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DNA Metilasyon ile Losemi Hastalarinda Yas 1

OZET

Yas, bir¢cok adli olgunun aydinlatilmasinda 6nemli bir parametredir. Geleneksel
olarak kemik ve dislerden yas tahmini yapilmaktadir. Son yillardaki epigenetik
calismalarda DNA metilasyonunun yaglanma iliskisi kesfedilmis ve yas tahmini icin

yiiksek dogruluk oranlar1 olan modeller gelistirilmistir.

Kanser hastaligi, DNA’daki mutasyonlar ve epigenetik modifikasyonlar1 da igceren
karmagik bir yapiya sahiptir. Metilasyon ile kanser hastaligi arasinda ¢ok fazla
dalgalanmalarin goriilmesi ongoriilemez metilasyon profillerin olusmasi yas tahmini igin

bir zorluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu calismada Istanbul Universitesi-Cerrahpasa-Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii
AR-GE laboratuvarinda gelistirilen 8 CpG boélgesini igeren yas tahmin paneli ile 16semi

hastalarinin metilasyon yasinin degerlendirilmesi amaglanmastir.

Calismada 47 16semi hastasina ait kan 6rneklerinden 8 CpG bdlgesi (ELOVL2,
ASPA, TOMI1LI, Clorf132, RASSF5, FHL2, CCDC102B ve cg07082267) iizerinden
SNaPshot yontemi kullanilarak metilasyon profilleri belirlenerek yas tahmini yapildi. Yas
tahmin sonuglarina gore 16semi hastalarinda MAE degeri olarak £9,71 yil, RMSE degeri

olarak +13,18 yi1l sonucunu elde edildi.

Sonug olarak elde ettigimiz veriler I6semi hastalarinda DNA metilasyonuna dayali
yas tahmininin anlamli bir fark olusturdugunu goéstermektedir. Adli olgularda DNA
metilasyonu ile yas tahmini yapildiginda siiphelilerin hastalik ge¢misleri goz Oniinde

bulundurulmalidir.

Anahtar Kelimeler: DNA Metilasyonu, Yas tahmini, Kanser, Losemi
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SUMMARY

Age is an important parameter in the clarification of many forensic cases.
Traditionally, age is estimated from bones and teeth. In recent years, the relationship
between DNA methylation and aging has been discovered in epigenetic studies and models

with high accuracy rates have been developed for age estimation.

Cancer is a complex disease involving mutations and epigenetic modifications in
DNA. The occurrence of unpredictable methylation profiles is a challenge for age

prediction as there are many fluctuations between methylation and cancer disease.

In this study, we aimed to evaluate the methylation age of leukemia patients with an
age prediction panel including 8 CpG regions developed in the R&D laboratory of Istanbul

University-Cerrahpasa-Institute of Forensic Medicine and Forensic Sciences.

In the study, age estimation was performed by determining methylation profiles
using the SNaPshot method over 8 CpG regions (ELOVL2, ASPA, TOMI1LI, Clorfl132,
RASSFS5, FHL2, CCDC102B, and c¢g07082267) from blood samples of 47 leukemia
patients. According to the age estimation results, MAE value was +9.71 years and RMSE

value was +13.18 years in leukemia patients.

In conclusion, our data show that there is a significant difference in age estimation
based on DNA methylation in leukemia patients. When age estimation is performed by
DNA methylation in forensic cases, the disease history of suspects should also be taken into

consideration.

Keywords: DNA Methylation, Age estimation, Cancer, Leukemia
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1. GIRIS

Genetik biliminin kokeni Mendel’in 19 yiizyildaki ¢alismalarina dayanmaktadir.
Bunu takip eden yiizyilda Watson ve Crick DNA’nin molekiiler yapisinin kesfetmislerdir.
DNA teknolojileri tip, zirai, gen miithendisligi, antropoloji, evrim, adli bilimler gibi bircok
bilimsel alanda kullanilmaktadir. Adli bilimlerde DNA uygulamalari ilk yillarda biyolojik
materyal incelemeleri kan grubu veya protein eslesmelerine dayanirken 9011 yillardan sonra

DNA analizlerine dogru gelisim gostermistir (1).

Botstein ve arkadaglar1 1980°de yaptiklar1 ¢calismada DNA {izerinde kisilere gore
farkliliklar gdsteren bolgeler kesfetmislerdi. Farkli biiytikliikkte olan bu bdlgeleri
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP-Restriction fragment length
polymorphism) olarak adlandirmislardir. Ileri ki yillarda RFLP teknolojisini kisilerin
tanimlanmasi i¢in kullanilabilecegi diisiiniilerek DNA parmak izi ¢alismalar1 yapilmistir.
Ancak bu yontemin yerini kisa bir siire sonra Kisa Ardisik Tekrar dizilerinin (STR-Short

Tandem Repeat) kesfedilmesi ile yeni bir doneme girilmistir (2,3).

STR lokuslari, 2-10 baz ciftlik uzunlukta tekrarlar iceren DNA dizileridir. STR
lokuslariin kii¢iik miktarda DNA’dan dahi analizi yapilabilmektedir. STR analizlerinde
tekrar sayilarinin kisiye gore degiskenlik gosterdigi i¢in adli bilimlerde 6nemli bir ayricalik

olmustur. (4).

Gilinlimiizde DNA’dan kisiye ait fenotip bilgilerini elde etmeye dair calismalarla
DNA’nin “molekiiler gorgii tan1g1” olarak kullanilmasi miimkiin hale gelmistir. Adli DNA
fenotiplemesi, STR profilini eslestirmenin miimkiin olmadig1 durumlarda mevcut genetik

materyalden kisinin profiline ait bilgi edinmemizi saglamaktadir. Bu alanda Tek Niikleotid

Polimorfizm (SNP-Single Nucleotide Polymorphism) lokuslar1 analiz edilerek
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biyocografik soy, nesep, yiiz tipi, ten, goz ve sag rengi ve sekli gibi 6zellikler hakkinda veri

elde etmek miimkiindiir (1,5,6).

Adli bilimlerde diger bir 6nemli parametre yas bilgisi olmustur. Yas tahmini ile ilgili
bircok biyolojik materyalle morfolojik ve molekiiler diizeyde caligmalar yapilmuistir.
Bunlardan en geleneksel yontem kemik ve dislerden yas tahmini yapilmasidir. Kemik ve
dis olgunlagmas1 fizyolojik, ¢evresel ve patojenik etkilere bagl olarak kisilere gore
degiskenlik gostermektedir. Toplu mezar veya iskelet kalintilarinda kemiklerin
siiflandirilip yas tayini yapilmasi yaygin kullanilan bir yontemdir. Bu amacla iskelet ve
dis orneklerinin radyografileri incelenir. Diger bir kemikten yas tahmini dis kalsifikasyonu,
icsel ve dissal etkenlerden en az diizeyde etkilenmesi nedeniyle iskeletten yapilan yas
tahminine gore daha yakin sonuglar alinmaktadir (7,8). Ancak kemik materyali her olay
yerinde bulunan bir delil olmadigi1 g6z 6niinde tutulmalidir. Bu yontemle alternatif olarak
mitokodriyal DNA (mtDNA) delesyonlarin, d-aspartik asit, glokasyon iiriinlerinin
miktarlart ve telomer uzunluklari gibi bir¢ok biyolojik materyal iizerinden analizler
gerceklestirilmistir. Analiz siirecindeki zorluklar ve diisiik dogruluklar oranlari bu

yontemlerin sinirliliklart olarak karsimiza ¢ikmaktadir(9-11).

Epigenetik mekanizmalarin aydinlatilmasiyla, biyolojik devamlilifa tek etki eden
unsurun DNA olmadigi anlasilmistir. Epigenetik mekanizmalarin biyolojik sistemler ve
stirecler ile etkilesim iginde oldugu anlasilmistir. Bu mekanizmalar arasinda metilasyon
parametreleri birgok degiskeni etkilemektedir. Metilasyon analizleri viicut sivilarinin ve
dokularmin tanimlanmasi, bireyin yast veya monozigot ikizler arasindaki farklilig
anlamaya kadar bir¢gok unsurda ayirict parametre olarak kullanilabilmektedir(12).
Metilasyonun yaglanmaya olan etkisi bir¢ok bilimsel ¢alismada incelenmistir. Epigenetik
yas markirlari, biyolojik yaslanma i¢in giiclii biyobelirtegler olarak kullanilabilir (13,14).

DNA metilasyon (DNAm) yasinin bilinmesiyle adli bilimlerde adli fenotiplemesine yas
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parametresi eklenerek siiphelisi olmayan veya taninmayacak haldeki bozulmus cesetlerin
molekiiler resmi ¢izilebilir. Bdylece adli olgunun sorusturulmasinda yeni bilgiler

edinilebilir(11).

Metilasyon analizlerinin diger bir 6nemli oldugu baslik ise kanser biyolojisidir.
Kanser, DNA dizilimindeki mutasyonlardan kaynakli olabilecegi gibi DNA iizerinde etkisi
olan epigenetik mekanizmalardaki diizensizliklerden de kaynaklanabilmektedir.
Metilasyonun gen diizeyinde etkisine bakacak olursak genomun yapisal biitiinliiglinii

korumak ve genin ifade edilmesi gibi gorevleri oldugu bilinmektedir (15).

Bu calismanin amact DNA metillenme seviyelerinde farkliliklarindan yararlanarak
16semi hastalarinda yas tahmini yapilmasi ve 16semi hastalarinin kronolojik yaslar ile
karsilagtirarak kanserin DNA metilasyonuna etkisinin belirlenmesidir. Bu amag
dogrultusunda kan 6rneklerinde yasla iliskili yiiksek korelasyon gdsteren CpG lokuslarinda
bulunan toplam 8 CpG bolgesi (ELOVL2 (chr6:11044661), ASPA (chr17:3476273),
Clorf132 (chrl:207823715), ¢g07082267, FHL2 (chr2:105399282), CCDCI102B
(chr18;68772183), RASSF5 (chr1:206507531), TOMI1L1 (chr17:54899387)) caligilarak
16semi hastalarinda yas tahminleri gergeklestirilmistir. Bu analizlerden yola ¢ikarak olay
yerinden elde edilen siipheliye ait 6rnegin, kisinin kanser hastasi olmasi durumunda,

kullanilacak paneldeki sapma oran1 belirlenmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. EPIiGENETIK

Eski Yunanca’da eni-(epi) oneki -iistiinde, iizerinde, dtesinde, oncesinde; ['éveoig
(Genesis) ise -dogus, koken, yaratilis veya olusum anlamlarinda kullanilmaktadir.
Epigenesis veya epigenetik terimini ilk olarak Aristoteles kullanmistir. Aristoteles’in
epigenesis teorisine gore canlinin sekli ve yapist déllenmeden sonra doguma kadar gecen
siirede olusmaktaydi. 1942°de Conrad Waddington tarafindan ise ilk kez bir bilim dali
olarak nitelendirilmistir. Holiday ve Pugh, sitozin-guanin diniikleotidlerinin (CpG)
metilasyonu iizerine ¢alismig ve DNA’nin metilasyon modifikasyonlari iizerine hipotezler
gelistirdiler. Daha sonra memelilerde X kromozomu inaktivasyonu ve genomik
dalgalanmalar {izerine yapilmis calismalar epigenetige verilen Onemin artmasini
saglamigtir. Bugilin yapilan epigenetik tanimi 1990’larda sekillenmeye baslanmis ve
glinlimiizde gesitli epigenetik mekanizmalarin olusumu ve etkileri hala daha aydinlatilmaya

calisilmaktadir(16—18).

Epigenetik, DNA iizerinde dizilim degismeksizin genomik ifadeyi etkileyen
mekanizmalar1 incelemektedir. Epigenetik, DNA dizisinin ifade edilip edilmemesi
tizerinden gen ifadelerini degistiren mekanizmalarin incelenmesiyle bireysel farkliliklarin
olusmasinda diger bir unsur olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Epigenetik mekanizmalar,
embriyonik dénemden yasam sonuna kadar siirmekte ve genetik, fizyolojik ve cevresel
degisikliklerden etkilenmektedir. Okaryotik hiicrelerde DNA, gen ifadesi kontroliiniin
saglanabilmesi i¢in ¢ekirdekte yiliksek derecede kontrol edilen paketlenmis bir formda
kromatin yapisinda bulunur. Kromatin, DNA replikasyonu sirasinda acilir ve transkripsiyon
faktorlerinin kalip zincire baglanmasi saglanir. Mevcut DNA dizisi, niikleotid dizilimine ek

olarak epigenetik isaretlerle birlikte gogaltilir ve bu sekilde her bir replikasyonda hiicreden
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hiicreye korunur. Boylece epigenetik isaretler boliinmeden kaynakli bir hiicre artisinda

diger hiicreye de korunarak aktarilir (19-22).

Epigenetik mekanizmalarin insanlar tizerindeki ©onemli etkilerinden biri de
hastaliklarla olan iliskisidir. Bir¢ok hastalik ile epigenetik mekanizmalarin etkilesim
halinde olmas1 hem neden hem de ¢6ziim yolu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. (21). Kanser
gibi hastaliklara DNA’da meydana gelen mutasyonlarin yani sira epigenetik degisimlerin
sebep oldugu yoniinde de ifadeler bulunmaktadir. Ozellikle bu mekanizmalar arasinda
histon modifikasyonu, kodlamayan RNA’lar ve en ¢ok bilineni DNA metilasyonu

bulunmaktadir (Sekil 1) (19).

EPIGENETIK MEKANIZMA

|

= =B

HISTON MODIFIKASYONLARI KODLAMAYAN RNA DNA METILASYONU
« Histon asetilasyonu Kisa Kodlamayan RNA-sncRNA
+ Histon Metilasyonu + Kiigtik Interferans RNA - siRNA
* Histon Ubiquuitinasyon * Mikro RNA - miRNA
+ Histon Sumozilasyon + Piwi Etkilesimli RNA — piRNA
* Histon Fosforilasyon Uzun Kodlamayan RNA ~IncRNA
* Xist RNA
* Tric RNA
* Linc RNA

Sekil 1. Epigenetik mekanizmalar

2.1.1. Histon Modifikasyonu

Histon proteinleri, Okaryotik hiicrelerde DNA paketlenmesinde sorumlu olan
proteinlerdir. Yiiksek oranda art1 yiiklii aminoasit (lizin ve arjinin) igerdigi i¢in eksi ytikli
DNA’ya sikica tutunur. Histon proteinleri 5 tiptir ve bunlar; H1, H2A, H2B, H3, H4 olarak

adlandirilmistir(16,17).



DNA Metilasyon ile Losemi Hastalarinda Yas 8

Histonlarin post-translasyonel modifikasyonlari, histon metiltransferaz (HMT) ve
demetilaz, hisyon asetiltransferaz(HAT), histon asetilaz(HDAC) ve fosforilasyon
isaretleyicileri gibi bircok enzim birbiri ile uyum i¢inde ¢alisir(Sekil 2). Buna ek olarak
histon degisiminde gorevli yapilar, kanser ile iliskili olan genlerin diizenlenmesine
yardimci olan Polycomb sistem (PcG) ve aktive edici Trithorax (TrxG) gibi grup
kompleksleri ile birlikte hareket eder. Bu kovalent yapilarin transkripsiyon araglarinin
kromatine ulagilabilirligini etkilemesi nedeniyle gen aktivasyonunda etkili oldugu
disiiniilmektedir (23,24).

Asetilasyon

Metilasyon
Fosforilasyon

/ Histon Modifikasyonu
D) NH, er

|
C C
Nukleozom \ Z \c’@Ea NF \(Z/c

Kromozom DNA Metilasyonu

Sekil 2. Histon modifikasyon mekanizmalari (25)

Histondaki degisimler DNA’nin transkripte olmas1 {lizerinde cesitli etkiler
yaratmaktadir. Histon asetilasyonu transkripsiyonda dogrudan bir etkiye sahiptir.
Asetilasyon histondaki belirli noktalarda bulunan aminoasitlere asetil gruplarin (-COCH3)
eklenmesi islemidir. Deasetilasyonda bagli olan asetil gruplarin uzaklastirilmasidir.
Asetillenme histonlarin DNA’ya daha az baglanmasi i¢in bi¢im degistirmesine neden olur
bu da transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanip transkripte olmasini kolaylastirir (Sekil
3). Tam tersi durumda deasetilasyonda histonlar DNA’ya daha siki baglanarak o kismin

transkripte olmasini engellemektedir (16,26,27).
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Histon proteinlerini olusturan aminoasitlere bir veya daha fazla metil grubu (-CH3)
eklenmesi islemine histon metilasyonu denir. Histon metillenmesi baglandigi bolgede

genin aktivitesini belirler ve epigenetik diizenlemede rol oynar (Sekil 3).

Hangi rezidude olduguna gére aktivasyon ya da
inaktivasyonla sonuglanabilir.

o1 Histon
@ Metilasyonu
ﬁ S | Transkripsiyonel aktivasyon

Histon
Modifikasyon

HAT

Sekil 3. Histon asetilasyon ve metilasyon semasi (25)

Histon fosforilasyonu protein kinazlar ve fosfatazlar tarafindan histon deasetilazlara
serin, treonin ve tirozin rezidlerinden fosfat gruplariin (PO4) eklenmesidir. Fosforilasyon,

protein fonksiyonunu diizenlemek icin kullanilan yaygin bir modifikasyondur(25).

