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OZET

Doktora Tezi

SPORADIK KOLOREKTAL KANSER VAKALARINDA GENOM EBADINDA KOPY A
SAYISI DEGIiSIMLER iNiN ve TRANSKRIPTOM PROFIL iNiN BELiRLENMESI ile
KANSERIN GEL iSMESINDE ve iLERLEMES iNDE ETKEN YEN i GENLERIN

TANIMLANMASI

Nevin BELDER

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Dansman: Prof. Dr. Hilal OZDAS

Kanser, sik gorilmesi ve mortalitesinin yiksek dntzakimindan dinyanin en énemli halglga
sorunlarinin banda gelmektedir. Kolorektal kanser ise malignitefgnde mortalitede akger ve
meme kanserinden sonra Uclncl sirada yer almakigainser vakalarinin biyik gonlugunda
oldugu gibi kolorektal karsinomlarda da vakalarin dnebifikismini (%85-90) sporadik olgularin
olusturdusu bilinmektedir. Karsinogenez siirecine iyi bir mbdeskil eden bu kanser, yaygin
gorilmesinin de etkisiyle agarmalara siklikla konu olmgur. Ancak heterojen yapisi, poligenik
ve ¢cok basamakll gasi kanserin b#angic, ilerleme ve yayllmasinin altinda yatan rkdler
mekanizmalarda karanlkta kalan pek ¢cok nokta bmrgtkr. Ayrica yaygin gorilen bu kanser
tiriinde prognostik ve terapétik hedeflere olarydttiher gecen giin artmaktadir. Bu noktadan yola
cikarak planlaggmiz calsmada timor hicrelerindeki bozulgmgen ekspresyon paterninin ve
timorigenezis boyunca alan spesifik genomik gsgsikliklerin belirlenmesi ve entegre edilmesi
kapsaminda kanserin ortaya gikie ilerleys mekanizmalarinin altinda yatan gercgeklerin tespit
edilmesi, yeni prognostik ve terapétik hedeflednimlanmasi amaclangtr.

Bu calgmada 50 sporadik kolorektal kanser vakasinin regeks materyellerinden alinan
kesitlerden manuel mikrodisseksiyon ile ayrgmiimdr ve normal hicrelerinden (timdr/normal
toplam 100 6rnek) izole edil;niDNA ve RNA oOrnekleri ile genom ebadinda genom ve
transkriptom profili ¢ikarilmy olup; gen ekspresyon profilleri ile array bazlinkmaratif genomik
hibridizasyon sonuclari biyoinformatik analizleriardindan ortak gen bdélgelerinin tespit
edilebilmesi icin entegre edilgtir.

Bu tez calsmasi, 6ngorilen metodolojinin kapsami ve entegre sarim yaklasimi ile birlikte
sporadik kolorektal kanseri bir buttinltk icinde inc eleyen ilk calsmadir.Genom ebadinda gen
ifade analizleri sonucunda timoér-kontrol astirmasinda en az 2 kat @gm ile 346 genin
ifadesinde artma go0zlenirken 576 genin ifadesinz@naa oldgu belirlenmitir (p<0.001). Bu
karsilastirmada hiicre dongisu, kanser yoldokal adezyon, ekstraselller matriks reseptékidi,
p53 sinyal yolg@l, apoptozis, metabolizma ve MAPK sinyal yolaklén plana cikan yolaklar
olmustur. Sol kolon ve sakolon arasinda gen ifade profiline gore anlamh farkhlik tespit
edilemezken grade 1l ve Il drnekleri gen ifadefpierine gore 2 gruba ayrilmgiir. Kopya sayisi
degisikliklerinde 2+0.35 dgisimi ile toplam 20.984 segment tanimlagrolup yeni ve daha énce
tanimlanmg bdlgeler tespit edilmgtir. Bu iki kapsamli verinin entegrasyonu sonucurida0




sikhkla gorilen kopya sayisi gigikliklerinin toplam 69 bolgede 79 genin ifadesitkieedigi tespit
edilmistir. Ozetle belirlenen genlerin arasinda kolorek&serle daha 6ncederskilendirilmis ve

ili skilendirilmemis olanlar bulunmaktadir. Bu genlerin timor ve kohgauplari ile grade Il ve
grade Il gruplarini birbirlerinden net olarak aya gicline sahip olmalar prognostik ve
dyiagnostik 6nemlerini belirlemektedir.

2013, 357 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sporadik kolorektal kanser, mikrodizin, gen ifadealii, kopya sayisi
degisikli gi, entegrasyon.
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Cancer being a frequently seen disease with a mmgttality rate is one of the most important
public health problem. On the other hand colorecaalcer has the third highest mortality rate after
lung and breast cancer. Most of the colorectal @anases (85-90%) are sporadic cases like most
of other cancers. Colorectal cancer constitutirggp@d model for carcinogenesis studies is thus a
highly studied area. However its heterogenous, gesilic and multistep nature still leaves many
dark spots in the molecular mechanisms underlyirgg initiation, progression and spreading of
cancer. Besides for this common cancer type thd feenovel prognostic and therapeutic targets
is ever growing. Thus, in this dissertation, ouratstgy was to initially determine the gene
expression profile and then specific genomic diitena in tumour cells followed by the integration
of these two datasets. Our aim was to identify hpk@gnostic and therapeutic targets to determine
the facts explaining the mechanism of cancer titieand progression.

In this study the genome and transcriptome prafilemanually microdissected normal and tumour
cells of 50 sporadic colorectal cancer cases wésrrdaed. Following bioinformatics analyses
gene expression profiles and array CGH analysestsesere integrated to identify common gene
loci.

This dissertation with its methodological stratemd integrated analysis scheme is the first study
analyzing sporadic colorectal cancer as a whole.géne expression profile analysis of tumour vs
control 346 genes were found to be upregulated easer576 genes were found to be
downregulated (min. 2 fold, p<0.001). The pathwidng were highlighted in this comparison were
cell cycle, cancer pathways, focal adhesion, egthalar matrix receptor, p53 signal pathway,
apoptosis, metabolism, and MAPK signal pathwayhdligh we could not identify any gene
expression difference between left and right cogwade Il and grade Il samples were clustered in
two separate groups. We identified a total of 28.88py number variations (2+0.35) some of
which were novel. The integration of the gene esgitn and aCGH datasets pointed 79 genes in
69 genomic loci in copy number variations seen witliequency of minimum 20%. In summary
some of the genes determined in this study corgeaires previously linked to colorectal cancers
and some were novel. The clustering between turandrnormal, grade 1l and grade |l based on
these genes underlines their prognostic and digigrmusential.
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Keywords:Sporadic colorectal cancer, microarray, gene egesanalysis, copy number
variation, entegration.

Vi



ONSQOZ velveya TBEKKUR

Tez calgmam ve doktora @timim boyunca engin bilgi, tecribe ve kultiri ib@na yol
gosteren, iyi bir bilim insani olma konusunda beyrinlendiren, bilim g@itimime
katkilarinin yaninda hayatta gicli veslsan durmaninda yolunu gosterengddi hocam
Prof. Dr. Hilal Ozdg'a,

Lisans, yiksek lisans ve doktorgitenim boyunca beni finansal olarak destekleyip
calismalarima devam etmemde 6nemli bir katkglagan Turkiye Bilimsel ve Teknik
Arastirma Kurumu Biliminsani Destekleme Daire §@nlgi'na (TUBITAK-BIDEB) ve

degerli calsanlarina,

Tez calgmamin en 6nemli adimlarindan biri olan materyaldnmasinda timaor ve normal
hicrelerin ayirnminda ve cafnanin yonlendiriimesinde derli bilgi ve tecribelerini

benden esirgemeyen gkli hocalarim Prof. Dr. Arzu Ensari ve Do¢.Dr. BarSavga,

Doktora calgmalarimin bainda tamgtigim, hayatimdan hi¢ cikarmay! ginmedgim,
calisma orneklerinin hazirlanmasinda ve tim gah boyunca benden yardimlarini

esirgemeyen, canim arkada Blm. Uzm. Oznur Cgkun Erdgan’a

Tez calgmasi biyoinformatik analizlerinin gercekteilmesinde emgini ve tecribesini
esirgemeyen Yrd. Dog¢. Dr. Farid Rajabli ve ayrnabrs icin BIm. Uzm. Mehmet

Korkmaz’'a,

Doktora eitimim strecinde beraber cgtnaktan, beraber gilmekten, berabglamaktan
biyluk mutluk duydgum, calsmalarimda bana hep destek olan, canim agkad&Im.
Uzm. Hiulya Sumer Celebi'ye

Tez calsmasinin silgtigi bir noktada benden yardimlarini esiregemeyencsigmde

arkadaligini hep hissetgim Bilm. Uzm. Seda Tar Yilmaz’'a

Vii



Doktora gitimim sirecinde birlikte cagmaktan hep mutlu oldwm benden arkgagini
ve tez cahmam boyunca gerekinde yardimlarini esirgemeyen $Ar Gor. Semih

Dalkilic’a,

Surec icinde hep yanimda olan ve desteklerini esigyen Dr. Y@gm Dogan, Bilm. Uzm.
Gunseli Deniz, Bilm. Uzm. Nilgiin Tekin, Bilm. Uzn®zge Cumgullari, Bilm. Uzm.
Pelin Fidangullarn ve simdi aramizda olmayan tim mezun genombilim ekip

arkadalarima,

Calismalarim siresince desteklerini hep hisgetti hep yanimda olan, benden sicacik
arkadaliklarini esirgemeyen melek yizlim Blm. Uzm. Funtaya Demirsoy ve Yrd. Dog.
Dr. Bala Gur Dedeglu'na ve ismini sayamagm butin Biyoteknoloji Enstitisi Merkez

Laboratuvari ¢cajma arkadglarima,

Iyi, kot her zaman yanimda olan, desteklerini la@nan hisse®im, gercek dostlgun verdgi
sicaklgl, huzuru ve mutlulgu birlikte sonuna kadar yadgim canim dostlarim Bilm Uzm.

Gamze Turna ve Bilm. Uzm. Yasemink Kog'a

Bugulnlere gelmemde maddi manevi hicbir dgisteenden esirgemeyen, sureg icinde hep

yanimda olan, sonsuz sevgileri ve sabirlari igirbenzeri bulunmayan aileme,

2005 yilinin sguk gunlerinde hayatima giren, sicacik sevgisiyl®imek tikenmek bilmeyen
sabriyla beni hep destekleyen,her zaman yanimdabolahayattaki gier yarim bitanecik,

sevgili gim Murat Belder'e

Tezimin tam ortasinda diinyaya gelen, daha dncgaggmadgim climlelere dokemeyegien
kadar ygun ve gucli bami&a bir gki yasatan, dinyanin en yalkklisi, en sevimlisi, en

bitanesi, en tatlisi hggyim canim glum Ege Belder'e
Sonsuz tgekkdrlerimi sunarim

Nevin BELDER
Agustos,2013

viii



Not: Asagidaki cimleler, benim igin ¢ok zorluda geg¢se dedgwdan bana ¢eky kattgini
disind(gim bu tez cajmasinin yazimi sirasindasgaigim duygu yg@unluklarinin bir

yansimasid®

Bir isin sonuna gelmngken butiiniint gérememenin kayboklugunda tikendim ben...
Tukenmilik sendromunun dibindeki karanhk tim ruhumu elegigmisken beynimin
karincalanmalari tim bedenimi yok ederken teslim duwoi ben...
Kanserin altindan Ustiinden derken kiimelendim ampdihigrubun icine giremedim ben...
Genlerin ifadesini ararken kendi ifademi kaybettim ben...
Kopya sayilarinda ne @isti de boyle oldu diye sorarken bengggim...

Degistim be hayat...

Entegre bile olamadan kavram kaggsinda yok oldum gittim....



Qzlum Ege BELDER'e



ICINDEKILER

=] =02 N PR [
ONAY SAYFASL ...ttt e e e e st e e e e e e st et e e e e e e asnneeeeeesnsbseeeeeeeaans i
AB S T R A T it e ———— e v
ONSOZ velveya TEBEKKUR...... ..ottt e, vii
SEKILLER D IZINI .. .o e e XXVii
CIZELGELER DIZINI.... ..o XXi
SIMGELER DIZINI......oiiii e, XXiV
2.KURAMSAL TEMELLER. ...t e e e et e e e 5
2.1.0Omik YaKlasimlar. ... ... i e el D
2.1.1. GENOM VE GENOMIK. .. ettt et et e et et e e e e e e re e e e e e ens 7
2.1.2. Transkriptom ve TransKriptomiK..........ccoieviiiiiiieiiiecee e e cee e 8
2.2.0mik’ten Kompleks Hastaliklara:Kanser ve Omik Yaklasimlar................... 9

P2 T = 1= A (e |

2.3.1.Kanserin molekuler biyolojisi ve karsinogenez...............c.ccccvvvvevnnannn. 15
2.3.1.1.0NnKOgENIEr... ... e en 0 16
2.3.1.2. TUmOr baskilayici genler...... ... e 17

2.3.2.Hlcre dongusl, apoptozis Ve KanSer.........c.vevvviie i e e 18

2.3.3.Genom ebadinda yuksek ¢ozundrlikli teknologrle kansere global

bakis:Genomik ve transkriptomik degisiklikler ve kanser........................... 26
2.3.3.1insan genomundaki yapisal d@sikliKler...................cccooeveeeennn.... 27

2.3.3.1.1.Yeni bir baks: Kopya sayisi dgisiklikleri.............................. 30
2.3.3.1.1.1.Kopya sayisi @ssikliklerinin potansiyel olu sum
MeEKaNIZMAIArT.. ... 33
2.3.3.1.1.2.Kopya sayis! @ssimlerinin gen ifadesi Gizerindeki etkileri....34
2.3.3.1.1.3.Kopya sayisi @ssikliklerinin hastaliklarla ili skisi, kanser icin
AN L e 35
2.3.3.1.1.4.Kanserde kopya sayisi gigikliklerin analizinde
kullanilanyéntem ve stratejiler:CGH ve mikrodizin uygulamalari........ 39

2.3.3.1.1.4.1.Kanser, kopya sayisi gigiklikleri ve TNP
mikrodizinlerinin bulu sMasI..........cocoiiiii e, 43



2.3.3.1.1.4.1. Bir TNP mikrodizin “Affymetrix SNP 6.0 array” ve kopya

say1SI d@isiKIIK analizi............ooovveeeiiiiiii e 44
2.3.3.2. Kanser genomunun ifade profili ve kanseripolojisinde mikrodizin
0} Y/0 18] F= 0 = F= U 48
2.3.3.2.1. Gen ifade calmalarinda mikrodizin teknolojisi ve analizi ......... 48
2.3.3.2.2.Mikrodizin teknolojileri ile kanserin molekuler profilinin
(o1 =11 = ] 52
2.3.3.2.3. Mikrodizin gen ifade profili calsmalarinda arsiv materyallerinin
KUTTAINTMIE et e e e e e e e e e b e e 54
2.3.3.3.Genomik yaklaimlarin kullanimi ile genomik ve transkriptomik
a1 STo | =153 Y/ 0 o PPN 54
2.4.KOIOreKtal KANSEY .....uviiiiiiiiiiiiiiiee ettt e ee e 56
2.4.1. Kolorektal kanser etyolojisi ve epidemiyolagi ............ccccevvvveeeeeiiviinnniinnennnn. 56
2.4.2. Kolorektal karsinogenezis ve molekiler mekammasi:Kanser yol haritasi
........................................................................................................................... 60
2.4.2.1. Kromozomal instabilite YOI&I..............ceeeeeiiiiiiiieeecere e 61
2.4.2.2. Mikrosatellit instabilite (MSI) yolag!.........ccccceevveeeeeiiiiiiieien 63
2.4.2.3. CpG adacik metilasyon fenotip YOff...........covvvvvvvviiiiiiiiiiiii e 64
2.4.3. Kolorektal kanserin patOlojiSi...........uuuruiiiiiiieeeeeeieieeieeeeiie e e 64
2.4.3.1. Kolorektal kanserin histopatolojiSi............uuuuuuiiiiiiiieeeeeiieeerieeeeiiiiannd 65.
2.4.3.2.Kolorektal karsinomlarda histolojik dereceeme (Grade)..................... 65
2.4.3.3.Kolorektal karsinomlarda evreleme (Stage)..........coevvvvvvviiiiiiiiieeeeenenn, 66
2.4.4.Kolorektal kanser ve 10KaliZasyOnu ........c...ceeeevuiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiiiiennd 67
2.4.5. Kolorektal kansere genomik ve transkriptomikbakis...............cccccevvvvennnns 68
2.4.5.1. Kolerektal kanserin gen ifade profili........ccceeevvvviiiiiiiiiieeeeeeed 63
2.4.5.2 Kolerektal kanserin genomik profili...........ccccoviviiiiiiiiiiiie 3.7
2.4.5.3 Kolorektal kanser genomik ve transkriptomikentegrasyon cakmalari
1Y L3N0 1= 1 0 PP 74
B.GEREKCE VE AMAGC ... ... et it ee e e e e e, 76

4. 1.MATERYAL VE YONTEM... ..ottt i e e e a0 81

2 (0] 111 o 0 P 82
4.2.1.Tez cakmasinda kullanilan yontemlerin 6zeti.................cccoevvieiinann, 82

4.2.1.Calsmaya dahil edilen FFPE materyallerin histopatolojik
degerlendirmesi. .. ..o e e e a2 83

4.2.3.Mikrodiseksiyon ve deparafinizasyon............ccccoeii i iiicee i, 84

Xii



4.2.4.Parafine gomull dokulardan ayrstirilan timor ve normal

hicrelerdenNDNA 1ZOIaSYONU...........uuuuuiuiimmmmiiie e eee e e e 85
4.2.4.1.DNA’nin spektrofotometrik analizi ve miktar tayini...........cccccceeeeeeennn. 87
4.2.4.2. Mikrodizin reaksiyonlari icin DNA konsantrasyonun ayarlanmasi.... 87
4.2.4.3.Agaroz Jel EleKtrofOrezi............ooveeeeeeeviiiiiiiie e 87
4.2.4.4. Kopya Sayisi Ogsikli gi icin Gergeklestirilen Mikrodizin
== 1] Y70 ] 1 = o 89
4.2.4.1 SNP 6.0 Restriksiyon Enzimi ile KeSIiM . e..vvveeeiiiiiieiiieeeiieeeeeeeeiiiiins 90
4.2.4.1.a STY Restriksiyon ENzim KeSiMi........cceeeeeiiiiiiiieiiiiiiiciiiin e 90
4.2.4.2.2 SNP 6.0IGASYON ...oooiiiiieiieccc et e 91
A.2.4.3. 2 PZR ...t 93
4.2.4.4.a PZR Sonuglarinin Agaroz Jel Elektroforezi..............cccccccoiininnnns 94
4.2.4.1.b Nsp Restriksiyon ENnzim KeSimi.......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 94
4.2.4.2.0 SNP 6.0 IGASYON ..ottt 96
L2843 DPZR ... ———— 97
4.2.4.4.b PZR Sonuglarinin Agaroz Jel Elektroforezi.............cccccccciiiiinnnns 99
4.2.4.4.5 PZR PUMNFIKASYONU .....euvvtiiiiiiseeeeiiiees e 99
4.2.4.4.6.Purifiye Edilen PZR Uruinlerinin Spektrofaometrik Analizi ve
Y11= T 1=\ Y/ Lo LT 100
4.2.4.4.7. SNP 6.0 Fragmentasyon ve Fragmentasyoongsi Agaroz Jel
EIEKIrOfOr@ZI. ... ee e 100
4.2.4.4.8.SNP 6.0 Biotin ilSaretleme ...........ccceeveeeeieeiiece e eeeeeee e 103
4.2.4.4.9.SNP 6.0 HIDMdIiZasSyOn ..........ooimmeeeeiiiiiiiiiiiiienee e 104
4.2.4.4.10.SNP 6.0 Yikama, Boyama ve Tarama ...........cccceevvvvvvvrnnninnnnnnn. 106

4.2.4.5. kli kopya sayisi dgisikli gi veri analizi icin gerceklestirilen

biyoinformatik analizIer............oooo oo 109

4.2.5.Parafine gdmull dokulardan ayrstirilan timor ve normal hicrelerden

RINA GZOIASYONU ...ttt eena e e e e e e e e e e e 110
4.2.5.1.RNA’nin Spektrofotometrik Analizi ve Miktar Tayini............ccc........ 112
4.2.5.2.Mikrodizin Reaksiyonlari icin RNA Konsantrasyonunun Ayarlanmasi
..................................................................................................................... 112
4.2.5.3izole Edilen RNA Orneklerinin Biitiinliik ve Kalite Analizi............... 112
4.2.5.4. Gerifade Desisim Analizleri icin Gergeklestirilen Mikrodizin
T 1] V/0] 1 = o TP 115
4.2.5.5.kli mikrodizin gen ifade degisikli gi veri analizi icin gerceklestirilen
biyoinformatik analizIer..............oooeiiiiiiice e 129



4.2.5.5.1.0MIEME......oitiiitiit et it e 130

4.2.5.5.2.Farkl olarak ifade edilen genlerin tespiedilmesi................... 130
4.2.5.5.3.Kiimeleme analizi.............ccoocei i e e 131
4.2.5.5.4.Gen ontoloji, zenginkime ve yolak analizleri......................... 132
5.ARASTIRMA BULGULARI......ouiiiiiii i e e e e a2 134
5.1.Histopatolojik BUulgQuIar.............cooi it e e 134

5.2.Demografik Bulgular...............ccoovii i e ene.. 135

ST O 1 1S )= 137
5.3.Klinikopatalojik Bulgular...............coooii i e el 138
5.3.1.L0KANZASYON. .. ettt e e e 138
IR T ] - o [ 140

5.4.Molekller Bulgular... ..o 14D
5.4.1.Genom ebadinda gen ifade analizi bulgulari............................... 142

5.4.1.1.Deparaffinizasyon, RNA izolasyonu ve mikradin optimizasyon

UYgUIEMaAlArT ... 142
5.4.1.2. Mikrodizin optimizasyon uygulamalari...............ccueeiiiiiiinnnann. 145
5.4.1.3. RNA izolasyonu, miktar, saflik analizleri........................oo. 148
5.4.1.4.1zole edilen RNA 6rneklerinin biitiinliik ve kalite andizi.............. 149
5.4.1.5. Genom ebadinda gen ifade analizi.................c.cocovviceii e, 150
5.4.1.5.1. SPIA cDNA purifikasyonu, hibridizasyon e tarama.............. 150
5.4.1.5.2. Genom ebadinda gen ifade analizi biyoorimatik bulgular.....152
5.4.1.5.2.1. Tumoér- Kontrol paired kasilastirmasina ait bulgular....... 155
5.4.1.5.2.1.1. Tumor-Kontrol paired kasilastirmasinda ifadesinde arts
gorulen gen grubuna ait sonuglar...........c.coooviiii i, 13
5.4.1.5.2.1.2.Tumor-Kontrol paired kasilastirmasinda ifadesinde
azalma gorilen gen grubuna ait sonuglar..............cccooevieiinenn .. 161
5.4.1.5.2.1.3.Tumor-Kontrol paired kasilastirmasinda ifadesinde arts
ve azaly gorulen gen gruplarinin birlikte degerlendirilmesi............ 165
5.4.1.5.2.2.Tumoér gradeleri arasinda yapilan katlastirmalara ait
DUIQUIAT . .. e e 171
5.4.1.5.2.2.1. Unpaired kayilastirmalara ait bulgular...................171
5.4.1.5.2.2.2. Paired kanlastirmalara ait bulgular........................173
5.4.1.5.2.3. Tumor lokasyonu ile ilgili kagilatirmalain gen ifade analizi

verilerine aitbulgular..............oco 2. 180

Xiv



5.4.1.5.2.3.1.Unpaired timaorsol kolon-tumor gakolon

karsilastirmasina ait bulgular ............ccccooeeiiiiiccc i, 180
5.4.1.5.2.3.2. Paired tumor-normal lokasyon katlastirmasi gen ifade
analizi verilerine ait bulgular ... 183
5.4.2.Genom ebadinda kopya sayisi gigikli gi analiz bulgulari........................ 189
5.4.2.1. DNA izolasyonu optimizasyon uygulamalari..........ccccceeeeeeeeeeennennne. 189
5.4.2.2.DNA izolasyonu, miktar, saflik tayini...........cccccovvvviiiiiiiiiiiiie e, 194
5.4.2.3. DNA Butunluk Tayini (% 1'lik Agaroz jel Goruntdleri) ................... 195
5.4.2.4. Genom ebadinda kopya sayisigekli gi analiz bulgulari................. 196
5.4.2.4.1. SNP 6.0 restriksiyon enzim kesimi, PZRZR purifikasyon,
hibridizasyon ve tarama bulgulari..............cccccoo i, 719
5.4.2.4.2.Genom ebadinda kopya sayisigigklik analizi biyoinformatik
o] | o 11 ] = o P 201
5.4.2.4.2.1. Kopya Sayisi [Esikli gi Verisi Filtrasyonu...........cccccceeeeee.. 20
5.4.3.Genom ebadinda gen ifade profili ve kopya sesy degisiklikleri verilerinin
LTI C=T0 ] =15 Y/ 0] L1 PP 211
6. TARTISMA VE SONUC ... ... e e e e e e e 217
6.1.Global Genifade Profili Cali$malart ..............ccccoovveueeueeereeeesceemeeeve e 219
6.1.1.RNA izolasyon ve global gen ifade optimizasyaalismalari
AEEEITENAIMIESI ...ttt e e e e e e e mnnnne e e e e eeas 219
6.1.2.Mikrodizin Gen ifade Analiz Calismalari Degerlendirmesi....................... 221
6.1.2.1. Paired tumor—kontrol kasilastirmasi analiz degerlendirmesi.......... 221
6.1.2.2.Kolorektal kanserde grade’ler arasi globajen ifade profili .............. 231
6.1.2.2.1. Tumor drneklerinde grade’ler arasi genfade profili.................. 232
6.1.2.2.2. Farkli tamdr gradeleri ve gli normal kar silastirmalari.............. 235
6.1.2.3. S§ ve sol yerlgimli tumorlerin gen ifade profili.........ccccooeeeeeiennnn. 237
6.2.Global Kopya Sayisi Dgisiklik Analizi Call smalari...............cceeeeeiiiiiiieeeeeennn. 4Q
6.2.1.DNAizolasyon optimizasyon ¢caimalari degerlendirmesi..........cccccccevvuneee 240
6.2.2. aCGH - kopya sayisi dgsiklikleri analiz de gerlendirmeleri.................... 241

6.3. Sporadik kolorektal kanserde genomik ve transptomik profilin entegrasyon
dEGErENAIMEIETI.....eviiiiee e e —————— 245

XV



7.SONUG Ve ONEHLER.......ciuutiiii it et 251
KAYNAKLAR. .. ...ttt e e et et e e e e eee e . 254

OZGECMIS ...ttt e e e 327
TEZDEN URETILEN YAYINLAR ... .oottiiiit it eee et e e 330

XVi



SEKILLER DiziNi

Sekil 2.1.0mik hiyerarsinin sematik goOSterimi...........ccoooovviiiiiiiiiiicceeeee e 6
Sekil 2.2. Mendelyan hastaliklar ..............cooouiiiiiii 10
Sekil 2.3. Kompleks hastaliKlar ... 10
Sekil 2.4. Normal ve kanserli hiicre buylime durumu ..........cccceeevviiivviviiiiiicccen 41
Sekil 2.5. KarsinOgENEZ SUIECI ......uuuiiiii e ettt e e e e e et eeeeeetbeeneneeeeeeeennnns 16
Sekil 2.6. Hiicre dongusti ve kontrol noktalar! ............ccccoevvvveieveiiiiicicie e, 19
Sekil 2.7. Apoptozis ekstrinsik ve intrinsik yolakBart .............ccccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeees e 23
Sekil 2.8. Karsinogenez ve apoptozisten kacma suree katkida bulunan
MEKANIZIMAIAT ....eei e e ettt e e nne e se b e nea s 25
Sekil 2.9. Yapisal genomik varyasyonlar ........ccccccooeeiiiiiiiieeee e 28
Sekil 2.10. Kopya sayisi dgsikli gi sematik gosterimi ........cccceeevviieiiiiiiiiiiee e, 31
Sekil 2.11. Kopya sayisi dgsikli gi ve hastaliklarla iliskisine 6rnek calsmalar-.......... 36
Sekil 2.12. Normal (A) ve kanserli hiicrelerin (B) kayotip Ornegi.........cccoeeveeeeeeeeeenne. 39
Sekil 2.13. Karsilastirmali genomik hibridizasyon teknigi sematik gosterimi............. 41
Sekil 2.14. Konvansiyonel CGH ve aCGH'in kaslilastirmali sematik gosterimi ........ 42
Sekil 2.15. Affymetrix TNP array dizaynl ......oooccooiiiiiiiiiieee e 45
Sekil 2.16. Affymetrix GeneChip yapISalsemas! ...........ccoeeviiiiiiiiniiiiinnee e 49
Sekil 2.17. Affymetrix GeneChip prob dizayni .........ccccceeiiiiiiiiiiiiiie e 50
Sekil 2.18. Mikrodizin veri analiz ProSESi. ......ceviveeeeuiiiiiiiiiiaeeeee e ee e e e e eeeeeeaeeeennaneean 51

Sekil 2.19. Gen ifade profilinin medikal onkolojide potansiyel klinik uygulamalari .. 52
Sekil 2.20. Cinsiyete gore en sik gorulen 10 kansarAmerika 2013 tahmini yeni vaka

VL0118 aIo] =1 ] =T o R 57
Sekil 2.21.Cinsiyete gore Turkiye'deki kanser iNSIAASI ...........ccceeeeeeeeieiieeeeeiiiiinnnnns 58.
Sekil 2.22. Kolorektal kanserin siniflandiriimasemasl .........cc.oooovvviiiieeeieeiien e o 59
Sekil 2.23. Kolorektal karsinogenezde molekuler argolaklar ...............ccccveeeeiiiennnnnn. 61
Sekil 2.24. Kolorektal kanser adenoma-karsinoma sekssi yolaklari.......................... 62
Sekil 2.25. KOION @NatOMUSi.......iiiiieeiii e e e ee ettt e e e e e e e e e e e et eeeeeeeseesaaeeeeeas 67
Sekil 4.2. Tez calsmasi genel OZEFEMASI ..........uuurrrriiiiiiiieee e e e s mmmm e e e e e e e eaaaeaees 83
Sekil 4.3. Histopatolojik olgu gruplarti ... 84
Sekil 4.4. Mikrodiseksiyon 6ncesi ve sonrasi tumoéresznormal drnekler ..................... 85
Sekil 4.5. SNP 6.0 Affymetrix SNP 6.0 protokol al§isemasi.............cccoevvvvvevvvvvinnninnnnnn. 90

XVii



Sekil 4.6. Nugen Ovation FFPE WTA System yontemi ...........coooeevvivieiiiiiiiiinniinnn. 120

Sekil 5.1. Karsinom olgularinda alt gruplarin dagihimi...........ccccooiiiiiiiiiiiiin 134
Sekil 5.2. Tum olgularin yas dagilim grafigi............ceeeiiiiiiiieiieeeieeeeeeeevceree e 135
Sekil 5.3.Cinsiyetler arasinda y& dagilimI.............ouuuuieiiiiiiiiee e 136
Sekil 5.4. Tumor alt tiplerinin yas dagihm grafi@i ..o e 136
Sekil 5.5. Tum karsinom olgularinda cinsiyet d@Hmi...........cccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiien 137
Sekil 5.6. TUmor tiplerinde cinsiyet dagIlmI ..........oevvveiiiiiiiiee e 137
Sekil 5.7.Tum olgularda lokalizasyon d&HImi...............eeiiiiiiiiiinieieeeeeee e 138
Sekil 5.8. Cinsiyetler arasinda tumor lokalizasyon d@iimi ............eeeiiiiiiinnnninninne. 138
Sekil 5.9<50 ve >50 ya parametresi altinda tumor lokalizasyon d&ilimi ............... 139
Sekil 5.10. Tumor tiplerinde lokalizasyon d&@Himi..............ueiviiiiiiiiieeeeeee e 140
Sekil 5.11.Tum olgularin grade d@HIMIart ............cccceeeiiiiiiiiieeee e 140
Sekil 5.12. Genom ebadinda gen ifade analiz ¢gtnalari akis semasi........................ 142

Sekil 5.13. RNA izolasyonu ve mikrodizin uygulamalar igin gerceklsstirilen
OPLIMIZASYON AKE SEMAST .eevvvvriiiiiiiiiieee e e e e eeeeeeeeee s mmmmm s s e e e e e e eeaaeaeeseeesssnsnnnnnnaaas 143
Sekil 5.14.3 farkli kit ile izole edilen RNA'lara ait elektroferogram géruntuleri...... 144
Sekil 5.15. Mikrodizin optimizasyon uygulamalar $emMasl ...........ccccoeeeeeeeeeeiiiieeeiiiennns 146
Sekil 5.16.Mikrodizin optimizasyon uygulamalari sonicunda elde edilen pozitif sinyal
alinan prob yUzde d@EerIEri..........ceeeeieiiiiiieie e e e e e e 714
Sekil 5.17.1zole edilen RNA'lara ait temsili elektroferogram gdatiintileri ................ 149
Sekil 5.18. Genom ebadinda gen ifade analizi kapsanda degerlendirilen tim

G L1 F= T A1 0= = PP 153
Sekil 5.19. Tumor vs Kontrol karsilastirmasi kimeleme analizi ...............cc.oceemeeee. 157
Sekil 5.20. Tumdr-Kontrol kar silastirmasinda DAVID analizi sonrasinda ifadesi
artan genlerin kromozomlardaki dagilimi...............uuviiiiiiiiiie e 158
Sekil 5.21.Tuamdr-kontrol kar silastirmasinda ifadesinde arty gorilen genlerin
DAVID analizi sonrasinda gen sayise3 olan yolaklarin dagilimi............ccccccvnnnn. 160
Sekil 5.22. Tumdr-Kontrol kar silastirmasinda DAVID analizi sonrasinda ifadesi
azalan genlerin kromozomlardaki dg@Bilimi ...........cccooeeiiiiiiiiiiiiii e 162
Sekil 5.23. Tumor-kontrol karsilastirmasinda ifadesinde azal gorilen genlerin
DAVID analizi sonrasinda gen sayise3 olan yolaklarin dagilimi.............ccccccceeeennnn. 164
Sekil 5.24. Tumor vs Kontrol karsilastirmasinda “DAVID” analizi sonrasinda
ifadesinde artis ve azalg gortilen gen gruplari icin ortak yolaklar ve gen sailari ... 168

Sekil 5.25. p53 sinyal yolg! Gzerinde ifade dizeyinde ary ve azalg gortlen genler169

Xviii



Sekil 5.26. Tumor grade unpaired kasilastirmalar kiimeleme analiz goruntuleri .. 172
Sekil 5.27. Tumor grade lI-1, -1 ve llI-1l kar silastirmalarinda farkl ifade edilen ve
ifadesinde artis ve azalg gortilen genlere ait ven diyagrami ...........ccmeeeeeeeeeeennnnne, 173

Sekil 5.28. Grade II,1ll Tumor-kontrol kar silastirmasi kiimeleme analiz gorunttleri

Sekil 5.29. Tumor grade llI-normal grade 1l genlerin kromozomlardaki dagilimi ... 175
Sekil 5.30. Tumor grade llI-normal grade 11l genlerin kromozomlardaki dagilimi 176
Sekil 5.31.Tumdr grade ll-normal grade Il Kkarsilastirmasinda “DAVID” analizi
sonrasinda ifadesinde ary ve azalg gorulen gen gruplari igin ortak yolaklar ve gen
CST= | V41 = U PR 177
Sekil 5.32.Tuamodr grade lll-normal grade Il kar silastirmasinda “DAVID” analizi
sonrasinda ifadesinde ar§y ve azalg gorilen gen gruplari igin ortak yolaklar ve gen
T2 | V41 = U PP TT 177
Sekil 5.33.TUumor grade ll-normal grade Il ve tumor grade lll-normal grade Il
karsilastirmalarinda farkh ifade edilen ve ifadesinde artma ve azalma gorilen
genlere ait VEN AiYAQIaMI.........uuuuurueiiieeeeeeeeeeeeeeeitiesss s s e e eeeeeeaeeeeeessseeenneeeseessennnnns 179
Sekil 5.34. Tumor sol kolon-timor s& kolon karsilastirmasi hiyerarsik kiimeleme
o[22 1 < PP E R PPP PP PPPPPN 181
Sekil 5.35. Sol kolon, s@ kolon Tumér-normal esli kar silastirmasi kiimeleme analiz
0 oL (1810 ][ o USSR 184
Sekil 5.36.Tumor sol kolon-normal sol kolon genlerirkromozomlardaki dagilimi.. 185
Sekil 5.37. Tumor s& kolon-normal sag kolon genlerin kromozomlardaki dagilimi185
Sekil 5.38. Tumdr sol kolon-normal sol kolon kasilastirmasinda “DAVID” analizi
sonrasinda ifadesinde ar§y ve azalg gorilen gen gruplari igin ortak yolaklar ve gen
Y= V41 = U 186
Sekil 5.39. Tumor sg kolon-normal sag kolon karsilastirmasinda “DAVID” analizi
sonrasinda ifadesinde ary ve azalg gorulen gen gruplari igin ortak yolaklar ve gen
Y= | V41 = U 186
Sekil 5.40.Tuimor —normal sol kolon ve timoér-normal sg kolon karsilastirmalarinda
farkl ifade edilen genlere ait ven diyagraml ..............eeeeiiiiiiininieeeiieeeeeeeeiiiie s 188
Sekil 5.41. Tumor -normal sol kolon ve timdr-normal sa kolon
karsilastirmalarinda ifadesinde artma /azalma g6zlenen geefe ait ven diyagrami 188
Sekil 5.42. Genom ebadinda kopya sayisi gigiklik analizi cali smalari akis semasi 189
Sekil 5.43. DNA izolasyon optimizasyon uygulamalarl................ccccceeeiiiiininnneeeennnene. 19

XiX



Sekil 5.44. Tum metodlar icin izole edilen DNA’lara at agaroz jel elektroforez temsili
(001U [ a1 LU L= U TP RPPPT 192
Sekil 5.45.Tum metodlarla izole edilen DNA’lar ile grceklestiilien BRAF geni
amplifikasyonu (PZR) agaroz jel gorintlsl.........ccovvvvveeeiiiiiiiiiiieie e eeeeeeeeeeeeviieeees 193
Sekil 5.46.Tum metodlarla izole edilen DNA'lar ile grceklestirilen FV geni
amplifikasyonu (PZR) agaroz jel gorlntlsl.........couvviveiiiiiiiiiiiiiieee e eeeeeeeeeeiiieees 193
Sekil 5.47.1zole edilen DNA 6rneklerine ait temsili agaroz jefotografi ................... 196
Sekil 5.48. Kesim, ligasyon ve PZR reaksiyonlarinirkaliteli DNA ve degrade DNA
ArasINAaKi FArKIAIT...........uuiiei e e e e 197
Sekil 5.49. SNP 6.0 Nsp ve Sty Restriksiyon enzimegim reaksiyonuna ait temsili
o To F= T (048 1= I 01 (o = - | {1 197
Sekil 5.50. SNP 6.0 PZR Urinlerinin %2’lik agaroz jd gorintisu ............ccceevvvvvveneee 198
Sekil 551. Fragmente edilen 6rneklere ait temsili %4’'lUk agaroz jel gorintisu ..... 199
Sekil 5.52. Bir 0rnege ait bagil kopya sayisi dgisikli ginin (timor-kontrol) kromozom

