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PTCH1 GENINDE MEYDANA GELEN EPiGENETIK
DEGISIMLERIN MiDE KANSERLI OLGULARDA
INCELENMESI

OZET

Gastrik kanser (GC) diinyada teshisi konulan dordiincii en sik kanser olmakla beraber,
mortalitesi yiiksek ve prognozu kétii bir malignitedir. Yapilan molekiiler calismalarda,
hedhehog sinyal yolagmin bir proteini olan PTCHI reseptor regililasyonunun
bozulmasinin mide kanserine sebep oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, bu ¢alismada
cerrahi gastrektomi uygulanmis mide kanserli olgulardan rezekte edilen tlimor
dokularinda, PTCH1 geninin epigenetik degisimi ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan
ekspresyonel farkliliklarin incelenmesi amaglanmigtir.Calismaya, gastrik kanser tanili,
50-70 yas araliginda, 13 erkek ve 9 kadin hastadan cerrahi gastrektomi ile rezekte
edilmis tiimor dokusu ve tiimorden uzak bir bolgeden alinmis kontrol dokusu dahil
edildi. Elde edilen dokulardan ticari izolasyon kiti yardimiyla DNA izole edildi. izole
edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra uygun kosullarda bisiilfit
dontistimii yapildt ve EpiTect Metil 2 PCR Sistemi yardimiyla metile ve metile
olmayan primerler kullanilarak kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-gPCR) ile PTCH1 genindeki metilasyon profilindeki degisimler belirlendi.
Protein diizeyindeki degisimler icin homojenize doku oOrneklerinden ELISA
yardimiyla PTCH1 protein ekspresyonlart 6l¢iildi. RT-PCR sonucunda metile
primerlerin kullanildig1 diizenekte ¢ogunlukla tiimor dokusundan elde edilen
orneklerin erime sicaklig ile timor uzak dokulardan elde edilen 6rneklerin erime
sicaklig arasinda yaklasik 0.5 + 0.25 derece degisimin oldugu ve bu nedenle timarli
dokularin metilasyon profillerinin saglikli dokuya oranla degistigi tespit edildi. Protein
ekspresyonu sonuglar1 degerlendirildiginde PTCH1 protein miktariin kanserli
dokularda anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p<0,05). Elde edilen sonuglar gastrik
kanser olusumunda etkisinin olabilecegi diistiniilen ve PTCH1 genindeki metilasyon
profilinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmediginden PTCHI1
proteinindeki degisimin direk epigenetik degisimler ile iligkili olmadigim
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diistindiirmektedir. Bu nedenle, bu sonuglar ¢evresel etkiler sonucu olusan epigenetik

degisimlerin gastrik kanser olusumunda etkisinin sinirlt olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gastrik kanser, PTCH1 geni, epigenetik, RT-PCR.
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EPIGENETIC ANALYSIS OF PTCH1 GENE IN THE PATIENTS WITH
GASTRIC CANCER

SUMMARY

Gastric cancer is the fourth most common cancer diagnosed worlwide. It also has high
mortality rates with poor prognosis for patients. In some molecular studies, it has been
shown that the dysregulation of the PTCH1 receptor, a protein in hedgehog signaling
pathway, leads to the gastric cancer. Thus, the aim of the present study was to observe
the epigenetic changes of the PTCH1 gene and related expressional differences in the
gastric tumoral tissues of the patients undergone surgical gastrectomy.Both tumoral
tissues and tissues far from the tumor (control) that were collected from13 male and 9
female patients (age range of 50-70 years) diagnosed with gastric cancer were included
in the present study.DNA extraction procedures were performed on the included
tissues with commercial extraction kit. After the determination of the concentrations
of the isolated DNAs, bisulfite conversion was performed under appropriate
conditions, and then quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-
gPCR),using methylated and non-methylated primers, was performed by EpiTect
Methyl 2 PCR System in order to define the changes in the methylation profile of the
PTCH1 gene. Moreover, the expressions of the PTCH1 protein were measured with
ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) method in homogenized tissue
samples in order to observe the changes in the PTCH1 protein. According to the result
of RT-PCR measurements, it was determined that 0.5 + 0.25 degrees difference was
observed in the melting temperature between tumor tissue and control tissue
suggesting that methylation profiles of PTCH1 gene in tumor tissues changed
compared to that of the healthy tissues. Based on the evaluation of the protein
expressions, it was found that the amount of the PTCHZ1 protein was significantly
increased in the tumoral tissues (p<0,05). Depending on the data obtained from the
study, PTCHL1 protein expression having an effect on gastric cancer progression while

no statistically significant change was observed in the methylation profile of the
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PTCHL1 gene, it is thought that the increase in the PTCH1 protein is not directly
associated with epigenetic changes.

Keywords: Gastric cancer, PTCH1 gene, epigenetics, RT-PCR.
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1.GIRIS VE AMAC

Mide kanseri (gastrik kanser (GC)) en sik teshis edilen dordiincii malign kanserdir ve
diinyadaki tiim kanser 6liimlerinin yaklasik %8,8’ini olusturmaktadir [1]. Her ne kadar
kanser tedavisi son yillarda énemli 6l¢iide iyilesmis olsa da GC diinya genelinde kétii
bir prognoz ve diisiik sagkalim oran1 géstermeye devam etmekte ve yilda 720.000°den
fazla 6liim GC’ye atfedilmektedir [1]. Yiiksek mortalitenin temel nedeni, baslangicta
ileri diizey GC tanisi konan ¢ok sayida hastanin ve GC hastalar1 i¢in mevcut tedavinin
iyilestirici etkilerinin; yan etkiler ve ilag direnci nedeniyle hala sinirli olmasidir [2].

Bu nedenle, GC igin yeni terapdtik stratejilere acilen ihtiyag vardir.

Hedgehog (HH) sinyal yolagi uzak metastaz, kotii prognoz ve GC’nin ilag direncinde
onemli bir rol oynamaktadir [3]. Bu yolak emgriyogenez, histolojik farklilasma,
kendini yenileme, homeostaz ve yetiskin kok hiicre proliferasyonu siirecine, 6zellikle
de sindirim sisteminde rol almaktadir. HH yolaginin memelilerde ii¢ ligandi vardir:
Desert hedgehog (DHH), Sonic hedgehog (SHH), Indian hedgehog (IHH). HH sinyal
yolunda 12-transmembran Patched reseptoriiniin (PTCH) inaktivasyonu, bir G-bagl
reseptor benzeri protein olan Smoothened (SMO)’un aktive olmasina yol agmaktadir.
SMO, GLI transkripsiyonel aktivatorlerinin aktivasyonunu kolaylastirmaktadir. Son
olarak ise, GLI1, GLI2 ve GLI3 dahil olmak tizere GLI zinc-finger (¢inko-parmak)
transkripsiyon faktorleri ¢ekirdege tasinmakta ve hiicre biiylimesini, hayatta kalmasini
ve farklilasmasini kontrol eden HH hedef genlerinin diizenleyici ekspresyonunu
indiiklemektedir. Ayrica PTCHI proteini islevini mMTOR, KRas, TGF-$ ve wnt gibi
diger kanser yolaklarinda da gostermektedir. Bu nedenle, PTCHI1 proteini {izerinden
hiicrenin hedgehog yolagimi kullanarak kanserlesmeye gitmesini 6nlemek agisindan

tedavi yontemleri lizerinde ¢alisilmaktadir.

Bu calismada, cerrahi gastrektomi uygulanmig mide kanserli olgulardan rezekte edilen
tiimor dokularinda PTCH1 geninin epigenetik degisimi ve buna bagli olarak ortaya

c¢ikan ekspresyon farkliliklarin incelenmesi amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epigenetik nedir?

Viicut hiicrelerinin genetik kimligini DNA’lar olusturmaktadir. Diger bir deyisle,
DNA materyali; genotip ve dolayli bir yoldan ise fenotip olusumunda etkili
olmaktadir. Genotipi olusturan genler yani DNA dizilimi hiicrelerin, organizmalarin
calismasi i¢in ihtiyag duydugu bir takim enzim ve proteinlerin sentezlenmesini
yoneterek “fenotip” yani dig yapinin ortaya ¢ikmasinda belirleyici rol oynar. Gen
ifadeleri kavrami aslinda biyolojinin iki 6nemli sorununa deginmektedir; karmasik cok
hiicreli bir organizma tek bir déllenmis yumurtadan gelisirken nasil farklilasmakta ve

hangi molekiiler mekanizmalar fenotip kalitimina katkida bulunmaktadir [4] .

Epigenetik, genetik yapimizdaki (genotip) degisikliklerden kaynaklanmayan ancak
genlerin ifadelerindeki degisiklikleri yani genlerin fenotipi olusturma farkliliklarin
inceleyen bilim dalidir. Epigenetik, gen dizilisleriyle degil, gen ifadesinin kalitsal
diizenlenmesi yoluyla fenotipi nasil etkiledigi ile ilgilenmektedir. Yunanca’da {istiinde
anlamina gelmekte olan “epi-" kisaca genetigin iistiinde yapilan degisimler manasina
gelmektedir. Bu terim ilk olarak Ingiliz embriyolog Waddington tarafindan 1940
tarihli “Organizers and Genes” adli kitabinda tiiretilmis; ¢evresel kosullarin gen
ifadesini etkileyebilecegi ve dolayisiyla gelisimi degistirebileceginden sz edilmistir.
Yirminci yiizyilin baslarinda epigenetik teorisi organizmayi cevresel faktorler
arasindaki reaksiyonun bir Uiriinii olarak tanimlarken, glinlimiizde “genlerin tek basina

aciklayamadiklari ilgili kavramlar” olarak ifade edilmektedir [5].

Epigenetik modifikasyonlarla olusan proteinler ve RNA’lar, DNA diziliminde
degisime neden olmadan gen aktivitelerini diizenleyebilmektedir. Genlerin protein
iiretme kodlarii saglamasi gibi, epigenetik isaretler adi verilen cesitli kimyasallar,
komutlar vererek genlerin ne zaman ve nasil ¢alisacagini belirlemekte, gen ifadelerini
baskilamakta, susturmakta veya bazi genleri aktive edebilmektedir. Epigenetik
mekanizmalarin bir diger 6zelligi; DNA dizisindeki mutasyonlara oranla daha diisiik
hata orani ile baz ¢ifti degisimleri goriilmektedir. Bu da epigenetik bilginin hiicresel

farklilasma sirasinda dinamik olarak yeniden programlanabilir oldugunu



diisindirmektedir [4]. Cesitli epigenetik mekanizmalar, DNA’nin paketlenmesini
ortaklaga kontrol etmekte, bdylece hangi genlerin transkripsiyon igin erisilebilir

oldugunu belirlemektedir.

Sekil 2.1°e baktigimizda; Cevresel faktorlerin epigenetik iizerine etkileri ve bu etkiler

sonucunda art arda gelisen mekanizmalar gosterilmektedir.

HASTALIK

*

FizyoLos

*

EKSPRESYON

*

GENOM (DNA SEKANSI )

*

[oone | WP epiGeNETiK

Sekil 2.1: Cevresel faktorler ve epigenetigin sinerjistik olarak hastalik olusumdaki

mekanizmasi [6].

Epigenetik, genetigi kromozom, DNA, genler ile sinirlamaktan 6te ¢evresel faktorlerin
de genetigi etkileyebildigini, hangi genlerin ag¢ik hangilerinin kapali oldugunu
aciklayan bir ¢alisma alanidir. Bu nedenle ¢evresel etmenler olumsuz sayilabilecek;
sigara, alkol, kotli beslenme aligkanliklari ile sinirli kalmamakta, besin maddelerine
erisim, bolluk veya kitlik donemleri hatta ebeveyn davranislar1 gibi psikolojik 6geler
de insanlarda epigenetik degisimlere neden olmaktadir. Epigenetik konusunda ilging
olan nokta epigenetige sebep olan etmenlerin sonuglarinin sadece bu etmenlere maruz

kalan bireylerde degil, nesiller boyunca kalitilabilmesidir [7,9]. Avrupa’da bazi
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gocmen gruplari iizerinde yapilan bir ¢alismada savas veya baska bir gerekceyle
giivenli yerlere yerlesenlerin ¢ocuklarinda yani “ikinci nesil” gégmenlerde sizofreni
vakalarinda artislar oldugu tespit edilmistir [10]. Ayrica yavru bakimi, evlat edinme
veya zenginlestirilmis ortamlarin dogum Oncesi donemde yasanan stres kaynakli
olumsuz kosullarin etkisini azalttigini gosteren bulgularin ortaya ¢ikmasi epigenetik
etkilerin tersine ¢evrilebilecegini de gostermektedir [17]. Epigenetik mekanizmalarin
miras alinabildigi veya ebeveynlerden ¢ocuklarina beslenme veya davranis kaliplari
ile gecebildiginin bilimsel ispati bireylerin diyet aligkanliklarinin ve ebeveyn
davraniglarinin yeniden gozden gegirilmesi gerektigini diigiindiirmektedir. Biyolojik
kadercilik de denilen genetik determinizm yerine bedenin ¢evresel miidahaleye acik
oldugunu ve bunlarin nesiller boyunca aktarilabildigi bilgisi toplumsal dgelerin nasil

sekillendirilmesi gerektigini sorgulamaya neden olmaktadir.
2.2. Epigenetigin tarihcesi

“Epigenetik” terimi ilk defa gelisimsel bir arastirmaci biyolog olan Conrad
Waddington tarafindan ortaya atilmistir. Waddington’a gore epigenetik, gelisimsel
olarak genotipin fenotipi olusturan bir bilimdali oldugunu soylemistir [11,30].
1970’lerde, Conrad’1in hipotezini agiklamak adina bir mekanizma ortaya atilmistir, ilk
olarak Holliday ve Pugh, sitozin-guanin diniikleotitlerinin (CpG) metilasyonunu
barindiran kovalent kimyasal DNA medifikasyonlar:1 bu bilim insanlar tarafindan
ortaya atilmistir [12,30] Bunun ardindan, memelilerde X inaktivasyonu ve genomik
damgalama kesfedilmis, epigenetik gen regiilasyonu mekanizmalarinin kalitsal
dogasin1 vurgulayan epigenetik olusumlarla diizenlenmistir. Buna gore 1990’larda
epigenetik, DNA metilasyon modifikasyonu ve kromatin yeniden diizenlenmesini
iceren, DNA sekansinda degisiklikler olusturmayan; gen ekspresyonlarindaki kalitsal

degisiklikler ¢aligsmasi olarak ortaya ¢ikmistir [30].

Genom biliminin (genomik) ilerlemesi global bir arastirmanin artmasina neden
olmustur “daha yiiksek diizeyde kromatin katlama diizeni ve ¢ekirdeksel matrikse
baglama, niikleozomlar etrafindaki DNA paketlenmesi, histon kuyruklarinin kovalent
modifikasyonlari (asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, vb.) ve DNA

metilasyonu igeren kromatin etkileri’nin ¢alismasi olarak ‘epigenomik’ terimi

4



tiretilmistir [24,30]. Bunun disinda epigenetik gen regiilasyonlart sonucu olusan
etkilerin gelecek nesillerde de goriilmesi de degisimlerin kalitsal olabilecegini

gostermistir [13,30].
2.3. Epigenetik ve hastalik iliskisi

DNA metilasyonu ile kanserlerle ilgili genlerin ifadelerinde cesitli degisiklikler
meydana gelebilmektedir, kromozomlarin kararliligini yitirmesiyle birlikte bu durum
onkogenleri (kanser olusturan genler) aktiflestirebilmektedir. Ozellikle bir¢ok
kanserin epigenetik modifikasyonlardan kaynaklandigi belirlenmistir [8], kanser
genomigi, kanserin erken teshisi, gelisim takibi ve epigenetik ilaglar {izerine

caligmalara yer verilmistir [5].

Epigenetik degisikler sadece kanser hastaligiyla da siirli degildir. Tip 2 diyabet,
insiilin direnci ve obezite gibi metabolik hastaliklarin yaninda psikoloji, depresyon,
sizofreni ve otizm gibi yikicit noropsikiyatrik bozukluklarla da yakindan iligkilidir
[8,9,17]. Tiim bunlar beslenme aligkanliklari ve g¢evresel etkenler ile hastaliklar
arasindaki iliskinin tahmin edilenden ¢ok daha fazla oldugunu akla getirmektedir. Tek
yumurta ikizi kardeslerin birbirinden neden farkli oldugunu 6rnegin birinin kanser
hastas1 iken digerinin olmayisi, yaslanmada etkili faktorler, zihinsel bozukluklar ve
ayrica otoimmiin hastaliklarda da epigenetik mekanizmalarin iliskili olabilecegi
diigiiniilmektedir [4,8]. Sigara icen bireylerin DNA metilasyonunda iz biraktigina,
akciger ve kardiyovaskiiler hastaliklar, saglikli sperm iiretimi ve normal embriyo
gelisimi tizerindeki dogrudan etkisine dair bulgulara rastlanmaktadir [16,18]. Hatta
sigaray1 biraktiktan bes yi1l sonra, ancak bazilarinda ise 30 yil sonra gen ifadelerindeki

degisikliklerin oldugu bolgelerin normale dondiigi belirlenmistir [19].

Saglik ve hastalikla ilgili arastirmalar beslenmenin genom aktivitesini ve beden
fizyolojisini ~ sekillendirebilmektedir [20]. Ornegin; obezite hastalarmin kilo
vermesinin basarisizlikla sonuclanan c¢aligmalari durumun ardindaki nedenin
epigenetik oldugunu ortaya koymaktadir. Genetik olarak 6zdes farelerin agirligina
bakildiginda iki farkli fenotip tespit edilmis olup obez hayvanlardaki gen ifadesinin
daha diisiik seviyede oldugu gozlemlenmistir [21]. 1944-45 yillarinda 2. Diinya



savasinin soguk kisinda, yogun bir aglhik déneminde Alman hamile kadinlarinin
yetersiz beslenmesinin, bu kadinlarin torunlarini etkileyerek kardiyovaskiiler riskleri
arttirdigi hatta normal miktarda yiyecege ulastiklarinda saglikli goriinseler de
yetiskinlik doneminde obezite, diyabet ve kalp hastaliklarin1 yasadiklar1 belirlenmistir

[19,24].

