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Ozet

Amag: Akciger kanseri, akciger doku hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla olusan 6liimciil bir hastaliktir. Cevresel
faktorlerle birlikte genetik ve epigenetik degisikliklerin kanser gelisimine neden oldugu bilinmektedir. DNA
metilasyonu en Onemli epigenetik degisimlerden biri olup, DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafindan
katalizlenir ve metile-CpG’'ye baglanan proteinler (MBD1, MBD2, MeCP2 vb) yardimiyla gerceklesir. Calismamizda
metilasyon iligkili proteinlerin plazma seviyeleri ile akciger kanseri riski arasindaki iliskinin arastirilmasi
amaglanmistir.

Yontemler: Arastirmamizda DNMT1, DNMT2 (TRDMT1), DNMT3A, DNMT3B, MeCP2, MBD1 ve MBD2 seviyeleri, 90
akciger kanseri hastasi (kiigiik hiicreli disi: 78, kiiglik hiicreli:12) ve 90 kontrol bireyden elde edilen plazma
orneklerinde Sandwich-ELISA y6ntemi ile 6l¢iildi. Sonuglar uygun istatistiksel yontemler ile degerlendirildi.

Bulgular: Kontrol ve akciger kanserli hastalarin DNMT3a, MBD2 ve MeCP2 seviyeleri arasinda fark bulunmamistir
(p>0.05). DNMT1, TRDMT1, DNMT3b ve MBD1 seviyeleri ise kontrol ile karsilastirildiginda akciger kanserli
bireylerde anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Sonug: Arastirmamiz sonucunda yliksek DNMT1, TRDMT1, DNMT3b ve MBD1 plazma seviyeleri ile akciger kanseri
arasinda onemli bir iligkili bulunmustur. Bulgularimiz, hastalifin erken tanisina yonelik arastirmalara katki
saglayabilecegi gibi, metilasyon iliskili proteinlerin molekiiler tani araci olarak ta kullanilabilecegini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Akciger Kanseri, DNA metiltransferazlar, Metil-CpG’ye Baglanan Proteinler.
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Evaluation of Plasma DNA Methyltransferases and Methy-CpG Binding Protein Levels in
Patients with Lung Cancer

Abstract

Objective: Lung cancer is a fatal disease caused by uncontrolled growth of lung tissue cells. It has been known that
environmental factors, genetic and epigenetic changes are lead to tumorigenesis. DNA methylation is one of the
important epigenetic changes, catalyzed by DNA methyltransferases (DNMTs) and performed with methyl-CpG
binding proteins (MBD1, MBD2, MeCP2 etc.). In this study we aimed to determine the association between plasma
levels of methylation associated proteins and lung cancer risk.

Methods: The plasma levels of DNMT1, DNMT2 (TRDMT1), DNMT3A, DNMT3B, MeCP2, MBD1 and MBD2 measured
with Sandwich-ELISA method in 90 of lung cancer patients (non-small cell: 78, small cell: 12) and 90 of healthy
controls. Statistical analysis was performed with appropriate statistical methods.

Results: When comparing the DNMT3a, MBD2 and MeCP2 levels, no significant differences were found between lung
cancer patients and controls (p>0.05). The plasma concentration of DNMT1, TRDMT1, DNMT3b and MBD1 were
found to be significantly high in lung cancer patients (p<0.05).

Conclusion: As a result of our research, we found a significant relation between increased plasma levels of DNMT1,
TRDMT1, DNMT3b and MBD1 and lung cancer. It is considered that our findings may contribute to researches for the
early diagnosis of lung cancer and support the using of methylation associated proteins as molecular markers.

