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OZET: Akciger kanseri, akciger dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ile meydana
gelir ve kanser kaynakli 6limlerin en yaygin nedenidir. En 6nemli nedenleri uzun siireli sigara
dumani maruziyeti, genetik faktorler, radon gazi ve asbest maruziyetidir. miRNA’lar kendi
niikleotid dizilerinin tamamlayicisi olan hedef mRNA’lara baglanip translasyonel baskilama veya
mRNA yikimi ile transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun diizenlenmesini gergeklestirirler.
Cesitli caligmalarda malignant tiimorlerin gelisimi ve ilerlemesi ile miRNA ekspresyon
diizensizliklerinin iligkili oldugu, miRNA'larin onkogen veya tiimor siipresor (baskilayici) olarak
hareket edebilecegi belirtilmistir. Ayrica tiimor baskilayici genlerin downregiilasyonu ve CpG
dintikleotidlerindeki promotor hipermetilasyonu tiimdrogenezis i¢in 6nemli bir mekanizmadir. Bir
diger epigenetik diizenleme olan miRNA’larin, genlerin promotdr bolgelerindeki anormal
metilasyon ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik mekanizmalari diizenleyebilecegi
bildirilmistir. Bu amagla biz de giincel veri tabanlar1 ile DNMT3b ve MBDI1’i hedefleyen 2
miRNA genine ait iki SNP belirleyerek bu SNP’lerin akciger kanseri ile iliskisini aragtirmay1
amagladik. Gere¢ ve Yontem: Calismamiza 90 saglikli kontrol birey ve 90 akciger kanseri hastasi
dahil edildi (onay no: 2012/45). EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rneklerinden DNA izole edildi ve bu
DNA’lar Sequenom MassARRAY sistemi ile genotiplendirildi. Hastalarin genetik varyasyon
tipleri ve demografik ozellikleri uygun istatistiksel yontemler ile degerlendirildi. Bulgular:
DNMT3b’yi hedefleyen miR339 geni rs72631831 varyant1 tiim bireyler i¢in atasal GG genotipine,
MBD1’i hedefleyen miR15b geni rs146020563 varyanti i¢in tiim bireyler atasal AA genotipine
sahip olarak belirlendi. Sonug: Arastirmamizda rs72631831 ve rs146020563 varyasyonlar: ile
akciger kanseri arasinda iligki bulunamamistir ancak arastirmamiz DNA metilasyon
mekanizmasini hedefleyen miRNA gen varyantlarinin da fonksiyonel karakterizasyonunun
yapildig1 ilk ¢alisma olmasi nedeniyle 6nemlidir.

ANAHTAR KELIMELER: Akciger Kanseri, DNA metilasyonu, DNA Metiltransferaz-3b, Metil
Baglayan Protein-1, miRNA, SNP.

SUMMARY: Aim: Lung cancer (LC) is a disease that develops by uncontrolled cell growth in
tissues of the lung and the most common cause of cancer-related death. Most significant risk
factors for LC are tobacco smoke, genetic factors, radon gas and asbestos.miRNAs bind target
mRNAs which are complementary to their sequences and post-transcriptionally regulate gene
expression through translational repression or mRNA degradation. Several observations link
dysregulation of miRNA expression to the development and progression of tumors and miRNAs
can act as oncogenes or tumor suppressors. The hypermethylation of CpG-dinucleotides in the
promoter of genes and downregulation of tumor suppressors are important for tumorogenesis. It
has been reported that being a type of epigenetic modifier, miRNAs, may regulate epigenetic
mechanism including abnormal methylation of the promoter regions or histone modifications.For
this purpose, we determined the SNPs on two miRNA genes targeting DNMT3b and MBD1 with
current databases and aimed to investigate the association of these SNPs with lung cancer.
Material and methods: Accordingly, 90-controls and 90-patients were included in our study
(approval no: 2012/45). DNAs were isolated from blood samples and these DNA samples were
genotyped by Sequenom MassARRAY System. The demographic characteristics of patients and
types of genetic variation were evaluated by appropriate statistical methods. Results: It was
determined that all individuals have the ancestral GG and AA genotype for rs72631831 variant of
miR339 targeting DNMT3b and rs146020563 variant of miR15b targeting MBD1, respectively.
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Conclusion: We found no association between rs72631831 and rs146020563 variation with lung
cancer, however our research is important due to being the first study to indicate the functional
characterization of gene variants of miRNA genes targeting DNA methylation.

KEY WORDS: Lung cancer, DNA methylation, DNA methyltranferas-3b, Methyl Binding

Protein-1, miRNA, SNP.

