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Amag: Caligmanin amact mesane tiimorlii hastalarda ve
saglikli kontrollerde protokaderin gen ailesine ait olan
protokaderin 8 (PCDH8), protokaderin 10 (PCDH10) ve
protokaderin 17 (PCDH17) genlerinin periferal kan DNA
metilasyon profillerini analiz ederek bu profillerin tiimor-
spesifik olasi etkilerini degerlendirmektir. Arastirilan ii¢
genin metilasyon profiliyle spesifik demografik ve/veya
klinikopatolojik  veriler — arasindaki  olast iligkinin
arastirilmasi da ¢alismanin ikinci hedefidir.

Gere¢ ve Yontemler: Mesane karsinomali (n=80; diisiik
dereceli: 40, yiiksek dereceli: 40) ve saglikli kontrollerin
(n=40) periferal kan 6rneklerinden ekstrakte edilen genomik
DNA promotor bolgelerinin hipermetilasyon analizi igin
bisiilfit modifikasyon ve metilasyon-spesifik PCR islemine
maruz birakilmigtir.

Bulgular: PCDH8 metilasyon profilinin yasla birlikte artis
gosterdigi gozlenmistir. Neredeyse kontrollerin tamaminda
da bu genler bakimindan kismi metilasyon profilleri
belirlendigi i¢in hasta 6rneklerindeki PCDH10 ve PCDH17
metilasyon paternleri bir farklilik olusturmamakla beraber
PCDHS8 daha farkl1 bir kan epigenetik profili sergilemistir.
Sonu¢: PCDHS8 geninin kandaki metilasyon modelinin
yaglanma siireciyle iliskisi ¢alismamizda gosterilmistir.
Mesane kanserindeki etkisi agisindan daha kesin bir sonuca
varabilmek i¢in PCDH8’in kandaki metilasyon durumunun
daha yiiksek sayili kohortta ve MethyLight gibi daha duyarh
metotlarla arastirilmasini tavsiye etmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Mesane kanseri,
periferik kan, PCDH8, PCDH10, PCDH17

DNA metilasyonu,

ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to evaluate the potential
tumor-specific effects of peripheral blood DNA methylation
profiles of protocadherin 8 (PCDH8), protocadherin 10
(PCDH10), and protocadherin 17 (PCDH17) genes who belong
to the protocadherin gene family, in patients with bladder
tumors and healthy controls. The potential association between
methylation profiles of the investigated three genes and
demographic and/or clinicopathologic data was a second target
of the study.

Material and Methods: Genomic DNA extracted from
peripheral blood samples of patients with bladder carcinoma
(n=80; low-grade: 40, high-grade: 40) and healthy controls
(n=40) was subjected to bisulphite modification and
methylation-specific PCR for hypermethylation analyses of
promoter regions.

Results: PCDH8 methylation profile was observed to be
increased with age. Though PCDH10 and PCDH17 methylation
patterns did not reflect a difference in patients since partial
methylation profiles were also almost completely detected in
controls; PCDH8 displayed a more different blood epigenetic
profile.

Conclusion: The association of blood methylation pattern of
PCDH8 with aging process was shown in our study. We
recommend the investigation of the status of PCDH8
methylation in blood in larger cohorts and with more sensitive
methods such as MethyLight to draw a more precise conclusion
in terms of its effect in bladder carcinoma.

