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OZET

COMERT, N. (2023). Over Kanserli Hastalarda ve Saglikl1 Bireylerde PRDM6
Geninin Promotor Metilasyonlarmin Karsilastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2023.

Over kanseri, diinyada kadinlarda en sik goriilen 8. kanserdir. 2020 yilinda kanser
ile iliskili oliimlerin %4,7’sinin sebebidir. Over kanserinde erken teshis, tedavinin
seyrinde ve basarisindaki en 6nemli faktordiir. Epigenetik gelismeler Kanser genetigi
alanma biliylik katkilar saglamis olup, bu epigenetik mekanizmalardan biri de DNA
metilasyonudur. DNA metilasyonunun, karsinogenezin erken evrelerinde meydana
gelmesinden dolayi, erken tan1 amaciyla kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir. Bu
calismada PRDMG6 geninin over kanserli hastalar, benign kitlelere sahip kisiler ve saglikli
kontrol grubunda metilasyon diizeyleri arastirilmistir. Calisma Istanbul Universitesi
Onkoloji Enstitiisii’ne bagvuran 93 over kanserli hasta, overin benign kitlelerine sahip 48
kisi ve 54 saglikli kontrol grubundan olusan 195 kisi ile yapilmistir. Caligmaya katilan
kisilerin periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve Real-Time
PCR yontemiyle kantitatif olarak Ornekler arasindaki metilasyon diizeyleri
karsilastirilmistir. Metilasyon analizinde %6 metilasyon bulgusu esik degeri olarak kabul
edilmis, %6 ve altinda olan 6rneklerde gen unmetile, %6 tizerinde olan orneklerde ise
metile olarak degerlendirilmistir. Bu analiz verilerine gore over kanserli hasta
grubunun %78,49’unda PRDM6 geni metile, %21,51’inde ise unmetile bulunmustur.
Overinde benign kitleye sahip olan kisilerin %75’inde PRDM®6 geni metile, %25’inde
unmetile iken saglikli kontrol grubunun %38,88’sinde PRDM6 geni metile, %61,12’sinde
unmetile bulunmustur. Over kanserli hastalarin metilasyon diizeyleri, saglikli kontrol
orneklerinin metilasyon diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek tespit
edilmistir. Overinde benign kitlelere sahip kisiler ile saglikli kontrol Orneklerinin
metilasyon diizeyleri arasinda ise istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamustir.
PRDMBG6 geninin over kanserinde biyobelirteg olarak kullanilabilme ihtimali, gelecekte
PRDM6 metilasyon diizeylerinin over kanseri ile iliskili mekanizmalardaki roliiniin

aydinlatilmasi ile ortaya ¢ikacaktir.

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, DNA metilasyon, Promotor, PRDM6 geni

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38160
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ABSTRACT

COMERT, N. (2023). Comparison of Promotor Methylations of PRDM6 Gene in
Ovarian Cancer Patients and Healthy Individuals. Istanbul University, Institute of Health

Science, Basis Oncology D. Master Degree Thesis. Istanbul.2023.

Over cancer is the eighth most common cancer in women in the world. It is responsible
for 4.7% of cancer-related deaths in 2020. In over cancer, early diagnosis is the most
important factor in the course of treatment and its success. Epigenetic developments have
made major contributions to the field of cancer genetics, and one of these epigenetic
mechanisms is DNA methylation. Because DNA methylation occurs in the early stages
of carcinogenesis, it has the potential to be used for early diagnosis. In this study, the
methylation levels of the PRDM6 gene were studied in over-cancer patients, individuals
with benign masses, and healthy control groups. The study was conducted with 93 over-
cancer patients, 48 people with over-benign masses, and 195 people from 54 healthy
control groups, who applied to the Istanbul University Institute of Oncology. DNA
isolation from peripheral blood samples of participants was performed and methylation
levels between samples were compared quantitatively using Real-Time PCR. In
methylation analysis, 6% of the methyllation findings were considered to be marginal, in
samples of 6% and below, the gene was unmethyl, and in those of more than 6%, it was
methyle. According to this analysis, 78,49% of patients with over cancer had methylated
the PRDM6 gene and 21,51% had unmethyled it. 75 per cent of those with the overall
benign mass had the PRDM6 gene methyl, 25 per cent had the unmethyl and 38,88 per
cent in the healthy control group had the methyle and 61,12 per cent. The methylation
levels of over-cancer patients have been statistically significantly higher than those of
healthy control samples. There was no statistically significant difference between the
methylation levels of individuals with generally benign masses and those of healthy
control samples. The possibility that the PRDM6 gene can be used as a biobudget in over
cancer will emerge in the future with the illumination of the role of methylation levels in

the mechanisms associated with over cancer.
Key Words: Overian Cancer, DNA methylations, Promotor, PRDM6 gene.
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.

Project No: 38160



1. GIRIS VE AMAC

Hem diinyada hem de iilkemizde kanser énemli bir halk saglig1 sorunudur. Bu
sebeple kanser hastaliginda sag kalim oranlarini arttirmak amaciyla erken teshis ve tani
icin farkli politikalarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir [1]. Erken teshis ve tani
acisindan siirenin 6nemli oldugu kanserlerden biri de over kanseridir. Over kanseri,
diinyada kadinlarda en sik goriilen 8. kanserdir ve y1lda 314.000 kadina over kanseri tanisi
koyulmaktadir [2]. Ulkemizde ise kadinlarda en sik goriilen 7. kanserdir ve yilda 4.059
kadin yeni tan1 almaktadir. Overleri olusturan hiicrelerde meydana gelen kontrolsiiz
boliinme ve ¢ogalma sonucunda over kanseri gelisebilmektedir [3]. Over kanseri {izerine
yapilan c¢aligmalarda, onkogenler ve tiimor baskilayici genlerde cesitli genetik ve
epigenetik  degisiklikler bulunmustur. Ayrica c¢esitli kromozom lokuslarinda
heterozigotluk kaybi oldugu da gosterilmistir [4]. Tim kanserlerde oldugu gibi over
kanserininin olusumunda, hem hiicresel DNA dizi degisikligi hem de epigenetik yani
DNA dizisinde degisiklik olmaksizin gen ifade oriintiisiindeki degisiklikler biiytik rol
oynamaktadir [5].

Over kanseri vakalarinin %70'inden fazlasina ileri evrede teshis konulmaktadir.
Over kanseri i¢in prognoz degerlendirildiginde hastalarin %46’sinda bes yillik sagkalim
orani vardir. Prognoz tani anindaki evre ile yakindan iligkilidir: Evre I veya Il i¢in bes yil
sonra sagkalim oran1 > %70, evre III veya IV i¢in sagkalim oran1 %20-%40 arasindadir.
Over kanseri tanisinda belli baslh biyobelirtegler kullanilmaktadir. Yaygin olarak; HE4 ve
CAI125 biyobelirtecleri 6n plana ¢ikmaktadir. Gilinlimiize kadar over kanserini teshis
etmek i¢in en etkili biyolojik teshis araci, CA125 ve HE4'lin kombinasyonudur [6]. Over
kanseri vakalarinda serum CA125 seviyesi ylikselebilir ancak bu belirtecin over
kanserinin erken evrelerinde duyarlilig: diisiiktiir. Menstriiasyon, gebelik, endometriozis
ve peritonun enflamatuar hastaliklar: gibi diger fizyolojik veya patolojik durumlarda da

CA125 seviyeleri artmaktadir [7].

Over kanserinin tan1 ve teshisinde DNA metilasyonu ile ilgili ge¢mis yillarda
kisitlt caligmalar olsa da gilinlimiizde yapilan pek ¢ok giincel ¢alisma 6zellikle over
kanserinde metilasyon konusuna odaklanmistir. Son zamanlarda; BRCA1, HOXA9,
RASSF1A, SPARC ve HIC1 dahil olmak iizere bazi tiimor baskilayici genlerdeki

metilasyonunun over kanserinde énemli bir rol oynayabilecegi bildirilmistir [8].



Over kanseri ile ilgili klinikteki en 6nemli zorluk erken donemde spesifik ve
giivenilir semptomlarin tespit edilememesinden dolay1 taninin ancak ge¢ evrelerde
konulabilmesidir. Ileri evrede tan1 alan hastalarda tedaviye yanit oranlar1 azalmakta, niiks
ve metastaz oranlar1 ise artmaktadir. Bu sebeple hem timér olusumunun erken
donemlerinde hem de tedavi boyunca ortaya ¢ikan DNA metilasyon degisikliklerinin,
over kanserinin erken teshisi, hastaligin seyrinin tahmini ve tedavideki yanit agisindan

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Over kanserinde hipometile veya hipermetile olarak belirlenen bir¢ok gen
tanimlanmistir. Erdogan ve arkadaslari tarafindan biri saglikli digeri over kanseri
monozigotik ikizlerde (MZ) yapilan karsilastirmali ¢alismada, PRDM6 geninin promotor
hipermetilasyonu, over kanseri ikizde belirlenmistir. Ayn1 zamanda ilk defa PRDM6 geni
ile over kanseri arasinda bir iliskinin oldugu da yine bu calisma sonucunda tespit
edilmistir [9]. PRDM6 geninin kanserin hangi asamalarinda islev gordigi
mekanizmalarin aydinlatilmasiyla, PRDM6 geninin ¢oklu tiimoér tiplerinde rol oynayan

epigenetik diizenleyici olarak terapotik hedef olabilecegi diisiiniilmektedir [10].

