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OZET

Kolorektal kanser diinyada kanser orjinli 6liimlerin en Snemli nedenlerinden
biridir. Metastazlarin, kanser nedenli 6liimlerin biiyiik béliimiinden sorumlu olmasina
ragmen kolorektal kanser metastazlarin molekiiler yapilar1 heniiz ¢ok az caligiimigtir.
Bu c¢alisma primer tiimérler ile metastazlardaki genomik anomalileri belirlemek ve
bOylece metastatik yayilima yatkinlifa neden olabilecek genetik olaylan ortaya
koyabilecek primer timorler ile metastatik tiimorler arasindaki genetik farkliliklar
saptanabilecektir. Caligmada, 25 primer tlimér, 4 karaciger ve bir over metastazi ile 8
lenf nodu tiimdrii olmak {izere toplam 38 timér O6megi yiksek rezolusyonlu-
kargilagtirmali genomik hibridizasyon (YR-KGH) teknigi ile analiz edilmigtir. Bu
yontemde, parafinize timoér Ornekleri ile saglikli erkekten alman periferik kan
6rneginden DNA izolasyonu (sirasiyla test DNA ve kontrol DNA) yapilmis olup test ve
kontrol DNA &rnekleri dejenere oligoniikleotid primer- polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilmg, test DNA Spectrum Green, kontrol DNA ise Spectrum Red ile
isaretlenmigtir. Daha sonra igaretli DNA’lar normal lenfosit metafaz preparatinda
hibridize edilmislerdir. YR-KGH profilleri analiz edilerek gruplardaki genomik kopya
aberasyonlan kargilaginlmigtir. Bulgular, genomik kopya aberasyon frekansiin
dokudaki hiicresel farklilagma azaldikga arttigini gdstermigtir. Kromozom 8q, 13q, 20q
artiglan ile kromozom 8p, 17p ve 18q delesyonlan siklikla gdzlenen anomalilerdi.
Kromozom 2p, 7pl2, ve 7p21 artiglani ilk olarak bu galigmada primer tiimérlerde
gézlenen anomalilerdi. Kromozom 4q, 10q, 14q ve 20p artiglan sadece primer
tiimorlerde gozlenen anomalilerdi. Diger taraftan genomik kopya aberasyon sikliginin
karacier metastazlarinda daha yiiksek olduBu saptandi. Kromozom 9q ve 12p artiglan
sadece karacifer metastazlarinda gozlenen anomaliler iken kromozom 10p artis1 sadece
lenf nodu tiimdrlerinde gézlendi.

Timorlerde yeni aday kromozomal bolgelerin saptanmasi ve daha &nce rapor
edilen anomalilerin ¢aliymamizda daha yiiksek sikhikta gozlenmesinin kullamlan
teknikten kaynaklandig: diigiincesindeyiz. Ciinkii YR-KGH nin rezolusyon giicii (>3-4
Mb) klasik KGH rezolusyon giicline (>5-10 Mb) gore daha yiiksektir. Bilgilerimize



gore bu calisma kolorektal tiimorler ile metastazlann YR-KGH teknii ile incelendigi
ilk ¢alismadir. Caligma bulgulan, tlimoriin yaythmindaki farklilifin metastatik fenotipe
ait ozelliklerden sorumlu spesifik degisimlerin gozlendigi rastgele olmayan kromozom
anomalilerinin birikimden kaynaklanabilecegini gosterir niteliktedir. Ancak ¢aliyma
populasyonunun genisletilmesi ve ileri analizlerde elde edilen verilerin hastahik
prognozu ile baglantisimin kurulmasinin  klinikte biliylik faydalar saflayacaf
diiglincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler:YR-KGH, kolorektal karsinom, metastazlar, genomik kopya
degisimleri

vi



SUMMARY

Colorectal cancer is one of the most common causes of cancer-related death in
the world. Although metastasis is responsible for most cancer deaths, molecular basis of
colorectal cancer metastasis remains poorly studied. This study was undertaken to
identify genomic imbalances specific to primary tumors and metastatic tissues and so
assess genetic differences between primary and metastatic tumors that might identify
genetic events predisposing to metastatic dissemination. In total, 38 tumor specimens,
including 25 primary tumors, 4 liver an done over metastasis and 8 lymph node tumors,
were analyzed by the High Resolution- Comparative Genomic Hybridization (HR-
CGH) technique. In this method, DNAs from paraffin embedded tumor tissues (test DNA)
and from peripheral blood of a healthy man (control DNA) were amplified by degenerated-
oligonucleotide primed-polymerase chain reaction (DOP-PCR) and labeled with
spectrum gren and spectrum red, respectively. Then the labeled DNAs were applied
onto normal lymphocyte metaphase preperations in hybridization. The HR-CGH
profiles were analyzed and the genomic copy aberrations were compared in the groups.
The results showed that the frequency of genomic copy aberrations were increasing in
the tumors with poor cellular differentiation. Overrepresentations were detected most
frequently at 8q, 13q,20q and deletions were prominent at 8p, 17p and 18q.
Chromosome 2p, 7p12 and 7p21gains were newly diagnosed aberrations in the primary
tumors. Gains on chromosomes 4q, 10q, 14q ve 20p were only seen in the primary
tumors. On the other hand, the frequency of genomic copy aberrations were higher in
the liver metastasis than the primary tumors. The gains on 9q and 12p were specific
aberrations in liver metastasis whereas 10p gains were seen in only lymph node tumors.

We concluded that detection of new putative chromosomal regions in the tumors
and higher frequencies in previously reported non-random genomic copy aberrations
resulted from the used technique, HR-CGH whose resolution ability (>3-4 Mb) is higher
than the resolution capacity of KGH (>5-10 Mb). Depending on our knowledge, this is
the first study for HR-CGH analysis in colorectal tumors and metastasis. The analysis



suggested that the different pathways of tumor dissemination are reflected by a
nanrandom accumulation of chromosomal alterations with specific changes being
responsible for the different characteristics of the metastatic phenotype. However,
further analysis in larger populations are necessary and combinations of these
evidences with disease prognosis might be very helpful in clinics.

Key words: HR-CGH, colorectal carcinoma, metastases, genomic copy changes
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1.GIRIS ve AMAC

Kolorektal kanserler gastrointestinal sistemde en sik goriilen kanserler
olup, bat1 iilkelerinde morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenlerinden biridir{43,107].
Ulkemizde kolorektal kanserlerin insidansina iligkin kesin veriler bulunmamakla
birlikte Saglik Bakanligi’nin yaptigr 2000 yili istatistiklerine gore, kolorektal kanser
sikhig1 tiim kanserler igerisinde erkeklerde sekiz, kadinlarda besinci sirada yer
almaktadir. Oliim nedenleri arasinda da aym siray1 korumaktadir[56,100].

Bugiinkii bilgilerimiz, kanserin genetik orjinli bir hastalik oldugunu
destekler niteliktedir.Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmas: ile karakterize olan kanserde, hiicre
boliinmesini, hiicre O6liimiinii ve hiicre farklilagmasin1 kontrol eden genlerdeki

bagkalagimlar (mutasyon) kanser olusumu ve gelisiminden sorumludur{18,35,90].

Tiimérlerin  klonal yapisi, karsinojenezisin temel Ozelligidir.Tek bir
hiicrede olusan bir basgkalasim, o hiicreye segici bir gogalma, gelisme avantaji sagladi
taktirde, o hiicreden olusan yavru hiicrelerde de aym bagkalasim bulunmaktadir.
Béylece ayni bagkalagima sahip bir hiicre gurubu olugmaktadir. Bu grup icerisinde yer
alan bir hiicrede ikinci bir bagkalasimin olmasi yine hiicrede ek bir ¢ogalma, gelisme
avantaj1 saglamakta olup bu hiicrelerin sayisinin artmasi ve bagka bir hiicre tipi haline
gelmesine yol agmaktadir. Bu klonal yayilma devam eden sikluslarda da kendini
g6stermekte ve malign timor gelisimine onderlik etmektedir. Goriildiigii lizere kanser
olusumu, ¢ok agamali bir siireci gerektirmektedir|[1,18,35,77,90].

Kolorektal kanserler, kanser gelisiminin ¢ok asamali bir siire¢ oldugunun
ilk olarak gosterildigi kanser grubudur.1990’l1 yillarda Fearon ve Vogelstein tarafindan
ortaya atilan modelde, adenom-karsinom siirecinde c¢esitli genetik ve epigenetik
degisimlerin rol oynadig: ifade edilmis ve g¢ok asamali slire¢ bugiine kadar yapilan
caligmalarda da dogrulanmigtir. Cesitli intrinsik ve ekstrinsik faktorlerden etkilenen



genlerde olugan bagkalasimlar, adenom-karsinom siirecinin olusmasma neden
olmaktadir[27,32,41,43].

Genetik instabilite, kromozom ya da genlerdeki sayisal/yapisal hatay: ifade
eder ve Karsinojenezisdeki etkisi anlamlidir. Son yillarda kolorektal karsinomlarda
genetik instabilitenin iki ana formu tanimlanmigtir: DNA yanlig-eslesme onarimindaki
bozukluklarla olusan mikrosatellit instabilitesi ve genetik materyal kayip ve artiglariyla
karakterize kromozomal instabilitedir[43,79]. Kolorektal kanserlerin yaklagik %13
kadarinda mikrosatellit instabilitesi, geri kalan %87 kadarinda ise kromozom
instabilitesi rapor edilmigtir[43,81].

Kromozom instabilitesinde telomer disfonksiyonu, DNA tamir
mekanizmalarindaki hatalar ve kromozom segregasyon hatalarn rol oynamaktadir[2].
Kromozomal instabilite tiplerinin belirlenmesinin, kolorektal karsinom prognozu ve
progresyonu hakkinda onemli ipuglan saglayacag, hastah@m tedavisinde anlamhlik
gosteren belirleyicilerin (markerlarin) bulunmasina yardimer olabilecegi ifade
edilmektedir[43].

Kargilagtirmali Genomik Hibridizasyon (KGH), bir molekiiler sitogenetik
yontem olup genomdaki dengesiz genomik kopya artis ya da eksilmeleri tek bir
hibridizasyon ile gostermektedir[43]. Incelenecek genoma iligkin DNA ile kontrol
DNA’sinin iki farklh tammlayic1 (prob) olarak kullamlmasi ve normal metafaz
kromozomlarn tizerinde molekiiler hibridlesmeye dayanan bir yontemdir. Karsilagtirmal:
Genomik Hibridizasyon 1990’11 yillarda klinik sitogenetik, kanser genetigi ve
preimplantasyon genetik tamida yaygin olarak kullamlan bir yOntem haline
gelmistir[16].

Incelenecek genoma iligkin DNA materyalinden yararlaniimasi, kromozom
elde etme zorunlulugu olmamas: nedeniyle klasik sitogenetik ile diger molekiiler
sitogenetik (FISH, M-FISH) yontemlere gore avantajlidir. Ayrica tek bir hibridizasyon
ile tiim genom hakkinda bilgi sahibi olunmas: da bu yoéntemin diger bir {istiinliigidiir.



Yukanda ifade edilen avantajlan nedeniyle KGH, o6zellikle kanser
genetiginde tekrarlayan genomik kopya aberasyonlarinin belirlenmesinde gok yaygin
olarak kullamlan bir yontem haline gelmistir ki kolorektal kanserler de bu grup
igerisinde yer almaktadir[43,87] ve kromozom 7, 8q, 13q ve 20q’daki genomik kopya
artiglan ile kromozom 4, 8p, 14, 17p ve 18q’daki delesyonlar primer tiimérlerdeki KGH
¢aligmalarinda  siklikla  tekrarlayan  anomaliler = olarak  bildirilmektedir
[3,26,27,43,75,76,97].

Bilindigi {izere metastaz pek ¢ok kanser nedenli 6liimden sorumludur.
Lokal olarak gelisen bir tiimorden metastatik, 6ldiiriicii bir tiim&r haline gegisiyle olusan
kanser progresyonunda, tiimoriin metastaz asamasina gelmesi 6nemli bir basamaktir.
Tiimoér hiicrelerinde, metastaz igin gerekli kompleks olaylar zincirinin tamamlanmasina
izin veren ¢ok sayidaki degisimi tetikleyen fakt6r ya da faktérlerin olmasi gerekir. Bu
olaylarda etkisi oldugu digiiniilen oldukga az sayida gen tamimlanmugtir. Ancak
tetikleyen kromozom ya da gen aberasyonlarinin belirlenmesi, metastaz gelisiminin
Onlenmesinde etkili olabilecek terapGtik stratejilerin saptanmasinda dolayisiyla da
kanser mortalitesinin azaltilmasinda etkili olacaktir. Bu terapilerin gelistirilmesi
kuskusuz metastatik prosesin biyolojisini ve molekiiler olaylarimi daha iyi anlagilmasim
gerektirir[76].

Caligmamizda, primer kolorektal kanser Ornekleri ile kolon karsinoma
metastaz Orneklerinin KGH yontemi ile genomik kopya aberasyonlari agisindan
incelenerek sadece primer kolorektal kanser gelisimindeki molekiiler mekanizmalar
degil aym zamanda kolon karsinom metastaz prosesindeki mekanizmalarin da ortaya

konmasi1 amaglanmstir.



2.GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser klinik tibbin en yaygin ve en ciddi problemlerinden biridir. Yapilan
istatistiksel caligmalar kanserin, populasyonun 1/3 itnden fazlasinda goriildiigiini,
6limlerin %20 kadarindan sorumlu oldugunu ve geligmis iilkelerdeki toplam tibbi
bakim harcamalarinin %10 kadarim kanser tedavi harcamalarimin olusturdugunu
gostermigtir[90].

2.1.1. Kanser Nedir?

Kanser, tek bir hastalik olmayip kitle ya da tiimor olusumuna yol agan
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla karakterize olan neoplazinin kesin formlarim
tanimlamak i¢in kullamlir. Malign bir neoplazi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, komsu
dokulan istila edebilme ve daha uzak bolgelere metastaz yapabilme yetenegi gibi gesitli
fenotipik 6zelliklere sahiptir[36,77,90]. Bu ozellikler asamali bir gekilde kazamlir ve
olay tiimér evolusyonu olarak isimlendirilir[77]. Anormal hiicre birikimi olan neoplazi,
hiicre proliferasyonu ile hiicre 6liimii arasindaki dengesizlik nedeniyle olugur. Her
hiicre, hiicre siklusuna girer ve mitoza ugrayarak yavru hiicrelerini olugturur. Normal
kosullarda her hiicrenin bir yagam siiresi vardir. Hiicre gelisimi, yaglanmasi ve 6liimii
belirli bir program dahilinde gergeklesir ve her agama farkli gen iiriinleri ile diizenlenir.
Bir dokuda g¢ogalan hiicre ile dlen hiicre oraminda bir denge s6z konusudur. Ancak
hiicrenin normalin diginda ¢ogalmasi, buna kargilik programl: hiicre 6liimii olarak ifade
edilen apoptozis mekanizmasinin gdrevini yerine getirmemesi, hiicre gogalmasi ile
Oliimii arasindaki dengenin bozulmasina ve dolayisiyla da hiicre birikimine neden olur.
Tiim bu mekanizmalar, gen {irlinleri olan proteinler tarafindan diizenlendiginden, bir
gendeki bagkalagim o genin kodladif: protein yada polipeptidin iiretilmemesi, yanhs
iretilmesi ya da normalden az iiretilmesi ile sonuglanir. Bunun sonucunda da ilgili
proteinlerin rol aldig1 mekanizmalarda normalden sapmalar ortaya ¢ikar[1,35,77,90].



2.1.2. Karsinojenezis Siireci

Karsinojenezis ¢ok agamali bir siiregtir (Sekil 2.1). Kansere yol agan ajana
(karsinojen) maruz kalinmasi hemen tiimor gelisimine neden olmaz. Karsinojen
tarafindan baslatilan ilk baslangi¢ agamasim takip eden olaylar zinciri sonucunda bir
tiimor gelisimi olur. Baslangig agamasi takip eden olaylar zinciri; bir karsinojen
tarafindan ya da karsinojen olmayan ancak sadece transforme olan hiicreyi etkileyerek o
hiicrenin gogalmasini uyaran ajanlar tarafindan olusturulabilir|1,18,19,35,77].
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Sekil 2.1: Karsinojenezis siirecinin temel bir semasi (KUMARF.:
COTRAN,R.S.; ROBBINS,S.L.; Robbins Temel Patoloji, 7’inci basks, Nobel Tip Kitabevi, Istanbul, 2003,
syf+179 dan alinmstir.)



Karsinojenezis siirecindeki ilk basamak olan baglangi¢ asamasi gok hizli
gergeklesir fakat bu bagkalagima ugrayan hiicreler uzun stire degigmeden kalabilirler.
Primer olay daha ¢ok genetik materyaldedir ve karsinojen, dokunun stem hiicre
populasyonundaki spesifik gen ya da genleri harap edebilir. Fakat bagkalasima ugramis
hiicre béliinmeden latent halde kalabilir veya ¢ok yavas boliintir. Bu hiicrenin izl bir
sekilde gogalabilmesi, normal hiicrelere gére baskin hale gelmesi i¢in uyarici ajanlarin
hiicreyi etkilemesi gerekir. Pek ¢ok ajan hiicrenin boliinmeye girmesinde etkili olur.
Ancak sadece uyarici ajanlar tiimor gelisiminde etkindir. Dolayisiyla tiimor geligimi igin
hiicre biiyiimesi gerekli olmakla birlikte yeterli degildir. Diger faktérlerin de hiicreyi
etkilemesi gerekir. Normal kosullarda hiicrenin, stem hiicre populasyonundan ayrilarak
fonksiyon gosterebilmesi igin farklilagmasi gerekir. Uyarici ajanlarin bu farkhilagma
stirecini engelledigine iligkin veriler bulunmaktadir. Biiytimeyi hizlandiran uyaranlar
hiicrelerde etkilerini gosterirken bu hiicreler aym zamanda viicuttaki normal biiylimeyi
inhibe eden faktorlere kars1 da duyarhdirlar. Dolayisisyla hiicrenin gelecegi, baslangi¢
agamasindaki hiicrede varolan degisimin etkisi ile faktorleri arasindaki dengeye gore
degisir. Bu denge, preneoplastik ve hatta tamamiyla transforme olmus tiimérlerin neden
gelismeden, yayginlasmadan kaldifim ve hatta geriledigini agiklamaktadir[35].

Baglangi¢ agamasini ge¢irmis ve ortamdaki uyarici ajanlardan etkilenmis
hiicrelerde agir1 hiicre proliferasyonu gergeklesir ve dokuda normal hiicrelere gére
transforme olan hiicreler daha baskin hale gelir. Bu asamaya kadar ayn1 anomaliye sahip
hiicre populasyonu vardir. Ancak bu hiicrelerden bazilarinda olusan yeni anomaliler o
hiicrelerin de ¢ogalmasinda segici bir avantaj olusturur ve monoklonal olan hiicre
populasyonu ilerleyen dénemlerde poliklonal 6zellik g6stermeye baglar[1,35,77].

Dolayisiyla tiimérler tiim 6zellikleriyle birlikte gelismez. Statik bir hiicre
populasyonu iken uyarncilar ve yeni bagkalagimlar ile daha dinamik hale gelirler ve
gelisim devam ettikge yeni 6zellikler kazanirlar[1,35,77].



2.2. Tiimir Hiicresinin Ozellikleri

Normal hiicrelerde olusan bagkalagimlar ile uyaranlarin birlikte etkilesimi
hiicrenin tiimér hiicresi haline doniigmesine neden olur. Bu degisimler, hiicrenin normal
fonksiyonlarinin bozulmas: ve farkli ozellikler kazanmasinda etkilidirler. Timor
hiicresinin bu 6zellikleri genel olarak asagidaki gibi dzetlenebilir:

1- Tiimor hiicreleri ¢ok yiiksek hiicre yogunlugu olsa da ¢ogalmaya devam

ederler yani kontrolsiiz proliferasyon gosterirler.

2- Ekstraselliiler biiyiime faktorlerine ihtiya¢ azalmigtir Proliferasyon igin
kendi biiyiime faktorlerini kendileri iiretirler

3- Biiyiime faktorlerinin asiri sekilde iiretilmesi, hiicre béliinmesinin
siirekli uyarilmasina neden olur ki buda otokrin biiyiimeyi saglar.

