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OZET

Tansarikaya, M. (2012). Akciger Kanserli Hastalarda CHDS Geninin Metillenme
Analizinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

CHDS5 geni 1p36.31 gen bolgesinde bulunur. Ik olarak noroblastomlu hastalarda
yapilan ¢calismalarda 1p bolgesinin delesyona ugradigi ve bu bolgede tiimor baskilayici
genlerin bulunabilecegi; daha sonra yapilan calismalarda CHDS’in bu tiimér baskilayict
genlerden biri oldugu saptanmistir. CHDS geni 42 ekson ve 1954 amino asitlik bir
proteine sahip olup, kromodomain helikaz DNA baglayici protein ailesinin bir iiyesidir.

ATP-bagimli kromatin yeniden diizenleme enzimlerinin kromatin yapisimin ve
biitiinliigliniin korunmasinda etkili oldugu saptanmistir. Bu enzimler SWI/SNF, ISWI ve
CHD aileleri gibi ¢esitli gruplara ayrilir. CHDS de CHD ailesinin bir iiyesi olup, yapilan
calismalarda CHDS5 promotoriiniin  pek c¢ok kanser tipinde epigenetik olarak
sessizlestirilmesiyle kanserde rol oynadigi ve tiimor baskilayici bir gen oldugu
ispatlanmustir.

Calismada 50 akciger kanserli hastanin timor ve normal dokularinda metillenmeye
ozgii PZR yontemi ile CHDS geninin promotdr metillenme durumu incelenmistir.
Incelemeler sonucunda 50 hastanin 21’inde (%42)’inde promotdr metillenmesinin
arttigr  gorilmiistiir. Bu artisin  akciger kanserli hastalarda CHDS  geninin
sessizlesmesine neden olabilecegi sonucuna ulagilmistir. Ancak metillenme artis1 ile
yas, evre, cinsiyet, sigara kullamimi ve histolojik tip arasinda iliski olmadigi
gorilmiustiir.

Anahtar Kelimeler : CHDS, epigenetik, metillenme, akciger, kanser

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 15488
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ABSTRACT

Tansarikaya, M. (2012). Investigation of Methylation Analysis for CHDS Gene in
Patients with Lung Cancer. Istanbul University, Institute of Health Science, Department
of Genetics. Master of Science Thesis. Istanbul.

CHDS gene has been first shown in the patients with neuroblastoma, located on 1p36.31
gene region. CHDS gene is made up of 42 exons and and codes a 1954 amino acid
protein.

ATP-dependent chromatin-remodeling enzymes have previously been implicated in
maintaining and regulating chromatin structure. These enzymes are divided into several
groups including the SWI/SNF, ISWI and CHD families. CHDS is a member of CHD
family and CHDS has been shown as a tumor suppressor gene with epigenetic silencing
of promotor region by recent studies.

50 lung cancer patients were involved in the study to analyse the CHDS gene promoter
region methylation status by methylation specific PCR. Methylation analysis showed
that methylation of the promoter region has increased in 21 of 50 (42%) patients. We
suggest that this increase may cause CHDS gene silencing in lung cancer patients. There
was no significant relationship between age, grade, sex, smoking status, histologic type
and methylation increase.

Key Words: CHDS, epigenetics, methylation, lung, cancer

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 15488



1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda bircok arastirma timor olusumunda yer alan degisiklikleri
saptamaya odaklanmustir. Tiimor hiicrelerinde goriilen degisiklikler 1) Kendine yeterli
biiylime sinyalleri 2) Biiyiime karsiti sinyallere duyarsizlik 3) Apoptotik sinyallerden
kacma 4) Sinirsiz kendini esleme potansiyeli 5) Anjiyogenez 6) Doku invazyonu ve
metastaz olarak siralanmaktadir. Genomu dogrudan degistiren gen mutasyonlart veya
dolayl etkileyen DNA metillenmesi gibi epigenetik etmenler, histon proteinlerinin

kovalan modifikasyonlar1 bu degisiklerin 6érnekleridir.

DNA metillenmesinin altinda yatan yazilimsal sessizlestirme mekanizmasi
genlerin promotdr bolgelerinde bulunan CpG acisindan zengin adaciklardaki sitozin
niikleotidinin asir1 metillenmesine dayanmaktadir. Bu mekanizma kromatin yapisini
baskilanmis bir duruma sokmak iizere histon deasetillenme mekanizmasi ile isbirligine
girer. Insan genomunda GC agisindan zengin DNA dizileri tiim genlerin yaklasik
%350’ sinin promotor ve 1. eksonunda bulunur. DNA metillenmesi memeli hiicrelerinde
gen ifadesinin diizenlenmesinin altinda yatan temel mekanizmalardan biridir. Ciinki
DNA metillenmesi hiicre dongiisii, biiylimesi ve oliimiiniin diizenlenmesinde yer alan
anahtar genlerin sessizlestirilmesinde yer alan ana mekanizmalardan biridir. Yukarida
belirtilen genetik ve epigenetik degisiklikler sonucunda ya onkogenler etkinlesmekte ya

da tiimor baskilayici genler etkinligini kaybetmektedir.

Asirt metillenmis genler kanserin molekiiler patogenezinde yer aldig1 ve timor
olusumundaki erken molekiiler degisikliklerden biri oldugu icin metillenmis olan bu
genlerin tamimlanmasi, kanserin tanimlanmasinda ve izlenmesinde Onemli bir hedef
olmustur. Ayrica kanser hiicrelerinde tiimor baskilayici genlerin sessizlesmesinin asiri

metillenme ile iliskili oldugu gosterilmistir

Akciger kanseri vakalarimin biiyiik c¢ogunlugunun sigara kullanimindan
kaynaklandigr kabul edilmesine ragmen, sigara kullananlarda akciger kanserine
yakalanma orant %15 civarindadir. Bu durumda akciger kanserinin altinda yatan

molekiiler mekanizmalarin arastirilmasina devam edilmektedir.
Bir tiimoriin invazif fenotipe doniistiigii siirecte pek ¢ok degisiklik gerceklesir.
Bu degisiklikler, akciger kanseriyle iligkili olan kromozomal bolgelerde veya akciger

kanseriyle iligkili genlerde goriiliir. Kromozomal degisikliklerin biiyiik boliimii genomik



melezleme ve heterozigotluk kaybi ¢alismalariyla tespit edilmistir. Akciger kanserini
etkileyen kromozom kollar1 1p, 3p, 5q, 6p, 6q, 8p, 9p, 13q, 17p, 19p, 22q ve Xq olup,
Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) hastalarinin %80’inde 3p’de degisiklik
oldugu literatiirdeki pek c¢ok calismada gosterilmisti. KHDAK’de, 3p’deki
degisikliklerin yan1 sira kromozom 9p, 5q ve 7p’nin kaybi seklindeki degisiklikler de

sik goriilmektedir.

Akciger kanserini etkileyen genler arasinda bir¢ok onkogen ve tiimor baskilayici
gen bulunmaktadir. Ras proto-onkogenindeki kodon 12, 13 ve 61’deki mutasyonlarin
cogunlukla KHDAK ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ras geni mutasyonlarinda, tiitiin
kullanim1 sonucu meydana gelen DNA hasariyla iliskili G>T doniisiimleri etkilidir.
Myc ailesi proto-onkogenleri hiicre biiylime ve c¢ogalmasindan sorumludur. Gen
cogalmasi, myc ailesi proteinlerinin asir1 ifade edilmesinin en genel mekanizmasidir.
Myc asir1 ifadesi KHAK tiimérlerinde %15-30 oraninda goriiliirken, KHDAK’de %5-10

oraninda goriilmektedir.

pS3’in etkinligini kaybetmesi, pek cok kanser tiiriinde, 6zellikle KHDAK
vakalarinin %50’sinde gosterilmistir. Yanlis anlamli mutasyonlar, anlamsiz mutasyonlar
veya cerceve kaymasi mutasyonlar p53’iin etkinligini kaybetmesine neden olmaktadir.
Rb ve pl6INK4a genlerinin etkinligini kaybetmesi de akciger kanserine yol agan
mekanizmalardandir. Rb, KHDAK’de fazla etkili olmazken (%15-30), pl6INK4a %70
oraninda etkilidir. Ayrica pek cok tiimor baskilayici genin mekanizmasinin bozulmasi

da akciger kanserine yol agcmaktadir.

1p36 gen bolgesinde meydana gelen delesyonlarin, genel olarak epitel kokenli,
noral ve hematopoietik kanserlere neden oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.
CHDS geninin 1p36.31 bolgesinde bulunan aday genlerden biri oldugu yapilan

calismalarda gosterilmistir.

Bu tez ¢calismasiyla CHDS tiimor baskilayici geninin akciger kanseri ile iliskisini

gostermek amaclanmugtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akciger Kanseri:

2.1.1. Giris

Kanser gelismis iilkelerde en basta gelen oliim sebebiyken, gelismekte olan
ilkelerde ikinci sirada yer almaktadir. Gelismekte olan iilkelerde niifusun artmasi ve
yaslanmanin yani sira kansere yol acan yasam tarzi nedeniyle akciger kanseri siklifinda
bir artis goriilmektedir (Jemal ve ark. 2011). 2012 yilinda erkeklerde en sik tanisi
konulan ikinci; 6liime neden olan birinci kanser akciger kanseriyken; kadinlarda en sik

goriilen ikinci kanser tiirii olup 6liime neden olma bakimindan ilk sirada yer alir (Siegel

ve ark. 2012).

2.1.2. Etiyoloji:

2.1.2.1. Tiitiin kullanimi:

Diinya Saglik Orgiitii, diinya capinda ozellikle Asya’da akciger kanseri icin en
onemli risk faktorii olan tiitiin kullanimindaki artis sonucunda akciger kanserine bagl
Olimlerin artmaya devam edecegini 6n gormektedir (Parkin ve ark. 1994). Akciger
kanseri riski, sigara tiiketim miktar1, giinde icilen sigara sayisi, sigara igilen yillar,
derine ¢ekme derecesi, sigaralarin katran ve nikotin igerigi ile filtresiz sigara
kullantmina baghdir (Harris ve ark. 2004). Puro ve pipo gibi tiitiin kullaniminin diger
sekillerinin de artmis akciger kanseri riskiyle iliskili oldugu gosterilmis olup bu riskin

sigara kullanimindan daha zay1f oldugu bildirilmistir (Shapiro ve ark. 2000).

Sigara dumanindaki oksitleyici ajanlar, serbest radikaller ve radikal olmayan
oksidanlardan olusur. Bunlar, sigara dumaninin DNA, proteinler ve lipitler iizerine
verdigi biyolojik zarardan sorumludur. Sigara dumani partikiil faz (katran) ve gaz faz
olmak {iizere ikiye ayrilir. Nikotin, polifenoller, aldehitler, nitrosaminler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar her iki fazda bulunan 6nemli bilesimlerdir. Gaz fazi yiiksek
derisimlerde oksiradikaller, nitrojen oksitler (serbest radikaller) ve 6zellikle nitrik oksit
icerir. Bu fazdaki organik radikaller nitrik oksidin (NO) yavas oksitlenmesi ile organik
bilesenlere karst daha tepkin olan nitrojen diokside (NO;) doniisiir. Gaz fazindaki
radikaller kisa omiirlii olmasina ragmen katran fazda oldukca kalicidir ve yiiksek

derisimlerde bulunur. Katranda bulunan radikaller suda eridiginden akcigerlerin sivi



yapisinda uzun siire kalarak biyolojik hasar olusturur. Hem gaz hem de katran fazindaki
radikaller DNA hasar1 olusturabilir (Pryor, 2000). Sigara dumaninda bulunan bu ve
bunlara benzer yiizlerce madde akciger kanserlerinin %85-90’indan sorumludur.
Sigaraya bagl akciger kanserlerinde cogunlukla skuaméz ve kiiciik hiicreli karsinom
goriilirken son yillarda adenokarsinomlarda artis goriilmektedir. Bu durumun sigara
icme tarzindaki ve sigara filtrelerinin diizenlenmesindeki farklilia baglh oldugu
distiniilmektedir. Tiiketilen sigara tipleri sigara dumanimmin daha derinlere,
bronkoalveolar bilesime kadar tasinmasina olanak vermekte ve adenokarsinomlarin

artmasina neden oldugu one siiriilmektedir (Thun ve ark. 1997).

