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OZET

Hepatoselliller Karsinom (HCC) major risk faktorlerinin iyi tamimlandigi nadir
tiimorlerden biridir. Viral hepatitler, alkol, aflatoksin gibi cevresel ajanlar ve diger
etiyolojik faktorler HCC olgularinda siklikla rastlanmaktadir. Hepatoselliiler karsinomun
cok faktorlii etiyolojisi karmasik molekiiler patogenezi ile agiklanabilmektedir. Gen
ifadelenmesi, mutasyonlar, heterozigotluk kaybi1 ve promotor hipermetilasyonu gibi genis

bir grup molekiiler degisiklik HCC olgularinda bildirilmistir.

Calismamizda; HCC tanis1 almis hastalara ait karaciger dokusu 6rneklerinde DNA onarim
sistemlerinde gorev yapan MLH1, PMS2, MSH6, MSH2, MGMT, MSH3 ve MLH3
genlerine ait promotor metilasyon durumlart MS-MLPA yontemi kullanilarak incelenmis
ve mevcut klinik bulgularla karsilastirilmistir. Incelen olgularda en sik etiyolojik neden tek
basina HBV infeksiyonu varligi (%47,2) olarak tespit edilmistir. Degerlendirilen 56
olgunun 27’sinde (%48,2) g¢alisilan genlerden en az birine ait metilasyon, 13 (%23,2)
tanesinde sadece tek bir gene ait metilasyon ve 14 (%25) olguda da birden fazla gene ait

metilasyon saptanirken, sadece 1 hastada (% 1,8) tiim genlere ait metilasyon saptanmustir.

Calisilan yedi gen igerisinde en fazla metilasyon saptanan gen 14 (% 25,0) olgu ile MSH3
olarak bulunmustur. Tek tiimorii olan bireylerde incelenen genlerden en az birinde artmis
metilasyon, multifokal tiimorleri olanlara gore anlamli olarak daha sik goriilmiistiir. PMS2
metilasyonu saptanan orneklerde HBV pozitifligi, CHILD sinifi, timor sayisi, Grade ve

TNM evresi acisindan anlamli farklilik saptanmustir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak, MMR sisteminde yer alan genlerin metilasyonunun HCC
patogenezinde sorumlu olabilecegi ve bu tiir ¢caligsmalarda ayn1 yolakta gorevli birden fazla
gene ait degisikligin bir arada degerlendirilmesinin daha fazla bilgi verecegi
diistiniilmiistiir. MS-MLPA uygulamasi basit ve maliyeti diislik bir yontem olmakla birlikte
veri analizinde karsilasilan gii¢liiklerin ortadan kaldirilmasi ile yontemin kullanim alam

genisleyecektir.

Anahtar sozciikler: Hepatoselliiler karsinom, DNA onarimi, MS-MLPA, promotor

metilasyonu



ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the rare tumours with well-defined major risk
factors. Frequently seen factors include environmental agents like Hepatitis B and C,
alcohol, aflatoxins and other etiological agents. The multifactorial etiology of HCC can be
explained by its complex molecular pathogenesis. A wide range of genetic changes;
including gene expression changes, mutations, and loss of heterozygosity and promoter

hypermethylation; has been reported in HCC.

In the current study, the methylation status of seven genes involved in DNA repair
mechanisms, namely MLH1, PMS2, MSH6, MSH2, MGMT, MSH3 and MLH3, was
investigated in tumour samples from HCC patients, using the methylation specific —
multiplex ligation dependent probe amplification (MS-MLPA) method and the results were
correlated with clinical findings. The most common etiological factor in these cases was
the presence of hepatitis B alone (47.2%). Among the 56 cases that were studied, promoter
methylation was detected in at least one of the genes in 27 (48.2%) cases, only in one gene
in 13 (23.2%) cases and in more than one gene in 14 (25%) cases. Only in one (1.8%)

patient, methylation was detected in all of the genes studied.

Of the seven genes investigated, methylation was most frequently observed in MSH3, with
14 (25%) cases. Methylation of at least one gene was significantly more frequent in
patients with single tumours than multifocal tumours. There were significant differences
regarding hepatitis B status, Child class, tumour number, grade and TNM stage in cases

where PMS2 methylation was detected.

These results suggest that methylation of genes involved in mismatch repair may be
responsible in the pathogenesis of HCC and evaluating changes in multiple genes in these
pathways simultaneously would be more informative. Despite being a robust and relatively
inexpensive method, the MS-MLPA assay could be more extensively applied with

improvements in the currently intricate data analysis component.

Key words: Hepatocellular carcinoma, DNA repair, MS-MLPA, promoter methylation
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1. GIRIS VE AMAC

Hepatoselliiler karsinom (HCC), primer karaciger kanserlerinin yaklasik %90 kadarini
olusturmaktadir. Diinyada HCC en sik rastlanan besinci neoplazm olup ayni zamanda
kanser iligkili 6limlerin en sik {i¢iincli nedenidir. Siklikla kronik karaciger hastaligi ve

sirotik zemin {izerinde gelisen bu tiimor oldukca saldirgan seyirlidir.

HCC major risk faktorlerinin iyi tanimlandigi nadir tiimdrlerden biridir. Olgularin
%80’inde kanser sirotik karaciger zemininde gelisir ve siroz en kuvvetli yatkinlik olusturan
faktordiir. Siroza neden olan etiyolojik faktorler ise HCC olgularinda ¢ok yiiksek oranda
bildirilmektedir. Viral hepatitler, alkol, aflatoksin gibi ¢evresel ajanlar ve diger etiyolojik
faktorler HCC olgularinda siklikla rastlanmaktadir.

Hepatoselliiler karsinomun ¢ok faktorlii etiyolojisi karmasik molekiiler patogenezi ile
aciklanabilmektedir. Cevresel etkenlerle kuvvetli iliskisi gosterilmis bu hastalikta somatik
hiicrelerde sonradan olusan genetik degisikliklerin karsinogenezde etkili olmasi sasirtict
degildir. Buna ragmen insanlarda HCC gelisiminden sorumlu 6zgiil degisikliklerin sadece
kiiglik bir kismi1 bilinmektedir. Gen ifadelenmesi, mutasyonlar, heterozigotluk kaybi ve
promotor hipermetilasyonu gibi genis bir grup molekiiler degisiklik HCC olgularinda
bildirilmigtir. DNA tamir mekanizmalarinda goérev yapan MGMT,MLH1 ve MLH3
genlerine ait az sayida metilasyon ve ifadelenme c¢alismasi bulunmakla birlikte HCC
patogenezinde DNA onarim genlerinin tiimiine ait metilasyon profillerinin

degerlendirildigi bir ¢aligma yapilmamuistir.

Insan kanserlerinde, tiimdr olusumunu 6nlemek ya da hiicre dongiisiinii korumak ile
gorevli genlerin fonksiyonlarinin promotor metilasyonu ile baskilanmasi bilinen bir
mekanizmadir. Promotor bodlge metilasyonunu gostermede kullanilan yontemlere son
yillarda kullanima giren MLPA (Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification) da
eklenmistir. MS-MLPA (Metilasyon Spesifik- MLPA) ile ayn1 anda birden fazla gen

bolgesinin metilasyon profili belirlenebilmektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda calismamizda; HCC tanist almis hastalara ait karaciger dokusu
orneklerinde DNA onarim sistemlerinde gorev yapan MLH1, PMS2, MSH6, MSH2,
MGMT, MSH3 ve MLH3 genlerine ait metilasyon durumlarinin MS-MLPA ydntemi

kullanilarak incelenmesi ve mevcut klinik bulgularla iliskisinin gésterilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HEPATOSELLULER KARSINOM
2.1.1. Tanmim ve Epidemiyoloji

Primer karaciger kanseri diinya capinda énemli bir saglik problemidir. Diinyada en sik
besinci neoplazm olan bu tiimdér aynt zamanda kanser iligkili 6liimlerin en sik {igiincii
nedenidir. Primer karaciger tiimorleri arasinda en sik goriilen tip hepatoselliiler
karsinomdur. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde primer karaciger tiimérlerinin % 70-
751, Giiney ve Giineydogu Asya gibi yiiksek riskli bolgelerde ise % 90’1 HCC’dir (1) .

HCC siklikla kronik karaciger hastalig1 ve sirotik zemin tizerinde gelisen oldukca saldirgan
seyirli bir tiimdrdiir. Her yil yaklasik 500.000 yeni vaka tam1 almaktadir ve yasa gore
diizeltilmis insidans1 her 100.000 kiside 5,5-14,9 kadardir (2).

En sik goriildigi bolgeler Dogu ve Gilineydogu Asya ve Sahraalti Afrika’dir. En az
goriildiigii bolgeler ise Kuzey Amerika ve Bati Avrupa’dir. Cin’in Giliney Guangxi bolgesi
oldukga yiiksek riskte bir bolgedir ve bir yillik insidanst kadinlar i¢in yaklasik, 30/100.000
ve erkekler i¢in ise 120/100.000 kadardir. Tam tersine Danimarka’da kadin ve erkeklerde
oranlar sirastyla 0,6/100.000 ve 1,6/100.000 olarak belirlenmistir (2).

Saghik Bakanligi tarafindan 2003 yilinda yayinlanan raporda iilkemizde HCC siklig
0,83/100.000 olarak bildirilmistir. (3)

2.1.2. Cinsiyet ve yasa gore dagihm

HCC’nin goriildiigii tiim toplumlara bakildiginda erkeklerde daha sik rastlandigi dikkati
cekmektedir. Erkeklerde goriilme orani1 kadinlara gore 2-3 kat fazladir. Diisiik riskli
toplumlarda hastalik 40 yasindan 6nce oldukca nadirdir. Diger epitelyal kanserlere benzer
sekilde hastalik siklig1 50 yas civarinda artmaktadir. Yiiksek riskli toplumlarda hastalik
baslangic1 daha erken yillarda goriilebilmektedir. Erkeklerde ortalama baglangi¢ yas1 40-
49, kadinlarda ise daha ileri yaslarda daha nadir olmakla birlikte 50-59’dur (4).



2.1.3. Risk faktorleri

HCC major risk faktorlerinin iyi tanimlandigr nadir tiimorlerden biridir. Olgularin
%80’inde kanser sirotik karaciger zemininde gelisir ve siroz en kuvvetli yatkinlik olusturan
faktordiir. Insidans gibi, etiyolojik ozellikler de cografi farkliliklar gdsterir. Asya ve
Afrika’da hepatit B virus (HBV) infeksiyonu kontamine besinlerle birlikte alinan
aflatoksinlerle birlikte hastaliga yol acan en sik sebeptir (4). Aflatoksin B gibi ¢evresel
karsinojenler, timor baskilayici bir gen olan p53 geninin 249. Kodonunda olusan spesifik
bir mutasyon ile birlikte oldugunda tiimor gelisme riskini 3 kat kadar arttirir (5). Dogu
tilkelerinde ve Japonya’da hepatit C virus (HCV) infeksiyonu, siroza neden olan alkol
kullanimi ve hemakromatozis gibi diger faktorler kadar etkili faktorlerdir. Sigara gibi diger

karsinojenik ajanlarin etkisi tam olarak gosterilememistir (4).

2.1.3.1. Viral Hepatitler

HCC siklikla kronik viral infeksiyonun uzun donem sonucu olarak meydana gelir.
Gelismekte olan tilkelerde kronik HBV infeksiyonu olan geng bireyleri etkilerken, gelismis
tilkelerde daha ileri yasta ve HCV infeksiyonu olan bireyleri etkiler (4).

HBV hepadnavirusler olarak adlandirilan hepatotropik virusler grubunda bir DNA
virusudur. HCC i¢in en 6nemli risk faktorii olarak kabul edilen HBV infeksiyonu HCC
olgularmin  %80’1i ile iligkilendirilmistir (6). HBV infeksiyonuna bagli kronik
inflamasyonun tetikledigi oksidatif stres ve sonrasinda gelisen siroz HCC gelisiminde
suglanan ilk mekanizmadir. Ikinci bir mekanizma olarak, HBV tastyici bireylerde goriilen
HCC’ de, HBV DNA dizisinin genomik DNA’ya entegre oldugu diisiiniilmektedir. Virus
insan genomuna oldukc¢a degisken ve rastgele bolgelerden entegre olur. Bazi onkogenlere
ait tek niikleotid degisiklikleri ya da amplifikasyonlarn HBV DNA entegrasyonu ile
iligkisi de nadir olarak bildirilmektedir (7). Son olarak HBV genomunun kodladigr X
antijeninin malign degisime yol agti§1 gosterilmistir. X antijeninin hiicre ¢ogalmasini
arttirdig1, timor baskilayici genlere baglanarak onlari inaktive ettigi ve DNA onarim
mekanizmalarini bozdugu bilinmektedir (8). Giiney Cin gibi yiiksek riskli popiilasyonlarda
hepatit B ylizey antijeninin (HbsAg; kronik hastalig1 gosterir) serumda gosterilmesi HCC
gelisiminde tek basina en Onemli belirtectir. HbsAg pozitif Cinli erkeklerde ayni yas



grubundaki HbsAg negatif bireylere gore hastalik gelistirme riskinin 40-100 kat arttigi
gosterilmistir (9, 10). Buna ragmen HBV maruziyetinin diisiik oldugu toplumlarda HbsAg
pozitifliginin HCC gelisiminde biiyiik bir rolii olmadigi gosterilmistir (1). Kronik HBV
tastyicilarinda HCC gelisme riski tasiyicit olmayan bireylerle karsilastirildiginda 100 kat
daha fazladir ancak erigkin ¢agda infeksiyona yakalanmak riski azaltir. Sirotik bireylerde

HCC gelisme riski % 2-6,6 iken sirotik olmayan bireylerde bu oran % 0,4’tiir (4).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalara gore Tiirk toplumunda HCC gelisiminde birincil risk

faktorii %44,4 oranla HBV infeksiyonu olarak belirlenmistir. (3, 11).

HCV “flaviviridae” ailesinden bir RNA virusudur. Cesitli popiilasyonlarda yapilan
epidemiyolojik ¢alismalar insanlarda HCC gelisiminde kronik HCV infeksiyonunun major
neden oldugunu gdstermistir (12). Buna ragmen diinya ¢apinda hastaligin dagiliminda
onemli bir cesitlilik gozlenmektedir. Cin gibi yiiksek riskli popiilasyonlarda HCC
gelisiminde HCV goreceli olarak kiiclik bir rol oynamaktadir (1, 13 ) . Diger taraftan da
Japonya ya da Giliney Avrupa gibi orta riskli ve ABD gibi diisiik riskli toplumlarda HCV

tim HCC vakalarinin 6nemli bir kismindan sorumlu tutulmaktadir (12).

2.1.3.2. Aflatoksinler

Insanlarda aflatoksin maruziyeti, bazi tahillarin kotii saklanmasi sonucu ortaya cikan
mikotoksinlerin kiiflii gidalar ile birlikte sindirim yolu ile alinmasiyla olusur (1). Yapilan
tanimlayict ¢alismalarda diyetle alinan aflatoksine maruz kalan bireylerde HCC goriilme
oranlar1 karsilastirilmis ve maruziyet dozu ile hastalik insidansi arasinda dogrusal iliski
gosterilmigtir (9, 14, 15, 16). Aflatoksin maruziyetinin gostergesi olarak {riner
metabolitlerin  kullanildig1 c¢alismalarda aflatoksin tespit edilen bireylerde tespit
edilmeyenlere gore dokuz kat fazla HCC gelistigi gosterilmistir. (17, 18). Diger bir
bulguya gore aflatoksin maruziyetiyle birlikte HBV tasiyicist olan bireyler negatif
bireylere gore 60 kat daha fazla hastalik gelistirmektedirler (17). Aflatoksinlerin
karsinojenik potansiyellerini tam olarak gosterebilmeleri icin metabolik aktivasyona
ithtiyaglar1 vardir. Bu nedenle metabolik yolda gorevli enzimlerin polimorfizmlerinin,
aflatoksine yiiksek oranda maruziyeti olan toplumlardaki bireysel ¢esitliligi agiklayabildigi

one siirlilmektedir (1). Yapilan caligmalarda EPHX ve GSMT1 genlerine ait belirli



polimorfizmlerin aflatoksin maruziyeti olan bireylerde HCC gelisimi ile iligkili oldugu

gosterilmistir (19, 20).

2.1.4.Klinik Bulgular

Hastalarin ¢ogunda erken doénemde belirgin bir yakinma yoktur. Kompanse sirozlu
hastalarda ani gelisen asit, ensefalopati, sarilik veya varis kanamasi gibi karaciger
yetmezligi belirtilerinin ortaya ¢ikmasi HCC agisindan 6nemlidir. Sag iist kadranda belli
belirsiz bir karin agrisi, beraberinde halsizlik, kilo kaybi, erken doyma hissi veya iist
batinda ele gelen kitle gibi yakinmalar eslik edebilir. Daha az siklikla goriilen bulgular ise
tikayicr sarilik, diyare, kemik agris1 veya dispne, batin i¢i kanama, ates ve paraneoplastik

sendromlardir ( hipoglisemi, eritrositozis, hiperkalsemi veya ciddi diyare) (21).

HCC hastalarinda fizik muayene bulgular1 genellikle altta yatan karaciger hastaligina bagh
olarak (splenomegali, asit, sarilik veya dekompanse sirozun diger bulgulari) ortaya

¢ikmaktadir (21).

2.1.5. Tan1 ve Tarama Yontemleri

AASLD (American Association for the Study of Liver Diseases) tarafindan bildirilen
ilkelere gore, altta yatan karaciger hastaligi (6rn. siroz, kronik viral hepatitler) olan
bireylerde serum alfa-fetoprotein (AFP) degerinde yiikselme varsa HCC agisindan ileri
tetkikler istenmelidir (22). Bu hastalara ilk tan1 basamagi olarak, karacigere yonelik
bilgisayarlt tomografi taramasi ve/veya manyetik rezonans goriintileme tetkiki

yapilmalidir (23).
Takip gerektiren hastalar ise AASLD o6nerilerine gore iki grupta incelenir (22):

e HBV tasiyicilar
o >40 yas Asyal1 erkekler
o >50 yas Asyal1 kadinlar
o Tiim sirozlu HBV tasiyicilari

o Her yasta, ailesinde HCC olan kisiler



o >20 yas Afrikalilar, Afrika kokenli Amerikalilar
e Siroz hastalar1 (HBV dis1)

o Hepatit C

o Hemakromatozis

o Primer Biliyer Siroz

o Alkolik karaciger sirozu

2.1.6. Patoloji

HCC makroskopik olarak unifokal, multifokal ve diffiiz infiltratif olarak ii¢ sekilde
goriilebilir. Bu tiplerin tiimiinde sirotik rejeneratif nodiiller ile neoplastik nodiillerin ayrimi1
zor olmaktadir. HCC’nin tiim tiplerinde vaskiiler yataga invazyon yapma egilimi vardir.
Histopatolojik olarak baktigimizda ise hepatositleri taklit eden iyi diferansiye bir tiimor ya
da dev tiimor hiicrelerinden olusan az diferansiye bir lezyon olarak gortilebilir. HCC ileri
kanser evrelerine kadar karaciger icinde kalmaya meyillidir. Son donemlerde tiimdr,

bolgesel lenf gangliyonlari, akciger, kemikler gibi ekstra hepatik bolgelere yayilir (24).

2.1.7. Timor Evrelemesi

Onkolojide tiimor evresi hastalik prognozunu belirlemede 6nemli bir gdsterge olarak
kullanilir. Ancak hepatoselliiler karsinomda bu durum biraz daha karmasiktir. Bu nedenle
timor siniflamalarinda yas ve histolojik derece gibi faktorler de bir arada degerlendirilir.
European Association for the Study of the Liver (EASL), timdr evresi, karaciger islev
kaybinin derecesi, hastanin genel durumu ve tedavi etkinligi olmak iizere birbiri ile iliskili
dort faktoriin bir arada degerlendirilmesini 6nermektedir. (25). Bunlara gore her biri farkli
degiskenleri iceren farkli evreleme sistemleri HCC tan1 ve takibinde kullanilmaktadir.

Son yillarda oldukg¢a sik kullanilan Okuda evrelemesinde ise karaciger fonksiyonunu
gosteren (albumin, asit ve bilirubin gibi) parametreler ve tiimoriin biytkligi
kullanilmaktadir (Tablo 2.1) (26). Bu smiflama ile ileri semptomatik evrede tani alan
bireylerin smiflandirilmasini saglanmakta ve son donem hasta grubunu belirlemede

oldukca kullanisli olmaktadir.