Epigenetik mekanizmalarla ilgili ¢alismalar ¢evresel kosullarin tizerimizdeki etkisinin
cok daha fazla oldugunu ve g¢evresel etkilesimin sadece biyolojik alanlarla da sinirh
olmadigin1 gostermektedir. Belirli ebeveyn davraniglarinin yavrulardaki gen
metilasyonlarin da belirgin etkiler biraktigin1 gdsteren ¢alismalar bu etkilesimin
biyososyal, kiiltiirel hatta toplumsal travmalarda bile etkili oldugunu ortaya
koymaktadir. Fare yavrulari iizerinde yapilan bir calisma ebeveynlik davranisinin
(annenin yavrularini yalamasi ve timarlamasi) glukokortikoid reseptoér genindeki
metilasyonu etkilemis, boylece yiiksek seviyede yalama ve timar, yavrulardaki stres
tepkileriyle bas etmelerini saglamistir veya belirli ebeveyn davraniglarinin ¢ocuklar
tizerinde 6nemli etkileri oldugu, buna gore evde anne babasi tarafindan yetistirilen
cocuklarin yetimhane de biiyliyen cocuklara gore daha genis bir dizide metilasyon
farklilasmasinin oldugu tespit edilmistir [7]. Sosyo ekonomik kosullarin embriyonik
gelisim ve g¢ocukluk donemindeki etkilerinin yetiskinlik donemi hastaliklariyla
yakindan iliskili oldugunu, bu nedenle hem biyolojik hemde sosyal siireclerin gen
ifadelerini etkiledigini anlatan ¢alismalardan da s6z edilmektedir. Cocuklukta
dezavantajli  bir sosyo-ekonomik ortama maruz kalmanin, yetiskinlikte
kardiyovaskiiler, solunum, psikiyatrik, bagisiklik mekanizmas1 hastaliklar1 ve strese
kars1 gosterilen tepki gibi insan saghig ile ilgili konularla iligkili oldugunu gésteren

kanitlar vardir [14,15,17].
2.4. Epigenetikte etkili olan 6nemli siiregler

Epigenetik mekanizmalar ii¢ baglik altinda incelenmektedir. Bu mekanizmalar; DNA
metilasyonlari, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA regiilasyonlar1 olarak
ayrilabilmektedir. DNA’y1 direkt olarak etkileyen; metil gruplarinin DNA hedef
dizilerine baglanmasi sonucu ger¢eklesen DNA metilasyonu bu mekanizmalar

arasinda en yaygin olanidir. Genellikle diisiik metilasyon seviyelerinin potansiyel
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aktivite, yiiksek seviyelerin ise hareketsizlikle (protein sentezinin durmasi) iligkili
oldugu ve bazi metilasyonlarin rastlantisal, diger bir kisminin da belirli gevresel veya
gelisimsel uyaranlara yanit olarak ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir [25]. Kisaca ifade
edilmek istenirse, DNA’daki sitozin bazinin bir hidrojen bir metil grubu (-CHz), ile
degistirilir. Metil gruplarinin gen bolgelerine baglanmasi genlerin kendini ifade
etmesini engeller, genler kapatilir ya da susturulur, bunun sonucunda bu gen

bolgesinden protein iiretimi yapilamamaktadir.

DNA ve niikleozomlarda bulunan histonlar kromatin yapisinin  temelini
olusturmaktadir. DNA’nin 147 baz ¢iftinden olusan niikleozom yapisi, dort
cekirdekten olusan histon proteinli bir oktamer yapisi tarafindan paketlenmistir,
bunlar; H2A, H2B, H3 ve H4. DNA’nin aksine, histon proteinleri metilasyon,
asetilasyon,  ubikitinasyon  ve  fosforilasyonu igeren = modifikasyonlar
gecirebilmektedir. Bu modifikasyonlar, modifikasyonun olusumuna ve 6zel aminoasit
modifikasyonlarina bagli olarak hem gen susturulma hem de gen aktiflestirilmesiyle
dogrudan iliskilidir [23].

2.5 Epigenetik Mekanizmalara Genel Bakis

DNA, histon proteinleri ¢evresine sarilmaktadirlar. Protein-DNA kompleks yapilar
birleserek kivrim olusturarak, daha biiyiik yapida olan kromozomlari olustururlar [23].
Kromatinlerin temel birimi, 147 DNA baz ¢iftinden olusan niikkleozom yapilaridir.
Daha 6nce bahsedildigi gibi her oktamer yapisinda, H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarinin
her birinden iki kopya seklinde bulunmaktadir [30,31].

Kromatinler, heterokromatin ve 6kromatin olarak; transkripsiyon ve gen anlatimina
izin veren ve vermeyen iki bolgeden olusmaktadir. Ozel genlerin etrafindaki kromatin
bolgelerinin diizenlenmesi, “non-genic” bolgeler, histonlarin farkli post-translasyonel
modifikasyon bigimleri, DNA’nin metilasyonu, kromatinin yeniden modellenmesini
saglayan genis protein aileleri ve kodlama yapmayan RNA’lar1 da igeren kompleks

biyokimyasal mekanizmalarla yonetilmektedir[31].

2.5.1 Histon Yapilari



Histonlar, DNA paketlenmesinden sorumlu protein yapilaridir. Histon proteinleri,
cogunlukla pozitif yiik igeren aminoasitleri (lizin ve arjinin) igerirler. Bu aminoasitler
negatif yiikli DNA’ya siki bir sekilde baglanmaktadir. Histonlarin bes tipi
bulunmaktadir. Histon proteinleri 6karyotik canlilar arasinda oldukga fazla benzerlik
gostermektedir. Elektron mikroskobuyla cekilen fotograflarda, histon proteinleri ip
tizerine dizilmis ancak katlanmig yap1 olusturmayan boncuklar seklinde goriilmiistiir

[30].

Sekil 2.2°ye bakildiginda, ikiser kopyadan olusan ve ip tizerine dizili boncuklar gibi

goriiniim alan histon yapilar1 gosterilmektedir.

Sekil 2.2: ikiser kopyadan olusan ve ip iizerine dizili boncuklar gibi gériiniim alan

histon yapilari [31].

Bu yapi, hiicre dongiisiince bozulmadan kalmaktadir. Histonlar, DNA’dan; DNA
replikasyonu siiresince gegici olarak ayrilirken transkripsiyon asamasinda tekrardan
DNA ile birlikte kalmaktadirlar [31]

2.5.2 Histon Modifikasyonlar:

Evrimsel siiregte gegmisten gilinlimiize korunmus birgok histon modifikasyonu

bulunmaktadir. Lizin ve arjinin yapilarmm metilasyonu, lizin asetilasyonu, serin ve



treonin yapilarimin fosforilasyonu, prolin izomerizasyonu bunlardan birkagina 6rnek

olarak verilebilmektedir [23].

Bu modifikasyonlar, kodlama yapmayan genomik dizilerinin yaninda kodlama yapan
dizileri de olusturabilir. Bazi modifikasyonlar spesifik olurken, bazilar1 ise
transkripsiyon bolgelerinde hem aktif hem de inaktif olarak bulunabilirler. Bu
modifikasyonlar, hiicre dongiisiiniin gelisimsel evresinde stres ve diger g¢evresel

faktorler tarafindan etkilenmektedir [30].
2.5.2.1 Histon Asetilasyon Mekanizmasi

Histon asetilasyonu, gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde dogrudan rol
oynamaktadir. Histon asetilasyonu, histon proteinlerinin belirli baz1 amino asitlerine
asetil gruplarinin (-COCHz) baglanmasi olayidir. Deasetilasyonda ise, asetil gruplari
yapidan uzaklastirilir. Niikleozomlarin, histon yapilarinin asetillenmesi durumda,
histonlarin DNA’ya olan baglarinin gevsemesi ve bagi kaybetmemek i¢in farkli
modifikasyonlar yaptiklar1 goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, transkripsiyon proteinleri,

histonlarin; asetillenmis bolgelerine daha kolay bir sekilde girebilmektedirler [23,31].
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Sekil 2.3: Histonlarin asetilasyoin ve deasetilasyon mekanizmasi

Sekil 2.3’te asetilasyon ve deasetilayon mekanizmalarindan bahsedilmekte ve Sekil

2.4°te ise molekiiler simgeler ile bu gdsterilmektedir.
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Sekil 2.4: Histon asetilasyonu, HAT: Histon proteinlerinin N terminal ucundaki lizin

rezidiilerine asetil gurubu eklemesi
2.5.2.2 Histon metilasyon mekanizmasi

Histon metiltransferaz enzimleri tarafindan, histon proteinlerinin aminoasitlere belirli
sayida metil grubunun eklenmesi olayidir (1, 2 veya 3 metil). Bir genin ifade olusturup;
olusturamayacagi o gende meydana gelen modifikasyonlardir. (Ag¢ik / Kapali) Gen
setleri bulunduklar1 hiicre ¢esitlerine gore farklilik gostermektedirler. Histonun 3
numaralt kuyruk bolgesinde meydana gelen metilasyon; epigenetik diizenleme
acisindan onemli bir role sahip olmaktadir. Histon 3 lizin 4 (H3K4) tri-metilasyonu
okaryotlarda promotor bolgelerini belirlemektedir [32]. Sekil 2.5’te DNA metilasyon

ve histon metilasyon mekanizmalar1 agiklanmistir.
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Sekil 2.5: Histon metilasyon mekanizmasi [32]
2.5.2.3 Histon fosforilasyon mekanizmasi

Histonlarin fosforilasyonlar1 mitoz sinyali, ERK yolunda olusan sinyal ag1 gibi ¢esitli
transdiiksiyon yolaklarinda olugsmaktadir. Histon deasetilazlara geri dontisiimlii olacak
sekilde fosfat gruplarinin baglanmasi olayidir. Fosfatlar, histon deasetilazlara serin,

treonin ve tirozin temel yapilarindan baglanmaktadirlar.

Fosforilasyon, proteinaz kinazlar (PK) ve protein fosforazlar (PP) tarafindan
gerceklestirilmekte olan bir reaksiyondur [33]. Sekil 2.6°da histon fosforilasyonu ile

kromatinde gerceklesen yapisal degisiklik gosterilmektedir.
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Sekil 2.6: Histonlarin fosforilasyon ile 6kromatin yapilarinin heterokromatin yapiya

doniistimii [33]
2.5.2.4 Histon Ubikitinasyon Mekanizmasi

Histon ubikitinasyonunun, kalitsal genlerin susturulmasinda ve X kromozom
inaktivasyonunda yer aldigi belirlenmistir [23]. Ubikitin (Ub) lizin temel yapilarina
baglanabilen kii¢iik protein yapilaridir.

Uc asamali; enzimatik bir reaksiyon olusmasina yol agmaktadirlar; bu reaksiyonlar;
El, E2, E3 ad1 verilen enzimler araciligiyla gerceklestirilir ve sonucunda, proteinler
proteozom reaksiyonuna girerek degrede olmaktadirlar [34]. Sekil 2.7’ ye baktigimizda

ise ubikitinasyon basamaklarini gosterilmektedir.
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Sekil 2.7: Histon proteinlerinin ubikitinasyon agamalari [34]

2.5.2.5. S-Nitrasilasyon Mekanizmasi
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Histon deasetilazlara, sistein temel yapilarindan, nitrosil (NO) grubunun eklenmesi
olayidir ve bu olay katalitik aktiviteyi etkilemekte, buna bagl olarak da kromatinde

yer alan ko-repressorlerin kopmasina neden olmaktadir [26].

2.5.2.6. Sumolasyon Mekanizmasi

SUMO (small ubuquitin-like modifier) protein yapilarmin (1,2 ve 3) ubikitinler ile
birlesmesi mekanizmasidir. Ubikitine benzer yapida olan, SUMO proteinleri lizin
temel yapilarindan proteinlere baglanmakta ve bu olayla birlikte protein

degredasyonunu engellemektedir [27].
2.5.3 DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA sentez asamasinin ardindan DNA’da bulunan bazlara metil
gruplarmin (-CHs3) baglanmasi olayidir. Bir¢ok hayvan ve bitkinin DNA’si,
cogunlukla sitozin bazi olmak {izere, metillenmis bazlar1 igermektedir. Metillenmis,
okaryot DNA’sinda yer alan sitozin bazlarmin yaklagik olarak % 5°i metil gruplarina
sahip olmaktadir [31]. inaktif formda olan, memeli X kromozomlarindakine benzer
sekilde, inaktif DNA, aktif formda transkirpsiyon geciren DNA ile kiyaslandigi zaman
cesitli istisnalar goriillmesine ragmen genel anlamda, fazla miktar da metillenmistir.
Farkli dokularda yer alan ayni yapidaki genlerin kiyaslanmasi, bu genlerin ifade
edilmedikleri hiicrelerde, genel anlamda daha yogun bir metillenme gosterdikleri
gbzlenmistir. Inaktif durumdaki bazi genlerin demetilasyonu (fazla olan metil
gruplarinin Kesilip/koparilarak uzaklastirilmasi), inaktif olan genlerin aktivasyonunu

saglayabilmektedir [35].

Bir metil grubunun, DNA’nin bazlarindan birine baglanmasi seklinde tanimlanan;
DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz enzimleri tarafindan katalizlenmekte ve metil
vericisi  olarak S-Adenozil metiyonin  (SAM) enzimleri kullanilmaktadir.
Okaryotlarda, SAM kaynakl1 bir metil grubunun, enzimatik bir reaksiyonla ve DNA
metil transferaz enzimleri ile metiyonin genom iizerindeki CpG adaciklarinda bulunan
sitozinin primidin halkasinin 5. karbonuna baglanir ve bdylece 5' metil-sitozin
meydana gelir [36]. Sekil 2.8’¢ bakildiginda, metillenmis sitozin ve DNA metilasyonu

gosterilmektedir. Bunun yaninda DNA metilasyonu DMA metil transferazlar
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tarafindan katalizlenmekte ve replikasyon sonrast islemleri gerceklestirmede

gorevlidirler [28].

Sekil 2.8: Metillenmis sitozin ve DNA metilasyonu [36].

DNA metilasyonu, genomda yer alan sitozin ve guanin ¢iftlerinin birbiri ardi
siralanarak olusturduklart CpG dizilerinin yogun olarak bulundugu bdlgelerde
goriilmektedir. CpG adaciklari, 500 baz ciftinden biiylik ve GC igeriginin %55’den
fazla oldugu bolgelerdir. Evrimsel siirecte korunmus olan CpG adaciklari, ¢ogunlukla
genlerin promotor bolgelerinde yer almaktadir ve organizmada siirekli olarak ifade
edilmesi gereken housekeeping ve diizenleyici genlerdeki CpG adaciklari, DNA
metilasyonuna karsi direngli olan bolgelerde yer almaktadirlar. Tekrar dizileri ve
transpozonlar gibi heterokromatin bolgelerindeki CpG dizilerinde, DNA metilasyonu
yiiksektir. Bu bolgelerin metillenmesi durumunda transkripsiyon baskilanmakta ve
genom i¢i hareket engellenerek kromozomun kararli yapist korunmaktadir [26,30].
Metillenmis olan DNA’ya baglanan repressorler, histon deasetilazlar ile bir kompleks
yap1 olusturarak ¢alisir ve DNA’nin metillenmesi, niikleozom yapisindaki degisimler
ve histon asetilasyonu ile baglantilidir [36]. DNA metillenmesi hiicre farklilagsmasi,

impirinting ve X kromozomu aktivasyonunda rol almaktadir [23,31,35].

Metilasyon ile genler susturulabilmekte ve bu sekilde kromatin yapilar
degisebilmektedir. = DNA  metillenmesi, = omurgalilarda  transkripsiyonun

mekanizmasina bagli olan kromatin yapisiyla baglantili bir mekanizmadir. DNA
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metilasyonunun, gen ifadesi lizerindeki etkileri; gen ifadesini baskilama veya gen
ifadesini arttirmaya yonelik ¢ift yonli ¢aligabilmektedir. DNA metilasyon analiz
yontemleri, DNA dizisindeki sitozinler ve 5-metil sitozinlerin ayirt edilmesine
dayandirilmaktadir [29]. Metilasyon haritalama yontemi ile; transkripsiyon baslangig
bolgelerinde, ekzon ve intronlarda, diizenleyici bdlgelerde veya tekrar dizilerinde;

DNA metilasyonunun hangi yonde oldugu tespit edilebilmektedir [48].

Cesitli  tiirlerde embriyonik gelisim asamasinda c¢esitli genlerin uzun siireli
inaktivasyonunun, DNA metilasyonu ile gergeklestigi tespit edilmistir. Fare ve
Arabidopsis bitkisi gibi farkli iki organizmada, metilasyonu saglayan enzimlerin
bulunmamast ile DNA metilasyonunda yetersizligin olusmast ve embriyonik
gelisimde anormalliklere neden olabilecegi tespit edilmistir. Genlerde meydana gelen
bir metilasyon genler boliinmeye devam ettikge olusan diger genlerde de izlerini
gostermektedir [31,35]. Metilasyon enzimleri, DNA zincirinin, metillenmis olan DNA
bolgeleri {izerinde ¢alismakta, boylece DNA replikasyonunun her asamasinin
ardindan, kardes zincir dogru bir sekilde metillenmektedir. Bu mekanizma ile,
metilasyon kaliplar1 aktarilir ve o6zellesmis dokular1 meydana getiren hiicreler,
embriyonik gelisim asamasinda olusan yapilarin kimyasal kimliklerini korur. Bu
mekanizma ile korunan metilasyon kalibi, memelilerdeki genomik damgalama

mekanizmast ile baglantil oldugu goriilmiistir [23,30].
2.5.4 Kodlamayan RNA’lar

Epigenetik diizenlemeler, ayn1 zamanda protein kodlamayan RNA’lar yardimiyla da
gerceklesmektedir. Kodlamayan RNA’lar islevsel bir proteine donlismez ancak ¢esitli
mekanizmalar acisindan islevsel molekiillerdir. Memeli genom dizilimi ve
transkripsiyonel {riinlerde, proteinlere cevrilemeyen, ifade edilemeyen RNA’lar
gorilmiistiir. Bu ¢esit kodlama yapmayan RNA’larin, hiicre de fonksiyonel olarak
Oonemli diizenleyici rolleri oldugu gosterilmistir [31,37]. Kodlama yapmayan
RNA’lardan biri olan, uzun zincir yapilarindan olusan Xist ve HOTAIR o&rnek

verilebilmektedir.
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Kodlamayan RNA’lardan olan mikroRNAlar, yaklasik 21-23 niikleotit uzunlugunda
olan tek iplikli bir RNA molekiil ¢esididir ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde

rolii bulunmaktadir[23,31].