Giris: Akciger kanseri, kanserden oOliim
nedenleri arasinda ilk sirada olup, tiim
kanser Oliimlerinin yaklasik {ticte birini
olusturan ve akciger doku hiicrelerinin
kontrolsiiz ¢ogalmasiyla olusan Oliimciil
bir hastaliktir [1, 2].

Etiyolojide en onemli faktorlerden biri
sigaradir ve akciger kanser gelisimine
etkisinin  yaklastk  %85-90  oldugu
bilinmektedir. Akciger kanseri riski sigara
icenlerde igmeyenlere gore 30 kat fazladir.
Ulkemizde akciger kanserinin
olusumunda rol oynayan diger bir faktor
asbest temasidir. Havayla tasman, kiigiik
partikiillere boliinen bir mineral bilesigi
olan asbest oOzellikle sigara icenlerde,
akciger kanseri riskini artiran  bir
karsinojendir [1-3].

Akciger kanserli bireylerin ailelerinde de
akciger kanseri ve diger kanser tiplerinin
izlenme sikligi onemli diizeyde yiiksek
olup, ailesel gecis ve genetik yatkinlik da
hastaligin olugsmasinda 6nemli rol oynar.
Onkogenler veya tiimor siipresor genlerde
meydana gelen mutasyonlar, karsinojen
metabolizmasindaki degisiklikler, hiicre
cogalmasi, DNA replikasyonu veya
onarimindaki bozukluklar genetik olarak

kalitilabilir ve kansere neden olabilir [1,
4].

Hiicrelerin kanserlesme siirecinde 6nemli
role sahip olan bu yolaklar “DNA dizi
degisikligi olmadan mayotik ve/veya
mitotik olarak kalitilabilen gen ekspresyon
degisiklikleri” ile  yani  epigenetik
diizenlemeler ile de kontrol altindadir [5,
6]. Epigenetik mekanizmalar; DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
kodlamayan RNA’lar olarak
smiflandirilabilir [5, 7, 8].

DNA metilasyonu en Onemli epigenetik
degisimlerden  biri  olup, genomda
guaninden (G) sonra gelen sitozinlerin (C)
metillenmesi  ile  olusur.  Genlerin
promotor bolgelerinde bulunan sitozin ve
guanin diniikleotidlerince zengin
bolgelere CpG adaciklart ismi verilir ve
CpG adaciklarinda metilasyon az ise
(hipometile) gen aktif yani agik,
metilasyon c¢ok ise (hipermetile) gen
sessiz diger bir ifadeyle kapalidir [6, 9,
10]. DNA’nmin  metilasyonu, DNA
metiltransferaz (DNMT) enzimleri
tarafindan katalizlenir ve metil baglanma
proteinleri (MBD1, MBD2, MBD3 vb)
yardimiyla gergeklesir [6, 11].

DNMT’ler metil vericisi olarak S-adenozil
metionin’i kullanir ve sitozin
5-metiltransferaz olarak da adlandirilir.
DNA metiltransferaz enziminin hedef

bolgeleri CpG adaciklaridir [6, 11].
Giinlimiizde memelilerde 5 DNMT
saptanmistir: DNMT1, DNMT?2,

DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L [5, 10].

MBD ailesi proteinleri in vitro ve in vivo
kosullarda metile DNA’y1 secici olarak

taniyip baglanan proteinlerdir.
Metillenmis CpG  adalarma  MBD
proteinlerinin baglanmasti histon

deasetilaz gibi transkripsiyon baskilayici
proteinlerin bu komplekse katilmasina ve
kapalt kromatin yapisinin olusmasina
neden olur [12].

Gen ekspresyonu degisikliklerine bagh
olarak DNA metiltransferaz ve MBD
proteinlerin seviyelerinde meydana gelen
degisiklikler akut miyeloid 16semide [13],
akciger [14, 15], gogis [16, 17],
kolorektal ve mide [18] kanserlerinin de
icinde bulundugu bircok kanser tipinde
rapor edilmistir.
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Transkripsiyon sonrast gen ekspresyonu
kontroliinde yer alan en Onemli
molekiillerden biri de miRNA’lardir.
miRNA’lar mRNAlarm 3> UTR
bolgeleriyle baz eslesmesi yapip hedef
mRNA  yikimin1  saglayarak  veya
translasyona ugramalarim1  engelleyerek
hedef gen ekspresyonunu azaltirlar [19-
22]. miRNA’lar dokuya 06zgii olarak
eksprese olur ve hiicre farklilasmasi,
¢ogalmasi ve apoptozis gibi 6nemli
hiicresel yolaklarin diizenlenmesinde rol
oynarlar [20, 22, 23].