2.1.2.2. Hava kirligi:

Hava kirliligi kiiresellesme ve endiistrilesme oranlarinin artmasi nedeniyle tiim
diinyay1 ilgilendiren bir problem haline gelmistir. Gelismekte olan iilkelerde duman
icerigindeki siilfiir dioksit gibi risk olusturan parcaciklarin yiiksek yogunluklarda
bulunmasi 6zellikle biiyiik sehirlerde zamanla hava kirliliginin artmasina ve akciger

kanserinde artisa neden olmaktadir (Dela Cruz ve ark. 2011).

2.1.2.3. Mesleki faktorler:

Maden, petrol, kimyasal madde iireten tesis gibi bircok isyerinde kullanilan
maddenin akciger kanserine neden oldugu gosterilmistir. Uluslararas1 Kanser Arastirma
Birimi arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum, klorometil eter, krom, nikel, radon, silika
ve vinil kloridi kansere neden olan etmenler olarak tanimlamistir. 2000’lerde diinya
capinda erkeklerde goriilen akciger kanseri 6liimlerinin %10’una, kadinlarda ise %35’ ine
asbest, arsenik, berilyum, kadmiyum, krom, nikel, silika ve mazot dumani gibi

karsinojenlerin neden oldugu 6ne siiriilmektedir (Driscoll ve ark. 2005).

2.1.2.4. Diyet ve Obezite:

Diyet ya da diger bir deyisle beslenme aligkanligimin tiim kanserlerin
%30’undan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Willett ve ark. 1996). A, C ve E
vitaminleri gibi antioksidanlarin, diisiik serum derisimlerinin akciger kanseri gelisimiyle
iliskisi oldugu bildirilmistir (Boone ve ark. 1990, Woodson ve ark. 1999). Vitamin A,
hem hayvansal (retinol) hem de bitkisel (karotenoid) kokenli olup, sadece bitkisel
kokenli olanin (B-karotenin), akciger kanserine karsi koruyucu etkisi oldugu

gosterilmistir (Buring ve Hennekens, 1995).



Meyve ve sebze ile zengin beslenmenin kanser sikligini azalttigina dair
caligmalar yapilmis olup, meyve ve sebzenin diisilk miktarlarda alinmasi veya hic

alinmamasinin akciger kanseri riskini 3 kat arttirdigr gosterilmistir (Fontham, 1990).

Kirmiz1 et, giinliik gidalar, doymus yaglar ve lipitlerin akciger kanseri riskini
arttirdig1r gosterilmistir (Swanson ve ark. 1997, Alavanja ve ark. 1996, De Stefani ve
ark. 1997, Goodman ve ark. 1988). Nitrozodimetilamin ve nitrit iceren salam, tuzlu ve

yanmis et iriinlerinin de akciger kanserinde risk etmeni oldugu gosterilmistir (Hecht,

1997, De Stefani ve ark. 1996).

2.1.2.5. Enfeksiyonlar:

Onkogenik viriis enfeksiyonlarinin akciger kanserine neden oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan son calismalarda skuaméz hiicreli kanser dokularinda Human
Papillomavirus (HPV) DNA’st bulunmus olmasina ragmen irksal ve bolgesel
farkliliklar nedeniyle bu sonuglarin giivenilir olmadig1 anlasilmistir. Akciger kanserinde
Asyali calisma gruplarinda 6zellikle sigara icmeyenlerde yiiksek oranda HPV DNA’s1
oldugu gosterilmistir. Buna karsin Bati Avrupa’da yapilan calismalarda HPV’nin
akciger kanserinde etiyolojik bir rolii oldugu gosterilememistir (Chen ve ark. 2004,
Syrjanen 2002, Rezazadeh ve ark. 2009). Ayrica HPV serotiplerinden 16 ve 18’in diger

serotiplere oranla akciger kanseriyle daha fazla iliskili oldugu gosterilmistir.

Burkitt lenfoma ve nasofaringeal karsinomda rol oynayan Epstein-Barr viriisii,
akciger kanserinin nadir rastlanan sekli lenfoepitelyoma benzeri karsinom ile iliskili
olup, bu durum Asyali hastalarda gosterilmigken Bati toplumunda boyle bir iligkisi

saptanmamustir (Castro ve ark. 2001).

Akciger kanseri etiyolojisinde etkili olan diger viriisler arasinda BK viriis, JC
viriis, CMV, SV40 ve kizamik viriislerinin yer alabilecegi bildirilmistir (Brouchet ve

ark. 2005, Galateau-Salle ve ark. 1998, Giuliani ve ark. 2007, Sion-Vardy ve ark. 2009).

Akut solunum enfeksiyonu nedenlerinden biri olan Chlamydia pneumonia’nin,
ozellikle sigara dumanina maruz kalindiginda akciger kanseri nedeni olabilecegi

gosterilmistir (Littman ve ark. 2005).

HIV viriisii ile enfekte olmus kanser hastalarinda prognozun, ayn evredeki HIV
ile enfekte olmamis hastalardan daha kotii oldugu bildirilmistir (Mitsuyasu ve ark.

2008).



2.1.3. Akciger Kanserinin Yerlesim Yerleri:
Akciger kanserleri brons mukozasinin bazal hiicrelerinden koken alir ve ana
bronglardan itibaren hava yollarinin her yerinde goriilebilir. Hava yollarindaki

yerlesimlerine gore ii¢ kisima ayrilir.

1. Hiler grup: Akciger kanserinde en sik goriilen grup olup, ana brons, ara
brons ve lob bronglarindan gelisir. Bronkoskopi, vakalarin hemen
hepsinde endobronsiyal lezyonu ortaya cikartir ve tam i¢in biyopsi
yapma imkani verir. Gelisimlerinin baslangicindan itibaren cogunlukla
oksiiriik ve kanli madde ¢ikmasina (ekspektorasyon) neden olur. Standart
radyolojik incelemeler ile heniiz tiimoriin goriilmedigi zamanlarda bile

bu sikayetler bulunabilir.

2. Segmenter grup: Segment ve subsegment bronslarindan koken alir.
Daha biiyiik bronglardan koken alanlara gore bunlarda brons tikanmasina
bagl atelektaziler ve tikanan yerin ilerisinde apse ve pndmani gibi ikincil
enfeksiyonlar goriilir. Cogunlukla akut klinik bir tablo ile kendini
gosteren bu ikincil enfeksiyonlar dikkati bakteriyel bir akciger

hastaligina cekerek akciger kanserinin tanisini geciktirebilir.

3. Periferik grup: Periferik kiiciik brons ve bronsiyollerden koken alir.
Uzun bir gecikme donemi (latent periyot) ile tanimlanabilir. Erkenden
plevraya sigrayarak plevrada sivi birikmesi (plevra epansmani) ile
kendilerini belli etmeleri diger yerlesimli gruplara gore daha siktir.
Bazen cesitli nedenlerle yapilan radyolojik muayenelerde tesadiifen
teshis edilir. Periferik tiimorlerde bronkoskopinin tani degeri kisithdir.
Endobronsiyal lavaj ve aspirasyon materyalinde habis hiicre aranmasi

tanida yardimci olabilir (Balci, 1993).

2.1.4. Akciger Kanserinin Histopatolojisi:

Akciger tiimérlerinin histolojik siniflandirmasi Diinya Saglik Orgiitii’niin ilk
siniflandirmasindan (1967) sonra klinik, epidemiyolojik, histogenetik ve molekiiler
bazda yapilan ¢alismalar sonucu gelistirilmistir. Akciger kanserlerinin siniflandirilmasi
151k mikroskobu goériintiilerine gore degerlendirilmekte olup Kiiciik Hiicreli Akciger
Kanseri (KHAK) (yaklasik %15) ve Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

(yaklasik %85) olarak ikiye ayrilir. Primer tiimorlerin %95’ini adenokarsinom, skuamoz



hiicreli karsinom, biiyiik hiicreli karsinom, kiiciik hiicreli karsinom ve bunlarin

birlesimleri olusturur.

1. Kiiciik Hiicre Disi Akciger Kanseri (KHDAK): Tiim akciger

kanserleri arasinda %85 oraninda goriiliir ve 3 alt tipe ayrilir.

a. Skuamoz hiicreli karsinom: Akciger kanserleri arasinda %25-
40 oraninda goriiliir (Spiro ve Porter, 2002). Genellikle merkeze
yerlesmekle birlikte periferde de goriilebilir (Tomashefski ve ark.
1990). Degisik derecelerde keratinlesme ve hiicreler arasinda
baglantilar bulunan epitel hiicrelerin olusturdugu habis bir
timordiir. Papiller, berrak hiicreli, kiiciik hiicreli ve bazoloid
tipler olmak tizere alt gruplara ayrilir. Skuamoéz hiicreli
karsinomlar diger tiplere gore daha ge¢ metastaz yapar, genellikle

yerel yayilim gosterir (Scarpatetti ve ark. 2002).

b. Adenokarsinom: Tiim akciger kanserleri arasinda %25-40
oraninda goriiliir. Glandiiler farklilasma veya miisin iiretimi
iceren epitel kokenli bir timordiir. Asiner, papiller,
bronkoalveolar, miisin igeren solid tip veya bunlarin karigimi
olmak iizere alt tipleri tanimlanmistir. Son yillarda
adenokarsinom oram yiikselmis olup, skuaméz hiicreli karsinoma
yaklasmistir. Sigara kullantminin tiimorle iliskisi diger tiplere
gore daha az olmakla birlikte, son yillarda diisiik katranl
sigaralarin daha derin solunumu ile olusan etkinin bu tip
tiimorlerin artmasina yol actig1 diisiiniilmektedir. Adenokarsinom
sigara icmeyen kadinlarda daha sik goriiliir. Genellikle perifere
yerlesen tiimor diger tiplere gore plevra ile gogiis duvarina daha
sik invazyon yapar (Yousem ve ark. 2007) Adenokarsinomun alt
tipleri, 1yi diferansiye fotal, miisindz (kolloid), tash yiiziik hiicreli
ve berrak hiicreli adenokarsinom olmak iizere alt gruplara ayrilir

(Kerr, 2009).

c. Biiyiikk hiicreli karsinom: Akciger kanserlerinin %9 unu
olusturur. Timor hiicresi belirgin cekirdekcik, iri bir cekirdek ve

orta derecede sitoplazma igerir. Biiyiik hiicreli karsinom; eleme



tanist olup, skuaméz, adeno ve kiiciik hiicreli karsinom
ozelliklerini tasimayan bir c¢esit az farklilasmis tiimordiir.
Genellikle perifere yerlesmekle birlikte merkez yerlesimli de
olabilir. Plevra, gogiis duvari ve cevre yumusak dokuya yayilim
gosterebilir. Bilyiik hiicreli karsinomun alt tipleri biiyiik hiicreli
noroendokrin, bazoloid, lenfoepitelyoma benzeri, berrak hiicreli,

rabdoid fenotipli biiyiik hiicreli karsinomdur (Travis ve ark.

2004)

d. Karsinoid timoér: Tim akciger kanserlerinin %1-2’sini
olusturur. Mitoz sayis1 ve nekroz kriterlerine gore atipik karsinoid
(AK) ve tipik karsinoid (TK) olarak ikiye ayrilir. Bes yillik sag
kallm TK’de %86, AK’de %52 oranindadir. Her iki timor de
sigara i¢cmeyen, gen¢ (20-40 yas) hastalarda ortaya c¢ikar.
Histolojik heterojenite bu tiimorlerde goriilmez (Travis ve ark.