Sekil 2.9°da kodlamayan RNA’nin genel mekanizmasi gorsel olarak agiklanmaktadir.

Sekil 2.9: Kodlamayan RNA’larin (miRNA) isleyis mekanizmalar1 (Yang ve Lai *den

diizenlenmistir, 38).

Kisa kodlamayan RNA’lar (sRNAs), cift iplikli yapidan olusan 19-28 niikleotid
boyutunda olup, islevleri tam olarak bilinmemektedir. Genomda genler arasindaki
kisimlardan sentezlendigi disiiniilen bu RNA’larin en bilinen islevi, gen
susturulmasinda gorevli olmalaridir, 6rnek vermek gerekirse; mikroRNA (miRNA),
kiigiik miidahalect RNA (siRNA) ve piwi etkilesimli RNA (piRNA) o6rnek olarak
gosterilebilmektedirler, miRNA’lar, 19-25 niikleotit uzunlugunda, gen ifadesinin
translasyon sonrasi diizenlenmesinde gorevlidirler, bu gorevlerini; hedef mRNA’ya
baglanarak veya mRNA’y1 keserek protein iiretimini engelleyerek gerceklestirirler.
miRNA’lar, sap-ilmik (firkete) yapida bulunurlar ve translasyonel baskilama
mekanizmalarini kullanarak hiicrenin farklilagsmasinda ve hiicrenin  gelisiminde

gorevlidirler.
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2.6 Memelilerde epigenetik mekanizmalara genel bakis

Memeli organizmalardaki epigenetik sistemler; totipotensi ile meydana gelebilmekte
ve tlim hiicreler aym1 genetik yapilara sahip olmasma ragmen, belirli cinste

hiicrelerdeki genlerin aktif forma ge¢mesi gerekmektedir [30].

Memelilerde yaygin olarak calisilmis iki ¢esit epigenetik olgu belirlenmistir, bunlar;
X kromozomu inaktivasyonu ve belirli bir geni tagiyan kromozomun kdkeninin anaya
veya babaya ait olmasina bagl olarak fenotipik ifadenin degismesi olarak agiklanan

Genomik damgalama seklinde ifade edilmektedir [31].
2.6.1 X Kromozomu inaktivasyon mekanizmasi

Genel anlamda ifade edilecek olursa X kromozomu inaktivasyonu embriyogenezin
erken evresinde secilen bir X kromozomunun segilerek inaktive olmasi ve kalan diger
X kromozomunun aktivitesinin dozajinin artmasi olarak tanimlanabilmekte ve bu olay
disilerde gortilmektedir. X inaktivasyonu, 6zel transkript gen olan, Xist ve antisens
geni Tsix (x-inaktif spesifik transkript) inaktivasyonunun kontroliine yardimci
olmaktadir [30]. Xi’de Xist (X-inaktif spesifik transkript) RNA’s1 Tsix
ekspresyonunun baskilanmasi, aktif X iizerindeki Tsix RNA’si, Xist RNA’sini
durdurmaktadir. X kromozomu inaktivasyonu; DNA metilasyonu ve histon

asetilasyonu mekanizmalar1 araciligiyla siirdiiriilmektedir.

Xist, aktif X iizerinde hipermetillenirken, Xi (inaktif X kromozomu) {izerinde
metillenmez, bununla birlikte, Xi, CpG (sitozin-guanin dizileri) adaciklarinda ve gen
promotor bolgelerinde hipermetillenmektedir. Bu inaktivasyon mekanizmasi; H4
histonunun hipometilasyonunda agiga ¢ikabilmektedir. DNA metilasyonu, histon
asetilasyonu ve histon metilasyon reaksiyonlari baglantilidir ve Xist RNA’s1

belirginlesmis bir yap1 olarak bu mekanizmalarda goriilmektedir [40,41].
2.5.2 Genomik damgalama mekanizmasi

Genomik damgalama, soy kokenli, kademeli gen ekspresyonu ile gergeklesen,
epigenetik kromozom modifikasyonlarda yer alan bir gen diizenleme mekanizmasidir.
Damgalanmis genler, ilk olarak 1980’lerde Surani ve arkadaslar tarafindan iki erkek
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proniikleusundan diploit androjenlerin elde edilmesi ve uygunsuz bir bigimde geligmis
iki digi proniikleusundan diploit ovumlar elde edilmesiyle niikleer transplantasyon
calismalarinin ardindan hipotez haline getirilmistir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii 2
(Igf2) ve insiilin benzeri biiyiime faktorii 2 reseptorii (Igf2r) tespit edilmesinin
ardindan, fare ve insanda 83 damgalanmis gen tespit edilmistir ve bunlarin 29’u ise

her iki tiirde ortak oldugu saptanmistir [30,42,43].

Genomik damgalanmanin ilk kesfinden itibaren, fare ve insanda toplamda, 83
damgalanmis gen tespit edilmis ve bunlarin 29’unun fare ve insanda ortak oldugu
goriilmiistiir [31,42]. Damgalanmis gen mutasyonu; kanser duyarliligini arttirmasinin
yaninda, ¢ocuklar da goriilen ve genetik bir hastalik olan Prader-Willi sendromu,
norogenetik bir rahatsizlik olan Angelman sendromu ve asir1 biiyiime sendromu olarak
isimlendirilen Beckwith Wiedemann sendromu da dahil olmak tizere ¢esitli
bozukluklarla iligskilendirilmistir. Ayrica damgali Igf2 kaybinin, barsak tiiméorlerinin
gelisimine pozitif etki gosterdigi ve kolorektal kanserli hastalarin normal mukozasinda

da bulunabilecegi anlagilmistir [41,43].
2.7 Epigenetik modifikasyonlar ve kanser iliskisi

DNA’nin yapisinin anlasilmasi ve fonksiyonlarinin tespit edilmesi yeni bir ¢agin
baslangici olmustur. Genetik bilimi sayesinde hastaliklarda nedensel etkileri olan
genlerin genom tzerindeki yerleri tespit edilebilmekte boylece potansiyel tedavi
yontemlerinin gelismesinin 6nii agilmaktadir. Ancak DNA ile ilgili bu bilgiler, gen
diizenlenmesinin altinda yatan mekanizmalar1 ve buna bagli hastalik gelisim
slireglerini tamamen agiklamaya yetmemektedir. Bu baglamda epigenetik olgu ortaya
cikmaktadir [44].

Gen diizenlenmesinin anlagilmasi, hiicrelerin farklilagma ya da kanserojen hale gelme
mekanizmalarinin anlagilmasinda 6nemlidirler. Hiicre farklilasmasit ve farkli gen
ifadesi olusmasinda epigenetik mekanizmalarin biiyiik dl¢iide 6nemi bulunmaktadir
[46]. Hiicrelerde gen aktivasyonunu etkileyen, c¢esitli genetik ve epigenetik
degisikliklerin sonucunda farkli seleksiyonel fenotipler ortaya cikabilmektedir. Bu

sebeple, olusan farkli fenotipler kanser olusumunu tetikleyebilmektedir [47]. Hanahan
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ve Weinberg (2000) yaptiklar1 bir ¢aligmada, kanser fenotipinin temel 6zelliklerini su
sekilde siralamislardir; cogalmaya ve farklilasmaya neden olan sinyallere duyarsizlik
(hiicre savunma mekanizmasinda bulunan sinyaller), siirekli ¢ogalabilme, apoptozdan
kagabilme, doku invazyonu(yayilma) ve metastaz olarak belirlemislerdir. Epigenetik

mekanizmalar geri doniisiimlii, gegici veya doniisiimsiiz olabilmektedir [44].

Epigenetik mekanizmalardaki bozulmalar gen ifadesinde asir1 artmaya veya asiri
baskilanmaya bagli olarak basta kanser olmak iizere, birgok hastalikla baglantili

olabilmektedir [48,49].

Son yillarda insan kanser tiirlerinde yapilan ekzom dizinleme ¢alismalarinda, dizilerde
epigenomu kontrol eden genlerde ¢ok sayida mutasyon oldugu gozlenmis,
epigenomun gen kontrol mekanizmalar1 arasinda en etkili oldugu disiiniiliirse,
mutasyonlarin kanser fenotipini ortaya ¢ikaracak ¢ok sayida yolak iizerinde etkili
oldugu ve olusabilecek en kiigik mutasyonun bile genis c¢apli, geri
doniistiriilemeyecek bir diizenlenmeye neden olabilecegi diisiiniilebilmektedir [45].
Bu nedenle kanser hem genetik hem de epigenetik siireglerdeki degisimlerden olusan
komplike bir hastaliktir. Onkogenlerin aktivasyonu veya tiimor baskilayict genlerin
inaktivasyonu gibi durumlar, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve hiicresel metastaz
yapabilme yetenegine sahip olan kanser hiicrelerinin olugsmasina yol acabilmektedir
[50]. Bu durmlarin DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve niikleozomlarin
yeniden modellenmesini igeren kromatin yapilari ile kodlamayan RNA’lar tarafindan

diizenlenen bir epigenetik siiregten olustugu belirlenmistir [50].

Kanser de dahil olmak tizere bir¢cok hastalikta, epigenetik bir etiyoloji goriilmesi,
“epigenetik tedavi olarak” adlandirilabilecek yeni terapotik kavraminin gelismesini
tesvik etmistir. Bundan yola ¢ikarak ornek verecek olursak; DNA iizerindeKi
metilasyon modellerini veya histonlarin modifikasyonunu degistiren ¢esitli terapotik

ajanlar belirlenmistir. Bu terapétiklerin ¢ogu klinikte test edilmektedir [48].
2.8. Kanserdeki epigenetik diizenlemelere bakis

2.8.1. DNA Metilasyonu ve Epigenetik Modifikasyonlar
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Metilasyon, genomun diizenlenmesinde ve genomun gelismesinde gorevli, epigenetik
mekanizmalar agisindan iyi taninmaktadir [52]. DNA metilasyonunun spesifik olarak
iki gorevi bulunmaktadir; gen ifadesinin baskilanmasi ve bununla birlikte genomun
yapisal biitiinliigiiniin korunmasidir. Son yillarda kanserin erken teshisi ve tedavisinde
metilasyon mekanizmasindan yararlanilmaktadir. Ayrica kanser arastirmalarinda
DNA metilasyonunun 6nemi biiyiiktiir [53]. DNA metilasyonu ve kanser arasindaki
iliskiye, ilk kez 1983 yilinda deginilmistir. Kanserli hiicre genomlarinin normal hiicre
genomlarma gore hipometile bir yap1t oldugu gosterilmistir. DNA’nin
hipometilasyonunun ise onkogenleri aktive etme ve transpozon hareketliligini arttirma
gibi gorevleri bulunmaktadir. Bu siireglerin genomik kararsizliga neden olmasi kanser

olusumu ile sonu¢lanmaktadir [54].

DNA’da bulunan CpG adaciklarinin metilasyon diizeyindeki degisikliklerin kanser ile
iliskili olabilecegi belirlenmistir. Ornek verilecek olursa; Costello ve arkadaslarmin
(2000) yaptig1 bir calismada; ¢alisilan hiicrenin  DNA’sinda bulunan CpG
adaciklarinin kanser hiicrelerinde ileri derece de novo metilasyon veya anormal
hipermetilasyona ugradigi gosterilmistir. Ayrica metilasyon durumunun ve
gerceklesme miktarinin, tiimdr tiirlerine gore de farklilastigi belirlenmistir. Yaptiklar
bu ¢aligmada, gogiis, kolon, bas, boyun, testis gibi primitif noroektodermal timor
(PNET) tiplerini incelemislerdir. Timor tiplerindeki metilasyon seviyelerinde
farkliliklar goriilmiis ve farkli timor tiplerinde CpG adaciklarinda ileri derece goriilen
metilasyonun rastgele ger¢eklesmedigi  diisiintilmiistiir. Calisma  sonuglari
degerlendirildiginde ise; meme, bas, boyun ve testis timorlerinde metilasyon diizeyi
diisiik bulunmustur, fakat yapilan istatistiksel analizlerde testiste bulunan metilasyon
seviyesinin istatistiksel olarak Onemsenmeyecek derecede oldugu belirlenmistir.
Kolon, glioma, akut miyeloid 16semi ve PNET te ise metilasyon diizeyi istatistiksel
olarak yiiksek bulunmustur. DNMT1’in insanda karakterize edilen ilk metiltransferaz
enzimi oldugu bilinmektedir [55] ve kanser ¢aligsmalarinda, 6zellikle kolon kanserinde
DNMT1’in ifadesinin arttig1 buna bagli olarak DNA metilasyon seviyesini degistirdigi
goriilmiistiir [59]. Sonug olarak goriilmiistiir Ki, DNA metilasyonu ile iligkili bu enzim
ve proteinlerin ekspresyonundaki degisimler kanser olusumunu ve kanser gelisimini

tetikleyebilmektedir.
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2.8.2. Histon modifikasyonlari

DNA molekiilii, histon ve histon olmayan proteinlerle sarili kromatin olarak
adlandirilan bir niikloprotein yapidadir [56]. Histon modifikasyonlari, genlerin
translasyon sonrasinda diizenlenmelerinde 6nemli rolleri bulunmaktadir, bu
translasyon sonras1 modifikasyonlar arasinda asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubikitinasyon,  glikolizasyon, = sumalasyon vb. sayilabilmektedir.  Histon
modifikasyonlarina bakildiginda; hiicre boliinmesinde DNA onarimi ve replikasyonu,
gen transkripsiyonu, heterokromatin olusumu ve X kromozomu inaktivasyonu gibi
epigenetik mekanizmalarda rolleri bulunmaktadir [57]. Bu modifikasyon
degisimlerinin kanserle baglantisi, kromatin immiinopresipitasyon teknolojisi ile
saptanmigtir  [58]. Bunun yaninda, modifikasyonlarda “yerine koyma” ve
“uzaklastirma” —dan sorumlu olan ayni zamanda epigenetik belirte¢ gorevi olan birgok
enzim tanimlanmistir; bu enzimler arasinda histon asetiltransferaz (HATSs) ve
deasetiltransferaz (DHACS) enzimleri goriilmektedir. Histonlarin u¢ kisimlarina asetil
gruplart ve metil gruplarinin eklenmesi ayrica bu gruplarin uglarindan bu gruplarin

uzaklastirilmalarinda gorev almaktadirlar [60].

Kanser hiicrelerindeki, histon modifikasyonlarini diizenleyen mekanizmalardaki
hatalar sonucu, onkogenlerin istenmeyen aktivasyonu ve timor baskilayici genlerin
inaktive olmasina neden olmaktadirlar. Histon temel yapilarinda meydana gelen
modifikasyonlara baktigimiz zaman, metilasyonlar genellikle histonlarin lizin ve
arjinin temel yapilarinda oldugu goriilmiistiir, ayrica bu modifikasyonlarin kromatin
diizeyini ve gen transkripsiyonunu etkiledigi goriilmistiir. Yapilan ¢aligsmalarla, histon
H4 proteininin 20. lizin temel yapisinda meydana gelen asetilasyon ve 16. lizin temel
yapisindaki asetilasyon kaybinin kanser hiicrelerinde gézlenen karakteristik bir durum
oldugu saptanmustir [58]. Bir diger modifikasyon 6rnegi verecek olursak, H4K20
(histon H4’lin 20. Lizin temel yapisindaki)’deki metilasyon; kromatin yapisinin
baskilanmasina neden olmaktadir.Tekrarlanan DNA dizinlerinde meydana gelen
azalmalarin, DNA metilasyonuna bagli oldugu [62] ve histon asetilasyonunun; histon
asetiltransferaz (HATs) ve histon deasetiltransferaz enzimleri tarafindan kontrol edilen

bir mekanizma oldugu belirlenmistir. Yapilan birgok ¢alismada, HATS proteininin
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meme kanserinde ileri derece fonksiyonu bulundugu gosterilmistir. Bu proteinlere
ornek olarak: p300/CBP ve NCOAs proteinleri, 6rnek verilebilir ve bu proteinler,
H3K56 (H3 56. Lizin temel yapisi) proteinlerini asetile edebilmektedirler ve H3K56,

kromatin toplanmasi ve DNA onarim mekanizmalarinda yer alabilmektedir [63].
2.8.3 Kodlamayan RNA’lar

Hiicre i¢inde sentezlenen RNA’lardan % 98’1 proteine g¢evrilemez ve bu RNA
molekiillerinin % 701 intronlardan olugmaktadir. miRNA’lar, onkogen ve timor
slipressor genlerin ekspresyonunda islev goriirler [64], miRNA’lara 6rnek vermek
gerekirse; “miR-217, kot huylu kanser tiplerinde (glioblastoma, meme kanseri,
kolorektal kanser, akciger kanseri) fazla miktarda sentezleri tespit edilmistir, bagka bir
ornek ise “miR-34a”, delesyonunun, prostat kanserinin metastazinin ilerlemesinde
etkili oldugu goriilmiistiir [65]. Ayrica miRNA disinda uzun kodlamayan RNA dizileri
de (IncRNAs) bulunmakta, onkogenik ve tiimor baskilayict genlerin sinyal
yolaklarinda rol alabilmektedirler. Bu RNA’lara 6rnek vermek gerekirse; onkogenik
INcRNA; lincR-NA-HOTAIR’dir ve memeli homebox C (HOXC) geninin lokusunda
yer almaktadirlar, bu IncRNA’lardan olan, HOTAIR birincil metastatik meme
kanserinde ileri seviyede ifadeleri goriilmiistir. Bu nedenle, HOTAIR’1n ekspresyon
miktar1 birincil meme kanseri tanisinda 6nemli bir belirte¢ olarak diisiintilmektedir

[66].
2.9 Kanser ve Kanser Biyolojisine Genel Bakis

Kontrolsiiz biiylime gosteren hiicrelerin sinirsiz bir sekilde ¢cogalmasina kanserlesme,
olusan hiicreye kanser hiicresi denmektedir. Kanser hiicreleri somatik veya genetik
olabilmektedir [66]. Kanserler, DNA dizilerindeki birtakim anormallikler
goriilmesiyle olusmaktadirlar. Kanserlerin % 10-15’inin, kalitimsal oldugu, kalan %
85-90’lik kisminin ise DNA’nin, mutajenlere maruz kalmasi, DNA’daki progressif
degisiklikler ve replikasyonlarla meydana gelen hatalar sonucu sekillendigi
diistiniilmektedir. Bu gostermektedir Ki bu hiicrelerinin sinirsiz biiylimesini ve
kendisiyle ayni yapida kanser klonlarinin olugmasini saglamaktadir. Sekil 2.10a

bakildiginda kanser olusumunun etkili oldugu faktorler gosterilmektedir.
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Sekil 2.10: Kanserlesme ve kanserin meydana getirdigi durumlar [83]

Kanser; multifaktoriyel bir karaktere sahiptir ve birgok etken kanser olusumunda
gorev almaktadir, bunlara 6rnek olarak; bakteriler, viriisler, radyasyon, kalitim,
cevresel faktorler, beslenme aliskanligi ve kimyasallar 6rnek olarak verilebilmektedir
[69-74]. Sekil 2.11°¢ bakildiginda kanserlesmenin basamaklart ve hangi

mutasyonlarin gergeklestigi gosterilmektedir.
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[KANSERE YOL ACAN VARSAYIMSAL MUTASYON DIZIST:]

( : ) ilk mutasyon, hucre dongusd

a“ S inhibitorierini inaktive eder
= J" T bir zonraki mutasyon
( ' ( . 4‘ hucre dongusu regulatorunun
"aﬁ b @ B oxr aktive olmasina neden olur
= B \‘
- ,J_',»—’ '"\.) Uguncu mutasyon, bir genom
s e stabilite fakrardni
,-"’ @ b @ etkiziz hale getirir
[,
——— L \‘ sonraki mutasyonlar
\ hizla birikmeye devam eder

< s ) anser hucresi
Sekil 2.11: Genel olarak kanser olusumundaki gerceklesen mutasyon evreleri ve

mekanizmalar gosterilmektedir [83].