miRNA ekspresyon degisiklikleri
karsinogeneziste Onemli role sahiptir.
DNA metilasyonu veya histon
modifikasyonlari gibi epigenetik
mekanizmalarin bu  diizenlenmeden
etkilenebilecegi ve miRNA
ekspresyonunun  DNA  metilasyonunu
direkt veya dolaylt olarak
diizenleyebilecegi  belirtilmektedir [24-

26]. Paralel olarak son yillarda yapilan
calismalarda, bazi mikroRNA’larin DNA

metiltransferazlar hedefledigi ve
kanserdeki metilasyon degisiklikleri ile
iligkili ~ olduklart  belirlenmistir  [27].
Ayrica miRNA dizilerindeki genetik
varyasyonlarin (Single nucleotide
polymorphism; SNP) miRNA
ekspresyonunu  veya  olgunlagmasini
degistirebilecegi ve boylece kanser

gelisimi ve ilerlemesine neden olabilecegi
belirtilmistir [28].

Genetik polimorfizmler toplumda
bulunma frekansi1 yiiksek, bir gen veya
DNA dizisindeki degisikliklerdir. DNA
dizisindeki bu degisiklikleri mutasyondan
ayiran Ozellik, en az 100 kisiden 1’nde
bulunmasidir. Genetik polimorfizmlerin
en yaygin tlirii tek baz ¢ifti varyasyonu
iceren tek niikleotid polimorfizmleridir
[29].

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)
genomda tek bir niikleotidin (A, T, C veya
G) bir baskasiyla yer degistirdiginde
olusan DNA dizi degisimleridir [30].

Bazi gen polimorfizmleri bir hastalik
riskini arttirirken bazilar1 azaltabilmekte
(koruyucu alel), baz1 polimorfik aleller ise
yalnizca c¢evresel bir faktoriin etkisi
altindayken riski etkileyebilmektedir [31].

Arastirmamiz kapsaminda
TargetScanHuman® veri bankas: taramasi
yapilmis ve DNA metilasyonunda gorevli
DNMT3b ve MBDI’i hedefleyen 2
miRNA belirlenmistir. Bu iki miRNA
NCBI (National Center for Biotechnology
Information)’in gen veri bankasi taranmis
ve 2 SNP arastirmaya dahil edilmistir.

DNA metilasyonu ve miRNA gibi
epigenetik kontrol mekanizmalari
giiniimiiz kanser arastirma ¢aligmalarinda
onemli bir yere sahip olmakla birlikte
Ulkemiz’de ve Diinya’da global veya
promotdr DNA metilasyonunda gorevli
olan DNMT3b ve MBDI1’i hedefleyen
miRNA’lara ait genetik varyasyonlarin
arastirildig1 bir ¢caligma bulunmamaktadir.
Bu amagla biz de giincel veri tabanlar ile
DNMT3b ve MBDI’i hedefleyen 2
miRNA genine ait 2 SNP belirleyerek bu
SNP’lerin akciger kanseri ile iligkisini
arastirmay1 amagladik.

Gerec ve Yontemler:

Calisma grubu bireyleri ve orneklerin
toplanmasi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Goglis Hastaliklar1  Anabilim
Dalina bagvuran 80 yas alt1 90 akciger
kanseri hastasi ile 90 saglikli kontrol birey
caligmamiza dahil edilmistir. Calismanin
icerigiyle 1ilgili olarak tiim hastalara
detayli bilgi verilerek hastalardan imzali
onam formu alimmustir (Etik Kurul onay
no: 2012/45) Her hastadan genetik
varyasyon analizi i¢in EDTA’] tiipe 2 ml
vendz kan 6rnegi alinmistir. Calismamiza
dahil edilen bireylerin demografik ve
klinik  6zellikleri hakkindaki bilgiler
kendilerinden ve kemoterapi hazirlik
dosyalarindan elde edilmistir.
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MiRNA hedeflerinin ve miRNA genleri

lizerinde yer alan SNP’lerin
belirlenmesi

Calismamizda DNA  metilasyonunda
gorevli olan DNMT3b ve MBDI’i
hedefleyen miRNA’lara ait genetik
varyasyonlarin belirlenmesi planlanmuistir.
Bunun icin oncelikle
http://mirdb.org/miRDB ve
http://www.targetscan.org veri tabanlari

kullanilarak DNA metilasyonunda gorevli
DNMT3b  ve MBD1  hedefleyen
miRNAlar tespit edilmistir.