Normal cells

Sekil 2.2: Kontak inhibisyon. Normal ve tiimér hiicrelerinin solda 151k, sagda
elektron mikroskondaki goriintiisii.(COOPERM.: The cell,A molecular approach, ASM Press
Washington ,D.C., 1997, syf-606 dan alinmistir.)



4- Normal hiicrelerde hiicreleraras: iletisim vardir ve bu iligki hiicre
béliinmesinin kontroliinde ¢ok Onemlidir. Ancak tiimor hiicrelerinde, hiicrelerarasi
iletisim bozulmustur. Hiicre boliinmesinin durdurulmasi 6zelligi yitirilmigtir. Bu

nedenle, hiicrelerde diizensiz gok katl gogalma ortaya gikar.

5- Tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan proteazlarla, ekstraselliiler

matriks elemanlari par¢alanir ve malign hiicreler komsu dokuya invaze olur.

6- Tiimér hiicreleri yeni kan damarlarinin formasyonunu (anjiogenezis)
saglayan biiyiime faktorlerini salgilar. Bu sayede de proliferasyona giren timér

hiicrelerine gerekli oksijen ve besin yeni kan damarlari ile saglanir.

7- Hiicre farklilagmasi yitirilmistir.

8- Normal hiicrelerde yaslanan hiicreler apoptoza (Programlanmis Hiicre
Oliimii) girerken kanser hiicrelerinde apoptozis kaybi vardir. Bu nedenle tiimor

hiicreleri normal hiicrelere gore daha uzun yasarlar[18,19,36,49,77].

2.3. Kanser Genetik Bir Hastalik midir ?

Onceki bolimde normal hiicre ile tiimoér hiicresi ozellikleri
kargilagtirldiginda her bir ozellikle ilgili ¢ok sayida protein islev gostermektedir.
Proteinler polipeptidlerden olugmustur ve her polipeptid bir gen tarafindan kodlamr[13].
Yeni bir protein sentezlenmemis ise veya az miktarda sentezlenmis ise ya da yanlig bir
protein sentezlenmis ise o proteinin olusumunda etkili gen yada genlerde bir baskalasim
soz konusudur. Bu giine kadar elde edilen veriler, karsinojenezis siirecinde farkli

tiirlerde genlerin etkili oldugunu gostermistir. Bu genler:

e Hiicre ¢ogalmasinda hiicreler arasi sinyal iletiminde rol oynayan
proteinleri kodlayan genler

e Mitotik siklus diizenleyicilerini kodlayan genler



® Programlanmus hiicre 6liimii elemanlarin1 kodlayan genler
o Kontakt inhibisyon olusumunda etkili olan elemanlar1 kodlayan genler

o Hasarli DNA’nin tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan genler[90]

Literatiirde farkli kanser tiplerinin olusumunda etkili oldugu diigiiniilen
molekiiler mekanizmalar degerlendirildiginde genel olarak yukarida maddeler halinde
verilen mekanizmalarda etkili gen gruplarinda anomaliler rapor edilmistir. Bu veriler,
“Bir kanserin sporadik olarak bireylerde izlenmesine ya da herediter bir ozellik
gostererek bir ailenin bazi fertlerinde tekrar edilmesine bakilmaksizin kanser genetik

orjini olan bir hastaliktir” varsayimim dogrular niteliktedir[90].

Tiimoér insidansi ve onlarin malignansiye dogru gelisim orani, bagkalagim
frekansina baghdir. Bagkalagim orani ¢evredeki mutajenlerden dolay: veya intraselliiler
(Replikasyon,rekombinasyon,DNA tamiri) defektlerden dolay1 yiiksek olabilir. Oregin
nadir gozlenen bir genetik hastalik olan Xeroderma Pigmentosum’lu bireylerdeki
ultraviyole 1511 nedeniyle DNA’da olusan harabiyeti tamir edebilen sistemde defekt soz
konusudur. flgili genlerdeki baskalagimlar nedeniyle enzim iiretimi olmamakta, UV
orjinli DNA harabiyeti tamir edilememektedir. Bu nedenle cildin zayif giddette giines
15181na maruz kalmasi halinde bile cilt kanseri gelisme riski normal bireylere gore ok
daha yiiksektir[1,18,35]. DNA tamiri ve replikasyon hatalarindan dolay1 kansere
yatkinligin oldugu diger genetik hastaliklarda da (Bloom Sendromu, Fankoni Anemisi,
Ataxia-Telenjektazi) gen defekti germ-hiicre dizisi ile sonraki jenerasyona
aktarildigindan ve bu nedenle tiim viicutta bulundugundan bu bireylerde farkli kanser
tiplerinin gelisimi s6z konusudur ve normal populasyona gore riskleri ¢ok daha
yiiksektir. DNA metabolizmasindaki benzer genetik defektler somatik hiicrelerde de
olugabilir. Bu defektlere sahip olan bireylerde yeni gen baskalagimlarinin olusmasi
baskalagim oranmini artirmakta, o bireylerde kanser gelisme riski anlamli oranda
artmaktadir[1,35].



2.4. Kanserin Genetik Yapisi

Kanserde etkili oldugu diistiniilen tiim genler birlikte degerlendirildiginde
3 ana grup altinda toplanirlar[1,77] :

1-  Onkogenler
2-  Tiimor siipresor genler
3- DNA tamir genleri

Hiicre poliferasyonu, direkt ya da indirekt olarak kontrol edilir. Hiicre
siklusunda, hiicrenin béliinmeye girebilmesini belirleyen kontrol noktalar1 vardir ve
hiicrenin bu kontrol noktalarindan gegip gegmemesine gore hiicre boliinmesine girip
giremeyecegi belirlenir. Her iki kontrolde de normal regiilatér gen iiriinleri, hiicre
sayisinin artirilmasi ya da hiicre sayisi artigmin inhibe edilmesine gére gruplandirilir.
Dolayisiyla kanserin tipik 6zellikleri olan kontrolsiiz hiicre poliferasyonu ve invaze

olabilme yetenegini belirleyen iki bagkalagima agik nokta vardir[1].

Birincisi, uyarilan geni agir1 aktif hale getirir. Bu bagkalasim dominant
6zelliktedir, yani genin her iki allelinden sadece birinde olugan bir bagkalasim bile o
genin asin aktif hale gelmesi igin yeterlidir. Bu bagkalasima ugrayan gen onkogen
olarak isimlendirilir. Onkogenlerin normal formlar1 protoonkogen adim alir ve her

normal hiicrede bulunan genlerdir[1].
Ikincisi ise hiicre ¢ogalmasini inhibe edici geni inaktif hale getiren

bagkalagimdir. Bu bagkalagim resesif ozelliktedir, yani genin her iki allelininde

baskalasima ugramasi gerekir. Bu genler tiimor siipresor genler olarak ifade edilir[1].
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2.4.1.Protoonkogen-Onkogen Degisimi

Bu giine kadar 80 dolayinda protoonkogen saptanmis olup her birinin
onkogenik potansiyel gostererek farkli kanserlerin olusumunda rol oynadig

bilinmektedir.

Protoonkogenlerin normal, saghkli hiicredeki goérevleri ¢ok Onemli
olmahdir ki bagkalagima ugradiklart zaman zararli hale gelmektedirler.
Protoonkogenlerin bilyiik boliimii, viicutta hiicrelerin sosyal davraniglarim diizenleyen
mekanizmalarda gorev alan elemanlar1 kodlarlar. Bir hiicrenin komsusundan gelen
sinyaller hiicreyi bolinmeye, farklilasmaya ya da olmeye yonlendirir. Iste
protoonkogenler, ekstraselliller ortamdan gelen sinyalleri alarak hiicre igerisinde bu
sinyalin niikleusta DNA’ya kadar ulagsmasim saglayan olaylar zincirinde rol alan
proteinleri kodlarlar. Protoonkogen iiriin listesine bakildigi zaman hiicre sinyal ileti
sisteminde gorev alan her tip molekiilii igermektedir (salgilanan proteinler,
transmembran reseptédrler, GTP- baglayan proteinler, proteinkinazlar, gen diizenleyici
proteinler vb). Bu molekiillerin hepsi normal sartlarda kompleks zincirler halinde, daha
fazla hiicre gereksinimi oldugu durumlarda yeni hiicre tiretimi igin sinyalleri alirlar.
Ancak bagkalagimlar bu genlerin fonksiyonlarim degistirir, hiicre gereksinimi olmasa
dahi hiicrenin bu sinyalleri almasin1 ve hiicre béliinmesinin devam etmesine neden

olur[1,74].

erbB protoonkogeni, epidermal biiyiime faktorii (EGF) igin reseptdr
kodlayan bir gendir. Ekstraselliller ortamdan gelen EGF, kendisine ozgii reseptore
baglandifi zaman, reseptoriin intraselliiler bolgesi hiicre igerisine uyarici bir sinyal
gonderir(Sekil 2.3). Hiicrede erbB genindeki bir bagkalasim bu genin onkogenik
potansiyel kazanmasina neden olur. erbB genindeki delesyon, reseptoriin EGF’nin
baglanmasina spesifik olan ekstraselliiler boliimiiniin kaybolmasina neden olur. Bu
durumda, ortamda EGF olsun olmasin reseptor kendi intraselliiler bolgesinden hiicre

icine hiicre boliinmesi yoniinde devamli sinyal iletir[1,18].
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Sekil 2.3:Erb-B onkogeninin aktivasyon mekanizmasi. (COOPER,M.: The cell, A molecular

approach, ASM Press Washington ,D.C., 1997, syf:620’den alinmustir)

Diger bir 6rnekde ras protoonkogeni i¢in verilebilir. Ras proteinleri trozin
kinaz reseptérlerinden nukleusa hiicre proliferasyonunu ya da farklilagmasim uyarmak
igin sinyal ileten genis bir ailedir. Genin hassas bolgesinde olusan bir nokta bagkalagim,
fonksiyon gosteremeyen bir Ras proteinin sentezlenmesine neden olur ki bu protein,
GTP’nin GDP’ye hidrolizini yerine getirmediginden, kendisine bagli GTP nedeniyle
devamli aktif durumda kalir ve hiicre proliferasyonu igin intraselliiler sinyali gereksiz
olmasimna ragmen nukleusa iletir ve hiicre proliferasyonunun devam etmesine neden

olur[1,18,53,77.,80,90].

Protoonkogenlerin  onkogenik potansiyel kazanmasina yol agan

mekanizmalar {i¢ ana grupta toplanabilir :

1-Delesyon ya da nokta baskalasim
2-Gen amplifikasyonu

3-Kromozom yeniden diizenlenmesi

Gen, bir nokta baskalasim, delesyon, kromozom translokasyonu ya da
retroviral DNA gibi bir hareketli genetik elementin eklenmesi ile degisebilir ve farkl:
bir yap1 kazanabilir[1,53].



Degisim genin protein kodlayan bolgesinde olabilir ve asir1 aktif bir {iriin
olusumuna neden olur ya da baskalagim genin komsu kontrol bélgelerinde olabilir ki bu

durumda da gen asin iiriin olugturur[1].

Nokta baskalasim nedeniyle protoonkogenin onkogenik 6zellik
kazanmasina en iyi 6rnek yukarida da 6rneklenen Ras protoonkogenidir. Genin hassas
bolgesinde olusan bir nokta baskalasim nedeniyle tek bir aminoasitin degisimi
onkogenik potansiyel igin yeterli olmaktadir. Insan tiimérlerinde yapilan galismalarda
rasH geninin 12. pozisyonunda GGC-Gly kodlamirken nokta baskalasim sonucu GTC-

Valin kodlamasi genin onkogenik potansiyel kazanmasina neden olmustur[18].

Insan tiimorlerinde onkogenlerin aktive olmasinda etkili diger bir
mekanizma gen amplifikasyonudur. Gen amplifikasyonu, normal hiicrelere gore timor
hiicrelerinde daha sik gozlenir. Pek ¢ok tiimériin progresyonunda, tiimoriin daha hizh
gelismesi ve malign yapisimin artmasinda onkogen amplifikasyonu 6nemli rol oynar. Bu
gruba en iyi 6rnek ndroblastomda N-myc; meme ve over karsinomlarinda ise erbB-2
onkogen amplifikasyonlaridir. Amplifiye N-myc kopyalari hizla gelisen agresif
timdrlerde siklikla gézlenir ki bu da N-myc’nin néroblastomanin malign 6zelliginin

artmasinda 6nemli bir rolii oldugunu ifade eder{1,90].

Onkogenik olusuma neden olan mekanizmalardan bir digeri de kromozom
translokasyonlaridir. Ozellikle 16semi ve lenfomalarda ¢ok sik gozlenen basta
kromozom translokasyonlar1 olmak {izere diger kromozom yeniden diizenlenmeleri
solid tiimdrlerde de rapor edilmektedir[1,90,101]. Burkitt’s lenfomada kromozom 8qda
lokalize C-myc protoonkogeni ile kromozom 14q’da lokalize IgH genleri arasindaki
kargilikli parca degisimi sonucunda C-myc immiinoglobulin lokusuna dahil olmakta ve
burada kontrolsiiz sekilde iiriin olusturmaktadir[18,35,90]. C-myc geni, biiyiime faktor
uyarisi durumunda aktif hale gelen bir transkripsiyon faktériidiir ve kontrolsiiz iiriin
olusturmasi hiicre proliferasyonunu yénlendirmesi igin yeterli olmakta ve timor
gelisimi ile sonuglanmaktadir[90]. Diger bir 6rnek kromozom 9q2°da lokalize olan abl

protoonkogenin kromozom 22q da lokalize ber geni ile translokasyonudur[1,18,90].
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Kronik myeloid 16semi geligiminin %90 kadarindan sorumlu olan [37,53] bu anomali
sonucunda olugan ber/abl flizyon proteininde, abl protoonkogen proteinin normal amino
terminalinin ber aminoasit sekanslan ile degigsimi s6z konusudur ve bunun sonucunda
ber/abl  fiizyon proteini sentezlenir. Abl protoonkogeni Onkogenik aktivite
kazanmgtir[1,18,77,90].

Selliiler onkogenlerin aktivasyonu, tiimoér gelisiminde etkili olan
mekanizmalardan birisidir. Diger mekanizma ise tiimér siipres6r genlerin
inaktivasyonudur{18].

2.4.2. Tiimér Siipresér Genler

Tiimér stipresdr genlerin aktivitesine iliskin ilk bilgiler Henry Haris ve
arkadaglan tarafinda 1969°da baslatilan somatik hiicre hibridizasyon deneylerinde elde
edilmigtir. Normal hiicrelerin tiimér hiicreleri ile fiizyonu sonucu olusan hibrid
hiicrelerde her iki ebeveyne ait kromozomlar vardir. Ancak g¢ogu hiicre deney
hayvaniarinda herhangi bir tiimér olusturamamigtir ki bunun nedeni, normal hiicreden
orjin alan genlerin tiimor gelisimini baskilamalandir[18]. Tiimor siipresér genlerin
timor gelisimindeki mekanizmalarina iligkin bilgiler 1971°de Knudson tarafindan
ortaya atilmigtir. Bugiin “Knudson hipotezi” veya “iki vurug” hipotezi olarak ifade
edilen bu goriiste timor stipresor genin kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu kontrol etme
ve inhibe etme yetenegi vardir. Bu yetenek ancak ilgili genin her iki allelinde de
bagkalasim olmasi durumunda kaybolur. Timér siipresér gen kontrol etme
fonksiyonunu kaybeder[1].

Ilk klonlanan tiimér baskilayici gen Retinoblastoma (Rbl) genidir.
Familyal ve sporadik retinoblastoma olusumu ilk kez Knudsonun “iki-darbe”
modeliyle agiklanmigtir. Onerilen modele gére hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime avantaji
kazanabilmesi igin, bu genin (ve diger baskilayici genlerin) her iki allelinin de
bagkalasima ugramasi gerekir. Islev kaybma neden olan (13914 gen bolgesinde)
bagkalagimlar ¢ogunlukla heterozigosite kaybiyla birlikte olur. Yani, Rb tiimér siipresor
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genin tek aleli mutant iken diger alleli de normal ise bu gen normal aktivitesini
gostermektedir. Kisi ilgili Rb geni agisindan heterozigottur. Ancak diger normal olan
allelin de bagkalasima ugramasi durumunda gen fonksiyonunu yapamaz hale gelir. Kisi
Rb geni agisindan homozigot mutant hale gelmistir. Heterozigosite kaybi genellikle,
yanhs anlamh (missens) bagkalagimlar, kromozom translokasyonlar, tiim genin ya da
kromozomun eksilmesi ya da gen doniisiim mekanizmalariyla saglamr. Béylece, bir
kansere genetik yatkinlik sendromunda ilk inaktive edici bagkalagim (ilk darbe) germ
hiicrelerinde, difer normal allelindeki ikinci bagkalagim (ikinci darbe) ise bu
hiicrelerden olusan somatik hiicrelerde ortaya ¢ikar. Kalitsal olmayan (sporadik) kanser
formunda ise, her iki bagkalasim (her iki darbe) da somatik hiicrelerde
olusur1,35,53,77,90].

Rb tiimér siipresdr geninin mesane, meme ve akciger karsinomlarinda da
rol oynayan bir tiimdr siipresér gen oldufu ¢alismalarla ortaya konmustur. Bu gen
normal hiicrelerde, hiicre siklusu ile DNA sentezinin ger¢eklesmesinde gerekli olan
genlerin {iriin olugturmalarinda anahtar rol oynamaktadir. Hiicrenin, hiicre siklusundaki
G; kontrol noktasindan gegmesi durumunda Rb geni Cdk4/siklin D kompleksleri
aracihiftyla aktif hale getirilir ve aktif Rb, DNA sentezinde gerekli olan proteinleri
kodlayan genleri iiriin olusturmalan i¢in uyarir. B6ylece Rb, DNA sentezi ve hiicre
siklus progresyonu i¢in gerekli genlerin aktif hale gegip gegmemesinde etkili olan bir
gendir[1,18,35].

Diger bir tiimor siipresor gen olan p53 ise hem hiicre siklus geligsiminde
hem de apoptoziste rol oynayan bir gendir. DNA’da olusan bir harabiyet, p53°iin hemen
devreye girerek Cdk inhibit6r p21°in {iriin olugturmasi i¢in uyarilmasina neden olur. p21
hiicre siklusunun devam etmesini durdurur ve hiicre arrest durumundayken DNA tamir
mekanizmalan aracihifiyla harap olan DNA tamir edilir. P53 geninin her iki allelinde
olusan bagkalasim, gen iiriinliniin gerekli uyarilar1 yapamaz hale gelmesine neden
olacaktir. Bu durumda harapl: DNA’ya sahip olan hiicrenin arreste girmesi ve tamir
edilmesi ger¢eklesmeyecektir ki bu da bagkalagim sikhgmn artmasina ve hiicre
genomunun dengesiz olmasina neden olacaktir[1,18,35].
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P53’tin diger bir fonksiyonu da DNA harabiyetinin tamir edilemedigi
durumlarda hiicrenin apoptozise girebilmesi i¢in apoptozis mekanizmalarinin aktif hale
gegirilmesidir. p53 delesyonu olan hiicrelerde DNA’y1 harap eden ajanlara yanitta hiicre
apoptozise giremeyecektir ki apoptozise girememe, pek gok tiimoriin kemoterapiye
rezistans gdstermesinde ¢ok etkilidir[18,35].

Timor stipres6r genlerin {irtinleri, normal kogullarda hiicre déngiisiiniin
negatif diizenleyicisi olarak is géren proteinlerdir. Kanser olusumunda aktive olmasi
gereken onkogenlerin aksine tiimor baskilayici genler inaktif durumdadir. Protoonkogen
tirtinleri biiylimeyi saglarken, tiimor siipres6r gen iirlinleri anormal biiyiimeyi ve malign
transformasyonu durdururlar. Ancak her iki allelin de fonksiyonu kayboldugu zaman
malignansiye eslik ederck tiimor hiicrelerinin anormal proliferasyonuna katkida
bulunurlar|[18].

