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Oz / Abstract

Derleme / Review

Epstein-Barr Viriisu ve Gastrik Kanserde DNA Metilasyonu
Epstein-Barr Virus and DNA Methylation in Gastric Cancer

Ayse Feyda Nursal

Gastrik kanser (GK) tim diinyada gortlme sikligi yoninden dordinci ve
kanserle iliskili 6limlerde ikinci sirayr alan bir malignitedir. GK etyolojisin-
de Helikobakter pilori (H. pilori) ve Epstein-Barr viriis (EBV) gibi enfeksiyon
ajanlar 6nemli rol oynamaktadir. EBV Herpes viris ailesinden, yaklasik
184 kb boyutunda, cift-dalli DNA viriisiidiir ve insan neoplastik hiicrele-
rinde saptanmis olan ilk virtsttr. EBV iliskili gastrik kanser (EBViGK) tiim
diinyadaki gastrik kanserlerin yaklasik %10’nu olusturur. EBViGK'lerinin
genetik temelinde timor baskilayici genlerin promotor bolgesinde DNA
hipermetilasyonu sik gortilmektedir. EBV enfeksiyonunun metilasyonu
nasil indiikledigi tam olarak aydinlatilamamis bir konudur. Bu derleme-
de, EBViGK'lerdeki gen promotor bolge hipermetilasyonu hakkindaki son
literatiir gozden gegirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Gastrik kanser, Epstein-Barr viriis, DNA hipermetilasyonu

Gastric cancer (GC) is the fourth most common type of malignity and the sec-
ond leading cause of cancer death worldwide. Infectious agents such as He-
licobacter pylori (H.pylori) and Epstein-Barr virus (EBV) play important role
in the etiology in GC. EBV is a double-stranded DNA virus, approximality 184
kb in size, included in Herpes virus family and is the first virus determined
in human neoplastic cell. EBV associated gastric cancer (EBVaGC) constitutes
approximately 10% of whole GC in wordlwide. DNA hypermethylation in
promotor region of tumor supressor genes is seen frequently in the genetic
basis of EBCaGC. It is not a clear subject how EBV infection induce the meth-
ylation. In this review, the current literature about the gene promotor region
hypermethylation in EBVaGCs will be revised.
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Giris

Gastrik kanser (GK) tiim diinyada gortlme sikhigi yoniinden dérdiinci, kanserle iliskili 6limlerde
ikinci sirayi alan bir malignitedir (1, 2). Multifaktoriyel etyolojiye sahip bir malignite olan GK bi-
yolojik ve genetik yonden heterojen davranis gosterir (3). Patogenezde esas neden kronik Heliko-
bakter pilori (H. pilori) enfeksiyonudur. Uluslararasi kanser arastirmalari ajansi 1994’te H. piloriyi
sinif | karsinojen olarak kabul etmistir. Bu siniflama, giincellenmis ve 2009°da tekrar onaylanmis-
tir (3). Gastrik karsinogenez ile iliskili diger enfeksiyoz ajan Epstein-Barr viriis (EBV)‘tir.

Son donemlerdeki erken tani, cerrahi teknik ve perioperatif bakim sartlarindaki gelismeler GK’nin
klinik seyrini iyi yonde etkilemis olsa da ytiksek prevalansi, kétii prognozu ve limitli tedavi sece-
nekleri nedeniyle GK hala 6nemli bir sorundur (2). Tani sirasinda hastaligin ileri evrede olmasi
nedeniyle 5 yillik survi sadece %20-30’dur (4). GK’in fatalite orani yaygin goriilen kolon, meme,
prostat kanserlerine gore daha yuksektir.