Belirlenen miRNA’lar NCBI Gene veri
tabaninda taranmis ve genetik varyasyona
sahip miRNA genleri belirlenmistir [32].

miRDB, TargetScanHuman ve NCBI veri
tabani taramalar1 sonucunda DNMT3b’yi
hedefleyen miR339 genine ait rs72631831
ve MBDI1’1 hedefleyen miR15b geni

tizerindeki rs146020563 varyasyonlari
calismaya dahil edilmistir.

DNA  izolasyonu ve miktarinn
belirlenmesi

DNA  izolasyonu igin PureLink™

Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, California, USA)
kullanilda.

Genotip analizlerin yapilacagi
MassARRAY sistemi, fazla miktarda PCR
amplikonlarina ihtiya¢ duydugu i¢in kalip
genomik DNA’nin yiiksek saflikta olmast
gerekmektedir. Bu nedenle, Thermo
Scientific NanoDrop™ 1000
spektrofotometrenin 260 ve 280 nm dalga
boylarinda 6l¢tiigli absorbans degerlerinin
oraninin (Azeo/Azg0) 1,7 ile 2,0 arasinda
olmasi sartt arandi. Bu araliktaki oran
degerleri en diistik protein
kontaminasyonunu gostermektedir
(http://www.nanodrop.com/library/nd-
1000-v3.7-users-manual-8.5x11.pdf,
10-2013).

27-

Genotip analizi

Calismamizda belirledigimiz miR339 ve
miR15b geni lizerindeki rs72631831 ve
rs146020563 varyasyonlart Sequenom
MassARRAY® System (Sequenom Inc.,
San Diego, California, ABD) iizerinde
Iplex GOLD SNP genotipleme
kullanilarak analiz edildi.

MassARRAY  genotipleme
DNA amplifikasyonu, SAP (Shrimp
Alkalen Fosfataz) reaksiyonu, Iplex
GOLD reaksiyonu, rezin ile temizleme ve
MALDI-TOF  analizi  asamalarindan
olusmaktadir.

protokolii

Iplex GOLD genotiplemesinde ilk 6nce,
hedeflenen SNP’ler icin uygun
amplifikasyon ve uzama primerlerinin
dizayn1 Sequenom Assay Designer v3.1
yazilimi ile yapildi.

Primerlerin  kiitlelerini  arttirmak igin
amplifikasyon primerlerinin 5’ uclarina
bir 10-mer tag dizisi (5’-ACGTTGGATG-
3’) eklendi. Boylelikle bu primerler
MALDI-TOF kiitle spektrometresinin
tespit araligit disinda kalmasi saglandi.
Varyasyon bolgelerinin - amplifikasyonu
icin dizayn edilen ve fretici firmadan
temin edilen primer ciftleri Tablol’de
gosterilmistir.

Multipleks PCR reaksiyonu i¢in DNA
ornekleri 384 kuyucuklu PCR plakasina
yiiklendi. Iplex GOLD reaksiyonu
protokoliine gore multipleks PCR karigimi
hazirland1 [(0.5 puM Primer Mix, 25 mM
dNTP Mix (Applied Biosystems®),10X
PCR Buffer (20 mM MgCl2 igeren)
(Qiagen GmbH), 5 U/ul HotStarTaqg DNA
polimeraz (Qiagen GmbH), 25 mM
MgClI2 (Qiagen GmbH), Ultra
saflastirilmis su (Invitrogen™)] ve hem
ornek kuyucuklarina hem de DNA 6rnegi
igermeyen negatif kontrol kuyucuklarina
yiiklendi. Daha  sonra, protokolde
bildirilen sartlara gore termal cycler’da
(Bio-Rad  C1000  Thermal  Cyler,
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California, USA) PCR reaksiyonu
yiiriitiildi.
Varyasyon bolgelerinin

amplifikasyonundan sonra iplex GOLD
reaksiyonu ile  varyasyonun tespit
edilmesine  yardimci  olan  uzama
primerleri de dizayn edilerek {iretici
firmadan temin edildi (Tablo 1).

Amplifikasyondan sonra SAP karisimi
[Ultra saflastirilmig distile su
(Invitrogen™), 10X  SAP  Buffer
(Sequenom Inc.), 1.7 U/ul SAP Enzim
(Sequenom Inc.)], PCR plakasindaki
amplifikasyonu yapilmis kuyucuklarin
tizerine dagitildi. Daha sonra PCR plakasi,
protokolde bildirilen sartlara gore termal
cycler cihazinda yiiriitiild.

SAP reaksiyonundan sonra primer uzama
reaksiyonu veya Iplex GOLD reaksiyonu
olarak adlandirilan PCR  asamasina
gecildi.