1998).
2. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri:

Kiiciik hiicreli akciger kanseri tiim akciger kanserlerinin %15 ini
olusturur. Vakalarin %?2-%3’linde merkezi bir kitle belirir. Siklikla lenf
nodu metastazi vardir. Histolojik olarak tiimor hiicreleri dar sitoplazma,
3 lenfositten daha kiigiikk hiicre boyutu ve belirgin olmayan bir

cekirdekgik ile karakterizedir (Fan ve Schraeder, 2011).

2.1.5. Akciger Kanserinde Evreleme:

Akciger kanseri tedavisindeki ilk adim hastalarin dogru bir gsekilde
evrelemesinin yapilmasidir. Evreleme caligmalar yillar icinde farkliliklar gostermistir.
Birincil olarak tiimoriin durumu (T), bolgesel lenf nodlar1 (N) ve metastatik tutuluma
(M) dayali TNM evreleme sistemi 1946 yilindan bu yana geliserek gilincellenmistir.
Daha onceki yillarda kullanilan evreleme sistemlerindeki yetersizlikler nedeniyle
Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Orgiitii (IASLC: International Association for the
Study of Lung Cancer) “Akciger Kanseri Evreleme Projesi” adi altinda bir proje
gerceklestirmistir. 2010 yilinda yeni kabul edilen bu ¢alisma icin 1999-2010 tarihleri
arasinda akciger kanseri tanis1 konulan “Hasta kayitlar”, “Klinik ¢aligmalar”, “Cerrahi

seriler” ve “Hastane serileri” verileri kullanilmistir. Caligmaya alinan hastalar 20 iilke,



45 farkli kaynaktan en az ortalama 5 yil takip edilmis olan toplam 100,869 olguyu
kapsamaktadir. 100,869 olgudan yeterli takip ve evre bilgisi olan 81,495 hasta calisma
i¢cin degerlendirmeye alinmis ve bu siniflamaya gore 68,463 olgu KHDAK, 13,032 olgu
ise KHAK olarak smiflandirilmigtir. Bu hastalarin  %41’ine cerrahi, %11 ine
radyoterapi, %23’iine biitiinlesik (kombine) tedaviler uygulanmistir. Calisma verileri ve
istatistiksel analizler Amerika’da yer alan Kanser Arastirma ve Biyoistatistik
Merkezi’'nde yapilmistir. Calisma sonucunda yapilan tiim bu degisiklikler cercevesinde

sekillenen yeni evreleme sistemi tiim tanimlariyla Tablo 2-1 ve Tablo 2-2’de verilmistir.

Tablo 2-1: Evre Gruplandirmasi-Rami-Porta ve ark. (2011)’den

Evre T Kategorisi N Kategorisi M Kategorisi
Bilinmeyen Karsinom ~ TX NO MO
Evre O Tis NO MO
Evre IA Tla NO MO
T1b NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre I[IA Tla N1 MO
T1b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Evre 11B T2b N1 MO
T3 NO MO
Evre IIIA T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO

T4 NO MO
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T4 N1 MO
Evre 11IB T4 N2 MO
T yok N3 MO
Evre IV T yok N yok Mla
T yok N yok MIlb

Tablo 2-2: Giincellenmis T, N, M tammmlamalari- Rami-Porta ve ark. (2011)’den

TNM bilesenleri

. Tanimlamalar
ve kategorileri

T: Primer Timor

Primer tiimoriin belirlenmemesi veya balgam ya da brons lavajinda habis
Tx hiicrelerin tespit edilip, goriintiileme yontemleri veya bronkoskopi ile
tiimoriin gosterilememesi.

Primer tiimor belirtisi yok. Genellikle yeniden tedavi uygulanacak

0 hastalar i¢in kullanilir.

Tis Karsinoma in situ

3 cm’den daha kiiciik tiimor, akciger veya visseral plevra ile ¢evrilidir,
T1 bronkoskopik olarak lob bronsundan daha proksimale invazyon
gostermeyen timor.

Tla 2 cm veya daha kii¢iik timor

T1b 2 cm’den biiyiik ama 3 cm veya daha kiiciik timor

3 cm’den daha biiyiik ama 7 cm’den daha kii¢iik veya T2 tiimorleri 5
cm’den kiiciikse T2a olarak ifade edilir.

5 ® Ana bronglar kapsar, karinadan 2 cm veya daha fazla uzak
T
e Viseral plevrayi istila eder.

e Hiler bolgeye yayilan ancak biitiin akcigeri kapsamayan
atelektasis veya obstruktif zaturre ile iliskili
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T2a 3 cm’den biiyiik ana 5 cm veya daha kii¢iik timor
T2b 5 cm’den biiyiik 7 cm’den kiiciik veya esit timor

Tiimor 7 cm’den bilyiik olup, gogiis duvar (siiperior sulkus tiimorleri
dahil), diyafram, mediyastinal plevra, pariyetal plevra, perikard gibi
yapilardan herhangi birine dogrudan istila gostermesi veya karinaya 2 cm’

3 den daha yakin ancak karinay1 tutmayan ana bronstaki tiimér veya
obstriiktif pndmoni ile birlikte olan ya da ayni lobda tiimor nodullerine
ayrilan timor
Tiimor herhangi bir biiyiikliikte olup mediyasten, kalp, biiyiik damarlar,

T4 trakea, 6zofagus, vertebra korpusu ve karina gibi yapilardan herhangi

birini istila etmesi veya habis plevral ya da perikardial sivi ile birlikte olan
timor veya tiimorle ayni lob i¢inde satellit tiimor nodiil veya nodiilleri.

N: bolgesel lenf

nodlar1

Nx Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemez

NO Bolgesel lenf nodlarina gosterilebilir bir metastaz yok

N1 A}./m taraf peribronsial ve/veya ayni tgraf hiler lenf bezlerine metastaz ve
primer tiimoriin dogrudan yayilmasi ile intrapulmoner bezlerin tutulmasi.

N2 Ayni taraf mediastinal ve/veya subkorinal lenf bezlerine metastaz.

N3 Kars1 taraf mediastinal, hiler, ayn1 veya karsi taraf supraklasikiiler veya

skalen lenf bezi metastazi.
M: uzak metastaz
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var, bolgeler belirli

Kars1 taraf lobunda ayrilmis tiimér nodiilleri, plevral nodiillii timorler

Mia veya habis plevral (veya perikardial) akinti

M1b Uzak metastaz var
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2.2. Akciger Kanserindeki Genetik ve Epigenetik Degisimler:

2.2.1. Genomik Kararsizlik, Kromozomal Bozukluklar ve Heterozigotluk Kayba:

Genomik kararsizlik kanserin ayiric1 ozelliklerinden biridir. Kopya sayisindaki
artis ve delesyonlarin haritalanmasi pek c¢cok onkogen ve tiimor baskilayici genin
tamimlanmasim mimkiin kilmistir. Akciger kanserinde 3p, 4q, 9p ve 17p’de Ozgiin
allelik kayip; 1q, 3q, Sp ve 17q’da allelik artis ve andploidi seklinde pek ¢ok genetik
degisiklige rastlanmaktadir ( Fong ve ark. 1995; 1999, Sekido ve ark. 2003).

Akciger kanseri patogenezinde MYC, RAS, EGFR, NKX2-1, ERBB2, SOX2,
BCL2, FGFR2, ve CRKL’nin etkinlesmesi ve RB1, CDNK2A, STK11, FHIT
genlerinde etkinlik kaybi olmak iizere pek cok genetik degisikligin de yer aldigi

gosterilmistir (Larsen ve Minna, 2011).

Tiimorlerde meydana gelen genetik degisikliklerin tanimlanmasi timor olusum
mekanizmasinin anlasilmasi icin 6nemli bir hedef olmustur. Kanser genomunun
analizinde kullanilan sitogenetik karyotipleme, heterozigotluk kaybi ve mikrosatellit
analizlerini iceren erken donemdeki teknikler, Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon
(CGH: Comparative Genomic Hybridization), metafaz yayma ya da floresan in situ
hibridizasyon (FISH) gibi gelisen tekniklerle devam etmistir. Bu teknikler kanser
genomunda c¢oklu sayisal ve yapisal kromozomal degisikliklerin saptanmasina olanak
saglar (Massion ve ark. 2002, Jiang ve ark. 2004, Shibata ve ark. 2005, Zhu ve ark.
2007, Girard ve ark. 2009).

2.2.2. Telomeraz Etkinligi:

Insan telomerlerinde TTAGGG tekrar bolgesi 10-15 kb uzunlugundadir (Blasco,
2005). Her hiicre boliinmesinde somatik hiicreler telomerlerindeki niikleotidleri
kaybeder. Sonug¢ olarak kromozom uglar1 kisalir ve bu durum hiicrenin yaglanmasina ve
sonunda Olmesine kadar giden bir siireci baslatir. Telomeraz, her DNA tipkiyapim
dongiisii sonucu meydana gelen kayiplar1 gidermek i¢in kromozomun sonuna TTAGGG
niikleotit tekrarlarin1 ekleyen enzimdir. Normal somatik hiicrelerin telomeraz etkinligi
olmay1p bu hiicreler belli bir boyuta ulastiginda boliinmeyi durdurur. Oliimsiiz hiicreler
telomeraz etkinligine sahip oldugundan neredeyse biitiin akciger kanserlerinde
cogalmaya devam eder (Albanell ve ark. 1997). Telomeraz etkinlesmesi, akciger kanseri
patolojisi olusumundaki erken basamaklardan biri olmamakla birlikte brong epiteli ve

brons lavaj orneklerinde tespit edilebilen molekiiler isaretlerden biridir (Xinarianos ve
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ark. 2000). Ciinkii biitiin akciger kanserlerinde telomerazin ifade edildigi gosterilmis
olup, ifade seviyeleri ile ilgili calismalar, prognoz ve lenf nodu metastaziyla

iliskilendirilmistir (Hara ve ark. 2001).

2.2.3. Akciger Kanserinde Metastaz

Akciger kanseri heniiz kansere ait sikayetlerin baslamadig1 zamanda bile yakin
ve uzak metastaz yapabilmesi nedeniyle en erken metastaz yapan kanserler arasinda yer
alir. Bir kisitm vakalarda metastazlara ait sikayet ve bulgular ilk odaga ait olanlardan
daha Once ortaya cikar. Akciger kanserinin 6zellikle metastaz yaptig1 yerler hiler ve
mediastinal lenf bezleridir. Bunun yaninda supraklavikular ve servikal lenf bezleri,
kemikler, karaciger, siirrenal bobrekler ve beyin de metastazlarin sik goriildiigi
yerlerdir. Epidermoid kanserlerde pulmoner kan damarlarini, hiler ve mediastinal lenf
bezlerini, gogiis duvarimin yumusak ve kemik kisimlarimi istila ederek dogrudan
yayilimlar diger tiplere oranla fazladir. Anaplastik kanserler ve adeno kanserlerin ise
kan ve lenf yollan ile yayilma egilimi daha fazladir. Bronsiyoalveolar kanserler ise

bronslar yoluyla yayilarak brons i¢ine yerlesebilir (Balci, 1993).

2.2.4. Protoonkogenler ve Biiyiimenin Uyarilmasi:

Kanser hiicreleri hem biiyiime etmenini hem de onun almaclarini iceren ve kendi
kendini uyaran yani otokrin biiyiime dongiisiine sahip bir sistemdir (Alberts ve ark.
2008 p.881). Akciger kanserli hiicreler ya da bunlara yakin hiicrelerde pek ¢ok biiyiime
etmeni ve almaclarinin asir1 ifade edilmesiyle otokrin ya da parakrin biiyiime dongiileri

olustugu gosterilmistir (Fong ve ark. 2003).