Keywords: Bladder cancer, DNA methylation, peripheral blood,
PCDHS8, PCDH10, PCDH17
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GIRIS

Karsinogenez onkogenler ve timér baskilayici genler
tarafindan yliriitiilen birgok genetik ve epigenetik
degisimin birikmesiyle sonuglanan ¢ok basamakli bir
stirectir. Mesane kanseri diinya ¢apinda en yaygin
malignant trogenital timoérlerden biridir ve her yil
yaklasik 145.000 olimden sorumludur. Histolojik
olarak mesane kanserlerinin = %90’dan  fazlasi
transisyonel hiicre karsinomalaridir; bunlarin da %70-
80’1 kasa bagli olmayan invazifken (Evre pTa-pT1)
geri kalant (Evre pT2-pT4) kas invaziftir. Kast
tutmayan invazif tiimorlerin yaklasik 9%50-70’1
niiksederek %10-30’u kas-invazif kansere ilerleme
gosterecektir (1). Mesane kanserleri histopatolojik,
morfolojik ve davranigsal olarak heterojendir. Benzer
morfolojideki tiimdrler de farkli sekilde davrandiklar
icin  mesane kanserinin  akibeti genis c¢apta
degismektedir. Bu baglamda sonucun dogru sekilde
tahmin edilebilmesi ve hangi hastalarin operasyon
sonrast daha agresif miidahaleye ihtiyag duydugunun
belirlenebilmesi i¢in prognostik biyobelirtegler oldukga
elzemdir (1,2).

Kaderinler, tiimdér olusumu  siiresince  hiicre
morfolojisinde, kontakt inhibisyonda ve sinyal
iletiminde 6nemli rol oynayan hiicre adhezyonundan
sorumlu hiicre yiizey glikoprotein ailesidir (3). Kaderin
stiper ailesi; klasik kaderinleri, protokaderinleri
(PCDHs) ve kaderin-iliskili proteinleri icermektedir.
Protokaderinler ise kiimelesmis ve kiimelesmemis
PCDHs olarak iki gruba ayrilmaktadir (4).
Kiimelesmemis PCDH genleri siklikla ti¢ kromozomal
bolgede (4q28-31, 5031-33 ve 13921) lokalize
olmaktadir. Kromozom 13'in g21 bdlgesinde olan ve
pek ¢ok tiimdrde genetik degisiklikleri siklikla
gbzlemlenen

(PCDH8, PCDH9, PCDH17 ve PCDH20) tiimor

kiimelesmemis protokaderinlerin

baskilayic1 gen adaylar1 olabilecekleri rapor edilmistir

(5)-

Epigenetik modifikasyon; DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, kromatin yeniden modellenmesi ve
RNA interferans gibi DNA dizisinde degisiklik
olmadan gen transkripsiyonunu ve translasyonunu
etkileyen modifikasyonlar olarak tanimlanir. DNA
metilasyonu kromatin yapisi1 ve genin stabilitesini
etkileyen yaygin bir epigenetik modifikasyon olup
timor baskilayici genlerin CpG adaciklarindaki atipik
DNA promotor metilasyonu ¢ogu kanser tiiriinde
onemli bir rol oynamaktadir (6-7). Kanser
arastirmalarinda prognostik bir biyobelirteg olarak
DNA metilasyonunun kullanilmasinin birgok avantaji
bulunmaktadir; genomik DNA, RNA ve proteinden
daha stabildir, DNA metilasyonu kolaylikla rutin klinik
pratie uygulanabilecek metilasyona-spesifik PCR
(MSP) gibi diger yontemlere gore nispeten daha az
pahali metotlarla galisilabilir, minimal derecede invazif
bir prosediirdiir ve sadece doku 6rneklerinde degil kan,

serum, idrar gibi viicut sivilarinda da belirlenebilir (8).

Calismamizda 3 protokaderin gen ailesi {iyesinin
(PCDH8, PCDH10, PCDH17) periferik kandan izole
edilen DNA oOrneklerindeki promotor metilasyon
profillerinin birarada analiz edilmesi amaglanmustir.
Tiim kandan izole edilen DNA’larin olas1 epigenetik
fonksiyonlarina dair ¢alismalar literatiirde nispeten
birka¢ caligmayla son derece sinirli olup bu konuda
daha fazla ¢alismaya duyulan ihtiyaci yansitmaktadir.
Calismamizda mesane tiimorlii hastalarin ve saglikli
kontrol bireylerinin kanlarindan izole edilen DNA
orneklerinde bu ticlii epigenetik marker panelinin
mesane kanserindeki olas1 etkilerinin arastirilmasi

hedeflenmistir.