2.1.2. Kodlamayan RNA’lar

Kodlamayan RNA’lar (Non-coding RNA-ncRNA), proteine doniisiimii olmayan
RNA molekiilleri i¢in kullanilan bir ifadedir. Ama bu durum ncRNA’larin bilgi icermedigi
veya islevi olmadig1 anlamina gelmez. Bu molekiiler yapilar, RNA’larin %98 ini olusturur
ve bunlarin %70’lik bir kisimlarin1 da intronlar olusturur. Son yillarda yeni potansiyel
biyolojik diizenleyiciler oldugu yoniindeki calismalar dikkat ¢ekmektedir. Uzunluklarina
gore smiflandirilan kodlamayan RNA’larin 200 niikleotitten az olanlarina kisa kodlamayan

RNA, fazla olanlarina ise uzun kodlamayan RNA denilmektedir (28).

Yapilan caligmalara gére ncRNA’larin gen ekspreyonunun diizenlenmesinde gorev

aldig1 ve boylelikle hiicre farklilagmasi, hiicre dongiisii, onkogenlerin anormal ekspresyonu
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ve timor siipresor genlerin ifadesi gibi siireglerde onemli islevleri oldugu anlasilmistir.
(29). Ozellikle uzun ncRNA’larin(IncRNA) kanser gelisimde 6nemli bir rol oynadig
diisiiniilmektedir. Etki mekanizmasi tamamen acgikliga kavugsmamis olsa da IncRNA’lar
hem protein kodlayan hem de kodlamayan genleri kontrol edebilir ve boylelikle kanser

genleri ile etkilesime girebilir(29,30).

2.1.3. DNA Metilasyonu

Genetik materyal olan DNA’nin kesfedilmesi ile niikleotidler ve tiirevleri lizerine
bir¢ok calisma yapilmistir. Rollin Hotchkiss’in kagit kromatografi yontemi kullanarak dana
timusundan modifiye sitozin kesfetmis ve bunun normal sitozinden ve urasilden farkli
oldugunu gozlemlemistir. Bu sitozinin, 5-metil sitozin (5mC) oldugu ve DNA’da dogal
olarak bulunabilecegini savunmustur. Baslarda DNA metilasyonunun gen ekspresyonunda
belirleyici oldugu diisiiniilse de zamanla metilasyonun gen diizenlenmesinde belirleyici bir

mekanizma oldugu anlagilmistir(31).

DNA metilasyonu, insan genomundaki normal gelisim i¢in biiyiikk 6nem tasiyan
epigenetik mekanizmalardan biridir. DNA’daki sitozinlerin 5. karbonuna metil grubu
(CH3) kovalent olarak baglanir. Bu tepkimede gorevli olan enzim grubu metil
transferazlardir (DNMT) ve metil grubunu ise S-adenozil-Lmetiyonin (SAM)’den alarak

sitozinin 5. karbonuna transfer ederler (20,21,32) (Sekil 4).

DNA iizerinde metillenmis sitozin-guanin diniikleotidlerin bulundugu bélgeler CpG
adaciklar1 olarak nitelendirilir. CpG adaciklar1 genellikle genlerin promotor bolgelerinde
yerlesim gdstermektedir. Insan genomunda yaklasik olarak 28 milyon CpG adacif
bulundugu ve bunlarin %50-60 arasindaki bir kismi promotor boélgelerinde oldugu
diisiiniilmektedir. Organizmanin gelisimi ve hayati durumu i¢in siirekli olarak ifade

edilmesi gereken “housekeeeping” ve diizenleyici genlerdeki CpG adaciklari metilasyona
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kars1 direngli bolgeler olmasina karsin tekrar dizileri ve transpozonlar gibi heterokromatin

bolgelerindeki CpG adaciklarinda ise DNA metilasyon orant yiiksektir. (21).

NH, NH,
H (k y J “ l
N /KO DNA u (e}
H Metiltransferaz
Sitozin S-metil-Sitozin

NH, Demetilasyon " NH

S- Adenozilmetiyonin(SAM) S- Adenozilhomosistein(SAH)

Sekil 4. Sitozin niikleotidinin metilasyon ve demetilasyonu

Metilasyon mekanizmasmin katalizleyen enzim olan DNMT enzim ailesinde
bilinen bes DNA metiltransferaz bulunmaktadir. Bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B ve DNMT3L’dir. Bu grupta énem arz edenler ise DNMT3A ve DNMT3B
enzimleri ‘de novo’ metil transferazlar, ilk metilasyon bolgelerinin olusmasindan ve
DNMT!1 metillenmis DNA dizinin yeni zincirlere aktarilmasinda sorumlu enzimleridir
(20,33) (Sekil 5). DNMT3A ve DNMT3B enzimleri ayn1 gorevi yapiyor olsalar da farkl
dokularda ifade edilirr DNMT3A her dokuda ifade edilirken DNMT3B; tiroit testis ve

kemik iligi hari¢ diger dokularda daha az bulunur (31,34,35).
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| de novo metilasyon ]

a 7 DNMT3B

© © © - @
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DNA’ya metil gruplarinin
eklenmesi

Sekil 5. DNA metil transferazlarin fonksiyonlari

Promotor bolgesinde metilasyon degerlendirilirken iki farkli durum karsimiza ¢ikar
(Sekil 6). Bunlardan biri hipometilasyon, gen ekspresyonunda ve genomik kararsizliklarin
engellenmesini saglayan diisiilk metilasyondur. Digeri ise hipermetilasyon, goérevi ise
transkripsiyon faktorlerinin DNA’ ya baglanmasini engelleyerek, bu elementlerin genom

tizerinde hareket etmesi kisitlar ve kromozomda gen susturulmasini saglamaktadir (35,36).

Promotor bolgesinde bulunan CpG adaciklarinda meydana gelen bir metilasyon
seviyesi o genin ifade edilip edilmemesine karar vermektedir. X kromozomunda bulunan
ve uzun donem baskilanmasi gereken genler, imprinted genler ve gametlerde ifade olmasi
gereken genler ve dokuya 0zgiil ifade edilmesi gereken genler duruma bagli olarak

hipometilasyon veya hipermetilasyona ugramaktadir (21,31).
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Sekil 6. CpG adalarinda hipometilasyon ve hipermetilasyon semasi(37)
2.2. Adli Bilimlerde Epigenetik Yaklasim Kullanimi

Adli bilimlerde DNA, biyocografik soy belirleme, olay yerinden elde edilen DNA
orneklerinin eslestirilmesi, fenotipik 6zelliklerin tespit edilmesi gibi birgok alanda dnemli
bir yer tutmaktadir. Ozellikle siiphelisi olmayan vakalarda (DNA eslestirmesi
yapilamayacak durumlarda) DNA’y1 konusturmak diyebilecegimiz fenotipik 6zelliklerin
(sag¢, goOz, ten rengi vb.) belirlenmesine yonelik InDEL ve SNP gibi belirteclerin

belirlenmesi ve tanimlanmasi ¢alismalari adli bilimler i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir(38).

Fizyolojik ve fenotipik siireclerin tek yonetim merkezi DNA dizilerin olmadig:
epigenetik mekanizmalarin DNA iizerinde ifade yetenegini etkiledigi yoniindeki ¢alismalar
bize baska bir pencere aralamistir. Ozellikle en ¢ok calisilan ve tanimlanan mekanizma
olan metilasyon mekanizmas1 bireyin tibbi durumu ile ilgili bilgi verebilecek giicte bir
parametre olmasinin yani sira yaslanma ile baglantist ve hiicreler arasi farklilik sebebiyle
adli bilimlerde ilgi gormiistiir. Tek yumurta ikizlerinde dahi farkli metilasyon profillerini

goriilmesi sugu aydinlanma adina yeni bir segenek sunmaktadir. Adli genetikte epigenetik
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uygulamalar viicut sivilarinin ve dokulariin tanimlanmasi, monozigotik ikizlerin ayrimi

ve yas tahmini olmak iizere {i¢ ana baslikta degerlendirilmektedir(39—42).

2.2.1. Vicut Sivilarinin ve Dokularmin Tanimlanmasi

Adli bir olguda olay yerinin ¢oziimlemesi, olayin aydinlatilmasi i¢in 6énemli bir
faktordiir. Olay yerinde en ¢ok rastlanan biyolojik deliller viicut sivilari ve dokularidir. Kan,
semen ve tiikiiriik gibi ¢esitli biyolojik materyallerin tanimlanmasi hiicreye 6zgii enzim ve
antijenlerin enzimatik ve immiinolojik reaksiyonlarina dayanir. Buna ek olarak eser
miktarda hedef materyal ile yapilan serolojik testlerin veya protein bazli yontemlerin
yorumlanmasi1 zorken, kan veya menstural kan arasindaki farklilik bu testlerde
anlagilamamaktadir. Bu nedenle delilin tam kaynagini tespit etmek konusunda ise farkl

biyobelirteglerin kullanilmasina yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir (43,44).

Son yillarda mRNA (mesajct RNA)nin viicut sivilarmin tanimlanmasinda
kullanilabilecegine dair ¢aligmalar yapilmistir. mRNA, proteinlerin olusturulmasi igin
DNA’dan aldig1 dizini ribozoma aktarmak ile gorevlidir. Bundan yola ¢ikarak dokulara
spesifik olan mRNA’larin oldugu ve viicut sivilarini tanimlamada kullanilabilecegi
goriilmiistii. Ancak mRNA belirtecinin viicut sivist veya doku tanimlamasinda
kullanilabilmesi i¢in dokuya ozgiin olmasi, stabilitesinin bozulmamas: veya gen
ekspresyon seviyelerinin g¢esitli faktorlere bagli olarak farkliik gostermemesi
gerekmektedir. Bu nedenle kullanilacak belirteclerin aktivite etkinligi bilinmesi
gerekmektedir. Tek zincirli yapisindan otiirii diisiik stabiliteye sahip olmasindan 6tiirii de

cabuk bozulmas1 bu uygulamanin sinirliligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (44—46).

Diger bir viicut sivist veya doku tanimlama icin kullanilan RNA tiirii ise
miRNA(mikro RNA)’dir. miRNA, 20-25 baz uzunlugunda olup mRNA’nin bozulmasinda

ve protein translasyonunun inhibisyonunda aktif rol oynar. mRNA’ya gore daha stabil
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olmasi ve dokuya 6zgli olmasi sebebiyle doku ve viicut sivilarinin tanimlanmasinda
kullanilan bir parametredir. 1800°den fazla insana ait miRNA kaydedilmistir (45,46). DNA
tizerinde metilasyon etkilerine dayanarak genlerin hiicre tiplerinde ifadesinin

degismesinden dolay1 hiicre tanimlamasinda kullanilabilir.(43).

Frumkin ve arkadaslari, metilasyon profillerine dayanarak ven6z ve menstural kan,
tiikkiiriik semen ve deri epidermisini tanimlamislardir (47). Wasserstrom ve arkadaslarinin
ise farkli doku s1vis1 6rnekleri igerisinde semen 6rneginin tanimlanmasina yonelik yapmis

oldugu calismada metilasyon profilleri ile semen s1visini belirlemislerdir (48).

Adli amagli DNA metilasyonu analizinde viicut s1visi tanimlamasi i¢in belirli doku
veya viicut sivisina 6zgii DNA miktar1 ve kalitesi, yontemin dogrulugu, giivenirliligi,
istatistiksel olarak ayrim giicii dnemlidir. Yontemin rutin olarak uygulanabilmesi i¢in

bunlara ek olarak zaman ve maliyet olarak da avantajli olmas1 gerekmektedir (49).

2.2.2. Monozigotik ikizler
Monozigotik ikizler (MZ) aym zigottan gelisen iki birey oldugundan genetik bilgi
olarak aynt DNA dizilimine sahiptir. Dolayistyla monozigotik ikizlerin STR profillerinde

bir farklilik gbzlenmez. Ancak MZ’lerde farklt DNA metilasyonu goriilmektedir (42,50).

Fraga ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada farkli yas ve cinsiyet gruplarina ait
MZ’lerin DNA ve histon metillenme degerlerinin analiz edilmesi {izerine erken yaslarda
ikizlerin metilom haritasinda anlaml bir farklilik yokken ileri yaslarda 6nemli derecede
farkl1 seviyelerde metilasyon Olclimleri yapmistir. Bu calisma DNA metilasyonunun

monozigot ikizlerde dahi yasa bagl olarak ciddi farkliliklar olustugunu gostermistir (51).

Vidaki ve arkadaglari, 53 monozigot ikizden aldig1 106 kan 6rneginde metilasyon
yasinin farklilik gosterip gostermedigini test etmis ve ikiz ¢iftler arasinda ortalama

2,65+2,37 yil gibi bir farklilik tespit etmistir (52).
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2.2.3. Yas Tahmini
Yaglanma, canli organizmaya ait biyolojik faaliyetlerin degisiklik gdstermesine
bagli olarak 6liime kadar siiren dogal bir siiregtir. Yaglanma siireci herkes i¢in ayni olmayip
genetik ve yasamsal farkliliklara gore degiskenlik gdstermektedir. Yapilan caligmalar
sonucunda DNA metilasyonu ve yaslanma yeni dogan veya cocukluk ¢aginda tamamen
genetik faktore dayandig1 yoniinde kanitlar sunmaktadir. Ancak eriskin ve yasl insanlarda

cevresel faktorlerin etkisini arttirmasiyla, aliskanliklarda metilom haritalarinda etki gosterir

(33,53-56).

Biyolojik siire¢ler birgok sistemin bir arada ¢aligsmasi ile diizenlenir ve zamanla bu
sistemlerde meydana gelen diizensizlikler hastalik ve yaslilik faktorlerini olusturur. Son
zamanlarda yaslanmay1 anlamlandirmak i¢in yapilan molekiiler ¢calismalarda goriilmiistiir
ki epigenetik mekanizmalar, kanser ve bircok hastalikla iliskili oldugu gibi yaslanmay1
etkileyen bir faktor olarak da etki gdstermektedir. Bircok ¢alisma CpG adalarinda yasa
bagli olarak artan hipermetilasyon oranlarini ve beraberinde genom diizeyinde metilasyon

kaybini teyit etmislerdir (57-59).

Yas; antropoloji, adli tip, pediatri ve ortopedi gibi bir¢ok alanda 6nem tagimaktadir.
Ozellikle adli bilimlerde yas tayini istege bagli veya mahkeme karari dogrultusunda
gerceklestirilmektedir. Magdur, siipheli veya bilinmeyen bir kisinin yasinin bilinmesi yas1
evlilik, cezai ehliyet ve askere alinma gibi durumlart karsilayacak yas araliginda olup
olmadigini tespit etmek icin Tiirk Ceza ve Tiirk Medeni Kanunu ¢ergevesinde dnem arz

etmektedir (37,60).
Yags tahmini;

e Kimligi bilinmeyen miilteci, siginmacilar ve belgesiz yasadis1 gdgmenler

e Insan kagakcilig1 ve seks iscileri,
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e Cocuk evlilikleri ve istismart,
e Dogum kaydi olmayan evlat edinilen ¢ocuklar,
e Cocuk suglular ve pornografisi,
o Askerlik yas1
e Spor misabakalar1 (Olimpiyatlar vb.) gibi yasa ve kurallar ¢ergevesinde

baglayiciligi olan durumlarda 6nem arz etmektedir (61).

Yas kavramini ele aldigimizda kronolojik yas ve biyolojik yas iki farkli deger ile
karsilasiriz. Dogumdan itibaren gecen her yil kronolojik yasta degisiklik olustururken
biyolojik yasa etki eden unsurlar ¢esitli ve daha karmasik olabilir. Bireysel farkliliklar ve
cevresel aliskanliklar biyolojik yasin arti veya eksi yonde degisim gostermesine neden
olmaktadir (34). Kemik ve dislerden yas tespiti uygulamasi adli bilimlerde kullanilan
geleneksel bir yontemdir. Kemiklerden yas tespitinde radyografik goriintiilemeden siklikla
yararlanilir. Kemiklerde diafiz ve epifiz bdlgelerindeki kemiklesme derecesine bakilarak
kemik yas1 tespiti yapilmaktadir. Dislerin morfolojisine ve diste biriken metal seviyesine
bakilarak yas tahmini uygulamalari yapilmaktadir. Bunlara ek olarak kemik iliginde

hematopoietik hiicre seviyesine gore yas tayini uygulamalar tizerine ¢caligmalar yapilmistir

(62-64).

Olay yerinde kemik ve dis deliline rastlandig1 zaman (feth-i kabir, yangin olgulari,
toplu mezarlar gibi) bu 6rneklerden klasik yontemler ile yas tahmini yapilabilir. Ancak ¢ogu
olay yerinde (cinayet, cinsel saldir1 vb.) kemik 6rnegine ulasmak zor iken biyolojik delillere
ve dolayisiyla DNA 6rnegine ulasmak miimkiindiir. DNA’ya dayali analizlerde STR, SNP

ve mtDNA, DNA polimorfizmleri kullanilarak kimliklendirme yapilmaktadir (1).

Son yillarda genetik kimliklendirmenin yani sira kisilerin yas tahmini molekiiler

seviyedeki belirtegler ile de yapilmaktadir. MtDNAnin 4977 baz ¢ifti(b¢) delesyonu ve
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telomer kisalmasidir. Buna ek olarak aspartik asit reaminasyonu ve ileri glikasyon
endprodiiksiyonuda protein degisimlerinden kaynakli analizlerde yas tahmininde

kullanilan iki belirtegtir (10).

