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ENDOMETRIUM KANSERINDE FOSFOTAZ VE TENSIN HOMOLOG (PTEN)
GENi PROMOTOR METIiLASYONU
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Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2013
Damsman: Do¢.Dr. Cetin SAATCI
KISA OZET

Endometrium kanseri kadin genital sisteminin diinyada en sik rastlanan kanseridir.
Endometrium kanseri ¢ok goriilmesine ragmen molekiiler mekanizmasi ile ilgili bilgi
¢ok azdir. Gliniimiizde endometrium kanseri i¢in rutin klinik kullanimda olan molekiiler
bir belirte¢ yoktur. Son yillarda kanserin genetik bir hastalik oldugunun daha iyi
anlasilmis olmasi ile birlikte kanser genetigi ile ilgili calismalar hiz kazanmistir.
Bununla birlikte, Endometrium kanser gelisiminde ¢esitli genetik faktorler rol

oynamaktadir.

Bu faktorlerin baginda, tiimor baskilayici bir gen olan fosfataz ve tensin homolog
(PTEN) gelmektedir. Bu gen hiicre dongiisiinde, sinyal iletim yolunda, DNA tamiri ve
apoptozisde gorev alir. PTEN; tiimoérogenezis boyunca epigenetik mekanizmalardan
DNA metilasyonu seviyesinin transkripsiyon diizeyinde sessizlesmesinde etkin rol alan
bir gendir. DNA metilasyonunun, kanserin baslangici ve gelisimi ile iliskili 6nemli bir
molekiiler belirte¢ oldugu bildirilmektedir. Endometrium karsinogenezisinde PTEN
inaktivasyonunun erken donemde karsimiza ¢ikabilecek bir durum oldugu

diistiniilmektedir.

DNA Metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir. DNMT’ler
genellikle CpG adaciklarindaki sitozinin besinci karbon atomuna bir metil grubu
baglamaktadir. CpG adaciklar1 genlerin 06zellikle promotor bolgelerinde bulunan
korunmus dizilerdir. Timor baskilayict genlerin promotdr bolgelerindeki DNA
dizilerinin hipermetilasyonu ile genlerin ifadesi baskilanmaktadir. Bu nedenle PTEN
geni promotdr metilasyonu ve Endometrium kanseri arasinda herhangi bir iligki olup

olmadigini belirlemek i¢in bu ¢alisma planlanmustir.
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Caligmamizda PTEN geninin promotdr bolgesindeki bes CpG adaciginin
metilasyonunun tespiti i¢in Endometrium kanserli hastalarin tiimor dokularindan elde
edilen DNA 6rneklerine bisiilfit modifikasyonu yapildiktan sonra, Pyrosekans metodu

kullanilmistir.

PTEN geninin endometrium kanserinin pronozundaki 6nemini vurgulamak igin farkli
evrelerdeki endometrium kanserli hastalar ve saglikli kontroller secilerek; aralarindaki
PTEN geni promotor bolgesi metilasyon farkliligi arastirilmak istenmistir. Ancak hasta
ve kontrol grubunda PTEN geni promotérundaki bes CpG adasinda metilasyon tespit
edilmemistir. Bakilan bolgedeki metilasyon agisindan hem endometrium kanseri

evreleri arasinda hem de hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark gériillmemistir.

Anahtar Kelimeler: Endometrium Kanseri, PTEN, DNA Metilasyonu, CpG
Adaciklar, Bisiilfit Modifikasyonu
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PROMOTOR METHYLATION OF THE PHOPHOTASIS AND TENSIN
HOMOLOGOUS (PTEN) GENE IN ENDOMETRIUM CANCERS

KEZIBAN KORKMAZ
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Medical Genetics Department
Master Thesis, August 2013
Advisor: Doc.Dr. Cetin SAATCI
ABSTRACT

Endometrium cancer is the most common type of female genital system cancers
throughout the world. Nevertheless, despite its frequency, little information is available
regarding its molecular mechanism. Currently, there exists no molecular marker
routinely in use in clinical practice for endometrium cancer. With the recent
understanding and realization that cancer is a genetic disease, studies in this field have
gained impetus. With that, the role of genetic factors in the development of endimetrium

cancer have also come under scrutiny.

Chief among these factors, a tumor suppressor gene PTEN, activein in cell
transformation, signal communication trails, DNA reparation and apostosis plays a role.
PTEN is a gene that actively participates in silencing the DNA methylation levels in
epigenetic mechanisms, at the transcription level during tumorgenesis. It is reported that
DNA methylation is an important molecular marker of the onset and development of
cancer. It is considered here that PTEN inactivation is a situation that can be observed in
the early stages endofometrium carsinogenesis. DNA metilation is catalyzed by DNA
methyl transferasis (DNMT) enzymes. DNA DNMT’s usually connect a methyl group
to the fifth carbon atom of the cytosis in the CpG islets. CpG islets are protected series

found particularly in the promotor regions of genes.

The expression of genes is suppressed through the hypermetilation of DNA series in the
promotor zones of tumor suppressor genes. Thus, this study was planned to investigate
whether any relationship can be established between the promotor methylation of

the PTEN gene and endometrium cancer.
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In our study, bisulfite modification was applied on DNA samples obtained from the
tissues of patients with endometrium cancer previous to testing by Pyrosequencing
method in order to determine the methylation of the five CpG islets in the promotor

zone of the PTEN gene.

In order to emphasize the importance of the PTEN gene in the prognosis
of endometrium cancer, patients at differing stages of the disease were selected, along
with healthy controls, to study the methylation difference in the PTEN gene promotor

zone

However, no methylation was found either in the patient or the control groups, in the
five CpG islets of the PTEN gene promotor. No significant difference could be
discerned regarding the various stages of endometrium cancer or among patients and

controls as far as methylation in the zone under study is concerned.

Key words: Endometrium cancer, PTEN, DNA Methylation, CpG Islets, Bisulfide
Modification
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1.GIRIS VE AMAC

Jinekolojik ve over kanserler kadinin genital organlarinin maling hastaliklaridir. Bu
grupta baglica endometrium ve serviks kanserleri yer alir (1). Endometrium kanser,
rahim i¢i dokudan koken alir. Hastalarin ¢ogunda erken evre ve diisiik grade
endometrium kanseri goriilmektedir. Rahim kanseri genel olarak iki grupta
smiflandirilir. Tip I Ostrojen fazlaligi, obezite, hormon reseptor pozitifligi ile iligkili
iken, Tip II ise siklikla yaghlarda ve obez olmayan kadinlarda goriilen serdz tlimorlerdir
(2).

Endometrium kanseri esas olarak postmenopozal kadinlarda goriilen ve yas arttikca
ilerleyisi hizlanan bir hastaliktir (1, 3). Endometrioid adenokarsinom en sik goriilen
tipidir. Hastaligin evresi sag kalimi etkileyen en onemli etkendir. (1). Son yillarda
beklenen hayat siiresindeki uzama, postmenopozal hormon tedavisi, servikal
karsinomlarda erken tani yapilabilmesi ve Ostrojen benzer etkileri olan ilaglarin
kullaniminda artisa bagl olarak insidansinda gercek ve rolatif anlamda artis kaginilmaz

olmustur (3).

Meme, kolon ve akciger kanserlerinden sonra en sik goriilen dordiincii kanser oldugu
bildirilmektedir (1, 4). Ulkemizde insidansini yansitacak giivenilir istatistiksel veriler
olmamakla birlikte, Tiirkiye Saglik Istatistikleri 2006 y1il1 verilerine gére endometrium
kanser ikinci siklikla goriilen kadin genital sistem karsinomudur (5, 6). Bu kadar sik
goriilmesine ragmen endometrium kanserinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak

anlasilamamustir (7-12).



Son yillarda kanserin genetik bir hastalik oldugunun anlasilmasi ile birlikte kanser
genetigi ile ilgili caligmalar hiz kazanmistir. Endometrium kanserinin gelisiminde ¢esitli
genetik faktorlerin rol oynadigi bilinmesine ragmen, giiniimiizde endometrium kanseri
i¢in rutin klinik kullanimda olan molekiiler bir belirteg¢ yoktur (4). Kanser hiicrelerinde
genetik degisiklikler yapan molekiiler belirteglerin saptanmasinin erken tani, sag kalim
ve niiksii belirlemede yol gosterici olabilecegi diisiincesi bu yiiksek lisans projesini

ortaya ¢ikarmistir.

Endometrium kanserinin gelisiminde rol alan faktorlerin basinda, tiimdr baskilayici bir
gen olan PTEN gelmektedir. Bu gen hiicre dongiisiinde, sinyal iletim yolunda, DNA

tamiri ve apoptozisde gorev alir (13).

Tiimiir baskilayic1 genler kanser hiicrelerinde mutasyon ya da delesyon ile inaktive
olabilmesine ragmen promotor bdlgeleri icindeki CpG adaciklarinin  anormal
metilasyonunu kapsayan epigenetik mekanizmalar genin sessizlesmesine katki saglar
(14). Bu yiizden tiimorogenezis boyunca PTEN ekspresyonunun azalmasinda

epigenetik bir mekanizmanin sorumlu oldugu fikrini olusmustur (15).

Tiimdrogenezis boyunca epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonu PTEN
seviyesinin transkripsiyon diizeyinde sessizlesmesinde etkin rol alir (16). DNA
metilasyonunun, kanserin baslangic1 ve gelisimi ile iligkili onemli bir molekiiler belirteg
oldugu bildirilmektedir. Endometrium karsinogenezisinde PTEN inaktivasyonunun

erken donemde karsimiza ¢ikabilecek bir durum oldugu diisiiniilmektedir (4).

DNA metilasyonu, DNMT enzimleri tarafindan katalizlenmekte ve DNA genellikle
CpG Dbolgelerindeki sitozinden metillenmektedir (17). Erken tan1 olanagi
saglayabilmesi, kanserin siniflandirilmasi, prognozu ve tedavisi ile ilgili olarak yol
gosterici olabilmesi nedeniyle metilasyon, kanser arastirmalarinda Onemli bir yere
sahiptir (18). DNA metilasyonu ve kanser arasindaki iligki ilk kez 1983 yilinda ortaya
cikartilmis. Kanser hiicrelerinde gene 0zgiil hipermetilasyonlar goriilmektedir.
Hipermetilasyon, genellikle CpG adaciklarinda meydana gelmekte, kromatin yapisini
degistirerek gen ifadesini baskilamaktadir (17). Tiimor baskilayici genlerin 6zellikle
promotdr bolgelerindeki metilasyon, transkripsiyon faktorlerinin tanima bolgelerinde
degisiklikler meydana getirerek bu faktorlerin baglanmasini1 engellemekte ve bu sekilde
gen ifadesinin baskilanmasinda rol oynamaktadir (17, 19). PTEN gibi tiimor baskilayici

genlerin  promotor bdlgelerindeki hipermetilasyon ile bu genlerin ifadesi



baskilanmaktadir. Bu durum kanser hiicrelerine biliyime ve c¢ogalma avantaji

saglamakta, metastazi kolaylastirmaktadir (17).

Asirt metillenmis genler kanserin molekiiler patogenezinde yer aldigi ve timor
olusumundaki erken molekiiler degisikliklerden biri oldugu i¢in metillenmis olan bu
genlerin tanimlanmasi kanserin tanimlanmasi ve izlenmesinde Onemli bir hedef

olmustur (20).

Bu ¢alisma ile endometrium kanser vakalarinin evreleri arasindaki PTEN geni promotor
bolgesindeki metilasyon farkliligi arastirilmak istenmektedir. Bu c¢alismanin
sonuglanmasi ile birlikte s6z konusu kanserin evrelendirmesinde PTEN geni promotdr

bolgesindeki metillasyon analizinin 6nemi arastirilmig olacaktir.



2. GENEL BILGILER

Kanser, normal hiicrelerin ¢ogalma, hayatta kalma, biiylime gibi yasamsal islevlerinin
kontrol edilememesi sonucu ortaya g¢ikar (20). Tiumor hiicreleri, hizli ve sinirsiz
cogalabilen, ¢evre dokuya yayilabilen ve 6zglin mikrogevresinden bagimsiz olarak
yasamini devam ettirerek metastatik 6zellik kazanabilen hiicrelerdir. Tiimor hiicreleri bu
ozelliklerini hiicrenin, canliligin1 devam ettirebilmesi, biiylimesi ve farklilasmas1 gibi
biyolojik olaylar etkileyen pek ¢cok mutasyonun birikmesi sonucu, genetik yapilarinin
degismesi ile kazanmaktadir (21). Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonu tiimor gelisimi i¢in anahtar mekanizmalar olarak kabul
edilmektedir. Ayrica tiimor gelisimi; ¢ok asamali hiicresel onkogenez, telomeraz

reaktivasyonu gibi 6liimsiizliik i¢in gerekli olan ilave degisiklikleri de kapsar (9).
2.1.Karsinogeneziste Meydana Gelen Bashica Genetik Degisiklikler

Normal bir hiicrenin yasamsal fonksiyonunda rol oynayan genlerdeki degisiklikler
karsinogenezise neden olmaktadir. Bu degisiklikler belirli baghiklar altinda toplandig:

zaman asagidaki gibi siralanabilmektedir (21);

- Biiylime faktorleri ve reseptorlerine iliskin genlerde meydana gelen degisiklikler

- Onkogenlerin aktivasyonu

- Tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonu

- Hiicre siklusunun diizenlenmesinde ve kontroliinde gorev alan genlerdeki degisiklikler
- DNA tamirinde gorev alan genlerdeki degisikliklikler

- Epigenetik mekanizmalar ve imprinting



2.1.1. Biiyiime Faktorleri ve Reseptorlerine Iliskin Genlerde Meydana Gelen
Degisiklikler

Pek ¢ok biiylime faktorii ve reseptorii birgok farkli tiimor hiicresi ve normal hiicreler
tarafindan eksprese edilmektedirler (21). Bu biliyiime faktorleri otokrin ve parakrin
yollarla tiimor gelisiminde rol oynamaktadirlar (22). Eger bir tiimdr hiicresi, hem
bliylime faktorii hem de onun reseptdriinii tagiyorsa, kendisini uyaran biiyiime halkasina
sahip demektir. Buna ‘Otokrin Biiylime Halkasi® denir. Normal hiicrelerde otokrin
bliylime halkas1 belirli diizenleyici sistemler tarafindan kontrol edilirken, kanser
hiicrelerinde bu denge bozulmustur. Ancak tek bir biiyiime faktorii degil pek ¢ok
biiyiime faktorii ve reseptorii karsinogeneziste birlikte etki gosterirler. Invazyon ve
metastazin da bu biiyiime faktorleri ve reseptorlerinin etkilesimi sonucunda ortaya

ciktig1 kabul edilmektedir (21, 22 ).
2.1.2. Onkogenlerin Aktivasyonu

Huebner ve Tadora 1968 yilinda ilk olarak kanser gelisiminde onkogenlerin roliiniin
olabilecegini ileri silirmiislerdir (21, 23). Protoonkogenler; niikleer transkripsiyon
faktorleri, hiicre siklusunu kontrol eden proteinler, biiyiime faktorleri, hormonlar ve
reseptorlerinin regiilasyonunda 6nemli rol oynayan genler olup, yapilarinda meydana
gelen genetik degisiklikler sonucunda, aktivasyon kazanirlar. Genetik degisiklikler
siklikla nokta mutasyonlar1 sonucunda olusmaktadir ve bu durum onkogen iiriinii

proteinde yapisal degisikliklere neden olup, protein ekspresyonunu etkilemektedir (21).

Onkogenik aktivasyonda rol oynayan mekanizmalardan ikincisi ise kromozomal
translokasyonlar olup genel olarak iki farkli yolla onkogenik aktivasyona neden olurlar
(24). Bu translokasyonlarin bir tipinde, translokasyon sonucu yer degistiren genin yapisi
degismeden, fakat yeni yerlestigi yerdeki genin promotdru tarafindan siirekli ve
kontrolsiiz protein sentezinin eksprese edilebilir hale gelmesidir ve sonucunda
onkogenik protein {irliniiniin asir1 ekspresyonu sozkonusudur (21). Diger tip
translokasyonda ise, genin yapisi degiserek flizyon gen olusmakta, bu gen {iriinii fiizyon

protein karsinogenezise neden olmaktadir.



2.1.3. Tiimér Baskilayic1 Genlerin Inaktivasyonu

Timor baskilayic1 genlerin iirlinleri normalde hiicre siklusunu kontrol ederek veya
hasarli hiicreleri apoptozise yonlendirerek hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedirler.
Bu yiizden bu genler tiimdér ve metastaz gelisimini engellemektedirler (21, 24).
Karsinogenezisteki Knudson’in klasik ‘cift vurus’ hipotezine gore, tiimdr baskilayici
genin her iki kopyasimnin kaybi neoplastik hiicrelerin gelisimi icin gerekli normal
hiicresel fonksiyonlarin kaybina neden olmaktadir. (21, 25). Bu modele gore, ailesel
gecis gosteren kanserlerde ilk vurus parental esey hiicrelerinde tiimdr baskilayici genin
bir allelinin mutasyona ugramasi, ikinci vurus ise diger allelin farkli genetik
mekanizmalar ile somatik mutasyonudur (21). Sporadik kanserlerde ise tiimor
baskilayict genin her iki allelinde iki farkli mutasyon meydana gelmesi, timor
baskilayict gen kaybina neden olmaktadir (25). Cift Vurus hipotezi Sekil 1°de sematik

olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.1.Tiimor baskilayict gen inaktivasyonunda rol oynayan Knudson’in ¢ift vurus

hipotezi (21) 2007:5.



2.1.4. DNA Tamirinde Gorev Alan Genlerdeki Degisiklikler

Gerek endojen gerekse ekzojen karsinojenler hiicre siklusunda yavaslamaya neden
olmaktadir. Normal kosullarda bu yavaslama siirecinde hiicreler, DNA hasarin1 tamir
etme firsati bulmaktadirlar. Eger DNA hasar1 tamir edilmezse, hiicre ya apoptozise
ugrar ya da hasarli DNA’y1 i¢eren hiicre boliinmeye devam ederek mutasyon birikimine

ve dolayisiyla karsinogenezise neden olur (21).

DNA hasar tamir geni olan MLH1 metilasyonu (44) ve hMSH6’da mutasyon tasiyan
kadinlarda da endometriyal kanser gelistirme riski yiikselir (20).

2.2. ENDOMETRIUM KANSERIi
2.2.1. Epidemiyoloji

Endometrium kanseri kadin genital sistem hastaliklar1 iginde en siklikla karsilasilan
kanserlerden biridir (7, 12, 26-28). Kanserin gelisim siireci boyunca genetik defektler
birikir ve hiicresel homeostaziyi regiile eden bircok hiicre i¢i yolaklarinin degisen
aktivitesi gozlenir (28). PTEN hiicre dongiisiini G1 fazinda durdurarak hiicreyi
apoptozise yonlendirir (26). Sekil 2’de saglikli bir endometrium, Sekil 3’te ise

endometrium kanser geligsmis rahim gosterilmektedir.

40 yasin altinda nadir goriilen, en sik 55-64 yas arasinda ortaya ¢ikan ve ortalama yasin
60 oldugu hastaligin siklig1 etnik gruplara ve iilkelere gore degisir. Bir kadinin hayati
boyunca endometrium kanserine yakalanma riski beyazlarda %2.7, zencilerde %1.6’dir

6, 9).

1969'li yillardan sonra gelismis iilkelerin yayinlarinda, bu {iilkelerde en sik goriilen
kadin genital sistem kanseri haline geldigi bildirilmektedir (1, 5, 29). Amerika Birlesik
Devletleri’'nde kadinlarda goriilen tiim jinekolojik kanserlerin yarisina yakininm
olusturmaktadir (1). Birlesik Devletlerde ve Bati iilkelerinde, kadin genital sisteminin
en sik izlenen tiimorii endometrium karsinomudur (9). Insidansi cografik olarak
degiskenlik gostermekte olup Asya’da, Afrika iilkelerinde ve Japonya’da Avrupa,
Kuzey Amerika tlkelerinden 4-5 kez daha disiiktiir (1). Japonya’da ikinci en sik
rastlanan kanserdir (10). Ulkemizde ise insidansi yansitacak giivenilir istatistiksel
veriler olmamakla birlikte, Tiirkiye Saglik Istatistikleri 2006 yili verilerine gore

endometrium kanseri ikinci siklikla goriilen kadin genital sistem karsinomudur (5, 6).