GEREC VE YONTEM

Klinik Data

Uroloji klinigine 2015-2017 tarihleri arasinda basvuran
transisyonel mesane tiimorli hastalarin ve sagliklh
kontrol bireylerinin kan 6rnekleri toplanmis ve bu kan

orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Medikal
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kayitlardan klinik ve patolojik veriler 1g18inda hasta
grubu (80 hasta: 40 diisiik dereceli, 40 yiiksek dereceli)
olusturulmus ve herhangi bir tiimér Oykiisiine sahip
olmayan 40 birey de saglikli kontrol grubu olarak
secilmistir. Calisma Helsinki Deklarasyonuna uygun
sekilde ve yerel etik kuruldan gerekli onay alinarak
gerceklestirilmistir ([stanbul Medeniyet Universitesi
Klinik  Arastrmalar  Etik  Kurulu, 23.05.2017-
2017/0177).

Kan Orneklerinden DNA Izolasyonu

Magnesia 16 model otomatik izolasyon robotu ve
cihaza uygun periferik kandan DNA izolasyon Kiti
kullanilarak, 400 pl periferik kandan 100 pl DNA elde
edilmistir.

DNA ’larin Bisiilfit Modifikasyonu

DNA  bisiilfit modifikasyonu i¢cin EZ DNA
Methylation-Gold™  Kit (ZymoResearch, ABD)
kullanildi. Bisiilfit modifikasyonuyla, metillenmemis

sitozinler urasile doniigiitken metillenmis sitozinler

Tablo 1: PCDH genlerinin primer dizileri

degismeden kalmaktadir. Doniigiim gergeklestirildikten
sonra DNA’nin metilasyon profili metilasyona-6zgiil
PCR (MSP) veya DNA dizileme gibi tekniklerle
belirlenebilir. EZ DNA Methylation-Gold™ Kitinde
kullanilan DNA miktarimiz ~ 500-1000 ng arasidir.
Modifiye edilen DNA’lar sonraki kullanim asamalart
icin ¢ok kisa siireli olarak (1 haftayr ge¢meyecek
sekilde) < -20°C’de muhafaza edilmistir.

Metilasyona-Spesifik PCR

MSP iglemi i¢in ZymoTaq™ DNA Polimeraz
(ZymoResearch, ABD) kullanildi (Hot-start &zellikte
bir Taq polimeraz tiirii). Hot-start polimerazlar diger
polimerazlardan farkli olarak primer dimeri ve spesifik
olmayan iriin olusumunu en aza indirgemekte olup
metilasyonun belirlenmesi amaciyla bistilfitle muamele
edilmis DNA’nin amplifikasyonu i¢in spesifik olarak
iiretilmiglerdir. MSP-PCR reaksiyon kosullar1 (50 pl);
1x ZymoTaq Premix, 1 uM PCDH genlerine spesifik
primerler (Tablo 1) ve 2 pl modifiye edilmis DNA

ornekleri kullanilarak gergeklestirildi.

Gen Oligoniikleotit dizisi

Referans

PCDH8-UM-F: 5'-GGT GGT TAT TGG TTATTT GGT TT-3’

Zhang ve ark., 2017 (18)

PCDHS8 PCDH8-UM-R: 5'-CCA ACA AAC TCT AAA AAC ACA CA-3’

PCDH8-ME-F: 5-CGG TTATTG GTT ATT CGG TTC C-3'

PCDH8-ME-R: 5-ACG AAC TCT AAA AAC GCG CG-3’