Keywords: DNA Methyltransferases, Methy-CpG Binding Protein, Lung Cancer

GIRIS DNMT1, insanda karakterize edilen ilk

Epigenetik degisiklikler “DNA dizi degisikligi metiltransferaz enzimidir ve en cok somatik
olmadan mayotik ve/veya mitotik olarak hucr.elerde bulunur  [8]. DNMTl_' DNA
kalitilabilen gen ekspresyon degisiklikleri” replikasyonundan sonra olusan ve bir yarisi

olarak tanimlanir ve biyolojik siireclerde mevtillenmig ve yeni sent(.ezle.nn}is olan l_)NA’ya

genlerin acik, gerekli olmayan proteinleri Kaliplarmi  olusturur  [1,2,59].  Kanser
kodlayan genlerin kapali durumda kalmasimi ¢alismalarinda ilk olarak kolon kanserlerinde
kontrol eder [1-4]. DNMT1'in ekspresyonunun arttigi ve DNA

metilasyon seviyesinin degistigi belirtilmistir

DNA metilasyonu, en iyi bilinen epigenetik (10,11]
degisimlerden biridir ve o©karyotlarda S- oo
adenozil metionin (SAM) amino asidi kaynaki DNMT2; DNA'y1 metillemek yerine aspartik asit
bir metil grubunun (-CH3) CpG adaciklarinda tRNA'sinin antikodon ilmegindeki sitozin-38'i
bulunan sitozinin primidin halkasindaki 5. metilledigi i¢in giintimiizde tRNA aspartik asit
karbonuna kovalent olarak baglanarak 5'metil- ~metiltransferaz 1 (TRDMT1) olarak
sitozini  olusturmast ile meydana gelir. isimlendirilmektedir. DNA hasarinin taninmasi,
Reaksiyon, DNA metiltransferazlar (DNMT) adi DNA rekombinasyonu ve mutasyon onarimi
verilen bir enzim ailesi tarafindan katalizlenir i¢in gerekli oldugu, eksikliginde embriyonik
[5-7] ve DNA replikasyonundan sonra kok hiicrelerde global DNA metilasyonunun
gerceklesir [1,5]. Giinimiizde memelilerde gorilmedigi belirlenmistir [7,11,12].
DNMT ailesinin; DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3a ve DNMT3b, hem yar1 metillenmis
DNMT3b ve DNMT3L olmak iizere 5 iiyesi DNA'nin metillenmesinden hem de erken
bulunmaktadir [4,5]. gelisim doneminde gozlenen de novo
metilasyondan sorumludur [1,4,5,11,13].
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Ayrica parazitik kaynakli olarak genoma

entegre olan DNA’'larin da de novo
metilasyonunda gorevli olduklar1 ve bu nedenle
konak hiicrenin genom savunma

mekanizmasini olusturduklar: rapor edilmistir
[2].

DNMT3L metiltransferaz aktivitesi gostermez,
ancak DNMT3a ve DNMT3b enzimlerinin
aktivitesini diizenleyerek de novo metilasyonu
katalizler. DNMT3L gametogenez sirasinda
eksprese edilir ve maternal genomik
imprintlenmede rol almaktadir [1,4].

DNA metilasyonu ve gen ekspresyonun
sessizlesmesi ile iliskili 6Gnemli role sahip olan
bir diger protein ailesi metile CpG'lere
baglanabilen proteinlerdir. Molekiiler seviyede
ilk olarak belirlenen metile CpG’ye baglanan
protein (methyl-CpG-binding domain-MBD)
MeCP2’dir [14]. MeCP2 kromatin iliskilidir ve
genomun yogun metilenmis bolgelerine (major
satellit DNA) lokalizedir [15]. MeCP2
haricindeki metile CpG’ye baglanan protein
ailesi tiyeleri MBD1, MBD2, MBD3 ve MBD4'tiir.
MBD2 ve MBD4’tir ve MBD yapilan
bakimindan %77 oraninda benzerlik
gosterirler [2].

MBD3 disindaki MBD proteinlerinin timii in
vitro ve in vivo kosullarda metile DNA’y1 secici

olarak tanir ve baglanirlar. MBD3 ise
memelilerde MBD bdélgesinde kritik bir
mutasyona sahiptir ve metile DNA'ya

baglanamaz. Ailenin diger bir liyesi olan MBD4
ise aslinda DNA onariminda gorev alan timidin
glikozilaz grubu bir onarim enzimidir. Ancak
transkripsiyonel represyonda da gorev aldig
bildirilmistir [2].

