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OZET

Kolorektal kanserler (KRK) diinyada en sik goriilen kanserler arasinda yer almaktadir.
Ortaya ¢ikmasinda ve patogenezinde gorev alan genetik instabilite, genetik degisimlerin
birikiminde o6nemli bir rol oynamaktadir. KRK’da genetik instabilitenin, mikrosatellit
instabilitesi ve kromozomal instabilite olmak tizere 2 biiyiik nedeni vardir. KRK’nin %87’sinde
goriilen kromozomal instabilite genetik materyalin kayb1 ya da kazanciyla ortaya ¢ikmaktadir.
P53 gen delesyonlar kolon kanserlerinde yapilan farkli galismalarda oldukga diisiik diizeylerde
bulunmugtur. Bu oran %5-10 arasinda degismektedir. Bu c¢aliymada kolon ve rektum
kanserlerindeki kromozomal degisikliklerin ve Fluoresans in-situ Hibridizasyon (FISH) metodu
kullanilarak p53 gen kaybinin ortaya konmasi amaglanmgtir.Caligilan vakalarin, 22’si kolon,
6’s1 rektum kanseri olmak iizere, toplam 28 vakada, dokulari elde edilebilen 14 hastanin,
touching metodu kullanilarak interfaz-FISH preparatlari hazirland1. Periferik kant elde
edilebilen 14 hastada, konvansiyonel sitogenetik ¢aligmasi yapildi. Dokularindan interfaz-FISH
preperati hazirlanan vakalarda, p53 lokus spesifik DNA probu kullanilarak interfaz-FISH
¢aligmast yapildi ve her hasta i¢in 500 hiicre incelendi. Hastalarin toplam %64’inda P53
geninin degigmedigi, %7’ sinde p53’tin kazanci ve %29’ unda kayb1 gozlendi. Hastanin yas1 ve
P53 gen degisimi arasinda istatistiki olarak anlaml: bir iliski bulundu (p<0.05). Kanserin evresi
ile P53 gen degisimi arasinda istatistiki olarak anlamli bir iligki bulundu (p<0.05). Interfaz
FISH metodu kanserlerde gen delesyon ve kazancini tespit etmede giiglii bir metottur. P53 gen
degisimleri ve KRK arasindaki iligki hala aydinlatilamamistir. Bu nedenle, bu konu ile ilgili
immunohistokimyasal ve daha ileri genetik ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler:KRK, P53 geni, interfaz FISH, p53 lokus spesifik DNA probu,

genetik instabilite, mikrosatellit instabilite.



2. ABSTRACT

Colorectal cancer is one of the most common malignancies worldwide. Genetic
instability may play an important role in the accumulation of the large amount of genetic
alterations during the pathogenesis of cancer. There are two major forms of genetic instability
in colorectal cancers that are chromosomal instability and microsatellit instability.
Chromosomal instability are appeared in 87% of colorectal cancers result in gains and losses of
genetic materials. P53 gene deletions have been found in low levels in different studies made in
colorectal cancers. This ratio changes among 5-10%. We proposed to define P53 gene deletion
in colorectal cancers by Flouresans /n Situ Hybridization (FISH). We analyzed a total of 28
cases, including 22 colon cancers, and 6 rectum cancers. Slides were performed using touch
preparation protocol from 14 tumoral tissue samples. Interphase FISH study is performed using
P53 locus specific DNA prob and examined 500 cells for each patient. No change of P53 gene
is observed 64% in patients. 7% of cases were obtained the gain of p53 gene and 29% of cases
were obtained the allelic lose of p53 gene. We found statistically significant correlation
between p53 gene change and cancer phases and between patient ages and p53 gene change.
Interphase FISH is a powerful method which could establish gene deletions and gains in
cancers. The relation between P53 gene deletion and colorectal cancer is not yet explained. For
this reason, further examinations are needed to use of molecular genetic technics and
immunohistochemistry in this subject.

Key Words: CRC, P53 gene, interphase FISH, P53 locus specific DNA probe, genetic

instability, microsatellite instability



3. GIRiS

3.1. Kanser

Kanser terimi tek bir hastalik adi olmayip temel nedeni, kontrolsiiz biiyiime olan habis
(malign) tiimorlerin tiimiine verilen bir addir ve hiicre ¢ogalmasi sonucu bir kitle (neoplazma)
haline gelmektedir. Kanserde temel sorun, hiicre gogalmasindaki kontroliin kaybolmasidir ve
¢ogalma ya da biiylime, genlerin kontrolii altinda olduguna gore genetik faktérler tiim kanser
tirlerinde etkilidir. Baz1 kanser tiirlerinde primer faktoér olarak anormal bir gen sorumlu
tutulurken, diger bazi kanserlerde gevresel faktorler sorumlu tutulmaktadir. Kansere hangi
faktor neden olursa olsun tiim kanser turlerinin somatik hiicrelerdeki mutasyon ya da
mutasyonlar sonucu olustugu ve mutasyonlarin bir seri genin ekspresyonunu etkiledigi bilinen
bir gergektir (7).

Biitiin neoplasmlar kotii huylu seyir takip etmeyip, erken donemde fark edilirlerse
basariyla tedavi edilebilmektedirler. Bu tip timorler iyi huylu (benign) olarak
adlandinlmaktadir. Iyi huylu tiimérler, genel olarak kaynaklandig: hiicre tipi isminin sonuna
”oma” son eki eklenerek adlandirilmaktadir (6rn; fibroma, adenoma...), kétii huylu tiimorlerin
isimlendirilmesi de benzer sekilde belirli son ekler kullanilarak yapilmaktadir (6rn; sarkom,
fibrom, sarkom, karsinom) (48).

Her tiimor, hiicresel DNA molekiiliindeki bir yada daha fazla mutasyon sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Bu gekildeki mutasyonlar igeren hiicreler 2 yolla malign bir tiimoér olusturabilirler.
Ilk olarak, mutasyon normal olarak hi¢ veya ¢ok az replike olan bir hiicrenin, anormal
proliferasyonuna neden olmaktadir. Béylece mutant hiicrelerin bir klonu olugmaktadir. Ikinci
olarak, mutasyon tiim organizmanin yapisint etkileyecek sekilde de erken embriyogenez
agamalarinda olugmaktadir. Son ¢aligmalar kanserin ortaya ¢ikmasinda genlerin 3 grubunun rol

oynadigini ortaya koymustur (53).



3.1.1. Onkogenler

Hiicre proliferasyonu tizerinde pozitif etkiye sahip olan genlerdir. Normal, yani
mutasyona ugramamig formlan proto-onkogen olarak adlandiriimaktadir Pek ¢ok onkogen
hiicre proliferasyonunu kontrol eden yollarda gorev alan proteinleri kodlamaktadir. Bu
proteinlerin 4 tipi hiicre proliferasyonunu kontrol etmektedir. Bunlar buytime faktorleri,
buyliime faktor reseptorleri, hiicre igi ileticiler ve niikleer transkripsiyon faktorleridir. Cesitli
nedenlerle aktive olan bir onkogenin agir1 ekspresyonu veya uygun olmayan fonksiyonlari
gergeklestirmesi sonucu kanseri olusturabilecek olan transforme hiicreler meydana gelmektedir.

Bir tek mutant allel hiicrenin fenotipinde etkili olabilir (16).

3.1.2. Tiimor Siipressir (Baskilayici) Genler

Timorogenesis sadece onkogenlerin aktivasyonuyla gergeklesmez. Ayni zamanda diger
genlerinde fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlardan da kaynaklanmaktadir. Timor
baskilayici genler olarak bilinen bu genler hiicre siklusunun negatif diizenleyicileridir. Timor
baskilayici genlerin fonksiyon kaybina neden olan gesitli mekanizmalar vardir. Bunlar arasinda
mitotik non-disjunctionla bir kromozomun kaybi, promotor metilasyonu, mutasyonlar ve vahsi
tip allelin delesyonu sayilabilir. Timor baskilayici genlerin fonksiyon kaybina neden olan en
onemli mekanizmalarindan biri heterozigositenin kayb1 (loss of heterozygosity; LOH) dir. Bu
timor baskilayict geni tagtyan kromozomun tamamen kaybi1 veya kromozomun tiimor
baskilayici geni tagiyan kisminin kaybi seklinde gergeklesmektedir. Tumér dokusunda
heterozigositenin kaybit homozigot veya heterozigot olabilir. Ancak timor dokularinda
homozigot kayiplar daha yaygindir (53). Siipressor gendeki ilk mutasyon ya zigotta meydana
gelmektedir (mutasyon etkilenmis ebeveynden veya yeni bir mutasyon tagiyan germ
hiicresinden yeni nesillere aktarilabilir) ya da ilgili dokudaki tek bir hiicrede olusabilmektedir

(somatik mutasyon) (16). Insanda timér baskilayici fonksiyona sahip pek ¢ok gen vardir.



3.1.3. DNA Tamir Genleri

Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar DNA’nin onariminin gergeklesmemesine veya
yetersiz replikasyonuna neden olurlar. Genetik bilginin integrasyonunu saglamada genel bir role
sahiptirler. Okaryotlarda en az 5 gen, DNA tamiri ile ilgilidir. Bunlar hMSH2, hMLHI,

hMSH6, hPMS|1 ve hPMS2’dir (14).

3.2. Ince Ve Kalin Bagirsak Neoplazmalar

Ince bagirsagin uzunluguna karsin bu segmentteki neoplazmalar kendisinden ¢ok daha
kisa olan kalin bagirsaktakilerden sayica gok daha seyrektir. Ince bagirsagin en sik goriilen
selim timori adenomlar (polipler), stroma kokenli timoérler (en g¢ok leiomyomlar) ve
lipomlardir. Asagt dogru inildikge bunlar1 ¢esitli norojenik, vaskuler, hamartomatoz lezyonlar,
kugiik, polipoid ya da intra mural kitleler olugturma egilimi tasirlar. Sayica ileumda daha fazla
olmak iizere, tiim ince bagirsaga yayilmislardir ve nadiren klinik belirti verirler. Bu belirtilerde
tikayici semptomlar ve intiissepsiyondur. Benign tiimorler, kanserlerden daha sik goriiliirler.
Ince bagirsak kanserleri biitiin gastrointestinal malignitelerin %1’ ni olugturur. Analizlerin pek
¢ogunda en fazla adenokarsinom tipi maligniteler gorulir. Bunu sirasiyla karsinoidler,
lenfomalar ve sarkomlar izler. Benign tiimoérlerin dagiliminin aksine, adenokarsinomlar
proksimal dizeylerde (duodenum ve st jejenum, yaridan fazlast ampulla vateriye yakin);
karsinoidler ince bagirsagin herhangi bir bélumiinde, ancak daha sik olarak ileumda; sarkom ve
lenfomalar daha sik olarak distalde yerlesme egilimi gosterirler. Biittin maligniteler ilk olarak
bolgesel lenf diigiimlerine daha sonra karacigere ve bazen bagka taraflara yayilirlar. Sarkomlar,
bagirsak duvarinda bulunan herhangi bir mezenkimal hiicreden geliserek, biiyliyiip zaman
icinde kitleli neoplazmalara doniigebilirler (48).

Diinyada en sik goriilen kanser tipleri akciger ve kolon kanserleridir. Bunlar, kanser

Oliimlerin %40’ 11 olusturmaktadir. Diger agir seyirli tipler ise meme, prostat ve pankreas
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kanserleridir (64). Cerrahi ve radyoterapi lokalize kanserler i¢in etkili tedavi yontemi olmakla
beraber, giinimiizde, tiim viicuda yayilmig kanser hiicreleri i¢in kemoterapi uygulanmaktadir.
Kemoteropotikler, spesifik ilaglar olmayip, viicutta ¢cogalmakta olan tiim hiicreleri etkiledikleri
i¢in, normal epitel dokunun da 6liimiine sebep olmaktadirlar. En ¢ok sindirim sistemi, keratinz
doku ve kemik iligi etkilenmektedirler. Bu yan etkilerinden dolay1 kemoterapinin etkinligi
simirlidir. Bu  yiizden kanserin tedavisinde molekiiler dizeyde daha etkili olabilecek
kemoterapatikler aragtirilmaktadir. Giuntimizde onkogen proteinlerine, 6zel ilaglar
gelistirilmeye c¢aligtimaktadir. Bunlar iginde en ¢ok insan kanserlerinde goriilen onkogen olan
RAS’mn proteinlerine yonelik ilaglar arastirilmaktadir (16). Kolorektal kanserler yillar boyunca
asemptomatik kalmaktadirlar ve belirgin kanama, digkilama aligkanliinda degisme ya da sol
kolon lezyonlarinda kramp seklinde, sol alt kadran rahatsizIg1 olusturarak dikkat gekerler. Sag
taraftaki kanserlerde, siklikla gizli bir sebebe bagli yorgunluk, ya da halsizlik aragtirilirken veya
agiklanamayan demir eksikligi anemisi tetkik edilirken saptanirlar. Erkeklerde bu tip bir
aneminin, gastrointestinal kanser anlamina gelmesi klinik bir kuraldir. Kadinlarda
menstruasyona bagli kan kaybi, ¢ok sayida gebelik ve anormal uterus kanamalari bu tip bir
anemiye yol agabilecegi igin durum bu kadar agik olmaz. Hastalik hali, guigstizlik ve kilo kaybi
gibi sistemik belirtiler ancak neoplazma karaciere ya da bagka bir bolgeye atladiktan sonra
olusur. Bu lezyonlar klinik olarak siklikla sessiz kaldiklari i¢in, klinik belirtilerden oOnce,
hematojen yayilma olmaktadir (42).