PCDH10 PCDH10-UM-F: 5'-AGAGTT TTGTTT TGT TTT GTT T-3' Miyamoto ve ark., 2005 (19)
PCDH10-UM-R: 5'-CAC CCA CCA AAC TAC CA-3’
PCDH10-ME-F: 5'-AGT TTT GTT TCG TTT CGT TC-3'
PCDH10-ME-R: 5'-CCC ACC GAA CTA CCG-3’

PCDH17 PCDH17-UM-F: 5'-AGA TTATTG GGT GTT GTAGTT T-3’ Luo ve ark., 2014 (2)

PCDH17-UM-R: 5'-AAC CCT AAC ACA ACA TAC ACA-3’

PCDH17-ME-F: 5'-GAT TAT CGG GTG TCG TAG TTC-3’

PCDH17-ME-R: 5'-CCC TAA CGC AAC GTA CGC G-3'

UM: Metillenmemis, ME: Metillenmis
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Ist dongiileyici reaksiyon kosullar1 ise su sekildedir:
95°C 10 dk baslangic denatiirasyonu, 40 dongiiliik
95°C 30 sn denatiirasyon, 40 sn annealing (Annealing
sicakliklari: PCDH8 i¢in 60°C (metillenmemis), 53°C
PCDH10 igin 57.4°C
(metillenmemis&metillenmig) ve PCDH17 igin 58°C

(metillenmis),

(metillenmemis&metillenmis)), 72°C 1 dk ekstensiyon
ve 72°C 7 dk final ekstensiyon. Bu MSP-reaksiyonlari
sonucu olusan totalde 50 pl amplikonlarin yaris1 EtBr
ile boyanmig %?2.5’luk agaroz jele yiiklenilerek UV
dokiimantasyon sisteminde (SYNGENE Ingenius 3,
England) 50 bg¢’lik marker DNA varliginda analiz
edilmistir. PCDH8 i¢in metillenmis (M) ve
metillenmemis (U) bantlar1 sirasiyla 94 b¢ ve 97 be
amplikon olusumuyla sonuglanmaktadir. PCDH10 i¢in
metillenmis (M) ve metillenmemis (U) bantlar
sirastyla 81 bg ve 85 b¢ amplikon olusumuyla
sonu¢lanmaktadir. PCDH17 i¢in metillenmis (M) ve
metillenmemis (U) bantlar1 sirasiyla 87 bg ve 90 bg
amplikon olusumuyla sonuglanmaktadir. Universal
methylated human DNA standard (250 ng/ul) (Zymo
research, Orange, CA, USA) metilasyonun pozitif
kontrolii olarak ve su ise PCR reaksiyonlarinin negatif
kontrolii olarak kullanilmigtir. Caligilan genlerin
metilasyon durumu su sekilde analiz edilmistir:
Amplifikasyon triinleri sadece M primerleriyle veya
hem M hem de U primerleri varliginda belirlendiyse
(kismi metilasyon durumu) gen metillenmis olarak,
amplifikasyon {iirlinleri sadece U primerleri varliginda
belirlendiyse gen metillenmemis kabul edilmistir (Sekil
1).

Istatistiksel Analiz

Deneysel datanin istatistik analizi SPSS 22.0 programi
kullanilarak  aragtirnlmigtir.  Protokaderin  ailesi
genlerinin metilasyon profillerinde hasta ve kontrol
gruplarinin arasindaki farkliliklar1, metilasyon profilleri
ve klinikopatolojik  6zellikler arasindaki iliskiyi
degerlendirmek igin X2 testi kullanilmustir. p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Hastalarin Demografik ve Klinikopatolojik Ozellikleri

Calismada 80 mesane tlimorlii hasta (40 diisiik dereceli
ve 40 yiiksek dereceli) ve 40 saglikli kontrol bireyi yer
almigtir. Hastalarm yas ortalamasi 68.08 (minimum 40,
maksimum 88) kontrollerin yas ortalamasi ise 43.38