Gastrik kanser prognozu tani sirasindaki evresine, uygun tedavi stratejilerinin secimine baglidir.
Kanserlerin erken tani ve tedavi stratejisinde yeni molekiiler belirteclerin belirlenmesi hastaligin
klinik seyrini olumlu yonde etkileyecektir. Bu, ancak timor biyolojik davranisinin anlasiimasi ile
mumkin olacaktir. Bu derlemede EBV ve GK’de goriilen DNA hipermetilasyonu arasindaki iliski
hakkindaki son literatiir gozden gecirilecektir.

1. DNA metilasyonu

Kanser, genetik ve epigenetik degisikliklerin uzun bir sirecte birikimi ile meydana gelmektedir.
Kanserde DNA metilasyonu sik gorlir ve “tim genom hipometilasyonu” ve “bolgesel hipermeti-
lasyon” olmak tizere iki kategoriye ayrilir (5).

Genom hipometilasyonu tim genomdaki 5-metilsitozin iceriginin azalmasi olarak degerlendirilir (5).
Bu, ozellikle, genomun %40'indan fazlasini olusturan ve normalde olduk¢a metile olan tekrar
dizilerinde gorilir. Hemen hemen tim kanserlerde goriilen genom hipometilasyonu genomik
instabiliteye yol acarak kanserin ilerlemesini arttirir (5).

DNA metilasyonu CpG adaciklarindaki sitozin rezidularinin besinci karbonuna metil (CH,) gru-
bunun eklenmesi ile meydana gelir (2, 6). Genomdaki tiim genlerin yaklasik yarisinin promotor
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bolgelerinde yer alan CpG adaciklari guanin ve sitozinden zengin
bolgelerdir. DNA metilasyonu fizyolojik olarak, X kromozom inak-
tivasyonu, embrogenez evresinde farklilasma, genomik imprinting
gibi olaylarda goriilmektedir (6).

DNA metilasyonu DNA metiltransferazlar (DNMT) adi verilen en-
zimler ile katalize edilir (6). DNA metilasyonun devamliligi DNMT1
enzimi ile gerceklesirken, DNMT3a ve DNMT3b enzimleri de novo
DNA metilasyonunda gorev yaparlar (7). Gen promotor bolgenin
hipermetilasyonu ile transkripsiyon baskilanir. Bu, timor bas-
kilayici genlerde fonksiyon kaybina yol agan major nedenlerden
birisidir (5). Promotor bolge hipermetilasyonu kanserin erken
evrelerinde, yaygin olarak gorilir (4). Timor DNAsinin metilas-
yon ozelligi kanserde tarama, tani, prognoz ve tedavi biobelirteci
olarak kullanilabilir. Gastrik karsinogenezde kanserle iliskili bazi
genlerde promotor bolge hipermetilasyonu sik goriilen genetik
degisiklerdendir.

2. EBV

Epstein-Barr viriis yaklasik 184 kbp boyutunda, cift-dalli, gama-her-
pes virls ailesinden bir DNA virtisudir (7). EBV ilk olarak 1964'te in
vitro olarak insan Burkit lenfoma hiicre hatlarindan derive hiicreler-
de saptanmustir. EBV genomu 1990 yilinda, EBV'nin kodladigi kiiciik
riboniikleik asit 1 (EBERT) igin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve
in situ hibridizasyon (ISH) metodu kullanilarak saptanmistir (8).

Epstein-Barr virtis diinya populasyonunun %95'ini enfekte et-
mektedir. EBV enfeksiyonlarinin biyik ¢ogunlugu asemptomatik
kalirken, enfekte kisilerin kiictik bir kisminda hematopoetik, me-
zensimal ve epitelial tumorler gelisir. Timor olusumu EBV viral
proteinleri ve mikroRNA'lar (miRNAs) vasitasiyla olmaktadir (9).
EBV ile iliskili maligniteler ti¢ kategoride siniflandirlabilir (10). Bu
siniflama ve bazi malignite 6rnekleri soyledir;

e Lenfoproliferatif hastaliklar:
Diffuz biytik B-hticreli lenfoma, post-transplantasyon lenfop
roliferatif bozukluklar, plazmablastik lenfoma, Hodgkin lenfo
ma, Burkitt lenfoma, HIV enfeksiyonu ile iliskili lenfomalar.