Tablo 2.1. Okuda evrelemesi (26)

Parametre Pozitif Negatif
Timér Biyiikligii (%)* >= 50 <50
Asit Var Yok
Albumin (g/L) <=30 >30
Bilirubin (mg/dl) >=3 <3

Evre 1: Hepsi negatif, Evre 2: 1 veya 2 pozitif, Evre 3: 3 veya 4 pozitif
* Total Karaciger Hacmine gore

The Cancer of the Liver Italian Program (CLIP) skoru retrospektif bir ¢alisma sonucu
olusturulmus ve kabul gérmiistiir (27). Siniflama sisteminde kullanilan parametreler ve her
parametrenin karsiligi olan deger Tablo 2.2°de gosterilmistir. Buna gore dort farkl
degiskenle yedi basamakli bir evreleme sistemi olusturulmustur. TNM ve Okuda

evrelemeleri ile karsilastirildiginda ayirt edici giicti daha iyi goriilmektedir.

Tablo 2.2. CLIP siniflandirmasi (27)

Parametre Skor
Child-Pugh
A 0
B 1
C 2
Timo6r morfolojisi
Uninodiiler ve timoriin genisligi <%50 0
Multinodiiler ve tiimoriin genisligi <%50 1
Masif ya da tiimoriin genisligi > %50 2
Alfa fetoprotein
<400 ng/ml 0
>400 ng/ml 1
Makrovaskiiler invazyon
Yok 0
Var 1

CLIP 0: 0 puan, CLIP 1: 1 puan, CLIP 2: 2 puan

Geleneksel TNM evrelemesinde ise diger tiimorlerde oldugu gibi tiimoriin yayginligina

gore hastalik evresi olusturulmaktadir . Ancak yapilan g¢alismalarda tedavi seciminde
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ozellikle rezeksiyon ya da transplantasyon segeneklerinin belirlenmesinde bu evrelemenin

yetersiz kaldig1 belirtilmistir. TNM evrelemesi igin kriterler Tablo 2.3’te gosterilmistir.

Tablo 2.3. TNM evrelemesi

Evre T N M
1 T1 NO MO
2 T2 NO MO
3 T3 NO MO

T1-3 N1 MO
4a T4 NO-1 MO
4b TO0-4 NO-1 M1

T: Tiimor, N: Lenf Nodu, M: Metastaz

BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) evreleme sistemi 4 evreden olusmaktadir ve

primer lezyonun biiyiikliigli, performans durumu, konstitiisyonel semptomlarin varligi,

vaskiiler invazyon, ekstrahepatik yayilim ve Okuda evrelemesini icermektedir (Tablo 2.4)

(28).

Tablo 2.4. BCLC evreleme sistemi (28)

Evre PST Timor Evre Okuda Portal Biluribin  Child-
Evre Hipertansiyon Pugh
Al 0 Tek I Yok Normal
A2 0 Tek I Var Normal
A3 0 Tek I Var Anormal
A4 0 <3 cm 3 timor I-11 A-B
B 0 Biiytik I-11 A-B
Multinodiiler
C 1-2 Vaskiiler I-11 A-B
invazyon
Ekstrahepatik
yayilim
D 3-4 Herhangi biri i C

Evre A: early (erken) HCC

Evre B: intermediate (ara) HCC
Evre C: advanced (ileri) HCC
Evre D: end stage (son evre) HCC



2.1.8. Tedavi

Klasik olarak HCC tedavisi kiiratif ve palyatif yontemler olarak ikiye ayrilir. HCC’de en
etkili tedavi yontemi cerrahi tedavidir, ancak hastalarin ¢ogunlugunda tani esnasinda tiimor
yayillimi veya altta yatan karaciger hastaliginin agirligi nedeniyle cerrahi agisindan geg

kalinmaktadir. Cerrahi disinda pek ¢ok tedavi segenekleri mevcuttur:

e Karaciger nakli

e Radyofrekans ablasyon (“radiofrequency ablation”- RFA)

e Perkiitan etanol veya asetik asit ablasyonu

e Transarteriyel kemoembolizasyon (“transarterial chemoembolization”- TACE)

e Kriyoablasyon (“Cryoablation”)

e Radyasyon tedavisi

o Sistemik kemoterapi
Rezeksiyon, karaciger transplantasyonu ve perkiitan ablasyon gibi kiiratif tedaviler tam
cevap oranlarmi arttirmakta ve yasam siiresini uzatmaktadir. Palyatif tedavi ile kiir

saglanmasa da bazi vakalarda iyi cevap oranlari elde edilmektedir (28).

Barselona ¢alisma grubunun onerilerine gére HCC hastalarinda erken donem, ara donem,

ileri donem ve terminal dénem olmasina gore tedavi basamaklari belirlenmistir (Sekil 2.1).

HCC
[ ! |
Evre O Evre A-C Evre D
PST 0, Child Pugh A Okuda 1-2, PST 0-2 Okuda 3, PST >2
Okuda 1 Child Pugh A-B Child-Pugh C
! 1 i 1 J
Civreimanl & Erken Evre (&) OrtaEve (B) || MeEVE(®) | [roming Evre (D)
; Ak 1 HCC veya 3 nodiil Multinodiiler oreLnvazyon,
Karsinoma in situ <3¢m, PSTO PST O N1, M1, PST 1-2
[ [
3 nodil <=3 cm

l Portal basing / Bilirubin ‘

— [ Anmis — | ilikili hastalikl Portal invé&on N1
M1

Norma

Rezeksiyon Karaciger RFA/ PEI Kemoembolizasyon || Yeni ilaglar
nakli
{

Kiiratif tedaviler ’ Rastgele kontrollii ¢alismalar ‘

Semptomatik
tedavi

Sekil 2.1. HCC evreleme sistemlerine gore kullanilan tedavi algoritmalari (28)



2.1.9. Prognostik Faktorler

Yaklasik 20 y1l 6nce HCC prognozunun oldukga kotii oldugu rapor edilmekteydi ve bu
donemde tedaviye ragmen sag kalim siiresi bir yildan az olarak bildirilmekteydi (26).
Gelismis iilkelerde uygulanan kiiratif tedaviler ile bu beklentiler tamamen degismis ve
dogru evrede tani alinmasi saglanmistir. Bu nedenle prognoz tahminleri sirasinda

hastaligin evresi mutlaka dikkate alinmaktadir (26).

Ulkemizde yapilan bir calismada ortalama yasam siiresi 14 ay olarak belirlenirken cinsiyet,
TNM evresi ve AFP diizeyleri yasam siiresinde etkili prognoz belirleyici faktorler olarak

bildirilmistir (3).

2.1.10. HCC’ de Genetik Degisiklikler

Hepatoselliiler karsinomun ¢ok faktorlii etiyolojisi karmasik molekiiler patogenezi ile
aciklanabilmektedir. insanlarda HCC gelisiminden sorumlu 6zgiil degisikliklerin sadece
kiigiik bir kismi bilinmektedir. Bu genetik degisikliklerden biri olan heterozigotluk kayb1
timor baskilayict genlerin inaktivasyonu ile iliskilidir. Hepatokarsinogenezin ilerleyen

asamalarinda rol oynadigi diisiiniilen genetik faktorler Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Risk Faktorleri HCVHBV Alkol
Saglikli Karaciger Kronik Sirotik Karaciger Hce
Hepatit

Genomik instabilite

Anormal metilasyon

Molekiiler Degisiklikler

Mutasyonlann birikimi

Sekil 2.2. Hepatokarsinogenezin ilerleyen asamalarinda sorumlu genetik degisiklikler (43)
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HCC gelisiminde 1p, 1q, 2q, 4q, 59, 6q, 8p, 9p, 9q, 10q, 11p, 11q, 13q ve 17p bolgeleri
heterozigotluk kaybinin bildirildigi bolgelerdir ve bunlardan bazilarmin  HBV
infeksiyonunun varligi olmaksizin hastalik olusumunda etkili oldugu gosterilmistir. Tiim
genom karsilastirmali hibridizasyon ¢alismalarini karsilagtiran bir meta analizde; RB1
(Retinoblastomal)(13q), CDH1 (E-Cadherin)(16q), SIAH1 (16q) ve p53 (17p) bolgeleri
hastalikla yiiksek oranda iligkili bolgeler olarak gosterilmistir. Yine bu caligmaya gore 4q,
13q ve 16q bdlgelerine ait kayiplar yiiksek oranda HBV ve hastalik ilerleyisi ile iliskili
bulunmus, ek olarak 1q kazanimlarinin HCC patogenezinde erken bir olay oldugu
belirlenmistir (29). HBV iliskili yeniden diizenlenmeler 17. kromozom iizerinde
gosterilmistir.  17p13.1 bolgesine yerlesik p53 geni komsulugunda haritalanmig
degisiklikler bildirilmistir. p53 geni ya da proteininin inaktivasyonu belirgin sekilde
HCC’nin molekiiler patogenezine katkida bulunmaktadir. Aflatoksin maruziyeti ve kronik
viral hepatitlerin HCC gelisiminde en sik risk faktorii olarak belirlendigi cografyalar olan
Sahraalt1 Afrika ve Cin’de, p53 geni 249. kodonununun tiglincii pozisyonunda meydana
gelen ve G:C’den T:A’ ya doniisiim ile sonuclanan nokta mutasyonu yiiksek oranda
saptanmistir (30, 31, 32). Aflatoksin maruziyetine doz bagimli bir cevap olarak tiimorsiiz
karaciger dokusunda kodon 249 mutasyonunu tastyan hiicrelerin artan oranda saptanmasi,
hepatokarsinogenez sirasinda erken bir olay oldugunun gostergesi olarak diigiiniilmektedir
(33). Tersi durumda ise aflatoksin maruziyetinin az oldugu popiilasyonlarda yapilan
caligmalar ile diger p53 mutasyonlarmin ge¢ karsinogenezde ortaya ¢iktigi gosterilmistir
(34, 35, 36). Wilson hastaligi, HBV, HCV ve vinil klorid gibi diger etiyolojik faktorlerle
de iliskili birgok p53 gen mutasyonu bildirilmistir (33).

Kanser patogenezi ile yapilan arastirmalarda siklikla karsimiza c¢ikan farkli sinyal

yolaklarina ait degisiklikler de HCC’ de gosterilmistir (37).

Gen ifadelenmesi, mutasyonlar, heterozigotluk kaybi ve promotor hipermetilasyonu gibi
genis bir grup molekiiler degisikligi iceren karsilastirmali bir analizde HCC igin 6 gruptan
olusan bir molekiiler siniflama (G1-G6) 6ne siiriilmistiir. Kisaca, G5-6 WNT yolagi
aktivasyonunu, G2 AKT sinyal yolagini ve G1-2-3 ise hiicre dongiisii ile iliskili genlere ait

degisiklikleri igermektedir (38).

Bu tiimorlerde ve ek olarak adenomlarda bildirilen diger heterozigotluk kaybr ile iligkili
gen ise 6q bolgesinde yerlesmis mannoz-6-fosfat/insiilin benzeri biiyiime faktori 11

reseptor (M6P/IGF2r) lokusudur. Bu reseptor, biiyiime faktorii (TGF-Beta) inhibisyonu ve
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kuvvetli mitojen bir proteinin (IGF2) degradasyonu igin gerekli oldugundan reseptoriin

islev kayb1 ya da inaktivasyonu durumunda karaciger hiicre bliylimesi hizlanmaktadir (7).

Yanlis eslesme tamiri (Mismatch repair- MMR) genleri ile HCC’ nin iligkisi simdiye dek
az sayida calismada incelenmistir. Bu c¢alismalardan birinde bu genlere ait azalmis
ifadelenme diizeyleri gosterilmistir. Ancak bu genlerin ifadelenmesinin azalmasina neden

olan mekanizma tam olarak ortaya konulamamustir (39).

HCC gelisiminde epigenetik degisimler 6zellikle de anormal CpG (Fosfodiester bagi ile
bagl Sitozin-Guanin) adacik metilasyonu farkli ¢alismalarda gosterilmistir (40, 41). Aym
zamanda pl6, COX2, E-Cadherin ve GSTP1 genlerinin metilasyonunun farkli
karsinogenez asamalarinda etkili oldugu kanitlanmistir (42). HCC molekiiler patogenezi ile
iligkili ¢aligmalar, bu genlerin molekiiler fonksiyonlari, mutasyon mekanizmalart ve olusan
fonksiyon degisiklikleri ile HCC patogenezinde bildirilmis rastlanma sikliklar1 Tablo 2.5°te

gosterilmistir.
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Tablo 2.5. HCC’ nin molekiiler patogenezinde tanimlanan genlerin hiicresel islevleri,
fonksiyonel degisiklikleri ve goriilme sikliklart (43)

Gen Molekiiler Mekanizma Fonksiyonel Siklik
Fonksiyon Degisiklik (%)
P53 Hiicre Déngiisii  Mutasyon Islev kayb 0-67
DNA kopya sayist Heterozigotluk
degisiklikleri Kaybi1 14
Metilasyon Kazanim
Ekspresyon Azalma
CDKN2A (p16) Hiicre Déngiisii  Mutasyon Islev kayb 13
Metilasyon Kazanim 56-83
Ekspresyon Azalma
CCND1 (Cyclin Hiicre Dongiisiit  DNA kopya sayist  Amplifikasyon 7
D1) degisiklikleri Azalma
Ekspresyon
RB1 Hiicre Dongiisii  Mutasyon Islev kaybi 15
(Retinoblastomal) DNA  kopya  sayist Heterozigotluk
degisiklikleri Kaybi1
CTNNB1 (b- Diferansiasyon/ Mutasyon Islev kazandiran 0-44
catenin) proliferasyon Ekspresyon Artma
CDH1 (E- Diferansiasyon/ DNA kopya sayist Heterozigotluk
cadherin) proliferasyon degisiklikleri kayb1
Metilasyon Kazanim
Ekspresyon Azalma
MYC Diferansiasyon/ DNA kopya sayist  Amplifikasyon
proliferasyon degisiklikleri Kay1p 30
Metilasyon Artma
Ekspresyon
PIK3CA Biiyiime Mutasyon Islev Kazandiran ~ 0-35
Faktorii Ekspresyon Artma
PTEN Biiylime Mutasyon Islev kayb 0-11
Faktorii DNA kopya sayisi Heterozigotluk
degisiklikleri kaybi
Ekspresyon Azalma
KRAS Biiylime Mutasyon Islev kazandiran 3-42
Faktorii Ekspresyon Artma
IGF2 Biiylime Mutasyon Islev kazandiran 12-44
Faktorii Ekspresyon Artma
VEGF Biiylime DNA kopya sayist  Amplifikasyon 5
Faktori degisiklikleri Artma
Ekspresyon
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2.2. DNA ONARIMI
2.2.1. DNA Hasan

Genetik kararliligin korunmasi i¢cin DNA kopyalanmasinin diizgiin sekilde devam
ettirilmesine ek olarak DNA’da olusan hatalarin da onarimi gerekmektedir. DNA hasarina

neden olan i¢ ve dis etkenler belirlenmistir (44).
DNA hasarina neden olan hiicre dis1 ajanlar sunlardir;

¢ lyonizan radyasyon: Gama ya da X 1sinlar1 tek ya da ¢ift zincir DNA kiriklarina
neden olur

& Morétesi (UV) 151k

& Cevresel kimyasallar: Hidrokarbonlar (6zellikle sigarada bulunur), bazi bitkiler,
mikrobiyal {tirlinler (aflatoksinler gibi), kanser tedavisinde kullanilan kimyasallar bu

grupta sayilabilir.
DNA hasarina neden olan hiicre i¢i mekanizmalar sunlardir:

& Depiirinasyon: Cekirdekli insan hiicrelerinin her birinden baz-seker baZinin
ayrilmasi ile giinde yaklasik 5000 A ya da G kaybedilir.

¢ Deaminasyon: Her giin yaklastk 100 C kendiliginden deamine olur ve U’ ya
dontisiir. Daha az siklikla ise A deaminasyonu ile hipoksantin, G deaminasyonu ile de
ksantin olusur.

& Reaktif oksijen tiirleri.

¢ Replikasyon ya da rekombinasyon hatalari (44).
2.2.2. DNA Onarim Mekanizmalari

DNA’da olusan hatalar sonrasinda hiicre yasamaya devam ederse bu hatalar diizeltilir.
Bunun i¢in gerekli 130 kadar protein farkli mekanizmalar ile DNA onarim sisteminde
gorev yapar. DNA onarim genlerinde olusan somatik mutasyonlar sonrasinda farkli klinik

durumlar ortaya ¢ikar (Tablo 2.6).
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Tablo 2.6. DNA onarim genlerinde meydana gelen somatik mutasyonlar sonrasi olusan

hastaliklar (45)
Isim Fenotip Etkilenen Enzim ya da Yolak
MSH2, MSH3, MSH6, Kolon Kanseri MMR
MLH1, PMS2

Kseroderma pigmentozum

Hseroderma  Pigmentozum

Varyanti

Ataksi- Telenjiektazi

BRCA2

Werner Sendromu

Bloom Sendromu

Deri Kanseri, Hiicresel UV
duyarlihigi, norolojik

bozukluklar

Hiicresel UV duyarliligi

Losemi, Lenfoma, Hiicresel

Gama s duyarlilig,

genom instabilitesi

Meme ve over kanseri

Prematiir yaslanma, farkh
bolgelerde kanserler,genom

instabilitesi

Farkl bolgelerde kanserler,

genom instabilitesi, Losemi

Niikleotid c¢itkarma Onarimi
(“Nucleotide
repair”, NER)

excision

DNA polimeraz 6’ nin yaptigt

translasyon sentezi

ATM proteini (Cift zincir
kiriklart ile aktive olan bir

protein kinaz)

Homolog rekombinasyon ile

tamir

Aksesuar 3’ eksoniikleaz ve

DNA helikaz

DNA  c¢apraz  baglanma

onarinii

DNA onarim mekanizmalar1 dogrudan onarim, baz ¢ikarma onarimi, niikleotid ¢ikarma

onarimi ve yanlis eslesme tamiri olarak dort grupta incelenebilir.

2.2.2.1. Dogrudan onarmm

Cok sik kullanilmayan bu mekanizma i¢in 3 farkli gen goérev yapmaktadir. Bunlar

icerisinde en iyi tanimlanan O%-Metil guanin-DNA metil transferaz (MGMT) enzimidir.
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MGMT geni, 10. kromozom uzun kolu iizerinde yer almakta (10q26), normal hiicre
dongiisiiniin  devamliliginda ve genomik stabilitenin korunmasinda Onemli rol
oynamaktadir (46). Genin iriinii olan protein, yanlis metillenmis guaninlerden metil
gruplarmi kaldirir. Guaninin O° pozisyonunda alkilasyonu kanserde mutasyon olusumunda
onemli bir basamaktir (47). Nokta mutasyonu etkilerine ek olarak O6-metilguanin
rezidiileri rekombinojenik ve sitotoksik etki gosterirler (48). Ek olarak, O6-kloretilguanin
sitozin rezidiilerinin karsilifinda ¢apraz baglanmaya neden olarak DNA replikasyonunu
bloke eder (49). MGMT, alkil grubunu transfer eden dogrudan onarim yolagi ile hiicreleri
bu hasardan korur (50). Yapilan ¢alismalarda MGMT ifadelenmesinin tiimor hiicrelerinde
normal dokuya gore azaldigi ve bu durumdan sorumlu mekanizmanin MGMT geni
promotor hipermetilasyonu oldugu belirlenmistir (51, 52, 53, 54). Kanser hiicresinde
metillenmis MGMT ’nin islev kaybederek mutasyon olusumuna neden olmasi ve normal
hiicrede metillenmemis MGMT’nin yanlis metillenmis guaninlerden metil gruplarim

kaldirmas1 Sekil 2.3’te gdsterilmistir.

Kanser Hiicresi OgmeG

Adenin gibi okunur

MGMT’nin promotor hipermetilasyonu G den AT ye dealsim
ile transkripsiyonel olarak
sessizlestirilmesi

, T TC GA T TA A

T TC GA T TA

55 ’ 5 i
HHW A R H B
3.. i Y AAGCTAATEC ’
AAGCTAATSGC
Normal Hiicre MGMT ile 06 pozisyonundan

CH,

CH; grubu kaldinhr i
@ p

T TC GA T TA G

‘T TC GA T TA , 5

J 3 M TSIV
A AGCTAATSC A A GCTAATC

Sekil 2.3. Kanser hiicresinde metillenmis MGMT’ nin islev kaybederek mutasyon
olusumuna neden olmasi ve normal hiicrede metillenmemis MGMT’ nin yanlis

metillenmis guaninlerden metil gruplarini kaldirmasi (55).
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2.2.2.2. Baz ¢ikarma onarmm ( “Base excision repair”, BER) ve Niikleotid ¢ikarma

Onarmmi (“Nucleotide excision repair”, NER)

BER sistemi ile en sik gorilen DNA hasarlart diizeltilir. Insanlarda farkli DNA
glikozilazlar1 kodlayan en az sekiz gen vardir. Her biri 6zellesmis sekilde baz hasarini tanir
ve diizeltir. Hatali bazin endoniikleaz ile kaldirilmasinin ardindan kayip bazin bulundugu
pozisyonda bir fosfodiesteraz seker fosfat kopriisiinii keser ve seker fosfat kalintisini
kaldirir. Bosluk ise DNA polimerazin yeniden sentezi ile doldurulur ve DNA ligaz ile

birlestirilir. Benzer mekanizma spontan depiirinasyonda da kullanilir (56).