Kalitim araciligiyla kanser olusma olasiligi ¢evresel faktorler ile kiyaslandiginda ¢ok
daha az olmaktadir, bunun disinda; genlerin, cesitli hastaliklara karsi yatkinliga
sebepleri hala arastirma konusudur. Tiimor baskilayici genlerde olusan bir mutasyon
veya bozulma, kalitsal bir sekilde aktarilabilme ayn1 zamanda sigara gibi gevresel bir
karsinojen, kanser olusumuna neden olabilmektedir. Ayn1 zamanda ¢evresel etkenler
kansere yatkinligir da arttirabilmektedir. Cesitli kanser tiirlerinde o kansere neden
olabilecek genlerin kalitsal olarak gectigi tespit edilmistir (meme kanseri ve
yumurtalik kanseri). Losemiler gibi ve ¢ocuklukta ortaya ¢ikabilecek bazi tiimorlerin

(Wilms timori, retinablastoma) kalitsal 6zellikte olabilecegi goriilmiistiir.

Onceden de degindigimiz gibi, cevresel olarak bir¢ok kimyasal, kansere sebebiyet
vermesinin yaninda kanserli bir hiicrenin derecesini ileriye g¢ekebilmektedir. Bu
faktorlere Ornek vermek gerekirse; ilaglar, yagl yiyecekler, cesitli kiifler
(alfatoksinler), iyottan fakir diyetler, kirmizi et agisindan zengin diyetler, yanmis
yaglari igeren besinler, kansere sebebiyet veren ve onu ileri tasiyabilen 6nemli gevresel
faktor ornekleri arasinda yer almaktadirlar, Kimyasal faktorlere 6rnek verecek olursak;
sigara, alkol, hardal gazi, benzen, komiir tozu ve zifti, madeni yaglar, naftalin ve

asbest, sayilabilmektedir.
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Kanser olusumunu tetikleyen fiziksel etkenler arasinda; radyasyon (iyonize
radyasyon), 1s1, giines 15181, mekanik darbeler, yer almaktadir. Ornegin, iyonize
radyasyon direkt olarak canliya temas ettiginde, biyolojik makromolekiillerden
elektron kopartabilir veya pozitif yiikleyebilir [74-76]. Bu yiiklenmeler DNA’da tek
ve ¢ift zincir kiriklari olusumuna veya organik bazlarda ya da sekerde
modifikasyonlara neden olmakta ve bdylece hiicrelerin kanserlesmeye gitmesiyle

sonuclanmaktadir.

Kansere sebep olan faktor arasinda serbest radikaller de yer almaktadir. Serbest
radikaller bir veya daha fazla eslestirilmemis elektron igerigi bulundurduklarindan
yiiksek reaktiviteye sahiptirler. Biyolojik sistemlerde en 6nemli serbest radikal/reaktif
olarak, reaktif oksijenler tiirleri (ROS) goriilmektedir. ROS un kanser olugumunun
farkli evrelerinde etkinligi yapilan ¢esitli ¢aligmalarda gosterilmistir [73,77]. ROS
sisteminin agir1 derecede yiiklenmesi ve kritik seviyeye gelmesi sonucu hiicre hasari

olusturarak kanserlesmeye neden olabilmektedir [74].

Halliwell’e gore ROS’un temel iki mekanizmasi bulunmaktadir, bunlardan birincisi;
hidroksil reaktifleri ile yap1 olusturup DNA’larda zincir kiriklar1 olusturma, cesitli baz
modifikasyonlarina ve deoksiriboz sekerde fragmentasyonlara neden olabilme olarak
aciklamistir; ikincisi ise, oksidatif stres sonucu olusan endoniikleazlarin inaktive
edilmesi ve boylece DNA fragmentasyonlari olusumuna neden olmasidir [78]. Bunun
disinda ROS ¢esitli yolaklarda bircok genin inhibisyon ve aktivasyonunda etkili
olmasi (inhibisyon, apoptoz) nedeniyle karsinomayi destekleyebilmektedir [78,79].

Sonug olarak, kanser, hiicrenin genetik yapisinda cesitli etmenlerle degisimin veya
mutasyonun olmasidir. Ayrica kanserin ¢oklu, yani kompleks bir mekanizma
oldugunu diisiiniirsek, sadece bir gen mutasyonu ile degil de birden fazla gen

mutasyonunun birlikte goriilmesi durumunda olustugunu sdyleyebiliriz.
2.10 Kanser Genetigi

Kanser, genel anlamda hiicrelerin kontrol mekanizmalarinda ve ¢esitli yolaklarinda
meydana gelen mutasyonlar veya modifikasyonlar sonucu siirsiz gogalabilme

yetenegi kazanma olayia denmektedir [80].

25



2.10.1. Kanser Genetiginde Bilinmesi Gereken Temel Kavramlar

1. “Germline” Mutasyonlar: Ovaryum veya testislerde (Gonadlar) bulunan germ
hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlardir, bu mutasyonu tasiyan bireyler, bu
mutasyonlar1 bir sonraki nesil olan ¢ocuklarina gecirebilmektedirler. Fakat gecen bu
mutasyonlar ¢ocuklarin yalnizca germ hiicrelerinde degil ayni1 zamanda somatik (viicut
hiicreleri) hiicrelerinde de goriileceginden kalitsal olarak olusan kanserlerin temelinde

germline mutasyonlar bulunabilmektedir.

2. Somatik Mutasyonlar: Germ hiicreleri diginda kalan ve viicutta bulunan diger
biitiin hiicrelerin tamamina somatik hiicre denmektedir ve bu hiicrelerde meydana
gelen mutasyonlara somatik mutasyonlar denmektedir. Bu mutasyonlar sadece
goriildiikleri bireylerde etki gostermektedirler yani diger nesile aktarilamamaktadirlar.
Kisacasi kalitsal olmayan, sporadik gelisen kanserlerin temelinde somatik mutasyonlar

bulunabilmektedir.

3.Proto-onkogenler: Onkogenik kapasitedeki genlerin gesitli tetikleyici mutasyonlar
ile onkogene doniismesi ve kanser hiicrelerinin olusumunda rol almasi kanser
olusumunda bu genlerin yer aldig: ¢esitli sinyal yolaklarinda bozulmalarla iliskilidir.

Proto-onkogenlerin hiicre igerisinde gesitli islevleri bulunmaktadir [81]. Bunlar:

-Transkripsiyon faktorlerini diizenleme,

-Biiylime faktorii ve biiylime faktor reseptorlerinin kontroliinde islev sahibi olma,
-Apoptozun baskilanmasini yonetme,

-Kromatinin modifiye edilmesinde gorevli olma,

-Hiicre i¢1 sinyal iletimini denetleme,

-Membranla iligkili G proteinlerinin diizeni, olarak 6zetlenebilir.

Bu islevleri sirasinda bir proto-onkogen tetikleyici bir mutasyona ugramasi sonucunda

onkogen formuna gecebilmektir.

4. Tiimor Siipressor Genler: Hiicre gogalmasini baskilayict yonde rol oynayan genler
olarak bahsedilebilirler, hiicre proliferasyonunun dogrudan baskilanmasinda rolii olan
genlere gatekeeper (bekgi) genler denmektedir ve bekei hiicreler hiicre dongiisiinii

denetleyerek sorun olmast durumunda hiicreyi apoptoza yodnlendirmekle
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yukiimlidiirler, 6rnek olarak TP53 geni ornek verilebilmektedir [82]. Bu genler
disinda dolayli etki gosteren caretaker (bakici) hiicrelerde bulunmaktadir ve bu genler
genom Dbiitiinliigliniin korunmasinda ve DNA tamir mekanizmalarinda mutasyon
engellemekle yiikiimlii genlerdir yani bu genler bir mutasyon olmasi sonucu DNA
dizilerinde; onarimda aksamalar ve genom kiriklar1 ve baz kayiplar1 olusabilmektedir.
Tablo 2.1’e baktigimizda; Cesitli timor slipressor gen tipleri ve hangi kanserlerde

goruldiikleri ile ilgili bilgiler yer almaktadir.

Tablo 2.1: Cesitli timor siipressor genler ve hangi tip kanserlerde bulunduklar

(kalitsal-sporadik) gosterilmektedir. TSG: Tiimor Siipressor Gen.

L i Gen Kalitsal kanser Sporadik kanser
genin tipi
RB1 : . .
Retinoblastoma Bir cok sporadik kanser
. : . Bobrek timaord, merkezi sinir sistemi
Hiicre balinmesi VHL Von Hippel Lindau hastaligi hemanjiyoblastomasi
kontrolt 7 S s TR T
(Beki tipi TSG) NF1 Norofibromatozis tip 1 Malin periferik sinir kilifi timaoru
NF2 Nérofibromatozis tip 2 Meningiom

Familyal adenomat6z

APC e Kolorektal kanser
polipozis
R Hrediten gk poflpodis Kolon, mide, endometriyum kanseri
DNA tamir genleri MSH6, PMS2 kolon kanseri ' ! y
(Bakici tipi TSG) ; :
p BRCAT, BRCA2 Herediter meme/over Over ve meme kanseri
kanseri
TP53 Li-Fraumeni sendromu Bir cok sporadik kanser
Apoptozis genleri ; ) ;
P16 Ailesel melanoma Bir cok sporadik kanser

5. Onkogenez Mekanizmalari: Hiicre kanserlesme asamasia gegerken hiicre igi
gesitli  yolaklarda g¢esitli mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu siiregteki
mekanizmalarda gorevli olan genler proto-onkogenik veya tiimor siipressor rollerde
olmaktadirlar. Ayrica kanser olgusunu degerlendirecek olursak; kanser genellikle tek
bir gen mutasyonuna bagli degil, bircok gen mutasyonu sonucu olusan multiple
(kompleks) bir mekanizmadir [83]. Sekil 2.12’ye baktigimizda; Kolon kanserinin tek
bir mutasyonla degil de bir¢ok gen mutasyonunu birlikte olmasi nedeniyle ortaya

ciktig1 gosterilmistir.
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Normal epitel hicresi
APC gen kaybi
Hiicre cogalmasinda artis
DNA hipometilasyonu
Erken evre adenom
RAS gen mutasyonu
Orta evre adenom
DCC gen kaybi (Kromozom 18)
Geg evre adenom
TP53 gen kaybi (Kromozom 17)
Karsinom
PRL3 geni asiri ekspresyonu
Metastaz
Sekil 2.12: Kolon kanserinde evreler arasindaki geciste hangi genlerde hangi

mutasyonlarin oldugu ve metastaz asamasina varincaya kadar hangi agsamalar ge¢irdigi

gosterilmektedir [degstirilerek alinmistir, 83].

Bu siireclerde olugan mutasyonlar kendiliginden veya diger gen mutasyonlarina bagh

olarak da olusabilmektedirler.
2.10.2 Kanserde Onkogenik Aktivasyon

Onkogenik aktivasyon mekanizmalari nokta mutasyonlari, kromozomal yeniden
diizenlenmeleri ve gen amplifikasyon/fazla gen ekspresyonlart seklinde

acgiklanabilmektedir.

Ornek verecek olursak; RAS proto-onkogenleri hiicre proliferasyonunda rol alan
genlerdir ve p21 adli proteinin kodlanmasinda sorumludurlar, bu genlerde meydana

gelen bir nokta mutasyon ile p21 olarak isimlendirdigimiz proteinler siirekli aktif halde
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kalirlar ve bu mutasyon sonucunda hiicre kanserlesmeye gidebilmektedir (kolon,

akciger, pankreas kanseri gibi) [84].

Cesitli translokasyonlar, bazi durumlarda proto-onkogenin, farkli kromozomlara
taginmasi ve ekspresyon diizeyinin degismesine yol agabilmektedir ve baz1 durumlarda
bu gerceklesen olayda c¢esitli sendromlar ve hiicrelerde kanserlesme
goriilebilmektedir. Ornek verecek olursak; kronik myeldsitler 16semide (KML)
kromozom 9 ve 22 arasinda gelisen ve Philadelphia kromozomu (Phl) olusumu ile
sonuglanan t(9;22) translokasyonda, tirozin kinaz aktivitesi olan ABL geni, kromozom
22q’da bulunan ve gorevi tam olarak bilinmeyen “breakpoint cluster region* (BCR)
genleriyle birlesmektedirler [85]. Olusan kimerik gen yapisinda, tirozin kinaz
aktivitesi ile gii¢lii bir flizyon proteini sentezlenmektedir. Ancak KML gelisiminde asil
rolii, artan protein Kkinaz aktivitesi gostermektedir. Sekil 2.13’e bakildiginda;
Bahsedilen Philadelphia kromozomu olusum mekanizmasiyla 22. ve 9.

kromozomlardaki degisimler gosterilmektedir.

BCR

BCR
ABL

Philadelphia
kromozomu

22. kromozom

ABL

9, kromozom

Derivatif kromozom

Sekil 2.13: 9. ve 22. kromozomlarin birbirleri arasindaki translokalizasyon ile

Philadelphia kromozomunun olusumu [85]

Onkogenez siirecinde bazi durumlarda c¢esitli DNA segmentleri ¢ogalim
gosterebilmektedir ve o segmentler de yar alan proto-onkogenlerin yiizlerce kopyasi

olugsmaktadir. Bu olusan kopya genlerde genoma eklenerek hiicrenin kanserlesmesine

29



neden olabilmektedir. Ornegin; MYC, CCND1, EGFR ve RAS gibi proto-onkogenler
kiigiik hiicreli karsinom, meme kanseri, 6zefagus kanseri, serviks kanseri ve over

kanserleri gibi ¢esitli kanserlerde amplifiye olmaktadir [81].

Ayrica bu amplifiye olan segmentleri FISH (floresan in-situ hibridizasyon) teknigi ve
cesitli immiinohistokimyasal teknikler ile boyayarak gostermek miimkiindiir. Tablo
2.2’ye baktigimizda; Cesitli onkogenler, bu onkogenlerin hangi kanser tiplerinde ve

hangi rolde islev yaptiklarini anlatilmaktadir.

Tablo 2.2: Kanser olusum ve gelisiminde rolii olan gesitli onkogenler, aktivasyon

mekanizmalari, hangi kanser tipinde nasil islev gordiikleri gosterilmek istenmistir.

Onkogen Kanser tipi Aktivasyon mekanizmasi Islev
N-MYC  Noroblastoma, akciger kanseri DNA amplifikasyonu Transkripsiyon faktérd
=7 : Kromozomal ,
BCL-2 B hicrell lenfoma St Antiapoptotik etk

transioxasyon

Kromoezomal

ALLT(MLL) ALL veya AMI o : Kromatin modifikasyonu
; {ransioxasyan ’
X BiyiGme faktord
V-SIS Gliom/fibrosarkom Asin ekspresyon AR {irsy
: ? BN (PDGF B alt@nitesi)
. u BuyUme faktor reseptori
RET Meduller tiroid kanseri Nokta mutasyonu ) z 3,? 2
(membran tirozin kinazi)
Kromozomal Sinyal iletimi
ABL KML stk ) Sl i
fransiokasyon {sitoplazmik protein kinaz)
A : Membrania iliskili G proteini
K-RAS AML, tiroid, kolon kanseri Nokta mutasyonu : et

(GTPaz aktivite)

ALL: Akut Lenfoblastik Losemi; AML: Akut Miyeloblastik Lésemi; KML: Kronik
Miyeloblastik Losemi; PDGF: Plateled-Derived Growth Factor (trombosit kokenli biiyiime
faktori).

2.11 Kanserde Sinyal Yolaklar:

Hiicre i¢inde sinyal iletiminden, hiicre bdliinmesinden vb. islemlerden sorumlu olan
cesitli yolaklarda mutasyonlar ve modifikasyonlar olmasi durumunda kanserlesme
olabilmektedirler ve bunun sonucunda c¢esitli yapilar ortaya ¢ikabilmekte ve sinyal

yolunda yer alan genlerde islev degisikligi goriilebilmektedir [86].
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Kanserde gorevli ¢esitli sinyal yolaklar1 bulunmaktadir. MAPK sinyal yolagi, PI3k
yolagi, NFKB sinyal yolagi, JAK/STAT yolagi ve Hedgehog yolaklart bunlara 6rnek
verilebilmektedir. Tablo 2.3’e baktigimizda; kanserdeki gesitli yolaklar, bu yolaklarin
hangi kanserlerde gorevli oldugu, yolaklardaki onkogen, proto-onkogenler ve etkileri

agiklanmaktadir.