Giuiniimiizde kanserlerin yaklagik %25’i ¢gekumda ya da ¢ikan kolonda lokalizedir ve
rektum ile distal sigmoidde de benzer bir oran s6z konusudur. Geri kalan %25°de inen kolon ve
sigmoid proksimalinde lokalizedir; geri kalanlar diger bolgelerde dagimniktir. Sol taraftaki
kolorektal kanserler aniiler, pecete halkas: seklinde lezyonlardir ve genellikle lumeni belirgin
derecede daraltir ve bazen proksimal bagirsagin distansiyona ugramasina sebep olurlar. Pecete
halkas1 seklindeki lezyonlarin sinirlari, klasik olarak yukari dogru toplanmus, kabarcikli ve

serttir ve orta ¢emberi Ulserlesmistir. Bu neoplasmalar zaman iginde (belki yillar iginde)
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bagirsak duvarini gegerek , subserozal ya da serozal, sert beyaz nodiiller seklinde goriilebilirler.
Yayilma, ozellikle bolgesel lenf digiimleri ve karacigere ulagarak sonunda her yere yayilabilir
(64).

Sag kolondaki kanserler, tipik olarak lumen iginde karnibahar seklinde kitleler olarak
biyiyen polipoid bir goriinime sahiptirler. Plak seklinde ya da ulseratif lezyonlar ¢ok daha
seyrektir. Tumorlerin makroskobik morfolojileri ne olursa olsun, sonunda kolon duvarini
agarak, mezenter ile bolgesel lenf digtimlerine yayilirlar. Ardindan da karacigere ve diger uzak
bolgelere yayilim olabilir. Bu neoplazmalar daha genig olan gekumda ve fekal akimin daha sivi
oldugu ¢ikan kolonda olustuklar: igin, seyrek olarak titkanmaya yol agarlar. Bu sebeple uzun
sire boyunca klinik olarak sessiz kalirlar, ancak belirgin kanamaya sebep olduklari zaman
tammirlar. Kolorektal kanserler, nadiren ulseratif kolitle iligkili olduklarinda, sinsi bir gekilde
infiltratif seyrederler. Bu tip lezyonlar giderek daha fazla agresif, infiltratif olma ve erken bir
dénemde yayilma egilimindedirler. Kolorektumdaki tiim karsinomlar, histolojik olarak %95’i
adenokarsinomlar olup, bunlarin ¢ogu miisin uretirler.(Musin de ekstraseluler olarak salgilanir.)
Aniise yakin olan bolgedeki tiimorler ise siklikla skuamatoz hiicre diferansiasyon odaklarina
sahiptirler. Seyrek olarak gorilen diger bir tip ise kiigik hiicreli, diferansiye olmayan
karsinomlardir. Bu karsinomlar néroendokrin hiicrelerden kaynaklanabilir. Bu sebeple hormon
ve diger biyoaktif maddeleri ureterek, g¢esitli paraneoplastik sendromlar olusturma
potansiyeline sahiptirler. Rektum ve apendikse ait karsinoidler neredeyse hi¢ metastaz
yapmazlar (64).

Bu neoplazmalarin tanisi:

1-Lavman Opak, Baryumlu Grafi

2-Rektosigmoidoskopi,

3-Kolonoskopi,

4-Bilgisayarli Tomografi (BT),
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5-Biyopsinin dahil oldugu ¢esitli metodlara dayanarak konur. Ayrica, karsino
embriyonik antijen (CEA) kan diizeylerinin yiikselmesi, tam agisindan ancak timér belli bir
boyuta erigtikten ve yayilma olasilig1i gok arttiktan sonra anlamli diizeylere ulagir (1). Cok
sayida evreleme sistemleri gelistirilmistir (48).

Astler Coller Siniflandirmasi

A- Evresi: Mukozaya lokalize tiimor

B- Evresi: Bl Lenf nodu metastazi olmadan muskularis propriaya kadar tiimor

tutulumu

B2 Lenf nodu metastazi olmadan muskularis propriay1 invaze edn tiimér
C-Evresi: C1 Muskularis propriaya kadar lezyon ile beraber lenf nodu metastaz
C2 Muskularis propriay1 invaze eden lezyon ile beraber lenf nodu metastaz

D-Evresi: Uzak metastaz

TNM Smiflandirmasi

Primer tiimor (T)

T1s-In-situ karsinoma

T1-Submukozaya kadar tutulum

T2-Muskularis propriaya kadar tutulum

T3-Subserozaya kadar tutulum

T4- Tim duvar veya komsu organ tutulumu

Bolgesel lenf nodu (N)

NO LN metastazi olmayan

N1 1-3 metastatik lenf nodu

N2 4 veya daha fazla metastatik lenf nodu

Uzak metastaz (M)

MO- Uzak metastaz olmayan

M1- Uzak metastazi olan (32).



EVRE TNM

0 Insitu karsinoma Tis NOMO

I Muskularis propriaya kadar yayilim T1, T2 NO MO
11 Tiim bagirsak duvar tutulumu T3, T4 NOMO
I Lenf nodu metastazi varlig T, N1, N2, MO
IV Uzak metastaz varlig T N M1 (32).

3.2.1. Kolorektal Polipler
Polipler kolonda lumene dogru ¢ikintt yapmig mukozal kabarikliklardir. Bu

cikintilar sapli ya da sapsiz (sessile) olabilirler. Boyutlar: 1-2 mm’den 10 cm’ye kadar
degisebilir. Tek tek bulunabilecekleri gibi yiizlercesinin hatta binlercesinin bir arada
oldugu polipozis koli gseklinde yapilanmalari da mumkiindiir. Daha ¢ok kolon sol
tarafinda lokalize olurlar. Klinik olarak g¢ogunlukla asemptomatik olan polipler
histopatolojik yapilarina ve morfolojilerine bagli olarak kanama, invaginasyon,
obstriksiyon, rektal akinti, sivi ve elektrolit anomalileri ile kanserlesme gibi degisik

belirtilerle ortaya gikabilirler (32).

Histopatolojik olarak temelde 3 farkli polip mevcuttur;

1- Adenomatoz polipler: Tubuler (%87), Tubulovilloz (%8), Villoz (%5).

Polipozis Koli Sendromlari: Familial Adenomatoz Polipozis, Gardner
Sendromu, Turcot Sendromu
2-Hamartomatioz Polipler: Peutz-Jeghers Sendromu, Juvenil Polipozis, Cowden
Sendromu (GIS polipozis, Tricholemmoma, Meme kanseri, Tiroid hastalik), Cronkhite-

Canada Sendromu (GIS polipozis, hiperpigmentasyon, alopesi, tirnak deformiteleri).
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3- Hiperplastik Polipler (32).

3.2.1.1. Adenomatoz Polipler

Bunlara adenomalar ad1 da verilir. Kolon mukozasindaki glandiiler epitelin iyi
sinirlanmig bir alaninda geligsen proliferasyon ve sinirlanamamis hiicre boliinmesine
isaret eder. Ug farkli morfolojisi olmasina ragmen bu morfolojilerin hepsi de karisik
bulunur ve hakimiyet hangi tiirde ise onun ismini alirlar. Bu ii¢ morfolojide de malignite
geligir. Malignite en sik Villoz yapida (%40) geligirken, bunu sirasiyla Tubulovilloz (%
22) ve Tubuler (%S5) yapt izler. Bunun yaninda gap arttikga malignite riski artar.
Yukardaki malignite riski eger polip ¢ap1 2 cm’nin Uizerine gikarsa sirasiyla %53, %46
ve %35 olur. Genelde ise adenomatoz polipte 1 cm’ye kadar olan poliplerde malignite
riski %1.3 iken 1-2 cm arasinda % 9.5 ve 2 cm’nin tzerinde %46’dir. Tubuler
adenomalar ¢ogunlukla sapli olduklar: halde vill6z yapida olanlar sapsizdirlar (32).

Familial Adenomat6z Polipozis (FAP) yiizlerce polibin gelistigi ailesel bir
hastaliktir Bu patolojiye sebep olan gen 5. kromozomun uzun kolunda bulunmustur ve
APC geni olarak isimlendirilmigtir. Hastalarin ortalama teshis yas1 29’dur. FAP’a bagl
ortalama kanser gelisme yag1 ise 39’dur. FAP’1n ekstrakolonik bulgularin eklendigi
farkli tipleri de vardir Bunlardan birisi, Gardner sendromudur. Polipozis koliye ek
olarak hastalarda epidermal inkliizyon kistleri ve kemiklerde osteomlar bulunur. Turcot
sendromunda ise kolon poliplerine beyin tiimorleri eslik eder ancak oldukga nadir

goriilen bir durumdur (32).

3.2.1.2. Hamartomatdz Polipler
Peutz-Jeghers Sendromu: Bu sendromda, melanin tarafindan olusturulan
mukokiitandz pigmentasyon ve tiim GIS boyunca, intestinal diiz kaslarda hamartomlar

vardir. Otozomal dominant gegisi olan bu sendromda hastalar meme, serviks, over,
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fallopian tiipler, tiroid, akciger, cilt (Basal Hiicreli), pankreas, testis ve safra yollarinda
kanser geligme riskini tagirlar. Yine bu hastalarda %2-13 oraninda mide, ince barsaklar
ve kolonda yerlesen GIS kanserleri gelisme riski vardir. Kanserler, polibi érten ya da
onun kenarinda bulunan mukoza da gelisebilir. Bu hastalarda GIS kanamalan ya da
intusepsiyona bagli olarak gelisen ileuslar baslica klinik bulgulardir (32).

Juvenil Polipozis: Cogunlukla 10 yasin altindaki ¢ocuklarda gériilen bu patoloji

daha buyik ¢ocuklarda ve erigkinlerde de gorilebilir. Juvenil polipler, barsak
duvarinda, lamina proprianin fibroblastik stromas: igersinde geligsen glandiiler yapilarin
kistik dilatasyonlandir. En yaygin kargilagilan semptom rektal kanama ve kitlenin disari
prolabe olmasidir. Hastalarin %10’nunda otoamputasyon gelisebilir. Cocukluk ¢aginda
rektal kanamanin en sik sebebini juvenil polipler olusturur. Poliplerin %60’1, anal
verge’den 10 cm uzaklikta ve yine en fazla %10’ nu, 20 cm’den daha uzakta ve kolonun
diger kisimlarinda bulunur (32).
Juvenil polipozisi bulunan gocuklarda ise klinik, soliter lezyon bulunanlara gore, daha
farkhdir. Bu hastalarda hematokezyaya ek olarak demir eksikli§ anemisi,
hipoproteinemia, hipokalemia, halsizlikte tabloya eklenir. Bu duruma kolonun benign
ve malign lezyonlar: ile gastroduodenal poliplerin eglik etme ihtimali artar. Ancak
soliter poliplerle karsilastirildiginda oldukga nadir gorilirler (32).

Cronkhite-Canada Sendromu: Nonfamilial juvenil poliplere
hiperpigmentasyon, alopesi ve tiwnak deformiteleri gibi epidermal degisikliklerin
eklendigi bir sendromdur. Bu hastalarda da rektal kanama ve anemi baslica
yakinmalardir. Diyare ve malabsorbsiyona bagl vitamin eksiklikleri, hipoproteinemia,
sivi ve elektrolit anomalileri, kilo kaybi1 ve karin agrisi, bulant1 ve kusma, tat duyusu
kayb1 ve bazi norolojik sikayetlere de rastlanabilir. Polipler kolon ve mide de mutlaka

beraber bulunurlar. Ince barsaklarda da siklikla bulunduklar distiniilmektedir (32).



12

Cowden Sendromu: Ug¢ embriyonal hiicre tabakasim da ihtiva eden
hamartomlardan olugan otozomal dominant bir defekttir. Burada gastrointestinal
poliplere ek olarak trikolemmomalar, meme kanseri ve tiroid hastaliklar1 da beraber

bulunur (32).

3.2.1.3. Hiperplastik Polipler

Hiperplastik polipler kolonda olduk¢a yaygin goralir. Tipik histolojik
goriiniimleri epitelyal dismaturasyon ve hiperplazidir. Genelde ¢aplari Smm’yi gegmez.
Bunlarda adenomatoz degisiklik goriilmez. Klinik olarak anlami ise agik degildir. Yas

ilerledik¢e gorilme sikliklari artar (32).

3.2.1.4. Kolorektal Karsinomlar

Kolorektal kanserlerin yaklagitk %2-3’tintin, Familial Adenomatoz Polipozis
Sendromuyla basladig1 tahmin edilmektedir. 5q21°de iki tiimor supresor gen yer alir.
Birincisi Familial Polipozis Coli’de inaktive olan APC geni, ikincisi de birgok kolon
kanserinde mutasyona ugrayan MCC genidir. Adenokarsinom gelisimi, ¢ok degisik, ¢ok
basamakli ve ardigik genetik degisimlerin eklemeli etkilerinin rol oynadi@i bir olay
olarak degerlendirilmektedir (42).

Karsinogenezde rol oynadigi distnilen tim genetik degisikliklere kargilik,
epidemiyolojik ve gevresel faktorlerin de etkili oldugu diisiiniilmektedir. En ¢ok dikkati
¢ekilen faktorler diyetle alinan yag, rafine karbonhidrat alimi, lifli gidalarin alimi ve
diyette A, C, ve E vitaminleri gibi koruyucu vitaminlerin yeterliligidir. Diyetteki yag
miktan ile kolorektal kanser atak orani arasinda baglantilar kurulmustur. Fazla miktarda
yag alinmasinin karaciBerde kolesterol ve safra asitleri sentezini artirdign ileri

sirilmustir. Bu driinler kalin bagirsaktaki bakteriyel flora tarafindan potansiyel
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karsinojenlere gevrilebilir. Bakteri organizmalarinin kolonda prolifere olmalari, diyette
yiksek miktarda rafine seker alinimiyla desteklenir (42).

Diyetteki lif miktarinin, daha rafine, lif igerigi diisiik gidalarla beslenen zengin
bat1 toplumundaki kolorektal kanser oraninin, lif igerikli daha basit gidalarla beslenen
Asya, Afrika ve diger fakir bolgelerde yasayan, daha digiik sosyo ekonomik diizeye
sahip insanlardan daha yiiksek olmasinda, lifin koruyucu bir etki sagladig
diugtinilmektedir. Lifin digk: kitlesini arttirdigt ve karsinojenlerin konsantrasyonunu
dugtirdigi dustnilmektedir. Lifler ayn1 zamanda kalin bagirsaga gegisi de hizlandirir ve
mukozanin olasi1 zararlilara maruz kalisint azaltir. Ayrica bazi lif igerikleri, toksinleri

baglayarak, koruyucu etki saglayabilirler (64).