(minimum 26, maksimum 73) olarak hesaplanmistir.
PCDH8 Metilasyon Durumu

Arastirilan protokaderin genlerinin periferik kandan
izole edilen DNA orneklerindeki durumu analiz
edildiginde; PCDH8 metilasyonu diisik dereceli
mesane tiimorlii hastalarin %17.5’inde, ytliksek dereceli
hastalarin  %20’sinde, kontrollerin ise %7.5’inde
gozlenmigtir. PCDH10 metilasyonu diisiik dereceli
hastalarin %100’tinde, yiiksek dereceli hastalarin ve
kontrollerin ise %95’inde gozlenmistir. PCDH17
metilasyonu ise diigiilk dereceli ve yiiksek dereceli
hastalarin %100’tinde ve kontrollerin de %100’{inde

gozlenmistir.

PCDH10 ve PCDH17 genleri agisindan istatistik fark
yaratabilecek degerler bulunmadigindan hastalar ve
kontrollerin metilasyon durumlar1 arasindaki iligki
degerlendirmeleri hari¢ diger ileri analizler bu 2 gen
icin yapilmamistir. Diger yandan, PCDH8 genindeki
durum daha ileri analizleri  gerektirmektedir.
Kontrollerdeki orana (%7.5) kiyasla gerek diisiik
dereceli (%17.5), gerekse yiiksek dereceli (%20)
timorlerin metilasyon yiizdelerindeki nispeten 6nemli
artis PCDH8 geninin daha kapsamli sekilde analiz

edilmesine zemin olusturmustur (Tablo 2).

Diisiik dereceli, yiiksek dereceli tiimorlere sahip
bireylerin ve kontrol grubundaki bireylerin PCDH8
geninde metile olma durumlar1 arasindaki iliski
durumu Ki-kare testi ile test edildi, ancak aralarinda
istatistiksel olarak 6nemli iliski bulunamadi (Tablo 2).
Klinikopatolojik 6zellikler ile PCD8 metilasyon
durumu arasindaki iligski arastirildiginda istatistiksel
olarak oOnemli herhangi bir ilisgki bulunmamistir

(p>0.05). PCDH8 geninin kandaki metilasyon
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analizinde metillenme oraninin (50 yas ve lzeri
bireylerde) PCDH17 metilasyon durumu arttigi
ispatlanmistir (p=0.029) (Tablo 3).

PCDH10 Metilasyon Durumu

PCDH10 geninin kandaki metilasyon profilleri
acgisindan hastalar ve kontroller agisindan bir farklilik
gozlenmedi (p>0.05). Gerek hastalarda gerekse

kontrollerde kismi metilasyon durumu goézlendi (Hem

Tablo 2: PCDH genlerinin metilasyon dagilimlart

M hem de U bantlarinin birarada goriildiigii). Sadece 1

ornekte tam metilasyon gozlenmistir (Sadece M banti).

Diisiik dereceli, yiiksek dereceli olgu grubu ve kontrol
gruplar1 ile PCDH17 genindeki metilasyon arasindaki
iligki durumu veri uygun olmadig igin ki-kare ile test
edilemedi. Gerek hastalarda (2 6rnegin tam metile
oldugu durum harig; sadece M bandi) gerekse
kontrollerde kismi metilasyon (Hem M hem de U

bantlarinin birarada goriildiigii) durumu gézlendi.

) Derece x* P
Metile olma
Gen Diisiik dereceli Yiiksek dereceli Kontrol
durumu
(%) (%) (%)
) 33 (82,5) 32 (80) 37 (92,5)
PCDH8 ) 7 (17,5) 8 (20) 3(7,5) 2,745 0,253
Toplam 40 40 40
) 0(0) 2(5) 1(25)
PCDH10 +) 40 (100) 38 (95) 39 (97,5) 2,051 0,359
Toplam 40 40 40
) 0(0) 0(0) 0(0)
PCDH17 ) 40 (100) 40 (100) 40 (100) - -
Toplam 40 40 40

(*) Metile olmayan kisi bulunmadig: icin diigiikk dereceli, yiiksek dereceli timdrler ve kontrol gruplart ile PCDH17

geninde metile olma durumlar arasindaki iliski istatistiksel olarak hesaplanamadi.