Tablo 2.3: Kanserde etkili olan ¢esitli sinyal yolaklari, bu sinyal yolaklarindaki

gorevli olan ¢esitli genler, bu genlerin gorevleri ve hangi kanserlerde etkili olduklar

gosterilmektedir.
Yolak veya Ag§ Gorulduga Kanserler Yolaktaki onkogen | Yolaktaki TUmér Aciklama
proteinler supresorler
MAPK Birgok RAS,BRAF, Onkogenik reseptor tirozin
Yolag (MYC) kinazlarin efektorleridir
(Standart)
PI3K Yolagi Birgok PI3K, AKT PTEN,CTMP Onkogenik reseptér tirozin
kinazlarin efektorleridir
TP53 ag Birgok MDM2/HDM2 TP53,ATM,BAX
RB1 agi Birgok Cyclin D1,CDK4, | RB1,p16™**
(MYC) p15|N 481 p57K|P2
TGFB Yolagi Karsinomlar, bazi TGFBRII, Karsinomda inaktive
yumusak doku SMAD2, SMAD4, | olmus, yumusak doku
kanserleri, bazi RUNX kanserinde aktive
|6semiler olmustur.
JAK/STAT Bazi karsinomlar, STAT3, STAT5(?) | STAT1(?), Onkogenik Sitokin
Yolagi birgok I6semi ve SOCS1 Reseptorleri ve flizyon
lenfomada proteinlerinin efektorleridir
NFkB Yolagi Bazi I6semiler, birgok | REL proteinleri CYLD Etki buylk oranda hicre
karsinomlar tipi ve icerigine bagldir.
WNT Yolag! Kolon, karaciger,meme | WNT1, APC,AXIN E-Kaderin ve SFRP'lerce
,mide ve diger B-Catenin modiuile edilir
karsinomlarda
SHH Yolagi Spesifik deri,beyin ve SHH(?),SMO, PTCH1,PTCH2
akciger kanserleri GLI(?) SUFU
NOTCH Yolag T-hticre lenfomalari, NOTCH1 NOTCH1 Etki buyuk oranda hicre
karsinomlar tipi, icerigi ve gen
dozajina baghdir.

2.11.1. MAPK Sinyal Yolag: ve Kanser

MAPK sinyal yolag: hiicre proliferasyonu i¢in gerekli olan RAF, MEK ve ERK
proteinlerinden olusan bir yolaktir. Genel olarak bu yolak hiicre biiylimesi, hiicre
sinyal iletimi ve gen ekspresyonunda gorevli bir sistemdir. Bu yolak c¢esitli
ekstraselliiler ve intraselliiler uyaranlar tarafindan da aktive edilebilmesinin yaninda

genel olarak reseptdr tirozin kinazlarca (RTK) aktive edilmektedir. Tiumor
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hiicrelerinde, RTK’lar veya RAS’1n onkogenik aktivasyonu ile MAPK yolaginda
sinyallesme artmaktadir. Ayn1 zamanda bu yolak alt1 benzer modiilden olugsmaktadir
ve bu modiillerin gorevlerini birbirine benzemekle birlikte; hiicre proliferasyonu,
apoptoz, hiicre farklilasmasi, spesifik hiicre fonksiyonlarinin uyarilmasi gibi gorevleri
bulunmaktadir. Ancak bu yolaklarda bulunan bu modiiller tek bagslarma islev
gosterememektedirler, yani modiiller yolak {izerinde birbirlerini ve bagka
segmentlerinde  araciligiyla islevlerini  goOsterebilmektedirler. Sekil 2.14°e
baktigimizda; MAPK sinyal yolaginda yer alan modiillerin birlikte ve sinerjistik

calismalar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.14: MAPK sinyal yolaginda yer alan modiilleri ve bu modiillerin birbirlerine
etkileri ve baglantilar1 [86].

Yolagin aktivasyon mekanizmasi genel olarak; UV 1sinlar ile 1s1ma, strese bagli 1s1

degisimi ve RAS proteinleri aracilifiyla aktive edilmektedir. Bunun yaninda RAC
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veya CDC42 gibi hiicre adezyon molekiilleri, ¢esitli GTP-baglayici proteinler ve
MEKK 1,2 veya 3 gibi proteinler araciligiyla da aktive edilebilmektedir. Bu yolak
aktivasyonu ile genellikle olusan durum hiicre proliferasyonunun durdurulmasi
yoniinde ger¢eklesmektedir. Bunun yaninda apoptozun uyarilmasi ve tiim sistemin
icinde Ornek olarak; JNK yolaginin azalan aktivasyonunun cesitli kanser
gelisimlerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu bilgilere ek olarak, ERK-MAPK
yolagi tarafindan JUN proteinleri transkripsiyonel olarak uyarilirken; JNK-MAPK

yolaginin aktivasyonu ile fosforile olurlar.

Sekil 2.15’e bakildiginda; RAS aktivasyonu i¢in gerekli olan, ERK, MAPK, JNK

yolaklarinin hangi sinyaller ile uyarildig1 ve yolaklarin basamaklar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.15: RAS aktivasyonu i¢in gerekli olan; ERK, MAPK, JNK yolaklarinin hangi
sinyaller ile uyarildigi ve bu yolaklardaki basamaklar [86].

RAS proteinleri, reseptor tirozin kinazlara sinyal iletiminde aracilik etmenin yaninda,
serpentin reseptOrii aracili G-proteinleri araciligiyla sitokinlere ve hormonal sinyallere
cevap vermede de gorev almaktadirlar. Bu bilgilere de bakarak MAPK sinyal yolagi;
PI3K sinyal yolagi ve daha bir¢ok kanser yolaginin da aktivitesini, RAS’ta dahil olmak

tizere farkli mekanizmalarla da diizenleyebilmektedir.

2.11.2. PI3K Sinyal Yolag ve Kanser
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PI3K yolaginin genel manada, hiicresel metabolizmanin kontroliinde; glukoz
transportasyonu ve kullanim agamalarinda, hiicre biiyliimesinde, protein biyosentezi ve
apoptoz mekanizmasini Onlemede fonksiyon gostermektedir. Bu yolak, RAS
proteinleri ve aktif olan reseptor tirozin kinazlar tarafindan uyarilmaktadir. Sekil
2.16’ya bakildiginda; PI3K yolagmin etki ettigi mekanizmalar1 ve bu yolak iizerinde

yer alan ve gorevli olan ara yapilar gosterilmektedir.
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Sekil 2.16: PI3K yolaginin genel hatlar1 ve PI3K yolaginin etki ettigi mekanizmalar
(Hiicre proliferasyonu, hiicre biiyiimesi ve apoptoz), bu yolak iizerinde yer alan ve

gorevli olan ara yapilar [86].

Bu yolakta gorevli olan PTEN tiimor stipressor yapidaki temel bir inhibitor bileseni
olarak gorev almaktadir. Bunun haricinde TSC1 ve TSC2 olarak adlandirilan sendrom
etkili iki protein yapisi yolagin ara basamaklarinda islev gormektedirler. Bu yolagin

ana molekiilii olan PI3K, cesitli kanserlerde amplifiye oldugu i¢in onkogenik bir
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protein olarak belirlenmistir. Sekil 2.17°ye baktigimizda; PI3K yolagt ve PTEN

yolaklarinin katalizledikleri reaksiyonlar gosterilmektedir.
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Sekil 2.17: PI3K yolagi ve PTEN yolaklarinin katalizledikleri reaksiyonlar ve

sinyallesen molekiillerde meydana gelen degisimler [86].

Bu mekanizmalara ek olarak, Cyclin DI ve MYC yapilarin1 fosforile ederek

inhibisyonuna neden olur ve bdylece hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde rol

oynamaktadir. Sekil 2.18’e¢ baktigimizda, MAPK sinyal yolagi ve PI3K sinyal

yolaginin MYC ‘in etki ettigi; hiicre proliferasyonu, hiicre biiyiimesi ve apoptoz

mekanizmalarina etkileri gosterilmektedir.
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Sekil 2.18: MAPK sinyal yolagi ve PI3K sinyal yolagmin MYC “in etki ettigi; hiicre

proliferasyonu, hiicre biiyiimesi ve apoptoz mekanizmalari tizerine etkileri [86].

MAPK sinyal yolagi hiicre proliferasyonunu uyarabilmektedir ancak bu islemi
yapmak i¢in PI3K yolaginda oldugu gibi ¢esitli yardimci sinyallere ihtiyag
duymaktadir. Bu proliferasyonun uyarilmasinda MAPK ve PI3K yolaginin birbirleri
ile koordineli ve sinerjistik olarak ¢aligmalari gerekmektedir. Ornegin, PI3K yolaginda
gorevli olan insiilin benzeri biiylime faktorleri (IGF1 ve IGF2 gibi) bu yolag:
uyarmakta ve aktiflesen bu yolak MAPK yolaginda yer alan gerekli predominant
bliylime faktorlerinin aktiflesmesini saglamakta ve birlikte c¢alisarak hiicresel
proliferasyonda yer almaktadirlar. Bu iki yolagin birlikte calismasi sonucu temel

inhibitdr bileseni olan PTEN’in fonksiyonel yapisi bozulabilmektedir.
2.11.3. JAK/STAT Sinyal Yolag: ve Kanser

JAK/STAT yolag: cesitli insan kanserinde istemeyen sonuclarin ¢ikmasina neden
olmaktadir. Bu yolagin islevlerinden bazilar1 hematopoetik hiicre sistemlerinde STAT
sinyal yolunu uyarma, interlokinler ve gesitli hiicre tiplerine spesifik olan biiyiime
faktorleri ve gesitli sitokinleri uyarmaktir (Orn; GM-CSF ve ertiropoietine cevap
olarak hiicre proliferasyonunun uyarilmasi verilebilir). JAK/STAT yolagi; epitelyal
hiicrelerden salinan SRC, ABL kinazlar tarafindan salinan sinyaller ve EGF, sitokin

IL-6 gibi faktorlerin aktiviteleri ile aktive olmaktadir. Ayn1 zamanda hematolojik
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kanserlerde JAK/STAT yolaginin yapisal aktivasyonu bulunmaktadir. Ornegin; bas ve
boyun kanserinde, EGFR’nin asir1 ekspresyonu neticesinde JAK/STAT yolaginin
aktive oldugu belirlenmistir, ayrica bu yolak i¢indeki en aktif molekiil olarak STAT3
belirlenmistir. Cesitli kanserlerde, JAK/STAT yolaginin interferonlarin inhibisyonu
ile baskilandigi goriilmiis ve bu baskilamada yolakta bulunan STAT1’in baglantisi
tespit edilmigtir. Sekil 2.19’a baktigimizda; JAK/STAT yolagmin, bu yolak igin

aktivator ozellikte olan IL-6 molekiilleri (biiyiime faktorleri) araciligiyla aktivasyonu

gosterilmektedir.
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Sekil 2.19: JAK/STAT yolaginin, bu yolak i¢in aktivatdr 6zellikte olan IL-6 biiyiime

faktorleri araciligiyla aktivasyonu [86].

JAK/STAT vyolaginda bulunan STAT sinyalleri, hiicre membraninda fosforile
edilmekte ve transkripsiyon faktorleri olarak gdrev alabilmektedirler, ayrica bu
STAT’lar cgesitli fosfotirozinler (JAK1 ve JAK2) tarafindan SH2 domainleri i¢in
baglanma bolgesi olarak gorev alabilmektedirler. Fakat bu yolagin asil aktiflesme
mekanizmas1 adinin da oldugu gibi STAT sinyal mekanizmalarinin JAK reseptoriine
baglanmasi ile aktiflesen bir sistemden olugmaktadir. Aktiflesen STAT’lar hiicre
cekirdegine homodimer veya heterodimer formda gegerek, hedef gen promotor

bolgesindeki spesifik olan tanima bolgelerine baglanarak islev gostermektedirler.
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Bunlarin yaninda STAT aktivitesi; MAPK ve PI3K yolaklarinda bulunan kinazlarca
capraz regililasyona maruz birakilabilmektedirler [86,87].

Farkli hematolojik karsinomlarda, JAK/STAT yolaginin aktiflesmesi farkli yollarla
olabilmektedir. Orn: bazi kanserlerde (16semi veya kemik iligi kanseri), STAT
faktorleri, BCR-ABL gibi flizyon proteinleri tarafindan direk olarak uyarilmasi ile,
JAK/STAT sinyal yolu aktiflesmis olmaktadir.

2.11.4. NF-xB Sinyal Yolag ve Kanser

NF-kB yolaginin aktiflesmesi tek basina kanser olusumunu ve gelisimini
uyaramamaktadir, bu yolagin Oncelikli  fonksiyonu lenfoid hiicrelerin;
inflamasyonunun aktivasyonu ve apoptozlarinin aktivasyonu olarak saptanmustir,
fakat bazi1 hiicre cesitlerinde; sitokinlere 6zel yanitta proliferasyonun diizenlenmesinde

etkili olabilmektedirler.

NF-xB biri biliylik (REL) digerleri ise daha kiiciik olacak sekilde (p50, p52) alt
tinitelerden olusan heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir. Alt {initelerinden
biiyiik olaninin ii¢ ¢esidi bulunmaktadir; RELA, RELB ve C-REL. Bunlar arasinda en
yaygin olarak goriileni RELA, diger bir adiyla p65 olarak belirlenmistir. Bunlarin
yaninda bu transkripsiyon faktorleri en etkili faktorler olarak belirlenmislerdir. Ayrica,
RELA ve C-REL birleserek olusturdugu heterodimer yapilar; bir inhibitdr protein olan
IKB’ler tarafindan sitoplazma da tutulmaktadirlar. Sekil 2.20’ye baktigimizda; NFKB
yolaklarinin iletisim mekanizmalari, bu yolakta gorev alan ana yapilar (yolakta gorevli

reseptorler) ve bu yolagin isleyis mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.20: NFKB yolaklarinin iletisim mekanizmalari, bu yolakta gorev alan ana
yapilar ve ara molekiiller, bu yolaga bagli olan reseptdr molekiilleri ile birlikte; bu

yolagin isleyis mekanizmasi [86].

Birgok hiicre tipinde NF-kB yolagmin aktivasyonu; apoptozu diizenleyen, TNFRSF
reseptorleri tarafindan saglanmakta ve bu aktivasyon STAT faktorlerine ilave olarak
NF-«xB faktorlerinin ve MAPK yolaginin birlikte calismasi ile gerceklesmektedir. NF-
kB faktorlerinin hedef genleri dort grupta incelenebilmektedir: MYC, CCND1, BCL-
XL ve FLIP.

Bu yolagin aktivasyonu, inflamasyon ve kronik inflamasyon i¢in gerekmektedir.
Bununla birlikte NFKB, kanser metastazinda proliferasyonu etkileyebilmektedir.
NFKB yolagmin aktivasyonunu, TNFa gibi sitokinler araciligiyla, TNF alt {initesini

de-ubikitine ederek diizenlemektedir.

2.11.5 Hedgehog (Hh) Sinyal Yolag:
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Hh sinyal yolagi, Hh ligandinin hedef hiicre iizerinde bulunan Patched’e
baglanmasiyla aktiflesen bir mekanizmadir, PTCH yoklugunda ise hiicre membran
cikintilarinda bulunan silyum adi verilen yapilar tarafindan fiziksel ve kimyasal olarak
bu aktiflesme islemi saglanmaktadir [88-90]. Bu mekanizmada, PTCH reseptor
molekiilleri, onkogenik bir protein olan, Smoothened (Smo) tarafindan
baskilanmaktadir, ancak PTCH reseptorii, mekanizmanin kanserlesmeye gitmemesi
icin Smo’yu baskilamaktadir, eger PTCH reseptor proteinleri Smo onkogenik
proteinlerini baskilayamamasi durumunda hiicrenin kanserlesme mekanizmasi
devreye girmektedir. Smo’nun ii¢ alt birimi bulunmaktadir; inaktif SmoA, inaktif
SmoB ve silyum bagli SmoB olmak {izere adlandirilmaktadirlar [91-93]. Hh sinyali
GLI (¢inko parmak proteinleri) transkripsiyon faktorlerinin aktivatdr ve inhibitor
fromlar1 arasindaki iletisimle sisteme iletilmektedir ve bu sinyal iletiminde SuFu
(Supressor of fused) adi verilen bir protein kompleksinin Onemli bir gorevi
bulunmaktadir, bu gérev onkogenik olan GLI ile baglanarak sistemin kanserlesmeye
gitmesini engellemek olarak tanimlanabilmektedir. Bunun disinda bahsettigimiz GLI
proteinlerinin 3 alt iinitesi bulunmaktadir; GLI 1, GLI2 ve GLI 3 olarak
adlandirilmaktadirlar, GLI1 ekspresyonu ile hedgehog sinyali arasinda kuvvetli bir
bag bulundugundan bu yolaktaki en etkili faktér olarak GLI1 gosterilebilmektedir
[67,94].

Paralog hedgehog ligand1 yoklugunda PTCH yapilar1 Smo aktivitesini bloke ederek,
GLI protein komplekslerinin par¢alanmasina neden olur ve bdylece reseptor GLI
yapilarinin olusmasimi saglamaktadir. Bu mekanizma ile hedgehog hedef genleri
baskilanmaktadir. Bunun yaninda hedgehog sinyalinin PTCH’e baglanmasi
durumunda PTCH inhibisyonuna ve bdylece PTCH’nin Smo’yu baskilama
mekanizmast ortadan kalkmaktadir. Bunun ardindan kanserlesme sistemini
baskilamakla gérevli SuFu ve GLI kompleksi birbirinden ayrilir ve GLI’1ar aktiflesir.
GLI aktivasyonunda diizenlenmesinde ¢esitli yapilar gorevlidir; Dyrk1, RAS ve AKT
gibi aktive edici yapilarin olusturdugu kompleks tarafindan diizenlenmektedir [69,97].

Aktif forma gegen GLI’lar hiicre ¢ekirdegine baglanarak hedgehog’a cevap vermesi

gereken hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmaktadirlar [95,99-104]. Sekil 2.21°¢
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baktigimizda; Hedgehog ligandinin olmasi durumunda, Hedgehog yolaginda
gerceklesen mekanizmalarin basamaklart ve gorevli olan ara molekiiller arasindaki
mekanizma ve iletisimi, Hedgehog ligandinin olmamasi durumda da ayni sekilde
yolak icindeki mekanizmalar ve gorevli olan yapilarin mekanizma {iizerindeki

iletisimleri gosterilmektedir.
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Sekil 2.21: Hedgehog ligandinin olmas1 durumunda, Hedgehog yolaginda gergeklesen
mekanizmalarin basamaklar1 ve gorevli olan ara molekiiller arasindaki mekanizma ve
iletisimi, Hedgehog ligandinin olmamasi durumda da ayni sekilde yolak igindeki
mekanizmalar ve gorevli olan yapilarin mekanizma iizerindeki iletisimleri

gosterilmektedir [91].