Endometriyum karsinomu, kadinlarda akciger, meme ve barsak kanserlerinden sonra
dordiincii en sik goriilen timordiir (5, 6). Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan
caligmalara gore her yil 49.500 yeni olguya tan1 konmakta (30, 31) ve 8200’den fazla
kadinin endometriyum karsinomundan 61diigi bildirilmektedir (2). Yiiksek insidansina
karsilik, 6lime neden olan kanserler arasinda alt siralarda yer almaktadir. Kadindaki
tim kanser Olimlerinin % 1.3'inden sorumludur (5, 29). ABD’de kanser oliimlerinin
sekizinci en sik nedenidir. Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gére kanser

6liimlerinin yedinci en sik nedenidir (5).

Bu kadar sik goriilmesine ragmen endometrium kanserinin molekiiler mekanizmasi
heniiz tam olarak anlagilamamuistir (7-10, 12). Endometrium kanserin molekiiler genetigi
hakkindaki bilinenler PTEN, K-RAS, CTNNBL1 (f- catenin) ve TP53 gibi genlerdeki
mutasyonlarin kesfi ile artmistir (8, 20). Son yillarda 6zellikle DNA tamirinde gorev
alan genler ile hiicresel proliferasyondan sorumlu bazi genlerin endometrial
karsinogenezde onemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu risk faktorlerinden bazilart artmis
Ostrojen uyarisina isaret eder. Gergekten de siireye ve doza bagli olarak, uzun siireli
Ostrojen replasman tedavisi ve Ostrojen salgilayan over tiimorleri (graniiloza hiicreleri)
endometrium kanseri riskini arttirmaktadir. Karsinom siklikla endometrial hiperplazi
zemininden gelisir. Bu tiimorlerin biiyiik bir boliimii, koken aldigi endometrial yapilara

benzeyen adenokarsinomlardir (9).

Obezite, beslenme sekli, hipertansiyon, diyabet (27), nulliparite (dogum yapmamislik)
sik goriilen risk faktorleridir (9).
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Sekil 2.2. Saglikli Endometrium Goriiniisii (32)

Endometrium
Kanseri

Uterus

Sekil 2.3. Endometrium Kanseri Goriiniisii (33)

2.2.2. Klinik

Olgularin ¢ogu anormal vajinal kanama nedeniyle erken evrede tannir (1, 34, 35).
Bunlar ¢ogunlukla postmenopozal kanama seklindedir. Anormal vaginal kanama ile
klinige bagvuran endometrial hiperplazili olgular %25 oraninda iyi diferansiye
endometrial adeno karsinomlar ile birliktelik gostermeleri nedeniyle Onem

tasimaktadirlar (1, 35).
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2.2.3. Risk Faktorleri
2.2.3.1. Uzun siireli karsilanmamis ostrojene maruz kalma

Patogenetik olarak endometriyum kanserinin iki farkli tipinin oldugu ileri
stiriilmektedir. En sik rastlanan tipi endojen ya da eksojen karsilanmamis Ostrojene
maruz kalma 6ykiisli olan daha geng¢ perimenopozal kadinlarda goriilmektedir (1, 5, 6,
29). Karsilanmamis Ostrojen eksojen olabilecegi gibi endojen de olabilir (1, 5, 6).
Karsilanmamis 6strojen genetik bozukluklarin birikmesine ve hiicre proliferasyonuna
yol acar. Bu durum endometriumda malign bozukluklarin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir
(8). Kadinlarda tiimoér hiperplazik endometrium olarak baslamakta ve kansere

ilerlemektedir (1, 5).

Diger endometrium karsinomu tipi, endometriumu stimiile edecek Ostrojen kaynagi
bulunmayan kadinlarda ortaya ¢ikmaktadir. Kendiliginden olusan bu kanserler patolojik

olarak endometrial hiperplazi ile birlikte degildir (1,5, 6, 29).

Menopoza geng¢ bir yasta girilmesi ve Ostrojen replasman tedavisinin verilmesiyle
endometriyum daha uzun bir siire eksojen Ostrojen stimiilasyonuna maruz kalir.
Karsiliksiz Ostrojenin iki yildan fazla kullanilmasiyla endometriyum kanser gelisme

riski 2-3 kat artmaktadir (1, 5, 6).

Kiiltire endometrial stromal hiicrelerin progesteron ile tedavisinin PTEN seviyesini
baskiladig1 gozlenmistir. Hiicre iginde estradiol PTEN fosforilasyonunu baslatir. Bu

yiizden endometrial kanserin gelismesi ve ilerlemesinde PTEN siddetle gerekmektedir
(8).
2.2.3.2. Endometrial Hiperplazi

Endometrial hiperplazi, hafif proliferasyondan karsinom baglamasina kadar siralanan

endometrial anormallikleri ifade eder (36).

Endometrial adenokarsinomlarda, normal endometrium ve belign hiperplaziler arasinda
ara derecede olan erken lezyonlarda bile dolaysiz Onciil lezyonlar oldugu disiiniilen

kompleks atipik hiperplazilerin %30’unda PTEN degisiklikleri gozlenir (37).
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2.2.3.3. Obezite

Cesitli analizler agiklamaktadir ki, tiim risk faktorleri arasinda sadece obezite
endometriyum karsinomu olgularinda gergek risk faktorii olarak gosterilebilir. Wynder
ve arkadaglarimin yaptigi bir ¢alismada; 21-50 pound (10-13 kg) fazla kilosu olan
kadinlarda endometrium karsinomu riski 3 kat, 50 pound ve iizerinde fazla kilosu
olanlarda risk 9-10 kat artmistir (5, 6). Onsrud ve arkadaslari, ideal kilosunun % 30

fazlas1 bulunan kadinlarda prognozun daha kotii oldugunu gostermislerdir (5).
2.2.3.4. Erken Menars - Ge¢c Menopoz

fleriye doniik yapilan ¢alismalarla ortalama menopoz yast 50-52 olarak tespit edilmistir
(5, 6). Kaplan ve Cole yaptiklar1 epidemiyolojik bir ¢aligmada; 52 yasindan sonra
menopoza giren kadinlarda, 49 yasindan 6nce menopoza girenlere oranla endometriyum
karsinomu riskinin 2.4 kat arttigin1 gostermislerdir (3, 58). Bu durum, endometriyal
kavitenin daha uzun siire Ostrojen ile uyarilmast sonucunu dogurur. Ayrica bazi
calismalarda 12 yasindan 6nce menars olanlarda, endometriyum kanseri riskinin 1.6 kat

arttig1 bulunmustur (5, 6).
2.2.3.5. Nulliparite

Nulliparlarda daha c¢ok anovulasyonun olmasi risk artisinin olasi nedenidir. Gebelik
esnasinda progesteronun yiikksek diizeyde seyretmesi Ostrojeni dengelemesi ve
endometriyumu proliferatif etkiden uzak tutmasi sonucu gebelik sayis1 arttik¢a
endometriyum kanseri sikliginin diismesi beklenebilir. Eger gebe kalmamis kadinda
neden infertilite ise ve bu nedenle medikal tedavi uygulanmis ise risk yaklasik 8 kat
artmaktadir. Son dogumdaki ge¢ yasin endometrium kanserin goriilme riskini azalttig
gosterilmistir (5). Parazzini ve ark. 567 hastada yaptiklar1 ¢alisma ile de 35 yas ve

tizerinde son dogumunu yapan kadinlarda rolatif risk 0.5 olarak bulunmustur (3, 59).
2.2.3.6. Diyabet

Frick ve ark. hastalarin % 5-41'inde anormal glukoz toleransi saptamistir. Kaplan ve
Cole sosyo-ekonomik durum, yas ve agirlik igin diizeltme yaptiktan sonra diyabeti
olanlar i¢in endometriyum kanseri acisindan rolatif risk oranmi 2.8 olarak

bildirmislerdir (5, 6, 38). Diyabeti olan yaslh kadinlarda risk artmaktadir (5, 6).
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2.2.3.7. Polikistik over sendromu - hormon salgilayan tiimorler

Artmis endojen Ostrojen seviyelerine sahip kadinlar artmis endometriyal kanser riskine
sahiptir (5, 6). Ik olarak sendromun tanimlanmasindan 14 yil sonra endometriyum
kanseri riski ile arasindaki iliski ortaya konmus, sonrasinda yapilan bircok calisma ise
bu iligkiyi destekler yonde olmustur (5, 40). Premenopozal kadinlardan olusan bir
grupta polikistik over sendrom ile endometriyum kanseri birlikteligi %30 oraninda

saptanmustir (5).
2.2.3.8. Radyoterapi

Endometriyal kanser gelisiminde nadir predispozan faktorlerden birisi pelvik
radyasyondur. Onceleri radyoterapinin kanser riskini arttirdig1 soylenirken, son

zamanlarda bu diisinceden uzaklasilmistir (5, 6).
2.2.3.9. Eksojen Ostrojen

Gilinimiize kadar yapilan olgu-kontrol ve ayni yastaki bir grup insanin bir arada
bulundugu ¢alismalarda incelenen progesteron ile karsilanmamis Ostrojen tedavisi alan
kadinlarda endometriyal kanser goriilme siklig1 hi¢ replasman tedavisi almayanlara gore
1.4 ile 10 kat oraninda artis gostermektedir (5, 41). Grady ve ark. 5 yila kadar
kullanilan Gstrojen tedavisi ile endometriyum kanseri riskinin 2.3 kat, tedavi siiresi 10
yili astiginda ise yaklasik 10 kat arttigin1 ve tedavinin kesilmesini izleyen 5 yil ve

tizerinde halen yiiksek kaldigini tespit etmislerdir (5, 6).

Ostrojenin karsinojenik etkisi mitotik aktiviteyi hizlandirmasinin sonucudur (6).
Endometriyum hiicrelerindeki DNA ¢esitli karsinojenik uyarilar ile bozulmaya adaydir.
Ancak bu DNA bozulmas: genellikle siiratle tamir edilir ve Ostrojen etkisi ile hiicre
boliinmesi yani DNA replikasyonu hizlanir. Bu boliinme DNA'nin tamir hizin1 asarsa
DNA'da meydana gelmis bu mutasyonlar stabil bir hale gelir ve replikasyonla devamli
sekilde kopyalanir. Buna ilave olarak DNA'nin 6strojenik impulsla replikasyonu kendi

icinde de kopyalama hatalar1 yani mutasyon potansiyeli tasimaktadir (5).
2.2.3.10. Sigara

Daha onceden sigara igmis olan kadinlarda endometriyal kanser goriilme riski
azalmaktadir (1, 5, 6). Bu azalmis riskin olas1 nedeni, nikotinin karacigerde Ostrojen

metabolizmasini hizlandirmasi ve yikimini arttirmasidir (5, 6). Sigara igen kadinlarda
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Ostrojen seviyesi diisiiktiir ve erken menopoz goriiliir. Bu nedenle sigara icenlerde

endometrium kanser riskinin azaldig tespit edilmistir (1).
2.2.3.11. Oral kontraseptif kullanim

Gebeligi onlemek amaciyla kullanilan ilaglarin endometriyum kanseri riskini azalttig
kesin bir sekilde rapor edilmistir (5, 6). Bircok olgu kontrollii ¢aligmada oral
kontraseptif kullaniminin endometriyal kanser olusturmadaki azalma oraninin %40-50
oldugu tespit edilmistir (5, 6, 42). Bu koruyucu etki en az 1 yil kullanildiginda baslar ve
birakildiktan sonra en az 10 y1l daha devam eder (5, 42).

2.2.3.12. Heredite ve aile oyKkiisii

Endometriyum karsinomunda heredite ve aile dykiistiniin rolii agik degildir (6). Bazi
calismalar, endometriyal kanser ile aile Gykiisii arasinda baglantinin goriilme riskinde
kiiciik bir artis oldugunu gostermistir (5). Ingiltere'de yapilan caligmalarda hastalarin %
15'inde aile Oykiistiniin oldugu gosterilmistir (6). HNPCC genlerinde bir mutasyonu
olan bir kadinda genellikle 50 yas Oncesinde endometriyal kanser goriilmektedir. Bu
kigilerin hayatlar1 boyunca endometriyal kanser gelistirme riski %22-50'dir. Ailesel
Adenokarsinoma Sendromu (Lynch tip II) varliginda hastalar endometriyum karsinomu
acisindan taranmali ya da anormal kanama olmasi halinde vakit gecirmeden

degerlendirilmelidir (5, 6).
2.2.3.13. Tamoxifen

Bildirilen 15 g¢alisma iginde 12' si, meme kanseri tedavisinde kullanilan tamoksifen
kullanimi ile arasinda hig iliski kuramazken, bir tanesinde hastalik insidansi azalmis ve
iki ¢alismada ise artmis endometriyal kanser insidansina rastlamislardir. Son olarak
National Surgical Adjuvant Breast And Bowel Project, randomize bir ¢aligma ile
tamoxifen kullanimi ile endometriyal karsinoma riskinin yaklasik 6 kez arttigini1 ortaya

koymustur (5, 6).
2.2.4. SEMPTOMLAR

Endometrial karsinomu ileri yaglarda ortaya c¢ikmaktadir, ortalama yas 60’tir
(1).Yaklasik % 90 olguda tek yakinma anormal vaginal kanama ve kahverengi sulu bir
akmtidir (et yikant1 suyu) (1, 5). Ozellikle yash kadinlarda var olan servikal daralma
nedeniyle, kanama olmamakta ve kanli, piiriilan bir akinti meydana gelmektedir. Bu

bulgu siklikla kétii prognoz ile birliktedir (5).
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2.2.5. Patoloji

Endometrium karsinomu siklikla fundustan koken alir. Endometrial kavitenin herhangi
bir yerinde kii¢iik bir odak seklinde ya da tiim endometriumu kaplayacak sekilde difiiz
olarak geligebilir. Bazen polipoid yap1 gosterir. Nadiren polip zemininde gelisir (5).

2.2.5.1. Yayihm

Endometrium karsinomlariin yaklagik % 50'si endometriumda sinirhidir. % 26's1
yiizeyel ve % 12'si derin myometrial invazyon gosterir. Uterus disina yayilim orani ise

% 12 olarak bildirilmistir (3, 5).
2.2.5.1.1. Lokal yayilim:
Tiimdriin komsu organlara yayilimidir. Bu yolla myometrium,

serviks ve adnekslere yayilim olabilir. Iyi diferansiye tiimérler genellikle uterus
kavitesine dogru biiylirken, kotii diferansiye olanlar myometriumu invaze etme

egilimindedir (3, 5).
2.2.5.1.2. Lenfatik Yayilim:

Lenfatik tutulum tiimoriin histolojik farklilagsma derecesi (grade), myometrial invazyon
gibi risk faktorlerinden etkilenmektedir (3, 5). Uterus fundusundaki tiimorlerde, hem
eksternal iliak lenf nodlarina hem de dogrudan paraaortik lenf nodlarma yayilim s6z

konusudur (3).
2.2.5.1.3. Hematojen Yayilim:

Hematojen yayilim en sik akcigerlere olmaktadir (% 8.4). Karaciger, beyin ve kemik

metastazlan da bu yolla goriilebilmektedir (3, 5).
2.2.5.1.4. Peritoneal yayilim:

Tubal orifislerden periton bosluguna diisen tiimdr hiicrelerinin yayilimda énemli oldugu

ve bu nedenle periton sitolojisinin prognostik 6nemi bulundugu savunulmaktadir (3, 5).
2.2.6. Evreleme

Timorlin - diferansiasyon derecesi grade olarak da bilinmektedir. Endometrial
karsinomlarda 6nemli bir prognostik gostergedir. Derecelendirme histolojik ve niikleer

Ozelliklere gore yapilir. Histolojik grade solid alanlarin varligma gore belirlenir.
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Niikleer derecelendirme niikleer boyut ve sekil, kromatin dagilimi, niikleolusun

boyutuna gore yapilir (34).

Endometrium kanserinde evre; kesin olarak bilinen en 6nemli prognostik faktordiir (1).
Giiniimiizde kullanilmakta olan ve 1988’de yeni diizenlemelerin yapildig: "International
Federation of Gynecology and Obstetrics" (FIGO) evreleme sistemine gore hastaliksiz 5
yillik sagkalim; evre I hastalarda %91, Ib %88 ve Ic %81; evre II hastalarda lla %76 ve
Ilb %66; evre Il hastalarda Illa %60, 111b %41 ve llic hastalarda %32; evre 1V
hastalarda ise IVa %20 ve IVb %5 olarak bildirilmistir (1).

2.2.6.1. Klinik Evreleme: Endometrium karsinomu evrelemesinde 1988 yilina kadar
klinik evreleme kullanilmistir. Klinik FIGO evrelemesi (1970), standart uterin kavite
uzunlugu ve hastaligin uterus dis1 ve pelvik yayilimi gibi klinik bulgulara gore yapilirdi

(3, 5). Tablo 1’de klinik evreleme gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Klinik Evreleme (3) 2005:24.

Evre 0: | Karsinoma insifu

Evre I*: | Karsinom korpusta smurli

Ta: Uterin kavite uzunlugu 8 cm veya daha az

Ib: Uterin kavite uzunlugu 8 cm’den fazla

Evre II: | Karsinom serviks ve korpusu tutmus ancak uterus disi

vayilim yok

Evre III: | Karsinom uterus disinda fakat kiiciik pelviste smurly

Kiigiik pelvis disma yayilim yada mesane veya rektal

mukozal tutulum (biilléz 6dem olguyu Evre IV vapmaz)

Evre TV: | IVa: Komsu organ yayilinu

IVb: Uzak metastaz

*Evre I olgular histolojik grade’e gore alt gruplara ayrilirlar

Cerrahi evreleme sistemi kullanilarak yapilan degerlendirmelerde, kanserden olenlerden
cogunun klinik Evre 1 'deki hastalar olmasi, klinik evreleme sisteminin degerini
azaltmistir (3, 5). Klinik evreleme ile cerrahi evreleme arasinda biiyiik farklar olmakta
ve cerrahi evre genellikle daha yiiksek bulunmaktadir. Bu nedenle FIGO, 1988'de

cerrahi evreleme sistemini onermistir (3, 5, 43 ).



2.2.6.2. Cerrahi Evreleme:

Histerektomi

myometrial invazyon derinligi ve servikal yayilim degerlendirilmelidir (3, 5). Kuskulu

tiim lenf nodlari, cerrahi evreleme kapsami iginde ¢ikarilmalidir. (5). Tablo 2’de cerrahi

sonras1t uterus acilarak intraoperatif olarak tiimoriin biiyiikligi,

evreleme kiterleri 6zetlenmistir.