Tablo 3: PCDH8 metilasyon durumu ve yas iliskisi

Olgular

Metile
Degiskenler n Metile degil e P

(+)
)

Yas
<50 22(97,5) 22 0 4,754 0,029
>50 98(2,5) 80 18
Cinsiyet
Erkek 102(83,8) 85 17 1,481 0,224
Kadm 18(16,2) 17 1
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PCDH8
M IVD-MIVD-U 1M 1U 2M 2Uu 3M 3U 4M 4U S5M 5U 6M 6U NKM NKU

PCDH10

M IVD-MIVD-U1IM 1U 2M 2U0 3M 3U 4M 4U 5M 5U 6M 6U NKM NKU

PCDH17
IVD-MIVD-U 1M 1U 2M 2U 3M 3U 4M 4U 5M 5U NKM NKU

Sekil 1: PCDH genlerinin metilasyon analizinin jel goriintiisii

M: Marker DNA (GeneRuler 50 bp DNA Ladder), IVD: Invitro metile DNA (Universal methylated human DNA
standard), M: Metillenmis, U: Metillenmemis, NKM: Negatif kontrol metillenmis, NKU: Negatif kontrol
metillenmemis

TARTISMA metilasyonunun arastirildig1 serum tabanli ¢alismalarda

PCDH8 geni 13 numarali kromozomun ql43 klinikopatolojik verilerle de iligkili olacak sekilde

. . . . ki li hastal 1 PCDH1
bolgesindedir ve embriyolarda gelisen hiicresel prostat kanserli - hastalarm ~ serumlarinda - PC 0

o . metilasyonu %51.5 olarak mesane kanserli hastalarin
yapilarin olusumunu ve polaritesini organize eden 6

. L larindan izole edilen DNA &rneklerinde %50.4
kaderin tekrarma sahip bir adhezyon proteinidir (3). serumiarindan 1zofe ediieh orneklerinde %

olarak rapor edilmistir (8-9). PCDH17 geni insanda
13g21.2'de lokalize olup PCDH17 promotoru DNA

PCDH8 ¢esitli  insan malignansilerinde  tiimor

baskilayic1 gen olarak fonksiyon gostermektedir (1).

il 1 olabil -zengin diziler
PCDHS8 promotor metilasyonunun tiimér 6rneklerinde metilasyonuna - duyarlt —olabilen - GC-zengin - dizile

i n TATA- i ir (2, 10).
arastirildiginda ¢alismada mesane kanserli hastalarin gere stz bir promotordir (2, 10). Costa ve

- . . e kadasl 5 1 PCDH17
%56.3’tinde klinikopatolojik verilerle de iliskili olacak arkadaslarinin yapugt ¢ahismada c

. . . hi til timorlerinin %48’ 1
sckilde metilasyon  gozlenmistir (1), PCDHI0 ipermetilasyonu mesane tiimdrlerinin %48’inde, rena

tiimorlerin %61’inde ve prostat tiimorlerinin %60°1inda

KUTFD | 168



Yegin Z ve ark.

Mesane Kanserinde PCDH8, PCDH10 ve PCDH17 Metilasyonu

KU Tip Fak Derg 2020;22(2):163-171
Doi: 10.24938/kutfd.676670

belirlenmistir (11). Baska bir caligmada ise mesane
timor dokularindaki metilasyon oram1 %67 olarak
bildirilmistir (10). Serum tabanli bir metilasyon
caligmasinda ise  mesane kanserli  hastalarin
%352.3’tinde PCDH17 metilasyonu rapor edilmis ve
metilasyon klinikopatolojik verilerle iliskili
bulunmustur (2).