Metile-CpG’ye baglanan proteinler, histon
modifiye edici enzimler (6rn. histon
deasetilazlar gibi) ve histon metiltransferazlar
gibi ko-represor kompleksleri metillenmis
bolgelere c¢ekerek inaktif kromatin yapinin
olusmasina aracilik ederler. Bdylece genin
transkripsiyonu baskilanmis olur [10,11].
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Canlilardaki biyolojik islevlerde 6nemli rol
oynayan epigenetik dengenin bozulmasi
durumunda kanser gibi bircok patolojik
hastaligin ortaya ¢ikabildigi gosterilmistir [1,3].
Ozellikle ailesel kanser tiplerinde tiimér
supresor genlerden birinde kalitsal olarak esey
hiicresi veya somatik hiicre mutasyonu
bulunur. Bu mutasyon sebebiyle genin bir
kopyasi fonksiyonunu kaybeder. Genin ikinci
kopyasinin kaybi somatik mutasyonlar veya
hipermetilasyon ile olabilir [2]. Yapilan
calismalarda DNMT1 enziminin artmasi
sonucunda CpG adaciklarindaki metilasyonun
arttigt ve CpG adalarinin genlerin siklikla
promotoér bolgelerinde bulunmasi nedeniyle
ozellikle tiimo6r baskilayici genler gibi kanser
olusumunda 6nemli rol oynayan genlerdeki
hipermetilasyonun bu genleri inaktive ederek
kanser olusumuna neden oldugu bildirilmistir
[1,5].

Kanser gelisimi icin diger bir mekanizma
genomik hipometilasyondur. Metilasyon ile
inaktiflesmis genler, hipometile oldugunda aktif
duruma gecerler. Yapilan ¢alismalarda inaktif
onkogenlerin tekrar aktive olarak kanser
olusumuna neden oldugu belirtilmistir [5].

Kanser olusumunda metilasyon nedenli bir
diger = mekanizma; 5meCnin  mutasyon
olusturma riskidir. Normalde DNA daki sitozin
bazinin deaminasyon ile urasile (U) doniismesi
yaygin bir mutasyondur ve DNA tamir
mekanizmalarinca Urasil-DNA glikosilaz enzimi
sayesinde kolaylikla onarilir. Ancak DNMT
enziminin katalizledigi sitozin
metilasyonundan  sonra  olusan S5meC
deaminasyona ugrarsa timin (T) bazi olusur.
Ancak timin bazi normalde DNA da bulunan bir
baz oldugu i¢in tamir mekanizmalarindan kagar
ve bu sekilde olusan nokta mutasyonlarinin
kanser gelisimini tetikledigi belirtilmistir
[5,16].

Kanser gelisimini bircok sekilde etkileyebilen
DNA metilasyonu ile iligkili enzim ve protein
ekspresyonlar1 akut miyeloid losemi [17],
akciger [18,19], gogis [20,21], kolorektal ve
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mide [22] kanseri gibi bircok kanser tipi ile
iligkili bulunmus olup DNMT ve MBD
ekspresyonlarinin DNA metilasyon diizeyini
etkileyerek karsinogenezi etkiledigi rapor
edilmistir.

Bu dogrultuda biz de DNA metilasyonu ve
metilasyonun en o6nemli diizenleyicileri olan
DNMT’ler ve MBD’lerin (DNMT1, DNMT?2,
DNMT3A, DNMT3B, MeCP2, MBD1, MBDZ2)
plazma seviyeleri ile akciger kanseri riski
arasindaki iliskiyi arastirilmay1 amagladik.

GEREC VE YONTEMLER

Calismamiza yas ortalamasi 42.8 olan 90
saglikli kontrol birey ile yas ortalamasi 62.3
olan 90 akciger kanseri hastasi (kii¢iik hiicreli
disi: n= 78, Kkiiciik hiicreli: n=12) dahil
edilmistir. Helsinki Deklarasyonu Prensipleri
geregince calismanin igerigiyle ilgili olarak tiim
hastalara detayli bilgi verilerek hastalardan
imzali bilgilendirilmis onam formu alinmistir.
Calismamiz icin gerekli olan Etik Kurul onay,
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
verilmistir.

