir.
Hasta degilseniz, kontrol grubundaysaniz sadece 100-150 ml idrar vermeniz yeterli
olacaktir. Tiimdr dokusundan ve/veya idrardan DNA izole edilecek, DNA modifiye
edilerek metilasyon degisimleri incelenecektir. Bu aragtirma sizin tedavinizi ve
tedavinizde kullanilacak ilaglar1 higbir sekilde yonlendirmeyecektir. Arastirmaya katilip
katilmama hakkina sahipsiniz. Arastirma basladiktan sonra istediginiz taktirde
aragtirmadan ayrilabilirsiniz.
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BENIM NE YAPMAM GEREKIiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve
yukarida anlatilan ¢alismayla ilgili tiim iglemlere uymaya istekli olmalisiniz. Calisma
prosediiriine uygun olarak istenilen zamanda belirtilen miktarda idrar 6rnegi vermeniz
disinda herhangi bir sey yapmaniz gerekmemektedir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERIi, RISKLERI
VE RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Calismanin herhangi bir yan etkisi, riski yoktur.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Mesane tiimorlerinin erken tanisinda bazi genlerdeki metilasyon degisimlerinin belirteg
olarak kullaniminin arastirilacagi genetik ¢aligmaya ve dolayist ile bilimin gelismesine
destek saglamis olacaksiniz.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu ¢alismaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda goérecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan her hangi bir zamanda ayrilirsam,
ayrilma nedenlerimi, ayrilistmin sonuglarini ve izleyen donemde alacagim tedavileri
doktorumla tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETIi NEDIiR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve g¢alismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri ¢alisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya
resmi sosyal giivenlik kurumuna 6detilmeyecektir.
Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar geligirse hemen ¢alisma doktorunuzu gereken
tibbi tedavinin uygulanabilmesi i¢in bilgilendiriniz.

KiSISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun calisma igin sizin kisisel
bilgilerinizi ( “Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis
olacaksimiz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kdkeniniz ayrica Calisma
verilerinizin kullanimu ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onaynizdan herhangi bir zamanda
vazgecebilirsiniz.

Calisma destekleyicisi firma ile paylagilan ¢alisma verileri size 6zel bir numara olan bir

kod (“Kod”) numaras1 kullaninmiyla korunacaktir. Sizin ¢aligma verilerinize ulagsmak
icin gerekli olan kod anahtar1 caligma doktorunuzun denetimindedir. Calisma

109



destekleyicisi firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlari tarafindan atanmis
kisiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢aligma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz ¢alisma verilerinizi ¢aligma i¢in kullanacaktir. Caligma destekleyicisi firma;
caligmanin yiiriitiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereclerinin gelistirilmesi i¢in ¢alisma
verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun c¢alistigi kurum ve calisma destekleyicisi
firmanin her ikisi de yiiriirliikte olan veri koruma kanunlar1 ile uyumlu olarak ¢alisma
verilerinizin yonetiminden sorumludurlar.

Calisma destekleyicisi firma caligsma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaclarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlagsmali
firmalar ve diger arastirma kuruluslar ile paylasabilir. Calismanin sonuglari tibbi
yayinlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yayinlarda
aciklanmayacaktir.

Doktorunuz ya da c¢alisma destekleyicisi firmadan, toplanan c¢alisma verileriniz
hakkinda bilgi isteme hakkina sahipsiniz. Ayn1 zamanda bu verilerdeki herhangi bir
hatanin diizeltilmesini isteme hakkina da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa
litfen gerekirse sizin calisma destekleyicisi firma ile temasa ge¢menize yardimei
olabilecek doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onayinizdan vazgecerseniz, doktorunuz ¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak
ya da diger kisilerle paylasamayacaktir. Calisma destekleyici firma onayinizdan
vazge¢meden Onceki ¢alisma verilerinizi kullanmaya devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, ¢alisma verilerinizin bu formda tanimlandigi sekilde
kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KiSILER:
Ad, Soyadi ve telefon numaralari

Prof. Dr. Recep Biiyiikalpelli

Tel: 0-532-4251434

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR: Varsa
aciklaymiz

Yoktur.

YENI BiILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKIiLEYEBILIR?

Caligsma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onayl

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
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zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum. Doktorum saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda
dikkat edecegim noktalar1 da igerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyadi / Imzas1 / Tarih

Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1/ Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi1/ Soyadi / imzas1 / Tarih
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Hastanin ad1 soyadi

Arastirma Hasta No

Dosya No

Meslegi

Adresi

Tel

Yasi

Annenin memleketi

Babanin memleketi

Ailesi ve kendisindeki kanser
hikayesi

Ailede mesane tiimori dykiisii

Hastaligin ilk kez goriildiigii yas

Daha dnce radyoterapi/kemoterapi
alip almadigi

Hastalik tekrarliyorsa tekrarlama
stireleri

Patoloji sonucu, tiimor derecesi

Sitoloji sonucu

Alkol, sigara (paket/giinde)
kullanim, kag yil

Yasami siiresince kanserojen
maddelere maruz kalma durumu
(mesleki vb.)

112




OZGECMIS

07.09.1979 tarihinde Samsun’da dogdu. 1993-1997 yillar1 arasinda Samsun
Tiilay Basaran Lisesi'nde okudu. 1998-2002 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi
Biyoloji béliimiinde lisans, 2003-2006 yillar1 arasinda ise Izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitiisii Molekiiler Biyoloji bdliimiinde yiiksek lisans egitimini tamamladi. Yiiksek
lisans tez ¢aligmas1 ‘Toksik Bir Genin HIV-1 Regiilatér Genine Bagli Ekspresyonu’dur.
2007-2008 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi bilimsel hazirlik
programindan sonra 2008 yilinda Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda doktora egitimine
basladi. Uzmanlik alanlari;; rekombinant DNA teknolojisi (DNA manipulasyon
teknikleri, gen klonlama, bakteriyal transformasyon, hiicre kiiltiirii ve transfeksiyon),
gen ekspresyonu analizleri (Real-time PCR, Western blotting, SDS-PAGE),
genotipleme yontemleri (PCR-RFLP) ve epigenetiktir. Yabanci dili Ingilizcedir.
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