Epidermal biiyiime etmeni almaci (EGFR) epiteliyal cogalmay: ve farklilagmay:
diizenler (Sekido ve ark. 2003). Zar gecen bir protein olan 170 kDa’lik EGFR, hiicre
dis1 ligand baglayan bolge ile hiicre i¢i tirozin kinaz etkinligi gosteren bir bolgeden
olusur (Yoshida ve ark. 2010). EGFR’nin asin ifade edilmesi siklikla KHDAK ’lerinde,
ozellikle skuamoz hiicreli karsinomlarda goriilmekte olup, KHAK’lerinde nadiren
rastlanir (Sekido ve ark. 2003). EGFR geninin hem 19. eksonundaki kayiplar hem de
21. eksonun 858. kodonundaki arjinin ile 16sinin yer degistirdigi nokta mutasyonlari
(L858R) en 1yi bilinen EGFR mutasyonlaridir (Murray ve ark. 2008, Rosell ve ark.
2009, Tanaka ve ark. 2010). EGFR mutasyonlarina adenokarsinomlarda, kadinlarda, hic
sigara igmeyenlerde ve Dogu Asya kokenlilerde daha sik rastlanir (Larsen ve Minna,

2011).
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HER2/neu, ERBB ailesinin iiyesi olup KHDAK’li hastalarin %30’unda,
ozellikle adenokarsinomlarda fazla miktarda ifade edilir (Bunn ve ark. 2001).
HER2/neu’nun KHDAK’li hastalarda asir ifade edilmesi kisa sag kalim siiresi ve ¢oklu
ila¢ direnci ile iligkilendirilmistir (Tsai ve ark. 1996).

Insiilin-benzeri bliylime etmeni-I almaci (IGF-IR), IGF-I ve IGF-II icin ana
almac olup, iki alfa ve iki beta alt {initesinden olugsmustur. IGF-IR nin normal biiyiime
ve gelisme i¢cin Onemli oldugu bir ¢ok caligmada gosterilmistir (Werner ve ark. 1997).
Akciger kanserinde IGF-IR’in asir1 ifadesi, skuamoz hiicrelerde diger histolojik tiplere
kiyasla daha ¢ok goriiliir (Heist ve ark. 2012). Klinik ¢alismalarda cesitli rekombinant
monoklonal antikorlarin tek basina veya kemoterapiyle IGF-IR etkinligini durdurdugu
gosterilmis olup, bu ilaclarin akciger kanseri tedavisinde verimliligi arastirilmaktadir

(Heist ve ark. 2012).

Platelet-kokenli biiyiime etmeni almact (PDGFR), 4 izoformu olan (PDGFR-A,
PDGFR-B, PDGFR-C, PDGFR-D) dimerik yapida bir almactir. Ozellikle PDGFR-B
endotel ve stromal hiicrelerini etkileyerek anjiyogenezi diizenler ve akciger kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur (Reinmuth ve ark. 2001, Crosby ve ark. 1999).
Akciger kanseri tedavisinde PDGFR’nin hedeflendigi, PDGFR inhibitorleri test
edilmistir. Ancak bu inhibitorlerin heniiz genotipe veya skuaméz histolojiye 6zgiin

olmadig: bildirilmis olup, tedavi ile ilgili caligmalar devam etmektedir (Heist ve ark.

2012).

Vaskiiler endotel biiyiime etmeni almac1 (VEGFR) anjiyogenezi baslatan birincil
uyarici etmendir (Ferrera, 2005). Islevini bir veya daha fazla tirozin kinaz almacina
(VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3) baglanarak yerine getirir. VEGFR-1 ve VEGFR-2
endotel hiicre gocii, farklilasma ve sag kalim i¢in 6nemli olup, damar gegirgenligini
arttirir.  VEGFR-3 lenf anjiyogenezi ve lenfatik metastaz ile iliskilidir. VEGF
izoformlarinin etkinligini durduran rekombinant monoklonal antikorlarin akciger
kanseri tedavisinde etkileri arastirilmaktadir. (Ferrera 2005, Marconcini ve ark. 1999,

Stacker ve ark. 2001).

Akciger adenokarsinomlarinin %?20-30’unda, KHDAK’lerinin %15-20’sinde
Ras ailesi protoonkogenlerinde nokta mutasyonlar1 bulundugu gosterilmistir. Akciger
kanserinde mutasyonlarin %901 K-Ras’ta yerlesik olup, %80’1 kodon 12’de geri kalanm

kodon 13 ve kodon 61’de bulunur. H-Ras ve N-Ras mutasyonlar1 nadiren bildirilmistir
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(Rodenhuis ve Slebos, 1992). K-Ras mutasyonlarinin %70’i G>T doniisiimlerinden
olusur. Bu doniisiim sonucunda glisin amino asidi, sistein veya valin amino asidi ile yer
degistirir (Greenblatt ve ark. 1996). Akciger tiimorlerinde K-Ras mutasyonlarimin sik
goriilmesi tedavide hedef olarak secilmesine neden olmustur. Hiicrede islevini
gosterebilmesi i¢in Ras’in farnesiltransferaz ve lipit modifikasyonunu diizenlemesi

gerekmektedir (Adjei ve ark. 2003).

Sinyal ileti yolaginin diger bir iiyesi Myc protoonkogen ailesi olup (Myc, Myc-
N ve Myc-L) hiicre ¢ogalmasinin kontroliiniin saglanmasinda islev gosterir. Myc
ifadesindeki normal olmayan degisimlere akciger kanserinde sikca rastlanir (Krystal ve
ark. 1988). Myc geni mitokondriyal apoptoz yolagini etkinlestirerek hiicreleri apoptoza
yonlendirebilir (Meyer ve Penn, 2008). Myc geninin siklikla KHDAK’de, Myc-N ve
Myc-L ise siklikla KHAK’de etkinlestigi gosterilmistir (Fong ve ark. 1999, Broers ve
ark. 1993).

2.2.5. Tiimor Baskilayici1 Genler ve Biiyiimenin Baskilanmasi:

p53; gamma 1sinlar1, UV 1sinlari, karsinojenler ve kemoterapi nedeniyle olusan
DNA hasarmni diizeltip genom biitiinliiglinii saglamakla gorevlidir. p53, G1/S hiicre
dongiisii gegisi, G2/M DNA hasar1 kontrol noktasi ve apoptozu saglayan genlerin ifade
edilmesini etkinlestiren bir yazilim etmenidir. pS3 geni 17p13’°de yerlesik olup tiimor
baskilayic1 genler icerisinde en ¢ok mutasyona ugrayan gendir. KHAK’lerin %75-
100’iinde, KHDAK’lerin yaklasik %50’sinde p53 mutasyonu saptanmuistir. Skuaméz
hiicreli (%51) ve biiyiik hiicreli karsinomlarda (%54) p53 degisimlerine
adenokarsinomlarda rastlanilandan (%39) daha sik karsilasilmaktadir (Tammemagi ve
ark. 1999). G=>T doniisiimiinii iceren pek ¢ok p53 mutasyonu sigara kullanimi ile
iliskilendirilmektedir (Greenblatt ve ark. 1996). Yanlis anlamli mutasyonlar p53
proteininin yar1 Omriinii uzatmakta olup, artmis protein diizeyleri immiinohistokimyasal
yontemlerle saptanabilir. Anlamsiz mutasyonlar, kiiciik delesyonlar, insersiyonlar ya da
kirpilma hatalart immiinohistokimyasal yontemlerle tespit edilememektedir (Casey ve
ark. 1996). Molekiiler veya immiinohistokimyasal olarak belirlenebilen p53
mutasyonlart pulmoner adenokarsinomlu hastalarda hastaligin belirlenmesi agisindan

ARF .o .
4 timor

ayirici bir isarettir (Mitsudomi ve ark. 2000). HDM2 onkogen iiriinii ve pl
baskilayict gen (TBG) proteini p53’iin diger arti yondeki diizenleyicileridir. HDM2,

KHDAK’lerin %?25’inde asirt sekilde ifade edilerek p53°tin islev gostermesini
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engellemektedir. pl ise p53’iin hiicre icerisindeki etkinligini engelleyerek hiicre

biiyiimesini kontrol eder. Akciger kanserli hastalarda yapilan ¢alismalar bazi hastalarda

4ARF, .

pl in ifadesinin kayboldugunu gostermistir (Eymin ve ark. 2002).

p16™*_siklin D1-siklin bagiml kinaz-4 (SBK-CDK)-Retinoblastoma protein
yolagi, hiicre dongiisinde G1’den S fazina gecisleri kontrol eder veya diizenler.
p16™%% siklinler, CDK4 veya CDK6’nin etkinligini baskilayarak RB islevini diizenli
bir sekilde yerine getirebilmesini saglar. p16™ Kda geni cogunlukla KHDAK’lerinde, RB
geni ise KHAK’lerinde mutasyona ugramistir veya bu genlerin islevi degismistir.

6"™K* geni RB genini fosforillenmeden koruyarak hiicreleri G1 evresinde durdurur ve

pl
hiicre dongiisiiniin devamim saglar. p16™%* 9p21°de yerlesiktir ve habis tiimérlerde
siklikla mutasyona ugramistir. KHDAK’lerinin %30-70’inde p16INK4“ geninde
mutasyon (delesyon ve nokta mutasyonlar1) ve epigenetik degisimler (5° CpG

6INK4u

adaciklarinin asir1 metillenmesi) goriilmektedir (Sekido ve ark. 1998). pl ve

ARF
4

pl aynt DNA bolgesinin alternatif sekillerde okunmasindan kaynaklanan ve buna

baglh olarak bu bolgede gerceklesen degisimler, p16INK4a,

nin islevini bozar ve

4ARF 5

pl nin p53’ii baskilamasini engeller (Belinsky ve ark. 1998).

RB geni 13ql4°de yerlesik olup, cekirdekte biiylimeyi baskilayan bir protein
kodlar. Fosforillenmemis haldeyken etkin olan RB, hiicre dongiisiiniin G1/S evresi
gecislerinde E2F gibi Onemli yazilim etmenlerine baglanarak biiyiimeyi baskilar
(Sekido ve ark. 1998). Fosforillendigi zaman CDK4/siklin D karmasiminin
etkinlesmesiyle RB etkinligini kaybederek E2F yazilim etmeninden ayrilir. E2F
proteinleri DNA sentezi icin gerekli genlerin yazilimini baglatan p53 dengelenmesine
onciilik eden proteinlerdir (Johnson ve ark. 1993). KHDAK’lerin %060’1nda
KHAK’lerin %90’1ndan fazlasinda Rb proteininin ifadesinde degisiklik goriiliir (Lee ve
ark. 1999, Modi ve ark. 2000).

Siklin D1, RB’nin fosforillenmesine yol agarak tiimor baskilama etkinligini
engeller. Ayrica siklin D1’in asirt ifade edilmesi, p16INK4“ - siklin D1- CDK4- RB
protein yolaginin isleyisinin bozulmasina neden olan alternatif bir mekanizma olup,
KHDAKlerin %?25-47"sinde goriilen bu ifade artis1 kotii prognozla iliskilendirilmistir
(Betticher ve ark. 1996, Caputi ve ark. 1997).

Akciger tiimorlerinin  %96’sinda ve preneoplastik akciger lezyonlarinin

%78’inde kromozom 3p’de kopya sayr degisiklikleri goriilmektedir. Heterozigotluk
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kaybt (LOH), allel kaybi1 veya promotor bolge metillenmesi akciger kanseri

hiicrelerinde siklikla ifade kaybina neden olur.

Akciger kanserlerinin yaklasik %50’sinde 3p14.2°de yerlesik genlerden biri olan
Frajil Histidin Triad (FHIT) geninin ifadesi kaybolmustur. Bu ifade kaybinin asiri
promotor metillenmesinden kaynaklandig1 bilinmektedir (Geradts ve ark. 2000,
Zochbauer ve ark. 2001). 3p bolgesindeki bir diger tiimor baskilayict gen 3p21.3°te
yerlesik olan RASSFIA genidir. Hiicre dongiisiinii diizenleyen, mikrotiibiil
dengelenmesini saglayan ve apoptozu uyaran (Agathanggelou ve ark. 2005)
RASSF1A’nin KHAK’lerinin %90’ 1indan fazlasinda ve KHDAK’lerin %40-50’sinde

epigenetik olarak diizenlendigi kanitlanmistir (Dammamn ve ark. 2000).