Bu reaksiyona o0zel kiitlesi modifiye
edilmis ddNTP karisimi kullanildi (iPLEX
Termination Mix). PCR karisimi [Ultra
saflagtirilmis  distile su (Invitrogen™),
10X IplexGOLD Buffer (Sequenom Inc.),
Iplex Termination mix (Sequenom Inc.),
Primer karisimi, Iplex enzim (Sequenom
Inc.)], PCR plakalar1 iizerinde her 6rnek
icin ilgili konumdaki kuyucuga yiiklendi
ve protokolde bildirilmis PCR sartlarina
gore plaka thermal cycler cihazinda
yiriitildi.

Primer uzama reaksiyonundan sonra
uzamis Urilinlerin  kiitle spektrometre
analizini optimize etmek icin rezin ile
temizlik asamasi gergeklestirildi.
Katyonik rezin maddesinin kullanildig1 bu
asamada amagc; katyonik rezinin iyonlar
ile yer degistirme Ozelligini Kkullanarak
Na*, K", ve Mg+2 iyonlarinin ortadan
kaldirilmasin1 saglamaktir. MassARRAY
sisteminin sundugu bir diizenek sayesinde
rezin (Sequenom Inc.) biitiin kuyucuklara
aktarildi. Daha sonra, PCR plakasinin

dondiirtilerek oda sicakliginda yaklasik 35
dakika inkiibasyonu yapildi.

Rezin ile temizleme yapildiktan sonra
iirlinler Nanodispenser RS1000 cihazi ile
SpectroCHIP’e aktarildi. SpectroCHIP
iizerine aktaritlan PCR  {riinlerimizi
kiitlelerine gore analiz etmek i¢in
MALDI-TOF kiitle spektrometre prensibi
ile calisan MassARRAY  analizorii
kullanildi.  Gerekli bilgiler girildikten
sonra analiz iglemi baslatildi. Boylelikle,
analizor teker teker biitiin kuyucuklarin
matrikslerini lazer ile patlatarak icindeki
PCR fiiriinlerinin kiitlelerini analiz etmeye
basladi. Kisa bir siire sonunda kiitlelerine
gore yaptigit  analiz ile  genotip
sonuglarinin tamamin1 bilgisayar
ekraninda raporladi.

PCR iirlinlerinin analizini MassARRAY
kiitle spektrometresinde gergeklestirmek
icin, SpectroCHIP cihaza gerekli sekilde
yerlestirilir. MassARRAY sistemi
MALDI-TOF teknigini kullanmaktadir.
Sistem acildiktan sonra, cihaza
yerlestirilen ¢ip tizerindeki matriks spotlar
lazer  sayesinde  patlatilarak ~ PCR
iirlinlerinin ylizey salinimi (desorpsiyon)
ve iyonizasyonu gerceklestirilir (MALDI).
Lazer 1smi1, kiitle spektrometresinde
desorpsiyon ve iyonizasyon kaynagi
olarak gbrev yapar. Matriks, lazer 1s1ininin
enerjisini  absorbe ederek ve PCR
iirlinlerinin desorpsiyonunu saglayarak bu
teknikte O6nemli bir rol oynamaktadir.
Lazer 151 etkisiyle hizla dagilan matriks
kiimesi, vakum ortamina PCR triinlerini
tastyarak iyonizasyon asamasina destek
olur. Ayrica, matriks molekiilleri lazer
enerjisinin tamamini absorbe ederek ornek
zararint ve iyon fragmentasyonunu
minimize etmektedir.

Ugurulan ve iyonize edilen Ornek
molekiilleri elektrostatik olarak ugus
zamanli bir kiitle spektrometresi (TOF-
MS) tiipli i¢ine aktarilir. Burada matriks
iyonlarindan ayrigtirilan ornekler,
kiitle/ylik oranlarina (m/z) gore ayri ayri
tespit edilerek analiz edilir. Teorik olarak
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smirsiz kiitle araligi ile birlikte yiiksek
iletim ve duyarliblk TOF cihazinin
kendine has avantajlar1 arasindadir. Tiip
sonundaki bir iyonun analizi, kiitle/yiik
(m/z) oraninin karekoki ile dogru orantili
olan ugus zamanina dayanarak
yapilmaktadir.

Istatistiksel analiz

Stirekli verilerin (siire, yil, vb.) normal
dagilima uygunlugunun arastirilmasinda
Shapiro-Wilk testi kullanildi. Normal
dagilim gbstermeyen siirekli degiskenlerin
gruplar arast karsilastirilmas:  Kruskal-
Wallis analizi ile yapildi.