7 icin segmente edilmyi veri gOrlntlSU..........ovvveveiieeiiiies s eeeeeiirs e e e e e e e e e eeeeeeeanens 206
Sekil 5.53. > 3 ksi ve 500-1000 kb parametreleri kapsamindaki delesyokopya sayisi
degisiklik bolgelerinin icerdi gi gen sayilarinin kromozomlardaki dggilimi .............. 207
Sekil 5.54 .> 3 ki ve 500-1000 kb parametreleri kapsamindaki amplikasyon kopya
sayisi dgisiklik bolgelerinin icerdi gi gen sayilarinin kromozomlardaki dagsilimi .... 208
Sekil 5.55. Entegre edilen genomik ve transkriptomikveriler............cccoevvvviviciinnnnnn. 211

Sekil 5.56. Entegre olan ekspresyon verisi genlerinikromozomlardaki dagilimi ... 214

XX



CIZELGELER D iziNi

Cizelge 2.1. Hucre dongusunun farkli noktarinda akf olan siklin-siklin bagimli
L F= VA (0] ] o111 2] T o U 20
Cizelge 2.2. Tumor vs kontrol kasilastirmasi yapan calsmalarda en ¢ok rapor edilen
ifadesinde artma gorllen geNIET........oooo i e 71
Cizelge 2.3. Tumor vs kontrol kasilastirmasi yapan calsmalarda en ¢ok rapor edilen
ifadesinde azalma goOrlUlen geNIEI.........ooi ccceeec e 72
Cizelge 4.1. Tez camasinda kullanilan orneklere ait demografik ve hisblojik
1YL= 1= 82
Cizelge 5.1. Grade 1, Il ve 1l tumdrlerin demografik ve klinikopatolojik
0] ][0 11T 141
Cizelge 5.2. Ug farkl ticari kit (Qiagen RNeasy, Ropure, Trizol) ile izole edilen
RNA'lara ait spektrofotometre SONUGIAr ... 144
Cizelge 5.3. Qiagen RNeasy FFPE kit icin kit proto&lti ve modifiye depraffinizasyon
adimi eklenms protokol ile izole edilen RNA’lara ait spektrofotometre sonuclari .. 145

Cizelge 5.4.ifade analiz deneyleri kit vearray denemelerinin pozitif sinyal alinan

prob yuzde degeri acgisindan Kagilastirmalar ..o 147
Cizelge 5.50zole edilen RNA'lara ait miktar ve saflik deger araliklari ..................... 148
Cizelge 5.6izole edilen RNA'lara ait temsili spektrofotometre snuclari ................. 148

Cizelge 5.7. Purifiye edilen amplifiye cDNA 6rneklgne ait temsili miktar ve kalite
SONUGIATT . ettt e e e e e e bbb b e e e 150
Cizelge 5.8. Cakilan ornekler icin “pozitif sinyal alinan prob yuzdesi” (number
present ) de&erleri temsili tablOSU ... 151
Cizelge 5.9. Tumor vs Kontrol farkli kat degisimleri ve p degerleri ile birlikte farkli
ifade edilen gen SAYIAIT............eeviiiiieeeme e 155

Cizelge 5.10. Tumor vs Kontrol kasilastirmasinda artis/azalis gosteren gen sayilari

Cizelge 5.11. Tumor-Kontrol grubu ifadesi artan gefer icin gen sayisi> 5 olan

DAVID anotasyon KUMEIETT ..........uuuuuuriiiiieeeieeiieeiieiiiisse s s e e e e e e e e e e e eeeeeeesveennneeeennees 159
Cizelge 5.12.Tumor kontrol karilastirmasinda ifadesinde arts gorilen gen grubunda
ON plana CIKAN QENIEE ... eeeme e e e 161

XXi



Cizelge 5.13. Tumor-Kontrol grubu ifadesi azalan geler icin gen sayisi> 5 olan
DAVID anotasyon KUMEIETT ..........uuuuuuiiiiiieee e evveeeeneeeeeeees 162
Cizelge 5.14. Tumor kontrol kasilastirmasinda ifadesinde azal gorilen gen
grubunda 6n plana CIKAN GENIET ...........vueeemmmeeeeeeeeetiiieas s e e e e e e eeeeeeeeeeeeeesrerenneerenne 165
Cizelge 5.15. Tumor vs Kontrol kasilastirmasinda ifadesinde arts ve azaly gosteren
genlere ait genel tablo.............uuiuiii e 166
Cizelge 5.16. Tumor vs Kontrol kasilastirmasinda “DAVID” analizi sonrasinda
ifadesinde arts/azalis gorilen gen gruplari icin ortak yolaklar ve gen sailari........ 167
Cizelge 5.17. Tumor-kontrol kasilastirmasina ait gen ontoloji, zenginlgme, yolak ve
onemli genleri iceren 6zet dgerlendirMe...... ... 170
Cizelge 5.18 2 kat ar§§ ile unpaired timor grade karsilastirmalari sonucu elde edilen
farkl ifade edilen gen SAYHAI .......cccooi e eeeeeic e 172
Cizelge 5.19. 2 kat ary ile paired timor—normal grade karsilastirmalari sonucu elde
edilen farkli ifade edilen gen SaYHAr ... oo 174
Cizelge 5.20. Grade 1l ve Il timor-kontrol karsilastirmalarina ait gen ontoloji,
zenginlesme, yolak ve dnemli genleri iceren 6zet tablo .ccce..oooooeevvviiieeeiiiceeee, 178
Cizelge 5.21. Tumor sol kolon-timér s@ kolon karsilastirmasinda farkli kat
degisimleri ve p degerleri ile birlikte farkli olarak ifade edilen gen sayilari ............. 181
Cizelge 5.22. Tumor sol kolon-timor s@g kolon karsilastirmasinda farkli olarak ifade
edilen 16 gene ait genel tablo ... 182
Cizelge 5.23. 2 kat ary ile tim tumor lokalizasyon karsilatirmalar igin farkl olarak
ifade edilen gen SAYIAIT..........oooiiiiiiiie e 183
Cizelge 5.24. Sol kolon ve gakolon vyerlesimli timor ornekleri ile esli normal
orneklerin kar silastirmalarina ait gen ontoloji,zenginlesme, yolak ve dnemli genleri
ICErEN OZEL CIZEIGE.....coiiieeeeeeeieeete s ettt e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eaeaes 187

Cizelge 5.25. Bir 6rnek igin tim metodlarla ve modikasyonlu/suz izole edilen

DNA'lara ait temsili spektrofotometrik OIGUMIEr .. ... 191
Cizelge 5.261zole edilen DNA'lara ait miktar ve saflik dezer araliklart .................. 194
Cizelge 5.271zole edilen DNA'lara ait temsili spektrofotometre nuglari .............. 195
Cizelge 5.28. PZR purufikasyon gamasi temsili miktar ve kalite sonuclari ........... 199

Cizelge 5.29. Cahllan drnekler igcin genotiplendirilebilen SNP sayian gosteren call
rate oranlarinin temMSili GOSTEIIMI .......oviei e e 200
Cizelge 5.30. Tumor kontrol kasilatirmasi kopya sayisi dgisiklikleri temsili sonuc

€= 1] (oS U I (I S (011 4 [0 740 1 ) I 205



Cizelge 5.31.Belirlenen kopya sayisi @sikliklerinin  tumoér drneklerindeki
amplifikasyon ve delesyon frekans bilgileri ..., 206
Cizelge 5.32. >3 bireyde bulunan kopya sayisi gigikliklerinin boyut da gilimi ........ 207
Cizelge 5.33. Veri filtrasyonu sonucu elde edilen edisikliklerin farkli gértlme
sikliklarinda amplifikasyon ve delesyon bdlgeleringki gen sayilart.......................... 208
Cizelge 5.34. %20 sikhikla amplifiye olan bdlgelereki genler (temsili tablo) ........... 209
Cizelge 5.35. %20 siklikla delesyonaguamis bolgelerdeki genler (temsili tablo) .... 210
Cizelge 5.36. Gen ifade verisi ve filtrelenmemi kopya sayisi dgisiklik verisi
ENEEOIASYONU ..ottt ettt e e e e e e et e ettt e e e et e e eeaa e e eeba e aeeenmsa e e eena e eennaaaaens 212
Cizelge 5.37. Etkiledgi genlerin sayisi agisindan on plana ¢ikan gsiklik bolgeleri

Cizelge 5.38. Gen ifade analiznde 6n plana c¢ikip gga sayisi d@isimlerinden de
etkilenen Onemli geNIer ..........ooo i 214
Cizelge 5.39. %20 siklhkla kazang gorulen kopya sasi deggisimlerinin gen ifade verisi
LS gl =Y [ = 1S3 Yo ] =T U o U O 215
Cizelge 5.40. %20 siklikla kayip gorulen kopya sasn desisimlerinin gen ifade verisi
e €NLEGIraSYON SONUCU .....ceeeeiiiiieeeieeeieeeeeeeeeeetbbi s e s e e e e e e e e e eeeeeeeeeesssennnnsesennnnnnn s 216

xXiii



SIMGELER D iziNi

aCGH Array CGH

AlF Apoptozis indukleyici faktor

AML Akut myeloid l6semi

APC Adenomat6z polipozis koli

BAC Bakteriyel Yapay Kromozom

BCR Breakpoint cluster region

CBS Circulary binary segmentation

CCL3L1 Chemokine (C-C motif) ligand 3-like 1

CCND1 Siklin D1

CDK Siklin bgzimli kinaz

CDKI Siklin bagimli kinaz inhibit6r

cDNA Tamamlayici deoksiribonukleik asit

CDKN2A Siklin bagimli kinaz inhibitora 2A

cCFLAR CASP8 ve FADD-benzeri apoptozis regulator

CGH Comparative Genomic Hybridization(=Kaestirmali Genomik
Hibridizasyon

CIN Kromozomal instabilite

CNV Copy Number Variation

CSE1L Cellular apoptosis susceptibility

DAVID Database for Annotation, Visualization anddgrated Discovery

DNA Deoksiribonukleik asit

EGFR Epidermal Buyime Faktori Reseptori

ENCODE The encyclopedia of DNA elements

FAK Fokal adezyon

FAP Ailesel adenomatdz polip

FFPE Formalinle fikse edilmi parafine gomulmgi

FISH Florasan in situ hibridizasyon

XXV



FN1
GADDA45B
GIST
GO
GWAS
H&E
HER-2
HIV
HMM
HNPCC
HSF-1
IRAK-1
KML
KRK
KSD
LABTM4B
LEF-1
LYN
MAPK
MM

MSI
PIK3CG

PLA2G2A
PM
PPARD
PZR
REG4
RFLP

Fibronektinl

Growth Arrest And DNA-Damage-Inducible, Beta
Gastrointestinal stromal

Gen ontoloji

Genom boyu assosiyasyon galalari
Hematoksilen-eozin

Human epidermal growth factor receptor 2
Insanimmiin Yetmezlik Virus
Hidden-Markov model

Herediter nonpolipozis kolorektal kanser
Heat Shock Transcription Factor 1
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
Kronik myeloid l6semi

Kolorektal kanser

Kopya sayisi d@sikli gi

Lysosomal protein transmembrane 4 beta
Lenfoid hizlandirici faktor 1
v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related onc@gleamolog
Mitogen-activated protein kinase
Mismatch

Mikrosatellit instabilitesi

PI3K, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-keasatalytic
subunit gama

Phospholipase A2, Group IIA

Perfect match

Peroxisome proliferator-activated receptdtade
Polimeraz zincir reaksiyonu

Regenerating islet-derived family member

Restriction Fragment Length Polymorphism

XXV



RIPK2
RMA
RNA
STR
TGF-B
THBS1
THBS2
TNF
TNP
TRAD
WT1
VNTR
YAC

ul

Receptor-Interacting Serine-Threonine Kinase 2
Robust Multi-array Average
Ribonukleik asit

Short tandem repeat

Transforme edici buyime faktoru
Trombospondin 1

Trombospondin 2

TUmor nekroz faktor

Tekli nukleotid polimorfizmi

TNF —reseptor gkili 6lim domain
Wilms Tumar geni

Variable Number of Tandem Repeat
Maya yapay kromozomu

Mikrolitre

XXVi



1.GIRIS

Resmi olarak 1990 yilinda gatilan “insan Genom Projesi” DNA'daki 3 milyar baz
ciftinin dizilimi yaninda genlerin sayisi, yerlere dizenleri konusunda insanin kagrka
yapisinin anlglmasinda en 6énemli basamaklarindan biri olmasyamisira genomdaki
tum varyasyonlarin tespit edilmesi ve hastalikiakalanma riskinin tanimlanmasinda da
yeni ufuklar acmgtir. Bu proje, agia cikan bilgilerin daha detayli incelenmesi icin
HapMap, ENCODE, 1000 genom projesi, Kanser GenoajeBir gibi dgisik kapsamli

projelerin de 6ncusu olngtrur.

IIk sonugclarini 2005 yili sonunda yayinlayan ulumiasi “HapMap” projesinde dort farkli
popillasyondan gelen 270 bireydeki genetik dizi Ifakkarini karilastirmak suretiyle
genetik varyantlarin bulungu kromozom bdlgelerini tanimlamak amaclanmaktadir.
“1000 Genom” Projesinde yaklik 1200 bireyde insan genetik varyasyonlarinin bir
katalggunun cikartilmasi hedeflenirken “Kanser Genom” €sojde ise kanser sebebi
olabilecek mutasyonlar, varyasyonlar ve genler starhmaktadir. “Kopya sayisi
degisikli gi” (CNV= copy number variation) projesinde HapMaiwjesinde kullanilan 270
bireyde insan genomunda kopya sayisgigdiiklerinin dagilimi, bunlarin hastaliklarla
ili skisi, gen ekspresyonu Uzerindeki etkileri ve mutasgria etkilgimleri irdelenmektedir.
Bu sirecte ve genom bilgisinin glggl noktada; geleneksel biyoloji prosesleri batlinu
kapsayacaksekilde uygulama potansiyeli bulmuolup ortaya “omik” yaklaimlar
ctkmistir. “Omik” eki Yunanca’dan gelmekte olup “tUmi” y& “hepsi” anlamina
gelmektedir. Genomik, bir trin genomunda bulunam tgenlerin belirlenmesi, dizi
analizinin yapilip haritasinin hazirlanmagemini icermesinin yanisira genomdaki buttn
genlerin glev ve etkilgimlerini de incelemektedir. Tanskriptomik ile DNAddfadelenen
bdlgelerin Grdnlerinin analizi hedef alingtir. Belli sartlar altinda belli dokularda genom
tarafindan  sentezlenen tim proteinlerin analizlmezli Proteomik bgdugl altinda

incelenirken metabolomik yaklemda ise metabolitler incelenmektedir.

Omik yaklgimlara geg surecinde uUretilen bilginin ivmesel artiile baa cikacak
teknolojilere ihtiya¢c dgmustur. Yuksek glem hacimli teknolojiler oOncelikle dizi
analizlerinde kendisini gostersnsonrasinda ise DNA mikrodizin teknolojisi ile ayanda

incelenen gen sayisi onlu rakamlardan onbinli rdeamytkselmgtir. DNA mikrodizin



teknolojisi ile butin genomun ifade profili bir §& anlatim ile transkriptom profili
cikarilabildigi gibi genomda bulunan TNP (Tekli nikleotid Poliiomleri)’lerin de
profili ¢ikarilabilmektedir (1). Mikrodizin teknoji sayesinde elde edilen veriler, yeni
bilisim teknolojilerinden olan biyoinformatikyontemlerldslenerek veri tabanlari
olusturulmaktadir. Biyoinformatik, biyolojik problemler coziimuinde kullanilan bgimsel
ve analitik metotlarin uygulamalari olup, insan g@andaki genlerin dizi analizi ve
haritalanmasindan elde edilen yeni bilgilerin anale ©6nem tamaktadir.
Biyoinformatik, biyoteknolojik uygulamalar icin inailarin gektiriimesinde ve biyolojik
sistemlerin daha iyi anddmasi icin modellerin Uretilmesinde kullaniimakitiag2). Bu
cercevede biyoinformaiin kapsamiyla klinik, genomik ve proteomik verilbir araya
getirilerek pek ¢cok hast@n 6nlenmesi, tedavi stratejilerinin ve ilaclarieligtiriimesinin
yanisira tanida kullanilabilecek tarama testlergefistiriimesinde de ilerlemeler mimkin

olacaktir.

Yukselen teknoloji ve gajen biyoinformatik yontemlesiginda gucli bir ivme yakalayan
genom ebadindaki yaklenlar ile aratirma stratejileri de gtclensgtir. Genom ebadinda
analizler de global transkriptom ve genom ebadiyajasal dgisikliklerin analizi sik¢ca
kullanilan yaklaimlardir. Bu yaklaaimlar sayesinde hastaliklara genetik yatkinlik,
mutasyon tanimlama, ila¢ direnci, hastalik gedlive ilerlemesinde etkin genler ve trlnleri
tespit edilmektedir. Bu I@amda global yakkamlar ile hastaliklarin genetik temelinin
daha iyi anlailmasi ile hastaliklarin daha iyi karakterizasyompilabilecgi gibi mevcut
tedavi yontemlerinin iyilgtirilmesi veya yeni tedavi stratejilerinin ggiesine onemli
katki saglayabilirler. Ayni  zamanda tanida kullanilabilecekarama testlerinin

olusturulmasinda kullanilabilecek bilgiler @& cikartilabilir.

Astim, kanser, diyabet, kalp hastaliklari, obezleheimer gibi 6nemli pek ¢ok hastalikta
genom ebadinda analizler ile bu hastaliklarinsgedsinde ve ilerlemesinde etkin rol
oynayan gen veya gen gruplarl tespit editmi Bu cercevede genom ebadinda

yaklasimlarda en ¢ok c¢alilan hastaliklardan birisi de kanserdir.

Kanser, hicrenin proliferasyonu ve hiicre donguskimttrol eden genler ile hicrenin
hayat suresini belirleyen genlerdeki mutasyon vermal aktivasyon sonucu ortaya

ctkmaktadir. Bu ortaya ¢ikpek ¢cok basamaktan gecerek ve bir cok faktérierethtarak



kendini gostermesi ile gerceklaektedir. Bu etkenler ¢cercevesinde hastalik, hggerbir
gorunume sahiptir. Tumor alumunda rol oynayan genlerin belirlenmesi; aday gen
yaklasimlari, molekiler ve fonksiyonel analizler gibi zam alici ve uzun graslar
sonucunda gercekdmekteydi. Ancak teknolojideki son gghieler sonucunda yuksek
¢ozunurlukll sekanslama ve mutasyon belirleme kdd&niile birlikte insan genomunun
sekanslanmasi hatiri sayilir derecede c¢ok sayidm dezlh bir sekilde analizine imkan
tanimstir (3). Insan genom projesiyle gayan siiregte bugiin devam eden kanser genom
projesi ile agia cikan bilgilerden de faydalanilarak hangi genlem genetik yolaklarin
kanseri tetiklediine iliskin bir harita tasarlanmakta ve yeni ilaglarin gddvilerin gegimi

icin 6nemli adimlar atilaga 6ngorilmektedir.

Kanser biyolojisindeki 6nemli sorulardan biri tumdricrelerindeki bozulmu gen
ekspresyon paterninin belirlenmesi ve timdrigendmgunca olgan spesifik genomik
degisikliklerin bu patern ile ilkisinin belirlenmesidir. Ozellikle kanser hastataia sik
gorilen bu geri doniimsiz yapisal genetik defektlerin karakterizasydozuk olan
resmin 6nemli parcalarinin tanimlanmasi icin gerbkbiyi sunmaktadir. Kompleks ve
multifaktoriyel bir hastalik olan kanserin; ortagakisi, ilerlemesi ve yatkinlik yaratan
nedenlerinin ortaya konulmasinda yapilacak entggtemalar d@ru teshis ve tarama
tekniklerinin uygulanmasi yaninda dogru tedavi ggikhini 6ngdérmede 6nemli adimlarin
atilmasini sglayacaktir. Bu yaklamdan yola cikilarak cizilecek resimde 6zellikle de
bozuk gen ekspresyon paterni ve spesifik yapisabmk desisikliklerin tim genomda
analizi bizlere dgru araclarla tespit yapmamizi gtayacaktir. Bu genomik ve
transkriptomik analizler ile kanserin erkemnshisi ve tedavisinde etkin olan yeni aday
genlerin tanimlanmasi gerceftieilebilmektedir. 2000’li yillardan itibaren 0Ozétle
gelismis Ulkelerde ygun olarak yurutilmekte olan bu tip analizlerin litke populasyonu
icin oncelikli olan kanserlerde ganhasta gruplarinda uygulanip, populasyonumuz igin
dogrulanmg gen ve gen gruplarinin tanimlanmasi ulkemiz insas&ligl ve uUlkemiz
ekonomisi icin blyuk 6nem arz etmektedir. Sunulantéz cakmasinda dinyada ve
ulkemizde en vyaygin gorulen kanser tiplerinden bolan kolorektal kanser
vakalarinin %90'iIn1 olgturan sporadik vakalarda; kanserin tetiklenmesimdigsmasinda
ve ilerlemesinde etkin olabilecek yapisagdilikler ve global gen ifade farkliliklarinin
degerlendiriimesi amaclanmtir. Zira kanser biyolojisine dair afamalarin en 6énemli
hedeflerinin bainda tumor bglangici ve ilerlemesi ile ilgili tim gen ve kromanal

degisikliklerinin spektrumunu gorebilmek gelmektedir. Barcevede caima kapsaminda
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global gen ekspresyon verileri ve kopya sayisgigidi gi verileri entegre edilni ve
disregule olan gen listesi cikarignayni zamanda ilgili kromozom bdlgeleri farkli
ekspresyon deerleriyle birlikte analiz edilngtir. Ayrica molekiler bulgular ile demografik
ve klinikopatolojik veriler ilgkilendirilerek, sonuclar literattirseginde degerlendirilmistir.
Kanser vakalari ve ayni vakalarin normal hicretsm elde edilen genomik ve
transkriptomik veriler siginda bulunan genler ve bu genlerighis ve tedavide etki

potansiyelleri literatlr @i ginde tartgiimistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Omik Yaklasimlar

Watson ve Crick'in DNAnin cift sarmal yapisini lodlarinin (1953) ardindan 50 yili
askin bir slre gectikten sonra resmi olarak 1990nyliekim ayinda bgatilan insan
Genom Projesi (4,5), Nisan 2003’de tamamlatiminsan genom projesi, genom dizisinin
aydinlatiimasi yaninda genlerin sayisi, yerleridiizenleri konusunda insanin kagmka
yapisinin anlglmasinda en 6énemli basamaklarindan biri olmasyamisira genomdaki
tum varyasyonlarin tespit edilmesi ve hastalikiakalanma riskinin tanimlanmasinda da
yeni ufuklar agcmgtir. insan genomunun tam dizisi belirlenmesi 6zellikle gimel ve
kompleks hastaliklarin genetik temeli ile ilgi a&r pek cok dikkat cekici soruyu da
beraberinde getirrglir (6,7). Bu sorularin arkasindaki bilgilerin dahdetayli
degerlendirilebilmesi icin HapMap, ENCODEhg Encyclopedia of DNA Elemenis)000
Genom Projesyluslar arasi kanser genom konsorsiyddiusal S&lik Enstitist (NIH)
Epigenomik programi vénsan Mikrobiyom projespibi pek cok geni kapsamli proje
baslatilmistir. Bu projeler insan gengtni ve genomgini anlamamiza onemli katkilar
sgilamaktadir (8). Bu surecte geleneksel biyoloji psberi de bitini kapsayacsdkilde
uygulama potansiyeli bulmuolup ortaya “omik” yaklgimlar cikmstir. “Omik” eki
Yunanca'dan gelmekte olup “timi” veya “hepsi” aniaen gelmektedir. Bu kelime
etkilesimleri, yolaklari ve gen, tarnskript, protein, mtéit ve hicreler arasindaki
interaktif iliskiyi analiz etmekle birlikte biyolojik sistemdekarkli bilesenler arasindaki
dinamik etilgimi de tanimlamaktadirSekil 2.1.). Omik teknolojilerin uygulamalari baki
actlarini dgistirmis ve 6zellikle tip alaninda yeni gatérinin 6ntnd agngiolup molekuler
aragtirma alaninda yeni bir yaldan olmutur. Omik teknolojileri temel olarak; Genomik,
Transkriptomik, Proteomik ve Metabolik alanlaringeimektedir. Bir organizmanin
genomu, karmgk yapisi ve biyolojik fonksiyonu genomik $es1 altinda incelenirken;
binlerce genin ifade profili transkriptomik @&z altinda incelenmektedir. Proteomik;
genlerin Grtnleri proteinlerin ekspresyonu, proteindifikasyonu, hiicresel fonksiyon ve
gelisim, hastalik gibi pek c¢ok biyolojik slrecte proteinn analizini kapsarken
metabolomik ise hucre, doku, vicut sivilarinda balu metabolitlere ait kapsaml
calismalar icermektedir.Bu yakdanlarin kullanildgl teknoloji platformlartespit edilecek
genleri veya proteinlerin sayisini  6nemli o6lcudetiran yiksek glem hacimli
teknolojilerdir (9,10).
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Sekil 2. 1.0mik hiyerarsinin sematik gosterimi

Genomik, epigenomik, proteomik, sitomik, metabolbninteraktomik ve biyoinformagi
iceren ve gefen omik teknolojilerinin pek cok hastalik turiundé&wgu gibi kanser
argtirmalarinda ve kisellestirilmis ilag argtirmalarinda da kullanimi hizla artmaktadir.
Kanser; genetik mutasyonlarin (kaltsal veya sokhate cevresel etkenleriga kargtig
cok faktorli kompleks, genetik, proteomik ve hietebir hastaliktir. Ylkseksiem
hacimli omik teknolojilerindeki son bulgular ins&anserlerinin molekiler analizilerinde
beklenmeyen bir hizda ve detayda yeni firsatlgtlasaistir. Ongoriildigi gibi omik
teknolojileri kalitatif ve kantitatif patternde ksarin molekiler imzasi hakkinda
bildiklerimizi hizlandiracaktir. Bu yeni omik teklojileri, kanser hicrelerini; gen,
transkript, protein, metabolit ve onlarin yeni ilaadefleri argtirmalarinda etkilgimleri
seviyesinde beklenmeyen vyan etkiler icin ilac etkih mekanizmalarinin
tanimlanmasinda, guncel ila¢ hedeflerinin validasywa, yeni hedeflerin kinin
hizlanmasinda, yeni ilaglarin potansiyel uygulamala aratiriimasinda gucli ve 6nemli
bir potansiyel yaratrgtir (11). Bu potansiyel cercevesinde genomik vengkaiptomik

calismalarda kullanilan yak$amlar icinde kendilerine énemli bir yer bulgiardir.



2.1.1. Genom ve genomik

Genom bir organizmaya ait DNA'daki tim kaltisalgmi kapsamaktadir (12). Genomik
ise bir organizmanin genomunu veya genetik materyatiaiisan molekiler biyoloji
alaninda hizla yiuksgk gecmi ve genomun karmgek biyolojik fonksiyonunu anlamada
yeni teknolojilerin kullanildgl bir ¢calsma alani olmgtur. Molekuler biyoloji alaninda
gorulen hizh geimeler ve genomik teknolojilerinin geglihiicre ve doku fonksiyonlarinin
molekiler detaylarini anlamamizda 6nemli bir sagglamistir.Genomgin dnemli bir
brarsi cesitli organizmalarin genomlarinin dizilenmesini kapsaktadir.1972'de Walter
Fiers ve ekibi (Ghent Universitesi, Belcika) ilkfdebir genin (MS2 bakteriyofaji protein
kilif geni) dizisini belirlemglerdir. Ayni ekip 1976'da MS2 bakteriyofaj RNA’sIr@at tim
niikleotid dizisini cikarnglardir. ilk tim genom dizisinin cikarilmasi ise Frederick
Sangertarafindan 1977 yilinda X174 (5,368 bp) akifajinin DNA’'sInin dizlenmesi ile
gerceklgtirilmistir (13). 1990 yilinda bgatilan insan genom projesi kapsaminda 1995
yilinda Haemophilus influenzae’nin genom dizisi8(Mb) cikarilirken bir taraftan insan
genomu dizilenmeye devam ediyordu ve 2001 yilindamn genomunun taslak dizisi de
tamalanmgtir. 2005 yilinda 1000 adet virlis, 220 bakteri (20 6karyot organizmanin
genom dizilerine ait bilgiye sahiptik (10). Genonuikgulamalarri;

Genomun yapisi ve fonksiyonunun aniaasi

» Hastalikve hastalin fizyolojik stirecinde etkili genlerin tanimlanmas

* Genler ve genler arasindaki yapisal-fonksiyonghkilkrin ortaya konmasi

» Genlerin gekimdeki rolleri ve ifade profilleri ile ikkisi

» Farkli organizmalarin genetik tabanh olaraksKastiriimasi gibi pek ¢cok caima

alaninda kanmiza ¢ikmaktadir (14,15).

Genomik ve molekdler bilginin ast; hicre, organizma gibi yiksek organizasyonlu
biyolojik sistemlerin ve bunlarin cevreyle etkilmlerini anlamamiza temel gl
etmektedir (16). Genomik teknolojilerin gen dizi Meorunmy dizi bilgileri ile
kombinasyonu biyolojik durum ile genetik varyasyarkorelasyonu icin bir belirte¢ olma
potansiyeli yaratmakla birlikte omik teknolojilerslevsel yolaklarin biyokimyasal

karakterizasyonu, farkli hastaliklara yatkinlikidgetlerinin tanimlanmasinda ve spesifik



tedavi yanitlarinin dgerlendiriimesinde de 6nemli bir yaklen olarak dikkat cekmektedir
(10).

Son yillardaki teknolojik gejmeler genomik alanin ilerlemesini ve yenilenmesini
katalizlemsgtir. Mikrodizin ve biyoinformatik genomik ¢aimalar icin en dnemli araglardir.
Kanser genom atlas ve uluslar arasi kanser genmsoksiyumu gibi ¢gtli kanser genom
projeleri ile ¢aitli kanserlerin mutasyonel imzasinin ¢ikarilmdsi hedef tedavisinde ve
tanida yeni ongoriler ortaya koyacaktir. Ek olamiatkt myeloid I6semi gibi belirli kanser
turleri hastalga sebep olabilecek mutasyonlarin tanimlanmasi idinilendi ve normal
genom ile kaplastirildi (17). Genongin en blyuk amaci genomun yapisini ve
fonksiyonunu anlamaktir. Bu acgidan genomik klasikarak tim genomun fiziksel
karakterizasyonunu iceren yapisal genomik ve geradeif paterninin tim
karakterizasyonunu icereglevsel genomik olarak iki temel alana ayrilirmakta(18).
Post-genomik alan olarak da adlandirilglevsel genomik; genomda yer alan butin
fonksiyonel elementleri tanimlar, karakterize eddgkalize eder ve birbiriyle
etkilesimlerini incelemektedir. Bu yaktamin amaci; protein kodlayan gen fonksiyonunu
ortaya koymak, RNA kodlamayan DNA dizilerinin posayel islevlerini (yapisal
dizenleme, ekspresyonun dizenlenmesi ya gler dilicre davraglari) argtirmaktir. Bu
yaklasimin global anlami; DNA dizinleri ile gen ifade fitmin ¢ikariimasi ve binlerce
ifade edilms dizi etiketlerinin (=expressed sequence tags E&hpm Uzerinde haritasinin
citkariimasini icermektedir.Yapisal Genomik isegenl&romozomlar Gzerindebulungu
yerlerin gOsterilmesini gayan genom haritalamasi ve DNA nukleotid dizisinin
saptanmasini glayan DNA dizi analizi yontemleri aracilyla organizmanin genetik
bilgilerinin agiklanmasina aracilik etmektedir (18)

2.1.2. Transkriptom ve Transkriptomik

Transkriptom; hicrede bulunan tim RNA molekullerineya transkriptlerin toplamidir.
Transkriptomik ise hiicre genomundan ifadesi gessgklentim mRNA transkriptlerinin
kapsamli olarak incelenmesi anlamina gelir. Genamrdden hiicreye sabit olmasina
karsin gen ekspresyon profili dinamik bir yapida olujictenin tipi ve icinde bulundgiu
kosullara gore dgisebilen bir karakter sergilemektedir ki her hiicré gmleri sirasinda ve

farkl fizyolojik sartlar altinda farkli zamanlarda farkli genleri lanimaktadir. Genelde



dokular, kendilerine 6zgu herhangi bir bilgi olm@&dda benzer gen setlerini eksprese
ederler. Orngin beyin bilinen genlerin % 30’unu eksprese eder bayine spesifik
transkriptler kalpte ifade edilen genlerden farklidBu cercevede ifade profiline 6zgu
molekiler imzalar belirlenebilir ve bu profilleeilhticreler veya dokular gai kategorilere
ayirlabilir. Bu molekiler imzalar hastaliklar icle kulaniimaktadir. Orrgn Alzheimer
hastalginda noronlar normal noronlarla kdastirildiginda dgismis gen ifade paternini
sergilemektedir. Gen ifade analizi geapsamli ve yiksekslem hacimli teknolojiler
gelisene kadar tek tek yapilabiliyordu. Bu 6nemli gmkeden once nothern blot ve
kantitatif ters-transkriptaz polimeraz zincir regksiu (RT-PZR), substraktif
hibridizasyon, farkhlik gosterimi (differential splay) gibi teknikler kullaniimaktaydi.
Simdilerde ise ayni anda binlerce genin ifadesinialia edilebildgi farkli mikrodizin
platformlart bulunmaktadir (19). Bu kapsam cercendesve teknolojik getimeler
esliginde tek seferde tek gen ifadesinin analizi yetigin tanimlanngi transkriptlerin
calisilabildigi geng kapsamli ¢caémalari iceren transkriptomik alani da omik yaktalar
icinde kendine 6nemli bir yer bulrstur (10, 20, 21). Transkriptomik yaklani alaninda
mikrodizin ve dger yiksek glem hacimli stratejilerin tek seferde binlerce geanalizine
imkan verme oOzellikleri ile molekuiler biyoloji alardaki 6nemleri hergecen gun
artmaktadir (22)Buradan cilgla cok sayida genin rol afgitimor olgumunda mikrodizin
teknolojisinin kullanimi da tek seferde binlercengéarayabilme imkani ile 6n plana
ctkmistir. Mikrodizin teknolojisi ile bir hiicre populasgandaki veya doku orgendeki
batin genlerin  ekspresyon paterninin  genkapsamli  bir resmi cizilmektedir.
Mikrodizinlerin sa&ladigl avantajlar arasinda ayni anda bircok gen iléi itgigi alinmasi,
hizli sonu¢ elde edilmesi, daha az sayida deneynyagi, givenilir olmasi sayilabilir.
Mikrodizin teknolojisi kanser biyolojisinde TNP venutasyon tanimlanmasi, tumor
siniflandirmasi, timor baskilayici hedef genlernitdanmasi, kanser biyobelirtec

belirleme, ilag¢ direnci gibi pek ¢ok sahada uyguaaanina sahiptir (23).

2.2.0mik’ten Kompleks Hastaliklara:Kanser ve Omik Yaklasimlar

Mendelyan hastaliklar, otozomal resesif, otozonmmhichant, ya da X'e kg kalitim gibi
ailesel kalitim paterni sergileyen bir veya birkagtasyondan kaynaklanan hastaliklardir
(Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Mendelyan hastaliklar (Lazaridis ve Juran 2005’den alintidir)

Mendelyan hastaliklar toplumda genel goérilen hddséal desildir. Mendelyan
hastaliklarin dgrudan genotipin fenotipe kahgl oldugu icin daha basit olarak
nitelendirilmektedir. Ginumuze kadar 1000’den fazlandelyan hastalik tanimlanytmr
ve bu hastaliklarla gkilendirilmis genler “Online Mendelian Inheritance in Man”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omimadresinde kataloglangtir (18).

Kanser, diyabet, obezite gibi kompleks hastalikkaricok faktorli hastaliklar olarak
tanimlanmaktadir ki bu hastaliklar ¢cok sayida gevéngenetik varyasyonun yanisira
cevresel faktorlerlerin de rol oynagdi yaygin gorilen hastaliklardirSé€kil 2.3.).
Mendelyan hastaliklarda gorilen genotipin gdmlan fenotipteki etkisi kompleks
hastaliklarda gorulmemektedir. Bu sonu¢ komplekstdiklardaki heterojergin de bir
yansimasidir ki bu durum ilgili hastaliklarin ikemesi, tedaviye verdikleri yanit gibi pek

cok parametreyi de etkilemektedir (18).

| Genetik Warvant |
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el —
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Sekil 2. 3.Kompleks hastaliklar (Lazaridis ve Juran, 2005)

Gegctigimiz on yilda insan genom projesinin tamamlanmagolbji ve tip alaninda bir
temel tal olmustur. Gelinen slrecte elde edilen bilgilerin ivmeaeisi mikrodizin gibi

yuksek glem hacimli platformlari da beraberinde getigtini Bu metodoloji ile kanser gibi
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cok sayida genin sé Kkargtigi kompleks hastaliklarda transkriptom profilinin
calisilabilmesibu alana 0Onemli bir boyut katmakla bidik bu yaklaimin diger
konvansiyonel metodlar ile kombinlemesi tani veatede yeni potansiyeli yuksek
imkanlarin da 6ninu acetir. Bununla birlikte proteomiks ile bireysel hastaviyesinde
hastalikla dgrudan temas kurulabilmektedir. Bunun altinda prdézin hastaliklar igin
onemli bir biyomolekiler hedef olmasi 6nemli bierytutmaktadir ki bu noktada tek
belirtec yerine tim proteom profilinin ¢ikariimalgjili hastalik icin tani ve tedavide kayda

deger bilgiler sunabilmektedir (24).

Astim, kanser, diyabet, kalp hastaliklari, obezateheimer gibi dnemli pek ¢cok kompleks
hastalikta genom ebadinda global analizler ile bastdliklarin gefimesinde ve
ilerlemesinde etkin pek ¢cok nokta icin 6nemli Higielde edilmgtr. Bu cercevede kanser
degenom ebadinda yakimlarda en cok callan hastaliklardan; birisi olarak kendine
onemli bir yer bulmstur. Bu noktada kanser atamalarindayuksek siem hacimli
teknolojilerle gercekligirilen global analizler ile erken tani ve etkiliedavi icin
biyobelirte¢ gektirme, anahtar sinyal yolaklarinin karakterizasyowe ilac hedefi
olabilecek genlerin tespiti gibi hedefler kamiza cikmaktadir. Ortaya cikan kapsamli
bilgilerin islenmesinde biyoinformatik devreye girmekte ve alatden cikacak bilgiyi
daha iyi dgerlendirmemize firsat yaratmaktadir. Ayrica gallarda omik yakkamlarin
kombinasyonlarinin kullaniimasi kanser vgedi kompleks hastaliklarin atailmasinda
beklentileri de st dizeylere stmaktadir. Ozellikle kanser atamalarinda bu

yaklasimlarin kombinasyonlari ile:

» Kansere yatkinlik etkenlerinin tanimlanmasi

» Kanser sebebi mutasyonel imzalarin tanimlanmasi

» Yeni bggimsiz diyagnostik ve prognostik biyobelirte¢ taramhasi
» Tedaviye yanit farkliliklarinin deerlendirilmesi

» Tedavide kullanilabilecek yeni hedeflerin getilmesi en ¢ok Uzerinde durulan
noktalardir (24).