3.3. Kolon Kanserlerinde Etkili Olan Tiimdor Baskilayici  Genlerin

Biyokimyasal Fonksiyonlari

Bir transmembran reseptor proteinini kodlayan delesyona ugramig kolon
karsinom (deleted in colon carcinoma:DCC) geni, hiicre adezyon molekilleriyle yapisal
benzerlik gostermektedir. DCC’geninin kaybi veya proteininin fonksiyon gérmemesi
hiicreler arasi baglantilarin kaybolmasina yol agmaktadir. Bunun sonucunda kanser
hiicreleri invazyon yapma ve go¢ etme yetenegi kazanmaktadirlar. DCC geninin
ligandlar,, komsu hiicrelerin yuizeylerinde ya da hiicre dist matriksde bulunan
proteinlerdir. Ilerlemis kolorektal kanserlerde, DCC geninin homozigot kaybi sik
goriiliir. Kolon kanserinde olusan lezyonlar bir dizi evre gecirerek olusur. Olusan
adenomlar giderek biiyiir, ardindan kolon epitel hiperplazisi olusur ve sonunda malign
transformasyon geligir. Bu stiregte sirasiyla adenomatoz polipozis koli (APC) geni,

DCC geni ve P53 genleri inaktive olmaktadirlar (Sekil 1) (48).
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Ailesel polipozis sendromu diginda, tammlanan genetik degisikliklerin hig
birisinin kalitsal olmadig1 disiniilmektedir. Neoplastik gelisime g¢evresel etkilerin
katilip katilmadig halen kesinlik kazanmamugtir (48, 73).

3.4. Kolon Kanserlerinde Wnt Yolaginda Gerceklesen Molekiiler

Degisiklikler

B-katenin, bagl: reseptor sinyal sisteminde ¢ok 6nemli bir habercidir. Wnt protein
reseptor bagl sinyallerin [Wingless-type frizzled protein receptor signaling (Wnt)]
fonksiyonlari, genomda hiicre proliferasyonunu saglayan c¢esitli genleri aktive
etmeleridir. Bu da onkojenlerin amplifikasyonlarinin baglamasina sebep olmaktadir. -
kateninin net etkisi, sitoplazmada birikim oranina baglidir. Varyasyonlarda, genlerin
allelik frekanslari, B-katenin kolonun malign transformasyonunu engellemektedir. Eger
kesin bir polimorfizm varsa, kolon kanserine yatkinlik durumunda, B-katenin
aracitifiyla Wnt sinyalinde proteinlere baglanma affinitesi azalir (Axin veya
adenomatous polyposis coli proteinlerinin B-katenine baglanma affiniteleri azalir.) (63).
Insan kolon tiimorlerinde, axin2 ve hnkd mRNA ekspresyon degerlerinin yiiksek
olmasi, Wnt/B-katenin sinyalini aktive etmektedir. Wnt/B-katenin sinyal sisteminde
gorevli olan gen mutasyonlari, kanser tiplerinin gelisiminde anahtar bir rol
oynamaktadir (64).

Ektodermal noral korteksl (ectodermal neural cortexl: ENCI1) geninin
ekspresyon diizeyi kolon kanserli dokularda yapilan g¢aliymalarda yiiksek diizeyde
bulunmustur. ENCI1, beta katenin/Tcf sistemi tarafindan diizenlenmektedir. Bu genlerin
ekspresyonlarindaki degisiklikler, kolon hiicrelerinin transformasyonu ile kolorektal
karsinogenesin geligmesine katkida bulunmaktadirlar (70).

Kaderin aile proteinlerinin [E-cadherin (cadherin-1), P-kaderin (cadherin-3) ve
OB-kaderin (cadherin-11)], hiicresel baglanma ve hareketliligi diizenledikleri ve timor

supresorler gibi gérev yaptiklart ileri siriilmektedir. Bu aile proteinleri kromozom
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16q22°de haritalanmigtir. E-kaderin lokusunun allelik inaktivasyonu ve mutasyonu,
diffuse gastrik kanserlerde sik goriilmektedir. Malignlerde genomun bu bélgesi sik sik
delesyona ugramaktadir. Renal, gastrik ve kolonik karsinomal: 30 vakada, kaderin 11 ve
E kaderin ekspresyonlari incelendiginde, gastrik kanserde bir allelin ekspresyon kaybs,
E cadherin lokusunu sinirlamakta iken, renal karsinomada allelik kayip gozlenmedigi,
kolon karsinomada ise E kaderin ve kaderin 11 allellerinin kaybi1 gozlenmistir. E
kaderin ve kaderin 11’in dolayli olarak kolorektal kanserlerin patogenezinde rol
oynadiklart ileri siiriilmektedir (11).

Sporadik veya Familial adenomatdoz polyposisli hastalardan alinan
ACF(Aberrant crypt foci) biopsy oOrnekleri genetik degisiklikler gosterir. Magnify
endoskopi kullanarak, takip eden kanser ve kolorektal adenomalarin, varsayilan onciil
lezyonlarin, ACF biyopsi 6rneklerinde; APC, K-ras ve B katenin mutasyonlar: tespit
edilmistir. FAP’da APC, K-ras ve P katenin mutasyonlar1 yer alirken, non-FAP’l1
hastalarda bu mutasyonlar tespit edilememistir. K-ras mutasyonlar1 baglica ACF’nin
diizenlenmesi, olusumu siiresince meydana gelir. Bunu adenomalar takip eder. Bu
olaylar APC mutasyonunda gerceklesir. FAP’da, APC’nin somatik mutasyonu
predominant olarak, ACF formasyonu siiresince meydana gelir. Bunu K-ras mutasyonu
takip eder (59, 49). Sporadik kolorektal karsinoma, adenoma ve ACF’de K-ras
mutasyonu ile Glutathione S-transferaz pi(GSTP1-1)’nin ekspresyonundaki artis
birbirine yakindir. Apl ve Spl, v-K-ras’in sorumlu degistiricidirler. Apl, GSTP1-1’in
promotoriiyle etkilesim gosterir.  GSTP1-1 ekspresyonu kolorektal adenoma ve
karsinomalarda yiiksek bulunmugtur. GSTP1-1 agirt ekspresyonu olduk¢a makul
degerlerde iken, kolorektal adenoma ve karsinomalarda K-ras mutasyonu, AP-1
aktivasyonu nedeniyle etkisi azalmaktadir (39).

Son yillarda yapilan galigmalarda, kolorektal kanserlerin %68’ini, APC timor

supresor gen ile karekterize olmus mutasyonlarin igerdigi, bu mutasyonlarin, WNT
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sinyal sistemini aksatarak, B-kateninin niikleer asir1 ekspresyonuna yol agtiklari tespit
edilmigtir. Nukleer [-katenin fonksiyonlarindan biri de tiimor genlerinde
transkripsiyonel aktivator olmalanidir. Kolorektal kanserlerde B-katenin, bir major
onkoprotein olarak gorev yapar. B-kateninin tiimor hiicrelerindeki nitkleer ekspresyonu
ise ¢ok yiiksektir. B-kateninin asir1 ekspresyonu, APC lokusunda bozukluklara sebep
olur. Duzenli gergeklesen bu olaylar, tiimor hiicresinde onkoproteinin farkli dagilimma
yardimci olup, g¢evre dokulardaki invazyon sahasindaki timor hiicrelerinde sinyalin
alinmasina, B-kateninin niikleer translokasyonuna sebep olmakla tiimériin invazyonunda

direkt rol oynayabilirler (19).

3.5. E-Kaderinin B-Katenin fle Etkilesimi
Hiicre matriks baglanma (Cell-matrix adhesion) kompleksine, hiicre baglanma
molekiilleri (cell adhesion molekilleri:CAM’S) aracilik etmektedir. CAM’S’in bir
sayisi, timor invazyon ve metastazlarinin baskilayicilaridir. E-kaderin, hiicre-hiicre
adhezyon anahtar1 araciliginda CAM’S’tn membran alt1 proteinlerinin bir grubuyla
etkilesimini saglamaktadir. E-kaderin, a,  ve y kateninler olmak tizre 3 grupta
incelenirler. o, B ve y kateninler, mikroflament iskeletine, ankor E-kaderin olarak
sunulurlar. E-kaderin ekspresyonu, timor hiicrelerinin invazif ve metastatik yapilarinin
her ikisiyle ilgilidir. E-kaderin ekspresyonunun kaybs, kanser hiicrelerinin invazifliginde
potansiyel bir artiga ve hiicresel baglanmada azalmaya sebep olur. Hiicre-hiicre
baglanma molekiillerinin diizenlenmesi, etkili kanser hiicre davramgina en onemli
yaklagimdir (11).
Sitoplazmik protein olan P-kateninin, E-kaderinle olan interaksiyonu, direkt
yolla gerceklesir. B-katenin alfa veya gama kateninden biriyle etkileserek, kaderin

molekiiliiniin fonksiyonel olmasini saglar. B-katenin, glikojen sentazkinaz 3f3 [glycogen
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synthasekinase 3B (GSK3B)] ve tumor supresor gen APC’nin iretimiyle
diizenlenmektedir (11).

B-katenin degerleri, Wnt sistemi tarafindan, sinyal yoluyla diizenlenir. Wnt
proteinler, reseptore baglanarak, bir sinyal olugmasina sebep olurlar. Sinyali saglayan,
sitoplazmik bir protein olan Dishevelled(Dsh) proteinidir (Dsh’in aktivasyonu, Wnt
sinyal inhibitleri GSK3B’nin aktivitesine ve dolayisiyla serbest B-katenin birikintileriyle
sonuglanir.). Kompleks yapmamig B-katenin degerlerinin serbest birikintileri daha sonra
yitksek mobiliteye sahip grup, domain proteinlerle kompleks yap1 olustururlar. Bunlar,
transkripsiyon faktorlerinin T-cell factor/ enhancer factor-1(Tcf/ LEF-1) ailesidir (10).

Gastrointestinal alanin sporadik kanserlerinde; Tiimor gelisim faktor B reseptor 11

[Tumor Growth Factor f Receptor II(TGFBRII)], insulin gelisim faktoér reseptor [II
Insuline Growth Factor Receptore II (IGFRII)] K-ras ve BAX genlerinin mutasyonlari
ile mikrosatellit alterasyonlar tespit edilmistir. TGFBRII, IGFRII ve BAX genleri kolon
tiimorlerinde degisiklige ugramaktadir. Bu degisiklikler oncelikle TGFBRII, IGFRII ve
BAX genlerinin kodlayici dizilerin mutasyona ugramasi ile meydana gelmektedir (11).

Pankreatoblastomayla birlikte, familial ve sporadik adenomatous polyposisli hastalarda
yapilan molekiiler ¢aliymalarda, exon 3’de B-katenin ve APC genlerinin mutasyona
ugradigy, direkt DNA dizilemesinde ekzon 1’de K-ras, immunohistokimya ¢aligmasinda
ise p53 ve Dpcd(Ductuloinsular tumors of the Pancreatic) timor supresor genleri

mutasyona ugramustir. Bu degisiklikler APC/B-katenin yolagim etkiler (1).

3.6. Kolorektal Kanserlerde Degisime Ugrayan Genlerin Sentezlenmesi

Insan kolorektal kanserlerinde, serin-treonin fosfataz 2A’nin beta izoformu
[B(PPP2RIB) isoforms of the subunite of the serine-threonine phosphatase 2A
(PPP2R1B)] geninin degisime ufradigi tespit edilmistir. PP2R1B geni, kromozom

11923 “de lokalizedir. PPP2R1B geni, serin/ threonin protein fosfatazin A subunitini
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kodlar. Ayrica bu gen, timor supresor gen olup, akciger ve kolon kanserlerinde etkin
oldugu sanilmaktadir. Primer kolorektal kanserli 30 Ornekte yapilan molekiiler
¢aligmada, 5 missens mutasyon, 4 kolon kanserli vakada da amino asit substitiisyonu
tespit edilmistir. Bunlar:

Alanin (GCT)— — — — — — — — — — Glisin(GGT)

Isolosin (ATA)— — — — — — — — ——Losin(TTA)

Glutamik asit (GAG) —» — — — — — — —Valin (GTG)

Glisin (GGA) — — — — — — — — — — Valin (GTA)

Prolin (CCT) — — — — — — — — — — Serin (TCT)

Polimorfizm ise 16sin (478)’de bulundu. PP2R1B geninin kolorektal kanserlerin
bitin tiplerinin gelisiminde inaktive oldugu gosterilmistir (56). Hata onarim
mekanizmasindaki [Miss Match Repair(MMR)] 4 proteinin(hMSH6, hMSH2, hMLH]1
ve hPMS2) ekspresyonu ile mikrosatellit instabilitesi yiksek olup, somatik veya
epigenetik degisimlerde, h(MSH6 inaktivasyonu ¢ok seyrek olarak gozlenmistir (17).

Kolorektal tiimorlerde gorevli oldugu sanilan bir bagka gen ise lizil oksidaz
(Lysyl Oxiase: LOX)’dir. LOX, bakir bagli bir amino oksidaz olup, hiicre geligiminin
diizenlenmesinde goérevli bir timér supresor gendir. LOX geninin kromozomal lokusu
5q23.1’dedir. Kolon kanserinde LOX geninin LOH’unun LOX’un fonksiyonunda
azalma veya kayipla timor olusumuna katkida bulundugu tespit edilmistir. Timor
geligimi boyunca LOX fonksiyonunda azalma veya kayip, somatik mutasyonlarin direkt
bir sonucu olup, kolon tiimor patogenezi ile birliktedir (46).