2.4.3. DNA Tamir genleri

DNA ¢ok ¢esitli kimyasal reaksiyonlardan geger. DNA hiicre genomunun
kahic1 kopyas: oldugu igin yapisindaki degisiklikler, diger hiicre komponentleri olan
RNA ya da proteinlere gore ¢gok daha Snemli sonuglara neden olur. Bagkalagimlar, DNA
replikasyonu sirasinda yanhis bazlarm DNA’ya katilmasi nedeniyle olusur. Ayrica
DNA’da spontan veya kimyasal ajanlara, radyasyona maruz kalma durumunda da ¢esitli
kimyasal degisiklikler ortaya ¢ikar[18,35]. Hiicre genomunun biitiinliigiiniin
korunabilmesi i¢in hiicreler harap olan DNA’y1 tamir etmek icin mekanizmalar
gelistirmek durumundadir. Bu DNA tamir mekanizmalan iki ana gruba ayrihr{18] :

1- DNA harabiyetinden sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak

Onlenmesi

2- Harap olan bazlarin DNA’dan ¢ikariimasi
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Bu ana gruplar igerisinde hatah kisim ¢ikanlarak yapilan (baz
c¢ikariimasi,niikleotid ¢ikarilmasi) yanlig-eslesme tamiri, replikasyon sonrasi tamir gibi
farkli tamir mekanizmalan bulunmakta ve her mekanizmada gesitli gen tiriinleri gérev
almaktadir[18].

Ancak bu gruba dahil olan genlerde olusacak bagkalasgimlar, fonksiyonel
{irlin sentezlenmesini engelledigi igin DNA tamir edilemeyecek ve genom dengesi
bozulacaktir ki bu da karsinojeneziste Onemli bir etkendir. Ornegin Kaltsal
nonpolipozis kolorektal kanser geligsiminin %50 kadarindaki molekdiler patoloji, yanlig-
eslesme tamirinden sorumlu genlerdeki bagkalasimlar nedeniyle tamirinin
gerceklesememesidir[18].

2.5. KOLOREKTAL KANSERLER

2.5.1. Kolon ve rektum

Kalin barsak (Kolon) ve rektum sindirim sistemimizin ince barsaklardan
sonra gelen kisimlaridir. Kalinbarsak ortalama 1,5 m uzunlugundadir. Karin igerisinde
ters donmiis U harfi geklinde karnin sag alt tarafindan kor barsak (¢ekum ) ile baglar ve
yukan dogru ¢ikar (¢ikan kolon ), karaciger altindan keskin bir doniisle karm yatay
olarak (transvers kolon) geger. Sol iist kdsede yerlesen dalagin altina geldiginde yine
keskin bir déniis yaparak sol taraftan asagiya dogru yonelir (inen kolon). Inen kolon,
sigmoid kolon denilen kolonun son kismi ile Rektumla birlesir. Rektum, kalin barsagin
genislemesi sonucu olugan ortalama 15 cm uzunlugunda olup sindirim sistemimizin son
kismudir. Aniisle digar1 agilir(Sekil2.4) [58].

17



TRANSVERS HDLON

Sekil 2.4: Kolonun anatomik yapisi(hup://www.tip2000.com/tedavi/kolon-

rektum/main.htm internet sayfasindan almmigstir)

Kolorektal kanserler gastrointestinal sistemin en gok rastlanan tiimérleridir
ve ayrica hem erkek hem de kadinda teshis edilen en yaygin kanser tiirlerinden
biridir[41,63,75,100]. insidans1 yagla birlikte artar, 70-80 yaslarinda tepe noktasma
ulagir. Hastalik dagihminda cinsiyetler arasinda biiyiik farkhhiklar gdzlenmez[100].
Kolorektal kanserli hastalarda esas 6liim sebebinin bu hastalardaki kolorektal kanser
metastazlannin olmas1 gergegine ramen geligmis bati lilkelerinde de kanser baglantili
olimler arasinda en sik goriilen Sliimciil hastaliklardan biridir[26,27,76,80,87,94].
Ornegin Amerika da 2004 yihinda yaklagik 146.940 yeni tam alan olgu ve 56730
kolorektal kanser nedenli 6liim rapor edildi[75]. Kolorektal kanser insidansi agisindan
iilkeler arasinda anlaml farkliliklar dikkati ¢cekmektedir ki bu fakhlikta genetik ve
cevresel faktorlerin birlikte etkili oldugu ifade edilmektedir[94,96] Ulkemizde de Saghk
Bakanlifi’’nin yaptii 2000 yihi istatistiklerine gore kolorektal kanser siklig, tiim
kanserler igerisinde erkeklerde sekiz(Cizelge 2.1), kadinlarda 5’inci (Cizelge 2.2) sirada
yer almaktadir. Oliim nedenleri arasinda da aym siray1 korumaktadir[23,100]. Tiim
gastrointestinal tiimorler arasinda yasam beklentisi en yiiksek olan tlimorler yine
kolorektal bolge tiimorleridir. Bu nedenle 6zellikle kolorektal kanserlerde prekiirsor
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lezyonlan tanimlamak, bu hastalarda kanser gelismeden tedavi ve saglikh poplilasyonda
da tarama uygulamak dnemlidir.

Cizelge 2.1: Erkeklerde en ¢ok goriilen on kanser tiirli (hup://www.saglikbakanligr.gov.tr

internet sitesinden modifiye edilerek alinmigtir)

ORGANLAR VAK'A % (Yiizbinde)
TOPLAM 19.982 | 100 58, 18
Akciger 5.387 26, 96 15, 68
Mide 1.493 7,47 4,35
Mesane 1.359 6,8 3,96
Larenks 1.086 5,43 3,16
Deri 1.0356 5,18 3,01
Prostat 1.152 5,77 3,35
Kemik iligi 646 3,23 1, 88
Kolon 737 3, 69 2,15
Beyin 754 3,77 2,2
LenfDugama 660 3,30 1,92
Digerleri 5.673 28, 39 16, 52

Cizelge 2.2: Kadinlarda en gok goriilen on kanser tiirii
(http://www.saghkbakanligr.gov.tr internet sitesinden modifiye edilerek alinmistir)

ORGANLAR VAK'A % (Yizbinde)
TOPLAM 13.437 100 40, 16
Meme 3.354 24,96 10,02
Mide 836 6,22 2,50
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Yumurtahk 634 6, 22 1, 89
Deri 797 5,93 2,38
Kolon 5792 4,28 1, 71
Akceiger 692 5,15 2,07
Serviks 417 3,10 1,25
Beyin 536 3,99 1,60
Endometriyum 432 3,22 1,29
Rektum 417 3,10 1,25
Digerleri 4750 35,35 14, 35

2.5.2. Kolorektal kanser etiyolojisi

Kolorektal kanser (KRK) etiyolojisi halen daha tam olarak
bilinmemektedir. Ancak ¢ok posa birakan gidalarla beslenen az geligsmis toplumlarda,
az posa birakan , yagdan zengin gidalarla beslenen gelismis toplumlara gére daha az
goriilmektedir. Selenyum ve kalsiyumdan fakir gida alim, hayvansal protein ile
beslenme ve kolon kanseri geligimi arasinda kuvvetli bir iligki belirlenmigtir. Safra
asitlerinden litokolik, deoksikolik asitlerin tlimér gelisimini kolaylagtirdify yoniinde
gézlemler vardir. Sebze ve meyve kaynakh lifsel gidalarin, tahil tiirti lifsel gidalara gore
daha koruyucu oldugu belirlenmigtir. Familial polipozis, Gardner sendromu, iilseratif
kolit, Chron hastaligi: , kolon kanserli bir kisi ile birinci derece kan akrabalifi, gegirilmis
mide rezeksiyonu problemi kolon kanseri riskini artiran etkenler arasinda yer
almaktadir. Ozellikle ciddi bir saghk problemi olan {ilseratif kolitin en onemli
komplikasyonlarindan biri kolorektal kanser geligimidir. Kanser riski, iilseratif kolit
klinigi ortaya ¢iktiktan 5-8 yil sonra belirir ve 10’uncu yilda %1 dolaylarinda iken ikinci
on yilda %7, i¢iincii on yilda %16 ve dordiinci on yilda %53’¢ yiikselir. Bu tablo,
cocukluk ve geng yaslarda Glseratif kolite yakalanan her iki hastadan birinin 50-60 yas
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dolayinda kolon kanserine yakalanacagi anlamim tagir. Bu risk faktorlerine ek olarak,
ozellikle villsz poliplerin prekanserdz olduklari kabul edilmektedir. Bu hastalarda
kolorektal kanser geligimi i¢in bir yatkinlik oldugu ifade edilmektedir{23].

2.6. Kolorektal kanser ve genetik

Kolorektal kanserler bati iilkelerinde morbidite ve mortalitenin Snemli
nedenlerinden biridir{43,77,107}. Cok adimh kanser gelisimi gosteren kolorektal
kanserlerin gelisiminde cevresel faktorlerle birlikte genetik faktorler de Gnemli rol
oynamaktadir[23,27,94,100].

Kolorektal tiimoérler, kiigiik benign tiimorlerden (adenomatdz polipler)
malign kanserlere (karsinom) dogru kiinik ve histopatolojik asamalar zincirinden
gecerler. Bu gelisimde onkogen aktivasyonu ve tiimor siipresdr gen inaktivasyonundan
kaynaklanan genetik degisimler rol oynar{[18,75,107]. Baz1 ailelerde kolorektal kanser
gelisme sikhif1 normal populasyona gore daha yiiksektir. Bu ailelerde kolorektal kanser
gelisiminde etkili olan genler agisindan bir familyal birikim, dolayisiyla da bir yatkinhik
s6z konusudur. Ozellikle birinci derece akrabalarinda KRK &ykiisii olan bireylerde
hastaliin ortaya ¢ikma riski ¢ok artar[46,75].

Genel olarak kolorektal kanserli (KRK) hastalarin yaklasik %75-85 kadar
ailede herhangi. bir kalitsal hasatlik Oykiisii olmayan, kanserin sporadik gelistigi
hastalardir. Geri kalan %15-25"i ise bir KRK aile hikayesine sahiptir. ikinci grupta yer
alan olgularda genetik birikimden kaynaklanan bir yatkinlik, aym: ortamda maruz
kalinan ekstrinsik faktorler ya da her ikisi birlikte KRK gelisiminde etkili
olmaktadir[23,46,75,90,100].

Kolorektal karsinom gelisiminde rol oynayan bagkalagmis gen ya da

genlerin germ hiicreler aracilifiyla sonraki jenerasyona aktarimi s6z konusudur.
Familyal kolorektal kanserler iki ana grupta toplanabilir. Bunlar multipl benign
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kolorektal poliplerin (polypozis) bulunmas: ile karakterize kanserler ile polipozisin
olmadig kanserlerdir[1,23,46,49).

Bu giine kadar ¢ok sayida polipozis sendromu tammlanmgtir: Familyal
Adenomatoz Polipozis Koli(FAP), Peutz-Jegher sendromu, Cronkhite-Canada
sendromu ve hiperplastik polipozis. Bunlar arasinda en iyi bilineni olan FAP otozomal
dominant kalitim gosteren kalitsal bir hastaliktir. Yasamin ikinci ve li¢lincii dekatlarinda
yiizlerce-binlerce adenomatoz polip gelisimi vardir. FAP tamsi olan bireyde g¢ok
sayidaki polipten Otlirii 40 yay dolaylarinda kanser gelisme  riski
yliksektir[23,33,35,49,80,90,100,107].

Gardner sendromu ile Turcot sendromu, FAP’m varyantlaridir ve bu
varyantlarin ayn1 temel hastaligin farkli derecelerindeki goriinimleri oldugunu ifade
eden kaynaklara rastlanmaktadir[35,77]. Gardner sendromu ile FAP’a spesifik genlerin
aym kromozom bolgesinde (5q21) lokalize olmasi, diger taraftan Turcot sendromu
geninin bu bolgeye bagh bir gen olmasi ortaya atilan bu goriisi destekler
niteliktedir{77].

Familyal adenomatoz polipozisin molekiiler patolojisinde hiicre igi sinyal
iletiminde rol oynayan APC (5q21) tiim6r siipresor geninin bagkalagim: rol
oynamaktadir{33,49,57,80,90,107].

2.6.1. Familyal adenomatiz poeilpozis koli (FAP

HNPCC gibi otozomal dominant gecis dzelligine sahip FAP HNPCC’den
daha seyrek goriilmektedir. HNPCC den bir diger farkida tiim mukoza yiizeyini hah gibi
kaplayan 500-2500 adet kolonik poliplerin gérillmesidir. Bu polipler erken eriskin
dénemde ortaya gikmaktadir ve ilerleyen yasla birlikte 30-50 yaslarinda kolorektal
kanser geligtirirler. FAP hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynayan bir protein olan ve gok
fonksiyonel APC (5g21) geni mutasyonlarina bagh olarak gelismektedir[33,80,107].
Tiimdr siipresdr gen olan APC’deki bagkalasim geni inaktiflestirir ki bu da sitoplazma
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da B-catenin birikimine neden olur. APC, stabil hiicre-hiicre baglantilarinda plazma
membrant ile iskelet arasindaki iligkiden sorumludur. APC, hiicrelerin plazma
membranlan arasinda aktin filamentleri ile baglanti kuran B-catenine baglamir(Sekil
2.5). Heterozigosite ile ( Loss of heterozigosity=LOH) APC ikinci kopyasinin somatik
inaktivasyonu, mutasyonu yada metilasyonu sayesinde sitoplazmada B-catenin
birikmesine ve sonug olarak ta C-Myc, WNT ler ve diger proteinlerle interaksiyon
yaparak T-hiicre faktor yolunun anormalliklerine neden olur. B-catenin’in 6nemi T-
hiicre faktor (TCF), transkripsiyon faktor ailesine baglanmasi ve gen ekspresyonunu
aktive etmesidir[33,80,107].
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Sekil 2.5: Beta kateninlerin fonksiyon ve stabilitesinin regiilasyonunda
APC’nin rolii.(KUMAR V.; COTRAN,R.S.; ROBBINS,S.L.; Robbins Temel Patoloji, 7’inci baski,
Nobel Tip Kitabevi, Istanbul, 2003, syf:186’dan alinmigtir.)

APC proteininin kolorektal karsinoma siirecinde 6nemli oldugu diisiiniilen
fakat ihmal edilmis diger bir 6zelligi de onun mikrotiibiillerle iligkisi ve kromozom
segregasyonu sirasindaki roliidiir. Son yapilan galigmalar mitoz siiresince kinetekor
igersine gomiilii mikrotiibiillerin sonunda APC biriktigini gstermistir. APC-mikrotiibiil
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baglanma domainin, mutant hiicrelerdeki eksikligi, anormal kromozom segregasyonu ve
kromozomal instabilite ile sonuglanir. Bu nedenle normal APC proteininin, kinetekor
mikrotiibiillerinin sonundaki stabilizasyonda rol oynadipa ve mikrotiibiillerden olugan
mikrofilamentlerin kromozomlara baglanmasina yardim ettigi 6ne siiriilmektedir[80].

2.6.2. Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser CC

Otozomal, dominant gecis 6zellifine sahiptir. Aym aile iginde bir g¢ok
bireyde goriiliir. FAP’dan farki KRK’in tiimiiniin % 2-4’tt HNPCC’dir[46,100] Simdiye
kadar tanimlanan HNPCC genleri DNA’daki yanlis eglesme tamirinden (DNA
mismatch repair-DNA MMR) sorumlu genlerdir. Bu genlerdeki kalhitsal bagkalagimlar
ilgili proteinlerdeki islev kaybina yol agmakta ve hiicrelerin DNA tamir kapasiteleri
Onemli oranda azalmaktadir. Bagkalagim tagiyan bireylerin normal hiicrelerinde yeterli
miktarda DNA tamiri yapilabilmektedir. Ancak tiimérlii hiicrelerde normal allelin kayb:
sonucu DNA tamiri yapilamaz hale gelir, yogun ve yaygin bagkalagim birikimi ortaya
¢ikar. Bu somatik bagkalagimlar insan DNA’sinda ¢ok stk rastlanan tekrar dizilerinde
kolayca goriilebilmektedir, DNA tamir genlerinde heterozigot bagkalasim tasiyan
bireylerin hastalik gelistirme riski toplumdaki diger bireylere kiyasla daha yiiksektir ve
KRK daha gen¢ yasta (ortalama 42) ortaya ¢ikmaktadir ve adenomatdz polipler
bulunmamaktadir. Yagla orantili olarak artan hastalik riski %85-90 arasinda
degismektedir[23,46,49,72,80,83,84,100,107].

HNPCC’ye neden olan kalitsal bagkalasimlar baghca iki gende
g6zlenmigtir. Simdiye kadar belirlenen bagkalagimlarin %49’u hMLH1 geninde, %45’
ise h(MSH2 geninde bulunmugstur{46]. Bunun yaninda kiigiik sayrdaki h(MSH6, PMS1 ve
PMS2 genlerindeki bagkalagimlar da goriilmektedir. Bu genler mikrosatellit tekrar
bolgelerindeki azalma ve artiglarin tamirini, kesimini ve taminmasmi saBlarlar. Bu
kesme-tamir mekanizmasindaki bagarisizlik bu bolgedeki tekrar dizilerinin sayisindaki
artiy ve azalmalarin yeniden diizenlenmesine ve PCR ile amplifiye edildiinde yeni
allelerin goriilmesine neden olur. DNA’daki bu bagkalagimlar frame-shift (¢erceve
kaymasi) bagkalagimlara ve fonksiyonel olmayan anormal protein lretimine neden
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olmaktadir[3,80,84,100,107]. Tiirk toplumunda HNPCC’ye yol agan bagkalagimlarla
ilgili olarak ¢ok az galisma olmakla birlikte simdiye kadar belirlenen bagkalagimlar
sadece h(MLH]1 geninde bulunmugtur{46].

Kolorektal kanserlerin geri kalan %85 kadan sporadik gelisen kanserlerdir
ve sporadik kanserlerde de gesitli onkogen ve tiimér stipresor genler etkilidir[75,107].

2.7. Kolorektal kanserlerdeki genomik instabilite

Kolorektal kanser gelismesinde pek ¢ok genetik dedisim birikiminin
gézlendigi kabul edilmektedir. Genetik instabilite, kanser patogenezisi siiresince ¢ok
sayida genetik degisimlerin birikiminde &nemli rol oynamaktadir. Kolorektal
karsinomada iki dnemli genetik instabilite formu tammlanmgtir. Bunlardan birincisi
kolorektal kanserlerin yaklagik %13’{inde olan ve DNA yanlig-eslesme (Yanlis eslesme
repair : MMR) tamir yetersizliginin yol agtif1 mikrosatellit instabilitesidir (Microsatellit
instability: MSI)[27,75,83,94,106]. Mikrosatellitler, kisa, genomda ozellikle intronik
bélgeler boyunca lokalize olmus tekrarlayan mononiikleotid, diniikleotid ve triniikleotid
dizileridir. Bu tekrarlayan elementler yanhs replike olur yada yanlig-eslesme tamir
proteinleri tarafindan tamir edilemezse MSI meydana gelir. Bu genemik instabilitenin,
tlim6riin baglamasinda ve gelisiminde Gnemli rollere sahip olan onkogen ve tiimér
slipres6r genlerde izl bir somatik bagkalasim birikiminden sorumlu oldugu
diigtiniilmektedir{3,80]. Geri kalan %87 ise genetik materyaldeki ozellikie APC ve B-
catenin bagkalagimlarinm goriildiigil hiicre bollinmesi siiresince artan biiyiik kazang ve
kayiplarin goriildiigii kromozomal instabilitedir(Chromosomal instability:CIN)[36].

Kromozomal instabilite kanserlerindeki anahtar degisimler, kromozom
sayilanindaki (andploidi) genis yayilimh degisimlerdir. Kromozom 5q, 18q ve 17p
kromozom pargalarmin molekiiler seviyedeki belirlenebilir kayiplart ve K-Ras
onkogeninin bagkalagimunu igerir. Bu kromozom kayiplarindaki 6nemli genler APC
(5q), DCC/MADH,/MADH; (18q) ve TP53(17p) dir ve kromozom kayiplar: molekiiler
ve kromozomal seviyedeki instabilite ile iligkilidir[75]. Instabilitenin bu tipine
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kormozom segregasyonu boyunca iginde telomer disfonksiyonu, DNA ¢ift-iplik kinik
tamir gibi mekanizmalar da neden olabilir[27]. Kromozomal instabilite daha siklikla
sporadik kolorektal kanserlerde goriilmektedir[106].