Erdogan ve ark. tarafindan yapilan calismadan yola c¢ikilarak, calismamizda 93
over kanserli hasta, overin benign kitlelerine sahip 48 kisi ve 54 saglikli kontrolden alinan
kan 6rneklerinde PRDM®6 geninin metilasyon profilleri degerlendirilmis, PRDM6 geninin

over kanserinin tanisi agisindan potansiyel bir biyobelirte¢ olma niteligi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Gecmisten Giiniimiize Kanser

Kanser hastaligi, insanlar1 etkileyen en 6nemli hastaliklarin baginda gelmektedir.
Kanserin tarihgesine bakildiginda, kayitlarda M.O. 3000 yilina dek uzanan bir tarihi
oldugu bilinmektedir. Tarihin ge¢mis bircok donemlerinde kanser hastaligi ile ilgili
caligmalara odaklanilmistir. Nitekim Galen ve Hipokrat gibi doktorlar tarafindan kanser
hastaligr ilk kez ‘cancer’, ‘carcinos’, ‘oncos’ gibi terimler ile isimlendirilmis ve

tanimlanmaya ¢aligiimistir [11].

Diinyada kanser ile ilgili vakalar1 kayit altina almak ve veri toplama islemleri
1728 yilinda Londra’da baslamis ve sonrasinda gelismis pek ¢ok iilkede veri toplama ve
raporlama islemlerine devam edilmistir. Giincel olarak tiim diinyada kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra 6liim sebebi olarak kanser hastalig1 ikinci sirada yer almaktadir. 2013
yilinda diinya genelinde 14,9 milyon kanser vakasi i¢inde 8,2 milyon 6liim raporlanmistir

[12]. Bu sonuglar sag kalim oraninin ne kadar diisiik oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir.

2020 yilinda, kanser tan1 ve tedavisi, koronaviriis hastaligi (COVID-19)
pandemisinden olumsuz etkilenmis, saglik hizmeti saglayan birimlerin kapanmasi ve
COVID-19'a maruz kalma korkusu nedeniyle bakima erigimin azalmasi, tani1 ve tedavide
gecikmelere neden olmustur. Bu durum kisa vadede kanser insidansinda diislis olarak
belirlense de ardindan ileri evre kanser hastaliginda bir artisa ve sonug olarak mortalitede

artisa neden olmustur [13].

Diinya saglik orgiitiiniin yayinladig1 en giincel raporlarda diinyada ve tilkemizde
kanser 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Bu sebeple sag kalim oranlarini arttirmak i¢in

halen erken teshis ve tan1 igin farkli politikalarin gelistirilmesi ihtiya¢ duyulmaktadir [1].

2.2. Over Biyolojisi

Overler; bir ¢ift tireme bezi olup, rahmin her iki yaninda yer alirlar ve her biri
yaklasik olarak iizim biiyiikliigiindedir. Overler rahme ligamentler ile baglhidir. Overlerin
her biri i¢ medula, folikiil ve stroma i¢eren dis korteksten olusur. Overlerin iki ana gérevi
vardir. Birincisi; déllenme icin oosit (yumurta hiicresi) {iretimidir. Ikincisi ise; kadinlar
icin onemli rollere sahip Ostrojen ve progesteron hormonlarinin iretimidir. Overde

tiretilen yumurtalar, fallop tiiplerinden gegerek rahme dogru hareket eder ve sperm ile



birlestiginde dollenme gergeklesir. Rahim fundusundan itibaren fallop tiipleri ve overler

karin boslugu igerisinde yer alir (Sekil 2.1) [14].

Fallop o Rahim ici Rahim fundusu

Yumurtahk infundibulum

Serviks

Serviks kanali Vajina

Sekil 2.1.Kadin iireme sistemi

2.3. Over Kanseri

Over kanseri diinyada tiim kanserler arasinda en sik goriilen 18. kanser tiirii iken
kadin kanserleri arasinda 8. kanser tiirii oldugu literatiirde bildirilmistir. Overleri
olusturan hiicrelerde meydana gelen kontrolsiiz béliinme ve ¢ogalma sonucunda over
kanseri gelisebilmektedir. Saglikli ve kanserli overin sematik hali Sekil 2.2°de
gosterilmistir [2,3].



Saglikh Over Kanserli Over

Sekil 2.2. Saghkl ve kanserli overin sematik hali

Overler 3 farkli hiicreden olusur. Her hiicre tipi gesitli timorlere farklilasabilir:

1- Epitelyal tlimorler, yumurtaligin dis ylizeyini ¢evreleyen hiicrelerden koken

alir. Over tiimorlerinin biiyiik kismi epitel hiicre tiimdrleridir.

2- Germ hiicreli tiimorler, yumurtalarin {iretiminden sorumlu hiicrelerinden

gelisir.

3- Stromal tiimdrler, yumurtalig1 bir arada tutan ve kadinlik hormonlar1 olan

Ostrojen ve progesteronu iireten yapisal doku hiicrelerinden gelisir.
Over kanseri vakalariin yaklasik %901 epitelyal hiicre kaynakli tiimorlerdir [15].

GLOBOCAN verilerine gore 2020 yilinda diinya genelinde yaklasik 314.000 yeni
over kanseri vakasi bildirilmis ve yaklasik 207.000’1 hastalik kaynakli 6liim olarak
kayitlara gegmistir. 2020 yilindaki tim yeni kanser vakalar icerisinde over kanseri
%3,4’liikk paya sahiptir. 2020 yilindaki tiim kanser ile iliskili 6liimlerin %4,7’sinin sebebi
over kanseridir. Ayn1 yil iilkemizde ise 4.059 yeni over kanseri vakasi bildirilmis ve
vakalarm 2.730’u over kanserinden yasamini yitirmistir [2]. Tiirkiye Kanser Istatikleri
verisine gore ise over kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserler arasinda yedinci
siradadir. Over kanserinin yasla birlikte insidans1 artmaktadir ve en sik 50 yagindan sonra

ortaya ¢ikmaktadir [16].



Tablo 2.1.0ver kanserinin yasa gore dagilimi [16].

Yas gruplar Yiizde % .
% Dagilim
0-9 yas 0,4 35
30,1
10-19 yas 2,7 30
25
20-29 yas 3,6 2L 203
20
30-39 yas 7,9 15 136
40-49 yas 21,4 10 79
50-59 30,1 ’ -
- as ) :
Y R
60-69 va 203 0-9yas 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70 yas
yas ' yas yas yas yas yas yag  velsti
70 yas ve listii 13,6
Toplam 100

2.3.1. Over Kanseri ve Genetik
Over kanseri iizerine yapilan c¢aligmalarda, onkogenler ve tiimor baskilayic
genlerde cesitli genetik ve epigenetik degisiklikler belirlenmistir. Ayrica over kanserinde

cesitli kromozom lokuslarinda heterozigotluk kayb1 oldugu da gdsterilmistir [4].

Genellikle over kanseri sporadik olarak geligse de, olusum nedenlerinin %24’
genetik ve aileseldir. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar bu oranin %18’inden
sorumludur. Over kanserli hastalarda yapilan BRCA gen mutasyon testleri sonucunda,
patojenik BRCA gen mutasyon testlerinin %80-85’i somatik mutasyonlar tespit edilmekte

iken, %15-20’sinde germline mutasyonlar tespit edilmektedir [17].

BRCAL ve BRCAZ2 genlerindeki kalitsal mutasyonlarin yasam boyu over kanseri
riski olusturdugu kanitlanmistir [18]. Ailesel over kanseri riski olan hastalarda RAD51C,
RAD51D ve PALB2 genlerinde de kalitsal mutasyonlarin oldugu bilinmektedir [19,20].
Herediter nonpoliposis kolorektal kanser sendromu (HNPCC), Lynch sendromu ile
iligkili MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 gibi DNA onarim genlerindeki mutasyonlar da

over kanseri riskini arttirmaktadir [21].




BRCA1 ve BRCA2 genlerinin islevinde ve DNA onariminda gorev alan RAD51C,
RAD51D, BRIP1, BARD1 ve PALB2 gibi genlerdeki germline mutasyonlar da over
kanseri gelisme riskini arttirabilir. Ayn1 zamanda CHEK2, MRE11A, RADS50, ATM ve
TP53 gibi genlerdeki kalitsal mutasyonlarin da over kanseri riskini artirdigi bilinmektedir

[22].

Walsh ve ark. (2011) yaptig1 bir caligmada herediter over kanserine neden
olabilecek genler incelendiginde Tablo 2.2°deki sonuglar ortaya c¢ikmistir. Ayni
calismada hem over hem de meme kanseri degerlendirilmis ve birgok tiimor baskilayici
gendeki mutasyonlarin hem over hem de meme kanseri riskini arttirdigi ortaya ¢ikmigtir
[23,24].

Simdiye kadar over kanseri ile iligkili olan pek ¢ok gen ortaya koyulmus olup,
ayrica meme kanseri ile olan iligkisi de aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Bazi genlerdeki
mutasyonlar hem over hem de meme kanseri riskini arttirmaktadir. Baz1 genlerdeki
mutasyonlar ise her iki kanser tipinden sadece birine etki etmektedir ya da etkisi ortaya

konulmamuistir. Bu genler ve etkileri Tablo 2.2°de gosterilmistir [23].