2.2.6.2.1. Endometriyum Karsinomunda 1988-FIGO Cerrahi Evrelemesi

Tablo 2.2. Cerrahi Evreleme (3) 2005:25

Evre Ia G123 | Tiunér endometriumda smirk
Ib G123 | Myometriumun varisindan azinda invazyon
Ic G123 | Myometriumun yarisindan fazlasinda invazyon
Evie ITa | G123 | Endoservikste sadece glandiiler tutulum
ITb G123 | Servikal stromal invazyon
Evre IIla | G123 | Serozaya ve/veya adnekslere invazyon ve/veya
batin sitolojisi pozitifligi
IIIb | G123 | Vajinal metastaz
IMIc | G123 | Pelvik ve/veya paraaortik lenf nodu metastazi
Evre TVa | G123 | Mesane ve/veya barsak mukozasinda tiimoral
tutulum
IVb | G123 | Intraabdominal ve/veya inguinal lenf nodlarim
iceren uzak metastaz

2.2.6.3. Endometriyum Karsinomunda FIGO'nun Grade Tanimlamasi-1989

Farklilagmanin histopatolojik derecesi

Grade 1: Nonskuaméz veya nonmoriiler solid biiyiime sekilleri < % 5
Grade 2: Nonskuamdz veya nonmoriiler solid biiyiime sekilleri % 5 - 50

Grade 3: Nonskuamdz veya nonmoriiler solid biiyiime sekilleri > % 50

(3, 5, 34).
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2.2.7. Endometriyal Karsinomda Prognonostik Faktorler

1- Yas

2- Irk

3- Histolojik tip

4- Histolojik grade

5- Myometrial invazyon

6- Lenfo-vaskiiler alan invazyonu

7- Istmus-serviks yayilimi

8- Adneksiyal tutulum

9- Lenf nodu metastazi

10- Intraperitoneal timor

11- Timor biiytkligi

12- Periton sitolojisi

13- Hormon reseptdr yapist

14- DNA ploidi / Proliferatif index

15- Genetik/molekiiler tiimor markirlar
2.2.7.1. Yas:

Ortalama goriilme yast 60’tir bu hastalarin %69°1 posmenopozal donemdedir. Yas
arttikga kotii prognostik faktorlere sahip olma sansi artmaktadir (1, 34). Genelde geng
hastalarda daha 1iyi prognoz ile seyrederken yaslhh hastalarda prognoz kotii

seyretmektedir (1, 5, 34).
2.2.7.2. Irk

Beyazlarda siyahlardan daha fazla goriilmektedir ancak siyahlarda; daha ileri evre daha
yiiksek derece ve daha derin myometrial invazyon yapma egilimi vardir (1, 34). Yash

ve siyah 1irka mensup hastalar en kotii prognostik 6zelliklere sahiptir (1).
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2.2.7.3. Histolojik tip:

Endometriyal karsinomlu hastalar arasinda en sik goriilen histolojik tip endometrioid tip
adenokarsinomdur (5, 27). Beslenme, hipertansiyon, diyabet, karsilanmamis Ostrojen ile
uyart ve obezite ile iligkili bulunmustur (27). Olgularin yaklasik % 86.4 kadarini
olusturur (5).

2.2.7.4. Histolojik grade:

Prognoz iizerinde ¢ok etkili bir faktordiir (1, 5). Hemen her zaman artmis niiks riski ile
beraberdir. Grade 3 tiimdrli hastalarda niiks gelisme riski, grade 1 ve 2' den 5 kat daha
fazladir (3, 54).

2.2.7.5. Myometrial invazyon:

Myometrial invazyon derinligi tiim6r hacmini en iyi yansitan parametredir (1). Daha
onceki FIGO evrelemelerinde ylizeyel, orta, derin olarak degerlendirilmesine karsin
1988 FIGO evrelemesinin kullanimiyla %50 i¢, %50 dis myometriyal invazyon olarak
degerlendirilmektedir (1, 5).

2.2.7.6. Lenfo-vaskiiler alan invazyonu:

Lenfovaskiiler alan invazyonu endometriyum kanseri i¢in niiks ve sagkalim agisindan
bagimsiz prognostik risk faktoridiir (1, 5, 34). Erken evre endometriyum kanserlerinde

lenfovaskiiler alan invazyonu siklig1 yaklasik %15'dir (3, 54).
2.2.7.7. istmus-serviks yayihmu:

Tiimdral kitle orjininin uterustaki lokalizasyonu Onemlidir (5). Serviksin tutulumu

FIGO evreleme sisteminde evre II'yi gosterir (1).
2.2.7.8. Adneksiyal tutulum:

Adneksiyal (yumurtalik kokenli) tutulum olan hastalarin ¢ogunda bunlar1 yiiksek risk
grubuna sokacak diger kotlii prognostik faktorler mevcuttur (1, 34). Endometrium
kanserli hastalarin sadece %20’sinde yiiksek risk olarak adneksiyal tutulum tespit
edimistir (1).

2.2.7.9. Lenf nodu metastazi:

Klinik olarak erken evre endometrium kanserinde en onemli prognostik faktordur.

Lenfatik metastazin olmasi niiks ihtimalini yaklasik 6 kat artirir (3, 54).
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2.2.7.10. intraperitoneal tiimér:

Intraperitoneal yayilim lenf nodu metastazi ile yiiksek diizeyde iliski gosterir (5). Klinik
Evre I hastalarin %4-6’sinda peritoneal sitoloji ve lenf nodu metastazin1 iceren

ekstrauterin metastaz goriiliir (34).
2.2.7.11. Tiimor biiyiikliigii:

Endometrium kanserinde tiimor biyiikligi, lenf nodu metastazi, sagkalim i¢in énemli

bir prognostik faktordiir (34).
2.2.7.12. Periton sitolojisi:

Malign periton sitolojisinin 6nemi konusundaki bilgiler geliskilidir (34). Genellikle

uterus digina tagmis olgularda sitoloji pozitiftir (3, 54).
2.2.7.13. Hormon reseptor yapisi:

Yapilan c¢alismalarda Ostrojen ve progesteron reseptor diizeylerinin, endometriyal
kanser hiicrelerinin diferansiyasyonundan bagimsiz olarak prognoz iizerine etkisi

gosterilmistir (3, 54).
2.2.7.14. DNA ploidi / Proliferatif index:

Endometriyal adenokarsinomlarin yaklagik ticte ikisinde DNA igerigi diploiddir (3, 54).
Aneuploid hiicre popiilasyonu igeren tiimorii olan kadinlarda 6liim oranlar1 genellikle

daha yiiksek olarak bildirilmektedir (3, 54).
2.2.7.15. Genetik/molekiiler tiimor markirlar:

Endometrium kanserinde PTEN, CTNNB1 (28), KRAS (28, 10), ve P53 genlerinde
degisiklikler rapor edilmistir (7). Bu degisiklikler; tiimor supresér gen P53'de %20
hastada olusurken, onkojen KRAS’da ise kodon 12 ya da kodon 13'e ait mutasyonlar
endometriyal adenokarsinomlarda % 10-20 oraninda tespit edilmistir. Bir ¢alismada,
KRAS mutasyonu varligi kotli prognoza isaret eden bagimsiz bir faktdr olarak
bulunmustur (3, 54). HER 2/neu onkojeni ekspresyonu da %10-15 oraninda
gorilmektedir. Metastatik hastaligi olan hastalarda daha sikrastlanmaktadir. Asiri

ekspresyonu hastaligin progresyonunu artirmaktadir (34).

Tip I ve Tip II tiimdrlerini ayirt eden spesifik molekiiler genetik degisiklikler biyolojik

seviyedeki bu smiflandirmay1 destekler. Tip 1 endometrium kansere ait genetik
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degisiklikler KRAS ve CTNNB1 onkogenlerinin mutasyonlari, DNA hasar tamir geni
olan MLH1 metilasyonu ve PTEN tiimor baskilayict geninin mutasyonlar1 iken Tip II
kanser ise ERBB2 (HER 2/neu) onkogen aktivasyonu ve TP53 tiimor baskilayici geni

mutasyonunu igerir (44).

Endometrium kanserlerinin es zamanli olarak olusumunda 6nemli molekiiler hedef
PTEN olarak tanimlanmistir. Endometrium karsinogenezinde inaktive tiimdr baskilayici
PTEN en sik rastlanan durumdur (45). Endometrium kanserine dair tanimlanan en
yaygin mutasyon PTEN genine aittir (2, 26, 44). Bu gende olusan mutasyonlarda dolay1
endometrium kanserlerinin %50’sinden daha fazlasinda PTEN’in fonksiyonu bozulur
(28). Birgok calisma germline PTEN mutasyonunun endometrum kanser gelisme riskini
arttirdigin1 gostermektedir (44). Erken evre endometrium kanserlerinin yaklasik %30-
60’inda PTEN mutasyon ile inaktive durumdadir (30). Endometrium kanserinin 6nciilii
olan endometrial hiperplazilerin %20’sinde bu mutasyonlar goriilir (8). PTEN
ekspresyonunun kaybolmasi endometrium kanser ile iliskilendirilen en yaygin

molekiiler anormalliktir (30).
2.3. EPIGENETIK FAKTORLER

Eski Yunanca’da, epi- 6n eki iistiinde, lizerinde, 6tesinde anlamini tasimaktadir. Bundan
dolay1 ad1 genetigin lizerinde ya da Otesinde anlamina gelmektedir (46). ‘Epigenetik’
kavrami ilk defa 1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan ortaya atilmis ve
‘genotipin fenotipe doniismesi asamasindaki islemler’olarak tanimlanmistir (18,
47).1999°da Jones ve ark. modern epigenetik kavramini ilei siirmiistiir (48). Gliniimiizde
ise tim makro molekiiler yapilar, genom niikleotid dizileri tarafindan belirlenirken, gen
ifadesini belirleyen, kalitilma yetenegine sahip, hiicreden hiicreye aktarilabilen
mekanizmaya epigenetik kod denilmektedir. (20, 49). Bu kodun olusturulmasinda DNA
dizisi herhangi bir sekilde degisime ugramamaktadir (20, 47, 48, 50).Yani epigenetik
regiilasyon DNA sekansinda hi¢cbir degisiklik olmaksizin birbirini takip eden hiicre
boliinmeleri boyunca hiicrelerin gen ekspresyon profillerini hatirlamalarina olanak

saglar (51).

DNA’ya metil grubu baglanmasi, epigenetik kavraminin ortaya atilmasindan giinlimiize
kadar ana epigenetik mekanizma olarak kabul edilmistir. Metilasyon spesifik

restriksiyon enzimlerinin kesfi ile de metilasyonun fonksiyonunu anlamak amaciyla
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yapilan c¢alismalar hiz kazanmistir. En son olarak da‘epigenomik’kavrami bilim

terminolojisine girmistir (18).

Epigenetik genellikle kalitsal olarak gen ifadesini regiile eden DNA metilasyonu, histon

modifikasyonlar1 ve kromatin yapisini igeren kromatin tabanl olaylari tarif eder (51).

DNA’da herhangi bir sekans degisikligi olmaksizin gen ekspresyonunu diizenleyen
epigenetik mekanizmalar, genomun iistiindeki ya da lizerindeki modifikasyonlar1 kapsar
(16). Gen ifadesi temel olarak iki mekanizmayla diizenlenmektedir. Bu mekanizmalar;
transkripsiyonu aktive eden ve baskilayan proteinlerin aktivitelerinin diizenlenmesi ve

DNA ile kromatinde meydana gelen modifikasyonlardir (epigenetik kontrol) (35).

Genetik mutasyonlar geri doniisiimslizken epigenetik degisiklikler geri doniisiimlii
olabilir (52). Yani epigenetik ve genetik mekanizmalar arasindaki en biiylik fark
epigenetik degisikliklerin kimyasal ajanlarla geri dondiiriilebilmesidir. Buna ek olarak

epigenetik degisimlerin kalitim sekli heniiz bilinmemektedir. (49).

Epigenetik alanindaki son c¢alismalar microRNA’larin da (miRNA) epigenetik
regiilasyonda rol alabilecegini gostermistir (51). DNA metilasyou ve histon
modifikasyonlar1 gen regiilasyonuna transkripsiyonel seviyede vyeni bir boyut
kazandirirken post transkripsiyonel seviyedeki regiilasyonda miRNA’lar gorev
almaktadir (47, 52). Buna gore epigenetik mekanizmalar, {i¢ ana baglkta

toplanmaktadir;

Transkripsiyonel

1- Histon modifikasyonlari
2- DNA metilasyonu

Post-Transkripsiyonel

RNA ile indiiklenen sessizlesme (RNA-induced silencing) (53)

Bu mekanizmalarin birlikte caligmasi sonucu gen ifadesinde kalitsal degisiklikler
meydana gelmektedir. Mekanizmalarin herhangi birindeki hata, genlerin ifadesinin asir1
artmasma veya baskilanmasima neden olarak epigenetik hastaliklara yol agmaktadir
(35). Sekil 4’de gen ekspresyonunun epigenetik olarak regiilasyonu gosterilmektedir.

Sekil 5’de ise epigenetik faktorler sematize edilmistir.
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2.3.1. Histon Degisimleri

Kromatin yap1 ve islevini degistirdigi i¢in epigenetik diizenleyiciler olarak
bilinmektedir (35). Histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu ile birlikte ¢alisarak gen
ifadesinin diizenlenmesinde rol alirlar (17). Modifikasyonlar, histonlarin elektrostatik
yikiini etkileyerek kromatin yapisinmi degistirmektedir ve histon-DNA, histon-histon
iliskisini etkileyerek, DNA’nin paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin
kontrolii gibi birgok biyolojik olayr kontrol edebilmektedir (35). Histon
modifikasyonlari, histonlarin DNA’ya baglanma kapasitelerini ve diizenleyici
faktorlerin DNA’ya erisebilirliini degistirerek gen ifadesinin de degisimine neden

olmaktadir (46).

Kromatin yapisini olusturan proteinler histonlar ve non-histonlardir (54). Histonlar lizin
ve arjinin aminoasitlerince zengin olup, bazik yapida, 102-135 aminoasit i¢eren kiiciik
proteinlerdir ve pozitif yiikleri sayesinde negatif yiikli olan DNA’ya kolayca
baglanabilirler (17).

Kromatin yapisinin en basit birimi niikleozomlardir (20, 46, 51, 54). Niikleozomlar
histon kompleksleridir ve H2A, H2B, H3, H4 dimerlerinden olusan bir oktomer
yapisindadir. DNA paketlenirken bu oktomerin etrafinda yaklasik 1.64 kez sarilir (17,
54). Yani niikleozom, yaklasik 147 baz ¢iftlik (51) DNA dizisinin H2A, H2B, H3 ve
H4 merkez histon proteinlerinin {izerine sarilip HI1 histon proteininin yapiy1
baglamasiyla olusur (17, 20, 47). Sekil 6’da histon oktomeri ve niikleozom yapisi

gosterilmektedir.

Kor niikleozom Baijlag DNA Histon olmayan

protein

T
9aWos03INN

Core of 8 Histones astblee

Sekil 2.6. Histon oktameri ve niikleozom yapist (55)
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Kromatin niikleusta acik, 10 nm’lik bir niikleozom iplik¢igi halinden paketlenirken 30
nm’lik siipersarmal olusturarak solenoid hal kazanir ve her doniiste yaklasik 6
niikleozom vardir. Boylece DNA daha siki sekilde paketlenmis olur (54). Sekil 7°de

paketlenme ve kromozom olusumu 6zetlenmistir.

Metafaz kromozomu

Kor niikleozom

Sekil 2.7. Paketlenme ile kromozom olusumu (17)

Merkez histon proteinlerinin kuyruk bdlgelerinde bulunan amino asitlerde goriilen
kovalent degisimler epigenetik kodu olusturur (47). Bu degisimler sonucu, kromozom
yapisinda farkliliklar gézlenir veya yazilimsal olarak etkin olmayan heterokromatin yap1
ya da Okromatin olarak adlandirilan etkin, acik yapi olusturulur. Histon degisimleri
asetillenme, metillenme, fosforillenme, (48) ubikutinlenme ve glutamik asitlerin ADP-
ribozilasyonu (53) olarak siralanabilir (20, 47). Fosforilasyon, metilasyon, asetilasyon
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ve ubikinasyon histon kuyruklarinda yer alan lizin ve serin rezidiilerinin primer

modifikasyonlaridir (46).
2.3.1.1. Histon Asetilasyonu:

En sik gozlenen epigenetik modifikasyondur. Transkripsiyonel aktivasyon ile
iliskilendirilen ve histon H3 lizinlerinin (K9, K14, K18 ve K25) ve histon H4’lerin (K5,
K8, K12 ve K16) farkli pozisyonlarinda olusur (47).

2.3.1.2. Histonlarin deasetillenmesi:

Histon deasetilazlar asetil gruplarini uzaklastirir. Histonlardaki “+” yiikiin artmasina

6

neden olurlar. Bu da yikli DNA ile “+” yikli histonlarin iligkisini arttirir.
Histonlar sikica paketlenir ve transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulagmasi engellenir
(35). Asetilasyon ve deasetilasyon histon asetiltransferaz ve histon deasetilazlar

arasindaki dengeye baglidir (47).
2.3.1.3. Histonlarin metillenmesi:

Histon H4’iin metilasyonu katalizor enzimler kesfedilene kadar ilk gozlemlenen post
translasyonel modifikasyon olmustur (56). Histonlarin metilasyonu hem aktif hem de
inaktif kromatin bolgelerinde yer almaktadir (46). Histonlarin metilasyonu, N terminal
kuyrukta bulunan lizin ve arjinin birimlerinin histon metil transferaz enzimi tarafindan

metillenmesi ile gergeklesir (35).
2.3.1.4. Histonlarin fosforillenmesi:

Histonlar, mitoz esnasinda ve sinyal iletiminde kinazlar araciligi ile serin rezidiilerinden

fosforillenirler (35).

Degisimler merkez histon proteinlerinin N-u¢ ve C-uglarinda goriilir ve geri

doniisebilme 6zelligi de tasirlar (20).

Etkin kromatin yapist artan yazilimsal etkinlikle ilgilidir. Bu etkinlik histon
asetillenmesi ile baglantilidir. Sekil 8’de yazilimsal olarak etkin olan ve etkin olmayan
kromozomal yap1 gosterilmektedir. Histon asetil transferazlar H3 ve H4 proteinlerinin
lizin uglarinin asetillenmesini katalizler (56). Histon asetil transferazlar ve histon
deasetilazlar, de novo metil transferazlarla etkileserek yazilimsal sessizlesmeye neden
olabilirler (20). Yani histon asetilasyonu ve histon metilasyonu ¢ogunlukla metilasyon

bolgesine bagh olarak gen ekspresyonunu ya aktive eder ya da baskilar. Ornegin Histon



26

H3’tin amino terminalindeki 9. lizinin (H3-9K) ve Histon H3’lin amino terminalindeki
27. lizinin (H3-K27) metilasyonu transkripsiyonel sessizlesme ile iligkilidir (16, 46,
47). Histon H3’lin amino terminalindeki 9. lizinin metilasyonu (H3-9K) DNA’nin
sessizlestirmesine yol agmakta ve heterokromatik bolgelere yayilmaktadir (46). H3’iin
K4, K36 ve K79 metilasyonu genin aktivasyonu ile iliskilidir (16, 46, 47). Diger
yandan, histon H3 proteinin 4. lizinin (H3-4K) metilasyonu aktivasyonla iligkili olup

agirlikl olarak aktif genlerin promotor bdlgelerinde yer almaktadir (46).

S

Nukleozomlar

DNA Aktive Edici
Degisimler Baskilayia
- Degigimler

Histonlar

H3KO Asetilasyvonu
' 1 CpG adaciklan metillenmesi

Okromatin Heterokromatin

Sekil 2.8. Yazilimsal olarak etkin ve etkin olmayan kromozomal yap1 (20) 2009:13

2.4. RNA ile indiiklenen sessizlesme (RNA-induced silencing):

Bazi 6zel RNA’larin, histon modifikasyonlarinin ve DNA metilasyonunun baslamasi
icin tetikleyici oldugu ileri siiriilmiistiir. Heterokromatin bolgenin olusumuna katk1
saglayarak kalitsal olarak sessizlestirilmesine neden oldugu diisiiniilmektedir (35). Son
yillarda, kodlamayan RNA adi verilen bazi kiigiik RNA molekiillerinin epigenetik
siirecte rol aldiklar1 gosterilmistir (35, 47, 52). Ornegin; RNA interferans olarak bilinen,

posttranskripsiyonel ve posttranslasyonel sessizlestirilmelerde gorevli olan miRNA ve
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X kromozom inaktivasyonundan sorumlu olan XIST RNA bu siire¢ i¢in Orneklerdir

(35).
2.5. DNA METILLENMESI

DNA metilasyonu memeli genomunda meydana gelen epigenetik olaylarinin en
yaygmidir (48). Ilk olarak 1948 yilinda tanimlanmustir. Transkripsiyonel kontroliin

onemli bir mekanizmasidir (57).