2.8. Kolorektal kanser metastazlar

Kolorektal kanserler, kanser nedenli Sliimler arasinda en iist siralarda yer
almakla birlikte, oliimlerin esas nedeni, genellikle bu karsinomlarin gelisimleri
sirasindaki metastazlandir [27,64,76]. Metastazlarda olusan genetik degigimlerin
belirlenmesine iliskin ¢aligmalar gok sinirh olmakla birlikte son yillarda yapilan birkag
calismada, metastazlar tiimor hiicrelerinin bir primer neoplaziden uzak ikinci bir
bolgeye yayilmas: ve burada ¢ogalmasi olarak tanimiamr. Bu metastazlar lokal bir
tiimor biiylimesinden metastatik bir Sldiiriicliye kadar kanser gelisimi siiresince dnemli
bir agamayi gostermektedir{76].

Bu agamalar hiicrelerin primer tiimdrden g¢evre dokulan istilasi, dolagim
sistemine penetrasyonu (kan dolagimina ya da lenfatik sisteme), hedef organlarin kapiler
yiizeylerinin iglerine implantasyonu, damar agindaki diizeni sonucunda ikincil yerlesim
bolgesindeki proliferasyonunu igermektedir ($ekil 2.6) [76]. Bu noktada metastazlarin
olusmas1 igin gerekli kompleks olaylar zincirinin tamamlanmasinda simirth sayida gen
oldugu ifade edilmektedir[4,76,93].
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Sekil 2.6: Metastatik olaylar zinciri.(KUMAR,V.; COTRAN,R.S.; ROBBINS,S.L.;
Robbins Temel Patoloji, 7’inci baski, Nobel Tip Kitabevi, Istanbul, 2003, syf:190°dan alinmistir.)
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2.9. Kolorektal Lezyonlar

Pataloglar kolorektal lezyonlari ti¢ grupta siniflandirirlar [75]:

- Neoplastik olmayan polipler

- Neoplastik polipler

- Karsinomalar

2.9.1.Neoplastik olmayan polipler

Polip, barsak liimenine dogru ¢ikint1 olusturan tiimoral bir kitledir. Polipler
mukozanin anormal maturasyonu, inflamasyonu yada yapisal bozuklugu sonucu
meydana gelebilir. Bunlar non-neoplastik poliplerdir ve malignite potansiyaline sahip
degildir[77]. Hiperplastik polipler bu poliplere 6rnek olarak verilir. Bununla birlikte
aragtirmalarda jiivenil polipler ve hiperplastik poliplerle etkilenmis ailelerde kanser
riskinin yiiksek oldugu bildirilmigtir. Bu polipler MIN gosterirler ve yanlis eslesme
tamir yolu ile kolon kanserine kaynak olabilirler[75,77].

2.9.2. Neoplastik polipler

Epitelyal proliferasyon yada displazi sonucu olusan poliplerdir. Bunlara
adenomatoz polip yada adenom denir. Bunlar ger¢ek neoplastik ve karsinom
onciileridir. Adenomlar genelde saph kiigiik tiimorlerden, ¢ogunlukla sekli biiyiik
lezyonlara kadar cesitli yap1 ve biiyiikliklerde neoplastik yapilardir.Sporadik
adenomlarin ailesel olma egilimi tanimlanmigtir. Birinci derece akrabalarda adenom
olma riski normalin dort katidir. Adenomlu bir hastada, kolorektal karsinom geligimi
riski ise normale gore dort kat artmigtir. Biitiin adenomatoz lezyonlar, epitelyal
pnoliferasyondan ve hafiften agira karsinom transformasyonuna kadar degisen

derecelerde displaziden kaynaklanan lezyonlardir. Ayrica sporadik invaziv kolorektal
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karsinomlarin  gogunun daha onceden var olan adenomatoz lezyonlardan

kaynaklandigini gosteren giiglii kanitlar da vardir[75,77].
Kolorektal tiimérler benign tiimér biiyiimesinden invaziv karsinoma kadar
genis bir neoplazi spektrumu gosterir ve ¢ogunlukla da epitelyal tiiremis tiimérlerdir.

Orn; Adenomlar ,adenokarsinomlar{36,75].

2.10. Adenoma-karsinoma dizisi

Fearon ve Vogelstein, 1992 yilinda kalin bagirsaktaki adenom- karsinom
siireci igin bir genetik model one siirdiiler. Bu modele gore, kolorektal karsinom, timér
slipresér genlerin bagkalagim nedeniyle inaktive olmasi ve onkogenlerin de yine
baskalagimdan 6tiirii aktive olmasi ile adenomdan karsinoma dogru bir geligim gosterir.
Bu model pek ¢ok calisma ile desteklenmis ve epigenetik degisimlerin de ozellikle
timor siipresér gen inaktivasyonunda rol oynadigi bu mekanizma zincirine ilave
edilmigtir(Sekil2.7) [27,32,42,75,80]. Adenom-karsinom dizisi terimi spesifik
poliklonal genetik anomalilerin olusumu ile normalden diplastik epitelyuma ve
karsinomaya gelisimi basamaklar halinde tamimlayan bir algoritmdir. Bu kavram;
invaziv kanserin kaynaginmi ¢aliyma olanagim saglamasinin yamt sira prekiirsor
lezyonlarin endoskopik almmi ile KRK’ i Onlemede de 6nemli bir gorev
iistlenmektedir{80].

Kromozom 18  Kromozom 17
kayb,
p53 Diger

RAS gen tlmér kromozom
APC mutasyon mutasyonu supressorgen  kayiplan

SMAD4 TGFb reseptor il
Mismatch tamir mutasyonian i = i

diger lokuslann mutasyonian

Sekil 2.7: Adenoma Karsinoma dizisi (NUSSBAUM, R. L.; MCINNES, R. R.; WILLARD, H. F.:

Thompson& Thompson Tibbi Genetik, Giines Kitabevi, 2005, syf*329 dan alinmistir.)
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Adenokarsinomlar  kolorektal karsinomlann biiyik ¢ogunlugunu,
gastrointestinal yoldan kaynaklanan tlim malignitelerin ise %70’ini olugturmaktadir[77].

Kolorektal karsinomlar ¢ogunlukla bir adenomatoz polip zemininden ¢ikar.
Genellikle 60-70 yaglarda goriildiigii en yiiksek seviyeye ulagmaktadir.
Etkili oldugu diisiiniilen ¢evresel faktorler;

1) Emilemeyen bitkisel liflerden fakir igerik

2) Zengin bir iglenmis karbonhidrat igerigi

3) A, C, E vitaminleri gibi koruyucu mikro besinlerin az tiiketilmesi

4) Etteki gibi yiiksek yag miktan

5) Selenyum ve Ca’dan fakir gida ahmm

6) Safra asitlerinden litokolik ve deoksikolik asitlerin tiimér gelisimini
kolaylagtirdigy

7) Daha 6nce adenom ¢ikartiimas:

8) Asir1 yagh diyet, sigara alim

9) Sigmanlik, kolesistektomi gegirmek

10) Hleri yas, uzun siireli iilseratif kolit

Genetik agidan bakildiginda, kolon karsinojenezisinde birbiriden farkh 2
yol oldugu diigtiniilmektedir. Her iki yolda da birden fazla sayida bagkalagim olmakta ve
agsamali gekilde bu anomaliler birikim gostermektedirler{44,77]. Bununla birlikte
bagkalagimlarin gergeklestigi genler ile bagkalagimlarin birikim mekanizmalar
birbirinden farklidir{77].

1.Yol

APC/B katenin yoludur. Bir seri onkogende ve tiimdr siipresdr gende
bagkalagimlarin agamah olarak gergeklesmesine ve birikimine neden olan kromozomal
dengesizlik ile karakterizedir. Bu yolda 6nce kolonda lokalize bir epitel proliferasyonu
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gergeklesir ve takibinde olusan kiigiik adenomlar progresif olarak genislerler. Bir siire

sonra diplastik hale gelen adenomlar sonunda invaziv kansere doniistirler.

Adenom-karsinom dizisinin varh@ sporadik kolorektal kanserlerin
%80°ninde bulunmaktadir.

Bu olay: asagidaki gibi 6zetleyebiliriz;

2.10.1. APC tiimdr baslalayici genin kaybi

Bu adenom olusumundaki en erken olaydir. Adenomlarin olugmas: igin
APC’nin her iki kopyasinin da kaybedilmesi gerekir. APC proteinin fonksiyonlar1 -
catenin ile iligkilidir. Normal APC, B-catenin yikimim saglarken, APC fonksiyon kaybi
durumunda B-catenin birikir ve niikleusta yer degistirerek Myc ve Cyclin D1gibi
genlerin iir{in olugturmasim aktiflestirir ve hiicre proliferasyonunu hizlandirir. Sporadik
kolon kanserlerinin %80’ ninde APC bagkalagimi1 mevcuttur(3,8,33,77].

2.10.2. K- ras baskalasim

K-ras, 3 Ras gen ailesinden birisidir. Aktif guanozin trifosfat ile inaktif
guanozin difosfat arasinda bir sinyal iletim molekiiliinii kodlar. Bagkalagima ugramig
RAS aktif halde sabit kalir ve mitotik sinyalleri iletirken apoptozu engeller. Bunlar
timiiyle APC kaybindan sonra meydana gelir. K-ras bagkalagimlari, kanser olmayan
bireylerdeki adenomlarla kargilagtirildifinda; ras geni bagkalagimi senkronize kanserli
kolonlardaki adenomalarda yiiksek siklikta meydana gelmektedir. Ustelik, K-ras
bagkalagimlar1 tlimorii olan kolonlarda, histolojik olarak normal mukozada
belirlenmigtir. Ayrica K-ras bagkalagimlarimin analizi yiiksek risk altindaki bireyleri
belirlemek kolorektal kanserin erken donemde teshisi i¢in kullanilabilecek bir
belirleyici (marker)dir. K-RAS bagkalasimlar: genellikle 1cm’den biiyiik adenomlar ve
karsinomlarda bulunmaktadir[8,33,77].
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210.3. 18g21delesyon:

17p kolorektal kanserlerde en yaygin allelik kayip bolgesi iken , ikinci en
yaygin bélge de olgularin %70’inde delesyona ugrayan kromozom 18q bolgesidir. Bu
bolgede lokalize 3 gen bulunmaktadir. Bunlar DCC (deleted in colon carsinom),
DPC4/SMAD4 (deleted in Pankreatic carsinom) ve SMAD2’dir. DCC; netrin 1denilen
ve aksonal iletide gorev yapan adezyon molekiilii benzeri bir molekiil kodlar.
DPC/SMAD4 ve SMAD?2 ise transforming growth 4 faktor p (TGF-B) sinyal yolunda
gorevlidir. Bunlardaki bir degisim de (kaybi) hiicre biiylimesinin kontrolden ¢ikmasina
yol acar{8,77,80].

210.4. TP53 kayb::

p53 geni kanserlerde siklikla degisime ugrayan bir gendir [46].Kolon
kanserlerinin %70-80’inde bu genin kaybi bulunmaktadir. Fakat bu genin kayb:
adenomlarda az rastlandifn i¢in genellikle karsinojeneziste rol oynadiff
diiginiilmektedir. P53 ‘deki ya da kromozom 17p allelik kayip degisimleri,
adenomalarin %4-26’sinda, adenomatoz poliplerin %50°sinde ve adenokarsinomlann
%350-75’inde rapor edilmistir{8,77,80].

1. YOL

Bu yol DNA yanlg-eslesme tamir genleri ile iliskilidir. APC/B-
catenindeki gibi bagkalagim birikimi var. Fakat genler farkhdir. Ayrica bunlarda
tammlanmg motfolojik degisimler yoktur. Bu yolla gelisen kolorektal kanserlerde
baslangic noktas1 yanliy eslesmis DNA niikleotid bazlanmin ve normal DNA
replikasyonu strasinda siklikla meydana gelen kiigtik insersiyon ve delesyonlarm
diizeltilmesinden sorumlu DNA yanlis eglesme tamir genlerinin inaktivasyonu ve bunun
sonucunda da DNA tamirinde meydana gelen aksakliklardir. Bu genler MSH2(2p16),
MSH6(2p16), MLH1(3p21), PMS1(2p31) ve PMS2(7ql11)’dir ve bunlarin herhangi
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birindeki kalitsal bagkalagim herediter non-polipozis kolon kanseri (HNPCC) ile
sonuglanir.Bunlardan sporadik kolon karsinomla en iligkili gen MLH1 dir. DNA yanhs
eslesme tamir genlerin kayb1 sonucu mikrosatellitter DNA replikasyonu sirasinda
dengesiz hale gelir ve mikrosattellit instabilitesi/degigkenlidi olusur. Bunun sonucunda
hatalh DNA sentezi ve sonugta da genom instabilitesi meydana gelir. Bu nedenle bu yola
MSI yolu da denir.Mikrosatellit dizilerinin ¢ofu genlerin kodlama yapmayan
bolgelerinde oldugu icin bunlarda meydana gelen bagkalagimlar zararsizdir. Bununla
birlikte bazi mikrosatellit dizileri, hiicre bilylimesinin diizenlenmesiyle iligkili genlerin
kodlama yapan yada promotor bolgelerinde bulunmaktadir. Bu genler arasinda bulunan
tip 2 TGF-B epitel hiicrelerinde biiytimeyi engellerken BAX geni de apoptoza neden
olur. Yanls eslesme yapan genlerde bagkalasim, diplastik hiicre proliferasyonuna yol
agarak kolorektal karsinomlarin ortaya ¢ikmasina neden olur|3,77,106,107}.

2.11. Kolorektal kanserlerde karsilasilan Kromozom Anomalileri

Solid ttimorlerde tekrarlayan kromozom aberasyonlarinin identifikasyonu,
l6semi ve lenfomalar kadar sik degerlendirilememigtir. Ciinkii ¢alismalarda basari oram
diisiik olmakla birlikte ok zaman ve emek gerektirmektedir. Kromozomlar elde edildigi
zaman morfolojileri genellikle kotdiir ve bu nedenle kompleks anomalilerin tanisinda
sikinti yaganmaktadir. Ancak bugiline kadar solid tiimorlerde yapilan sitogenetik
analizlerde, tekrarlayan sayisal/yapisal kromozom anomalileri rapor edilmigtir[35].
Bulgular, timérlerdeki hiicre farklilagmasinin azalmasi ile kromozom anomali sikligimn
arthd1 yoniindedir[35]. Kolorektal kanserlerde de tekrarlayan sayisal/yapisal kromozom
anomali sikligy yiiksek orandadir. Incelenen kolorektal kanserlerin %90 kadarinda
kromozom aberasyonu saptanmustir ki bu, kolorektal kanserlerde kromozom
instabilitesinin mikrosatellit instabilitesine g6re daha sik oldugunu destekler
niteliktedir[43,72,75,83,88]. Bu giine kadar yapilan ¢aligmalarda sayisal/yapisal
anomaliler o6zellikle kromozom 1,7,8,13,17,18 ve 20 de saptanmigtir
[4,7,11,26,43,64,73,75,76,83,86,87,94].
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Bu tiimbrlerde kromozom ya da kromozom bolgesi artig ya da kayiplan
farkli oranlardadir. Kromozom 18q kaybr ile kromozom 7 artis1 diger anomalilere gore
daha sik g6zlenen anomalilerdir. Sikliklan sirasiyla,%26-30 ve %25 dolaylarindadir. Bu
anomalileri kromozom 17 (%13), 14(%12), 22(%12) kayiplari ile kromozom 20%14) ve
13(%12) artiglan izlemektedir[4,7,11,22,26,43,64,73,75,76,83,86,87,94].

Adenomlardaki en sik anomali olan trizomi 7, lezyonlarin %40 kadarinda
bulunmaktadir ve gogunlukla tek aberasyondur[14,15], ve 7’inci kromozom iizerinde
lokalize aday kolorektal tiimér siipresér gen olan DRA ( downregulated in adenoma)
siklikla kolonik mukozada ecksprese olmaktadir. Bu genin normalden az iiriin
olusturmast tiimor progresyonu ile yakin iligki géisterir[6,104]. Adenomlarda kromozom
13(%30) ve 20(%17) artis1 ile, kromozom 18 (%13) kayb1 sik gériilmektedir. Buna
karsilik kromozom 14, adenomlarin %13’iinde kopya artisi olarak kargimiza ¢ikmasina
ragmen karsinomalarda kromozom 14 delesyonu gézlenmektedir. Adenomalarda sik
gbézlenen diger yapisal anomali 1p delesyonudur ve ¢aligmalarda 1p36’min delesyona
ugrayan bodlge oldugu rapor edilmistir. Bu bolgede yine bir aday tiimér siipres6r gen
bulunmaktadir{83].

Diger kanserlerde oldugu gibi primer kolorektal karsinomlarda da
kromozomal aberasyonlar rasgele degildi [72]. Onkogen amplifikasyonlar1 homojen
boyanan bolgeler ve (HSR) ¢ift nokta (DM: Doble Minute) yapilar ile kromozom
diizeyinde kendilerini ifade ederler ve ileri diizey solid tlimorlerde daha siklikla
g6zlenmekle birlikte kotli prognoz belirleyicisidirler. Cok sik amplifikasyon gozlenen
bolgeler arasinda 8q23-24, 12p ve Xp28 vardir. Bu kromozom bélgelerinde birkag aday
onkogen bulunmaktadir. Kromozom 8q’nun distalinde, c-myc onkogeni yiiksek
seviyede amplifikasyon gostermektedir ve PRL-3 kolorektal kanser metastazlarinda
sikhikla eksprese olmaktadir. Kromozom 12pde lokalize CCND (CyclinD2) ve K-ras
onkogenleri de kolorektal karsinojenezisde rol oynadifn bilinen diger onkogenler
arasindadir. Xq28 amplifikasyonu da potansiyel hedef gen olarak belirlenmigtir[72].
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Gozlenen  kromozom  anomalileri ile  hastahfin  prognozu
degerlendirildiginde yukarida ifade edilen onkogen amplifikasyonlarimin yam sira
kromozom 17p ya da 18q delesyonlarimn zayif prognozla iligkisi oldugu gosterilmisgtir.
Ancak bu konudaki ¢aligmalar heniiz yetersizdir[25,26,72].

2.12. Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon

Tijo ve Levan tarafindan 1956’da insan kromozom sayisimun 46 oldugu
ortaya atildiktan, Down sendromu tanmisimn kromozom analizi ile konmasindan sonra
kromozom analizleri kisa zaman igerisinde yaygin olarak kullamilan bir genetik yontem
olmugtur. Tam ve aragtirma amagh analizlerde kullamlmig, pek ¢ok kromozom
sendromunun tams: ger¢eklestirilmistir. Bugiin sitogenetik analiz, diinyada altin,
standart yOntem olarak prenatal/postnatal tamida, kanser sitogenetiginde
kullanilmaktadir. Ancak sitogenetik analizlerde 1s1k mikroskobunun rezoliisyon
gliciiniin izin verdigi oranda yapisal kromozom anomalisinin tams1 miimkiin olmaktadir.
En iyi kosullarda profaz kromozomlarinda yiiksek rezoliisyonlu bantlama ile dahi 4Mb
ve iistii biiylikliigiindeki anomalilerin tams: kromozom analizi ile konabilmektedir.
Dolayisiyla 4Mb’dan daha kiigiikk delesyon, artma, translokasyon gibi anomalilerin
tamsi klasik sitogenetik yontemler ile miimkiin olmamaktadir. 1990’11 yillarda diinyada
yaygin olarak kullamimaya baglanan ve sitogenetik analizlere destek olan Floresan In
Situ Hibridizasyon teknigi ile tamsi konabilen anomali biiyiikliigii 2Mb’a kadar
indirilmigtir. Belirli bir gen yada DNA dizisinin kromozom {iizerindeki varhigm ve
pozisyonunu belirlemek amaciyla kullamlan FISH teknigi, sadece kromozomlar degil
interfaz nukleuslarnda da analizi olanakh kildigx igin kisa siire igerisinde
prenatal/postnatal tam ve kanser genetigi alanlarinda kullanimi yayginlagmmgtirf12,20].
Molekiiler sitogenetik olarak ifade edilen bir alanin gelismesini de saglayan bu
yontemin pek ¢ok avantajimn yaminda sadece genomdaki siipheli bolgelerin analizinin
yapilabilmesi, ama tiim genom hakkinda bilgi verememesi 6zellikle kanser genetiginde
bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kompleks kromozom aberasyonlarinin
siklikla goriildiigii tiim6r Orneklerinde FISH ile sadece bilinen anomaliler
degerlendirilebilmekte, olguya spesifik yeni degisimler hakkinda bilgi sahibi
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olunamamaktadir. Ayrnica ¢ok sayidaki anomaliyi degerlendirmek i¢in c¢ok sayida
hibridizasyon iglemi uygulamak gerekmektedir[98].

Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (KGH/Comperative genomic
hybridisation=CGH), tek bir hibridizasyonla incelenecek 6rnegin tiim genomu hakkinda
bilgi veren bir molekiiler sitogenetik yOntemdir. Temelde bu yontemde farkh
florokromlarla isaretlenmig 6meklerin hibridizasyonundan olusan bir FISH y&ntemidir.
Ancak kullamlan materyal olgunun DNA sidir. Normal bir DNA ile karsilagtirilarak
normal DNA ile olgu genomundaki delesyon ve/veya artig gosteren kromozom
bélgelerinin hibrit olugturamama Szelliginden yararlamlir{20,83,85,105].

Ozellikle solid doku tiimérlerinden kromozom elde etme yontemlerinin
zaman ve emek gerektirmesi, bagari oranimn diisiik olmasi, KGH tekniginin solid doku
tiimdrlerinin analizinde yaygin olarak kullanilmasina neden olmugtur{20,35}].

2.12.1.YONTEMIN AVANTAJLARI

1-Incelenecek olgu orneginden DNA elde edilir. Ornegin kiiltlire edilme
zorunlulugu yoktur. Az miktardaki drnekle dahi analiz yapilabilir.

2-Her tiirli 6rnekle analiz yapilabilir (taze doku, parafinize doku, tek hiicre
vb.)

3-Tek bir hibridizasyonla genomdaki artis ve eksilmelerin tanisi
konabilir. Uygulanan ydntemin mikroskobik incelemesinde,mikroskobun bagh oldugu
bir bilgisayar sistemi ve programi aracilifiyla artig/kayip olan kromozom yada

kromozom bdlgesi belirlenir.

4-Orjini bilinmeyen marker kromozomlarin orjini belirlenebilir.
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5-Prenatal/ Preimplantasyon/ Postnatal tamda beklenmeyen kromozom
bdlge anomalilerin tanisi konur[50,51,55].

2.12.2.YONTEMIN DEZAVANTAJLARI

1-Dengeli anomalilerin tanis1 konamaz

2-Diigiik orandaki mosaisizmin tanis1 konamaz

3-Bireydeki poliploidiyi arti§ olarak gosterir, ploidi derecesini veremez.
4-Optimizasyonu ve uygulamasi zor bir tekniktir

5-Floresan mikroskobun baglanabilecegi bir bilgisayar sistemi ve programi
gerekir. Bu nedenle pahali bir tekniktir[50,51,55,92].

Kargilagtirmah Genomik Hibridizasyon teknigi ile hiicre Kkiilttirii
yapilmaksizin, ¢ok az miktardaki materyalde dahi SMb ve istii dengesiz genom
anomalilerinin tamsi miimkiindiir. Son yillarda bu yontemin rezoliisyon giiciinij arttiran
programlarin | olugturulmas: ile rezoliisyon giicii 2-3Mb’a kadar
disiiriilmiistiir[29,34,70,89]. Yiksek rezoliisyonlu KGH y6ntemi ve son donemlerde
rezoliisyon giiciinii 1Mb’a kadar diisiiren array-KGH ¢aligmalan yogun olarak kullanilir
hale gelmistir[5,88,92].

Kargilagtirmali Genomik Hibridizasyon y6nteminin uygulama basamaklan
Sekil 2.8’de belirtilmigtir. Bu ySntemde, genomu incelenmek istenen Ornekten izole
edilen DNA (test DNA) ile saghikli, normal birey DNA’s1 (referans DNA) farkh
florokrom molekillerle isaretlenir. Genellikle test DNA yesil rengi veren bir
florokromla (Spectrum Green,FITC), referans DNA ise kirmiz rengi veren florokromla
(Spectrum Red, Spectrum orange) isaretlenir. Iki ayr prob haline gelen 6mekler,
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kromozom kurulugu normal olan bir metafaz preparatina hibridize edilir. Bu agama iki
renkli FISH asamas: ile aymidirf12,24,29,34,50,59,66].

CGH (Karsilaghrmah Genomik Hibridizasyon)

referm BNA Tezt BNA

¢ +
&4 3 e et
bparendosie '3’-"'"'5-': :x;,:,; ) e e _.‘.J:;.
NS DY

tocsn Caoe-§ DNA'Q

;

Sekil 2.8: Kargilagtirmah genomik hibridizasyon gekli
(http:/rwww.istanbul.edu. tr/fen/mbg/english/nermin_g_ing_dosyalar/kromozom/ISH, FISH,GISH
internet adresinden modifiye edilerek alinmistir)

Hibridize olan test ve kontrol DNA dizileri aym: kromozom iizerindeki
komplementer dizileri i¢in bajlanma siiresince rekabete girerler. Her bir kromozomal
bélge igin test DNA oranin referans DNA’ya orani, o bolgedeki genetik materyalin az
yada fazla bulunmasinin bir di¢iim degerini verir[34,51,59,66]. Oranlar KGH’e spesifik
bilgisayar programu tarafindan degerlendirilerek normal KGH’de %95,yiiksek
rezoliisyonlu KGH’de ise %99.5 giiven aralifn igerisinde normal, delesyon yada
artig/Amplifikasyon bolgeleri profiller halinde ifade edilir[69,71]. Her KGH profilinde
normal oranlarla g6zlenen artma-azalma sinirlari vardir. Bu sinirlar altinda yada {istiinde
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olan floresan sinyal yogunlugu sirasiyla delesyon ya da artig/Amplifikasyon olarak
degerlendirilir[34,50,85].

Bu yontem1990h yillann ikinci yarisindan itibaren ozellikle kanser
genetifinde ve son yillarda da klinik sitogenetikte yaygin olarak uygulanmaktadir.
Bugiine kadar pek ¢ok tiimorde KGH analizleri ile tlimore spesifik bolgeler saptanmig
ve bu bélgeler ileri molekiiler analizler ile incelenerek, timdr olusumunda etkili
olabilecek aday genlerin idendifikasyonuna gidilmistir[35,66,105].

Kolorektat kanserlerde kromozom 7,8q,13q,ve 20q artislan ile kromozom
8p ve 18q delesyonlari KGH analizleri ile ortaya konmustur ancak bu kromozomlar igin
yiiksek rezoliisyonlu KGH verileri hentiz yetersizdir. Yiiksek rezoltisyonlu KGH normal
KGH’a gore daha hassas oldugu icinde primer tiimdrlere spesifik anomali siklifinin
artmas1 beklenir.

Bugiine kadar kolorektal kanserlerin primer tiimérlerindeki kromozom
instabilite analizleri degerlendirilmis olup son yillarda bu tlimdrlerin metastazlarmdaki
anomalilerin belirlenmesi hedeflenmigtir. Kolorektal kanserlerin karaciger, lenf,akciger
vb gibi uzak bolge metastazlarina iliskin bilgiler henliz yetersizdir. Bu nedenie;
calisgmamizda primer kolorektal tiimérler ile metastazlarinda yliksek rezoliisyonlu KGH
yontemi ile genomik kopya aberasyonlarimn belirlenmesi, metastaz olusumunda etkili
olabilecek mekanizma (larin) ortaya konmasinda literatiire destekte bulunmay:
amagladik.
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3.GEREC ve YONTEMLER

3.1. Geree

3.1.1. Arastirma Grubu Bireyleri

Calismada histopatolojik olarak kolorektal karsinom tamsi almig bireylerden
alinan primer tiimér ve uzak bolge metastaz dokularinin parafin kesitleri kullamlmigtar.
Bu hastalarin parafin kesitleri 2004 ve 2005 yillann arasinda Haydarpasa Egitim ve
Uygulama Hastanesi Patoloji Bolimii’nde histopatolojik incelemesi yapilarak
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Genetik Anabilim Dali’na génderilmistir.

Calismamizda 25 olguya iliskin 38 ornekten alinan parafin kesitlerde analiz
gerceklestirildi. Olgulara iligkin yas, cinsiyet, tiimér lokalizasyonu, tiimor
simflandirmas: bilgilerine gore analizler arasinda kargilastirma yapildi.

Incelemeye alinan 38 Srnekten 25 tanesi primer tiimér, 4 tanesi karaciger
metastaz, 8 tanesi lenf metastazi, 1 tanesi de over metastaziydi.

Primer tiimorlerin Histopatolojik  siniflandirilmasinda  Aster-Coller
(Modifiye Dukes simflandirmas1) simflandiriimasindan yararlanmldi. Buna gore;

A evresi: Mukozaya lokalize tiimor

40



B1 evresi: Lenf nodu metastazi olmadan muskularis propriaya kadar olan
tiimor tutulumu

B2 evresi: Lenf nodu metastazi olmadan muskularis propriay1 invaze eden
timor

C1 evresi: Tiim barsak duvari tutulumu ile beraber lenf nodu metastazi

C2 evresi: Barsak duvarini agmis lezyon ile beraber lenf nodu metastazi

Calismaya dahil edilen tiim parafin dokulardan ve normal bir erkek
bireye ait periferik kandan DNA ekstraksiyonu ve YR-KGH analizleri Tibbi Genetik
Anabilim Dal laboratuarlarinda gergeklestirildi.

3.1.2. Kullamilan Araclar

3.1.2.1. Kullamian Aygitlar

Bek CCD Kamera (Photometrics)

Ben Mari (Heto-DT Hetoterm) Deep-Freeze (Argelik)

Binokiiler aragtirma mikroskobu Elektronik Terazi (Seuter, Ainworth-
(Olympus CH-2) AA-250, Setra-M2000L)

Buzdolab (Argelik 415) Enjektor

Cam Kalemi Etiiv (Friocell MMM Med Center)
Elmas Uglu Kalem Floresan mikroskop (Olympus)
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Image Analyser (Applied Cytovision
3.1)

Kronometre
Lamin Air Flow (Heracus ELB2448)
Mikropipet (Eppendorf)

Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge
5415)pH Metre (Nel PH890)

Pipet Uglar1 (10°luk,200’litk ve
1000°1ik)

Sogutmal1 Santrifiij (Heraeus Biofuge
Stratos)

Termometre

Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)
Zaman Ayarh Santrifiij (Heraeus)
1,5 mI’lik ependorf tiipleri

Spin tiipleri (Qiagen)
Thermocycler (Techne)

15°C’lik Benmari (Polyscience)

3.1.2.2. Cam Malzeme

Beher (500 ml, 1000 ml)
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Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)
Lam

Lamel

Meziir

Santrifiij Tiipi

Yatay ve Dikey Sale

Cam pipet

3.1.3. Kimvasal Maddeler
Absolii Ethonol (Merck)
Antifade (Vector)

Chromosome Resolution Additive
(Genial GS)

DAPI (Sigma)

Democolcine Solution (Sigma)
Distile Su

Enjektorliik Bidistile su
Glacial acetic acid (Merck)
HC1 (Merck)

Immersiyon yag (Merck)

KC1 (Merck)



KH,PO, (Merck)

Ksilol (Merck)

Methanol (Merck)

MgCl, (Merck)

Na Citrat (Merck)

Na;HPO,4 (Merck)

NaCl (Merck)

Formamid (Merck)

Nevparin (Mustafa Nevzat)
Parafilm

Phytohemagglutinin (Biochrom AG)
Rubber Cement (Sanford 00491)
Tween 20 (Sigma)

Pepsin (Sigma)

Na-asetat (Sigma)

ATL Buffer (Qiagen)

Proteinaz K (Qiagen)

AL Buffer (Qiagen)

AW1 Buffer (Qiagen)

AW?2 Buffer (Qiagen)

43

Cot-1 DNA (Vysis)

Spectrum Orange (Vysis)
Spectrum Gren (Vysis)

10xPcr Buffer (Sigma)

25mM MgCl; (Sigma)

50uM 6MW Primer

Taq Polimeraz (Sigma)

dATP (Vysis)

dCTP (Vysis)

dGTP (Vysis)

dTTP (Vysis)

Nick translasyon Buffer (Vysis)
Nick translasyon Enzim (Vysis)
DNAse I(Sigma)

Stop Buffer (Bio Nick)

Etidium Bromide (Amresco)
Tris(Sigma)

Borik asit(Sigma)
EDTA(Sigma)

Deiyonize formamid(Sigma)



Dekstran Siilfat
1000xRNase(Sigma)

Vecta-Shield(Vector Laboratory)



3.2. Yontem

Histopatolojik degerlendirmede kolorektal kanser tamsi konulmug
dokulardan hazirlanan parafin doku &rneklerinden alinan kesitlerden, tiimér bolgesini
icerdigi belirlenenler laboratuarimiza iletildi. Bu 6rneklerden DNA elde edildi (test
DNA). Sitogenetik olarak normal oldugu saptanan erkek bireylerden alinan periferik
kandan da referans DNA elde edildi. Test ve referans DNA, Nick Translasyon
isaretleme ve PCR isaretleme yontemleri kullamlarak Spectrum Orange ve Spectrum
Green florokromlariyla isaretlendi. Sitogenetik olarak normal oldugu saptanan erkek
bireylerden alinan periferik kandan ayrica metafaz yaymasi yapildi ve isaretli DNA’lar
bu metafaz yaymasina hibridize edilerek yiiksek rezoliisyonlu karsilagtirmali genomik
hibridizasyon y6ntemi uygulandi. Metafaz plaklarmin hazirlanmasinda Henagariu ve
ark.’nin [49] yontemi kullamilirken KGH analizlerinde Kallioniemi ve ark.’min [67]
yontemi modifiye edilerek uygulanmigtir. Bu yontemdeki asamalar asagida maddeler
halinde belirtilmistir.

1-Test DNA izolasyonu

2-Referans DNA izolasyonu

3-Test ve Referans DNA’larin amplifiye edilmesi

4-Test ve Referans DNA’larin floresan molekiillerle igaretlenmesi

5-Normal metafaz preparatlaninin hazirlanmasi ve denatiirasyonu

6-Iki renkli FISH uygulamas:

7-Hibridizasyon sonras: yikamalar ve preparatlarin DAPI ile boyanmasi

8-Floresan mikroskopta inceleme

9-KGH profillerinin olusturulmasi ve analiz
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3.2.1. Test DNA Izolasyonu

Histopatolojik olarak karsinom tanis1 olan primer tiimér ve metastazlar
caligmamizin test materyali grubunu olusturdu. Parafin dokularda gergeklestirilen 30
mikronluk kesitler, her biri farkli ependorf tiiplerine koyularak ve {izerlerine protokol
numaralan yazilarak Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali’na génderildi. Anabilim Dali Molekiiler Sitogenetik laboratuarina ulagan
Orneklerde DNA izolasyon iglemleri gerceklestirildi.

Parafin dokudan DNA eldesi QIAamp DNA Mini Kit igindeki ekstraksiyon
protokoliine gore yapildi.

- I¢inde kesit bulunan ependorf tliptine 1200pul ksilol eklendi ve hizi devirde
vortekslendi.

- Ependorf tiipii 5 dakika tam devirde santrifiij edildi.

- Pellete zarar vermeden siipernatant atildi. Kalinti ksilolii uzaklagtirmak igin pellet
lizerine siizlilmiis %100°’liik etanolden 1200ul konularak hafif¢e vortekslendi.

- Ependorf tiipii 5 dakika tam devirde santrifiij edildi. Siipernatant atilarak bu islem
tekrar edildi.

- Atilabildigi kadar alkol uzaklagtinldiktan sonra 37°C’lik etiivde 10-15 dakika
alkoliin tamamen ugmasi saglandi.

- Kuruma iglemi tamamlandiktan sonra iizerine Qiagen Buffer ATL koyulup pellet
resiispande edildi. Yine iizerine 20ul Qiagen Proteinaz K soliisyonundan konularak
vorteks yapildi. 56°C’lik ¢alkalamali su banyosunda dokunun pargalanma durumuna
gore 1-3 saat arasi inkiibasyona birakildi.



- Inkiibasyon sonrasinda tiipiin kapagna yapigan damlalan diistirmek igin kisa bir
santrifiij islemi yapildi.

- Santrifij sonunda 6rnegin {izerine 200u1 Qiagen buffer AL eklenip 15 saniye vorteks
yapilarak 70 °C’lik su banyosunda 10 dk inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda yine kapaktaki damlalarin diismesi igin kisa bir santriflij yapildi
ve slipernatant atilmadan {izerine 200ul %100°liik etanol koyulup 15 saniye
vortekslendi. Kangtirma sonunda damlalarin diigmesi i¢in yine kisa bir santrifiij
yapildi.

- Kangim dikkatlice QiAamp spin tiipiine aktarilip kapak kapatildi ve 8000 rpm’de 1
dk santrifiij edildi. Spin tiipli daha sonra 2ml’lik filtreli toplama tiipiine aktarild.
Uzerine 500ul AW1 Buffer koyularak toplama tiipiiniin kapag: kapatildi. 8000
rpm’de santrifiij edildi.

- Santrifiij sonunda toplama tiipii bagka bir toplama tiipiine aktarilarak iizerine 500ul
AW?2 Buffer konulup kapak kapatilarak 1400 rpm’de 3 dk santrifiij yapildi.

- Sonra yeni bir toplama tiiptine aktarilip 1400 rpm’de 1 dk daha santrifiij yapildi.

- Toplama tlipii igersindeki filtreli tiip 1,5ml’lik ependorf tiipiine konularak iizerine
distile su konuldu ve 5 dk oda 1sinda bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifijj
yapildi.

- Ependorf tiipii i¢indeki 6rnek kullanima kadar -20°de saklandi.
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3.2.2, Referans DNA izolasyonu

Calismamizda saglikli, normal kromozom kurulusuna sahip , erkek bireyden
alinan periferik kandan DNA izolasyon iglemi gergeklestirildi ve elde edilen DNA
yontemin referans DNA’s1 olarak kullanildi. Analizi yapilan tiim tiimér 6rneklerinde
aym referans DNA kullamlda.

Periferik kandan DNA eldesi QIAamp DNA Mini Kit igindeki ekstraksiyon
protokoliine gore yapildi.

- Su banyosu 1s1siun 56°C oldugu konrol etildi.

-Kan drnekleri ve diger malzemelerin oda sicakliginda oldugu kontrol edildi.
-1,5 ml ependorf tiipii {izerine uygun protokol numaralar1 yazildi.

-20pl Qiagen Proteaz (ya da proteinaz K) ependorf tiipiiniin dibine koyuldu.
-200pl kan drneginden ependorf tiipiine eklendi.

-Buffer AL kullanmadan once c¢alkalandi ve 200ul ornege eklendi. 15 saniye
vortekslendi.

-ependorf tiipti i¢cindeki 6rnek 56 °C'* 10 dk inkiibe edildi.
-Inkiibasyon sonunda ependorf tiipii kisa bir siire santrifiij edildi
-%96-100’1iik etanolden 200p1 6rnege eklendi. 15 saniye vortekslendi.

-Filtreli tiipiin kapagina protokol numaralar1 yazilarak, ependorftaki karigim dikkatlice
filtreli tiipe aktarildi. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
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-Filtreli tiip yeni toplama tiipiine kondu. Filtreli tiip atild.
-500ul AW1 buffer dikkatlice filtreli tlipe kondu. 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
-Filtreli tiip ikinci bir yeni toplama tiipiine kondu. Diger toplama tiipii atilds.

-Filtreli tiip ikinci yeni toplama tiipiine kondu ve tizerine 500ul Buffer AW2 kondu.
14.000 rpm’de 3dk santriftij edildi alttaki toplama tiipii atild1.

-Filtreli tiip ependorf tiipiine aktarilarak iistteki islem tekrarlandi.

-Filtreli tiip diger bir ependorf tiipiine aktarlarak {izerine 200l distile su eklendi. Oda
sicakliginda S dk bekletildi. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

-Filtreli tiip atilarak ependorf i¢indeki DNA -20’ye kaldinlda.

3.2.3. Test ve Referans DNA’larin amplifive edilmesi

Calismamizda parafin kesitlerden elde edilen DNA miktarinin diisiik olmasi
nedeniyle test DNA’lar1 dejenere Oligoniikleotid Primer- Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (DOP-PCR) ile c¢ogaltildi. Test ve referans DNA’lar arasindaki
homojenligi saglamak amaciyla DOP-PCR islemi referans DNA ’lara da uygulandi.