Timér dokularindaki gen promotor hipermetilasyonu
ve global hipometilasyon birgok kanser tipinin
gelisiminde rol oynayan yaygin olaylardir. TUmor
dokularindaki bu degisikliklerin kan, idrar gibi viicut
stvilarinda da gozlenmesi tiimorlerin erken teshisi
kadar sonraki tedavi planlarinda da Onemli rol
oynayabilecektir. Idrar/serum metilasyon
profillerindeki degisiklikler cogunlukla hemen her
zaman timor dokularindaki (dolasimdaki timor
hiicrelerini) metilasyon profillerini yansitmakla beraber
periferik kanda yapilan analizlerin hedefi genomda
erken asamalarda  olusabilecek  degisikliklerin
incelenerek timdr gelisimine ve progresyonuna
potansiyel katki saglayabilecek konakgidaki cesitli
epigenetik degisikliklerin arasgtirtlmasidir.
Caligmamizda oldugu gibi total kandan (periferik kan)
izole edilen DNA  orneklerindeki  metilasyon
profillerini belirlemeye yonelik ¢alismalar oldukga
simirli olup bu hususun daha fazla arastiriimasi
gerekmektedir. Boylece genomda erken asamalarda
olugan metilasyon degisikliklerinin kansere yol agma
potansiyeli daha iyi degerlendirilebilecektir. Ayrica
epigenetik  degisikliklerle  g¢evresel  faktorlerin
etkilesimi gergegi de dikkate alindiginda artmis yas,
gevresel cesitli mutajen ajanlara maruz kalma vs. gibi
faktorlerin etkisi de genomda erken agamalarda kendini
gosterebilecektir. Nitekim promotor CpG
adaciklarindaki metilasyonun yaslanmayla iliskisi
cesitli caligmalarda gosterilmekle beraber ayni iligki
bizim ¢aligmamizda PCDH8 geni acisindan da
bulunmustur.  Yine PCDH8 geni  agisindan

caligmamizda istatistiksel olarak oneme ulagsmamakla

beraber periferik kan DNA’sinda kontrol bireyleriyle

hastalar arasindaki metilasyon farkliliklar1 daha ileri
analizlerle daha net sekilde ac¢iklia kavusturulabilir.
Ancak PCDH10 ve PCDH17 genlerinin kismi
metilasyonunun hastalar kadar kontrol bireylerinde de
gozlenmesi bu genlerin kan metilasyon profillerinin
mesane kanseri geligimini degerlendirmek agisindan iyi

belirtegler olmadigini géstermektedir.

Periferik kan metilasyonu temelli literatiirde nispeten
smirh ¢aligmalar mevcuttur. Miotto ve ark. kolorektal
ve mide kanserinde yine bir kaderin geni olan CDH4
metilasyonunu  arastirip  swrastyla %78  ve %95
oranlarm1 rapor etmislerdir. Saglikli dondrlerin
periferik kanlarindan izole edilen DNA orneklerinde
ise metilasyon (0/17) belirlenmemistir (12). Bu ¢alisma
periferik kandan izole edilen DNA orneklerinin belirli
genlerin metilasyonu agisindan belirte¢ olarak rol
oynayabilecegine 151k tutmaktadir. Hsiung ve ark. tam
kandan izole ettikleri DNA o&rneklerindeki LRE1
hipometilasyonunun bas ve boyun skuam&z hiicre
karsinomasi agisindan 1.6 kat artmis hastalik riskiyle
iligkili oldugunu belirtmislerdir (13). Wong ve ark.
erken yas meme kanseri patolojisini degerlendirdikleri
calismalarinda periferik kandan izole edilen DNA
orneklerindeki BRCAL promotor metilasyonunun 40
yagindan 6nce meme kanseri gelisimi igin 3.5 kat
artmig riskle iligkili oldugunu belirtmislerdir (14).