RASSF1A’dan 100 kb uzakliktaki, 3p21.3 bolgesinde yerlesik FUS1, SEMA3B,
101F6 ve NPRL?2 genlerinin de akciger kanserli hiicrelerin biiylimesini baskiladigi
bildirilmistir. Bu genler asir1 promotdor metillenmesiyle etkinligini yitirir veya
haployetersizligin neden oldugu bir mekanizma ile allellerinden birini kaybedebilir.
Ayrica 3p24°te yerlesik olan Retinod Asit Almaci (RARP) retinoid aside baglanir, hiicre
biiylimesi ve farklilasmasini sinirlandirarak tiimor baskilama islevini yerine getirir
(Larsen ve Minna, 2011). Retinoid sinyal sistemi siklin D1 ifadesini baskilayarak, G1
evresinde hiicre dongiisiinii durdurur ve RB proteininin fosforillenmesini engeller
(Boyle ve ark. 1999). TSLC1 11qg23.2’de yerlesik olup KHDAK’lerinde heterozigotluk
kayb1 ve promotoriin asir1 metillenmesi ile etkinligini kaybettigi gosterilmistir

(Kuramochi ve ark. 2001).

Diger kromozomlarda yerlesik PTEN, TGFBRII ve PPP2R1B, MYO18B gibi
tiimor baskilayici genlerin de akciger kanseri ile iliskili oldugu gosterilmistir (Sekido ve

ark. 2003).

2.2.6. DNA Metillenmesi:

Gen ifadesinin diizenlenmesinde yer alan genin promotdr bdlgesinin asiri
metillenmesi ifade kaybina neden olur. DNA’nin metillenme degisiklikleri insan
kanserlerinde siklikla rastlanan bir durumdur. Promotor bolgede bulunan 5° CpG
adalarinin asir1 metillenmesi genin yazilimsal olarak sessizlesmesine neden olur. Bu
mekanizma ile RB, VHL ve p16 gibi TBG’ler etkinligini kaybeder (Fong ve ark. 1999).

KHDAKlerinde p16’nin asir1 metillenmesi p16 ifadesinin baskilanmasina neden olup,
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bu durum akciger kanseri gelisiminin erken donemlerinde meydana gelir (Belinsky ve
ark. 1998). Akciger kanserinde pl6 disinda metillenme goriilen genler oliim iliskili
(DAP) kinaz, glutatyon S-transferaz (GSTP1), H-kaderin (CDH13), O6-metilguanin-
DNA-metiltransferaz, retinoik asit almaci beta-2 (RARP2) ve metalloproteinazlarin
doku baskilayicist (TIMP) gibi genlerdir (Toyooka ve ark. 2001). Ayrica akciger
kanserinde asir1 metillenmenin goriildiigli diger bolgesel yerlesim yerleri de
bulunmustur. Bunlar 3p, 4q34, 10g24 ve 17pl3’te yerlesik durumda olup, heniiz

islevleri tam olarak belirlenmemistir (Kohno ve ark. 1998).

2.2.7. Kromatin Yeniden Modelleyici Enzimlerden CHD Ailesi:

Kromatinin yeniden sekillenmesi olarak bilinen, kromatindeki yazilimla
baglantili yapisal degisikliklerin ayrintili mekanizmalari, siiregle dogrudan ilgili bazi
enzimlerin tanimlanmasiyla aydinlatilmistir. Bunlar, niikleozomun c¢ekirdek histonlarini
asetilleyen enzimler, asetillenmeyi kaldiran ve DNA’daki yeni niikleozom

sekillenmesinde ATP enerjisini kullanan diger enzimleri kapsamaktadir.

Niikleozomun ¢ekirdek histonlarinin her birinin (H2A, H2B, H3, H4) iki farkli
yapisal bolgesi vardir. Bunlar histon-histon etkilesmesinde ve niikleozom cevresine
DNA’nin sarilmasinda gerekli merkezi bolge ile yapilanmis birlesmis niikleozom
parcaciginin dis kisminda bulunan lizince zengin amino ug¢ bolgesidir. Lizin kalintilar
histon asetiltransferazlar (HATlar) tarafindan asetillenir. Sitozolik (B tipi) HAT

enzimleri, hiicre cekirdegine gonderilmeden Once yeni sentezlenmis histonlar: asetiller.

Yazilim i¢in etkinlesen kromatinde, niikleozomal histonlar ¢ekirdege ait HAT
(A tipi) enzimiyle asetillenir. H3 ve H4 histonlarinin amino-ucu bolgelerindeki Lys

kalintisinin ¢cogunun asetillenmesi, niikkleozomun DNA’ya olan ilgisini azaltabilir.

Kromatinin yeniden modellenmesi i¢in, ATP hidrolizini kullanarak
niikleozomlarin aktif sekilde hareketini ya da yer degistirmesini saglayan proteinler
gereklidir. Tiim okaryotik hiicrelerde bulunan SWI/SNF enzim karmasimi, kromatinde
asir1 duyarl bolgeler olusturan ve yazilim etmenlerinin baglanmasini saglayan en az 11
polipeptit icermektedir. NURF, SWI/SNF nin etkinligiyle ¢akisacak ve tamamlayacak
sekilde kromatini yeniden modelleyen diger bir enzim karmasimidir. Bu enzim
karmasimlarinin kromatinin bir bolgesinin etkin yazilim i¢in hazirlanmasinda 6nemli

rolleri vardir (Nelson ve ark. 2005, p.1100-1101).
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Kromatin yeniden modelleme enzimleri evrimsel olarak yiiksek oranda
korunmus olup, cevirim sonrasi histon degisimlerini diizenleyenler ve niikleozom ile
histon-DNA bagm koparmak icin ATP hidrolizinden agiga c¢ikan enerjiden
faydalananlar olmak {iizere iki gruba ayrnlirlar. Histon proteinlerinin asetillenme,
metillenme, fosforillenme, ubikutinlenme gibi degisimleri kromatin yapisim1 ve
nilkleozomal ag katlamisim1 etkiler (Khorasanizadeh, 2004). Buna karsin ATP
hidroliziyle elde edilen enerjiden faydalanan coklu alt birim karmasimlari,
niikleozomlar1 dagitarak veya hareketlendirerek kromatin yapisim1  degistirir.
Tanimlanan her bir ATP-bagimli kromatin yeniden modelleyici enzim, proteinlerin
Snf2 siiper ailesine ait bir alt birim icerir (Eisen ve ark. 1995). Evrimsel olarak
korunmus diger bolgelerin varligina bagh olarak bu enzimler SWI/SNF (mating type
SWitching/Sucrose Non Fermanting), ISWI (Imitation SWltch), INO80 (INOsitol) ve
CHD (Chromodomain Helicase DNA-binding) aileleri olarak bes gruba ayrilir (Marfella
ve Imbalzano, 2007).

Kromodomain helikaz DNA-baglayic1 genler Swi/Snf proteinlerinin yeni bir
sinifin1 kodlamakta olup sadece bir Swi/Snf-benzeri helikaz-ATPaz bolgesinin yani sira
bir DNA baglayic1 ve kromatin yapisiyla gen yazilimini etkileyebilen bir kromodomain
bolgesi olmak iizere farkli islevsel bolgeler icerir. Kromodomain terimi Drosophila
Polycomb geninin tanimlanmasi sirasinda ortaya atilmis olup, Polycomb geninde N-ug
bolgesi ve Drosophila Heterochromatin Protein 1 (HP1) proteininin N-u¢ bdlgesi
arasindaki yapisal benzerligi isaret eder (Paro ve Hogness, 1991). Hem HP1 hem de
Polycomb geninin, kromatine dayali bir mekanizma ile gen sessizlesmesine neden
oldugu anlasildigt zaman bu durumu ifade etmek icin Kromatin Yapilanma
Diizenleyicisinin (Chromatin Organization Modifier) kisaltmasi olarak kromodomain
terimi Onerilmistir. Polycomb ve HP1 kromodomainlerindeki mutasyonlar bu
proteinlerin gen sessizlestirme etkinligini ortadan kaldirir (Eissenberg, 2012).
Kromodomain proteinlerinin ii¢ sinifi bulunmakta olup, bunlar N-u¢ kromodomain ve
yapisal olarak benzer C-u¢ kromo golge domain (chromo shadow domain) iceren
proteinler, bir tek kromodomain iceren proteinler ve ardisik (tandem) kromodomain
iceren proteinlerdir (Eissenberg, 2012). CHD ailesi proteinleri ardisik kromodomain

iceren protein ailesi grubunda bulunmaktadir.
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CHD gen ailesinin insanlarda bilinen 4 iiyesi olup (Woodage ve ark. 1997),
bunlardan ikisi kromatin yeniden modellenmesinden sorumlu c¢oklu protein
karmasiminda yer alan proteinleri kodladigi gosterilmistir. Niikleozom yeniden
modelleme ve deasetillenme (NuRD: nucleosome remodelling and deacetylation)
karmasimi (Drosophila’da Mi2) yaklasik 2000 kDa’lik bir karmasim olup, en az 7
proteinden olusur. Ancak anahtar gorevindeki islevsel protein CHD3 (Mi-2a) ve CHD4
(Mi-2B)’tir. CHD protein karmasimlarinin kromatin yapisin1 ve gen ifadesini ciddi
sekilde etkileyebilecegine ve gelismenin diizenlenmesinde, hiicre dongiisii kontroliinde
veya onkogenik mekanizmada rolii olabilecegine dair ¢ok énemli kanitlar bulunmustur
(Thompson ve ark. 2003). CHDI, ilk olarak 1993’te kromodomain ve SNF/SWI2-
benzeri helikaz bolgesi iceren memeli DNA baglayici proteini olarak tanimlanmustir
(Delmas ve ark. 1993). CHD2, CHDI1’e olan yapisal benzerligiyle kesfedilmis olup
heniiz kendisine ait 6zgiin rolii tanimlanmamistir (Woodage ve ark. 1997). CHD3 ve
CHD4 ilk olarak dermatomyositli hastalarda otoantijen olarak tanimlanmistir (Ge ve
ark. 1995, Zhang ve ark. 1998). Ayrica CHDS, CHD6, CHD7, CHDS8 ve CHD9 da CHD
ailesinin diger iiyeleri olup, C-terminal bolgede BRK (Brashma ve Kismet), SANT-
benzeri (switching-defective protein 3, adaptor 2, nuclear receptor co-repressor,
transcription factor IIIB) domain, CR domainleri ve bir DNA-baglayici domain gibi
farkli islevsel motifler igerir (Shur ve Benayahu, 2005, Schuster ve ark. 2002). CHD

proteinlerinin yapisal motiflerinin karsilastirilmasi Sekil 2-1’de gosterilmistir.
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CHD1

CHD2

CHD3

CHD4

CHD5
¢ PHD inko parmak a[l» DNA baglayic: benzesiklik
() Kromodomain & DNA baglayici benzesiklik

m Helik az/ATPaz hélgesi

Sekil 2-1: CHD proteinlerinin yapisal motiflerinin karsilastirilmasi-Thompson ve ark.
(2003)’den

2.2.7.1. CHDS Geni ve Genomik Yapisi:

CHDS geni ilk olarak Schuster ve Stoger tarafindan klonlanmis olup genin 37
eksona sahip oldugu ve 200 kb’lik bolgeye dagildigr gosterilmistir (Schuster ve Stoger,
2002). Daha sonra Thompson ve ark. yaptiklart cDNA dizileme ¢alismalarinda genin 42
eksonu oldugunu, ekson uzunluklarmin 54 bg¢ ile 3635 bg¢ arasinda degistigini
gostermislerdir. CHDS5’in genomik yapisi incelendiginde ekson 1°de baslangi¢c kodonu
AUG’nin bulundugu ve son eksonun ise biitiin 3° UTR’yi icerdigi gosterilmistir
(Thompson ve ark. 2003). Genin yapisinda bulunan 2 adet Plant Homeodomaini (PHD)
ekson 3’te (bolge 345-387 ve 418-462), 2 adet kromodomain ekson 4 ve 5’te (bolge
508-545, 589-642), SNF2 domaini ekson 5, 6 ve 7°de (bolge 703-999), helikaz domaini
ise ekson 7 ve 8’de (bolge 1037-1146) bulunmustur (NCBI Conserved Domains)

CHDS5’1 kapsayan 200 kb’lik bolgenin %355.2 oraninda GC icerigine sahip
oldugu gosterilmistir. CHDS genomik dizi analizleri ile CpG adasi, yazilimsal baglangi¢
bolgesinin 630 bg¢ oncesinde baslayip, tiim ekson 1 boyunca devam edip intron 1’in 680
b¢’nde sona ermektedir (Thompson ve ark. 2003). Ayrica Thompson ve ark. CHDS
genini, genomik dizileme analizleriyle kromozom 1p36’da haritalamis olup bu bolgenin

noroblastoma ve diger noral kokenli tiimorlerde siklikla delesyona ugradigi ve bu
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bolgede bulunup delesyona ugrayan CHDS5’in kanser olusumunda payir oldugunu

gostermislerdir. CHDS’in genomik yerlesimi sekil 2-2°de gosterilmistir.