Mitokondri hiicre i¢in enerji (ATP) iireten bir organeldir. Bunun i¢inde glikoz ve
lipitleri oksitleyerek siiperoksit, perhidroksil, ve hidrojen peroksit gibi radikal birikimi
gozlenir. MtDNA’daki deformasyonlara oksidatif radikal birikimi neden olmaktadir.
Mitokondriyal delesyonlar yasla birlikte ¢esitli dokularda gelisen hiicresel bir olaydir (9).
Meissener ve ark. postmortem orneklerde mtDNA’nin 4977 bg delesyonuna bagli 6liim yas1
tespiti lizerine ¢alismistir. Ancak belirli yas araliginda delesyonlarin tespit edilememesi ve

tekrarlanabilirligi ile ilgili durumlardan 6tiirti kullanigh bir yontem degildir(10).

Telomerler, kromozomlarin ug bolgelerinde bulunan memeli canlilarda TTAGGG
seklinde dizine sahip tekrar gruplaridir. Telomerler kromozom uglarinda bulunarak DNA
kaybina engel olur ve kromozom stabilitesini korurlar. Telomer kisalmasi ise her hiicre
boliinmesi sirasinda replikasyon sonrasinda u¢ kisimlarda kayiplar olmasi nedeniyle
meydana gelmektedir ve her hiicre bdliinmesinde bu kayiplar artmaktadir. Telomer
kayiplar1 yaslanma ve tiimdr ile iliskilendirilmistir (9,65,66). Yas tahmini i¢in yapilan
caligmalar diisiik dogruluk seviyesi ve yiiksek miktarda bozulmamis DNA’ya ihtiyag

duymasi gibi sorunlardan dolay1 adli bilimlerde kullanilamamuistir (9).

Memelilerde protein sentezinde aktif olan aminoasitler L-aminoasit formundadir ve
artan yasa bagl olarak proteinlerde D-amino asit formu da gozlenir. Ozellikle aspartil ve
asparaginil kalintilarinda D-aspartik asit zamanla artmaktadir. Molekiiler diizeyde yas
tahmini icin aspartik asit rasemizasyonu iyi bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Aspartik

asit rasemizasyonuna dayali yas tahmini i¢in en ideal doku dis dentinidir ve dislerde her yil
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ortalama %0,1 D-aspartik asit birikimi oldugu belirtilmistir(8). Yiiksek dogruluk oranina

sahip olmasina karsin delile ulagim smnirlidir (8,9).

Ileri glikasyon son iiriinleri (AGEs) indirgeyici sekerlerin metabolik tiirevleri enzim
katalizlemesine gerek duymadan protein glikasyonun ile proteinlerle etkilesime girer.
Proteinlerin yani sira niikleik asit, fosfolipidler glikoziller ile tepkimeye girer. Kantitatif
immiinohistokimya degerlerinde yasla birlikte pozitif sinyallerin arttig1 gozlemlenmistir.
AGE tabanl1 yas tahmini, heterojenlik ve belirgin bir standart olusturulamamasi nedeniyle

kullanish degildir (9).

Gelisen analiz yontemleri ve teknoloji, DNA analizine dayal1 veri analizi kalitesini
arttirmustir. Ozellikle epigenetik mekanizmalarin aydinlatilmastyla birlikte yas tahmini igin

yeni perspektifler edinilip aragtirmalara devam edilmektedir.

2.2.3.1. DNA Metilasyonu ile Yas Tahmini

Horvath, DNA metilasyonuna dayali yaslanmay1 tespit etmek i¢in ¢esitli dokulara
ait 353 CpG bolgesini igeren ¢oklu doku yas tahmin panelini gelistirmislerdi. 353 CpG
bolgesinin 193’linde yasla beraber bir pozitif korelasyon goriilirken 160’inda negatif
korelasyon gozlemistir. Bu paneli farkli hasta dokularda (prostat, AML, meme kanseri gibi)
yas tahmin farkinin degisimleri ilizerine de test etmistir. Bu calismasiyla Horvath yagla

birlikte degisen DNA modellerine epigenetik saat ifadesini ilk kez kullanmistir (58).

Hannum ve arkadaglari, genom c¢apinda metilasyon profilleri ile yaslanma
arasindaki iliskiyi anlamlandirmak i¢in genis ¢apli bir analiz yapmistir. Analizler
sonucunda 71 metilasyon belirtecinin yiiksek oranla dogru yas tahmini yapilmasinda

kullanilabilecegini tespit etmistir. Her bireyin yaslanma hizinin ayni olmadigi ve bazi
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faktorler anlamli bir fark olusturmazken bazi faktorlere dayanarak genellemeler

yapilabilecegi sonucuna varmistir (55).

Weidner ve arkadaglari, ITGA2B (cg25809905), ASPA (cg02228185) ve
PDE4C(cgl17861230) genlerindeki 3 gen bolgesindeki metilasyon seviyeleri 151 kan
Ornegi lizerinden bisiilfit-pirodizileme yontemi ile analiz etmislerdir. Bu ¢alismada £5,4 y1l

sapma ile bir yas tahmin modeli gelistirmislerdir (67).

ELOVL2 (ELOVL fatty acid elongase 2-ELOVL Yag Asidi Uzatma 2) geninin yasla
birlikte artan metilasyon orantyla yas tahmini i¢in en ¢ok kullanilan gen oldugu birgok
calismada gosterilmistir(68—71). ELOVL2 geni, ¢oklu doymamis yag asidi ve ¢cok uzun
zincirli yag asidi (VLCFA- Very Long Chain Fatty Acid) biyosentezinde gorevli proteini
kodlar. Memran lipidlerinin ve lipid aracili reaksiyonlara gére dnciillerinin olusumunda
farkli zincir uzunluguna sahip VLCFA’larin sentezinde aktif rol oynar. Diyabetle
iliskilendirilen bir gen olan ELOVL2, yasla birlikte pozitif yonde artan bir metilasyon orani

gbzlenir (72).

Zbiec-Piekarska ve arkadaslari, ELOVL2, Clorf132, TRIM59, KLF4 ve FHL2
dahil 5 metilasyon belirtecinin kandan analizi yaparak coklu regresyon modelinde 43,9
yillik bir sapma ile yas tahmini yapmistir (73). Ayn1 grubun baska bir caligmasinda ise
ELOVL2 genine ait 7 CpG noktasimi birbiriyle kiyaslamistir. Sonug¢ olarak ayni gen
tizerinde bulunmasina ragmen farkli noktalarin yas tahmininde farkli sapmalar gosterdigini

tespit etmistir (68)

Park ve arkadaslari, kan Orneklerinden yapilan ELOVL2 (cgl6867657),
CCDC102B (cgl19283806), ZNF423 (cg04208403) gen bolgelerini es zamanli olarak
degerlendirerek kisilerin yas tahminini £3,1 y1l sapma ile yapilabilecegini tespit etmislerdir

(71).
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Sukawutthiya ve arkadaglari, ELOVL2 geninin {izerindeki farkl1 9 CpG adasinin
hem canli hem de postmortem kan 6rneklerinden pirosekans yontemiyle kiyaslamasini
yapmistir. Sonuglar genin genel metilasyonuna dayali olarak 0,8-0,9 arasinda korelasyon
gosterdigini dogrulamigtir. Gen iizerinde bulunan iki CpG noktasinin diger noktalara

kiyasla daha yiiksek korelasyon gosterdigini tespit etmistir (74).

Her bireyin yaslanmasi ayni olmadig1 gibi tek etken de genetik faktorler degildir.
Beslenme tercihleri, sigara-alkol kullanimu, fiziksel aktivite seviyesi gibi aligkanliklardan

kaynakli bu farklilig1 epigenetik siiriiklenme olarak adlandirmislardir (40,75).

2.2.3.1.1. DNA Metilasyonu Analizinde Kullanilan Yontemler

DNA metilasyon seviyelerinin belirlenmesinde, genellikle ii¢ farkli yontem
kullanilmaktadir. Bunlar; metilasyona duyarli enzim uygulamasi, protein antikor is

birligine dayali yontem ve sodyum bisiilfit doniistimii yontemidir (76,77).

Metilasyona duyarli enzim uygulamasinda spesifik bolgelerde metilasyon bdlgesini
tantyarak DNA’y1 pargalar. Bu yontemde enzimin duyarliligina bagli olarak sonuglar farkl
yorumlanabilmektedir. Buna ek olarak enzimlerin kisithh bolgelere olan duyarlilig

uygulama i¢in biiytlik bir sinirhilik getirmektedir (76,77).

Protein-antikor etkilesimi; DNA’nin baz yapisint korunarak protein ¢okelmesine
dayanan bir yontemdir. Bu yontemde DNA metilasyonu genis ¢apli analiz edilebilirken

kisitli bolgelerden analiz i¢in uygun degildir (77).

Sodyum bisiilfit doniigiimii yonteminde CpG bdlgelerinin ham kalitatif hem de
kantitatif analizi yapilabilmektedir. Bu islemi denatire DNAnin diisiik pH ve yiiksek
sicaklikla birlikte sodyum bisiilfit iyonlar ile etkilesimi olayidir. Reaksiyonda sitozin

stilfonasyon iglemi ile once sitozin siilfonata daha sonra urasil siilfonata doniigiir. Son
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olarak destilfonasyon basmagi ile urasile doniistimii saglanir (Sekil 7). Yani metillenmemis
sitozinleri(C) urasile deamine ederek PCR’da timin(T) olarak eslestirmesini katalizler.
Metillenmis sitozin(5mC) ise sitozin olarak karsimiza ¢ikar. Sonu¢ olarak metillenmis
sitozin ve metillenmemis sitozin C/T oraniyla tespit edilerek metilasyon seviyesi

hesaplanabilir (76-78).

NH, NH, Q
N/| H NZ HN OH HN |
N = ) s L) ==
Ay T S T e ) oy
H H NH; H H
sitozin urasil

suilfonat sulfonat

sitozin urasil

Sekil 7. Sodyum bisiilfit isleminde metillenmemis sitozinin urasile dontistimii

Glinlimiizde metilasyona dayali analiz c¢alismalarinda bistilfit donilisiimii tercih
edilmektedir. Bunun nedeni, uygun kosullarda yapildiginda, metillenmemis sitozinlerin
urasile dontisiime oran1 %99°dur. Baz1 durumlarda bu yontemle DNA’nin kalitesine bagl

olarak bazi promotor bdlgelerinde ayn1 performans goriilmeyebilir (77).
2.3.  KANSER

Kanser, gecmisten giiniimiize insan sagligini tehdit eden hastaliklar arasinda 6nemli
bir yer tutmaktadir. Tip tarihi boyunca da bu nedenle en ¢ok arastirilan hastalik grubu
oldugunu sdylemek miimkiindiir. Giiniimiiz teknolojileri ile erken tan1 ve tedavi yontemleri
kansere karsi bize miicadele edebilme imkani vermistir. Ancak bazi kanser tiirlerinin
tamamen iyilestirilmesi veya hastalikla birlikte yasayabilmek miimkiin olsa da kanser hala

ciddiyetini koruyan bir hastalik olmaya devam etmektedir (79).

Ilk defa Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) viicut yiizeyinde meydana gelen

genellikle kirmizi, sicak ve agrilara neden olan iyilesmeyen sisliklere “karkinos” ya da
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“karkinoma” ifadesini kullanmistir. Eski Yunan tip biliminde viicutta olusan siskinliklerin
nedeni olarak viicuttaki sivi dengesinin bozulmasi neden gdsterilmistir. Galen (M.S. 2 yy)
tiimdrleri dogaya uygun (gebelik), dogay1 asan(hipertrofi), ve dogaya karsi olan (malign
tiimorler) seklinde ti¢ grupta simiflandirmigtir. Tiirk tip tarihinde ise Tarsuslu Osman Hayri
Efendi’nin “Kenziisthhatiil Ebdaniye” adli eserin tiimorlerin fizyolojisine dair kiiclik
yumru biiyiikliiglinde, agrili ve etraft damarl bir olusum seklinde tasvir edip “seretan” adi
vermistir. Serafeddin Sabuncuoglu’nun “Cerrahiye-i Ilhaniye” adli eserinden notlarinda ise

seretan ile ilgili cerrahi iglemlere yer vermistir (80).
2.3.1. Kanser Genetigi

Kanser, hiicrenin ¢esitli sebeplerden 6tiirii kontrolsiiz bir bicimde ¢ogalmas1 olarak
ifade edilebilir. Hiicre boliinmesi, yasam evreleri ile belirli bir diizen icerisinde gerceklesir
ve bu evrelerin bozulmasi durumunda anormal hiicre boliinmeleri meydana gelir. Anormal
hiicre artisinin altinda genetik olarak DNA’da meydana gelen mutasyonlar, timor
baskilayic1 genlerin aktif olmamasi, onkogenlerin ifade edilmesi ve DNA onarim
mekanizmalarinda bozukluklar gibi sebepler yer almaktadir. Ayrica giinlimiizde artan dogal
veya dogal olmayan kanserojen maddelerin yaygin kullanimi, radyasyon, bakteriyel veya
viral patojenler ise genetik olmayan sebepler arasinda gosterilmektedir. Bu nedenler,
hiicrede yasam dongiisii rutinini etkiler ve hiicre boliinmesi basamagi kendini devamli

tekrar eder (15,81).

Hiicre dongiisii hiicrenin biiyliylip ¢ogalmasmi igeren bir siirectir. Saglikli
hiicrelerde béliinme sayist sinirlidir ve sonunda apotozis denilen kontrollii hiicre dliimiiyle
hiicre yok olur. Saglikli bir hiicrenin boliinme siirecini kontrol altinda tutan iki evre vardir.
(Sekil 8) Bunlardan biri G1 fazi, hiicrenin genetik materyali olan DNA replikasyonunun

baslatilmasinin saglar. Digeri G2 fazi, bu evrede DNA replikasyonu tamamlanmis ve
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hiicrede protein ve RNA sentezi devam etmektedir. Bu iki evrenin sonuna dogru kontrol
mekanizmalart hiicrenin dogru sekilde siireci tamamlayip tamamlamadigini denetler ve

duruma gore apoptoz islemi baslatilir (82—84).

G, Kontrol Noktasi
é M Kontrol Noktas

Hicrenin
biylumesi

DNA sentezi

Hucrenin
biyumesi

G,Kontrol Noktasi {sinirlama}

Sekil 8. Hiicre Dongiisii

Kanserin nedenleri arasinda genetik mutasyonlar da yer almaktadir. Genler ve
meydana gelen mutasyonlarin kanser olusumuna neden oldugu veya yatkinlik
olusturduguna dair birgok c¢alisma yapilmistir. Ornegin; BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
meydana gelen mutasyonlarin meme ve over kanserinde, TP53 genin meydana gelen
mutasyonlarda farkli kanser tiirlerinde tespit edilmistir. Kanser calismalarinda sikca
kullanilan TP53 geninin meydana gelen tiimorlerde neredeyse yarisina yakininda ortak

olarak mutasyona ugradigi gézlemlenmistir (57).
2.3.2. DNA Metilasyonunun Kanser ile liskisi

DNA metilasyonu genlerin ifadesinde 6énemli rol oynayan mekanizmalardan biridir.
Yasla birlikte meydana gelen hastaliklardan biri olan kanserin metilasyon ile olan etkilesimi

tizerinde ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir. Tiimor hiicrelerinde meydana gelen delesyon,
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amplikasyon ve mutasyon gibi degisiklikler ile birlikte anormal metilasyon seviyeleri de
karakteristik bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sebeple metilasyon analizleri
timor veya kanser tanimlama testi olarak kullanilabilecek bir parametre olarak umut

vadetmektedir (57,85).

Hipometilasyon veya genomik metilasyon kayb1 kanserin erken evrelerinde sikca
goriilen bir degisimdir. Saglikli hiicrelerde ifade edilmesi gereken genlerin promotor
bolgelerinde artman metillenme genin ifade edilmesinin bloke eder (Sekil 9). Ayn1 sekilde
hipermetile olmasi1 gereken onkogenler bulunmaktadir ve bu genlerin hipermetilasyonu
genin ifade edilmesinin Oniline ge¢cmektedir. Ama degisen metilasyon profillerinde bu
genlerin hipometile olmasi durumunda onkogenler ifade edilir. Bu sebeple kanser
hiicrelerinde hiper-hipo metilasyon degisimi karakteristik olarak gozlenmektedir. Bu
hiicrelerde onkogenlerin ifadesi artarken, DNA tamir mekanizmasi, hiicre sinyalizasyon ve
apoptozis ile ilgili genlerin anormal hipermetile oldugu ve transkripsiyonel olarak
sessizlestigi goriiliir (56,85). Costello ve arkadaglari, kanser hiicrelerinde de novo
metilasyon veya anormal hipermetilasyon seviyelerinde dokulara gore farkliliklarin

oldugunu belirtmislerdir (86).

Insanlarda meydana gelen tiimérlerin %50’sinden fazlast TP53 timér baskilayict
gende meydana gelen mutasyondan dolayi, bunlarin ise %24’l, CpG adaciklarinda
meydana gelen C-T donilisiimiinden kaynaklhidir. TP53 geninde meydana gelen
hipermetilasyon, genin kendini ifade edememesi anlamina gelmektedir. Boyle durumlarda
olusacak tiimor hiicrelerine karsi yanit olusamayacagindan kisinin kanser hastaligina
yakalanmasi yiiksek ihtimal dahilindedir (57). Diger bir mutasyona ugrayan veya
metilasyon mekanizmasiyla ifadesi kisitlanan mekanizmada metiltarnsferazlardir. En sik

goriilen anormal modifikasyonlar DNMT3A ve DNMT3B’de meydana gelmektedir (85).
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Sekil 9. Kanserde metilasyon degisimi

Farkli kanser tiirlerinde farkli bolgelerde hipo ve hiper-metilasyon degisimleri

gozlenmektedir. Metilasyon analizi kanser tanisinda belirteg olarak kullanilabilir (Tablo I).