11



Kanser omik cadmalari tumorun, global gen ifade profili, DNA kopysayisi, DNA
metilasyonu ve genom ebadinda dizilenmesi gibi Ifastratejilerle cakilmasini
kapsamaktadir. Kanser omik gahalarinin amaci kanserde diizenlenmesi bozulan gen v
yolaklarin  tanimlanmasidir ki bu bilgi hasgh profilinin  cikarilmasi ve
yonlendiriimesinde 6nemli ipuclari @ayabilmektedir.iki buyik uluslararasi agarma
projesi pek cok kanser tipine ait omik verileri timgtir. Uluslararasi kanser genom
konsorisyumu (ICGC) ve kanser genom atlas (TCGAjgberinin amaci omik verilerini
derlemek ve kanserin altinda yatan molekiler mekaai hakkinda bildiklerimizi
artirmaktir. ICGC her biri 50 farkh kanser tipi @t tipinden alinnmy 500 timorin gesi
kapsamli genom c¢amalarini koordine etmektedir. Bu projeile onkogembktasyonlarin
blyuk bir repertuvari ¢ikariimakla birlikte Klingliliskili alt tiplerin ortaya konmasi ve
yeni kanser tedavi seceneklerinin glilmesi 6ngorulmektedir (25,26). Erken tani ve
tedavinin yanisira 6zellikle meme, agei, kolorektal, prostat, servikal kanserler icimée
tedaviler milyonlarca kanser hastasininggya Omrini uzatma potansiyeli icin ¢ok
onemlidir (27). Gunumuzde pek c¢ok kanser turl fgadef tedaviler mevcuttur. Bu alanda
onculik eden calmalarda ilk olarak onkogenler tedaviler icin hedamuslardir.
Bunlardan ilki ERBB2-pozitif meme kanserli hastalgin gelistiriimis ERBB2 (HER2)
reseptor antagonisti trastuzumabdir (Herceptin)nuBkronik myeloid I6semi (KML)
hastalarinda gérilen BCR-ABLL1 flizyon genini hedihamatinib (gleevec) izlergiir.
Kronik myeloid I6semi (KML) hastalarinin neredeysemaminda saptanan BCR/ABL
translokasyonuna igh artmss tirozin kinaz aktivitesi gozleniimatinib bir tirozin kinaz
inhibitord olup KML hastalarinda erkergsaanada kullaniimasi durumunda c¢ok etkilidir.
Ayrica baz ilaclar bgka kanser tiplerinde de kullanilabilir. Bunun bimé&zini Gleevec
sunar. Bu ila¢ gastrointestinal stromal timo6rlef@4ST) bir mutasyon tarafindan aktive
edilen KIT gibi ek tirozin kinazlari da inhibe ditikesfedilmistir. Simdilerde hedef kgi
genom abadindaki analizlerde de yerini alme yeni hedefler tanimlama da oldukca
degerli bilgiler sunmytur (25, 26). Orngin; binlerce genin taranmasiyla ortaya konan
ekspresyon imzasi meme kanserinde prognoz icirahiithaktadir (28). Ayrica genomik
calismalarda klinge aktariimaya b#ganmstir. Translasyonel kanser gen@min ¢ogu
basarisi genellikle tek genetik gmiklikler Gzerinedir. Bununla birlikte genetik oldea
kompleks timdrler pek ¢ok gmiklikle karakterizedir ve bu ¢ercevede benzer tierde
dahi kasimiza cikan molekiler heterojenite, farkh pek gatakta gortlen désiklikler,
ayni yolak tzerinde farkli komponentlerin bozulmagi cesitli problemler tedaviye

yanitin dgerlendirilmesi gibi pek cok onemli konuda birer ehgeskil etmektedir.

12



Ornesin bazi akgier kanserleri EGFR onkogenindeki mutasyon ile kiake iken
bazilari KRAS mutasyonlari sergilemektedir. Bigddtuda bu timdrler benzer histolojik
gorintiye sahip olsalar bile EGFR inhibitorlerinearkfi terapétik yanitlar
sergilemektedirler. Bu noktada ilgili tedavi yaji@inda molekuler heterojenite dnemli bir
rol oynamaktadir (25). Kanser omik gahalari genetik olarak heterojen timoérler alt
tiplere ayrilabilir ve bu bilgiler klinie kullangli bir bilgi olarak yansiyabilir. Orngn
meme kanserinin 5 alt tipi global molekiler praitie camalar ile belirlenmitir ve her

biri tedavi yaniti, prognoz gibi farkh klinik 6lgtlerle iligkilidir (29).

Omik argtirmalarindaki temel ortak gd&gibu calgmalarin yeni kgflerin kapilarini
aralayacak olmasididyi tanimlanmg olgulardan elde edilen entegre edimimik ve
epidemiyolojik veriler genetik dasiklikler, cevresel etki ve spesifik klinik fenotip
ili skisini ve kanser biyolojisini daha iyi anlamamizargaimci olmaktadir (25). Tek tek
komponentleri cajmak kanserin karmgg&k resminin c¢6zimuinde etkili bir yol
olmayacaktir. Omik yakkmlar ve bu yaklgmlarin kendi iclerinde kombinlenerek
gerceklatirilen calsmalar bu karmgk resmin c¢ozuminde daha etkili olgca
disunulmektedir (26). Kanser ve sahip atdu karmaik hikayenin baiklarinin iyi

analgiimasi d@ru analiz ve dgerlendirmeler icin buyik 6nem arz etmektedir.

2.3.Kanser

Kanser, hiicrenin proliferasyonu, hiicre dongusuddrendlimini kontrol eden genler ile
hlcrenin stabilitesini belirleyen genlerdeki mut@asye anormal aktivasyon sonucu ortaya
ctkmaktadir ki bu ortaya cikipek cok basamaktan gecerek ve bir ¢ok faktorlenetk
olarak kendini gostermesi ile gercefdeektedir (30).

Normal hicre biuyimesinde biyumenin ilerlemesi itarandirilmasi sinyalleri arasinda
lyi kontrol edilen bir denge mevcuttur. Bir yarailggme sireci ve normal doku
yenilenmesi gibi durumlarda bu denge hicre sayeimma yonine @liimli olmaktadir
ve bu sirecte hicre farklglmasi belirli bir dizen icinde gercekigken ihtiyac ortadan
kalktiginda ise c¢@alma durmaktadir. Oysa tumor hucrelerinde bu duwzenkontrol
bozulmy olup surekli bir hiicre g@lmasi gorilurken farklifgna kaybolmyg; normal

programli hiicre 6lumu prosesi de arglemiyordur. Kanser, mutasyonlu tek bir hiicreden
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dogabilir ve bu mutasyonlar @erlerine gobre kanser hucrelerine buylme avantaji
kazandirdiklari gibi onlari normal proliferasyon nkmliinden de kagmalarina imkan

tanimaktadir.

la®

\'\.
—
Hilcre hasan
Tamir yok

Sekil 2. 4. Normal ve kanserli hiicre biyume durumu\yww.cancer.gov adresinden alintidir)

Ik mutasyon hiicrelerin genetik olarak homojen kdgyai olusturmak icin boliinmelerine
sebep olmaktadir. Daha sonra sirasiyla hicrenigalgma kapasitesini artiran ek
mutasyonlar olgur. Bu mutasyonlar her biri farkli alt klonlarinugbmunu hizlandirdiklari
gibi timorlerin heterojen yapisina da dnemli katkpmaktadirlar ve kanserin ¢ok adimh

dogasini olgturular.

Tamorler benign ve malign olmak lzere 2 gruba maktadirlar. Bening tumdrler;

boyutlarini sinirlayan bir kapsul icinde buytrlbaiicresel orjinin karakterlerini muhafaza
ederler ve genellikle iyi diferansiyedirler. Maligtumorler farkli alanlara yaylima

egilimlidirler ve etraflarinda biytumelerini sinirlamen bir kapsil yoktur. Tumor icindeki

farkli klonlar metastaz icin farkl 6zelliklere sphrler.

Tamor hicreleri normal hicrelerden ayiran 6zelfikiardir:

1) Blyume faktorlerine kg degildirler. ClUnku kendi ¢@almalarini yonlendirecek
biylume faktorlerini salgilama (otokrin uyarma) iexii vardir ya da hicre ytzeyindeki
blylume faktor reseptorleri giemistir.

2) Tamor hicrelerinde buyimeyi durduran sinyallereatswzlik ve programl hiicre

oliumunden kacabilme yetisi vardir
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3) Normal hicreler buyimelerin sirasinda hucreleraggsierede kontakt kurma
ihtiyaci duyarken tumor hucreleri bu ghantidan b&imsiz hareket etmektedir. Normal
hicreler dger hicrelerden sorumludur. kuiltirde, normal hickelesu hicrelere
yapsarak iliskilerini devam ettirirler ve“kontakt inhibisyon” ksaminda tek tabaka
olusturur ve daha fazla galmaken timor hicrelerinde kontak inhibisyon kaydsandgi
icin surekli cgalarak birkag tabakal diizensiz kitleler gluurlar.

4) Tamor hicreleri normal hicrelere gore daha adhesivd

5) Normal hcreleri belli bir ypunluga ulatiklarinda c¢galmalarini durduruken
tumor hicreleri ¢galmaya devam etmektedirler, sinirsiz bolinme \Ealgoa ve yetisine
sahiptirler (31).

Bu cercevede timoérin glumunun ve gegiminin hikayesini anlamada kanserin molekuler

biyolojisi dGnemli bir yer tutmaktadir.

2.3.1.Kanserin molekuler biyolojisi ve karsinogenez

Karsinogenez; normal bir hicrenin timor hicresii@igimesi ve c¢@alarak bir kitle
olusturmasi sirecini tanimlamaktadir ki bu sire¢ coknfidbir yapida ilerlemektedir. Bu
cok adimh karsinogenez konsepti ilk kez Berenbland Schubik tarafindan 1948 de
tanimlanmgtir ve daha sonraki ¢amalar da bu c¢ercevenin destekleyicisi ojtnu (32).
Bu konseptte segici hiicre bliylime avantaji ve fadliyelerde biuylimenin kontrolinin
bozulmasini gdayan genlerdeki mutasyonlar rol almaktadir. Butadk karsinogenezde
sure¢ bglama, ilerleme ve yayllma olmak tGzere 3 agan@a ile ifadelendiriimektedir.
Baslama; tersinir olmayan genetik glgiklikleri kapsamaktadir ki genellikle de fangic
bir gendeki bir mutasyonduilerleme; balangi¢ hiicrelerinin sayisini artiran hizlagmi
proliferasyonu ifade ederken yayllma ise malignavewazif fenotipe yol acan daha fazla
genetik mutasyonun birikmesi anlamina gelmekteflek{ 2.5) (32, 33). Bu kapsamda
degerlendirildiginde kanserler genetik orjinlidir ve timor ghinde itici gic genetik
mutasyonlardir. Bir timor yalnizca somatik orjinfiutasyonlarin birikimi ile ya da
kalitilan bir mutasyonla gakbilir ve bunlari yeni mutasyonlarin valitakip etmektedir.
Bu 2 genetik tavir da sirasiyla somatik ve kaltsahserleri ayirmaktadir. Neoplastik
fenotip; genomik d@siklikler, gen ifade dizeyindeki gesiklikler, epigenetik dgisiklikler

ve kanserle ikkili genlerdeki dizisel mutasyonlardan tiremekldikie bunlarin sonraki
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secimleri ve bir hicrenin klonal populasyonundakirikineleri timorin gekip
gelismeyecgi ve gelsmesi ve ilerlemesinde gerekli zaman ile ilgili bkelyici faktorlerdir.
Bu kapsamda neoplastik fenotipin temelinde “tUméskolayicilar’ ve “onkogenler” olmak

Uzere 2 ana kanser gen ailesi 6n plana ¢gikmak{@4ir
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Baslama ilerleme
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Sekil 2. 5. Karsinogenez sireci

2.3.1.1.0nkogenler

Normal hicre biyime ve farklgiamasini destekleyen genler olan protoonkogenler
herhangi bir nedenle mutasyongrarlarsa onkogenlere dongurler. Genelde proto-
onkogenler blUyumeyi,@galmayal ve hayatta kalmayi kontrol eden genlerdiktive
onkogenler de yalnizca bir allelde gelh mutasyonun etkisiyle hiicre neoplastik fenotipe
dogru c¢gzalma ve ilerleme @liminde olur ki bu durum onkogenlerin hiicresel iyede
dominant etkiye sahip olduklarinin da bir gosteidjes Bu gen sinifi retroviral
tumorigenez cajmalarinda kgfedilmistir. Viral trasndiksiyonla uyarimin gnda nokta
mutasyonlari, translokasyonlar ve gen amplifikasgorgibi ¢aitli mekanizmalarla proto-

onkogenler onkogenlere d&miektedirler (34, 35, 36). Bu genler:

* Buyume faktorleri

» Tirozin kinaz aktivitesine sahip blyume faktoraptrleri
» Sinyal iletiminde goérevli diizenleyici proteinler

* Reseptdr olmayan tirozin kinazlar

» Serin-threonin kinazlar

» Transkripsiyon faktorleri gibi proteinleri kodlarla
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Bu proteinler; buyume, farkhgma ve programli hiicre 6limu gibi pek ¢ok dnemliregel
olayda onemli rollere sahip molekillerdir. Ogite Ras gen ailesi pek ¢ok timoriin
gelisimde rol oynayan en bilinen onkogenlerdendirler. 8okogen p21 isimli hicre
proliferasyonunda gorev alan bir proteini kodlanaakt. Ras proto-onkogeninin belirli
ekzonlarinda meydan gelen mutasyonlar sonucundaprotein sirekli bir aktivite
kazanmaktadir ki bu da hucreyi surekli proliferasy@ninde uyaran bir sinyal yolunun
acik kalmasi anlamina gelmektedir (3B)ev kazanci sglayan bu mutasyonlarin yaninda
kromozomal translokasyonlar da onkogen aktivasylanagnuclanabilmektedir. Buna en
lyi 6rnek Philadelphia kromozomudur. Kronik myel@isemide (KML) kromozom 9 ve
22 arasinda geken t(9;22) translokasyonunda, 9. kromozomda bulureatirozin kinaz
aktivitesi olan ABL geni, kromozom 22qg’da bulunaréakpoint cluster region” (BCR)
geniyle birlemektedir. Olgan bu flzyon geni tirozin kinaz aktivitesi yuksek proteini
sentezlenmektedir ki KML galminde artmg bu protein kinaz aktivitesinin anlami ¢ok
bayuktir (37).

2.3.1.2. Tumor baskilayici genler

Tamor baskilayici genler hiicre bliyumesini basknay@programli hiicre 6liminde gorev
alan proteinleri kodlamaktadirlar. Bu genlerglev kaybina neden olan mutasyonlarla
inaktive edilmeleri kontrolsiiz hiicre g@imasi ile sonuglanmaktadir (34). Epidemiyolojist
Alfred Knudson retinoblastoma ile ilk timér baskia genin tanimlanmasini @ayan
calismaya imza atmgtir. Retinoblastoma, ¢ocukluk g@a 6zgi son derece nadir bir g6z
tumorudur ve tumor ailesel olgularda sporadiklebeegdaha erken y& ortaya ¢ikmakta
ve bilateral (ya da ¢ok odakli) olabilmektedir. Blgular 13. kromozomlarinda bulunan
RB1 geninde mutasyon stanaktadirlar. Bunun Uzerine Knudson ailesel ve agidr
retinoblastomaya ait epidemiyolojik verilere dayakaortaya atfii “iki vurus” hipotezini
gelistirmis olup tumor baskilayici aktivitenin kaybi icin iknaktive edici mutasyonel
olayin gerceklgmesi gerekgini vurgulamstir yani timor supressor geninin her iki
kopyasi “iki vurg’la inaktive olmaktadir. Kalitsal olanin farki, iNurusun viicudun tim
hiicrelerinde dgumsal olarak vargdir ki bu durum herhangi bir retina hicresindendki
bir vurusun gerceklgmesiyle timoérin y@amin daha erken doneminde getiilmesi
anlamina gelmektedir. Sporadik kanserlerde ise agtima hicresinde gamdan sonra
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RB1 geninin iki kopyasinda da iki vula mutasyon olsup islev kaybi yaanmasi
gerekmektedir (38).

Tamor baskilayici genlerde gorilen en yaygin mualsy; nokta muatasyonlari,
inversiyon, mikrodelesyon veya makro delesyonlar translokayonlardir. Tumor
baskilayici genlerin inaktivasyogekillerinden birisi de heterozigotluk kaybi (los$ o
heterozygosity; LOH) olarak belirtiimektedir. Gelitde timor baskilayici genlerin
bulundigu kromozomal bdlgelerin delesyonu, mitotik rekon#isyon esnasinda veya
mitotik ayrilmama kaynakl olarak aofabilmektedir. Bu durumun 6rge yine
retinoblastoma Uzerinden verilmektedir. Ailesel imeblastomada bireyler normal
dokularidan RB1 geni agisindan heterozigot ikenbibeylerin timor dokusunda yalnizca
mutant RB1 allelini t@diklari ve normal alleli tamadiklar saptanmgtir ki bu
heterozigotluk kaybi sporadiklerde dahil pek cokndii tipinde goérilmektedir (34).
Gelinen noktada timor protein 53 (TP53 veya p5®Jinsbagimli kinaz inhibitori 2A
(CDKN2A), PTEN, Wilms Tumoér geni (WT1), adenomati@ipozis koli (APC) geni gibi
hiicre icin pek ¢cok 6nemlslevde rolleri olan timor baskilayici genler taninmas olup

bir cok farkli yolakda goérev alan bu genler belgatékeeper) ve bakici (caretaker) olmak
gorev alan, hicreyi apoptozise yonlendiren vgrddan prolifersyonda etkili genlerdir.
Bakici genler ise kanser ggini icin gerekli olmamakla birlikte dolayli etkiysahiptirler

ve genomik buttnlukten sorumlu DNA tamir genleridrupta yer almaktadir. Bu genlerde
bir mutasyon getiginde genom der gelsebilecek mutasyonlara daha acgik hale
gelmektedir ve genomik instabilite ortaya cikmaktaki bu durumda bekgi genlerde

mutasyon olma olasgh artmaktadir (39).

2.3.2.Hicre dongusu, apoptozis ve kanser

Proliferasyon bir ¢cok alt programi olan kagkabir strectir ve bu sirecin kalbinde hicre
dongusu bulunmaktadir. Normgrtlarda bir seri kontrol noktasi iceren bu dongiiyiime

, beslenme durumu, hiicre boyutu, buyime faktoilenarligl ya da yoklgu ve genomun
batinligu gibi parametreler cergcevesinde denge durumunummetgektedir. Bgka bir
deyisle bir hicre populasyonundaki homeostasis hicrdéifgnasyonu ve hicre 6limu

arasinda onemli bir denge ve i@t ile surdirdlmektedir. Hiicre blyumesi ve hicre

18



o0lumu arasindaki bu dengenin bozulmasi vgagona yonunde kaymasi timor gehine
neden olabilmekted({33, 34,40).

Hucre dongusu birbiriyle koordineli 4 ana fazdaospiaktadir. Bunlar; G1, S, G2 ve M
fazlardir. Genel olarak, bir proliferasyon uyamasnayan hicreler hiicre dongisuntn aktif
(G1, G2, S ve M) fazlarina girmezler ve istirateifdenilen GO fazinda beklerler. G1 ve
G2 kisaltmalar “gap” (ara, Bk) sozciglinden gelmektedir. S ise DNA sentezi
(replikasyonu) fazini ifade ederken M mitozisamasini tanimlamaktadir. Htcreler
bolinme uyarisi aldiklari zaman bu fazdan ayrilipfé&zina yani siklusun ilk fazina girgni
olurlar. Bu fazda htiicre boyutu artar, protein senteeydana gelir ve DNA sentezi igin
hazirliklar yapilir. DNA replikasyonu S fazindargekleirken G2 fazindaDNA sentezi
durur, hiicre biyimeyedevam eder ve yeni protesgatezlenerek M fazina hazirliklar
yapilir. Mitoz fazinda ise hicre birbirinin benziihticreye ayrilir. Mitozu takiben olusan

yeni hiucrelesartlara gére GO ya da G1 donemine girmektegkki 2.6) (33,34,41).

G2 Kontrol Noktas: M Kontrol Noktas:

G1 Kontrol Noktas: h

Sekil 2. 6. Hiicre dongust ve kontrol noktalari

Hucre proliferasyonu, hicre doéngusu icinde yer dami kontrol noktalari tarafindan
kontrol edilmektedir.Hicre siklusunda G1-S gecisin@G2-M gecisinde ve M evresinde
metafaz-anafaz gecisinde kontrol noktalari vamiurkontrol noktalarinda hiicrenin siklusa
devam edip etmeyegekarari verilir ve gerekli olan durumlarda apaps (programli

hicre 6liumu) de aktive edilir. Bu 6nemli kontrol kaeizmasinda siklinler ve siklin
bagimh kinazlar (cyclin dependent kinases, CDKSs) dintere 2 hiicre dongusu protein

sinifi rol almaktadir (33). Siklin Bamlh kinazlartek bglarina inaktif formda bulunurken
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siklinlere b&landiklarinda aktiflgirler ve boylece aktif siklin-CDK kompleksleri megda
gelir. Bu komplekslerde siklinler diizenleyici (reégudr) alt Gnite rolind Ustlenirken;siklin
bagimh kinazlar ise katalitik alt Gnite olarak gorgaparlar.Simdiye kadar 9 tane siklin
bagimli kinaz tanimlanngi olup bunlardan 5 tanesi hiicre dongusinde aktifgiklinler

hicre dongusinan farkl fazlarinda etkin olup @ee2.1.’de 6zetlenrsir.

Cizelge 2.1. Hucre dongusunun farkli noktarinda akf olan siklin-siklin bagimli kinaz

kompleksleri

Cyclin D1, D2, D3 G1 fazi

Cyclin D1, D2, D3 G4z

Cyclin E G1/S faz gegisi

Cyclin A § faz

G2/M faz gegisi

Cyclin A

Cyclin B Mitoz

Cyclin H Biitiin fazlar

Siklin bazimli kinazlarin protein seviyeleri hiicre dongusiyloeca sabit iken siklinlerin
protein seviyesi artip azalarak siklingoali kinazlari aktive ederler (42). Siklin ganh
kinaz aktivitesi siklinlere ek olarak korunmutreonin ve tirozin rezidulerinin
fosforilasyonu ile de diuzenlenmektedir. Bu fosfsifonlar konformasyonel gigikli gi
indukleyip siklinlerin bglanma kapasitesini artirirlar (43). Siklindyanl kinaz aktivitesi
ayni zamanda siklin amli kinaz inhibitérlerince (CDKI) de duzenlenmeéiie Bu
duzenlenme yalnizca siklin ganl kinazlara ya da siklin komplekslerine genarak
gerceklgtiriimektedir. INK4 ailesi (p15 (INK4b), pl16 (INK4a pl8(INK4c), pl9
(INK4d)) ve Cip/Kip ailesi (p21 (Wafl, Cipl), p2Tip2), p57 (Kip2)) olmak tzere 2 ayri
siklin bagimli kinaz inhibitor ailesi tanimlanmtir (42).

Hicre dongusid ve kontrol mekanizmalari ile kanskrie eden kontrolsiiz galma
tanimini yanyana getirgimizde hicre dongusinin kanserin solmu ve ilerlemesi

hikayesinde ©Onemli karakterlerden biri ofgdu anlgiimaktadir. Hicre dongusindn
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kontrolinin bozulmasi kanserle sonuclanir ki bthdere déngusinde farkli seviyelerde
gorev alan proteinlerdeki mutasyon, gen ifadesigimleri gibi genetik dgisimlerle
ili skilidir. Bu noktada proto-onkogen ve tumor baskitaygenlerde siklikla mutasyon
gozlenmektedir. Proto-onkogenlerin mutasyonlu wewsiari yani oknogenler tiumor
biaylumesini yonlendirmektedirler. Rb ve p53 gibi timbasklilayicilarin inaktivasyonu
hiicre dongusunin ilerlemesini inhibe eden protamléonksiyonlarinin bozulmasiyla
sonuclanmaktadir. Hicre dongisunde bgigimler siklikla siklinler, siklin bgimli
kinazlar, inhibitorleri ve kontrol noktasindaki gér proteinlerde gorulmektedir (42).
Gergekten siklin D1'in artmgi ifadesi insan kanserlerinde en sik gkasilan
anormalliklerden bir tanesi olup siklin D1'deki hdesisim meme kanserinde-%60,
kolorektal kanserde %40, skuamdz hicreli kanserdd4e prostat kanserinde % 20
siklikla etkin oldgu belirtiimektedir (44-46). Leach ve arkatlinin yaptg bir
calismada siklin D2 ve siklin E'nin kolorektal kanserdekalarinda amplifikasyonu
gosterilmi olup kolorektal timdrigenezisdeki 6nemi vurgulagtmi (47). Ayrica S
fazindaki aktivasyonda rol oynayan Cdc25B’nin prinmaeme kanserin % 32’sinde
ifadesinde arf oldugu belirtiimektedir (42). Hiucre dénglsinde goérevnatgenler ve
kanserdeki etkileri (izerine olan bu bulgular dateacdsaltilabilir. insan kanserlerinde
hiicre dongusu kontrolinin kaybi olasi tedavi 6rndemtin dnemli bir potansiyel arz
etmektedir. Ber kanser hicrelerinde yeni sinirlayici konrol aoktdizayn edilebilirse
tumor hdcrelerindeki kontrolstiz galmanin 6nine gecilebilegiedistiniimektedir. Bu
noktada siklin baml kinazlar 6nemli birer ptansiyel hedeftir. Siklbazimli kinazlarin
aktivitelerini durdurabilecek inhibitorlerin dizayrdogrudan etkili bir strateji olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Siklin gamli kinaz inhibitorlerini anti-timor ajanlari yapa88 6nemili
Ozellik mevcuttur. Birincisi potansiyel anti-pradifatif ajanlardir, ikincisi tek garina ya
da baka hedeflerle kombinasyonlari ile apoptozisi tejdbilirler ve son olarak siklin
bagimli kinazlarin inhibisyonu hucrelerin farklgiamasina katki ggayabilir. Bu gamada
yalnizca flavopiridol ve UCNO1 (7-hydroxystaurospe)‘in klinik denemeleri mevcut
olmakla birlikte siklin bgmli kinaz inhibitorleri Gzerinde agarmalar devam etmektedir
(42).

Hucrenin ¢g@almasi ve farklilgmasi kadar 6limude bir hicreninggen déngusinin temel
unsurlarindandir. Hiicre dlumindekroz ya daapoptoz suregleri etkilidir. Bircok canli

tlrt apoptoz yolu ile yh, hasarli ya da anormal hticreleri belirli bir gram cercevesinde
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durum apoptozu nekrozdan ayiran noktadir. Nekrohdareler belirli bir kontrol
olmaksizin lizise gramaktadirlar (48).

Apoptozis mekanizmasli, uyarici molekil ve hicreingp gore bazi d@siklikler
gosterebilmektedir. Bu mekanizmada genel olarakiimey faktorleri, onkogenler, timor
baskilayici genler dnemli rollere sahip olup buyifalgtrierinin geri ¢ekilmesi, sitokinler,
hiicre ici kalsiyum miktarindaki agtitimoér nekroz faktor (TNF), Fas ligand, DNA hasari
nedeniyle bir timaor stpresor gen olan p53'lin akdlweasi, TGF-B (Transforming Growth
Factor), viral-bakteriyal enfeksiyonlar, seramid kemoterapotik ilaglar gibi céili
sinyallerle tetiklenmektedir (49). Bu sinyaller ¢evesinde cekirdek, sitoplazma ve hicre
zarinda programli hicre olimine spesifik biyokinayase morfolojik bazi olaylar
gerceklemektedir.Bu kapsamda apoptozisin erken evresindecreldi birleme
bdlgelerinden ayrilir, hacimce kugtlmeyeslagip blizgirler. Apoptotik uyari alan hicre
komsu hicrelerle bglantisini keser ve normalde hicre membranininbekasinda olan
fosfatidilserin, aminofosfolipid transferaz enzidgiymembranin @i ylzeyine transfer
edilir. Boylece apoptotik hiicreler makrofajlar tandan fagosite edilmek icin taninir hale
gelir. Plazma ve cekirdekte kondensasyogagaken genetik materyal de kiimelenmeye
baslar. Ayrica elektroforez yapilginda ‘ladder patern’ olarak isimlendirilen merdiven
seklinde bir goérinim okiuran DNA’'nin endonikleaz enzimiyle 180-200 bazticif
Program, huicrenin parcalanmasi ve apoptotik cigil@en fagosite edilmesi ile son
bulmaktadir (48, 49). Genel olarak apoptozun digrenksinde kalsiyum, Bcl-2 ailesi
,p53, kaspazlar, 6lum reseptorleri, sitokrom-cased gibi proteinler ve mitokondri rol
oynamaktadir. Bu molekiller cercevesinde apoptozisekanizmasi intrinsik
(mitokondriyal) ve ekstrinsik (6lum reseptorleriym@ak Uzere 2 ayr tablageklinde
degerlendirilmektedir $ekil 2.7.) (48).
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Sekil 2.7. Apoptozis ekstrinsik ve intrinsik yolaklat (Wong RS 2011'den dgistirilerek
alinmistir.)

Ekstrinsik 6lum reseptér yotanda ismiyle ¢ olarakdlim ligandlarinin 6lim reseptorlerine
baglanmasi ile bglamaktadir. Pek ¢ok oOlum reseptori tanimlgnoimakla birlikte en
bilinenleri TNF reseptor tip 1 (TNFR1), Fas (CD9%& onlarin ligandlari TNF ve Fas
ligand (FasL) dir(51). Bu reseptérler TRADD (TNFeptor-associated death domain) ve
FADD (Fas-associated death domain) gibi hiicre agnhainlere sahiptirler. Olim ligandi
reseptore bdaninca bu domainler ve sonrasinda kaspaz 8 aitifBu noktada ligandin
reseptore bdanmasi ile adaptor protein icin ganabilecgi bir formasyon olgur ve
bdylece “death-inducing signalling complex (DIS@di verilen ligand,reseptér adaptor
protein kompleksi olgmaktadir. Bu kompleks daha sonra pro-kaspaz 8'tiflegmesini
sglamaktadir. Bu enzimin aktif formu kaspaz 8slbaici kaspaz olarak sireci
baslatmaktadir (48,52)intrinsik yani mitokondriyal yolak ise ismiyles eolarak hiicre
icinde balamaktadir. Genetik hasar, hipoksi, yiksek sitde@i* konsantrasyonu ve
oksidatif stress gibi tetikleyiciler intrinsik mitondriyal yolak ile apoptoz surecini
baslatmaktadir (52). Apoptotik uyari ile birlikte mitodride gecirgenlik artar ve sitokrom
c ve apoptosis indukleyici factor (AIF), gibi preaptotik molekiller sitoplazmaya salinir.
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Bu yolak Bcl-2 ailesinden bir grup protein tarafandregile edilmektedir. Bu gen ailesi
pro-apoptotik (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bime Hrk) anti-apoptotik proteinler
(Bcl-2, Bcl-X., Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1) olmak tzere 2 ana grubaiayistir. Antiapoptotik
proteinler sitokrom c’nin mitokondriden salinimidurdurma yoninde cairken pro-
apoptotik proteinler bu salinimi yonlendirmek Uzeetsmaktadirlar. Bu 2 grup protein
arasinda apoptozisin gayip bglamasinin kararinin verilgi bir denge mevcuttur. Bu
yolakda sitokrom c, bir sitoplazma proteini olanakfd' in aktivatéridir. Sitokrom c'nin
Apaf-1 'e b&lanmasi ile prokaspaz-9 aktive olur ve "apoptosdmhpleksi olgur.Bu

mekanizma bir seri kaspaz aktivasyonungldia ve hiicre apoptoza yonlenir (48).

Hucre 6lumu ile yine bu bdlim kapsamindgetendirilen hicre ggalmasiarasinda pek
cok balanti bulunmaktadirilk olarak apoptozis hemen hemen biitiigatan hiicrelerde
mevcuttur; ikincisi ge¢ G1 fazinda etkili molekiill@poptozis icinde gereklidir. Ugtincusti
ge¢ Gl'den S fazina gatg p53 ve siklin baml kinazlar gibi ortak pek ¢ok molekil
mevcuttur (50). Bu ikkiden yola ¢ikigimizda hiicre dongisiunde kansgrie yonindeki
degisiklikler (kontrolsiiz cg@alma) ile apoptozis mekanizmasinda olabilecek genet
degisimler de timoérigenezis surecinde etkili olmaktadif@70’lerin bainda Kerr ve
arkadalar apoptozis ile hiperplazi ve timoér gatinde potansiyel malignat hicrelerin
eleminasyonu arasinda ghantt kurmytur (53). Bununla birlikte apoptozis
mekanizmasinda inhibisyon veya diren¢ karsinogestiegcinde dnemli rol oynamaktadir.
Malign bir hiicrede apoptozisin gliesinde veya diren¢ almnasinda etkili pek ¢ok yol

vardir. Genel olarak:

1) Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler analski dengenin bozulmasi

2) Kaspaz aktivitesinin ginesi

3)Bozulan olum reseptor sinyal ygla

4) Apoptoz inhibitor proteinlerin ekspresyonunurinasietken faktorlerdir (48)Sekil

2.8'de apoptozisden kagcma ve karsinogenez surkeatikdar 6zetlennsir.

24



Pro-apoptotik proteinlerin
d_ﬁm reseptor Anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunun azalmasy
ekspresyonunu | ekspresyonunun artmas: GrupII Gruplll

Bid, Bim, Bax, Bak,

iy ‘
Grupl Puma, Bok/Mud
Bel-2, Bel-xL., Noxa, Bad,

: Mcl-1, Bel-w. uu»n‘ Hrk, Bik
JCIUOUEET I
L

il TR — ' adimenio
nonn(franam ¢ ,
ly[ H,

I
00

Bozulmus reseptor Oy
sinyal yolagi iy > @ o 0 / Bel-2 ailesi proteinlerin
"\ ) 8 / dengesinin bozulmas:

\Bozulan Apoptozis Siireci /

'4
' S

/ \ PR,
/' Kaspaz aktivitesinin \ Apoptoz inhibitor

= . = 5 proteinlerin
p53 %emnde / diismesi ekspresyonunun artmasi
mutasyon

Sekil 2.8. Karsinogenez ve apoptozisten kagcma siureei katkida bulunan mekanizmalar
(Wong RS 2011'den dgistirilerek alinmi stir.)

Bu mekanizmalar cercevesinde kansekilil genlerin apoptozis Uzerinde negatif etkisi
oldugu asikardir. Orngin; p53 apoptozis ile #kisi kurulan ilk tumor baskilayici gendir.
P53’'Un apoptosis ile gkisi tamir edilemeyen DNA hasarlari olglu gibi hipoksi ve
mutajenik onkogenlerde apoptozisi yonlendirmesn ipb3’'U uyarmaktadir. Bu noktada
pek cok insan kanser tipinde p53 mutasyonu goziginmae bu mutasyon siklikla ilerlegi
tumor evresi ve kotl prognoz ileskilidir. Bir baska 6rnek vermek gerekirse Fas/CD95
reseptoril immun sistemde apoptozis ile hiicre saykantrol etmekte olup bu yalan
bozulmasi lenfoproliferatif hastaliklarin ve karlegn ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(54). Simdilerde anti-kanser ilaglarinin go timor hicrelerini dldirme yodninde
secilmekte olup pek cok ajanin apoptozisi induldedelirlenmitir. Bu noktada pek ¢cok
yeni ve onemli cajma bu kapsamda anti-kanser ilag adayr olma yonikajelar

aralamgtir (48).

“Kanser, hicrenin proliferasyonu ve hicre dongiskaiitrol eden genler ile hicrenin
hayat suresini belirleyen genlerdeki mutasyon vermal aktivasyon gibi genetik
desisiklikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir ki bu ortayaigigek ¢cok basamaktan gecerek ve
bir cok faktorin etken olarak kendini gostermesigerceklgmektedir” ifadelerinden yola

cikarak kanserin molekiler biyolojisinin 6nemli galarini olgturan hiicre dongsd,
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apoptozis ve onkogen-tumoér baskilayici genlerslikiarnn altinda bu karmgak
mekanizmanin onemli basamaklarigddendiriimeye caklmistir. Bahsi gegcen tim bu
olaylar ve etkenler cercevesinde hastalik, hetarbjegérinime sahip olmaktadir. TUmoér
olusumunda ve ilerlemesinde rol oynayan genlerin leglimesi; aday gen yaklanlari,
molekiler ve fonksiyonel analizler ile zaman aliee uzun graslar sonucunda
gercekleamekteydi. Ancak teknolojideki son ggieler sonucunda yuksek ¢ozunarlukli
sekanslamave mutasyon belirleme teknikleri ileikigl insan genomunun sekanslanmasi
hatiri sayilir derecede cok sayida genin hizlisbkilde analizine imkan tanigtir (3).
Insan genom projesiyle flayan siirecte bugiin devam eden kanser genom pilejesiza
ctkan bilgilerden de faydalanilarak hangi genleengenetik yollarin kanseri tetiklegine
iliskin bir harita tasarlanmakta ve yeni ilaclarin vedavilerin gekimi icin firsat
yaratilmaktadiriste bu noktada ilgili haritanin ¢ikarilmasinda sorulacak ve cevaplari
aranacak en onemli sorulardan birisi de tumoér hucrdéerindeki bozulmus gen

ekspresyon paterninin belirlenmesi ve tiimoérigenezisboyunca olwan spesifik

genomik desisikliklerin bu patern ile ili skisinin belirlenmesidir (67). Ozellikle kanser

hastalarinda sik gortlen bu geri dgininstiz yapisal genetik defektlerin karakterizasyonu

bozuk olan resmin 6nemli pargalarinin tanimlanngasigerekli bilgiyi sunacaktir.