Ince bagirsak kanserlerinde adenokarsinomlar iyi diferansiye olmuslardir. Kolon
karsinomlarin da bu tip tiimorler histopatolojik olarak ayirt edilebilir olup, buiytik
hiicreli minimal farklilasmug karsinomlar [Large cell minimally differentiated
carcinomas (LCMDCs)] olarak adlandirthirlar. Yaygin olmayan neoplasmalarin

patogenezinin iyi anlagilmasi i¢in LCMDCs’lerin molekiiler ozellikleri, kolonun
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diferansiye olmus adenokarsinomlariyla (DACs) karsilagtinlip, yaygin olarak goriilen
tipik kolorektal karsinomalardaki degisiklikler incelendiginde:

1-p53 ve Beta katenin immunreaktivitesinde artisg,

2-K-RAS gen mutasyonlarinda artis,

3-Mikrosatellit instabilitesinde artis,

4-Kromozom 5q, 17p ve 18q’da heterozigositesinin kaybinda artig vardur.

Timéorlerin  immunohistokimya agisindan degerlendirilmesi yapildiginda, bir
homeobox protein olan CDX2’nin eksprese oldugu tespit edilmistir. CDX2’deki
alterasyonlar ve DNA hata onarim defektleri, LCMDCs’lerin gelisiminde kismi olarak
rol oynar. LCMDCs’lerin molekiiler patogenezi DACs’lerden farklilik gosterirler (24).
p21 aktive edici protein kinaz(PAK) serin/ threonin kinazlar, RhoGTPaz ailesinin
onemli etkileyicilerinden olup, hiicre morfolojisi ve motilitesinin diizenlenmesinde
gorevlidirler. (Hiicre transformasyonunda oldugu gibi.) Tiimor hiicre hatlarinda yapilan
calismalarda PAK4’iin asir1 eksprese oldugu gosterilmistir. Kinazin aktive olmasi,
serinin glutamik aside mutasyonu ile sonuglanir (S474E). Fosfospesifik antikorlar, golgi
membraninda aktive PAK4 karsisindaki Serin474’e etkileyerek, aktive Cdc2 ile birlikte
cksprese olurlar. Aktive PAK4(S474E) mutantin ekspresyonu, transforme edici
potansiyele sahip olup, NIH3T3 hiicrelerin gelisiminde bagimsiz yol izler. Diger bir
yolda Kinaz-inaktivite PAK4, HCTII6 kolon kanser hiicrelerinin, ankor bagimsiz
gelisiminde inhibe edici olup, aktive Ras tarafindan etkin olarak transforme edilir.
PAK4; onkojenik trasformasyonda ve Ras’in gorevini yerine getirmesinde gereklidir
(13). Kalitsal polipoz olmayan kolon kanser [Hereditary nonpolyposis colon cancer
(HNPCC)’li hastalardan alinan spermde yapilan molekiiler g¢alismalarda; hMSH2,
hMLH]1, ve hPMS2 hata onarim genlerindeki mutasyonun HNPCC’ye sebep oldugu

agiklanmigtir. HMSH2 mutasyonlu erkeklerde, hata onarim genlerinin mutasyonlari,
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kromozomlarin normal segregasyonlarinda ve mayoz da etkili olabilecegi ileri
striilmugtiir (38).

Gastrointestinal kanser 6rneklerinde yapilan diger bir molekiiler ¢alisma da, Gen
Chip p53 Assay ve Dual color FISH’dir. Primer tiimor 6érneklerinde ekzon 8’de 273.
kodonda, heterozigot nokta mutasyon His.(CAT)—Arg.(CGT), ekzon 6’da ise 217.
kodonda, Gly.(GGG)—Val.(GTG) oldugu tespit edilmistir. Gastrointestinal kanserlerin
gelisiminde ve karsinogenezisin gelisimi siiresince, p53 mutasyonlarinin gergeklesmesi,
kromozom 17’nin delesyonuna neden olur (57). Kolon kanser érneklerinde, kodon 12
ve kodon 13’de Ki-Ras(Kirsten-ras) mutasyonlari tespit edilmistir. Ki-Ras
mutasyonlarinin olusmasinda, genetik faktorlerin yam sira gevre faktorleri ve de hayat
kosullan etkili olmustur. Sigara kullananlarda, aspirin/NSAID’lerin kullanimi, vitamin-
mineral ilavelerinin kullanimi, kafein tiiketimi Ki-Ras(+) ve Ki-Ras(-) ile meydana
gelen tiimorlerle birliktedir. Bu birliktelik beslenme veya diger hayat tarzi faktorleriyle
kangtinlmamalidir. Erkekler arasinda, fiziksel aktivitenin diisiik degerde olmasi, Ki-Ras
mutasyonlu tiimore sahip olunabilecegini, bayanlarda ise boyle bir durumun s6z konusu
olmadigini, ancak viicut indeksi (Body Meus Index)’nin yiiksek olmasi, tiimérlerin daha
yliksek oranda Ki-Ras mutasyonuna sahip olunabilecegini ortaya koymustur (52). Dis
kaynakli faktorler; lif ve yag, kalitim riskin 6nemli degistirici etkenlerindendir.
Beslenme faktorleri, intestinal bolgenin deZigmesine, karsinojenik olusumun
etkilenmesine, intestinal bakteriyel flora yapisinin degismesine, safranin dolasimina
vesafra akigindaki degisikliklere sebep olurlar (71). Ki-Ras mutasyonlari, sayilan bu
faktorler ve kolon kanseriyle birlikte olup, diger hastalik gekillerinin ortaya g¢ikmasina

neden olabilirler (18).
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Morfolojik Goriinfmn Molekiiler Degisiklik

‘ Normal Epitel l

44— Kromozom 5¢'daki APCV bslgesinin
Iraybi va da mutasyonu

Hiperproliferatf Epitel

> -— DINA metillenmesinin kaybt
Erken evredeki
Adenoma
4—— Kromozom 12p'deki RAS geninin mutasyonu
Orta evredeki
Adenoma
44— Kromozom 18q'daki DCC geninin kayh
Geg evredeki

Adenoma
44— Kromozom 17p'deki . geninin kayb:

Sekil 1: Adenokarsinomun Patogenezinin Basit Semasi

3.7. Genomik Biitiinliigiin Saglanmasinda P53’iin Rolii
p53 genomik bitinliigin saglanmasinda:
1-Genotoksik etkenlere kars1 hiicresel cevabin olugsmasinda giiglii bir aracidir.
2-DNA tamirinde ve DNA rekombinasyonunda aktif olarak gorev almaktadir.
3-DNA hasarinda transaktive olma kabiliyeti vardir.
4-Tamir iglevinde direkt ve biyokimyasal gorevi vardir.
5-3’-5’ ekzonukleaz aktivitesini inhibe ederek dizi spesifik DNA baglayicisinin

aktivasyonuna yardimci olur (67).

3.8. Tumorlerdeki Karyotipik Degisiklikler
Onkogenleri aktive eden ya da timor baskilayici genleri inaktive eden genetik

hasar, gizli ( nokta mutasyonlar) ya da bir karyotipte belirlenebilecek kadar biiyiik
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olabilir. Belirli neoplazmlarda karyotipik anomaliler sik bulunurlar ve timor
hiicrelerindeki yapisal anomali tipleri ise soyledir:

1- Dengeli Translokasyonlar,

2- Delesyonlar,

3- Gen Amplifikasyonunun Sitogenetik Belirtileri’ dir.

Kolon adenomlarindaki epitel hiicrelerinde ¢ok sayida genetik degisikliklerin
bulundugu ortaya konmustur. Bu degisimler iki sekilde olur. Birincisi protoonkogen
aktivasyonu, ikincisi de kanser baskilayici genlerin kaybidir. Bu degisimlere katilan K-
ras protoonkogeni, 12p’de yer alir. Bununla iligkili kanser baskilayici genler, 5q21°de
APC geni, 17p’de P53 geni, 18q’da kolon karsinomunda delesyona ugrayan, DCC geni
yer alir. Hafif hiicresel displazili kiigiikk adenomlarda, bu degisikliklerin hi¢ biri
bulunmamasina karsilik; ciddi displazi ile karekterize olan daha biiyiik lezyonlarda ve
sik olarak in situ kanser ve de benzer kanser odaklari ile iligkili lezyonlarda
bulunmugtur. Agir hiicresel degisiklik gosteren adenomlarda, bu genotipik
degisikliklerden bir ya da ikisi bulunur. Bu ytizden adenomlardaki displazi dizeyi ile
hiicrelerdeki genom degisikliklerinin sayisi arasinda dogrudan bir iligki bulunur (48).

Kolorektal polipli veya kolon kanserli hastalarin, birinci derece akrabalarinda,
periferik kandan yapilan kromozom analizinde, sayisal veya yapisal aberasyonlarin ¢ok
yaygin oldugu tespit edilmistir. Sayisal anomaliler igerisinde kromozom 7, 11, 13 ve
20’nin kazanci, Y, 4, 18, 21ve 22. kromozomlarin kaybi1 gozlenmektedir. Yapisal
yeniden diizenlenmeler ise;1p13, 1q10, 3p21, 5ql1, 7q10, 8ql0, 8qll, 12q13, 16q13,
17p11, 20p11, 20p13 ve 20q10 kromozom bandlarinda goriilir ve siklikla 1p, 8p, ve
17p’nin kayb1 ve 5p, 6p, 7p, 8q ve 20q nun kazancina neden olurlar (44).

Insan kolorektal adenokarsinomalarinda; 1, 7, 17 ve 18. kromozomlarda
aberasyonlar vardir. Kanser hiicrelerinin bir belirteci de andploididir. Anoploidi,

kromozom  aberasyonlarnn  ve  instabilitesiyle = karekterizedir. = Kolorektal
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adenokarsinomlarinda sik olarak trizomi7 ve monozomil8 aberasyonlari meydana gelir.
Yapisal kromozomal aberesyonlar, sporadik kolorektal adenokarsinomlarda, kromozom
1’in kisa kolundaki delesyonlar ise %50 oraninda gorilmektedir (3).

Kolon kanserli hastalar ve onlarin birinci derece akrabalarinda goriilen frajil
bolgeler; 2933, 3p14, 5921 ve 5q31°de yer aldiklar1 saptanmustir. Genel frajil bolgelerin
ekspresyonu, kromozomal degisebilirligin bir gostergesidir. Ayn1 zamanda genel frajil
bolgelerin kiriklar igin de tercih noktasi olabilecedi ve bunlarin ekspresyonu, insan
genomunun kromozomal hasarlarina katkida bulunabilecegi unutulmamalidir (62).

Cesitli ¢aligmalarda, kanser sekillerinin ¢ogunda, kromozom 3p allelik kayip
meydana geldigi tespit edilmistir. Kromozom 3p14.2’de, FHIT olarak adlandirilan gen,
akciger kolorektal ve dier kanserler igin timor supresor gen olarak predispoze

olabilecegi ileri siirtilmigtir (62)

3.9. Calismanin Amaci

Bu calismada, Elazi ve yoresinde gorilen kolorektal kanserlerdeki kromozomal
degisikliklerin;

1. Kolorektal karsinoma (KRK)’l1 hastalardan alinan periferik kan 6rneklerinde yapilan
sitogenetik analizlerle kromozomal degisikliklerin degerlendirilmesi,

2. Sitogenetik bulgularin interfaz-FISH bulgulariyla uyumlulugunun kargilastiriimasi,

3. KRK’da kromozom 17°de yer alan p53 genindeki degisikliklerin interfaz-FISH
yontemi ile degerlendirilmesi,

4. Elde edilen sonuglarla kolorektal kanserlerde kromozom anomalilerin tespitinde

interfaz-FISH yonteminin uygulama degerinin aragtirilmasidir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gere¢

4.1.1. Kullanilan Materyallerin Elde Edilmesi

Kolorektal kanser siiphesiyle 2003-2004 tarihleri arasinda Firat Tip Merkezi ve Elazig
Devlet Hastanesi’nin genel cerrahi kliniklerine bagvuran toplam 28 vaka incelemeye alindi.
Calisma materyali olarak ameliyata alinan hematoksilen ecosinle patolojik tanisi konan
kolorektal kanserli hastalarin kolon ve rektum doku ornekleri kullamldi. Toplam 14 vakada
standart interfaz-FISH (Fluoresans in situ Hibridizasyon) teknigi kullanilarak degerlendirmeler
yapildi. Dokulari elde edilen hastalarin periferik kan orneklerinde ve periferik kanlari elde
edilebilen 14 hastanin klasik sitogenetik ¢aligmasi yapildi. Tablo1’de hastalarin klinik ve

patolojik ozellikleri verilmigtir.
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Hasta No Patolojik Tam Hastalanin TNM ve EVRE | Yas ve Cinsiyet Alman Materyal
Smiflandirmasi

1 Adenokarsinom TNM1 / Evre [V S7/E Kan/doku

2 Adenokarsinom T4NM / Evre 11 S3/E Kan/doku

3 Adenokarsinom TNIM1 / Evre IV TI/E Kan/doku

4 Adenokarsinom T3NM/Evre Il 49/E Kan/doku

5 Adenokarsinom T4NM1 /Evre IV 63/E Kan/doku

6 Adenokarsinom TNM1/Evre IV 68/E Kan/doku

7 Adenokarsinom TNM1/ Evre IV 50/D Kan/doku

8 Adenokarsinom TNM1 / Evre IV 38/E Kan/doku

9 In Situ Karsinom TNM1 /Evre IV 67/E Kan/doku

10 Adenokarsinom TNM1/Evre IV 73/D Kan/doku

11 Miisinoz TNM1/Evre IV 24/D Kan/doku
Adenokarsinom

12 Adenokarsinom TNM1/Evre IV 52/D Kan/doku

13 Adenokarsinom T4NM / Evre I 45/E Kan/doku

14 Adenokarsinom T4N2M / Evre 111 55/D Kan/doku

15 Adenokarsinom T4NOM / Evre IV 83/E Kan

16 Adenokarsinom T4NM / Evre IV THE Kan

17 Tubulovillsz T4NM / Evre 11 35/E Kan
adenoma

18 Adenokarsinom TNM1 / Evre IV 56/E Kan

19 Adenokarsinom TANIMI1 / Evre IV 55/D Kan

20 Tubulovilléz TNM1/Evre IV 49/E Kan
adenoma

21 Adenokarsinom TNM1/Evre IV 45/E Kan

22 Adenokarsinom T3NM/Evre Il S7/E Kan

23 Adenokarsinom T3NM / Evre II ST/E Kan

24 Adenokarsinom TNM1/Evre IV 48/E Kan

25 Adenokarsinom TNM / Evre IV 67D Kan

26 Adenokarsinom TNM/Evre IV 54/D Kan

27 Adenokarsinom TNM /Evre IV 68/D Kan

28 Adenokarsinom T3NM/Evre Il 60/D Kan

Tablol: Hastalarin patolojik taru, tiumor lokalizasyonu (TL), timér-nod-metastaz (TNM), evreleri, yas,

cinsiyetleri ve elde edilebilen materyalleri.
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4.1.2. interfaz FISH Preparatlarin Hazirlanmasinda Kullanilan Soliisyonlar

1. Transport Medyum

Medyum 199 .........ccoiiiiiiiii 100 mi

NOTOKSIN. ......vooviiieiiieciieeeie e 1 ml (100 ml Bazal medyumda 1 gr’lik noroksin

tabletlerinin eritilmesiyle hazirlandi)

Amfoterisin B..................cooo 2 ml

Penisilin-Streptomisin-Niasin............ 5 ml

Yukarida belirtilen oranlar kullamlarak steril sartlarda hazirlanan transport medyumdan
steril, kapakli tiiplere 5 ml konularak +4°C’de saklandi. Caligmaya alinan vakalara ait dokular
ameliyat sirasinda steril kosullar altinda transport medyum igine alindi.