Tablo 2.2.Herediter over kanseri ve meme Kkanseri ile iliskili genler [23]

Gen Over Kanseri Riski Meme Kanseri Riski
BRCAlL Avrtar Artar
BRCA2 Avrtar Artar

ATM Kanit yetersiz Avrtar
BRIP1 Avrtar Kanit yetersiz
CDH1 Kanit yetersiz Artar

CHEK?2 Kanit yetersiz Artar
RAD51C Artar Kanit yetersiz
RAD51D Artar Kanit yetersiz

MSHG6 Artar Kanit yetersiz

TP53 Kanit yetersiz Artar
PTEN Kanit yetersiz Artar




2.3.2. Over Kanserinin Alt Tipleri

Over kanseri heterojen yapiya sahip bir hastalik olmasi sebebiyle farkl alt tiplerde
ortaya ¢ikmaktadir. Genel olarak over kanseri yiiksek dereceli serdz, diistik dereceli seroz,
berrak hiicreli, endometrioid ve miisindz alt tipleri seklinde siniflandirilmaktadir. Bu alt
tiplerin her biri onkogenez sirasinda farkli genetik risk faktorleri ve molekiiler olaylar ile
iliskilidir. Aym1 zamanda her bir alt tip farkli mRNA ekspresyon profilleri ile
iligkilendirilmektedir [25].

Ser6z olmayan over kanseri ¢cogunla erken evrede tani alan kanserlerdir ve ileri
evre yani serdz kanserler ile kiyaslandiklarinda hem siklik hem de belirti olarak énemli
Olciide farkliliklar gdsterir. Nitekim over kanserinin her bir alt tipi tedaviye farkli yanitlar
vermektedir. Ornegin; berrak hiicreli kanserlerin tedaviye yanit oran1 %15 iken, yiiksek
dereceli seroz kanserlerin yanit oran1 %80°dir. Bu nedenle Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)
giincel raporunda berrak hiicreli kanserlerin diger alt tiplere gore tan1 ve tedavideki

farkliliklar1 6n plana ¢ikmaktadir [26].

Kobel ve ark. (2008) yaptigr calismada over kanseri alt tiplerine ydnelik
biyobelirteg ekspresyon profillerinin alt tiplere gore farklilik gosterdigi belirlenmistir.
Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (International Federation of
Gynecology and Obstetrics) (FIGO), 4 farkli evrede over, fallop tiipii ve periton

kanserlerini simiflandirmistir [27].

2.4. Epigenetik Biyobelirtecler

Epigenetik degisiklikler; basta Beckwith-Wiedemann (BWS), Silver-Russell,
Prader-Willi ve Angelman sendromlart dahil olmak {izere bir¢cok hastalikta 6zellikle
bliylime ve gelisme bozukluklarinin altinda yatan ana mekanizmalardir. Biliylimeyle
iliskili yolaklardaki 6nemli rollerinden Otlirii, epigenetik mutasyonlar (epimutasyonlar)
neoplazinin erken evrelerinde yer almakta ve giderek kanserin ayirt edici 6zelligi olarak
kabul edilmektedir [28].

Hem hiicresel DNA dizi degisikligi hem de epigenetik yani DNA dizisinde
degisiklik olmaksizin gen ifade diizeylerindeki degisiklikler kanser olusumunda biiyiik

rol oynamaktadir [5].



Ilk olarak Waddington (1942) tarafindan tanimlanan epigenetik cergeve, bir
hiicrenin farklilagmamis bir durumdan farklilasmis bir duruma gegebilecegi gelisimsel
yollar1 ifade etmektedir. Epigenetik, bir organizmanin genetik yapisinin ¢evreye uyumlu
bir sekilde nasil tepki verdigini belirler. Epigenetik mekanizmalar, kromatin yapisini
degistirir ancak hiicre biiylimesi sirasinda kararli bir sekilde korunan DNA dizisini

degistirmeden farkli bir gen ekspresyon profili olusturabilirler [29].

2.4.1. Kanser ve Biyobelirteg iliskisi

Kanser; DNA onarimi, hiicre sagkalimi, proliferasyonu ve olimi ile iliskili
hiicresel stirecleri kontrol eden énemli yolaklarin diizensizligi ile karakterize edilen bir
hastalik grubudur. Hiicre transformasyonu, tiimor ilerlemesi ve metastaz, Ozellikle
onkogenler ve timor baskilayici genlerdeki genomik mutasyonlar ve epigenetik
degisiklikleri ile iliskilidir. Tim bu siiregler, cevresel faktorlerin malignite ve
tiimdrogenezi indiikledigi karmasik ve ilgi cekici bir etkilesim ag1 tarafindan yonetilir

[30, 31].

Kanser hiicrelerindeki mutasyonlar, genomun yapisini ve stabilitesini degistirir ve
genetik lezyonlarla birlikte karsinogenezi ilerletir. Her hiicre tipine gore yeni epigenetik
programlar olusturabilen epigenetik modifikasyonlarin ise dinamik ve geri doniistimlii
yapist vardir. Epigenetik programlama, O6zellikle DNA metilasyonu olmak {izere
epigenetik isaretlerin elde edilmesinde ve siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynayan

cevresel faktorlerden giiglii bir sekilde etkilenir [32].

Cevresel kaynakli epigenetik degisiklikler, ¢ogu kanserin sporadik kokenini
aciklayabilir, ¢linkii kanitlar bazi kanserlerin yaklasik %10' unun genetik olarak kalitsal
oldugunu gostermektedir [33]. Bu nedenle, kanserdeki epigenetik degisiklikler stirekli
gelisen bir alandir ve kanser epigenomunun yeniden programlanmasi olasiligi kanser

tedavisi i¢cin umut verici bir tedavi olarak ortaya ¢ikmaktadir.



10

2.4.2. Over Kanseri Tanisinda ve Tedavisinde Biyobelirtecler

Over kanseri vakalarimin %70'inden fazlasina ileri evrede teshis konur. Over
kanseri prognoz agisindan degerlendirildiginde hastalarin bes yillik sagkalim orani
%46,2°dir. Prognoz tan1 anindaki evre ile yakindan iligkilidir. Evre I veya Il i¢in bes y1illik
sagkalim oran1 > %70 iken, evre I1l veya IV icin sagkalim oranlar1 %20-%40 arasindadir.
Over kanseri tamisinda belli bagli biyobelirte¢ler kullanilmaktadir. Kullanilan bu
biyobelirteglerin en yaygin olanlart HE4 (Insan Epididim Proteini 4) ve CA 125 (kanser
antijeni 125) biyobelirte¢leridir. Giiniimiize kadar over kanserini teshis etmek amaciyla

en etkili biyolojik teshis araci, CA125 ve HE4'lin kombinasyonudur [6].

Over kanseri acisindan biyobelirtegler diisiintildiigiinde, CA125 ilk olarak
1980'lerin basinda tanimlanmistir [34]. Over kanseri vakalarinda serum CA125 seviyesi
yiikselebilmektedir, ancak CA125’in over kanserinin erken evrelerinde duyarlilig
diisiiktiir. Menstriiasyon, gebelik, endometriozis ve peritonun enflamatuar hastaliklar

gibi diger fizyolojik veya patolojik durumlarda da CA125 seviyeleri artmaktadir [7].

Over kanseri teshisinde Ozgiilligli arttirmak icin  HE4 gibi biyobelirtegler
belirlenmistir. Bu biyobelirtegin over kanserinde yiiksek diizeyde eksprese oldugu
bilinmektedir. Bu biyobelirteclerin dogal 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla RMI (Risk
of Malignancy Index) ve ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) gibi index ve
algoritmalar gelistirilmistir [35].

CA 125, MUCI16 geni tarafindan iiretilen ve hiicresel zarla iliskili miisin tip bir
glikoproteindir. Menopoz 6ncesi ve sonrasi hastalarda tist sinir1 35p/mL'dir. Bununla
birlikte, bu 6l¢iim over kanserinin erken evrelerinde ¢ok hassas degildir (sadece evre |
vakalarinin %23 ila %50'sinde yiikseldigi rapor edilmistir). Ayrica, diger fizyolojik ve
patolojik durumlarda (adet kanamasi, gebelik, endometriozis, peritonun inflamatuar
hastaliklar1) yiiksek serum CA125 seviyeleri goriilebilmektedir. Bu nedenle, over

kanserinin erken teshisini iyilestirmek amaciyla yeni biyobelirtecler degerlendirilmistir
[6].

HE4, epitelyal dokularin dogal immiin yanitinda yer alan bir peptit proteaz
inhibitoriidiir. HE4 overin ylizey epitelinde bulunmaz; bununla birlikte, hiicre dis1 ortama
salgilandig1 ve kan dolasiminda tespit edilebildigi i¢in over kanseri dokusunda asiri
eksprese edilir. Bu nedenle, serum HE4'iin tespiti, over kanserinin teshisi ve izlenmesi

icin baska bir potansiyel biyobelirtectir [36]. Ulkemizde yapilan bir calimaya gére; CA
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125 ile HE4 biyobelirtecleri 6zgiilliik agisindan kiyaslandiginda, HE4’{in tek bir timor
belirteci olarak daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu tespit edilmistir [37].

2.5. Biyobelirte¢ Olarak DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, hiicrelerin 6zelliklerini tanimlayan 6nemli bir epigenetik
modifikasyondur. Tiimor baskilayici genler ve gelisimsel diizenleyicilerle iligkili CpG
adalarinin hipermetilasyonu kadar genom ¢apinda hipometilasyon da kanser hiicrelerinin

ozellikleridir.