2.3.3.Genom ebadinda yuksek c¢ozunurlikli teknologrle kansere global
bakis:Genomik ve transkriptomik degisiklikler ve kanser

Tuamor hicreleri; DNA kopya sayisi gleiklikleri, mutasyon, gen ifade dssiklikleri ve
metilasyon gibi pek ¢cok genetik defekt barindirnagktlar ve mikrodizin teknolojisinin
ortaya cikgi bu molekiler dgisikliklerin DNA ve RNA seviyesinde genom ebadinda
goruntilenmesine imkan tanghr. Bu noktada yuksekslem hacimli teknolojilerle
gerceklatirilen global analizlerde erken tani ve etkili ¢&t icin biyobelirte¢ gelitirme,
anahtar sinyal yolaklarinin karakterizasyonu ve hadefi olabilecek genlerin tespiti gibi
ana hedefler 6n plana cikmaktadir. Ortaya cikans&agh bilgilerin glenmesinde
biyoinformatik devreye girmekte ve analizlerden ap#ik bilgiyi daha iyi
degerlendirmemize firsat yaratmaktadir. Bu noktada dgkale calsmalari kanserin
biyolojik ve Klinik olarak farkli kategorilere sitandiriimasini hizlandirrgken yuksek
¢cOzunarlukla array bazh katastirmal genomik hibridizasyon (arrayCGH=aCGH) ile

tumorde yinenelen kopya sayisigdgkliklerinin kapsamli resmi cizilebilmektedir. Gen
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dozaj dgisiklikleri timo6r gekiminde onemli bir rol oynarken; onkogen glumu DNA
amplifikasyonu ile hizlanng) timor baskilayici genler ise fiziksel delesyol@anhibe
edilmislerdir. Boylece kopya sayisi gigikliklerinin ve gen ifade d@sikliklerinin global
verilerinin entegrasyonu kanser getinin karmgik hikayesinde dnemli sorulara cevap
olabilecek bilgiler agia cikaracaktir (24, 68). Bu cercevede ve yukarltdacailen soru
esliginde kanserin molekuler biyolojisini anlamada; kapayisi dgsiklikleri baz alinarak
genomdaki yapisal deiklikler ve gen ifade profil d@sikliklerinden bahsetmek tez

calismasinin kapsami acisindan énemli olacaktir.

2.3.3.1insan genomundaki yapisal désiklikler

Insan genom projesinden cikan dikkat geken bir sdilngada bireyler arasinda DNA dizi
benzerlginin bUyukligudir ki iki insan birbirine yakkk %99.9 benzerdir (4,5,69).
Yaklasik 10 yil 6nce insan genom projesiyle cikilan yoldeeyler arasindaki ayiriminda
ve belirli 6zelliklerden (Trait) sorumlu genetik rkaligr anlamada o6nemli bir yol
katedilmitir. insanda genom boyu assosiyasyonsgalari (GWAS) ile genel DNA
varyasyonlari; diyabet, kalp hastaliklari gibi pekok kompleks hastalikla
ilskilendirilmistir. Ayni zamanda kanser genom dizileme guahlar ile kanser
progresyonunda onemli rol alan somatik mutasyomiarkatal@u cikariimstir. Birkag

mutasyon bazi kanser tiplerinde ¢ok sayida kanastalBinda ortak gortlmekle birlikte

kanser genomundaki somatik mutasyonlar heteroj€r@jr

Hastaliklarin genetik temelini ataran kapsampli caimalar genomlarin farkilgina
katkida bulunan bitiin varyasyonlarin 6lcimine #giyduymaktadir.Simdiye kadar
GWAS calsmalari TNP’lere odaklanmgtir. Gegtgimiz 5-6 yilda germline varyasyonlarin
tekli nukleotit polimorfizminden gegi yapisal varyasyonlara (duplikasyon, delesyon,
inversiyon ve translokasyon >100 nt) kadar genir skalada olgtugu tespit edilmgtir
(70). Yapisal varyasyonlar genomik varyasyona Onetatkida bulunan dgskenler
olmakla birlikte genomdaki yapisal dengesizliklaanker olgumunda da 6nemli birer
etkendir. Kanser agarmalarinda genomik profile ilginin yoinlasmasinda; bu genomik
dengesiziiin kanserin bglangicina, ilerlemesine ve kemoterapoétik ajanlagaabinda
onemli roller Ustlenmesi ilkin sebepler arasindastgblimektedir (71). Yapisal

varyasyonlar kromozomal vyapiyl gstiren delesyon, amplifikasyon, insersiyon,
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translokasyon, kopya sayisi gikgklikleri gibi genetik varyantlari iceren kapsanthir
terimdir (Sekil 2.9.) (73). Genom, tek baz @gkli ginden tum kromozom andploidilerine
kadar boyutsal agidan bir sireklilik arz eden geikaaegisiklikleri barindirmakla birlikte
yapisal varyasyon terimi daha ¢ok 1000 baz ve duilyéik deisiklikleri kapsamaktadir
(74).

Insan Kromozomu

Referans

Delesyon
insersiyon

Inversiyon
Tandem
Duplikasyon
Dispersed
Duplikasyon!

Kopya sayisi
degisikligi

Sekil 2.9.Yapisal genomik varyasyonlar (Baker 2012'en dezistirilerek alinmi stir.)

Yapisal varyasyonlarin fenotipik etkisi yaklla 70 yil once ilk kez sirke sigénde
(Drosophila melanogaster)gtzlentin.Bu canlida tandem kromozomal duplikasyon goziin
kicik kalmasina neden olan bar haeklinde ifade edilen bir dssiklikle
sonuclanmaktadir (75). Daha sonrasinda insanlag@dgddsal varyasyonlara ait bilgiler pek
¢cok gelgimsel hastalikta geyikromozomal yeniden dizenlenmelerin rollerinin letki
cercevesinde sitogenetik gahalarla ortaya ¢ikngtir (74).

Zaman icinde birer genetik belirte¢ olarak kullanilbu dgisiklikleri; mikrosatellitler,
restriksiyon parca uzunluk polimorfizmleri (Restioen Fragment Length Polymorphism,
RFLP), dgisken sayida ardarda tekrarlayan DNA dizileri (Valgablumber of Tandem
Repeat, VNTR), kisa tekrarlayan DNA dizileri (shtahdem repeat, STR), tek ntkleotid
polimorfizmleri (Single-Nucleotide Polymorphism, BNve kopya sayisi @giklikleri
(copy number variation, CN\Weklinde betimleyebiliriz. Bu varyasyon ve polimarfiler

insan genomunun Yyapisal resminin bir parcasi olueyler arasindaki farkligin,
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hastaliklara yatkinliklarin ve ilag cevabi gibi petk hikayenin altinda yatan etkenlerin
DNA seviyesindeki kauligidir (77).

Gectigimiz 25 yilda genetik belirteclerin vagliile ilgili olarak; mendelyan hastaliklarin ve
Ozelliklerin molekiler genetik temellerinin de gdelendirilmesini iceren; cok hizli
ilerlemeler kaydedilnstir. Bu sure¢ kendi icinde pek ¢ok donim noktasirsarmaktadir.
Bunlardan bazilari; 1960 yilinda protein dizilennianalizinde olduk¢a buytkve
beklenmeyen seviyede varyasyon tespit edtim{76). 1978 yilinda ilk defa Kan ve Dozy
B-globin geninin Hpal restriksiyon bolgesinde tekkieidtit varyantlarinin vargini
gostermglerdir (78). 1980 yilinda ise Wyman ve White ylkseé&recede polimorfik
RFLP’leri tanimlamy (79); 1985'de ise Jeffrey ve arkata minisatellitleri rapor etngler
(80) arkasindan VNTR’lerin tanimlanmasi bu gekeleri takip etmtir (81). 1990 yilinda
bazi belirtecler kullanilarak kromozomlarin gkenti haritalari cikarilngtir (76). Bu
multialelik belirtecler kullanilarak dinyacapind@0®’den fazla gendeki hastalik sebebi
mutasyonlar haritlanmgtir. HapMAP projesi giginde yaklgik 12 milyon TNP’in bilgisi
veritabanlarina girilngtir. GUnimizde TNP’ler asosisyasyon galalarinda kompleks
hastaliklarin yatkinlk etkenlerinin ¢cgllmasinda en c¢ok tercih edilen belirteclerdir. Bu
konvansiyonel genetik belirteclerin yaninda 1 kbdaha buyik boyutlarda insersiyon,
delesyon, inversiyon gibi genomun daha kompleksidgmn diizenlenmeleri de dikkat
cekmektedir. Orngin Rhesus kan grubu geni RHD buyik bir delesyonnpaffizmi
icermektedir (82).

Mikroskobik varyantlar, 5 Mb ve daha buyutk boyuttalegisimler 1959'dan bu yana
klasik sitogenetik ile tanimlanmaktadir. Ancak kavigedeki bir analizle 10-20 Mb ve
altindaki dengesizlikler ise tespit edilememektedtaman icinde floresan in situ
hibridizasyon (FISH) gibi molekiler sitogenetiktal@rlemelerle birlikte submikroskobik
genomik dgiskenler de tespit edilir hale gelgtir. Diger traftan genotiplendirme
teknolojilerinin spektrumunun artmasi ile TNP gdaha kicuk ve bol bulunan genomik
degisikliklerinde tespiti mimkuin hale gelgtir. Genom projeleri siginda tim-genom
tarama tekniklerinin de gelmi ile birlikte yeni submikroskobik genomik dengdler
tanimlanmgtir. 2004 yilinda aCGH tekgi ile genomik dgisikliklerin sorgulandgl
birbirinden b&msiz iki calgmada yeni bir varyasyonun kopya sayisgigi&liklerinin

(KSD, copy number variation, CNV) vath acikca gosterilngtir (83,84).Tez kapsami
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icerisinde cakilanl kb’dan daha uzun DNA segmentlerini icerenogeik desisiklikler
olarak tarif edilen kopya sayisi ggikliklerine daha yakindan bakalim.

2.3.3.1.1.Yeni bir baks: Kopya sayisi dgisiklikleri

Genom projesinin tamamlanmasiyla ve yeni teknaojil gelsmesiyle birlikte genomik
degisikliklerin ~ boyutunun  ve  pozisyonlarinin  belirlenmes tekli  ntkleotid
polimorfizmlerine ilaveten genomik segmentlerdelopka sayisi d@sikliklerinin de

insanlardaki genomik g#lili ge 6nemli derece de katkigadig ortaya cikmytir.

Yeni argtirmalar bir insan genomununggirine ne kadar benzedikonusunda TNP’lerin
bu alanda tek kaa etkin olmadiini isaret etmektedirSu ana kadar ki yaygin gari
benzerlgin %99,9 oldgu yonindeydi. Ancak Redon ve arkgldainin yaptiklar catma,
insan genomunda $den kkiye desisebilen,sasirtici derecede buyik parcalarin vgihi
gostermgtir (85). Kopya sayisi dgsiklikleri adi verilen bu farkliliklar 1 kb dan daheun
DNA segmentlerini iceren genomik geiklikler olarak tarif edilmgtir (Sekil 2.10.). Bir
baska deysle kopya sayisi dgsikli gi, genlerin kopya sayilarindaki farklliklardan rile
gelen genetik profil 6zelliklerini ifade etmektedinsanlarda gegicaplh kopya sayisi
degisikliklerinin tekli nukleotid polimorfizmleri kadarDNA'y1 kapsadgini ve benzer
sekilde fenotipik ceitlilikten, pek cok hastallk ve hastalik duyagiihdan sorumlu
olabilecei belirtiimistir. Redon ve arkagé&arinin calgmalarinda, tim genomdaki kopya
sayisi dgisikliklerini gosteren ilk genomik varyasyon haritadusturulmustur. Bu harita
ile genk duplikasyon ve delesyon kaynakli blylik yapisayaayonlar tespit edilmiolup
1447 KSD bdlgesini tanimlangtir. Bu sonuclar dgrultusunda daha dnce %99,9 olarak
belirlenmg olan benzerlik orani kaba bir hesapla % 99,5'aligektir (83, 84, 85)
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KOPYA SAYIS| DEGISIKLIGININ SEMATIK GOSTERIMI
/’\

Normal hiicre

(

CN=2

delesyon amplifikasyon

CN=0 CN=1 CN=3 CN=4

Sekil 2.10. Kopya sayisi dgisikli gi sematik gosterimi

Mikrodizin teknolojisindeki gelimeler ve tim insan genom dizisi bilgisi ile kopysyisi
desisikliklerinin genom ebadinda lokasyonlarinin ve gldrinin haritalanmasi mimkin
hale gelmgtir. Kopya sayisi d#sikliklerinin ortaya ¢iksi ilgili olarak 3 calsma; Sebat ve
ark., 2004, lafrate ve ark., 2004 ve yukarida ifadden Redon ve ark., 2006 temellaa

niteligindedir.

Sebat ve arkadkrinin calsmasinda 20 birey ROMA (representational oligonuibtio
microarray analysis) tekgiiile calisiimis olup 221 kopya saydegsisikli gi tespit edilmstir.
Her bireyde 11 kopya sayisi @gkligi ve ortalama 465 kb’lik bolgeleri kapsgdi
belirtiimekte olup 70 genin bu gaiklikten etkilendgi ifade edilmektedirllgili genlerin
cogu norolojik fonksiyonlar ve metabolizma ileskilidir (83). lafrate ve arkaddarinin
calismasinda ise birbiriyle akraba olmayan bireylerdesamm genomunda genomik
dengesizlik (kayip ve kazang) iceren 255 lokusndammslardir. 24 varyant bireylerin
%10'undan fazlasinda tespit edikti. Bu bolgelerin yarisi genleri overlap atmekte v
cogu segmental duplikasyonla cakiveya insan genomundakighaklardir. Daha 6nceden
hesaba katilmayan bu heterojenite belirli insarofiprk varyasyonunun ve hastaliklara
yatkinlik ayrica daha dinamik insan genom yapisitemelini olgturabilecgi 6ne
suriilmektedir.insan genomundaki varyasyonlar daha énce de ifailidi @dizere; tekli
ndkleotid polimorfizmleri (TNP), kicik insersiyorelésyon polimorfizmleri, tekrarlayici
dizilerin desisken sayilari ve genomik yapisalgikenlikler gibi pek cok farkh formda
bulunmaktadirinsan genomundaki pek ¢ok varyasyon molekiiler wgesittik analizlerle

kataloglanmytir; fakat fenotipik olarak normal bireyler arasandirkac¢ kilobazdan
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yuzlerce kilobaz buyuklukteki kayip ve kazanclageren geni skaldaki kopya sayisi
degisiliklerinin ¢ok az bir kismi bilinmektedir. Bu gaimada 255 lokusun %56’s1 yani 142
polimorfik klonun kodlayici bélgeyi kaplagii ve 67 klonun ise bir veya daha fazla genin
tamamini kapsagh tespit edilmgtir. Bu sonu¢ bu gegi Olcekli bu kopya sayisi
degisikliklerinin intergenik veya intronik bolgelerle rarli olmadgini 6nermektedir.
Calismada ayrica 14 genolcekli kopya sayisi desikli ginin insan genetik sendromlari ve
kanserle ilgkili lokuslarin yakininda lokalize olgu belirtiimektedir. Fenotipik olarak
normal bireylerde de var olan bu varyantlar genéidlstalga direkt sebep olmamakla
birlikte; kromozomal yeniden dizenlenmeye yol akavaya spesifk bir genin ifadesini
etkileyerek hastaliklara yakalanma riskini artirtaakr (84).

Bu U¢ calsmayi kasllastirisak: Sebat ve arkaglari 35 kb aralikh oligonikleotid iceren
mikrodizin platformu kullandi ve 20 birey arasind@a CNV belirlemgtir (83). lafrate ve
arkadalari ise yaklaik 1Mb aralikla klon iceren bakteri yapay kromozdmazli array
(BAC- array) kullanarak 39 gakli bireyde 200’den fazla farkl lokus tanimlangm (84).
Bununla birlikte her iki cagjma cok az farkl yakkam kullanmglar ve benzer sonuclara
ulasmislardir.Fenotipik olarak normal bireylerin beklenmeaybir sekilde genomlarinda
yuksek sayida genomik dengesizlik tespit editmi Bununla birlikte cakilan birey
sayisinin kucuklgli ve her iki cakmada da kullanilan platformlarin ¢6zUn@inin
getirtigi sinirlamalar insan genomundaki kopya sayigisildiklerinin kapsaml birsekilde
calsilabilmesine imkan vermentir. iki calismada da tanimlanan kopya sayisgisi&li gi
insandaki kopya sayisi gigikliklerinin gercek sayisina gore beklentileriniatta gibi
oldugu disunulmektedir (86). Birkac yil sonra Redon ve arlgéata insan genomuna ait
daha kapsamh bir kopya sayisigdgklik haritasi yayinlamgtir. Bu calgmada farkh
atalardan gelen dort populasyondan (Hap Map kofeksi) 270 sglikli bireyin DNA’sI 2
farkl array platformu ile (Affymetrix 500K EA SNRrray ve Whole genom etile path
(WGPT BAC array) ile KSD’lerin genom boyu o6zellikieanaliz edilmg olupKSD’ler
kompleksliklerine ve kayip ya da kazang durumlarnirgore farkl tiplere
siniflandinimglardiriki metod da bu dssiklikleri belirleyebimis ve bir ¢ok ydnden
birbirini tamamlamgtir. SNP arrayler ilgili bélgelerdeki daha kicuk pya sayisi
degisikliklerini belirlemeye daha @limli iken WGTP platformu daha gepive daha
kompleks kopya sayisi ggikliklerini belirlemede daha kullaghdir. iki platform ile
toplam 1447 farkhh KSD bdélgesi (KSDB) tanimlargtm. Bu calsmada tanimlanan KSD

32



bdlgeleri insan genomunun %12'sini (360 Mb) kapsesar. KSDB’lerin d&ilimin tim
genom goruntisine bakigginda genom boyunca her yerde olabildikleri ve genom
boyunca heterojen @ddigi gézlenmgtir. Bazi KSD bdélgeleri yan yana siralarki veya
daha fazla KSD igermektedir. Ogfie bir bireyde kiicik bir delesyon @ bir bireyde
geng bir duplikasyonla icice olabilir bunlar iki farkblay olmakla birlikte bunlar tek bir
KSD bdlgesinde birlgmistir. Tanimlanan bu KSD’lerin yak$gk %24’G 6nceden tanimli
segmental duplikasyonlarin yakininda lokalize @ldugorilmigtir. Bu segmental
duplikasyon bdlgerinin yakinindaki KSD’lerin noreik homolog rekombinasyon ile
mekanizmasi ile okabilecgi duUsunidlmektedir. Redon ve arkKSD’leri bes sinifta

siniflandirmglardir.

1) Delesyonlar

2) Duplikasyonlar

3) Ayni lokustaki delesyon ve duplikasyonlar
4) Multialelik lokus

5) Dogasli net belli olmayan ayirmasi gu¢ komplex lokuslar

KSD’ler genellikle genin dinda bulunmay: tercih etselerde KSD’lerin yakka%40’ 1|
genlerdedir. Bu 1447 CNV bdlgesinin GO anlizlernsounda kapsagh genler en ¢ok
(most enriched) hiicre adezyonu ile ilgilidir. Ndegblojik proses de yuksek derecede
zenginlamis GO kategorisinde yer almaktadir. Redon ve arilada2908 refseq (NCBI)
gen ve 285 OMIM geni insan hastaliklari ileskisini tespit etmglerdir.Elde ettikleri
sonuclarin insan genomunda KSD’lerin ilk kapsamaritasini olgturdusunu ileri
surmgler ve genom yapisi ve hastaliklari gaalarinda 6nemli bir kaynak olggal
disinmektedirler (85).

2.3.3.1.1.1.Kopya sayis! @ssikliklerinin potansiyel olu sum mekanizmalari

Kopya sayisi désikliklerinin olusumu ile ilgili birkag mekanizma 6nerilmekle birlet
acik olmayan pek cok nokta barindirmaktadir ve lyala bilgilere ihtiya¢ duymaktadir.
KSD’lerin segmental duplikasyon bdlgelerinin yakiwda veya icinde oklimayi tercih
ettikleri gdsterilmgtir (87). Segmental duplikasyon DNA dizilerinin andé tekrarlari
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aracilgl ile ortaya cikmaktadir ve sonraki yeniden duzemielerle farkli kromozomal
pozisyonlarda duplike diziler ojmaktadir (88). Hucresel mitozun metafaz safhasi
boyunca anne ve babadan gelen kromozomlar dizi tupsioile eslesir ve kromozom
ciftleri arasinda homolog rekombinasyon gercgkiekle birlikte segmental duplikasyon
varsa orda normalde olmayacak “crossoverisldia bu da non alelik homolog
rekombinasyon olarak ifade edilmekedir. Sonu¢ &ldra bdlgede delesyonlar veya daha
ileri duplikasyonlar meydana gelir. Boylece norrd®A kopya sayisi dg@smekte ve ilgili
lokusdaki dgisiklik ortaya cikmaktadir. Bununla birlikte KSD aslumunda NHAR
(Nonhomolog Allellic Recombination) ve NHEJ (Nonholomg End Joining Mechanism)
mekanizmalarininda etkili olgu belirtiimektedir. KSD’lerin olgumu kalitimsal olabildi

gibi de novo mutasyonlar ile de gercealdieilmektedir (88).

2.3.3.1.1.2.Kopya sayisiI @ssimlerinin gen ifadesi Gzerindeki etkileri

Insan popiilasyonunda fenotipik varyasyonun genetiketini anlamak insan gengitiin

en onemli hedeflerinden bir tanesidir ve bu noktgda regulasyonundaki varyasyonun
temelinin anlailmasinda gen ifadesi sorgulatm (86). Sabit bir durumda ayni tarin
bireyleri arasindaki mRNA seviyelerinin glmdan analizibireyler arasinda mRNA
miktarinin farkh oldgunu goésternsgtir ki bu da genetik varyasyonun bir hiicrede mRNA
miktari Uzerinde etkisi oldiunu digundurmigtir (89). Gen ifade seviyelerindeki
degisiklikte duzenleyici @n etkili oldusu disunidlmekle beraber genetik varyantlarin
dogasinin anlgilmasiyla birlikte gen ifade seviyelerini de etkiieri 6ne surilmektedir.
Kopya sayisi d#sikliklerinin kesfi ve zaman icinde artan bilgiler genomda yaygin
olduklarini gostermsi olmakla birlikte kodlayici bdlgenin dizisini ggtirerek ve
regulasyonunu bozarak gen dozajingigirmektedirler (86). Bir bgka ifadeyle KSD’ler

iki sekilde gen ekspresyonunu etkilemektedir:

1) Belirli bir genin kopya sayisini dstirerek gen ifade seviyesini gaudan

etkileyebilir.

2) KSD ‘ler transkripsiyonel elementleri indirekt odd etkileyerek pozisyonel etki ile
gen ekspresyon miktarinin gemesine neden olabilirler. Orpi@ repressor

elementteki bir delesyon, ilgili gendeki ekspresgeniyesini artirabilir (90).
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Stranger ve arkad@ari 210 bireyin lenfoblastoid hiicre hatlarinda RN#azinda
calismiglar ve KSD etkisine dayandirilan yakla 15000 genin %18’inde gen ekspresyonu
farkhligr gozlemslerdir. Bu calsma TNP ve KSD’lerin gen ifadesine etkisini gosteil&n
calismadir(86). 2013 yilinda Yang ve arkaldaunin calsmasinda WWOX genindeki
kopya sayisi dgsiminin (CNV-67048) gen ifadesindeki ggiklikte etkili oldugu
belirtiimektedir (91). Yine Li ve arkadkrinin calgmalarinda sporadik Alzheimer
hastalginda CREB1 geninin ifadesinin kopya sayisgigi&li ginden etkilendii tespit
edilmistir (92).

2.3.3.1.1.3.Kopya sayisi @ssikliklerinin hastaliklarla ili skisi, kanser icin anlami

Son zamanlarda kopya sayisi ggelikleri tanimlanmg olup bunlarin  bir kismi
polimorfizm olarak kendini gdsterirken yapilan pekk calgmada da kanser gkisi
saptanmy bir ¢ok gen, hastalik Bntih ve hastalik yatkinlik genlerinde de KSD
sergileyen bolgeler bulunmgiwr (Sekil 2.11.). Orngin kopya sayisi dsgsikliklerinin
norolojik hastaliklar ve l6semi (83,84), otizm, ratoid artrid,sizofreni (93,94) gibi pek
cok kompleks hastalikla gkisi rapor edilmgtir. Bununla birlikte EGFR kopya sayisinin
kiguk hucreli olmayan akger kanserinde normalden fazla olakiidve bunun gefitinib
duyarlilig! ile anlamli ilgkisinin olduysu ortaya konmg olup EGFR kopya sayisinin
hastalardaki gefitinib duyarlginda etkili bir molekuler belirte¢ olabilegievurgulanmstir;
ayrica HIV enfeksiyonuna yakalanmada CCL3L1 genipitksek kopya sayisinin bu
hastalik icin insanlari daha duyarl kgdgdsterilmstir (95,96).
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Sekil 2.11.Kopya sayisi dgisikli i ve hastaliklarla iliskisine 6rnek ¢alsmalar (Almal,
2011'den dgistirilerek alinmi stir).

Kopya sayisi d&sikliklerinin hastaliklar Gzerindeki etkileri birkagolla olmaktadir:

1. Kopya sayisi désiklikleri delseyon veya insersiyon yoluyla gen dpzadogrudan
etkileyebilirler ki gen ifadesindeki @eimle sonucglanan bu durum genetik hastaliklarin
potansiyel bir sebebi olabilmektedir. Ogive amplifikasyonlar yuziinden onkogenlerin
kopya sayisinda astiolabilecgi gibi timor baskilayici genlerde delesyonlar néglen

fonksiyon kaybi gorulebilmektedir.

2. Degisiklikler regulatér elementleri etkileyerek gen i&gini dolayli yoldan

etkileyerek hastalik olwmunda katki sahibi olabilirler.

36



3. Normalde tek bgna bir etken olamayan gaiklik baska bir desisiklikle
kombinasyon olgturup bir kompleks hastalik etkeni olarak «aviza ¢ikabilir.

4. Kopya sayisi désiklikleri hastaliklar icin yatkinlik parametresiaddilir ve diger

genetik ve cevresel faktorlerle birlikte hastalrkiagorilmesinde etken olabilir.

Gen kopya sayl dgsimleri kanser hicrelerinde de siklikla kaniza ¢ikmakta olup.
kromozomal anomaliler kanserin ilerlemesinde veoganezisinde o©6nemli bir rol
oynamaktadir. Amplifikasyonlar yiiziinden onkogemeéspya sayisinda agtolabilecei
gibi timor baskilayici genlerde delesyonlar nedenignksiyon kaybi goérilebilmektedir.
Bu durum KSD’lerin genom boyu dizenlginin kompleks oldgunu ve kefedilecek pek
cok islevinin olabilecgine yonelik sorular ortaya koymaktadir ki bu nolgdad
gerceklgtirilecek calgmalar tani ve tedaviye yansiyacak ©Onemli bilgilertapa
koyabilecektir (97).

Shlien ve arkaddarinin yaptiklari cagmada 770 s#ikl bireyin genomunda 49 kanser
geninin bir KSD ile caktigi goOsterilmgtir. Ayni zamanda genomik varyasyonlar
veritabanina (Database of Genomic Variations, DGY¥gre kanser ile ikili
genlerin %401 KSD’ler tarafindan kesintiygnamaktadir. Bu veritabaningabat 2008'de
girilen son 10 cajma deerlendirilmis olup; apoptozis, hiicre dongusu kontrolii ve DNA
onarimi glevleri ve ¢ok sayida translokasyon ve flizyon gamaklarini iceren pek ¢ok
tumor baskilayici genlerin ve onkogenlerin bulufdg6zlenmgtir.Bu noktada genlerin
hangilerinin gen dozajina duyarh olduklari ve bapka sayisi dasikliklerini iceren
dokularin hangilerinin malign doégiime yatkin olaganin tanimlanmasi 6nem
kazanmaktadir. MLLT4 geninde saptanan bir kansdd’Ki9Li-Fraumeni (LFS) sendromu
ile iliskili bulunmus olup bu KSD'nin siklgl LFS olgularinda saikh populasyondan daha
yuksek bulunmasi bu kapsama ornefkiteetmektedir (98). Frank ve arkadarinin 593
meme kanseri olgulariyla gerceftiedikleri calismalarinda mitokondriyal tumor
baskilayici (Mtusl) genindeki kiiciik bir delesyorailesel meme kanseri ile gkisi tepit
edilmistir (99). Cheng ve arkagiarinin 25 cift mide kanserinde aCGH yontemi ile
gerceklatirdikleri calismada kanserle gkili 11 kayda dger lokus oldgu belirtiimektedir
(100). Human epidermal growth factor receptor 2 R2E amplifiye ve HER2 negatif
meme kanserli olgularda yapilan bir galada ise kopya sayisi kayip ve kazancindan

etkilenmig 36 bolge tanimlanmiolup tumor alttipleri ile ilgkilendirilmistir (101). Yine
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Park ve arkadgarinin mide kanseri ile gercektedikleri ¢calismada 8 tanesi yeni toplam
20 kopya sayis! @gsikli gi kanserle ilgkilendirilmis olup bu yeni KSD’lerin kaunlastirmal
genomik analizlerde mide kanseri spesifik genle@giminde kullanilabilecekleri ifade
edilmistir (102). Bir bgka calsmada ise meme kanserinde kopya sayigistkdiklerin gen
ifade profilini etkiledgi ve bu durumun kanser gghi ve ilerlemesine katkida bulungu
ortaya konmsgtur (58). Weir ve arkadéarinin akcger adenokarsinom orpe ile
gerceklatirdikleri calismada kanserle ikili 7 delesyon, 24 amplifasyon bulunmakla
birlikte en anlamli amplifikasyonuNK X2-1 isimli yeni bir onkogenin bulungw 14q13.3
bblgesinde yer al@i gosterilmgtir (103). Glioblastoma 0Orneklerinde kopya sayisi
degisikli gi, metilasyon profili ve gen ekspresyon versinintegme edildii calismada
retinoblastomada p53 sinyal yglave reseptor tirozin kinaz ygienin desistigi gézlenmg

olup bu dgisikliklerin kanserle ilgili old@gu vurgulanmgtir (104).

Kopya sayisi d&simlerinin tespiti ve ginimuze kadar yapilan gaklar bu dgisimlerin
hastalga yatkinlik, hastagia sebep, ilaclara cevap gibi pek ¢cok 6nemglikacin etkili bir
parametre oldgu ortaya konmg olmasi bu dgsikliklerin varyasyonlarin énemli bir
parcas! oldgunu go6sternstir (105). Bu dgisikliklerin  6neminin  gosterildii
hastaliklardan bir tanesi de yukarida ifade egiildjibi kanserdir. Kanserin temelinin
anlsgilmasinda barindirgi genetik defektlerin karakterizasyonun bir ihtiyaddugu

noktada bu d@sikliklerin bu temelde ne anlam ifade gitiin ¢coztimlemesi icin :

1. Kansere yatkinlikta kopya sayisigdgkliklerinin rolleri nelerdir? Risk olsgumunda
bu varyasyon tipi nasil kullanilabilir?

2. Hangi kanser ifikili genler kopya sayisi gesikliklerinden etkilenmektedir?

3. Neoplastik gelimde gen ifadesi ve ger genetik mekanizmalarla beraber nasil bir

etkilesim icindedirler?

4. Henlz balangic gaamasindaki kanser hicreleri bu delesyon ve insarkay
tumorigenezisin  ve tumor @galmasinin  indiklenmesi veya hizlanmasinda
kullanmakta midir?

gibi sorularin tam analamiyala cevaplanmasi ger&iede. Bu noktada kopya sayi

degisimleri kansere vyatkinlkta, kkangicinda ilerlemesi ve yayllmasinda bir belirtec
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olarak kullanim alani yaratabilgi gibi kanser kopya sayisi gigikliklerinin icinde yer
aldigi ya da etkiledii genler tedavi icin yeni ila¢c hedefleri olabilieg). Bu sorularin

¢6zimlenmesi adina gercekletirilecek gaklar bliyuk dnem arz etmektedir.

2.3.3.1.1.4.Kanserde kopya sayisi gigikliklerin analizinde kullanilan y6ntem ve

stratejiler:CGH ve mikrodizin uygulamalari

Molekuler sitogenetik, klasik sitogenetik ile modenolekiler biyoloji arasindaki bluga
kopri olmayr amacglamaktadir. Genelde dengesiz kromo materyalinin analizinde
FISH, BAC array, arrayCGH (aCGH) gibi teknikler kullaniimaktadir (106).Bu lGénde
analizlerde kullanilan bu tekniklerin ggin hikayeleri ve kopya sayisi ggiklik
tespitinde hangi yontemin ve stratejinin ne der&en oldigu tartsiimistir.

Genomdaki kopya sayisi gleiklikler gibi yapisal dgisiklikler (kromozmal anomaliler,
amplifikasyon ve delesyonlar...) solid timorlerin &ateristik 6zelliklerindendir Sekil
2.12). Bu genetik anomalilerin tanimlanmasi sonlagdbkanserin  okumundaki
mekanizmalarin daha iyi aglémasinda ardirmalardaki merkezi noktardan bir tanesini
olusturmaktadir (107).
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Sekil 2.12. Normal (A) ve kanserli hiicrelerin (B) kayotip 6rne gi (hewscenter.berkeley.edu
adresinden alintidir).

Bundan yaklak 50 yil 6nce insan sitogengitiile birlikte kromozomal defektlerin

tanimlanmasi mumkin hale geltm. Bu amag¢ dgrultusunda getirilen en eski teknik
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1950’lerin sonlarinda tagtigimiz karyotiplendirme olup kanser ve konjenital thhklar
gibi pek ¢cok hastalikta spesifik kromozomal anotealiespit edilmgtir. Ancak bu teknik
cozanarlukle ilgili  6nemli sinirlamalar barindirmtak kicik anomaliler tespit
edilememektedir (108,109). Sire¢ icinde bu dururistesinden gelmek icin floresan in
sutu hibridizasyon (FISH) gibi yeni sitogenetik méier gelitirilmistir. Kromozom
bolgesi spesifik floresansaretli problarin kullanimina dayanan bu teknik leekdn
anomalilere ait tip ve lokasyon icin 6n bilgi ibign duymakta olup tek seferde
calisilabilecek kromozom lokus sayisi sinirhdir (108992 yilinda kallioniemi ve
arkadalari kagilastirmal genomik hibridizasyon (comperative genomic
hybridization=CGH) verdikleri yeni bir kromozom dizateknigi gelistirmislerdir (110).

CGH, konvansiyonel sitogenetik ve floresans in diibridizasyonda (FISH) gorilen
zorluklari kompanse etmek icin ggirilmis bir molekller sitogenetik tekniktir.
Konvansiyonel CGH DNA kopya sayisi ggkliklerini haritalayan ve tespit eden bir
molekdler sitogenetik tekniktir. Bu yaklanda;sirasiyla y@ ve kirmizi renk ile boyanan
test orngi (tumorli 6rnek) ve referansin (normal 6rnek) geilo DNA’larinin metafaz
kromozomlarina in situ hibridizasyonu sonucu h&#\’ sinda kromozomal kayip (loss)
veya belli bir bolgenin amplifikasyonunun (gain) sggrilmesi so6z konusudur.
Hibridizasyonun ardindan her iki floresan sinyategérunttler elde edilirsgkil 2.13.) ve
her kromozom boyunce test /referans hibridizasyoyas orani dijital olarak olcalur. Her
iki sinyalin esit oldugu bolgeler sari/turuncu renk ile algilanirken odamlir. Delesyona
ugrams bolgeler kirmizi renk olarak algilanir ve oran #&e&n amplifikasyon goérilen
bdlgeler yail renk olarak algilanmakta ve oran >1 olaralgeiendiriimektedir. Bylece
CGH ile tek adimda butliin genom taranabilmekte venabile anormal genom arasindaki
kopya sayisi farkliliklari hizli bigekilde belirlenip haritalandiriimaktadir. CGH, tdme
aragtirmalardan klinik cakmalara kadar gegibir uygulama alani potansiyeline sahiptir;
Ozellikle timor geneginde ¢cok ygun olarak kullaniimaktadir (108,109). Bununla Igitg
klinik uygulamalarda CGH tekginin rezolisyonu <5-10 Mb g@ssiklikliklerin tespitinde
yetersiz kalmaktadir. Son zamanlarda konvansiy@@H ve FISH tekrginin rezollsyon
kombinasyonu olarak gorilen mikrodizin tabanli CGiHay CGH (aCGH) bu alanda
yerini almg olup Kklinik genetikte DNA kopya sayisi gleikliklerinin analizinde yuksek
potansiyelle 6n plana ¢ikgtir (108).
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normal DNA,

Normal metafaz
kromozomu

normal amplifikasyon delesvon
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B Konazs isaretli = Yesil isaretli (= Komuzi-Yesil kansikc
floresan prob floresan prob florokrom
san-turuncu

Sekil 2.13. Karsilastirmali  genomik  hibridizasyon teknigi sematik gosterimi
(www.wikilectures.eu adresinden alintidir.)

Solinas ve arkag#r ile Pinkel ve arkaddtarinin b&msiz calgmalari aCGH ile
tangsmamizi s@lamistir (111,112). Bu teknikte hibridizasyon, konvamsigl CGH’'in
aksine metafaz kromozomlar ileglebir array Gzerindeki haritalansmDNA klonlari ile
gerceklgmektedir ve kromozomlar artik mikroskopta gorulededyutta dgildir. Bu
stratejide; Cy3ilegaretli hasta genomik DNA'sI ile ayni miktardakiKarbir florasan boya
(Cy5) ile waretli kontrol DNA’sigenomik fragmentlerin spotlagd arraylere
birliktehibridize edilmektedirler. Spotlardan gel@oresan ygunlugu Cy3 icin 532 nm
dalga boyunda olculirken Cy5 icin 635 nm’dir. Bb@yanin bir spottan gelen floresan
yogunlugu esit ise o bolge icin hasta DNA’sinda bir gigklik olmadigi normal ile
dengede oldgu bilgisi elde edilir. Bu floresan boyalardan ahnainyalin orani gk
deserinin Gzerindeyse bir amplifikasyon durumuna;rala ise delesyon durumungariet
etmektedir (109). Konvansiyonel CGH ve aCGH'ingdastirmali sematik gosterimgekil
2.14’de sunulmgtur.
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CHUME L

Sekil 2.14. Konvansiyonel CGH ve aCGH’in kasllastirmali sematik gosterimi (Reis-Filho,
2005 den dgistirilerek alinmi stir).

aCGH tekngi; BAC array, cDNA array ve TNP mikrodizinlerini gaamaktadir (108)lk
array bazli platform binlerce b¢ uzuglinda BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) ve
YAC (YeastArtificial Chromosomes) problarinin kullani ve ortalama birkac mb’lik
¢cozunurlukteki BAC arraylerdir. Bu uzun problar dalkisa olanlarina gore yuksek
spesifikliktedir ve daha kesin olmakla birlikte pe@k uygulama igin ¢ozinurga yeterli
degildir.Daha sonrasinda daha kisa (130-600 bp) fosraidosmid klonlar kullaniingtir.
Bazi laboratuvarlar ise ekspresyon profilleme igizayn edilms cDNA arrayleri
kromozomal kopya sayisi gigikliklerinin 6lgciiminde kullanngiardir. Geng ulasilablir
platformlarin acikigini daha yuksek ¢ozunurlikteki oligonikleotid telmelikrodizinler
kapatmstir. Bu platformalar, array Uzerindeki 25-85 mek ek zincirli oligontkleotidler
ile karakterizedir. Bu alanda Affymetrix (25 mefygilent (60 mer) ve NimbleGen (45-85
mer)markalari 6n plandadir. Béylece aCGH teknadgjildeki ilerleme konvansiyonelden
sonra BAC arraylerden (~50-100 kb c¢ozunurlik) atigkleotid arraylere (~2-10 kb
¢6zUn0rluk) d@ru bir gelsim gostermgtir. Son dénemlerde TNP mikrodizinleri de
kanserli ve pek cok hastalik sg&i icin dokulardaki hasar profilini belirlemek amgla
kopya sayisi desikligi analizlerinde kullanilabilmektedir. TNP mikrodmteri gucli
genomik analiz araclarndir (113).
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2.3.3.1.1.4.1.Kanser, kopya sayisi gigiklikleri ve TNP mikrodizinlerinin bulu smasi

Tuamorian gekiminde; amplifikasyon, delesyon, nokta mutasyonlaitranslokasyon gibi
genomik dgisikliklerin birikmesinin 6énemli bir faktor oldgu bilinmektedir. Bu molekdler
genetik dgisikliklerin aydinlatilmasi tarihte onkogen ve tuntiaskilayici gen gibi kanser
gelisiminde etkin genlerin tanimlanmasiyla sonuclagimiBunun en iyi 6rneklerinden bir
tanesini meme kanserinde amplifiye boélgelerin kimakasyonu sonucu Her-2/Neu ve c-
Myc gibi 6nemli onkogenlerin tespit edilmesi verrtexkr. Mikrodizin aCGH c¢ok sayida
kanser cabmasinda verd tekrarlanabilir sonuclarla uygulanabilgni gostermitir.
Kanser geneginde TNP aCGH uygulamalari:

> Dengesiz genomik yeniden duzenlemeler icin siklikladef olan noktalari
karakterize etmek,

> Kanser geliimine etkili spesifik genleritespit etmek ve etkisncelemek,

> Kanserin klonal gejiminde, karsinogenezis ve timor progresyonunda tdene
desisiklikleri ayirmak ,

> Kantitatif genomik dgisiklilere karsan yeni gen iceren kromozomal bolgeleri
belirlemek,

> Subklasifikasyon ve kanserin prognostikgedendiriimesini gercekktirmek gibi
pek cok baligl kapsamaktadir (114, 115).