DNA metilasyonu, DNA’y1 dogrudan etkileyen epigenetik bir mekanizmadir (35). Tiim
epigenetik mekanizmalar arasinda en ¢ok c¢alisilmis ve en iyi anlasilmis olan DNA
metillenmesi, enzimatik bir degisim olup sitozinlerin 5’-metil sitozine doniismesidir
(20). Yani DNA metilasyonu; S-adenozil metiyonindeki (SAM), Metil grubunun,
guaninden (G) once yerlesmis sitozine (C) transferi ile katalizlenir ve 5-metil sitozin
(5mC) olusur (35, 46-49, 58). SmC; A, T, G, C’den sonra besinci baz olarak
adlandirilmaktadir (52). SmC olusumu kovalent kimyasal bir modifikasyondur (35, 47).

Sekil 10’da DNA metilasyon mekanizmasi gosterilmistir.

DNA metilasyonunda SAM ve DNA DNMT 6nemli rol oynamaktadir (47, 48). DNMT
ailesi tyeleri, SAM ve DNA’y1 co-substrat olarak kullanir. Tim metilasyon
reaksiyonlart i¢in gerekli olan metil gruplarini sadece metil donorleri ve kofaktorler
saglar (49, 57). SAM, metionin siklusunda dretilir (49, 57) ve tiim metilasyon
reaksiyonlariin kofaktoriidiir (50). Yani SAM hiicrelerde evrensel metil kaynagi olan
metile edici bir ajandir (49, 57). Folatlar ise B grubu vitaminler ve kolinler (beslenmede
gereki olan renksiz bazik madde) ile birlikte metil donérleridir. Kandaki folat hiicre
icine metil-tetrahidrofolat olarak aktif sekilde tasinir. Vitamin B12 kofaktorii esliginde
metyonine doniisen homosistein ise tetrahidrofolattan olusur (50). Sekil 9°da SAM
iiretim yolagr gosterilmektedir. SAM artist DNA metiltransferazlar1 aktive eder,
hipermetilasyonu tetikler ve global hipometilasyona karsi genomu korur (57). S-
adenozil homosistein (SAH); metiltransferazlarin etkisiyle S-adenozilmetyoninden
olusur (50). SAM/SAH orant metilasyon durumunun metabolik gostergesi olup

metilasyon potansiyeli olarak da ifade edilir (57).

Genomun bir ugtan bir uca hipometile, hipermetile oldugu ve tiimér baskilayici genlerin

sessizlestigi kanserlerde hatali metilasyon modeline rastlanmistir (58).
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Sekil 2.9. SAM iiretimi igin gerekli olan enzimatik reaksiyonlarin sematik gosterimi

(50) 2013:4



29

NH 5
H
Sitozin
O
SAM
- DNMT
SAH
NH
CH,
5-Metilsitozin
O

Sekil 2.10. DNA metilasyon mekanizmasi. Sitozinin karbon-5 pozisyonuna SAM’daki
bir metil grubunun (CH3) transferini katalize eden DNA metiltransferazlarin (DNMT1,
3a ya da 3b) etkisi ile 5-metilsitozin meydana gelir (57). 2007:3

Eriskin dokularda spesifik gen ekspresyonunun kontrolii i¢in bir mekanizma olarak
islev goren CpG adaciklarindaki DNA metilasyonu, temel olarak iki kiiglik gen ailesinin
restriksiyonu ile olmaktadir. Ilk olarak kadinlarda X kromozomunun inaktivasyonu,
inaktif X kromozomundaki CpG adaciklarinin yaygin metilasyonu ile iliskilidir. Ikinci
olarak, gen allelinin sadece paternal ya da maternal olarak katildigi imprinte genlerde
ekspresse edilmeyen allelin inaktivasyonu, genin promotoriindeki metilasyon ile
iliskilidir(57, 59). Normal dokularda genlerin ¢ogunlugu CpG adaciklar ile iliskili
olmakla birlikte bu adaciklar, genlerin eksprese edilip edilmemesine bakilmaksizin
metillenmeden kalirlar. Bu durum, CpG adaciklarindaki metilasyonun artmis oldugu

insan kanser hiicre serileri ile zitlik gostermektedir (57).
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Normal hiicrelerde DNA metilasyonu, siklikla LINE (long interspersed repetitive
elements), SINE (short interspersed repetitive elements) ve satellit DNA’lar1 igeren
tekrarlayan genomik bolgelerde meydana gelir. Hareketli elemanlar ve diger tekrarlanan
DNA dizileri hipermetile oldugundan, hareketli elemanlarin transpozisyonu engellenir
(59). Boylece tekrarlanan diziler arasinda rekombinasyon meydana gelmez.

Kromozomun kararli halde kalmasi saglanir (35).
2.5.1. DNA Metiltransferazlar (DNMT)

DNA’nin metilasyonu, DNMT ailesi tarafindan katalize edilir (20, 49, 57). DNMT ler
metil gruplarint sitozin zincirine transfer ederler ve ¢ok sayida Okaryotta
karakterizedirler (21, 57). SAM tarafindan saglanan metil grubunu sitozinin besinci
karbon atomuna aktaran enzimlerdir (18, 20, 49). DNA molekiilinde DNMT'ler i¢in
hedef diniikleotidler CpG adaciklaridir (21, 57). Genomda tiim sitozinlerin %3-4’i
metile halde bulunur (18).

DNMT ailesinin bir DNMT1, bir DNMT2 ve iic DNMT3 (DNMT3a/3b ve DNMT3L)
olmak iizere ii¢ liyesi bulunmaktadir (46). Bu enzimler kendi aralarinda metillenmis
bolgeyi koruyan ve yeni metil gruplari ekleyenler olmak tizere ikiye ayrilirlar (20, 57).
DNMTI1, DNA replikasyonusirasinda DNA metilasyon motifinin devamindan
sorumludur ve bakim metiltransferazi olarak adlandirilmaktadir. DNMT3’ler
metillenmemis sitozinlerin metilasyonuna de novo olarak aracilik etmekte ve erken
embriyonik gelisim doneminde genomik DNA’y1 metillemektedir (16, 46, 50, 58). Yani
DNMT1, koruma oldugu kadar de novo metiltransferaz aktivitesine de sahiptir (57).
DNMT1 eslenme sirasinda yar1 metillenmis DNA’ya baglanip yeni sentez edilen zincire

metil grubu ekler (20).

DNMT lerin C terminal bolgesi katalitik aktiviteden sorumlu iken, N terminal bolgesi

diizenleyici fonksiyona sahiptir (18).

Yapilan c¢alismalarda, kromatin {izerindeki aktif ve inaktif bolgelerin DNA
metilasyonunun dagilimi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Inaktif bolgelerde DNA
metile haldeyken, aktif bolgelerde metilasyon gozlenmez (21). Metile dizilerde DNA
replikasyonu sirasinda baz eslesmesinde bir degisiklik olmaz ve replikasyon sonrasinda
atasal zincirin komplementeri olan yeni sentezlenen zincirde yer alan sitozine, metil

grubu DNMT1 tarafindan takilir ve bdylelikle metilasyon ogul dollere aktarilir (21, 46).
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DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B enzimleri genlerin ilk ekzon ve promotér bolgelerinin
metillenmesi i¢in gereklidir. Somatik hiicrelerde yiiksek oranda korunmus olan DNA
metillenmesi, hiicre boliinmesi sirasinda DNMT]1’ler tarafindan saglanmaktadir. Bu
enzim DNA eslenme bilesenlerinin bir pargasi olup yeni sentez edilen DNA’nin CpG
ikili niikleotidlerindeki 5° konumunda bulunan sitozinlere metil gruplar1 ekleyerek

metillenmis bolgelerin sonraki hiicrelerde korunmasini saglar (20).

DNMT3A ve DNMT3B enzimleri ise metillenmemis genomik DNA’ya yeni metil
gruplarinin eklenmesinden sorumludur. 5- metil sitozin kararsiz bir yapt olup
kendiliginden aminsizleserek timine doniisme egilimindedir. Bu durumda DNA

metillenmesi bir endojen mutajen gibi etki gosterir (20).

Farelerle yapilan ¢alismalarda DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B proteinlerini kodlayan
genin her iki allelinde gergeklesen kaybin 6liimciil oldugu gézlenmistir (20, 57). Bu
durum DNMT’lerin embriyogenezde ne kadar 6nemli oldugunu goéstermektedir (20).
Bununla birlikte eriskin dokularda DNA metilasyon gereksinimi biraz daha az
olabilmektedir, bunun primer rolii genom biitiinliigliniin korunmas1 ve gen igerisindeki

hedef bolgelere transkripsiyon faktorlerinin baglanma spesifitesini arttirmaktadir (57).
2.5.1.1. DNMT1

Replikasyondan sonra yeni olusan iplikte DNA metilasyonunundan sorumlu olan
enzimdir (18, 46, 49). Gorevi ¢ift sarmal DNA’da simetrik metile CpG adalari
olusturmak i¢in hemimetile bolgeleri metilleyerek metilasyon paternini muhafaza
etmektir (16, 50, 58). Yani DNMT1 DNA replikasyonundan sonra olusan yeni DNA
zincirindeki metilasyondan sorumludur (18, 46, 49). Sekil 11’de DNMT1 enzimi

sematize edilmistir.

Eski iplik tiizerinde metile olmus diziler Cogalan Hiicrelerin Cekirdek Antijeni
(Proliferating Cellular Nuclear Antigen;PCNA), Histon Deasetilaz 2 (HDAC2) ve
DMAP1 (DNMT1-Associated Protein) igeren bir enzim kompleksi ve DNMTI ile
birlikte bulunmaktadir. Replikasyon catalina yerlesen bu proteinlerin transkripsiyonel

baskilanma ile iligkili olduklart belirlenmistir (49).

DNMT’lerin N terminal bolgesi DMAPI1, PCNA, Rb gibi birgok proteinle iligki
halindendir (18).



32

Q Methylated DNA Dnmt1/Np95 complex

Non-methylated DNA @ o
Polycomb

Template strand
6 Replicated strand

\ Methylation

DNA replication

Sekil 2.11. DNMT1 (60)

Yapilan fare deneylerinde DNMT1’in kaybinin 6liimciil oldugu gosterilmistir.
DNMT1’den yoksun fare embriyolart gastrulasyon asamasindan sonra genom
genelindeki demetilasyona bagli olarak oldiikleri gosterilmistir. Bunun yaninda enzimin
asirt ekspresyonunun kanser hiicre hatlarinda de novo metilasyona neden oldugu
gosterilmistir. DNMT1’in ¢ift DNA baglanma boélgesi vardir. C terminal ucundaki
bolge metile olmayan DNA’ya baglanirken, N terminal ucundaki bolge metile DNA’ya
baglanmaktadir (18).

2.5.1.2. DNMT?2:
Metiltransferazlara ait klasik sekans motiflerini tasimasina ragmen su ana kadar DNA

metilasyonundaki rolii saptanamamustir (18, 46). Ancak tRNA metiltransferazi olarak

etki edebilecegi onerilmektedir (46).
2.5.1.3. DNMT3

2.5.1.3.1. DNMT3a ve DNMT3b: De novo metilasyondan primer olarak sorumlu olan
enzimlerdir (18, 46, 49). Farklilasmamis embriyonik kok hiicrelerde yiiksek diizeyde

eksprese edilirler. Fakat normal somatik dokularda ekspresyon diizeyi diisiiktiir (49).

Fertilizasyondan hemen sonra fare genomunda genel bir demetilasyon olusmaktadir.
Bunu takip eden implantasyon sirasinda gelisen genom genelindeki de novo

remetilasyondan ise DNMT3A ve DNMT3B sorumludur ve bu de novo metilasyon
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memeli gelisimi i¢in hayati 6nem tagimaktadir. DNMT3A ve DNMT3B’den yoksun
farelerde morfolojik bozukluklar gozlenmekte ve bu fareler erken gelisim evrelerinde

Olmektedir.
2.5.1.3.2. DNMT3L:

DNMT3L gametogenez sirasinda eksprese edilir; DNMT3A ve DNMT3B ile benzer
homolojiyi paylassa da agirhikli olarak maternal genomik imprintlenmede rolii
bulunmaktadir (18). Diger DNMT3’leri gibi erken embriyonik donemde hayli
ekspresyonu olan bir enzimdir ancak herhangi bir intrensek DNA metil transferaz
aktivitesi gostermez. DNMT3L, 3A ve 3B aktivitesini modiile eder. Imprinted ve
repeated sekansi bolgelerinde olusmus bulunan DNA metilasyonunu pozitif olarak
regiile eder. Eriskin hiicrelerde DNMT3 {iyelerinin rolii tam olarak belli degildir (49).
Sekil 12°de DNMT’lerin DNA metilasyon mekanizmalar1 gosterilmektedir.

Dnmt3L

e

-/}-/ 7

)4
Dol Domt3

Dnmt3l_,

Dnmt

Sekil 2.12. DNMT ’lerin DNA Metilasyon mekanizmalari (61)

2.5.2. GENOMDA SITOZIN METIiLASYONUNUN ONEMLIi OLDUGU
BOLGELER

Memeli genomunda goriilen sitozin u¢ metillenmesi genellikle CpG ikili niikleotidleri
olarak da isimlendirilen 5°-CG-3” ikili niikleotidlerinde, nadiren de 5°-CA-3’ veya 5°-
CT-3’ uglarinda gergeklesir (20, 35, 57).

DNA metilasyonu esas olarak CpG diniikleotid bolgelerinde yerlesmis olan Sitozin
rezidiilerinde meydana gelir. CpG dintikleotidleri genomda istatistiksel olarak az sayida
bulunmakla birlikte, CpG adalar1 olarak adlandirilan siklikla promotér veya gen

regiilatér bolgelerde bulunan C+G’den zengin bolgelerde yogunlagmistir. Bununla
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birlikte CpG diniikleotidlerinin tek tek olanlarinin ¢ogu, Ozellikle tekrar dizileri ve
transposable elementlerin iginde olmak iizere DNA’nin intergenik veya intronik
bolgelerinde bulunur. Insanda normal somatik hiicrelerde CpG diniikleotidlerin %69-

90’1 metiledir (49).

Genomda sitozin metilasyonunun 6nemli oldugu bélgeler; (18)
1) CpG adalar

2) G+C izokorlari

3) CpG sicak noktalar

2.5.2.1. CpG ADACIKLARI

Genomdaki toplam CpG’nin kiigiik bir bolimii CpG adalarinda yogunlasmis sekildedir
(18). Metilasyon, CpG diniikleotidlerindeki sitozin birimlerinde meydana gelir. Cogu
gen promotdrii CpG diniikleoditler agisindan zengindir. Promotorlerde CpG
diniikleotidlerinin yogunlastigi bolgeler, CpG adalari olarak tanimlanir (35). CpG
adalar1 0.5 ile 5 kb uzunlugundadir ve genellikle 100 kb’de bir gézlenirler (35, 57). Bu
bolgeler metile olmayan, GC zengin, CpG’nin GpC’ye oraninin en az 0,6 oldugu
bolgelerdir. CpG adaciklar1 fonksiyonel genlerin 5' ucuna lokalizedir. Insanlarda tiim
genlerin neredeyse yarist CpG adalarina sahiptir (57). CpG adalan ile iliskili olmayan
CpG dintiklotidleri yogun bir bigimde metile iken, promotdrlardaki CpG adalari

metilasyondan korunurlar (35).

Insan genomunun tiim CpG ikili nukleotidlerinin %69 kadar1 metilenmis durumdadir.
Geriye kalanlar ise yaklasik 200 baz ¢ifti biiyiikliiglinde CpG’ce zengin promotor veya
genlerin ilk ekzonlarinda bulunan bolgelerdir. Bu bolgeler CpG adaciklari olarak da
isimlendirilir (20, 49). Tersine global CpG bdlgeleri genomun sentromer ve telomer
bolgelerine yakin yerler gibi konstitiisyonel heterokromatin bolgeleri gibi protein

kodlamayan bolgeler ve transkribe olmayan intronlar igerisindedir (50).

Bir ¢ok housekeeping gen ve doku-spesifik geni kapsayan insan promotorlarinin %60’1
CpG adaciklarina sahiptir (16). CpG adalari, genomun %1-2’sini olusturur ve metile
olmamig CpG bolgelerinin %50’den fazlasini olusturur. CpG adalarinin sayisinin
29.000 kadar oldugu tahmin edilmektedir(18, 49, 57). Memeli genomunda CpG
dizelerinin 5 kat daha az olduklar1 ve bu durumun CpG yapisinda bulunan 5-mC fazla

mutabl olmasindan kaynaklandigi sanilmaktadir (57). Ayrica kromozomlarin Megabaz
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(Mb) basma 5-15 CpG adasma sahip oldugu hesaplanmistir. Bir genomik bolgede
bulunan CpG adasi sayisi ile o bolgedeki genlerin sayis1 arasinda dogru orantil bir iliski

vardir (18).

Metilasyonun siklikla transkripsiyonun baskilanmasina neden oldugu diisiiniiliirse,
promotor bolgelerde bulunan CpG adalart igerisindeki CpG diniikleotidlerinin nigin
siklikla metillenmemis durumda oldugu daha rahat anlagilabilir. Metillenmemis
durumda bulunan CpG adalarindaki yeniden metillenmeler, yaslanma siireci ve kanser
gibi bazi hastaliklarin ortaya c¢ikmasinda onemli rol oynamaktadir. CpG adalarinin

normal olarak metile halde bulundugu 4 yer vardir; (18, 59).
1- imprintlenmis genler

2- Kadinlarda inaktif X kromozomu

3- Germline spesifik genler

4- Doku spesifik genler

2.5.2.2. G+C izokorlar

Insan genomu G+C igerigi agisindan farkli bolgelere ayrilabilir. Bu farkli bolgeler
(izokorlar) kendi i¢inde benzer G+C igerigine sahipken, gruplar arasinda belirgin
farkliliklar vardir. Bu anda 5 izokor ailesi bulunmaktadir: L1 ve L2, G+C igerigi fakir
(%40); H1 ve H2 G+C igerigi zengin (sirastyla %45 ve %50); H3 ise G+C igerigi ¢cok
zengin (%53) bolgeler olarak tanimlanabilirler. G+C igeriginin gen yogunlugu ile
iliskisi oldugu bilindiginden H3 izokorlar en fazla gene, CpG adasmna ve CpG
diniikleotidine sahip bolgelerdir (18).

2.5.2.3. CpG Sicak Noktalari

CpG bolgelerinin mutasyonlar i¢in sicak noktalar olduklari bilinmektedir (18, 62).
Germline nokta mutasyonlarin %30’unun 5-metilsitozinin spontan deaminasyonu
sonucu olusan metile CpG-TpG transisyonu sonucu oldugu gosterilmistir. P53 geninde
gozlenen inaktive edici nokta mutasyonlarin yaklasik %50°si CpG diniikleotidlerinde
meydana gelir. Ayrica sigara iligkili akciger kanserinde, metile sitozinler karsinojenleri
CpG diniikleotidlerine yonlendirerek G-T transversiyonuna neden olmaktadir. Bunlar
DNA metilasyonunun kansere yol agan genetik degisiklikler ile olan iliskisini

aciklamaktadir (18).
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2.5.3. DNA Metilasyonunun Gorev Aldig1 Biyolojik Diizenlemeler

DNA metilasyonunun o6karyot canlilardaki roliiniin ne olabilecedi uzun siireden beri
tartisilmaktadir. Prokaryotlarda oldugu gibi, konak¢i hiicre savunma mekanizmasi
olarak yabanci DNA’ya karsi restriksiyon modifikasyon sisteminin bir parcasi olarak
gorev yapmaktadir (62). Ayrica dkaryotik hiicrelerde epigenetik kalitim kapsaminda bir
¢ok biyolojik olaylarin; Somatik hiicre farklilasmasi, onkogenez (18, 49), Mutagenez
(49), yaslanma (18, 20, 49), kromozom paketlenmesi, DNA replikasyonu ve tamiri,
transkripsiyonun baslatilmasi, ¢ift heliks DNA stabilitesinin saglanmasi, (49), genetik
regiilasyon, dokuya 6zgii gen ekspresyonunun ve gelisim siiresince gen ekspresyonunun
diizenlenmesi (20, 49, 57), niikleer par¢alanmanin engellenmesi, (49), X kromozom
inaktivasyonu (20, 49, 50, 59, 62), imprinting (49, 50, 59, 62), germline spesifik
genlerin ekspresyonunun diizenlenmesi (18), transpozon sessizlesmesi (50, 59) gibi

biyolojik diizenlenmelerde de gorev alir.

