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KISALTMALAR

BNC1 : Basonuclin 1

CpG : Sitozin-Guanin Dizileri
dH20 : Distile su
dk : Dakika

DNA : DeoksiribonikleikAsit
DNMT : DNA metiltransferaz
MSP : Metilasyon-Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu

mi : Mililitre

PCDH8 : Protocadherin 8

PCR :Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RHK  : Renal Hiicre Karsinomu

Rpm : Dakikada devir sayis1

RT PCR : Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SCUBES3 : Signal Peptide CUB Domain and EGF Like Domain Containing 3
SFRP1 : Secreted Frizzled Related Protein 1

Sn : Saniye
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RENAL HUCRE KARSINOMUNDA ADAY TUMOR BASKILAYICI
BNC1, SCUBE3, SFRP1 ve PCDH8 GENLERININ EPiGENETIK ANALIZi

OZET

Kanser; viicudun bir organ veya dokusunda beliren bazi anormal hicrelerin
kontrolsiiz ve diizensiz bir sekilde proliferasyonu sonucu olusan bir hastaliktir. Bu
hicreler bir araya gelir ve tiimor olarak isimlendirilen bir kitle olusturur. Kanser
olusumu; bir hiicrenin, genetik yapisinda ardi ardina olusan kalitilabilir
degisikliklerin birikmesi sonucu, biiylime avantaji kazanmasi ile agiklanabilir.
Cevresel faktorlerin de etki ettigi kanser, genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu
olusan bir siirectir. Bu epigenetik degisikliklerin basinda metilasyon gelmektedir.
Yapilan c¢alismalar, c¢ok sayida kanser tiirlinlin olusumunda baz1 genlerin
hipermetilasyonlarinin etkili oldugu vurgusunu yapmaktadir.

Bobreklerde degisik tiplerde kanser geligebilir. Renal hiicreli karsinom (RHK)
bobrek tiimorlerinin iginde en yaygin olanmidir. RHK tiim kanserlerin %2-3'1uk
kismini olusturmaktadir. En yiiksek insidans, gelismis lilkelerde goriiliir.

Promotdr metilasyonu gibi epigenetik degisikliklerin tiimér supresor genleri
baskilayarak bobrek tiimdrogenezinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan
caligmalar g6z Oniine alindiginda klinik gidisat i¢in en anlamli prognostik metilasyon
markerlerinden bazilart BNC1, SCUBE3, SFRP1, ve PCDHS8’ dir.Bu calismada
amag, RHK hastalarinda bu markerlerin promotor bolgelerindeki metilasyon
durumunun tespit edilmesidir. Toplamda 22 hastanin parafine gomiilii tim&r dokusu
ve komsu normal dokusundan izole edilen DNA o6rneklerinde bisiilfit doniistimii
yapildiktan sonra Metilasyon Spesifik PCR yontemi uygulanmistir. Sonug¢ olarak;
BNC1, SCUBES, SFRP1, ve PCDH8 aday tiimor baskilayict genlerdeki promotor

bolge metilasyonunun RHK patogenezinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ancak bu sonuglarin kesinlesmesi i¢in farkli molekiiler tekniklere ve daha fazla
ornekle yapilan ¢alismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Renal Hicre Karsinomu (RHK), Epigenetik, Metilasyon
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EPIGENETIC ANALYSIS OF BNC1, PCDH8, SCUBE3 and SFRP1
CANDIDATE TUMOR SUPPRESSOR GENES iN RENAL CELL
CARCINOMA

SUMMARY

Cancer is a disease arising from irregular and uncontrolled proliferation of abnormal
cells found in a particular tissue and/or organ in the body. These cells form tumour
when they come together. Cancer formation can be explained as accumulation of
hereditary changes in the genetic structure of the cell. It is a process that results from
environmental factors, genetics and epigenetics changes. Methylation is the foremost
among the epigenetic changes. A great deal of studies emphasize that
hypermethylation of some genes has influence on the formation of many cancer
types. Different types of cancer can develop in kidneys. Renal cell carcinoma (RCC)
is the most common type of kidney cancer. It comprises 2-3% of all cancer types.
The highest incidence is seen in developed countries.It is observed that the incidence
of this disease is increased 2% in Europe and across the world.

It is known that epigenetic changes, like promotor methylation, have an important
role in kidney tumorigenesis by suppressing tumour suppressor genes. Some of the
most significant prognostic methylation markers are BNC1, SCUBE3, SFRP1 and
PCDH8. The purpose of this study is to determine the methylation situation in the
promotor regions of these markers in RCC patients. In the study, the DNA in tumour
tissues, which were embedded parafine, and adjacent normal tissues were isolated
from 22 patients and bisulfide conversion was made in these samples, and then
methylation-specific PCR method was applied. As a result, it is thought that the
methylation of promotor region in candidate tumour suppressing genes BNCL,
SCUBES, SFRP1 and PCDH8 influences RCC pathogenesis. However, more studies
that will be done with more samples and with different techniques are required to
finalize these results.

Keywords: Renal cell carcinoma (RCC), Epigenetics, Methylation
X1



1. GIRIS VE AMAC

Kanser diinyadaki onemli insan sagligi problemlerinden birisidir. Genlerdeki
mutasyonlar sonucu farkli organlarda kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin olusmasiyla
karakterize bir hastaliktir. Kanser, hem g¢evresel hem de kalitsal faktorlerden

kaynaklanmaktadir [1].

Bobrekler 12. sirt omuru ile 3. bel omuru arasinda uzanan, karin zar1 arka duvarinda
yerlesmis i¢ organimiz olarak bilinmektedir [2]. Bobrekte iyi huylu ve kot huylu
tiimdrler meydana gelebilmektedir. Viicutta gelisen kati tiimorlerin %2-3’iinii bobrek
timorleri kapsamaktadir. Bobrek tiimorlerinin yaklasik %85’ini renal hicreli
karsinomlar olusturmaktadir. Renal Hiicre Karsinomu tiim yetigkin kanser tiirleri
arasinda %3 ile {i¢iincii en sik goriilen kanser tiiriidiir. RHK, bobrek tubuluslerinin i¢
yiizeyini kaplayan hiicrelerde olusur ve biiyiiyerek tiimor haline gelir. RHK goriilme

oranlar diinyada stirekli olarak yiikselmektedir [3].