Ilk TNP array 558 lokusun taranabiidibir mikrodizin olup 1998 yilinda kullanima
sunulmytur. 2000 yilinda ise TNP mikrodizinleri ilk defairbkanser cakmasinda
kullanilmstir.  Lindblad-Toh ve arkadgéari insan kanserlerinde LOH analizi
gerceklgtirmislerdir (116). Rubin ve arkadiarinin prostat kanserinde TNP mikrodizinleri
ile gerceklgtirdikleri calismada TPD52 genini iceren 8921 bdlgesinde kopyassaia
artis gorundigl tespit edilmj ve bu amplifikasyonun prostat kanser gelinde 6nemli
roli oldusu belirtilmistir (117). Lassmann ve arkagdiar tarafindan kolorektal kanserde
yaptiklari camadaonkogen tanimlamadasaali olunmutur. Bu calsmada 22 sporadik
kolorektal kanser hastasi ticari mikrodizinlerleabmn edilmg ve karsinogenezis de dnemli
rolleri olan genlerde kopya sayisigigklikleri tanimlamstir (118). Bir baka calsma,
Paris ve arkaddari tarafindan aCGH teknolojisi nasil gélilir zerine olmutur. Prostat

tumor FFPE orneklerinde aCGH ve oligonukleotit aC@ygulanmgtir. Bu calsmada
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gelisen teknoloji TNP aCGH’in timér genomunu karakteriganede daha barili
oldugunu gostermsitir (119).31 over kanserli olguda gercekielen bir calsmada %19.5
frekansla 19p13.12 bdlgesindeki bir amplifikasyondmemli oldgu tespit edilmj ve
sonrasinda gercekkirilen gen ifade analizi ¢caimalari ile bu bdlgedeki Notch 3 genin bu
amplifikasyondan en cok etkilerggi ve bu genin over kanseri i¢in kullanilabilecek
terapotik yaklaimlar icin bir hedef olabilegg ifade edilmitir (120) Bu cercevede daha
pek cok cakma mevcut olup; kadastirmali genomik hibridizasyon ile kompleks ve
multifaktoriyel bir hastalik olan kanserde sik déri yapisal d@sikliklerin genom
ebadinda yuksek rezolisyonla incelenebiiecee kanserin bgangici, ilerlemesi ve
tedavisi icin dnemli bilgiler sunabilegegtsteriimektedir.

2.3.3.1.1.4.1. Bir TNP mikrodizin “Affymetrix SNP 6.0 array” ve kopya sayisl
degisiklik analizi

Yuksek c¢ozunurlaklt oligonukleotid arrayler; kopysayisi dgisikligi genom boyu
ili skilendirme analizi gibi pek cok genom boyu analialignasinda kullaniimaktadir.
Affymetrix firmasinin en son piyasaya sugdligenom boyu genotiplendirme plaformu
“Genome-Wide SNP 6.0 arraylerdir.” Tez kapsaminolpyia sayisi desiklik analizleri de
bu array tipi ile gercekigirildi ginden dolayr bu bélimde bu array tipi ile ilgilildpier
sunulmytur. Bu array’in 2 6nemli avantaji vardir. Birisgigenomu ytiksek ¢cozunurlikte
kapsamasi, ikincisi ise ¢iikk miktarda DNA materyali ile B@nmasi (121). SNP 6.0
Array’ler 906.600 TNP ve 946.000 kopya sayistigi&li gi probu olmak Uzere toplari.8
milyon genetik belirte¢ icermektedir. Gen ifade roittizinlerinde oldgu gibi problar 25
b¢ uzunlgundadir. Bu mikrodizin platformunun genetiplendérmarray’lerinden 10K,
100K ve 500Kmodelleri eski jenerasyon, SNP5.0 W& #&vraylere ise yeni jenerasyon
olarak isimlendiriimektedir ki bu modellerin probizdynlari da farkhdir. Eski
jenerasyonda her bir alel icin PM ve MM olmak Uzdre cift prob bulunmakta ve
budurum “quartet” olarak isimlendiriimektedir. Aga bu array modelleri SNP’in (-4,-2,-
1,0,+1,+3,+4) lokasyonuna goére coklu kuartet’ley igermektedir. Bu problar DNA'da
hem ters zincir hem de diz zincir icin sentezlenmdbdylece bir SNP 4(quartet) X
7(farkh pozisyonlar) X 2(ters-diiz zincir) =56 pradlzayn edilir. Bununla birlikte her iki
alel icin 14 kuartet (PM) derlendirilip en iyi 10 tanesi secilmektedir. Aypey MM

problari icinde yapilir ve her bir TNP hem ters heendiiz zincirde olmak Uzere topla 40
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prob ile temsil edilir.Yeni nesil array’lerde isalgiizca PM problar kulaniimaktadir. Ayni
zamanda her bir probun 3-4 tekrari bulunmakla ETddNA'NIN tek zinciri tGzerinden
dizayn gerceklgr (Sekil 2.15.) SNP 6.0 arrayler tzerindeki kopya sagreblarin 5.677
tanesi genomik varyasyon veitabaninda yer alamdnlidgisikliklerdir. Kopya sayisi
desisikligi ve TNP’in kombinlendii bu array ile genom 680 bp araliklarla taranmaktad
(121).

CGTGTAATTGAACC

sCACALLTAACLIGG

GCACALCAACLLIGG

CGTGTAGTTGAACC

CCCCGTAAAGTACT

Sekil 2.15.Affymetrix TNP array dizayni (Neuvial 2012’den alintidir).

Bu array de prosedir 500 ng genomik DNA ilgl@mmaktaolup, Nspl ve Styl restriksiyon
enzimleri ile kesilir ve 4 baz ciftlik “overhang®&rli taniyan adaptérler (Nsp adaptor/Sty
adaptor) bglanir. Adaptor takilh DNA fragmentlerinin amplifisgonunda adaptor sekansi
taniyan genel bir primer kullanilir. PZR (polimerancir reaksiyonu) samasinda 200-
1.100 baz cifti arasi fragmentler amplifiye edilraha sonra her bir restriksiyon enzimi ile
reaksiyonlari gercekig@rilen ve amplifiye edilen PZR urUnleri bigerilir ve purifiye
edilirler. Cagzaltilan genomik DNA daha sonra fragmente edilggretlenir ve array’e
hibridize edilir. Hibridize edilen 6rnekler taraktan sonra her bir probdan gelen sinyal
intensitesi olcultr ve ilgili algoritmalar ile véer dezserlendirilir (121). Bu noktada siklikla
her prob igin sinyal intensitesinin log orani hdaap ve hedeflenen bdlge icin hedefin
referansa gore 3d olarak gorilen “0” dan sapmalar kopya sayisgiglkligi olarak
deserlendirilir. SNP 6.0 verisi icin pek cok sayidaadm algoritmasi ve yazilimlari

mevcuttur. Affymetrix uyumlu yazilimlar: Partek Gmnics solution, Nexus CGH, Helix
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Tree Genetics analysis software, QuantiSNP, Penn@NAG, dChip, aroma.affymetrix,
Bioconductor paketleri (DNA copy, copynumber, CGHanapCGH...).

Tarama gleminin ardindan elde edilen veri Gzerinden ilkrakageri plan dizenlenmesi,
(background adjustment), normalizasyon ve 6zetl¢suenmarization) basamaklarindan
olusan Ongleme analizleri gercelgarilir. Spotlardan gelen sinyaller o zaman sadece
veriye ait olmayip;garetli 6rneklerin spesifik olmayan glanmalari, yikamasamasindan
barindirmaktadir. Gercek veriden gelen sinyallenvaliz edilebilmesi icin bu geri plan
gurulttst bu adimla elemeine edilmektedir. Nornadiwn adiminin amaci ise
orneklerdeki biyolojik olmayan yeni teknik kaynakarkliliklarin ortadan kaldiriimasive
arrayleri kagilastirilabilir hale getirmektir. Ozetleme basagnada ise kopya sayisi ve SNP
problari icin ayri ayri problarin intensitelerindgelen dgerler tek bir dger olarak elde
edilir (122).

Kopya sayisi tespitinde kullanilan algoritmalar isgcular binary segmentasyon (CBS)”
ve “Hidden-Markov model (HMM)” olmak Uzere 2 anahbiaaltinda siniflandiriimaktadir.
Tez kapsaminda kullanilan segmentasyon metodue®Ilsh arkaddari tarafindan 2004
yilinda yayinladiklari makale ile sunulgtur. Bu metodda kogusuyla kagilastiridiginda
farkli bir kopya sayisinda yeni bir segment bulakedar ilgili bolge segmentlere
ayiriimaktadir. Béylece kromozom boyunca ayni kopgsusindaki bdlgeler segmentlere

ayrilmis olmaktadir (123).

Mikrodizin calismalarinda 6rnek tipi ve kalitesi dGnemli bir noklambutinlEi korunmuy
DNA tercih edilmektedir. Oysa pek cok hastaliktdugu gibi kanser ¢ajmalarinda da
formalinle fiksasyonu (sabitleme) yapilip parafiperlestirilen (Formalin-Fixed Paraffin
Embedded = FFPE) 6rnekler en gemateryal kayn@ani sunmaktadir. Bu noktada bu
orneklerin d@asi gergi mikrodizin calsmalarinda kullanimi uygun olmamakla birlikte
kanser cabmalarinda kullanilabilmesi camalara buylk avantaj gayacaktir. Bu
asamada gelinen noktgagida Ozetlennstir.
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2.3.3.1.1.5.CGH teknginde ve TNP mikrodizinlerinde arsiv materyallerinin kullanimi

FFPE oOrneklerden elde edilen DNA 6rneklerinin ddgralmasi,genelde giik miktarda
olmasi ve formalin fiksasyonu sonucu g@uo protein ve nikleik asitler arasindaki ¢capraz
baglarin enzimsel reaksiyonlari olumsuz etkilemesi sgik slem hacimli teknolojilerin
retrospektif cakmalarda kullanimini sinirlandirmaktadir (124). Bulau birlikte streg
icinde CGH tekniinin agiv materyallerine uygulanabilme olagilipek ¢ok timorde
retrospektif analize imkan tanighir. CGH, teknik acidan bir takim sinirlamalaraiptih
Analizin duyarhlgl, tumoér hdcrelerinin normal hicrelerle kontamir@asy tarafindan
engellenebilir. Bu durumda mikrodiseksiyon ile timtaicrelerinin ayrilmasi non-tumor

hiicrelerin kontaminasyonunu engelleyecektir (114).

Tamorler icin en gegi DNA kaynaini FFPE &iv materyalleri olgturmaktadir. FFPE
dokularinin kaynak olarak kullanimi pek cok avantsg bereberinde getirmektedir. Bir
yandan bu dokular kaynak acisindamamaz bir sikinti olgturmaz iken dier yandan
detayl histolojik ve fenotipik karakterizasyonlayapiimstir. aCGH cakmalarinda da
kullanimlari bu agidan son derece yararli olacaBathnson ve arkaglarinin 2006 yilinda
yaptiklari bir cagmada FFPE dokularindan izole edilen DNA ile 300dem daha uzun
fragmentlerin PCR amplifikasyonu gerceftiamis olup tekrarlanabilir yiksek kalitede
aCGH verisi sgladiklarini belirtmglerdir (125). Cok yeni olmakla birlikte son gahalar
kromozomal anomalilerin yiksek c¢6zunurlikli genonpiofillenmesine imkan veren
SNP-aCGH ile FFPE doku o6rneklerinin bu alanda kulidbileceini valide eder
niteliktedir. Argsiv materyalleri ile ilgili en énemli problem degraslyondur. Ancak son
calismalarda da gosterilgii Gzere gerek genomik DNA amplifikasyonu gerekseaar
prosediur ve analizlerine getirilen modifikasyonkayesinde bu problemin Ustesinden
gelmek yoninde dnemli adimlar atiktm (124,126,127,128). Bunun guzel érneklerinden
birisi de Tuefferd ve arkadiarinin 15 adet akger timoérine ait taze dondurulsndokular

ve onlarin ¢li FFPE o6rnekleriyle ve Affymetrix marka en son @daya surulen geinis
array tipi “Genome wide human SNP 6.0” ile gercgtiidikleri ¢calisma sunmaktadir. Bu
calisma ile ve rapor ettikleri PZR, fragmentasyon ve liznasamalari optimizasyon
uygulamalarn ile FFPE materyaller ilesbali mikrodizin sonuclarinin elde edilebiggi

gostermglerdir (124).
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2.3.3.2. Kanser genomunun ifade profili ve kanser ipolojisinde mikrodizin

uygulamalari

Genom hucreden hicreye sabit olmasinaikagen ekspresyon profili dinamik bir yapida
olup hicrenin tipi ve icinde bulungu kosullara gotre dgisebilen bir karakter
sergilemektedir. Bilim dinyasindaki 6nemli adimbmdoirisi olan insanin tim genom dizi
bilgisinin cikarilmasi beraberinde gahalara da genom boyu analizleri kagtm (20).
Buradan cilgla ¢cok sayida genin rol algli tumoér olyumunda mikrodizin teknolojisinin
kullanimi tek seferde binlerce geni tarayabilme amkile 6n plana c¢ikngiir. Mikrodizin
teknolojisi ile bir hicre populasyonundaki veya dolkrneindeki butin genlerin
ekspresyon paterninin ggnkapsamli bir resmi cizilmektedir. Mikrodizinlerar;, ayni
anda bircok gen ile ilgili bilgi alinmasi, hizli mac elde edilmesi yaninda kanser
biyolojisinde TNP ve mutasyon tanimlanmasi, timimfendirmasi, timor baskilayici
hedef genleri tanimlanmasi, kanser biyobelirteqrleate, ila¢ direnci,vb. pek cok sahada

uygulama alanina sahiptir (23).

2.3.3.2.1. Gen ifade ¢calmalarinda mikrodizin teknolojisi ve analizi

DNA mikrodizinlerinin temel konsepti komplementerNR veya DNA dizilerinin
baglanmasi ve hibridize olmasidir. Bu teknolojide ana&dilecek DNA molekdilleri belli
bir organize patern icinde kati destek ylzeyletatkemir ve array tzerindeki DNA’lara
hibrizide olan 6rnek DNA’lari analiz edilir. Bu ntdda sabitlenen DNA prob olarak
adlandirilirken;hibridize olan, DNA hedef olarakiméendiriimektedir. Bglanmanin
miktarinin dlgimunt yapabilmek icin hedef molekiilfeoresan veya radyoaktif olarak
isaretlenmektedir (130). Aslinda 1953 yilinda DNA'ngit zincirli heliks yapisinin
tanimlanmasi, birbirini tamamlayan zincirlerin hidize olmasi ve 1975 yilinda Ed
Southern, bu karakteristik 6zgiin, radyoaktif olarak garetlenmg kisa DNA dizileri
kullanilarak, DNA dizi analizinde kullanmasi (13by teknolojinin ortaya c¢ikmasinda

mirengi noktalari olmgtur.

Mikrodizin teknolojisinin ilk uygulamalari,hiicrelée gen ekspresyon seviyesinni

Olcimune yoneliktir ve cDNA mikrodizinler ve oligaikrodizinler olmak tzere kullanilan
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problar acisindan 2 ana sbi&a altinda dgerlendirilebilmektedirler (130). Bu alanda;
Stanford Universitesinden Patrick Brown, ve arkéata saflgtiriimis cDNA klonlarindan
PCR amplifikasyonu ile elde eitiDNA fragmentlerini bir robot yardimi ile mikrosgo
caminin Uzerine sabitleyerekilk cDNA mikrodizinkari (1995) uretmeleriyle 6nci
olmuslardir (20). ilk oligonukleotid temelli ekspresyon mikrodizinleise Affymetrix
firmasi tarafindan kullanima acilghir. 1990’larin bainda Steve Fodor ve arkatha!
(affymetrix) fotolitografik teknikle ¢ok sayida glnukleotidin kati ylizeye paralel sentezi
ile binlerce oligonukleotid problari iceren cam agfer Uretmg olup zaman icinde
“GeneChip” markasi altinda piyasaya sustatdir (132, 133). Tez c¢aimasi kapsaminda
bu marka mikrodizin kullanilgg icin bu platfom Uzerinden teknolojiS€kil 2.16.)

tanimlanmaya c¢alilmistir.

Hibridize edilmis prob,
Ge ip Prob Array'i

Tek zincirli hedef RNA ——>< _© ©
Oligonikleotit prob —

Spesifik bir oligonukleotidin
Milyonlarca kopyas:

>200,000 farkh
tamamlayici prob

Hibridize edilmisg prob dizilimi

Sekil 2.16. Affymetrix GeneChip yapisalsemasi (www.affymetrix.com adresinden alintidir)

Affymetrix mikrodizin gen ifade teknolojisinde aglar tzerinde 25 nikleotit uzunlukta
problar kullaniimaktadir. Genlerin ifade dizeylerdhgmek icin bu problarin kullaniid
array’'de duyarlilg ve tekrarlanabilirigi arttirmak amaciyla her bir gen 11-22 probile
temsil edilmektedir. Her bir gen icin chlurulan boyle prob gruplarina “prob
seti"denilmekte ve bu platformada bazi genler iginden fazla prob seti bulunmaktadir.
Her bir prob bir ¢ift probtan oluimaktadir. Bu prob ciftleri; tamgkesme gosteren “perfect
match” (PM) problari ile bu 25 bazlik probun 13.ziman farkli oldgu “mismatch
problari”” (MM)'ndan olgmaktadir. Bu dizayn; spesifik olmayan gtenmalardan
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olusabilecek yank pozitif dezerlendirmeleri engellemek amaciya yani 6zgin olmaya

hibridizasyonun tespiti icin gatirilmi stir (130) Sekil 2.17.).

mRNA referans dizisi

5

7
probe set [

Prob Cifti

A PM prob
MM prob

. \ | Perfect Match prob hiicresi

Mismatch prob hiicresi

Floresan yogunluk gorintisi

Sekil 2. 17.Affymetrix GeneChip prob dizayni (www.dKz.deadresinden alintidir.)

Bu teknoloji uygulamasi; c¢gllan mRNA ornginin ters transkripsiyon tekgi ile
cDNA'ya cevrilmesi ile bglayip in vitro transkripsiyon ile aRNA (amplified N®&)
sentezlenmesi ve biyotingaretli nikleotidlerin inkorporasyonu ile devam ekteglir.
Sonrasinda elde edilen aRNA'larin purifikasyonu fvagmentasyon reaksiyonlarinin
ardindan GeneChip array’e hibridize edilen ornekletaranmasi ile uygulama son
bulmaktadir. Taramasleminin ardindan gerceldilen farkl olarak ifade edilen gen
setinin tespiti ve sonrasinda verideki biyolojikamninin ¢ikariimasinda takip edilen analiz
yontemi calgmalarin amaci cercevesinde farkli uygulamalar vetsmler icermekle
birlikte bazi ana bdiklari kapsamaktadir. Bunlar: Ham verinin okunmasiri kalitesinin
deserlendirilmesi, verinin 6nsleme analizleri, farkli olarak ifade edilen gen isiet

belirlenmesi ve ileri gen ontoloji ve zengigmeeve yolak analizleri (134p€kil 2.18.).
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| Ham Veri |

l On isleme analizleri

\ islenmis veri
? Karsilastirma istatistigi
Coklu testile dogrulama

l Farkh ifade edilen genler l

Ifadesi artan /azalan genler,
Kimeleme analizi

Gen ifade paternlerinin
tanmmlanmasi

GO, DAVID, IPA, webgestaltvs.

Yolak Analizleri

Ontoloji. zenginlesme ve yolak
raporlanmin degerlendirilmesi

Genlerin Ozetlenmesi

En anlamh yolaklar, genler.
molekiler fonksiyonlar

Biyvolojik Anlam

Sekil 2.18. Mikrodizin veri analiz prosesi (Olson, P06’'dan desistirilerek alinmi stir).

Hibridize edilen array’lerin taranmasi ile ne kadaktarda hedefin her bir spotta hibridize
oldugu bilgisi elde edilir ve ilk olarak bu ham veri .DAuzantili dosyaya kaydedilir. DAT
dosyasindaki piksel verisinin nimerik vegklinde eldesi .CEL uzantili dosya ile elde
edilmektedir. Genlerin ifade @erlerinin dgru ve guvenilir elde edilmesi igin ogleme
metotlari ¢ok biyiik énem arz etmektedir. Gterne; Arkaplan c¢ikarimi (Backround
correction), normalizasyon (Normalization) ve 0gete (Summarization) olarak 3 ayri ana
baslik altinda dgerlendirimektedir (135). Spotlardan gelen sinyalfegu zaman sadece
veriye ait olmayip;garetli érneklerin spesifik olmayan glanmalari, ylkamasamasindan
kaynakli artiklar ve tarayici kaynakl optik gutulsebepli bir arka plan guriltisint de
barindirmaktadir. Dgru veri analizinde “background correction”shgi altinda bu guraltt
elemine edilir. Normalizasyon adiminin amaci iseeéterdeki gen ifade gerlerinin ayni
kosullarda elde edilememiolmasi (teknik farkliliklar) nedeniyle @ou kasilastirma
ortami yaratabilmek i¢in buteknik farkhliklari udastirilip arrayleri kagilastirilabilir hale
getirmektir. Her gen, prob seti dganiz 11-20 arasinda g@een sayidaki problarla ifade
edildiginden 6zetlemesamasinda ayni prob setine ait prob degerleri tekfdule deeri
vereceksekilde 6zetlenir (136). Orsleme algoritmalarinda temel olarak 3 tanesi dikkat
cekmektedir. Bunlar MAS5, RMA (Robust multiarraygatithm) ve MBEI (dChip) dir
(137). Daha sonra oglemesi yapilan veri ile ¢gimanin amaci dgrultusunda istatistiksel
analizlerle farkh olarak ifade edilen gen setlaglirlenir ve bu gen setinde gen ekspresyon

paternleri kiimeleme analizleri glmltusunda gercekgérilir. Bu asamadan sonra veri
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icindeki biyolojik anlamin ortaya c¢ikariimasi 6nd@mzanmaktadir. Bu noktada genler ve
bu genlerin biyolojik, hiicresel fonksiyonlari gipek cok acidan gerlendirildigi cesitli

veritabanlari mevcuttur. Bu araglar Uzerinden gdesérilen analizler sonucunda pek ¢ok
tanimlanmg biyolojik tema kombinlenip ¢alma kapsamindaki anlamh biyolojik hikaye

ortaya cikarilir.

2.3.3.2.2.Mikrodizin teknolojileri ile kanserin molekuler profilinin gikariimasi

Son yillarda mikrodizinler kullanilarak yapilan gdfade profili calsmalari, pek cok
malignitenin altinda yatan dnemli prosesleri anlanza yardimci olmgiur.Kanserde gen
ifade mikrodizinlerinin  kullanim alanlarini; moleleli  diyagnostik, molekdiler
karakterizasyon ve terapotik hedefskekapsaminda temel 3 e ve bunlarin alt
basliklari ile kategorize edebiliriz Sekil 2.19.) (134). Bu bgklar altinda
gerceklgtirilecek mikrodizin gen ifade camalari; timoér bglangic, gekim ve ilerlemesi
ayrica tedavi icin yeni seceneklerin gelilme potansiyeli yaratmasi acgisindan kanser
argtirmalari icinde kendine ayri bir yer edirgtm. Histolojik olarak benzer timorlerin
klinik davranglari ise siklikla farklidir. Ayrica bu camalar timorlerin molekdler
profillerine dayanan subklasifikasyonlari ve bu tiharin neden farkl davragi
sergilediklerine aciklik getirecektir (129,134). B@limde bazi ¢caimalar bu bgiklar
altinda o6rneklendirilngi olup; bahsi gecen atamalarda ©Onemli sonuclar ortaya

konmustur.

Mikrodizin Gen
ifade Analizi

Molekiiler Molekiiler Terapétik
Diyagnostik Karakterizasyon Hedef Kesfi

! ! !
~ Hastabk Alt

Tipleri
_(Smiflandirma)

Molekiiler i Yeni Tedavi
Evreleme ini Alternatifleri

Sekil 2.19. Gen ifade profilinin medikal onkolojide potansiyel klinik uygulamalari (Nannini
2009'dan degistirilerek alinmi stir).
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Yapilan calgmalarin birinde, 6zgin gen ekspresyon paternlexi kbhnser tiplerinin
siniflandirimasinin yapilip yapilamaygcaorusuna cevap aramngtr ve cevap olarak; 6n
bilgi olmadan (unsupervised) akut miyelositer 6s€&ML) ve akut lenfositik |6semi
(ALL) smniflandirilmasi verilmgtir. Beraberinde yeni hastalarda gdo sinif tahmini
yapilabilmgtir (138). Diger bir calgmada ise mikrodizin verileri yardimiyla molekuler
olarak farkl iki tip DLBCL (Diffuse large B-cellyimphoma) tanimlanmgtir. Ayrica
hastalarin tedavilere verdikleri farkli yanitlaiijrtorlerde molekiler farklilk olabilegai
disindUrmitar. Bu goéruntiden yola cikilarak varilan sonucdattulunan farkliliklarin,
tedaviye cevabi ve tumaorin farklhals durumunun bir géstergesi olglu ve bu durumun
klinik yansimalarinin da anlamli olgu bulunmgtur (139). Shipp ve arkaglarinin
yaptiklari bir cagmada ise tedaviye yanit veren hastalar ile 6letateas kagilastiriimasi
yapilims olup gen ifade diuzeylerinde farkliliklar tespitiledstir. Sonucta klinik olarak
farkli risk grubundaki hastalarin ayirt edilebilgites vurgu yapilmgtir (140).1yi ve kotii

iki prognostik gruba ayrilan 117 nod negatif menanderli hastadan alinan 6rneklerle
yurdatilen bir argtirmada gruplar arasindaki gen ekspresyon prdfilfeelenms ve koti
prognozun imzasini hiicre dongusi kontrol genleetastaz, invazyon ve anjiyogenezis ile
ilgili genlerin olwturdusu saptanngtir. Bulgularin  hastagin klinik sonuclarinin
tahmininde birer parametre olarak kullanilabi@aigorialmigtir (141).

Mikrodizin calsmalarindan gelen bilgiler biriktikce Kklinikte de kpgok timor tipine de
uygulanir hale gelngtir. Ornesin CLL hastalarinda ZAP-70 bir prognostik belirtel@rak
tanimlanmgtir (142). Bir dger drnekte ise kanser hastalari icin klinik labovatr servisi
veren ‘Genomic Health” sirketi, 447 meme tumoérli hasta ile gercgkheikleri
birbirinden b& msiz 3 farkli klinik gagma sonucu belirledikleri 250 aday gen arasindan
analiz sonucu 16 kanser gen paneli ve normalizagyorb gen icerefOncotype DXadini
verdikleri meme kanseri tarama testini glumuwlardir. Daha 6nce patent aknolan
Oncotype DXmeme kanser testine Amerika Patent ve Marka Ofesind yeni patent
verilmistir. Sirket Oncotype DXgen setini gegletmek icin KRAS gibi ek kanser
belirteclerini kapsama almayi planladiklarini ifaetenektedirler. Ayrica FDA, onaylagl
iki kolorektal kanser ilaci (Amgen's Vectibix ve BBYImClone's Erbitux ) igin tedaviye
baslanmadan 6nce KRAS mutasyonunun sardmasi gerekfiine vurgu yapmaktadir
(143). Bu sonuglar mikrodizin verilerinin ortay&agracgi biyobelirte¢lerin klinge olumlu

yansimalari olarak gerlendirilebilir.
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2.3.3.2.3. Mikrodizin gen ifade profili calsmalarinda arsiv materyallerinin kullanimi

Mikrodizin analizlerin performansini ve hassasiyestkileyen en dnemli faktorlerden bir
tanesi Ornek kayrga ve Ornek hazirlama prosesidivlikrodizin teknolojisi normal ve
hastalikla ilgili durumda hucresel gen ekspresydaulgili genis bilgi salar. Simdiye
kadar mikrodizin analizlerinin @u, taze kan ve doku oOrneklerinin kullanimi ile dini
kalmistir. Bununla birlikte kanser ¢camalarinda FFPE giv materyallerinin kullanimi
biylk onem arz etmektedir (144). FFPE ornekleribod bulunmasi agairmalar icin
onemli olmakla birlikte bu érneklerdeki degredasyoapraz bgar gibi olumsuz etkenler
mikrodizin gibi ytksek glem hacimli teknolojilerde bu 6rneklerin kullanimiaygunsuz
hale getirmektedir (145, 146). Bununla birlikte Bikée timorler icin gerg bir kaynak
sunan bu materyaller ile mikrodizin gahalar yapilmy olup; bu materyallerin mikrodizin
calismalarinda kullanimina yonelik optimizasyon siureevaim etmekle birlikte oldukca
basarill sonuclar elde edilrgtir. Scicchitanove ark. 2006, Coudry ve ark., 20B/ank ve
ark.,2007, Turner ve ark. 2011, Linton ve ark., 200u noktada gercekderilen
calismalarin 6rnekleridir (147-151).

2.3.3.3.Genomik yaklaimlarin kullanimi ile genomik ve transkriptomik entegrasyon

Biyolojik sistemler, coklu olgeklendirme ve coklwmitemlerle karakterize edilmelidir.
Bunun en guzel orgni gen ekspresyon v@CGH analizlerinde sik kullanilan mikrodizin
platformlari vermektedir. Mikrodizin gen ekspresyamalizi slevsel bilgi sunarken aCGH
gen kopya sayisi @sikliklerini tarayarak genomun yapisal varyasyonlaakkinda bilgi
sglamaktadir. Bu iki tamamlayici bilginin batustegilmesi ilging sonuclar ortaya
cikarac@l kadar bir cok ankalmazligi daha da agiklayici hale getirmektedir (152).

ifade mikrodizinlerinin aCGH gibi molekiiler sitogdiketekniklerle kombine edilmesi
tumor biyolojisinde hedefe yakjdgmasi konusunda bir adim daha atilmasigiassaaktadir
(153). Monni ve arkad#ari meme kanseri hiicre hatlarinda yaptiklarisgaddarinda bu iki
teknigi kombine etmylerdir. Bu sayede hem amplifiye olan hem de eksmms artan
sinirl sayida gen tanimlagtardir (154). Bussey ve arkagiarinin 60 adet kanser hicre

hattinda yaptiklari ¢caimada DNA kopya sayisi, mMRNA ekspresyon seviyesiilae
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duyarlilig arasindaki ikkiyi tanimlamslardir. Analizleri sonucunda ERBB2 geninin ifade
duzeyindeki ileri derecedeki agtile 3p kopya sayisi arasindaskii belirtiimistir (155).
Bobrek hiicresi karsinomlari Uzerinde gercgtiidgen bir diger calsmada ise anormal
kromozomal bélgelerde 71 adet farkli ekspresyogedeveren gen tanimlangtir (156).
Gastrik kanser hastalari tGzerinde yurutulen binggada entegre edilen aCGH ve
transkriptom verileri sonucunda bu kanser tipinip genel gruba ayrilabilege ifade
edilmistir (65). Curtis ve arkadéarinin 2012'de yayinladiklari ve yakla 2000 meme
kanserli olguda gercelderdikleri kopya sayisi d#sikligi-gen ekspresyon verisi
entegrasyonunda kopya sayisgidiliklerinin gen ifadesine nasil etki ettikleri Uzee
onemli bilgiler sunduklarini ve meme kanseri icirolekuler olarak yeni alt gruplar
tanimladiklarini vurgulangiardir (157). Gen dozaji ve ekspresyon seviyelessadaki
iliski diger bir cok cakma ile de gdsterilngtir. Gen ifade farklilginin 6nemli bir bolimu
kopya sayisi d@sikli gi ile agciklanmaktadir (58,86,158).

Kompleks ve multifaktoriyel bir hastalik olan kanse ortaya cikgi, ilerlemesi ve
yatkinlik yaratan nedenlerinin ortaya konulmasiyadgilacak entegre cainalar d@ru
teshis ve tarama tekniklerinin uygulanmasi yanindarddgdavi yaklgmini éngérmede
onemli adimlarin atilmasini @ayacaktir. Bu yaklamdan yola ¢ikilarak cizilecek resimde
Ozellikle de bozuk gen ekspresyon paterni ve siegipisal genomik dgsikliklerin tim
genomda analizi bizlere g araclarla tespit yapmamizigsayacaktir.

Dunyada en yaygin gorulen ve en cok gkn kanserlerden biri de kolorektal kanserdir.
Bu tez camasi kapsaminda da dinyada en yaygin gorilen képteinden biri olan
kolorektal kanser vakalarinin %90'in1  eluran sporadik vakalarda; kanserin
tetiklenmesinde, okmasinda ve ilerlemesinde etkin olabilecek yapisgisklikler ve
global gen ifade farkliliklari dgrlendirilmistir. Bu bélimdesimdiye kadar anlatilanlar
Uzerinden kolorektal kanserdeki gelinen nokta ve ¢alsmasinin icegii kapsaminda

literatir 6zeti sunulmyur.
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2.4.Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser (KRK), dinyada en yaygin gorilen kanser sebepli dlimlerde st
siralarda yer alan bir hastaliktir (159). Bu kans@rmal kolonik epitelin adenomat®z
polip ve ardindan invazif kansere patolojik tramsfasyonu sonucu ajmaktadir ki bu
cok adimh prosesin gshnesi belli bir zaman almakla birlikte pek cok gekelegisiklikle
karakterize bir surectir (160). Diinya genelindegraygoriulmesi nedeniyle de kolorektal
karsinogenez etiyolojisi, moleltler mekanizmasan) tze tedavisi agisindan en ¢ok g@n
kanser tiplerinden birisi olngtur. Bu acgidan hastalikla ilgili bilgiler hizla arts olmakla
birlikte; kanserin heterojen, cok genli ve cok ablirdogasindan dolayr kompleks

goruntasunun aydinlatilmasi ve klinikle bgriuasi icin camalar devam etmektedir (161).

2.4.1. Kolorektal kanser etyolojisi ve epidemiyolagi

Ferlay ve arkadgarinin 2008’de yayinladiklari Avrupadaki kansesidans ve mortalitesi
calismalarinda 3.2 milyon yeni kanser vakasl @gaou ve 2008'de kanser sebepli 1.7
milyon 6lum gerceklgigini belirtilmistir. En yaygin kanserler; kolorektal kanser (436,00
vaka, %13.6), meme kanseri (421,000 vaka, %13MKgiger kanseri (391,000 vaka,
%12.2) ve prostat kanseri (382,000 vaka, %11.9) Kdalorektal kanserle ilgili olarak
bilinen en yaygin 3. kanser tipi genel bilgisiniriksine bu ¢cagmada kolon kanseri en ¢ok
gorilen kanser tipi olmyur. Olum sebebi olarak en yaygin kanserlerin amalsinda ise
kolorektal kanser ikinci siradadir (aker kanseri (342,000 oOlum, %19.9), kolorektal
kanser (212,000 olum, %12.3), meme kanseri (129,9%)05) ve mide kanseri (117,000,
%6.8)(162). Bu cagmanin yaninda Amerika Kanser 6rgutl her yil Ameatdda yeni
kanser vakalari ve olimleri ile ilgili olarak atema yapmaktadir. “Cancer statitics, 2013”
adiyla yayinladiklari raporda Amerika’da 2013 yalan 1,660,290 yeni kanser vakasi
oldugu ve 580,350 kanser sebepli 6lum gercgkie bildirilmi stir. Bu ¢alsmada erkekler
arasinda en sik gorulen kanser; tahmin edilen yakia sayisina gore prosta kanseri
(238.590) dir. Bunu sirasiyla aker kanseri (118.080) ve kolon kanseri (73.680)paki
etmektedir. Kadinlar arasinda en yaygin gorulers&atiplerinde tahmin edilen yeni vaka
sayisina gore birinci sirayl meme kanseri (232.340ken ikinci sirada akger kanseri
(110.110) yer almakta ve kolon kanseri ise 69.amiyla tclncu sirada yer almaktadir.

Bu raporda goruldgil Uzere kolon kanseri tahmini yeni vaka sayisingla lerkek hem de
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kadinlarda tc¢lncu sirada yer almaktadir. Yine kassbepli 6limlerde de birinci sira iki
cinsiyette de akger kanseri olup kolon kanseri hem erkeklerde (2®.36em de

kadinlarda (24.530) tcuncu sirada yer almaktadkil(2.20.) (163).

Tahmin Edilen Yeni Vaka

Prostat % 232,340

Akciger veBrons 118,080 % Akciger ve Brong 110,110
Kolorektal 73,680 % Kolorektal 69,140
Mesane 54,610 % Rahiim 49,560
Melonoma 45,060 % Tiroid 45310
Bobrek 40,430 % Non-Hodgin Lenfoma 32,140
Non-Hodgin Lenfoma 37,600 Melonoma 31,630
Farinks 29,620 % Bibrek 24720

Losemi 27,880 % Pankreas 22480
Pankreas 22,740 % Over 22240
Toplam % 805,500

Tahmin Edilen Olimler

Erkek  Kadm

Akciger ve Brong Akciger ve Brong
Prostat 29,720 % Meme 39,620
Kolorektal 26,300 % Kolorektal 24,530
Pankreas 19,480 % Pankreas 18,980
Karaciger 14,890 % Over 14,030
Losemi 13,660 % Losemi 10,060
Ozefagus 12,220 % Non-Hodgin Lenfoma 8430
Mesane 10,820 % Rahiim 8,190
Non-Hodgin Lenfoma 10,590 % Karaciger! 6,780
Bobrek 8,780 % Beyin 6,150
Toplam 306,920 % Toplam 273,430

Sekil 2.20. Cinsiyete goére en sik gorilen 10 kansariAmerika 2013 tahmini yeni vaka ve
6lim oranlan (Siegel, 2013'den alintidir).