Hiicresel seviyedeki DNA metilasyonu nesil kisitlamasini ¢ogaltmak ve genomik
stabiliteyi slirdiirmek icin esansiyeldir. Ayrica molekiiler seviyede 5SmC’nin rolii
promotdr ve ekzon gibi lokal CpG ve kromatin modifikasyon yogunlugu olan genomik
bolgeleri iceren ¢oklu parametreler tarafindan belirlenir. CpG metilasyonu kadinlarda
inaktif X kromozomu iizerindeki CpG agisindan yogun promotorlarin transkripsiyonel
sessizlesmesi ve genomik imprintingin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Ancak
sadece promotdr bdlgesinde transkripsiyonel baskilamaya yol agmaz buna karsit olarak
nadiren gen aktivasyonuna da yol agtigi gozlenmistir (59). Sekil 13’de Promotdr
bolgesindeki CpG adaciklarinin unmetile olusunun geni aktif kilarken, metile olusunun

geni sesizlestirdigi sematik olarak gosterilmektedir.

Memelilerde DNA metilasyonu embriyonik gelisim igin esansiyeldir (59, 62). CpG
metillenmesi erken embriyonik donemde programlanmakta ve daha sonraki donemlerde
de korunmaktadir (20). Embriyonik gelisimin ¢ok erken safhalarinda heniiz
tanimlanmamis bir molekiiler mekanizma ile hizli bir sekilde metilasyon ortadan kalkar
(demetilasyon) ve implantasyondan hemen sonra bu boélgelerde yeniden metilasyon

olusur (49).
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Sekil 2.13. Promotor bolgesinde metile ve unmetile durum. Promotdr bolgesindeki CpG
adaciklarinin unmetile olusu geni aktif kilarken, metile olusu geni sesizlestirir (63)

2013:3
2.5.3.1. DNA Metilasyonu Ve Gen Regiilasyonu

Metilasyon, DNA ve proteinler arasinda bir iligki saglayarak transkripsiyonu etkileyen
kromatin yap1 degisiklikleri ortaya ¢ikartir. Bir gen ii¢ sart saglanirsa eksprese olabilir:

-Uygun transkripsiyon faktorleri ortamda olmalidir,
- Histonlar asetile ve metillenmemis durumda olmalidir,
- CpG adalarindaki sitozinler metillenmemis olmalidir (18).

Okaryotik gen ekspresyonunun regiilasyonu kompleks bir islemdir. Transkripsiyonun
baslamasi ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Cis-acting ve trans-acting faktorleri
iceren olaylarla tamamlanmaktadir. Cis-acting elemanlar trans- acting faktorler igin
substrat olarak rol oynayan DNA dizileridir ve DNA etrafinda transkripsiyon icin
hazirlanirlar. Genin promotor bolgesindeki artmis metilasyon ekspresyonun azalmasina
yol acarken, transkribe edilmis bolgedeki metilasyon gen ekspresyonunda cesitli

etkilere neden olabilirler (57).

DNA metilasyonu fizyolojik ve patolojik sartlar altinda gen ekspresyonunun
sessizlesmesinde 6nemli bir mekanizmadir. DNA’ya regiilator elemanlarin alinimini

saglayarak ya da engel olarak genin sessizlesmesinde stabil bir mekanizma olusturur

(16).

Gen ifadesinin diizenlenmesinde etkili oldugu icin normal hiicre islevlerinin yerine
getirilmesinde CpG metillenmesinin énemi oldukga biiyiiktiir. Ornegin etkin olmayan X

kromozomu {izerinde bulunan genlerin sessizlestirilmesi, yasla ilgili veya dokuya 6zel
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genlerin ifadesinin diizenlenmesinde DNA metillenmesi énemli rol oynamaktadir (20,

50).

DNA metilasyon paterni, DNA’nin metilasyon ve demetilasyonu arasinda bir denge
sonucu olusur. DNA metil transferaz ve demetilazlar tarafindan katalizlenen dinamik bir
stirectir. DNA’nin metilasyon durumu birgok faktor tarafindan belirlenir. Trans-acting
reseptorlerin (TR) etkilesmesi, histon deasetilaz (HDAC) ve histon metiltransferaz
(HMTASE) gibi histon modifikasyon enzimlerini aktive eder. HDAC ve
HMTASE’lerin aktivasyonu DNMT ve MeCP2 gibi metile DNA’ya baglanan
proteinleri aktive eder. Bu etkilesim dengeyi metilasyon yoniine ¢eker. Diger yandan
Trans-activating faktorler (TAF) ise spesifik genlerin histon asetil transferazlarini
(HAT) aktive eder. HAT larin varlig1 histonlarin asetilasyonuna yol acar, kromatin

yapisi gevser (49).

Sitozin metilasyonu tek haldeki niikleozomlar1 daha kondanse hale getirebilen dinamik
stirecte kromatin degisimleri yaparak gen regiilasyonunda onemli bir rol alir. DNA
metilasyonu kromatini sikistirarak gen ekspresyonunu baskilayabilir. Genomun {i¢
boyutlu yapisindaki bu dinamik degisiklikler gen ekspresyonunun kontrolii ig¢in

esansiyeldir (63).

Bu iki epigenetik diizenleyici mekanizma, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu,
gen ekspresyonunda birbiriyle siki sekilde iligkilidir. Gen ekspresyonunun basarili

epigenetik kontrolii siklikla her iki mekanizmanin igbirligi ve etkilesimine ihtiya¢ duyar
(46).

DNA metilasyonu ile transkripsiyonel represyon icin ¢esitli mekanizmalar ileri
siiriilmiistiir (18, 57). ik goriise gdre metilasyon, transkripsiyon faktdrlerinin baglanma
ozelligini inhibe eder. Pek ¢ok transkripsyon faktoriiniin metilasyon tanima bolgelerinin
bulundugu ve metilasyona duyarli olduklar1 tespit edilmistir (57, 62). Ancak daha sonra
AP-2, c-Myc/Myn, siklik AMP- bagimli kinaz aktivator CREB, E2F ve NFkB gibi
metilasyon tanima bdlgeleri bulunmayan ve metilasyona duyarsiz transkripsiyon
faktorleri de kesfedilmistir. Bu transkripsiyon faktorleri CpG residiileri igeren dizileri
tanir ve metilasyonla inhibe edilenlere baglanir (57). Bunun sonucunda, daha genele

yayilabilir bir goriis ortaya atilmistir (21, 57).

Gilinlimiizde de kabul goren bu goriise gore, DNA metilasyonu, son yillarda kesfedilen
bir protein ailesi olan metil-binding domain (MBD) proteinleri olarak bilinen
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proteinlerin baglanmasina yol agar. Bu durum represyonun ikinci seklini ifade
etmektedir; Represyonun ikinci sekli ise, metillenmis DNA’daki spesifik
transkripsiyonel represorlerin direkt baglanmasini igerir. Bu protein ailesinin iiyelerinin
hepsinde, metillenmis CpG bolgesi iceren DNA’ya spesifik olarak baglanmasini
saglayan ortak metil baglama bolgesi mevcuttur. Bu proteinlerin ilk tanimlananlari
MeCP1 ve MeCP2’dir (57, 62). Bununla birlikte gliniimiizde ¢esitli yeni proteinler de
tanimlanmistir. Bunlar, MBD1, MBD2, MBD4 ve Kasio proteinlerini igermektedir.
MeCP1, MBD1, MBD2 ve MBD4, metil CpG binding domain olarak adlandirilan
SmCpG motifine baglanir. Bununla birlikte Kasio farkli bir mekanizmaya sahiptir ve
¢inko parmak motifine baglanir. MBD4, DNA onarimu ile iligkilidir, ancak MBDI,
MBD2 MeCP2 ve Kasio, histon deasetilaz kompleksi ile etkileserek hem in vitro hem
de hiicre kiiltiirinde transkripsiyonu represe etmektedir (57). Bu protein ailesinin
bilinen 5 iiyesinden en az ii¢ tanesinin (MeCP2, MBD2 ve MBD3), histon deasetilazlar
(HDAC1 ve HDCA2) ve kromatin remodelling aktivitelerini (Sin3a ve Mi-2) igeren
biiytik protein kompleksleri ile iligkili oldugu Sekil 14’de gosterilmistir (18, 21, 57).
Histon deasetilazlar ve kromatin-remodelling aktivitesinin etkisi ile kromatin
yogunlasmasinin meydana geldigi diisliniilmektedir. Bunun yam1 sira MBD
proteinlerinin, transkripsiyonel represyonu igeren cesitli diger komplekslerle iligkili

olabilecegi disiiniilmektedir (21, 57, 62).

Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) projesi ile DNA metilasyonu ile dkaryotik
gen regiilasyonu ve kanser olusum mekanizmasinin anlasilmasi i¢in yeni ip uglar
saglayan transkripsiyonel regililasyon arasindaki dinamik etkilesimin arastirilmasi

amaglanmaktadir (63).
2.5.3.1.1. Metil-CpG Baglayan Proteinler (MBD) ve Histon Deasetilazlar (HDAC)

Ik MBD 1992 yilinda bulunan MECP2’dir. Bu protein metile CpG’lere artmus affinite
gosterir ve HDAC gibi korepresér komplekslerin ortamda toplanmasini saglar. MECP2,
metil-CpG baglayan ve transkripsiyonu baskilayan iki domainden olusur. MECP2
disinda MBDI1-4 olarak adlandirilan 4 tane daha MBD vardir. MECP2, MBD2 ve
MBD4 transkripsiyon baskilayicilari olarak gorev alirlar (18). Metile sitozinler;
DNMT’lerle, MBD, HDAC ler ile, transkripsiyon baskilayan proteinlerle ve geg replike
olan kromatin yapis1 ile iliskilidir. DNA metilasyonunun gen ifadesini baskilama

stirecini, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engelleyerek veya metile DNA’ya
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baglanan protein kompleksleri sayesinde kromatin yapisini degistirerek gerceklestirdigi
diistiniilmektedir. Transkripsiyonel sessizlesmede, aktif kromatin 6nce “de nova”
metilasyona ugrar. Ardindan metile olmus DNA’ya, metile DNA dizisini taniyip
baglanma Ozelligi olan MeCP2 proteinleri baglanir (35). MeCP2 proteinleri
transkripsiyonel baskilamay1 koprii proteini Sin3 yardimiyla yaparlar (18). MeCP2
proteinleri, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engeller ve deasetilaz aktivitesine
sahip diger enzimler i¢in tanima bolgesi olustururlar. Ardindan bu tanima bolgesine

korepressor Sin3A baglanir ve histon deasetilaz kompleksleri bu siirece dahil olur (35).

HDA G,
Sin3

et \_
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Sekil 2.14. Metilasyonun transkripsiyonu etkileme mekanizmasi (35) 2008:31

MeCP2
MeCP2
MeCP2

HDAC’lar histon kuyruklarindaki lizin rezidiilerini deasetile ederek komsu histonlar
arasindaki iliskiyi kolaylastirirlar ve daha yogun olarak paketlenmis bir kromatin yapisi
ortaya ¢ikmasini saglarlar. Bu yogun paketlenmis yap1 transkripsiyon faktorlerinin
DNA'’ya baglanmasin1 engelleyerek, gen ekspresyonunu baskilar. Histon H3 ve H4’iin
N terminallerindeki lizin rezidiilerinde bulunan asetil gruplarinin histon deasetilazlar
tarafindan uzaklastirilmas1 sonucu histon (+) yiiklenir ve (-) yikli DNA ile daha
kondanse bir yap1 olusturur. Bu da transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini
engeller (18). Histon kor yapist ve DNA arasinda siki bir paketlenme gerceklesir,
transkripsiyon baskilanir ve gen sessizlesir. Sekil 15°de DNA metilasyonunun
transkripsiyonel  represyona neden olmasmna iliskin  Onerilen = mekanizma
gosterilmektedir. Inaktif kromatinin ise, DNA replikasyonu sonrasinda, DNA metil
transferazlarin siirece eklenmesi ile metilasyon deseni korunur ve inaktif kromatin

olarak kalir (35). Histon H3’iin lizin9 rezidiisiinin HMTASE tarafindan metillenmesi
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ise metilasyondan sorumlu olan DNA metil transferazlarin olaya katilimini saglar.
DNMT’ler de promotor bolgedeki CpG diniikleotidlerini metilleyerek genin susmasina
neden olur (18). Dolayisiyla DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 birbiri ile

ortliisen olaylardir (35).

Baz1 CpG bolgesine baglanma proteinlerinin CpG adacigi yoniinden yoksun metile
olmayan boélgelere baglanma olasiligi daha yiiksek bulunmustur ki bu CpG adacigi
yoniinden yoksun metile olmayan bolgeler yeni Histon H3 lizin 4 {igmetilasyon
(H3K4me3) bolgelerini olusturmak ve acimlanmis promotor ile iligkili bulunmamustir,
bdylece kromatin yeniden diizenlmesi boyunca gen aktivitesi diizenlenir. Sasirtici bir
sekilde CpG adacig1 yoniinden yoksun bolgeler kesfedilmemis promotorleri isaretler ve
onlar DNA metilasyon modifikasyonlarina ¢ok duyarhidirlar. CpG adacigr yoniinden

yoksun genlerin kabul géren rolleri bu senaryoda kesfedilmis olmustur (63).

NuRD Sin3a
kompleksi kompleksi

C
© Metillenmis CpG ¢ifti o~ Deasetile histon kuyrugu % Asetilli histon kuyrugu

Sekil 2. 15. DNA metilasyonunun transkripsiyonel represyona neden olmasina iligkin

onerilen mekanizma (57) 2007:9
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DNA metilasyonunun bir¢ok gen iizerinde etkili olmasi1 nedeni ile memeli hiicrelerinde
CpG adalarinin metilasyon desenlerinin tanimlanmasi, normal ve patojenik gen
ekspresyonlar1 agisindan onemlidir. Bu amagla siirekli gelismekte olan molekiiler
biyoloji teknikleri, biitiin genomdaki ve 6zellikle tek genlerdeki metilasyon desenlerinin

analizine olanak saglamaktadir (35).
2.5.4. DNA Metilasyonu ve Kanser

Gen ekspresyonunun baskilanmasinda ©onemli bir fonksiyona sahip olan DNA
metilasyonu giinimiizde Oliimciil hastaliklarin basinda gelen kanserin meydana

gelmesinde ve tedavisinde de 6n plana ¢ikmaktadir (57).

Son zamanlarda kanserde DNA metilasyonu, molekiiler arastirmalarin ana konusunu
olusturmaktadir (57). CpG dintikleotitlerinde DNA metilasyon kaybi olan sayisiz kanser
kesfedilmistir (50). Genomda 5mC total diizeyinin Olgiimii ile kanser hiicrelerinde
normal hiicrelere gére metilasyonun az oldugu gosterilmistir (49, 62). Normal hiicrelerle
karsilastirildiginda malignant hiicreler, DNA metilasyonu agisindan major degisimler
gostermektedir (57). Normal dokularda CpG diniikleotidlerinin biiyiik bir kismi aktif ya
da inaktif olmalarina bakilmaksizin metillenmemis haldedirler. Kanser hiicrelerinde ise

bu genlerin biiytik bir kismi metile haldedir (21, 62).

DNA hipometilasyonu tiimor hiicre DNA’sinin en 6nemli isaretlerinden biridir (62, 63).
Bu metilasyon kaybi, metilasyonun esas kistminda onemli bir degisiklik olmaksizin
adenomdan karsinomaya doniisen premalign adenomlarin ¢ok erken evrelerinde

kesfedilmistir (50).

Promotor bolgelerindeki DNA metilasyonu, genin baskilanmast ile iliskilidir. DNA
metilasyonu ile gen aktivasyonu kontrol edilmektedir (49, 62). Bununla birlikte birgok
timor baskilayict gen timor olusumu siiresince promotdr bolgesindeki CpG
adaciklarinin anormal metilasyonu ile inaktive olmaktadir. Sekil 16’da metilasyon-
timor baskilayict gen iliskisi gosterilmektedir. Timor yayillimi ve metastazini
baskilayan tiimor baskilayict ve diger kanser iligkili genler kanser hiicrelerinde
hipermetile olarak bulunmustur (62). Yani onkogenlerin hipometilasyonu ve timor
baskilayicit genlerin hipermetilasyonu kapsayan DNA metilasyonundaki degisiklikler

timor olusumunda 6nemli bir rol oynar (63).
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Sekil 2.16. Metilasyon-Tiimér Baskilayici Gen iliskisi (57) 2007:2

Metil-CpG, mutasyonel bir hotspottur ve germ-line ve kanserde bulunan biitiin nokta
mutasyonlarin  1/3’ti bu bdlgededir (18, 50). Bir hiicrede mutasyonun meydana
gelmesinde bircok degisik faktorlerin etkisi vardir. Viicut tarafindan iiretilen reaktif
oksijen tiirlerinin fazlaligi ve mevcut cevresel kirleticiler DNA’ya zarar vermektedir.
Ancak simdi kanser siirecinde metilasyonun da major bir rol oynadigina dair 6nemli
deliller vardir (57). Metile sitozinin kendisi de mutajeniktir. Spontan hidrofilik
deaminasyon sonucu C-T transisyonu ortaya ¢ikar. Genin kodlayic1 bolgesindeki CpG
diniikleotidlerinin metile halde olmasi, ultraviyoleye bagli mutasyon sikligini arttirir;
clinkii metil grubu sitozinin UV absorbsiyon spektrumunu degistirir (18). DNA
metilasyonu olas1 mutasyonlarin artmasina, protoonkogenlerin aktivasyonuna, timor

supressor genlerin sessizlesmesine ve ayrica kromozomal instabiliteye neden olmaktadir

(57, 63).

Normal bir sekilde metillenmemis bolgelerde metilasyondaki artig, ilgili genlerin
sessizlesmesine neden olmaktadir. CpG adaciklarindaki hipermetilasyondan dolayi belli
kanserlerde birgok tiimor supressor geni eksprese edilememektedir. Retinoblastoma
(Rb) tiimor supressor geninde CpG adaciklarinda hipermetilasyon saptanmistir. Rb
geninin promotdr bolgesindeki in vitro metilasyonun, promotor aktivasyonunu bloke

ettigi gosterilmistir (57).
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CpG diniikleotid yapisinda yer alan 5-metilsitozin timine, sitozin ise urasile yaygin
olarak deamine olmaktadir. Sitozinin—urasile transisyonu Urasil-DNA glikosilaz
enzimi ile etkili bir sekilde tamir edilebilmektedir. Ancak DNMT,
sitozin—urasil—timin transisyonunda bu tamiri bloke etmektedir (57). Sekil 17°de
DNA metilasyonundaki biyokimyasal yolaklar gosterilmektedir. Kanserde bazlarda
meydana gelen bu transisyonel deaminasyon oraninin ¢ok yiiksek oldugu bildirilmistir

(18, 57).

Metile CpG diniikleotid yapisindaki mutasyon oraninin metil grubu tagimayan sitozine
oranla 40 kez daha fazla oldugu tespit edilmistir. Diger yandan metil ya da non metil
sitozinin in vitro kiiltiivasyonda in vivo’ya oranla ii¢ kez daha fazla deamine oldugu
saptanmistir. Bu durum, hiicrede deaminasyonun geriye doniisiimlii tamir edildigini

gostermektedir (57).
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Sekil 2.17. DNA Metilasyonundaki biyokimyasal yolaklar (57) 2007:1
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DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatin diizenleyici proteinler ve
kodlanmayan RNA’lar kanser olusumunun temelini olusturur. Dolayisiyla bunlarin

mekanizmasii ¢ozmek kisiye 6zel kanser tedavisinin hazirlanmasinda etkili olacaktir

(63).

DNA metilasyonu karsinogeneziste dnemli yer tutmaktadir. Esteller ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada 15 farkli tiimor tipinde hipermetilasyon oldugu belirlenmis ¢ok
sayida gen bildirilmistir. Bu genler arasinda p16INK4a, p15INK4b, p14ARF, p72, APC
ve BRCAL gibi tiimor baskilayici genler, MLH1, GSTP1 ve MGMT gibi DNA onarim
genleri, CDH1, TIMP3 ve DAPK gibi metastaz ve invazyon genleri bulunmaktadir (21).