Bu calismada amag, RHK i¢in anlamli prognostik metilasyon markerlerinden oldugu
diistiniilen BNC1, SCUBE3, SFRP1 ve PCDHS’in promotdér bdlgelerindeki
metilasyon durumunun tespit edilmesi ve RHK ile iliskisinin belirlenmesidir. Bu
amacla toplam 22 hastanin parafine gomiilii timor dokusu ve komsu normal
dokusunun DNA’lar1 izole edilmisti. DNA Orneklerinde bisiilfit dontistimii
yapilmistir. Daha sonra bu promotdr bolgelere 6zgii metile ve anmetile primerler
tasarlanmistir ve Metilasyon Spesifik PCR yontemi uygulanmistir. Real Time PCR

ile genlerin promotor bolgelerindeki metilasyon orani kantitatif olarak belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz sekilde bdliinmesi, ¢ogalmasi ve
birikmesidir. Tek bir organi etkileyebilecegi gibi uzaktaki organlara da yayilarak
etkisini gosterebilir. Kanser; genlerdeki mutasyonlar ve patolojik hicre ici sinyal
iletimi sonucu farkli organlarda kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin olusmasiyla
karakterize bir hastaliktir. Kanser olusumu; tek bir hiicredeki mutasyon ya da
mutasyon dis1 kalitimsal sebeplerle baslayarak, ilerledikge yeni mutasyonlarla
metastatik 6zellik kazanan klonal bir stirectir [4].

Kompleks bir hastalik olan kanser ¢evresel ve kalitsal faktorlerden
kaynaklanmaktadir [5]. Beslenme, g¢evresel faktorler, kalitilan mutasyonlar ve
somatik mutasyonlar gibi faktorler kanserin agiga ¢ikma nedenlerindendir. Hanahan
ve Weinberg kanser hiicresini karakterize eden alti 6zelligi, biilyiime sinyallerinde
kendi kendine yetebilme, biiylimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlik,
apoptozdan kagabilme, sinirsiz boliinme, cogalma potansiyeline sahip olma,
anjiogenezi destekleyebilme, doku invazyonu ve metastaz yapabilme olarak
tanimlamiglardir.

Hiicrelerin boliinmesi genlerin kontrolii altinda oldugundan kanser temel olarak
genlerle iligkili bir hastaliktir. Kromozomlar iizerinde bulunan genler paketlenmis
durumdadir ve bu genlerin iizerindeki fiziksel veya kimyasal degisimler hiicrenin
islevini etkileyebilir. Genlerde olusan hasara bagl olarak DNA tamir mekanizmalari
genin iglevini tekrardan kazandirmaya caligsa da her zaman basar1 saglanamaz.
Bunun sonucu olarak genlerin Uriind olan proteinlerin eksik ya da hatali tiretilmesi
hiicresel islevlerde bozulmaya yol agar.

Genin islevini degistiren bir diger etmen ise genin yapisini degistirmeden
fonksiyonunu degismesine neden olan metillenme, asetillenme, fosforillenme,

ribozillenme gibi epigenetik modifikasyonlardir.



Bu modifikasyonlar yalniz 6zel bir lokasyon iizerinde etki gosterebilecegi gibi
kromozomlarin tamamini ya da blyuk bir bolimunt etkileyen bolgesel delesyonlar,
insersiyonlar veya inversiyonlar seklinde de gortlebilir [6].

Kanser olusumunda buyuk bir etkiye sahip olan {i¢ gen grubu bulunmaktadir. Bu
gen gruplar1 onkogenler, tiimdr baskilayici genler ve DNA tamir genleridir.

Hiicre biiylimesini ve farklilasmasini saglayan normal genler olan proto-onkogenler,
mutasyonlar, artmig gen ifadesi, gen duplikasyonlar1 ve kromozal yeniden
diizenlemeler nedeniyle etkin hale ge¢ip onkogen haline doniisebilirler.
Proto-onkogenler; nokta mutasyonlari, kromozomal translokasyonlar, yeniden
diizenlenmeler, gen amplifikasyonlari, hipermetilasyonlar ve hipometilasyonlar gibi
bir¢ok farkli yolla onkogenlere doniisiip kanser olusturma 6zelligi kazanmaktadirlar
[7].

Kanser olusumunda 6nemli diger bir etken olan timdr baskilayic1 genler; hiicre
proliferasyonunu baskilamakta ve apoptozun indiiklenmesinde gorev alir. Bu
genlerin kaybi veya aktif olmamasi sonucunda hiicre proliferasyonunda artma,
apoptoz siirecinde aksamalar gozlenmektedir. Bu nedenle tiimdr baskilayict genlerde

olusan mutasyonlar sonucu “islev kayb1” ortaya ¢ikmaktadir [8].

2.2 Renal Hiicreli Karsinom

Bébreklerde iyi huylu (benign) veya kot huylu (malign) timorler meydana
gelebilmektedir. Bobrek tiimorlerinin yaklasik %85°ini renal hiicreli karsinomlar
olusturur. Renal hiicreli karsinom (RHK), bobrek korteksinden kaynaklanir [5].

RHK kanserlerin %2-3'liik kismin1 olusturmaktadir. En yiiksek insidans, gelismis
tilkelerde goriiliir. hastaligin insidansinda yillik yaklagik %2 artis gézlenmektedir
[9].Yetiskinlerde goriilen tiim malign tiimorlerin %2’sini, tiim bobrek tiimorlerinin
ise %80’ini olustururlar. Genellikle 55-60 yaslar arasinda ve kadinlarda erkeklerin iki
kat1 siklikla goriliir.

Renal hiicreli karsinomu olan hastalar genellikle kotii prognoza sahiptir. 5 yillik
yasam siiresi %50, 10 yillik yasam siiresi ise %33’diir. Hastalarin %40’inda niiks

gorilmektedir [10].



Renal
Cell Cancer

Normal Kidney Renal Cell Cancer

Sekil 2.1 : Normal bobrek ve Renal Hiicre Karsinomlu bobrek.

RHK, bobrek iginde en sik gelisen kitlesel lezyondur. Klinik olarak sessiz ilerler ve
yiiksek oranda metastaz tespit edilmistir. Ik tanida yaklasik olarak hastalarmn %20-
30’u metastatik iken, nefrektomi uygulanan hastalarin %20-40’inda daha sonra

metastaz gelismektedir.

Renal hiicreli kanserlerde tedavi se¢eneklerinin sirast ve etkisi yapilan aragtirmalarla
onem kazanmaktadir. Bolgesel RHK i¢in cerrahi genellikle tedavi edicidir. Cerrahi
prosediir, hastanin yas1 ve hastaligin yayilimina bagli olarak radikal veya parsiyel
nefrektomiyi igerebilir. Cerrahi adayi olmayan goreceli kiiclik renal kitleli olan

hastalarda diger tedaviler se¢enek olabilir [11].

Stage Il Stage 1l Stage IV
To other organs A

)

Gerota’'s
fascia

Sekil 2.2 : Renal Hicreli Karsinomun evreleri.

2.3 Renal Hiicreli Karsinom Simiflandirilmasi

Onceki zamanlarda RHK geleneksel olarak 4 gruba ayrilmistir. Bunlar: Seffaf
hicreli, grandler hicreli, tubulopapiller ve sarkomatoid tipi renal hicreli
karsinomlardir.