Tablo I. Kanser yolaklar1 ve metillenen genler (81)

Kanser ile iliskili yolaklar Metile olan genler

DNA tamir MGNT, MHL1, BRCAL1, FNACF

Hiicre siklusu R6, p16, p15, p14, cyclin E, cyclin D2

Sinyal Iletimi RASSF1, LKB1/STK11, APC

Detoksifikasyon GSTP1

Hormonal Cevap RARB2, ER, PR

Apoptozis DAPK1, caspaz-8

Metastaz CDH1, CDH13,

Transkripsiyon Runx3, Twist, Era, ERB, PR, RAR, vit d reactor
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2.4, LOSEMIi

Kan, insan viicudunda onemli gorevler iistlenmis yasamsal bir viicut sivisidir.
Kanda bulunan alyuvarlar dokular arasinda besin ve oksijen tasinmasinda, lokositler
bagisiklik sisteminin bir eleman1 olarak viicut savunmasinda, trombositler kan

pihtilagsmasinda gorev alir.

Losemi, hematopoietik hiicrelerde meydana gelen genetik transformasyonlara baglh
olarak gelisen bir malign hastalik grubudur. Halk agzinda kan kanseri veya kemik iligi
kanseri olarak bilinmektedir. 19. yy. baslarinda John Hughes Bennett inceledigi klinik bir
vakada mikroskop altinda inceledigi kan 6rneginde artan 16kosit hiicreleri ve bu hiicrelerin
olusumunda farklilhik gozlemlemistir. Bu olgu incelemesi kronik miyeloid 16semi
hastaligina dair yapilan ilk incelemedir. Daha sonra Virchow (1821-1902), farkli sikayetleri
olan bir hastanin kaninda yaptig1 mikroskobik incelemede, artmis 16kosit sayis1 ve hiicre
olusumunda degisimler gozlemistir. Bu vakada kronik lenfositik 16semi olarak incelenen
ilk olgudur. 1857°de Nikolaus Friedreich tarafindan incelenen bir klinik olguda hastaligin
semptomlarinin goriilmesi ve hastanin 6liimii arasinda gecen siirenin kisa ve hastaligin hizl
seyirde olmast akut 16semi tanimlamasi yapilmisti. 1877°de Paul Ehrlich kan
hiicrelerindeki farklilig1 ortaya koyan boyama yontemini bulmasi ile beyaz kan hiicrelerinin
simiflandirilmas: yapilmistir. Bu yeni bulug, 16semi hastaliginin hiicre tipine gore

siiflandirilmasini saglamistir (80).

Losemi teshisi icin periferik kan analizleri (tam kan ve blast sayimi, hiicre
morfolojisi ve kan sayimi), immiinofenotipik analizler, genetik analizler ve kemik iligi
biyopsisi gibi testler yapilmaktadir. Losemi tanimlamalarinda antijene bagli olarak

immiinofenotipleme yapilmasinda kullanilan flow sitometri (FSM), 06zgiil antikor
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yardimiyla 16semi ve lenfomalarda fenotipleme yapilmast miimkiindiir. Losemi tipinin

bilinmesi teshis ve uygun tedavi i¢in 6nem arz eder (87).

Son yillarda birgok hastalik grubu icin epigenetik terapotik ilaglara yonelim
artmistir.  Gliniimiizde DNA metiltransferaz inhibitorleri (5-azasitidin ve 5-aza-2
deoksitidin) klinik uygulamalarda kullanilmaktadir(88,89). Diger bir ila¢ grubu ise hedefe
yonelik olan inhibitér veya reaktorlerdir. BLC2 inhibitérii olan venetoclax, hipometile
ajanlar (HMA), azasitidin (AZA) veya desitabin (DEC), AML grubunda kullanilmakta olan
ilag grubundadir (90). BLC2 proteini antiapoptotik protein grubunda olup BLC2 geni
tarafindan transkripte edilir. BLC2 proteini farkli protein kompleksleri ile birlikte
mitokondri iizerinden sitokrom salinimi yoluyla apoptosizi kontrol eder. Bir¢ok kanser tipi
ve genetigi ¢aligmasinda bu gen ve lriinlerinin etki mekanizmasi lizerine de calisilmistir.
Bu gende meydana gelen mutasyon veya metilasyon ile aktivitesinin degismesi kanser

olusumunda ve tedaviye cevap verme noktasinda dnemli bir durum teskil eder (91-93).

Losemi hastaliginin kategorize edilmesinde iki faktdr 6n plandadir. Bunlardan biri
hiicre tipi (miyeloid veya lenfosit) digeri ise hastali§in belirtilerinin gézlendigi zaman (akut

veya kronik) dilimidir.

2.4.3. Akut Losemi

Akut 16semiler geng, olgunlasmamis miyeloid veya lenfoid hiicrelerinin kemik
iliginde, periferal kanda ve diger dokularda birikimi ile meydana gelen maling bir
hastaliktir. Bu hiicreler farklilasma 06zelliklerini kaybetmistir. Bu hiicre tiplerinin

olgunlagmalar1 miyeloblast veya lenfoblast diizeyindedir (94).

Akut 16semilerin bir¢cogu sporadik olarak ortaya ¢iksa da kimyasallar, radyasyon ve

tiitlin gibi ¢evresel faktorlerin tetiklemesi de miimkiindiir. Ayrica bazi genetik sendromlar
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(Down sendromu, Fanconi anemisi, Klinefelter sendromu vb.) akut 16semi riskinde artisa

ve daha 6nceden alinan kemoterapi tedavilerinde advers etkilere neden olabilir (94)
2.4.3.1. Akut Miyeloid Losemi (AML)

Akut miyeloid 16semi (AML), saglikli hiicrelere gore ¢ogalma hiz1 artmis, apoptosiz
orani digiik hiicrelerin kontrolsiiz ve klonal ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan ve kemik iligini
etkileyen bir kanser tiiriidiir(88). AML tanis1 i¢in kemik iligi ve periferik kan analizi (tam
kan ve blast sayimi) yapilir. Periferik yaymada gozlemlenen yogun miyeloblast hiicreleri
tani i¢in Oonemlidir. AML ¢ogunlukla yetiskinlerde (%90) ve daha az ¢ocuklarda (%15-20)

goriilen bir akut 16semi tipidir (95,96).

AML’nin ortaya ¢ikisinda genetik faktdr olarak kromozom anormallikleri, gen
mutasyonlar1 ve onkogen aktivitesi goriillmektedir. Kromozom anomalileri arasinda t(8,21),
t(15,17), inv(16), trizomi 8 ve 5 veya 7. kromozomda parga veya tamamen silinmesi gibi
sitogenetik anomaliler vardir. Gen mutasyonlarindan baslicalarna HOX gen ailesi,
cekirdek baglayici faktor (CBF), retionic asit reseptor o (RAR-a) olarak sayilabilir. Ayrica
dogrudan onkogen aktivitesi saglayan mutasyonlarda sik karsilagilan durumlar arasindadir.
Bunlar arasinda FLT3, KIT, N-RAS, FES, FOS, GATA-1, JUN B, MPL, MYC, p53, PU1,

RB, WT1, WNT, NPM1 ve CEPBA genler sayilabilir (97,98).

Epigenetik modifikasyonlar, normal fizyolojik siirecin bir pargasi oldugu gibi AML
icin de Onemli bir patogenez mekanizmasidir. Anormal DNA metilasyonu, histon
metilasyonu/asetilasyonu gibi anormalliklerin AML olusumunda ve gelisiminde dnemli yer
tutmaktadir(95). Ozellikle promotor bdlgelerinde metilasyon artis1 sik goriilen bir olaydir
ve hastaligin zamanla tekrarlamasi1 da miimkiindiir (89,94). Bu bolgelerin tiimor baskilayici
genleri (p53 geni) kapsamasi durumunda hastalik kotii prognozla iliskilendirilmektedir

(89).
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Genetik ve epigenetik c¢alismalarla tedavi yontemleri ¢ok olsa da hala daha AML
cok degisken bir seyri olan ve yiiksek 6liim oranina sahip hastaliklar arasindadir ve sag

kalim istatistigi %50 nin altindadir (99).
2.4.3.2.Akut Lenfositik Losemi (ALL)

Akut lenfosittik 16semi (ALL), B veya T lenfositlerin farklilasamadigi, anormal
proliferasyon ile kemik iligi, lenf bezi, timiis ve dalakta klonal 16semik hiicre birikiminin
gozlendigi bir kanserdir. Saglikli bireylerde lenfosit ve miyeloid hiicreleri, hemostazi
saglamak icin belirli bir aralikta normal seviyelerde kabul edilirken bu dengede bir hiicre
grubunda meydana gelen asir1 ¢ogalma diger hiicre gruplarinin dengesinin degisimi
anlamina gelmektedir. Ozellikle cocukluk ¢agida %80 oranla en sik goriilen 15semi tipidir

(100).

ALL tanisi i¢in hiicre morfolojisine, immiinofenbotipik ve genetik analizler temel
almir. ALL olusumu sebepleri arasinda kromozomal translokasyon(t(12;21) ve t(9;22))
veya anormal kromozom sayilar1 dncii lenfosit hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar
bulunmaktadir. ALL hastalik unsuru olan hiicre tipi ve evrelerine gore siniflandirilmaktadir.
Hastalik kaynag1 B lenfositler kaynakli ise B-ALL ve hastalarin %80°nin lizerinde goriilen
tiptir. T lenfositlerden kaynakli olanda T-ALL olarak ifade edilir bu da daha az bir oranla
(%20) karsimiza ¢ikmaktadir (101). Farkli mutasyon ve kromozomal degisimler farkli
lenfosit hiicrelerinde meydana gelmektedir. Bu sebeple B ve T lenfosittik 16semilerin farkl
genetik parametreleri vardir. B-ALL’de ¢ogunlukla hiperdiploidi goriiliitken daha az
oranda hipodiploidi goriilmektedir. Siklikla goriilen genetik mutasyonlar ise;
t(9,22)(q34;q11) - BCR-ABLI, t(v;11923)-MLL mutasyonu, t(12;21)(p13;q22)-ETV6-
RUNXI(TEL-AML1), t(5;14)(q31;932) IL3-IGH, t(1;19)(q23;p13.3)-EA2-PBX1(TCF3-

PBX1) ve t(5;14)(q31;932) HOX11 ve TXL3 birlesimi olan HOX11L3 seklindedir. T-
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ALL’de BCR-ABLI1 filizyonu yerine t(9;9)(q34.1;q34.3)-ABL1-NUP214(nucleoporin)
flizyonu goriilmektedir. Diger bir gen bolgesi olan NOTCHI’de meydana gelen
mutasyonlar, HOX11(TLX1), HOX11L2(TLX3), LYL1, TAL1 ve MLL diizensizlikleri
goriilmektedir. TAL1 mutasyonlar1 ¢ocukluk cagi T-ALL’de en sik goriillen mutasyondur

(102-105).

2.4.4. Kronik Losemiler

Kronik 16semilerin hastalik baslangici ile belirtilerin kendisini gostermesi arasinda
gecen zaman dilimi uzundur. Hastaligin yavas seyri akutta goriilen belirtilerin siddetine

nazaran daha hafif gézlenmektedir. Bu durum tedavide basar1 sansini arttirmaktadir.

Akut 16semilerde oldugu gibi kronik 16semilerde de timor baskilayici genlerde
metillenmeye gen susturulmasi veya onkogenlerin hipometilasyona bagli olarak ifade
edilme durumu yaygin goriilen nedenler arasindadir. Genom boyunca gen bdlgelerinin
metilasyonu metiltransferazlar (DNMT’ler) ile diizenlenmektedir. Yapilan c¢aligmalar
DNMT3A’ya dayali malignitelerde mutasyona ugrayan bolgenin metiltransferaz domaini
iireten R882 kodonunda meydana geldigi yoniindedir. Bu noktada meydana gelen mutasyon

metiltransferazin oligomer yapisinda bozulmaya neden olmaktadir (106—-108).

2.4.4.1 Kronik Miyeloid Losemi (KML)

Kronik miyeloid 16semi (KML), 16semi hastaliginin kesfedilen ilk tipi ve genetik
mutasyona bagli olarak tespit edilen ilk hematopoetik klonal bozukluktur. Hematopoetik
miyeloid hiicrelerin asir1 iiretimi ve periferik kanda artan trombosit hiicrelerinin neden
oldugu bir malign hastaliktir. Hastaligin tanisinin koyulmasinda tam kan sayimi, periferik
yayma, kemik iligi biyopsisi, immiinofenotiplendirme gibi testler istenmektedir. Hastalarin
cogunda giin icinde yorgunluk, gece ateslenmesi veya terlemesi, kilo kayb1 ve abdominal

sigskinlik ve istahsizlik gibi sikayetler goriilmektedir (109).
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KML’de siklikla karsilasilan bir durum t(p;22)(q34;q11) karsilikli kromozomal
translokasyonu veya Ph (Philadelphia) kromozomu goriilmesidir (Sekil 10). ABL ve BCR
genlerinin fiizyonu olan bu kromozom kronik miyeloid malignitesine sebep olan
faktorlerden biri oldugu diisliniilmektedir. Ph kromozomu onkogenik bir protein
kodlayarak hem biyolojik sinyal yolaklarin1 hem de genom stabilitesini etkilemektedir.
Ayrica BCR-ABL fiizyon protein ¢esitliligine bagli olarak tedavi ve cevap farkliligi

olmaktadir. KML’den bagka Ph karigik akut 16semi tipinde de goriilmektedir (92,109-111).
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Sekil 10. Philedelphia (Ph) kromozomunun olusum semasi (109)

KML hastalarinin ¢ogunlugu asemptomik olan kronik evredeyken teshis edilir.
Tedavi sans1 yiiksek ve hastalar glinlilk yasam rutinlerine donebilmektedir. Hastalik bu
evrede tedavi edilmedigi veya hasta tedaviye yanit vermedigi durumda hizlanmis evresine
gecer. Bu evrede blast ve promiyelosit hiicrelerinde artis goriiliir. Blastik evrede yogun blast

hiicreleri hem kanda hem de kemik iliginde gozlemlenmektedir (109,111,112).

DNA metilasyonunun KML iizerine etkisi ile ilgili calismalar yapilmistir. KML gibi
kanserlerde, gen ifadesi (transkripsiyon) ve hiicresel islevleri kontrol eden genetik

degisikler meydana gelir. KML’de tiimor baskilayic1 genlerin promotdr bolgelerinde
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hipermetilasyon gézlenir. Ote yandan, onkogenlerin promotdr bdlgelerinde hipometilasyon
gbzlenir. Bu durum, onkogenlerin normalden daha yiiksek seviyelerde ifade edilmesine ve
hiicre biiylimesinin artmasina neden olabilir (113,114). Bu epigenetik degisiklikler,
KML’nin gelisimine katkida bulunan faktorlerdir. Ancak tam mekanizma ve KML’nin diger
molekiiler ve genetik degisiklikleri hakkindaki tam anlayisimiz hala devam etmektedir ve

arastirmalar bu alanda devam etmektedir.

Kanser ilaglarina duyarlilik gosteren genlerin ve molekiiler yollarin kesfedilmesi ve
geri doniistimlii epigenetik yolaklarin aydinlatilmasiyla direk geni veya gen isleyisini hedef
alan ilaglarin kullanilmasi kanser tedavisinde yeni bir devrin oniinii agmistir. KML
hastaligiin tedavisinde yaygin olarak tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) basarili bir tedavi
yontemi olmasina karsin hastalarin ilact birden kesmesine bagli olarak hastaligin zamanla

tekrar niiksetmesi karsilasilan bir durumdur (112,113,115).
2.4.4.2 . Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

Kronik lenfositik 16semi (KLL) yetiskinler arasinda en yaygin l6semi grubudur.
Lenfositlerin kan, kemik iligi ve lenfoidal organlarda birikmesi seklinde tanimlanir.
Lenfositik 16semilerin %90-95°1 B-lenfosit kaynakli ve %5-10 T-lenfosit ve dogal katil
hiicrelerinden kaynaklanan 16semilerdir. KLL hastalarinda CD19, CD20, CD23 ve CD5
antijenlerinin ekspresyonunda artig goriiliirken CD22, CD79b, FMC7 antijenleri i¢in tam

tersi gozlenmektedir (116,117).

Hastalarin  %80’ine yakin bir cogunlugu asemptomik evrede anormal kan
sayimindan &tiirii teshis edilir. Ileri evrede hastalarm sikayetleri arasinda hepatomegali
veya splenomegali, soluk ten, halsizlik, sebepsiz kanamalar, bitmeyen enfeksiyonlar

bulunmaktadir. KLL bagisiklik sistemi hiicrelerinin etkilendigi bir hastalik olmasi
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nedeniyle hasta bireyler siirekli enfeksiyon ve benzeri rahatsizliklara agik, tehlike

durumundadir(112,116,118).

