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Adenokarsinom Akciger Kanserlerinde SMAD4 Gen
Metilasyonu Etkili Olabilir

SMAD4 Gene Methylation May Be Effective in Adenocarcinoma Lung
Cancers
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Amag: Bu calismada adenom tipi akciger kanser olgularinda small mothers against decapentaplegic 4 (SMAD4) geninin promotér bodlge
metilasyonunun etkisini arastirmayi amagladik. Adenokarsinom ve skuaméz tip karsinomlar akciger kanserlerinin en sik rastlanan tirleridir. SMAD4
geni hicre ici bir sinyal proteinidir. Transkripsiyon faktorlerinden olan bu genin proteini, embriyonik gelisim esnasinda doku homeostasisinde gérev
yapar ve kanserlesme strecinde etkileri bulunmaktadir.

Yéntemler: Bu retrospektif calismaya adenokarsinom akciger kanserli 20 hastanin parafine gémulmus timaor dokusu ve ayni hastalarin normal akciger
dokusu olmak tzere toplam 40 6rnek dahil edilmistir. Parafine gomuli bu adenokarsinomlu akciger timar doku ve ayni dokunun normal eglerinden
DNA izolasyonu yapildiktan sonra, bisilfit modifikasyon sonrasi SMAD4 promotér metilasyonunu arastirmak icin metilasyon spesifik polimeraz zincir
reaksiyonu ve ardindan agaroz jel gériintileme yontemleri uygulanmigtir.

Bulgular: Calismamiz sonucunda 20 adenokarsinomlu olgunun toplam 12'si (%60) olgunun tiimér dokusunda SMAD4 geninin promotdr bolgesinde,
normal normal dokuya nazaran artmis bir metilasyon varligi tespit edilmistir. Bu olgularin timér dokularinda normal dokulara gére metilasyonda
yaklasik %25-45 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmustir (p<0.05).

Sonug: Calismamiz sonucunda SMAD4 gen metilasyonunun akciger kanserleri icin bir timor belirteci olabilecegi ve gen metilasyonu ile SMAD4
protein ekspresyonunun engellenerek hiicre ici sinyal yolaginin bozulmasi ve neticesinde kanser gelisimine katki edebilecegini digtindirmustdr.

Anahtar kelimeler: SMAD4, DNA metilasyon, akciger kanseri, adenokarsinom

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to investigate the effect of promoter region methylation of small mothers against decapentaplegic 4 (SMAD4)
gene in adenoma type lung cancer cases. Adenocarcinoma and squamous type carcinomas are the most common types of lung cancer. SMAD4 gene
is an intracellular signal protein. The protein of this gene, which is one of the transcription factors, functions in tissue homeostasis during embryonic
development and has effects in the cancer process.

Methods: In this retrospective study, a total of 40 samples including 20 paraffin-embedded tumor tissues of 20 patients with adenocarcinoma
lung cancer and normal lung tissue of the same patients were included. After DNA isolation from this paraffin-embedded adenocarcinoma lung
tumor tissue and its normal counterparts, methylation specific polymerase chain reaction followed by agarose gel imaging methods were applied to
investigate the SMAD4 promoter methylation after bisulfite modification.

Results: As a result of our study, an increased presence of methylation in the promoter region of the SMAD4 gene in the tumor tissue of a total of 12
(60%) of 20 adenocarcinoma cases compared to normal tissue was detected. A statistically significant increase in methylation rate of approximately
25-45% was found in tumor tissues of these cases compared to normal tissues (p<0.05).

Conclusion: As a result of our study, we suggested that SMAD4 gene methylation may be a tumor marker for lung cancers and may contribute to the
development of cancer by inhibiting SMAD4 protein expression by gene methylation and disrupting the intracellular signal pathway.
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GIRiS

Akciger kanseri, tim kanser tirleri arasinda erkeklerde 6liime neden
olanilk; kadinlardaise ikincikanser taridir. Diinyada her yil yaklasik 1,3
milyon insan akciger kanserinden dlmektedir. Ancak yeni gelistirilen
akciger kanseri tedavi yontemleri ile ortalama yagam suresi ve kalitesi
nispeten artmaya baslamistir (1). Diinya ¢apinda 6lim orani yiiksek
olan akciger kanserlerinin yaklasik %80'i kiicik hcreli disi akciger
kanseri (KHDAK) olarak bildirilmektedir. KHDAKler, adenokarsinom
ve skuamoz olmak Uzere iki alt tipi mevcuttur ve histopatolojik
olarak adenokarsinom ve skuamézlerin hicresel karsinomu olarak

siniflandirlir.  Adenokarsinomlar ve skuamodz karsinomlar tim
KHDAK lerin yaklagik %50'sini temsil eder (1,2).