Dunya genelinde cpafik acidan kolorektal kanserin insidansi yakta25 kat fark
etmektedir. En sik Kuzey Amerika, Avusturalya, Y&eienda, Bati Avrupa ve Japonyada
gorulurken en az Afrika ve Asya’da goérilmektedionSyillarda farkli cgrafyalarda oran
desisebilsede kolorektal kanser kadin ve erkekler adesmerdeysesé oranda gorilen tek
kanser turudur (164).

Ulkemizde 1970'li yillarda 6lim oranlari agisindansirada yer alan kanser, son yillarda
ise kardiyovaskuler hastaliklardan sonra 2.siraysgmitir (Sekil 2.21).
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awcige, N, ;07
Prostat; 37,6 _ Tiroid; 16,2
Mesane; 21,7 | «o'oreva; 132
Kolorektal; 20,8 _ Uterin Korpus; 8,6
mide; 180 | Axcieer; 8.2
tarinks;9,1 [N Mice:77

w6 [ over9
Beyin, sinir sistemi, 6,1 - NHL; 5,0
Pankreas; 6,1 - Beyin,sinir sistemi, 4,4
Bobrek; 5,8 - Serviks; 4,1

Tiroid; 3,9 - Mesane; 3,0

Meme0,8 I Larinks; 0,5
Cinsiyete Gore Kanser insidanslarinin Dagilimi (Turkey,2008,ASR)

Sekil 2.21.Cinsiyete gore Turkiye'deki kanser insidasi (Turkiye Saglik Bakanligi; 164’den
alintidir).

Tarkiye’de Sglik Bakanlg’'nin 2007-2008 yillarinda oniki ildeki kanser kaynerkezi

verilerine gore, KRK gorilme silgh acisindan tim kanserler icinde % 7,8 ile kadddar
dcunclu ve % 7,5 ile erkeklerde dordiinct sirada y#maktadir.Su anda kolorektal
taramalarin kapsama orani %20-30 arasindadir vemidkle tghis edilen olgularin

yarisindan ¢gu ileri evrededir (165).

Kolorektal kaser, gelimi acisindan genellikle 3 spesifik patern kapsatain
gorulmektedir: sporadik, kalitimsal ve ailesgeKil 2.22.). Ailesel veya kalitimsal bir 6yk
olmadan gefien sporadik KRK tim olgularin yaklk %70’ini olusturmaktadir. Sporadik
KRK 50 ya ve Uzerinde daha yaygin olarak gorulmektedir.Sjikreerimi ailede kanser
Oykistu olmayan ve kansere ailesel nedenlerden oOyétkin olmayan kendiinden
gelisen tumdrler icin kullaniimaktadir. Sporadik kanseevresel faktorler ve timor
baskilayici gen ve onkogenlerdekigd@mleri de icine alan bir seri genetik @giklik
sebepli olarak gelmektedir (166,167). KRK'nin en yaygin kalitsal fdam familiyal
adenomat6z polipozis (FAP) ve herediter nonpolipokolorektal kancer (HNPCC)
olmakla birlikte FAP varyantlari olan Gardner verdat sendromlari ile Hamartamattz
Polipozis sendromlari , Juvenil Polipozis sendra@uMY H-ili skili Adenomatdz Polipozis
sendromu (MAP) da daha nadir gorilmekle birliktelitkal kanser sendromlari da
yatkinhkla iligkilidir (167). Ailesel tip en az birinci derece yaknda KRK varlginda
gelisebilmektedir. Kalitimsal kanserde ise sporadik vikesaldeki bu parametrelerin

disinda otozomal dominant paternde bir kolorektal kansile Oykistu olmasi
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gerekmektedir ve bu tip ayni zamanda iyi ve kotiylinkolon dgi lezyonlar, florid

adenomat6z polip gibi belirli fenotipikaretleri de kapsamaktadir (168).

Ailesel olgular

Herediter Nonpolipozis
Kolorektal Kanser
HNPCC - Lynch Sendromu)

Hamat:tam.atb'z Familyal Adenomatoz
Polipozis Polipozis (FAP)

Sekil 2. 22 .Kolorektal kanserin siniflandiriima semasi (www.cancer.gov adresinden
alintidir).

Kolorektal kanser gefiminde genetik faktorlerin yaninda cevresel etkedgednemli rol
oynamaktadir. Bati tipi beslenme argrKIRK riskinde en dnemli cevresel faktdrlerden biri
olarak digunulmekte olup bu diyetin tek faaa tim sporadik olgularin yakl& % 50’sine
katki yaptgl tahmin edilmektedir (169). Epidemiyolojik ¢ghalar ayrica yiksek oranda
yag, kirmizi et ve alkol tiketimininde KRK’ye yakalaanmiskini artirdgini gostermytir.
Sigara tuketimi de yine artqriskle iliskilendirilirken; meyve, sebze ve lifli besinlerle
beslenmenin diiik risk orani ile ilgkili oldugu vurgulanmaktadir. Steroidal olmayan anti-
enflamatuar ilaclar, hormon replasman tedavisi imkdel aktivitenin KRK'e kagl
koruyucu etkileri yine cajmalarda gosterilngtir (170). Bu cevresel etkilerin yaninda
kanserde en biyuk risk ailede kanser dykiusudiimdiderece yakinda KRK gézlenmesi
riski 2 kat artirirken; birden fazlagile KRK varlgl ise riski 4 kata kadar artirmaktadir
(171).

Kolorektal kanser gefiminin genetik ve cevresel faktérlerin farkli kombsyonlari
tarafindan belirlengi kompleks ve heterojen bir hastaliktir. PopulagyddRK riski
acisindan ayirmak ve siniflandirmak bireysel riskiyesinde kategorize etmekle birlikte
kanser gelimine Onlem olacak hedeflerin ortaya konmasina mkaniyacaktir. Bu
imkanin ortaya cikarilmasinda KRK’nin etyolojisi,inigi ve de tabiki kanserin

olusumunda, ilerlemesinde ve yayllmasinda etken olanlekiiter mekanizmalarin
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cbzimlenmesi icin gerekli bilgilerin a@ cikarilmasisiphesiz en buyik amag olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Bu noktada kolorektal kanserirolakller biyolojisi ise
calsmalarda ©on plana cik olup kolorektal karsinogenez slreci bu bélimde

degerlendirilmistir.

2.4.2. Kolorektal karsinogenezis ve molekiler mekammasi:Kanser yol haritasi

Kolorektal kanser; normal mukozadan benign prekiesdeye, premalign polip ve invazif
hastalga dgru ilerleyen cok adimh bir strecte kiimulatifgtkekliklerle gelismektedir. Bu
prosesi surukleyen molekiler mekanizma ve 6nentblpigk isaretler kolorektal kanseri
karakterize etmekte olup bu surglgnmeye vesekillendiriimeye devam etmektedir (172).
KRK siniflandiriimasina yonelik pek ¢cok parametokgsyon, patoloji...) olmakla birlikte
molekdiler profillerine gore bazi fenotiplere grupdariimasi son yillarda 6n plana ¢ikan
siniflandirmaseklidir. Bu noktada kolorektal karsinogenezde biralen farkli genetik
profilleriyle 3 ara yol dikkat cekmektedif€kil. 2.23.) (173).

1. “Supressor Pathway”, Kromozomal instabilite yo(&hromosomal
Instability=CIN)

2. Mikrosatellit instabilite yolg! (Microsatellite Instability=MSI)

3. CpG adacik metilasyon fenotipi (CpG Island Methgtd®henotypeCIMP)

Bu Gc¢ siniflandirma icerisinde kolorektal karsinanm en sik kromozomal instabilite ara
yolu Uzerinden gedtigi belirtilirken mikrosatellit instabilite ara yolukolorektal
karsinomlarin % 15-20’sinde bulunmakta vgetieri ise CpG adacik metilasyon fenotipi

arayolu Gzerinden gshnektedir (174).
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Kromozomal instabilite Artan CIN

18q Kaybig

Erken adenoma ve i Ara adenom .
displastik kript

MMR gen inaktivasjonuve
Mikrosatellit instabilite Hipermetilasyon

Sekil 2.23. Kolorektal karsinogenezde molekuler ara yolaklar (Walther 2009'dan
degistirilerek alinmi stir).

2.4.2.1. Kromozomal instabilite yoli

Kolorektal karsinomlarin yakfsk %70-80'i “supressor pathway”seklinde de
isimlendirilen bu geneksel yol ile ggiektedir. Ceitli onkogen aktivasyonu ve timor
baskilayici genlerin inaktivasyonu ile sonuclanankeri mutasyonun birikimi ve géi
kromozomal yeniden diizenlenmelerin gori@dibu yolak “adenoma-karsinoma sekansi”
olarak da bilinmektedir (172). Bu gaiklikler mutasyonlu hicrelere blyume avantajl
sagzlamakla birlikte klonal ¢galmaya da yol agmaktadir. Adenoma karsinomasgnetgki
bu cok adimh gefim ilk defa 1990 yilinda Fearon ve Vogelstein texdan onerilmgtir.
Adenom gekiminde balangic genetik olay, wnt sinyal y@eda aktivasyona yol acan
adenomat6z polipozis genindeki (APC) mutasyonduPCAgenindeki mutasyon genin
bekci fonksiyonun kaybolmasina neden @udlgibi sonrasinda kromozomal instabilitenin
ortaya ¢ikmasina yol agcmaktadir. Bu mutasyonu Kmalsogeninde mutasyon ggfhiesi
takip etmektedir ki Ras aracili yolaklar hicre gglonasini, buylmesini ve
transformasyonunu tetiklemektedir. Maligneteye igecise 18q delesyonu ve p53
mutasyonu s6z konusudur. Ayrica adenomadan invazihetastatik hastgh ilerlemede
SMAD4 ‘e ek olarak bazi timor baskilayici genledde fonksiyon kaybi gorulmektedir
(175). Bu bolumde ifade edilen bu genlerin koltatkanser gegiminde etkileri, etki
gosterdikleri yolaklar (wnt sinyal ya#a p53 sinyal yolgi, Ras sinyal yola, TGF/Smad
sinyal yola) Uzerinden sunulngtur (Sekil 2.24.).
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Sekil 2. 24. Kolorektal kanser adenoma-karsinoma sednsi yolaklari

wnt sinyal yolginin aktivasyonu kolorektal kanser getiinde balatici etken olarak
kendini gostermektedir. Wnt sinyal yg@laonkoptoteinf-kateninin ntkleer partnerlerine
baglanmasi ve hicresel aktivasyonda etkili transkymsi faktorlerini uyarmasiyla
suregelmektedir. APC geninin de icinde yer @ldi-katenin degredasyon kompleksi
proteolizis yoluyla B-katenin protein seviyesi kontrol etmektedir. Buktama APC
proteini, B-katenini parcalayarak sitoplazmadaki miktarini ltaga gibi onun nukleer
lokalizasyonunu da inhibe ederek cekjgdegecsini engellemekte ve blyume sinyalini
durdurmaktadir. Kolorektal kanserdeki bu yaygin asyon APC geninin kodlagh
proteini inaktive etmektedir ki APC geninin yoksugl Wnt yolaini aktif birakmaktadir.
APC genindeki “germline” mutasyonlar sonucu FAPd&emu ortaya ¢ikmaktadir. APC
gen mutasyonuyla kromozomal instabilite yplagiim sporadik kolorektal kanserlerin
yaklasik %80’inde gorulmektedir (159, 176).

K-ras 12pl2.1'de lokalize ve 21-kDa'luk “GTP-bindin proteinini kodlamaktadir.
Kolorektal kanserlerin % 30-40'Inda K-ras mutasyotamimlanmgtir (179). GTP’ye
baglandginda ras proteini aktif hale gelmektedir. Bu onkogeinde MAPK (mitogen-
activated protein kinase) gibi 6nemli sinyal yokikhda gérev almaktadir. Mutant K-ras’in
kolonik epitelyumun hiperplastik biyimesinden solwoidugu gosterilmgtir (174).

Tp53 yolainin mutasyon yoluyla inaktivasyonu kolorektal kamke (clncli anahtar
genetik adimdir. Tumorlerin ganda Tp53 geninin iki aleli de inaktive olmaktadau

gendeki missense mutasyonlar genellikle p53’ln skapsiyonel aktivitesini inaktive
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ederken 17p delesyonu ikinci p53 gen alelini dengle etmektedir (177). P53 geni hicre
dongusunde ve hicre 6lumu kontrol noktarinda g§iegan ve pek ¢ok hicresel stress ile
aktive olan bir tumor baskilayici gendir. P53 imak$yonu siklikla gegi adenomdan

invazif kansere geglie etkin olmaktadir (176).

TGF sinyalinin mutasyonel inaktivasyonu kolorektal ddangenezde etkili olan bir gir
basamaktir  (178). 18q delesyon erken adenomlarin 0-30lunda, ge¢
adenomlarin %60'inda ve karsinomlarin %70’'inde guekte olup bu bélgede TGFnAIn
hiicresel mediyatérleri olan ve proliferasyon veligasmada gorevli SMAD2 ve SMAD 4
bulunmaktadir. SMAD2 ve SMAD4 mutasyonlari koloadkkanserde siklikla ksamiza
ctkmaktadir (176,179).

2.4.2.2. Mikrosatellit instabilite (MSI) yolagi

Mutator ara yol olarak da bilinen mikrosatellit talsilite ara yolu (MSI), kolorektal
kanserde genomik instabilitenin birgdr sef mekanizmasidir. DNA yaglieslesme tamir
(“mismatch repair system, MMR”) genlerindeki mutasiar sonucu ortaya ¢ikan bu yolak
kolorektal karsinomlarin yakj&k %?20’sinde mutator fenotipe yol acmaktadir (172).
Mikrosatellitler, genom boyunca yer alan kisa ndktetekrarlaridir ve MSI bu tekrarlarin
sayisindaki artma ve azalmalarla karakterizedionk@zomal instabilite yofanin aksine
bu yolaktaki genlerde goérilen genetikgdeklikler mikrosatellit dengesizgiine yol acan
replikasyon hatalari ile sonuclanmaktadir (180)ctdibélinmesinde replikasyon sirasinda
mikrosatellitlerin bulundgu bolgelerde DNA polimeraz hata yapabilir. Normgaitlarda,
DNA polimeraz 3'-5’ ekzonukleaz aktivitesi ile yankslesmeler dizeltilirken, onarimdan
kacabilen bu alanlar, yagleslesme tamir sistemi aracgiyla onarilir ve bdylece DNA
MMR genleri sayesinde replikasyon strecinde genostdbilizasyon sganir. Ancak
MMR genlerinde bir mutasyon olmasi durumunda M$rak bilinen durum ortaya c¢ikar
(172,181). MMR sisteminde gorevli 7 gen bilinmektethMLH1,hMLH3, hMSH2,
hMSH3, hMSH6, hPMS1 and hPMS2) (172).

Kolorektal tumorler, mikrosatellit instabilitesi @gndan 3 grupta gerlendiriimektedir:
mikrosatellit-stabil (MSS), yuksek mikrosatellitstabil (MSI-H) ve dguk mikrosatellit
instabil (MSI-L). Herediter Non-Polipozis kolorektkanser (HNPCC) timorler'de MSI
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karakteristik olmakla birlikte tim spoaradik olgutada %15’inde MSI gorilmektedir.
HNPCCtumorlerde germline MMR gene mutasyonlari u@dr dokusundaki yabanil tip
alelin somatik inaktivasyonu sonucu geiektedir. Mutasyonlarin ¢o hMLH1 ve
hMLH2 genlerinde gerceldenekle birlikte dger genlerde de mutasyonlar bildiriktir
(hMSH6,hPMS1,hPMS2) (182).

2.4.2.3. CpG adacik metilasyon fenotip yofa

Epigenetik dgisiklikler, DNA dizilerinde herhangibir d&siklik olmaksizin gen ifadesinde
ve fonksiyonunda okan stabil ve kalitsal g&imlerdir. Insanlarda epigenetik
degisiklikler genellikle DNA metilasyonu ve histon motkésyonlarini kapsamaktadir.
DNA metilasyonu genellikle “CpG” adalarinda meydagelmekte olup “CpG” adalari,
yuksek oranda guanin-sitozin (“guanine-cytosine: "JG@inukleotidleri iceren ve
cogunlukla genin promotor kisminda yer alan genom ééludir. Bir genin promotor
bdlgesinin metilasyonu o genin susmasiyla sonucddthem birlikte timor baskilayici
genlerin fonksiyon kaybina yonelik alternatif birekanizma sunmaktadir. CpG adacik
metilasyon fenotip yolatimor baskilayict genlerin promotorlarinin  hipeetii@asyonu
sonucu susturulmasi gibi epigenetik dengesizlikdeakterizedir. APC, MCC, MLH1,
MGMT gibi kolorektal karsinogenezdglevi olan pek ¢ok genin hiper metilasyon yolu ile
ifadesinin susuturuldiu tespit edilmgtir. Bu yolak tim kolorektal karsinomlarin yakila
%10-15’inde gorulmektedir (161,183).

2.4.3. Kolorektal kanserin patolojisi

Bu bolimde kolorektal kanserin histopatolojisi, edénsiyasyon derecelendirmesi ve

evrelendirilmesi Uzerinde durulrgtur.
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2.4.3.1. Kolorektal kanserin histopatolojisi

Kolorektal karsinomlarin biyiuk ganlugu adenokarsinomdur (%90). Gland gluma
yetengi goOsteren ve neoplastik epitel hicrelerdensau adenokarsinomlar gland
olusturma yeteneklerine goére farkli deferansiyayon deexine sahip olmaktadirlar.
Adenokarsinom dinda gortlen der histolojik tipler; misinbz adenokarsinomaglita
yluzuk hucreli karsinoma, meddller karsinoma, “sed& adenokarsinoma, kribriform-
komedo tip adenokarsinoma, mikropapiller adenokarsa, adenoskuamoéz karsinoma,
igsi hicreli karsinoma ve andifferansiye karsinomaldiisinz adenokarsinomlarin tipik
Ozellikleri ekstraseltler misin sekresyonu yapamdxi hiicrelerinin varfiidir. Ayrica
ekstraselliler musin alanlarn timorin en az % 50'silusturmalidir.Bazi misintz
adenokarsinomlardada yizuk hicreleri de bulunabilir. 5 ylzuk hicreli karsinom ise
intrasitoplazmik musin vagh ile karakterize olup miusin birikmesi cekigiie kenara
itiimesine ve bu histolojik tiple 6zdkesmis tagh ylzik goérinimi almasina neden
olmaktadir (184,185).

2.4.3.2.Kolorektal karsinomlarda histolojik dereceeme (Grade)

Tamorlerin histolojik dereceleri; timorin davrgmin degerlendirilmesi, prognoz ve
tedavi secimi agisindan onemlidir. Tumorlerin Higji& derecelendiriimesi, kanser malign
durumu ve agresivinin bir 6lctisi olup tumor hicrelerinin organizasyove normal
epitel hicrelere olan benzerliklerine gore dereawdildme yapiimaktadir. En populer
derecelendirme sistemi malignant duruma gore 4auzk{G1-G4) dgerlendiriimekte ve
patolojik 6lcim genellikle hiicresel diferansiyasyseviyesi ile uyumludur. Tumorlerin
derecelerinin arg1 invazif 6zelliklerinin artgi ile koreledir(186).

G1iyi diferansiye
G2 :Orta diferansiye
G3 :Koétu-az diferansiye

G4 :Indiferansiye

Musin6z adenokarsinomlar vesliaytizik hicreli karsinomlarin tamami “grade” 3 @l
kabul edilmektedir (184).
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2.4.3.3.Kolorektal karsinomlarda evreleme (Stage)

Kanserin evrelendiriimesi, primer timoérin boyutuhatulan boélgesel lenf nodullerinin
yayginlgina ve metastaz olup olmgda dayanir.Kolorektal kanser evrelemesi icin 3
farkli yontem kullaniimaktadir: Dukes, Astra-Coliex TNM sistemleri(184,185).

Astra-coller sistemi:

Evre A: TUmoOr mukozada sinirli.

Evre B: Tumor submukozaya sinirli,lenf bezi invaaygyok.

Evre B2: Tumor kas tabakasina sinirli, lenf bezaryonu yok.

Evre C1: Tumor barsak duvarirgn@adg! halde lenf bezi metastazi mevcut.
Evre C2: Tumor barsak duvarirgnais ve lenf bezi metastazi mevcut.

Dukes sistemi:

Evre A: TUmor kolon duvarinda sinirli, muskularsgriayr gmams.

Evre B: Tumaor tum kolon duvarini tutup muskulanisgriayr gmis, kolonda serozayi,
rektumda perirektal dokuyu invaze egtini Lenf bezi tutulumu yok.

Evre C1: Bolgesel lenf bezlerinde metastaz yok.

Evre C2: Mezenterik kan damarlari etrafindaki le@tlerinde metastaz mevcut.

TNM Sistemi:

T = Primer tumaorN = Boélgesel lenf dgimu tutulumuM = Metastaz icin kullanilir

Evre 0: Tis, NO, MO

Evre 1: T1, NO, MO ve T2, NO, MO

Evre 2: T3, NO, MO ve T4, NO, MO

Evre 3: Herhangi bir T, N1, MO ve Herhangi bir T, N2, MO
Evre 4: Herhangi bir T, herhangi bir N, M1 olarak belinheitir.

T=Primer timoér TX: Primer tumoérd bilinmeyen, TO: Penmtimor yok, Tis: Karsinoma
insitu, T1: Tumor submukozaya invaze, T2: TUumor kolexis propriaya invaze, T3:

TUumor subseroza ya da nonperitonealize perikolikgdal dokuya invaze, T4: TUmor
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komsu organ ya da yapilara invazyon gostermekte ve/wagaeral peritonu perfore

etmektedir .

N= Bolgesel lenf bezleri NX: Bolgesel lenf bezlerigddendirilememekte, NO: Lenf bezi
metastazi yok, N1. 1-3 lenf bezi tutulumu mevcug: M veya daha fazla lenf bezi

tutulumu mevcut.

M=Uzak metastaz MX: Uzak metastazseddendirilememekte, MO: Uzak metastaz yok,

M1: Uzak metastaz mevcut

2.4.4 Kolorektal kanser ve lokalizasyonu

Kalin barsak proksimalde ileocekal valfdenslbgup distalde anlise kadar uzanir ve
yaklasik olarak 150cm uzunfiundadir. Kolon; ¢ekum, cikan kolon, transvers koioen
kolon, sigmoid kolon ve rektumdan etnaktadir §ekil 2.25.). Duodenum 6niinden gecen
dikey bir planla sg ve sol kolon olmak Uzere ikiye ayrilir. §kolon; cekum, ¢ikan kolon
ve transvers kolonu kapsarken, sol kolon; inen tkolsigmoid kolon ve rektumdan
olusmaktadir. Sa kolon soldan daha genicaplidir ve ¢ekum en genkalibrasyona
sahiptir (187,188).

Transvers kolon

Sag kolon __ ) 5= 2" __Sol kolon

Cikan kolon Inen kolon

Sekil 2. 25. Kolon anatomisi

Sg ve sol yerlgimli kanserler klinik, epidemiyolojik ve hislojik cadan farkhliklar
sergilemektedir (89). $akolon yerlgimli kanserler daha musindz histolojili, yiksek MSI
CpG adacik metilasyonu daha sik gorilirken; sobrkoferlgimli timorlerde CIN ve
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anoplodi daha sik gorilmektedir (190nsidans acgisindan ise sol kolon ysirtdi
kanserler % 60-70 oraniyla g&olon yerlgimlilere gore daha sik gortlmektedir (188).
Tamor oOrneklerinin analizi ayrica ave sol kolon yerlgmli kanserlerin gen ifade
profillerinin de farkli oldgunu go6sterilmitir (191,192). Bununla birlikte bu biyolojik
farkhligin cozumlenmesi gereken pek ¢ok noktasi bulunmaktad

2.4.5. Kolorektal kansere genomik ve transkriptomikbakis

Insan karsinogenezlerinde en iyi modellepsistemlerden biri olan kolorektal kanserde
tumor balangici ve ilerlemesi ¢coklu genetik @egiklik varliginda gerceklgmektedir. Bu
modelde etkili temel faktorlerin bilinmesine graen hastafin kompleks ve heterojen
yapisi hastagin kapsamli hikayesinde ¢ozulmesi gereken pek gskkbve parametrenin
oldugunu gostermektedir. Bu noktada en blyuk sorun kgkingy tanimlayan bilgilerin
entegre edilmesidir ki bu durum hasgah mekanizmasinin argégmasinin yaninda
ilerlemesi ve tedavi uygulamalarina da 6nemli belgisunacaktir. Omik teknolojilerin
gelisi ile birlikte bu alanda 6nemli adimlar atignolup beklentiler de artrgtir. Omik
yaklasimlar icinde temel olarak genomik, transkriptonpkoteomik ve epigenomik olmak
Uzere 4 temel ak dikkat cekmekte olup bunlar icinde genomik vasnkriptomik uygun
metodolojilerinde varfilyla calsmarda on plana cikgtir (193). Bu noktada en ¢ok
calisilan kanserlerden biri olan kolorektal kanserdegdaomik ve transkriptomik profil
analizleri mevcut olup bu bolimde tez kapsamindaolda bu iki balik cercevesinde

deserlendirmeler sunulmyur.

2.4.5.1. Kolerektal kanserin gen ifade profili

Kolorektal kanser @gida belirtilen sebeplerden o6tirti mikrodizin gadalarinda siklikla

kullaniimaktadir.
1. KRK tumorigenezisde biyolojik bir modeldir. Adenodsan erken evre ve ileri evre

karsinomaya kadar Klinik ilerlemede paralel farkinolekiler dgisiklikler

gorulmektedir.
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2. Geleneksel klinik ve patolojik parametreler yikse& dituk risk KRKleri
birbirinden ayirmak icin her zaman yeterli olmanaake prognostik dgri olan

valide edilmg molekuler belirtecler bulunmamaktadir.

3. Klinkte kullanilan ilaglar icin tedaviye yanit illgili tartismalar devam etmektedir.

Bu kapsam dorultusunda gahalari_genel olarak:

1. Karsinogenezis prosesi

2. Molekdler siniflandirma ve prognostik molekdileritiel; kesfi

3. Tedaviye yoenlik ¢cagmalar (ilag yaniti, yeni hedeflegeklinde siniflandirabiliriz
(194).

1999 yilinda Alon ve arkadir ilk defa genom ebadinda oligonukleotit mikdlerle
kolorektal kanserde gen ifade gatasi gerceklgirmis olup tespit ettikleri 2000 gen ile
kolorektal timor ile normal kolonik dokunun agik kekilde ayrildgini kimeleme analizi
ile gostermglerdir (195.) Notterman ve arkadari timoér-normal kaulastirmasi
kapsaminda adenoma, adenokarsinoma ghe nermalleri arasinda gercektedikleri
analizde 4-10 kat giesimi ile 4000 farkli olarak ifade edilen gen belmglerdir. Sonucta
global gen ifade profillemesinin solid tumdarlerirokekiler siniflandirmasinda énemli bir
ara¢c oldgunu belirtmglerdir (196). Metastaz gelminin altinda yatan molekuiler
modifikasyonlara aciklik getirebilmek adina prim@morler ve kagiligl metastazlar
arasinda gen ifade profilleri yine pek cok galada kagilastirimistir (197-199). Agrawal
ve arkadglar tespit ettikleri farkli ifade edilen genlerasinda osteopontin geninin bu
proses icin aday bir gen olgunu belirtmg olup bu genin ifadesini normal ve
adenomalarda tespit edemezken invazif kanser, tagtagprimer tumor ve karager
metastazlarinda normal ve adonamlara gére 10-2@rkat oldugunu tespit etnsierdir ve
bu genin Kklinik kullanimda aday bir timor belirteétabilecgine vurgu yapnsiardir (197).
Yine pek ¢ok cabmada kolorektal kanserde metastazin ilerlemesiade denlerin 6nemli
rol oynadg tespit edilmg olup 6zellikle hicre proliferasyonu, invazyon, agen ve doku
yeniden modellenmesinde gorevli genlerin bu prosestkin oldgu belirtiimektedir
(194,198,199). Tumor-kontrol kalastirmasinda birbirinen l@amsiz yapilan ¢cajmalarda
tumor balangict ve ilerlemesi ile ilgili olarak genelliklehlicre proliferasyonu,

metabolizma, hiicre adezyonu, hicre gleti, hicre dongusu ve apoptozis gibi ana
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fonksiyonel kategorilerdeki genler tanimlagtm Bagimsiz calgmalarda ortgen genlere
ornek vermek gerekirse; TGFHgandi TGHB1, transkripsiyon faktori SOX4, KLF4, RAS
aile Uyelerinden RAN, HRASLS3 ve yine hicre donguyili pek cok gen (CCNB1,
CCNB2, CDC25B, PCNA) en cok kalasilan genler arasinda yer almaktadir (66). Chan
ve arkadglarinin 2008 yilinda yayinladiklari tumor vs normatenoma vs normal ve
cancer vs adenoma kdastirmalarini igceren toplam 25 gansiz calgma Uzerinden
gerceklgtirdikleri meta analiz bizlere bu alanda énemli gglar sunmaktadir (Cizelge 2.2
ve 2.3.). Gerceklgirilen bu meta analiz ile ¢amalarda en sik ve ortak rapor edilen genler
belirlenmg olup calsmada tespit edilen bu genlerin kolorektal kansen igiksek
duyarhlikta ve spesifiklikte biyobelirte¢ tanimlacia oldukga yardimci olagai
belirtmislerdir (200).
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Cizelge 2.2. Tumor vs kontrol kasilastirmasi yapan calsmalarda en ¢ok rapor edilen
ifadesinde artma gdorulen genler (Chan 2008'den altrdir)

(arme name Description Total Mean Range Validaticm
sample fold
sipes change
ToEm '.I'r.:l.nnEmnﬂ owth Al =og 1.11-32401 ET-IE 1H-,. 19 ]
factor [ mduu-d...ﬁﬂ klka 51, 54, BT
TFITAAD IFsinduced transmenribrane 351 75X 3001200 RT-PCR
prodein 1 51, 5N
MYC Yermyc my poels viral 320 502 1835 RT-PCE
CNCOEETE hu-mn]-ngm {@viam} 5, 51, 54, 55)
SPARC Secreted protein, acidic, 144 &0 1.27-15,00) Ioonohisios
cysicinerich {osbeonecting chemistry
(¥
GOF1S Growth differentiation 1] T4AZ2 1581241 ET-PCH {195
factor 15
Sin sfudies: greabest sample size
CHCLT Chemaokine {CaXeC mntif} . v a5 1741051 RT-PCE (18 F
bligand 1 (melanoma
activity, =)

Sin studies: moderabe sample size

CIHCI5H Cell division ;Eg.rcleﬁ Y 493 LEIA2 ET-PCR (17
hioenodogue
iSchicosaccharemyoes
HMBGT High=mobility group box 1 2 ke fr ) 2ppa391  Woestern blot,
imenunishist
chemistry
(&1}
Sin sfudies: lowest sample size
TFIT A IFs=induced transmembrane 141 Tie 301300 ET-PCR {32)
proiein 2 (1=800)
CrH1A2 Collagen, type 1, 22 172 93 106=124H DMMone fsand
Five shsdies: greatest sample cize
CMEr CDCES protein kinase 85 471 1.7%=720 RT-PCR {175
l'l'.‘ﬂ.'l.l.hﬂ:ﬂ'_l.' subamnit
TOP2A T axe (DA T e 1 L.05=560  Borthern blot,
Iz, 170 keCha Western bliat
[5E}
LIEENC Ubigquitin=congagating N 03 148500 2 ET-PCR (53)
encymne EHC
Five shsdies: moderate |'.1|:r|:||]:|-]t- slze
COHE i%d 18516 IFETAO0  Western blos
F‘-c.:n:ﬂ'u-:m? (XN ]
INHEA Inhibin, ff4 {actvin .n. 168 1105 1713700 ET-PCR {65)
.:lch.vl.n AB a 'pnlj.-'ptpl:ldeh
SICIrA Solute carrier family 12 M 1058 358.15.15 ET-PCR (54)
(e fum f potassivuom ¢
chloride transporters),
member 2
MNP Bvlatrin mﬂugrq:tidm 11 Hiek 4FF 17450  Western blog,
immunohisig
chemistry
[51)
CS5ETIL CSE1 chiroenos oo AT4 114500  MNone Soand

& §

segregation l-like {yeast)
HNRFAT Heterogeneous nochear
ribonsdeoprobemn Al

Five studies: lowesl samiple size

[ C m—dﬁ'ﬂﬂukm 150 1385 2ea=17.50 MNone fooand
E‘D::l- 10

COLEAT Codllas type 1L xl 178 4351 1.24-43538  RT-PCR {53)
iEl'l.EiEDm]nr. svmadrame
IV, autosomal donninant’
CiH AT gen, type 1V, 21 LsE 270 1084  Bone Sooned

2E9 1uM-45r RT-PCRE {57
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Cizelge 2.3. Tumor vs kontrol kasilastirmasi yapan calsmalarda en c¢ok rapor edilen
ifadesinde azalma gorilen genler (Chan 2008’den alidir )

Gene name Drescription Total Mean Range Validation
wample  fold
sizes change
CAZ Carbonic anhydrase I 474 -1551 5600t -230 RT-PCE
(53, 58}
MALL Mal, T-cell 244 =534 1050 b 170 MNome found
differentation
protein-like
CEACAMI  Cardnoembryonic . 1040 <0000 b -1.38  RT-PCR
antigen-related cell (17, 58)
adbesion molecule 1
{biliary ghycoprotein)
Six studies: greatest sample size
HSD1B2 Hydrowysternld {11-8) X4 47 =760 ko -2 23 Northerm
dehydrogenase 2 blot (68)
Six studies: moderate sample size
SLC26A2 Solute carrier family 190 -678 At -4M  None found
26 (sulfate
transporter),
member 2
FCGRP Fe fragment of X5 -488 -7 o -1.31 Mone found
[gG-binding protedn
Six studies: lowest sample size
ACADS Acylcoenzyme A 168 -7.11 SML00 b 200 Nome found
dehwydrogenase, C-2
to -3 short chain
CKB Creatine kinase, brain 188 -311 =500 to -1.10 Western
blot (E9)
Five studies: greatest sample size
CLU Clusterin 178 -383 5.6 to -1.10 Immumohisto-
chemistry (7
CES2 Carboxylesterase 2 186 -358 -6.30 o -1.15 Mone found
{intestine, liver)
Five studies: moderate sample size
CAl Carbonic anhydrase | 146 -3690 5900 w0 -5.30 RT-PCR (57)
GPAZ3 Glyeoprotein A33 131 -1251 -3250 b -1.70 None found
{transmembrane)
KRT20 Keratin 20 176 -8.31 M40 b -1LES MNome Found
SELENEF]  Selenmium-binding 154 -2.80 345w -1.11 Western blot,
protein 1 immnohisbo-
chemistry,
mass .‘apEﬂ‘tn:—
mietry (71)
Five studies: lowest sample size )
CA412 Carbonlc 126 441 -705 o -2.50 Immunohisto-
anhydrase XII chemistry
(25)"
FABP Fatty acid binding 11a 428 -5.54 to -3.00 RT-FCR (57)
protein 1, hver

Kolorektal kanserde mikrodizin gen ifade profilinigalsildigli bir diger tema da
siniflandirma ya daprognoz tahminidir. Barrier wikaaalari yiksek ve dgiik riskli
hastalari ayirmak i¢in timor ve normal 6rneklesanda bir prognostik patern tanimlamak
adina evre Il ve lll hastalar ile gercegtiedikleri calismalarinda timaor temelli 30 prediktor
gen ve normal temelli 70 gen tespit efi@idir ve daha sonra pansiz calgmalarla bu

sonuglar valide edilmgtir (201). Mikrodizin gen ifade profili kolorektakanserde
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diyagnotik amacl olarak da yaygin kullaniimakta&u temali cakmalardan bir tanesi de
Del Rio ve arkaddarinin leucovorin, fluorouracil ve irinotecan (FEIRI) ‘ne yanit

tahmini icin ekspresyon paterni tanimlamak amac2ylaleri kolorektal kanser dokusunda
gen ifade profilini ¢cikardiklari ¢caimalarinda yanit veren ve vermeyen hastalar aradshda

farkli olarak ifade edilen gen tespit egterdir (202).

Kolorektal kanser, 6zellikle hentiz tam amlimayan molekuler alt yapi, molekdler alt
tiplere olan ihtiyag, tani ve tedavide kullanil@gik biyobelirtecler gibi pek cok ek
altinda molekiler biyoloji ve genetik alaninda ghlisilan bir kanser turididr. Bu
noktalarin ¢bzimuinde; timor ghaasi ve ilerlemesi, prognostik ve prediktifgée olan
gen imzasi ve tabiki yeni tumor hedeflerinin teisgibi Gnemli sonuglar iceren global gen
ifade calgma oOrnekleri mevcuttur. Ancak Klinikte gkrlendirilebilmeleri icin zamana

ihtiyac oldysu ve daha ileri cagmalarin yapilmasi gerektibelirtimektedir (194).

2.4.5.2 Kolerektal kanserin genomik profili

Gen ekspresyon profillemesine ilaveten kagmwagenomun analizine imkan veren ve
oldukca teknolojik ilerlemeler kaydeden birgdr 6nemli yikseksiem hacimli yaklaim
aCGH'dir. Bu metod bize tumér Hangic ve ilerlemesinde etkin tumor baskilayici
genlerin ve onkogenlerin ifadelerinde gtekliklere neden olan kopya sayisi
degisikliklerinin (kayip/kazang) genom ebadinda yiksekignurliklii analizine imkan
tanimaktadir. Kolorektal kanserin normal hicrelerédelim adim ilerleyen farkli genetik
degisikliklerle gelistigi; kopya sayisi d&sikliklerinin ve anoploidilerin de bu dgsiklikler
arasinda yer algh bilinmektedir. Bununla birlikte andploidiler admma-karsinoma
sekansinda oldukca erken evrelerde gorilmektedd). (&onvansiyonel CGH ile
gerceklatirilmis pek ¢cok kolorektal kanser c¢ghasi mevcuttur. Toplamda 859 kanser
ornesini iceren bu cabdmalarin kapsamh bir meta analizi ile timor gefinde,
ilerlemesinde ve tumor evrelerinde etkin kayip \eednclar tanimlanmgtir (203). Genel
olarak kanserin erken evresinde kromozom 17p veel8ayiplar gorulirken, kromozom
8q, 13q ve 20'de kazanclar gorulmektedir. Bunurildikbe primer karsinomadan lokal
distal metastaza gate kromozom 4p ve 8p’de kayip; kromozom 7p ve 1&q&d kazanc
tespit edilmgtir. Kromozom 4q kaybi ve 1q, 11, 12p, ve 19 kazase kanserin ileri

evreleriyle ilgkilendirilmistir (203). Kolorektal kanserde aCGH ile gercagkitden ilk
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calismalar 2004 yilinda yayinlanan ve primer tumoér verbakaltirt ile yapilan 2
bagimsiz calgma ile kendini gOsterrgir. Nakao ve arkaddarinin gercekligirdigi ilk
calismada 123 primer kolorektal kanser dfndegerlendirilmistir. Bu ¢calsmada genomun
toplamda %17.3'nde d@esiklik saptanirken; kromozom 8p, 17p, 18p ve 18cka@dyip 8q
ve 20qg'da kazang oldw rapor edilmgtir (204).ikinci calsmada ise CIN/MSI durumlarina
gore siniflandininy primer timorler ve hicre hatlan galmis olup; Nakao ve
arkadalarinin calgmalariyla kismen de olsa benzer sonuclar bulgtumuBu calsmada
kromozom 20,13 ve 8q ve daha kugcuk bir bélge 17gi2’de kazang, 189 ve 4q34-q35'de
ise kayip oldgu tespit edilmgtir (204). Yine Hughes ve arkagdarinin gercekligirdikleri
meta analizde ve verileri havuzlayarak yenideniarettikleri ¢calsmalarinda 20, 13q, 8q
and 7p ‘de kazanc; 18, 17p, 8p ve 4p’de kayip dddia once tespit edilen @gkliklerin
yaninda yeniden analiz sonucunda ise daha az laikllinakla birlikte 1g ve 3'de kazang;

6q, 9p ve 21q.’da anlamli kayiplar tespit editini(204).