KLL vakalarinda genel kanser olgularinda da goriildiigli gibi altta yatan prognozu
belirleyen genetik anormallikler de mevcuttur. Yapilmis ¢alismalar da KLL hastalarinda en
sik goriilen yapisal anormalliklerin yaygin olandan daha az yaygin olana ve olumlu

prognozdan agresif prognoza dogru siraladigimizda su sekildedir.

e Dell3ql4; vakalarda en yaygin (%50-60) goriilen anormalliktir. miR15-a ve
miR16-1 mikroRNAlar etkileyerek apoptoz ve hiicre dongiisii regiilasyonunda
aktif calisan genlerin ekspresyonunu azaltir. Hastalarda ilerleyici olmayan iyi bir
prognoz goriilmektedir.

e Trizomil2; Olumlu veya orta siddetli hastalarda goériinen bir anormalliktir.

e 11922-q23 kromozom delesyonu; ATM ve/veya BIRC3 genlerinin islevini
kaybetmesi demektir. Hastalarda yiiksek lenfodenopati ve agresif prognoz
goriilmektedir.

e Dell7pl3; bu delesyon TP53 geninin islevi lizerine olumsuz durum gelistirir ve
cogunlukla 17p deleesyonlu hastalarin TP53 geninde de mutasyon goriiliir. Bu
duruma karsilik hastaligin tedavisinde karsi direng ve agresif bir prognoz
gozlenmektedir.

e SNP dizilerinde tespit edilen kopya sayisi; cok seyrek goriilmekle birlikte bazi gen
bolgelerinde gozlenen kayiplar seklinde karsimiza cikmaktadir. Tiim genom

analizlerinde bu durumu saptamak miimkiindiir (119-121).

KLL ve DNA metilasyonu ile iligkili olarak yiiriitilen calismalarda ozellikle
enhansir ve promotor bolgelerinde hipometilasyon ve transkripsiyonel uzuma bolgelerinde

hipermetilasyon durumu gozlenmektedir. Metilasyon profillemesi i¢in kullanilan
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mikrodizileme ve tiim genom bisiilfit dizilimi analizlerine dayanarak elde edilen sonuglara
gore B hiicreli KLL’de; toy B hiicresi benzeri KLL(n-KLL), hafiza B hiicresi benzeri
KLL(m-KLL) ve ara KLL(i-KLL) ii¢ farkli epigenetik alt sinif tanimlanmaktadir. Bu
epigenetik siiflandirma prognostik bir temel olustursa da heniiz klinik seviyede énem

seviyesi dogrulanmamistir (120,122,123).
2.5.  Adli Bilimlerde Yas Tahmininde Kanser ile iliskili Calismalar

Olay yeri incelemelerinde en ¢ok rastlanilan deliller arasinda kan énemli bir yer
edinmistir. Baglarda kan gruplar ile yapilan karsilastirmalara daha sonra DNA 6rneklerinin
karsilastirilmast da eklenmistir. Siipheli veya suclu kisilerin saglikli bireyler olabilecegi
gibi hasta bireylerde olabilir. Ozellikle 15semi gibi kan hiicrelerinin sayisini ve metilasyon
profilini etkileyen bir hastaliga sahip birey icin yas tahmini saglikli bireylerle ayni olup

olmadigini tespit etmek icin karsilastirma ¢aligmalar1 yapilmalidir.

Horvath, DNA metilasyonuna dayali yas tahmini ¢alismalarinin onciillerindedir.
Horvath ve arkadaslari, cogu doku ve hiicre tipini iceren DNA metilasyon yasi tahmin
etmeyi saglayan 353 CpG bdlgesini iceren ¢ok dokulu bir yas tahmincisi gelistirdi. Genis
bir orneklem spektrumunda calisilarak doku ve hiicrelerin yas tahmini sapmalarim
incelediler. Yas tahmincisini gelistirmek i¢in 51 farkli doku ve hiicre tipi (tam kan,
mononiikleer hiicre, serebellar 6rnekler, kolon, adipoz, tiikiirtik, karaciger gibi) ve 82 ayr
grupta 7.844 6rnek analiz ettiler. 353 CpG bolgesine dayali DNAm yas1 hesaplamalarinda
modelleme grubunda 2,9 yil test grubunda 3,6 y1l sapma ile 1yi bir performans goriilmiistiir.
Ek olarak bu CpG saatini farkli hastalik ve kanser tiplerinde (AML, meme karsinomu,
yumurtalik kanseri, prostat, tiroid hiicreli karsinom, bobrek karsinomu ve bobrek renal
karsinomu) de test etmislerdir. Calisma verilerinde genel olarak DNAm yasi ile kanser

hatlarinda biiytlik yas farkliliklar1 olabilecegini gbzlemlemislerdir (41).
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Park ve arkadaglari, yasa bagli DNA metilasyon belirteglerinin tanimlanmasi ve
degerlendirilmesi amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada Koreli 765 kisilik saglikl kisiyi kapsayan
orneklem grubunda yapmis olduklart calismada ZNF423 (cg04208403), ELOVL2
(cgl6867657), CCDC102B (cgl9283806) lokusa dayali yas tahmin modelinde
gelistirmislerdi. Bu modelde ortalama mutlak sapma (Mean Absulate Deviation-MAD)
degeri olarak modelleme grubunda (N=535) 3,1 yil, test grubunda (N=230) 3,3 yil olarak
tespit edilmistir. Ayn1 calismada Kanser Genom Haritas1 (The Cancer Genome Atlas-
TCGA) veri tabanin elde ettikleri AML verilerinde de analizler yapilmisti. AML
hastalarinda ii¢ bolgeye ait korelasyon degerlerinin (ZNF423 (-0,132); ELOVL2(0,145);
CCDC102B(-0,236)) ¢ok diistik oldugunu gozlemlemislerdir. Buna dayanarak metilasyon

degerine bagl korelasyon ile yas iligkisinin kayboldugu goriilmistiir (124).

Spolnicka ve arkadaslari, ELOVL2, Clorfl32, TRIMS9, KLF14, ve FHL2
genlerinde bulunan CpG bdlgelerinin metilasyon profillerine gore olusturduklart modelde,
3,9 yil MAD degeri ile iyi bir sonug¢ yakalamistir. Caligmada 39 KLL hastasinda da bu
model test edilmis fakat 13,5 yil sapma ile dogruluk oranini diisiik oldugu gozlenmistir.
KLL nin DNA metilasyonunda  6ngoriilmez sonuglara neden oldugu i¢in bu hasta
grubundan kandan giivenilir bir sekilde metilasyon yas tahmini yapmanin miimkiin

olamayacagin tespit etmislerdir (125).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda, kanda yiiksek korelasyon gosterdigi saptanan gen
bolgelerindeki CpG adaciklarindaki metilasyon degerleri saglikli ve 16semi hastalarinda
karsilastirmali  olarak incelenmistir. Kanda; ELOVL2 (chr6:11044661), ASPA
(chr17:3476273), Clorf132 (chr1:207823715), FHL2 (chr2:105399282), cg07082267,
CCDC102B (chr18:68722183), RASSF5(chr1:206507531), TOM1L1(chr17:54899387)

lokuslari iizerinden lojistik regresyon modeli ile yas tahmini yapilmistir.

3.1 Kullanilan Geregler

3.1.1. Ekipman

e Ependorf/ Brand otomatik pipetleri (2.5 ul, 20 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
e Vorteks(Weightlab Instruments)

e Kuru 1sitici blok (Bio TDB100-Biosan)

e Florometre (Qubit 4-Thermo Fisher)

e Mikrosantrifiij

e Thermal doéngii cihazi (SimpliAmp™ Termal Cycler-Applied

Biosystems™)
e DNA/RNA UV biyogiivenlik kabini (Kabin UVT/T-MAR-Grand Bio)
e Bilgisayar kontrollii genetik analizatér 310 (ABI PRISM® 310)
e Buzdolab1

e Derin Dondurucu
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3.1.2. Ticari Kitler ve Harici Mazlemeler

E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit - Omega

e Quantit™ dsDNA HS Kit (High sensitive) Assay - Invitrogen

e EZ.® DNA Methylation-Gold ™ Kit — ZymoResearch

e AmpliTaq Gold DNA Polymerase with buffer I ve MgCl,

e Loading Buffer (Bromophenol Blue)

e Exonuclease I — ThermoFisher Scientific

e SNaPshot Multipleks Kit — Applied Biosystem™ ThermoFisher Scientific
e rAPid Alkaline Phosphatase (rAPid AP) — ThermoFisher Scientific

e Hi-Di™ (Highly deionized) Formamide - Thermo Fisher Scientific

e GeneScan™ LIZ120 dye Size Standard - ThermoFisher

POP-4 Polimer (Performance Optimized Polymer 4) — Applied Biosystems
3.2. Deney Asamasi
Caligsma siirecinde takip edilen basamaklar asagidaki gibidir.
e  Ornek toplama
e DNA izolasyonu ve DNA miktar tayini
¢ Bisiilfit dontistimii
e Metilasyon PCR

e Agaroz jel elektroforezi
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e PCR iiriinlerinin saflagtiriimasi
e SNaPshot reaksiyonu (mini dizileme) ve SNaPshot {iriinlerinin saflastirilmasi
e PCR iiriinlerinin ABI PRISM® 310 cihaz ile analizi
e Verilerin analizi ve yas hesaplamasi
3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢alisma T.C. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Rektorliigii Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu tarafindan degerlendirilerek Sayi: E-59491012-604.01.02-208534 sayili karar1

ile uygun bulunmustur (EK 1). Calisma grubu igin Istanbul Universitesi-Cerrahpasa,
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Dahiliye Anabilim Dali, Hematoloji Polikliniginde takipte olan
veya tedavisi devam eden losemi tanili hastalar arasinda 21-89 yas araliginda olup
Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formunu imzalayan 47 I6semi tanili goniilliiden kan
ornekleri toplanmistir. Hastalarin ilag kullanimi bilgisi (hipometile ajan ve trozin kinaz

inhibitorii vs.) Tablo XV’ da belirtilmistir.

Calismada akut-kronik ve miyeloid-lenfositik 16semi gruplarinin her birini temsilen
goniilliiler bulunmaktadir. Ornek dagilimi KML grubu 29, KLL grubu 10, AML grubu 6 ve
ALL grubu 2 hasta icermektedir (Sekil 12). Yaslara gore 6rnek dagilimi ise 21-45 yas arasi

17 kisi, 46-60 yas aralig1 18 kisi ve 60 yas {istiinde ise 12 birey bulunmaktadir (Sekil 13).
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Lésemi Gruplari

Toplam Hasta
= = N N w w
o (6] o (6] o (¥,

(6,

KML KLL AML ALL

Sekil 11: Calisma grubunun ldsemi tiplerine gére dagilimi
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Sekil 12: Calisma grubunun yas araligina gore dagilimi

Calismada model grubu, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa-Adli Tip ve Adli
Bilimler Enstitiisii AR-GE laboratuvarinda ¢alisilan “Kana Ozgii Metilasyon Paterninden

yararlanarak Kronolojik Yas Tahmini” baglikli projenin sonuglarindan alinmistur.
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3.2.2. DNA izolasyonu ve Miktar Tayini

DNA izolayonu isleminde E.Z.N.A Tissue DNA kit kullanilmistir. Silika temelli kit,
hiicrelerin parcalanip DNA’nin agiga ¢ikmasindan sonra filtreli kolonlarda DNA’nin
yikanip saflagtirilmasi ve izole edilen DNA’nin eliisyon ile filtreden ayrilarak kazanimina

bagli bir uygulamadir. Kan 6rneklerinden izolasyon protokolii EK 2’te, belirtilmistir.

Izole edilen DNA’nin miktarin1 belirlemek iginde Qubit 4 cihazi (ThermoFisher
Scientific) ve Quantit™ dsDNA HS (High sensitive) Assay-Invitrogen kiti kullanildi.

Miktar tayini protokolii EK 3’te belirtilmistir.
3.2.3. Bisiilfit Doniisiimii

Sodyum bisiilfit donilistimii metillenmemis sitozinlerin urasile dontisiip PCR’da
timiin olarak ¢ogalmasini saglayan metilasyon analizlerinin altin standardi olarak kabul
edilen bir islemdir. Bu islem i¢in EZ®DNA-Methylation-Gold Kit™ (ZymoResearch)

kullanild1. Bisiilfit doniistimiinde takip edilen protokol EK 4’te belirtilmistir.
3.24. PCR

Bu calismada Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik AR-GE Laboratuvarinda gelistirilen kan Ornegine ait 8

lokuslu, multipleks paneline ait CpG noktalar1 ¢alisilmistir (Tablo IL.).
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Tablo II. Yas tahmininde kullanilan hedef genler
Gen Bolgesi CpG ID GRCh38 Kromozom Pozisyonu | Cahsmadaki Kodu
ELOVL2 | cg21572722 chr6:11044661 S1
ASPA €g02228185 chrl7:3476273 S2
Clorfl32 none chr1:207823715 S4
None cg07082267 chr16:85395429 S5
CCDC102B | cg19283806 chr18:68722183 S9
RASSF5 | cg08128734 (GRCh37)chr1:206685423 S17
TOMIL1 | cg27210390 chrl7:54901222 S20
FHL2 €g06639320 chr2:105399282 S6

3.2.4.1. PCR Kosullari

Tablo II.’de bulunan CpG bolgelerinin ¢ogaltmak i¢in primerlerden bir primer

karisimi hazirlandi. Tablo I11.’deki PCR bilesenleri kullanilarak bisiilfit dontlistimii yapilmis

DNA o6rneklerindeki hedef bolgeler ¢cogaltildi. Her ¢alismada pozitif ve negatif kontrol

ornekleri kullanildi. Calisma i¢in SimpliAmp™ Thermal Cycler(Thermo Fisher Scientific)

cthazi kullanildi. Reaksiyon i¢in Tablo IV.’te verilmis kosullar uygulandi.
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Tablo II1. Metilasyon PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktar (ul)
Buffer (1X) 1.5 ul
MgCl2 3.9ul
dNTPs 1 pl

Taq Gold 0.3 ul
Primer Mix 1.5 ul
dH20 3ul

DNA Ornegi 1.5 pl
Total 12,7 ul

Tablo IV. Metilasyon PCR reaksiyonu kosullari

Sicaklik Siire Dongii
95 °C 11 dk.
94 °C 20 sn.
34
59 °C 1 dk.
Dongt
72 °C 30 sn.
72 °C 7 dk.
4°C 00
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3.2.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR asamasinda DNA’nin ¢ogalip cogalmadiginin goérmek i¢in Ornekler agaroz

jelde yiiriitiildii. Agaroz jel hazirlama protokolii EK 5°te belirtilmistir.
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3.2.4.3. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR isleminde tiip icerinde kalan baglanmamis primer ve dNTP’lerin
uzaklastirilmas1 icin saflastirma islemi yapildi. Primerlerin uzaklastirilmasi igin
EXO1(Ekzoniikleaz 1) ve dNTP uzaklastirmak i¢in raPid AP (raPid alkalin fosfataz)

kullanildi. PCR bilesenleri Tablo V. ve PCR kosullar1 Tablo VI1.’deki gibidir.

Tablo V. Saflagtirma islemi PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri | Miktar

PCR iiriinii 2.5 ul
EXO1 0.25 ul
raPid AP 0.75 pl

Tablo VI. Saflastirma islemi PCR kosullar1

Sicaklik Siire
37 °C 45 dk.
80 °C 15 dk.
4 °C 0

3.2.4.4. SNaPshot Reaksiyonu

Tek baz uzamasi (SBE, Single Base Extension) temeline dayanan bir yontemdir.
Spesifik niikleotid icin tasarlanmis olan primerlerin baglanmasiyla bu noktaya karsilik
gelen dANTP’nin baglanmas ile dizileme sonlanir. Bu calismada SBE reaksiyonu icin
SNaPshot™ Multipleks Kit (ThermoFisher Scientific) kullanildi. Reaksiyon primer
karisimi hazirland1 ve PCR tiipii igerigi Tablo VII.’daki hazirlanmistir. PCR cihazinda

uygulanan protokol Tablo VIII.’de belirtilmistir.
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Tablo VII. SNaPshot PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri | Miktar

PCR iiriinii 2l

SNaPshot 1 ul

Primer Karisim | 1.5 pl

Total 4,5 ul

Tablo VIII. SNaPshot PCR kosullar1

Sicakhik Siire

96 °C 10 sn.

52°C 5 sn. 30 Dongii
60 °C 30 sn.

4°C o0

3.2.4.5. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

SNaPshot reaksiyonu sonrasinda tiipteki serbest floresan isaretli ddNTP’lerin 151ma
yaparak elektroforezde analizi zorlastirmamasi igin SAP enzimi kullanilarak pasif hale
getirildi. Saflastirma islemi i¢in SNaPshot PCR tiipiiniin {izerine SAP eklendi (Tablo IX.).

PCR cihazinda uygulanan protokol Tablo X.’da belirtilmistir.

Tablo IX. Saflastirma islemi PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri | Miktar

PCR iiriinii 4.5 ul

SAP 1 ul
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Tablo X. Saflastirma islemi PCR kosullar1

Sicakhik Siire
37 °C 80 dk.
85°C 15 dk
4°C o0

3.2.4.6. Kapiller Elektroforez

PCR firiinlerinin kapiller elektroforezde goriintiilenebilmesi i¢in hazirlik islemine
tabi tutuldu. Cihaza yiiklenecek drnekler i¢in Formamid-Liz120 karisim1 hazirlandi ve her
bir tiip tabloya gére hazirlandi (Tablo XI). On hazirlik islemi yapilan PCR iiriinleri ABI

PRISM® 310 ve ABI PRISM® 3130x/ genetik analizor cihaza yiiklendi.

Tablo XI. Formamid-Liz120 karisimi ve kapiller elektroforez 6rnek hazirlamasi

Formamid-Liz120 Karisimi | Elektroforez bilesenleri

Formamid 10 pl PCR Uriinii 1.5 ul

Liz120 0.3 ul Formamid-Liz120 Karigim1 9.5l

Ornekler cihazda POP-4 polimeri ile 36 cm uzunlugundaki kapiller kullanilarak, DS-02

matriksi ve ES modiiliine gore Tablo XII’de belirtilen kosullarla analiz edildi.
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Tablo XII. Kapiller elektroforez kosullar

Parametre GSPOP-4(1ml) ES Modiil
Matriks DS02

Enjeksiyon siiresi 5sn.