Daha sonra yapilan c¢aligmalarla bu siniflama yeniden olusturulmustur ve kromofob

hiicreli karsinom adli bir alt grup ortaya konmustur [12].



Siniflama calismalari, 1981 yilinda DSO bobregin epitelyal neoplazilerini hiicre tipi
ozellikleri, yapisal 6zellikler ve orjinlerine gore gruplandirmasiyla baslamistir [13].

Thoenes ve ark. 1985 yilinda RHK’un kromofob tipini sunmuslar ve daha sonra
Mainz smiflamasmi ortaya ¢ikarmislardir. 1993 yilinda sitogenetik temelli, 1997
yilinda molekiiler genetik temelli Heidelberg-Rochester siniflamasi kabul edilmistir.
Heidelberg-Rochester siniflamasi yeniden gézden gegirilerek DSO 1998 smiflamasi,
Kovacs ile baglayan molekiiler aragtirmalarin sonuglarinin yeniden incelenmesiyle de

DSO 2004 siniflamasi ortaya ¢ikmistir [14].

Tablo 2.1 : Renal hiicreli Karsinom Siniflandirilmasi [15].

DSO 1981 Mainz 1986 Sitogenetik 1993
Adenom Adenom Papiller TUmorler
Renal Hucreli Karsinom Renal Hucreli Karsinom Berrak Hucreli Ttmorler
Diger Bellini’nin Duktal Onkositom Kromofob Tlmorler
karsinomu Onkositom
Tanimlanmamis Timor
Gruplari
Tablo 2.2 : Renal hiicreli Karsinom Siniflandirilmasi [15].
Heidelberg-Rochester1997 DSO 1998 DSO 2004
Benign Renal Hiicreli Adenom Benign
Malign Renal Hiicreli Karsinom Malign

2.4 Renal Hucreli Karsinom Tipleri

Berrak hicreli RHK’lerde neoplastik hiicreler berrak veya eozinofilik
sitoplazmalidir. Daha ¢ok akcigerlere yayilim gosterir. Bunun disinda lenfatik
yayillim veya retrograd emboli seklinde omurgalara yayilim gosterebilir. Berrak
hicreli RHK’de alisilmadik yerlere ve ge¢ metastazlar siktir [16].

Papiller Bdbrek Hducreli Kanser papiller veya tubulopapiller yapr gosteren
RHK’lerdir. Tim RHK’lerin %10’unu olustururlar. nekroza ugrayip, canli timor
hlcresi saptamak ¢ok guc olabilir.

Papiller RHK’lerde en sik 7 ve 17. Kromozom trizomisi ile Y kromozomu kaybi

goéralur [17].



Kromofob Bobrek Hiicreli Kanser belirgin hiicre zarlari olan, berrak ama transparan
olmayan sitoplazmaya sahip hiicrelerden olusan BHK alt tiiriidiir. Yapilan
calismalarda diger tiirlere gore hastaligin seyrinin iyi oldugu belirtilmistir [18].
Toplayic1 Duktus Kanseri (Bellini Duktus Kanseri) bobregin malign tiimorlerinin
%1’inden az bir bolimiini olusturan nadir bir tiirdlir. Tanis1 zordur ve diger
timorlerin ekarte edilmesi ile konabilir. RHK’lere gore daha farkli yerlesimli

ve daha agresif timorlerdir [19].

Bobrek mediiller kanseri, toplayict duktus kanseri gibi medulla yerlesimlidir. 20-40
yas civarinda ve orak hiicre anemili olgularda izlenir. Bu olgularda hemoglobin
geninin yer aldigi kromozom 11 monozomisi gosterilmistir. Genellikle tan1 esnasinda

bobrek disina yayilmistir ve metastazlar vardir [17].

2.5 Renal Hucreli Karsinomda Prognostik Metilasyon Markerleri

Promotor metilasyonu gibi epigenetik degisikliklerin timor supresér genleri
baskilayarak bobrek tiimorogenezinde dnemli bir rol oynadig1 bilinmektedir.

Son yillarda yapilan c¢alismalarda RHK’daki DNA metilasyon degisikliklerinin
siklikla klinikopatolojik Ozellikler ve hastanin sagkalimi ile iliskili oldugu

gosterilmistir.

Yapilan calismalar gz oniine alindiginda klinik gidisat i¢cin en anlamli prognostik

metilasyon markerlerinden bazilart BNC1, SCUBE3, SFRP1, ve PCDHS’ dir [20].
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Sekil 2.3 : BNC1(basonuclin) geninin 15. kromozomdaki lokalizasyonu.

BNC1 geni 15. Kromozomda lokalize bir gendir. Bu gen insanlarda zinc finger
protein basonuclini kodlar. Basonuclin 1 proteini epidermisin bazal htcre
tabakasinda ve kil folikiillerinde bulunur. Oositlerin farklilagmas1 ve embriyolarin
erken gelisiminde rol oynayabilir.

Farkli tiimor tiplerinde, transkripsiyon faktdrii olan basonuclin’in anormal

ekspresyonu bildirilmistir.



BNC1 promotdr metilasyonu ve bununla iligkili olarak genin susturulmasi meme
timorlerinin beyne metastazinda sik goriilmistiir. Birincil meme timarlerinin beyin
metastazlarina ilerlemesinde, = BNCl1'in genis bir hedef araligina sahip bir

transkripsiyon faktorii olarak rol oynayabilecegini gosterilmistir [21].
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Sekil 2.4 : SCUBE3 (Signal Peptide CUB Domain and EGF Like Domain
Containing 3) geninin 6. kromozomdaki lokalizasyonu.

SCUBE 3 geni 6. Kromozomda lokalizedir. Bu genin insan embriyonik bobrek
hiicrelerinde asir1 ekspresyonu hiicre ylizeyinde oligomerleri ve baglar1 olusturan bir
proteinin glikozile edilmis bir formunun salgilanmasina neden olur. Bu gen saglikli
dokuya kiyasla akciger kanseri tiimor dokusunda upregiile haldedir. SCUBE3’iin
akciger karsinomasinda giiclii sekilde eksprese edildigi bulunmustur.

Yapilan ¢alismalarda bu genin, TGF-p (transforme edici biiyime faktori-p) yolagini

tetikledigini ve daha sonra timor anjiyogenezini tegvik ettigi gosterilmistir [21].
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Sekil 2.5 : SFRP1 (Secreted Frizzled Related Protein 1) geninin 8. Kromozomdaki
lokalizasyonu.

SFRP1 geni 8. Kromozomda lokalizedir. Bu gen Frizzled proteinlerinin Wnt
baglanma alanina homolog bir sistein agisindan zengin alan iceren SFRP ailesinin bir
uyesini kodlar. SFRP ailesinin uyeleri Wnt sinyalizasyonunun modulatorleri olarak
hareket eder. SFRP genlerinin epigenetik olarak susturulmasi kanserle iliskili olan

Wnt yolaginin diizensiz aktivasyonuna yol acar.
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Sekil 2.6 : Wnt-B katenin sinyal yolagi.