DNMT1, DNMT2 (TRDMT1), DNMT3A,
DNMT3B, MeCP2, MBD1 ve MBD2 seviyeleri
EDTA’lW tiiplere toplanmis olan kandan izole
edilen plazma oOrneklerinde Elabscience
(Elabscience Biotechnology Co., Ltd.) enzyme
linked immunosorbent assay kit'ler ve
Sandwich-ELISA yontemi ile MultiskanGO
UV/VIS (Thermo Scientific, MA, USA) cihazinda
olciildii. Tim ol¢timler kit protokollerine uygun
olarak gerceklestirildi. Ozetle; antibody kapli
plate tlizerine 100uL standart, 6rnek ve blank
icin distile su eklendi, plate’in tlizeri filmlenerek
37°C’de 90dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda plate icindeki sivi aspire edildi ve
tim kuyucuklara 100puL Biotinylated Detection
Antikoru eklendi ve iizeri filmlenerek 37°C’'de
60dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
plate icindeki siv1 aspire edildi ve 350uL. Wash
buffer ile 3 kere yikandi. Yikama sonrasinda
tim kuyucuklara 100pL. HRP Conjugate
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eklenerek 37°C'de 30dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda plate icindeki s
aspire edildi ve 350uL. Wash buffer ile 5 kere
yikandi. Daha sonra tim kuyucuklara 90uL
Subtrate Reagent eklendi ve 37°C’de 15dk

inkiibe edildi ve 15dk sonrasinda tim
kuyucuklara 50pL Stop Solution eklenerek
hemen Plate okuyucu spektrofotometrede

450nm’de okundu. Cihaz yazilimi ile standart
egriye gore konsantrasyonlar hesaplandu.

[statistiksel Analiz

Tim analizler IBM SPSS Statistics 21 paket
programi ile One-way ANOVA ydntemi
kullanilarak yapilmis ve 0.05’den kii¢iik olan p
degeri anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Arastirmamiz kapsaminda 90 kontrol birey ile
78’ kiiciik hiicreli olmayan ve 12’si kiiciik
hiicreli akciger kanseri hastaligina sahip 90
bireyde DNA metilasyonunda gorev alan
DNMT1, 3a, 3b, TRDMT1 enzimleri ile MBD1/2
ve MeCP2 protein seviyeleri belirlenmis olup
sonuglarin istatistik degerlendirmeleri Grafik1
ve Grafik 2'de yer almaktadir.

DNA metil transferaz seviyeleri
=

® Kontrol  m Akciger Kanseri

ng/mL

DNMT1

:::f:r: 3,164+1,98 6,358+1,33 0,189+0,10 1,886+1,58

TRDMT1 DNMT3A DNMT3B

istatistik  p=0,005 p=0,008 p=0,462 p=0,001
Grafik 1. Akciger kanserli hastalarin ve kontrol
bireylerin DNA metil transferaz seviyeleri ve istatistiksel

degerlendirmeleri
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Metile-CpG’ye baglanan protein seviyeleri

¥ Kontrol  ® Akciger Kanseri

ng/mL

— |
MBD2

0,329:0,17 0,192+0,27

p=0,086 p=0,338

MBD1 MECP2

Akciger

! 2,9110,59

istatistik p=0,010

Grafik 2. Akciger kanserli hastalarin ve kontrol
bireylerin Metile-CpG'ye baglanan protein seviyeleri ve
istatistiksel degerlendirmeleri

Akciger kanserli hastalarin ve kontrol
bireylerin DNA metiltransferaz seviyeleri
karsilastirildiginda; DNMT1 seviyeleri kontrole

gore akciger kanserli hastalarda yiiksek
bulunmustur (p=0.005, F=8.044).
TRDMT1 seviyeleri kontrol grubu ile

karsilastirildiginda akciger kanserli hastalarda
yuksek bulunmustur (p=0.008, F=7.265).