Yiiriitme Voltaji 15 kV

Yiiriitme Siiresi 24 dk

Yiiriitme Sicakhg 60 °C

Siringa Pompalama Siiresi | 150

3.3. Veri Analizi

47

Calisilan Orneklerin belirlenen CpG lokusundaki sitozin ve timin piklerinin RFU

degerleri belirlenerek Sekil 13’teki formiile gére metilasyon oranlari Microsoft Excel

(Microsoft 365 ProPlus) programinda hesaplandi.

Sitozin (RFU)

Sitozin (RFU) + (Timin (RFU) =1.6)

Sekil 13. Metilasyon orani hesaplama formiilii

Calisma grubuna ait metilasyon oranlar1 ile kronolojik yaslar arasindaki iliski

degerlendirilerek Microsoft Excel programin korelasyon katsayilar1 formiilii [ty=rt/ \ (1-r’/n-

2] ile hesapland1 ve lineer regresyon grafikleri ¢izildi.

Analiz sonucunda elde edilen yas tahmin formiilii ile tahmini yas degerleri elde edildi.

Calisma grubundan elde edilen yas tahminlerine dair mutlak hata ile model grubunun

mutlak hatalar1 arasindaki farkin istatistiksel anlamlilig1 t-test ile analiz edildi. Tiim

analizler IBM SPSS 21.0 (2021) programu ile yapildi.
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4. BULGULAR

Calismada 47 1osemi hastasinin kan Orneklerindeki metilasyon profilleri
laboratuvarimizda gelistirilen 8 CpG lokusu (ELOVL2, ASPA, Clorfl132, cg07082267,
FHL2, CCDC102B, RASSF5, TOMI1L1) ¢alisilarak belirlendi. Daha sonra kana 6zgi
metilasyon paterninden yararlanarak kronolojik yas tahmini modelinde 16semi hastalarinda
yas tahmini yapildi.

4.1. DNA lzolasyonu ve Miktar Tayini

47 kisiye ait kan 6rneklerinden izole edilen DNA izolatlarinin miktarlar1 belirlendi.
Cihazda yapilan olglimler sonucunda DNA miktarlar1 Tablo XIII’deki gibidir. DNA
miktarlar1 en az 2.28 ng/ul en ¢cok 270 ng/ pl ortalama 38,8 ng/pul DNA elde edilmistir.

Tablo XIII. DNA izolatlar1 ve DNA miktarlari

Ornek Ornek DNA Ornek Ornek DNA

Sirasi Kodu Miktari(ng/nl) | Sirasi Kodu Miktari(ng/pl)
1 L21-M-01 26.0 25 L22-M-26 12.7
2 L21-M-02 26.8 26 L22-M-27 5.60
3 L21-M-03 49.9 27 L22-M-28 11.2
4 L21-M-04 35.8 28 L22-M-29 270.0
5 L21-M-05 31.8 29 L22-M-30 20.6
6 L21-M-06 20.6 30 L22-M-31 22.2
7 L21-M-07 22.8 31 L22-M-32 28.4
8 L21-M-08 37.2 32 L22-M-33 80.6
9 L21-M-09 68.4 33 L22-M-34 40.4
10 L21-M-10 28.6 34 L22-M-35 53.0
11 L21-M-11 30.8 35 L22-M-36 57.0
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Ornek Ornek DNA Ornek Ornek DNA

Sirasi Kodu Miktari(ng/nl) | Sirasi Kodu Miktari(ng/pl)
12 L21-M-12 20.8 36 L22-M-37 27.8
13 L21-M-13 29..6 37 L22-M-38 41.6
14 L21-M-14 214 38 L22-M-39 38.6
15 L21-M-15 27.2 39 L22-M-40 25.2
16 L21-M-17 39.0 40 L22-M-41 26.6
17 L22-M-18 5.60 41 L22-M-42 914
18 L22-M-19 59.6 42 L22-M-43 39.4
19 L22-M-20 6.12 43 L22-M-44 49.0
20 L22-M-21 50.0 44 L22-M-45 56.0
21 L22-M-22 50.0 45 L22-M-46 47.7
22 L22-M-23 23.8 46 L22-M-47 6.96
23 L22-M-24 60.2 47 L22-M-48 2.28
24 L22-M-25 40.6

4.2. Bisiilfit Doniisiimii ve PCR Asamasi

47 kisiye ait DNA orneklerinin bistilfit doniisiim isleminden sonra kan panelinde 8
cift CpG primeri kullanilarak 10 ng/ul DNA ile PCR yapildi. Bisiilfit isleminin basarilt
oldugunu gormek icin metilasyon PCR agsamasindan DNA 6rnekleri agaroz jelde yiirtitiildii.

Negatif 6rneklerde 1s1ma goriilmezken pozitif sonuclarda parlama goriildii. (Sekil 14)
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Sy
" i

Sekil 14. Metilasyon PCR iirlinlerinin agaroz jel goriintiisii
(A:pozitif 6rnek, B:negatif 6rnek)

4.3. Kapiller Elektroforez Asamasi
ABI PRISM®310°da yiiriitiilen 6rneklerin okunmasi1 Gene Mapper v4.0 programi
kullanilarak yapildi. Kapiller elektroforez cihazinda yiiriitiilen bir 6rnegin goriintiisti Sekil

15°te verilmistir.

§000

Clorfl32

5000

3000

¢g07082267

2000

CCDC102B
| TOMIL1

1000

Sekil 15. Kandan yas tahmini metilasyon panelinin 6rnek bir elektroforegram goriintiisii
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4.4. Iistatistiksel Analiz

4.4.1. Metilasyon Degerleri

Her 6rnek calisildiktan sonra Sekil 13°de verilen formiil ile Microsoft Excel
programinda metilasyon degerleri elde edilmistir. Her 6rnege ait lokuslara goére metilasyon

degerleri Tablo XIV’de belirtilmistir.
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Tablo XIV. Caligma grubu kan 6rneklerine ait metilasyon degerleri

Ornek Tiirii Kronik Miyeloid Losemi-KML Grubu Ornekleri
Ornek TOM1L1 ELOVL?2 ASPA FHL2 Clorf132  CCDC102B ¢g07082267  RASSF5
L.21-M-12 0,301 0,169 0,533 0,327 0,212 0,101 0,362 0,340
L.21-M-17 0,269 0,138 0,553 0,240 0,266 0,113 0,453 0,382
L22-M-41 0,453 0,099 0,508 0,262 0,227 0,064 0,391 0,299
L22-M-43 0,368 0,142 0,527 0,226 0,232 0,118 0,340 0,260
L21-M-3 0,317 0,219 0,486 0,285 0,265 0,168 0,484 0,386
L21-M-7 0,186 0,150 0,521 0,268 0,232 0,089 0,390 0,256
L21-M-5 0,370 0,262 0,556 0,380 0,236 0,157 0,473 0,419
L.22-M-25 0,268 0,157 0,583 0,248 0,380 0,100 0,364 0,301
L.22-M-36 0,147 0,095 0,206 0,170 0,351 0,020 0,419 0,487
L21-M-6 0,280 0,193 0,564 0,315 0,229 0,133 0,425 0,424
L22-M-45 0,250 0,118 0,741 0,207 0,203 0,085 0,352 0,511

L21-M-8 0,210 0,118 0,595 0,295 0,163 0,090 0,346 0,278
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Ornek TOM1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B  cg07082267 RASSF5
L21-M-4 0,321 0,216 0,609 0,300 0,211 0,075 0,387 0,333
L22-M-23 0,215 0,144 0,523 0,282 0,241 0,114 0,269 0,215
L22-M-22 0,203 0,158 0,483 0,275 0,167 0,095 0,311 0,184
L22-M-21 0,214 0,163 0,580 0,284 0,186 0,118 0,348 0,278
L22-M-35 0,191 0,221 0,463 0,316 0,125 0,093 0,278 0,186
L22-M-37 0,696 0,162 0,647 0,366 0,204 0,055 0,483 0,254
L22-M-31 0,184 0,136 0,591 0,313 0,261 0,059 0,284 0,248
L22-M-32 0,207 0,017 0,817 0,087 0,256 0,088 0,379 0,159
L21-M-10 0,307 0,320 0,747 0,444 0,161 0,142 0,348 0,309
L21-M-14 0,262 0,271 0,690 0,389 0,184 0,108 0,398 0,389
L22-M-46 0,213 0,169 0,379 0,435 0,124 0,057 0,295 0,144
L21-M-2 0,107 0,022 0,810 0,174 0,095 0,068 0,229 0,173
L21-M-9 0,271 0,297 0,540 0,402 0,146 0,071 0,444 0,272
L21-M-11 0,229 0,288 0,544 0,446 0,149 0,077 0,320 0,218
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Ornek TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorfl32 CCDC102B  cg07082267 RASSF5
L22-M-42 0,509 0,028 0,855 0,097 0,145 0,087 0,340 0,186
L21-M-15 0,296 0,263 0,586 0,405 0,314 0,042 0,326 0,378
L22-M-30 0,223 0,210 0,535 0,333 0,197 0,039 0,326 0,210

Ornek Tiirii AKkut Miyeloid Losemi (AML) Grubu Ornekleri
Ornek TOMI1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorfl32 CCDC102B cg07082267 RASSF5
L22-M-48 0,135 0,167 0,364 0,201 0,144 0,075 0,486 0,371
L22-M-26 0,142 0,026 0,880 0,166 0,281 0,092 0,540 0,551
L22-M-44 0,250 0,118 0,741 0,207 0,203 0,057 0,352 0,289
L22-M-47 0,137 0,174 0,298 0,201 0,084 0,026 0,223 0,231
L22-M-27 0,073 0,566 0,561 0,182 0,161 0,380 0,495 0,431
L22-M-20 0,293 0,141 0,438 0,376 0,082 0,038 0,343 0,139
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Ornek Tiirii

Kronik Lenfositik Losemi (KLL) Grubu Ornekleri

Ornek TOM1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorf132 CCDC102B cg07082267 RASSF5
L21-M-1 0,284 0,242 0,781 0,343 0,215 0,149 0,382 0,187
L22-M-24 0,202 0,197 0,309 0,389 0,260 0,244 0,240 0,184
L22-M-33 0,334 0,204 0,746 0,250 0,056 0,103 0,561 0,192
L22-M-39 0,173 0,128 0,450 0,324 0,182 0,081 0,295 0,134
L21-M-13 0,249 0,208 0,524 0,472 0,203 0,066 0,348 0,187
L22-M-29 0,251 0,160 0,389 0,560 0,014 0,301 0,771 0,223
L22-M-40 0,506 0,244 0,504 0,393 0,080 0,120 0,357 0,127
L22-M-38 0,135 0,279 0,585 0,498 0,056 0,241 0,132 0,068
L22-M-18 0,460 0,248 0,320 0,407 0,214 0,239 0,218 0,179
L22-M-19 0,096 0,017 0,678 0,179 0,080 0,022 0,471 0,178
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Ornek Tiirii AKut Lenfositik Losemi (ALL) Grubu Ornekleri
Ornek TOM1L1 ELOVL2 ASPA FHL2 Clorfl32 CCDC102B cg07082267 RASSF5
L22-M-28 0,384 0,127 0,767 0,148 0,363 0,074 0,573 0,257

L22-M-34 0,257 0,151 0,627 0,287 0,160 0,085 0,280 0,176
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4.4.2. Korelasyon ve Lineer Regresyon Grafikleri

Microsoft Excel programinda calisma grubunun kronolojik yas ile metilasyon
degerleri hesaplanarak korelasyon degerleri belirlendi (Tablo XV). Her bir CpG noktasina

i¢in caligma grubuna ait lineer regresyon grafileri Sekil. 16-23 arasinda verilmistir.

Tablo XV. Calismada elde edilen korelasyon degerleri

Losemi KML KLL AML
Kromozom Ornekler | Kor. Kor. Kor.
Gen Bolgesi Pozisyonu N=47 N=29 N=10 N=6
TOM1L1 Chrl17:54901222 -0,403 -0,080 -0,097 0,282
ELOVL2 Chr6:11044661 0,314 0,182 -0,405 0,473
ASPA Chrl7:3476273 -0,159 0,328 -0,090 -0,388
FHL2 Chr2:105399282 0,520 0,266 -0,134 0,686
Clorfl32 Chr1:207823715 -0,50 -0,452 -0,349 -0,672
CCDC102B Chr18:68772183 0,259 -0,443 -0,126 0,250
cg07082267 Chr16:85395429 -0,769 -0,442 -0,033 -0,444
RASSF5 Chr1:206685423 -0,408 -0,494 -0,149 -0,630

(Not: ALL grubu i¢in 6rnek sayis1 azligindan korelasyon degeri hesaplanmada.)

Losemi Orneklerinin tlimiinii (N=47) degerlendirdigimizde TOMI1L1, ASPA,
Clorf132, cg07082267, RASSFS5 lokuslarinda negatif korelasyon degerleri goriiliirken
ELOVL2, FHL2 CCDCI102B lokuslarinda pozitif korelasyon degerleri goriilmektedir

(Tablo XV, Sekil 16-23). (Tablo XV).
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Sekil 17. Clorf132 geninde yer alan CpG lokusuna ait 1dsemi alt gruplarinin lineer

regresyon grafigi
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Sekil 18. CCDC102B geninde yer alan CpG lokusuna ait 16semi alt gruplarinin lineer

regresyon grafigi
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Sekil 19. Cg07082267 lokusunda yer alan CpG lokusuna ait 1§semi alt gruplarinin lineer

regresyon grafigi



60
DNA Metilasyon ile Losemi Hastalarinda Yas Tahmini

0,60
0,50
Z
5 0,40
o
Z
© 0,30 ® "
2 o %o
Z 'S 'S
E 020 L 2 . T/ PY
> * <, 0 3 2 ¢
» P 4 o fg‘ *
0,10 * o
'S
0,00 ¢ ¢
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
YAS
*KML KLL AML ¥ ALL

Sekil 20. ELOVL2 geninde yer alan CpG lokusuna ait 16semi alt gruplarinin lineer

regresyon grafigi
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Sekil 21. FHL2 geninde yer alan CpG lokusuna ait 16semi alt gruplarinin lineer regresyon

grafigi
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Sekil 22. TOMILI geninde yer alan CpG lokusuna ait 16semi alt gruplarinin lineer

regresyon grafigi
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Sekil 23. RASSFS5 geninde yer alan CpG lokusuna ait 16semi alt gruplariin lineer

regresyon grafigi
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4.4.3. Yas Tahmini

Calismamizda yas tahmini “Kana Ozgii Metilasyon Paterninden yararlanarak
Kronolojik Yas Tahmini” projesinin sonuglarindan ¢ok degiskenli lineer regresyon modeli
ile tretilen asagidaki formiil ile hesaplandi. Her 6rnek i¢in elde degerler Tablo XVI’de

goriilmektedir.

Yas tahmini formiili: 67,861 +(56,877 * FHL2 + 24,531 * ELOVL2 + 5,212 *
TOM1L1) — (63,923 * CCDC102B + 31,280 * ASPA + 29,328 * Clorf132 + 29,723 *

RASSF5 + 4,489 * cg7082267)

Kaynak: Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii,

Tablo XVI. Calisma grubu kronolojik ve DNA metilasyon yas1

KML Grubu
Kod Cinsiyet Yas  Tam Tarihi flac DNAm Yasi
L21-M-12 Kadin 31 2012 Nilotinib* 51,1
L21-M-17 Kadin 34 2021 Imatinib 40,6
L22-M-41 Kadin 34 2019 [matinib 50,28
L22-M-43 Kadin 35 2005 [matinib 46,01
L21-M-3 Erkek 36 2015 Imanitib 50,18
L21-M-7 Kadin 36 2016 [matinib 49,58

L21-M-5 Erkek 38 2007 - 48,90
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KML Grubu
Kod Cinsiyet Yas  Tam Tarihi Ilac DNAm Yasi
L22-M-25 Kadin 39 2022 Methotrexate 18,25
L22-M-36 Erkek 39 2022 - 46,18
L22-M-6 Erkek 40 2006 Imatinib 44 57
L22-M-45 Erkek 41 2001 Imatinib 32,48
L21-M-8 Erkek 45 2012 Imatinib 49,64
L21-M-4 Erkek 47 2012 Imatinib 50,18
L22-M-23 Erkek 47 2019 Imatinib 50,19
L22-M-22 Kadin 48 2005 Imatinib 55,50
L22-M-21 Erkek 50 2013 Imatinib 48,16
L22-M-35 Erkek 51 2019 Imatinib-Nilotinip* 61,36
L22-M-37 Kadin 52 2018 Dasatinib 56,77
L22-M-31 Kadin 53 2006 Dasatinib 51,42
L22-M-32 Erkek 53 2007 - 29,22
L21-M-10 Erkek 55 2008 Imatinib 54,64
L21-M-14 Kadin 55 2012 Imatinib 50,75
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KML Grubu
Kod Cinsiyet Yas  Tam Tarihi Ilac DNAm Yasi
L22-M-46 Erkek 59 2003 [matinib 73,10
L21-M-2 Kadin 60 2008 [matinib 40,23
L21-M-9 Erkek 60 2002 Nilotinib® 63,66
L21-M-11 Kadmn 62 2015 Imatinib 67,21
L22-M-42  Kadin 63 2007 Imatinib 33,10
L21-M-15  Erkek 66 2007 Imatinib 55,96
L22-M-30 Erkek 69 2017 [matinib 60,40

KLL Grubu
L21-M-1 Erkek 48 2012 Ibrutinib 47,3
L22-M-24 Kadin 51 2019 - 56,44
L22-M-33 Kadin 52 2014 - 49,07
L22-M-39 Erkek 53 2013 - 60,40
L21-M-13 Kadin 61 2017 - 67,45
L22-M-29 Erkek 63 2016 - 63,03
L22-M-40 Erkek 65 2017 - 67,71
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KLL Grubu
Kod Cinsiyet Yas  Tam Tarihi Ilac DNAm Yasi
L22-M-38 Erkek 69 2005 - 65,76
L22-M-18 Erkek 76 2005 Klorambusil 61,65
L22-M-19 Erkek 89 2016 Klorambusil 46,92
AML Grubu
L22-M-48 Erkek 34 2022 Desitabin 50,40
L22-M-26 Kadn 35 2022 Methotrexate 18,25
L22-M-44 Erkek 45 2019 - 40,88
L22-M-47 Kadin 58 2022 Desitabin 62,99
L22-M-27 Erkek 67 2022 - 30,86
L22-M-20 Erkek 78 2021 Azasitidin* 70,04
ALL Grubu
L22-M-28 Erkek 21 2022 - 31,80
L22-M-34 Kadin 45 2021 - 53,05
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Tablo XVI’ da 16semi alt gruplarinda calisilan Orneklere ait kronolojik yas ve
DNAm yas1 verilmistir. Bu tabloda ¢ogu lI6semi hastasinda gercek yasindan farkli bir

metilasyon yasina sahip oldugu goriilmektedir.