NER ile, BER’ den farkli olarak hasarin ¢evresindeki genis bir alan da kaldirilir. Otozomal
resesif bir hastalik olan Kseroderma Pigmentozum’da bu mekanizma bozulmustur ve DNA
hasar1 tamir edilemediginden fenotip hiicresel UV duyarlilig1 olarak karsimiza ¢ikar (56).
Iki 5nemli DNA onarim mekanizmasi olan BER ve NER’in karsilastirilmas1 Sekil 2.4’te

gosterilmistir.

Primidin dimeri

«-Deamine sitozin e
AOAAZEEE LS
CGAGTAGG GATGCCAGATGATACC

URASILDNA [Ervmes] |
U GLIKOZILAZ
ct¥cetcTalrard¥

FRREEL. bt e

l_ﬂlj@f’"m J’fgf E:rsr::(a:az" DNA GATGCCAGATGATACLC

CGAGTAGG

F I

AP ENDONDKLEAZ VE ; cearcralarg
& FOSFODIESTERAZ SEKER Nk ksl kain
FOSFATIKALDIRIR DNAHELIKAZ

GCT ATCC C T A G
Tek ntikleotid eksik - 12 ntikleotid
DNAsarmalil ri_ ol - = eksik DNA
CGAGTAGG GATGCCAGATGATACC Samal
‘D_NAPOLIMERAZ YENI N_UKLEOITIDLER | DNAPOLIMERAZ
EKLER, DNA LIGAZ ‘BO.‘SLUGU VE
DOLDURUR DNALIGAZ

GCTCATCC CTACGGTCTACTATGG

fettal.ate

At

CGAGTAGG GATGCCAGATGATACC

Sekil 2.4. BER ve NER’in karsilastirilmasi (45)
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2.2.2.3.Yanhs eslesme tamiri

Bir¢ok yanlis eslesmis baz DNA polimerazin kendi hatalarim1 diizeltme aktivitesi ile
uzaklastirilir. Gozden kaganlar ise daha sonra yeni sentezlenmis DNA’y1 taniyan MMR
sistemi ile onarilir. MMR sistemi, genomik kararliligin korunmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Diger DNA onarim sistemlerinde oldugu gibi MMR sistemi Oncelikle E.
coli’de tanimlanmistir. E. coli ‘de MMR sistemi yeni sentezlenen DNA’y1 bu iplikteki
GATC dizilerinde bulunan adeninlerin metillenerek 6-metil guanin olusturmasi esasina
gore tanir. Yeni sentezlenen zincirde metilasyon goriilmez (45). MMR sisteminde gorevli
proteinlerin E. Coli’de ve insandaki homologlar1 ve fonksiyonlar1 Tablo 2.7°de

gosterilmistir.

Tablo 2.7. MMR sisteminde gorevli proteinlerin £. Coli’de ve insandaki homologlar ve

fonksiyonlar1 (57)
E. coli Insan Fonksiyon
MutS hMutSa. (MSH2- MSH6) DNA vyanlis eslesme ve hasar
hMutSB (MSH2-MSH3) tanimas:
MutL hMutLa (MLH1-PMS2) Endoniikleaz, yanlis eslesme ile
hMutLp (MLH1-PMS1) uyarilan ¢ikarimin sonlandirilmast

hMutLy(MLH1-MSH3)

MutH ? Zincir ayrilmasi

UvrD ? DNA helikaz

Exol, ExoVIIl, ExoX, Exol Yanlis bazin ¢ikarilmasi

Recl]

Pol 111 Holoenzim Pol & Yeni DNA sentezi
PCNA MMR baslamasi, Yeni DNA

sentezi

SSB RPA Yanlis baz ¢ikariminin uyarilmasi
HMGB1 Yanlis eslesme ile uyarilan
REC ¢ikarimin sonlandirilmasi

DNA Ligaz DNA Ligaz | Centik onarimi
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Biyokimyasal ve genetik ¢alismalar ile protein {iriinlerinin DNA MMR sistemi i¢in gerekli

oldugu en az alt1 gen (MLH1, MSH2, MSH6, MLH3, PMS2 ve MSH3) tanimlanmuistir.

MLH1 geni herediter nonpolipozis kolon kanserinde siklikla mutasyona ugrayan bir bolge
olarak belirlenmistir. E. coli’ de MutL geninin insandaki homologu olan bu gen 3p21.3’te
yerlesmistir ve herediter nonpolipozis kolon kanserinde mikrosatellit dizilerinde
karakteristik degisiklikler ile iliskili bulunmustur. Degisik transkript varyantlari
tamimlanmakla birlikte heniiz tiim nitelikleri ortaya konmamustir (58). MLH1 geninin
metilasyonu ile gen ifadelemesinin azaldig1 ve ek olarak da metilasyonun tiimor ilerlemesi

ve gelisimi ile iliskili oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (59, 60).

MSH?2 ise yine herediter nonpolipozis kolon kanseri ile iliskisi gosterilen ve mikrosatellit
instabilitesine yol agan diger bir MMR genidir. 2p21°de lokalize olan bu genin E coli’de
homologu mutS olarak bildirilmistir (58). MHS2 geninde belirlenen germ-line mutasyonlar
herediter polipozis olmayan kolon kanseri ailelelerinde gosterilmistir (61). Yapilan
calismalar nonpolipozis kolon kanseri ile iligkili mutasyonlarin %90’ min MLH1 ve MSH2

genlerinde gosterildigini bildirmistir (62).

E coli’ de MutS proteinine benzer bir protein kodlayan diger bir gen ise MSH6’dir. MutS
proteini yanlis eslesmis proteinlerin tamir edilmek iizere taninmasinmi saglar. MutS
homologlarinda yaklagik 150 a.a.’ten olusan yiiksek oranda korunmus “Walker-A adenine
nucleotide binding motif” diye adlandirilan bélge bulunur. MSH6 nin iriinii olan protein
MSH2 ile birlikte ADP ve ATP degisimi saglayarak, bir molekiiler kavsak gibi ¢alisan
yanlis eslesme tanima kompleksi olustururlar. Bu gendeki mutasyonlar herediter

nonpolipozis kolon kanseri ve endometriyum kanserinde tanimlanmistir (58).

MutL homolog gen ailesinin bir diger iiyesi olan MLH3 geni 14q24.3’te lokalizedir. MLH
genlerinin timii DNA replikasyonu ve takibinde mayotik rekominasyon siirecinde
genomik kararliligin korunmasini saglar. MLH3 proteini diger aile iiyeleri ile birlikte bir
heterodimer gibi ¢alisir (58). MLH3 genindeki somatik mutasyonlar siklikla mikrosatellit
instabilitesi sergileyen timorlerde karsimiza cikarken germ-line mutasyonlar herediter

nonpolipozis kolon kanserinde bildirilmistir (63).
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Kromozom 7 iizerinde yerlesmis PMS2 geni DNA yanlis eslesme tamiri ile ilgili baska bir
gendir. Gen lriinii olan protein MLH1 ile bir heterodimer olusturur ve bu kompleks yanlis
eslesmis bazlara baglanir (58). Bu gendeki mutasyonlar sonucu herediter nonpolipozis
kolon kanseri, Turcot Sendromu ve supratentoryal primitif néroektodermal tiimorler olusur

(63).

MutS beta homologu olarak bilinen ve MSH2 ile heterodimer olusturarak replikasyon
sonrasi DNA MMR sisteminin bir pargasi olarak goérev yapan MSH3 geni 5gql11-12
bolgesinde lokalize olup, mutasyonlar1 endometrium kanserinin bir sebebi olarak

belirlenmistir (58).

2.3. EPIGENETIK

Klasik genetik bilgiler ile fenotipte gozlenen ¢esitlilik her zaman agiklanamamaktadir.
Epigenetik, DNA dizisinde kalitilabilir degisiklikler olmaksizin gen ifadelenme ve
fonksiyonun baglatilmasi ve siirdiiriilmesi ile iligskili mekanizmalar olarak diisiintilebilir.
Aynmi zamanda epigenetik icin c¢evre ve genetik faktorler arasinda bir aract oldugu

sOylenebilir. (64).

2.3.1. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik ag1 cok katmanli karmagikligin igerisinde {i¢ mekanizma ile dzetlenebilir.

2.3.1.1. Histon modifikasyonlari

DNA niikleozom formunu alabilmek i¢in histon proteinleri ile sarili halde bulunur. Her
niiklezom H3 ve H4 dimerleri ile ¢evrili iki adet histon 2A ve iki adet histon 2B
tetramerinden olusur (65). Birbirini izleyen iki niikleozom baglayici histon (H1) ile
birbirine baglanmistir. Bu baglayici histonlarin bollugu ile kromatin yerlesimi arasinda
oldukga kuvvetli bir iliski vardir. Gen ifadelenmesi sirasinda histon proteinleri ile DNA

molekiilii arasindaki paketlenme yeniden modellenme denilen degisiklige ugrayarak buna
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imkan verir. Histon proteinlerinin amino ucunda asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubikutinasyon, ADP ribozilasyon ve sumoylasyon gibi g¢esitli posttranslasyonel
modifikasyonlar goriilmektedir. Bu modifikasyonlarin histonlarin elektrostatik yiikiinti
etkilemesi ile kromatin yapisimi degistirdigi ve sonrasinda histon-DNA ve histon-histon
iligkisi etkileyerek, DNA paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen ifadelenmesi gibi

bir¢ok biyolojik olay1 kontrol ettigi bilinmektedir (66, 67, 68, 69)

Histon modifikasyonlari igerisinde en iyi bilineni asetilasyondur. Histonlarin asetilasyonu
histon asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim aileleri tarafindan
diizenlenmektedir (Sekil 2.5). Negatif yiikli asetil grubunun histon proteininin amino
ucuna takilmasiyla pozitif yiiklii lizin aminoasiti yiikiinii kismen kaybetmekte, kromatinde
gevseme meydana gelmekte, transkripsiyon faktorlerinin genlerin promotor bdolgelerine
ulagmalar1 kolaylagsmakta ve bu sayede transkripsiyon gergeklesmektedir. Asetilasyon geri
doniisimlii  olarak gergeklesen bir olaydir. Lizin aminoasitinden asetil grubunun
cikartilmasiyla kromatin tekrar kondanse olmakta ve transkripsiyon baskilanmaktadir.
Kromatinin belli bir bolgesinde histonlarin asetile olmasi, o boélgenin transkripsiyonel
acidan aktif oldugunu gosterirken, deasetile olmasi transkripsiyonun baskilandigini

gostermektedir (70).

Deasetile histon proteinleri Asetile hiStO“_ proteinleri
(inaktif) (aktif)

Sekil 2.5. Inaktif haldeki deasetile histon proteinlerinin HAT enzimi ile aktif formu olan
asetile hale getirilmesi ve ayni reaksiyonun HDAC enzimi ile tersi yoniinde

gerceklestirilmesi
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2.3.1.2. Micro RNA’ lar

Kiiclik kodlayici olmayan RNA’lardan olan "microRNA" (miRNA) yaklagik 21-23
niikleotid uzunlugunda tek iplikli bir RNA molekiiliidir ve gen ifadelenmesinin
diizenlenmesinde rol oynar. miRNA'lar kodlamayan RNA'lardandir, yani DNA'dan
transkripsiyonu yapilan ama proteine cevrilmeyen genler tarafindan kodlanirlar. Pri-
miRNA olarak adlandirilan primer transkriptler islenerek, 6nce pre-miRNA adli kisa
yapilara, sonra da fonksiyonel miRNA'ya doéniisiirler. Olgun miRNA molekiiller bir veya
daha ¢ok mesajc1t RNA (mRNA) ile kismi tamamlayicidir ve baslica iglevleri gen ifadesini

ayarlamaktir (71).

2.3.1.3. DNA Metilasyonu

DNA’nin metillenmesi, omurgalilarda transkripsiyonun kontroliinde kromatin yapisi ile
iliskili genel bir mekanizmadir. Insan DNA’sinda metilasyon CpG olarak adlandirilan
guaninin Oniine yerlesmis sitozinlerde meydana gelir (72). DNA metilasyonunda gorevli
olan DNA Metil Transferaz (DNMT) enzimleri; DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b
ve DNMT3L olmak iizere bes tanedir. DNMT1 yar1 metillenmis DNA’y1 tam metilleyen
ve metilasyonun idamesinden sorumlu olan en 6nemli enzimdir. DNMT3a ve 3b ise
embriyonik hiicrelerde yogun olarak ifadelenmekte ve de novo metilasyonda gorev
almaktadirlar. Metilasyon esnasinda metil kaynagi olarak organizmadaki genel metil verici

olan S-adenozil metiyonin (SAM) kullanilmaktadir (Sekil 2.6).

NH,

{/):\v/ H
|

sitozin
0
SAM-CH, >
SAM
NH,

//4\/ CHJ

5-metil sitozin

== DNA metil transferaz

0~

Sekil 2.6. SAM varliginda DNA metil transferaz ile sitozin’den 5-metil sitozin olusumu
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Genomda 16 farkli diniikleotid olasiligi bulunmaktadir (AA, AT, AC, AG, TT, TA, TC,
TG, CC, CA, CT, CG, GG, GA, GT, GC). Bu diniikleotidlerden biri olan CpG diniikleotidi
tim genomun yaklasik %1’ ini olusturmaktadir. CpG diniikleotidi oranmin insan
genomunun evrimi sirasinda ‘CpG supresyonu’ olarak adlandirilan bir fenomenle basarili
bir sekilde azaltildigina inanilmaktadir. CpG bolgeleri genom igerisinde rastgele dagilmaz
ve CpG adaciklar1 olarak da bilinen CpG zengin bolgeler bir¢ok genin diizenleyici
bolgelerinin 5’ ucuna yerlesmistir. DNA metilasyonunun dokuya 6zgii ve germ-line

genlerin kontroliinde dnemli bir basamak oldugu bilinmektedir (73).

Genomik imprinting sirasinda iki parental allelden birinin monoallelik ifadelenmesi i¢in de
DNA metilasyonu gereklidir (74). Ayrica kadinlarda X inaktivasyonu da ayni mekanizma
ile saglanmaktadir. Tekrarlayan DNA dizilerinin hipometilasyonu “transposable” DNA
dizilerinin tekrar aktivasyonu ile kromozomal instabiliteye, translokasyonlara ve genin
yapisinin  bozulmasina neden olabilir (45). Genellikle CpG metilasyonu genin
sessizlestirilmesi ile iligkilidir. DNA metilasyonu gen ifadelenmesini farkli mekanizmalar
ile inhibe edebilir (75). Normal hiicrede ve kanser hiicresinde DNA metilasyonunun

sonuclar1 Sekil 2.7°de gosterilmistir.

KROMATIN
ORGANIZASY ONU ILE AKTIF-
X KROMOZOM METILASY ON VE
INAKTIVASYONU EKSPRESYON
GENOMIK
PAR_AZIT_IK IMPRINTING
DIZILERIN
SUSTURULMASI
TUMOR BASKILAYICI
GENLERDE PROMOTOR ——
HIPERMETILASY ONU 5mCREZIDULER

GLOBAL GENOMIK
HIPOMETILASYON

GENIN BASKILANMASI: ——
*TF BAGLANMASININ ‘ 5mC IN TIMINE
ENGELLENMESI TRANSIZY ONU, ARTMIS
*MBP ARACILIGI ILE KROMATIN UV ABSORBSIYONU,
YOGUNLASMASI KROMOZOMAL KARSINOJENLERIN DNA
KARARSIZLIK, Y ABAGLANMASINDA
ANOPLOIDI, ARTIS
TRANSPOZON
AKTIVASYONU

Sekil 2.7. Normal hiicrede ve kanser hiicresinde DNA metilasyonunun sonuglari (76)
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2.3.2. DNA metilasyonu ve kanser

DNA metilasyonu ve kanser iliskisi uzun yillardir bilinmekte ve bu konudaki ¢alismalar
cok sik karsimiza ¢ikmaktadir. Metilasyonun hem artmasi hem de azalmasi hiicrede farkl
mekanizmalar etkileyerek normal hiicre dongiisiinii kanser yoniinde degistirebilmektedir
(76). DNA iizerinde hipo ve hipermetilasyonun meydana geldigi bolgeler ve kanseri

olusturan mekanizmalar Sekil 2.8’de 6zetlenmistir.

. B m m - | NORMAL HUCRE
Tekrar dizilerif Transpozonlar CpG adaciklan
(Hipermetile) (Hipometile)

ﬂ Hipometilasyon ﬁ Hipermetilasyon

Transkripsiyonun baskilanmasi,
tumor baskilayici gen
ekspresyonunun kaybi

Mitotik rekombinasyon,
genomik kararsizlik

I |

V

KANSER

Sekil 2.8. Hipo ve hipermetilasyonun meydana geldigi bolgeler ve kanseri olusturan

mekanizmalar (76)

2.3.2.1. Hipometilasyon ve Kanser

Normal dokulardaki karsiliklar: ile kiyaslandiginda genlerin metilasyon seviyelerindeki
azalma insan tiimorlerinde ilk olarak ortaya konmus bir epigenetik degisikliktir (77). DNA
hipometilasyonu ile kanser gelisimi arasindaki iliskiyi aciklamada 3 farkli mekanizma one
siriilmiistiir. Bunlar; kromozomal instabilite gelisimi, transposable elemanlarin
reaktivasyonu ve imprinting kaybidir (72). Metilasyonun kaybi1 oncelikle tekrarlayan DNA

bolgelerinde hipometilasyon ve genlerin kodlayict kisimlarinda ya da intronlarinda
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demetilasyon sonucu goriiliir. Timdr gelisim siirecinde iyi huylu olusumdan malign

dokuya dogru gegiste hipometilasyon seviyesi de artar (78).

2.3.2.2. Promotor Hipermetilasyonu ve Kanser

Insan genomunda yaklasik sayisinin 20.000 oldugu tahmin edilen CpG adalarmin %50-60’
inin genlerin promotor bolgelerinde oldugu bilinmektedir. Bir¢ok kanser tiiriinde karsimiza
cikan temel mekanizma tiimor baskilayici genlerin promotor bolgelerinde bulunan CpG
adaciklarinda meydana gelen hipermetilasyondur. Bu mekanizma ile ilgili ilk aragtirmalar
Rb1 geninin promotor bdlge hipermetilasyonun gosterilmesi seklindedir (79,80). Hiicre
dongiisii ve apopitoz gibi hiicresel yolaklara ek olarak tiimor baskilayict genlerde ve DNA
onarim genlerinde promotor hipermetilasyonu yolu ile genin susturulmasi bilinen bir
mekanizmadir (81). Kanserlesme siirecinde promotor hipermetilasyonunun rolii erken
evrelerde belirgin olarak goze c¢arpmaktadir. Promotor bolge hipermetilasyonu ile
transkripsiyon faktorlerinin promotora baglanmasini dnleyerek genin susturulmasi saglanir

(82).

2.4. Metilasyon tarama yontemleri

Genom tlizerinde yer alan metilasyon bolgelerinin varliginin ya da konumunun tespiti i¢in
kullanilabilen yoOntemlerin ¢esitliligi ile dogru orantili olarak ¢ok sayida arastirma
yapilmaktadir. Her yontemin kendine 6zgii kullanim alanlari ve uygulama bigimleri
nedeniyle farkli yontemlerin bir arada kullanimi da giindeme gelmektedir. Bu yontemler ile
tim genomdaki DNA metilasyonunun derecesinin, spesifik bir dizideki DNA metilasyonu

durumunun ya da yeni metilasyon noktalarinin belirlenmesi miimkiin olmaktadir (82).

2.4.1. Tim genom metilasyon profilinin belirlenmesi

Tiim genomdaki metilasyon profilini belirlemek i¢in kullanilan yontemler yiiksek
performansli ayirma yontemleri ya da enzimatik/kimyasal uygulamalar kullanilarak yapilir.