2. %50, %70, %90 ve %95’lik etil alkol serisi.

3. -20°C metanol.

4. Fiksatif (3:1-Metanol: Asetik Asit)

4.1.3. Dokudan interfaz FISH preperatinin Hazirlanmas:

1. Transport besi yerinden petriye aktarilan doku ornekleri makas yardimiyla pens ile
tutulabilecek buyiikliikte pargalara ayrildi.

2. Doku sargi bezi arasina konularak hafifce bastirildi. Daha sonra pens yardimiyla doku
hafif¢e lam tizerine bastirilarak hiicrelerin yapigmast saglandi.

3. Preperatlar derhal -20°C’deki metanaol igerisine konarak 20 dakika bekletildi.

4. Daha sonra oda 1sisindaki fiksatif igersinde 20 dakika bekletildi.

5. %50, %70, %90 ve %99’luk alkol serilerinin her birinde 5 dakika bekletildikten sonra

havada kurutulan preperatlar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi(58).
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4.1.4. Periferik Kandan Interfaz FISH Preperatinin Hazirlanmas:

1. 7ml.hipotonik ¢ozelti steril tiipe konur. Uzerine de 7 damla kan konarak hafifge alt iist
edilerek 37°C’lik benmaride 20 dakika bekletilir.

2. 10 dakika 1250rpm’de santrifiij edilir ve siipernatant atilarak dipteki pellet tizerine
Sml. fiksatif damla damla ilave edilir. Fiksasyon iglemi siv1 beyaz oluncaya kadar yapilir. Sonra
da 0.5%¢ kadar pastor pipeti inilip siipernatan atilarak kalan miktar hafifge pipetajla karistirlarak
siispansiyon pipete ¢ekilir.

3. Onceden hazirlanarak +4°C’de bekletilen lamlar gikartilarak nefesle nemlendirilip,
hiicre siispansiyonu 8-10cm yukardan diiz zemine konan lamlara damlatilir. Preparatlar oda
sicakliginda 1 giin yaslandinilir. Sonrada %70, %85, %100’lik alkol serilerinden gegirilip

kurutularak -20°C’ye kaldirilir.

4.1.5. interfaz FISH Tekniginde Kullanilan Soliisyonlar

1. 20xSSC (Standart Sodyum Sitrat) (1 litre)

Sodyum kloriir (Merck, Darmstadt, Germany)............ 175,2 gr.

Tri sodyum-sitrat (Merck, Darmstadt, Germany)......... 88,2 gr.
700 ml distile suda eritilerek 1 litreye tamamlandi. pH=5,98’¢e ayarlandi. Otoklavda sterilize
edildi ve buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi.

2. 2XSSC (500 ml)
50 ml 20XSSC soliisyonuna 450 ml distile su ilave edilerek 2XSSC hazirlandi. pH=7"ye
ayarlanir.

3. Aseton.

4. %70, %80 ve %100’liik etil alkol serisi.

5. Bir tane %70’lik ve tg¢ tane %50’lik formamide ¢ozeltisi (50 ml). Formamide

(HCONH,, Merck, Darmstadt, Germany)

6. %70’1lik formamide...........coooveveeiieere. 35 ml 2XSSC + 15 ml formamide
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%50’lik formamide................cccoooennn 25 ml 2XSSC + 25 ml formamide
Formamid’in toksik olmasi nedeniyle ¢ozeltiler ¢ceker ocakta hazirland:.
7. DAPI (4,6-diamino-2-phenyl-indole) yiizey boyasi (Cytocell, Banbury Business Park
Addenbury, Oxfordshire, United Kingdom)
8. PI (Propidium iodide) ytizey boyasi (C,7H34N4l,, Serva, Heidelberg, Germany).
9. NP-40 y1ikama soliisyonu (Nonidet NP-40, Abresco, Solon, Ohio, United States).

50 ml 2XSSC soliisyonu igerisine S0l NP-40 ilave edilerek hazirlandi.

4.1.6.Interfaz FISH Tekniginde Kullanilan Geregler

1. 0,5 ml’lik mikrosantrifiyj tiipleri.

2. Mikropipet ve uglari (1, 10 ve 100 ul’lik).

3. 37°C’a ayarlanmig benmari.

4. 65°C’a ayarlanabilen benmari.

5. Plastik sale.

6. Lamel.

7. Rubber soliisyonu (Fixogum Rubber Cement, Marabu, Germany).
8. Fluoresans mikroskop.

9. Immersiyon yag.

10. Sale, petri, pens, sarg1 bezi, makas yada bisturi ve lam.

4.1.7. Problar

Kromozom 17p13.1(p53) / a-satellit prob (LSI p53 DNA probu, Vysis, USA).
P53 spesifik DNA probu rhodamine ile direk igaretli olup interfaz yaymalarinda 17p13.1
bolgesi tizerinde yer alan p53 geninindeki degisiklikleri tespit etmek i¢in kullanild:.
Kromozom 17 a-satellit prob ise fluorescein ile direk isaretli olup kromozom 17 kazancini ve

kaybini incelemek igin kullamld:.
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4.1.8. Klasik Sitogenetik Calismada Kullanilan Solusyonlar
1. Kolsisin (Biological Industries, Israel)

2. Metanol (Merck)

3. Etil Alkol (Merck)

4. McCoys 5A Basal Medyum (Irvine Scientific, California)

5. Newborn Calf Serum (Biological Industries, Israel)

6. L-Glutamin (Sigma, U.S.A, Germany, U .K)

7. Fitohemaglutinin (PHA) solusyonu (Biological Industries, Israel)
8. Penisilin-Streptomisin-Niasin (Biological Industries, Israel)
9. Glasiyel Asetik Asit (Merck)

10. Gimza Boyasi (Merck)

11. Séransan Tamponu (pH:6.80)

12. Trypsin Certified (Difco, 1:250)

13. Distile su

14. Entellan

15. Heparin

16. KCL

17. NaH,PO4.2H,0 (Merck, Dormstadt, Germany)

18. NaH,PO4 7 H,0 (Merck, Dormstadt, Germany)

4.1.9. Klasik Sitogenetik Calismada Kullanilan Ara¢ Ve Gerecler
1. Mikroskop

2. Etiiv

3. Santriftij (Hettich Universal)

4. Hassas Elektronik Terazi (Chyo)

5. Enjektorler
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6. Pipetler

7. 15 ml.’lik kiltir tiipleri

8. Saleler

9. Mezurler

10. Lam ve lamel

12. UV Lambas! (dalga boylar1 ayarlanabilir)

13. pH metre (Hanna Instruments)

4.1.10. Klasik Sitogenetik Calismada Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmas:
Kolsisin Soliisyonu:

40 mg. Kolsisin 100ml. Distile suda ¢ozilerek hazirland:.

Hipotonik Soliisyonu:

0.075 M KCL 100 ml. Distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

Fiksatif (Tespit Soliiyonu):

1:3 oranminda asetik asit: metil alkol (metanol) ile hazirland:.

Fitohemaglutinin (PHA) soliisyonu:

50 mg. Toz PHA Sml. Distile suda goziilerek hazirlandi.

Soransan Tamponu (pH=6.80):

18.96 gr. NaH,PO4 ve 18.16 gr. KH,PO, 1000ml. Distile suda ¢6zildia. Daha sonra
toplam hacim 2000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon 1Normal NaOH veya 1
Normal HCL ile pH=6.80’¢ ayarlandi.

Gimza Boya Soliisyonu:

5 ml. Gimza boyasi watmann no:40 kurutma kagidi ile siiziiliip, tzerine pH’s1 6.80 olan

soransan tamponundan 95 ml ilave edilerek hazirlandi.
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4.1.11. Periferik Kan Kiiltiir Ortamimin Hazirlanmas

1. McCoys SA Basal medium..................... 100 ml
2. Newborn Calf Serum.............................. 20ml
3.L-Glutamin.................... 1ml
4. Fitohemaglutinin (PHA) soliisyonu.............. 4.25ml
5. Penisilin-Streptomisin-Niasin........................ 1ml

Yukarida belirlenen oranlar kullanilarak hazirlanan besi yerinden steril, kapakl tiiplere
konularak -20°C’de saklandi. Kiiltir yapilmadan énce besi yeri oda 1sisnda ¢oziilerek

kullanildi(65).

4.2. Yontem

4.2.1. FISH (Fluoresans in situ Hibridizasyon) Teknigi Uygulamasi

4.2.1.1. interfaz FISH teknigi Icin Preperatlarin On Hazirhg:

1. Patolojik inceleme sonucunda elde edilen pozitif vaka preparatlarinda, elmas uclu bir
kalemle hibridizasyon alam isaretlendi.

2. Preparat, saleye konulan 2XSSC soliisyonunda 37°C’de 15 dakika bekletildi.

3. %70, %85 ve %100’lik alkol serisinde ikiser dakika tutuldu.

4. Asetonda 10 dakika bekletildi.

4.2.1.2. Prob Hazirlanmasi
Her bir hedef saha i¢in mikrosantrifiij tiipiine 8ul prob kondu. Iginde prob bulunan

ependorf tupler vortekslenerek mikrosantrifijde ¢oktiiriildii.

4.2.1.3. Denatiirasyon ve Hibridizasyon
1. Asetondan gikarilip havada kurutulan preparatlar, denatiirasyon soliisyonunda

(%70°1ik formamid) 67°C’de 6 dakika denatiire edildi.



32

2. Denatiire edilen preparatlar hemen 3 dakika i¢in -20°C’deki %70’lik alkole alind1.
3. Ikiser dakika igin %85 ve%100’liik alkol serisinden gegirilerek kurutuldu.

4. Prob 75°C’lik benmaride preparatlarla es zamanli olarak 10 dakika denature edildi.
5. Preparattaki hedef alana toplam 8ul denatiire prob konularak lamel kapatildi.

6. Lamelin kenarlar1 rubber soliisyonu ile kapatildi.

N

Preparatlar 37-40°C benmaride yaklagitk 20 saat bekletilerek prob ile hedef

DNA’nin hibridizasyonu saglandi.

4.2.1.4. Hibridizasyon Sonras1 Yikama ve Goriintiileme

Yikama islemiyle spesifik olarak hibridize olmayan problarin ortamdan uzaklagtiriimast
ile sinyal kalitesinin arttirilmasi sagland.

1. Lamelin etrafindaki rubber soliisyonu uzaklastirildi.

2. Preparatlar lamellerin diismesi igin 44°C benmaride 2xSSC soliisyonuna konularak
5 dakika igin bekletildi.

3. 44°C benmaride, i¢inde %50°lik formamid bulunan Gg¢ salenin her birinde 5 dakika
tutuldu.

4. 44°C benmaride, i¢inde 2xSSC soliisyonunu bulunan iki salenin her birinde 5 dakika
bekletildi.

5. 44°C benmaride, i¢inde NP-40 yikama soliisyonu bulunan salede 5 dakika bekletildi
ve havada kurumaya birakildi.

6. Hedef alana 8,5ul DAPI ve 1,5 ul PI kanigimi eklenerek lamel ile kapatildi.

7. +4°C’de en az 1 saat bekletildikten sonra fluoresans mikroskopta incelendi.
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4.2.1.5. FISH Metodu Kullanilarak Delesyon ve Kazang¢ Tespitinde Kullanilan

Kriterler:

Delesyon ve kazang tespitinde Xinwei ve arkadaglarinin yaptiklar1 doku interfaz-FISH
caligmasi kriterleri:

1. Hiicrelerin %20’sinden daha fazlasinda pS3 probu igin 1 sinyal alindigi durumlar p53
geni i¢in monozomik kabul edip, p53 gen kaybi olarak degerlendirmiglerdir. Kontrol grubunda,
p53 geni i¢in 1 sinyali hicrelerin %6-14 (ortalama 10.4)’de almiglardir. PA (Pleomorphic
adenoma)’larda hiicrelerin %17.5-55.5 (ortalama 40.5)’de, CIPA (Carcinoma in Pleomorphic
adenoma)’larda hiicrelerin %6.7-37.7 (ortalama 15.9)’inde p53 geni i¢in aldiklar1 tek sinyali
monozomik kabul edip p53 gen delesyonu olarak degerlendirmislerdir.