e Epitelial kanserler:
Nazofaringeal kanser, lenfoepitelial benzeri karsinom, gastrik
karsinom

e Sarkomlar ve diger yumusak doku timérleri:
Follikuler dendritik hticreli sarkomun enflamatuar pseudoti-
mor varyanti, post- transplantasyon diiz kas timori

Epstein-Barr virlis primer olarak tikriik ile orofaringeal epitelial
hiicrelerden girer (10). immun sistemi normal saglhkli kisileri en-
fekte eder ve bellek B lenfositlerinde 6mir boyunca latent sekilde
yasamini stirdiiriir. Konakgl immun gozetiminden kagabilmesi icin
bu hiicrelerde 1-2 viral protein eksprese ederek kendini sinirlar. Bu
durum latent 0/1 evresi olarak tanimlanir.

Nazofaringeal kanserlerin (NFK) ve Hodgkin lenfoma gibi EBV ilis-
kili bazi malignitelerde latent membran protein 1 (LMP-1) dahil en
az 3 viral eksprese ettigi gosterilmistir. Bu tip 2 latent evre olarak
adlandirilir. Viral enfeksiyonu olan bu malignitelerin immun sis-
temden nasil kacabildigi tam olarak belli degildir. B lenfositlerin
in vitro enfeksiyonu immortalizasyon ve lenfoblastoid hiicre hatla-
rinin devami ile sonuglanir. Bu hiicrelerde, en azindan 6 EBV niik-
leer antijen (EBNAs), 3 latent membran proteini (LMPs) ve 2 protein
kodlamayan kiiciik RNA (EBER) dahil ¢ok sayida farkli EBV latent

uriin eksprese edilmektedir. Ayrica birkag mikroRNA'nin eksprese
edildigi gosterilmistir. Bu, tip 3 latent veya blyiime programi ola-
rak isimlendirilir (11).

Onkogenezde oldukga kabul goren teori, transformasyon olustu-
gunda, neoplastik hticrelerin hiicresel gelisim veya maturasyon
evresinde kaldigi seklindedir (10).

3. EBV ve Gastrik kanser

Epstein-Barr virustin farkh malignitelerdeki onkogenik rolt konak-
¢inin genel immun sistemi ve hiicre tipine gore degismektedir (12).
Nazofaringeal kanserlerin (NFK) neredeyse tamami EBV ile iliskili-
dir, Gliney Cin ve Giiney Asya‘da yaygin gortlmektedir.

Epstein-Barr virls iliskili GK'lerde (EBViGK) ise bolgesel ve irk farki go-
rilmemektedir. EBVIGK'ler herhangi bir bolgesel yigiim gostermeden
tiim diinyada uniform sekilde dagilim gostermektedir. EBVIGK'ler tim
gastrik kanser olgularinin %10'nu teskil eder, ancak endemik bir has-
talik degildir (13). EBV enfeksiyonu gastrik adenokarsinomlarin %16'si
ve lenfoepitelioma benzeri gastrik karsinomlarin %89't olmak uizere
iki tip GK’'de saptanir (13). EBViGK'ler EBV tasiyan tiimor hiicrelerinin
monoklonal proliferasyonu ozelligini gosterir (8).

Epstein-Barr virts iliskili GK'ler EBV negatif GK'lere gore bazi farkh
klikopatolojik ozelliklere sahiptir. EBViGK'lerin ozellikleri soyle si-
ralanabilir (9).