2.4.5.3 Kolorektal kanser genomik ve transkriptomik entegrasyon cakmalari ve
onemi

Genomik ve gen ifade verilerinin entegrasyonu aym etkilerinin yaninda iki verinin
korele old@gu gen veya gen gruplarinin tanimlanmasi ile tinedrégis, yeni onkogen veya
tumor baskilayici gen tanimlama, kanser altgrumhgturma gibi pek ¢ok kapsamda elde
edilen onemli verilersiginda dgerlendirme yapma imkani yaratacaktir. Bununla Kieli
DNA ve RNA seviyesinde genetik imza analizi telglbana dgerlendirilmelerinden ¢ok
daha kuvvetli bir molekilegemanin olgturulmasi ile sonuclanacaktir (11,66). Kolorektal
kanserde sayisi az olmakla birlikte genomik vegkaiptomik veri entegrasyonun yapgdi
calisma ornekleri mevcuttur (66, 205-210).

Son calgmalardan birisi Berg ve arkagarinin 2010 yilinda MSS stabil 2 ygrubu (20
yas-70 ya&) Ornekli hastalarda gercektadikleri calismadir. Erken yga hastalik
baslangici olan hastalarda daha sik olarak 2935, 18¢24.1, 10922.3 ve 19913.2-13.31
bélgelerinde kazang 1p31.3, 1921.1, 2921.2, 4p488.3, 10p11.1 ve 19pl12 bdolgerinde
kayip tespit edilmy olup bu bdlgelerin toplamda 500’den fazla gendgarbelirtilmistir.

Bu bolgerle gen ifade ¢camalarinin entegrasyonu sonucunda 107 gergnujalup CLC,
EIFAE, LTBP4, PLA2G12A, PPAT, RGOMTD2 ve ZNF574 emin ifaderinde en ¢ok
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degisim olan genler oldgu bildirilmistir (209). 2013 yilinda Loo ve arkadarinin MSS
stabil ve CpG adacik metilasyon fenotip (CIMP)-négi) kolorektal timorli ve ¢
normal 6rnekleri ile gerceldardikleri calismalarinda %25 sikhkla 1q, 7p, 7q, 8pl2-11,
8q, 12p13, 13q, 20p, 20q, Xp, ve Xq bolgelerindeake; 1p36, 1p31, 1p21, 4p15-12,
4012-35, 5q21-22, 6926, 8p, 14q, 15911-12, 17p, 18q, 21921-22, ve 229 bolgelerinde
ise kayip oldgu tespit edilmj olup bu bélgelerde anlamli 356 genin farkli olaridde
edildigini belirtmektedirler (P < 0.0001 ve *1.5-katgilemi). Yine bu calgmada gen
ontoloji ve yolak analizlerinde tespit edilen gemledaha ¢cok hiicre dongisu, hicre dlumu
ve metabolizma ile ilgili oldgu ifade edilmektedir. Tumor orneklerinde %70 sildikl
gorulen 20g11-20913 amplikonunun AHCY, POFUTINRPTHI1L ve PRPF6 gibi pek
cok kanser ikkili gen icerdpi vurgulanmstir (210).

Iyi tanimlanmg olgulardan elde edilen entegre ediinaimik ve epidemiyolojik veriler;
genetik d@isiklikler, cevresel etki ve spesifik klinik fenotip skisini ve kanser biyolojisini
daha iyi anlamamiza yardimci olmaktadir. Cok genk adimli dgasi ile kompleks ve
heterojen profile sahip kanser hagimida tek tek komponentleri cginak kanserin
karmalk resminin ¢éziminde etkili bir yol olmayacakt@mik yaklgimlar ve bu
yaklasimlarin kendi iclerinde kombinlenerek gercekiglen calsmalar bu karmgk
resmin ¢ozimunde daha etkili olgcaistnilmektedir. Kanser ve sahip ofslukarmaik
hikayenin baliklarinin iyi anlgilmasinda dgru analiz ve dgerlendirmeler biyik énem
arz etmektedir (25, 26, 66).
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3.GEREKCE VE AMAC

Kanser, belirli genlerde ojan mutasyonlar sonucu veya gen ifadesinin miktarie
zamanlanmasinda meydana gelepigdiliklerle ortaya ¢ikan, hiicresel seviyedeki geketi
bir bozukluktur. Hastagin gelsimi ise caitli genetik deisikliklerin etkisiyle bir ¢ok
faktoriin etkisi altinda c¢ok basamakli bir sireci ps@maktadir.Tekli nikleotid
polimorfizmleri (TNP) ve nokta mutasyonlari gibi ¢iik Olcekli degisimler veya
kromozom kazanimi ya da kaybi, kromozomun yenidefizedlenmesi ve
kromozomlardaki yapisal anomaliler gibi buyik oOlgelegisiklikler yaninda cgitli
genlerin bozulmgifadeleri kanser okum sirecindeki kritik noktalari ojturmaktadir. Bu
baglamda genomik d@siklikler ile genetik yatkinlga neden olan genlerin tanimlanmasi,
hastalgin teshis ve tedavisine dpudan yansiyacak verileri &a cikaracak olmasi
acisindan buyik 6nem arzetmektedir.

Son vyillarin en yaygin kullanilan molekuler belgite olan tekli nikleotid
polimorfizmlerinin  (TNP) genomdaki yiksek rezolugjarinin etkisi TNP’lerin
mikrodizin platformlarina tanmasiyla kendini gostergtir. TNP mikrodizinler yuksek
rezolusyonlari ile hem [ganti ve asosiyasyon analizlerinde hem de kromoaomdaki
yapisal dgisikliklerin saptanmasina izin veren kdastirmali genomik hibridizasyon
(Comparative Genomic HybridizatiprCGH) uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Bu
kapsamda genom ebadindaki yUksglenn hacimli argtirma imkani veren mikrodizin
teknolojisi ile ayni anda genomik ve transkriptorbikyutta cama imkani sglanms olup
onemli sayida veri toplanmasi da mumkin kiligtmiBu ¢ercevede mikrodizin teknolojisi
DNA ve RNA bazli olarak yanitlanmasi gerekli soralakaynaklik eden hastalik,
duyarlilk, direnc ve benzeri pek ¢cok durumdan sdwbozukluklarin ve farkhliklarin

tespitinde kullargh bir arag olarak 6n plana ¢gikmaktadir.

Kolorektal kanserlerin altinda yatan genetik teerall anlgiimasi hastafin erken tani,
teshis ve tedavisine yansimasi acisindan 6nem arzketdie Bu cercevede yapilan
calismalarda kolorektal kanserde gozlenen molekulgisdaler hem sitogenetik hem de
genetik olarak tespit edilgtir. Kromozomal kayiplar/kazanclar, mikrosatelhistabilitesi,
mutasyonlar ve ekspresyon gigmleri basliklarn altinda toplanacak olan bu molekuler
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degisimler kolorektal kanserlerin ¢6zUmiu zor kagwkaresminin anlgilmasina 6nemli
Olcide katki sglamistir. Ancak yapilan calsmalar cogunlukla tek gen dizeyinde
kalirken; genom boyu yapilan calsmalarin ¢cogu genomik ya da transkriptomik

olarak tek boyutta degerlendirilmi s olup ¢cok az sayida entegre ¢aima mevcuttur.

Nakao ve arkadalarinin kolorektal kanser vakalarinda gercgkiéikleri bir calsmada
aCGH analiz ile cadtiklari 6rnekler Gzerinden tim genomun %17,3'Und@ya sayisi
degsisimlerine rastladiklarini ifade etgherdir (211). 77 sporadik kolorektal kanser
olgularinda BAC Kklonlar aracg ile gerceklstiriien aCGH cagmasinda DNA kopya
sayisi degisikli gi ve metastatik durumu hakkindaski aranmsg olup 11913.3 11922.3 ve
Xp kromozomal bolgelerindeki kopya sayisi @rtle nod metastazi arasinda énemli bir
baglanti saptanmtir (212). Kromozomal instabilite ve mikrosateliistabilitesi olan
sporadik kolorektal kanser vakalarinda gercgkiten bir diger calsmada uygulanan
aCGH calgmasi ile 287 adet hedef sekans tespit edilolup pek cok kromozomda,
onemli genlerde kayip ve kazang agidubelirtilmistir (118). 6,800 bilinen gen ve 35,000
EST (expressed sequence tags)in tanimfandir calsmada kolorektal kanserin
oligonukleotid mikrodizinler aracg ile ifade profili ¢ikarilmg olup; metabolizma,
transkripsiyon, translasyon ve hicresel proseslegdeev alan pek cok genin ifade
dizeyinde dgsiklik saptanmgtir (192). Kim ve arkadgarinin yaptgl bir calsmada
sporadik kolorektal kanserli olgularda tiumor buy8meve gelsiminde etkin rol
oynayabilecgi distinulen 7 aday yeni geni iceren 47 adet farkli ifddeeyi sergileyen
gen tanimlanmtir (213). 2 farkli dereceden 36 sporadik kolorektastasindan alinan
orneklerle yuratilen bir genom boyu ifade anaimstirmasinda yapilan analizler sonucu
GSTP2 (GSTP-binding elongation factor) ve bir tkaupsiyon faktori olan HOXA9
genlerinin ifade diizeylerinde en farkligigmin goruldigiini saptamglardir (214).Ifadesi
azalan (Down-reglle) BMP2 ve ANPEP yaninda ifadetsn (up-regule) TKT, SPARC,
MCMS5 gibi yeni hedef genlerin tespit edighi belirten bir calsmada invazif kolorektal
kanser hasta tumor hicre o6rnekleri ve normal kokpitel hcreleri arasindaki

transkriptom profilleri kagilastiriimistir (215).

Bu ve benzeri calmalar sonucunda hastah sitogenetik ve genetik profillerine ait
oldukca 6nemli veriler elde edilgtir. Ancak yapilan ¢cagmalar genellikletek boyutta
kalip hastalik olgum ve ilerleme surecinde meydana gelergigimleri acgiklamada,
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dogrudan tespite imkan veren hedef noktalarin belmesinde dgerlendirilebilecek
batinlige sahip dgildir. Bu calismalar tek baslarina énemli olabilecek veriler elde
etmeleri yaninda tespit edilen genlerin veya kromazmal bdlgelerin hastalgin
molekiler karakterizasyonunda, daha spesifik alt guplara ayrilmasinda ve birer
biyobelirte¢ olarak tanimlanabilmesinde kullanilabimesi i¢in entegre cakmalar
yapilmasi gerektpi belirtiimektedir ( 64, 65, 152, 154, 155, 158).

Sporadik kolorektal kanserde entegre ggaél goriintiis veren tek bir galha mevcuttur.

Lagerstedt ve arkadarinin 64 sporadik kolorektal kanser vakasinin ogeik ve

transkriptomik profilini entegre olarak gerlendirmeye cajtiklari bu aratirmalarinin
gerek deney tasarimi gerekse veri entegrasygamaarinda ©Onemli sikintilar
gorulmektedir. 64 vaka (stpervize olarak) 2 ayubgr ayrilmg olup bu iki gruptan biri
sggkalim digeri ise tumaor derecelerine gore alt gruplara bolie vaka sayisi boylelikle
aCGH calsmalarinda gerek deney dizayni gerekse veri analizgerekli gorilen rakamin
altinda kalmgtir. Bu durum ¢akmanin istatiksel glctuine goélgesdiimektedir (97). Ayrica
calismada kullanilmy olan oOrneklerinfresh frozenolmasi yani tumoér ve prekanser
lezyonlarinin, stromal ve enflematuar gibi pek gakmal hiicre barindirgh heterojen
hiicre populasyonu olgu ve kanser hucrelerinin disseksiyon ile ayriinjadiikkate
alindginda sonuglarin, kanser hicresinin gercek profilmikadar yansiffl soru saretleri
tasimaktadir. aCGH analizleri rezolusyod6 kb BAC klonlari ile gerceklgirilmi stir ki
daha onceki bdiklar altinda degerlendirildigi gibi BAC arraylerin kopya sayisl
degisikli gi analizi icin ¢ozunurlikleri oldukga duktir. Bu durumda hastgin olusum ve
ilerlemesinde etkin rol oynayabilecek daha kugukutaki kopya sayisi gesimlerinin
kaciriima ihtimali de yuksektir. aCGH cgahasinda aggirmanin finansal problemini
asmak Uzere ornekler havuzlargtm (“pooled”). Verilen havuzlamaemasinda ornekler
hayatta kalim durumlari ve timor tiplerine goregamdirilarak havuzlanmwve toplam 6
mikrodizin ile hibridize edilmitir. Her bir havuzda kag¢ vaka olgw, vakalarin hepsinin
dahil olup olmadii belirtimemgtir (216). Ayrica 6rnek havuzlama her ne kadar
basvurulan bir yaklaim olsada veri analizi boyutunda géun geri plan gurultist nedeniyle
pek cok soruyu da bereberinde getirmektedir (2EKspresyon analizinde ise 3 vaka tek
tek mikrodizine hibridize edilirken (hangi 3 vakaldagu belirtimems) 6 vaka
havuzlanarak array analizine tabi tutuktur (216). Anilan cagmada ilging olan husus

materyal metod kisminda zikrediléiade analiz_calsmasinin_sonuclarina ne bulgular
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ne de tatsma kisminda d&inilmemis olmasidir. Bu nedenle bu cablmanin enteqgre bir

calisma olarak dgerlendiriimesi mumkun dgildir.

Entegre cabmalarin 6neminin ortaya kongu noktadagntegre yaklagimi altinda bu tez
calismasi ile dinyada en yaygin gorulen kanser tiplemn8iri olan kolorektal kanser
vakalarinin %90’InI olgturan sporadik vakalarda; kanserin tetiklenmesimdigsmasinda
ve ilerlemesinde etkin olabilecek yapisaidilikler ve global gen ifade farkhiliklarini

degerlendiren bu tez ¢gimasinin amaclarisagida maddeler halinde verilgtir.

1. Sporadik kolorektal kanserli vakalarin timér materyalleri ve normal
dokularindaki kopya sayisi dgisimlerinin belirlenerek kanser olusumu ve
gelisiminde etken olan ve tumdrlerin biyolojik ve klinik davraniglarinda etkin rol

alan yapisal dgisikliklerin belirlenmesi

2. Sporadik kolorektal kanserli vakalarin mikrodisseksiyon ile ayriimis timor ve
normal hicrelerinden elde edilecek olan transkriptan profilleri kiyaslanarak, ifade
dizeyi normale gbre dgisen genlerin tespiti ile kanser olgum ve gelsimine etken

olan genlerin belirlenmesi ve tumor alt gruplari ile iliskilendirilebilirli ginin analizi

3. DNA kopya sayisi ve ifade profil analizlerinin entgrasyonu ve yeni molektler

belirteclerin tanimlanmasi

Bu tez kapsaminda genetik ve gen ifade verilergiegrasyonu ayri ayri etkilerinin
yaninda iki verinin korele oldiu gen veya gen gruplarinin tanimlanmasi ile tinedmgis,
yeni onkogen veya tumor baskilayici gen tanimlataaser altgruplari okturma gibi pek
cok kapsamda elde edilen 6nemli verilenginda dgerlendirme yapilma imkani
yaratacaktir. Bu bilgiler ayrica kanser icin moligkibelirte¢ tanimlanmasi ve yeni tedavi
stratejileri gelgtirmede kullangh olacaktir. Bununla birlikte DNA ve RNA seviyesia
genetik imza analizi tek kiarina dgerlendiriimelerinden ¢ok daha kuvvetli bir molektle
semasinin olgturulmasi ile sonuclanacaktir. Bu gahada verilerinin bir araya

getiriimesiyle yapilacak olan meta analiz ile kairselus mekanizmasindan, ggininden
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sorumlu gen veya gen gruplarinin tanimlanmasinmsya dgru tedavi yaklgimlari
bulunmasina imkan taniyacak hedef genler tanimlaran@mclannstir. Zira hedefe
yonelik tedavilerin gesimi timoérlerin dg@ru ve kesin olarak siniflandiriimasinagbéir.
Degisen genlerin ve genetik anomalilerin dikkate alikagenlerin tam katafgunun
cikartilmasi ile timorlerin genetik altyapilarinéarg siniflandirilmasi bu noktada primer
hedef olarak ¢cajmalarda birinci sirada yer almaktadir. Etkilghes ve tedavi segcenekleri
gelistirmenin pahali ve uzun sireli pek ¢cok basamakeitdyir stire¢ oldgu g6z 6ntinde
bulunduruldgunda hedef validasyonundaglo bilgilerin kullaniminin bu prosesde hem

ekonomik agidan hem de guvenilirlilik agisindanrandikkatten kagmamalidir
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4.1.MATERYAL VE YONTEM

4.1.MATERYAL

Bu tez camasina, Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Patofajabilim Dali parafin doku
arsivinden,ailesinde (birinci derece akrabalarinda)da hikayesi bulunmayan kolorektal

karsinom hastalarina ait rezeksiyon materyallenildsdilmistir.

Tez calgmasi kapsaminda konvansiyonel adenokarsinom ilendzige tgh yuzuk hicreli
adenokarsinomlarinformalinle fiksasyonu (sabitlemgapilip parafine yerkgirilen
(Formalin-Fixed Paraffin Embedded = FFPE) mateeyailnden olgan toplam
50kolorektal karsinom calsmaya dahil edilngtir (Sekil 3.1). Calsmaya dahil edilen
tumor ornekleri icin belirli bir diferansiasyon @éeesi dikkate alinmamplup grade I-1lI
kapsaminda ilgili kriterlerdeki tim kolorektal karsmlar dahil edilmgtir. TUmor

orneklerindeki timor hicre icefi> % 90 dir.

Tez calsmasi kapsaminda kontrol érnekleri olarak toplan@nkblorektal karsinomun

kendi normal hiicreleri(match-pairedde ciftler=toplam 100 ©6rnek) kullanilnatir.

Calismada kullanilan normal hiicreler cerrahi sinirigindla timére en uzak hucrelerden

secilmatir.

Tez calgmasi kapsaminda kullanilan oOrneklere ait demograik histolojik veriler

cizelge4.1.’de sunulngtur.
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Cizelge 4. 1. Tez cadmasinda kullanilan drneklere ait demografik ve hisblojik veriler

Hasta (n=50) Yiizde (%)

Yas (ortalama)
Cinsiyet

Kadmn

Erkek

Grade

Gradel

Grade I1

Grade I

Tiimdr Lokalizasyonu
Sol Kolon

Sag Kolon

Elde edilecek sonuclarla birlikte gkerlendiriimek tzere calmaya dahil edilen olgularin
yas, cinsiyet, yaadiklari bdlge gibi parametreler agisindan gereliigileri de
toplanmstir.Bu calsma icin etik kurul onayl ve FFPE doku orneklernah bireylerden

bilgilendirilmis onam formu alinngtir.

4.2.YOntem

4.2.1.Tez cakmasinda kullanilan yontemlerin 6zeti

Bu tez ¢cagmasinda olgulara ait hematoksilen-eozin (H&E) boyaitoloji agiv preperatlari
yeniden dgerlendirilerek gruplandirilngtir.  Histopatolojik dgerlendirme sonrasinda
calisilacak Orneklere ait tumoér ve normal kolon pregdaraicin ayri ayri secilen H&E boyali
lamlar Uzerinde timorli ve normal hicrelerin buluggd alanlar, uzman patolog tarafindan
belirlenmitir. Normal ornekler, kolorektal karsinomlu olgunun awdarak agivienen
normal kolon dokusunun bloklarindan elde ed§tmi H&E boyal lamlar izlenerek olguya
ait parafin bloklardan 8um boyasiz kesitler hazirlangnive manuel mikrodiseksiyon
yontemiyle hucrelerin awtirmasinin ardindan agtirilan htcrelerden DNA ve RNA
izolasyonu gercekigiriimistir. 50 sporadik kolorektal karsinom olgusunun stymlan
tumor ve normal hicrelerinden (tumoér/normal=matetrqu/ gli ciftler halinde toplam
100 o6rnek) izole edilen DNA’lar il&ffymetrixmarkaGenome-Wide Human SNP Nsp/Sty
6.0 kit ve arrayleri aracilgi ile ilgili kitin protokoliine uygun olarak SNP-Aay CGH
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calismalari gercekligirilmistir. Array CGH gamasinda kullanilan 50 sporadik kolorektal
kanser olgusununaytirilan timaor ve normal hicrelerinden (timor/noramahtch paired/
esli ciftler halinde toplam 100 6rnek) izole edilerNR'lar ile Affymetrix marka FFPE
dokulardan ¢agmaya uygun Human X3Rrrayleri aracilgi ile ilgili kitin protokoliine
uygun olarak genom ebadinda transkriptom profiliend calsmalari gerceklgirilmi stir.
Daha sonra bu iki kapsamli verinin entegrasysglemi uygulanmgtir. Kopya sayisli
desisikligi ve transkriptom profili ¢ikarilan 6rneklerden &masonucunda 2 verinin
korelasyon gostergh genlerin validasyonu normal hicrelerinden izotilem DNA ve

RNA ornekleri tzerindensezamanli (real time) PZR ile gerceddieilecektir (Sekil 4.1).

/

SPORADIK KOLOREKTAL KANSER VAKALARINDA GENOM EBADINDA KOPYA
SAYISI DEGISLMLERE\'IN Ve TRANS]{RIPTOM PROFILININ B.EIJRLE’\‘MESI ile
KANSERIN GELISMESINDE e ILERLEMESINDE ETKEN YENI GENLERIN

/

<

TANIMLANMASI

Profil

|

i I

Sporadik Kolorektak Kanserin Transkriptom

Sporadik Kolorektal Kanzerin Kepya Sayisi
Degigikiigi Analizi

|

o 7 ,“’fﬂ
4 / /
/i /
- -~ -

Transkei szt j < :I'mnsla-w ve kopya sayisi degisikligi
T e et s, "B nrwmndu belirlenen genlerin
QRT-PCRile validasyonu QRT-PCR ile validazyonu

Genomik ve T iptomik Prefilin entegrasy

| 4

Sekil 4.1. Tez calsmasi genel 6zegemasi

4.2.1.Calsmaya dahil edilen FFPE materyallerin histopatolojik degerlendirmesi

Gruplarda yer alacak olgulara aitiarmateryali (H&E kesitler ve parafin bloklar)sarden

cikarilarak, olgularin H&E boyali

kesitleri

Uzermd histopatolojik dgerlendirme

yapiimstir. Kolorektal karsinom grubunda34 konvansiyonéémokarsinom, 12 musintz

adenokarsinom, 4¢h yuzik hicreli karsinom segcilgtir. Bu olgulara ait demografik ve

klinikopatolojik bilgiler patoloji raporlarindan @t edilmitir.
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Sekil 4.2. Histopatolojik olgu gruplari

4.2.3.Mikrodiseksiyon ve deparafinizasyon

H&E boyali lamlar tGzerinde lezyonun bulurgdualanlar gik mikroskopi altinda secilerek
marker kalemi ilegaretlenerek aygtirilacak timor ve normal hiicre alanlari belirlegtimi
Referans olarak kullanilarsaretli H&E boyali preperatlara ait parafin bloklagivden
cikarilarak mikrodiseksiyon igin boyasiz kesit mEnmstir. DNA ve RNA izolasyonu
icin parafin doku kesiti, mikrodiseksiyon ve degamaasyon icin @agidaki protokol takip
edilmigtir:

Tam calgma boyunca gerekli steril bir ortamve malzemeledlakulmistir. RNA
izolasyonunda kullaniimak tzere alinan kesitlerd¢ARle calisma icin gerekli temizlik
sartlari dikkate alinngiolupsu banyosu, mikrotom bicaklari, gala alanlari RNAse ZAP
(Sigma, R2020) ile temizlenstir. Kesitlerin alindgl lamlar 80C 2 saat bekletilerek steril
edildikten sonra kullaniimtir. RNA calsmalari boyunca RNazsiz filtreli pipet uclari

kullaniimustir.

1. Arsivden cikarilan parafin bloklar -20’de bir siire bekletilip squtularak mikrotom
cihazina (Shandon Finesse 325 Manuel Mikrotom, Mbgh77500016)yerlkgirilir.

2. Bloktan 8pum kalinliginda 4 parca kesit alinarak °@5sicaklgindaki su banyosuna
atilir. Boylece kesimslemi esnasinda kivrilan dokunun dizgun geikilde yayilmasi
saglanms olur. (Ornekler arasinda capraz kontaminasyoneniek icin her blokda
yeni steril mikrotom bigaklari kullaniltir).

3. Su banyosundan doku lam tzerinealinarak 5 dk kuyarbaakilir.

84



Deparafinizasyonsiemi igin preperatlar ksilen dolgale de 10 dk bekletilir.
4. adim taze ksilen ile tekrarlanir.
Preperatlar % 100 |k alkol dogale de 5 dk bekletilir.

6. adim taze alkol ile tekrarlanir.

© N o g B~

Preperatlar distile su dokalede 1 dk bekletilir. Daha sonra pecete Uzerind® 8k
kurtulur.

9. Marker kalemi ile g¢aretlenmg olan H&E boyall preperatlar ile deparafinize edim
boyasiz kesitler Ust Ustl carilmak suretiyle tumoér ve normal hicreleri bannag

alanlar bisturi ile kazinii§ekil 4.3.) ve 1.5 ml'lik mikrosantrifj tiptne aldlir.

Mikrodiseksiyon sonrasi

Sekil 4.3. Mikrodiseksiyon dncesi ve sonrasi timoresnormal érnekler

Not: 4.2.4 DNA izolasyon b#igina kadar olansiemler DNA (Kopya Sayisi Analizi) ve RNA (Gdfade

Analizi) kapsamindaki ¢calmalar i¢in ortak olan basamaklardir.

4.2.4.Parafine gomuli dokulardan ayrstirilan timoér ve normal hiicrelerdenDNA
izolasyonu

FFPE dokudan 8um kalinliginda alinan 4 parca kesitdegenomik DNA izolasyonu
deparafinizasyonsiemi ile timorli ve normal hicrelerin mikrodiseksiy isleminin
ardindan fenol-klorofom yontemi kullanilarak yapuigtrr.

DNA izolasyonunda kullanilan Fenol-kloroform yontengin gerekli soltusyonlar,

icerikleri ve hazirlaryisekilleri asagidaki gibidir.
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Lizis Solusyonu:Kaynak:Malumbres ve ark., blood,2008

10mmol/L Tris HCL pH:8.0(Sigma,T5941)

0.1 mmol/L EDTA (Etilen -Diamin-Tetra Asetikasit) (Sigma, E5134)
%2 SDYSigma, L4390)

10mmol/L Tris HCL (Sigmal1185-53-) pH:8.0

30mg/ml Proteinaz K (Sigma P-6556):

30 mg Proteinaz K alinip 900 ul distile suda ¢coriéi 1 ml'ye tamamlanir. Daha sonra

daha kiigiik hacimlere boliinerek 22@le saklanir.

Sodyum Asetat(Sigma, S2889):

40.8 g sodyum asetat 70 ml distile suda ¢ozuliasi@al asetik asit ile pH 5.2'ye ayarlanir

ve son hacim 100 ml'ye tamamlanir.

DNA Izolasyon Protokolii

1. Tumorlt bélgelerin disekte edilglibu ttplere 200 pul lizis buffer ve 30 pl 30 mg/ml
Proteinaz K eklenir, iyice kagtirilir.

2. Lizat 56°C’lik calkalamali 1sI blgu ya da su banyosunda bir gece inkibe edilir.
Ardindan 65°C 1s1 blgu ya da su banyosunda 6 saat ya da bir gece diildasyona
birakilir.

3. Lizat Uzerine 230 ul Fenol:Kloroforizoamil alkol (Fluka, 77617) karmindan

eklenir.

Vortex ile karstirilir.

13000 rpm’de 10 dakika, 4°C sicaklikta santrifdijie

Supernatant pipet yardimi ile temiz bir tipe alinir

560 pl sguk %100 Etanol( Sigma, 24102) ve 23 ul 3 M sodyuatseklenir,DNA

gorinene kadar yayea alt tst edilir.

8. -20°C ‘de 1 saat bekKletilir.

9. 13000rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifij edilir.

10. Alkol dokulerek uzaklgtirilir.

N oo g A

11. 500 pul 70% Etanol eklenir ve tipe yaga vurarak pelet kaldirilr.
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12.13000rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifdj edilir.

13. Alkol dikkatlice dokulerek uzakarilir ve peletin kurumasi tipler bir peceteyester
cevrilerek alkol uzakkana kadar bekletilir.

14.DNA pellete gore uygun miktarda niikleaz free suakularak ¢ozduarular.

15. DNA'larin 1 gece oda Isisinda ¢ozunmesi beklenthralan -20 °C ‘de muhafaza

edilir.

4.2.4.1.DNA’nin spektrofotometrik analizi ve miktar tayini

izole edilen DNA o6rneklerinin  saflinin  ve konsantrasyonunun belirlenmesi
spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop™ 10@@acilgi ile gerceklstirilmi stir.
DNA miktar sonucu ng/u$eklinde elde edilir. DNA 260 nm dalga boyunda, pnot280
nm dalga boyunda, fenol ve gér bilesikler ise 230 nm dalga boyunda maksimum
absorbans vermektedir. Bu gtaltuda DNA'nin saflgl deserlendirilirken A260/280 ve
A230/280 oranlarl dikkate alinmaktadir.DNA icin 2B80 oraninin~1,8 olmasi
gerekmektedir. A260/ A230 oraninin ise 1,8-2,2 1gmatla olmasi beklenirizolasyon
protokoliinden kaynaklanabilen protein, fenol veyiged kontaminatlarin vagh bu
degerlerin digmesine sebep olabilmektedir. Bu tez galsinda da mimkin olgunca bu

oranlar icin ilgili araliklar dikkate alinrgtir.

4.2.4.2. Mikrodizin reaksiyonlari icin DNA konsantrasyonun ayarlanmasi

Konsantrasyonlari belirlenen DNA drnekleri kopyaisadesisimi analizi i¢in kullanilacak
olan Affymetrix SNP 6.0 array protokoliinde yer aldsp ve Sty restriksiyon enzim kesim

reaksiyonlari icin iki ayri tiipte 50 ngd/olacaksekilde hazirlannstir.

4.2.4.3.Agaroz Jel Elektroforezi

> izole edilen DNA 6rnekleri biitiinlik durumugbelendirilmek tizere %1'lik agaroz
jel elektroforezinde yuruttlnstir.

> Agaroz jel elektroforezinde kullanilan solisyonlarhazirlanmaekilleri asagidaki
gibidir:
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. 5X TBE (Tris-HCI, Borik Asit, EDTA):

54 g Trima Base (Sigma T6066), 27,5 g Borik Asiigt&a B6768) ve 20 ml 0.5 M
EDTA'nin (pH=8,0) (Sigma E5134) 800-900 ml deiyanizu (ddH20) icerisinde
¢cozlilmesi sglanir ve daha sonra 1000 ml'ye tamamlanir. HazamabX TBE stok
solusyonu olarak kullanilir. 5XxTBE'nin deiyonize fa 1/5 oraninda sulandiriimasi ile
hazirlan 1XxTBE ise c¢agima solisyonu olarak agaroz jel hazirlamada, DNAekieri ve

PZR drdnlerinin yarutilmesinde kullanilir.

. Ethidium Bromide (10 mg/ml):

100 mg toz etidyum bromidin (Sigma E7637) 10 mltiissu icerisinde c¢oziulmesi
saslanir. 10mg/ml olarak hazirlanan boya sollisyonakhkta ve + 4C’'de saklanir.

. DNA Ladder (100 bp DNA Ladder)

DNA Ladder (Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA Lad®les, SM0321) tzerine 168
6X Loading Dye (Fermantas, R0611) ve {34listile su ilave edilir. Vorteks yardimi ile

karistirihir.

. %1’lik Agaroz Jel

1 g agaroz (Sigma, A5093) hassas terazi (ShimadXa26H) ile tartilir ve tizerine 100 ml
1x TBE eklenir. %1’lik olarak hazirlanan agaroz nolalga firin (Vestel) yardimi ile
cozduralur. Ceker ocak altina alinan agarozun leingyacak kadar gomasi beklendikten
sonra 5ul etidyum bromir eklenir ve boyanin homojengdimasi icin kartirilir.
Hazirlanan agaroz-boya kami jel tablasina dikkatlice dokulir. Dokme siramnhava
kabarcgl olusmamasina dikkat edilir. Daha sonra orneklerin yi&tasi kuyularin
olusmasini sglayan jel taraklari dikkatlice yedsrilir. Son olarak hazirlanan jelin
katilsgmasi igin 20-30 dk oda sicakinda beklenir.

. %?2’lik Agaroz Jelde DNA Orneklerinin Yuritilmesi

Hazirlanan %1’lik agaroz jel, icerisinde 1X TBE boan elektroforez tankina (Scie-Plas
HU10W) yerlatirilir. Jel’deki ilk kuyuya DNA ladder yiklenir. 3 DNA 6rnegi 3 ul 6X
Loading Dye ile kastirildiktan sonra pipet yardimiyla jeldekiger kuyu(lara) yuklenir.
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Jele yukleme yapilirken yuklemenin yapgidkuyularda hava kabagg olmamasina ve
yuklenen boya-jel kagimininin kuyulardan tanamasina dikkat edilir.Yikleme
tamamlandiktan sonra 6érnekler 120 voltta 20-30 kdakiiratultr ve gorantilenmek tzere
UV goruntiileme sistemine (Syngene Gene GeniuslfBamging System) aktarilir. Burada
GeneSnap 6.08.04 yazilimi ile UMk altinda goruntilenerek elde edilen DNA’nin %’li
agaroz jel goruntusu batunlik agisindapettendirilir.

Not: Bir sonraki gama olan mikrodizinin reaksiyonlarindan biri olanZRXe

fragmentasyon basamaklarindaPZRve fragmentasyon ksiyea ardnlerinin

goruntilenmesi icin % 2’'lik ve %4’'luk agaroz jel llaniimis olup ayni prosedur takip
edilmigtir.

4.2.4.4, Kopya Sayisi Ogsikli gi icin Gergeklestirilen Mikrodizin Reaksiyonlari

50 sporadik kolorektal kanser vakasinin timér ve rmab hicrelerinden
(tumoér/normal=match pairedssle ciftler halinde toplam 100 6rnek) izole edilenNB

orneklerinden yapilacak olan kopya sayisiigiemleri analizleriAffymetrixmarka SNP 6.0
array'leri ve kiti (Affymetrix, Genome-Wide Human SNP day 6.0, 901182; Genome-
Wide Human SNP Nsp/Sty Assay Kit 6.0, 901152) &ragla Uretici protokoltine uygun
olarak gerceklgirilmistir. Yalnizca PZR purifikasyon ve fragmentasygaraasinda FFPE
orneklerin degredasyon durumu dikkate alinarak fierefd ve arkaddarinin énerdii

sekilde deisiklik yapiimistir (124).Yontem kisa 6zetsasidaki gibidir.

500 ng genomik DNA, Nspl ve Styl restriksiyon entam ile kesilir ve 4 baz ciftlik

“overhang™leri taniyan adaptoérler (Nsp adaptor/@taptor) bglanir. Restrisiyon enzim
kesimi sonucu okan butin fragmentler boyut 6hemsenmeden adap#syanu icin birer
substrattir. Adaptor takili DNA fragmentlerinin alfigasyonunda adaptdr sekansi taniyan
genel bir primer kullanilir. PZR (polimeraz zincgaksiyonu) gamasinda 200-1.100 baz
cifti arasi fragmentler amplifiye edilir. Daha sanher bir restriksiyon enzimi ile
reaksiyonlari gercekjérilen ve amplifiye edilen PZR UrUnleri bigerilir ve purifiye
edilirler. Cgzaltilan genomik DNA daha sonra fragmente ediljgretlenir ve array’e
hibridize edilir.
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Nepl Nspl Sty | Sty Sty |

s Sty
l Bestriksiyon Enzim Kesimi l Restriksiyon Enzim Kesimi

l Nisp Adaptdr Ligasyonu l Sty Adaptor Ligasyonu

PCR (Tek primer amplifikasyeny) PCR (Tek primer Amplifikasyeny)
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ve Bigtin i
== !
- =T — AB

Hibridizasyon, Yikama, Boyama, Tarama

Sekil 4. 4. SNP 6.0 Affymetrix SNP 6.0 protokol alsisemasi

4.2.4.1 SNP 6.0 Restriksiyon Enzimi ile Kesim
4.2.4.1.a STY Restriksiyon Enzim Kesimi

Bu basamakda genomik DNA styl restriksiyon enzimkiesilir.
Onemli Notlar:

» Sty | ve Nsp | kesim reaksiyonlari ayni giin yaprimaadir.

» Reaktifler buz tzerinde ¢ozuldr.

« Enzim kullanilacgl zaman -20C’den ¢ikarilir. Kullaniimadan énce 3 sn spin edili
* Kullanmadan énce DNA’lar 3 sn vortekslenir ve 20pth’de 30 sn spin edilir

* Reaktifler 1ler sn 3 kez vortekslenir ve 3 sn spittire

* PZR cihazi 6nceden kagasitilir ve blok oda isisinda birakilir.