DNA metilasyonu, omurgalilarin hiicrelerinde guainidinden (G) once gelen
sitozinin (C)’nin metiltransferaz enziminin metil gruplarini eklemesi seklinde gerceklesir.
Omurgalilarin hiicrelerinde sitozinin metillenmesi, etkin olan ve olmayan genleri ayirt
etmek icin onemli bir degiskendir. Metillenme islemi Sekil 2.3°de gosterilmistir.
Sitozinin metillenmis sekli olan 5-metilsitozin (5-metil C), ¢ift sarmal DNA’nin sadece

bir ipliginde ortaya ¢ikar ve baz eslesmesi lizerinde herhangi bir etkisi yoktur [5].

Sitozin 5-Metilsitozin

Sekil 2.3.Sitozin bazinin metillenmesi

Genellikle 200 baz ¢ifti ve lizeri uzunlukta ve CG diniikleotid oran1 %50'den
biiylik olan bolgeler CpG adasi (CGI) olarak tanimlanir [34]. CpG diniikleotitleri
cogunlukla genlerin promotor bolgesinde transkripsiyonun baslangic bdlgesini

olusturacak sekilde toplu halde bulunur ve CpG adalarini olustururlar [39].

DNA metilasyonu kanser olusumunun erken evrelerinde olusur. Bu durum erken
tan1 amaciyla kullanilabilme potansiyelini arttirmaktadir. DNA metilasyonunun tespiti

igin farkli doku ve viicut sivilari (kan, idrar, tiikiiriik, gaita, bronsiyal s1vi, mide s1vis1 vs.)
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kullanilabilir. DNA metilasyonu, ayni zamanda kemoterapétik ajanlara cevabi

degerlendirmek i¢in de kullanilabilen bir belirtegtir [40].

Metilasyon tiimor baskilayici genleri inaktive eden esas mekanizmalardan
birisidir. Timor baskilayict genlerdeki promotor bolge hipermetilasyonu sporadik
retinoblastomada RB, renal hiicreli karsinomda VHL, hepatoselliiler karsinomda CDH1
geni dahil olmak iizere pek ¢ok farkli tiir kanserde tespit edilmistir. DNA
hipermetilasyonu goriilen bazi genler ve hiicresel fonksiyonlar1 Tablo 2.3°de

gosterilmistir.

Tablo 2.3.DNA hipermetilasyonu goriilen bazi genler ve hiicresel fonksiyonlari [40]

Kanserle iligkili Mekanizmalar Metile Olan Genler
DNA tamir MGMT, MLH1, BRCAL, FNACF
Hiicre siklusu Rb, 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, ER, PR, RAR, vitamin D reseptor

Metilasyonun, normal hiicrelerde nadir olarak goriilmesi ve somatik
mutasyonlardan farkli olarak geri dontisiimlii olmas1 nedeniyle kanser tedavisinde de 6ne
cikmaktadir. Demetile ajanlar olarak bilinen DNMT inhibitorleri, genomun
demetilasyonuna neden olarak tiimor olusumunun azalmasina ve tiimor baskilayict
genlerin ekspresyonunun artisin1 saglar. Bu ajanlar solid tiimorleri ve hematolojik

maligniteleri tedavi etmek i¢in kullanilabilmektedir [41].
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2.6. DNA Metilasyonu Analiz Yontemleri

DNA metilasyon analizi i¢in farkli yontemler olup ¢alismanin amaci analiz i¢in

gerekli yontemin se¢ilmesinde en 6nemli unsurdur. Caligmanin amaci disinda pek ¢ok

faktor kullanilacak yontemin belirlenmesinde s6z konusudur [42].

Bunlardan baslicalari;

Metilasyon analizi yapilacak DNA 6rneklerinin kalitesi ve miktari,
Calismanin duyarlilik ve 6zgiilliik gereksinimleri,

Analiz yonetiminin glivenirliligi,

Verilerin analizi ve yorumlanmast i¢in biyoinfomatik verilerinin varligi,
Ozel ekipmanlarin ve reaktiflerin varlig,

Maliyet.

DNA metilasyon analizlerinin gelismesine en biiylik katkiy1 saglayan yontem

siiphesiz enzim kesme yontemi ve bisiilfit modifikasyonudur.

Sodyum bisiilfit modifikasyonda, DNA'daki metillenmemis sitozinler urasile

doniislir, metillenmis sitozinler ise degismeden kalir. Modifikasyon isleminden sonra

DNA'daki metillenmis ve metillenmemis bolgeler PCR amplifikasyonu ve dizileme ile

ayirt edilebilir. Bistilfit modifikasyonu, metilasyon analizi i¢in altin standart haline gelmis

ve buna dayali birgok yontem gelistirilmistir. Bistilfit bazli yontemlerin gelismesiyle

birlikte, gene 6zgili ve genom capinda ¢aligmalarda tek niikleotid rezollisyon analizi de

miimkiin hale gelmistir. Genom ve gen diizeyinde kullanilan DNA metilasyon yontemleri

Sekil 2.4°de gosterilmistir [43].
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DNA METILASYON ANALIZ

YONTEMLERI
Global Metilasyon Analizleri Gene Ozgiil Metilasyon Yontemleri
Genom Boyu Yaklagim Hedef Gen Yaklagim
+ Restriksiyon enzimi ile « Bisulfit modifikasyonu

kesim
« Bisulfit modifikasyonu
« Imman ¢oktirme

7 7

- Sekanslama « Jel elektroforezi
+ Mikroarray + RT-PCR
+ Sekanslama
+ Pyrosekanslama
+ MALDI-TOF MS

Sekil 2.4.DNA metilasyon analiz yontemleri [43].

2.6.1. Enzim Kesme Yontemi ile Metilasyon Analizi

Enzim kesme yoOntemi ile metilasyon analizi temel olarak duyarli restriksiyon
endoniikleazlarinin kullanimina ve ardindan elde edilen fragmanlarin analizine dayanir.
Genellikle genomik DNA, spesifik metillenmis veya metillenmemis DNA dizilerini
taniyan bir ¢ift endontikleaz ile inkiibe edilir. Endoniikleaz muamelesinin ardindan elde
edilen fragmanlarin metilasyon durumlart DNA dizi analizi, jel elektroforezi ve PCR gibi

yontemler ile belirlenebilir [44].

Endoniikleaz kesimine dayali yontemler ile bisiilfit muameleye dayali yontemler
kiyaslandiginda, enzim kesme yontemi daha detayli bir sonug elde etmek ve metilasyon
oranini belirleyebilmek acisindan avantajlidir. Metilasyona bagimli endoniikleazlarin,
genomun yogun sekilde metillenmis bolgelerinde kisa fragmanlar1 olusturup, kalip DNA
olarak PCR’da kullanilmasi ile 6n plana ¢ikmaktadir. Bu sekilde, ilgilenilen gen bolgesi

metilasyona duyarlilik agisindan degerlendirilmektedir [38].
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2.6.2. Over Kanserinde Promotor Bolge DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu degisikliklerinin karsinogenez ile iliskili olabilecegine dair en
eski kanitlardan biri, 1994 yilinda Herman ve arkadaslarinin, tiimor baskilayic1 gen
VHL'nin, baz1 renal karsinom vakalarinda promotor hipermetilasyonu ile
susturulabildigini gostermesiyle ortaya c¢ikmistir [45]. Over kanseri ile DNA
metilasyonunu iliskilendiren pek cok calisma olup, bu c¢alismalar siklikla timor

baskilayict genlerdeki promotor bélgelerin hipermetilesyonununa odaklanmaistir.

BRCA1 geni promotor hipermetilasyonu ile over kanseri de iliskilendirilmistir.
Yapilan ¢alismalarda BRCA1 geninin promotor metilasyonunun over kanserlerinin %15-
30’unda var oldugu tespit edilmistir [46]. Baz1 ¢alismalarda over kanseri ve BRCAL

metilasyonunun %68 civarinda oldugu belirlenmistir [47].

Over kanserinin tan1 ve teshisinde DNA metilasyonu ile ilgili gegmis yillarda
kisith calismalar olsa da giiniimiizde yapilan pek c¢ok giincel ¢alisma ozellikle over
kanserine odaklanmistir. Son zamanlarda; BRCA1, HOXA9, RASSF1A, SPARC ve HIC1
dahil olmak {izere bazi timor baskilayicit genlerdeki metilasyonunun over kanserinde

onemli bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir [8].

2.7. PRDM6 Gen Ailesi ve Kanser ile Iliskisi

PRDM gen ailesinde PR alani ile karakterize edilen ve 19 farkli transkripsiyon
faktorii kodlayan pek ¢ok gen bulunmaktadir. PR alani pek c¢ok histon lizin
metiltransferazda (HMT) bulunan bir SET alanmin alt tipine karsilik gelmektedir.
Bununla birlikte, sadece bazi PRDM proteinlerinin HMT aktivitesini sergiledigi
gosterilmistir. Diger PRDM proteinlerinin, HMT'ler, histon deasetilazlar ve histon
asetiltransferazlar dahil olmak iizere histon degistirici enzimlerin baglanmasi yoluyla

dolayl epigenetik diizenlemelere aracilik ettigi bilinmektedir [48].