2. Kontrol grubunda, p53 geni igin 3 sinyal; hiicrelerin %2-9 (ortalama 5.6)’da
almiglardir. PA’larda hiicrelerin %3.2-19.1 (ortalama 10.7)’de ve CIPA’da hiicrelerin %6.7-
37.7 (ortalamal5.9)’de p53 geni igin alinan 3 sinyal trizomik kabul etmiglerdir.

3. Kontrol grubunda, p53 geni igin 2 sinyal; hiicrelerin %79.0-89.0 (ortalama 84)’da
alinmigtir. PA’larda hiicrelerin %32.5-77.5 (ortalama 48.8)’de ve CIPA’larda hiicrelerin %26.5-
53.2 (ortalama 40.4)’de alinan 2 sinyal p53 geni i¢in dizomik kabul edilmistir (68).

Yakut ve arkadaglari yaptiklari doku interfaz-FISH ¢aligmasinda kullandiklar kriterler:

Hiicrelerin en az %8’inde p53 probu i¢in alinan tek sinyal, p53 geni i¢in monozomik
kabul edip, p53 gen delesyonu olarak degerlendirmislerdir. p53 geni igin hiicrelerin en az
%’8inde p53 probu i¢in alman 3 sinyal, p53 gen kopya sayisinin kazanci olarak
degerlendirmislerdir (69).

Prob hazirlanmasi, denatiirasyon, hibridizasyon, yikama ve gorintiileme asamalarinin
karanlik ortamda yapilmasina dikkat edildi. Bunun temel nedeni fluoresan maddelerle isaretli
olan problarin 151k varliinda renklerinin solmasi ve bununda sinyal kalitesini etkilemesidir (2,

17).
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FISH analizi igin interfaz hiicrelerinin incelenmesinde fluoresans mikroskop kullanildi.

Bu mikroskop uni-color FISH i¢in 6zel olarak filtrelendirilmistir.

4.2.2. Sitogenetik Yontem

4.2.2.1. Periferik Kandan Hazirlanan Klasik Sitogenetik Metod

1. Heparinle yikanmig steril Sml’lik enjektorle hastalardan 3-4ml venoz kan alinarak
daha 6nceden hazirlanmis, igerisinde S5ml besi yeri olan tiipe 8-10 damla kan ekilir. Tiip birkag
kere alt uist edildikten sonra 37°C’deki etiivde inkiibe edilir.

2. Kiiltiirtin 70. saatinde 0.01ul(10pg/ml) kolsisin ilave edilerek tiip hafifge karistirilarak,
etiivde 2 saat inkiibe edilir. 72. saatte etiivden ¢ikarilan deney tiipleri 1250rpm’de 10 dakika
santrifilj edilir. Siipernatant pastor pipetiyle atilarak, pellet izerinde kalan 1ml’lik stvi pastor
pipetiyle karigtirilir ve tizerine 7ml hipotonik soliisyondan (0.075M KCL) damla damla vorteks
lizerinde ilave edilir ve 37°C’de 20 dakika bekletilir. Siire sonunda tekrar 1250rpm’de santrifiij
edilir. Stipernatant atilarak dipteki pellet iizerine 5ml fiksatif damla damla ilave edilir. Tekrar
1250rpm’de 7-10 dakika santrifiij edilir. Bu iglem(fiksasyon 3:1 oraminda metanol:asetik asit
karigimindan olusur) 3 kez tekrarlanir.

3. Pelletin miktarina gore bir miktar fiksatif (genellikle 0.5ml) birakilarak siipernatant
atilir. Kalan miktar hafif pipetajla karistirilir ve siispansiyon pipete gekilir.

4. Onceden temizlenmis ve iizerine ad, soyad, tarih ve sira no’lar1 yazilmis olan lamlar
kuvvetli nefesle nemlendirilir. Hiicre siispansiyonu 8-10cm yukaridan 45°C agi ile lam tizerine
damlatilarak preperat hazirlanir. Preperatlar oda sicakliginda bir hafia yaslanmaya birakilir.
FISH metodunda kullanilacak preperatlar ise bir giin oda sicakliginda yaslandirilir. Daha sonra
%70, %85, %100’lik alkol serilerinden gegirilerek -20°C’ye kaldirilir.

5. En az 5giin yaslanan preperatlardan metafazi iyi olanlar mikroskopta segilereck GTG

bantlama metodu ile boyanr.
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4.2.2.2. GTG Bantlama Yontemi

1. En az 5 gin yaslanan preperatlardan metafazi iyi olanlar mikroskopta segilerek
bantlama i¢in ayrild1.

2. Tripsin oda 1sisinda ¢oziilerek (1.2 gr/L) buzdolabinda +4°C’de bekletildi.

3. Daha 6nceden pH=6.80"de séransan tamponu hazirlandi(oda 1s1s1).

4. Bantlama iglemi ii¢ asamada gergeklestirildi.

a) Tripsin solisyonu (+4°C)................ooociiiiiinl. 12"
b) Soransan tamponu (oda 1s181)............oooeiiii L 1.30"
¢) Gimza %5’lik soliisyonu (oda 1sis1)......................... 4

Bantlanan preperatlar 6nce musluk suyundan sonra distile sudan gegirildi. Oda isisinda
kurutmaya birakildi. Kuruyan preperatlar entellan kullamlarak lamel ile kapatild: ve incelemeye
alind1.

Kromozom analizi i¢in preperatlar, 151tk mikroskobunda 1000 buyiitme ile immersiyon
yag1 kullamlarak incelendi. Her bir vakadan en az 25 metafaz analiz edildi. Kromozomal
anormallikler International System For Human Cytogenetic Nomenculature (ISCN) 1995’e gore

incelendi.
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4.3, istatistik Analizler

Veriler SPSS (Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for Windows, Version 9.0,
Inc, Chicago, IC, USA) programina kaydedilmigtir. Hata kontrolleri, tablolar ve istatistik
analizler yine bu programda yapilmis ve aritmetik ortalamalar: standart sapma ile gosterilmistir.
Mann-Whitney Testi hasta yasi ve kromozomal aberasyonlar arasindaki iligkinin ortaya
konmas: i¢in kullanildi. Spearman korelasyon Testi hem hasta yas1 ve p53 gen degisimleri
arasindaki iligkinin hem de kanserin evresi ve p53 gen degisimleri arasindaki iligkinin ortaya

konmast igin yapildi.
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5. BULGULAR

Calismaya alinan toplam 28 kolorektal kanserli vakadan kolon-rektum dokular1 elde
edilebilen 14 vakanin dokularinda interfaz FISH teknigi, periferik kanlarinda klasik sitogenetik
caligma yapildi. Periferik kanlan elde edilen 14 vakada ise sitogenetik g¢aligma yapildi. Tiim
vakalarin yag ortalamast 55 (24-83) (Standart sapma 10,46) olarak belirlendi. FISH ¢aligsmasi
icin 8 wvakanin periferik kan ve doku interfaz FISH preperatlar1 kontrol olarak
kullanildi. Vakalarin 22’1 kolon, 6’s1 rektum kanseri idi. FISH yontemi, dokular1 elde edilebilen
14 kolorektal kanserli vakada basar1 ile uygulanmistir. Hastalarin 14’0 polipoid, 7’si
nonpolipoid kolon kanserli, 6’s1 rektum kanserli, 1’ i ¢ekum kanserli hasta idi. Hastalardan
sadece 2’sinde aile hikayesi mevcuttu.

Hastalarin 19°u (%68,9) erkek, 9’u (%31,1) kadindi. Hastalarin yas ortalamasi 55 idi.

Aneusominin tanimlanmast i¢in hiicrelerin ¢ogunda goriilen sinyal sayisi1 kriter alind.

5.1. Anomalilerin Ortaya Konmasi i¢in FISH Kriterleri

Probun sinyal yeterliliginin test edilmesi igin 7 kan ve7 kolorektal kanserli doku interfaz
preperatinda uretici firmanin prosedirine uygun olarak standart interfaz-FISH ¢aligmasi
uygulandi. Her preperatta toplam 500 hiicredeki sinyaller sayildi. Kan preperatlarinda
hibridizasyon yeterliligi % 95’den daha yiiksekti. Normal dokulardan yapilan interfaz FISH
preperatlarinda prob i¢in hibridizasyon yeterliligi%92’ den daha ytksekti.

Caligmaya alinan bazi vakalarda kullamlan prob igin standart olarak uygulanan doku
interfaz FISH ¢alismasinda, sinyal yeterliligi, diger hastalarla karsilagtirildiginda daha disikti.
Her vaka igin 1 preperata FISH uyguland1 ve her preperatta 500 hiicredeki ortalama sinyal
sayist hesaplandi.

Adenokarsinomlarda hiicrelerin ¢ogunda gorulen sinyal sayist p53 probu igin temel
sinyal say1s1 olarak kabul edilmisgtir.

Kontrol ve adenokarsinomlarda 500 hiicredeki ortalama sinyal sayilar: hesapland.
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Tablo 2 ve 3° de kromozom 17p13.1 bolgesinde yer alan p53 geni i¢in 2 sinyalin alindid
durumlar normal (dizomik) olarak degerlendirilirken, 1 ve 3 sinyalin alindigi durumlar anormal

yani monozomik ve trizomik olarak degerlendirilmisgtir.
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Hasta Sinyal Sayisi

No 1 2 3 4 5 6>
1 140 350 10 0 0 0
2 269 225 4 2 0 0
3 125 370 15 0 0 0
4 360 120 16 4 0 0
5 39 420 25 14 0 2
6 66 413 26 3 0 2
7 64 432 4 0 0 0
8 11 452 23 13 1 0
9 32 426 36 6 0 0
10 28 384 69 13 6 0
11 65 282 150 5 0 0
12 31 444 20 3 0 2
13 64 420 16 0 0 0
14 22 435 33 7 1 2

Tablo 2: Kolorektal kanser dokularinda p53 gen aberasyonu galisilan her bir

hasta i¢in 500 interfaz hiicresinden FISH ile alinan sinyal sayilar.
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5.2. Kolorektal Kanser Dokularinda interfaz-FISH ile Periferik Kan Sitogenetik

Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Hiicrelerin ¢ogunda goriilen sinyal | Hastalarin periferik kan
Hasta No
sayilar ve %’leri karyotipleri
1 1(%28) 2(%70) 46,XY
2 1(%53.8) 2(%45) 46,XY
3 1(%25) 2(%74) 46,XY, del(14p’)
4 1(%72.4) 2(%24) 46,XY
5 1(%7.8) 2(%84) 46,XY
6 1(%13.2) 2(%82.6) 46,XY
7 1(%12.8) 2(%86.4) 46,XX
8 1(%2.2) 2(%81.4) 46,XY
9 1{%6.4) 2(%85.2) 46,XY
10 1(%5.6) 2(%76.8) 3(%13.6) 46,XX
11 1(%13) 2(%56.4) 3(%30) 46,XX, 17qh(+)
12 1(%6.2) 2(%88.5) 46,XX
13 1(%12.8) 2(%84) 46,XY
14 1(%4.4) 2(%87) 46,XY

Tablo3: Kolorektal Kanser dokularinda p53 gen bolgesi i¢in hiicrelerin ¢ogunda
interfaz-FISH ile alinan sinyal sayisi ve periferik kan kiltiri ile elde edilen hasta

karyotipleri

Yakut ve arkadaglarinin yaptiklari doku interfaz-FISH c¢aligmasindaki kritere gore,

hiicrelerin gogunda alinan 2 sinyal sayis1 dizomik kabul edilip degerlendirmede, bu kriter temel
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alinmigtir (69). Vaka 1’de hiicrelerin %70’inde, vaka 3°de hiicrelerin %74’linde, vaka 5’de
hiicrelerin %84’tinde, vaka 6’da hiicrelerin %82.6’sinda, vaka 7’de hiicrelerin %86.4’iinde,
vaka 8’de hiicrelerin %81.4’inde, vaka 9°da hiicrelerin %85.2°sinde, vaka 10°da hiicrelerin
%76.8’inde, vaka 11°de hiicrelerin %56.4’tinde , vaka 12’de hiicrelerin %88.5’inde, vaka 13’de
hiicrelerin  %84’de vaka 14’de hicrelerin %87’de alinan 2 sinyaller dizomik olarak
degerlendirildi.

Vaka 1’de hiicrelerin%70’inde dizomik sinyaller ahinmasina karsin, hiicrelerin %28’de
alinan 1 sinyal, monozomik kabul edildi. Bu durum p53 gen delesyonu olarak degerlendirildi.
Vaka 1’in periferik kaninda yapilan klasik sitogenetik c¢aligmada, karyotipi; 46,XY
bulunmustur.

Vaka 2’de hiicrelerin %45’inde alinan sinyaller dizomik iken, hiicrelerin %53.8’inde
alinan tek sinyal monozomik kabul edilip, p53 gen delesyonu olarak degerlendirildi. Vaka
2’nin periferik kaminda yapilan klasik sitogenetik ¢alismada, karyotipi; 46,XY bulunmustur.

Vaka 3’de hiicrelerin %74’iinde dizomik sinyaller alinirken, hiicrelerin %25’inde, 1
sinyal alinmasi, p53 gen delesyonunun var oldugu yonitinde degerlendirildi. Vaka 3’iin periferik
kaninda yapilan klasik sitogenetik ¢aliymada, karyotipi; 46,XY, del.(14p’) bulunmustur.

Vaka 4’de hiicrelerin %72.4’tinde 1 sinyal alinmast monozomik kabul edilip, p53 gen
delesyonu olarak degerlendirildi. Vaka 4’in periferik kaninda yapilan klasik sitogenetik
¢alismada, karyotipi; 46,XY bulunmustur.