Benzer sekilde kontrol ile karsilastirildiginda
akciger kanserli hastalarda (1.886+1.58)
yuksek DNMT3B seviyeleri belirlenmistir
(p=0.001, F=12.330).

Arastirdigimiz bir diger DNA metiltransferaz
olan DNMT3A seviyeleri karsilastirildiginda ise
kontrol (0.155+0.14) ve hastalarin
(0.189+0.10) DNMT3A seviyeleri arasinda fark
bulunmamistir (p=0.462, F=0.543) (Grafik 1).

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda plazma

Metile-CpG’ye baglanan protein seviyeleri
degerlendirildiginde akciger kanserli
bireylerdeki MBD1 seviyelerinin anlamh

oranda yiiksek (p=0.010, F=6.823) oldugu
belirlenmistir.

Bununla birlikte kontrol ve akciger kanserli
bireyler arasinda MBD2 (p=0.086, F=2.979) ve
MECP2  (p=0.338, F=0.924)  seviyeleri
yontiinden farklilik bulunmamistir (Grafik 2).
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TARTISMA

DNA'nin metilasyonu, DNA metiltransferaz
enzimleri tarafindan Katalizlenir ve metil
baglanma proteinleri yardimiyla gerceklesir
[1,11]. Gen ekspresyonu degisikliklerine bagh

olarak DNA  metiltransferaz ve MBD
proteinlerin seviyelerinde meydana gelen
degisiklikler akut miyeloid lésemide [17],

akciger [18,19], gogiis [20,21], kolorektal ve
mide [22] kanserlerinin de i¢inde bulundugu
bir¢ok kanser tipinde rapor edilmistir.

Memeli  hiicrelerindeki  sitozin  bazinin
metillenmesi DNMT1 enzimi tarafindan
katalizlenir ve enzim seviyesinin artmasi CpG
adaciklarindaki metilasyonun artmasi1 ile
sonuglanir. CpG adalar1 genlerin siklikla
promotor bdlgelerinde bulunur. Bu nedenle
ozellikle timor baskilayici genler gibi kanser
olusumunda o6nemli rol oynayan genlerin
promotor dizilerindeki CpG adaciklarinda
meydana gelen hipermetilasyon bu genleri
inaktive eder ve kanser olusumuna neden olur
[1,5].

Kim ve arkadaslar1 (2006) NSCLC hastaligina
sahip bireylerden alinan akciger dokularinda
DNMT1 ekspresyonunun arttigini ve DNMT1
seviyelerindeki degisikliklerin NSCLC icin
bagimsiz bir prognostik faktor olabilecegini
rapor etmislerdir [23]. Calismamizda da
akciger kanserli bireylerde artmis DNMT1
seviyeleri belirlenmis olup, yliksek DNMT1

seviyelerinin timor baskilayici gen
hipermetilasyonu ile  akciger  kanserini
etkiledigi dustiniilmektedir.

DNA hasarinin taninmasi, DNA

rekombinasyonu ve mutasyon onariminda
gorevli olan TRDMT1 aspartik asit tRNA'sinin

antikodon ilmigendeki sitozin-38'i metiller
[12]. Yapilan calismalarda, DNA'y1
metillememesine ragmen TRDMT?1’in

eksikliginde embriyonik kok hiicrelerde global
DNA metilasyonu gergeklesmedigi bu nedenle
epigenetik kontrol icin oOnemli role sahip
oldugu bildirilmistir [7,12]. TRDMT1’in kanser
gelisimine etkisi net olarak tanimlanmamis
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olmakla birlikte  yapilan calismalarda
TRDMT1’'in RNA metillenmesini etkileyerek
kanser  gelisimini etkileyebilecegi ifade

edilmektedir [24]. Calismamizda da akciger
kanserli bireylerde artmis TRDMT1 seviyeleri
belirlenmis olup, TRDMT1’'in hipermetilasyon

yolu ile kanser gelisimine etki ettigi
diistiniilmektedir.
DNMT3a hem yar1 metillenmis DNA’'nin

metillenmesinden hem de erken gelisim
doneminde gozlenen de novo metilasyondan
sorumludur [2]. Hepatoma, prostat kanseri,
kolorektal kanser ve gogiis kanseri gibi bircok
kanser tipinde DNMT3a’'nin asir1 eksprese
oldugu belirtilmistir [25]. Calismamizda akciger
kanseri ve kontrol bireylerin plazma DNMT3a
seviyeleri arasinda farklilik bulunmamustur.