Memelilerde 17 farkli iiyesi tamimlanmis olan bu protein ailesi, lizin
metiltransferazlarda bulunan katalitik SET alaniyla yiiksek sekans homolojisi paylasan
bir N-terminal PR alaninin varligr ile karakterize edilir [49].Bu proteinler ve PR
alanlarinin sematik hali Sekil 2.5°de gosterilmisti. PRDM proteini, hedef gen
promotorlarinda kromatin yapisini modiile ederek transkripsiyonel diizenleyiciler olarak

islev gormektedir [50].
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Sekil 2.5.PRDM proteinleri

Protein-protein ve protein-DNA etkilesimlerine aracilik etme islevi goren bir dizi ¢inko
parmak motifinin ardindan gelen bir N-terminal PR alaninin varhg ile karakterize edilir
[49]

PRDM proteinleri, gelisimdeki rolleri agisindan kapsamli bir sekilde incelenmis
ve farkli hiicre tiirlerinde hiicre farklilagmasin1 ve olgunlagsmasi olaylarii yonlendirdigi
gosterilmistir. PRDM proteinleri, hiicre farklilasmasinda ¢ok 6nemli roller oynamakta ve
cok sayida gelisim siirecini diizenleyebilmektedir. Bu nedenle islevlerindeki sapmalar
neoplazi ile sonuclanir. PRDM proteinlerinin tiimor baskilayicilar olarak hareket ettigi
diisiiniilmektedir ve bir dizi farkli kanserde susturuldugu bulunmustur. PRDM genlerinin

cesitli kanserlerle iligkisi Tablo 2.4’de gosterilmistir [10].

Tablo 2.4.PRDM proteinlerinin cesitli kanser yolaklar ile iliskisi [10]

PRDM Gen Ailesi Kanser ile iliskisi/Rolii
PRDM1 Timor baskilayict - insan DLBCL'sinde ve diger hematolojik malignitelerde susturulur.
PRDM2 Tiimor baskilayicr - farkl kanser tiirlerinde, promotorunun DNA metilasyonunu ve

mutasyon mekanizmalar yoluyla susturulur. p53 bagimli hiicre dongiisii durmasina yol agar. Meme
kanserinde ER sinyalini modiile eder.

PRDM3 Tiimor baskilayici- kisa PR'siz izoformu, Losemi ve Lenfomalarda asir1 eksprese edilir.
PRDM5 Tiimér baskilayici - Insan kanserinde susturuldu. Meme kanseri, over kanseri ve hepatom hiicre
hatlarinda apoptozu indiikler

PRDM6 Beyin tiimériinii inceleyen biiyiik kapsamli bir genomilk ¢alismada genin bir alt tipinin asir1
mutasyona ugradigi belirlenmistir.

PRDM11 Tumor baskilayici: Agirt ekspresyonu apoptozu indiikler.

PRDM12 Tiimor baskilayict - KML'de asir1 ekspresyon, ¢ogalmayi onleyici 6zelliklere sahiptir.

PRDM14 insan lenfoid neoplazmalariin yaklasik %25'inde agir1 eksprese edilir.

Meme kanserinde artan kopya sayist vardir.

PRDM16 Tiimor baskilayici: kisa PR'siz izoform (sPRDM16) onkojenik bir varyanttir ve p53 KO farelerinde
miyeloid 16semiyi indiikler.
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2.7.1. PRDM6 Geni

PRISM (diiz kasta PR alan1) olarak da bilinen PRDM®6 geni ilk olarak farede PR
alan1 olarak tanimlanan bir N-terminal bolgesinden ve ayrica dort C-terminal ¢inko
parmak tekrarindan olusan 395 amino asitli (aa) bir protein olarak belirlenmistir.
Insanlarda PRDM6'nin ii¢ izoformu tanimlanmis ve Uniprot protein veritabaninda
aciklanmistir. Tam uzunluktaki insan izoformu 595 aa'dan olusur ve murin PRDMG6'ya
benzer alan yapis1 gosterir. ISO2, PRDM6'nin kisa bir seklidir ve 1-182 ve 314-595 amino
asitlerini igerirken ISO3, 1-182 amino asitlerini i¢ermez [51]. PRDM®6 geninin

izoformlar1 Sekil 2.6’da gosterilmistir.

595 aa Isoform 1

. 131 aa Isoform 2

1 "z"s 4 413 aa Isoform 3

Sekil 2.6.Insada PRDM6’nmin 3 farkh izoformlarinin ¢izimi [46].

izoform 1 olarak adlandirilan tam uzunluktaki proteine kiyasla izoform 2'de 1-182 ve 314-

595 amino asitleri eksiktir ve izoform 3'te 1-182 amino asitleri eksiktir.

2.7.2. PRDM6 Geninin Biyolojik Islevi
PRDM6 geni ile ilgili yapilan ilk ¢alismada, PRDM6'nin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin (SMC'ler) fenotip farklilasmasi ve vaskiiler SMC'lerin proliferasyonu tesvik

edici 6zelligi oldugu tespit edilmistir.

Calismada, primer SMC kiiltiiriinde PRDM6'nin asir1 ekspresyonu, epidermal
bliylime faktorii reseptoriiniin  (EGFR) bir iiyesi olan Amphiregulin gibi hiicre
proliferasyonunda yer alan genlerin yukar: regiilasyonu ile sonuglanmistir. Bu sonug,

PRDM6'nin MAPK yoluyla hiicre proliferasyonunu indiikledigini gostermektedir.
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PRDM6'nin yikilmasi, diiz kas farklilagsmasinin ana diizenleyicileri olan Miyokardin ve

GATA-6nn ifadesiyle sonuglanmigtir [51].

Wu ve arkadaglart multipotent kok hiicrelerde farklilasmay1 diizenleyen genleri
aragtirmiglar ve PRDM6'nin vaskiiler endotelyal hiicrelerini olusturan flk1(+)

hematovaskiiler prekiirsor hiicrelerde olduk¢a zengin oldugunu bulmuslardir [52].

PRDM6'in erken farklilasan vaskiiler 6ncii hiicrelerde yiiksek oranda eksprese
oldugu bilinmektedir. Endotel hiicrelerinde PRDM6'nin asir1 ekspresyonu, PRDM6'in
endotel hiicre farklilagmasini ve proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicre dongiisiiniin

durmasini ve apoptoz ile sonuglandig1 da kanitlanmistir [53].

PRDM6'nin, histon modifiye edici proteinleri toplayarak bir transkripsiyon
baskilayici olarak islev gordiigii diisiiniilmektedir. PRDM6 icin i¢sel metiltransferaz
aktivitesi bildirilmemistir, ancak transkripsiyonel baskilayicilar EMT2/G9a, HDACs 1-3
ve heterokromatin protein 1 (HPI) ile etkilesime girdigi belirlenmistir. Ayrica,
PRDM6'nin transkripsiyon aktivasyonunu destekleyen histon asetil transferaz (HAT)
p300 ile etkilesime girdigi gosterilmistir [51, 53].

2.7.3. PRDM6 Geninin Kanserdeki Rolii

Bcl-6 ve Myc gibi onkogenlerle IGH lokusunu i¢eren kromozomal translokasyon,
siklikla lenfoid malignitelerde tespit edilmektedir. Buna ek olarak, bu translokasyona
sahip hastalarda, PRDM6'nin mRNA seviyesi asir1 ekspresyon artis1 gostererek
PRDM6'nin onkogenik potansiyele sahip olduguna dair gii¢lii bir kanit olusturmaktadir
[10].

Cocukluk c¢ag1 beyin tiimorii olan medulloblastomay1 (MB) inceleyen biiyiik
6l¢ekli bir genomik ¢alismada, PRDM6'min MB alt tipinde en sik mutasyona ugrayan gen
oldugunu belirlenmistir [54].

Elde edilen sonuglar PRDM6 geninin epigenetik diizenleyici olarak islev gérme
yetenegi olabilecegi yoniindedir. Primer hiicrelerde PRDM6'nin asir1 ifade diizeyinin,
PRDM6'nin hiicrenin morfolojik degisikliklerini saglamasi ve hiicre cogalmasi ile iligkili

oldugunu acgik¢a gostermektedir [10].
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2.7.4. Biyobelirte¢ Olarak PRDM6 Geni

PRDMBG6 geninin dahil oldugu PRDM gen ailesinin pek ¢ok kanser tiirii ile iligkili
olabilecegi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. PRDM6 geninde tespit edilen degisikliklerin
farkli kanser tiirlerinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyeli oldugunu

distindiirmektedir.

PRDM6'nin, MAPK ve WNT sinyal yolaklarinin ¢oklu bilesenlerini diizenledigi
de bilinmektedir. Bu veriler; PRDM6'in bir epigenetik diizenleyici olarak islev gorme
yetenegini  gosterebilir. PRDM6'nin  kanserde islev gordiigii —mekanizmalar
aydinlatildikca, PRDM6’nin ¢oklu timor tiplerinde rol oynayan epigenetik diizenleyici
olarak ¢ekici bir terap6tik hedef olabilecegi diisiintilmektedir [10].

2020 yilinda Erdogan ve arkadaslar tarafindan over kanseri acisindan diskordant
olan monozigot ikizlerde (MZ) yapilan ¢alismada, over kanserinde PRDM6 geninin
promotor hipermetilasyonu belirlenmistir. Ayn1 zamanda ilk defa PRDMG6 geni ile over

kanseri arasinda bir iliski bu ¢alisma sayesinde ortaya ¢ikmistir [9].
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma gruplarindaki kisi sayilar1 power and sample size programi kullanilarak
belirlenmistir. Yapilan power analizi sonucunda over kanseri hastalari, benign kitlelere
sahip kisiler ve saglikli kontroller arasindaki metilasyon analizi i¢in Tip I Hata = 0,05,
Testin Giicii %80 olarak ele alinmistir. Iki grup ortalamasi arasinda 15,00 birimlik farkin
anlamli bulunabilmesi i¢in her grupta olmasi gereken minimum kisi sayis1 40 olarak
belirlenmistir. Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii’'ne basvuran, arastirmaya
katilmay1 kabul eden ve goniillii onami alinan 93 over kanseri hastasi ile yas, cinsiyet ve
etnik agidan eslestirilmis overin benign Kitlelere sahip 48 kisi ve 54 saglikli kontrole ait
periferik kan 6rnekleri ¢calismada kullanilmistir. Tez calismasi igin Istanbul T1p Fakiiltesi
Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (Etik Kurul Onay1: 13 sayili, 25/06/2021 tarihli toplanti,
Dosya No: 2021/1122).