* Yas —> geng yas

e (insiyet — cogunlukla erkek

e Prevalans — GK'lerin %10'u

e Eslik eden bulgu — sigara

e Yerlesim — mide proksimal kismi

e Klinik = mide duvarinin kalinlasmasi, tlsere, lenf nodu tutu-
lumu az

e Histoloji — atrofik gastrit, mukozada dantel gortintimii, orta de-

receden kotlye dek degisen adenokarsinom

e Prognoz — uzun yasam siresi

Epstein-Barr virus konakgi gastrik epitel hiicreleri direk veya indi-
rek olarak enfekte eder. Direk enfeksiyonda, viral zarf glikoprotein
BMRF-2 hiicresel 1 integrinlerle etkilesime girer. Takiben, viral
protein gH/gL hiicresel avf6/8 integrinlere baglanir ve epitelial
hiicre membranlarinin viral zarf ile fizyonunu hedefler (9).

Epstein-Barr viris tercihen B lenfositleri enfekte eder. B hiicre in-
vazyonunda, EBV zarf glikoproteinleri gp350/220 B hiicre resepto-
ri CD21 ve/veya CD35e baglanir. Es zamanl olarak, viral glikop-
rotein gp24, EBV'nin B hiicreleri icine girmesini saglayan, B hiicre
membrani tizerindeki insan lokosit antijen (HLA) simif 1l molekul-
leri ile etkilesir (9). Epitelial hiicre invazyonunun mekanizmasi tam
olarak aciklanmis degildir.

Epstein-Barr virls iliskili GK’lerde EBER, EBNA1, BARTs, LMP2A ve
BARF1 genleri eksprese olur. LMP1 ve LMP2 epitelial ve lenfoid hiic-
relerin timor transformasyonunda onemli rol oynayan onkogenik
EBV proteinleridir. LMP1 EBViGK'lerde siklikla eksprese olmaz veya
dusuk seviyede eksprese olur (14). EBViGK'lerin yarisi LMP2A ekspre-
se eder. LMP2A EBViGK'lerin onkogenik siirecinde onemli rol oynar.
LMP2A JAK/STAT3 ve PI3K/AKT sinyal yolagi dahil cesitli hiicresel
sinyallerini aktive eder. LMP2A protein seviyesinde transkripsiyonel
DNMT1, DNMT3b ve BMI1 ekspresyonunu diizenler (14).



Epstein-Barr virlis enfeksiyonunu tanimlamak icin en hassas me-
tot EBER1-ISH metodudur. Ust gastrointestinal sistem endoskopisi
geciren hastalarin gastrik mukozal biopsi 6rneklerine EBER1-ISH
uygulanmasi EBVIGK tanisinda ¢ok faydalidir. EBViGK'li hastalarda
EBV erken antijen ve EBV kapsid antijenine karsi serum antikor de-
geri yuksektir. Ancak, EBNAT antikor titresi saglikli ve hasta kisiler
arasinda belirgin bir fark gostermez (8).

4. EBViGK’de genetik ve DNA hipermetilasyonu

Gastrik kanser genetik agidan olduk¢a kompleks ve heterogen bir
yapi sergiler. Solid tumorlerde fazla goriilen kromozomal degisik-
likler ve mikrosatellit instabilitesi EBViGK'lerde sik goriilen genetik
degisikliklerden degildir (1). Karsilastirmali genomik hibridizasyon
(KGH) yontemi ile yapilan analizlerde kromozomal kayip veya ka-
zancin ¢ok az oldugu gosterilmistir.

Epstein-Barr viris ile enfekte ve non-enfekte GK hiicre hatlari ara-
sinda promotor metilasyonunu kiyaslayan tim genom calismala-
rinda hiicre adezyon molekilleri, wnt ve mitogen-aktive protein
kinaz yolagi gibi incelenen yiizlerce genin EBV enfeksiyonunu taki-
ben hipermetile oldugu gozlenmistir (9).