Chr 1

p36.13
p36.11
p3d.3
p3d.2
P33
= p3z.a
p3l.3
pil.1
p2z.2
p2l.3
pel.d
pl3.3
pl3.2
it
glz
g2l.1
§21.3
| |
I 1
o4z .13
qdz.2
od3
ojdd

1p36.31

Sekil 2-2: CHDS genomik yerlesimi (1p36) (Genecards)

Mulero- Navarra ve Esteller, yaptiklart calismada, CHD1 ve CHD9 genleri
disinda kalan CHD gen ailesi iiyelerinin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinin
metillenme durumunu incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda sadece CHDS geninin
promotor bolgesinde bulunan CpG adaciklarimin asirn  metillenmis oldugunu

saptamislardir. (Mulero-Navarra ve Esteller 2008).

2.2.7.2. CHDS mRNA analizleri:

CHDS5 cDNA’s1 9646 b¢’den olusur. 5° UTR, agik okuma penceresi ve 3° UTR
sirastyla 100, 5865 ve 3681 bg¢’den olusur. Transkribe olan dizi %60.1 oraninda GC
icerigine sahiptir. Dizi icerisinde bazi bolgelerde GC igeriginin %80’1 gectigi
gosterilmistir (Thompson ve ark. 2003).

2.2.7.3. CHDS5 Proteini ve Islevi:

Thompson ve ark. Chd5’in ¢cDNA acik okuma penceresinden protein dizisini
analiz etmis ve CHDS proteininin 1954 kalintili bir protein oldugunu gostermislerdir.
Chd5’in 5° kismi 2 ¢inko parmak iceren Plant Homeodomain (PHD) sinifindan 2 ¢inko
parmak (amino asit pozisyonu 345-390, 418-463) ve 2 kromodomain tarafindan takip
edilir. PHD c¢inko parmak motiflerinin kromatin iliskili yazilimsal diizenlemede rolii
oldugu diisiiniilmektedir. Proteinin merkez kism1 DEAH-kutu (box) tipi helikaz alani ve
SNF2 alani igerir. DEAH ATP helikazlar ATP-bagimli olup, niikleik asit baglarinin
koparilmasinda islev gosterir. SNF2 enzimleri ise kromatin bagi koparmada, DNA
tamirinde, rekombinasyonda ve yazilimsal diizenlemede gerekli proteinlerde islev
goriir. (Thompson ve ark. 2003). CHDS proteininin 3 boyutlu yapist sekil 2-3’de

gosterilmektedir.
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Sekil 2-3: CHDS5 proteinin 3 boyutlu yapisi (USCS Genome Bioinformatics)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Materyal:

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi Anabilim
Dalr’na cesitli sikayetlerle bagvurarak akciger kanseri tanis1t konmus 50 hastanin timor
dokular1 ve kontrol olarak da tiimor dokularinin yakinindaki normal dokular calismaya
dahil edildi. Calismalar Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda Mayis 2011-Ocak 2013 tarihleri
arasinda gerceklestirildi. Bu dokulardan elde edilen DNA’lar bisiilfit ile muamele
edildikten sonra CHDS5 genine 0Ozgii metillenme profilini incelemek amaciyla

metillenmeye 6zgii PZR yapildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler:

e Agaroz (Sigma-Almanya)

e Borik Asit (Merck-Almanya)

® Bromofenol Mavisi (Sigma-Almanya)

¢ Etanol (Kimetsan-Tiirkiye)

e Etidyum Bromiir (Sigma-Almanya)

e JATP (Fermentas-Litvanya)

e dJGTP (Fermentas-Litvanya)

e dCTP (Fermentas-Litvanya)

e JdTTP (Fermentas-Litvanya)

¢ Etilendinitrilotetraasetikasit (EDTA) (Merck-Almanya)
® Magnezyum Kloriir (Fermentas-Litvanya)

e PZR tamponu (Magnezyumsuz) (Fermentas-Litvanya)
¢ Sodyum Hidroksit ( Merck-Almanya)

® Trizma-Base (Tris) (Sigma-Almanya)

¢ Platinum Taq DNA Polimeraz enzimi (Invitrogen-Brezilya)

3.1.3. Elektroforez Analizinde Kullanilan Standartlar:
e 100 bp’lik DNA Ladder Marker (Fermentas-Litvanya)

(100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000, 3000)
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3.1.4. Calismada Kullanilan Cihazlar:

Agaroz Yatay Elektroforez Tanki (E-C apparatus- A.B.D)
Derin Dondurucu (-20 °C) (Arcelik-Tiirkiye)

Distile Su Cihaz1 (Niive-Tiirkiye)

Etiiv (Hybaid-Ingiltere)

Gii¢c Kaynagi (E. C Apparatus-A.B.D)

Hassas Terazi (Shimadzu- Libror EB-3200 HU-Japonya)
Manyetik Karistirici (Janke-Kunkel-Almanya)
Nanodrop Spektrofotometre (ND-1000-A.B.D)

Otoklav (Hirayama-Japonya)

Otomatik pipetler (Eppendorf-Almanya)

pH Metre (Mettler Toledo Mp 230-Isvicre)

Sogutmali ve Mini Santrifiij (Hettich-Almanya)

Termal Dongii Cihazi (PCR) (Techne-Ingiltere)

Ultra derin dondurucu (-80°C-Sanyo-Japonya)

UV kaynagi (Vilber- Lourmat-Fransa)

Vorteks (Velp Scientifica-italya)

3.1.5. Tampon ve Cozeltiler:

3.1.5.1. Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari:
10X TEB (Tris-Borik Asit-EDTA tamponu (11t): 5 M Tris HCI (pH: 7.4)

0.02 M EDTA (pH:8.0)

0.88 M Borik Asit

Etidyum Bromiir 10 mg/ml

10x Yiikleme Tamponu 4 gr sukroz

0.025 gr bromofenol mavisi

Kullanilan Jeller:

%2’lik agaroz jel icerigi 0.6 gr agaroz

30 ml 0.5x TEB tamponu

1.5 pl Etidyum Bromiir
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Dokudan DNA Eldesi:

Ameliyat sirasinda hastanin tiimérlii ve bu bolgeye komsu normal bolgelerinden

alinan dokular kuru eppendorf tiiplere alindi, 50 mg olacak sekilde tartildiktan sonra,

bistiiri ile parcaland1 ve elde edilen homojenttan High Pure PCR Template Preparation

Kit (Roche-Almanya) ile DNA eldesi yapildi.

Doku 6rneginin tizerine 200 pl parcalama tamponu eklendi.
2 dakika bekletildi.

Bistiiri ile parcalanan 6rneklerin tizerine 40 pl proteinaz K eklendi ve 1.5

ml’lik eppendorf tiipe alindi.
55°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra 6rnegin iizerine baglama tamponu eklendi ve

vortekslendi.

70°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Ornegin iizerine 100 pl izopropanol eklendi ve vortekslendi.
Ornek filtreli tiipe alindi, 1 dakika 10.000 x g’de santrifiijlendi.

Alt sivi atildi, iizerine 500 pl baskilayicilart ortamdan uzaklastiran

tampon eklendi.

1 dakika 10.000 x g’de santrifiijlendi.

Alt s1v1 atildi, iizerine 500 pl yikama tamponu eklendi.
1 dakika 10.000 x g’de santrifiijlendi.

Filtreli tiip yeni bir 1.5 ml’lik eppendorf tiipe alinarak iizerine dnceden

70°C’a kadar 1sitilmus eliisyon tamponu eklendi.
1 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

1 dakika 10.000 g’de santrifiijlendi.

Elde edilen DNA orneklerinin Nanodrop ND-1000 spektrofotometre cihazinda

miktar ve saflik tayinleri yapildiktan sonra -20°C’de koruma altina alinds.
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3.2.2. DNA’nin Nicel Belirlenmesi:

Dokudan izole edilen DNA’larin derisimleri spektrofotometrik dl¢timler sonucu
belirlendi. ND-1000 Nanodrop ile 260 nm dalga boyunda okunan OD degeri,
sulandirma katsayis1 ve DNA katsayisi ile carpilarak derisim pg/ml cinsinden belirlendi.
260 nm / 280 nm degeri, izole edilen DNA’nin safliginin bir 6l¢iisii olup, normali

1.8’dir.

DNA (ng / ml) = Az x Sulandirma Orant x 50 (katsay1)

3.2.3. Polimeraz Zincir Tepkimesinde Kullanilan Tampon, Cozelti ve Enzimler:
® 10 x PZR Tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCl)
e 25 mM MgCl,
e 12.5mM dNTP
e 5 U/ul Taq DNA Polimeraz

Calisma i¢in IDT firmasinda sentezletilen primerlerin 260 nm’deki OD degerleri
ve 15,3xA+11,8xG+9,3xT+7,4xC  denklemiyle hesaplanan soniim katsayisi
degerlerinden yararlanarak primerlerin ana stok derisimleri hesaplandi. Calisma stoku

ise her primerin derisimi 10 pmol/pl olacak sekilde hazirlandi.

Polimeraz Zincir Tepkimesinde kullanilan biitiin primerler tekrar kullanilana dek

—20 °C’de saklandu.

3.3. CHDS Geninin Metillenme Analizi:

Bu yontem DNA’nin sodyum bisiilfit ile degisimine dayanmaktadir. Genomik
DNA elde edildikten sonra CHDS5 geninin metillenme analizi i¢in DNA ornekleri
bisiilfit ile muamele edildi. Boylece metillenmemis tiim sitozinlerin urasile doniisiimii
saglandi. Daha sonra bu Ornekler metillenmis ve metillenmemis bolgeye 0zgii olarak
tasarlanmis primerler kullanilarak PZR ile cogaltildi. Elde edilen PZR iiriinii %?2’lik
agaroz jelde UV 151k altinda incelenerek birbiriyle karsilastirildi ve genotipleme yapildi.

3.3.1. Bisiilfit Modifikasyonu:
izole edilen DNA 6rneklerinin bisiilfit modifikasyonlart EZ DNA Methylation

Gold Kit ile yapildi.

e 20 ul DNA 06rnegi iizerine 130 pl CT Conversion Reagent eklendi.