SMAD4, kimyasal sinyalleri hicre yizeyinden ¢ekirdege dogru
tasiyan bir protein Urlini sentezleyen bir gendir. Bu sinyal yolu,
doénstirict  buylime faktéri  (transforming growth factor-
TGF)-yolu Uzerinden c¢alisir ve hicrenin c¢evresel ortamindan
etkilenebilir. Sinyal olusumu, TGF-beta (TGF-B) proteininin hiicre
yuzeyindeki ilgili reseptore baglanmasiyla baslar ve bu olay SMAD
grubu proteinlerin aktivasyonunu saglar (3). SMAD proteinleri, bir
protein kompleksi olusturmak icin SMAD4’e baglanir ve olusan
bu yeni kompleks hiicre cekirdegine dogru hareket ederek sinyali
iletir. Ayrica ¢cekirdekteki timér baskilayici genlerin biylimesini ve
aktivasyonunu da kontrol eder (4).

Metilasyon, ozellikle genlerin promotér bdlgelerinde bulunan
CpG nkleotit dizilerindeki 5-karbon sitozine bir metil grubunun
eklenmesi ile karakterize olan bir slrectir. Calismalar, memeli
genomlarinin dnemli bir kisminin metillenmis durumda oldugunu
gostermistir  (5,6). Genlerdeki metilasyon reaksiyonlari gen
ekspresyonunu etkiler ve bu nedenle genler inaktive veya aktive
edilebili. Bu ¢alismada, SMAD4 geninin akciger kanserleri
olusumuna katkisini belirlemek amaciyla metilasyon spesifik
polimeraz zincir reaksiyonu (MSP) yontemi ile adenom tipi akciger
kanserlerinde normal ve timaor dokularinin promotér bélgesindeki
potansiyel metilasyonunu belirleyerek normal dokudan timaore

dénlslim asamasindaki  degisimleri  gdstermeyi amagladik.
Calismamiz bu yoénuyle literatiirde bir ilk calismadir.
YONTEMLER

Calismamiz kesitsel retrospektif bir arastirma olup hasta onami
alinmamistir. Bu calisma igin, histolojik olarak dogrulanmis
ileri evre (evre 3) 10, erken evre (evre 1) ve orta evre (evre 2)
adenokarsinomlu akciger timor dokularindan 5'er adet kesit ve
ayni olgularin normal akciger dokusu olarak cerrahi sinirlarin en dig
kisimlarindan 5 adet kesit olmak Uzere olgu bagina 10 adet olmak
lUzere formalinle fikse edilmis parafine gomuli doku bloklarinda
toplam 20 olguya ait 200 kesit slayt doku 6rnegi hazirlandi (7).
Hastalarin klinik ozellikleri Tablo 1'de gosterilmistir. Calisilacak
ornek sayisi power analizi ile belirlenmis olup bu calismada
kullanilan tiim olgular Trakya Universitesi Patoloji Bolimii'nde
2007-2018 yillari arasinda akciger kanseri tanisi almis hastalara ait
parafin doku arsivi kullanilmistir. Tim dokularin patolojik olarak
degerlendirilmesi patoloji anabilim dalinda yapilmistir. Bu calisma
Trakya Universitesi Yerel Etik Kurul izni ile yuriitiimistiir (onay
numarast: 05/21, onay tarihi: 27.02.2013).
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Tablo 1. Adenokarsinomlu hastalarin klinik 6zellikleri

Normal Metilasyon Tiimér Metilasyon
olgu normal olgu tlimor
(n=20) doku (n=20) doku
n (%) n (%) n (%) % n (%)
b 55 BT - ; |
<53 9 (45) - 945 45 -
>59 11(85) - 11(85) 55 -
Cinsiyet
Kadin 5(25) - 5(25 25 -
Erkek 15(75) - 15(75 75 -
Evre
1 - - 10 50 4 (40)
2 - - 7 35 6(857)
3 - - 3 15 2(66,6)

SS: standart sapma

Parafine Gémiilii Dokulardan Genomik DNA
Izolasyonu ve Bisiilfit Modifikasyon

Daha &nce belirtildigi sekilde secilmis dokulardan kesitler elde
edilerek slaytlardan kazinma suretiyle tiplere alinmis ve DNA'lari
literatlrde belirtildigi gibi izole edilmistir (8). Bu DNA'lar daha
sonra spektrofotometrik yontemle 280 nm ve 260 nm dalga
boyunda DNA miktarlari belirlendikten sonra analiz edilmis; ve
numuneler daha ileri analiz igin +4 "C'de saklanmigti. DNA'larin
bistlfit modifikasyonlar EpiJET Bisulfite Conversion Kit ve
Protokolli’'ne uygun olarak yapilmigtir (Thermo Fisher Scientific-
USA) (7,8).