Vaka 6’da hiicrelerin %82.6’sinda dizomik sinyal, Vaka 7’de, hiicrelerin%86.4’tinde
dizomik sinyal alinirken, vaka 6’da hiicrelerin %13.2’sinde ve vaka 7’de hiicrelerin %12.8’inde
tek sinyal alinmasi monozomik kabul edilip, p53 gen kaybmin hiicrelerin bir kisminda var
oldugu yoniinde degerlendirildi. Vaka 6 ve 7°nin periferik kanlarinda yapilan klasik sitogenetik
caligmada, vaka 6’nin karyotipi; 46,XY, vaka 7 nin karyotipi; 46,XX bulunmustur.

Vaka 10’da hiicrelerin %76.8’de dizomik sinyal alinirken, hiicrelerin %13.6’sinda 3

sinyal (trizomik) alindi. Trizomik sinyaller, p53 gen kazanci olarak degerlendirildi. Vaka
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10’nun periferik kaninda yapilan klasik sitogenetik ¢aligmada ise, karyotipi; 46,XX
bulunmustur.

Vaka 11°de hiicrelerin %56.4’de dizomik sinyal alinirken, hiicrelerin %30’unda 3 sinyal
alinmasi, p53 gen kazanci, %13’tinde 1 sinyal alinmasini, Xinwei ve arkadaglarinin kriterine
gore, p53 geninin delesyonu olarak degerlendirildi. Bu vakanin periferik kaninda yapilan klasik
sitogenetik galigmada karyotipi; 46,XX,17q(h+) bulunmugtur. Vaka, grubu i¢inde en genci idi.
Hastanin klinik olarak gastrointestinal ve trogenital organlarina metastazi mevcuttu. Aile
hikayesinde, annesi meme ve over kanseri idi.

Vaka 12’de hiicrelerin %84’ tinde tek sinyal alinirken, hiicrelerin %12.8’de tek sinyal
alinmasi p53 gen delesyonunun var oldugu yontnde degerlendirildi. Vaka 13’iin periferik

kaninda yapilan klasik sitogenetik ¢aligmada karyotipi; 46,XY bulunmustur.
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Periferik kanlar1 elde edilebilen vakalarda standart sitogenetik g¢aligma yapilmistir.
Degerlendirilen vakalarin metafazlarinda sayisal ve yapisal kromozomal anomalilere 4 vaka

diginda rastlanilmadi (Tablo 4).

Hasta No Hastalarin Periferik Kan Karyotipleri
15 46,XY
16 46,XY
17 46,XY
18 46,XY
19 46,XX(%85)/46, XX, t(13;17)(q;p)(%15)
20 46,XY
21 46,XY
22 46,XY
23 46, XY
24 46,XY, 13qh(+) (%85)/46,XY(%15)
25 46,XX
26 46,XX (9%90)/47,XX, +21(%10)
27 46,XX
28 46,XY(%90)/45,XY,-13(%10)

Tablo 4: Periferik Kanlari Elde Edilen Vakalarin Klasik Sitogenetik Caligma Sonuglar
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Periferik kanlan elde edilebilen vakalarda yapilan konvansiyonel sitogenetik ¢alismada,
vakalar; 15: 46,XY, 16: 46,XY, 18: 46,XY, 20: 46,XY, 22: 46,XY, 23: 46,XY, 25: 46,XX, 27:
46,XX karyotipleri bulunmustur.

Vaka 21°de klinigi, akcigerde efflizyon ve metastatik lezyonlar, karaciger metastazi
gostermesine ragmen periferik kanda yapilan klasik sitogenetik galiymasinda karyotipi; 46, XY
tespit edilmigstir. Yine aile hikayesinde annesi mide kanseri, amcast kolon kanseri olan ve
hastanin klinigi Familyal Polipozis Koli gosteren Vaka 17’ in periferik kaninda yapilan klasik
sitogenetik ¢aligmasinda, metafazlarinda sayisal ve yapisal kromozomal aberasyonlara
rastlanmamigtir. Vaka 18’in karyotipi; 46;XY olarak degerlendirilmistir.

Vaka 19’un, periferik kaninda yapilan klasik sitogenetik ¢aligmada metafazlarin
¢ogunlugu 46,XX karyotipini gosterirken metafazlarin %15°1 46,XX,t.(13;17)(q;p) olarak
degerlendirilmigtir. Vaka 19’ un klinigi degerlendirildiginde, perop karaciger metastazi ve
ileosekal bolgede, porta pelviste tiimor ve mide kanseri mevcuttu.

Vaka 24’ de, periferik kandan yapilan klasik sitogenetik galismada, degerlendirilen
metafazlarin ¢ogunda (%85) 13 nolu kromozomun q kolunda artis saptanmigtir. Bu vakanin
karyotipi; 46,XY,13 (qht+) olarak degerlendirilmistir. Vaka 24’ in kliniginde kolon ve bobrege
metastazi vardi. Hastanin aile hikayesinde kanserli birey yoktu.

Vaka 26’de, periferik kan kiiltiir ¢aligmasinda metafazlarin % 90’ ninda 46,XX, %10’
nunda 47,XX,+21 tespit edilmigtir. Bu vaka kendi istegi dogrultusunda opere edilmemistir.

Vaka 28°da periferik kandan yapilan klasik sitogenetik galigmasinda degerlendirilen
metafazlarin ¢oZunlugunda 46,XY gorilirken metafazlarin %10’nunda 45,XY,-13 tespit

edilmigtir. Bu vakanin kliniginde bobrek metastazi mevcuttu.



Sekil 2: Vaka 13’de kolorektal kanser dokusunda interfaz-FISH ile pS3 geni i¢in elde edilen

hibridizasyon sinyalleri (X 100)

Sekil 3: Vaka 4’de kolorektal kanser dokusunda interfaz-FISH ile pS3 geni i¢in elde edilen

monozomik sinyal (X 100)



Sekil 4: Vaka 6’da kolorektal kanser dokusunda interfaz-FISH ile p53 geni igin elde edilen

dizomik sinyal (X 100)

Sekil 5:Vaka 11°de. kolorektal kanser dokusunda interfaz-FISH ile pS3 geni igin elde edilen

trizomik ve tetrazomik sinyal (X 100)
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5.3. istatistik

Kolorektal kanserli hastalarin yas ortalamasi 55 bulunmugtur. Spearman korelasyon
analizi yapilarak, hastanin yagi ile p53 arasinda (p<0.05) ve TNM evresi ile pS3 arasinda
anlaml bir iligki (p<0.05) bulunmustur.

Hastanin yas1 ile kromozomal aberasyonlar arasindaki iliski Mann-Whitney testine gore
veriler parametrik olmadigi i¢in Snemsiz bulunmustur.

Hastanin yagi ile pS3 geni (%8 ve iizerindeki delesyonlar) arasindaki iliski anlaml
bulunmustur (p<0.05). Hastanin yasi ile p53 geni (%20 ve iizerindeki delesyonlari) arasindaki
iliski anlamli bulunmustur (p<0.05).

1 sinyal 2 sinyal

55 yas ve tizeri - 7

55 yas ve alti 1 6

Tablo 5: P53 Ve Yas Arasindaki Iligki.
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6. TARTISMA

P53 geninin insan kanserlerinin yaklagik olarak %50’sinde mutasyona ugradigr tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda premalignant hiicrelerde p53 gen mutasyonlarinin ¢ok erken
donemde meydana geldigi tespit edilmistir. P53 gen mutasyonlari, benign neoplasmin
malignant  transformasyonunu  baglatmakta, anormal proteinlerin ekspresyonuna neden
olabilmektedir. Bunun yamsira p53 gen mutasyonlari p53 gen ekspresyonunun tamamen
ortadan kalkmasina neden olabilmektedir. P53 mutasyonlarina sahip kanserlerin, kotii prognoza
sahip oldugu gosterilmistir (19, 34, 37).

Kalitsal nonpolipozis kolorektal kanserli bireylerde hata onarimindan (Miss Match
Repair) sorumlu olan gen kayiplarinin, kanserin erken evrelerinde meydana geldigi tespit
edilmigtir.  Ayrica kalitsal nonpolipozisli ve kolorektal kanserli hastalarda mikrosatellit
instabilitesinin benzer sekilde erken meydana geldigi tespit edilmistir (14,30,66).

Apoptozisde gorevli olan DCC geni, aday tiimor baskilayici genlerden biridir. DCC
geni apoptozisde, protein fosfotirozin baglayict 6zellige sahip olan DIP13q ile birlikte gorev
yapmaktadir (34,35).

Kolorektal adenoma-karsinoma siirecinde, APC gen mutasyonlari tek basina kolorektal
kanseri baslatamamaktadir. Genlerin epigenetik olarak eksprese olmamasi durumunda da
kanser meydana gelebilmektedir. Kolorektal kanser olusumunun, hiicre siklusu ve DNA
tamirinde gorevli olan genlerin sorumlu oldugu gosterilmistir. Jass ve arkadaslari mikrosatellit
instabilitesi gosteren kanserlerin geligim siirecinin daha hizli oldugunu, kalitsal nonpolipozis
kolili (HNPCC) kanserlerde mikrosatellit instabilitesi ve kromozomal instabilitenin birlikte
goruldugiini tespit etmislerdir (27).

Birkenkap ve arkadaslari, KRK’daki p53 gen mutasyonlarinin aydinlatiimasinda,
molekiiler genetik tekniklere, tedavi hedeflerine ve biyomarkirlarin tespitine ihtiyag oldugunu
belirtmektedirler (9). Bu galismada, kolorektal kanser dokularinda yapilan interfaz-FISH

sonuglart P53 gen delesyon varliginin ortaya konmast igin iki sekilde degerlendirilmistir. ilki,
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Yakut ve arkadaslarinin meningiomada p53 gen delesyonlarini tespit etmek igin yaptiklari
calisma referans alinmigtir. Calismaya gore p53 igin hiicrelerin %8 ve iizerinde monozomik
sinyal alinmasi durumu delesyon olarak degerlendirilmistir (69). Buna gore, vaka 1, 2, 3, 4, .6,
7, 11 ve 13°de p53 gen kaybimin oldugu soylenebilmektedir. Ancak vaka 6, 11 ve 12°de hiicre
sayisinin az olmasi, ylizey boyamasinin yetersiz kalmasi sonucu hiicre simirlarinin tam
belirlenememesi, degerlendirme sirasinda fluoresans mikroskopun ampiliiniin zayiflamasi ve
yapilan FISH ¢aligmasi sonucunda sinyal kalitesinin iyi olmamasi nedeniyle, p53 gen
delesyonlariin tespitinde Xinwei ve arkadaglarinin yaptiklar ¢alisma kriter olarak almmugtir.
Pleomorfik adenom ve karsinomlarda yaptiklari ¢alismada p53 gen kaybini tespit etmek igin
hiicrelerin - %20’sinden  daha fazlasinda monozomik sinyallerin goriilmesi gerektigini
belirtmiglerdir (68). Istatistik veriler P53 gen kaybinin %8 ve tistii veya %20 ve iistii olmasina
gore cok onemli farkliliklar gostermemektedir. P53 gen delesyon kriteri olarak hiicrelerin %8
ve lizerinde monozomik sinyal alindiginda p=0.001 ve hiicrelerin %20 ve iizerinde monozomik
sinyal alindiginda p=0.002 degerleri saptanmistir. P53 gen delesyonu kesin olarak vardir
diyebilmemiz igin, hiicrelerin %20 ve daha fazlasinda monozomik sinyallerin alinmasi
gerekmektedir. %8-%20 arasinda kalan degerlere, p53 gen delesyonlari agisindan siipheyle
yaklagtimalidir. Bu nedenden ve ozellikle FISH metodu kullanilarak yapilacak gen delesyon
analizlerinde preparasyondaki yeterlilige bagli olarak her iki galismanin sonucu delesyon kriteri
olarak  kullanilabilir. Gen delesyonlarinin  ortaya konmasi i¢in molekiiler genetik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal ¢alismalar FISH metodunu desteklemek i¢in
kullanilabilir.

KRK’li hastalarin doku interfaz-FISH ¢alismasinda, vaka 11°de hiicrelerin %56.4’de 2
sinyal, %30’unda 3 sinyal, %12’tinde 1 sinyal alinmistir. Hiicrelerin %30’unda alinan 3 sinyal
Xinwei ve arkadaslarimin yaptigi ¢alisma sonuglartyla aynidir. Ancak, Xinwei ve arkadaglari

FISH sonuglarini, immunohistokimya ve molekiiler galismalarla desteklemislerdir (68).
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Calismamizda, immunohistokimya ve molekiiler galigmalar yapilmamasindan dolayr FISH
sonuglarini destekleme olanagimiz olmamustir.

Yapilan istatistiki ¢alismada, hastanin yasi ve p53 gen kazanci (delesyonlar %8 ve %20
alindiginda) arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (p=0.001). Vaka 1l1deki doku interfaz-
FISH calismasinda sonuglari, hastanin klinik bulgular, aile hikayesi ve erken yasta kanser
goriilmesi, pS3 gen degisimlerinin, 6zellikle erken yasta goriilen kolorektal kanserlerde, daha
yiksek oranda géruldagiinti gostermektedir. Ancak bulgu, hasta sayisinin azligindan dolay:
kesin yargilara varmay1 engellemektedir.

Forslund ve arkadaglari, P53 genindeki mutasyonlarin adenom-karsinom siirecinde belli
bir evrede meydana gelmedigini ve KRK’nin ilerlemesinde p53 geninin gorev yapmadigini
tespit etmiglerdir (22). Kolorektal kanserli hastalarin, kolorektal kanser dokularinda yapilan
interfaz-FISH ¢alismasinda, vaka 11” de klinik bulgular dogrultusunda normal olarak sinyal
alinmamasi ya da monozomik sinyaller alinmasi beklenirken, hiicrelerin en az %50 sinde 2
sinyal alinmistir. Bu vaka, sonuglari ve yukarda belirtilen ozellikleri itibariyle oldukga tipiktir.
Diger vakalarin klinigi goz oniine alindiginda FISH ¢alismasinda p53 geni igin monozomik (tek
sinyal olmast) ve higbir sinyal alinmamas: beklenirken bunun aksine vakalarin ¢ogunlugunda (
2 ve 4 harig) alinan sinyaller dizomikti. Calisma sonuglarinin, Forslund ve arkadaslarinin
sonuglariyla benzerlik gostermemesinin nedenleri; KRK’nin patogenezinin ve progresyonunun
farklilik gostermesi, hasta sayisinin azhigi ve ¢alisma grubundaki hastalarin KRK’nin erken
fazlarda olmast olabilir.