SFRP1, RHK’da de dahil olmak iizere ¢esitli malignitelerle iligkili bir Wingless-type
(Wnt) antagonistidir. Bobrekte SFRP1 yiiksek oranda eksprese edilir ve bobrek
metanefrik gelisiminde gereklidir. Yapilan calismalarda SFRP1'in metastatik RHK'da
up-regiile edildigi tespit edilmistir [22].
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Sekil 2.7 : PCDH8 (Protocadherin 8) geninin 13. kromozomdaki lokalizasyonu.
13. kromozomda lokalizedir.PCDH8 geni kadherin superailesinin bir alt ailesi olan

protokadherin gen ailesine aittir. Bu gen, hiicre adhezyonunda goérevli oldugu
diisiiniilen bir proteini kodlar. Genellikle 15-17 ekzon tarafindan kodlanan
kadherinlerin aksine PCDH8 geni sadece 3 ekzon icerir.

PCDHS kadherin ailesinin bir iiyesidir. Kadherinler, timdrogenez sirasinda hiicre
morfolojisi, temas inhibisyonu ve sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Yapilan caligmalarda metillenmis PCDH8’in , lenf nodu metastaz1 ile anlaml
derecede iliskisi bulunmustur. PCDHS8'in metilasyonunun meme kanseri olan

hastalarda yiiksek oldugu gézlenmistir [23].

2.6 Epigenetik

Epigenetik en sade tanimiyla gevre ve genetik arasindaki etkilesimdir. DNA baz
dizilimini degistirmeden, gen ifadesinde degisikliklere yol acan farkli suregleri ifade

etmekte kullanilir.



Epigenetik terimi ilk kez Waddington tarafindan 1942’de vicuttaki tum hdcrelerin
ayni DNA dizilimine sahip olmasina ragmen, farkli genleri ifade etmelerini
aciklamak amaciyla kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar, epigenetigin yalnizca gelisim
sirasinda degil, eriskin yasamda da gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynadigini
ortaya koymustur [24].

Epigenetik mutasyon olarak adlandirilan CpG adaciklarindaki metilasyon degisikligi
canlimin gen ifadesini degistirebilir. Epigenetigin gen ifadesi kontrolindeki énemli
etkisi transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulagsmasini engelleyecek degisiklikler
yaratmasidir. Epigenetik degisiklikler kalicilardir. Bu kalict yapilarina ragmen,
epigenetik degisiklikler ayn1 zamanda geri ¢evrilebilir niteliktedir.

Cevresel kosullarin degistirilmesi, ilag, terapi gibi dis miidahaleler ile gen ifadesinin
kontrol edilmesi mimkdinddr. Epigenetik mekanizmalar dogrudan ve dolayli olarak
gen ifadesini kontrol eden mekanizmalar olarak ikiye ayrilmaktadir. Gen ifadesini
dolayli yoldan kontrol eden mekanizmalar daha ¢ok transkripsiyon sonrasi
mekanizmalar1 etkileyerek protein sentezini engellemesini igermektedir. Gen
ifadesini dogrudan etkileyen mekanizmalar ise kromotin modifikasyonlar1 ve DNA
modifikasyonlar1 olarak iki grupta incelenmektedir. DNA modifikasyonlari
igerisinde en iyi bilinen ve en islevsel olant DNA metilasyonudur [25].

2.6.1 DNA Metilasyonu

Insanda gozlenen epigenetik degisikliklerin basinda CpG dintkleotidleri igerisinde
bulunan sitozinlerin metilasyonu gelmektedir. Bazi genler , DNA dizilerindeki
metilasyonla susturulmaktadir. Genlerin CpG adaciklarinin metilasyonu, kanserde
gen susturulmalarinda; gen delesyonu ve gen mutasyonlar: ile esit 6neme sahip

olarak gorulmektedir.

?

® ;
? = CpG dintkleotidi = Metile CpG dinukleotidi

Sekil 2.8 : Memeli genomundaki CpG adaciklari [26].



Okaryotlarda DNA metilasyonu; sitozin halkasinin 5. posizyonundaki karbonuna
metil grubunun(CH3) eklenmesiyle meydana gelmektedir. Memeli hicrelerinin
genomik DNA’larinin yaklasik olarak %3-5’inde sitozin bolgelerinde metilasyon
gorulmektedir. Bu modifikasyon, DNA eslenmesinden sonra meydana gelir ve bu
olay DNMTI1 (DNA metiltransferaz) enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Bu

enzim, metile olmamig bolgelerde de de novo metilasyona neden olabilmektedir [26].

/:u DNA mothyftransferases CH;
5 S - ademosymetheocnae N s
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Sekil 2.9 : Sitozinin DNA metiltransferaz ile metillenmesi (metilasyon).

2.6.1.1.Metilasyonun Arastirilmasinda Kullanilan Metodlar

Sitozin metilasyonunun analizi i¢in bisiilfit reaksiyonuna bagli metotlar
gelistirilmistir. Bisiilfit metodunda, ilk olarak DNA sodyum bisiilfit ile muamele
edilir ve DNA’ da sitozinler urasile doniistiiriiliir; ancak, 5-MeC’ ler ayni, yani
sitozin seklinde kalirlar. DNA dizisi, daha sonra bisiilfit ile muamele edilmis DNA
icin 6zgll primerler kullanilarak PCR ile gogaltilir. 5-MeC’ nin arastirilmasinda
kullanilan bisiilfit reaksiyonu disinda Southern Blot, Restriksiyon enzimi-PCR,
bisiilfit DNA dizi analizi, metilasyona hassas tek niikleotid primer uzamasi (Ms-
SNuPE), Restriksiyon belirte¢ genomik taramasi (RLGS), Diferansiyel metilasyon
hibridizasyonu (DMH), DNA mikroarray ve metilasyon spesifik PCR (MS-PCR)
gibi birgok metot gelistirilmistir [27].

Southern blot yontemi , metilasyon analizinde en sik kullanilan metoddur. Bu
metodda; genomik DNA, ayni dizilim igin spesifik olan methylation-sensitive ve
insensitive endonukleazlarla kesilir.