SMADA4 Promotériiniin Metilasyon Analizi

Genomik DNA'nin sodyum bisilfit modifikasyonu ile DNA'da
bulunan tim metillenmemis sitozinler timine dénustlrilir fakat
bu reaksiyon, metile durumda bulunan sitozinler etkilemedigi
icin potansiyel bir dizi farkliigi olusturulmaktadir. DNA'nin bu
kimyasal modifikasyonundan sonra DNA  &rnekleri  SMAD4
geninin metilasyon analizi icin kullanilmisti. SMAD4 geni dizisi
icin potanisyel metilasyon bolgelerini ve metilasyona 6zel primer
dizilerini belirleyebilmek icin MethPrimer V1.1 beta programi
kullanilmigtir (www.urogene.org adresinde mevcuttur) (9).

Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Yontemi

SMAD4 gen bélgesinin promotdri icin metilasyona 6zgii primerler
asagidaki gibidir: ileri 5 GTAATAATACGGTTTTGGTCGTC-3,
ters:  5'-TCCCACCCCCTAAACGACCGCG-3', urln  boyutu:
164 baz cifti (bg), Tm: 77,4 °C, SMAD4 gen bodlgesinin
promotérl icin kullanilan metillenmemis bélgeye ézel primerler
sunlardir:  leri;  5'-GTAATAATATGGTTTTGGTTGTT-3',  ters:
5'-CTCCCACCCCCTAAACAACCACA-3', Urin boyutu: 163 b,
Tm: 72,3 °C. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kosullari, 95 °C'de
10" i¢in baglatmayi takiben 95 °C 45, 55 °C 30', 72 °C 30'x35
doéngl ve son olarak 72 °C'de 5" sonlandirma agamalarindan
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olusturulmustur. Metillenmis ve metillenmemis PCR ortami; PCR
tamponu 1x, MgCl,: 2 mM, DMSO: %5 (h/h), dNTP: 12,5 mM,
primer ileri: 10 nM, primer ters: 10 nM, taq polimeraz: 1U (5U/
pL). Sablon DNA 100 ng, 50 ul'ye kadar dH,O ile tamamlanmistir.
Metillenmis ve metillenmemis insan DNA'lari, pozitif ve negatif
kontrol DNA'lari olarak kullanildi (58001 | CpGenome™ insan
Metillenmis ve Metillenmemis DNA Standart Seti). Bu DNAar,
PCR'den 6nce bisilfit modifikasyon yapilmistir. Modifiye edilmis
bu DNA &rnekleri ile PCR, metilasyona 6zgii ve metilasyona 6zgi
olmayan primerler kullanilarak gerceklestirildi. Daha sonra PCR
rnleri ultraviyole 1sik altinda %2 agaroz jel i¢in degerlendirildi
(9), timorler ve metilasyon icin normal dokular karsilastinldi ve
metilasyon oranlari belirlendi.

istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizi SPSS 20 programi (IBM Corp,
Armonk, NY, ABD) kullanilarak yapildi. Strekli degiskenler
ortalama * standart sapma ve nitel degiskenler yizde olarak ifade
edildi. MSP sonuglarin istatistiksel analizleri yapildi ve deney ve
kontrol grubu sonucu y? testi ile karsilastinldi, p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi (10).

BULGULAR

Her un-MSP i¢in 1-3 pL bistlfitle modifiye edilmis DNA kullanild.
MSP ve un-MSP Urlnleri, etidyum bromdir ile boyanarak %2'lik
agaroz jeli Uzerinde degerlendirildi (Resim 1 A-B). SMAD4 geninin
promotdrinde beklenen bant boyutu, MSP ve un-MSP icin 163-
164 bp idi (Resim 1) (11). Sonug olarak adenokarsinom tiimérlerinin
yaklasik 12'sinde (%60) SMAD4 promotér metilasyonunun mevcut
oldugu ve un-metilasyonun %3-10 oldugu, normal akciger
dokularinda ise %70 un-metilasyon ve yaklasik %20 metilasyon
gorilmistir (p<0,05). Timor evrelerine gore dederlendirildiginde
birinci evre timoérlerin %40'1 (4 drnekte), 2. evre timorlerin %87,5'i
(6 6rnekte) ve 3. evre timorlerin %66's1 (2 rnekte) metilasyonda
artis gozlenmistir (Tablo 1).