Erken tan1 olanagi saglayabilmesi, kanserin siniflandirilmasi, prognozu ve tedavisi ile
ilgili olarak yol gosterici olabilmesi nedeniyle metilasyon, kanser arastirmalarinda

onemli bir yere sahiptir (18).

DNA’nin epigenetik olarak tekrar diizenlenmesi, ¢ok farkli kanser tiiriinde etiyolojinin
aydinlatilmasi, kanser tiiriine 6zgli markir olabilecek genlerin belirlenmesi, tedaviye
yonelik yeni yOntemlerin gelistirilmesi amaci ile son yillarda artan oranlarda

arastirilmaktadir (57).

Son donemlerde yapilan calismalar DNA metilasyonunu, serum, plazma ya da idrar gibi
biyolojik orneklerde, kanserin erken donemde tespitinde kullanilabilecek bir markir
olarak &ne ¢ikarmaktadir. Ornegin prostat kanserinde GSTP1 geninde % 31 ve
ozofagiyal adenokarsinomada APC tiimor baskilayict geninde % 25 oraninda belirlenen
hipermetilasyon, her iki tiimoérde de DNA metilasyon markir1 olarak plazmada tespit

edilebilmektedir (21).
2.5.5. Hipometilasyon/Hipermetilasyon

DNA hipermetilasyon/hipometilasyon, kromozom instabilitesine, retrotranspozon
elementlerin ve onkogenlerin aktivasyonuna yol acarak karsinogenezisin gelisiminde
onemli bir rol oynayan epigenetik mekanizmadir (21). Sekil 18’de DNA

hipo/hipermetilasyonu ile kanser iliskisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.18. DNA Metilasyonu ve Kanser (17) 2007:51

2.5.5.1. DNA’nin Hipometilasyonu

Kanserin erken asamasinda sitozin metilasyonunda global bir azalma gosterilmistir
(hipometilasyon). Hipometilasyon, kromozomal instabiliteye ve bazi protoonkogenlerin
ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. Spesifik onkogenlerin insan tiimorlerinde

hipometillendigi gozlenmistir (57).

69’li yillarin sonunda tiimor hiicrelerinin genomunda metil sitozin sayilarinda azalma
oldugu gozlenmistir. Bu durum DNA’nin az metillenmesi olarak isimlendirilmis, belign
ve malign tiimorlerin genomlarinda gosterilmistir (20). Kanser hiicreleri normale gore
%20-60 daha az metilenmis sitozin igerir. Dokuya 0zgii aktif genler fonksiyonel
olduklar1 dokuda hipometil, diger dokularda hipermetil durumdadirlar. Dolayisiyla
dokuya 0zgii house-keeping genler organizmanin yasami boyunca siirekli hipometil

durumdadir (57, 62).

DNA metilasyonunun, kanser siirecine onemli katki sagladigi goézlenmistir. Timor
hiicrelerinde hipometilasyon, genomun tekrarlayan bdlgelerinden metilasyonun kaybina
ve genlerin yeniden aktivasyonuna neden olur (35, 63). Genomik metilasyonun kayb,
kanserde sik ve erken gozlenen bir olaydir. Bu kayip pek ¢ok tiimor cesidinde
metastatik potansiyel ve hastaligin siddeti ile iligkilidir. Promotdr bolgelerinde hatali
sitozin birimlerinin hipermetilasyonu ise, timor supressor genlerin transkripsiyonel
sessizlesmesine, gen ekspresyonunda degisikligfe ve DNA tamir genlerinin
inaktivasyonuna neden olmaktadi. Bu iki 6zellikte tiimor hiicresinin gelisimi i¢in biiyiik

bir avantaj kazandirmaktadir (35).
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Hiperplazik polipler gibi adenom poliplerin de karsinoma donusumunde global az
metillenmenin etkili oldugu bilinmektedir. hipometilasyonun daha once sessizlesmis
retrotranspozonlarin yeniden etkinlesmesine neden olarak normal gen yapisi ve

islevinde bozulmalara neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (20).

DNA’nin az metillenmesi onkogenleri etkinlestirebilir ve imprinting kaybina (LOI) yol
acabilir, boylece hiicre ¢ogalmaya tesvik edilmis olur (20). Timor olusumu boyunca,
kanser hiicreleri CpG adacig1 olmayan promotor bolgelerde CpG metilasyonu kaybi ile

CpG hipermetilasyonu gergeklesir (63).

Hipometilasyon kromozomal insitabilite, transpozabl elemanlarin reaktivasyonu,
imprinting kaybi durumlarinda kansere neden olur (18). Kromozomal bolgelerdeki
yeniden diizenlenmeler, kromozom fragmentlerindeki kazan¢ ve kayiptan dolayi
anormal gen dozajlarmin etkisi sebebiyle hipometilasyon, malignensilere neden
olmaktadir. GOgilis adenokarsinomalari, ovaryum, epitelyal timorler ve sporadik Wilms

tiimdrlerinde bu bolgeler hipometillenmektedir (57).

Kanserle metilasyon arasindaki iliskide dnemli noktalardan bir tanesi de genomda, yasla
birlikte promotdr metilasyon yiikiiniin artmasidir. Yasa bagh olarak gerceklesen bu
artis, iler1 yaslarda kanser insidansindaki artisi, yani yashlik-kanser iliskisini
aciklayabilir. Ayrica kanser hiicreleri hizli replikasyon dongiileri nedeniyle yash

hiicreler olarak kabul edilmektedir (18).
2.5.5.2.DNA Hipermetilasyonu

Kanserde hipermetilasyon hipometilasyona gore daha c¢ok calisilmistir ve
karsinogenezteki rolii daha iyi bilinmektedir. Insan tiimérlerinde CpG adaciklarmin
artmis metilasyonu ilk defa 1986’da rapor edilmistir (57). CpG adalarinda goriilen asir1
metillenme kanser vakalarinda onemli rol oynamaktadir (20, 57 ). Hipometilasyon
genellikle uzun araya girmis diziler gibi tekrarlayan DNA elemanlarinda olmasina
karsin, hipermetilasyon CpG adaciklarinda olmaktadir (57). Global metilasyon kanser
hiicrelerinde normal hiicrelerden daha az iken hipermetilasyon tiimdriin ilerleyisinde

gerekli oldugu diisiiniilmektedir (62).

Kanser vakalarinda retinoblastoma geninin metillenerek sessizlestigi bulunduktan sonra

P16INK4A, VHL, APC, CDHI1, MLHI1 gibi diger tiimor baskilayici genlerle ilgili
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calismalar da yapilmaya baglanmistir (20). Metilasyondan sorumlu oldugu diisiiniilen bu

genler;

-Hiicre siklusunun regiilasyonu (p16INK4A , p15INK4B, Rb, p14ARF)

-DNA tamir sistemi (BRCA1, MGMT (O(6)-metilguanin-DNA metiltransferaz))
-Apoptozis (DAPK (6liimle-iliskili protein kinaz),

—{lac direnci

-Detoksifikasyon

-Anjiogenez

-Metastaz gibi olaylardan sorumludur (35, 57).

Timor gelisimi sirasinda CpG adaciklarinin hipermetilasyonunun 6nemi epigenetik
olarak vurgulanmistir ve inaktivasyon, tiimor olusumu sirasinda gen ekspresyonu kaybi

i¢in primer mekanizmadir (57).

Epigenetik modifikasyonlardan, global hipometilasyon kromozom instabilitesi, mobil
DNA ve onkogen aktivasyonuna neden olurken, hipermetilasyon, timdr suppressor
genlerin promotor bdlgelerinin transkripsiyonunu represse eder (57). Sekil 19°da DNA

metilasyonunun kansere neden olabilen dort farkli mekanizmasi gdsterilmektedir.



49
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Sekil 2.19. Kansere neden olabilen DNA metilasyonunun dort farkli mekanizmasi (57)
2007:13

2.6. FOSFATAZ VE TENSIN HOMOLOG

PTEN geni ilk kez 1997 yilinda tanimlanan bir timor baskilayicit gendir (4, 13, 64).
Siklikla somatik kanserlerde inaktive olur (65) ve en ¢ok mutasyona ugrayan timor

baskilayici gen olan P53°den sonra ikinci sirada yer alir (64, 66).
2.6.1. Yapisi

PTEN, 10g25.3 lokalizedir (65, 67), 403 aminoasit ve 47 kD olan bir proteni kodlayan
(4, 13, 64, 66) 9 ekzonlu bir gendir. Ekzon 1-6, proteinin 6nemli domainini igeren ilk
185 aminoasitlik N-terminal domainini kodlar. Bu domain katalitik merkezi igeren
genisgletilmis aktif bolgeye sahiptir (13, 64, 66). C-terminal domaini ise kalan
aminoasitlerden olusur ve C2, PEST ve PDZ olmak iizere 3 subdomaini icerir. C2;

fosfolipitlere baglanir, PEST; protenin stabilitesinden sorumlu sekanstir ve PDZ; ¢esitli
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fosforilasyon bolgeleri ve fosfataz domaini ile etkilesime giren baglanma motifidir (64,

66). PTEN’in yap1 ve domainleri Sekil 20’de gosterilmektedir.

PDZ~binding

l ~2m “'3?) domain
| I

L ]
phosphatase domain (2 domain C—term
tail

Sekil 2.20. PTEN yap1 ve domainleri (13) 2013:2
2.6.2. Fonksiyonu

PTEN, yaslanma, anjiogenez, apoptozis, hiicre dongii ilerlemesi, hiicre kasilmasi, DNA

hasarina yaniti igeren sayisiz siirecte gorev alir (13).

PTEN geni hem lipit hem de proteinleri defosforile etme yetenegine sahip bir g¢ift
spesifik fosfataz kodlar (64, 68, 69) ve bir enzimatik fonksiyonu oldugu bilinen ilk
timor baskilayict molekiildiir (68-70).

PTEN geni (RefSeq NM_000314) 10. Kromozomun ¢ (64) kolunda lokalize olan ve
cesitli kanserlerde dnemli bir mediatordiir. Tam anlamiyla tanimlanacak olursak; tlimor
baskilayict genlerin kaybi gelismekte olan tiimorlerin artisindan bahseder. Bu genler,
allellerden birisinin kalitsal olarak inaktif olmasi sebebiyle ailesel kanser sendromlart ile
iligkili genlerdir ve artan kanser riski otozomal dominant bi¢imdeki her bir nesil

boyunca tasinabilir (71).

PTEN, tirozin fosfatazlar iizerinde arastirma yapilirken tesadiifen saptanmistir (69).
Tirozin fosfataz ailesinin bir liyesidir ve asil islevi defosforilasyondur (4). Yabanil tip
PTEN fosfoinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolagimin ana negatif diizenleyicisidir
(30) ve bunu fosfotidil inositol trifosfatt (PIP3) defosforilleyerek yapar boylece PI3K
aktivitesine ters olarak Akt yolagi baskilanmis olur (7, 66, 68). PTEN/PI3K/Akt yolagi
Sekil 21°de sematik olarak  gosterilmektedir. Fosfoinositilleri ii¢  yerden
defosforilleyerek hiicre biiylimesini ve hiicrenin hayatta kalmasini saglar (44, 30). Yani
hiicre i¢i proliferatif sinyallerin iletimi ve hiicre siklusunun ilerlemesi inhibe edilmis
olur (68). PTEN kaybr1 ise endometrium kanser gelisiminde potansiyel bir inhibitordiir

(30).
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PTEN; p27, p130, siklin D1 ve myc gibi kontrol noktalarinin anahtar proteinlerini
regiile eder, bdylece hiicre dongiisliniin ilerleyisini ve DNA hasar kontrol noktalarini
denetler (64). PTEN geninin mutasyonlari, sentromer instabilitesi, ¢ift zincirli kiriklar,
tamir kusurlari, hiicre dongiisii kontrol noktas1 kusurlari, apoptozise direng, stirekli
devam eden hiicre dongiisii gibi cesitli etkenlere sebep olur. PTEN hem de mitojen

etkili kinaz yolagini inhibe ederek farklilagsma ve proliferasyonu regiile eder (64).

Extracellular

Cytoplasm

FIRR.IT

mTORc1 p53 Myc CycImDi ] p27 p130 FasL bim Bcl XL NFxB

l \\// \ 1/

Growth DNA repair Cell cycle Apoptosis

Sekil 2.21. PTEN/PI3K/AKkt yolag:: hiicresel etkilesimleri, GF biiyime faktorii, RTK
reseptor Tirozin kinaz (64) 2012:3

Birden ¢ok kanit PTEN tiimor baskilayict geninin endometrial karsinomada molekiiler
bir belirte¢ oldugunu desteklemektedir (36). Yani endometrial adenokarsinom
patogenezine katilan 6dnemli bir gen olan (72) PTEN’in endometriumda ‘gatekeeper’

oldugu diistiniilmiistiir (37).

Adimmi fosfataz fonksiyonu ve tensin homolojisi 6zelliklerinden alan PTEN, ilk
calismalar sirasinda farkli arastirmacilar tarafindan MMAC1 (mutated in multiple
advenced cancer) ve TEP-1 (TGFg- regulated and epithelial cell-enriched phosphatase)
olarak adlandirilmistir (37, 45, 64, 68, 73).
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PTEN, hiicre biiyiimesi ve apopitoz i¢in gerekli sinyal yollarini diizenlemede (PI3K/Akt
sinyal yolu antagonisti) 6nemli rol oynar (8, 10, 28, 73). Bu diizenlemeyi embriyonik
gelisimde ve kanser biyolojisinde rol oynayan integrin fonksiyonlarini negatif olarak
diizenleyerek yapar (69). Bu yolakta PTEN’in gorevi bir timor baskilayici olarak PT’y1
P3’e fosforile edip Protein Kinaz B (PKB)/Akt kinazin baskilayic1 aktivitesini
azaltmaktir bdylece hiicre dongiisiiniin tutuklanmasi ve/veya apoptozis indiiklenir (8,

73).

PTEN ekspresyon kaybi ile tiimor dokusunda Akt anlamli bir sekilde fosforile olur yani
fosfo-Akt ekspresyonu ile PTEN ekspresyonu negatif bir sekilde korelasyon gosterir (7).
Kanser hiicresinde Akt onkogeninin amplifikasyonu ya da baskilayici regiilatrlerin
aktivasyonu sayesinde Akt aktivasyonu saglanir. Akt, hiicreyi stres tarafindan tesvik
edilen apoptozisten koruyan bir hayatta kalma sinyali verir. Etkili Akt inhibitorlerinin

gelisimi endometrium kanserinin tedavi stratejisinde de umut vaat edicidir (26).

Ayrica PTEN sinyal transdiiksiyon lipidlerinin defosforilasyonunda da anahtar rol
oynar. PTEN yoklugunda lipid sinyal transdiiksiyonu yoluyla tiimoér hiicreleri
apoptozdan korunabilir. PTEN, lipid fosfataz ve protein tirozin fosfataz aktiviteli Snemli
bir tiimor baskilayic1 gen olup ekstraselliiler matriks ve hiicre etkilesimlerinin negatif

diizenleyicisidir (69).

Hiicre uyaric1 sinyalleri ile aktive olan PI3K, fosfotidil inozitol bifosfati (PIP2)
fosforilleyerek membranla iligkili bir lipid medyatér olan PIP3’e gevirir (7, 68). Bir
ikincil mesaj molekiilii olan PIP3 ise bir onkoprotein olan serin/treonin protein kinaz
Akt molekiiliinii aktive eder (26, 28, 7). PKB olarak bilinen Akt, (10) aktive olduktan
sonra intrasitoplazmik pek ¢ok kinazin, transkripsiyon faktoriiniin ve regiilator
molekiiliin fosforilasyonunu gergeklestirerek hiicre, gelen uyarici sinyallerin niikleusa

iletilmesini saglamis olur (68).

PTEN, reseptor tirozin kinazlar tarafindan hiicre i¢ine aktarilan ve daha sonra PI3K
aracilig ile ¢ekirdege ulastirilan sinyal iletim yolaginda gorev almaktadir. Lipit fosfataz
aktivitesi ile bu yolaktaki PI3K firiinleri olan PIP3’lar1 defosforile ederek hiicre
cogalmasini uyaracak situmuluslarin ¢ekirdege iletilmesini engellemektedir (68). PIP3,
bliylime faktorlerinin hiicre membran reseptorlerine baglanmasi ile PI3K enzimi
tarafindan {retilir. PIP3 {iretimi sonucunda hiicre proliferasyonuna katilan diger

proteinlerin fosforilasyonunda rol alan protein kinaz Akt aktive olur. PTEN, PIP3
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seviyesini baskilayarak hiicre proliferasyonunda ‘down regulator’ olarak fonksiyon
gorir. Bu nedenle PTEN aktivitesinin kaybi, PI3K/AKT sinyal yolaginda

disregulasyona sebep olarak kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna neden olur (74).

PTEN mutasyonlarimin ilerleyici  birikimi  hastaligt  premalignden maligne
doniistiirebilir. Farkli metilasyonlar tarafindan PTEN’in epigenetik regiilasyonunu

igeren diger mekanizmalar PTEN’in ekspresyon kaybina katkida bulunabilir (37).

Farkli metilasyonlar, bircok kanserin gelisimine sebep olan Onemli bir epigenetik
kontrol mekanizmasidir. Arastirmalar gosterdi ki; normalde unmetile olan genlerin
promotor bolgelerinin metilasyonu transkripsiyonel inaktivasyona yol agarak timor

olusumuna sebep olur (37).

Promotor bolgenin, histon deasetilasyonu gibi diger DNA modifikasyonlarinin ya da her
ikisinin hipermetilasyonu yoluyla genlerin epigenetik inaktivasyonu tiimor baskilayici
genleri susturabilir. Gergektende sporadik kanserlerde epigenetik diizenleme yoluyla
tiimdr baskilayict genlerin sessizlesmesi iyice belgelenmis bir olaydir ve spesifik timor
baskilayic1 genlerin varliginda gen mutasyonundan ziyade inaktivasyon mekanizmasi
daha yaygin goriilir. Bu durum bazen germline olarak olusabilir ve bu yiizden
epigenetik degisiklikler, epimutasyonlar sonraki nesillere tasinabilir ve bu bireyler belli

kanserlerde artmis risk yatkinligina sahip olabilirler (71).

Degismis PTEN fonksiyonu premalignant fazdaki endometrial kanserlerin ¢ogunun
etiyolojisinden kismen sorumludur ve kansere ilerlemeye katki saglar. Bu ylizden PTEN
ekspresyon ya da fonksiyon kaybi erken endometrial prekanserlerin bir belirtecidir (72).
PTEN knockout farede endometrial hiperplazi ve endometrial kanser gelistigi
gozlenmistir (12, 36, 72).

2.6.3. PTEN’in inaktivasyonu

PTEN, ubiqutin-proteosom yolagi tarafindan sitoplazma iginde degrede olur. Sasirtict
bir sekilde, ubiqutinin kesildigi yerde mono-ubiqutine PTEN c¢ekirdege transloke
oldugu sirada, sitoplazmada degrede olan poliubiqutine PTEN oldugu gézlenmistir (64).

PTEN mutasyonlar1 ve diger genetik degisiklikler PTEN’in fonksiyonunu bozabilir.
Normal hiicreler genellikle neoplazi boyunca kaybolan giig¢lii niikleer PTEN
ekspresyonu gosterirler. PTEN protein degredasyonu ya da relokalizasyonu sinyal

aglarin1 ve tiimorogenezise dogru dengeyi bozabilir. En dogal olusan PTEN
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mutasyonlari, PTEN missense mutasyonlarmin %901 azaldiginda ya da lipit fosfataz
aktivitesi ¢iktig1 zaman hem lipit hem protein fosfataz inaktive olur. Aksine tiim PTEN
mutasyonlarinin %40’1 C2 domainini igerir. Kanitlar gdsteriyor ki PTEN allellerinden

birisi mutanttir (64).
2.6.4. Tiimorlerde Pten Anormallikleri
1- Monoallelik PTEN (64).
2- Biallelik PTEN: endometrium kanserinde yaklasik %50 (64).