DNMT3b DNA metilasyonunda o6nemli rol
oynayan bir de novo metiltransferaz olup,
yapilan c¢alismalarda DNMT3b’nin, akciger
kanseri [26], skuamoz hiicreli bas ve boyun
kanseri [27], gogus kanseri [28], Ozefagal ve
gastrik kanser [29] gibi bircok kanser tipi ile
iliskili oldugu ve 6zellikle asir1 ekspresyonunun
karsinogeneze Oonemli etkisi oldugu
belirlenmistir [29]. Benzer sekilde
calismamizda da akciger kanserli bireylerde
artmis DNMT3b seviyeleri belirlenmis olup,

DNMT3b  seviyelerindeki artisin  timor
baskilayic1 genlerin hipermetilasyonu yoluyla
akciger  kanseri gelisimine etki ettigi
diistintilmektedir.

Metil-CpG-DNA’ya baglanan proteinler MeCP2,
MBD1 ve MBD2, memeli niiklear proteinlerin
onemli bir smifin1 olustururlar. Bunlarin
arasinda MeCP2 tek ve simetrik olarak
metillenmis CpG dintikleotidlerine baglanma
yetenegine sahiptir ve metillenmis DNA icerdigi
bilinen kromozom bélgelerine baglanir. MBD1
transkripsiyonal bir diizenleyicidir ve timor
stipresorlerin metile CpG adalarina baglanarak
transkripsiyonu baskilar. MBD2’nin ise DNA
demetilaz aktivitesi gosterdigi ve baskilayici
fonksiyonu oldugu rapor edilmistir [30].
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Kanserde MBD seviyelerinin arastirildig: sinirl
saylda c¢alisma bulunmakla birlikte akciger
kanserinde metil-CpG-DNA’ya baglanan protein
seviyelerinin  degerlendirildigi arastirmaya
rastlanmamistir. Bununla birlikte insan prostat
kanserlerinde MBD1 protein ekspresyonunun
arttig, MBD2 ve MeCP2 mRNA'larinin ise
sessizlesmis oldugu rapor edilmistir [30]. Bizim
calismamizda ise farkl olarak MBD1 ve MeCP2
protein seviyeleri ile akciger kanseri arasinda
bir iliski bulunmamis, bununla birlikte MBD2
protein  seviyelerinin  akciger  kanserli
bireylerde anlamli oranda arttig1 tespit
edilmistir. MBD2 proteininin timor
stipresorleri baskiladig1 bilinmekte [30] ve
akciger kanserinde de MBD2 protein
seviyelerinin artmis olmasinin timor siipresor
baskilanmasi ile iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismamizin en oOnemli sonucu plazma
DNMT1, TRDMT1, DNMT3b ve MBD1
seviyelerinin  akciger kanserli bireylerde
anlaml oranda yiliksek olmasidir. DNMT1 ve
DNMT3b ile ilgili literatiirde benzer bilgiler
bulunmakla birlikte TRDMT1 ve MBD1
seviyelerinin akciger kanseri veya diger insan
kanser tirleri ile iliskisi net degildir.
Arastirmamiz sonucunda yiksek DNMTI1,
TRDMT1, DNMT3b ve MBD1 plazma seviyeleri
akciger kanseri arasinda anlamh iligkili
bulunmustur. Verilerimizin akciger kanserinin
tan1 ve tedavisine yonelik arastirmalara veya
yeni molekiiler biyobelirteclerin tanimlanma-
sina katki saglayabilecegini diistinmekteyiz.
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catismasi olmadigini bildirmislerdir.
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