Ornegin, enzimatik hidroliz sonrasinda elde edilen deoksiriboniikleozidlerin Yiiksek
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Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC-High Performance Liquid Chromatography) ile
ayrigtirllmasi ve sitozin ve metil sitozinlerin absorbanslarinin karsilastirilmasi ile tim
genomda metilasyon durumu belirlenebilmektedir (82). Bir diger uygulama da metil

sitozin spesifik antikorlarin kullanildig: in situ yontemdir.

2.4.2. Spesifik DNA dizisinde metilasyon durumunun belirlenmesi

Belirli bir DNA dizisinde metilasyon profilinin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemler
bisiilfit bagimli olan ve olmayan yontemlerdir. Bisiilfit modifikasyonuna bagli olmayan
yontemlerin ortak 6zelligi DNA metilasyon paterninin baz modifikasyonu olmaksizin
metilasyon duyarli ve duyarsiz restriksiyon enzimleri kullanilarak belirlenmesidir. En sik
kullanilan metilasyon spesifik restriksiyon enzim izosizomerleri Hpall/MspI’dir (82).
Southern blot yontemi ile kesim iiriinleri jel elektroforezi ile ayristirmanin ardindan
nitroseliiloz bir membran iizerine alinir ve isaretlenmis problar ile hibridize edilir.
Ardindan da otoradyografik yontemlerle goriintiilenir. Yontemin kisitliliklar1 zahmetli
olmasinin yaninda fazla miktarda DNA’ ya ihtiya¢ duymasidir. Bir diger sekilde de enzim
kesimi yapilmis ornekler polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilarak goriintiilenir.
Metilasyon spesifik enzim ile kesilen iirlinlerde eger metilasyon varsa kesim olmaz ve PZR
triinii gorlintiilenebilir. Bu yontemin duyarliligi metilasyon spesifik enzimlerin tanidigi

noktalarin sinirli olmasi nedeniyle diisiiktiir (82).

Bistilfit modifikasyonuna bagimli yontemler de belirli bir DNA dizisinde metilasyon
profilini belirlemek icin kullanilir. Metillenmis sitozin bisiilfit ile reaksiyona girmezken,
bistilfit metillenmemis sitozini urasile ¢evirir. Bu reaksiyon metile olan ve olmayan DNA’
nin taninmasini saglar. Basta metilasyona 6zgii PZR (MS PZR), DNA dizi analizi,
Metilasyona 6zgii tek niikleotid primer uzamasi (Ms-SNUPE-Methylationsensitive single-
nucleotide primer extension), Kombine bisiilfit restriksiyon analizi (COBRA-Combined
bisulphite restriction analysis) ve Methylight olmak iizere bisiilfit modifikasyonu sonrasi

pek ¢ok yontem kullanilabilmektedir (83).
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2.5. Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA)
2.5.1. Genel bilgiler

MLPA ilk kez 2002 yilinda Shouten ve arkadaglar tarafindan bildirilen PZR temelli bir
mutasyon tarama yontemidir. MLPA ile ayn1 reaksiyonda RNA veya DNA molekiiliinde
50 kadar kopya sayis1 degisikliginin tanimlanmasi miimkiin olmaktadir. Sadece thermal
cycler ve kapiller elektroforez cihazina gereksinim duymasi sayesinde Dbircok
laboratuvarda kullanima girmistir (84). Yontem birbirini takip eden denatiirasyon,
hibridizasyon, ligasyon ve amplifikasyon asamalarini gerektirmektedir. Problarin
hibridizasyonu icin gerekli 16 saatlik siireyi de ekledigimizde islemin uygulanmasi

yaklasik iki giin almaktadir.

2.5.2. MLPA probu ozellikleri

MLPA yontemini, ligasyon temelli diger yontemlerden ayiran 6zellik kullanilan prob
kompleksidir. Her bir MLPA probu hedef dizi ile hibridize oldugunda ligasyona
ugrayabilen iki oligoniikleotid dizisi i¢erir. Ligate olmus tiim problarin 5° ve 3’ uglarinda
tek bir primer ¢ifti kullanilarak ayn1 anda amplifikasyonu saglamak i¢in tanimlayici diziler
bulunur. Bu tanimlayici diziler sayesinde her bir prob ile uzunluklari 130 ve 480 b.c.

arasinda degisen farkli amplifikasyon iiriinleri elde edilir. (84).

MLPA probu kisa sentetik oligoniikleotid ve uzun M13 kdkenli oligoniikleotid olmak
izere iki parcadan olusur. Prob parcalarindan ilki kimyasal olarak sentezlenmistir ve 5’
ucunda PZR ile amplifikasyon igin ortak bir dizi ve de 3’ ucunda da hedefe spesifik bir dizi
igerir. E. coli M13 vektoriinden elde edilen ikinci oligoniikleotid ise 5' ucunda 25-43
niikleotid uzunlugunda ve ilk oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize olan
diziyi igerir. Ikinci oligoniikleotidin 3’ucunda PZR ile amplifikasyonda kullanilacak olan
sabit dizi ve 19-370 niikleotid uzunlugunda dolgu dizisi bulunur. Bu dolgu dizisi ile farkli

uzunlukta amplifikasyon {irtinleri elde edilmesi saglanir (Sekil 2.9) (84).
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Sekil 2.9. MLPA probu ile iki farkli hedef bolgenin amplifikasyonu sonucu farkl

uzunlukta {irlin elde edilmesi (84)

Hibridize olmayan dolgu dizileri amplifikasyon (dirlinlerinin biiylik bo6limiiniin
ozelliklerinin bilinmesini saglar. Hibridize olan kisa diziler ise mutasyon tespitinde avantaj
saglar. Clinkii mutasyon tespitinde problar birbiriyle yarismasiz olarak hedef dizilerle
eslesirler. 200-500 ng DNA araliginda; MLPA sonuglar1 kullanilan DNA miktarindan
etkilenmez. Eger 20 ng’ dan az DNA kullanilirsa 6zgiil olmayan amplifikasyon iirtinleri

gozlenebilir.
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2.5.3. MLPA’ nin kullanim alanlar1

Son yillarda kullanima girmis bir yontem olmasina ragmen uygulama kolaylig1 nedeniyle

MLPA birgok alanda kullanima girmistir. Bunlar;

e Kiiciik yeniden diizenlenmelerin tespiti

e Biiylik kromozomal yeniden diizenlenmelerin tespiti (Williams Sendromu, Prader-
Willi/Angelman Sendromlari, DiGeorge sendromu, ... vb )

e Subtelomerik bolgelerdeki kopya sayis1 degisikliklerinin tespiti

e Andploidi tayini

e Timor orneklerinde kromozomlarin kopya sayisi degisikliklerinin tespiti (ALL,
KLL, oligodendroglioma, melanom, néroblastom, vb.)

e Metilasyon tespiti

e Apoptozis ve inflamasyonda gorevli genlerim mRNA analizleridir (85).

2.5.4. Metilasyon Spesifik MLPA (MS-MLPA)

MLPA’nin kopya sayist degisikliklerini belirleme amaclh kullanima girmesinin ardindan
2005 yilinda MS-MLPA ilk kez Prader Willi ve Angelman sendromu tanili olgulara ait
orneklerde uygulanmigtir (86). Yontemin esasi klasik MLPA yontemine benzer sekilde
genomik DNA izolasyonunu takiben Orneklerin tiim gece hibridizasyonun ardindan
ligasyonuna ve metilasyon spesifik enzimlerle kesimine dayanir. MLPA 24 adede kadar
spesifik dizinin metilasyon profilinin degerlendirilmesini saglar. MS-MLPA’ da ligasyon
islemi ile birlikte ayn1 6rnegin yaris1 da Hhal metilasyona 6zgii enzimi ile kesime ugratilir
Eger CpG diniikleotidi metile ise normal MLPA piki elde edilir. Eger bolgede metilasyon
yoksa, DNA-prob kompleksi metilasyona 06zgii restriksiyon enzimi ile kesilecek ve
amplifikasyon iiriinii gozlenmeyecektir. Hibridizasyon, ligasyon ve enzim kesim
asamalarindan sonra PZR ile amplifikasyonda biitiin problar i¢in tek ¢ift primer
kullanilmaktadir. Bu sayede bircok farkli gen ve bdlgesinin metilasyon profili tek bir
reaksiyonda degerlendirilebilir (86).
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Sekil 2.10. MS-MLPA yontemi ile metillenmis ve metillenmemis hedeflerin gosterilmesi

(86)

2.5.5. MS-MLPA yonteminin avantajlari ve dezavantajlari

MS-PZR promotor metilasyonunu belirlemede oldukc¢a sik kullanilan bir metilasyon
belirleme yontemidir. Bu yontemde promotor bolgede metilasyon olup olmamasina gore
jel elektroforezinde metillenmis ya da metillenmemis tiriinlerin goriintiilenmesi saglanir.
MS-PZR ile metilasyonun belirlenebilmesi i¢in tim CpG diniikleotidlerinin metillenmis
olmas1 gerekmektedir. CpG niikleotidlerinin ¢esitliligi nedeniyle MS-PZR her zaman
metilasyon profilini tam olarak gostermeyebilmektedir. MS-MLPA ile promotor
dizilerdeki farkli CpG’lerin analiz edilebilmesi saglanmaktadir ve dizi varyasyonlarina
bagli metilasyonun gozden kagirilma ihtimali ortadan kalkmaktadir. Bistilfit
uygulamalarina dayali yontemlerin zorlugunu ortadan kaldirmak amaciyla iiretilmeye
baglanan kitler ile yOntemin basar1 orami artmakla birlikte uygulama problemleri
aragtiricilart sikintiya sokabilmektedir. Bisiilfit uygulamasina gerek duymamast MS-
MLPA’ nin avantajlar1 arasinda sayilabilmektedir. Kanser arastirmalarinda siklikla tercih
parafin blok doku kesitleri, kolay ulagilabilirliginin yaninda DNA izolasyonu sonrasi
ozellikle igne biyopsisi ile elde edilmis dokularda yeterli konsantrasyonda DNA elde
edilememesi nedeniyle sikinti yaratabilmektedir. Calisilan DNA konsantrasyonun az

olmast ile MS-MLPA parafin dokudan ¢alisma kolayligi saglamasi ile de diger
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yontemlerin oniine gegmektedir. MS-MLPA ile metilasyon profilinin belirlenmesi yaninda

gene ait kopya sayist degisiklikleri ile ilgili de bilgi sahibi olunabilmektedir (87).

MS-MLPA yontemi az miktarda DNA ile sonu¢ vermede basarili olmasina ragmen iyi
kalitede DNA’ya gereksinim duymasi yontemin kisithiligi olarak degerlendirilmektedir
(85).

Molekiiler ve/veya molekiiler sitogenetik yontemlerin aksine MLPA’ nin heniiz tek hiicre
degerlendirmesi i¢in kullanima uygun olmadig iiretici firma tarafinda da bildirilmektedir.
Tiimdr analizi sirasinda tiimorlii dokunun incelenen tiim dokunun en az %50 ‘si kadar

olmas1 gerektigi vurgulanmaktadir.

Avantaj ve dezavantajlar1 g6z oniinde bulunduruldugunda MS-MLPA kolay uygulanabilir,
maliyeti diisiik ve ¢ok fazla ekipman gerektirmeyen bir yontemdir. Bu nedenle promotor

metilasyon profilini géstermede son yillarda kullanimi hizla artmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Yontem

2000-2010 yillar1 arasinda Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi‘nde Histopatolojik olarak
hepatoselliiler karsinom tanis1 alan 56 hasta ve 2007-2009 yillar1 arasinda karaciger nakil
vericisi olmalar1 nedeniyle yapilan ince igne aspirasyon biyopsisi sonrasinda normal
karaciger dokusu tanis1 alan 14 saglikli bireye ait arsiv materyalleri ¢alisma kapsaminda
incelendi. Hasta bireylerden Ornekler; ince igne biyopsisi, eksizyonel biyopsi, wedge
biyopsi ve hepatektomi yontemlerinden biri uygulanarak standart prosediirlerle alindi.
Patoloji Anabilim Dali tarafindan standart formalin ile fikse edilip parafine gomiilmiis
doku orneklerinden her bir hasta i¢in 10 p kalinliginda en az {i¢ kesit alinarak Anabilim
Dalimiz Molekiiler Genetik Laboratuvari’na gonderildi. Olgulara ait yas, cinsiyet, kan
grubu, tan1 anindaki AFP diizeyi, evre, uygulanan tedavi yontemi gibi veriler geriye doniik
dosya taramalar1 ile elde edildi. AFP degerleri i¢in laboratuvarin normal sinir1 olan 5,5

IU/ml’nin tizerinde olan 6rnekler yiiksek kabul edildi.
3.1.1. Kullamilan Cihazlar:

Santrifiij Cihaz1 (Eppendorf AG-Almanya)
Minisantrifiij (Costar-ABD)

Isitic1 blok (Eppendorf AG-Almanya)

Masaiistii vorteks cihazi (Snijders-Hollanda)

Termal Cycler (Applied Biosystems 2720-Singapur)
Ph metre (Consort P500-Belgika)

Buzdolabi (Argelik-Tiirkiye)

Derin dondurucu (Argelik-Tiirkiye)

Kapiller elektroforez cihazi (Applied Biosystems 310, ABD)
Distile su cihaz1 (Millipore- ABD)

Ceker ocak (Bilser - Tiirkiye)

Buz makinasi (Electrolux -Italya)

PZR kabini (UVP- ABD)

Su banyosu (Medingen W12-Almanya)
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Spektrofotometre (Eppendorf, Almanya)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar:

DNA izolasyon kiti (Qiagene- ABD)

SALSA MS-MLPA KIT MEO11-Version Al (Mrc-Holland, Hollanda)
Hhal restriksiyon enzimi (Fermentas- ingiltere)

Formamid (Applied Biosystems, ABD)

LIZ size standart (Applied Biosystems, ABD)

Ksilen (Merck, Almanya)

Etanol (Merck, Almanya)

3.1.3. Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler:

TE tampon

10 mM Tris-Cl, pH 7.5

1 mM EDTA

ATL ve AL tampon

Hazir ¢ozeltiler igerisinde presipitat gozlenmesi durumunda 70 °C’de 1sitilarak ¢oziildii.
Tampon AW1

19 ml konsantre AW1 tampon igerisine 25 ml etanol eklenerek oda 1s1sinda saklandi.
Tampon AW?2

13 ml konsantre AW1 tampon igerisine 30 ml etanol eklenerek oda i1sisinda saklandi.

Kullanmadan 6nce c¢alkalanarak karistirildi.
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3.1.4. DNA eldesi

Calismamizda, hepatoselliiler karsinom tanis1 almis patoloji 6rnekleri ve normal karaciger
dokularina ait formalin ile fikse edilmis parafine gomiilii doku 6rneklerinden DNA eldesi

asagidaki basamaklar uygulanarak gerceklestirildi.

3.1.4.1. Parafinin uzaklastirilmasi

Parafine gomiilii doku orneklerinden 10 um’lik kesitler alinarak 1,5 ml tiiplerin igine
yerlestirildi. Dokunun tizerine 1 ml ksilen eklenerek kuvvetli bir sekilde 10 saniye vorteks
yapildi. Ornekler ksilen igerisinde yaklasik 1 saat bekletildikten sonra en yiiksek hizda 2
dakika santrifiij edildi. Tiiplere 1 ml etanol (%96) eklendi ve vortekslenerek karigtirildi.
Boylece etanoliin rezidiiel ksileni uzaklastirmasi saglandi. En yiliksek hizda 2 dakika
santrifiij edildi. Siipernatan kismi pelletin kalkmamasina dikkat ederek atildi, Tiiplerin agzi
acik olarak etanol tamamen uguncaya kadar beklendi (yaklasik 10 dakika, oda 1sisinda
veya 37°C’de). Etanoliin uzaklasmamasi durumunda tiipler ¢eker ocak c¢aligtirilarak

icerisindeki alkol tamamen uzaklasincaya kadar bekletildi.

3.1.4.2. Proteinaz K muamelesi

Etanoliin uzaklastirilmasindan sonra prelizis islemine baslandi. 180 pl ATL tampon tiipiin
icine eklendi ve 20 pl proteinaz K konularak tiipler vortekslendi. 56°C’de yaklasik 16 saat
1s1tict blok igerisinde inkiibe edilerek Ornegin tamamen ¢oziinmesi beklendi. Daha sonra
sicaklik 90°C’ye yiikseltilerek tiipler 1 saat daha bekletildi. Siire sonunda tiipler kisa siireli
santrifiij edilerek kapakta buharlagsma sonucu biriken damlalar ¢oktiirtildii. 200pul Tampon
AL eklenerek kuvvetlice vortekslendi. Ardindan 200 pl etanol eklenerek tekrar vorteksle
kuvvetlice karistirild1 ve gerektiginde pipetaj yapilarak homojen bir karisim elde edilmesi
saglandi. Tiipler kisa siireli santrifiij edilerek kapakta biriken damlalar ¢oktiiriildii. Karisim
dikkatlice toplama tiipleri i¢indeki kolonlara aktarildi. Kapaklar1 kapatilarak 6rnekler 8000
revolutions per minute (rpm) hizinda 1 dakika santrifiij edildi. Kolonlar temiz toplama
tiiptine aktarildi, kirli toplama tiipii ve igerigi atildi. Cozeltinin filtreden tam olarak

gecmedigi drneklerde daha yiiksek hizda tekrar santrifiij edildi. Kolona 500 pl Tampon
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AWT1 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolonlar temiz toplama tiipiine
aktarildi kirli toplama tiipii ve igerigi atildi. Kolona 500 pl Tampon AW2 eklendi ve 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolonlar temiz toplama tiipline aktarildi, kirli toplama
tiipli ve icerigi atildi. En yiiksek hizda 3 dakika santrifiij edilerek filtre membrani tamamen
kurutuldu. Kolon yeni bir 1,5 mI’lik, DNA’nin saklanacag: tiipe aktarildi ve her hasta i¢in
oda sicakligina getirilmis 80 pl TE tampon, membranin ortasina eklendi. Kapak kapatilarak

1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra en yiiksek hizda 1 dakika santrifiij edildi.

3.1.4.3. DNA miktarmin belirlenmesi

Spektrofotometre cihazinda “blank™ degerinin belirlenmesi amaciyla her 6lglim 6ncesinde
bir kez 80 ul steril distile su 6rnegi cihaza okutuldu. Elde edilen DNA 6rneginden 5 pl
aliarak iizerine 75 pl distile su ilave edildi. Diliisyon miktarlarinin cihaza girilmesinden
(5+75) sonra her drnegin DNA konsantrasyonu ve 260 ve 280 nm’deki absorbanslar
Ol¢iilerek DNA konsantrasyonlar1 ve Kalitesi belirlendi. Kalan DNA 6rnekleri MS-MLPA

reaksiyonlarinda kullanilmak tizere -20 °C” de saklandi.

3.1.5. MS-MLPA
3.1.5.1. DNA Denatiirasyonu ve hibridizasyon:

DNA ornekleri her bir reaksiyonda 150 ng DNA olacak sekilde, 5 pl hacminde TE tampon
ile diliie edildi. Ornekler 98 °C ‘de 10 dakika bekletildikten sonra 25 °C’ ye sogutuldu. Her
bir 6rnek i¢in 1.5 pl SALSA Probe karisimi ve 1.5 ul MLPA Tampon igerecek bicimde
karisim hazirlandi. 25 °C’ deki 6rneklerin her birine bu karsimdan 3 pl ilave edilerek
pipetle karistirildi. 95 °C” de 1 dakika inkiibe edilen 6rnekler daha sonra 60 °C’de 16 saat
bekletildi.
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3.1.5.2. Ligasyon ve Metilasyon spesifik enzim ile kesim:

Her 6rnek i¢in oda sicakligindaki Ligaz Tampon A’dan 3 pl alinarak 10 pl distile su ile
karistirildi. Hibridizasyon yapilan her 6rnek tiipiine 13 pl ilave edildi. Her 6rnek igin ikinci
bir tiip hazirlandi. Toplam karisimdan 10 pl alinarak ikinci tiipe ilave edildi. Her 6rnek igin

Ligaz-65 karigimi ve Ligaz-Digestion karigim1 hazirlandi.
Ligaz-65 karigim

1.5 pl Ligaz-65 Tampon B
8.25 ul distile su
0.25 ul Ligaz-65 enzim

Ligaz-Digestion karisimi

1.5 pl Ligaz-65 Tampon B

7.75 ul distile su

0.25 pl Ligaz-65 enzim

0.5 pl, 10U/ pul, Hhal Restriksiyon enzimi

Her 6rnege ait enzim kesimi yapilmis ve yapilmamis iki tiip hazirlanarak 49 °C’de en az
bir dakika bekletildikten sonra Ligaz-65 karisimi ve Ligaz-Digestion karigimi her bir tiipe
10 ul ilave edildi ve pipetle karistirildi. Ornekler 49 °C’de 30 dakika inkiibe edildi ve 98
°C’de 5 dakika bekletildi.