Tablo XVII: Calisma grubunun hata degerlerinin farkli yas gruplar1 ve losemi tipleri

acgisindan karsilastirilmasi

MAE (Y1) RMSE (Y1)

(Mutlak Ortalama (Hata kareleri

Hata) ortalamasinin
Yas Gruplan n karekokil)
21-45 17 9,95 11,16
40-60 18 6,68 9,18
60 + 12 13,91 19,42
Losemi (Genel) 47 9,71 13,18
KML 29 9,13 11,54
KLL 11 8,62 14,68

AML 7 8,64 18,09
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Tablo XVIII: T-Testi (Grup Analizi)

Grup N Ortalama  Standart Sapma t df p
Hata
Model 100 4,067 4,053
-4,109 54,949 000
Losemi 47 9,71 9,004

67

Model ve calisma grubundaki elde edilen yas tahminlerinin arasindaki farkin

karsilastirilmas1 igin t-test sonuglar1 Tablo XVIII’de verilmistir. Model ve calisma

grubunun ortalama hata degerleri karsilastirildiginda anlamli derecede farkli oldugu

bulunmustur(p=0,000). Calisma grubundaki ortalama hata (9,71) model grubundaki

ortalama hatadan (4,067) daha yiiksektir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Metilasyon, epigenetik mekanizmalar iginde en c¢ok calisilan ve anlasilan
mekanizmadir. Ozellikle yaslanma ile iliskili oldugunun kesfedilmesiyle adli bilimler
icinde 6nemi artmustir. Klasik yas tayin yontemlerinin kullanilamadig1 vakalarda biyolojik
belirtecler ile yas tahminin bir alternatif olarak kullanilabilmesi umut vadetmektedir. DNA
metilasyonuna dayali yas tahmini, diger biyolojik belirte¢ler (telomer uzunlugu,
MtDNA’nin 4977 bg delesyonu, aspartik asit rasemizasyonu, AGEs, DNAm vb.) i¢erisinde
yiiksek yas tahmini dogrulugu ve DNA stabilitesi gibi faktorlerden Otiirii 6n plana

cikmistir(6).

Bu tez calismasinda Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Adli Tip ve Adli Bilimler
Enstitiisiinde gelistirilen kandan DNA metilasyonuyla yas tahmini paneli 16semi
hastalarinda test edilmistir. Panelin igerisinde ELOVL2 (chr6:11044661), ASPA
(chr17:3476273), Clorfl32 (chrl:207823715), ¢g07082267 (chr16:85395429),
CCDC102B (chr18:68722183), RASSFS5 (chr1:206685423), TOMI1L1 (chr17:54901222)
ve FHL2 (chr2:105399282) olmak iizere sekiz CpG golgesi yer almaktadir. Calismamizda
47 losemi tanis1t konmus ¢esitli yas gruplarindan (en diisiik yas;21, en yiiksek yas;89) ve
farkli 16semi tiplerindeki (AML, ALL, KML ve KLL) hastalarinin kan 6rneklerinde 8CpG

lokusu i¢in metilasyon profilleri belirlenerek yas tahmini yapildi.

ELOVL2 geni ELOVL gen ailesinin bir {iyesi olup 6. kromozom iizerinde
bulunmaktadir. Yag asidi uzamasi, ¢oklu doymamus asitlerinin (PUFA) ve ¢ok uzun zincirli
yag asitlerinin (VLCFA) biyosentezinde gorevlidir. Li ve arkadaslarinin c¢alismasinda
endoplazmik retikulum ve mitokondri organellerindeki stres arttikca ELOVL2 gen

ekspresyonunda diislis gozlenmistir (126). Bu durum ELOVL2’de yasla birlikte metilasyon
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artisin1 desteklemektedir. ELOVL2 geninin metilasyon durumu epigenetik saatin %70’ini

aciklamaktadir (126,127).

ELOVL2 geninde buluna birden fazla CpG belirteci bir¢ok ¢alismada kullanilmig
ve hangi lokusun daha iyi korelasyon gosterdigi ile ilgili literatiirde yer almistir. Zbiec-
Piekarska ve arkadaslar1 (2015) 2-75 yas araligindaki 427 kan 6rneginde ELOL2 genine ait
yedi lokusu (Chr6: 1144661, Chr:11044655, Chr:11044644, Chr:11044642, Chr:11044640,
Chr:11044634 ve Chr:000006) incelemislerdir. Yedi lokus icerisinde en yiiksek korelasyon
0,913 ile Chr:000006 pozisyonu ve ikinci olarak 0,88 ile Chr:11044640 pozisyonu hasta
grubun yas varyasyonunu yaklasik %383’linli agiklayabildigi belirtilmistir (68).
Sukawutthiya ve arkadaslari, ELOVL2 geni iizerinde farkli CpG bdlgelerinin test
ettiklerinde cg21572722 lokusu icin farkli yas gruplarinda farkli korelasyon degerleri
saptanmigtir. Yast 21-40 arast olan hasta grubunda cg21572722 lokusu 0,7-0,9 araliginda

en yiiksek degerini bulmuslardir (128).

Calismamizda ELOVL2 geninde bulunan cg21572722 CpG noktast ¢alisilmustir.
Bu lokus i¢in 16semi grubunda 0,314 (KML;0,182, AML;0,473) korelasyon degeri ile
hipermetilasyon gostermektedir. Fakat KLL hastalarinda -0,405 korelasyon katsayisi ile
hipometilasyon goriilmektedir (Tablo XIV). Zbiec-Piekarska ayn1 CpG noktasinda 0,828
korelasyon degeri elde etmistir (68). Cho ve arkadaslar1 (2017), Kore popiilasyonunda bu
CpG bolgesine ait korelasyon degerini 0,86 olarak bulmustur(129). Freire-Aradas ve
arkadaglar1 EpiTYPER sistemi ile calismalarinda en giiclii korelasyonu ELOVL2
(cg21572722) CpG bolgesinde 0,97 olarak belirlemislerdir (130). Bu ¢alismalar saglikli
bireyler tizerinde elde edilen veriler olmakla birlikte Park ve arkadaslar1 saglikli bireylerde
test ettikleri yas modellemesini AML hastalarinda da test etmistir. Park ve arkadaslari
saglikli bireylerden olusan 765 kisilik bir 6rneklem grubu icinde cg21572722 CpG

noktasinda 0,79 korelasyon degeri tespit etmistir. Ayrica AML hastas1 kisilerde bu CpG
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bolgesine ait R degerini 0,1458 olarak bulmustur (71). Lau ve arkadaslar1 (2020) 450K
Human Methylation BeadChip ¢alismalarinda ELOVL?2 geni i¢in korelasyon degerini 0,73
olarak bulmustur (131). Aliferi ve arkadaslar1 Illumina mikroarray teknolojisi ile

caligmalarinda 0,79 korelasyon degeri elde etmistir (132).

ASPA (Aspartoasilaz) 17. Kromozom {izerinde ve N-asetil L-aspartik asidin (NAA)
aspartat ve asetata doniisiimiinii katalizleyen bir enzim kodlar. Ozellikle Canvan hastalig
ile iligkili oldugu tespit edilmistir(133). ASPA igin bir¢cok ¢alismada yiiksek korelasyon
degerleri not edilmistir. Weidner ve arkadaslar1 (2014), 0-78 yas araligin dort farkh
caligmanin verilerini birlestirerek elde ettikleri sonuglarda ASPA i¢in tespit ettikleri
korelasyon degeri -0,88 olarak belirlemislerdir (67). Freier-Aradas ve arkadaslari,
cg02228185 CpG noktast i¢in, yetiskinlerde (19-101 yas) yaptigi calismada -0,775
korelasyon, ¢ocuk ve gengleri kapsayan (0-18 yas) c¢alismasinda ise -0,503 korelasyon
degeri saptamistir (130,134). Calismamizda literatiire uygun olarak ASPA geni negatif
yonde korelasyon gostermistir. Genel 16semi grubunda elde edilen korelasyon orani -0,159
ile diistiktiir. Losemi alt gruplarinda KML; 0,328, KLL; -0,090 ve AML; -0,388 korelasyon
katsayis1 (Tablo XIV) ile farkli metilasyon durumlar gériilmektedir (Sekil 16). Bu durum

16semi hastalarinda ongoriilemez metilasyon degisimlerinden kaynakli olabilir (135,136)

Clorf132/MIR29B2CHG, 1. Kromozom iizerinde bulunan bir RNA genidir. Yas
tahmin caligmalar1 bu genin timit vadettigini gostermistir. Feng ve arkadaslar1 (2018), 15-
75 yas araliginda 390 bireyin dahil oldugu calismalarinda Clorfl32 geninin de iginde
oldugu 9 CpG bolgesi ile bir modelleme ¢alismasi yapmstir. Calismada Clorf132 igin elde
ettigi korelasyon degeri -0,86 seklindedir (137). Freire-Aradas ve arkadaglar1 (2016),
EpiTYPER sistemi ile ¢alismalarinda Clorf132 geni icin tespit ettigi korelasyon degeri
-0,95 seklindedir (130). Spolnicka ve arkadaslar1 (2018) hematopoetik kok hiicre nakli

yapilan hastalarda yaptig1 ¢aligmada Clorfl132 lokusu 0,96 korelasyon katsayisi ile bu
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lokusun dondr yasmi taklit ettigini tespit etmistir(138). Calismamizda Clorfl32 igin
calisma grubunda -0,50 korelasyon degerleri elde edilmis ve literatiire uygun olarak negatif
korelasyon gostermektedir. Losemi alt gruplarinda KML; -0,452, KLL; -0,349 ve AML;
-0,672 korelasyon katsayilar1 elde edildi (Tablo XIV). Metilasyon grafiklerine bakildiginda

her grup i¢in hipometilasyon durumu goriiliir (Sekil 17).

CCDC102B (Coiled-Coil Domain Containing Protein), 18. Kromozom iizerinde yer
alir. Interfaz evresinde, sentrozom biitiinliigiinii korumak icin sentriyollerin proksimal
uclarinda lifler olusturarak boliinme evresinde hiicre i¢in dnemli bir gorev lstlenir (139).
Freire ve arkadaslar1 (2016), EpiTYPER sistemi ile ¢alismalarinda CCDC102B igin
korelasyon degerini -0,889 olarak tespit etmistir (130) . Park ve arkadaslar1 (2016), kore
poplilasyonunda kan 6rneklerinden SNaPshot yontemi ile ¢alismis olduklar1 yas tahmin
calismalarinda, CCDC102B i¢in korelasyon degerini -0,72 olarak tespit etmislerdir(124).
Zbiec-Piekarska ve arkadaslar1 (2015), CCDC102B i¢in korelasyon degerini -0,81 olarak
tespit etmistir (73). Lau ve arkadaslar1 (2020) 450K Human Methylation BeadChip
calismalarinda CCDC102B i¢in korelasyon degerini -0,71 olarak bulmustur (131). Aliferi
ve arkadaslar1 Illumina mikroarray teknolojisi ile ¢aligmalarinda -0,82 korelasyon degeri

elde etmistir (132).

Calismamizda CCDC102B’ye ait korelasyon degerleri caligma grubunda 0,259
iken losemi alt gruplara bakildiginda KML’de -0,443, KLL’de -0,126 ve AML’de 0,25
korelasyon katsayisi elde edilmistir (Tablo XIV). Losemi gruplar arasindaki metillenme
durumunda meydana gelen farklilik farkli 16semi gruplarinin epigenetik mekanizmalari
farkl1 yonde etkiledigini diisiindiirmektedir. Bu durum Wilop ve arkadaslarinin AML
hastalarinda metilasyon profili ¢alismasinda elde ettigi metilasyon profilleri tersine yonde

degisim gosterdigi ve Ongoriiliir olmadigi sonucuyla benzerdir (135). Bunun nedenleri
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arasinda kanser hiicrelerinde DNMT enzimlerini kodlayan genlerinin anormal g¢aligsmasi

veya mutasyon durumu gosterilebilir (140).

FHL2(Four and a Half LIM Domain), 2. Kromozom iizerinde yer alan bu gen hiicre
i¢i sinyal iletiminde gorev aldigi tespit edilmistir. FHL2 geninin birgok dokuda ifade
edildigi ve hiicre igerisinde diizenleyici mekanizmalar ile is birligi icinde calistig1
goriilmiistiir. Kanser {lizerine yapilan bazi calismalar FHL2’nin tiimor baskilayic
mekanizmalar1 diizenleyerek tiimor baskilayici fonksiyonu oldugunu goéstermistir. Bazi
calismalarda FHL2 nin uyarilmis varyasyonlarinin tiimér hiicrelerinde daha fazla ifade
edildigini gostermistir. Buda bizi kanser hiicreleri icin onkogenik aktivite gosterdigi
sonucuna ulastirmaktadir. AML ve MDS hastalarinin bir kisminda FHL2’nin asagi
regiislasyonu goriilmiistiir. Hasta bireylerde saglikli kisiler kiyasla daha az aktivite
gostermektedir. Bu durum FHL2 geninin promotdr bolgesinde metilasyon oraninin artmast

ile agiklanabilir. (141-144).

Yaglanma ilgili ¢alismalar bu genin en yiiksek hipermetilenmis genler arasinda
oldugunu gostermistir. Freire ve arkadaglari (2016), EpiTYPER sistemi caligmalarinda,
FHL2 i¢in korelasyon degeri 0,97 bulmuslardir (130). Park ve arkadaslar1 (2016),
SNaPshot yontemi ile c¢alistiklart yas tahmin calismalarin FHL2 geninde bulduklari
korelasyon degeri 0,752 seklindedir(124). Lau ve arkadaslar1 (2020) 450K Human
Methylation BeadChip calismalarinda FHL2 geni icin korelasyon degerini 0,76 olarak
bulmustur (131). Aliferi ve arkadaslar1 [llumina mikroarray teknolojisi ile ¢aligmalarinda
0,81 korelasyon degeri elde etmistir (132). FHL2 geni i¢in elde etigimiz korelasyon degeri
calisma grubunda 0,57 seklindedir. Losemi alt gruplarina da bakildiginda KML; 0,266,
KLL; -0,134 ve AML’de 0,686 korelasyon degerleri (Tablo XIV) elde ederek farkli
metilasyon egrileri gozlemledik (Sekil 21). FHL2 lokusu icin tiimdr hiicrelerinde

baskilandig1 yoniinde ve baskilanmayip onkogenik aktiviteyi diizenledigine dair iki teori
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mevcuttur. Gruplara gore olusan farkin nedenini bu iki teoriden oldugunu

varsayiyoruz(141).

TOMILI1 (Target Of Mybl Like 1 Membrane Trafficking Protein) 17. Kromozom
tizerinde yer alir. Sinyal yollarin yer alan bir adaptor proteinidir ve fosforillendiginde cesitli
sinyal proteinleriyle etkilesime girer(145,146). Bocklandt ve arkadaslarinin (2011) ikizlerin
tiikiiriik 6rneklerinden metilasyon yasi ¢alismasinda TOM1L1 lokusu i¢in -0,68 korelasyon
degeri bulmustur. Freire-Aradas ve arkadaslar1 (2018), EpiTYPER sistemi ile gencleri
kapsayan ¢aligmalarinda TOMI1L1 geni igin tespit ettigi korelasyon degeri -0,50
seklindedir(134). Calismamizda TOMI1L1 i¢in calisma grubunda 0,40 korelasyon degeri
saptanmigtir. Losemi alt gruplarinda KML; -0,080, KLL;-0,097 ve AML; 0,282 korelasyon
katsayisi ile yine farkli metilasyon durumlar1 goriilmektedir(Tablo XIV )(Sekil 22). Wilop
ve arkadaglarinin AML hastalarinda farkli metilasyon profillerini gdzlemleri ile benzer bir
sekilde TOMIL1 lokusu icinde diger gruplardan farkli yonde bir metilasyon profili

gbzlemledik (135).