3.1. Geregler

3.1.1. Kitler
Calisgmada DNA izolasyonu, PCR reaksiyonu ve metilasyon analizi igin

kullanilan kitler asagida belirtilmistir.
% Zymo Research Quick-DNA Miniprep Kit [USA]
s Zymo Research OneStepgMethyl [USA]

% Zymo Research PRDM6 Geni Primeri [USA]

PRDM6 genindeki metilasyon farkliliklarini belirlemek i¢in PCR reaksiyonunda
kullanilan forward ve reverse primerin niikleotid dizilimi 5’ ucundan 3’ ucuna dogru

Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. PRDM6 geni forward ve reverse primerin niikleotid dizilimi

PRDM6 geni forward PRDM6METF1 | 5'- GGA GTT GGT GCC TTC TCT AAC -3'
primer

PRDMS6 geni reverse PRDM6METR1 5'-CTCGAC TGC CTC CCA AAC -3
primer
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3.1.2. Cihazlar

Tez caligmasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de gdsterilmistir.

Tablo 3.2. Tez calismasinda kullamlan cihazlar

Spektrofotometre Nano Drop 2000 (Thermo Scientific)

Mikropipetler (Gilson)

Sogutmasiz Santrifiijler (Hettich, Jouan)

-80 Derin Dondurucu (Sanyo)

-30 Derin Dondurucu (Sanyo)

+4 Buzdolabi (Vestel)

Vorteks (Finepzr)

Applied Biosystems Real-Time PCR (Thermo Fisher) (ABI QS5)

3.2. Yontemler

3.2.1. Periferik Kandan Lenfosit Izolasyonu

Periferik kan 6rneginden lenfositlerin izolasyonu i¢in kullanilan yontem sirasiyla

asagidaki gibidir.

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

X/
L X4

EDTA’l1 tiipe alimig 6 mL kan 1700 rpm’ de 30 dakika santrifiij edildi.

Kan tiliptindeki plazmalar mikropipet yardimiyla g¢ekilerek atildi, 6 ml kanlarin

tizerine 4 ml izotonik koyularak Pasteur pipeti ile pipetaj yapilir.

Coziilen kan 2 mL Ficoll {izerine yavas yavas pipet yardimiyla eklendi, 1900
rpm’de 30 dk. siireyle santrifuj edildi.

Ust fazinda serum, alt fazinda eritrosit ve diger beyaz kan hiicreleri bulunan
tiipten lenfositler pastor pipet yardimiyla temiz bir tiipte toplandi.

1900 rpm’de tekrar 20 dk. santrifuj edildi.

Stipernatant dokiilerek pellet lizerine 4 mL PBS eklendi ve pipetlenerek pellet
¢ozildi. Coziilmiis pellet 4 cryo tiipe 1’er mL olacak sekilde dagitildi.

Cryo tiipler 1900 rpm’de 10 dk. santrifuj edildi.

Siipernatant dokiiliir. Elde edilen hiicreler -80°’¢e kaldirildu.
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3.2.2. DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol orneklerinden elde edilen lenfositlerden DNA izolasyonu ig¢in

Quick-DNA MiniPrep Izolasyon Kiti (ZYMO RESEARCH) kullamlmistir. Kit

protokoliine gore yapilan islemin agamalar1 asagidaki gibidir.

R/
L X4

-80°C’ de saklanan hiicreler bir siire oda 1sisinda bekletildikten sonra {izerine 400
uL DNA Lysis Buffer eklendi ve pipetaj yapilarak hiicreler ¢ozdiirtildii.

Karisim Zymo-Spin IIIC DNA kolonuna aktarildi ve 1200g’de 1 dakika santrifiij
edildi.

DNA kolonlarina 400 ul Prep Buffer eklendi, 12000g’de 1 dakika santrifiij edildi
ve altta kalan s1v1 dokiildii.

DNA kolonlarina 700 ul Wash Buffer eklendi, 12000g’de 1 dakika santrifiij
edildi ve altta kalan s1v1 dokiildii.

Kolonlara 400 ul Wash Buffer eklendi 12000g’de 2 dakika santrifiij edilerek
alttaki s1v1 atild.

DNA kolonuna 100 pl DNA free buffer eklendikten sonra 5 dakika beklendi ve
10000g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolonlar atildi1 ve altta kalan DNA’larin Nanodrop ile saflik ve konsantrasyon

Ol¢iimii yapildiktan sonra -80 °C’de saklandi.

3.2.3. Real-Time gPCR

Real-Time qPCR islemi, Applied Biosystems Real-Time PCR cihazi kullanilarak

yapildi. Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli bireylerden elde edilen DNA 6rnekleri

80°C’den c¢ikarilarak ¢ozdiiriildii. Distile su ile sulandirildiktan sonra qPCR tiiplerinde

test ve referans reaksiyonlar1 Tablo 3.3 ve Tablo 3.4°de verilen miktarlarda hazirlandi.

Reaksiyonlarda son hacim 20 pL olacak sekilde tiipler, PCR cihazina yerlestirilerek Tablo

3.5’de belirtilen dongiiye gore reaksiyon gerceklestirildi.



Tablo 3.3. Real-time PCR test reaksiyonu

Test Reaksiyonu

20 pl Total hacim

2X Test Reaksiyon PreMix (MSREs icerir) 10 pl
10 pM MGMT Primer I & 11 2 ul
DNase/RNase-free Su 3ul
DNA oérnegi 5ul

Tablo 3.4.Real-time PCR referans reaksiyonu

Referans Reaksiyonu 20 pl Total hacim
2X Referans Reaksiyon PreMix 10 pl

10 pM MGMT Primer I & 11 2 ul
DNase/RNase-free Su 3ul

DNA o6rnegi

Sul

23
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Tablo 3.5.Real-time PCR asamalari

Asamalar Sicakhik Siire
MSR enzimleri ile kesim 37°C 2 saat
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 10 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 54°C 60 saniye
Uzama 72°C 60 saniye
Son uzama 72°C 7 dakika
Bekleme 4°C 5 dakika

Calismada DNA metilasyon analizi i¢in enzim kesme yontemine dayanan, hizl
ve kolay uygulanabilir bir prosediir olan Zymo Research OneStep gMethyl™ (USA) PCR
kiti kullanilmistir. Kitin bilesenleri ile her bir 6rnek i¢in test ve referans olmak iizere iki

reaksiyon hazirlanmstir.

Test reaksiyonunda metilasyona duyarli restriksiyon enzimleri (MSRE'ler)
bulunurken referans reaksiyonunda bulunmamaktadir. Her iki reaksiyonda da DNA,
SYTO ® 9 floresan boya ve PRDM6 genine 6zgii primerler kullanilarak gergek zamanl
PCR ile DNA fragmanlar1 amplifiye edilmistir. DNA nin metillenme durumuna gore test
ve referans reaksiyonlarinin dongii esigi degerinin  (Ct) farklilik gostermesi
beklenmektedir. Ilgili gen metillenmis ise test reaksiyonunda kesim yapilamayacak ve
enzim igermeyen referans reaksiyonu ile yakin Ct degeri verecektir. Metillenmemis ise
enzim kesimi gerceklesecek ve test reaksiyonu daha gec bir dongiide Ct degeri verecektir.

Test ve referans Ct degerlerinin farki ACt olarak ifade edilir. Yiizde metilasyon formiilii

(Yiizde Metilasyon = 100 x 2‘AACt) ile genin gorece metilasyon orani hesaplanmustir.
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3.2.4. istatiksel Analiz

Calismada nitel degiskenler i¢in tanimlayici istatistik olarak say1 ve yiizde, nicel
degiskenler icin ise ortalama, standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerleri
verilmigtir. Nitel degiskenler arasindaki iligkiler Pearson Ki kare ve Fisher Exact testleri
ile incelenmistir. Ikiden fazla grubun goriilme oranlarinin karsilastirilmasinda post hoc
testler igin Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Nicel degiskenlerin normal dagilima
uygunluklar1 Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Varyans homojenligi Levene testi ile
arastirilmistir. Iki bagimsiz grubun ortalama karsilastirmasinda Mann Whitney U testi
kullanilmustir. ikiden fazla bagimsiz grubun ortalama karsilastirmasinda Kruskall Wallis
testi kullanilmistir. Coklu karsilagtirmalarda ise post hoc test olarak Dunn testinden
yararlanilmistir. Nicel degiskenler arasindaki iliskiler Spearman korelasyon katsayisi ile
incelenmistir. Istatiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak alinmis olup, hesaplamalarda SPSS

(versiyon 26, IBM Corp. in Armonk, NY) programi kullanilmastir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii’ne basvuran 93 over
kanseri hastasi, overin benign Kitlelere sahip 48 kisi ve kontrol grubu olarak aile
oykiisiinde kanser tanis1 bulunmayan 54 kisinin periferik kan 6rneklerinden PRDM6 geni

metilasyon durumu incelenmistir.