M K 1IN 1T

2N 2T 3N 3T

4N a7

; <—163 bp
= -

M K IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T

Resim 1. A. SMAD4 geni icin un-metilasyona 6zel polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) sonucu, hat 1: M: 100 b¢ marker, hat 2: (+)
kontrol DNA, her bir olgu icin normal ve timér ciftleri hat 3-11.
B. SMAD4 geni icin methylationa 6zel PCR sonuglari, hat 1: M:
100 b¢ marker, hat 2: (+) kontrol DNA, her bir olgu i¢cin normal ve
tumor ciftleri hat 3-11

N: normal, T: timér, bg: baz ¢ifti
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TARTISMA

Kromozom 18g21'de bulunan SMAD4 geni, bircok pankreas ve
kolorektal timérlerde aday bir timér baskilayici gen olarak olarak
bilinmektedir. Pankreas ve kolorektal kanserlerde SMAD4 geninde
delesyon gibi mutasyon mekanizmalarla inaktive olmasina
sebep olan degisimlerin etkili oldugu gosterilmistir (11). Bu
sebeplerden dolayr SMAD4 metilasyonu éncelikle kolorektal ve
pankreas kanserlerinde incelenmistir. MSP, gen metilasyonlarinin
arastinlmasi icin kullanilan baslica yontemdir ve bircok kanser
ve diger hastalik gruplarinda basaryla kullanilmaktadir (12).
Literatirde akciger kanserlerinde SMAD4 metilasyon durumunu
gbsteren bir calisma bulunmadigindan MSP yéntemini kullanarak
SMAD4  promotor SMAD4,
transkripsiyonel fonksiyonu roli nedeniyle iyi bir kemoterapotik
secenegi olabilir (13). SMAD4 ekspresyonu ve baglantili TGF- B
ile artan fonksiyonel gen ekspresyonlari ve onkogenez sinyal

boélgesini inceledik. ozellikle

yolaklari aktiflesmesi arasinda, ozellikle kanser gelisiminde bir
iliski meveuttur (10,11). Arastirmamiz, akciger adenokarsinomunda
SMAD4 metilasyonlarinin gérilebilecegini géstermistir. Belki bu
sekilde, SMAD4 gen inaktivasyonlarinin ve diger aktif genlerle
birlikte akciger kanserlerinde yasam beklentisinin azalmasinin
sebeplerinden biri olabilir. Literatlirde bu konuyla ilgili sinirli
bilgi vardir. Bu bilgiler 1siginda onkogenez yolaklari aktive veya
inaktive edebilmenin kanser tedavilerindeki potansiyel dnemini
gosterir. Bu genin hem epigenetik dzelliklerini inceleyen hem de
epigenetik inhibisyon mekanizmalarinin agiklama calismalari yeni
kanser kemoterapi ajanlari arayisinda ilgi ¢ekici olabilir (10,11,14).

Fakat sadece bu ydnuyle bile calismamiz en sik gorilen akciger
kanseri tirlerinden biri olan adenokarsinom akciger kanserlerinde
SMAD4 metilasyonu oldugunu géstermistir. Calismamiz SMAD4
promotdr metilasyonu ile adenokarsinom akciger kanserlerinde
iliskili olabilecegini gésteren nadir bir ¢alismadir.

Calisma Kisithhklar

Calismamizda timér ve normal akciger dokularinda SMAD4 gen
metilasyonu ile birlikte RNA ve protein seviyelerinde SMAD4 gen
ekspresyonunun c¢aligilamamig olmasi bir kisitlilik olusturmaktadir.

SONUC

Akciger kanserlerinde SMAD4 icin gen ekspresyonu ve yolaklari
Uzerine daha fazla arastirma yapilmasi gereklidir. Yakin bir
gelecekte SMAD4 promotérlerinin metilasyon bélgeleri akciger
kanserlerinde ve bu genin rol oynadigi bilinen diger kanser
tirlerinde terapdtik hedef olmayi vaat etmektedir. Belki bu
sayede mevcut olan kanser tedavilerinin etkinligini arttirabilecegi
ve kanser hastalar i¢in yasam beklentisi/yasam kalitesi Gzerinde
olumlu etkileri olabilecegine inaniyoruz.

Tesekkiir: Doktor Omer Yalgin'a patoloji tetkikleri icin tesekkiir ederim.
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Hasta Onami: Calismamiz kesitsel retrospektif bir arastirma olup hasta
onami alinmamistir.
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