Hedgehog yolagi cesitli hiicresel mekanizmalarda gorev alabilmektedir, bunlara 6rnek
vermek gerekirse; doku olusumu, doku gelisimi, hiicre i¢i homeostaz, organogenez ve

kok hiicre yenilenmesinde gorev alan; Wnt/B-Catenin, TGFB/BMP, NOTCH ve FGF

yolaklariyla gii¢lii bir iletisim gostermektedir.

2.12. Hedgehog Sinyal Yolag1 Modifikasyonlari ve Kanser
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Hedgehog sinyal yolagimin anormal bir sekilde aktivasyonunun kanser olusumu
tizerinde etkili oldugu son yillarda yapilan klinik ¢aligmalar ile tespit edilmistir, bunun
yaninda kanser olusum ve gelisimi agisindan hedgehog sinyal yolagi ile ilgili ti¢ model

One ¢ikmaktadir:

1.Tip 1 Hedgehog Sinyali: Ligandla Iliskisiz, Mutasyona Bagh Gerceklesme

Gorlin sendromunda, PTCH1 geninde meydana gelen mutasyonlar gozlenmistir,
incelenen olgularda hayatlar1 boyunca ¢ok sayida bazal hiicreli karsinoma gelistigi
goriilmistiir, buna bagl olarak medullablastoma ve rabdomiyosarkoma gibi ¢esitli
kanserlerin gelisim riskinin arttigt gozlenmistir. Ayrica sporadik bazal hiicreli
karsinomlarin %85’inde PTCH’yi inaktive edici mutasyonlar oldugu, %10’da ise

onkogenik Smo’yu aktiflestirmeye yonelik oldugu saptanmistir [105-107].

Sporadik medullablatomalarin %33’linde, rabdomiyosarkomlarda genellikle PTCH

mutasyonlart goriiliirken, bunun yaninda SuFu mutasyonlari ve artmis hedgehog

sinyali de belirlenmistir [108,109].

Hedgehog sinyalinin bozulmasi, artmis hiicre proliferasyonu ve tiimor gelisimini
desteklemektedir, ancak hedgehog inhibitorleri bu kanserlesme ve proliferasyon
mekanizmalarinda; Smo ve diger onkogenik yapilart baskilamada biiyiik rol

oynamaktadirlar.

2.Tip 2 Hedgehog Sinyali: Otokrin, Liganda Bagimh Gergeklesme

Paralog hedgehog yolagmin smirsiz aktivitesi ¢esitli kanserlerde belirlenmistir,
bunlara ornek verilecek olursa; akciger kanseri, mide kanseri, 6zafagus kanseri,
pankreas kanseri, prostat kanseri, meme kanseri, karaciger ve beyin kanserleri bunlar

arasinda gosterilmektedir [110-115].

Bu sekilde olusan tiimorlerde bazal hiicreli kanserlerden ve medullablastomlardan
farkli olarak hedgehog sinyal yolaginda herhangi bir somatik mutasyon
bulunmamaktadir. bu tiimdrlerdeki genel mekanizmada hedgehog sinyal yolaginda
anormal aktivasyon goriilmekte, artmis hedgehog ligand seviyeleri; PTCH1 ve GLI

genlerindeki seviyeleri belirlemektedir. Bu timdrlerin gelisiminin engellenmesinde;
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hedgehog antikorlar1 veya Smo antogonistleri tarafindan gerceklestirilebilmektedir
[92].

3.Tip 3 Hedgehog Sinyali: Parakrin, Liganda Bagimh Gerg¢eklesme

Parakrin mekanizmalarla da kanserlesmeye neden olan hedgehog sinyali olustugu
belirlenmis, hedgehog sinyalinin tiimor mikrogevresini etkileyerek onu uyarabilecegi

gorilmistiir.

Parakrin mekanizmalarla olusan hedgehog sinyali ¢esitli hiicresel mekanizmalarda klit
rol oynamaktadirlar. Buna enbriyogenez asamasinda barsak benzeri epitel yapilarin
gelisim ve korunmasi 6rnek verilebilmektedir. Bu mekanizmayi inceleyecek olursak;
epitelyumdan salinan hedgehog ligandi mezenkimal stroma araciligiyla alinmakta ve
bu sekilde mezenkimal epitele bildirim saglayacak yapilari olusturmaktadir. Bunun
yaninda ters parakrin sinyalleri; stromal hiicrelerin, kanser olusumu ve kanser gelisimi
icin gerekli olan sinyallerin gonderildigi tiimorler olarak ifade edilmektedirler [116-
121].

2.13. Kanser Kok Hiicreleri ve Hedgehog Sinyali Arasindaki Baglanti

Kanser kok hiicreleri sinirsiz sayida kopya hiicre iiretme 6zelligine sahip olan ve
Oliimsiiz olarak tabir edilen hiicrelerdir. Ayrica kanser kok hiicreleri etkilerini belirli
sinyal yolaklar iizerinde de gdsterebilmektedirler. Ornegin; hedgehog sinyal yolagi,
Wnt sinyal yolagi, Notch sinyal yolagi ve BMP yolaklar1 gibi yolaklarin diizenlenme
mekanizmasinda mutasyonlar olusturduguna ve mekanizmalarda bozulmalar meydana

getirdiklerine dair ¢alismalar bilinmektedir [121,122].

Cesitli kanser tiirlerinde, 6rnek vermek gerekirse; meme kanseri, glioma ve multiple
miyeloma gibi kanserlerde kanser kok hiicrelerinin kendilerini yenilemelerini
hedgehog sinyalini diizenleyerek sagladiklari, baska bir drnekte ise; kronik miyeloid
kanserde ise, kanser kok hiicrelerinin yasam siirmek ic¢in hedgehog sinyalini
kullandiklar1 belirlenmistir. Kanser kok hiicrelerinin, kemoterapi ve radyoterapiye
direngli olmas1 ve tiimor dokularinin bu tedavilerle yikilsa bile kanserin tekrar niiks

edebilme durumunu bu bahsettigimiz kanser kok hiicrelerinin neden oldugu
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diistiniilmektedir. Kanser kok hiicrelerinde hedgehog sinyali aktif formda
bulunmaktadir ve klinik tedavilerde kanser kok hiicreleri i¢in bu bulunan aktif formun
inhibisyon mekanizmalar1 6nemli hedefler olarak goriilmektedirler [103,123,124]; bu
inhibisyon mekanizmalarina 6rnek verecek olursak; onkogenik Smo geninin
susturulmasi, timor siipresor olan PTCH1 genin aktiflestirilmesi ve hedgehog
sinyalinin iletiminin kdkten engellenmesi (yolak aktiflesmesinin engellenmesi) drnek

verilebilmektedir.
2.14 Kanser Cesitleri

Meme kanseri, rahim agz1 kanseri, testis kanseri, rahim i¢ zar kanseri, kalin barsak ve
rektum kanseri, idrar yolu kanseri, akciger kanseri, mesane kanseri, agiz kanseri,
prostat kanseri, girtlak kanseri, cilt kanseri, mide kanseri ornek olarak
verilebilmektedir. Kanser ¢esitleri davraniglarina gore ikiye ayrilmaktadir; malign
(kotii huylu) kanser olarak adlandirilir ve bu kanser tiirlerinde kanser bulundugu
bolgeden metastaz ile farkli dokulara go¢ ederek farkli dokularda kanserlesmeye neden
olmaktadir. Digeri ise benign (iyi huylu) dedigimiz kanser ¢esididir ve bu kanser
tirleri bulunduklar1 bolgede kanserlesmeye neden olurlar ancak hicbir zaman

bulunduklar1 bolge disinda kanserlesmeye neden olmaz.
En Sik Goriilen Kanser Cesitlerine Bakis:

Meme kanseri, mide kanseri, akciger kanseri, kalin barsak kanseri, prostat kanseri,
rahim agzi kanserleri bir¢cok aragtirmaya gore giiniimiizde en sik goriilen kanser

cesitleri olarak saptanmiglardir[154,155,156,157].
2.14.1. Mide Kanseri

Mide kanseri, Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D) kanserlerde goriilme sikligi
siralamasinda, 14. sirada yer alir, A.B.D’de 1999 yilinda 22600 mide kanseri olgusu
bildirilmis ve hastalarin 13700’ mide kanseri nedeni dolayisiyla kaybedilmistir.
1900’1 yillarda mide kanseri A.B.D’de kanser 6liimlerinin basinda yer almistir [125].
Ancak epidemiyolojik verilere bakildiginda; 1930-1970 yillar1 arasinda mide kanseri
insidansinin azaldig1 tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s181inda; 1930’Iu yillara gelindiginde
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mide kanser insidansinin 100.000” de 35 ten, 1970’11 yillara gelindiginde ise 100.000’
de 3’e¢ geriledigi goriilmistir [126]. 1930-1970 yillar1 arasindaki bu insidans
azalmasina bakildiginda daha ¢ok mide kanserinin intestinal cinsinde oldugu
gorilmiistiir, sebebi tam olarak bilinemese de intestinal cinsin; intestinal metaplazi ve
Helikobakter pilori (HP) ile iliskili olmasi nedeniyle ve tedavilerinin basarili olmasi
nedeniyle bu yillar arasindaki insidans azalmasi agiklanabilmektedir [127,128], fakat
diger tipi olan gastro-6zafageal mide kanserinin insidansinin ise arttig1 tespit edilmis
ve bu insidans artisina neden olarak distal 6zafageal, mide kanseri ayriminin
yapilamamis olmasi gosterilmistir, tedavilere deginecek olursak bu iki tip mide

kanserinin de tedavileri giinimiizde birbirine benzemektedirler.

Mide kanseri erkeklerde daha sik goriilmekle birlikte (E/K: 1.7/1.0), insidans1 fazla
olarak, 6. ve 7. dekatta (60-70’li yaslar) pik yaptigi goriilmiistir ancak mide
kanserlerinin iki cinsiyette ve her yasta olabilecegi de goz ard1 edilmemelidir. Yapilan
son calismalar incelendiginde erkeklerde mide kanseri goriilme dekatlarinin yaklasik

olarak 1,5 kat geriledigi goriilmiistiir.

Mide kanserinin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis, ancak mide kanseri

gelisiminde etkili olan gesitli risk faktorleri Tablo 2.4’te tanimlanmistir [129-131].

Tablo 2.4: Mide kanser olusumunda ve gelisiminde etkili olan risk faktorleri tabloda

orneklenmistir.
Helikobakter pilori Pernisiydz anemi
lleri yas Sigara
Erkek cinsiyet Menetrier hastahgi
Diyet Ailesel polipozis
Atrofik gastrit

2.14.1.1. Lokalizayon

Mide kanseri incelendiginde, siklikla midenin; antrum ve distal 1/3 bolgesinde olmak
tizere proksimal mide kanseri insidans1 da dahil lokalizasyonun goriildiigii

saptanmistir. Son 10 yila bakildiginda, mide kanseri lokalizasyonlarinin sikliginda
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degisiklikler tespit edilmistir [132]. Ayrica, distal mide kanseri insidansi azalirken

gastro-6zofageal kanser insidansinda artis olmasi verilebilmektedir.
2.14.1.2 Prognoz

Mide kanserinde 6nemli olan prognostik veriler arasinda tiimoriin mide duvarindaki
invazyon seviyeleri, bolgesel lenf nod tutulma oranlari/seviyeleri ve uzak metastaz
varhigr gosterilebilmektedir [133,134], tabi ki bunlarin yaninda timdriin

derecesinin/seviyesinin prognozda 6nemini unutmamak gerekmektedir [135].

Genel olarak mide kanseri cerrahisinden bahsedecek olursak kanser tedavi kiirleri %50
olmakla birlikte hastaligin derecesi % 20’nin {istiindeki ve buna yakin olan hastalardan
bu kiir cerrahiden sonra uygulanabilirken, kanseri %80 ve iistii olan hastalarda ise
palyatif bakima bagvurulmaktadir. Ayrica deginmek gerekirse bolgesel mide
kanserlerinde uygulanan kemoterapi ile sagkalim orani dogru orant1 gosterirken,
metastaz yapan mide kanserlerinde ise bu tedaviler etki gostermemektedirler. Bu
nedenle mide kanserleri kotii prognoz grubu arasinda belirtilmistir ve sagkalim
oranlar1 metastatik ve bolgesel olanda kiyaslandiginda, metastatik olanda sagkalim %

10-15’iken bolgeselde % 50 olarak belirlenmistir.
2.14.1.3 Patolojisi ve Cesitleri

Mide kanserlerinin %90-95’inin adeno karsinomdan olustugu gézlenmistir [136,137].
Tablo 2.5’¢ baktigimizda; Mide kanserlerinin patolojik olarak siniflandirilmasi

gosterilmektedir.
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Tablo 2.5: Mide kanserinin histolojik olarak alt tiplerinin bir kism1 gosterilmektedir.

MAKROSKOBIK
Polipoid
Ulseratf
Superfisiyal yayilan
Diffuz yayilan (knitis plastika).

MIKROSKOBIK
Intestnal
Pllorokardiyal (veya antral)
Tash yOz0k hicreh
Anaplastik (undifferansiye)

DIGER HISTOLOJIK TIPLER
Papiller
Musintz
Adenoskuamaoz
Skuamoz
Mix (adenokarsinom ve Koriyckarsinom)

Gen ekspresyon ¢aligmalari incelendiginde, iki farkli molekiiler tipte mide kanseri s6z
konusu olmaktadir [138]. Bunlar incelendiginde birincisi: Diffliz tip (differansiye
olmayan) mide kanseri digeri ise intestinal tip (iyi differansiye) mide kanseri olarak
incelenmigtir. Diffliz karsinomada asil neden genetik olaylardan kaynaklanmakta olup,
bunlar arasinda en Onemlisi E-cadherin, interselliiller baglantilarr saglamada ve
epitelyal dokularin organizasyonunda, anahtar protein roliinii oynamaktadir. intestinal
tip mide kanseri, genellikle H.pilori ile iliskilidir ve prognoza bakildiginda diffiiz tip

mide kanserine gore daha olumludur.

1. Diffiize Mide Kanseri: Metastatik agidan kuvvetli 6zellige sahip kanser olmakla
birlikte, hizli progresyon gosteren ayrica kotli prognoza sahip kanser tiirlerindendir.

Mide duvarinda, distal 6zafagus ve duodenuma, invaze olmaktadirlar.

Bunun yaninda intestinal tip mide kanserlerindeki malign tiimdr riski diffiiz tip mide
kanserlerinde gozlenmemektedir. Sekil 2.22°ye baktigimizda; Intestinal tip mide
kanseri ve diffliz tip mide kanser mekanizmalarinda ger¢eklesmekte olan olaylar ve

mekanizmalarda gerceklesen olgular gosterilmektedir.
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Sekil 2.22 : Intestinal tip mide kanseri ve diffiiz tip mide kanser mekanizmalari [138]

2.Intestinal Tip Mide Kanseri: Mide kanser riskini fazla tasiyan toplumlarda daha
sik goriiliirken bu riskin az oldugu toplumlarda goriilme orani daha azdir, bu kanserin
biyolojik yapis1 genel olarak sporadiktir; heredite, diyetlerin igerigi, sigara
aliskanliklar1 ve alkol kullanimi1 gibi gesitli ¢cevresel faktorler ile etkilenmektedir ve
belirlenen dekadlarda goriilme sikliginin azaldigi tespit edilmistir, invazivlesme
basamaklar1 komplikedir. Sekil 2.23’e baktigimizda; intestinal tip mide kanserinin

ilerleme basamaklar1 ve patogenezi semtatize edilmistir.
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Sekil 2.23: Intestinal tip mide kanserinde kanserin gelisme asamalar1 ve kanserin cok

basamakli patogenezi [degistirilerek alinmistir, 138]
2.14.1.4 Evreleme Sistemi

Mide kanserlerinin evreleme basamaklarinda; Amerika Birlesik Kanser Komitesi’ne
(AJCC) bagli TNM sistemi (Tiimoérde Lenf Nodu Metastaz, degerlendirme sistemi)
kullanilmaktadir (Stomach In: American Joint Committee on Cancer 2002), [139,140].
AJCC’ in de yer alan TNM sisteminin mide kanseri {lizerindeki evreleme sisteminin

genel ve siniflandirilmis olarak Tablo 2.6’da gdsterilmektedir.

Tablo 2.6: Mide kanseri lizerinde AJCC’ye gére olan TNM evreleme sistemi genel ve

alt birimleri siniflara ayrilarak gosterilmektedir

Evre 0 Evre 1A
Tis, NO, MO T2a, N2, MO
Evre 1A T2b, N2, MO
T1, NO, MO T3, N1, MO
Evre IB T4, NO, MO
T1, N1, MO Evre lIB
T2a, NO, MO T3, N2, MO
T2b, NO, MO Evre IV
Evre Il T4, N1, MO
T1, N2, MO T4, N2, MO
T2a, N1, MO T4, N3, MO
T2b, N1, MO T1, N3, MO
T3, NO, MO T2, N3, MO
T3, N3, MO

Any T, any N, M1
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Primer Tiimor (T) Verileri:TX: Primer tiimor degerlendirmesi yapilmamais grup, TO:
Primer tiimér bulunmayan grup, Tis: In situ karsinoma: intraepiteliyal tiimor, T1:
Tiimor lamina propria veya submukoza’ ya invaze etme evresi, T2: Timo6r muskiilaris
propria veya subserosa’ya invaze etme evresi, T2a: Tuimor muskiilaris propria’ya
invaze etme evresi, T2b: Timor subseroza’ya invaze etme evresi, T3: Tiimor serozal
(viseral periton) agim bulunmasi durumu (komsu organ invazyonu yok) olusan evre,
T4: Timoriin komsu organlara invaze ettigi ileri seviye evre, olarak

belirtilmektedirler.
Bolgesel Lenf Nod (N) Verileri:

Bolgesel lenf nodlar1 genel anlamda; biiyiik kurvatur ve kii¢lik kurvatur ¢evresi, sol
gastrik, ana hepatik, splenik ve ¢Olyak arter g¢evrelerinde kodlanmaktadirlar /
bulunmaktadirlar, ancak bu bolgeler disinda bulunan lenf nodlar1 metastatik olarak
belirlenmektedir. Bir operasyonun verimli olabilmesi i¢in en az 15 lenf nodu

c¢ikarilmasi hedeflenmektedir.