3.1.5.3. PZR Reaksiyonu:

PZR reaksiyonunda kullanilmak tizere her 6rnek i¢in iki tiip hazirlandi. Enzim kesimi
yapilmis ve yapilmamis ligasyon iiriinlerinden her bir 6nek igin 5 pl tiiplere pipetlendi. Her

ornek i¢in 2 pl SALSA PZR Tampon ve 13pl distile su eklendi.

Deneyin bundan sonraki agsamalar1 buz tizerinde hazirlandi.
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Polimeraz karisimi

1 ul SALSA PZR -primer

1 ul SALSA enzim Diliisyon Tamponu

2.75 ul distile su

0.25 ul SALSA polimeraz

Tiipler buz iizerine alinarak her tiipe 5 pl polimeraz karisimi eklendi. Tiipler termal cycler’

a yerlestirildi ve toplam hacim 25 pl olarak ayarlanarak PZR reaksiyonu baslatildi

PZR Kkosullan

95°C 30sn.
60 °C 30 sn. 35 dongi
72 °C 60 sn.

72 °C 30 sn.

3.1.5.4. ABI 310 Cihazina Yiikleme ve Denatiirasyon:

PZR reaksiyonu takiben elde edilen amplifikasyon iiriinleri kapiller elektroforez i¢in cihaza
yuklendi. Her bir 6rnek i¢in 0,5 ml’lik septal tiiplere 0,5 pl LIZ500 size standart, 13,5 pl
deiyonize formamid ve 0,75 pl PZR iiriinii ilave edilerek pipetajla homojenize edildi.
Ornekler 80 °C’de 2 dakika denatiire edildikten sonra buz iizerine alindi. ABI 310
cihazinda; 60 °C’de 1,5 kV ve 15 saniye injeksiyon zamani ile 30 dakika yiiriitiildii. Elde

edilen piklerin tiriin boylar1 ve pik alanlar1 Gene Scan analiz programu ile degerlendirildi.

3.1.5.5. SALSA MS-MLPA MEO11-A1 MMR kit 6zellikleri

MEO11-A1 MMR prob karisimi DNA onarim sisteminde yer alan yedi genin degismis
metilasyon profilini géstermek amaciyla MLHL1 i¢in bes, MSH2, MSH6, PMS2, MSH3 i¢in
tic, MLH3 i¢in bir ve MGMT promotor bdlgesi i¢in ti¢ prob igerir. Kitin igeriginde hedef

37



dizinin metilasyon durumu ile ilgili bilgi vermek {izere Hhal kesim bdolgesi iceren 21 prob
bulunmaktadir. Ek olarak 11 referans prob da enzim kesim bdlgesi icermeyen kontrol
problaridir. Metilasyon profilinin belirlenmesi yaninda problar analiz edilen 6rneklerde
kopya sayis1 degisiklikleri ile ilgili de bilgi vermektedir. Metilasyon degisikliklerinin
belirlenmesi amaciyla kitin kullanimi sirasinda metilasyon seviyeleri dokular arasinda
farklilik gosterebileceginden ayni dokuya ait Orneklerin karsilastirilmasi ve hatta ayni

yontemle DNA izolasyonun yapilmasi 6nerilmektedir.

MLHI1 problarina igerisinde Hhal enzim kesim noktasit olan bes prob bulunmaktadir.
Bunlardan ikisi MLH1 ifadelenmesi igin en kritik bdlgeler olan C (transkripsiyon
noktasindan Once -248 -178 niikleotidler arasinda) ve D (-9, +5 niikleotidler arasinda)
bolgelerini icermektedir.166 ve 198 baz ¢ifti uzunlugunda iiriin veren bu iki probun mRNA

ifadelenmesini gostermek agisindan en 6nemli problar oldugu diistiniilmektedir.

3.1.5.6. Veri analizi

MEO11-A1 MMR prob karisimi amplifikasyon tirtinleri 136-400 b.c. arasinda degisen 32
farkli prob igerir. Bu problarin 11’1 Hhal restriksiyon enzim kesim noktasi icermezken
(referans prob) diger 21’1 Hhal restriksiyon enzim kesim noktasi igerir. Ek olarak prob
karisimi, amplifikasyon iriinleri 120 b.¢.’den kiiglik yedi tane kontrol fragmam
bulundurur. Q-fragmanlar1 dort (64-70-76-82 b.¢.) tanedir ve DNA kalitesinin kontroliinii
saglar. D-fragmanlar ise li¢ tanedir (88-92-96 b.c.) ve DNA denaturasyonunun kontrol
edilmesini saglar. Calismamizda kapiller elektroforez sonrasinda D ve Q fragmanlan ile
reaksiyonun uygunlugu degerlendirildi (Sekil 3.1). Uygun olmayan 6rnekler i¢in kapiller

elektroforez ya da gerektiginde PZR islemleri tekrarlandi.

Her 6rnek i¢in metilasyon ve kopya sayis1 oranlarini belirlemek amaciyla problardan elde
edilen piklerin alanlar1 Excel programi ile analiz edildi. Enzim kesim noktas1 igermeyen

problardan elde edilen pik alanlarinin toplami1 kontrol olarak kullanildi.

Enzim kesimi yapilmis 6rneklerden elde edilen piklerin her birinin alan1 kontrol problarin

alanlar1 toplamina boliinerek “Metilasyon (M) degeri elde edildi.
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Kesim yapilmayan ornekler i¢in her bir probun pik alant o 6rnek igerisindeki kontrol
problarinin alanlar1 toplamina bdliinerek “Kopya Sayisi (KS)” degeri elde edildi. Kontrol
ve hasta grubundaki her 6rnek i¢cin M ve KS degerleri birbirine oranlanarak 0-1 arasinda
beklenen bir metilasyon orani elde edildi. Kontrol grubu ortalamasi sifir olan problar

degerlendirme disinda birakildi.

Her bir prob i¢in kontrol grubu 6rneklerinden elde edilen metilasyon oranlarinin ortalamasi
alinarak ortalamanin iizerinde olan degerler anlamli olarak kabul edildi. MLH1, PMS2,
MSH6, MSH2, MGMT ve MSH3 gen bdélgeleri i¢in iki ve daha fazla anlamli metilasyon
degeri olan 6rnekte metilasyon oldugu kabul edildi. MLH3 boélgesi i¢in kesim bolgesi olan
tek prob oldugundan kontrol grubu ortalamasinin iizerinde olan hasta 6rneklerinde

metilasyon oldugu kabul edildi .

D Fragmanlart
Q Fragmanlari ‘ ‘
I’ ” \\H\ It ’H“Il |H‘
"’LJ_JILJLJUl ; r|\"U s .'.J"J WURU UL l‘-.l\.J UUU\ I'\_l 'J UUU \J'Ibl JU UUU '\_ln'-ulbl'\_J |\_
i i l l
Refl lMU-B] MLHI‘ Ref 8 I
FIMS2 MLI\;ISHé MSH3 WSHE MGMT MSH2
MLH1 MGMT  MSH3 MSH2 Ref'S Ref7
PIS2 MSH2 Ref3 MLH1 WIGIMT) MLH3
MSHE |Ref2 MLH1 Refid PMS2 | MSH3
MLH1 MSH2

Refé

Sekil 3.1. Kesilmemis 6rnege ait Q- D fragmanlari, prob bdlgelerine ait pik goriintiileri
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Tablo 3.1. SALSA MS-MLPA MEO11-A1 MMR Kkitine ait problarin iiriin uzunluklari,

kesim bolgesi varlig1 ve kromozomal pozisyonlari

Uzunluk (b.g.) MLPA Probu Kesim bolgesi Kromozomal pozisyon
64-70-76-82 Q fragmanlari: DNA miktarim gosterir
88-92-96 D fragmanlari: Denatiirasyonu gosterir

136 Referans (CREM) yok 10g12.1
142 PMS2 Var 7p22
148 MLH1 Yok 3p22.1
154 PMS2 var 7p22
160 MSH6 var 2pl6
166 MLH1 var 3p22.1
175 (TEeFferagls ) yok 12p13.31
184 MSH2 var 2p21
193 MGMT var 10q26
198 MLH1 var 3p22.1
202 MLH3 yok 14924.3
209 MSH6 var 2p16
220 MSH3 var 5q14.1
229 Referans (PAH) yok 12923
237 MLH1 var 3p22.1
246 MSH2 yok 2p21
256 Referans (BCL2) yok 18¢21.3
265 MLH1 var 3p22.1
274 MSH2 var 2p21
283 MSH3 var 5q14.1
292 MLH1 var 3p22.1
301 MSH6 var 2p16
310 Referans (CDKG6) yok 16922.1
319 MGMT var 10q26
328 PMS2 var 7p22
337 Referans (CDH1) yok 16g922.1
346 MSH3 var 5q14.1
355 MLH3 var 14924.3
364 Referans (Al1651963) yok 10p14
373 MGMT var 10q26
382 Referans (TSPAN15) yok 10922
400 MSH2 var 2p21
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3.1.6. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi PASW (Predictive Analytics Software) paket programi ile yapildi.
Tanimlayici istatistikler siirekli veriler i¢in ortalama + standart sapma, kategorik veriler
icin ise gozlem sayist ve (%) olarak ifade edildi. Metillenme {iizerinde etkili olabilecegi
diisiiniilen risk faktorlerine iliskin Odds Oranlari, %95 giliven araliklar1 ve anlamlilik

diizeyleri Ki-kare testi ile hesaplandi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen iki (%3,6) kadin, 54 (%96.,4) erkek, toplam 56 hastanin yaslarinin
ortalamasi1 58,63 + 13,015 olarak bulunmustur. Belirlenen yas gruplarina gore rastlanma

sikliklar1 ve yiizdeleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Yas gruplarina gore rastlanma sikliklar1 ve yiizdeleri

Siklik (#) Yiizde (%)

40 yas alt1 3 5,4

40-49 yas 10 17,9
50-59 yas 19 33,9
60-69 yas 12 214
70-79 yas 8 14,3
80 yas ve lizeri 4 7,1

Toplam 56 100,0

HCC etiyolojisi bilinen 52 olguya ait sikliklar ve yiizdeler Tablo 4.2°de gosterilmistir.
Buna gore en sik etiyolojik neden tek basina HBV enfeksiyonu varligi (%47,2) olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Tablo 4.2. HCC etiyolojisi bilinen olgulara ait rastlanma sikliklar1 ve yiizdeleri

Etiyoloji Siklik (#) Yiizde (%)
Alkol kullanim 6ykiisii 5 9,4
HBV 25 47,2
HBV+HCV 1 1,9
HBV+HCV+ Alkol kullanim 6ykiisii 1 19
HBV+HDV 6 11,3
HCV 10 18,9
Kriptojenik Siroz 5 9,4
Toplam 53 100,0
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50,0 1
47,2
40,0
30,0
20,0
18,9
0,0 + ‘ ; ; ‘ ‘
HBV HBV+HCV HBV+HCV+ HBV+HDV HCV Kriptojenik
Alkol Siroz

Sekil 4.1. HCC etiyolojisine gore olgularin yiizdeleri

HCC tedavisine yonelik, karaciger nakli yapilan 19 hastanin klinik 6zellikleri ayrica

degerlendirilerek Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Tedaviye yonelik karaciger nakli yapilan 19 hastanin klinik 6zellikleri

Hasta Cinsiye Kan Etiyoloji Child  AFP TUmor Grad TNM
No. t grubu Tipi e evresi
2 E A HBV B 2,87 Multifokal 1 Evre 2
4 E 0 HBV A 2,2 tek 1 Evre 1
5 E A HBV C 8,2 Multifokal 1 Evre 4A
7 E A HBV+HDV B 65 Multifokal 2 Evre 2
8 E A HBV+HDV C 22 tek 1 Evre 1
9 E 0 HCV A 82 Multifokal 1 Evre 4A
10 E B HCV B 7,2 Multifokal 1 Evre 4A
11 E A HBV+HDV A 24 Multifokal 2 Evre 3
16 E A HCV A 4955 Multifokal 3 Evre 4A
17 E B HBV A 57 Multifokal 2 Evre 4A
20 E A HCV B 55 Multifokal 2 Evre 2
21 E A HBV A 345 Multifokal 2 Evre 4A
22 E A HBV+HDV B 11,5 tek 2 Evre 2
23 E 0 HBV B 21,3 Multifokal ? ?
28 E A HBV A 8,6 Multifokal 2 Evre 4A
30 E B HBV+HCV B 34 tek 1 Evre 2
45 E A Alkol kullannom B 20 Multifokal 3 Evre 3
oykisi
54 E AB HBV B 15 tek 1 Evre 2
56 K AB HBV B 73 tek 2 Evre 2

43



Enzim kesim noktast iceren her bir prob icin belirlenen hasta ve kontrol grubu

orneklerinden elde edilen metilasyon oranlarinin ortalamasi Tablo 4.4’te gosterilmektedir.

Metilasyon oranlar1 agisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunamamastir.

Tablo 4.4. Hasta ve kontrol grubunda elde edilen metilasyon oranlari

Gen ad1 (Uriin Metilasyon orani (hasta ~ Standart Metilasyon orani (kontrol ~ Standart
uzunlugu) grubu) sapma grubu) sapma p
PMS2 (142 bg) 0,018 0,019 0,005 0,013 0,47
PMS2 (154 bg) 0,016 0,038 0,001 0,005 0,30
MSH6 (160 bg) 0,055 0,077 0,041 0,063 0,44
MLH1 (166 bg) 0,004 0,012 0,002 0,006 0,25
MSH2 (182 bg) 0,002 0,011 0,001 0,003 0,47
MGMT (193 bg) 0,001 0,004 0,045 0,085 0,19
MLH1 (198 bg) 0,003 0,023 0,029 0,109 0,27
MSH6 (209 bg) 0,028 0,048 0,000 0,000 0,14
MSH3 (220 bg) 0,003 0,006 0,459 0,153 0,41
MLH1 (237 bg) 0,063 0,072 0,083 0,113 0,42
MLH1 (262 bg) 0,001 0,005 0,000 0,000 0,42
MSH2 (274 bg) 0,046 0,088 0,000 0,000 0,34
MSH3 (283 bg) 0,034 0,051 0,577 0,250 0,37
MLH1 (292 bg) 0,020 0,034 0,008 0,018 0,43
MSH6 (301 bg) 0,022 0,033 0,026 0,053 0,16
MGMT (319 bg) 0,000 0,000 0,021 0,068 0,44
PMS2 (328 bg) 0,012 0,062 0,073 0,145 0,24
MSH3 (346 bg) 0,031 0,072 0,005 0,014 0,39
MLH3 (355 bg) 0,183 0,197 0,005 0,013 0,29
MGMT (373 bg) 0,007 0,018 0,286 0,362 0,26
MSH2 (400 bg) 0,023 0,039 0,008 0,022 0,49
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En az bir bolgeye ait metilasyon saptanan hastalar ve metilasyon durumlar1 Tablo 4.5°te
gosterilmistir. Buna gore 56 olgunun 27’sinde (%48,2) calisilan genlerden en az birine ait
metilasyon, 13 (%23,2) tanesinde sadece tek bir gene ait metilasyon ve 14 (%25) olguda da
birden fazla gene ait metilasyon saptanirken, sadece 1 hastada (% 1,8) tiim genlere ait

metilasyon saptanmuistir.

Tablo 4.5. Hastalarda tiim genlerde metilasyon durumlari

Hasta No. MLH1 PMS2 MSH6 MSH2 MGMT MSH3 MLH3
4 U M U U U U u
5 M M M M M M M
6 M U U U U M U
7 U U U U U M U
8 U M U U U U U
11 U U U U U M U
12 U U M U U M M
13 U U U U M U U
14 U U U U M U U
15 M U M U M U M
16 U U U U U M U
30 M U M U U U U
31 U U M U M U U
33 U M U U U U U
37 U U U U U M U
39 U U U U U M U
43 U U M U M U U
44 U M U U M U U
45 U U U U U M U
46 M U U U M U M
47 U U U U U M U
49 M M M U M U U
52 M U U U U M M
53 M M M U M U M
54 U U U U U M U
55 M M M U M M M
56 M U M U M M M

M: Metillenmis U: Metillenmemis
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Tablo 4.6.

Calisilan her bir gene ait metillenmis ve metillenmemis O6rnek sayilar1 ve

yiizdeleri
Metilasyon Durumu
Gen Adi Metillenmis (%) Metillenmemis (%)
MLH1 10 (17,9) 46 (82,1)
PMS2 8 (14,3) 48 (85,7)
MSH6 10 (17,9) 46 (82,1)
MSH2 1(1,8) 55 (98,2)
MGMT 12 (21,4) 44 (78,6)
MSH3 14 (25,0) 42 (75,0)
MLH3 8(14,3) 48 (85,7)

Calisilan 7 gen igerisinde en fazla metilasyon saptanan gen, 14 (% 25,0) olgu ile MSH3

olarak bulunmustur.

MLHL1 igin 10 (% 17,9), PMS2 icin 8(% 14,3), MSH6 icin 10 (%

17,9), MSH2 i¢in 1 (% 1,8), MGMT i¢in 12 (% 21,4) ve MLH3 i¢in 8 (%14,3) olguda

metilasyon saptanmistir. Metilasyon saptanmayan gen bolgesi bulunamamis ve MSH2 geni

icin sadece 1 (% 1,8) olguda metilasyon saptanmistir (Tablo 4.6).

Sadece tek bir gende metilasyon saptanan olgulara baktigimizda; tek basina en fazla

metillenmis olan gen 8 olgu ile MSH3 geni iken, PMS2 3 ve MGMT ise 2 olguda

saptanmistir. MLH1, MSH6, MLH3 ve MSH2 genleri i¢in metilasyon saptanan olgularin

timiinde diger genlerinde en az birinde metilasyon bulunmustur. MSH3 genine ait

metilasyon saptanan yedi numarali olguya ait MLPA goriintiisti Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2.  Yedi numarali olguya ait MLPA goriintiisi. (MSH3 genine ait metilasyon

saptanan problara ait pikler isaretlenmistir.)