Genotiplerin ve alellerin varlig1 gibi
kategorik yapidaki degiskenlerin gruplar
arast karsilastirmalarinda ki-kare
analizleri kullanildi. Genotiplerin gruplara
gore ikili karsilastirilmasinda ise iki oran
testi (Fisher’s exact test) kullanildi. ODDS
oranlar1 tek degiskenli ve ¢ok degiskenli
lojistik regresyon analizi ile hesaplandi.

Tiim analizler IBM SPSS Statistics 21
paket programi ile yapildi. 0,05’ den kiictlik
olan p degeri anlamli kabul edildi.

Bulgular
Calismamizda DNA  metilasyonunda
gorevli olan DNMT3b ve MBDI’i

hedefleyen miR339 ve miR15b geni

tizerinde yer alan 1s72631831 ve
rs146020563  varyasyonlarmin  Tiirk
toplumundaki stkligini arastirmayi
amagladik.

Bireylerin cinsiyet, yas, ak toprak
maruziyeti ve sigara kullanimi gibi
demografik  ozellikleri ile  hastalik
arasindaki iliski karsilastirildiginda

calismamiza dahil edilen demografik
veriler NSCLC ve SCLC i¢in anlaml
bulundu (p<0,001) (Tablo 2).

Demografik verilerin akciger kanser riski
ile iligkisi ¢oklu karsilastirildiginda yas ve
sigara kullannominin hem NSCLC hem
SCLC i¢in anlamli oranda riske sahip

Kontrol
sahip

oldugu belirlendi
bireylerde de aile
bireylerin  bulunmasi, ayrica kontrol
grubunda hicbir bireyin ak toprak
maruziyeti bulunmamasi nedeni ile bu iki
veri bu teste dahil edilmedi. Calismamizda
yer alan bireylerin demografik verileri
coklu karsilagtirildiginda, akciger kanseri
riski kadinlara gore erkeklerde 4.652 kat,
sigara igmeyenlere gore sigara icenlerde
35.104 kat ve artan her bir yasa gore 1.373
kat daha fazla bulundu (Tablo 3).

(p<0,001).
hikayesine

Bulgularimiza gore akciger kanseri i¢in en
bliylik risk olan sigara kullanimi
degerlendirildiginde sigara igme siiresi ile
hem NSCLC hem SCLC birey sayilar
arasinda anlamli oranda fark bulundu
(p<0,001) (Tablo 4).

Calismamizda arastirdigimiz miR339 geni
rs72631831 varyant1 i¢in hem kontrol
(n=90) hem de akciger kanserli bireylerin
tamaminin (n=90) atasal genotip olan GG
genotipine sahip oldugu tespit edildi
(Tablo 5). 1s72631831 varyant1 i¢in
degisken  bulunmamast  nedeni ile
istatistiksel degerlendirme yapilmadi.

Benzer sekilde arastirdigimiz  diger
varyant olan miR15b geni rs146020563
varyant1 icin de hem kontrol (n=90) hem
de akciger kanserli bireylerin tamami
(n=90) atasal genotip olan AA genotipine

sahip olarak belirlendi (Tablo 5).
rs146020563 varyanti icin degisken
bulunmamas: nedeni ile istatistiksel
degerlendirme yapilmadi.

Tartisma

Demografik Ozelliklerin
Degerlendirilmesi

Birgok kanser tiiriinde oldugu gibi akciger
kanserinin de olusumunda bir¢ok faktor
etkendir.  Yas, cinsiyet, kimyasal
karsinojenlere maruziyet ve aile hikayesi
kanser etyolojisinde onemli yere sahiptir
[33].
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Yapilan risk analiz  ¢alismalarinda,
sigaranin  hastaligin olusumu ic¢in en
onemli risk faktorlerinden biri oldugu,
sigara kullanim miktar1 ve siiresinin bu
risk ile yakindan iligkili  oldugu
belirlenmistir. Sigaraya bagli hasarin
ortaya ¢ikmasi ortalama 20 yil slirmekte
bu nedenle hastalik 50 yas ve sonrasinda
ortaya ¢ikmaktadir [33, 34]. Benzer
sekilde bizim ¢alisma grubumuzda yapilan
coklu risk analizinde artan her bir yas i¢in
1.373 kat ve sigara i¢gmeyenlere gore
icenlerde 35.104 kat daha fazla risk
oldugu belirlenmistir. Cinsiyetin akciger
kanser riski lizerine etkileri tartigmalidir.
Kimyasal karsinojenlere maruz kalma
durumu erkeklerde daha fazla oldugu i¢in
akciger kanseri riskinin  erkeklerde
kadinlara gore daha fazla oldugu ama bu
farkin  istatistiksel ~ olarak  anlaml
olmayabilecegi belirtilmistir [33]. Benzer
sekilde bizim c¢alismamizdaki c¢oklu
karsilastirmada erkek bireylerde kadinlara
gore 4.652 kat risk belirlenmis, ancak
sigara ve yas faktorleri ile birlikte
degerlendirildiginde istatistiksel anlam
bulunmamastir.