3.2.3.1.DOP-PCR yintemi

PCR’a baslamadan dnce 10xPCR buffer, 25mM’lik MgCl,, ve dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP ile hazirlanan SmM’hik ANTP kangimi ve igleme koyulacak test ve
referans DNA’lar oda 1sisina getirildi. Asagidaki protokol izlendi.
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- Soputucu tizerine yerlestirilen kiigiik ependorf tiiplerinin {izerine DNA’larin

protokol numaralart yazild.

- Tiip igerisine agagidaki soliisyonlar konularak 50ul’lik bir ¢alisma soliisyonu

hazirlandi.

10xPCR buffer

25mM MgCl,

5mM dNTPmix

50uM Primer(6MW)

Taq DNA polimeraz(5U)
DNA (test ya da referans)

Distile su

Sul
4ul
2ul
4ul
0.5ul
5ul

29,5ul

- Hazirlanan PCR reaksiyon tiipleri vakit ge¢irmeden PCR thermocycler
cihazina konularak agagidaki programda DNA’larin amplifikasyonu yapildi.

93°C’de
93°C’de
30°C’de
30°C’den 70°C’ye

72°C°de

8 dakika 1 Dongii
1 dakika N

1 dakika 5 Dongii
5 dakikada ¢ikacak >-

1 dakika _/
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93°C’de

56°C’de

72°C’de

72°C°de

+4°C’de

1 dakika )

1 dakika >_ 35 Déngii
2 dakika

_/
10 dakika 1 Dongii
oo dakika o Déngii

Amplifikasyon reaksiyonlar tamamlandiktan sonra reaksiyon %1°lik agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiilerek, amplifikasyon reaksiyonunu kontrolii yapildi.

3.2.4. Test ve Referans DNA’larin floresan molekiillerle isaretlenmesi

Calismamizda test ve referans DNA’lar farkli florokrom molekiillerle

isaretlendi. DNA’larin isaretlenmesinde Nick Isaretleme ve PCR isaretleme
yontemlerinin her ikisi de kullanild: ve sonuglar karsilagtirilda.

3.2.4.1. Nick Translasyon isaretleme Yontemi

DOP-PCR ile amplifiye edilmis DNA o&rneklerinin Nick Translasyon ile
isaretlenmesinde Nick Translasyon kiti (Vysis) kullamldi. Test ve referans DNA
ornekleri agagidaki soliisyonlarla birlikte bir ependorf tiipii igerisine konularak 15 OCye
getirilmig su banyosunda 2 saat inkiibasyona birakildi. Bu islemde test DNA Spectrum
Green ile referans DNA Spectrum Orange ile isaretlendi.
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Nick Translasyon buffer(10X) Sul

dANTP mix (0,1mM) 10ul
dTTP(0,1mM) 5ul
Spectrum Red/Spectrum Green(0,2mM) 3ul
Nick Translasyon enzim 10ul
DNA 5ul
Niikleaz icermeyen su 12,5ul

2 saat Inkiibasyon sonunda ependorf tiipleri hemen buz kalib: iizerine alinarak
ya da -20’ye kaldinlarak reaksiyonun devam etmesi Onlendi. Isaretli DNA
uzunluklannin Slgiilmesi i¢in %1°lik jel hazirlanarak DNA’lar yiiklendi. 30 dakika
yliriitiilen jel, jel d6kiimantasyon sisteminde DNA fragment uzunluklarina bakildi. Eger
fragmentler 700b¢’den biiyiik ise DNAse ¢aligma soliisyonu ile kesim yapildi. Eger
fragmentler uygun uzunlukta ise isaretli DNA’lanin Nick Translasyon reaksiyonu
durdurulup DNA’lar birlestirilerek alkol presipitasyonu yapildi.

3.2.4.1.1. DNAse ile Kesim

Uzun fragmentleri olan DNA’lara 1:10 oraminda DNAse c¢aligma soliisyonu
koyularak DNA fragment uzunluguna gore belirlenen siirede (2-5 dk) oda isisinda
kesim yapildi. Kesim yapildiktan sonra tiipler hemen sogutucu kalip tizerine alindi ve
fragment uzunluklan tekrar jelde degerlendirildi. Ideal fragment uzunluguna ulagan

orneklerde Nick Translasyon igaretleme reaksiyon islemi durduruldu.
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3.24.1.2. Nick Translasyon Reaksiyonunun Durdurulmasi

Uygun araliklarda oldugu kararlagtirilan isaretli DNA’lardaki reaksiyonu
durdurmak i¢in, 6rnekler 70°C’lik su banyosunda 10dk bekletildi[59].

3.2.4.2.PCR Isaretleme

Test ve referans DNA’larin florokrom molekiillerle isaretlenmesinde
kullamlan diger yontemde test ve referans DNA &rnekleri agagida belirtilen karigim

icersine eklenerek DOP-PCR y6ntemi uygulandi. PCR ile isaretlemede Henagari ve

ark.’nin uyguladi1 method kullanmlmugtir[52].

10xPCR buffer

25mM MgCl,

33.3mM dACGmix
50uM Primer(6MW)

Taq DNA polimeraz(5U)
dTTP (S5mM)

dUTP (SO/SG)(mM)
DNA (test ya da referans)

Distile su
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S5ul
4ul
0,4ul
4ul
0.5ul
1,5ul
2,5ul
xul

32.1-x ul



DOP-PCR kosullar

93°C’de 8 dakika 1 Déngil
93°C’de 1 dakika ™
56°C’de 1 dakika 35 Dongi
72°C’de 2 dakika

_
72°C’de 10 dakika 1 Déngil
+4°C°de oo dakika o Dongii

DOP-PCR sonrasi, DNA fragment uzunlugunu degerlendirmek amaciyla
PCR iiriinleri %1°lik jelde yiiriitillerek degerlendirildi ve Nick Isaretleme asamasinda
belirtilen DNase kesim iglemleri gereken DNA 6rneklerine uygulandi.

3.2.4.2.1.PCR isaretleme Reaksiyonunun Durdurulmasi

Reaksiyonun durdurulmas: i¢in Nick isaretleme yonteminde kullanilan 70°C’de
10 dk 1sitma iglemi burada da yapilda.

3.2.5. Presipitasyon

Reaksiyonu durdurulan DNA’lar agagidaki oranlarda tek bir tiip icersinde
birlestirilerek 1 gece -20°de bekletildi.
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Spectrum Green ile isaretli Test DNA 25ul

Spectrum Red ile igaretli Referans DNA 25ul
Cot-1 DNA 30ul
3M Na-asetat 8ul
%100 Alkol 220ul

3.2.6. igaretli DNA’nin Prob Haline Getirilmesi

1- Presipitasyon igin -20’de bekletilen 6rnekler 30 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi.

2-Santrifij sonunda siipernatant, isaretli DNA’ya zarar vermeden atildi. Uzerine
%70’lik soguk alkol koyularak yeniden 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi.

3-Santriflij sonunda alkoliin tamam atildi ve arta kalan alkoliin uzaklagmas igin tiipler
etiivde 20 dakika kadar kurumaya birakildi.

4-Kurutma islemi yapildiktan sonra iizerine 12pl hibridizasyon buffer konularak 30
dakika 45°C’deki su banyosunda probun ¢oziinmesi saglandi. 30 dakika boyunca
arada bir tiipler hafif¢e ¢alkalanarak prob ¢oziintirligii degerlendirildi.

5-Probun hibridizasyon buffer icersinde tamamiyla ¢6ziinmesinden sonra tiipler
¢aligmaya alinincaya kadar -20 °C’de bekletildi
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3.2.6. Prob Denatiirasyonu

Probun denatiirasyonu i¢in su banyosu dnceden 73°C’ye ayarlandi. -20°C’den
¢ikan problar 73 °C’deki su banyosunda 5 dakika denatiire edildi. Denatiire olan problar
45 °C’deki su banyosunda 20 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda ise
prob, denatiire edilmis preparat ile hibridizasyona hazir hale geldi.

3.2.8. Preparatiarin Hazirlanmasi ve Denatiirasyonu

3.2.8.1.Metafaz Preparatlarin Hazirlanmasi

Standart periferik kan kiiltiirii sonras: elde edilen metafaz siispansiyonu, su
buharinda temiz lam iizerine yayilarak 5-20 saniye kadar su buharinda bekletildi. Faz-
kontrast mikroskobunda mitotik indeks, metafaz dagilim kalitesi ve kromozom
morfolojisi degerlendirilerek KGH deneylerine en uygun preparatlar secildi ve 6n
yikamaya sokuldu.

3.2.8.1.1. Preparatlarin On yikamasi

- Iyi metafaz bélgeleri belirlendikten sonra preparatlar 3 dakika 37°C°de su banyosunda
2XSSC’de galkalandi.
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- 2XSSC’den ¢ikan preparatlara RNAse muamelesi yapildi. Preparatlara, preparat
basma 100ul RNAse ¢aligma soliisyonundan konularak {istii bir lamelle kapatildi ve
distile su ile nemlendirilmis kap i¢ersinde 30 dakika inkiibasyona birakildi.

- 30 dakika sonunda preparat iizerindeki lamel dikkatlice diisiiriilerek preparatlar
37°C’de 2XSSC soliisyonunda 3 dakika ¢alkalandi.

- Preparatlar daha sonra 1XPBS soliisyonunda 3 dakika ¢alkandiktan sonra 37°C’deki
pepsin soliisyonunda 5 dakika bekletildi. Pepsin igine %1 HCL preparatlar
koyulmadan hemen dnce eklendi.

- 5 dakika sonrasinda pepsinden ¢ikan preparatlar 37°C’de 1XPBS soliisyonunda 3
dakika galkalandi.

- 1XPBS’den ¢ikan preparatlar sirasiyla %70,%90,%100°1lik alkollerden 2’ser dakika
gegirildi. Alkollerden gegirilen preparatlar havada kurumaya birakildi.

- Preparatlanin kurumasi tamamlandiktan sonra 73°C’de %70’lik Formamid/2 SSC
soliisyonunda 2 dakika preparat denatiirasyonu yapilda.

- 2 dakika sonunda preparatlar hemen sirasiyla %70,%90,%100’1lik soguk alkollerden
2’ser dakika gegirilerek soklama yapildi. Alkollerden gegirilen preparatlar havada
kurumaya birakildi.

3.2.9. iki renkli FISH

- Denatiire olmus problarin bulundugu ependorf tiipleri santrifiij edilerek tiim probun
dibe ¢6kmesi saglandi.

- Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alanlara prob (isaretli problardan 12pl)
eklendi ve tizerlerine 24X24’liik kare lamel kapatildi.
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- Lamel gevresi su girmemesi igin rubber sement ile yalitildi.

- Preparatlar 37 °C de iki gece formamidle nemlendirilmis ortamda hibridizasyona
birakildi.

3.2.10. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA’larinin ortamdan
uzaklagtirllmas: ve metafaz DNA sina tam komplementer olan dizilerin hedef bélgede
sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Asamalar1:

-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden ¢ikartilarak lamellerin ¢evresindeki
yalitim maddesi dikkatlice temizlendi.

- Preparatlar, oda 1si1sindaki 2XSSC soliisyonunda hafif¢e karigtirilarak lamel diisiiriildii

- Preparatlar 1XSSCsoliisyonu ile 72 °C de 5 dakika inkiibe edildi.

3.2.11, Preparatlarin DAPI ile Boyanmasi

- Prob DNA sin hibridize oldugu bélgelerin goriiniir hale getirilmesi i¢in DAPI ile
boyama iglemi gergeklestirildi.

- 72°C den ¢ikan preparatlar DAPI/Antifade soliisyonu igersinde 3 dakika inkiibe
edildikten sonra 3 defa distile suda galkalanarak kurumaya birakilds.

- Kuruyan preparatlara 25 ul yiizey boyasi (vecta-shield) eklendi ve lamel ile kapatildi.
Inceleme asamasina kadar — 20°C de ve karanlikta bekletildi.
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3.2.12.Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi ve Degerlendirme

Preparatlar Olympus Bx Floresan mikroskobunda Spectrum Green, Spectrum
Red ve DAPI filtreleriyle incelendi. Patolojik olarak kolorektal lezyon saptanan
hastalardan elde edilen dokulardan hazirlanan parafin doku kesitlerine uygulanan YR-
KGH analizinde, her bir olgu i¢in en az 10 metafaz plagi degerlendirildi. Floresan
mikroskoba bagli bilgisayar sistemi (Applied Cytovision 3.1) ile sinyaller
degerlendirildi ve CCD kamera araciligiyla floresan sinyalleri bulunan metafaz plaklar
YR-KGH programina aktarildi. Daha sonra bu metafaz goriintiileri KGH program
aracilifiyla karyotiplendi ve her karyotipteki kopya aberasyonlan YR-KGH
profillerinde degerlendirilerek analizler gergeklestirildi.

Her YR-KGH deneyinde kontrolii saglamak i¢in negatif kontrol olarak normal,
referans DNA-referans DNA hibridizasyonu kullamldi. Béylece yontemin sensitivite ve
spesifikligi degerlendirildi.

3.3. Kullanilan Stok Soliisyonilar

Hipotonik Soliisyonu (0.075 M)

KCl 1.398 gr
Distile su 250 ml

Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu
Methanol 3 kisim

Glaciel Acetic Acid 1 kisim
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DOP-PCR Soliisyonlan

DOP-PCR i¢cin ANTP mix hazirlamsi (SmM)

dATP 2,5l
dCTP 2,5 ul
dGTP 2,5 ul
dTTp 2,5 ul
Distile Su 40 ul
50uM Primer
Primer(200uM) 12,5 pl
Distile Su 37,5 ul
Nick Translasyon Soliisyonlan

Nick Translayon dNTP mix (0,1mM)

dATP 10 pl
dCTP 10 pl
dGTP 10 pl

Nick Translasyon dTTP (0.1mM)
dTTP 10 pl

Niikleaz icermeyen su 40 pul
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Spectrum Red ve Spectrum Green (0.2mM)
Spectrum Red/Spectrum Green 4 ul

Niikleaz icermeyen su 16 pl

DNAse Stok soliisyonu
DNAse 3mg

Distil Su I ml

DNAse Calisma Soliisyonu

DNAse Sok Sliisyon 1ul
1M MgCl, 8pul
Soguk Disile Su 400 pl

50XTAE Hazilams1

Tris(1M) 60,5 gr
Borik asit (1M) 30,85 gr
EDTA(20mM) 3,72 gr
Distile su 500ml

1XTAE Hazirlanisi
20XTAE 10 ml

Distile Su 490 ml

%1’lik TAE Jeli Hazirlamis:

Rutin agaroz 1gr
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1XTAE 100 ml

Etidium Bromide 5ul

Preparatlarm On Yikama Séliisyonlan

20XSSC Soliisyonu

NaCl (3 M) 1753 gr
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr
Distile su 1000 ml
HCl ile pH 7.0 a ayarlamr.

2XSSC Soliisyonu

20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
HCl ile pH 7.0 a ayarlamr.

RNAse Calisma Soliisyonu

1000XRNAse 1,1 pl
20XSSC 10 pl
Distile su 90 ul

10XPBS Soliisyonu
NaCl 8gr
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KCl 2.01gr

KH,PO4 11.36gr
Na,HPO, 2.04gr
Distile Su 1 litre
HCl ile pH 7.0 a ayarlamr.

1XPBS Soliisyonu

10XPBS 20 ml
Distile Su 180 ml
HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

Pepsin Sollisyonu

Distile Su 100 ml
Pepsin(10mg)ml) 50 ul
HCI 1 ml

Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu

%70°lik Formamid
Formamid 70 ml
20XSSC 10 ml
Distile Su 20 ml
HCl ile pH 7.0 a ayarlanr.
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Hibridizasyon Sonras: Yikama Soliisyonlar

2XSSC Soliisyonu
20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
1XSSC
20XSSC 5ml
Distile Su 95 ml

Tiim soliisyonlar HC] ile pH 7.0 a ayarlamr.

Giriintiileme Sistemleri Soliisyonlan

DAPV/Antifade Soliisyonu
2XSSC 45 ml

DAPI(0.2mg/ml) 18 ul



4. Bulgular

Kolorektal kanserli olgulardan alinan primer tiimér ve metastazlarindaki
genomik kopya aberasyonlarinin yiiksek rezoliisyonlu kargilagtirmali genomik
hibridizasyon (YR-KGH) teknigi ile incelenmesinin amaglandigi bu ¢aligmada toplam
38 parafin doku incelemeye alinmistir.

Incelemeye alinan tiimér dokusu drneklerinden 25 tanesi primer tiimér, 4
tanesi karaciger metastaz, 8 tanesi lenf metastazi, 1 tanesi over metastazi 6rnekleriydi.
Caligmaya alinan 25 primer tlimérden 10 tanesinde hem primer tiimér hem de metastaz
gelisimi degerlendirilirken geri kalan 15 6rnek sadece primer timér dokusundandi.

Calismamizda primer tiimér ve metastazlar incelenen 25 olguya iliskin
6rnekler hiicre farklilasmas: agisindan gruplandinldiginda 2 tanesi iyi diferansiye, 18
tanesi orta diferansiye ve geri kalan 5 tanesi de kotii diferansiye idi.

Tiim6r Orneklerinin incelendigi 25 olgunun 12 tanesi kadin, 13 tanesi
erkek olup kadin/erkek oram 0,92 olarak saptandi.Olgularin yas ortalamasi 60.8 olup
yas aralifz 20 ile 90 arasinda degismekteydi.Kadinlarin yas ortalamas1 62.9, erkeklerin
ise 58.8 idi.

Olgulann tiimdr lokalizasyonlan Cizelge 4.1°de goriilecegi lizere 8 tanesi
¢ekumda, 5 tanesi rektosigmoid bolgede, 6 tanesi rektumda, 6 tanesi de kolonda idi.
Olgularin Astler Coller’e gore yapilan evrelendirmesi de Cizelge 4.1°de gosterilmigtir.
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4.1.Yonteme iligkin Bulgular

Bagarih bir YR-KGH uygulamasinda etkili olan faktérlerden biri olan
DNA konsantrasyonu ¢aligmamizda da etkisini gosterdi. Her timér 6rnegi i¢in DNA
izolasyonu 30 mikronluk parafin kesitlerde yapildi. Elde edilen DNA miktan
spektrofotometre ile Slgiildiigtinde 7-18 pg/ml arasinda degisti ve bu miktar her iki
DNA isaretleme yOnteminin uygulanmasi i¢in yetersizdi. Ayrica Test/referans DNA
hibridizasyonunda test DNA’mn homojen dagilimi gergeklesemedi. Bu nedenle DNA
ornekleri dejenere-oligoniikleotid PCR (DOP-PCR) y6ntemi ile amplifiye edildi. Tiimér
DNA’ sina iligkin tiim genomun amplifiye edilmesini saglayan bu yéntemle drneklerin
DNA miktarlar1 35-50 pg/ml olarak saptandi ve ydntemin uygulanmas: sonunda test
DNA’nin hibridizasyon sonras: kromozomlarda homojen dagildig: gozlendi. Bu nedenle
tiim 6rnekler DOP-PCR ile ¢ogaltildi.

Calismamizin ilk O&rneklerinde parafin dokudan elde edilen DNA
materyalleri AE (10mM Tris-Cl; 0.5mM EDTA; pH:9.0) tampon soliisyonu igerisinde
¢Ozdiiriildi. Ancak bu 6rneklerde gergeklestirilen YR-KGH analizlerinde bagarili sonug
alinamadiindan tiimérlere iliskin yeni parafinize doku kesitlerinden DNA izolasyonu
gerceklestirildi ve DNA 6rnekleri distile su igerisinde ¢6zdiiriildii. Laboratuvarimizda
DNA 6rneklerinin distile su igerisinde ¢dzdiiriilmesi bagarili bir YR-KGH analizi igin
etkili bir parametre oldu.