Daha sonra restriksiyon fragmentleri agaroz jelde ayrilir, bir membrana trasfer edilir

tahmin edilen biyiikliikteki bantlarin varligini ortaya ¢ikaracaktir.
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Restriksiyon Enzim PCR’1 Genomik DNA metilasyon-sensitive ve metilasyon
insensitive restriksiyon enzimleri ile kesilir ve daha sonra pargalanmis DNA hedef
dizinin  kanatlari olan primerlerle amplifiye edilir. Metilasyon-sensitive
endoniikleazlarin kullanimi, eger hedef dizi metilenmis CpG alanlar igeriyorsa
tahmin edilen bir blyuklikte DNA amplifikasyonunu olasi hale getirir. Metilasyon-
insensitive bir endoniikleazin kullanimi ile, hedef DNA dizisinin metilasyon durumu
ne olursa olsun amplifikasyon olasi olmayacaktir. Bu teknik yine de hedef bir
dizideki DNA metilasyonunun birincil segicisi olarak oldukga faydalidir [27].
Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MS-PCR), yonteminde bisilfit
muamelesinden sonra metillenmis ve metillenmemis DNA arasinda var olan dizi
farkliligindan faydalanilir. MS PCR’da bilsiilfit muamelesinden sonra degisiklige
ugramis promotor bolgesinin amplifikasyonu i¢in metilasyona 6zgii olan ve olmayan
farkli primer ciftleri kullanilir [28].

MS-PCR; DNA’ nin bir bolgesindeki metilasyonun varliginin analizi igin oldukca
hizli bir yontemdir [29].

DNA metilasyon analizlerinin gelismesinde kullanilan yontemlerden biri bistilfit
modifikasyonudur. Sodyum bisiilfit modifikasyonu, DNA’daki metillenmemis
sitozinlerin urasile doniismesi ve metillenmis sitozinlerin degismeden kalmasi
temeline dayanmaktadir [30]. Modifikasyondan sonra PCR ydntemi ile
amplifikasyon ve ardindan sekanslama ile DNA’daki metillenmis ve metillenmemis
bolgeler ayirt edilebilir [31].

DNA’nin bistilfit modifikasyonundan sonra, metillenmis CpG dizilerine 6zgii olarak
tasarlanan metil-spesifik primerler kullanilarak DNA amplifiye edilir ve olusan
fragmentler jel elektroforezinde yuritulir. Bu ydnteme Metilasyon-Spesifik PCR
(MSP) denir [32]. MSP, hizli ve yiiksek hassasiyete sahiptir ancak kantitatif degildir.
Bu yoOntemin Kkantitatif sonuclar veren alternatifi MethylLight ydntemidir.
MethylLight yonteminde metil-spesifik primerlere ek olarak metil-spesifik floresan

isaretler kullanilir ve amplifikasyon RT-PCR cihaz1 ile gergeklestirilir [33].
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Malzemeler

Ksilen, Etil alkol, dH.O,DNA izolasyon kiti( Zymo Quick DNA Miniprep Plus Kit),
Bisulfite EZ DNA Methlation Gold Kit(Zymo), Eurogreen 2X gPCR master mix

3.2 Cihazlar

Buz Makinesi (Scotsman) DNA’ lar i¢in gerekli 1s1 degisimlerini saglamak amaci
ile kullanildz.

Is1 Blogu Orneklerin inkiibasyonu icin kullanildi.

Real Time PCR Cihaz1 (BioRad) Amplifikasyona bagli DNA artisinin 6l¢iimiinii

belirlemek i¢in kullanildi.

Santrifij Parafinden DNA izolasyonu ve bisiilfit muamelesi asamalarinda

kullanildi.

Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific) izole edilen DNA’larmn

konsantrasyonunu tayin etmek i¢in kullanildi.

Shaker Parafin dokudan DNA izolasyonunun On asamalarinda Orneklerin

inkiibasyonu i¢in kulllanildi.

Vorteks Parafin dokudan DNA izolasyonunun 6n asamalarinda ksilenin parafini

¢ozmesine yardimer olmak amaciyla kullanildi.

3.3 Caliyma Materyali

RHK tanisi kesinlesmis, hem tiimor hem de normal dokusu mevcut bulunan 22 RHK
hastas1 ¢alismaya dahil edilmistir. Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali tarafindan patolojik degerlendirme ve teshis koyma amaciyla
hastalardan temin edilmis ve arsivlenmis parafine gomiilii doku bloklar1 ¢alismada
kullanilmistir. Timoér ve normal dokulardan olusan toplam 22 parafine gomiilii

dokudan 8p kalinliginda 3’er kesit alinmig ve 1.5 ml tiipler igerisine yerlestirilmistir.
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3.4 Parafin Dokudan DNA Izolasyonu

o Parafin dokudan DNA izolasyonu i¢in Zymo Quick DNA Miniprep Plus Kit
kullantlmistir.

e Parafin bloga gomiilii kesitten 10 pm 3 kesit alinarak DNase RNase free
1.5’1ik eppendorflara alinmistir.

e Uzerine 800 uL Xylene eklenmistir ve vorteks yapilmistir.

e (Oda sisinda 10 dakika shaker’da inkiibasyona birakilmistir.

e 16000 rpm* de 20 °C’de 3 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatant atilmistir ve bu adimlar 3 defa tekrarlanmustir.

e 800 pL %100 etanol eklenip vorteks yapilmistir.

e 16000 rpm’de 3 dk santrifiij yapilmistir ve siipernatant atilmistir.

e 800 pL %75 etanol eklenmistir ve vorteks yapilmaistir.

e 16000 rpm’de 3 dk santrifiij yapilmistir ve siipernatant atilmistir.

e 800 pL dH20 eklenmistir, vorteks yapilmistir ve 5 dk santrijiij edilip
siipernatant atilmistir.

e 95 uL DNase RNase free su, 95 pL solid tissue buffer ve 20 uL proteinaz K
eklenip vorteks yapilmaistir.

e Ornekler 1s1 blogunda 55 °C’de 1 saat, 94 °C’de 1 saat bekletilmistir.

e 16000 rpm’de 2 dk 20 °C de santrifiij yapilmis siipernatant yeni tiipe alinmis
ve pelet atilmistir.

e Uzerine 950 pL Genomic Binding Buffer eklenmistir ve tiip birkac kez alt iist
edilmistir.

e Karigim yeni toplama tiipine alinmistir ve 12000 rpm’de 2 dk santrifiij
yapilmistir.

e Tipiin altindaki s1v1 dokiilmiistiir, 400 pL DNA pre wash buffer eklenmistir
ve 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

e 700 uL gDNA wash buffer eklenmistir ve 12000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmistir.

e 200 pL gDNA wash buffer eklenmistir ve 16000 rpm’de 2 dk santrifijj

edilmistir.
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e Filtre 1.5 mL’lik eppenddorflara alinmistir, lizerine 50 pL DNA elution
buffer eklenmistir ve 16000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

e Blank olarak elution buffer kullanilarak spektrofotometrede okutulmustur.

e Buislemden sonra DNA’lar +4 °C’de saklanmustir.