Akciger kanser gelisiminde rol oynayan
mesleki karsinojenlerden en Onemlisi
asbesttir. Asbest ve arsenik, silika ve
radon gibi mesleki karsinojenlere maruz
kalma akciger kanseri riskini artirirken
ayn1 zamanda sigara icen bireylerde risk
50 kata kadar artabilir [35, 36]. Ak toprak
olarak da bilinen asbeste Ulkemizde
yalnizca mesleki olarak degil cografi
olarak maruziyet profili olusturmaktir.
Ozellikle  Eskisehir,  Kiitahya  ve
cevresinde izolasyon malzemesi olarak
kullanilan asbest bu bolgelerde akciger
kanseri gelisimi i¢in O6nemli bir risk
unsurudur [3]. Bizim ¢alismamizda yer
alan akciger kanserli bireylerin % 46,
6’sinda asbest maruziyeti bulunmaktadir.
Bu nedenle calistigimiz popiilasyon igin
asbest maruziyeti de Onemli bir risk
faktorii olarak belirlenmistir.

Akciger kanseri veya kanser Oykiisiiniin
de akciger kanseri i¢in anlamli bir risk
unsuru oldugu belirtilmektedir. Ozellikle
birinci derece akrabalarinda akciger
kanseri hastaligt bulunan ve sigara
kullanan bireylerde bu risk artmaktadir
[33]. Benzer sekilde c¢alismamizda yer
alan 180 bireyin 81’inde (% 45) ve 90
akciger kanserli bireyin 46’sinda (% 51,1)
birinci derece akrabalarda akciger kanseri
Oykiisi ~ bulunmaktadir.  Calistigimiz
popiilasyon i¢in aile dykiisiiniin de dnemli
risk faktorlerinden biri oldugu
belirlenmistir.

Genetik
Degerlendirilmesi

Varyasyonlarin

DNMT3b, memeli genomunda yer alan
DNA metiltransferaz enzimlerinden biri
olup, hem yar1 metillenmis DNA
metillenmesinde hem de de novo
metilasyonda gorev alir [6, 10]. Bilindigi
gibi hiicre donglisiiniin diizenlenmesinde,
DNA tamiri ve apoptozda goérev alan
timor siipresor genlerin epigenetik olarak
sessizlesmesine neden olan bozulmus
DNA metilasyonu karsinogenezde 6nemli
role sahiptir [37]. Yapilan c¢alismalarda
DNMT3b’nin, akciger kanseri [38],
skuam6z hiicreli bas ve boyun kanseri
[39], gogis kanseri [40], Ozefagal ve
gastrik kanser [37] gibi birgok kanser tipi
ile 1iliskili oldugu ve oOzellikle asin

ekspresyonunun karsinogeneze Onemli
etkisi oldugu belirlenmistir [37].

Janssen ve arkadaslarn DNMT3b’yi
hedefleyen miR1274a’nin gogus
kanserinde  proliferasyon ile iliskili

oldugunu belirlemislerdir [41].

DNMT3b’yi hedefleyen bir diger miRNA
miR26b’dir ve yapilan c¢aligmalarda
miR26b’nin  hepatoseliiler  karsinom,
nazofarengial karsinom, primer skuamdz
hiicreli akciger karsinomu ve gogis
kanseri gibi bircok kanser tiiriinde
downregiile oldugu, MCF-7 gbgiis kanseri
hiicre dizilerinde ise asir1 ekspresse
oldugu rapor edilmistir [42]. Agresif
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Ozellik  gosteren glioma hiicrelerine
miR26b  transfeksiyonu  yapildiginda
glioma gelisiminde azalma belirlenmis
olup, bu hiicreler i¢in artmis ekspresyonun

anti-timor  etkiye sahip olabilecegi
belirtilmistir [43].