En az bir gende metilasyon saptanan hastalar timor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan
karsilastirilarak sonuglar tabloda gosterilmistir. Tiimor sayist bilinen 31 hastanin 7’sinde
tek tiimor saptanirken, 24’tinde multifokal tiimor saptanmistir. Metilasyon durumlari ve
timor sayis1 karsilastirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmistir (p=0,025). Tek tiimor olan 6rneklerde metilasyonun daha sik goézlendigi (%
85,7), timo6r multifokal oldugunda ise metilasyon oraninin azaldigi (% 37,0) goriilmiistiir.
AFP yiiksekligi, Grade ve TNM evresi bilinen hastalarin metilasyon durumu agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmamugtir. Infeksiyon parametreleri agisindan
degerlendirildiginde HBV ve HCV pozitifligi olan bireylerde metilasyon varligi agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Timor sayisi, Grade, TNM evresi, AFP yiiksekligi ve HBV ya da HCV
pozitifligine karsi metilasyon varliginin karsilastirilmasi

Metilasyon
Var Yok P
# % # %
Timor sayist (n: 31)
Tek 6 85,7 1 14,3
. 0,025*
Multifokal 9 37,5 15 62,5
Grade (n: 28)
1 6 54,5 5 45,5
2 5 41,7 7 58,3 0,785
3 2 40,0 3 60,0
TNM Evresi (n: 18)
1 2 100,0 - -
2 4 57,1 3 42,9
0,153
3 2 100,0 - -
4 2 28,6 5 71,4
HBV (n: 53)
Pozitif 15 45,5 18 54,5
. 0,97
Negatif 9 45,0 11 55,0
HCV (n:53)
Pozitif 5 41,7 19 58,3
. 0,78
Negatif 19 46,3 7 53,7
AFP (n: 50)
Yiiksek 17 42,5 23 57,5 0.12
Diisiik 7 70,0 3 30,0 ’

*p< 0,05, AFP: Alfa-fetoprotein

Tan1 aninda AFP diizeyleri bilinen 50 hastada g¢alisilan her bir gene ait metilasyon
durumlan kargilagtirilmis ve buna gére MSH6 geni i¢in AFP diizeyi ortalamasi acgisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (Tablo 4.9). AFP diizeyleri yiiksek
olan bireylere ait Orneklerde MSH6 geni icin metillenmis olma orani daha yiiksek
bulunmustur (p=0,038). Ayn1 zamanda normal AFP degerlerinin altinda ve iizerinde olan
orneklerin metilasyon durumlar1 karsilagtirilmis, ancak gruplar arasinda anlamli fark

bulunamamustir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. AFP degerlerinin normal veya yiiksek olmasina Gore her bir gene ait metilasyon

durumlarinin karsilagtirilmasi

AFP
Yiksek Diisiik Yiksek - Diisiik
# % # % P OR (95% CI)
MLH1 Toplam 40 10
Metillenmis 7 17,5 2 20,0 0,85 0,848 (0,15 - 4,89)
Metillenmemis 33 82,5 8 80,0
PMS2 Toplam 40 10
Metillenmis 4 10,0 2 20,0 0,38 0,444 (0,07 - 2,86)
Metillenmemis 36 90,0 8 80,0
MSH6 Toplam 40 10
Metillenmis 6 15,0 2 20,0 0,70 0,71 (0,12 - 4,17)
Metillenmemis 34 85,0 8 80,0
MSH2 Toplam 40 10
Metillenmis - - - -
Metillenmemis 40 100,0 10 100,0
MGMT Toplam 40 10
Metillenmis 7 17,5 2 20,0 0,85 0,85 (0,15 - 4,89)
Metillenmemis 33 82,5 8 80,0
MSH3 Toplam 40 10
Metillenmis 9 22,5 4 40,0 0,26 0,435 (0,10 - 1,89)
Metillenmemis 31 77,5 6 60,0
MLH3 Toplam 40 10
Metillenmis 6 15,0 1 10,0 0,68 1,588 (0,17 - 14,93)
Metillenmemis 34 85,0 9 90,0
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Tablo 4.9. AFP degerleri ortalamasina gore her bir gene ait metilasyon durumlarinin

karsilastirilmast
# AFP degeri ortalamasi Standart p
Sapma
MLH1 Metillenmis 10 22,20 22,23 0,575
Metillenmemis 40 2025,10 11129,60
PMS2 Metillenmis 8 10,78 9,31 0,622
Metillenmemis 42 1931,90 10862,95
MSH6 Metillenmis 10 7421,18 22158,14 0,038*
Metillenmemis 40 175,35 785,89
MSH2 Metillenmis 1 8,20 - 0,872
Metillenmemis 49 1657,50 10062,60
MGMT Metillenmis 11 6585,71 21188,29 0,061
Metillenmemis 39 225,20 833,55
MSH3 Metillenmis 12 578,56 1465,01 0,681
Metillenmemis 38 1954,82 11416,05
MLH3 Metillenmis 8 237,96 611,45 0,672
Metillenmemis 42 1888,62 10867,30

*p< 0,05

MLH1 geni promotor metilasyonu agisindan incelenen drneklere ait sonuglar cinsiyet, kan
grubu, etiyoloji, Child smifi, Timor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan
karsilastirilmistir (Tablo 4.10). Bu parametreler agisindan metillenmis olan ve olmayan
orneklerde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. Etiyolojik faktorler
acisindan alkol kullanim Oykiisii kullanim Oykiisii olan 6 ornekte MLH1 geni i¢in

metilasyon saptanmamugtir.
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Tablo 4.10. MLH1 geni metilasyonu ile cinsiyet, kan grubu, etiyoloji, Child smifi, Timor

sayis1, Grade ve TNM evresi agisindan karsilastirilmasi

MLH1
Metillenmis Metillenmemis P
# % # %
Cinsiyet (n: 56) Kadin 1 50,0 1 50,0
0,227
Erkek 9 16,7 45 83,3
KAN GRUBU 0 1 1,7 12 92,3
(n:54) A 5 18,5 22 81,5
0,447
B 3 25,0 9 75,0
AB 1 50,0 1 50,0
ETIYOLOJI zjﬁlk?l '1'<u11an1m ) ) 5 100.0
(n:53) Oykiisii
HBV 5 20,0 20 80,0
HBV+HCV 1 100,0 - -
+ +
HBV HCV “al‘l.<ol ) . 1 1000 0,354
kullanim 6ykdisii
HBV+HDV 1 16,7 5 83,3
HCV 1 10,0 9 90,0
kriptojenik siroz 1 20,0 4 80,0
Child smifi A - - 7 100,0
(n:19) B 2 20,0 8 80,0 0,201
C 1 50,0 1 50,0
TUMOR SAYISI Tek 3 429 4 57,1
. 0,074
(n:31) Multifokal 3 12,5 21 87,5
GRADE 1 2 18,2 9 81,8
(n:28) 2 3 25,0 9 75,0 0,471
3 - - 5 100,0
TNM Evresi Evre 1 - - 2 100,0
(n:18) Evre 2 2 28,6 5 71,4
0,672
Evre 3 - - 2 100,0
Evre 4A 1 14,3 6 85,7
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MLH1 geninin diger genlerle korelasyonuna bakildiginda tiim genlerle anlamli iliski
saptanirken, en kuvvetli iliski MLH3 geni ile bulunmustur (p: 0,00 OR: 105,0 CI: 9,533 -
1156,491) (Tablo 4.11)

Tablo 4.11. MLH1 geni metilasyonunun diger genlere ait metilasyon durumlart ile iligkisi

MLH1
Metillenmis Metillenmemis Metillenmis-Metillenmemis
# % # % p OR (95% CI)
PMS2  Toplam 10 46
Metillenmis 4 40,0 4 8,7 0,01 7,0 (1,373 - 35,678)
Metillenmemis 6 60,0 42 91,3
MSH6  Toplam 10 46
Metillenmisg 7 70,0 3 6,5 0,00 33,444 (5592 - 34,475)
Metillenmemis 3 30,0 43 93,5
MSH2  Toplam 10 46
Metillenmis 1 10,0 - - 0,03
Metillenmemis 9 90,0 46 100,0
MGMT Toplam 10 46
Metillenmisg 7 70,0 5 109 0,00 19,133 (3,710 - 98,685)
Metillenmemis 3 30,0 41 89,1
MSH3  Toplam 10 46
Metillenmisg 5 50,0 9 19,6 0,04 4,111 (0,976 - 17,313)
Metillenmemis 5 50,0 37 80,4
MLH3  Toplam 10 46
Metillenmis 7 70,0 1 2,2 0,00 105,0(9,533-1156,491)
Metillenmemis 3 30,0 45 97,8

PMS2 geni promotor metilasyonu agisindan incelenen drneklere ait sonuglar cinsiyet, kan
grubu, etiyoloji, Child smifi, Timor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan
karsilastirilmistir. Cinsiyet, kan grubu ve etiyoloji acisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. Degerlendirilen 2 kadin olguda PMS2 geni igin
metilasyon saptanmamistir. Child sinifi bilinen 19 hastanin metilasyon durumlarina
bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmistiir (p=
0,002). En fazla metillenmis olan olgularin CHILD C evresinde oldugu goriilmiistiir.
Tiimor sayisina gore metillenmis olan ve olmayan drneklere baktigimizda tek tiimor olan

olgularda daha fazla metilasyon oldugu goriilmiistiir (p=0,029). Tiimér Grade’i bilinen 28
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ornekten metilasyon saptanan 4 olgunun Grade 1 oldugu goriilmiistiir (p=0,029). TNM

evrelemesine gore bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

oldugu (p=0,008) ve en fazla metilasyonun Evre 1 6rneklerde oldugu goriilmiistiir (Tablo

4.12).
Tablo 4.12. PMS2 geni metilasyonu ile cinsiyet, kan grubu, etiyoloji, Child sinifi,
Tiimor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan karsilastirilmasi
PMS2 p
Metillenmis Metillenmemis
# % # %
Cinsiyet Kadin - - 2 100,0 0,557
(n: 56) Erkek 8 14,8 46 85,2
KAN GRUBU 0 2 154 11 84,6 0,791
(n:54) A 5 18,5 22 81,5
B 1 8,3 11 91,7
AB - - 2 100,0
ETIYOLOJI  Alkol kullamim - - 100,0 0,372
(n:53) Oykiisti
HBV 5 20,0 20 80,0
HBV+HCV - - 100,0
HBV+HCV+ - - 100,0
alkol kullanim
Oykiisii
HBV+HDV 2 33,3 4 66,7
HCV - - 10 100,0
Kriptojenik siroz - - 5 100,0
Child smifi A 1 14,3 6 85,7 0,002*
(n:19) B - - 10 100,0
C 2 100,0 - -
TUMOR Tek 3 42,9 4 57,1 0,029*
SAYISI Multifokal 2 8,3 22 91,7
(n:31)
GRADE 1 4 36,4 7 63,6 0,027*
(n:28) 2 - - 12 100,0
3 - - 5 100,0
TNM Evresi Evre 1 2 100,0 - - 0,008*
(n:18) Evre 2 - - 7 100,0
Evre 3 - - 2 100,0
Evre 4A 1 14,3 6 85,7
*p< 0,05
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Tiim genler ile PMS2 geninin rastlanma sikligimin birlikteligine bakildiginda en ytiksek
iliski MGMT geni ile bulunurken (p: 0,00 OR: 9,762 CI:1,893 - 50,350) MSH3 geni ile
iliski saptanmamustir (4.13).

Tablo 4.13. PMS2 geni metilasyonunun diger genlere ait metilasyon durumlart ile iligkisi

PMS2
Metillenmis Metillenmemis Metillenmig-Metillenmemis
# % # % P OR (95% CI)
MLH1  Toplam 8 48
Metillenmis 4 50,0 6 125 0,01 7,0 (1,373 - 35,678)
Metillenmemis 4 50,0 42 87,5
MSH6  Toplam 8 48
Metillenmis 4 50,0 6 125 0,01 7,0 (1,373 - 35,678)
Metillenmemis 4 50,0 42 87,5
MSH2  Toplam 8 48
Metillenmis 1 12,5 - - 0,01
Metillenmemis 7 87,5 48 100,0
MGMT Toplam 8 48
Metillenmis 5 62,5 7 146 0,00 9,762 (1,893 - 50,350)
Metillenmemis 3 375 41 85,4
MSH3  Toplam 8 48
Metillenmis 2 25,0 12 250 1,00 1,0 (0,178 - 5,632)
Metillenmemis 6 75,0 36 75,0
MLH3  Toplam 8 48
Metillenmis 3 37,5 5 10,4 0,04 5,16 (0,938 - 28,382)
Metillenmemis 5 62,5 43 89,6
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MSH6 geni promotor metilasyonu ag¢isindan incelenen Orneklere ait sonuglar cinsiyet, kan

grubu, etiyoloji, Child smifi, Timor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan

karsilastirilmistir. Timor sayis1 disinda metilasyon durumlar agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. Buna gore tek tiimorlerde MSH6

geninin daha ¢ok metillenmis oldugu goriilmiistiir (p=0,029) (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. MSH6 geni metilasyonu ile cinsiyet, kan grubu, etiyoloji, Child simifi, Timdor
sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan karsilastirilmasi

MSH6
Metillenmis Metillenmemis p
# % # %
Cinsiyet Kadmn 1 50,0 1 50,0
. 0,227
(n: 56) Erkek 9 16,7 45 83,3
KAN 0 1 7,7 12 92,3
GRUBU A 4 14,8 23 85,2 0368
(n:54) B 3 250 9 75.0 !
AB 1 50,0 1 50,0
ETIYOLOJI  Alkol kullanim &ykiisii 1 20,0 4 80,0
(n:53) HBV 5 20,0 20 80,0
HBV+HCV 1 100,0 - -
?yl?{?i/;iHCV alkol kullanim i i 1 100,0 0,532
HBV+HDV 1 16,7 5 83,3
HCV 1 10,0 9 90,0
kriptojenik siroz 1 20,0 4 80,0
Child smifi A - - 7 100,0
(n:19) B 2 20,0 8 80,0 0,201
C 1 50,0 1 50,0
TUMOR Tek 3 42,9 4 57,1
SAYISI _ 0,029*
(n:31) Multifokal 2 8,3 22 91,7
GRADE 1 2 18,2 9 81,8
(n:28) 2 1 8,3 11 91,7 0,519
3 - - 5 100,0
TNM Evresi Evre 1 - - 2 100,0
(n:18) Evre 2 2 28,6 5 71,4
0,672
Evre 3 - - 2 100,0
Evre 4A 1 14,3 6 85,7
*p< 0,05
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MSHG6 geni metilasyonu ile diger genlerin metilasyonu arasindaki iliskiye baktigimizda

MSH3 geni disindaki bes gen i¢in anlamli korelasyon saptanmistir. En kuvvetli iligki
MGMT geni i¢in bulunmustur (p:0,00 OR: 42,0 CI:6,55 - 269,30)(Tablo 4.15).

Tablo 4.15. MSH6 geni metilasyonunun diger genlere ait metilasyon durumlari ile iliskisi

MSH6
Metillenmis Metillenmemis Metillenmis-Metillenmemis
# % # % P OR (95% CI)
MLH1  Toplam 10 46
Metillenmis 7 70,0 3 6,5 0,00 33,44 (5,592 - 200,034)
Metillenmemis 3 30,0 43 93,5
PMS2  Toplam 10 46
Metillenmis 4 40,0 4 8,7 0,01 7,0 (1,373 - 35,678)
Metillenmemis 6 60,0 42 91,3
MSH2  Toplam 10 46
Metillenmis 1 10,0 - - 0,03
Metillenmemis 9 90,0 46 100,0
MGMT  Toplam 10 46
Metillenmis 8 80,0 4 8,7 0,00 42,0 (6,55 - 269,30)
Metillenmemis 2 20,0 42 91,3
MSH3  Toplam 10 46
Metillenmisg 4 40,0 10 21,7 0,23 2,40 (0,565 - 10,193)
Metillenmemis 6 60,0 36 78,3
MLH3  Toplam 10 46
Metillenmisg 6 60,0 2 4,3 0,00 33,00 (4,938 - 220,556)
Metillenmemis 4 40,0 44 95,7
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MSH2 geni promotor metilasyonu ag¢isindan incelenen Orneklere ait sonuglar cinsiyet, kan

grubu, etiyoloji, Child smifi, Timor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan
karsilagtirilmistir. Child smifi ve metilasyon durumlan karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p=0,011) (Tablo 4.16). MSH2 geni igin tek bir
ornekte metilasyon saptanmasi nedeniyle diger genler ile iligkisini belirlemek igin

korelasyon analizi yapilamamuistir.

Tablo 4.16. MSH2 geni metilasyonu ile cinsiyet, kan grubu, etiyoloji, Child sinifi, Timor

say1s1, Grade ve TNM evresi agisindan karsilastirilmast

MSH2
Metillenmis Metillenmemis p
# % # %
Cinsiyet Kadin - - 2 100,0 0.846
(n: 56) Erkek 1 1,9 53 981 ’
KAN 0 - - 13 100,0
GRUBU A 1 3,7 26 963
(n:54) B - . 12 100,0 0.797
AB - - 2 100,0
ETIYOLOJI  Alkol kullanim &ykiisii - - 5 100,0
(n:53) HBV 1 40 24 96,0
HBV+HCV - - 1 100,0
HBV+HCYV alkol kullanim 6ykiisii - - 1 100,0 0,98
HBV+HDV - - 6 100,0
HCV - - 10 100,0
kriptojenik siroz - - 5 100,0
Child smifi A - - 7 100,0
(n:19) B - - 10  100,0 0,011*
C 1 50,0 1 50,0
TUMOR Tek - - 7 100,0
(Srﬁg?(ll)SI Multifokal 1 4,2 23 95,8 0.583
GRADE 1 1 91 10 90,9
(n:28) 2 - - 12 100,0 0,449
3 - - 5 100,0
TNM Evresi Evre 1 - - 2 100,0
(n:18) Evre 2 - - 7 1000
Evre 3 - - 2 100,0 0.645
Evre 4A 1 14,3 6 85,7
*p< 0,05
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MGMT geni promotor metilasyonu agisindan incelenen orneklere ait sonuglar cinsiyet, kan
grubu, etiyoloji, Child sinifi, Tiimor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan karsilagtirilmig

olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamustir (Tablo 4.17).

Tablo 4.17. MGMT geni metilasyonu ile cinsiyet, kan grubu, etiyoloji, Child sinifi, Timor
sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan karsilastiriimasi

MGMT P
Metillenmis Metillenmemis
# % # %

Cinsiyet Kadin 1 50,0 1 50,0 0,316
(n: 56) Erkek 11 20,4 43 79,6
KANGRUBU 0 3 231 10 76,9 0,729
(n:54) A 5 18,5 22 81,5

B 2 16,7 10 83,3

AB 1 50,0 1 50,0
ETIYOLOJi Alkol kullanim &ykiisii 1 20,0 4 80,0 0,758
(n:53) HBV 6 24,0 19 76,0

HBV+HCV - . 1 100,0

HBV-+HCYV alkol kullanim - - 1 100,0

oykiisii

HBV+HDV 1 16,7 5 83,3

HCV - - 10 100,0

kriptojenik siroz 1 20,0 4 80,0
Child smifi A - - 7 100,0 0,126
(n:19) B 1 10,0 9 90,0

C 1 50,0 1 50,0
TUMOR Tek 2 28,6 5 71,4 0,16
SAYISI Multifokal 2 8,3 22 91,7
(n:31)
GRADE 1 1 9,1 10 90,9 0,789
(n:28) 2 1 8,3 11 91,7

3 - - 5 100,0
TNM Evresi Evre 1 - - 2 100,0 0,887
(n:18) evre 2 1 14,3 6 85,7

evre 3 - - 2 100,0

Evre 4A 1 14,3 6 85,7
*p< 0,05
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MGMT geni metilasyonu ile diger genlerin metilasyonu korelasyonuna bakildiginda MSH2
ve MSH3 genleri disindaki genler i¢in iliski saptanmistir. En kuvvetli iliski MSH6 geni igin
saptanmustir (p:0,00 OR: 42,00 CI:6,55 - 269,30) (Tablo 4.18).

Tablo 4.18. MGMT geni metilasyonunun diger genlere ait metilasyon durumlari ile iliskisi

MGMT
Metillenmis Metillenmemis Metillenmis-Metillenmemis
# % # % P OR (95% CI)
MLH1 Toplam 12 44
Metillenmis 7 58,3 3 6,8 0,00 19,133 (3,710 - 98,685)
Metillenmemis 5 41,7 41 93,2
PMS2 Toplam 12 44
Metillenmis 5 41,7 3 6,8 0,00 9,762 (1,893 - 50,35)
Metillenmemis 7 58,3 41 93,2
MSH6 Toplam 12 44
Metillenmis 8 66,7 2 4,5 0,00 42,00 (6,55 - 269,30)
Metillenmemis 4 33,3 42 95,5
MSH2 Toplam 12 44
Metillenmis 1 8,3 - - 0,05

Metillenmemis 11 91,7 44 100,0

MSH3 Toplam 12 44
Metillenmis 3 25,0 11 25,0 1,00 1,00 (0,229 - 4,367)
Metillenmemis 9 75,0 33 75,0

MLH3 Toplam 12 44
Metillenmis 6 50,0 2 4,5 0,00 21,00 (3,421 - 128,908)
Metillenmemis 6 50,0 42 95,5
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MSH3 geni promotor metilasyonu ag¢isindan incelenen Orneklere ait sonuglar cinsiyet, kan
grubu, etiyoloji, Child smifi, Timor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan
karsilastirilmistir. Kan grubu agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunurken (p=0,008), diger parametreler i¢in anlamli bir farklilik bulunamamaistir

(Tablo 4.19).

Tablo 4.19. MSH3 geni metilasyonu ile cinsiyet, kan grubu, etiyoloji, Child sinifi,
Tiumor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan karsilastirilmasi

MSH3
Metillenmis Metillenmemis P
# % # %
Cinsiyet Kadin 1 50,0 1 50,0
. 0,406
(n: 56) Erkek 13 24,1 41 75,9
KAN 0 2 15,4 11 84,6
GRUBU A 9 33,3 18 66,7
(n:54) B i i 12 1000 0.008%
AB 2 100,0 - -
ETIYOLOJI ) A"lk.(.)l kullanim 1 20,0 4 80,0
(n:53) oykiisii
HBV 4 16,0 21 84,0
HBV+HCV - - 1 100,0
HBV+HCV
alkol kullanim - - 1 100,0 0,499
oykiisii
HBV+HDV 3 50,0 3 50,0
HCV 4 40,0 6 60,0
kriptojenik siroz 2 40,0 3 60,0
Child smifi A 2 28,6 5 71,4
(n:19) B 4 40,0 6 60,0 0,82
C 1 50,0 1 50,0
TUMOR Tek 2 28,6 5 71,4
SAYISI _ 0,976
(n:31) Multifokal 7 29,2 17 70,8
GRADE 1 2 18,2 9 81,8
(n:28) 2 5 41,7 7 58,3 0,444
3 2 40,0 3 60,0
TNM Evresi Evre 1 - - 2 100,0
(n:18) evre 2 3 42,9 4 57,1
0,189
evre 3 2 100,0 - -
Evre 4A 2 28,6 5 71,4
*p< 0,05
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MSH3 geni i¢in MLH1 (p: 0,04 OR: 4,11 CI: 0,976 - 17,313) ve MLH3 (p: 0,01 OR: 7,22
Cl: 1,452 - 35,93) disindaki genler i¢in korelasyon saptanmamustir (Tablo 4.20).