3- PTEN Germline Mutasyonlari: Cowden sendromunda gozlenir (37, 45) ve bu

sendrom endometrium kanseri agisindan biiytik risk tasir (64, 67).

4- PTEN Somatik Mutasyonlari: Sporadik primer kanserler arsinda siklig1 biiyiik
farklanma gosterir, en ¢ok endometrium kanseri ve glioblastomada goriiliir (64).
Somatik mutasyonlar tip I endometrial kanserli hastalarin yaklasik yarisinda

rapor edilmistir (36, 72).

PTEN degisiklikleri sporadik endometrial kanserlerin ¢ogunun karsinogenezinde 6nemli
bir rol oynar. PTEN degisiklikleri ve mutasyonlarmin endometrium kanserinde yanlig

eslesme tamiri eksikliginin gelisiminde erken ya da prekanser evrede olusur (64).

Endometrial adenokarsinomlarin tiim histolojik alt tipleri arasinda endometrioid alt tip
somatik PTEN mutasyonlarinin en yiiksek oranina sahip goriiliir. Rutin histoloji
endometrioid endometrial adenokarsinomlar1 non-endometrioid tiimoérlerden kolayca
ayirt eder.  Endometrioid endometrial adenokarsinomlarinin riski, progestinler
tarafindan karsilanmamis yliksek Ostrojen seviyeli hastalarda ve fiziksel olarak ayirt

edici prekanser6z lezyonlu hastalarda artar (72).
2.6.5. Pten Tumor Baskilayic1 Geninin Hipermetilasyonu

Genlerin promotdr bdlgelerinin  hipermetilasyonu tiimorlerde en fazla gozlenen
epigenetik degisikliktir. Kanserlerde hipermetile olan genler tiimdr olusumunu,
invazyonunu, metastazini baskilayan veya olusan DNA hasarlarii tamir eden tiimor
baskilayici genlerdir. Ailesel kanser formlarina neden olan genlerin %50’sinin sporadik

kanser olgularinda hipermetilasyona ugradigi gosterilmistir (18).
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Knudson’in ¢ift vurus hipotezine gore tiimor baskilayict gen kaybi sonucu kanser gibi
fenotipik bozukluklarin ortaya ¢ikabilmesi i¢in genin her iki allelinin de inaktive olmasi
gerekmektedir. Yapilan bircok calismada germline olarak kalitilan ilk mutasyondan
sonra ikinci mutasyonun/vurusun gergeklesmesinde en Onemli mekanizmalardan
birisinin metilasyon oldugunu gostermistir. Burada mutasyonlu allelin promotor
bolgesinde herhangi bir degisiklik olmazken, saglam allelde metilasyon sonucu

inaktivasyon meydana gelmektedir (18).
2.7. KANSERIN ERKEN TANISINDA DNA METILASYONU

CpG adaciklariin artmis metilasyonu, kanserin erken tanisi i¢in gelistirilen teknikler
arasinda en cazip markirdir. DNA metilasyonunun 3 anahtar 6zelligi, bu amag igin
kullanilacak en iyi tiimor markir1 oldugunu gdstermektedir. ilk olarak kanserde birgok
CpG adaciginda metilasyon orani artmaktadir. Ancak normal dokularda bu oran ¢ok
nadirdir ya da hi¢ metillenme olmaz. ikinci olarak, gen icerisinde bir ¢ok noktada
meydana gelebilecek olan genetik mutasyonun aksine DNA metilasyonundaki
degisimler, genin bir ¢ok spesifik noktasinda meydana gelen transkripsiyonun kaybi ile
iliskilidir (57).

Ucgiincii olarak, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli tekniklerin gelisimi ile
(6zellikle metilasyona spesifik PZR), tiimor kaynakli DNA Orneklerinde, metilasyon
bozukluklar1 ¢ok kisa siirede saptanabilmektedir (57).

Yapilan ¢aligmalarda, birgok genin promotdér metilasyonunun, normal dokularda
saptandig1 ancak bu metilasyonun yagsla birlikte artti§i gosterilmistir. Bununla birlikte

tiim genler, yasla iliskili metilasyon siiphesi gostermemektedir (57).
2.8. METIiLASYONU BELIiRLEMEDE KULLANILAN YONTEMLER

Gilintimiizde DNA metilasyon analizi i¢in kullanilan ¢ok sayida yontem bulunmaktadir
(35, 49, 62). Bu yontemler; hibridizasyon (Southern blot ve mikroarray), restriksiyon
enzim PZR, metilasyon- duyarl: restriksiyon enzimlerle kesme, metilasyona-hassas tek
niikleotid primer uzamasi ve bisiilfit genomik DNA dizi analizi teknikleri temeline

dayanmaktadir (49, 62).
2.8.1. Southern Blot

DNA metilasyon analizlerinde ¢ok sik kullanilan bir tekniktir. Bu metodda, genomik

DNA aym dizi icin spesifik metilasyon-spesifik ve metilasyona-spesifik olmayan
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endoniikleazlarla kesilir (Hpal ve Mspll, Sma I-Xmal gibi) (48, 57). Bu enzimler
unmetile kromozomlar1 kiigiik parcalara ayirirken metile DNA bu traslamadan kagar.
Daha sonra bu parcalar PZR ya da Southern blot yolu ile test edilir (48). Southern blot
yapilirken agaroz jel {izerinde ayrilan restriksiyon fragmentleri bir membrana transfer
edilir ve hedef dizi i¢in spesifik bir probla hibridize edilir. Otoradyografi ile boyutlar
tahmin edilen bandlarin varlig1 gosterilir. Southern hibridizasyon metodu icin yiiksek

molekiiler agirlikli biiyiik miktarlarda DNA gerekmektedir (57).
2.8.2. Mikroarray

[k olarak, Huang ve ark. metilasyona spesifik restriksiyon enzimi ile kombine ederek
mikroarray temelli bir teknik gelistirmislerdir ve bu teknik ile simultan olarak binlerce
CpG adaciginin goriintiilenmesini saglamiglardir. Bu yontem bilinmeyen metilasyon
hotspotlarin1 belirlemek i¢in veya genomdaki metile CpG adalarin1 saptamak igin
kullanilir. DNA’nin bisiilfitle modifikasyonunun ardindan ¢oklu-PZR yapilir.
Kullanilan  primerler bisiilfitle modifiye edilen iplige spesifiktir. Bdylece
tamamlanamamis bisiilfit modifikasyonundan dogan hatali sonuglar engellenmis olur

(49).
2.8.3. Restriksiyon Enzim PZR

Restriksiyon enzim PZR yonteminde ise, genomik DNA metilasyona spesifik ve
metilasyona spesifik olmayan restriksiyon enzimlerle baglanir ve sindirilen DNA, hedef
bolge primerler kullanilarak amplifiye edilir. Hedef dizi metillenmis CpG alanlarim
iceriyorsa amplifiye DNA’nin boyutu tahmin edilebilir. PZR’den 6nce metilasyona
spesifik olmayan endoniiklezlarin kullanimi ile hedef DNA dizisinin metilasyon bolgesi
onemsenmezse olasi amplifikasyon gerceklesmeyecektir. Bu yontemde enzim sindirimi
tam olarak gerceklestirilmelidir. Metillenmis ve metillenmemis hedef bolgede CpG
alanlan varsa, yetersiz sonuglar elde edilecektir. Ama yine de bu teknik hedef dizide

DNA metilasyonunun izlenmesinde ¢ok 6nemlidir (57, 62).
2.8.4. Metilasyon Ozgiil PZR (MS-PZR)

Metilasyona Spesifik PZR (MSP), ilk olarak 1996’da Herman et al. tarafindan
tanimlanmig bir tekniktir (35, 57). MSP, DNA metilasyon analizinde yaygin olarak
kullanilan metotlardan biridir (57). Metilasyon i¢in 6zgiil ve duyarli bir yontemdir (35).

Bisiilfit uygulamasindan sonra, metilenmis ve metillenmemis DNA arasindaki mevcut
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dizi farkliliklarindan yararlanilarak yapilmaktadir (62). MSP’de, kalip olarak
kullanilacak DNA, bisiilfit muamelesi ile modifiye edilir (35, 49). Sitozinler, urasile
deamine olur (35, 49) ve sitozinler PZR sirasinda timin gibi replike olur (35, 49, 57).
Her DNA o0rnegi i¢in iki PZR reaksiyonu yapilir (35, 49). Primerlerin yerlesimi,
ozellikle ya metillenmis (C) ya da modifiye (T) alanlari iceren dizilerde olur.
Metilasyona o6zgiil bir primer dizaymi Sekil 22’de gosterilmektedir. PZR sonrasi,
amplifiye edilmis olan DNA, metilenmis ya da metillenmemis diziler i¢in spesifik
primer ¢iftiyle elde edilir. MSP, DNA’nin bir bdlgesindeki metilasyonun varliginin
saptanmasinda kullanilan hizli ve kaliteli bir metoddur (57, 62). MSP’ye ait genel taslak
Sekil 23°de gosterilmektedir. Bu yontemle az sayida metile olmus allelin saptanmast

mimkiindiir (49).

Hassas olan ve kolayca kullanilan bu yontem sinirh sayidaki CpG diniikleotitlerini
analiz edebilir. Ayrica bu yontem tek bir CpG bolgesinin metilasyon durumu hakkinda

tam bilgi saglayamaz (75).

Bu yontem i¢in primerlerin dikkatli secilmesi ¢ok 6nemlidir. Clinkii metil ve unmetil
primer c¢iftlerinin her ikisi ile yanlis pozitif sonug elde edilebilir. Genomik DNA’nin
tamamlanmamis bisiilfit modifikasyonu, metilenmis sitozin i¢in yanlis pozitif sonug

vermesine neden olabilir (57, 62).

m m Im
5’ TGCAGCCTCICGGAGTCAGTGCLGCGLG| 37 Orjinal DNA dizisi

5’ TGUAGUUTUFGGAGTUAGTGUFGEGRG| 3  Bisiilfit modifikasyonu sonrasi

5’ TGTAGTTTICGGAGTTAGTGTLGCGL 3’ Metile dizi 6zgiil primer

5'TGTAGTTTTIIGGAGTTAGTGTIGTGI 3’ Metile olmayan dizi 6zgiil primer

Sekil 2.22. Metilasyon Ozgiil primer dizayn1 (35) 2008:34
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Metilasyon Ozgiul PCR

Ietilasyon Metile olimavan
dzgill primer seti dzgul primer seti

| |

@ ~  Kalip: Bistlfit muamele ~ @
edilmis DI A
N A
—~
PCR

P CER drininin agaroz jelde
analizi

Sekil 2.23. Metilasyon Ozgiil PZR (35) 2008:34

2.8.5. Metilasyona-Hassas Tek Niikleotid Primer Uzamasi

Metilasyona-hassas tek niikleotid primer uzamasi, ilk olarak Kuppuswamy ve ark.
tarafindan tanimlanmistir ve anormal allellerde mutasyonun belirlenmesinde
kullanilmaktadir (57, 62). Bisiilfit uygulamasi ve modifiye DNA i¢in spesifik primerler
ile hedef dizinin amplifikasyonundan sonra, amplifiye DNA metilasyona hassas tek
niikleotid primer uzama reaksiyonu igin bir kalip olarak kullanilir. Tek niikleotid
uzamasi reaksiyonunda kullanilan primerler, metilasyon bdlgesini taniyan baglama
bolgesinden sadece bir niikleotid Oncesine gore dizayn edilmektedir. Saflastirilmig
amplifiye DNA radyoaktif dCTP ya da dTTP ve DNA polimeraz ile inkiibe edilir. Eger
hedef bolge metillenirse, bir sitozin (C) niikleotid uzamas sirasinda birlestirilmektedir.
Eger bolgede metillenme yoksa, sitozin yerine timin (T) birlestirilir. Primer dizayni ve
DNA’nin tam modifikasyonu, yapilan analizlerde iyi sonuglar elde edilmesi igin

onemlidir (57).
2.8.6. Bisiilfit DNA Dizi Analizi

DNA metilasyonunu ¢aligmak i¢in altin standart, bisiilfit muamelesi tarafindan sitozinin
urasile doniisiim modifikasyonu ve bunu takiben dizideki degisikliklerin PZR ve DNA

dizi analizi ile saptanmasidir (35, 59).
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Bisiilfit modifikasyonu, genomda bulunan tiim metile ve metile olmayan CpG adalarin
saptamak i¢in kullanilir (35). Bisulfit DNA dizi analizi, 5-metilsitozin iceren DNA
dizileri i¢in genlerin metilasyon durumlarinin analiz edilmesinde yeni tekniklerin
gelismesine neden olmustur. Bu yontem, ilk olarak Frommer ve ark. tarafindan
tanimlanmistir.  Bisulfit DNA dizi analizindeki ama¢ genomik DNA’daki 5-
metilsitozinin belirlenmesi esasina dayanir (57, 62). Sodyum bisiilfit, tek iplik DNA’da
lokalize olan sitozini deamine eder. Bu reaksiyonda DNA, 6nce denatiirasyon ile tek
zincirli forma geger. Ardindan sirasiyla; sitozinin bisiilfit reaksiyonu ile sitozin
stilfonata, hidrolitik deaminasyon ile urasil siilfonata ve alkali desiilfonasyon ile urasile
dontigimii gerceklesir. Boylece tiim sitozinler urasile dontisiir, ancak ‘metile sitozin’,

sitozin olarak kalir (35, 57, 59, 62). Bisiilfit modifikasyonu sematize olarak Sekil 24’de

gosterilmektedir.
M2 Siilfona svon NH;
N HS0, e
L ‘ ]
0"y, D O 50,
H H
Sitozin Sitozin
stilfonat
HO
Hidrohtik
NH. deaminator

0 tleeu]f onasyon

J\

Ur <'l5]1 Urasil siilfonat
Sekil 2.24. Bisiilfit modifikasyonu (35) 2008:33
Bisiilfit modifikasyon isleminde dikkat edilmesi gereken Onemli noktalar

bulunmaktadir. Ornegin, reaksiyonun alkalin ortama donmesi, sodyum bisiilfitin

degredasyonuna neden olmaktadir. Ayrica bisiilfit ile inkiibasyon siiresi uzun tutulursa,
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plirin bazlarinin %60°mda ve DNA molekiiliindeki fosfodiester baglarda hasarlar

olusur, primidin bazlar1 yikilir (35).

Son zamanlarda bisilfiit muamelesi esasina dayanan metodlar yaygin olarak
kullanilmaktadir (49). Bisiilfit kimyasal modifikasyondan sonra metile olan ve olmayan
DNA’nin analizi i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar kalitatif (MSP vs.) ve
kantitatif ( Bisiilfit genomik sekanslama, COBRA (Combined Bisulfite Restriction

Analysis) vs.) metilasyon analiz yontemleridir (35, 49).

Bisiilfit modifiye DNA’da, metile olmayan DNA’dan metile DNA’y1 ayirmak icin iki
farkli metilasyon 6zgiil primer seti kullanilir. Metile primer, metilasyondan dolayr CG

icerirken, metile olmayan primer ayni DNA bdlgesine yerlesmekle beraber TG igerir

(35).

Bisiilfit PZR sonrasinda elde elden {iriin, iki farkli sekilde analiz edilebilir. Bunlardan
ilki, restriksiyon enzimler kullanilarak elde edilen PZR iiriiniindeki kesim sonrasi
analizidir. Bu yontemde CGCG dizisini tantyan BstUl gibi bir enzim kullanilarak bu
dizilerdeki degisime (metilasyon var ise dizi korunur, metilasyon yok ise TGTG’ ye
dontigiir ve kesim bolgesi kaybolur) bagli desen elektroforez sonrasi incelenir. Bu
teknik COBRA olarak adlandirilir (35, 62). Daha duyarli sonug veren diger yontem ise
elde edilen bisiilfit PZR iriiniiniin ¢ift yonlii DNA dizi analizidir. Elde edilen analiz
sonucu, referans DNA dizisi ile kiyaslanarak metilasyon analizi kantitatif olarak

gergeklestirir (35).

Insan tiimdrogenezinde tiimdr baskilayict  genlerinin  hipermetilasyon iligkili
sessizlesmesinde en 6nemli ve en yaygin epigenetik mekanizma analizi edilmistir. Bu
anormalligin analizi i¢in metilasyon durumunda quantifikasyonunun yoklugu ve analiz
edilebilir CpG bolgelerinin sayisinin sinirli olusu gibi kisitlamalar ile bu tekniklerde
aksakliklar olur. Pyrosekanslama bu kisitlamamlarin iistesinden gelen, heterojen
metilasyon modeline sahip genlerin analizi igin faydali olan yeni bir tekniktir. ilk
raporlar tek bir CpG bolgesindeki metilasyon seviyesinin tam quantifikasyonunu

gosteren bu teknigin giivenilirligini gostermistir (75).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma icin gerekli olan parafine gomiilii bloklar Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Patoloji Anabilim Dali ve Kayseri Kadin Dogum Ve Cocuk Hastaliklari

Hastanesi’'nden saglanmustir. Molekiiler calismalarda Erciyes Universitesi Tibbi

Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirilmis olup asagidaki geregler kullanilmistir.

3.1. GERECLER

3.1.1. Demirbas Malzemeler

1.

2.

8.

9.

Pyromark Q 26 Cihazi (QIAGEN)

Santrifiij Cihaz1 Mikro 22 (Hettich Zentrifugen)
Termal Cycler PZR Cihazi (SensoQuest
Sogutmal1 Santrifiij Cihaz1 (Sigma)

Vorteks Cihazi (Heidolph)

Isitic1 Blok TH2 (HLC Biotech)

Mikropipet (Gilson Eppendorf)

T-Shaker (Eurolone)

Distile Su Cihaz1 (Diret-Q.UV Millipore)

10. Mikrotom (Leica RM 2155)



3.1.2.Sarf Malzemeleri

1.

2.

8.

9.

DNA FFPE Tissue Kit (QlAamp)
PZR Control DNA Set (EpiTect)
Bisulfite Kit (EpiTect)

Gold Q26 Reagents (PyroMark)
Binding Buffer (PyroMark)
Denaturation Solusyonu (PyroMark)
Wash Buffer (PyroMark)

Annealing Buffer (PyroMark)

Q26 Plate (PyroMark)

10. PZR Kit (PyroMark)

11. Q26 CpG PTEN Kit (PyroMark)

3.2. YONTEM

3.2.1. Doku Kesiti Alinmasi (Mikrotom Cihaz)
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Mikrotom cihazi blok tutucu yuvasina parafin blok kesitleri yerlestirildi. Dokunun 6n

yiizli bir miktar traslanarak ana dokuya ulasildi. 5 mikron kalinliginda 5 kesit alinip 2

ml’lik ependorf tiiplerine yerlestirildi. Bu islem Erciyes Universitesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dalinda gerceklestirilip geri kalan islemler Erciyes Universitesi

Tibbi Genetik Anabilim Dalinda yapildi. Sekil 1’de g¢alismamiza ait taslak plan

sematize olarak gosterilmektedir.



63

Parafine GBmUld Endometrium Kanserli Dokudan Alinan Kesitten

v

|::> Genomik DNA Izolasyonu Total RNA Izolasyonu
Y
cDINA eldes:
Epigenetik analiz v
— Genetik analiz ;
(Gen ifadesinin
analizi
¥ k. 4 9
Bisiilfit DINA S5CP DNA Dizi
Modifikasyom Analizi Analizi
! I
Metilasyvon Bisiilfit
azgil pcr [
PCR.

DNA Dini
Analizi

—

Sekil 3.1. Calisma yontemimize ait genel bakis

3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Parafinli doku kesitlerinden Genomik DNA izole etmek i¢cin QIAamp DNA FFPE

Tissue kiti ve bu kite ait prosediir kullanilmistir. DNA 1izolasyonu kritik bir prosediir

olup asagida kisaca ozetlenmistir.

3.2.2.1. Prosediir:

1.

2.

uzaklastirilir. Ancak pelete dokunulmaz.

Kesitlerin alindig1 ependorf tiipe 1 ml xylene eklenip ve 10 sn vortekslenir.