Geddert ve ark. (15) calismasinda EBViGK'lerde p16, p14 ve APC
genlerinin EBV negatif GK’lere gore daha fazla metilasyon ozelligi
gosterdigi bildirilmistir. Ushiku ve ark. (16) TP73 geninin, Zhao ve
ark. (17) somatostatin reseptor 1 geninin, Okada ve ark. (18) TP73,
BLU, FSD1, BCL7A, MARK1, SCRN1 ve NKX3.1 genlerinde metilasyon
sikliginin EBViGK'de daha fazla oldugunu belirtmislerdir.

Zhao ve ark.’nin (19) calismasinda EBV pozitif ve EBV negatif GK
hiicre hatlar (EBER ISH ile konfirme edilerek) karsilastirildiginda
EBV pozitif GK hicre hatlarinda EBV negatif hiicre hatlarina ki-
yasla DNMT3b mRNA ve protein ekspresyonunun yiiksek oldugu
gosterilmistir.

Epstein-Barr virls latent genleri sinyal yolaklarindaki diizenlenme-
yi bozar ve genlerin eksprese olmalari timor olusumunu baslatir,
DNA metilasyonu etkilenebilir. LMP1 latent I/Il evresinde eksprese
edilen transmembran proteindir ve cesitli yolaklari aktive eder (7).
Tsai ve ark. (20) NFK hiicre hattinda LMP1'in DNMT1, DNMT3a ve
DNMT3b'i upregiile etmesi ile CDH1 genini regiilasyonunu bozdu-
gunu bildirmislerdir. Hino ve ark. (21) ise GK’'de LMP2'nin DNMT1
ekspresyonunu STAT3 fosforilasyonu yoluyla 5 kat arttirdigini ve
PTEN gen metilasyonunun 96 saatte 5 kat arttigini rapor etmis-
lerdir.

Bu sonuglar EBV latent genlerinin DNMT enzimlerini aktive edebi-
lecegini ve gen promotor bolge metilasyonuna neden olabilecegini
dustindirmektedir.

LMP2A'nin EBViGK'lerde eksprese edilmesine ragmen, EBViGK has-
talarinda LMP2A antikorunun genellikle negatif bulunmasi da il-
ging bir konudur (8).

5. EBV iliskili metilasyonun klinik uygulamasi

Epstein-Barr viris ile iliskili metilasyon klinik yonden onem ta-
simaktadir. Cinkii EBV pozitif olan timarlerin farkli metilasyon
ozelligine sahip olmasi erken tanida hassas bir 6l¢ciim metodu ola-
rak degerlendirilmelidir. DNA metilasyonu karsinogenezin erken
evrelerinde meydana geldigi icin prekanseroz lezyonlar 6nemlidir.
GK'in erken tanisinda gastrik ylkama sivisinda kansere spesifik me-
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tilasyon ozelligi incelenebilir. Ayrica erken tani icin serum ornekle-
ri de kullanilabilir (2).

Kanserdeki bozulmus olan DNA metilasyonu geri donisumli bir
olaydir. Glintiimiizde epigenetik modifikasyonlari katalize eden en-
zimler 6nemli farmakolojik hedef haline gelmistir. Ozellikle, DNA
metiltransferaz enzimlerini inhibe eden ve timor baskilayici gen
sessizlesmesini tersine ceviren demetile edici ajanlar GK'de anti-
neoplastik tedavi icin potansiyel bir strateji olusturmaktadir (9).

Sonug

Diinyanin her tarafinda gortilen bir malignite olan EBViGK'lerin EBV
negatif olanlara gore farkh klinikopatolojik ozellikler sergilemesi
karsinogenezinde farkli molekiler mekanizmalarin rol aldigini di-
stindirmektedir. EBViGK'de goriilen DNA hipermetilasyonun biyo-
lojik temeli tam anlasilamamistir. Konunun aydinlatiimasi icin ¢a-
lismalarin devami gerekmektedir. Diger malignitelerde oldugu gibi
GK’de timor molekiiler yapisinin anlasiimasi de erken tani ve tedavi
icin yeni biobelirteclerin giindeme gelmesini saglayacaktir.
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