3.4.1 izole Edilen DNA’ larin Kontrolii
Izolasyonu gerceklestirilen DNA’larmn kalitesi ve miktarlar1 spektrofotometre ile
olgiimler yapilarak belirlenmistir. Olgiimleri gerceklestirilen DNA’larla ilgili

hesaplamalar yapilmastir.

3.5 Bisiilfit Doniisiimii Asamasi

e Bisiilfit doniisiimii asamasinda Zymo Bisiilfite EZ DNA Methlation Gold Kit
ile izole edilen DNA lara muamele edilmistir.

e 900 puL dH20 300 pL M dilution buffer ve 50 pL dissolving buffer
karistirilarak CT conversion reagent elde edilmistir.

e 20 puL DNA ornegi iizerine 130 uL CT conversion reagent konulmustur.

e Omnekler 98 °C’de 10 dk, 64 C’de 150 dk bekletilmistir.

e Kolona 600 pL. M binding buffer eklenmistir ve toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

e Uzerine &rnekler konulmustur, kapaklar kapatilip tiipler ¢alkalanmustir.

e 30 sn 14000 rpm’de santrifiij yapilmistir ve slipernatant atilmistir.

e 100 uL M Wash Buffer eklenmistir ve 30 sn santrifiij edilip siipernatant
atilmastir.

e 200 uLL M Desulphonation Buffer eklenmistir ve 6rnekler oda sicakliginda 15
dk inkiibasyona birakilmstir.

e Inkiibasyondan sonra 30 sn santrifiij yapilip siipernatant atilmustur.

e 200 uL M Wash Buffer eklenip 30 sn santrifiij yapilmistir, siipernatant
atilmistir ve bu islem 2 defa tekrar edilmistir.

e Kolon ependorflara alinmistir ve tizerine 30 uLL Elution Buffer eklenmistir.

e 30 sn santrifiij edilip 6rnekler spektrofotometrede dl¢iilmiistiir.

e Buislemlerden sonra DNA -20 °C’de saklanilmistir.
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3.6 Primer Tasarmmi

e BNC1, SCUBE3, SFRP1, ve PCDH8 genlerinin promotor bélgelerine 6zgu
primerler tasarlanmistir.

e Methprimer primer dizayn programi adli programdan reverse ve forward
primerler tasarlanmistir.

e Her bir primer ¢ifti i¢cin hem metile hem anmetile primerler tasarlanmistir.

3.6.1 Primer Bilgileri

Tablo 3.1 : BNC1 Metile(M) ve Anmetile(U) Forward(F) Reverse(R) Primer

Bilgileri.
Primer Dizi Bilgisi Sicaklik %GC
BNC1 MF GGTTGGAAGTCGGGTCGAGT 57°C %60

sgoc %55
BNC1 MR ACACGAAACCGACGAAACGC
BNC1 UF %6°C 450
TTGGGTTGGAAGTTGGGTTGAG
AACACAAAACCAACAAAACACTCCC
BNC1 UR 56°C
9640
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Tablo3.2 : SCUBE3 Geni Primer Bilgileri.

Primer Dizi Bilgisi Sicaklik %GC
SCaEE3 GTTTCGAGCGAAAAGTCGGAT 57°C %48
SCUBE3

MR TCGAACGAAATTCTAAAACGCGTAA  5geC %36

0

SCUBES3

UF GTTTTGAGTGAAAAGTTGGAT 49°C %33
SCUBE3

UR TCAAACAAAATTCTAAAACACATAA  5goc o400

Tablo 3.3 : SFRP1 Geni Primer Bilgileri.

Primer Dizi Bilgisi Sicaklik %GC

o 0,
S%ﬁ“ GTTGGAGTACGAGATTATGGCGG 58°C %52

Sizsl AAAACCAACGACACGAATAAATAAACC  sgoc %33

SFRP1
UF  GTTGGAGTATGAGATTATGGTGG 54°C %44

SFRP1 AAACCAACAACACAAATAAATAAACC 52°C %27
UR
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Tablo 3.4 : PCDH8 Primer Bilgileri.

Primer Dizi Bilgisi Sicaklik %GC
PCN[l)l':fs TAGAGTTCGTTGGAGGTTCG 95°C 50
PCDHS 56°C %39

MR AATCTCAAACTCTCGAAATCACG

PCDH8

UF GAGTTTGTTGGAGGTTTGGAG 53°C  opag
pcoHg ~ CAAACTCTCAAAATCACACTCTTTAC  55oc oo
UR

e Primerler metile ve anmetile olarak methprimerdan tasarlandiktan sonra
Sentegen firmasina siparis verilmistir.

e Kurutulmus (liyofilize) halde gelen primerler stok haline gelmeleri i¢in 100
pL stok pL TE baglhikli kolonda belirtilen miktar kadar nuclease free su ile
¢Ozulmistiir.

e 20 pL forward primer 20 pL reverse primerden alinarak ilizerine 200 pL

dH20 eklenip ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir.

3.7 Real Time PCR

DNA amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig gésteren floresans sinyalin 6l¢iilmesi
ile kantitatif sonug¢ verebilen bir PCR yontemi olan Real Time PCR ‘da cift iplikli
DNA ya baglandiginda floresan sinyal veren Syber Green kullanilarak
amplifikasyona bagli DNA artis1 6l¢tilmistiir.

Gerekli tiim materyaller asagida belirtilen miktarlarda bir araya getirilerek reaksiyon

baslatilmistir.
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Tablo 3.5 : Real Time PCR bilesenleri.

Bilesen Miktar (uL)
Eurogreen 2X gPCR 7ouL
master mix

Forward Primer 0.45 uL
Reverse Primer 0.45MI
6.05 uL

H.O 1mL

DNA

PCR reaksiyon dongiileri Tablo 3.6 da gosterilmistir.

Tablo 3.6 : Real Time PCR reaksiyon dongusu.

Sicaklik (°C) Sire N
95°C 10 dk
950C 10 sn > 39 Tekrar
5 20 sn
60°C 20 sn
4°C ©
_/

3.8 istatistiksel Analizler

Real Time PCR sonucu dikkate alinarak metilasyon durumu tespit edilmistir. Elde
edilen veriler “SPSS 13,0 for Windows” programi ile analiz edilerek incelenmis olup
p>0,05 degeri istatistiksel olarak anlamsiz, p<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hastalara Ait Bulgular

Bu calismada; Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nda tan1 alan hastalar arasindan tarama yapilarak ¢alisma grubumuza uygun 11
RHK’li hastanin normal ve tiimoérlii dokularindan toplam 22 doku blogu secilmistir.
Calismamiza dahil edilen RHK tanisi1 konmug 11 hastanin 9’u (%81,8) erkek, geri
kalan 2’si (%18,2) ise kadindir.