Oda sicakliginda 5 dk 14000 rpm’de ependorf tiip santrifiij edilir.

Pelet lizerine 1 ml saf (%96-100) ethanol eklenip yeniden vortekslenir

Santrifiij sonras1 pelet (¢cokeltinin) iistiinde yiizen kisim (siipernatant) pipetle
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5. Karisim oda 1sisinda 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir ve tekrar siipernatant

atilir.
6. Pelet oda 1s1sinda (15°-25° C) 10 dk inkiibasyona birakilir.
7. Pelet lizerine 180 ul ATL buffer, 20 ul proteinaz-K eklenip vortekslenir.
8. 56°C de 1 saat inkiibasyona birakilir.

9. Ardindan 90° C de 1 saat daha inkiibasyona birakilip siipernatantdan kurtulmak
icin yeniden 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

10. Pelet tizerine 200 pl buffer AL eklenip vortekslenir.

11. Tiim lizat dikkatlice QIAamp MinElute kolona transfer edilip kapagi kapatilir ve
6000 x g (8000 rpm) de 1 dk santrifiij edilir. Ardindan kolon temiz bir 2 ml’lik
toplama tiiptine alinir. Bu asamada Genomik DNA kolona tutundugundan diger
hiicre lizatlar1 kolondan siiziilerek toplama tiipiinde biriktirilir ve siizlintiiyli

iceren toplama tiipii degistirilir.

12. QIAamp MinElute kolonu dikkatle acip 500 pl Buffer AW1 eklendi. 8000 rpm
de 1 dk santrifiij edilir. Her islemde membrandan lizatin tamamen siiziilmesine

dikkat edilir. Her santrifiij sonras1 toplama tiipli degistirilir.

13. Kolona 500 pl buffer AW2 eklenir. 14000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek

mebranin tamamen kurumasi saglanir.
14. Bu islemin ardindan kolonda tutulu DNA iizerine 20-100 pl buffer ATL eklenir.

15. QIAamp MinElute kolonunun tiipiiniin kapag: kapatilip oda sicakliginda 1 dk
inkiibasyona birakilir ve son kez 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Kolonu
birakan DNA artik epandorf tiiptedir.

3.2.3. Genomik DNA’ya Bisulfit Uygulanmasi
3.2.3.1. Prosediir:

1 ul’de 10 ng DNA olacak sekilde hasta grubu ve kontrol grubu DNA’s1 seyreltildi.
Genomik DNA’nin bistilfit ile muamele edilmesi i¢in EpiTect Plus Bisulfite Conversion

Kit (Qiagen) kullanilarak bisiilfit islemi gerceklestirildi.

800 ul RNase free water ile Bisulfit kit Mix 5 dk vortekslenerek ¢oziildii. Daha iyi
¢6zmek icin 60 C° “de inkiibe edilebilir.
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EpiTect PZR Kontrol DNA kiti; Bisiilfite Converted Metile DNA, Bisiilfite Converted
Unmetile DNA ve Unmetile DNA olmak iizere 3 farkli kontrol DNA’y1 icermektedir.
Bunlardan Unmetile DNA’ya bisiilfit ile muamale edildi. Boylece Bistilfite Converted
Unmetile Kontrol DNA ile bizim  bisiilfit islemi yaptigimiz Unmetile DNA

kiyaslanarak bistilfit isleminin basarili oldugu ispatlanir.

Bistilfite Mix 85 ul
DNA Protect Buffer 35 ul
RNase free water 15 ul
DNA 5 ul (total 100 ng DNA)

135 pl mix dagitilir ve iizerine 5 pl DNA eklenir ve inkiibasyona alinir.
Inkiibasyon sartlari;

95 °C 5dk

60 °C 25dk

95 °C 5dk

60 °C 85dk

95 °C 5dk

60 °C 174dk

20°C
3.2.4. Bisiilfitlenmis DNA’nin Temizlenmesi
Bisiilfit ile muamele edilen tiim 6rneklere Clean up islemi uygulanir.
3.2.4.1. Prosediir:

1. Bisiilfitleme islemi tamamlandiktan sonra PZR tiipleri kisa bir siire santrifijj

edilir ve temiz 1,5 mI’lik mikro santrifiij tiiplerine alinir.

2. 10 pg/ml tasiyict RNA iceren 310 pl yeni hazirlanmis Buffer BL, 6rnege

eklendi ve vorteklendi. Maksimum hizda ¢ok kisa santrifiij edildi.
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3. 250 pl ethanol (%96-100) eklenir ve 15 sn vortekslenir ve kisa siire santrifiij
edilir.

4. EpiTect kolonlara alinan 6rneklerde ayni islemler 2.kez yapilir ve 1 dk daha

maximum hizda santrifiij edilir.

5. 500 pl Buffer BW her kolona ilave edilir ve maximum hizda 1 dk santrifiij
edilip toplama tiipii degistirilir.

6. 500 pl Buffer BD eklenip 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilir (15°-
25° C)

7. 1 dk boyunca maximum hizda yeniden santrifiij edilen 6rneklere, 2 kez daha

Buffer BW eklenir ve toplama tiipii degistirilir.

8. Kolonlardan 2 ml’lik toplama tiipiine alinan 6rnekler 1 dk boyunca kalinti

stvidan arindirilmak i¢in maximum hizda santrifiij edilir.
9. 250 pl ethanol (%96-100) her bir kolona eklenir ve maksimum devirde 1dk
satriflj edilir.

10. Kolonlar kapaklar1 agik olacak sekilde 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline
alind1 ve 1sitic1 blokta 60° C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.

11. Kolonlar 1,5 mI’lik yeni mikrosantrifiij tiiplerine alinir. 20 pl Buffer EB
kolon membraninin merkezine birakilir. Kolonlar oda 1sisinda 1dk santrifiij
edilir.

12. 12,000 rpm’ de 1 dk santrifiij sonucu purifiye DNA elde edilir.

13. Clean up sonrast DNA’lar tekrar Olgiiliir. Peaklerin temizligi ve DNA

konsantrasyonu takip edilir.
3.25.PZR

PTEN Pyro kit ve PTEN PyroMark CpG Assay kullanilarak bisiilfitlenmis DNA’nin
PZR amplifikasyonudur.

1- Reaksiyon karisimi hazirlanip, 20 pl her PZR tiipline eklendi. DNA’dan 5 pl
PZR tiipiine eklendi.
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95°C 15dk
94.°C 30sn
56 °C 30sn 45 dongi
71°C 30sn
71°C 10dk
+4°C o
2- Termal cycler galigtirildi.

PTEN geni, 9p21 bolgesinde lokalize olup kendisi ile yiliksek sekans homolojisine sahip
bir pseudogene sahiptir. Bu durum ise diger yontemler ile PTEN’in 5° UTR bolgesinde
metilasyon analiz arastirmasini zorlagtirir. Bu yiizden yalnizca PTEN’in promotor

metilasyonunu arastirmak i¢in bisiilfit ile pyrosekans yontemini segtik.

3.2.6. PZR Uriinlerinin Streptavidin Sepharose Yiiksek Performans Boncuklariyla

Immobilizasyonu

1. Streptavidin sepharose boncuklar1 igeren sise homojen bir solusyon haline

gelene kadar calkalanir.

2. DNA immobilizasyonu i¢in master karisim hazirlanir.

Streptavidin 3ul
Binding Buffer 37 ul
Pyro distile su 30 ul

1. 26 kuyucuk iceren PZR platedeki her kuyucuga 69 pl master mix eklenir.
2. Her kuyucuga 10 pul biotin ile isaretlenmis PZR {iriinii eklenir.

3. PZR plate seal ile sikica kapatilir.

4. Oda sicakliginda 5-10 dk 1400 rpm’de calkalanir.

5. Platedeki karisim vakuma cekilir.

6. Tablodaki sira ve siire ile soliisyonlar vakumlanir.



68

5sn Ethanol
7sn Denaturasyon soliisyonu
10 sn Washing Buffer

7. Vakum kapatilir. Vakum sayesinde tiim kirlilik, primerler ve forward iplik
vakumla atilirken reverse iplige takili olan biyotinin streptavidin ile biiylik bir
bas olusturmasi sebebiyle reverse iplik vakumun ugunda kalir. Boylece biyotin
ile isaretli reverse ipligin kaldig1 yapi baska plate hazirlanan sekans primeri

uzerine eklenir.

3.2.7. PyroMark Q96°daki Orneklerin Pyrosekans Analizine Hazir Hale

Getirilmesi
8. Sekans primeri 880 ul Annealing Buffer ile sulandirilir.

9. Baska bir plate iizerine 30 pl Sekans Primeri dagitilip 1dk primer- DNA

eslesmesi saglanir.
10. 2dk 80 C° ‘de bekletilir. Daha sonra 5-10 dk oda sicakliginda bekletilir.
11. Bu sirada kartus hazirlanir. Enzim ve substrat 620 pl pyro distile su ile ¢oziiliir.

12. Kartusa istenen miktarda ve sekildeki sira ile enzim (E), substrat (S,) Adenin
(A), Timin (T), Guanin (G) ve Sitozin (C) yiiklenir.

E A S

13. Cihaza kartus ve plate koyulur run’a basilir.



4 BULGULAR

Bu ¢alismada 31 endometrium kanserli hasta ve 19 saglikli endometriuma sahip kontrol
kullanildi. Hasta grubu ve kontrollerin parafine-goémiilii dokularindan DNA izole edildi.
Bu DNA orneklerine bisiilfit islemi ardindan pyrosekans yapilarak metilasyon

aragtirmasi yapildi.
4.1. PYROSEKANS BULGULARI

Bisiilfit ile muameleden sonra PTEN Pyro kit kullanilarak PZR islemi yapilmistir.
PyroMark Q96 cihaz1 kullanilarak pyrosekans yapilmistir. EpiTect PCR Control DNA
kullanilarak bisiilfit donilistimii  ispatlanmistir.  PTEN promotor bolgesine ait
5‘CGCGAGGCGAGGATAACGAGTTAAGTTTCGGT 3’ sekansi iizerindeki 5 CpG
adasinin metilasyon analizi yapilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin 5CpG adasinda
metilasyon tespit edilememistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda metilasyon agisindan
fark bulunamamistir. PyroMark Q96 cihazindan elde edilen veriler peak sekildeki
gibidir;
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Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubunun PTEN metilasyon goriintiisii
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Sekil 4.3. Yari-Metile kontrol DNA goriintiisii
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5. TARTISMA VE SONUC

Rahim i¢i dokudan koken alan Endometrium kanseri, Amerika Birlesik Devletleri’nde
kadinlar arasinda goriilen dordiincii en yaygin kanserdir ve 2013 verilerine gore 49500
yeni vaka oldugu ve 8200 kisinin bu sebepten 61diigli tahmin edilmektedir (2). Bu kadar
stk goriilmesine ragmen endometrium kanserinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam
olarak anlagilamamistir (8-12). Hastalarin c¢ogunda erken evre ve diisik grade
endometrium kanseri goriilmektedir. Rahim kanseri genel olarak iki grupta
siniflandirilir. Tip I Ostrojen fazlaligi, obezite, hormon reseptdr pozitifligi ile iligkili
iken, Tip II ise siklikla yaghlarda ve obez olmayan kadinlarda goriilen seréz tiimorlerdir
().

Bir timor baskilayict gen olan PTEN, 10g23.3’de lokalizedir. Siklikla somatik
kanserlerde inaktive olur (13, 65). Asil gérevi defosforilasyondur (4). Yabanil tip PTEN
PI3K/Akt sinyal yolaginda PIP3’li defosforilleyerek Akt yolagini baskilar (7, 8, 66, 68).
Fosfoinositilleri defosforilleyerek hiicre i¢i proliferetif sinyallerin iletimi ve hiicre
siklusunun ilerlemesi inhibe ederek (68) hiicre biiylimesini ve hiicrenin hayatta
kalmasin1 saglamis olur (30, 44). PTEN kaybi ise kanser gelisimine yol agar ve
endometrium karsinogenezinde potansiyel bir inhibitordiir (30). Yani PTEN endometrial
adenokarsinom patogenezine katilan Onemli bir gendir (72). Son ¢aligmalar insan
kanserlerinin ¢ogunda prognostik indikator olarak PTEN proteinin roliinii

desteklemektedir.

Mutter et al.’a gore degismis PTEN fonksiyonu premalignant fazdaki endometrial
kanserlerin ¢ogunun etiyolojisinden kismen sorumludur ve kansere ilerlemeye katki
saglar. Bu yiizden PTEN ekspresyon ya da fonksiyon kaybi1 erken endometrial
prekanserlerin bir belirtecidir (72).
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Huang et al.’a gore tiimor olusumu birikerek ilerleyen genetik bozukluklar1 kapsayan ve
coklu adimdan olusan bir siiregtir. Mutasyon, heterozigosite kayb1 (LOH) ve gen
amplifikasyonunu  kapsayan DNA  degisiklikleri tiimor baskilayic1  genlerin
inaktivasyonuna ve onkogenlerin aktivasyonuna yol acabilir. Bu durum ise kontrolsiiz
hiicre bliylimesine katki saglar. Cok yakin ge¢miste epigenetik bozukluklar da kanser
gelisiminde biiylik 6neme sahip bulundu. Bu molekiiler degisiklikler DNA sekansinda
degisiklik gerektirmez ancak endometrium kanserini kapsayan tliimdrlerde bu molekiiler
degisiklikler sik gozlenir. Tiimor baskilayict genler kanser hiicrelerinde mutasyon ya da
delesyon ile inaktive olabilmesine ragmen promotér bolgeleri icindeki CpG
adaciklarinin  anormal metilasyonunu kapsayan epigenetik mekanizmalar genin

sessizlesmesine katki saglar (14).

Dvorakova et al.’a gére normalde unmetile olan CpG adacigisinin anormal metilasyonu,
insan kanserlerinde bir¢ok genin transkripsiyonel olarak inaktivasyonu ile iligkili

genlerin 5’promotor bolgesinde lokalizedir (76).

Tiimor  baskilayict  genlerin  promotdér  hipermetilasyonunu  kapsayan  gen
sessizlesmesinin epigenetik mekanizmalarinin  timoér olusumuna katki sagladigi

gorilmiistiir (65, 28).

Frisk et al.’a gore PTEN promotor hipermetilasyonu PTEN sessizlesmesine sebep
olabilir. Onceki c¢alismalar prostat kanserinde PTEN promotdr bdlgesinin
hipermetilasyonu bir transkript sessizlesme mekanizmasi olarak 6nermistir (73). Heniiz
molekiiler mekanizmas1 tam olarak anlasilamayan endometrium kanserinde PTEN’in
transkripsiyonel olarak sessizlesmesinin promotdr bolgesine ait hipermetilasyon ile

oldugu kuvvetle muhtemeldir.

Endometrial kanserde ostrojen ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) yolagini
aktive edebilir; PTEN, ERK aktivasyonunda baskilayici bir role sahiptir (30). Zhang et
al. (30) Endometrial kanserde PTEN’in inaktivasyonunun ERK yolagmin siirekli
inaktivasyonuna sebep oldugunu ve hiicre proliferasyonu takibinde malignant
transformasyon ve endometrial kanserli hiicrelere ilerleyisin s6z konusu oldugu

sonucunu ¢ikarmistir.

Yapilan c¢alismalar 1s1ginda su aciktir ki; karsilanmamis Ostrojene maruz kalma
durumunda, PTEN fonksiyon kaybi endometrial kanserlerin erken evrelerinde baslar

(72). Uterin endometrial kansererinin %45’inde PTEN geni mutasyona ya da delesyona
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ugramistir (13). PTEN promotér metilasyonunun ise endometrial kanserde ilerlemis

evre ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (8, 65).

Abdulkareem and Blair’a gore PTEN’nin mRNA ya da protein diizeyinde ekspresyon
kaybma en sik endometrium kanserinde rastlanmaktadir. Vakalarin yaklasik %50’si
PTEN mutasyonuna, %61’1 PTEN ekspresyon kaybina, %97’si ise azalmis ekspresyon
kaybina sahiptir. Laboratuarlarda rutin olarak PTEN gen ve protein lokalizasyonunun
test edilmesi yakin gelecekte gerceklik kazanacaktir. Bu durum birgok insan
kanserlerinde tarama, tani, tedavi ve prognoz daha cok kolay olacaktir. Boylece

mortalite ve morbitite azalacaktir (13).

Zysman et al., PTEN mutasyonlarinin ilerleyici birikiminin hastaligi premalignden
maligne doniistiirebilecegini ifade ederek farkli metilasyonlar tarafindan PTEN’in
epigenetik regiilasyonunu iceren diger mekanizmalarin PTEN’in ekspresyon kaybina

katkida bulunabilecegini ifade etmislerdir (37).

Endometrial adenokarsinom ve diger tiimor tiplerinde PTEN’in inaktivasyonu sadece
gozlenen mutasyonlar dahilinde agiklanamaz. Bu gozlem PTEN ekspresyonunun
transkripsiyonel ya da translasyonel seviyede diger mekanizmalar tarafindan

baskilandigini gosteriyor (72).

Biz ¢alismamizda PTEN geni promotor bolgesinde metilasyona rastlamadik. Benzer
sekilde; Bennet ve ark. Cowden sendromlu ve Cowden benzeri sendromlu hastalarda
PTEN promotér metilasyonunu arastirmistirlardir (77). Bu hastalarin 6nemli bir
kisminda beklenmedik bir sekilde PTEN promotdr hipermetilasyonuna rastlanmamastir.
Ancak, olduk¢a beklenmedik sekilde goriildii ki; bu hastalarda PTEN’de gen
sessizlesmesi yoktu. Belki de onerdigi gibi PTEN promotdr hipermetilasyonu bu tiimor

baskilayici genin ekspresyonunu degistirmiyor ya da regiile etmiyordu (71, 77).

Dvorakova et al. 79 endometrium dokusunda (59 endometrium kanseri ve 20 normal
endometrium) yaptig1r metilasyon ¢alismasinda PTEN genininde i¢inde bulundugu 27
genin metilasyonunu incelemistir. PTEN %15°lik esik degerini gegememistir. Ancak
diger birka¢ gende hasta ve kontrol grubu arasinda alakali olarak metilasyon farklilig
gbzlenmistir (76). Bizim c¢alismamizda da benzer veri elde edilmistir; PTEN geni

promotdr bolgesine ait metilasyon %10’luk esik degeri gecememistir.
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Salvesen et al. yaptig1 calismada endometrium kanserli 138 hastanin 26’sinda (%19)
PTEN promotér metilasyonu varligin1i gostermistir. Ayrica PTEN promotor
metilasyonunun endometrium kanserinde nispeten daha sik oldugunu goézlemlemistir.
Bu yiizden endometrium kanserinde PTEN geninin hipermetilasyon ile siklikla hedefe

yonelik olarak inaktive oldugu bulunmustur (65).

Brakensiek et al.’a gore insan tliimOrogenezinde timdr baskilayic1 genlerinin
hipermetilasyon iliskili sessizlesmesinde en Onemli ve en yaygin epigenetik
mekanizmanin analizleri yapilirken, bu anormalligin analizi i¢in metilasyon durumunda
quantifikasyonunun yoklugu ve analiz edilebilir CpG bdlgelerinin sayisinin sinirlt olusu
gibi kisitlamalar ile bu tekniklerde aksakliklar olabilir. Pyrosekanslama bu
kisitlamamlarin iistesinden gelen, heterojen metilasyon modeline sahip genlerin analizi
i¢in faydali olan yeni bir tekniktir. ilk raporlar tek bir CpG bdlgesindeki metilasyon
seviyesinin tam quantifikasyonunu gosteren bu teknigin gilivenilirligini gostermistir
(75). PTEN, 9p21 bolgesinde lokalize olup kendisi ile yiiksek sekans homolojisine sahip
bir pseudogene sahiptir. Bu durum ise diger yontemler ile PTEN’in 5 UTR bdlgesinde
metilasyon analiz arastirmasini zorlagtirir (78). Bu yilizden yalnizca PTEN’in promotor

metilasyonunu arastirmak i¢in bisiilfit ile muamele sonrasi pyrosekans yontemini segtik.
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