RASSFS (Ras Association Domain Family Member 5), 1. Kromozom {izerinde yer
alir. GDP/GTP molekiiler anahtari olarak faaliyet gosteren GTP baglayici bir protein kodlar.
Cesitli hiicresel stiregleri yonetmek i¢in farkli molekiiller ile etkilesim i¢inde ¢alisarak
hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve apoptozu gibi siirecleri yonetir. Kanser hiicrelerinde
RAS’in promotor bolgesinde anormal metilasyon ile gen inaktive edilir(147). RAS
hipermetilasyonu, miyeloid maligniteler (AML ve KML) ile ortak goriilen bir durum olarak
kaydedilmistir (148,149). Oysa calismamizda miyeloid 16semilerde hipometilasyon
gbzlenmistir. Bunun nedeni ile ilgili genelleme yapabilmek i¢in daha genis bir grupta
calismak gerekir. Ayrica mutasyon gorilen RAS genlerinde onkogenik aktivite
goriilmektedir. RASSFS, hiicre yaglanmasinda rol oynayan TP53 ve RBI1 aktivitesinin

diizenlenmesinde rol oynar (148,149). Calismamizda RASSF5°de korelasyon degeri olarak
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calisma grubunda elde edilen deger -0,40 seklindedir. Losemi alt gruplarinda KML; -0,494,
KLL; -0,149 ve AML; -0,603 korelasyon katsayisi ile ayni yonlii metilasyon durumlari
goriilmektedir (Sekil 22). RASSF5 geninin bir proto-onkogen olmasi farkli 16semi
gruplarinda farkli davraniglar gosterebilecegi yoniinde diisiindiirmektedir. Aliferi ve
arkadaslar1 I[llumina mikroarray teknolojisi ile ¢alismalarinda -0,76 korelasyon degeri elde

etmistir (132).

Cg07082267 CpG bolgesi 16. Kromozom {izerinde RP11-680G10.1 lokusu
yakininda bulunan ve heniiz karakterize edilmemis bir protein kodlayan bir noktadir. Freire
ve arkadaslar1 cg07082267 CpG noktast i¢in EpiTYPER yontemiyle yaptiklar: ¢aligmada
19-101 yas araliginda -0,85 ve 2-18 yas arasinda -0,74 korelasyon deger saptamistir (130).
Lau ve arkadaglart (2020) 450K Human Methylation BeadChip c¢alismalarinda igin
korelasyon degerini -0,61 olarak bulmustur (131). Calismamizda cg07082267 lokusu i¢in
calisma grubunda elde ettigimiz korelasyon degeri -0,769 seklindedir. Ldsemi alt
gruplarinda korelasyon degerleri KML; -0,442, KLL; 0,033 ve AML’de -0,444 seklindedir.
Bu CpG lokusunun heniiz anlamlandirilmis bir islevi olmamasi sebebiyle 16semi alt
gruplarindaki farkliligin anlamli bir iliskiye dayandirilip dayandirilamayacag: belirsizdir.
Literatiire ge¢mis ¢aligmalarda 16seminin metilasyon profilindeki degisimlerde 6ngoriiliir

olmadigina dikkat ¢ekilmektedir (135).

Hannum kanser dokuda yaslanmanin saglikli dokuya kiyasla %40 daha fazla
oldugunu tespit etmistir(40). Losemi metilasyon profillerine bakildiginda erken dénem
artan metilasyon seviyeleri dikkat ¢ekmektedir. Losemide metilasyon belirtecleri iizerine
yapilmis calismalar, hastalarda istikrarli bir profil olmadigin1 ve hem hasta bazinda hem
grup kiyaslamalarinda heterojenitenin olduk¢a fazla oldugu gozlemlenmistir. Bunun

yaninda literatirde AML tipinde metilasyon degisiminde artist daha fazla oldugu
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belirtilmistir. Bu durumda genel olarak kisinin kronolojik yas1 ile metilasyon yasi arasinda

bliyiik farkliliklar goriinebilir. (13,41,150).

Bu calismada test edilen lokuslar arasinda ASPA, CCDC102B, c¢g07082267 ve
TOMILI1 lokuslarinda kontrol 6rneklerinde kiyasla korelasyon farki fazladir. Bu lokuslarin
birebir hastalik {izerinde baskilama veya aktive etme gibi bir fonksiyonu olmamasina karsin
korelasyon degerlerinde anlamli derecede farklilik go6zlenmistir. Birgok literatiir
calismasinda I6seminin ongorillemez DNA metilasyon profillerinin olusmasina neden
olduguna vurgu yapilmistir. Bu lokuslardaki metilasyon orani degisimi yas tahmini i¢in

beklenenden daha farkli tahminler yapilmasina neden olmaktadir.

5.1. Yas Tahmini Degerlendirilmesi

Metilasyon bireysel farkliliklar, yasam ve cevresel kosullara bagli olarak geri
dontigimlii ¢cok degiskeni bir mekanizma olmasi sebebiyle kanser gibi bir hastalik
ongoriilemez sonuglarin  olusumunu tetikleyebilir. Ldsemi gruplarinda metilasyon
heterojenitesi fazla oldugundan yas farkinin da fazla olmasi beklenen bir sonuglardan

biridir (40,41,67,151).

Calismamizda yer alan 8 CpG (ELOVL2, ASPA, Clorfl32, cg07082267,
CCDC102B, RASSF5, TOMI1LI1 ve FHL2) lokusunun model grubunda analiz edildikten
sonra elde edilen yas tahmin formiilii ile caligma grubundaki goniilliilerin, Microsoft Excel
programinda metilasyon yast (DNAm) hesaplandi (Tablo XVI). Model grubunun MAE
degeri +4,067 y1l calisma grubunda ise +9,71 y1l olarak bulundu (Tablo X VIII). Hasta grubu
icerisinde MAE degerinden daha fazla yas sapmalar1 da gézlenmistir. KML grubunda iki
hastada (L21-M-2 ve L22-M32) 20 yas iizerinde daha geng¢ yas tahmini yapilmistir. KLL
grubunda bir hastada 40 yasin iizerinde daha geng bir yas tahmini ve AML grubunda iki

hastada (L22-M-26 ve L22-M-27) 15 ile 37 yas daha gen¢ tahminler elde edildi. Wagner
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DNAm degisikliklerinin uyarilmis pluripotent kok hiicrelerde yeniden programlanip
neredeyse mevcut durumun tersine c¢evrildigini ve bu durumun genclesme olarak
karakterize edildigini belirtmistir(152). Elimizdeki yiiksek farkla daha geng¢ yas

tahminlerinin nedenini bu durumla iligkilendiriyoruz.

Spolnicka ve arkadaslar1 (2016), hematopoetik kok hiicre nakli olan bireyler
lizerinde yaptigr calismada donor ve alicilarin metilasyon yaslarimi c¢alismistir.
Calismasinda donérlerin yasini +3,9 yil ile hastalarin nakil 6ncesi yasim1 £12.3 fark ile
tespit etmislerdir(153). Spolnicka ve arkadaslarinin KLL hastalarinda yas tahmini
calismasinda ise KLL hastalarin %79,5 oraninda yiiksek yas tahmini tespit edilmistir.
KLL’ nin metilasyon mekanizmasina karmasik etkisi giivenilir bir yas tahminin yapmanin
miimkiin olmadig1 sonucuna varmistir(136). Calismamizda KLL grubu (N=11) hastalarda
48,62 yil hata ile yas tahmini yapildi (Tablo XVII). Bu hata degeri diger 16semi tiirleri ile
benzer bir sekilde gézlenmistir. Léseminin olagan olmayan metillenme profilleri dogru yas

tahminde bulunmanin 6niinde engel oldugunu dogruladik.

Park ve arkadaslar1 (2016), Human Methylation 450 BeadChip teknigi ile yas
tahmini caligmasint AML hastalarinda degerlendirdiginde yasla korelasyon iliskisinin
ortadan kalktigin1 bulmustur (124). Wagner ve arkadaslarinin yasa bagli DNA metilasyon
belirteclerinin malign degisimi ile ilgili ¢alismasinda, 194 AML hastasinin DNA
metilasyon profilinde 99 CpG modeli ve Horvath’in 353 CpG modelinde test ettiginde elde
ettigi sonuclar 99 CpG bolgesinin oldugu modelde +21 yil, Horvath modelinde ise £10 yil
sapma ile metilasyon yasi tahmini yapmistir (152). Benzer sekilde ¢alismamizda hasta
bazinda bakti§imizda akut 16semi olup yeni teshis konmus bazi hastalarda yas sapmasinin
kronik hastalardan daha fazla oldugu goriilmiistiir (Tablo XVI). L22-M48, L22-M26 ve
L22-M-27 kodlu hastalarda ortalama hata degeri olan +9,71 yilin iistiinde sapma

goriilmiistiir.
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Hasta grubunda 3 farkli yas aralig1 belirleyip yas gruplarinin da degerlendirmesi
yapildiginda 21-45 yas araliginda hasta bireylerin yas sapma yiizdelerinin (%28,9) daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Bu karsin 60 yas tistiindeki hastalarin gogunda DNA metilasyon
yasint kronolojik yastan daha kiigiik tahmin ettigi goriildii (Tablo XVII). Bu durumu
Wagner’in calismasinda degindigi uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin  metilasyon

durumunu tersine ¢evrilmesi ile agiklamak miimkiin olabilir (67).

Yas farkinin degisimiyle ilgili degerlendirilen diger bir parametre hastalarin tedavi
icin kullandig1 ilaglarin metilasyon etkisiydi. Hasta grubundaki bazi hastalar ilag tedavisi
almadan takip edilmekteydi ve 3 hasta hipometile ajan (azasitidin ve klorombusil) ve 30
hasta tirozin kinaz inhibitorleri (ibrutinib, imatinib, nilotinib, dasatinib ve desitabin) ile
tedavileri devam etmekteydi (Tablo XVI). Calisma icerinde tedavi destegi alan ve almayan
hastalar karsilastirildiginda tirozin kinaz inhibitdri tiirevi ila¢ kullanan hastalarda anlamli
bir yas tahmini yapilamamistir. Hipometile ajan (azasitidin, ve klorombusil vb.) ile tedavi
goren ii¢ hasta (L21-M-9, L21-M-12 ve L22-M-20) kronolojik yaslarindan daha geng yas
tahmini yapilmistir (Tablo XVI). Hastalarin teshis edildigi zaman dilimine bakildiginda ise
yas farki ve hastalik siire ile ilgili anlamli bir iligki kurulamamistir. Fakat elimizde verilere
gore kronik losemilerde farkin akut 16semilere nazaran daha fazla oldugunu sdylemek
miimkiindiir. Bu durumu daha iyi ele almak i¢in daha genis ve kronik ve akut 16semilerin

esit dagilim gdsterdigi bir veri kiimesinde degerlendirilmelidir.

Bu calismada DNA metillenme seviyelerinde farkliliklarindan yararlanarak 16semi
hastalarinda yas tahmini yapmak kronolojik yaslar1 ile karsilagtirilarak kanserin DNA
metilasyonu iizerindeki degisimi anlasilmaya calistlmistir. Calismamizda Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Adli T1ip ve Adli Bilimler Enstitiisii’nde gelistirilen kandan DNA
metilasyon paneli 16semi hastalarinin yas tahmini degerlendirilmesi yapildi. Losemi alt

gruplarina baktigimizda birbirine yakin MAE degerleri kaydettik (Tablo XVII). Ayrica iki
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grupta hesaplanan DNAm yaglariin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (t=-
4,109, p=0.000) goriildii (Tablo XVIII). Her ne kadar kii¢iik bir drneklem grubuyla ¢aligsak
da ¢alismalarimiz beklentimiz dogrultusunda olup, I6semi hastalarinda ¢ogunlukla DNAmM

yasinin kronolojik yastan ¢ok farkli ¢iktig1 goriilmiistiir.

Sonuclarin daha genis yas aralifinda ve daha fazla hastay1 kapsayacak sekilde
calisilmasi durumunda degerlendirme kriterleri i¢in daha dogru yargilara varmak miimkiin
olacaktir. Ozellikle olay yerinde sik¢a rastlanan biyolojik delilerden biri olan kan igin
bakildigin metilasyona dayali yas tahmin umut verici olsa da losemi gibi kandaki
metilasyon profilinin etkileyen hastaliklarin oldugu da unutulmamalidir. Bu yiizden bu
panel kullanildiginda siipheli profilleri de hastalik ge¢misleri de goz Oniinde

bulundurulmalidir.
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EK 2: Kan 6rneklerinden DNA izolayonu Protokolii (E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit,

Omega)

1.5 ml mikrosantrifiij tiipli igerisine 400 ul PBS koyuldu. Svab PBS ig¢derisinde 15
dk bekletildi.

Tipe 25 pl ProteinazK ve 250 ul BL Buffer eklendi ve 15 sn vortekslendi.

Isitict blokta 70 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.

250 pul etanol(%96-100) eklendi ve 15 sn vorteklendi.

Mikrosantrifiij tiiptindeki stipernatant HiBind® DNA minispin kolona aktarildi ve
12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Filtrat iceren tiip yeni bos bir tiiple degistirildi.
Kolona 500 ul HBC Buffer eklendi. 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edilip toplama
tiipii yenilendi.

Kolona 700 pl DNA Wash Buffer eklendi. 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edilip
toplama tiipii yenilendi.

Kolona 700 ul DNA Wash Buffer eklendi. 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edilip
toplama tiipii yenilendi.

Kolon bos olarak 14.000 rpm’de 2 dk daha santrifiij edildi.

HiBind® DNA minispin kolon, 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. Kolona 100
ul Elution Buffer eklendi. Oda 1sinda 2 dk beklendi.

14000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Kolon atilip DNA izolat1 uzun siireli saklamak

icin parafilmlenip -20 °C’de muhafaza edildi.
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EK 3: DNA Miktar Tayini Protokolii (Quant-it™ dsDNA HS(High Sensitive) Assay,

Invitrogen)

e Her 6rnek i¢in karisim yapildi. Karigim igerisinde ise 199 pl Quant-it™ dsDNA
HS Buffer ve 1 ul Quant-it™ Reagent bulunmaktadir.

e Oncelikler chazin kalibrasyonu i¢in S1 ve S2 standartlar1 kullanildi. Standart igin
PCR tiiplerine 190 pul karisim eklendi ve tlizerine 10 pl S1 ve S2 ayr1 ayr1 eklendi.

e Her bir 6rnek iginse tiplere 199 ul karisim koyuldu ve iizerine 1 ul DNA
orneginden eklendi.

e Cihaza 6nce standartlar okutularak kalibrasyon egrisi elde edildi.

e  Ornekler sirayla cihaza yerlestirilip dl¢iimleri yapilda.
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EK 4:

Bisiilfit Doniisiimii Protoklii (EZ DNA Methylation Gold™ Kit, Zymo

Research)

DNA ornekleri 10 ng/ul olacak sekilde seyreltilip 20 pl alinarak PCR tiipiline
aktarildi.

Orneklerin iizerine 130 pl CT Conversion Reagent pipetaj yapilarak aktarildi ve
minispin yapildi.

Ormekler termal dongii cihazina yerlestirildi. Tablodaki  kosullara gore
inkiibasyona birakild.

Termal Dongii Cihazi Kosullar

Sicakhk Siire

98°C 10 dk
64°C 2.5 saat
4°C 0

ME spin kolonlar1 toplama tiipiine koyulur ve 600 ul M-Binding Buffer kolona
eklenir.

Uzerine inkiibe edilmis DNA &rnegi aktarilir ve el ile asagi-yukar1 yavasca
karigtirilir. 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Toplama tiipii degistirildi.

Kolona 100 ul M-Wash Buffer eklenerek 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.
Kolona 200 pl M-Desulphonation Buffer kolona eklenip oda 1sisinda 15 dk inkiibe
edildi.

14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

Kolona 200 ul M-Wash Buffer eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

Kolona 200 pl M-Wash Buffer eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.
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e ME Spin kolon 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
e Kolona 10 pul ME Elution Buffer eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

e ME Spin kolon atilip DNA izolat1 parafilmlenip -20 °C’de muhafaza edildi.
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EK 5: Agaroz Jel Hazirlama Protokolii

e 10X TBE (Tris-Borat-EDTA) ana stogu hazirlandi. Hassas terazi ile 108 g Tris Baz,
55 g Borik asit, 7,5 g EDTA tartilip tizerine 1 L distile su eklenmistir. Cozeltinin
pH’s1 8.3 olacak sekilde ayarlanmustir.

e Elektroforez tamnponu i¢in 10X TBE tamponundan 100 ml alinip iizeri 900 ml
distile su ile tamamlandi. Boylece tampon 10X’den 1X’ e seyreltilmis oldu.

e Hassas terazi ile tartilmis 0.5 g agar lizerine 50 ml 1X TBE tampon eklendi.

e Karisim mikrodalgada 1sitildi.

e Uzerine 2.5 pl RedSafe Nucleic Acide Staining karisima eklendi

e Elektroforez kasetine taraklar yerlestirilip agaroz jel aktarildi.

e Tamamen kalip haline gelmesi i¢in 20 dk beklendi.

e Donmus jel kasetten ¢ikarilip elektroforez cihazina yerlestirildi. Uzerini kaplayacak
kadar 1X TBE tamponu eklendi.

e Parafilm iizerine 0.5 pl Bromofenol koyuldu. 1.5 pl PCR iirline boya ile pipetaj
yapilip kuyulara yiiklendi.

e 90 V’ta 20 dk elektroforez cihazinda yiirttiildii.

e Yiirlitme sonrasi jel UV 151k kaynaginda incelendi.