Calismamizda tiimér ve referans DNA’ larinin farkl: florokrom molekiiller
ile igaretlenmesi agamasinda Nick translasyon isaretleme ySntemi ile PCR isaretleme
yontemleri kullanilarak yontemler arasinda kargilagtirma yapildi. Her iki yontemde de
DNA isaretleme agamasinda basarili olundu. Laboratuvarimizda her iki yontemin de
benzer sonuglar verdigi gozlendi.
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Basarili bir KGH analizinde hibridizasyona sokulacak DNA fragment
biiyiikliigii en 6nemli etkenlerden biridir. Bu nedenle her iki igaretleme ydnteminden
sonra igaretlenen tiimor ve referans DNA 6rnekleri %1 lik jel elektroforezinde yiiriitiildii
ve fragment biiyiikliikleri degerlendirildi.Calismamizda en iyi sonuglar DNA fragment
biiyiikliigiiniin 200-700 bg arasinda olan 6rneklerden elde edildi(Resim 4.1). Yaklagik
200 bg’den daha kiigiik DNA biiyiikliigii olan 6rneklerde (Resim 4.2) hibridizasyon
sonrasi degerlendirmelerde metafaz kromozomlari ¢evresinde spesifik olmayan floresan
sinyaller gozlenirken, floresan sinyaller analiz i¢in uygun degildi. DNA biiyiikligii
700bg.’den den daha biiyiikk olan orneklerde (Resim 4.2) ise hibridizasyon sonrasi
degerlendirmede herhangi bir floresan sinyal gozlenmedi. Bu nedenle bu 6rneklerde
isaretleme iglemleri tekrarlandi ve DNase ile kesim yapilarak DNA bilyiikligii 200-
700bg arasina getirildi.

Resim 4.1.: Uygun Fragment uzunlugu

Yukarida PCR isaretleme ile Nick translasyon yontemleri arasinda farklihik
olmadig1 belirtilmekle beraber bu iki yontem DNA fragment biiyiikliikleri ag¢isindan
farklilik gosterdi. Nick translasyon yonteminde isaretli DNA fragment uzunluklar
homojen bir dagilim gosteriyordu. Fragmentler 200-700b¢ araligindayd: ve bu nedenle
DNase ile kesme iglemi 4 6rnek diginda gergeklestirilmedi. Ancak PCR ile isaretleme
sonrasi Uriinler degerlendirildiginde DNA fragment biiyiiklik araligi 100-5000bg
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arasinda degismekteydi(Resim 4.3). Bu nedenle 6rneklerin biiyiik boliimiinde PCR

isaretleme sonrasi DNase ile kesilme agamasi gergeklestirildi(Resim 4.4).

Resim 4.2.: Sol tarafta 700b¢’den biiyiik fragment uzunlugu

Sag tarafta 200bg’den diisiik fragment uzunlugu

1000bg
250 bg

Resim 4.3: PCR isaretleme sonrasi farkli fragment boyutlari
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Resim 4.4.: Farkh boyutlardaki PCR Isaretlemenin kesim sonrasindaki

gOriintiisi

Diger tiim molekiiler sitogenetik yontemlerde oldugu gibi basarili bir YR-KGH
¢aligmasinda da timér ve referans DNA’ nin hibridize edilecegi metafaz preparatinin
kalitesi ¢ok dnemli bir faktdrdiir. Bu nedenle saglikli ve normal erkek karyotipine sahip
bireye iliskin metafaz kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda Henegariu ve ark.[45]
tarafindan Onerilen yontem kullanildi. Bu yontemde su buhari iizerinde metafaz
soliisyonu lamin belirli yerlerine yaklagik 30 cm yukaridan dikkatlice damlatilarak
preparat su buharmna tutuldu ve bdylece kromozomlarin yayilmasi saglandi. Her bir
preparat hazirlama isleminden sonra faz-kontrast mikroskopta preparatlar, mitotik
indeks, kromozom morfolojisi ve metafaz igindeki kromozomlarin birbirleriyle
yakinliklar1 degerlendirildi. En kaliteli preparatlar hibridizasyon i¢in ayrildi. Boylece
mikroskop analizi sirasinda metafazlardaki her kromozom basariyla degerlendirildi.
Preparat kalitesi diigiik oldugunda zeminde yogun spesifik olmayan sinyal birikimi,
homojen olmayan, nokta nokta dagilim gosteren floresan sinyaller gozlendi. Ayrica tist

iiste gelen kromozomlar incelemeden ¢ikarildi.
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4.2.Tiimér Orneklerine i!jgkin Bulgular

Yaptigimiz ¢aligmada primer tiimorler ve metastazlar,hem kendi iglerinde
hem de olgu gruplari arasinda karsilastirmalar: yapilarak sonuglar degerlendirildi. Tiim
orneklerde (primer timoér ve metastazlarda) kromozom ya da kromozom bolge
artig/amplifikasyonu,  kayiplara  gore  daha  yiikksek  siklikta  gozlendi
(artig/amplifikasyon:12.7/tiimor, eksilme:2.7/tiimor). Incelemelerde 6zellikle karaciger
metastazi olan olgularin tiim kromozomlarinda degisim go6zlenirken primer tiimorlerde
timoriin  histolojik asamasina bagli olarak kopya say1 degisim sikliklar1 farklilik
gosterdi.

4.2.1.Primer Tiimorlerdeki Anomaliler

Primer tlimorlerde, toplam 25 6rnekte 411 anomali saptand: ve anomali
orani 16.4/tiimor olarak gozlendi. Ornekler arasinda 2 tane iyi diferansiye, 18 orta
diferansiye ve 5 kotii diferansiye drnek vardi ve selliiler diferansiye oram azaldik¢a
genomik kopya anomalisinin arttig1 gozlendi. Anomali orani iyi diferansiye 6rneklerde
6.0/timor iken, orta diferansiye orneklerde 14.8/tiimor ve kotii diferansiye 6rneklerde

ise 26.2/tumor olarak hesaplandi.

Primer  tiimorlerde en stk gozlenen  kromozom  bolge
artig/amplifikasyonlar1 goriilme sikliklarina gére 7q(20/25), 8q(20/25), 20q(20/25),
13q(19/25), 20p(15/25), 7p(14/25), 19p(14/25), 2q(10/25), 3q(10/25), 19q(10/25),
1q(9/25), 2p(9/25), 6q(9/25), 10q(9/25), 11p(9/25), 12q(9/25), 14q(9/25), 1p(8/25),
6p(8/25), 15q(8/25), 3p(7/25), 4q(7/25), 11q(7/25), 16q(6/25) iken, en sik goriilen
kayiplar 18q(14/25), 8p(8/25), 17p(7/25), 18p(7/25), 4q(4/25) ve 22q(4/25) idi.
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Primer tiimorlerin iyi, orta ve kotii diferansiye olarak ayrilan orneklerinde
kargilagtirma yapildiginda iyi diferansiye orneklerde anomali sikligi diisiiktii. Bunun
aksine orta ve kotii diferansiye orneklerde anomali oram hem g¢ok yiiksek hem de
birbirine benzer rastgele olmayan anomalilerdi (orta diferansiye;14.8/tiimor ve kotii
diferansiye: 26.2/timor). Buna gore bir degerlendirme yapildiginda bu ii¢ asamadaki
olgularda 3q, 7q, 7p, 8q, 10q, 12q, 13q, 20p ve 20q, artiglar1 sik gozlenen ortak
anomaliler oldu. Bununla birlikte orta ve kotii diferansiye asamasindaki orneklerde
birbirinden farkli kromozom artig bolgelerine rastlanmadi sadece bu kromozom
artiglarinin sikhiklarinda farkhilik gozlendi. Orta diferansiye orneklerde 20q(12/18),
8q(10/18), 1p(8/18), 7q(8/18), 2q(7/18), 1q, 3q, 6q, l4q, 20p(6/18), 2p, 5q, 10q,
19q(5/18) en sik gorillen kazanglar olmasma ragmen bu kromozomlarn koti
diferansiye 6rneklerde [2p, 8q, 20p(5/5), 2q, 7q, 10q, 13q, 19q, 20q(4/5), 1p, 1q, 3q, 59,
6q, 14q(3/5)] oranlar daha yiiksekti. Bunlarin yaninda kétii diferansiye 6rneklerdel9p,
15q(4/5), 1q, 3p, 5p, 6p, 12q(3/5) de orta diferansiye 6rneklerden daha yiiksek bulunan
diger kromozomlardi. Ornekler kayiplar agisindan degerlendirildiginde iyi, orta ve kotii
diferansiye drneklerde 8p ve 18q21 kayiplar: ortak gozlenen delesyonlar olurken, kotii
diferansiye orneklerde 8p, 18q kaybinin yaninda 17p delesyonu da sik goriilen degisim
oldu.

Metastazi olan ve metastazi olmayan primer tiimérlerde bir karsilastirma
yaptigimizda da ortak goriilen anomaliler 3,7,8q,13q ve 20 kazanglan ile 8p ve 18q
kayiplari oldu. Bununla birlikte 17p kaybi sadece metastazi olmayan primer
tiimorlerinde goriiliirken 6q(9/10), 14q(9/10), 4q(7/10), 11q(7/10), 16q(6/10), 1q(5/10),
3p(5/10), kazanglan ile 22q(4/10) kayb1 sadece metastazi olan primer tiimdrlerde
goriildi. Bunlar diginda bir diger fark metastazi olmayan 6rneklerde goriilen anomali
ylizdeleri metastazli primer timor olgularindan daha diisiik orandaydi (metastazh

primer tiimorlerde 22.2/tiimor; metastazi olmayan primer tiimérlerde 12.6/ttimor).

Calistigimiz dokularin histopatolojik degerlendirmesi i¢in kullanlan Aster-

Coller simiflandirmasina gore olgularimiz arasinda 2 tane B1, 12 tane B2, 11 tane de C2
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asamasinda primer tiimor bulunmaktaydi. Bunlarda yapilan kargilagtirmalarda ise bir iist
paragrafta  degindigimiz metastazli ve metastaz1 olmayan primer tiimor
kargilagtirmasinda buldugumuz sonuglara benzer sonuglar gézlendi. Buna gore B1’de
sadece 7p, 7q, 13q ve 20q kazanci goriiliirken B2 ve C2’de bu kromozomlar haricinde
8q, 20q, 3p, 3q ortak goriilen kazanglar olurken 18q ve 8p’de ortak goriilen kayiplar
oldu. Bunun yaninda, 1q, 3p, 4q, 6q, 11q, 14q ve 16q, kazanci ile 22q kayb1 sadece C2

asamasinda goriildi.

4.2.2.Metastaz Orneklerdeki Anomaliler

Calismaya dahil edilen metastatik ornekler birlikte degerlendirildiginde
genomik kopya degisim oran1 17.2/tiimér olarak saptandi.

Tiimorlerin karacier metastazlarinda gozlenen anomali oram 19.7/timér
iken bu orneklerde de kromozom artig/Amplifikasyon sikligi (16.7/tiimér) delesyona
(3/tiimér) gore daha fazlaydi.

Karaciger metastazlarinda en ¢ok goriillen genomik kopya artiglari
kromozom 1q(4/4), Tp(4/4), 8q(4/4), 11p(4/4), 13q(4/4), 16p(4/4), 5p(3/4), 7q(3/4),
12q(3/4), 17q(3/4), 19p(3/4), 19q(3/4), 20q(3/4), 6q(2/4), 9q(2/4), 12p(2/4), 15q(2/4),
16q(2/4), iken delesyonlar kromozom 5q(3/4), 18q(3/4) ve 8p(2/4) de gozlenmistir.

Tiimérlerin lenf metastazlarinda gériilen anomali orani 9.2/tiimér olurken
bu oOrneklerde de karacier metastazlarinda oldugu gibi artig/amplifikasyon sikligi
(6,6/tiimor) kayiplara (2.6/tiimér) gore daha fazlaydi.
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Tiimorlerin lenf nodu metastazlarinda en ¢ok goriilen kopya artiglar
6q(5/8), 7q(5/8), 20q(5/8), 3q(4/8), 5q(4/8), 8q(4/8), 13q(4/8), 2q(3/8), 3p(2/8), Tp(3/8)
10p(3/8), iken, kopya delesyonlar ise 18q(7/8), 8p(5/8), 4q(4/8)idi.

Incelenen lenf nodu metastazlarindan 3 tanesi kétii diferansiye, 5 tanesi
orta diferansiye 6rneklerdi ve her iki gruptaki 6rneklerde kromozom 2q, 3q, 5q, 6q, 7q,
8q, 13q, 20q genomik kopya artis1 ortak anomali olarak saptamirken 3p, 7p, 10p
kazanglan sadece kot diferansiye 6rneklerde goriildii. Bununla birlikte 16q kazanci da

sadece orta diferansiye drneklerde bulundu.

Metastaz olgularinda ve primer tiimérlerde bir karsilagtirma yaptigimizda,
9q, 12p kazanci sadece karaciger metastazlarinda goriiliirken, 10p kazanci sadece lenf
nodu metastazlarinda 4q,10q,14q ve 20p kazanglarida sadece primer tiimér olgularinda

gOriilmiigtiir.

Yaptigimiz ¢alismada bir tane de over metastaz1 olan bir olgumuz vardi.
Bu olguda 1p, 1q, 2,3,5,6,8q,9p,10q,13q,18q,20,21q kazanglan ile 1p36, 16p13, 18q,
22q, kayiplar1 bulundu

Caligmaya dahil edilen olgulardaki tim kopya sayr degisimleri
Cizelge4.2’de gosterilmigtir. Ayrica metafaz prob goriintiisii, kontrol, primer tiimor,
karaciger metastazi, lenf metastazi 6rneklerine iliskin KGH analizleri ve profillerinin
resimleri sirasiyla Resim 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12°de verilmistir.
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Resim4.7: 4. olguya ait primer timér KGH goriintiisti
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S.TARTISMA

Karsilasgtirmali genomik hibridizasyon (KGH) dengesiz genetik degisimleri
tanmimlayan bir molekiiler sitogenetik yontemidir. Temeli iki renkli FISH teknigine
dayanan bu yontemde tiim kromozomlardaki genomik kopya artig yada eksilmelerinin
detayh olarak analiz edilmesi ve dengesiz kopya sayis1 bulunan kromozom bdlgelerinin
saptanmasi1 hedeflenmektedir. Bu ydntemin ¢esitli Ustiinliikleri vardir: 1- Tek bir
hibridizasyonla total genomun analizi yapilabilmekte, 2-Bu analiz igin canli hiicreye
gereksinim duymamakta ve 3- Cok az miktardaki Ormnekte dahi analiz
yapilabilmektedir[85,98]. Bu 6zellikler sadece KGH da bulunmaktadir. Ciinkii spesifik
gen testleri sekanslama analizleri, FISH analizleri gibi diger DNA- temelli yontemlerde
sadece hedeflenen bolgenin analizi yapilabilir. Bu 6zellikleri nedeniyle KGH bagta
tlimor genetidi olmak {izere farkli alanlarda kullanilan bir yontemdir[39,89].

Yapisal kromozom anomalilerinin incelenmesinde, sitogenetik ve klasik
KGH analiz yontemleri arasinda bir benzerlik bulunmaktaydi. Sitogenetik analizlerin
anomalileri saptama duyarlilif: ile KGH’in duyarlilhii benzer oranlardaydi (>5Mb) ve
aynca KGH da dengeli anomalilerin tamsi konamiyordu. Bu nedenle KGH, tiimor
genetigindeki avantajlarina ragmen klinik sitogenetikte genellikle sitogenetik analizlerle
tams1 konmus anomalileri dogrulamak amaciyla kullarliyordu[16,108]. Ancak son
donemlerde, KGH verilerinin sabit araliklar yerine dinamik standart referanslar
kullamlarak degerlendirilmesine dayanan yiiksek rezoliisyonlu-KGH’nin geligmesi ile
rezollisyon giicii 2-3 kat artarak 3Mb’a kadar ulasti. Dolayisiyla dengeli oldugu
diisiintilen ancak 3-5Mb arasinda dengesiz 6zellik g6steren anomalilerin de tamis1 artik
YR-KGH ile miimkiin olmaktadir{89].

Karsilagtirmali Genomik Hibridizasyonun (KGH) yukarida belirtilen
avantajlanmn  yaninda y6ntemin zor olmasi, optimizasyon ¢aligmalarimn

gergeklestirilmesinin zorunlu olmasi, yéntemin her agamasinda optimum - kosullarin
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saglanmasi zorunlulugunun bulunmasi ve kesinlikle bir sistemle birlikte analizin
gerceklestirilmesi gibi dezavantajlan da bulunmaktadir[30,34,51,85].

Basaril1 bir KGH deneyinde agagidaki parametreler ¢ok 6nemlidir.

1- Kontrol ve test DNA’s1 esit konsantrasyonda olmali,

2-  Sadece ¢ok iyi yayilmig, miimkiin oldugunca hig iist iiste
gelmemis kromozomlar1 bulunan metafazlar kullamlmals,

3-  Yiizeydeki spesifik sinyal orammn minimum olmas: igin

preperat1 sitoplazma artiklarindan gok iyi temizlenmeli,

4- Kromozomlarin denaturasyonu optimal olmali (agir1
denatiire yada az denatiire olmus kromozomlarda floresan sinyal fenotipi

analize izin vermez),

5- DNA fragmentlerinin biiyiikliigii 200-1200b¢ arasinda
olmali[31].

Yukarida maddeler halinde belirtilen parametrelerin énemi galiymamizda
da desteklenmistir. Parafinize dokulardan elde edilen test DNA miktan ve kalitesi diisiik
oldugundan her iki isaretleme yonteminin uygulanmasim engelledigi gibi hibridizasyon
sirasinda da homojen bir dagilim gésterememigtir. Bu nedenle tiimér DNAlar1 DOP-
PRC ile amplifiye edilmigstir. Diger taraftan formalinde fikse edilmis ve parafine
gbmiilmiis 6rneklerin DNAsinda azalma/kayip/kiigiilme olabilecegi bunun da KGH’da
asin grantillii ve diisiik yogunlukta floresan sinyal olusumuna neden olabilecegi ifade
edilmektedir[61,62,78]. Bu nedenle ¢aliymamizda DOP-PCR ile amplifikasyon
islemleri uygulanarak hem DNA miktar1 arttirildi hem de test ve referans DNAlarin

homojen 6zellik kazanmasi saglandi.
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Calismamizin yontem agamasinda yasanan diger problem, DNA fragment
biyiikltigiidiir. Literatiirde KGH uygulamasinda dnerilen DNA fragment uzunlugunda
cesitlilik gozlenmektedir. Uzunlugun 100bg ile 2300bg arasinda degisen uzunluklarda
olmasi gerektigini belirten ¢aligmalara rastlanmistir[47,48,52,62]. Laboratuvarimizda en
iyi sonuglar fragment uzunlugu 200-700bg arasinda olan DNA’larda elde edilmigtir ki
bu da literatiirde belirtilen degerler arasindadir. Calisjmamizin ilk ddnemlerinde
<200bg’den kiigiik DNA fragmentleri olan 6rneklerde yapilan hibridizasyonda sonuglan
etkileyecek oranda spesifik olmayan floresan sinyaller gézlenirken fragment biiytikliigii
>700bg olan 6rneklerde de sonu¢ almamizi saglayacak floresan sinyaller gézlenemedi.
Tekrarlanan deneyler sonucunda laboratuvarimizda en iyi sonug veren DNA biiyiiklugii
200-700bg olarak saptandi. Tiim 6rneklerde de bu aralik dikkate alinda.

Test ve referans DNA larin igaretlenmesinde kullanilan Nick Translasyon
ve PCR ile isaretleme yontemlerinin KGH bulgularinda herhangi bir etkisi gozlenmedi.
Yo6ntemler arasindaki tek farkliik olugan DNA fragment biiyiikliikleriydi. PCR ile
isaretleme sonras1 elde edilen iiriinlerde fragment biiyiikliikleri genellikle 200bg ile
1200bg arasinda bir smear geklindeydi. Ancak bunlar DNase kesim islemleri yapilarak
uygun biiyiikliiklere (200-700b¢) getirildi ve basarili KGH sonuglan elde edildi. Buna
karsihk Nick translasyon ile isarettemede DNA fragment biiyiikliikkleri homojen bir
dagilim gostererek 200-700bg uzunlugunda fragmentler elde edildi. Bunun enzim
konsatrasyonu ile inkiibasyon siirelerinin optimum olmasindan kaynaklandigim
diistinmekteyiz.