NX: Bolgesel lenf nodu degerlendirmesi yapilmayan hasta grubu, NO: Bolgesel lenf
nodu metastazi bulunmayan grup, N1: 1-6 bolgesel lenf nodu metastazi goriilen grup,
N2: 7-15 bolgesel lenf nodu metastazi goriilen grup, N3: 15’ten fazla bolgesel lenf

nodu metastazi goriilen grup.
fleri Metastaz (M) Verileri:

MX: lleri metastaz degerlendirmesi yapilmayan hasta grubu, MO: ileri metastaz

bulunmayan hasta grubu, M1: Ileri metastaz bulunan hasta grubu.
2.15 Tedavi Yontemlerine Genel Bakis

Mide kanserinin primer kiiratif tedavisi cerrahidir [141-143]. Cerrahi islem, lenf nod
diseksiyonuyla birlikte parsiyel gastrektomi seklinde uygulanmaktadir. Bu kiir amagh
cerrahi sonrasi, lokal ve risk yiikii fazla olan yiiksek riskli hastalarda adjuvant
kemoterapi uygulanirken; metastatik olan hasta gruplarinda ise palyatif tedavi

uygulanmaktadir ve bu asamada Onerilen tedavi yontemi olarak kemoterapi
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diistiniilmektedir. Bunlarin yaninda ise daha nadir olarak uygulanan yontemler ise

radyoterapi ve ¢esitli farkli cerrahiler olarak belirtilmektedir. Genel anlamda tedaviler:
+Cerrahi Tedavi,

+Neo-Adjuvant Tedavi,

+Adjuvant Tedauvi,

+Metastatik Hastalhik Tedavileri,

olarak ayrilabilmektedirler.
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3.MATERYAL ve METOD

3.1 Kullanilacak Kitler

DNA izolasyonu i¢in: Thermo Scientific DNA izolasyon Kiti

Bisiilfit Doniisiimleri icin: Thermo Scientific EpiIJET Bisulfite Conversion
Kiti

RT-qPCR i¢in/ Real Time PCR: Thermo Scientific Syber Green PCR Kiti
ELISA icin: Human Protein Patched Homolog 1, PTCH1 ELISA Kit
kullandik.

3.2 Cihazlar

Buz Makinesi (Scotsman): -80 °C’ den ¢ikardigimiz orneklerden parca

aliminda 6rneklerin bozulmamasi i¢in buz kullanmasinda

Sekil 3.1: Buz Makinesi
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e Inkiibator (Etiiv): Calismamizdaki kullandigimiz 6rneklerin inkiibasyon

islemlerini gergeklestirmek igin.

Sekil 3.2: Orneklerin stabilitesini saglamak icin Etiiv (inkiibator)

e Vorteks: Hazirladigimiz ¢ozeltilerin daha iyi karigsmasini saglamak igin.

Sekil 3.3: Orneklerin daha iyi karisma ve ¢dziinebilmesi icin Vorteks.
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e ELISA Okuyucu: DNA izolasyonu sonucu elde edilen dokularda 260/280

dalga boylarini incelemek igin.

Sekil 3.4: ELISA Okuyucu
e Shaker: Kullandigimiz 6rnekleri karistirdigimiz soliisyonlar ile daha iyi

¢oziinebilmesini ve karigsmasini saglamak i¢in.

Sekil 3.5: Orneklerin daha iyi karisabilme ve ¢dziinebilmesi icin, karistirici.
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e Santrifiij: DNA izolasyon asamasindaki c¢oktiirme ve c¢ozelti icindeki

ayrimlari saglamak igin.

Sekil 3.6: Cesitli dondiirme hizlariyla ve belirlenen siirelerde 6rneklerin fazlarinin
ayrismasinin saglanmasi i¢in santrifiij

¢ Real Time PCR: Amplifikasyona bagli DNA artiglarini 6lgmek igin.

Sekil 3.7: Real Time PCR cihazi
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e Konvansiyonel PCR: Hedef genlerin ¢ogaltilmasi igin.

Sekil 3.8: Konvansiyonel PCR cihazo

3.3. Calisma materyali

Bezmialem Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Kurulu’ndan onay alinarak
(28.07.2021- E 24891) tez calismasi kapsaminda kullanilacak mide kanseri dokulari
temin edilmistir.

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dal1 ve Patoloji
Anabilim Dal1 tarafindan patolojik degerlendirme ve teshis konulmus, mide kanseri
bulunan ve gerekli taramalar yapilarak calisma grubumuza uygun 22 mide kanserli
hastadan -80°C dondurulmus; tiimor ve tiimor uzak dokulart kullanilmistir. Calismada,
20 mg’dan kiigiik olacak sekilde ve 1 cm® hacimde, hastalarin tiimor ve timor uzak

bolgelerinden alinan doku 6rnekleri kullanilmagtir.
3.4. Dondurulmus Dokudan DNA izolasyonu

e Ik asama olarak hastalardan elde edilen 20 mg dokulardan olacak 1cm3sekilde
nester yardimiyla doku 6rnekleri pargalara ayrilmistir.
e Alinan doku pargalart 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinmustir.

e Uzerlerine 180 pl digestion soliisyonu eklenmistir.
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Bu karisim {izerine 20 pl Proteinase K soliisyonu eklenmistir.

Vortex yardimiyla bu soliisyon ile 6rneklerin karigmasi saglanmaistir.
Ardindan etiiv de 56 °C’ de dokular tamamen pargalanarak kalint1 kalmayacak
sekilde 90 dk olacak sekilde inkiibasyona tabi tuttulmustur.

Inkiibasyon asamasinin ardindan karisim {izerine 20 ul olacak sekilde RNAaz
A soliisyonu eklenmistir.

Vorteks yardimiyla soliisyon ile 6rneklerin karisimi saglanmastir.

10 dk olacak sekilde oda sicakliginda inkiibasyona birakilmuistir.

10 dk’lik inkiibasyonun ardindan karigim tizerine 200 pul olacak sekilde lizis
sollisyonu eklenmistir.

Vorteks yardimiyla 15’er sn olacak sekilde 6rnekler karigtirilmistir.

Bu asamanin ardindan tizerine 400 pl olacak sekilde %50 ethanol eklenmistir.
Pipetaj ve vorteks yardimiyla karismasi saglanmistir.

Bu iglemin ardindan hazirlanan lizat genomik DNA saflastirma kolonlarina
aktarilmstir.

1 dk 6000 g olacak sekilde santrifiije tabi tuttulmustur.

Ardindan saflagtirma kolonlarmin altinda yer alan koleksiyon tiiplerinde
olusan sivi-kalint1 uzaklastirilmistir.

Saflastirma kolonu yeni bir koleksiyon tiipiline yerlestirilmistir.

Ardindan kolon iizerine 500 pl olacak sekilde etanol eklenmis Wash Buffer |
(yikama tamponu) eklenmistir.

1 dk 8000 g olacak sekilde santrifiij edilmistir.

Koleksiyon tiipiinde olugan sivi-kalintiyr uzaklastirilmisgtir.

Saflastirma kolonu yeni bir koleksiyon tliptine aktarilmistir.

Bu islemin ardindan lizat iizerine etanol eklenmis Wash Buffer II (yikama
tamponu) eklenmistir.

3 dk 12000 g olacak sekilde santrifiij edilmistir.

Ardindan koleksiyon tiiplinde olusan sivi-atik uzaklagtirilmistir.

Saflastirma kolonunu yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.
Bu islemin ardindan iizerine 50-100 pl olacak sekilde Elution Buffer (eliisyon

tamponu) eklenmistir.
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Oda sicakliginda 2 dk inkiibasyona birakilmistir.
Bu islemin ardindan 1 dk 8000 g olacak sekilde santrifiij edilmistir.
Ardindan olugsan DNA 6rnekleri 4 °C’ye kaldirilmistir.

3.4.1 izole Edilen DNA’larin Kontrolii

Izolasyonu gerceklestirilen DNA’larin kalitesi ve miktarlar1 spektrofotometre ile

dlgiimler yapilarak belirlenmistir. Olgiimleri gergeklestirilen DNA’larla ilgili

hesaplamalar yapilmaistir.

3.5 Bisiilfit Doniisiimii

flk asama olarak &nceden elde edilen 200-500 ng saflastirilmis DNA 6rnegi
iceren 20 ul DNA o6rneklerini PCR tiiplerine aktarilmistir.
Hazirlanan 20 ul’lik DNA 6rneklerine 120 pl olacak sekilde Modification
Reagent Solution (modifikasyon reaktif soliisyonu) eklenmistir.
Pipetaj ile tiipiin dibine dogru yerlestirilmistir.
Hazirlanan PCR tiiplerini thermal cycler (termal dongiileyici) yerlestirilmistir.
Fazla verim alabilmek i¢in (% 99-98) DNA denatiirasyon ve bisiilfit doniistimii
i¢in Protokol A kullanilmustir.
98 °C/ 10 dk, 60 °C / 150 dk olacak sekilde ardindan cihazdan alinan 6rnekler
DNA saflastirma mikro tiiplerine alinmistir.
400 pl olacak sekilde Binding Buffer (baglama tamponu) eklenmistir.
[lk iki asama sonucu déniistiiriilen DNA, baglama tamponu ile pipet yardimiyla
tamamen karistirilmistir.

Toplama tiiptine yerlestirilen mikro kolonu 12000 rpm’de 30 sn olacak sekilde
santrifiij edilmigtir.

Toplama tiipiinde olusan sivi-atik uzaklastirilmistir.

Mikro santrifiij kolonuna etonal ilave edilmis Wash Buffer (yikama tamponu)
eklenmistir.

12000 rpm’de 30 sn olacak sekilde santrifiij dilmistir.

Ardindan toplama tiipiinde olusan sivi-atig1 uzaklastirilmstir.
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e Mikro kolona etanol ilave edilmis Desulfonation Buffer (desulfonat tamponu)
eklenmistir.

e 20 dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmuistir.

e Buislemin ardindan 12000 rpm’ de 30 sn olacak sekilde santrifiij edilmistir.

e Toplama tiiplinde olusan sivi-atik uzaklastirilmistir.

e Ardindan etanol ilave edilmis Wash Buffer (yitkama tamponu) 200 ul olacak
sekilde mikro kolona ilave dilmistir.

e 12000 rpm’de 30 sn olacak sekilde santrifiij edilmistir.

e Toplama tiiplinde olusan sivi-atig1 uzaklastirilmistir.

e Sonrasinda etonal ilaveli yikima tamponundan 200 pl olacak sekilde tekrardan
mikro tiipe ilave edilmistir.

e 12000 rpm’de 60 sn olacak sekilde santrifiij edilmistir.

e Bu islemin ardindan mikro santrifiij kolonunu 1,5 ml’lik temiz bir
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.

e Mikro santrifiij kolonuna 10 ul Elution Buffer (eliisyon tamponu) eklenmistir.

e 12000 rpm’de 60 sn olacak sekilde santrifiij edilmistir.

e Bu islemden sonra eliite edilerek donstiiriillen DNA downstream analizi i¢in
hazir hale getirilmis forma gelmistir.

e Buislemlerden sonra DNA -20 °C de saklamaya kaldirilmigtir.
3.6 Primer Tasarim

e PTCHA1 geninde ait promotor bolgelerine 6zgii primerler tasarlanmustir.
e Methprimer dizayn programi adli programdan reverse ve forward primerler
tasarlanmistir.

e Her bir primer ¢ifti i¢in metile ve anmetile primerler tasarlanmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: PTCH1 Metile (M) ve anmetile (U), Forward (F), Reverse (R) primer

bilgileri gosterilmektedir.

Primer Dizi Bilgisi Sicakhk %GC

PTCH1 MF AGGTCGTTTGGTATAGGACG 56.7 50.0

PTCH1 MR GAATTCGTATCGATCCCTCG 59.5 50.0

PTCH1UF GGTTGTTTGGTATAGGATGG 54.4 45.0

PTCH1UR CAAATTCATATCAATCCCTCAA 57.33 33

e Primerler metile ve unmetile olarak methprimer ile tasarlanmasinin ardindan
Medsantek firmasindan alinmistir.
e Gelen primerlerlerin ana stogu 100 ul olmakla birlikte 10 um olacak sekilde

ara stoklar hazirlanarak ¢alisma boyunca kullanilmaistir.

3.7. Real Time PCR (RT-gPCR)

Bisiilfit dontisiimii  gerceklestirilen orneklerde; mRNA ekspresyon seviyelerini
belirlemek amaciyla yapilan hassas bir metottur. Iki basamaktan olusmaktadir bu
basamaklar RT reaksiyonu ve PCR amplifikasyonu olarak belirlenmistir. Bu
calismada elimizdeki 6rneklere PCR islemini gergeklestirirken Thermo Syber Green

kullanilmistir, bu sekilde amplifikasyona bagli DNA artis1 belirledik.

Real Time PCR islemi i¢in gerekli olan bilesenler Tablo 3.2°de gosterilmektedir.
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Tablo 3.2: Revers Transkriptaz PCR bilesenleri

Bilesenler Miktarlar

Maxima 2X gqPCR Master 10 ul

Mix

F Primer 1 ul
R Primer 1ul
DNA 1ul
dH20 7 ul

Real Time PCR asamasinda gerceklestirdigimiz dongiiler Tablo 3.3’de gosterilmistir.
PCR reaksiyon dongiileri Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.3: Revers Transkriptaz PCR reaksiyon dongiisii

Reaksiyon Asamalari Sicaklik Siire

On Denatiirasyon 95°C 10 dk
Denatiirasyon 950C 15 sn
Baglanma 550C 30sn
Uzama 72°C 30 sn
Dongl Sayisi 40 Dongl

3.8 ELiSA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

e Test i¢in elde bulunan 6rnekler oda sicakligina getirilmistir.

o Elde bulunan érnekler kitte yazan talimatlari gergeklestirerek saglanmustir.

e Test i¢in gerekli olan stripler ayarlanmistir.

e Standart olan kuyucuklara 50 ul standart ¢ozeltisi eklenmistir.

e Ornek kuyucuklarma 40 ul 6rnek eklenmistir.

e Uzerlerine 10 ul olacak sekilde PTCH1 insan antikoru eklenmistir.

e Ardindan Ornek kuyulari ve standart kuyusuna 50 ul olacak sekilde
Streptavidin-HRP eklenmis ve karistirilmistir.
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e Islemin ardindan 37 °C de 60 dk inkiibasyona maruz birakilmistir.

e Buislemin ardindan kuyular1 5 kez yikama asamasindan gegirilmistir.

e Her kuyucuk 300 ul yikama tamponu ile 30-60 sn arasinda maruz birakilmistir.

e Buislemin ardindan her kuyucuga 50 ul olacak sekilde soliisyon A eklenmistir.

e Her kuyucuga 50 ul olacak sekilde soliisyon B eklenmistir.

e Ardindan Karanlik ortamda 37 °C olacak sekilde 10 dk inkiibasyona maruz
birakilmistir.

e Sonrasinda her kuyucuga 50 ul olacak sekilde durdurma soliisyonu eklenmistir.

e Mavi olan renklerin sartya doniip donmedigini gézlemlenmistir.

e Son olarak durdurma soliisyonu eklenmistir.

e Sonrasinda 10 dk igerisinde 450 nm’ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu ile

her kuyucugun optik yogunlugu belirlenmistir.
3.9 istatistiksel Analiz

Bu ¢aligmada Real Time PCR isleminin ardindan gergeklestirilen ELISA metodunda
ortaya cikan tiimorli ve tiimor uzak dokulardaki protein seviyeleri incelenmistir.
[statistiksel verileri analiz etmek igin Medcalc version 18.2.1 istatistiksel programi
kullanild1 ve Istatistiksel analiz yontemi olarak; Shapiro Wilk ve Mann Whitney U
testi kullanildi; p<0,05 istatisitksel olarak anlamli kabul edildi
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4 BULGULAR

4.1 Hastalara Ait Bulgular

Bu ¢alismada; Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dal1 ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan patolojik degerlendirme ve teshis konulmus,
mide kanseri bulunan ve gerekli taramalar yapilarak ¢alisma grubumuza uygun 22
mide kanserli hastadan alinan; saglikli ve tiimorli dokularn ile c¢alisma
gerceklestirilmistir. Caligmaya dahil ettigimiz hasta gruplar1 13 erkek (% 59,09), 9
kadin (% 40,91) hastadan olusmaktadir.

4.2 DNA Kantitasyon Sonug¢lar:

Mide kanserli hastalarin buza saklanmis tiimorlii ve tiimor uzak doku 6rneklerinden
toplam 22 genomik DNA izolasyonu basariyla gergeklestirilmistir. DNA Orneklerinin
konsantrasyonlar1 olgiildiigiinde 158,13 ng/ul ve tiimorli DNA konsantrasyon
ortalamast 124,23 ng/ul olarak tespit edilmistir. 260/280 deki dalga boylar
incelendiginde ise timor uzak dokularin ortalamast 1,76 ve timor dokularma
bakildiginda ise 1,75 olarak bulunmustur. Tablo 4.1’ine baktigimiz zaman DNA
metilasyon islemi, A 260/280°deki dalga boylari.

Tablo 4.1: Calismada yer alan hastalara ait olan ve bu hastalarin DNA
konsantrasyonlar1 ve A 260/280 nm’deki dalga boylar1 gosterilmektedir.