Istatiksel analizde; BRCA mutasyonu, klinik evre, histolojik grade, histolojik alt
tip, etnik koken, menopoz gibi nitel degiskenlerin istatistiksel analizleri de yapilmistir.
Ayn1 zamanda say1 ve yiizde olarak, yas, tedavi oncesi ve sonrast CA125 durumu gibi
nicel degiskenlere ait tanimlayici istatistikler ise ortalama, standart sapma, medyan,
minimum ve maksimum olarak verilmistir. Ilgili degiskenler i¢in SPSS (verison 26, IBM
Corp. in Armonk, NY) hesaplamalari yapilmstir. istatiksel anlamhilik diizeyi p < 0,05
olarak alinmistir. Bulgular nitel ve nicel degiskenler ile metilasyon i¢in esik degeri olarak
belirlenen %6 metilasyon oranlarina gore analiz edilerek karsilastirilmistir. Metilasyon
bulgusu %6 ve altinda olan 6rnekler unmetile, %6 iistiinde olan 6rnekler ise metile olarak
degerlendirilmistir. Calismada over kanserli hasta grubunda 93 kisi olup, bunlarin
73’tinde PRDM6 geninin metile (%78,49) oldugu 20’sinde ise unmetile (%21,51) oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.1).

Over Kanserli Hastalarda PRDM6 geninin Metilasyon Durumu
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Metilasyon Durumu

Sekil 4.1. Over kanserli hastalara ait periferik kan é6rneklerinde PRDM6 geninin
metilasyon durumu
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Overlerinde benign kitlesi olan grupta 48 kisiden 36’sinda PRDM6 geninin metile (%75),
12’sinin ise unmetile (%25) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Saglikli kontrol grubunda
ise 54 kisiden 21’inde PRDM®6 geninin metile (%38,88), 33’iinde unmetile (%61,12)
oldugu bulunmustur (Sekil 4.3).

Overlerinde Benign kitlelere sahip grupta PRDM6 geninin Metilasyon Durumu
36

50
45
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25
20
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0
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Metile Unmetile
Metilasyon Durumu

Over Kanserli Hasta Sayis1 (N)

Sekil 4.2.0verlerinde benign Kitlelere sahip Kisilere ait periferik kan 6rneklerinde PRDM6
geninin metilasyon durumu

Saglikli kontrollerde PRDM6 geninin metilasyon durumu
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Metilasyon Durumu

Sekil 4.3.Saghkl kontrol grubunun periferik kan érneklerinde PRDM6 geninin metilasyon
durumu

Aragtirilan nitel (Tablo 4.1) ve nicel (Tablo 4.2) degiskenlere ait tanimlayici istatistikler

say1 ve yiizde olarak belirlenmistir.



Tablo 4.1. Calisma gruplarina ait nitel degiskenlerin sayi ve yiizdeleri

Over Kanserli

Benign kitlelere

Saghkh kontroller
hastalar sahip kisiler
N % N % N %

Unmetile 20 215 12 25,0 33 61,1
Metilasyon

Metile 73 78,5 36 75,0 21 38,9

BRCA1 Negatif 82 88,2 48 100 54 100
BRCAl

BRCAL1 Pozitif 11 11,8 0 0 0 0

BRCA2 Negatif 88 94,6 48 100,0 54 100,0
BRCA2

BRCA2 Pozitif 5 5,4 0 0 0 0

BRCA Negatif 77 82,8 48 100,0 54 100,0
BRCA

BRCA Pozitif 16 17,2 0 0 0 0

45 yas altt 36 38,7 40 83,3 33 61,1
45 yas

45 yas tistii 57 61,3 8 16,7 21 38,9

Evre 1 11 118 0 0 0 0

Evre 2 19 20,4 0 0 0 0
Klinik evre

Evre 3 50 53,8 0 0 0 0

Evre 4 13 14,0 0 0 0 0

Evre 1 13 14,0 0 0 0 0
Histolojik
Grade Evre 2 48 51,6 0 0 0 0

Evre 3 32 344 0 0 0 0

28
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Serdz epitelyal 54 58,1 0 0 0 0
Miisinéz 2 2,2 0 0 0 0
Histolojik
alt tip Endometrioid 7 75 0 0 0 0
Berrak hiicreli 30 323 0 0 0 0
Tiirk 81 87,1 48 100,0 54 100,0
Etnik koken
Balkan 12 12,9 0 0 0 0
29 31,2 45 93,8 51 94,4
Premenopoz
Menopoz
durumu
64 68,8 3 6,3 3 5,6
Postmenopoz

Tablo 4.2.0ver kanserli hasta grubuna ait nicel degiskenlerin tanimlayici istatistik

degerleri
Yas ik CA125 Son CA125 Metilasyon Durumu
Ortalama 48,95 110,34 170,42 29,61
Medyan 49,00 93,0 68,47 10,20
Standart Sapma 11,00 420,01 681,03 88,27
Minimum 17 16,8 2,2 0,26
Maksimum 79 3007,00 42845 649,80

Tiim gruplara ait yag ve menopoz nitel degiskenlerinin metilasyon durumuna gore

dagilimlar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir. Over kanserli hastalarda, overlerinde benign

kitlelere sahip kisilerde ve saglikli kontrollerde 45 yas alt1 ve 45 yas istii olma ve

menopoz durumu ile metilasyon degerleri kiyaslandiginda belirgin bir farklilik

goriilmemistir.
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Tablo 4.3.Calisma gruplarinda menopoz ve yas nitel degiskenlerinin metilasyon
durumuna gore dagilimlar

Over Overlerinde Benign Saghkh

kanserli hastalar kitlelere sahip kisiler kontroller

Metile Unmetile Metile Unmetile Metile Unmetile
N % N % N % N % N % N %

Pre-
23 315 6 30 34 944 11 917 21 100 30 909

Menopoz MeENOPoz

durumu

Post-
50 68,5 14 70 2 5,6 1 8,3 0 0 3 9,1%
menopoz
45yagaltt 26 35,6 10 50 9 75,0 31 861 15 714 18 54,5
Yas

45yastusti 47 644 10 50 3 250 5 139 6 286 15 455

Over kanserli hastalarda nitel degiskenlerin dagilimlarinin karsilastirilmasi
sonucunda elde edilen p degerleri ve tanimlayici istatistikler Tablo 4.4’te gdsterilmistir.
Over kanserli hastalarda PRDM6 geni unmetile olan 20 hasta olup, bunlarin 2’sinde
BRCAL geninde mutasyon soz konusudur. Ayni gruptaki 18 hastada BRCA1 geninin
mutasyon durumu negatiftir. Over kanserli hastalarda PRDM6 geni metile olan 73
hastanin 64’iinde ise BRCAL geninin mutasyon durumu negatiftir. Geriye kalan 9 hastada
BRCA1 geninde mutasyon séz konusudur. Metilasyon degerleri agisindan BRCAL
geninde mutasyon goriilme oranlari bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

gozlenmemistir (p=0,775).

Benzer olarak PRDM6 genindeki metilasyon durumu ile BRCA2 genindeki
mutasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (p=0,292). Klinik
evre ve histolojik grade degiskeninde metilasyon durumu agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamistir. Degiskenlere ait p degerleri sirasiyla 0,342 ve 0,792 dir.
Etnik koken ile metilasyon durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0,052) ancak elde edilen sonuglar istatistiksel anlamliliga oldukga

yakindir.



31

Tablo 4.4. Over kanserli hastalara ait nitel degiskenlerin metilasyon durumuna gore
istatistiksel sonuglari

Metile Unmetile
N % N % p
Negatif 64 87,7% 18 90%
BRCA1 0,775
Pozitif 9 12,3% 2 10%
Negatif 70 95,9% 18 90%
BRCA2 0,292
Pozitif 3 4,1% 2 10%
Etnik Tiirk 61 83,6% 20 %2100
. 0,052
koken Balkan 12 16,4% 0 %0
Serdz epitelyal 42 57,5% 12 60%
] B Miisinéz 2 2,7% 0 0%
Hlst_olopk 1,000
alt tip il
Endometrioid 6 8,2% 1 5%
Berrak hiicreli 23 31,5% 7 35%
Evre 1 10 13,7% 1 5%
Evre 2 17 23,3% 2 10%
Klinik evre 0,342
Evre 3 36 49,3% 14 70%
Evre 4 10 10% 3 15%
Evre 1 10 13,7% 3 15%
Histolojik
_ Evre 2 39 53,4% 9 45% 0,792
alt tip
Evre 3 24 32,9% 8 40%

Over kanserli hastalarda PRDM6 geninin metilasyon durumu yas, ilk ve son
CA125 ortalamalar1 bakimindan istatistiksel sonuglar Tablo 4.5’te belirtilmistir. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir (sirasiyla p=0,903; p=0,349;
p=0,121).
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Tablo 4.5.0ver kanserli hasta grubuna ait nicel degiskenlerin istatistiksel sonuglari

Metilasyon Ortalama Medyan Standart sapma Minimum Maksimum P
Durumu
Unmetile 48,55 47,50 11,071 23 68
Yas 0,903
Metile 49,05 49,00 11,057 17 79
. Unmetile 73,60 68,47 1951,38 7,97 628,00
ilk CA125 0,349
Metile 120,40 110,34 531,91 5,00 3007,00
Unmetile 547,56 198,95 1337,39 4,35 4284,50
Son CA125 0,121
Metile 67,09 24,00 265,179 2,20 1913,00

Hastalarda ilk CA125 ve son CA125 arasinda metilasyon degeri agigindan istatistiksel
olarak anlamli iliski gozlenmemistir (p=0,333; p=0,309).