Marsit ve ark. 6zellikle periferik kan olmak iizere hedef

olmayan dokulardaki DNA metilasyon
degisikliklerinin malignant hastalik riskini
etkileyebilecegi tizerinde durmus, Human

Methylation27 BeadArray kullanarak analiz ettikleri
460 periferik kan Orneginde mesane kanseri ve
yaglanmayla iligkili CpG adaciklarinda immiin
diizenlemeyle ve forkhead aile {iyeleriyle iliskili
transkripsiyon ~ faktori ~ baglayict  bdlgelerinin
zenginlestigini belirterek periferik kan DNA’simin
potansiyel epigenetik profilinin ¢ikarilmasmin klinik
potansiyeline deginmistir (15). Brennan ve ark.
periferik kandan izole edilen DNA 6rneklerindeki ATM

geni metilasyon seviyelerinin meme kanseri gelisim
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riski ac¢isindan bir marker olarak kullanilabilecegini
belirtmistir (16). Tahara ve ark. kontrol bireyleriyle
karsilagtirildigr zaman mide kanseri hastalarinin total
kanindan izole edilen DNA 0&rneklerinde SFRP1
promotor metilasyonunun arttigini, ayrica mide kanseri
icin artmus riskle iligkili olmasa da analiz edilen diger 8
gen lokusunun (i¢lerinde yine bir kaderin geni olan
CDH1 ve CDH13 de yer almaktadir) metilasyonlariin
ise artmis yagsla iliskili oldugunu belirtmislerdir (17).
Analiz ettigimiz PCDH8 geni agisindan benzer bir
iliski (yaslanmayla beraber metilasyon yiizdesinin

artmasi) bizim ¢alismamizda da bulunmustur.

Caligmamizin cesitli sinirlayic1 faktorleri mevcuttur;
bunlardan biri nispeten kiigiik bir kohorttan olugmasi
ve bir digeri ise teknik/ekonomik imkanlar nedeniyle
tercih nedeni olan MS-PCR gibi metilasyonun
varligi/yoklugu temelli analiz yontemi kullanilmasidir.
MS-PCR olduk¢a hassas bir yontem olmakla beraber
tiimor dokularinda, idrar ve serum gibi viicut stvilarinin
metilasyon profilleri analizinde daha faydali olabilir.
Periferik kandaki metilasyon profili degisikliklerinin
arastirildigi calismalarda ise genellikle metilasyon
degisikliklerinin var/yok seklinde degil (nitekim
vurgulandig1 {izere yaglanma siirecine ve ¢evresel
gesitli ajanlara maruz kalma siirecine bagli olarak kismi
metilasyon  profili genomda ¢ogu  durumda
olusabilmektedir) MethyLight, Methylation Sensitive-
Yiiksek Resolution Melting (MS-HRM), Human
Methylation27 BeadArray, bisiilfit pirosekanslama
metotlariyla metilasyon yiizdeliklerinin
degerlendirilmesiyle  ifade edilmesi istatistiksel
degerlendirme metotlarmin potansiyelini  arttirarak

daha kapsamli analizlere ve daha hassas sonuclara

zemin olusturabilir.

PCDH10 ve PCDH17 periferik kan metilasyon
profillerinin mesane kanseri risk degerlendirmesi
acisindan faydali olamayacagmi, PCDHS8 geninin
metilasyonunun ise gerek yaslanma siireciyle iligkili
olmas: gerekse istatistiksel olarak onemli bir iligki

yansitmasa da kontroller/hastalar arasinda gosterdigi

farkliliklar ve kontrollerde ¢ok diisiik yiizdeyle ve daha
zayif bantlar seklinde gozlenmesi bu genle ilgili
nispeten daha yiiksek sayida kohorttan olusan ve daha
hassas bir yontemin kullanildigi daha ileri analizlere

duyulan ihtiyaci yansitmaktadir.
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