Solid ttimdrlerin kromozom analizi bagar1 oran: diigiik, zor, zaman ve emek
isteyen bir islemdir. Bu nedenle 1980°li yillardan giiniimiize kadar yeni molekiiler
sitogenetik yOntemlerin gelismesi ile solid tiimorlerde bu yontemler ile kromozom
aberasyonlarinin tamsina  gidilmigtir[67]. Kolorektal karsinom orneklerinde de
konvansiyonel sitogenetik analiz verileri ¢ok yetersiz iken FISH ve KGH analizleri
yiizlerce primer timor Orneginde uygulanmigtir. Siirhi sayidaki sitogenetik analiz
verileri ile KGH analiz verileri birlikte degerlendirildiginde, primer tiimorlerde rastgele
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olmayan kromozom 7q, 8q, 13q, 20q artiglar: ile 8p, 17p ve 18q kayiplarinin sik goriilen
kopya degisimleri oldugu bildirilmektedir[3,21,26,27,43,75,76,97]. Ancak kolorektal
kanser hastalarnin Sliimiinde metastaz nedeniyle §liim tiim kolorektal kanser tanis1 alan
olgular arasinda anlamli bir oran1 olugturmasina ragmen metastazlardaki genomik kopya
degisimleri son yillarda incelenmeye baslanmistir[7,26,27,64,73,75]. Bu nedenle,
calismamizda 25 primer tiimor ile birlikte 4 karacier metastazi, 8 lenf nodu metastazi
ve 1 over metastaz1 analiz edildi. Sonuglarimiz i¢inde literatiirle uyumlu olan sonuglar
yamnda uyumlu olmayan sonuglarimiz da vardi. Diger taraftan bu giine kadar yapilan
KGH analizlerinde kolorektal kansere iliskin primer tiimérler ile metastazlan klasik
KGH yontemiyle degerlendirilmigtir. Ulagabildigimiz literatiirlerde kolorektal karsinom
omeklerinin YR-KGH verilerine rastlanmadifindan ¢alismamiz primer tlimoérler ile
metastazlarinda gozlenen anomalilerin YR-KGH ile degerlendirilmesi bakimindan ilk
galigmadir.

Calismamizda metastatik lezyonlardaki kopya sayr degisim oram
17.2/ttimdr olarak saptandi. Literatiirde metastatik lezyonlardaki anomali siklig: en fazla
14/tiim&r olarak Diep ve arkadaglarinin yaptigr ¢alismada belirtilmistir[27]. Goriildiigii
izere ¢aligmamizda saptanan oran literatiire gére yiiksektir. Bunun nedeninin kullanilan
yontem farklilifindan kaynaklandigimi diigtinmekteyiz. Ciinkii normal KGH ile >5-10
Mb biiytikliigtindeki anomaliler saptanirken YR-KGH ile >2-3 Mb biiyiikliigiindeki
degisimler g6zlenmektedir. Kromozomal instabilitenin yiiksek oranda gozlendigi bu
ttiimorlerde anomali oraninin yiiksek olmasi beklenen bir
durumdur[16,34,43,89,94,95,108].

Bu giine kadar birgok ¢aligmada spesifik kromozom degigimleri rapor
edilmigtir. Cahymamizda degerlendirmeye aldigimiz primer tlimér drneklerinde 1q, 2p,
2q, 3p, 3q, 4q, 6p, 69, 7p, 7q, 8q, 10q, 11q, 11p, 12q, 13q, 14q, 15q, 16q, 19p, 19q,
20p,20q, kromozom artiglar1 saptanmugtir. Caligmamizda kromozom 7pl2 ve 7p21
bolgeleri ile 2p artiglan yiiksek siklikta gozlenmis olup bu anomaliler bugiine kadar
yapilan ve bizim ulagabildigimiz ¢alismalarda gézlenmeyen anomalilerdi. Diger taraftan
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kromozom 2q [43,83], 6q [7,43,83,87], 10q [43,83], 15q [7,43] artislan literatiirden
daha sik gozlendi. Primer tiimérlerde saptadifimiz diger genomik kopya delesyon tipleri
ve sikliklari literatiir ile uyumluluk gésteriyordu[4,7,11,27,64,75,76,83,86,87,93,94,95].

Karaciger metastazlarinda kromozom 5p14 artis1 yiiksek siklikta goriilmiis
olup bu anomali de literatiirde bildirilmemigtir. Karacifer metastazlarinda saptanan
diger genomik kopya aberasyonlan (3q, 5q, 6q, 7q, 7p, 89, 99, 11p, 12p, 12q, 13q, 15q,
16p, 16q, 17q, 19p, 19q, 20q artislan ile 18q, 8p, 5q kayiplan) literatiirle uyumlu fakat
literatiir oranlarina gére daha ytiksek siklikta saptanmistir[4,7,26,27,73,75,76,87].

Lenf tiimdr metastazlarinda saptanan kromozom 5q, 3p22ve 3p25 ile
10p12 artiglan 6nceki ¢galismalarda rapor edilmemis anomalilerdi. Bu bélgeler haricinde
lenf nodu 6rneklerinde saptanan diger anomaliler literatiirdeki galigmalarin verileri ile
uyumludur{4,75,76].

Calismamizda saptanan 4q, 5q, 8p, 17p, 18q delesyonlan arasinda en sik
goézlenen anomali 18q delesyonudur. Bu kayip daha 6nceki KGH ¢alismalarinda da en
¢ok gézlenen anomali olarak bildirilmekte olup 18q ve 17p kayiplarinin zayif prognozia
iligkili oldugu belirtilmistir[4,7,11,26,27,64,75,76,83,86,87,93,94,95]. Kromozom 18’in
q kolunda lokalize 3 tane tiimér siipresér gen bulunmaktadir: DCC, Smad2,
Smad4/DPC4, SMAD7[4,75]. Yapilan g¢aligmalar 18q°da lokalize bir ya da daha fazla
genin aktivitesinin kaybolmasimn timér gelisiminde Snemli bir rol oynadigim
gOstermistir[4,7,26,75]. Bir ¢ok ¢alismada kromozom 18q kolunun allelik kayb1 ve bu
bolgede yer alan DCC gen ekspresyon kaybimin kolorektal kanserlerin kétii prognoz
belirleyicisi oldugunu gostermistir[7,27]. Bizim galiymalarimizda da 18q kayb1 en sik
goriilen degisimlerden olurken bu anomali siklif1 metastazlarda primer tiimorlere gore
daha yiiksek sikhiktaydi(primer tlim6r 20/25; karaciger 3/4;lenf nodu 7/8) goriildii.
Bunun diginda 5q’daki kayiplarin kolorektal tiimdrijenezisin erken asamalarinda rol
aldi@1 bilinmekle beraber metastazlar da da 6nemli olabilecegi diigiintilmektedir[7,75].
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Calisgmamizda okzellikle primer tiimorlerde yiiksek siklikta gézlenen diger bir anomali
kromozom 17p delesyonudur. Kromozom 17p’de lokalize P53 tiimér stipressér geninin
kolorektal kanserlerde onemli bir rolii oldugu pek ¢ok literatiirde rapor edilmigtir
[25,26,72,102].

Yaptifimiz analizlerde rasgele olmayan genetik degisimler daha ¢ok
metastatik kolorektal karsinomlarda bulundu. Bu degisimler 7p, 8q, 13q ve 20q
kromozom kolu artiglar1 ile 4q, 18q, 8p ve 22q kromozom kolu delesyonlaridir. Bu
anomaliler daha ©nceki KGH literatiirleri ile uyumludur[4,7,26,27,73,75,76,87].
Rastgele olmayan bu degisimlerin birikiminde ve primer tiimdr ile metastazlar arasinda
farkli degisimlerin olmasinda, metastaz ve tlimor diseminasyonunun birbirinden
bagimsiz yollara sahip olmasiyla bir ilgisi oldugunu diigiinmekteyiz..

Kromozom 8q23-24’de lokalize C-Myc onkogeninin agir1 ekspresyonu
cesitli neoplazi tiplerinde meydana gelen bir olaydir. Bu bélgenin kanser hiicrelerinin
transformasyonunda meydana gelen gesitli hiicresel mekanizmalarin isleyisiyle iligkisi
bulunmaktadir. C-Myc amplifikasyonu ile ileri evre kolorektal kanser arasindaki bu
iligki daha onceki galiymalarda da rapor edilmistir[7,10,17,38,82]. 8q24 te bulunan
MYC onkogeninin asir1 ekspresyonu ve 8q amplifikasyonu prostat kanseri,g6giis
kanseri karaciger kanserini igine alan g¢esitli kanserlerde bulundu. Bizim
olgulanimizdaki her ti¢ grupta da bu bolgenin kazanglar1 yiiksek orandaydi. Yaptigimiz
calismada artiy gozledigimiz 8q23-24 bolgesinde C-Myc onkogenine ek olarak
kolorektal kanser metastazlaninda etkili oldugu belirtilen PRL-3 onkogeni de
bulunmaktadir[33,72]. Diger bir kromozom kolu amplifikasyonu da 12p’de gériildii. Bu
kromozom kolu {izerinde kolorektal tlimorigeneziste rol oynadig1 bilinen
CCND2(Cyclin D2) ve K-Ras onkogenleri bulunmaktadir[72].

Calismada saptanan diger bir genomik kopya artisi kromozom 20q idi.
Kolorektal kanserlerdeki 20q anomalilerinin ¢ok kompleks olan degisimleri bu bélgede
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kolorektal karsinojeneziste se¢ilmis bir gok hedef gen oldugu y6niindedir. Bu bblgede
bulunan birkag aday onkogen olan AIB4, ZNF217, CYP24 daha 6nce 6zellikle gogiis
kanserinde [73,88] ve NCOA3 gogiis kanseriyle birlikte ovaryum, mide ve pankreas
kanserinde  belirtilmekle birlikte  kolorektal kanserlerdeki &Onemi  heniiz
degerlendirilmemigtir[88].

Analiz yaptifimiz olgular arasinda bir tane de over metastazi
bulunmaktaydi. Bu olguda kromozom 1p34.1-p22, 1q32, 2p, 2q22-q37, 3p13-p24, 3q12-
q27, 5q11.2-g22, 5q31.1, 6p21.1-p11.1, 6q, 8q21-qter, ,9p21, 10921.3-q23, 13g21.1,
13g22,13q31, 18q22,20p11.2, 20q11.2, 21g22.1 artiglani ile kromozom 22q, 1p36,
16p13.2, 18q delesyonlari. Yaptigimiz literatiir aragtirmalarinda kolon kanser kaynakh
over metastazlarinda goriilen degigsimlere iliskin herhangi bir veriye rastianmadifindan
bulgularimiz yoruma agiktir.

Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda rapor edilmeyen ancak galiyjmamizda
yiiksek siklikta goriilen kromozom artig bolgeleri igerdikleri kanserle ilgili genler
agisindan degerlendirildiginde kromozom 2pl13-12°de REL, 2p24.1’de N-Myc,
MYCNOS, 3p24.2’de THRB, 5q33-35’de CSFR1, 7p12°de EGFR , 3p25°de WNT7A
ve 3p21.3°de USP4 proto-onkogenlerinin bulunduu saptandi. Ancak bu genlerin
kolorektal kanser gelisimindeki etkilerine iliskin veriler heniiz yetersizdir.
[9,28,40,54,60,65,68,90,91,99,103].

Bu protoonkogenlerden kromozom 2p de lokalize olan N-Myc, ¢ocukluk
d6énemi ndroblastoma prognozunda 6nemli bir klinik gosterge olurken aym bolgedeki
REL geninin, primer Hodgkin tlimérlerinde dnemli patolojik roli bulunmaktadir[65].
Aym kromozom kolu iizerinde bulunan MYCNOS diger bir adiyla N-Cym onkogeni ise
N-Myc amplifikasyonu goriilen tlimdr hiicre dizileri kadar, fetal gelisim sliresince de
eksprese olan bir gen boélgesidir. Ayrica N-Myc ve N-Cym gen iiriinlerinin normal
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gelisim ve onkogenezis siiresince fonksiyonel olarak birbirlerine bagh olabilecekleri
diigiintilmektedir[54,90].

3p kromozom kolu iizerinde lokalize THRB onkogeni ise triiyoditrionin
i¢in bir niikleer hormon reseptorii olarak iglev goriir ve bu troid hormonu igin birkag

reseptorden biri olarak troid hormonun biyolojik aktivite gostermesinde etkilidir[54,68].

Calismamizda gorillen 5’inci kromozoma ait artiglar i¢in yaptigimiz
literatlir aragtirmalarinda 5p kromozom kolu iizerinde bugiine kadar saptanabilen
herhangi bir onkogen bulunamamigstir. Fakat 5q33-35°de bulunan CSFR1 onkogeninin
makrofaj gelisiminde 6nemli bir diizenleyici oldugu ve epitelyal meme ve ovaryum
kanserleriyle iligkili oldufu saptanmistir. Ayrica normal ve neoplastik prostat
gelisiminde ve biiyiimesindeki degisimlerle CSFR1 ekspresyonunun arasinda ortak bir
iligkinin oldugu goriilmiistiir[54,60].

Yukanida sayilan kromozomlar haricinde kolorektal kanserlerde g¢ok
yaygin goriilen kromozomlardan birisi de 7°nci kromozom idi. Yapilan aragtirmalarda
genellikle 7q kromozom kolunun artiglar1 saptanmistir. Fakat bizim galismamizda 7°nci
kromozomun kisa kolunda da artiglar gériildii. Yine yaptigimiz literatiir aragtirmalarinda
7q kadar kromozom 7p de de lokalize ¢esitli onkogenlerin oldufunu saptadik.
Bunlardan en dnemlisi ErbB ailesi olarak bilinen reseptér ailesine ait olan epidermal
bliylime faktor reseptr (EGFR)’tidiir. EGFR’nin, tiimor biiylime prosesini kolaylastiran
multipl sinyal yollarinda gérev aldig1 bilinmektedir. Son yapilan galismalarda da EGFR
nin kolorektal kanserlerde asin eksprese oldufu bulunmus fakat bunun prognostik
degeri tam olarak degerlendirilememistir [54,103].

Ik olarak ¢aligmamizda saptanan diger bir amplifikasyon kromozom 3p25
dir. Bu bolgede lokalize WNT7A proto-onkogeni sinyal proteinlerini kodlayan ve
yapisal genlerden olugan WNT ailesinin bir iiyesidir. Bu genin embriyegenezis
stirecinde etkili oldugu, dier taraftan kolorektal karsinojenezisinde sinyal iletimi
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defektleri ile iliskili oldugu belirtilmektedir. Bu bodlgede lokalize olan USP4 proto-
onkogeninin ise kiigiik hiicreli akciger kanseri ve adenokarsinomlarinda agir1 eksprese
oldugu goriilmiistiir[40,49]. Kolorektal kanserlerdeki ekspresyonuna iligkin bir bilgiye

rastlanmamugtir.

Sonug olarak bulgularimz literatiirde belirtilen KGH analizleri ile biyiik
bir uyumluluk gosteriyor. Bununla beraber primer tiimérlerde kromozom 7p ve 2p
kazanglari, karaciger metastazlarindaki 5p14 kazanglan ve lenf diiglimlerindeki 5q, 3p
ve 10p artig anomalileri ilk olarak bizim ¢aliymamizda gézlenen anomaliler olup bu
kromozom bbélgelerinin detayh incelenmesi ile kolorektal kanser gelisimindeki rolleri
belirlenebilecektir. Bununla beraber ¢aligmamizda saptanan anomalilerin olgular
arasinda goriilme sikliklar1 da literatiire gére yiiksektir. Bunun kullamlan ySntemin
farkli olmasindan kaynaklandidim1 diigtinmekteyiz.

Bu c¢ahsma primer timorler ile metastazlarimin genomik kopya
aberasyonlari agisindan kargilagtinlmasinin  6nemini vurgulamugtir. Takip edecek
caligmalarda  saptanan  anomaliler ile  hastabfin  prognozunun  birlikte
degerlendirilmesinin  kolorektal karsinojenezis mekanizmalarim belirleyerek bu
bilgilerin hasta tedavisine yonelik kullamlmasina ve yeni aday timdr siipres6r gen ve
onkogenlerin saptanmasi igin bir temel olusturacagim diistinmekteyiz.
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6.SONUC

Kolorektal kanserlerde, primer tiimorler ile metastazlarinda genomik
kopya degisimlerinin YR-KGH ile incelenmesi ve aberasyonlarin kargilagtirilmasi
amaciyla yapilan bu ¢aligmada 38 parafin dokuda YR-KGH analizleri yapildi ve bu
dokular arasindaki bulgular birbirleriyle karsilagtirildi.

Baganli bir KGH igin test-referans DNA miktarlarimin, DNA fragment
uzunlugunun kaliteli metafaz preparatimin Onemi ¢aligmamizda da gosterilmigtir.
Calismamizda her YR-KGH’da bir negatif kontrol kullanilmigtir. Ancak negatif kontrol
ile pozitif kontroliin birlikte kullanilmasinin uygun olacag sonucuna varilmgtir.

Yiiksek rezoliisyonlu KGH teknigi normal KGH’ya gére daha hassas,
genomik kopya degisimleri daha yiiksek oranda saptama olanag veren bir yontemdir.
Caligmamizda bu y6ntemin hassasiyeti verilerimizde de gozlenmigtir. Bugiine kadar
normal KGH ile gézlenememis ancak iki ve daha fazla tiim6r materyalinde goriilerek
kolorektal kansere spesifik oldugu disiintilen kromozom 2p,3p,5p,5q,7p,10p
anomalileri ilk olarak ¢aligmamizda ortaya konmustur.

Kolorektal kanserlerde, hiicresel farklilasma azaldikga genomik kopya
aberasyon oramnin artify caligmammzda da gbzlenmigtir. Iyi diferansiye 6rneklerde
anomali oran 6,5/tlimdr iken orta ve kotii diferansiye 6rneklerdeki oranlar 14.8/tiiméor ve
21/ttimér dir. Kromozom instabilite kolorektal kanserlerin olusumunda énemli bir
mekanizmadir.
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Primer tiimérlerde 1p, 1q, 2p, 2q, 3p, 3q, 44,6p, 6q, 7p,7q, 8q, 10q, 11p,
11q, 12q, 13q, 14q, 15q, 169, 19q, 19p, 20p, 20q artiglar1 ile kromozom 4q, 8p, 17p,
18q, 18p ve 22q delesyonlan ortak anomalilerdi. Bu anomaliler kolorektal kanserlerin
KGH ile incelendigi literatiirlerdeki degisimlerle uyumlu anomalilerdir. Ancak
kromozom 7p ve 2p artislan ilk olarak c¢alismamizda gozlenen anomalilerdir. Bu
kromozomlarda aday onkogenlerin (REL, N-Myc, MYCNOS, EGFR) kolorektal

karsinojeneziste 5nemli olabilecegini diiglinmekteyiz.

Primer tiimorlere gbre metastazlardaki anomali siklif1 ¢ok daha yiiksektir.
Diger tarafta karaciger metastazlarda hemen tiim kromozomlan tutan genomik kopya
artiglan  dikkati ¢ekmistir. Ozellikle 9q, 12p, anomalileri sadece karaciger
metastazlarinda, 10p de sadece lenf nodu metastazinda gézlenen anomalilerdi.

Incelenen lenf nodlarinda ise 2q, 3p, 3q, 5q, 6q, 7p, 74, 8q, 10p, 13q, 20q,
artiglar1 literatlirlerde de goriillen ortak artiglar olurken ortak kopya delesyonlar
kromozom 4q, 8p ve 18q idi. Literatiirle uyumlu olmayan kromozom 3p,5q ve 10p
artiglariminda karsinojenziste etkili olabileceginin, bu kromozomlarda lokalize THRB,
WNT7A, USP4, CSFR1 onkogenlerinin metastatik mekanizmalarda rol
oynayabilecegini diigiindiirmektedir. Ancak genig aragtirma gruplarinda incelemelerin
yapilmasi zorunludur.

Calismada incelenen olgular arasinda bir tane over metastazi
bulunmaktaydi. Yapilan YR-KGH analizinde bu olgunun over metastazi dokusunda 1p,
1q, 2, 3, 5, 6, 8q, 9p, 10q, 13q, 18q, 20, 21q kazanglan ile 1p, 16p, 18q, 22q kayiplan
bulundu.

Sonu¢ olarak, c¢aligmamiz kolorektal kanser oOrneklerinin YR-KGH
yontemi ile analiz edildigi ilk ¢aligmadir. Primer tiimérler ile metastazlarinin daha genis
populasyonlarda YR-KGH ile incelenmesi, kolorektal karsinojenezis mekanizmalarinda
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etkili olan genlerin ortaya konmasinda biiyiik avantajlar saglayacaktir. Diger taraftan
genis populasyonlarda metastaz gelisen primer tiimdrlere spesifik anomalilerin ortaya
konmasi, bu anomalilere sahip hastalarin takibi ve tedavisinde yeni yaklagimlarin
gelistirilmesine bir temel olusturacaktir. Ayrica saptanan anomaliler ile hastalifin

prognozunu kargilagtirma olanagim da saglayacaktir.
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