4.2 DNA Kantitasyon Sonuclari

RHK hastalarina ait parafine gomiilii timorlii doku ve normal doku 6rneklerinden
toplam 22 genomik DNA izolasyonu basariyla gergeklestirilmistir. DNA 6rneklerinin
konsantrasyonlar1 6Slgiildiigiinde normal DNA konsantrasyonu ortalamasi 70,83
pg/ml ve timorli DNA konsantrasyonu ortalamast 60,21 pg/ml olarak tespit
edilmistir. Izolasyon asamas1 sonrasi bisiilfit modifikasyonuna hazirlik asamasinda

elde edilen genomik DNA distile su ile seyreltilerek konsantrasyonlar: esitlenmistir.

4.3 BNC1 Genindeki Metilasyon Durumu

Referans gen BNCI1 kullanilarak yapilan real-time PCR analizi sonucu p degeri

0,009 olarak belirlenerek istatiksel olarak anlamli bir deger bulunmustur.
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Sekil 4.1 : BNC1 geni metile saglikli doku Real Time PCR erime egrisi
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Sekil 4.2 : BNCI geni anmetile saglikli doku Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.3 : BNC1 geni metile hasta 6rnegi Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.4 : BNC1 geni anmetile hasta 6rnegi Real Time PCR erime egrisi.

Tablo 4.1 : BNC1 geni i¢in hasta ve kontrol dokularindaki metilasyonun yiizdelik

dagilimlari.
BNC1 Hasta Kontrol
Metile %0 % 7,1
Anmetile %0 %42,9
Metile+Anmetile %100 %50
Toplam %100 %100
120
100
80
60
40
20 . H Hasta ylizdeleri
0 - ' ' . M Saglikli yuzdeleri
Q Q Na
%Q/ .\\Q/ Q@
¥ &
Q&

Sekil 4.5 : Tiimor ve saglikli dokuya gore BNC1 geni i¢in metilasyon dagilimlart.
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4.4 SCUBE3 Genindeki Metilasyon Durumu

Referans gen SCUBE3 kullanilarak real-time PCR analizi sonucu i¢in p degeri 0,671
olarak belirlenerek istatiksel olarak anlamli bir deger bulunamamustir.
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Sekil 4.6 : SCUBE 3 geni metile saglikli doku Real Time PCR erime egrisi
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Sekil 4.7 : SCUBE 3 geni anmetile saglikli doku Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.8 : SCUBES3 geni metile hasta 6rnegi Real Time PCR erime egrisi
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Sekil 4.9 : SCUBE3 geni anmetile hasta 6rnegi Real Time PCR erime egrisi.

Tablo 4.2 : SCUBES3 geni igin hasta ve kontrol dokularindaki metilasyonun yiizdelik

dagilimlari.
SCUBE3 Hasta Kontrol
Anmetile %41,7 %50
Metile+Anmetile 9058,3 %50
Toplam %100 %100

70

60

50

40 -~
M Hasta Ylzdeleri
30 - m Saglikli Yiizdeleri

20 -

Anmetile Profil Metile+Anmetile Profil

Sekil 4.10 Timor ve saglikli dokuya gore SCUBE3 geni i¢in metilasyon dagilimlari.

4.5 SFRP1 Genindeki Metilasyon Durumu

Referans gen SFRP1 kullanilarak real-time PCR analizi sonucu p degeri 0,135 olarak
belirlenerek istatiksel olarak anlamli bir deger bulunamamustir.
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Sekil 4.11 : SFRP1 geni metile saglikli doku Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.12 : SFRP1 geni anmetile saglikli doku Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.13 : SFRP1 geni metile hasta 6rnegi Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.14 : SFRP1 geni anmetile hasta 6rnegi Real Time PCR erime egrisi.

Tablo 4.3 : SFRP1 geni i¢in hasta ve kontrol dokularindaki metilasyonun yiizdelik

dagilimlari.
SFRP1 Hasta Kontrol
Anmetile %60 %091,7
Metile+Anmetile %40 %38,3
Toplam %100 %100

100

80

60 -

40 - B Hasta ylizdeleri

20 | B Saglikl yazdeleri

Anmetile Profil Metile+Anmetile
Profil

Sekil 4.15 : Tiimor ve saglikli dokuya gore SFRP1 geni i¢in metilasyon dagilimlari.

4.6 PCDH8 Genindeki Metilasyon Durumu

Referans gen PCDHS8 kullanilarak real-time PCR analizi sonucu p degeri 0,680

olarak belirlenerek istatiksel olarak anlamli bir deger bulunamamustir.
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Sekil 4.16 : PCDHS geni metile sagliklt doku Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.17 : PCDHS8 geni anmetile saglikli doku Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.18 : PCDH8 geni metile hasta 6rnegi Real Time PCR erime egrisi.
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Sekil 4.19 : PCDHS8 geni anmetile hasta 6rnegi Real Time PCR erime egrisi.
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Tablo 4.4 : PCDH8 geni igin hasta ve kontrol dokularindaki metilasyonun yiizdelik

dagilimlari.
PCDHS8 Hasta Kontrol
Anmetile %54,5 %066,7
Metile+Anmetile %45,5 %33,3
Toplam %100 %100

80

70

60
50 -

40 - W Hasta yiizdeleri

30 - W Saglikl Yiizdeleri
20 -

10 -

Anmetile Profil Metile+Anmetile Profil

Sekil 4.20 : Tiimor ve saglikli dokuya gére PCDHS8 geni i¢in metilasyon dagilimlari.

Bu c¢alismada RHK hastalarina ait doku orneklerini saglikli kontrol grubuyla
karsilagtirdigimizda referans genler PCDH8, SCUBE3 ve SFRP1 i¢in yapilan real-
time PCR analizi sonucu p degeri 0,05’ten biiyiik olarak belirlenerek istatiksel olarak
anlamli bir deger bulunamamistir. Diger referans gen BNCI icin ise p degeri
0,05’ten kii¢iik olarak belirlenmistir ve bulunan sonuglar istatistiksel olarak
anlamlidir. Bu ¢alismamiza benzer olarak yapilan ¢alismalardan bir tanesi Peters I.
ve arkadaslarmin 18 Renal Hiicreli Karsinoma hastasinda aday tiimor baskilayici
genlerinin metilasyon seviyelerini belirlemeye yonelik yaptiklar1 calismadir.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda CST6 ve LAD1 genlerindeki hipermetilasyonun
antianjiyojenik tedavi alan mRHK hastalarinda sag kalim ile iligkili oldugunu tespit
etmislerdir [34].

Peters ve Dubrowinskaja (2014), 18 Renal Hiicreli Karsinoma hastasinda bazi timor

baskilayic1 genlerinin metilasyon seviyelerini belirlemeye y0Onelik yaptiklar
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caligmalarda CST6 ve LAD1 genlerindeki hipermetilasyonun antianjiyojenik tedavi
alan mRHK hastalarinda sag kalim ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir [34].
Sharanjot ve ark. SFRP1° in RHK dahil gesitli malignitelerle iliskili oldugunu tespit
etmislerdir [35].