Tablo 4.20. MGMT geni metilasyonunun diger genlere ait metilasyon durumlari ile iligkisi

MSH3
Metillenmis Metillenmemis Metillenmig-Metillenmemis
# % # % P OR (95% CI)
MLH1  Toplam 14 42
Metillenmis 5 35,7 5 119 0,04 4,11(0,976 - 17,313)
Metillenmemis 9 64,3 37 88,1
PMS2  Toplam 14 42
Metillenmis 2 14,3 6 14,3 1,00 2,40 (0,565 - 10,193)
Metillenmemis 12 85,7 36 85,7
MSH6  Toplam 14 42
Metillenmis 4 28,6 6 143 0,23 2,40 (0,565 - 10,193)
Metillenmemis 10 71,4 36 85,7
MSH2  Toplam 14 42
Metillenmis 1 7,1 - - 0,08
Metillenmemis 13 92,9 42 100,0
MGMT  Toplam 14 42
Metillenmis 3 21,4 9 21,4 1,00 1,00 (0,229 - 4,367)
Metillenmemis 11 78,6 33 78,6
MLH3  Toplam 14 42
Metillenmis 5 35,7 3 7,1 0,01 7,22 (1,452 - 35,93)
Metillenmemis 9 64,3 39 92,9
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MLH3 geni promotor metilasyonu agisindan incelenen 6rneklere ait sonuglar cinsiyet, kan
grubu, etiyoloji, Child smifi, Timor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan
karsilagtirilmis, ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamustir (Tablo 4.21).

Tablo 4.21. MSHS3 geni metilasyonu ile cinsiyet, kan grubu, etiyoloji, Child sinifi, Tiimor
sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan karsilastirilmasi

MLH3
Metillenmis Metillenmemis P
# % # %
Cinsiyet Kadin 1 50,0 1 50,0
0,142
(n: 56) Erkek 7 13,0 47 87,0
0 2 15,4 11 84,6
KAN
GRUBU A 4 14,8 23 85,2 05
(n:54) 1 8,3 11 91,7
AB 1 50,0 1 50,0
o] kuaggy : 5 100,0
Oykisii
HBV 4 16,0 21 84,0
HBV+HCV - . 1 100,0
ETIYOLOJI HBV+HCV 0.953
(n:53) alkol kullanim - - 1 100,0 '
oykiisii
HBV+HDV 1 16,7 5 83,3
HCV 1 10,0 9 90,0
kriptojenik siroz 1 20,0 4 80,0
Child sim A - - 7 100,0
1 sttt B 1 10,0 9 90,0 0,126
(n:19)
C 1 50,0 1 50,0
TUMOR Tek 1 14,3 6 85,7
SAYISI _ 0,639
(n:31) Multifokal 2 8,3 22 91,7
GRADE 1 9,1 10 90,9
2 2 16,7 10 83,3 0,584
(n:28)
3 - - 5 100,0
Evre 1 - - 2 100,0
TNM Evresi evre 2 1 14,3 6 85,7
0,887
(n:18) evre 3 - - 2 100,0
Evre 4A 1 14,3 6 85,7
*p< 0,05
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MLH3 geni metilasyonu ile diger genlerin iliskisine baktigimizda tiim genler i¢in

korelasyon saptanirken en yiiksek iliski MLH1 geni i¢in bulunmustur (p:0,00 OR: 105,00
Cl: 9,533 - 1156,491)(Tablo 4.22).

Tablo 4.22. MLH3 geni metilasyonunun diger genlere ait metilasyon durumlari ile iligkisi

MLH3
Metillenmis  Metillenmemis Metillenmis-Metillenmemis
# % # % p OR (95% CI)
MLH1  Toplam 8 48
Metillenmis 7 87,5 3 6,3 0,00 105,00 (9,533 - 1156,491)
Metillenmemis 1 12,5 45 93,8
PMS2  Toplam 8 48
Metillenmis 3 37,5 5 10,4 0,04 5,16 (0,938 - 28,382)
Metillenmemis 5 62,5 43 89,6
MSH6  Toplam 8 48
Metillenmis 6 75,0 4 8,3 0,00 33,00 (4,938 - 220,556)
Metillenmemis 2 25,0 44 91,7
MSH2  Toplam 8 48
Metillenmis 1 12,5 - - 0,01
Metillenmemis 7 87,5 48 100,0
MGMT  Toplam 8 48
Metillenmis 6 75,0 6 12,5 0,00 21,00 (3,421 - 128,908)
Metillenmemis 2 25,0 42 87,5
MSH3  Toplam 8 48
Metillenmis 5 62,5 9 18,8 0,01 7,22 (1,452 - 35,93)
Metillenmemis 3 37,5 39 81,3
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Hepatit enfeksiyonu ve metilasyon iliskisini degerlendirmek amaciyla diger etiyolojik
faktorler gbz Oniinde bulundurulmaksizin, HBV ve HCV pozitifligi ile her bir gene ait
metilasyon durumu arasindaki iliski degerlendirilmistir. HBV pozitifligi olan 6rneklerde
PMS2 geni metilasyonu igin anlamli iliski saptanirken, diger genler agisindan anlamli iliski

saptanmamistir (Tablo 4.23).

Tablo 4.23. Degerlendirilen genlerin metilasyon durumlari ve HBV pozitifligi iliskisi

HBV
Pozitif Negatif Pozitif/ Negatif
# % # % p OR (95% Cl)
MLH1 Toplam 33 20
Metillenmis 7 21,2 2 10,0 0,29 2,42 (0,45 - 13,03)
Metillenmemis 26 78,8 18 90,0
PMS2 Toplam 33 20
Metillenmis 7 21,2 - - 0,027*
Metillenmemis 26 78,8 20 100,0
MSH6 Toplam 33 20
Metillenmis 7 21,2 3 15,0 0,58 1,53 (0,35-6,73)
Metillenmemis 26 78,8 17 85,0
MSH2 Toplam 33 20
Metillenmis 1 3,0 - - 0,43
Metillenmemis 32 97,0 20 100,0
MGMT Toplam 33 20
Metillenmis 7 21,2 2 10,0 0,29 2,42 (0,45 - 13,03)
Metillenmemis 26 78,8 18 90,0
MSH3 Toplam 33 20
Metillenmis 7 21,2 7 35,0 0,27 0,50 (0,15 - 1,73)
Metillenmemis 26 78,8 13 65,0
MLH3 Toplam 33 20
Metillenmis 5 15,2 2 10,0 0,59 1,061 (0,28 - 9,19)
Metillenmemis 28 84,8 18 90,0
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HCV pozitifligi ve genlerin metilasyon durumlar arasinda iligki bulunamamustir (Tablo

4.23).

Tablo 4.24. Degerlendirilen genlerin metilasyon durumu ve HCV pozitifligi iliskisi

HCV
Pozitif Negatif Pozitif- Negatif
# % # % p OR (95% CI)
MLH1 Total 12 41
Metillenmis 2 16,7 7 17,1 0,97 0,97 (0,17 - 5,44)
Metillenmemis 10 83,3 34 82,9
PMS2  Total 12 41
Metillenmis - - 7 17,1 0,12
Metillenmemis 12 100,0 34 82,9
MSH6  Total 12 41
Metillenmis 2 16,7 8 19,5 0,83 0,83 (0,15 - 4,53)
Metillenmemis 10 83,3 33 80,5
MSH2  Total 12 41
Metillenmis - - 1 2,4 0,59
Metillenmemis 12 100,0 40 97,6
MGMT Total 12 41
Metillenmis - - 9 22,0 0,08
Metillenmemis 12 100,0 32 78,0
MSH3  Total 12 41
Metillenmis 4 33,3 10 24,4 0,54 1,55 (0,38 - 6,26)
Metillenmemis 8 66,7 31 75,6
MLH3 Total 12 41
Metillenmis 1 8,3 6 14,6 0,57 0,53 (0,06 - 4,90)
Metillenmemis 11 91,7 35 85,4
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5. TARTISMA

Kanser; insan viicudunda birlikte islev goren hiicrelerin normal bdliinme ve cogalma
fonksiyonlarinda aksakliklara bagli olusan ve giinlimiizde onemli bir saglik problemi
haline gelmis bir hastaliktir. Genetik bir hastalik olarak kanser; genellikle kalitsal kanser
sendromlarinda karsimiza c¢ikan genetik degisiklikler sonucu olusabilecegi gibi, normal
ilerleyen hiicre islevlerinde gorevli genetik mekanizmalarin bozulmasi ile de karsimiza
cikabilmektedir. Sadece ABD’ de 2010 yilinda 171.000 kanser nedenli 6liim beklentisi
g6zoniinde bulunduruldugunda kanserin bir¢ok arastirict i¢cin merak uyandiran bir ¢alisma

konusu olmasi sasirtict olmamaktadir (89).

Epigenetik degisiklikler; niikleotid dizisinde degisiklik olmaksizin gozlenen fenotipik
farkliliklarin  agiklanmasinda en Onemli mekanizmadir. Epigenetik mekanizmalarin
tanimlanmaya baslanmasindan sonra, normal yasam dongiisiiniin devam ettirilmesinde rol
oynadiklari gibi, bu mekanizmalarin bozulmasi ile basta kanser olmak iizere bir¢ok genetik
hastaligin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (90). Epigenetik degisikler igerisinde en fazla
tanimlanan mekanizma olan promotor bolge hipermetilasyonu, kanser gelisiminin
onlenmesinden sorumlu bir¢cok genin inaktivasyonu ile iligkili onemli bir epigenetik
degisikliktir (76). “Kanser ve metilasyon” iligkisini arastiran calismalar 1940’lardan
itibaren yapilmaya baglanmis, giiniimiize gelindiginde sik kullanilan veri tabanlarinda bu

konu baghgi ile ilgili yazili makale sayist 17,000’e ulagmistir (91).

Diinyada en sik goriilen besinci neoplazm olan HCC ayn1 zamanda kanser iligkili 6liimlerin
en sik ti¢lincli nedenidir (2). Oldukca saldirgan seyirli ve kisa yasam beklentisi olan bu
timorler siklikla kronik karaciger hastaligi ve siroz zemininde gelismektedir. Risk
faktorlerinin oldukca iyi tanimlandigt HCC, dagiliminin cografi farklilik gostermesiyle de
dikkati ¢ekmektedir (4). Diyetle alinan aflatoksinler disarida birakildiginda cografi farklilik
gostermeksizin temel etiyolojik neden kronik viral hepatitler olarak bildirilmistir. Her ne
kadar etiyolojik etkenler iyi tanimlanmis olsa da uygun tarama ve hedeflenmis tedavi
yaklagimlarmin gelistirilebilmesi icin HCC molekiiler patogenezinin iyi tanimlanmasi
gerekmektedir. Aralarinda  DNA onarim mekanizmalarini ilgilendiren genlerin de

bulundugu bir molekiiler siniflama HCC igin hazirlanmistir (38). Ek olarak bir grup MMR
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geninin HCC Orneklerinde azalmis ifadelenmesi gosterilmis fakat bunu agiklayan bir

mekanizma ortaya konmamustir (39).

Calismamizda histopatolojik olarak HCC tanis1 almis parafin blok orneklerinde DNA
onarim sisteminde gorevli MLH1, PMS2, MSH6, MSH2, MGMT, MSH3 ve MLH3
genlerine ait metilasyon profilleri MS-MLPA yontemi ile degerlendirilerek bu 6rneklerde
normal dokuya gore artmis promotor metilasyonu varlig1 gosterilmistir. Ek olarak, klinik
bulgularina ulasilabilen o6rneklerin metilasyon profilleri klinik veriler ile birlikte

degerlendirilmistir.

Calismamiza dahil edilen hasta grubunda, erkek cinsiyette (% 96,4) hastaligin goriilme
sikliginin kadinlara gore (%3,6) belirgin olarak fazla oldugu goriilmektedir. Literatiirde de
rastlanma sikliginin erkek cinsiyette belirgin bir sekilde fazla oldugu bildirilen HCC igin
Tirkiye’de yapilan daha Onceki ¢alismalarda Erkek: Kadin orami 3,4:1 olarak
raporlanmistir (3). Bizim ¢alismamiza gére HCC’nin erkeklerde goriilme sikligi Tiirkiye
ortalamasinin iistiinde gibi goriinse de, hasta sayisinin fazla oldugu ¢cok merkezli ¢aligmalar
cinsiyet gibi ozelliklerin belirlenmesinde daha degerli olacaktir. Hastaligin goriilme yasi

literatiirle benzer olarak 40 yasindan once oldukga diisiik bulunmustur.

HCC gelisiminde etkili olan faktorlerin cografi farkliliklar gosterdigi bilinmektedir.
Genellikle kronik viral infeksiyonun uzun dénem sonucu olarak ortaya ¢ikan HCC i¢in
gelismekte olan iilkelerde kronik HBV infeksiyonu etiyolojik faktorler arasinda basi
cekerken, gelismis iilkelerde HCV infeksiyonu on plana cikmaktadir. Daha Once
Tirkiye’de yapilan ve HCC gelisiminden sorumlu etiyolojik faktorlerin belirlendigi ¢ok
merkezli bir calismada tek basina HBV infeksiyonu varligi % 40 oranla en sik etiyolojik
neden olarak bildirilmistir (11). Bizim ¢alismamizda da etiyolojik nedenler arasinda tek
basina HBV infeksiyonu varlig1 olgularin % 47,2’sinde bulunmugstur. Aflatoksin gibi
cevresel karsinojenlerin de HCC gelisme riskini arttirdigr bilinmektedir. Ancak hasta
grubumuzda aflatoksin maruziyeti bilinen birey olmadigindan bu veriyi destekleyecek

bulgu bulunamamustir.

MS-MLPA, klasik MLPA’ya benzer bigimde, 6rneklerin prob hibridizasyonu ve ligasyon
islemleri sonrasinda, elde edilen {iriinlerin metilasyon spesifik enzimler ile kesimi ve

takibinde PZR reaksiyonunun gergeklestirilmesi esasina dayanir. Yontem, ilk kez Prader
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Willi/Angelman Sendromu olan hastalarin tespitinde kullanilmasindan sonra birgok

arastirici tarafindan kanser aragtirmalarinda tercih edilmeye baslanmistir (87).

MS-MLPA yontemi ile elde edilen verilerin analizi i¢in iiretici firma tarafindan 6nerilen
birgok farkli analiz yontemi mevcuttur. Elde edilen elektroforez sonuglarinin hali hazirdaki
kapiller elektroforez cihazlarinda kullanilan bilgisayar yazilimlart ile normalizasyonunu
takiben, ticari olarak ulasilabilen analiz programlar1 kullanilabilecegi gibi bireysel olarak
hazirlanmis 6rnek sayfalari ile de analiz gergeklestirilebilmektedir (85).

Ticari olarak hazirlanmis analiz programlart metilasyon analizi i¢in heniiz yeterli
goriinmemektedir. Bunun yerine birgok caligmada tercih edilen, arastiricilarin kendi
hazirladiklar1 analiz yontemleridir. Bu sekilde enzim kesim noktasi icermeyen problara ait
pik alanlarin ortalamasi ya da toplami referans olarak kabul edilmektedir. Boylece kesilmis
ve kesilmemis drneklerde enzim kesim bdlgesi igermeyen problarin her biri i¢in elde edilen
pik alanlar1 bu referans degerlere boliiniip, degerler oranlandiginda metilasyon orani tespit
edilmektedir. Arastiricilarin bir kismi metilasyon degerinin 0,02°’den biiylik oldugu
orneklerde metilasyon oldugunu kabul ederken, bir kismi1 da diger metilasyon belirleme
yontemleri ile metile bulduklar1 degerin iistiinde kalan degerleri metilasyon varligi olarak
kabul etmislerdir (92, 93, 94). Bizim ¢alismamizda da, daha 6nce bildirildigi gibi, her bir
ornek icin metilasyon degeri belirlenmis, ek olarak saglikli karaciger vericisi bireylere ait
normal karaciger dokusu orneklerinde de ayni prosediirler tekrarlanmistir. Kontrol grubu
ve hasta grubu Orneklerinden elde edilen degerler arasinda farklilik olmadigindan kontrol
grubu Ornekleri temel bir metilasyon degeri belirlemek i¢in se¢ilmistir. Boylece her bir
MLPA probu i¢in kontrol dérneklerinden elde edilen metilasyon degerlerinin ortalamasi
almarak normal karaciger dokusu icin ortalama bir metilasyon degeri elde edilmistir.
Normal dokudaki metilasyon degerinin {lizerinde bulunan hasta Orneklerinde normal
dokuya gore artmis metilasyon varligi kabul edilmistir. Sonuclarimizin giivenilirligini
artirmak i¢in ise, her gen i¢in en az iki probla artmis metilasyonun varliginin gosterildigi
orneklerde, degerlendirilen gene ait promotor bdlge hipermetilasyonu varlig1 gosterilmistir.
HCC karsinogezinde farkli asamalarda etkili oldugu bilinen promotor bolge metilasyonu,
ozellikle tiimor baskilayict genler olmak iizere bir¢cok genin transkripsiyonun baskilanmasi
ile kanser gelisimine neden olur (43). Yapilan az sayida ¢alismada MLH1, MSH3, MSH3
ve MGMT genlerinin promotor bdlge metilasyonu HCC li olgularda gosterilmistir (95, 96,
97). Bizim ¢alismamizda bu genlere ek olarak MMR sisteminde gorevli PMS2, MLH6 ve

MLH3 genlerine ait metilasyon profilleri de incelenmistir. Buna goére MMR sisteminde
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gorevli yedi genden en az birinde metilasyon saptanan olgularin orani %48,2 olarak
bulunmustur. Sadece tek bir gende metilasyon saptanan % 23,2 olguya ek olarak, olgularin
%25’inde birden fazla gene ait metilasyon saptanmistir. Bu oranlara bakildiginda aym
yolakta gorevli birden fazla gene ait degisikligin bir arada degerlendirilmesinin daha fazla
bilgi verecegi dngoriilmektedir.

DNA metilasyon profilinin rastgele olmayan dagilimini gostermek i¢in yapilan ¢aligmalar
sonrasinda “CpG island methylator phenotype (CIMP)” olarak adlandirilan bir tanimlama
gelistirilmistir (98). ilk kez gastrik ve kolorektal kanserlerde (99, 100) gosterilen CIMP,
kanser olusum yolaklarindan birden fazlasinda gorevli, 6zellikle timor baskilayici genleri
iceren gen gruplarinda ¢ok sayida genin ayni anda metile olmasi olarak tanimlanmaktadir.
HCC i¢in yapilan ilk calismada CIMP+ tiimoérlerin ¢evresel faktorlere maruziyet ile iliskisi
gosterilmistir (40). Yine yapilan baska bir ¢alismada pl4, pl5, p16, RASSF1A ve WT1
genlerine ait metilasyon profilleri degerlendirilmis ve yiiksek AFP degerleri ile CIMP
pozitifligi arasinda iliski bulunmustur (97). Baska bir ¢alismada ise CIMP pozitifligi ile
yiiksek AFP diizeyleri, ¢cok sayida tiimor varligi ve kisa yasam beklentisi arasinda yiiksek
oranda iliski bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada CIMP degerlendirmesinin transplantasyon
sonrast timor tekrarlama riskini gostermede iyi bir belirte¢ olacagi gosterilmistir (101).
Bizim ¢aligmamizda ise degerlendirilen 7 gen, ayni yolakta gérev yapan ve DNA onarim
mekanizmalar ile iligki genlerdir. Bu nedenle ¢alisma grubumuzda CIMP pozitifligi ile

ilgili bir degerlendirme yapilamamustir.

Calismamizda sadece bir olguda (Olgu 5) tiim bolgelerde metilasyon tespit edilmistir. Bu
olguya HCC tedavisine yonelik karaciger nakli uygulanmistir. Hastanin klinik 6zelliklerine
baktigimizda; operasyon dncesi CHILD C olarak degerlendirilen olgunun, AFP degerinin
normalin {istiinde oldugu, etiyolojik faktdr olarak HBV infeksiyonu oldugu ve TNM
bakildiginda ise iyi derece differansiye tiimdriin multifokal oldugu goriilmiistiir. Bu
sonuglar ileri evrede saptanan bir tiimor olmasi nedeniyle, metilasyonun karsinogenezde
erken bir olay oldugu bilgisiyle ¢elismekle birlikte biitiin bolgelerde metilasyon saptanmasi

ilerleyen siiregte metile olan gen sayisinin artabilecegini gostermektedir.