Hasta | Cinsiyet | Tam Dokula | DNA A 260/280
Grubu rin konsantrasyonl | (nm)
Alindig | an
1 (ng/ul)
Bolgele
r
Hasta 1 | Kadn Mide - Tiimor= 100 Tiimor=1,73
Adenokarsi Timoér Uzak= | Timoér Uzak=
nomu 139 1,79
Hasta 2 | Kadin Mide - Timor=131 Timor=1,74
Adenokarsi Timoér  Uzak= | Tumor
nomu 48,8 Uzak=1,85
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Hasta 3 | Kadin Mide - Timo6r=70,6 Timor=1,75
Adenokarsi TUmor TUmor
nomu Uzak=227 Uzak=1,79

Hasta 4 | Erkek Mide - Timor=114 Timor=1,78
Adenokarsi TUmor TUmor
nomu Uzak=75,6 Uzak=1,69

Hasta 5 | Erkek Mide - Timo6r=188 Timor=1,81
Adenokarsi TUmor TUmor
nomu Uzak=193 Uzak=1,76

Hasta 6 | Kadin Mide - Timor=134 Timor=1,76
Adenokarsi TUmor TUmor
nomu Uzak=86,2 Uzak=1,73

Hasta 7 | Erkek Mide Total 3 | Timo6r=58,1 Tumor=1,75
Adenokarsi | Bolge | Timor Timor
nomu Uzak=156 Uzak=1,73
/Biiyiik
kurvaturda
timor

Hasta 8 | Erkek Mide - Timor=84,7 Timo6r=1,81
Adenokarsi TUmor TUmor
nomu Uzak=80,5 Uzak=1,73

Hasta 9 | Erkek Mide Total 3 | Timor=52,6 Timor=1,73
Adenokarsi | Bolge | Timor Tlimor
nomu Uzak=59,9 Uzak=2,06

Hasta Erkek Mide Total 3 | Timor=64 Timor=1,63

10 Adenokarsi | Bolge | Timor Timor
nomu/Kardi Uzak=176 Uzak=1,78
a Antrumda
Timor

Hasta Erkek Mide - Timor=141 Timor=1,74

11 Adenokarsi TUmor Timor
nomu Uzak=143 Uzak=1,66

Hasta Erkek Mide - Timor=177 Timor=1,75

12 Adenokarsi TUmor Timor
nomu Uzak=176 Uzak=1,75

Hasta Kadin Mide - Timo6r=116 Timo6r=1,70

13 Adenokarsi TUmor Timor
nomu Uzak=83,8 Uzak=1,70

Hasta Kadin Mide Subtota | Timo6r=322 Timor=1,8

14 Adenokarsi | | 3 | Timor Timor
nomu Bolge | Uzak=539 Uzak=1,7

Hasta | Erkek Mide Total 3 | Timo6r=54,3 Timor=1,84

15 Adenokarsi | Bolge | Timor Tlimor
nomu Uzak=180 Uzak=1,79
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Hasta Erkek Mide Subtota | Timo6r=109 Timor=1,7
16 Adenokarsi | | 3 | Timor TUmor
nomu Bolge | Uzak=216 Uzak=1,8
Hasta Erkek Mide Total 3 | Timo6r=266 Timor=1,75
17 Adenokarsi | Bolge | Timor Timor
nomu Uzak=230 Uzak=1,79
Hasta Erkek Mide Total 3 | Timo6r=290 Timor=1,79
18 Adenokarsi | Bolge | Timor Tlimor
nomu Uzak=228 Uzak=1,78
Hasta Kadin Mide Subtota | Timor=242 Timor=1,76
19 Adenokarsi | | 3 | Timor Timor
nomu Bolge | Uzak=124 Uzak=1,70
Hasta Kadin Mide Total 3 | Tumo6r=105 Timor=1,77
20 Adenokarsi | Bolge | Timor Timor
nomu Uzak=178 Uzak=1,8
Hasta Erkek Mide Total 3 | Timo6r=233 Timor=1,76
21 Adenokarsi | Bolge | Timor Uzak=60 | Timor
nomu Uzak=1,7
Hasta Kadin Mide Total 3 | Tumo6r=61 Timor=1,72
22 Adenokarsi | Bolge | Timor Timor
nomu Uzak=79,1 Uzak=1,74

4.3. PTCH1 Genindeki Metilasyon Durumu

Calismada kullandigimiz PTCH1 genini igeren; metile primerler ve anmetile
primerlerine baktigimiz zaman; metile primerler de tiimor dokusuna ait olanlarda
erime sicaklig1 ortalamasi (73,52) iken tiimor uzak dokularda bu deger (74) olarak
goriilmektedir ayn1 zamanda anmetile primerlerde ise timdr dokulart ve tiimor uzak
dokularda ortalama (72) ancak metile olan primerlerde tiimor dokulari ile timor
olmayan dokular arasinda yaklasik olarak 0,5 + 0,25 derece olacak sekilde erime

sicakliliginda farklilik goriilmektedir.
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Hastalarin PTCH1 genine ait (Tm) degerlerinin
Time PCR ortalamalari

$
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- —
Timér Metile Timér Uzak Metile Timér Unmetile -
Unmetile

ORNEKLERIN ORTALAMA TM DEGERLERI
= Ort.

Sekil 4.1: Hastalardaki PTCH1 genine ait metile ve anmetile olan; timér ve timor

uzak dokularin Tm (erime sicakligi) ortalamalari.

Tablo 4.2: Hastalardaki PTCH1 genine ait metile olan; timor ve tiimor uzak dokularin

Tm (erime sicakligl) degerleri
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Metile Primer

Tumor Tumor Uzak
Tml Tm2 Ort. Tml Tm2 Ort.

61 73,00 73,50 73,25 74,00 74,00 74,00
Bl 73,50 73,50 73,50 74,00 74,00 74,00
52 73,50 73,50 73,50 74,00 73,50 73,75
B5 73,50 74,00 73,75 74,00 74,00 74,00
46 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50
51 73,50 73,50 73,50 74,00 None 74,00
67 74,00 74,00 74,00 72,50 72,50 72,50
X 72,50 72,50 72,50 73,50 73,50 73,50
62 73,50 73,50 73,50 None None None

63 73,50 74,00 73,75 73,50 73,50 73,50
68 73,50 74,00 73,75 74,00 74,00 74,00
44 73,50 73,50 73,50 73,50 None 73,50
71 74,00 73,50 73,75 73,50 74,00 73,75
56 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50
47 73,50 73,50 73,50 73,50 None 73,50
B7 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50 73,50
57 74,00 73,50 73,75 73,50 None 73,50
39 74,00 74,00 74,00 74,00 74,00 74,00
59 73,50 73,50 73,50 74,00 74,00 74,00
31 73,50 72,00 72,75 72,50 73,00 72,75
40 74,00 73,50 73,75 73,50 73,50 73,50
66 73,50 73,50 73,50 74,00 None 74,00

Tablo 4.3: Hastalardaki PTCH1 genine ait unmetile olan; timdr ve timdr uzak

dokularin Tm (erime sicaklig1) degerleri.
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Ornek No Unmetile Primer

Tumor Tumor Uzak
Tml Tm2 Ort. Tml Tm2 Ort.
61 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
B1 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
52 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
B5 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
46 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
51 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
67 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
X 72,00 72,00 72,00 72,00 71,50 71,75
62 72,00 72,00 72,00 71,50 72,00 71,75
63 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
68 72,50 72,50 72,50 72,00 72,00 72,00
44 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
71 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
56 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
47 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
B7 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
57 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
39 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
59 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
31 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00
40 72,00 72,00 72,00 72,00 71,50 71,75
66 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00 72,00

PTCHL1 genine ait metile ve an metile primer ile tim erime sicakligi egrileri ve
sirastyla bazi drneklerdeki 6rnek erime egrileri sirastyla Sekil 4.2°de ve Sekil 4.3°te

gosterilmektedir.
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Temperature, Celsius

Sekil 4.2:PTCH1 genine ait metile primer ile A) tiim erime sicakligi egrileri, B) 74°C

erime sicakligr egrisi, C) 73,5°C erime sicakligr egrisi, D) 73°C erime sicaklig1 egrisi

Sekil 4.3: PTCH1 Genine Ait Unmetile Primer ile A) Tiim Erime Sicakligi Egrileri,
B) 72°CErime Sicaklig1 Egrisi, C) 71,5°C Erime Sicakligi Egrisi
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4.4 ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay )
ELISA verilerimize baktigimiz zaman tiimérlii dokularda, tiimor olmayan dokulara
gore PTCHI protein ifadesi ve protein miktarinda anlamli derecede (p<0,05) artma

oldugu gorilmiistiir.

PTCH1 Proteini
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Sekil 4.4: Calisilan hasta grubu i¢in PTCH1 proteinine ait ELISA testi sonucu,

ortalama konsantrasyon degerleri (Ort: Ortalama )

ELISA metodunun ardindan timorli metile ve unmetile olan; timor uzak metile ve
unmetile olan dokularda bulunan PTCH1 protein miktarlarinin arasindaki farkin
anlamli m1 yoksa anlamsiz m1 olduguna Medcalc Version 18.2.1 Istatistik Program
ile bakilmistir. Bu programda ilk 6nce bu gruplarin normal dagilim yapip yapmadigina
bakilmistir. Sonug olarak normal dagilim yapmadig goriilmiistiir. Bu 6rnek gruplari
icin Man Whitney U testi kullanilmistir. p=0,0389 olarak bulunmus ve timorli
dokulardaki PTCH1 protein seviyesinin saglikli dokulara gére anlamli derecede arttigi

goriilmiistiir.
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Tablo 4.2’ye bakildig1 non-parametrik dagilim gosteren 6rneklerin Man Whitney U

test verileri goriilmektedir.

Tablo 4.4: Non-parametrik dagilim gostermis timor ve timor uzak dokulara ait Man

Whitney U test sonuglari.

Mann-Whitney test (independent samples) EIIE

Sample 1
Variable Tomdarel_Doku__ Ort._
Sample 2
Variable Tomdorel_Olmayan_Doku_ Ort._

Sample 1 Sample 2
Sample size 22 22
Lowest value 142.0000 15,0000
Highest value 742 0000 686.5000
Median 454 5000 301,5000
95% CI for the median 350,4289 to 632,0467 131.7470 to 401,1514
Interquartile range 298,0000 to 633,0000 96,0000 to 496,0000
Hodges-Lehmann median difference -132,5000
95% Confidence interval -283 0000 to -5,0000

Mann-Whitney test (independent samples)

Awverage rank of first group 26,5000
Awverage rank of second group 13,5000
Mann-Whitney U 154,00
Large sample test statistic Z 2,066
Two-tailed probability P =0,0389

Ayrica bu verilerin dagilimlar1 da Sekil 4.5’ ¢ bakildiginda grafikte gosterilmektedir.
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Sekil 4.5: Parametrik olmayan dagilim gostermis timor ve timor uzak dokulara ait

Man Whitney U test sonuglarinin dagiliminin grafiksel gosterimi
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5.TARTISMA

Kanser yolaklar1 kanser gelisiminde genetik veya epigenetik mutasyonla aktive ya da
inaktive olan hiicresel kontrol sistemlerinden olusmaktadir. Hedgehog sinyal yolag:
gelisimsel kontrol sistemlerinden biri olarak o6zellikle akciger ve bazal hiicre
karsinomu gibi bir ¢ok kanserin odaginda yer almaktadir. Bu yolakta hedgehog
faktorleri, SMO gibi smoothened reseptorlere baglanirlar ve son olarak GLI
transkripsiyonel aktivatorlerin aktivasyonuna yol agarak kendi intraseliiler sinyallesme
yolaklarini baslatip hiicre proliferasyonunda artiglara sebep olmaktadirlar. Bu yolakta
SMO’nun aktivasyonu PTCHI1 tarafindan engellenmektedir [149]. Bu yolakta yer alan
bir tiimor baskilayict gen olan PTCH1 mutasyonlarinin ve ekspresyonundaki
degisimlerin mide kanserinin molekiiler patolojisinde yer aldigina dair ¢caligmalar da
bulunmaktadir [150,151]. Bu nedenle biz de bu ¢alismada ¢evresel etkenlerin PTCH1
geninde epigenetik bir degisim olusturup olusturmadigi ve bu degisimle gastrik kanser

arasinda bir baglantinin olup olmadigini arastirmay1 amagladik.

[k olarak tiimérlii dokularla ayni kisiye ait saglikli dokularin PTCH1 genindeki
metillenmenin degisimi analiz edildiginde, erime sicaklig1 degerlendirilen 6rneklerde
sadece 0,5 derecelik bir degisimin oldugu tespit edildi. 1 derecenin altindaki
farkliliklarin epigenetik degisimlerden kaynaklanmadigi diistiniildigiinden kanser
orneklerimizde PTCH1 genindeki epigenetik bir degisimin olmadigi metillenme
profiliin degismedigi ve bu nedenle PTCHI1 roteinin de herhangi bir azalmanin
beklenmedigi goriilmektedir. Diger taraftan Ma X, Sheng T (2006) ve arkadaslari
ayrica Taniguchi H, Yamamoto H, Akutsu N ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan
caligmalarda insanda mide kanseri hiicre hattinda yapilan DNA metilasyon
analizlerinde PTCH1 geninin metilasyon seviyelerinin tiimorli dokuda daha yiiksek
oldugu gosterilmistir [144,145]. Peng Du, Hai-Rong Ye ve arkadaglar1 (2009)
tarafindan yapilan ve 170 hasta 6rnegi kullanilan bir diger ¢alismada ise, metil-spesifik
PCR ile gergeklestirdikleri analizde mide kanserinde PTCH1 geninin transkripsiyonel
regililasyon bolgelerinde PTCH1 gen metilasyonunu hastalarin %32’sinde goriildigii
ama diger kisimda metilasyonun degismedigi tespit edilmistir [146]. Yapilan bu
calismada hastalara ait olan dokular ve Klinik bulgular degerlendirilmis ve

transkripsiyonel regiilasyon bolgesileri ile PTCH1 geni arasinda mide kanserinin erken
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olusum evrelerinde korelasyon oldugu tespit edilmistir [146]. Yun Zuo, Yu Song, Min
Zhang, Zhen Xuve Xiaolan Qian(2013), tarafindan 20 mide kanserli hasta dokusu
tizerinde metile ve anmetile primerlerle yapilan baska bir ¢alismada kanserli
dokulardaki gPCR verilerine bakildiginda metile PTCH1’lerde 0,93 + 0,71 ve anmetile
PTCHY’lerde 2,58 + 1,52 derece artis tespit edilmistir. Ayn1 c¢alismada PTCH1
ekspresyon seviyesi ile metillenme arasinda negatif korelasyon gérmislerdir. Mide
kanserinde PTCH1 geninin hipermetilasyon gosterdigi sonucuna varmislardir [147].
Yun Zuove Yu Song (2013) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada PTCH1 gen
ekspresyonunun ileri mide kanserli dokularda azaldigi ancak 5-Aza-dc adi verilen bir
tedavi ardindan PTCH1 ekspresyon seviyesinin arttigini kaydetmislerdir [147]. Ayrica
CpG adaciklarinda PTCH1 gen metilasyonunun yiiksek diizeyde olmasi durumunun
mide kanseriyle iliskili olabilecegini gormiislerdir [148]. Bu bilgilere bakarak mide
kanseri tedavisinde PTCH1 geninden yararlanilabilecegi sonucuna varmiglardir.
Calismamizda ise metillenme profilinde degisim goriilmezken ve buna paralel olarak
kanserli dokularin PTCHI1 protein ekspresyonunda anlamli bir artig tespit edildi.
Literatiiriin aksine tespit edilen bu artis kanserden korunma mekanizmasi veya telafi
edilme mekanizmast olarak timor baskilayicti  genin artis1  seklinde
degerlendirilebilmektedir [152]. Daha 6nce de bahsedildigi gibi SHh sinyal yolaginda
Hh sinyalinin etkilerine GLI gen ailesi SMO transmembran proteini iizerinden etki
etmektedir. SMO proteini PTCH proteini ile inhibe edilerek biiylime kontrolii
saglanmaktadir. PTCH proteini, Hh {izerine negatif diizenleyici etkidedir ve dinlenme
halinde PTCH1, SMO’yu baskilayarak asir1 proliferasyonu diizenlemektedir. Ancak
sistem aktiflestigi zaman hiicre sistemin kanserlesmeye gitmesini engellemek
amaciyla tiimdr siipressor olan PTCH1 gen ekspresyonunu arttiracagi i¢in PTCH1 gen
konstrasyonun tiimorlii dokuda artmasi ile tiimorlii doku olusumu arasinda anlamli
baglant1 goriilmektedir bunun nedeninin ise sistem tiimdrlesmeye giderken yolagin
bunu engellemek amaciyla PTCHI1 protein miktarini arttirmasi ile baglantili oldugu

goriilmektedir [153].

Literatiirde yapilan calismalarda hedgehog sinyal yolaginin mide kanserinin tesvik
edilmesinde, baslamasinda ve ilerlemesinde hayati bir rol oynadigi1 ve hedgehog sinyal

yolaginin mide kanseri tedavileri bulunmasi agisindan dnemli bir kaynak olabilecegini
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gosterilmistir [1]. Bu caligmalara bakildiginda Hedgehog yolaginda yer alan ve bir
timor siipressor olan PTCH1 geninin mide kanserinin tani, teshis ve tedavisinde

kullanilabilecegi sonucuna varilabilmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bakildiginda PTCH1 genindeki metillenme profili acisindan yapilan
incelemelerde epigenetik acidan PTCH1 geninde kanser ile iliskili herhangi bir
epigenetik etki gozlenmemistir. Diger taraftan ise kanserli dokularda PTCH1 protein
miktarinin anlamli bir sekilde artmasinin nedeninin ise hedgehog yolaginin timorii
engellemek amaciyla bir telafi mekanizmasi olarak timor baskilayici protein miktarini
arttirma egilimi gosterdigini diisiindiirmektedir. Elde edilen bu sonuglara gére PTCH1
protein miktarmin DNA hipermetillenmesi ile iliskili olmadigi sonucuna varilmistir.
Literatiirdeki hipermetillenmenin tersi bir sonu¢ bulunmasinin nedeni 6rnek sayisinin
azlig1 olabilir bu nedenle bu c¢aligmanin ilerleyen asamalarinda daha ¢ok 6rnek ile

metillenme profilindeki degisimlerin incelenmesi gerekmektedir.

Bu baglamda elde edilen sonuclar gastrik kanser olusumunda etkisinin olabilecegi
diisliniilen ve bir timdr baskilayict olan PTCH1 protein ekspresyonunun artmasinin;
PTCH1 genindeki metilasyon profilindeki degisim acisindan epigenetik etkilerle
iligkili olmadigin1 diisiindiirmektedir. Calismaya ait bu sonuglar ¢evresel etkiler
sonucu olusan epigenetik degisimlerin ve uygulanan epigenetik tedavilerin gastrik
kanser prognozundaki etkisinin smirli olduguna isaret etmektedir [71]. Taze alinmis
dokular ve daha ¢ok hasta 6rnegi ile galismak ¢aligsma agisindan daha kesin ve etkili
sonuglar alinmasini miimkiin kilacaktir. Ayrica mide karsinomunda etkili olan
yolaklardan spesifik olarak birinin ve bu yolaktaki spesifik bir gen ilizerine ¢aligmalar
yapilmast da homojen bir dagilim saglayacagi i¢in daha dogru sonuglar elde

edilmesine imkan tantyacaktir.
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