Tablo 4.6.0ver kanserli hasta grubunda ilk CA125 ve son CA125 degiskenlerinin
anlamhlik degerleri

Ik CA125 Son CA125
r 0,005 0,101
%
. p 0,333 0,309
metilasyon
93 93

Over kanserli hastalar, benign kitlelere sahip kisiler ve saglikli kontrol gruplart
kendi aralarinda karsilastirildiginda over kanserli 93 hastanin 73’tinde (%78,49) PRDM6

geninin metile oldugu tespit edilmistir.

Saglikli kontroller ve benign Kkitlelere sahip kisilerin metilasyon durumu
kiyaslandiginda iki grup arasinda metilasyon oranlarinin istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001) (Tablo 4.7). Aym kiyaslama over
kanserli hastalar ve benign kitlelere sahip kisilerin arasinda yapildiginda iki grup arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p=0,639) (Tablo 4.8). Over kanserli hastalarda ve
saglikli kontrol grubunda genin metile olma oranlar1 kiyaslandiginda farkin istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.9).



33

Tablo 4.7. Saghkh kontroller ve benign Kitlelere sahip kisilerin metilasyon durumuna gore
istatistiksel analizi

Unmetile Metile Toplam p
Saglikli N 33 21 54
Kontroller % 61,12 38,88 100
Tam <0,001
Benign kitlelere N 12 36 48
sahip kisiler % 25 75 100

Tablo 4.8. Over kanserli hastalar ve benign Kkitlelere sahip Kisilerin metilasyon durumuna
gore istatistiksel analizi

Unmetile Metile Toplam p
Benign kitlelere N 12 36 48
sahip kisiler
Tam % 25 75 100 0.639
Over kanserli N 20 73 93
. % 21,51 78,49 100

Tablo 4.9. Over kanserli hastalar ve saghikh kontrollerin metilasyon durumuna gore
istatistiksel analizi

Unmetile Metile Toplam p
Saglikli N 33 21 54
Kontroller
Tant % 61,12 38,88 100 <0001
Over kanserli N 20 73 93
hastalar

% 21,51 78,49 100
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Calisma gruplar1 arasindaki metilasyon ortalamasi, medyan, standart sapma,
minimum ve maksimum deger Tablo 4.10’da gosterilmistir. Metilasyon ortalamasi over
kanserli hastalarda 29,61 olarak belirlenmistir. Over kanserli hastalarin metilasyon
ortalamas1 ayr1 ayri kontrol ve benign kitlelere sahip kisilerin oldugu gruplarla
kiyaslandiginda metilasyon ortalamasinin over kanseri olan grupta istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001).

Tablo 4.10.Calisma gruplarimin metilasyon ortalamalar: bakimindan anlamhilik degerleri

Tani Ortalama Medyan  Standart sapma Minimum Maksimum p
Saglikli 8,08 5,42 13,29 0,15 94,61
Kontroller
Benign kitlelere 11,95 8,54 9,23 2,42 50,00 <0,001
sahip kisiler
Over kanserli 29,61 10,20 88,27 0,01 649,80

hastalar
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5. TARTISMA

Over kanseri, diinyada kadinlarda en sik goriilen 8. kanser tiirtidiir. 2020 yilindaki
tiim kanser ile iliskili 6liimlerin %4,7’sinin sebebi over kanseridir [1][2]. Over kanserinde
tan1 ve teshisin konuldugu evre ile sagkalim orani dogrudan iligkili olup, tan1 ne kadar
erken konulursa sagkalim orani o kadar artmaktadir [6]. Over kanserinin teshisi igin
kullanilan en etkili biyolojik araglar, CA125 ve HE4'iin kombinasyonudur [6]. Ancak bu
yontemlerin belli bash kisitliliklart s6z konusudur [7]. Over kanseri ile ilgili klinikteki en
onemli zorluk erken donemde 6zgiil ve giivenilir biyobelirtecleri yetersiz olmasi ve
semptomlarin ge¢ fark edilmesinden dolay1 taninin gecikmesidir. Bu c¢aligmada over
kanserinin tanisinda  kullanilabilecegini ve diger tam1 yoOntemlerine katki
saglayabilecegini diislindiiglimiiz PRDM6 geninin metilasyon durumu degerlendirmistir.
Son yillarda DNA hipermetilasyonu karsinogenezin erken evrelerinde meydana
gelmesinden dolay1 erken tani amaciyla kullanilabilme potansiyeli ile ¢ogunlukla

giindemdedir [36].

PRDM6 geniyle yapilan calismalarda sonuglar, epigenetik diizenleyici olarak
islev gorme yetenegi olabilecegi seklindedir. Primer hiicrelerde PRDMG6’nin asir1 ifade
edilmesiyle, PRDM6'nin hiicrenin morfolojik degisiklikleri ve hiicre ¢ogalmasi ile iliskili
oldugu agikca gosterilmistir [10]. PRDM6 geni ve over kanseri iliskisi arastirildiginda,
PRDM6 geni ile over kanseri arasinda iliskilendirme ilk kez Erdogan ve arkadaslari
tarafindan 2020 yilinda yapilmistir. Over kanseri olan ve olmayan monozigotik ikizlerde
yapilan bu ¢alismada over kanseri olan kardesde PRDM6 geninin hipermetile oldugu

gosterilmistir [9].

Bu verilerden yola ¢ikarak yapilan bu tez calismasi ile PRDM6 geninin over
kanseri tanisinda kullanilabilecek aday bir biyobelirte¢ olma niteligi daha fazla sayida
over kanserli hasta grubu tizerinde arastirilmis ve degerlendirilmistir. 93 over kanserli
hasta, overin benign kitlelerine sahip 48 kisi ile aile 6ykiisiinde kanser tanis1 bulunmayan
kontrol grubu olarak 54 saglikli kisiden alinan kan Orneklerinde PRDM®6 geninin

metilasyon analizi yapilmistir.

Calismada PRDMG6 geni metile olan over kanserli hastalarda BRCAL1 ve BRCA2
gen mutasyon dagilimi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmemistir. Tiim c¢aligma grubu degerlendirildiginde, etnik kdken ile metilasyon

durumu arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
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Hastalarda PRDM®6 geninin metile ve unmetile olma durumu arasinda yas, ilk
CA125 ve son CA125 ortalamalar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmemistir. Over kanserli hastalarda ve saglikli kontrol grubunda genin metile olma
oranlar1 kiyaslandiginda farkin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur (p<0,001). Calismada metilasyon ortalamasi over kanserli hastalarda 29,61
olarak belirlenmistir. Diger gruplarla ayr1 ayr1 kiyaslandiginda metilasyon ortalamasinin

anlamli olarak hasta grubunda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001).

Calismaya katilan tiim katilimcilar analiz edildiginde PRDM®6 geninde metilasyon
tespit edilen 130 kisinin biiyiik gogunlugunu (%56,2) over kanseri tanis1 almis hastalar
oldugu goriilmektedir. PRDM6 geni unmetile olan kisilerin ¢ogunlugun ise saglikli
kontrol grubunda yer alan kisiler olusturmaktadir. Overinde benign Kitlelere sahip 48
kisinin 36’sinda PRDM6 geni metile olmustur. Istatiki sonuglar degerlendirildiginde bu
kisilerinde gelecekte over kanseri acisindan takiplerinin yapilmasit gerekliligi
anlasilmaktadir. Biyobelirte¢ olabilecek molekiillerin  6zellikleri gbéz Oniinde
bulunduruldugunda PRDM6 gen metilasyon durumu, benign kitlelere sahip kisilerinde
gelecekte takiplerinin ve hastalik agisindan risklerinin belirlenmesi sonrasi over kanseri
tant ve teshisinde epigenetik bir biyobelirteg olarak degelendirilebilecegi
diistiniilmektedir. Ancak biyobelirtec¢ niteliginin kesin olarak 6l¢iilmesi i¢in daha biiyiik
hasta ve kontrol gruplariyla genin ekspresyonel farkliliklarinin da ortaya konularak

degerlendirilecegi ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ozetle, over kanserinde hipometile veya hipermetile oldugu belirlenen birgok gen
tanimlanmistir. PRDM gen ailesi igerisinde yer alan genlerin metilasyon durumlar1 bazi
calismalarda analiz edilmis ve farkli kanser tiirlerinde bu genlerin metile oldugu
belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda genin metilasyon durumununun yani sira ilgili kanser
dokusunda mRNA ekspresyon sevilyeleri de arastirilmistir. lgili dokularda gen
ekspresyonun diisiik olmast ile genin promotor metilasyonunun yiiksek olusu arasinda

baglantilar belirlenmeye ¢alisilmistir [53].

Bu calismada sadece PRDM6 geninin periferik kan 6rneklerinde metilasyon
durumu degerlendirilmistir. Ilgili genin over kanserinde biyobelirte¢ niteliginin tam
olarak degerlendirilmesi i¢in diger ¢alismalarda oldugu gibi doku diizeyinde ekpresyon
seviyelerinin de arastirtlmasina ihtiyag duyulmaktadir. Ayn1 zamanda ¢alismaya dahil

edilen hasta ve kontrol gruplarindaki kisi sayilari arttirilarak daha kapsamli bir caligma



37

dizayn1 ile sonuglarin giivenirliliginin arttirilmasi1 hedeflenmektedir. Calismada elde
edilen bulgular daha 6nce monozigotik ikizlerde yapilmis Oncii ¢alismay1 desteklemekte
ve PRDM6 geni ile over kanseri arasindaki iliskinin aydinlatilmasi adina katki

saglayacagi diisiiniilmektedir.
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