Morris vd. (2011), Renal Hucreli Karsinomda metillenmis ve susturulmus genleri
tanimlamak i¢in bir genom stratejisi kullanmiglardir.

9 RHK tuméra ve 3 normal bobrek dokusu ornekleri tizerinde metillenmis 56 aday
timor baskilayici genden 9 geni teyit etmislerdir; SCUBE3 metilasyonunun kanser
6lum veya tekrar riski ile 6nemli 6l¢tide iligkili oldugunu belirtmislerdir [36].

Morris vd. yaptiklart ¢alismalar sonucunda WNT yolagt inhibitorlerining, RHK
vakalarinda epigenetik olarak inaktive edildigini bildirilmislerdir. SFRP1, SFRP2,
SFRP4, SFRP5 ve Dickkopf (DKK1, DKK2 ve DKK3) genlerinin de renal hicreli
kanserlerde siklikla metillendigi belirtilmistir [36].

Koen Dreijerink vd. (2001), aday tiimor baskilayici bir gen olan RASSF1A’nin
hipermetilasyon dizeyini RHK hastalarinda incelemisler ve 43 primer tiimoriin
39°’unda RASSF1A promotor bolgede hipermetilasyon tespit etmislerdir. RASSF1A
promotdr  bolgesindeki  metilasyonu  sonucuna  bagli  olarak mRNA
transkripsiyonunun gercgeklesmedigini bildirmislerdir [37].

Makoto Suzuki vd. (2004), Metilasyon spesifik PCR yontemi ile 35 akciger kanseri
hiicre hatt1 ve toplam 167 primer tiimorlii bireyde RPRM aday tiimdr baskilayict gen
ifadesini incelemislerdir. Bu genin metilasyon analizi sonucunda, kuguk hcreli
olmayan akciger kanseri (KHDAK) hiicre hatlarinda %32, kii¢lik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) hiicre hatlarinda %6 ve primer tiimdrlerde %31 oraninda metilasyon
tespit etmigslerdir. Akciger kanserlerinde RPRM genindeki hipermetilasyonun
sikliginin yuksek oldugu ve bunun p53 bagimsiz bir sekilde gergeklestigi sonucuna
varmiglardir [38].

Van Vlodrop vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, 185 berrak Renal Hiicreli
Karsinom doku o6rnegi kullanilmistir. Bu g¢alismada GREM1 geninin promotor
bolgesinin yiksek seviyede metillenmis oldugu bildirilmistir. Ayrica bu promotor
bolge hipermetilasyonun tiimoriin gapi, derecesi, evresi ve prognozuyla iliskili
oldugu da tespit edilmistir [39].

Yi JM vd. (2013), pankreas kanserinde ADAMTSI1 ve BNCI1 tiimor baskilayici

genlerinin metilasyon analizini ger¢eklestirmislerdir.
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Calismada 173 hastadan metilasyon analizi yapilmistir ve pankreas kanserlerini tespit
etmek i¢in bir nanoparcacik ozellikli MOB (Methylation On Beads) teknolojisi
kullanilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, pankreas kanserli hastalarda BNC1 geninde
%92 ve ADAMTS] geninde %68 oraninda metilasyon goriilmiistiir.
Hipermetilasyonun erken evre pankreas kanserlerini tespit etmek igin biyolojik
marker olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [40].

Bu tez ¢alismasinda BNC1, PCDH8, SCUBE3 ve SFRP1 genlerinin metilasyon
durumlar1 Real Time PCR yapilarak incelenmistir. Daha sonra SPSS yardimiyla
hasta ve kontrol dokular1 arasindaki metilasyon dagilimlarina bakilmis ve p degerleri
hesaplanmistir. BNC1 geni igin yapilan hesaplamada p degeri 0,009 olarak
bulunmustur ve bu sonu¢ BNC1 geninin metilasyon durumunda hasta ve kontrol
dokular1 arasinda anlamli bir fark oldugunu belirtmektedir. PCDH8, SCUBES3 ve
SFRP1 genlerinde ise hesaplanan p degerleri 0,05’den biiyiikk bulunmustur ve bu
sonu¢ bu genler igin hasta ve kontrol dokular1 arasinda anlamli bir fark olmadigin

belirtmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan
patolojik degerlendirme ve teshis koyma amaciyla hastalardan temin edilmis ve
arsivlenmis parafine gomiilii doku bloklar1 ¢alismada kullanilmistir. Calismamiza
dahil edilen RHK tanis1t konmus 11 hastanin 9’u erkek, geri kalan 2’si ise kadindir.
Secilen 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmistir ve izole edilen DNA’lara bisiilfit
doniistimii yontemi uygulanmistir. BNC1, PCDHS8, SCUBE3 ve SFRP1 genleri i¢in
promotor bolgelere 6zel metilasyon spesifik primerler tasarlanmistir ve Real Time
PCR yontemiyle kantitatif olarak analiz yapilmistir. BNC1, PCDH8, SCUBE3 ve
SFRP1 genlerinde hasta ve kontrol dokulari arasindaki metilasyon dagilimlari

hesaplanmustir.

Sonu¢ olarak PCDHS, SCUBE3 ve SFRPI genlerinde anlamli bir deger
bulunamamaistir. Ancak BNC1 geninde hasta ve kontrol dokular1 arasinda anlamli bir
fark oldugu goriilmistiir. Bu sonug literatiirdeki benzer ¢aligmalar ile de uyumluluk
gostermektedir. BNC1 geni insanlarda zinc finger protein basonuclini kodlar.
Oositlerin farklilasmasi ve embriyolarin erken gelisiminde rol oynayabilir.Farklh
tumor tiplerinde, transkripsiyon faktorl olan basonuclinin anormal ekspresyonu
bildirilmistir. BNC1 promotdr metilasyonu ve bununla iligkili olarak genin
susturulmas1 meme tiimorlerinin beyne metastazinda sik goriilmiistiir.Birincil meme
timorlerinin beyin metastazlarina ilerlemesinde, BNC1'in genis bir hedef araligina
sahip bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynayabilecegini gosterilmistir. BNC1
geninin bu oOzellikleri de ¢alismamizi dogrular niteliktedir. Yaptigimiz calismada
kullanilan vaka sayis1 sinirli olmasi sonuclarin kesinligini etkileyebilir. Daha fazla
ornekle ve parafin dokuya gomiilii olmayan taze dokular ile calismak daha kesin
sonuglar alinmasin1 miimkiin kilacaktir. Ayrica renal karsinoma alt tiplerinin sadece
bir tanesinin spesifik olarak segilip bu sekilde calismalar yapilmasi da homojen bir

dagilim saglayacagi i¢in daha dogru sonuglar elde edilmesine imkan taniyacaktir.
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