Calismamizda en sik metilasyon saptanan gen 14 olgu (%25) ile MSH3 geni olarak
bulunmustur. Ek olarak tek basina en fazla metile olan gen de 8 olgu ile MSH3 geni olarak

bulunmustur. HCC’ 1i olgularda yapilan iki farkli ¢calismanin birinde en fazla metilasyon

69



saptanan genler MSH3 ve MGMT olarak belirlenirken, diger bir g¢alismada HCC
orneklerinin hi¢ birinde MSH3 genine ait metilasyon saptanmamustir (95, 97). Gelecekte
HCC olgularinda yapilacak olan metilasyon ¢alismalarinda farkli yolaklardaki genlere ek

olarak MSH3 geninin de degerlendirilmesi gerektigi goriilmektedir.

Karsinogenez sirasinda promotor hipermetilasyonunun erken bir olay olarak meydana
geldigi bilinmektedir (82). HCC ig¢in yapilan hiicre siklusunun devam ettirilmesinde
gorevli bes farkli genin metilasyon profilinin degerlendirildigi bir ¢caligmada, promotor
bolge hipermetilasyonunun erken karsinogenez evrelerinde basladigi gosterilmistir (102).
Bizim ¢alismamizda ise incelenen genlerin en az birinde metilasyon saptanan orneklerde
Grade ve TNM evresi acisindan anlamli farklilik bulunamamistir. Buna ragmen diger
evreleme sistemlerinde kullanilan tiimor sayisina gore metilasyon durumlar
degerlendirildiginde, timor sayist tek olan orneklerde daha fazla metilasyon oldugunun
gosterilmesi  metilasyonun erken bir olay oldugu goriisiini  desteklemektedir.
Calismamizda normal ve/veya sirotik dokularda metilasyon varligi degerlendirilmemistir.
Bu nedenle promotor metilasyonunun karsinogenezin Oncesinde ortaya c¢ikan ve

karsinogenezi baglatan bir olay oldugu ileri siirlilememektedir.

Yapilan ¢alismalarda HCC etiyolojisinde rol oynayan viral hepatitler ile tiimor metilasyonu
karsilastirdiginda, bu etiyolojik faktorlerin  bulundugu bireylerde metilasyonun
bulunmayan bireylere gore belirgin derecede farkli oldugunu gosterilmistir (103, 104).
Bilgimiz dahilinde, ¢alismamizda yer alan genlerin tiimiiniin HBV ya da HCV infeksiyonu
varlig1 ile birlikte degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. ¢calismamizda HBV ile
PMS2 metilasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmistir. HBV’ nin
karsinogenezdeki rolii ile PMS2 arasindaki iligki bilinmemektedir. Bundan sonraki
caligmalarda bu iligkinin arastirilmasi onerilmektedir. Diger genler ve HBV pozitifligi ile
tim genler ve HCV pozitifligi arasinda anlamli iligki saptanmamistir. Bundan sonraki
caligmalarda, viral hepatit olup heniiz HCC gelistirmemis 6rneklerde de MMR genlerinin

metilasyonunun degerlendirilmesi uygun olacaktir.

AFP diizeyi, kronik karaciger hastaligi nedeniyle takip edilen hastalarda HCC gelisimini
gostermede kullanilan 6nemli bir belirtectir. HCC igin, daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
farkli genlerde metilasyon durumlar1 ile AFP diizeyleri karsilastirilmamistir. Yapilan iki
farkli calismada CIMP pozitifligi ile AFP diizeyleri arasinda iliski gosterilmistir (97, 101).

Bu caligmalarin her ikisinde de hiicre dongiisii kontrolii ile iligkili genlerin metilasyon
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durumlan degerlendirilmistir. Bizim c¢alismamizda ise AFP yiiksekligi ve metilasyon
durumlar arasinda iligki bulunmazken, AFP diizeyi ortalamalarina bakildiginda MSH6
geni metilasyonu icin AFP artmis metilasyon ve artmis AFP’nin istatistiksel olarak anlamli
birlikteligi gosterilmistir. DNA onarimi ile iliskili genlerin metilasyonu ile AFP
ifadelenmesinin iligkisine yonelik ¢aligmalar heniiz yapilmamis ise de beklenmeyen bir
bulgu olmadigi diistiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda belirledigimiz AFP yiiksekligi ve
metilasyon iligkisinin ise daha ayrintili, 6zellikle gen ifadelenme diizeylerini de igeren

caligmalarla desteklenmesinin uygun olacagi diisiiniilmektedir.

E. coli’ de MutL geninin insandaki homologu olan MLH1, herediter nonpolipozis kolon
kanserinde siklikla mutasyona ugrayan bir gendir. Siklikla gen ifadelenmesinin
baskilanmasiyla sonuglanan MLH1 promotor bolge metilasyonu endometrium kanseri,

kolon kanseri ve gastrik kanserlerde gosterilmistir (54, 105).

HCC olgularinda yapilan calisma sayis1 az olmakla birlikte, calismalarin sonuclar1 da
birbirini desteklemekten uzak goriinmektedir. Bu az sayidaki ¢aligmalardan birinde MLH1
promotor metilasyonu HCC olgularda olduk¢a nadir saptanirken (95), bir diger calismada
stk goriilen bir epigenetik degisiklik olarak gosterilmistir (97). Bizim ¢alismamizda
olgularm %17,9’ unda MLH1 promotor metilasyonu saptanmis, ancak klinik bulgularla

iligki gosterilememistir.

Bagka bir ¢alismada ise azalmis MLHL1 ifadelenmesi tespit edilen olgularda metilasyon
saptanmamis, kolon kanseri olgularinda da metilasyon olmaksizin, mutasyonlara bagl
olarak ifadelenmenin azaldigi tartisilmistir (96). Bizim g¢alismamizda gen ifadelenme
diizeyleri incelenmediginden boyle bir karsilastirma yapilamamistir. Bu nedenle sonraki
caligmalarda gen metilasyon analizlerine ek olarak genlerin ifadelenme diizeylerinin
degerlendirilmesinin patogenezi ve etki mekanizmasini agiklamada faydali olacagi

distinilmiistiir.

Calismamizda MLH1 geninin metilasyonu en sik MLH3 geni ile iligkili bulunmustur. E.
Coli’ de MutL proteinin homologu olan bu genlerin benzer islevleri nedeniyle ayni1 anda
metile olmalar1 olas1 gériinmektedir. Daha 6nce HCC tiimor dokular1 ve hiicre dizilerinde
MLH1 ve MLH3 metilasyonlarinin degerlendirildigi bir ¢alismada MLH3 metilasyonu
gosterilememistir. Gelecekte planlanacak ¢alismalarda MLH3 geni metilasyonun da

degerlendirilmesi gerektigini gostermesi agisindan bulgumuz 6nemlidir.
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PMS2 genindeki mutasyonlar sonucu herediter nonpolipozis kolon kanseri, Turcot
Sendromu ve supratentoryal primitif noroektodermal timdrler gibi neoplazmlarin olustugu
bilinmektedir. PMS2 geni metilasyonu ile ilgili ¢alismalar diger MMR genlerindeki
caligmalara gore oldukga az sayidadir. Daha once gastrik kanserlerde yapilan bir calismada
orneklerin %28,6 ‘sinda PMS2 promotor bolge metilasyonu tespit edilmis ve gastrik

kanserin farkli patolojik tipleri ile iliskisi ortaya koyulmustur (106).

HCC olgularinda PMS2 gen ifadelenmesinin azaldigini gdsteren bir yaymin bulunmasina
ragmen (39) , literatiir bilgimize gore calismamiz HCC olgularinda PMS2 promotor
hipermetilasyonunu gosteren ilk calismadir. Metilasyon oraninin %14,3 bulundugu
orneklerimizde; Child sinifi, timor sayisi, Grade ve TNM evresi agisindan anlamli iligki
saptanmigtir. ~ Sonuglarimiza  gére  PMS2  metilasyonunun  beklendigi  iizere
hepatokarsinogenezin baslangicinda etkili oldugu goriilmektedir.  PMS2 promotor
metilasyonu en fazla MGMT geni metilasyonu ile iligkili bulunmustur. Her ne kadar iki
farklt DNA tamir mekanizmasinda gorevli olsalar da, ileride yapilacak ¢alismalarda bu iki

genin birlikte degerlendirilmesinin uygun olacag: diistintilmektedir.

Mutasyonlar1 herediter nonpolipozis kolon kanseri olgularinda gosterilmis bir diger gen
olan MSH6, MSH2 ile birlikte yanlis eslesme tanima kompleksini olusturmaktadir. Daha
once ilk kez gastrik kanser olgularinda yapilan bir ¢alismada, drneklerin higbirinde MSH6
metilasyonu tespit edilmemistir (106). HCC ile MSH6 iliskisi ilk kez gen ifadelenme
diizeylerinin belirlendigi bir ¢alismada ortaya konmus ve MLHG6 ifadelenmesinin azalmasi
HCC ile iligkili bulunmustur (39). MLH6 metilasyonu ve HCC iligkisi daha once
degerlendirilmemistir. Bizim c¢alismamizda orneklerin %17,9” unda MSH6 metilasyonu
gosterilmistir. Daha onceki ¢alismada gosterilen HCC 6rneklerinde MLH6 ifadelenmesinin
azalmasi, ¢alismamizin sonuglar1 ile bir arada disiiniildiigiinde; MSH6 metilasyonunun
genin transkripsiyonunu baskiladigt ve bunun bir sonucu olarak gen ifadelenmesinin

azaldig1 diisiiniilmektedir.

Ayrica Zekri ve ark.’nin yaptiklari c¢alismada, MSH6 geninin diger genlerin
ifadelenmesinin azalmasina orneklerin biiylik bir cogunlugunda eslik ettigi gosterilmistir.
Bu nedenle 6zellikle HCV infeksiyonunun varliginda MMR genlerinde olusan fonksiyon
bozuklugunun baglamasinda MSH6’ nin 6nemli bir basamak oldugu diisiiniilmiistiir. Bizim
calismamizda da degerlendirilen genlerden besi i¢in MSH6 geni ile korelasyon

bulunmustur. Onceki ¢alismadaki bulgu ile uyumlu oldugu diisiiniilen bu sonug ile ilgili,
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yazarlarin yorumlarma ek olarak MSH6 geninin MMR genlerindeki metilasyon profilini

belirlemede tek basina da kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

MSH2 geni mutasyonlari, MLH1 geni ile birlikte polipozis olmayan kalitsal kolon kanseri
olgularmin %90’ inda saptanmaktadir (62). MSH2 metilasyonu daha once farkli kanser
tirlerinde ve HCC’de gosterilmistir. Yapilan bir calismada HCC’li 6rneklerde MSH2
metilasyonu %68 oraninda bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise sadece 1 ornekte MSH2
metilasyonu saptanmis ve klinik ve histopatolojik parametreler i¢in anlamli iligki
saptanmistir. Buna ragmen tek hastada metilasyon saptamamiz nedeniyle sonuglarin

yorumlanmasi gii¢ olacaktir.

MGMT dogrudan DNA onariminda gorevli ve karacigerde yliksek aktivite gdsteren bir
enzimdir. CpG adacik metilasyonu sonrasinda MGMT ifadelenmesinin azalmasi ya da
kayb1 bircok insan kanserinde gosterilmistir. Daha 6nce Multiple Myelom olgularinda
yapilan bir caligmada az sayida olguda MGMT metilasyonu %40 olarak bildirilmistir (83).
Gliom olgularinda yapilan bir c¢aligmada ise MGMT promotor metilasyonunu %40
oraninda saptanmig ve MGMT hipermetilasyonunun yas, evre, timor grade’i ve hastanin
performansindan daha giiclii bir bagimsiz prognostik faktér oldugu gosterilmistir (107).
HCC’ de ise, ozellikle kronik viral hepatit sonrasi kanserlerle iliskili olmak {izere,
metilasyon varligi %22-39 oraninda belirlenmigstir (96, 108). HCC ile karsilastirildiginda
neoplastik olmayan karaciger dokusunda benzer oranda MGMT promotor metilasyonu
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda % 21,4 6rnekte MGMT promotor metilasyonu tespit
edilmis ancak klinik ve histopatolojik parametreler i¢in anlamlh farklilik saptanmamaigtir.
Hastalarimizin tiimiinde klinik verilerin elde edilememesi ¢alismamizin kisitliligr olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. MGMT geni i¢in en yiiksek korelasyon dnceki ¢aligmalarla uyumlu
bicimde MSH6 geni ile bulunmustur (39). Daha Once yapilan calismalarda boyle bir
degerlendirme yapilmadigindan sonuglarimizi yorumlamak miimkiin olmamaktadir. Diger
timorlerde de MMR sistemine ait bu genlerin metilasyonun degerlendirilmesi uygun

goriilmektedir.

MSH3 geni MMR sisteminde gorev yapan ve mutasyonlarinin endometrium kanserinde
sorumlu gosterildigi bir gendir. Daha 6nce yapilmig HCC’de yapilmis ¢aligmalarda %75
gibi yiiksek oranlarda MSH3 metilasyonu tespit edilmistir. Daha az oranda da sirotik
karaciger dokusunda MSH3 metilasyonu gosterilirken normal dokuda gosterilememistir

(95, 96, 97).
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MSH3, MSH2 geni ile heterodimer olusturarak fonksiyon gormektedir. Bizim
calismamizda ilging bir bulgu olarak MSH3 geni metilasyonunun en ¢ok korelasyon
gosterdigi genler yine MMR sisteminde gorevli ancak E coli’de MutL. homologu olan

MLH1 ve MLH3 genleridir.

MLH3 genindeki somatik mutasyonlar Lynch Sendromu ve endometrium kanseri gibi
timorlerde gosterilmistir. Literatiir bilgilerine gore daha once insan tiimorlerinde MLH3
metilasyonun degerlendirildigi bir calisma yapilmamistir. Bizim calismamizda %14,3
olguda MLH3 genine ait metilasyon tespit edilmistir. Klinik ve histopatolojik bulgular
acisindan ise anlaml iliski saptanmamistir. MLH3 genine ait metilasyon taramalarinin
farkli kanserlerde ve normal karaciger dokusunda da yapilmasi ve ifadelenme diizeyleri ile

karsilastirilmasi uygun olacaktir.

MS-MLPA, 2005 yilinda ilk kullanima girmesini takiben metilasyon tarama yontemleri
arasinda yerini almig ve giin gectikce kullanim alani arttirllmistir. Yontemin diger
metilasyon tarama yOntemlerine gore istiinliiklerinin basinda, bisiilfit doniisiimiine
gereksinim duymamasi gelmektedir. Bisiilfit dontisiimii sirasinda DNA ‘nin 6nemli bir
kisminin degrade olmasi dnemli bir dezavantajdir. Ayrica yontemin uygulama siiresinin
uzamasina da neden olmaktadir. Bizim ¢alismamizda her bir 6rnek i¢in 150 ng/ul DNA
ornegi kullanilmistir. DNA izolasyonu ticari izolasyon kiti kullanilarak yapilmis ve analiz
asamasinda Orneklerin biiylik ¢cogunlugunda kullanilan DNA miktariin yeterli oldugu

gbzlenmis, ¢ok az sayida ornegin tekrarina gereksinim duyulmustur (veriler gosterilmedi).

MLPA yonteminin yeni kullanima girmesi nedeniyle dezavantaj olarak karsimiza ¢ikan
ozellik, veri analizinde yasanan sikintilar olmaktadir. Kisisel uygulamalarin devreye
girmesi, yoruma dayali analiz yontemlerinin kullanilmasi ve daha once yapilan c¢alisma
sayisinin sinirli olmasi nedeniyle sonuglarin yorumlanmasi giliglesmektedir. Yeni nesil
molekiiler uygulamalarinda oldugu gibi MLPA analizi i¢in gelistirecek ve devaml
giincellenen yazilimlarin ortaya ¢ikarilmasi uygulamasi basit ve ucuz olan bu yontemin

kullanim alanini genisletecektir.

Kanser patogenezine yonelik yapilan arastirmalarda, hastaligin farkli donemlerinde alinan
orneklerin ve beraberinde Onciil lezyonlarin sonuglar ile birlikte degerlendirilmesi
aragtirmanin giiclinii arttirmaktadir. Bunun icin degerlendirilen Orneklere ait klinik

verilerin  kapsamli olmasi Onemlidir. ¢alismamizda kullanilan Ornekler arsiv
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materyallerinden elde edilmistir. Bu nedenle geriye doniik yapilan dosya taramalarinda
klinik verilerin tamamina ulasilamamis ve bu durum c¢alismanin zayif yonii olarak
distiniilmiistiir. Yapilan istatistiksel analizler sonrasinda veri sayisinin az oldugu
degerlendirmeler ic¢in sonuglarin gilivenilirligi diisiik bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda
prekanserdz lezyonlarda metilasyon taramasi yapilmamustir. Ileriki ¢alismalarda HCC’ ye
ek olarak etiyolojik faktorlerin (Orn. Viral hepatit) varlig: bilinen kanser gelistirmemis

dokularin ve 6zellikle sirotik karaciger 6rneklerinin degerlendirilmesi planlanmaktadir.

HCC’ nin agresif seyirli ve yasam beklentisi oldukca kisa bir tiimor olmasi nedeni ile
tedavi edici yontemlerin yani sira semptomlarin giderilmesine yonelik yontemler de
siklikla kullanilmaktadir. Etkili tedavi yontemlerinin uygulanmasindan sonra bile hiicresel
diizeyde hastalik yayiliminin 6nlenememesi nedeniyle hastaligin rekiirensi s6z konusu
olabilmektedir. Hiicresel diizeyde uygulanabilecek tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi
icin molekiiler mekanizmalarin igerisinde tanimlanacak epigenetik degisikliklerin ortaya

cikarilmasi faydali olacaktir.

Metilasyon ve kanser iligkisinin ayrintili ¢aligmalarla tanimlandigi giiniimiizde HCC
gelisiminin hangi basamaklarinda bu mekanizmalarin etkili oldugunun gosterilmesi, HCC
patogenezinin daha 1iyi anlagilabilmesi ve yeni tarama ve tedavi yaklasimlarinin
gelistirilebilmesi acisindan Onemlidir. MMR sisteminde gorevli genlerin tiimiine ait
metilasyon durumlarimin, genis ve Kkarsilastirmali ¢alismalar ile gosterilmesi yeni
yaklasimlarin oniinli agacaktir. MS-MLPA yonteminin ucuz, kolay uygulanabilir ve ¢ok
sayida genin bir arada degerlendirmesini saglayan bir yontem olma 6zelligi ile metilasyon

caligmalarinda kullaniminin faydali olacagina inanmaktay1z.
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6. SONUCLAR

Calismamizda DNA onarim mekanizmalarinda goérevli MLH1, PMS2, MSH6,
MSH2, MGMT, MSH3 ve MLH3 genlerinin tiimiinde farkli oranlarda metilasyon

saptanmistir.

Timor sayist ve incelenen genlerden en az birinde artmis metilasyon varligi

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.

Metilasyonu degerlendirilen MLH1, PMS2, MSH2, MGMT ve MLH3 genlerinden
herhangi birinin metilasyonu durumunda MSH6 geninde de metilasyon saptanmasi

ilging bir bulgudur,

Calismamiz PMS2 metilasyonun HCC olgularinda gosterildigi ilk calismadir ve
PMS2 metilasyonu saptanan orneklerde HBV pozitifligi, Child sinifi, timor sayisi,

Grade ve TNM evresi acisindan anlamli iligki saptanmustir.

MLH6 metilasyonu ve HCC iliskisi ilk kez bu c¢alismada degerlendirilmis ve
HCC’li 6rneklerde MLH6 metilasyonu varlig1 gosterilmistir.

Sadece tek oOrnekte MSH2 metilasyonu saptanmis ve klinik ve histopatolojik

parametreler i¢in anlaml farklilik saptanmaigtir.

Literatiir bilgilerine gore insan timorlerinde MLH3 metilasyonunun
degerlendirildigi ilk ¢alisma olmustur.

MS-MLPA uygulamasi basit ve maliyeti diisiik bir yontem olmakla birlikte veri
analizinde karsilagilan giicliiklerin ortadan kaldirilmas1 giigliiklerin  ortadan

kaldirilmas1 yontemin kullanim alanini genisletecektir.
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