Calismamizda rs72631831  varyantim
aragtirdigimiz - miR339,  DNMTb’yi

hedefleyen bir baska miRNA olup, 7.
kromozom {izerinden kodlanan  bir
miRNA’dir.  Zhou ve  arkadaslan
miR339’un kolorektal kanser hiicrelerinde
bliylimeyi ve metastazi inhibe ederek

timor  siipresor  aktivite  gosterdigini
belirlemistir [44].
Wu ve arkadaglar1 miR339

ekspresyonunun agresif hiicre hatlarinda
ve gbgiis kanseri hiicrelerinde downregiile
oldugunu ve miR339 transfeksiyonunun
kanser hiicre biiylimesini, timor hiicresi
goclinli  ve  invazyon  kapasitesini
azalttigini belirlemislerdir [45].

rs72631831 numarali genetik varyantlarini
aragtirdigimiz miR339 geni tiim hasta ve
kontrol bireylerde atasal genotipe sahip
olarak belirlenmistir. Literatiirde veriye
rastlanmayan rs72631831 ile akciger
kanseri arasinda bir iliski bulunamamisg
olup, bu bolgelenin olduk¢a korunmus bir
bolge olabilecegi diistiniilmektedir.

MBD1 diger metil-CpG-DNA’ya
baglanan proteinler gibi memeli niiklear
proteinlerinin 6nemli tyeleridir. MBD1,
pl6 ve E-kaderin genleri gibi timor
stipresorlerin metile CpG adaciklarina
baglanarak  transkripsiyonu  diizenler.
MBD2’nin ise DNA demetilaz aktivitesi
ile represor ozellik gosterdigi
belirlenmistir [46]. Bader ve arkadaslari
MBDI ve 2  geni iizerindeki
mutasyonlarin veya ekspresyon
degisikliklerinin kolon ve akciger kanseri
ile 1iligkili olabilecegini bildirmislerdir
[47].

Jiang ve arkadaglart NSCLC dokularda
MBDI’i hedefleyen bir miRNA olan

miR125a’nin  ekspresyonunun  normal
dokulara gore azalmis oldugunu ve
miR125a ekspresyonunun akciger kanseri
hiicrelerinde invazyon ve metastazi
azaltabilecegini rapor etmislerdir [48].
Benzer sekilde miR125a’nin  akciger
kanseri hiicrelerinde p53°l aktive ederek
apoptozu indiikledigi belirlenmistir [49].

Calismamizda rs146020563 varyantini
arastirdigimiz miR15b MBDI’i
hedefleyen miRNA’lardan biri olup, 3.
kromozom iizerinden kodlanir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/,
http://www.targetscan.org).  Xia  ve
arkadaslari miR15b’nin hiicre dongiisii
icin 6nemli role sahip oldugunu ve asiri
eksprese oldugunda hiicre dongiisiiniin
GO0/G1 fazinda durdugunu belirlemislerdir
[50]. Benzer sekilde Chung ve arkadaslar
hepatoseliiler ~ karsinomada ~ miR15b
transfeksiyonun azalmis proliferasyon ve
artmig apoptoz ile iligkili oldugunu
bildirmistir [51].

Calismamizda miR15b geni {zerindeki
rs146020563 varyasyonu arastirilmis olup,
tim Dbireyler atasal genotip olarak
belirlenmistir. Bu varyant icin de literatiir
bilgisi bulunmamakla birlikte
rs146020563 ve varyant1 akciger kanseri
ile iliskili bulunmamustir.

Sonug¢

Akciger kanseri tiim diinyada ve
Ulkemizde siklikla aile dykiisiiniin eslik
ettigl sigara dumani ve asbest maruziyeti
sonucu olusan kotii prognozlu, diisiik sag
kaliml1 ve 6liimctl bir hastaliktir. Akciger
kanseri ve karsinogenezle ilgili
aragtirmalara  her glin  bir  yenisi
eklenmekte olup, hastaligin molekiiler
nedenlerinin  belirlenmesi  ve  yeni
gelistirilen  terapilerin ~ hedeflenmesi
giinimiiz kanser arastirmalariin ana

hedefidir.

Biz de arastirmamizda karsinogenezde
onemli role sahip olan, DNA
metilasyonunda gorevli DNMT3b ve
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MBD1’1, yine epigenetik olarak kontrol
eden miRNA’larin gen varyasyonlar: ile
akciger kanseri arasindaki iligkiyi ve bu
varyasyonlarin Tiirk toplumundaki
sikligin1 aragtirmay1 amagladik.

Aragtirmamizda genotiplendirdigimiz iki

belirlenmis olup, olduk¢a korunmus
bolgeler  olarak  belirledigimiz ~ bu
varyantlarin akciger kanseri ile iligkisi
bulunmamistir. Ancak bu varyantlar ilk
kez fonksiyonel karakterizasyonu yapilan
SNP’ler olup, hem veri bankalar1 hem
arastirmacilar i¢in 6zgilin veri niteliginde

varyant hem kontrol hem de akciger jacaktir.

kanserli  bireylerde atasal genotipte
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