Janssen ve arkadaslarit KRK’min %50’sinden daha fazlasinda Ras geninin mutasyona
ugradigini tespit etmiglerdir. Fakat Ras onkoproteinlerinin tiimériin ortaya gikmasinda ve
ilerlemesindeki rolii hala tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte pS3 genin spontan
mutasyonu ¢ok sik gorilmektedir (26).

Schelwies ve arkadaslari, kolorektal kanserde karaciger metastazi olan hastalarda

apoptozisde gorevli olan p53 ve BAX genlerinin prognostik rol oynadigini tespit etmislerdir.



Kolorektumun primer adenokarsinomlarinda pS3 ve BAX genlerinin diisiik diizeyde eksprese
oldugunu gostermislerdir (50).

Fiorelli ve arkadaslari yaptiklari epidomiyolojik ve in vitro calismalarda KRK’ nin
progresyonunda ve patogenezinde ostrojenlerin direkt olarak rolii oldugunu ileri siirmiislerdir.
Bunu, 17 B-estradiol E(2)’nin lokal sentezi ile gergeklestirdigini tespit etmislerdir (21). Fawole
ve arkadaslar sporadik kolorektal adenokarsinomlarda kromozom 10q° da heterozigosite
kaybini tespit etmislerdir (20). Bamme ve arkadaslari KRK’ da FISH ¢alismasinda, pS3 geninin
kaybi yanisira kromozom 1, 7, 13 ve 20’ nin kismi kazanglarin tespit etmislerdir (8). Cho ve
arkadaslar1 kolorektal adenokarsinomlarda 17p13.1° de yer alan p53 geninin delesyona
ugradigim belirtmislerdir (15). Bu ¢alismanin sonuglar,interfaz-FISH ¢alismamizda yapilan,
kolorektal kanserli vakalar; 1, 2, 3, 4,6,7,9, 11, 13’iin sonuglaryla tutarlidir.

Tagawa ve arkadaglari KRK’da FISH ile multiple primer karsinomlarda sitogenetik
markir olarak kromozom 17 ve p53 lokus translokasyonunu gostermislerdir. Karsinogenezin
spesifik genetik olaylarla birlikte olabilecegini ileri sirmiislerdir (56). Kolorektal kanserli
vakalarin, kolorektal kanser dokularinda yapilan interfaz-FISH ¢alismasinda, ozellikle, vaka
10’da hiicrelerin %13.6°da, ve vaka 11°de hiicrelerin %30°da 3 sinyal alinmigtir. Vaka 10°da
preperasyon sirasinda yiizey boyamasinin yetersiz olmast ve hiicre sayisinin az olmasindan
dolay1 monozomik sinyalli hiicre yiizdesi diisiik gikmistir. Gergek bir translokasyon, yanlis
pozitif sinyaller veya tiimér dokusu igerisindeki yiiksek proliferasyon indeksi sonucunda sinyal
sayisinda bir artis olabilirken, FISH yonteminden kaynaklanan hatalar sonucu hiicrelerin bir
kisminda 3 ve daha fazla sinyal gozlenebilmektedir. Bu nedenle, Xinwei ve arkadaslarinin
yaptiklari calisma kriter olarak alindifinda, P53 gen kazancini kesin soyleyebilmek igin
hiicrelerin en az %20 ve daha fazlasinda p53 igin trizomik sinyalerin goriilmesi gerekmektedir
(68).

KRK’I1 hastalarin doku interfaz FISH g¢alismasinda, vaka 6’da hiicrelerin %13 .2’sinde,

vaka 7’de hiicrelerin %12.8’inde, vaka 11°de hiicrelerin %13’tinde ve vaka 13’de hiicrelerin
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%12.8’inde tek sinyal alinmistir. P53 gen delesyonu tam anlamiyla yoktur denilemeyecegi
kanaatindeyiz. Hucrelerin en az %20 ve daha fazlasinda delesyonun tespit edilmis olmasi
gerekmektedir. Yapilan istatistiki ¢alismanin verileri sonucu desteklemektedir (delesyonlarin
%20 ve yukarisi i¢in: p=0.024). KRK’nin patogenezinin ve progresyonunun farklilik gosterdigi
unutulmamahdir. Yakut ve ardaslarimin, Xinwei ve arkadaglarinin yaptiklari doku interfaz-
FISH ¢alisma sonuglari, bu ¢alismanin sonuglart ile benzerdir (69, 68).

Aragane ve arkadaglari karaciger metastazli KRK’ da kromozomal aberasyonlari
Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon’la [Comparative Genomic Hybridazition (CGH)] analiz
etmislerdir. 16 karaciger metastazli ve 30 primer KRK’ I hastada; 7p21, 7q31-36, 8q23-24,
12p, 14q24-32, 16p, 20p, 20q, 21q kazammlari oldugunu tespit etmislerdir. Metastatik
timorlerde 18q12-23’deki kayiplarin, 20q kazanciyla birlikte oldugunu bulmuslardir.
Sitogenetik olarak da 18q kaybi, 8q ve 20q kazancini gostermislerdir (4). Yapilan sitogenetik
incelemelerde benzer bulgulara rastlanmamakla beraber karaciger metastazhi vakalarin
sayisinin azhgi, ve CGH teknigi uygulanamadigindan benzer sonuglara rastlanilmamistir.

P53 tumor baskilayict bir gen olup mutasyonlart bir basamak halinde, KRK’ nin
kompleks gelisiminin ge¢ sathasinda meydana gelmektedir. P53 protein fonksiyonunun
bozulmasi, agresif timor gelisimi ve artmis neovaskiilarizasyonla birlikte olabilir. Yabanil tip
p53’ un kaybina sebep olan genetik degisiklikler anti-angiogenetik kontroliin ve VEGF
(vascular endothelial growth factor)’ nin ekspresyonunun azalmasina neden olabilecegi ileri
sirtilmigdir (29). Bu c¢alismada, Kern ve arkadaslarinin yaptigi calismalara benzer
anomalilerin sik gorilmemesinin bir nedeninin de bu olabilecegi kanaatindeyiz.

Parada ve arkadaslari primer ve metastatik kolon karsinomalarindaki sitogenetik bulgulari;

a) Sayisal kromozomal anomaliler; kromozom 7, 11, 13 ve 20 kazanci, kromozom 4,

18, 21, 22 ve Y’nin kaybu,

b) Yapisal yeniden dizenlenmeler; 1p13, 1q10, 3p21, 5921, 5q10, 5q11, 7q10, 8q!10,

8ql1, 12q13, 16q13, 17p11, 20p13, 20p11 ve 20q10 olarak degerlendirmislerdir (43).
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Metastazi olan vakalarin periferik kanlarinda yapilan sitogenetik ¢aligmada, vaka 16’de
(46,XY), vaka 18’de (46,XY), vaka 19°da metafazlarin %14’ inde (46,XX,t(13q;17p) ), vaka
20°de (46,XY), vaka 21’de (46,XY), vaka 24’ de metafazlarin %85’ inde 46,XY,13qh(+) vaka
26’da, metafazlarin %10’nunda 47 XX,+21°i ve vaka 28’de metafazlarin %10°da 45,XY,-13
tespit edildi. Cahigilan vaka sayisinin az olmasi ve kanser patogenezinin farklilik gostermesi,
Parada ve arkadaslarnin kolorektal kanserli hastalarin tiimor  orneklerinde  yaptiklari
calismadaki sitogenetik bulgularla farkli sekilde sonuglar elde edilmistir.

Wang ve arkadaglari 18 KRK’ h hastanin timér dokularinda yaptiklari sitogenetik
caligmada, kromozom 5q delesyonu ve t(13;17)(q;p) saptamiglardir  (65). Wang ve
arkadaglarinin caligmastyla parelel olarak periferik kanda klasik sitogenetik caligilan, vaka 197
da metafazlarin %15° inde 46,XX, t(13;17)(q;p) gozlenirken, hastaligin ileri fazinda olmasina
ragmen kromozom 5q delesyonuna rastlanmamustir. Ozellikle bu vakada periferik kanda bu tip
bir translokayonun bulunmasi tamérdeki bazi karyotipik degisikliklerin kanserli hastalarin
periferik kan karyotiplemesiyle de elde edilebilecegini gostermesi agisindan oldukga onemlidir.

Morinaga ve arkadaslari ve Yasuo ve arkadaglarinin KRK® i hastalarda sentromerik
problar kullanarak yaptiklar interfaz-FISH calismasinda kromozom 17’ nin trizomisini,
kromozom 117in monozomisini tespit etmislerdir. Kromozom 17’nin trizomisi ¢ogunlukla
adenomlarda gorillmustiir. Kromozom 17’ deki trizomik degisikliklerin;

a) Adenomalarin malignant transformasyonundan,

b) Intratiimoral heterojeniteden kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (40, 69).

KRK’l1 vakalarin, kolorektal kanser dokularinda interfaz-FISH ¢alismasi yapilanlardan,
vaka 11°de alinan trizomik sinyaller, Wang ve arkadaglarinin KRK’l1 hastalarda yaptiklari
FISH ¢alismasinda aldiklari trizomik sinyallerle aymdir (65).

Plaschke ve arkadaglan benign ve malign KRK’ larda yaptiklart galigmada p53 gen
ekspresyon diizeyini immunohistokimyasal metotlar kullanarak degerlendirmisler ve ozellikle

ilerlemis safhalarda, p53 boyanmasinda artis oldugunu gostermislerdir (45). Bu sonug trizomik
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sinyallerin alindig1 vaka 1171 agiklamada yol gosterici niteliktedir. Ozellikle bazt KRK’ larda
hastaligin ileri donemlerinde p53 gen delesyonlari degil de kromozom 17’ nin tim kazanci
veya p53 gen bolgesini igeren bir kazang gerceklesebilmektedir. Bu kazang, genin normalden
daha yiiksek diizeyde eksprese olmasma yol agabilir. Ancak genin yabamil tip driin ortaya
koyup koymadigi bilinemediginden, p53’ iin bu asamada fonksiyonelligi hakkinda birsey
soylenemez. Bu galismada sadece, kolorektal kanser dokularindan interfaz-FISH galisilan vaka
4de, p53 geni i¢in tek sinyal hiicrelerin (%72.4)’de alinirken, hiicrelerin %24’de 2 sinyal
alinmasi; hiicrelerin bityiik bir kisminda, pS3 geni delesyonu meydana gelirken, hiicrelerin bir
kisminda da p53 fonksiyon gormektedir. Vaka 1'de hiicrelerin (%28)’de, vaka 2’de hiicrelerin
(%53.8)’de ve vaka 3’de hiicrelerin (%25)’de tek sinyal alinmasi, hiicrelerin biyik bir
kisminda p53 fonksiyon goriirken, hiicrelerin  bir kisminda ise p53 gen delesyonu
gergeklesebilmektedir.

6.1. Oneriler

Caligmamizda FISH metodunun solid tamorlerdeki kromozomal ve gen degisimlerinin
ortaya konmasinda oldukga giiglii bir yontemdir. Ancak herhangi bir kromozomdaki sayisal ve
yapisal degisimlerin tespit edilmesinde kullanilan problarin, lokusa, kromozomun p ve ¢
kollarina ve sentromerik bolgelere spesifik segilmesi gerektigi kanaatindeyiz. FISH metodu ile
delesyon degerlendirilmesi yapilirken, mutlaka degisim indeksi goz oniinde bulundurulmahdir.
Ciinkii timor dokusu igersinde gergeklesen hizli proliferasyon sebebiyle, kromatidlerine ayrilan
kromozomlarin varhg yalanct pozitiflik goriilmesine sebep olabilir. Calismamiza alinan
adenokarsinom vakalari ve periferik kan kiltiir calismalarmin kargilagtirilmasi, p53 gen
mutasyonlarinin anlagiimasint saglamistir. KRK’da p53 geninin tam delesyonlart veya LOH™u
oldukga nadir bulgulardir. FISH metodunun bir dezavantaji, delesyonlarin tespitinde oldukga
spesifik bir metod olmasina kargin gendeki nokta mutasyonlarint ortaya koyamamasidir. Bu
yiizden FISH ile KRK’ da p53 gen delesyonlari tespit edilemeyen hastalarda molekiler genetik

metotlarla p53 gen mutasyonlarinin taranmasi gerekmektedir.
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Etyopatogenetik siireci oldukga karmasik olan kanserlerde, erken evrelerden itibaren
degisimi gosterilen P53 gen fonksiyonlarinin, diger kromozomal kazang ve kayiplariyla birlikte
degerlendirilmesi galismadan elde edilen verilerin bilimsel degerini artiracaktir. Caliymamizda
p53 gen degisimleri ve hasta yast ile kanserin evresi ve p53 geni arasinda bir korelasyonun
oldugu tespit edilmistir. Ancak hasta sayisinin azhgindan dolayr bu bulguyu destekleyecek
daha fazla hasta sayisini igeren galigmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in P53 geni
fonksiyonel degerlendirilmesinde KRK’I1 hastalarda pratik ve bilgi verici bir yontem olan
interfaz-FISH calismalarmin CGH yontemi ile kombine edilerek, daha genis vaka igeren

gruplarda uygulanmasi daha givenilir bilgiler saglayabilir. P53 geninin KRK’da fonksiyon

gormemesinin nedeni hala tam olarak aydinlatilmay1 bekleyen bir arastirma sahastdir.
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