28

e Ornekler termal dongii cihazinda 95°C 10

64° C 150°
+4° C

e Termal dongii cihazinda gerceklesen tepkime sonrasinda Zymo-Spin IC
Column, Collection tiipe yerlestirildi, orneklerin iizerine 600 pl M-
Binding Buffer eklendi.

e 13800 rpm’de 30 sn santrifiijlenip alttaki s1vi uzaklastirildi.

e 100 ul M-Wash Buffer eklendi ve 13800 rpm’de santrifiijlendikten sonra
alttaki s1v1 uzaklastirildi.

e 200 pl M-Desulphonation Buffer eklendi ve oda sicakliginda 15-20 dk
inkiibe edildi. Daha sonra 13800 rpm’de 30 sn santrifiijlendi. Alttaki s1v1
uzaklastirildi.

e 200 pul M-Wash Buffer eklendi, 13800 rpm’de 30 sn santrifiijlendi, alttaki
s1v1 uzaklastirildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.

e Ornekler 1,5 mI’lik tiipe aktarildi. 10 pl M-Elution Buffer eklendi. 13800
rpm’de 30 sn santrifiijlendi.

¢ Ornekler kullanilana kadar -20° C’de saklandh.

Bisiilfit modifikasyonu yapilan DNA ornekleri metillenmis bolgeye 0zgii ve
metillenmemis bolgeye 6zgii primer ¢iftleri ile ¢cogaltilarak 120 V’ta 30 dakika boyunca
%2’lik agaroz jelde yiriitildi ve UV 1sik altinda incelenerek metillenmis ve

metillenmemis 6rnekler belirlendi.



Tablo 3-1: Metillenmis ve metillenmemis bolgeye 6zgii primerler-Mokarram ve ark.

(2009)’dan
Elde
edilen
Primer Adi Dizi
urin
uzunlugu
MF- 5°-GAG CGt tCG GGt TTT GC -3’
Metillenmis 125b¢
MR- 5’- CGa CCT CGa CGA aAA aAT aaC G -3’
UF 5’- GGG AGG AGt Gtt tGG GtT TTG tG -3’
Metillenmemis UR 5’- Caa Caa aCa Aaa Caa CCT Caa CaA aAA aAT 143 bg
aaCa-3
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Tablo 3-2: Metillenmis ve metillenmemis primerler ile yapilan PZR kosullari

PZR kosullar

PZR tamponu  1x
95°C 10r MgCl, 3 mM
95° C 307 DMSO %5 (vIV)
59°C 30| 40 dongi dNTP 1,25 mM
72° C 45> Primer 6n 10 pmol
72° C 102 Primer arka 10 pmol
+4°C Taq Polimeraz 1U (5U/ul)

dH,O

Kalip DNA 100ng

3.4. Sonuclarin Istatistiksel Degerlendirilmesi:

Elde edilen tiim sonuglar lisanshi S.P.S.S 18 programi ile degerlendirildi ve

istatistiksel hesaplamalar1 yapildi.
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4. BULGULAR

Calismada 50 akciger kanserli hastadan elde edilen tiimor dokular1 ve kontrol
olarak tiimor dokusunun yakinindan alinan normal dokular kullanildi. Bu hastalarin
50’sinin cinsiyet bilgilerine ve 48’inin yas bilgisine, 44 hastanin ise evre bilgisine
ulagilabilmistir. Cinsiyeti bilinen 50 hastanin 47 tanesi erkek 3 tanesi ise kadindir.

Hastalarin cinsiyete gore dagiliminin yiizde olarak ifadesi Sekil 4-1’de gosterilmektedir.

« Kadin \

Sekil 4-1: Hastalarin cinsiyet dagilim

Elimizde klinik bilgisi bulunan 48 hastadan 46’sinin, patoloji raporlarina gore,
sigara kullanmakta oldugu 2’sinin ise hi¢ icmedigi belirlenmistir. Hastalarin sigara

kullanimina gore dagilimlarinin yiizde olarak ifadesi Sekil 4-2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4-2: Hastalarin sigara kullanim oram

Hastalarin tiimii Kiigiik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) tanis1 almistir.
Calisilan hastalar arasinda Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) tanis1 alan hasta

bulunmamaktadir. Bu durum Sekil 4-3’te gosterilmektedir.

0%

. -

Sekil 4-3: Hastalarin histopatolojik siniflandirilmasi

KHDAK tanisi1 konmus 48 hastanin 22’si skuamoz hiicreli (epidermoid), 14’
adeno hiicreli, 6’s1 biiylik hiicreli, 3’ii karisik tip olarak tanimlanirken, 3 hastanin

histopatolojik siniflandirmasi yapilamamistir. Bu durum Sekil 4-4’te gosterilmektedir.
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Buylik hiicreli karsinom

Sekil 4-4: Hastalarin KHDAK hiicre tiplerine gore dagilimi

Hastalarin klinige basvurmalarina neden olan sikayetler; tek tek veya birlikte
olmak iizere, 25 hastada Oksiiriikk, 13 hastada balgam ¢ikartmak, 9 hastada sirt agrisi,
7’sinde gogiis agrisi, 3 hastada nefes darligi, 4 hastada bulanti, kusma ve agizdan kan
gelmesi, 1 hastada halsizlik, 2 hastada kilo kaybi, 2 hastada yiiksek tansiyon, 1 hastada
omuz ve kol agrisi, 1 hastada devamli hickirma, 1 hastada tad almada bozukluk ve 1
hastada boyunda sisme olarak kaydedilmistir. Hastalarin biri hicbir sikayeti olmadan
kontrol amach klinige basvurmus ve tetkikler sonucu akciger kanseri tanisi almistir.

Hastalarin sikayetlerinin yiizde olarak ifadesi Sekil 4-5’te gosterilmektedir.
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B okstirik
1% 1% B balgam
3% 3% 1% 1% B sirt agrisi

6% 2%

B g6gls agrisi

494, B nefes darligi
¥ bulanti, kusma ve agizdan kan

B halsizlik

u kilo kayb1

- yliksek tansiyon

Sekil 4-5: Hastalarin sikayet dagilinm

Hastalarin Patoloji ABD'da yapilan detayli incelemeleri sonucunda, 7 hastanin
Evre IA, 16 hastanin Evre IB, 13 hastanin Evre IIB, 7 hastanin Evre IITA, 1 hastanin
Evre IIIB oldugu belirlenmis, 6 hastanin ise degerlendirmesi yapilamamistir. Tim
hastalar icinde Evre IIA ve Evre IV olan hasta bulunmamaktadir. Hastalarin evrelere

gore dagiliminin yiizde olarak ifadesi Sekil 4-6’da gosterilmektedir.
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Sekil 4-6: Hastalarin evrelere gore dagilim

4.1. CHDS Geninin Metillenme Analizi:

CHDS5 geninin promotér bolgesinin metillenme durumunu incelemek igin
metillenmeye 6zgii PZR yontemi ile ¢cogaltilan ornekler, jel elektroforezinde yiiriitiiliip
UV 151k altinda incelendi (Sekil 4-7). Daha sonra BiolD programi kullanilarak jel
tizerinde bant goriintiisii olan tiimor ve kontrol drneklerinin metillenme yogunluklari

saptandi (Tablo 4-1).

Sekil 4-7: CHDS geninin promotor bolgesinin metillenmesi

TM: Tiimoérli dokudan metillenmis DNA’ya 6zgii primerler ile elde edilen PZR iiriinti (125 bp), TU:
Timorlit dokudan metillenmemis DNA’ya 6zgii primerler ile elde edilen PZR fiiriinii (143 bp), NM: Normal dokudan
metillenmis DNA’ya 6zgii primerler ile elde edilen PZR iiriinii, NU: Normal dokudan metillenmemis DNA’ya 6zgii

primerler ile elde edilen PZR iiriinii, 5. bosluk 100 bp DNA belirteci (Fermantas, Litvanya)
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Tablo 4-1: Tiim akciger kanserli hastalarin tiimor ve normal dokulariyla elde edilen bant
yogunluklarinin sayisal olarak ifadesi

Hasta Hasta
No e Umere  ete  Umedte N0 Mee  Unmerle Mot Unmeste
1 0 100 0 100 26 10023 86472 0 100
2 0 100 0 100 27 4373 43660 1721 38681
3 12248 89257 42545 95445 28 0 100 0 100
4 22540 100676 15118 99208 29 32203 47572 0 100
5 29615 56207 14823 51623 30 0 100 0 100
6 10196 60149 0 100 31 0 100 0 100
7 54267 118817 27470 105291 32 0 100 0 100
8 0 100 0 100 33 0 100 0 100
9 0 100 0 100 34 0 100 0 100
10 0 100 0 100 35 6605 48012 0 100
11 2564 62802 1534 59821 36 0 100 0 100
12 1800 59622 409 49980 37 0 100 0 100
13 0 100 0 100 38 1681 52361 0 100
14 0 100 0 100 39 0 100 0 100
15 9197 58739 0 100 40 0 100 0 100
16 0 100 0 100 41 0 100 0 100
17 2415 63723 0 100 42 0 100 0 100
18 5875 51667 7212 48813 43 0 100 1723 64597
19 0 100 0 100 44 5215 46126 0 100
20 0 100 0 100 45 1750 60437 0 100
21 0 100 0 100 46 1140 53115 0 100
22 0 100 0 100 47 2894 60192 0 100
23 0 100 0 100 48 2860 44269 2170 48647
24 2580 67159 1381 41916 49 1341 66306 0 100
25 8810 31781 0 100 50 0 100 0 100

Tablodan elde edilen degerlere gore 26 hastanin hem tiimor hem de normal
orneginde hi¢ metillenme goézlenmemistir. Bant yogunluklarinin degerlendirilmesi
yapildiktan sonra tiimor dokularinin normal dokulara goére metillenme oranlarindaki
degisimi hesaplayabilmek icin hem tiimor dokusundan elde edilen 6rneklerin hem de

normal dokudan elde edilen 6rneklerin, metillenmis bolgeye 6zgii primerler ile yapilan
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PZR fiiriinlerinin metillenme yiizdeleri hesaplandi. Tiimorlii metile orneklerin bant
yogunlugu degerleri, timorli metile bant yogunlugu ile tiimorli unmetile bant
yogunlugu degerlerinin toplamina oranlanip elde edilen say1 100 ile carpilarak yiizde
hesaplamasi yapildi. Daha sonra tiimorlii orneklerin yiizde metile degerleri ile normal
orneklerin yiizde metile degerleri her hasta i¢in kendi arasinda kiyaslandi. Timor
dokudaki metillenme yiizdesi normal dokudaki metillenme yiizdesine gore fazla ise
metillenme artmis, timor dokudaki metillenme yiizdesi normal dokudaki metillenme
yiizdesine gore az ise metillenme azalmig, ylizde degerler arasinda fark yok ise
metillenme degisimi olmadig1 kabul edildi. Tiimorlii ve normal 6rneklerin yiizde metile

degerleri Tablo 4-2’de gosterilmistir.

Tablo 4-2: Tiim akciger kanserli hastalarin tiimér ve normal metillenme yiizdeleri

Hasta no Tiimorlii Metile Normal Metile Hasta No Tiimorlii Metile Normal Metile
(%) (%) (%) (%)
1 0 0 26 10,39 0
2 0 0 27 9,10 4,26
3 12,07 30,83 28 0 0
4 18,29 13,22 29 40,37 0
5 34,51 22,31 30 0 0
6 14,49 0 31 0 0
7 31,35 20,69 32 0 0
8 0 0 33 0 0
9 0 0 34 0 0
10 0 0 35 12,09 0
11 3,92 2,50 36 0 0
12 2,93 0,81 37 0 0
13 0 0 38 3,11 0
14 0 0 39 0 0
15 13,54 0 40 0 0
16 0 0 41 0 0
17 3,65 0 42 0 0
18 10,21 12,87 43 0 2,60
19 0 0 44 10,16 0
20 0 0 45 2,81 0
21 0 0 46 2,10 0
22 0 0 47 4,59 0
23 0 0 48 6,07 4,27
24 3,70 3,19 49 1,98 0
25 21,70 0 50 0 0

Bu hesaplamalara gore 50 hastanin 21°sinde (%42) metillenmede artis oldugu,
3’tinde (%6) metillenmede azalma oldugu, 26’sinda (%52) ise degisme goriilmedigi

tespit edilmistir (Tablo 4-3).
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Tablo 4-3: Tiim akciger kanserli hastalarin metillenme durumuna gore dagilim

METILLENMESI METILLENMESI METILLENMESI

ARTAN AZALAN DEGISMEYEN
HASTA
SAYISI 21 3 26
YUZDE %42 %6 %52
(%)

Istatistiksel hesaplamalar sirasinda SPSS 18 programiyla hastalarin timoér ve
normal dokularinin metillenme artislar1 ile yas, cinsiyet, evre, hiicre tipi ve sigara
kullanimi arasindaki iligski Ki-kare bagimsizlik testi ve Fisher’s exact testi kullanilarak

incelenmistir.

Metillenme artiglariyla yas arasindaki baglanti incelenirken yas sinir1 60 olarak
alinmistir. 2 hastanin yas bilgisine ulagilamamistir. Buna gore 60 yas altinda olan 25
hastanin 12’inde (%48) metillenme artmis, 2’sinde (%8) metillenme azalmus, 11 hastada
(%44) ise metillenme degisimi olmadig1 saptanmistir. 60 yas {izerinde olan 23 hastanin
ise 9’unda (%39,1) metillenme artmis, 1’inde (%4,3) azalmis, 13 (%56,5) tanesinde ise
degisim olmadig1 saptanmistir. Bu oranlara goére metillenme artisi ile yas arasinda bir
iliski saptanmamustir (p=0,65). Hastalarin yasa gére metillenme durumlart Tablo 4-4’te

gosterilmektedir.

Tablo 4-4: Hastalarin yasa gore metillenme artis oranlari

METILLENMESI METILLENMESI METILLENMESI

ARTAN AZALAN DEGISMEYEN p
<60 12 2 11
>60 9 1 13 0,65
TOPLAM 21 3 24

Evresi bilinen 44 hastanin metillenme artis1 incelendiginde evre IIA ve IV’te
bulunan hasta olmamasi nedeniyle degerlendirmeye dahil edilmemistir. Evre 11IB’de 1
hasta bulunmasi nedeniyle Evre IIIA ile beraber alinip, Evre 1A, IB, IIB’de bulunan
hastalar ile kiyaslanmustir. Istatistiksel degerlendirme sonucu metillenme degisimi ile
hastalarin evresi arasinda bir iliski saptanmamustir (p=0,79). Hastalarin evrelere gore

metillenme artis oranlar1 Tablo 4-5’te gosterilmektedir.
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Tablo 4-5: Hastalarin evrelere gore metillenme artis oranlari

METILLENMESI METILLENMESI =~ METILLENMESI

ARTAN AZALAN DEGISMEYEN D
IA 3 0 3
IB 7 1 9
1B 6 2 5 0,79
ITIA ve IIIB 3 0 5
TOPLAM 19 3 22

Cinsiyeti bilinen 50 akciger kanserli hastanin 47°si erkek (%94), 3’ ise kadindir
(%6). 47 erkek hastanin 20’sinde (%42,5) metillenmede artis oldugu, 3’iinde (%6,3)
azalma oldugu, 24 hastada (%51) ise metillenmede degisim olmadig1 saptanmustir. 3
kadin hastanin 1’inde (%33,3) metillenmede artis oldugu, 2’sinde (%66,7) ise
metillenmede degisim olmadigr goriilmiistir. Bu oranlara gore de cinsiyet ve

metillenme arasinda iligki saptanmamustir (p=0,83). (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: Hastalarin cinsiyete gore metillenme artis oranlari

METILLENMESI METILLENMESI ~ METILLENMESI

ARTAN AZALAN DEGISMEYEN p
KADIN 1 0 2
ERKEK 20 3 24 0,83
TOPLAM 21 3 26

Hiicre tipi bilinen, KHDAK tanis1 konmus 48 hastanin 22’si skuaméz hiicreli
(epidermoid), 14°ti adeno hiicreli, 6’s1 biiyiikk hiicreli, 2’si kansik tip, 1’1
mukoepidermoid olarak tanimlanmustir. Istatistiksel acidan saglikli hesaplama
yapilabilmesi i¢cin mukoepidermoid karsinom karisik tip ile beraber degerlendirilmistir.
Hiicre tipleri ve metillenme artis1 arasindaki iliski Tablo 4-7°de gosterilmistir. Bu
degerlendirmelere gore hiicre tipi ve metillenme arasinda herhangi bir iligki

bulunamamustir (p=0,16).
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Tablo 4-7: KHDAK hastalarinin hiicre tipi ve metillenme artis oranlari

METILLENMESI METILLENMESI ~ METILLENMESI

ARTAN AZALAN DEGISMEYEN P
Skuamoz 9 0 13
Adeno ca. 8 1 5
Biiyiik hiic. 2 0 4 0,16
Karisik tip 1 1 1
TOPLAM 20 2 23

Hastalarin giinde igtikleri sigara miktarindan yola ¢ikilarak hesaplanan “paket-
yili” (= [giinde icilen sigara miktar1 / 20] x sigara i¢ilen yil) ile metillenme artis
arasindaki iligki incelenmistir. Sigara icmeyenler, 30 paket-yil1 ve daha az icenler ve 30
paket-yilindan cok igenler degerlendirilmis olup, hastalarin metillenme artisiyla sigara
kullantmi arasinda bir iliski bulunamamistir (p=0,43). Bu durum Tablo 4-8’de

gosterilmistir.

Tablo 4-8: Sigara kullanim1 ve metillenme artis oranlari

METILLENMESI METILLENMESI ~ METILLENMESI

ARTAN AZALAN DEGISMEYEN p
Icmeyen 2 - -
<30 10 1 9
>30 9 2 15 0,43
TOPLAM 21 3 24
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5. TARTISMA

Ileri evre kanserlerin genomik analizlerinde 1p36 bolgesi boyunca delesyonlar
bulunmasi sonucunda bu bolgede aday tiimor baskilayici genlerin bulunabilecegi one
siiriilmiistiir. Insanda 1. kromozomun kisa kolundaki delesyonlar ilk olarak 1977 yilinda
noroblastomlu hastalarda saptanmis olup noral, epitel ve hematopoietik kokenli
kanserlerde de bu bolgenin siklikla delesyona ugradigi gosterilmistir. Ayrica genom
melezleme ve heterozigotluk kaybi caligmalari sonucunda akciger kanserinde
kromozomal degisikliklerin 1p bolgesinde sik oldugu gosterilmistir. Bu degisimler
sonucu timor baskilayici genlerin etkinligini kaybettigi ve bunun da tiimor olusumuna
yol actigr gosterilmistir (Bagchi ve Mills 2008). Thompson ve ark. 2003 yilinda,
noroblastomada delesyona ugramis 1p36.3 bolgesinde CHDS geninin bulundugunu
gostermislerdir. CHDS’in siklikla delesyonlarin meydana geldigi bu bolgede bulunmasi
kanser ile iligkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu grup basta olmak {iizere bircok
arastirmact tarafindan CHDS5 proteininin tiimor olusumundaki yeri arastirilmaya
baslanmistir. Thompson ve ark. bir dizi hiicre hattinda ve 137 primer noroblastoma
orneginde CHDS5’in ya hi¢ ifade edilmedigini ya da ¢ok az ifade edildigini
gostermiglerdir. Bu da CHDS5’in oOzellikle noral tiimorlerin  patogenezinde yer

alabilecegini gostermistir.

Bagchi ve ark. hayvan deneyleri ile yaptiklar arastirmalar sonucunda CHDS
geni ifade kaybinin tiimor olusumuna neden oldugunu gostermislerdir. Ayrica yaptiklari
bu calisma sonucunda fare CHDS5 geninin p19Arf/p53 yolagi araciligiyla ¢ogalma,

yaslanma ve apoptozu kontrol ettigini saptamiglardir (Bagchi ve ark. 2007)

Daha sonraki yillarda da CHDS5’in kolon, over, serviks ve meme kanserinde rolii
olabilecegi bu kanserlerde de 1p36 delesyonlarinin saptanmasi ile giindeme gelmistir.
Yapilan aragtirmalar sonucunda da bu kanser tiirlerinde CHDS5 ifadesinde azalma
oldugu gosterilmistir (Thompson ve ark. 2003, Fujita ve ark. 2008, Garcia ve ark. 2010,
Wong ve ark. 2011). 1p36 bolgesinde meydana gelen delesyonlar CHDS ifadesinin
azalmasina veya kaybina neden oldugu gosterilmis olmasina ragmen anormal CHDS

ifadesininin altinda yatan diizenleyici mekanizma heniiz aydinlatilmamustir.

CHDS5 geninde meydana gelen degisimleri saptamak i¢in bir¢ok arastirmaci

tarafindan mutasyon analizi caligmalar1 yapilmis olup, CHDS5 geninde somatik
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mutasyonlar ve kopya sayis1 degisiklikleri saptanmistir. Ayrica bu mutasyonlarin da gen
ifadesinin diizenlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir (Ng ve ark. 2008, Gorringe ve

ark. 2008, Robbins ve ark. 2010, Lang ve ark. 2011, Wu ve ark. 2012).

Cai ve ark. CHDS5 geninin ifadesi iizerindeki mikroRNA etkisini tespit etmek
icin bir dizi kolorektal kanserli hiicre hattiyla analizler yapmis olup, miR-211
mikroRNA’sinin onkogen gibi davranarak CHDS5’in tiimor baskilayici islevini yerine
getirmesini engelledigi ve gen ifadesinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. (Cai

ve ark. 2012).

Tiimor baskilayici genin etkinligini kaybetmesine yol acarak karsinogeneze
sebep olan degisiklerden bir tanesi de epigenetik sessizlestirme mekanizmalarindan biri
olan DNA metillenmesidir. Thompson ve ark.’nmin 11 hiicre hattim 5’-azacytidine ile
muamele ettikten sonra bu hiicre hatlarinda CHDS ifadesinin artmasit CHDS geninin
metillenme ile sessizlestigini gostermektedir. Daha sonraki calismalarda da bircok
arastirmact mide, kolorektal, larinks, glioma, meme kanserli hastalarda promotor bolge
metillenmesine baglh olarak CHDS ifadesinin azaldigini1 gostermistir. Bu arastirmalarin
sonucunda CHDS geninin ¢esitli kanserlerde %4-78 arasinda metillenerek sessizlestigi
gosterilmistir (Thompson ve ark. 2003, Mulero-Navarra ve Esteller, 2008; Gorringe ve
ark. 2008, Mokarram ve ark. 2009; Wang X ve ark. 2009, Wang J ve ark. 2011, Wu ve
ark. 2012).

Literatiirde CHDS ile ilgili olarak akciger kanserli hastalarla yapilan caligmada
metillenme oram belirtilmemis olmakla birlikte yapilan bir tek calismada metillenmeye
bagl olarak gen ifadesinin %86.7 oraninda azaldig1 gosterilmistir (Zhao ve ark. 2011).
Yaptigimiz calismada Zhao ve ark.’nin bildirdigi sonuclar ile uyumlu olarak akciger
kanserinde CHDS5 geninde Orneklerimizde %42 oraninda metillenme oldugunu
gosterdik. Bu sonuglar metillenme sonucu CHDS geninin ifadesinin azalarak, akciger

kanserine neden olabilecegini destekler nitelikte olmustur.

Hastalarin tiimorli ve normal dokulart karsilastirildiginda %42’sinde metillenme
artist olmast akciger kanser olusumu ile CHDS geninin metillenmesi arasinda iliski
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu metillenmenin ifadeyi ne oranda etkiledigi
gen ifade analizinin yapilmasi ile saptanabilir. Ayrica hasta sayisinin arttirilmasi veya
aymt hasta grubunda daha farkli calisma yontemlerinin kullanilmasiyla daha etkili

sonuglar elde edilebilir.
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