NOT: Protokolden farkli olarak biz fermentase masgdim ve bufferini kullaniyoruz.
Protokol, 250 ng d&l 312,5 ng DNA(kesim sonucunugérmek icin yuklemegp§gimiz
icin hacim 25 ul ‘ye cikaringtir) input deeri icin ve fermentas marka enzim igin

asagidaki gibi degistirilmi stir.
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Fermentas fast digest Styl Enzim protokolinde l1gegomik DNA icin 1 ul enzim
koyulmasi gerekgi belitiyor. Biz 50 ng’dan 6,25 ul reaksiyona koghkrtoplam 312,5 ng
DNA ile calisiyoruz. O halde :

1000 ng DNA icin 1 ul enzim
312,5 ng DNA igin x ul

X=0,31 ul enzim koyulur

Kesim reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Reaktif Miktar
dH20 15,94 ul
Sty1(10U/pL) 0,31 pl
10X FAST DIGEST BUFFER 2,5 pl
Genomic DNA (50ng/ul) 6,25 pul
Toplam Hacim 251L
. Tablo izlenerek buz Gzerinde kesim kari hazirlanir.
. Karisim ler sn 3 kez vortekslenir ve 3 sn spin edilirdt2,5 ng DNA barindiran

tuplere eklenir.

. Karisim 3 sn vortekslenir ardindan 2000 rpm de 30 sm agilir.
. Tupler PZR cihazina’a koyulur.

PZR programi

Sicaklhk Zaman
37°C 20 dk
65°C 5 dk
4°C Beklet

NOT: Kesim sonrasi ligasyona gecilmeyecekse 6rnek€C’de saklanmalidir.

4.2.4.2.a SNP 6.0 iGASYON

Bu asgamada kesilen érnekler Sty adaptdrler ile ligasyaksiyonu gerceksérilir.
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Onemli Notlar:

. 10X T4 DNA ligaz buffer ilk ¢cozdirtlmesinin ardindaliquatlanarak saklanir.
. 10X T4 DNA ligaz buffer ATP icermektedir bu nederdaz Gzerinde ¢ozilmesi
sgglanmalidir. Buffer kullanmadan o6nce herhangi birkigiti kalmayana dek iyice

vortekslenmelidir.

. NSP ve STY ligasyon reaksiyonlarinda kendi adaetiin kullaniimasina dikkat
edilir.

. Nsp ve Sty ligasyon reaksiyonlar kesim reaksiyontia oldgu gibi farkl
zamanlarda kurulur.

. Enzim kullanilacgl zaman -28C’den cikarilir.

. Adaptor Sty buz Uzerinde ¢bzinmesglaair. Reaktifler 1er sn 3 kez vortekslenir

ve 3 sn spin edilir. Sonrasinda tekrar buza alinir.
. PZR cihazi 6nceden kagasitilir ve blok oda i1sisinda birakilir.

. Eger ornekler donuk durumdaysa onlarinda buz Uzeripdlsinmesi gdanir.
Kullanilmadan 6nce 3 sn vortekslenir ve 2000 rpnB8esn spin edilir. Sonrasinda tekrar
buza alinir

Ligasyon reaksiyon karsiminin hazirlanmasi:

Reaktif Hacim

STY Adaptor (50 pM) 0,75l

T4 DNA Ligaz Tamponu (10X) 2,5ul

Kesilmis DNA 19,75pl
T4 DNA Ligaz (400Upl) 2l
Toplam 25l
. Tablo izlenerek buz tGzerinde ligasyon kami hazirlanir.
. Karisim ler sn 3 kez vortekslenir ve 3 sn spin edilir kesilmis DNA’lar

barindiran tuplere eklenir.

. Karisim 3 sn vortekslenir ardindan 2000 rpm de 30 sm agilir.
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. Tupler PZR cihazr'a koyulur. Progransagidaki gibidir.

Sicaklik Zaman
16°C 180 dk
70°C 20 dk
4°C Beklet

Ligasyonu yapilng DNA'lar PZR reaksiyonuna ge¢cmeden oncguwo75ul PZR suyu ile
dilie edilmelidir. Kargim 3 sn vortekslenir ardindan 2000 rpm de 30 sm agilir.

NOT: Ligasyon sonrasi PZR’a gecilmeyecekse 6rnekleiGa@°saklanmalidir.

4.2.4.3.aPZR

» Kontaminasyon olup olmagini anlamak i¢in mutlaka negatif kontrol kullanilir

1. Adaptor takilmg DNA’lar 3 sn vortekslenir.

2. 2000 rpm’de 30 sn spin edilir ve buza alinir.

3. Enzim dgindaki tim reaktifler 1er sn 3 kez vortekslenisr3spin edilir ve buza alinir.
4. PZR cihazi 6nceden kapasitilir ve blok oda i1sisinda birakilir.

5. Tabloda tek ornek icin derleri verilen PZR kagimi 6rnek sayisina gore hazirlanir.

Reaktif Hacim
5X Go Taq PZR Tamponu 2l0]
dNTP (2,5mM) 14l
MgCI2 (25mM) 14
PZR Primer 002 (100pmol) 416
GoTaq DNA Polimeraz (5Ull) 4ul
Betain (5M) 20!
dH,O 13,5l
Dilue edilmi adaptorli DNA 10l
Toplam 10Qu

93



6. Tabloda gosterilen miktarlar ¢gllan 6rnek icin yeterli olacagekilde hazirlanir ve

birer saniye 3 kez vortekste kamilir ve spin edilir.

7. MJ DNA Engine Tetrad’da agalaki protokol ile 30 dongu PZR reaksiyonu

yapilir.
Sicaklik Zaman Dongu Sayisi
94C 3 dk 1
94°C 30 sn
60°C 30 sn 30
68°C 15 sn
68°C 7 dk 1
4°C 1531

8. 3ul PZR drund 3ul 2xJel yukleme boyasi ile katirilarak 2% agaroz jele yuklenir
ve 120 voltta yaklgk 30 dk ydritulirdaha sonra purifikasyon basgima
gecilmeyecekse 6rnekler -20°C’de saklanmalidir.

4.2.4.4.a PZR Sonuglarinin Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonuclari % 2 ‘lik agaroz jelde yututulerekigidtilenmgtir.

4.2.4.1.b Nsp Restriksiyon Enzim Kesimi

Bu basamakda genomik DNA Nspl restriksiyon enzimkesilir.

Onemli Notlar:

* Sty | ve Nsp | kesim reaksiyonlari ayni giin yaprmadidir.
* Reaktifler buz tzerinde ¢ozuldr.
» Enzim kullanilacgl zaman -20C’den cikarilir. Kullaniimadan 6nce 3 sn spin edili

* Kullanmadan dnce DNA’lar 3 sn vortekslenir ve 20pM’de 30 sn spin edilir
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» Reaktifler 1er sn 3 kez vortekslenir ve 3 sn spiitire

* PZR cihazi 6nceden kagasitilir ve blok oda isisinda birakilir

* NOT: Protokolden farkli olarak biz fermentas marka enzerbufferini kullaniyoruz.
Protokol, 250 ng d&l 312,5 ng DNA(kesim sonucunugdrmek icin yuklenapysimiz
icin hacim 25 ul ‘ye cikarilngtir) input deeri icin ve fermentas marka enzim icin
asagidaki gibi degistirilmi stir.

Fermentas fast digest Nspl Enzim protokoliinde lgagomik DNA i¢in 1 ul enzim

koyulmasi gerekgi belitiyor. Biz50 ng’dan 6,25 ul reaksiyona koylarplam 312,5 ng

DNA ile calsiyoruz. O halde

1000 ng DNA igin 1 ul enzim
312,5 ng DNA igin x ul

X=0,31 ul enzim koyulur.

Kesim reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Reaktif Miktar
dH20 15,94 ul
Nsp1(10U/uL) 0,31 pl
10X FAST DIGEST BUFFER 2,5 pl
Genomic DNA (50ng/ul) 6,25 pl
Toplam Hacim 2511
. Tablo izlenerek buz Gzerinde kesim kami hazirlanir.
. Karisim ler sn 3 kez vortekslenir ve 3 sn spin edilirdi2,5 ng DNA barindiran

tiplere eklenir.
. Karisim 3 sn vortekslenir ardindan 2000 rpm de 30 sm agilir.

* Tupler PZR cihazr'a koyulur.
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PZR cihazi programi

Sicaklik Zaman
37°C 5 dk
65°C 5 dk
4°C Beklet

NOT: Kesim sonrasi ligasyona gecilmeyecekse 6rnek2€°C’de saklanmalidir.

4.2.4.2.b SNP 6.0 iGASYON

Bu asgamada kesilen 6rnekler Nsp adaptorler ile ligasgaksiyonu gerceksérilir.
Onemli Notlar:

. 10X T4 DNA ligaz buffer ilk ¢ozdirtlmesinin ardindaliquatlanarak saklanir.

. 10X T4 DNA ligaz buffer ATP icermektedir bu nederdaz Gzerinde ¢ozilmesi
sglanmalidir. Buffer kullanmadan oOnce herhangi bikigiti kalmayana dek iyice

vortekslenmelidir.

. NSP ligasyon reaksiyonlarinda kendi adaptorlerkuiltaniimasina dikkat e dilir

. Nsp ve Sty ligasyon reaksiyonlar kesim reaksiyontia oldgu gibi farkl
zamanlarda kurulur.

. Enzim kullanilacgl zaman -28C’den cikarilir.

. Adaptdr Nsp buz Uzerinde ¢ozinmesgilaair. Reaktifler 1er sn 3 kez vortekslenir

ve 3 sn spin edilir. Sonrasinda tekrar buza alinir.
. PZR cihazi dnceden kagasitilir ve blok oda isisinda birakilir.

. Eger ornekler donuk durumdaysa onlarinda buz Uzeripdiinmesi gdanir.
Kullanilmadan 6nce 3 sn vortekslenir ve 2000 rpnB8esn spin edilir. Sonrasinda tekrar

buza alinir.
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Ligasyon reaksiyon karsiminin hazirlanmasi:

Reaktif Hacim

NSP Adaptor (50uM) 0,75l

T4 DNA Ligaz Tamponu (10X) 2,5ul

Kesilmis DNA 19,75l
T4 DNA Ligaz (400Ufl) 2l
Toplam 25 ul
. Tablo izlenerek buz lizerinde ligasyon kami hazirlanir.
. Karisim ler sn 3 kez vortekslenir ve 3 sn spin edilir kesilmg DNA’lari

barindiran tuplere eklenir.
. Karisim 3 sn vortekslenir ardindan 2000 rpm de 30 sm egilir.
. Tupler PZR cihazra koyulur. Prograngagidaki gibidir.

. Ligasyonu yapilny DNA'lar PZR reaksiyonuna ge¢cmeden 6ncguo 751 PZR
suyu ile dilie edilmelidir. Kagim 3 sn vortekslenir ardindan 2000 rpm de 30 sn spi
edilir.

NOT: Ligasyon sonrasi PZR’a gecilmeyecekse ornek@0°C’de saklanmalidir.

4.2.4.3.b PZR

Nsp restriksiyon enzimi ile keslip devam edilenabgon Uurininden 7 adet Sty
restriksiyon enzimi ile kesilip devam edilen ligagytrininden 6 adet PZR reaksiyonu
kurulur. Boylece 1 6rnek icin toplam 13 adet PZRkstyonu kurulms olur. ilgili kit
protokoliinde bu say1 7 (4 Nsp-3 Sty) dir. @aada kullanilan FFPE 6rneklerinin tipik
karakteristgi olan degredasyon ve protein ve DNA arasindaaslucapraz hdar PZR
reaksiyonundabu o6rneklerden beklenen verimin alsamaetkilemgtir.Bu nedenle kit
protokinde belirtienden daha fazla sayida PZR gigaku gercekigirilmi stir.
Gergeklatirilen bu ¢ok sayida PZR reaksiyonu arraye hilzededilecek miktar olan 202.5
pg'a ulgmak icin yapiimaktadir.
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1. Adaptor takilmy DNA’lar 3 sn vortekslenir.

2. 2000 rpm’de 30 sn spin edilir ve buza alinir.

3. Enzim dgindaki tim reaktifler 1er sn 3 kez vortekslenisr3spin edilir ve buza alinir.

4. PZR cihazi 6nceden kapasitilir ve blok oda i1sisinda birakilir.

5. Tabloda tek ornek icin derleri verilen PZR kagimi 6rnek sayisina gore hazirlanir.

Reaktif Hacim
5X Go Taq PZR Tamponu aD
dNTP (2,5mM) 14
MgCI2 (25mM) 14l
PZR Primer 002 (100pmol) 416
GoTaqg DNA Polimeraz (5Ull) 4ul
Betain (5M) 2@
dH;O 13,5d
Dilue edilmi adaptorli DNA 1qQl
Toplam 10Qu

6. Tabloda gdsterilen miktarlar galan 6rnek icin yeterli olacagekilde hazirlanir ve birer

saniye 3 kez vortekste kstirilir ve spin edilir.
7. MJ DNA Engine Tetrad'da agalaki protokol ile 30 dongu PZR reaksiyonu yapllir.

Sicaklk Zaman Dongl Sayisi
94C 3 dk 1
94°C 30 sn
60°C 30sn 30
68°C 15 sn
68°C 7 dk 1
4°C Bekle
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8.3ul PZR Urund 3ul 2xJel yukleme boyasi ile katirilarak 2% agaroz jele yuklenir ve
120 voltta yaklatk 30 dk yurdatilurdaha sonra purifikasyon basgma gecilmeyecekse

ornekler -20°C’de saklanmalidir.

4.2.4.4.b PZR Sonuglarinin Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonuclari % 2 ‘lik agaroz jelde yututulerekigitilenmstir.

4.2.4.4.5 PZR Purifikasyonu

PZR purifikasyonu Clontech clean-up kit ile gergsttildi. Purifikasyon glemi icin
gerekli 0.1 M EDTA’nin hazirlagisekli asagidaki gibidir.

0,1M EDTA

37.22 gr EDTA (Sigma E5134) tartilir ve son hacimmllolacakseklide su ile tamamlanir.

Oda sicakiiinda muhafaza edilir.

PZR purifikasyonu ve eliisyonu Clontech clean-upilatgerceklgtirildi.

1. Her PZR reaksiyonunun tzerine (Nsp ve Sty ile ayr gerceklgtirilen sirasiyla 7
ve 6 adet PZR reaksiyonuu80.1 M EDTA eklenir.
2. 2 saniye orta derecede vortekste ftarlir.

3. Karisim 2000 rpm’de 1 dakika santriftj edilir.

4. Bir 6rnege ait 7 adet Nsp restriksiyon kesim enzimi ile aevedilmg PZR Uriind
ve 6 adet Sty restriksiyon kesim enzimi ile devadimis PZR Urind tek bir tlpte
birlestirilir ve bu batin drnekler icin uygulanir.

5. Kit ile birlikte gelen purifikasyon plakasinin hbir kuyusuna her bir 6rgen 13
adet PZR reaksiyonundan ~300 pl eklenir. Bir origak gerceklgtirilen PZR’lar 4 adet
plaka kuyusuna homojen olarak gd#imis olur.Plaka Uzerinde kullaniimayan yerler
aliuminyum kapatici ile kapatilir.

6. Purifikasyon plakasimanifoldun tizerine yatielir.

7. 600 mbar vakumda purifikasyon gercekielir. Kuyular tamamen kuruyana kadar
vakum uygulanir. Kuyular tamamen kuruduktan sorfaul5PZR suyu eklenerek yikama

islemi gerceklstirilir.
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8. Yikama basama 2 kez daha tekrarlanir.Her yikama arasinda membtamamen
kurumasi beklenir.

9. Yikama basamaklari bittikten sonra vakum kapatéiplakamanifolddan cikarilir.
10.  Her kuyuya 45 kit ile birlikte gelen elusion tampon olan RBffar eklenir.
11. Plaka kantiriciya yerlgtirilerek oda sicakfiinda 10 dk kastirilir.

12. Tum kuyulardaki PZR Urlnleri her 6rnek igin bimtie tipe alinir.

4.2.4.4.6.Purifiye Edilen PZR Urunlerinin Spektrofdometrik Analizi ve Miktar
Tayini

Pdrifiye edilen PZR o6rneklerinin sgflnin  ve konsantrasyonunun belirlenmesi
spektrofotometre Thermo Scientific NanoDrop™ 10PGracilgl ile gerceklstirilmi stir.
PZR urind miktar sonucu ng/geklinde elde edilir. PZR drtnlerinin sgflidezerlendirilirken
A260/280 ve A230/280 oranlari dikkate alinmaktaBiZR icin 260/280 oraninifl,8 olmasi
gerekmektedir. A260/ A230 oraninin ise 1,8-2,2 1amatla olmasi beklenir. Olglim
sonucunda toplamdaki PZR Urin miktari ilgili kitopskoliinde verilenve bir sonraki
asama olan fragmentasyon icin gerekli 202.5 pg'skamasi gerekmektedir. Bu miktara
ulasamayan o6rnekler icin ek PZR reaksiyonlari kurulegrar purifiye edilirler ve bir

onceki PZR Urunu ile birkgirilirler.

4.2.44.7. SNP 6.0 Fragmentasyon ve Fragmentasyononfasi Agaroz Jel
Elektroforezi

Bu adimda purifiye PZR Urlnleri fragmentasyon réakiullanilarak fragmente edilir.
Oncelikle Fragmentasyon reagenti uygun miktardayfentasyon buffer ve niikleaz-free
su eklenerek dilue edilir. Daha sonra bu dilue ifaktnek+ fragmentasyon buffer
karsimina eklenir. Mix PZR cihaz’'da fragmentasyon peosgina koyulur.
Ardindan %4’'luk agaroz jelde yarutultr.

Onemli Notlar:

m Fragmentation Reagent gio -20°C’ de saklanir.
m Purifiye PZR UrUnleri RB buffer ile diltie edilnehh. (en az 202,5 ug - 44.).
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m Fragmentasyon reaksiyonu di@madn dnce PZR cihazi 37°C ‘de bekletilir.
m Fragmentasyon reagent fazla miktarda hazirlanmalid
m DilUe frag.reagentin kicik miktarlarda hazirlansnaataya sebep olur..

m TUm dilisyonlar, eklemeler ve kamlar buz Uzerinde yapilmalidir.

m Tum basamaklar mimkuin ofglinca ¢abuk yapiimalidr.
m Frag. Reagent kullanildiktan sonra atilmalidir.

+ Fragmentasyona 45 ul'de en az 200 uq olagakilde koyulur.

1. PZR cihazi 37°C onceden isitihr.(10 dk)
2. Ornekler 45 ul ‘de 202,5 ug olacakkilde ayarlanir.(1 ul'de 4,5-6 ug olmasi

isteniyor).

3. Fragmentasyon Buffer ler sn 3 kez vortekslenirmaiain 3 sn spin yapilir ve buza
alinir.

4. 5 uL 10X Fragmentation Buffer buz tzerinde her birgdin tzerine eklenir ve

vortex’'de orta derecede 2 saniye karlir. Buz tizerine konur.

Reaktif Hacim
Purifiye PZR trtnt (200 pg in 45 ul RB buffer) 4l
10X Fragmentation Buffer SuL
Toplam 50uL

5. Dilue Fragmentasyon reagent hazirlanir.

GeneChip Fragmentation Reagent tipindn Gzerinketletnmi U/uL tanimina bakilarak
dilisyon hesaplanir.

Fragmentasyon buffer ve PZR suyu kullanllarak  QuL olacak sekilde stok
Fragmentasyon reagent dilie edilir ve 5 dk buzddetibr. Kullanmadan énce 1 er sn 3

kez vortexlenir ardindan spin yapilir.

Y = Stok Fragmentasyon Reagent’in djlliedegeri
X = Stok Fragmentasyon Reagent tipUunin ideki dger (tUpun Uzerinde)

0.1 ULL = dilie Fragmentasyon Reagent’in konsantrasyonu
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Y=0,1U/ulLx Toplam rxn hacmilL
X UL

Ornek Hesaplama :Toplam hacim 12 ul olsun (1 6igiel

Y=0,1U/plLx 12 uL = 0,44 ul
2.75 UpL
Reagent Fragntasyon Reaktifi Konsantrasyonu(1 6rnek igin)
Su 10.36 ul
10 X Fragmentasyon Buffer 1.2 ul
Fragmentasyon Reagent(2,75 U/ul) 0.44 ul
Toplam 12 ul

NOT: Fragmentasyon Reagent viskozdur. Bu nedépl&inde iyice kagtiriimalidir.

6. Dilue fragmentasyon reagentdan (0.nUy 5 pl fragmentasyon kajmina
eklenir.

Reaktif Hacirh ¢rnek icin)
Fragmentation Mix(6rnek+buffer) 50uL

Diluted Fragmentation Reagent (0.1UiL) nL

Total 55uL

7. 3 saniye orta hizda vortexlenir ve 2,000 rpm 3@ 50 ‘de santrifiij edilir.

8. Fragmentasyon tupleri d6nceden 37 derecede 19tR@R cihazi’a yerlgirilir.

9. Program sagidaki gibidir.

Sicaklik Zaman
37°C 35 dakika
95°C 15 dakika
4°C Beklet

10. Reaksiyon bittikten sonra tupler spin edilir..
11. 2 uL fragmente edilmi PZR drtnu ile 3uL jel yukleme boyasi kagtirilarak 4%
agaroz jele yuklenerek 120V- 30 dakika yurataltr.
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NOT1: Bantlar 200 bp ve altinda olmali

NOT2: Bu tez cakmasinda materyalimiz FFPE ornekler d@iduicin fragmentasyon
asamasinda sagidaki PZR cihazi rogramini kullanilgtir. Cunkld fragmentasyonda
kullanilan DNAse | enzimi unspesifik olarak PZR @it parcalamaktadir. FFPE PZR
artnleri olmasi gereken araliktan daha kucikttur.nBdenle fragmentasyon zamani daha
kicuk tutulur. 37°C de 35 dk yerine 10 dk yapdelde yuratular. ger 200 bp den daha

blyuk surintl gorintlsu varsa taze DNAse | ekledidk daha fragmente edilir

Sicaklik Zaman
37°C 10 dakika
95°C 15 dakika
4°C Beklet

4.2.4.4.8.SNP 6.0 Biotin ilésaretleme

Bu basamaktésaretleme reaktifi kullanilarak fragmente 6rnekkarétlenir.

Onemli Notlar

. Enzim haric reaktifler buz tzerinde eritilir. Enzikallanilac& zaman -28C’den
ctkarihr. Kullanilmadan énce 3sn spin edilir.

. Reaktifler 1er sn 3 kez vortekslenir ve ardindaan3spin yapilir sguk calsma
bloguna konur.

. PZR cihazi blgu 6nceden 3C’e ayarlanir. Ornekler koyulmadan 10 dkdekilde

beklemesi sdanir.

4. Labeling kargimi buz tzerinde hazirlanir. 1er sn 3 kez vortekshe ardindan 3 sn

spin yapilir
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Reaktif Hacim/1X
5X TdT Buffer 14L
GeneChip DNA Labeling Reagent (30 mM) 2nL

TdT (30 U/uL) 3
Toplam 19,6

5. 53.5uL fragmente edilmi DNA'In(Jele 1.2 ul yuklenir) Uzerine 19458 labeling

karisimi eklenir.

Reaktif Hacim
Fragmente DNA 53.5 ul
Labeling karisimi 19.quL
Toplam ‘A

6. 3 sn. vortexde kagtirihir ve 2000 rpm’de 30 sn spin edilir. PZR cirezerlatirilir.
Programi gagidaki gibidir.

Sicaklik Zaman
37°C 4 saat
95°C 15 dk
4°C Bekletme

7. Labeling reaksiyonu bittikten sonra tipler 2000 gher30 sn spin edilir.

NOT: Hibridizasyonbasamgina gecilmeyecekse ornekler -20°C’de saklanmalidir.

4.2.4.4.9.SNP 6.0 Hibridizasyon

Bu adimda her bir 6rnek insan SNP 6.0 array ‘e aridek hibridize edilirilk olarak
hibridizasyon reaksiyon karmi hazirlanir ve her orgen tzerine eklenir.Daha sonra
ornekler PZR cihazi’'da denattre edilir. Denatirasigm sonra her bir érnek SNP 6.0
array’e yuklenir. Ornekler hibidizasyon firinina rigatirilir ve 50°C de 18 saat

hibridizasyon glemi gerceklstirilir.
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Onemli Notlar

> Ornekler denatiirasyondan sonra ve array'lere yiklenkadar 4& PZR
cihazr’'da bekletilmelidir.

> Arrayler kullaniimadan o©6nce mutlaka oda isisinairigreelidir (10-15 dk).
Ozellikle kaucguk septalarin oda Isisna gelmesinidir.Ciinkii onlar catlamaya
egilimlidir.

> Kullanilmadan 6nce hibridizasyon firini €D e ayarlanir ve 60 rpm’de donmesi
sglanarak en az 1 saat 6n 1sitma yapllir.

> Isaretli ornekler ¢ozdurildikten sonra 3 sn vortekislee 2000 rpm’de 30 sn
santriftij edilir. Daha sonra buza alinir.

> DMSO karsima eklenirken tipin ortasina koyulur. Asla tipgdi@memelidir.
Plastik partiktli kagabilir. Bu durum geri planda kirlginini artirabilir.

> Artan hibridizasyon kagimi 1 haftaya kadar -2C’de saklanabilir.

1. Hibridizasyon kagimi asagidaki gibi hazirlanir.

Reaktif Hacim(1 ornek igin)
MES (12X; 1.22 M) 191
DMSO (100%) 13pL
Denhardt’s Solution (50X) 1aL
EDTA (0.5 M) 3uL
HSDNA (10 mg/mL) 3uL
Oligonucleotide kontrol il
Human Cot-1 (1 mg/mL) AL
Tween-20 (3%) L
TMACL (5M) 140uL
Toplam 190L
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2. 190 ul hibridizasyon kagimi isaretli 6rnee eklenir ve toplam 263 ul'lik kanm
elde edilir.

3. 30 sn vorteks yapllir.

4. 2000 rpm’de 30 sn spin edilir.

5. Hibridizasyon kamimi + isaretli 6rnek 9% C 1s1 blgunda 10 dk denature
edildikten sonra 4€ 1s1 bl@gunda arraylere yukleme yapilan kadar bekletilir. &iraye
yikleme yapilirken gier 6rnekler 48C 1s1 blgunda bekletilirler.

6. Array icine 200uL denatire edilnsi hibridizasyon kasimi enjekte edilir. Delikler
kicuk bantlar ile kapatilir.(YUklenmi arrayler 1.5 dk dan fazla oda isisinda

tutulmamamlidir.)

7.  Arrayler 18 saat 60 rpm de 8D'de hibridize edilirler.

NOT:Kalan hibridizasyon kagimi -20°C’de saklanabilir.

4.2.4.4.10.SNP 6.0 Yikama, Boyama ve Tarama

Boyama 3 samada gercekie.
Boyamal. SAPEsamasi
Boyama 2. Ab amplifikasyon adimi
Boyama 3. SAPE ile son boyama
Onemli Not:
» Kullanilan Protokol: GenomeWideSNP6_450.
» Yikama,boyama veya taramadan Once arrayler mutidkaisisnda olmali. +4 de
bekletildiyse oda i1sisina gelmesi beklenilmelidir.
1.18 saat hibridizasyondan sonra ,arrayler firinddnir ve arraylerin arkalarindaki
kagitlar cikarilir. Hibridizasyon kagimi arrayden cikarilir. (Cikan hibridizasyon lsani
1.5 ml tuplere aktarilir ve -80 C de saklanabilir)
2. 270uL Array Bekletmeing Buffer ile arrayler tamamenldloulur. Arraylerin yikama
ve boyamadan dnce oda Isinsa gelmesana.
NOT: Eger array hemen yikanmayacaksa o zaman ici arrayldBmleing buffer ile

doldurulur ve busekilde 4°C’de 3 saat kadar bekletilebilinir.

2. Boyama reakstifleri gagidaki gibi hazirlanir. Her 6rnek icin 3 kahverengnkli tip

hazirlanir.ilk olarak Stain buffer hazirlanir. Daha sonra 12veolu amber tiplere
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esit olarak bolunar ardindan bu iki tipgagidaki diger reaktifler eklenir. 3 nolu

tipe 820 ul array holding buffer eklenir

Boyama Reaktiflerinin Hazirlanmasi

Bir array icin gerekli miktarlar a sagidaki gibidir:

Stain Buffer
icerik 1X
H20 800,04puL
SSPE (20X) 360pL
Tween-20 (3%) 3.9aiL
Denhardt’'s (50X) 24pL
Toplam 1188puL
Toplam Hacim / 2 594ul

» Stain buffer hazirlanir. 1 ve 2 nolu amber tliplere594 ul olarak dagitilr.

1. Modil icin 1 nolu amber tiip SAPE boya soliisyonu

SAPE Boya Solisyonu

Streptavidin Phycoerythrin (SAPE), karanlikta veC4S8aklanmalidir. Amber tiplerde
hazirlanmahdir. Tupe konulmadan 6nce gamimahdir. SAPE veya SAPE sollsyonu
dondurulmamalidir.

SAPE Soliisyon Karsimi

icerik Hacim
Stain Buffer 594ul
1 mg/mL Streptavidin Phycoerythrin (SAPE) 6puL
Toplam 600ul
Karistirilir.

NOT: SAPE igeren tup, istasyonun 1. moduliine ytilenelidir.
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2. Modill icin 2 nolu Amber tiip antikor boya soliisyonu

Antikor Boya Sollisyonu

Antikor Soltusyon Karisimi

icerik Hacim
Stain Buffer 594uL
0.5 mg/mL biotinylated antibody gL
Toplam 600uL
Karistirihr.

NOT: Antibody Stain Sollisyonu iceren tlip istasydhunoduline yerkdiriimelidir.

3. Modil icin 3 nolu amber tiip icin array Bekletmeing buffer

Array holding Buffer

icerik Hacim

MES Stock Buffer (12X) 8.3 mL
5M NaCl 18.5mL
Tween-20 (10%) 0.1 mL
Su 73.1 mL
Toplam 100 mL

3. amber tup icine 820L array Bekletmeing buffer konulur.

NOT: Array Bekletmeing Buffer iceren tlp, istasyoBumodiline yerjérilmelidir.

Boyalarhazirlandiktan sonra vorteks yapilir ardmsjain edilir.
Boyalar moduillere yerigirilir.boyama yikamaglemi gercgeklgir.
Arrayler taratilir.

N o o bk

Islem bitince istasyona “shut down” yaptirihr.
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4.2.4.5. Kli kopya sayisi dgisikli gi veri analizi icin gerceklestirilen biyoinformatik
analizler

Esli kopya sayisi analizleri,blinyesindesitie paketler barindiran “aroma.affymetrix” R
paketi ile ‘CRMA v2” metodd™® kullanilarak  gercekigiriimis  olup
segmentasyon(circulary binary segmentation) uygatangine “aroma.affymetrix” paketi
kapsaminda bir der R paketi olan “DNAcopy” ile gercekerilmistir,. CRMA v2
metodubir Onilemeve Ozetleme metodu olugagdaki adimlarla ham kopya sayisi

hesaplamasiemi gerceklgtiriimektedir.

1. Alel problari arasindaki sinyal karismasinin kalibrasyonu (PMA, PMB).

A ve B alellerinin problari genomda TNP’in olglu yerde tek nukleotid agisindan
farkhdirlar. Bu tek nukleotidlik farklilik 2 alesinyallerinin birbirine ¢ok yakin olmasina

ve karsmasina sebep olabilir. Bu noktada kalibrasyon yapil

2. Normalizasyon

Prob sinyal dgilimindaki farkhliklar normalize edilir. Butln tekk etkiler uzaklatirildigi

gibi sekans etkisindeki farkhliklar normalize edil

3. Teknik tekrarli problarin (PM) ve TNP problar icin iki alelden gelen
sinyallerin 6zetlenmesi (PM=PMA+PMB)

4. PCR fragment uzunluk etkilerinin normalizasyonu

SNP 6.0 array’lerde DNA 2 enzimle kesilmekte ve alalonra c¢galtiimaktadir. Kopya
sayisi problari igin sadece Nsp enzimi kullaniik8NP problari icin sadece Nsp, sadece
Sty ya da hem Nsp hem Sty ile kesim gercgkigktedir. Bu kesimlere ait fragmentlerin
amplifikasyonun gleminde farkh uzunluktaki fragmentler farkl etkkie amplifiye
olmaktadir. Daha da 6tesi bu sistematik etki 6raekirnge de fark gostermektedir. Bu
basamakta bu etkiler normalize edilmektedir.
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5. Kopya sayisi hesaplanmasi C = theta/thetaR,

Oij
OR;

C; = 2

R:referans
0ij = BAij + 0ijB (i 6rnegi ve j SNP’iicin A ve B alelleri sinyal toplami)

ORj = 0AR] + OR|B (referans orng ve j SNP’i icin A ve B alelleri sinyal toplami)

Ham kopya sayisi verisi elde edildikten sonra blaligla aciklandy Uzere belli bir gk
degeri Uzerindeki (0.35 gibi), belli siklikla gérilere belli boyuttaki dgisiklikler gibi

filtreler uygulayarak daha anlamli veri ortaya cdsnsglanmstir.

4.2.5.Parafine gomullu dokulardan ayrstirilan timor ve normal hicrelerden RNA
izolasyonu

RNA izolasyonu,_deparafinizasyon basa&madisinda Qiagen RNeasy FFPE ticari Kkiti

(Katalog No: 74404kullanilarak dretici firmanin yonergeleri glwltusunda yapilngtir.
Deparafinizasyonsiemi icin DNA izolasyonu 6ncesinde gerceftiglen deparafinizasyon
adimlar takip edilmtir.Deparafinizasyon adimi i¢cin hem kit protokoll heygwlanan
deparafinizasyon protokolu ile ayni drnekler iginayri izolasyon gerceksérilmis ve bu

iki deparafinizasyon adimi ile gerceftieilen izolasyonlar sonucunda elde edilen
RNA'larin spektrofotometrik 6lgiim sonuglarinda kangasyon ve saflik gerleri
dikkate alinarak kit protokolinde yer alan depaiaéisyon adimi yerine kendi
uyguladgimiz deparafinizasyon adimlarinin kit prosediurimeegre edilmesine karar

verilmistir. Ilgili sonuclara bulgular bélimiinde yer veriktii.

Qiagen RNeasy FFPE kifKatalog No: 74404¢in izolasyon protokolUsagidaki gibidir.

Deparaffinizasyon

1. Deparafinize edilecek lamlar lam kutusuna ygitiir.
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2.

ksilen eklenir.
3.
4.
5.

ksilenin uzaklamasi sglanir.
6.
7.

ucmasi beklenir.
8.

bdlgeler kazinarak hiicreler RNazsiz tuplere alinir.

Lam kutularinin yerlgirilecegi kaplara lamlardaki doku kesitleringa@caksekilde
Kesitler 10 dk deparafinize edilir.
Taze ksilen dolu kapta 2 ve 3. adimlar tekrarlanir.

Lam kutusu %100’ltk alkol ile doldurulmukaba alinir ve 5 dk inkiibe edilerek

5. adim taze % 100’luk alkol dolu kapta tekrarlanir

Lam kutusu alkol dolu kaptan cikanlir ve alkolUeskler tzerinden tamamen

RNaz ZAP ile temizlenmngi bisturiler yardimi ile mikroskop altinda timorlu

Kit Protokolu

Tumorlt bolgerin disekte edilgii bu tiplere 150 pl Buffer PKD ve 10 pl Proteinaz K
eklenir, iyice vortekslenir.
55°C’ de 15 dk , ardindan 80°C’de 15dk beklenir.

3. 320 ul buffer RBC eklenir.
4. Lizat iyice karstirihr ve gDNA eliminatdr spin kolona aktarilirO3sn 13.000 rpm’de

santrifij edilir.

Kolon atilir, alttaki sivi ile devam edilir.(koloatiimayip %100 ve %70 lik alkol ile
yikanarak DNA izolasyonuna devam edilebilir).

Tapteki siviya 720 pl 100% EtOH eklenir ve iyjpetaj yapilir. Santrifij edilmez.
700 pl 6rnek +4°C’ de bulunan RNeasy Minelute dpatona eklenir. 15 sn 13.000
rpm’de santrifij edilir. Alttaki sivi atilir ve koh ayni collection tipe konulur.

Bir Gstteki adim, kalan drnek ile tekrarlanir. Ayrallection tip ile devam edilir.

9. 500 ul Buffer RPE kolona eklenir. 15 sn, 13.000 'gemsantriftj edilir (Membran

yikanir.) Swvi atilir. Ayni collection tup ile deveedilir.

10. 500 ul Buffer RPE kolona eklenir. 2 dk 13.000 igensantrifij edilir.

11.Kolon yeni 2 ml'lik collection tlipe konulur. Kolomukapai acilir. En yiksek hizda 5

dk santriftj edilir (membran kuruyacak).

12.Kolon kitten ¢ikan 1.5 ml'lik tipe konulur. 16 pN@se free su, memebrangsdeden

dogrudan kolona eklenir. 5 dk oda isisinda beklenir. yiaksek hizda 1dk santrifij

edilir.
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13.20. adim tekrarlanir.
14.RNA'lar -80 °C ‘de muhafaza edilir.

4.2.5.1.RNA’nin Spektrofotometrik Analizi ve Miktar Tayini

izole edilen RNA 6rneklerinin safiinin ve konsantrasyonunun belirlenmesi spektrofetoen
(Thermo Scientific NanoDrop™ 10p@racilgi ile gerceklgtirilmistir. RNA miktar sonucu
ng/ul seklinde elde edilir. RNA 260 nm dalga boyunda,teiro 280 nm dalga boyunda, fenol
ve diger bilesikler ise 230 nm dalga boyunda maksimum absorbassnektedir. Bu
dogrultuda RNA'nin saflgi deserlendirilirken A260/280 ve A230/280 oranlari dik&a
alinmaktadir. RNA icin 260/280 oranint#2 olmasi gerekmektedir. A260/ A230 oraninin ise
1,8-2,2 araliinda olmasi bekleniizolasyon protokoliinden kaynaklanabilen proteinpfen
veya dper kontaminatlarin vagiinda bu dgerlerbelirlenen arahin dsinda ¢ikmaktadir.

Bu tez camasinda da mumkin olgunca bu oranlar icin ilgili araliklar dikkate alimgtr.

4.2.5.2.Mikrodizin Reaksiyonlari icin RNA Konsantrasyonunun Ayarlanmasi

izolasyon sonucunda miktarlari belirlenen RNA 6regkin konsantrasyonlari, gen ifade
degisim analizinde kullanilacak olan Ovation FFPE WTAt Kilugen ,Katalog No: 3403)
protokoliinde cDNA sentez reaksiyonu igin gerekil@agic RNA miktari olan 100 ng’i
salayacaksekilde ayarlanir ve -80°C’ye kaldirilir.

4.2.5.3izole Edilen RNA Orneklerinin Bitiinlik ve Kalite Analizi

izole edilen RNA o6rneklerinin bitiinlilk analizlerigient 2100 Biyoanalizori ile RNA
6000 Nano kitleri (Katalog No: 5067-1511) kullamgl Uretici firmanin yonergeleri
dogrultusundagerceklgtirilmi stir.

Ilgili yonteme ait protokol gagidaki gibidir.
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Jelin Hazirlanmasi

1- Tim reaktifleri kullanmadan 6nce 30 dakika ontaldiginda tutarak 1s1 dengesini
salanir

2- 550 ul jel matriksini spin filtresinin st hazmee koyulur.

3- 10 dakika 1500 x g de santriftj edilir.

4- 65 ul jel kitle birlikte verilen RNaz icermey@ib mL lik tiplere transfer edilir.

Bunlar 4 °C de saklayarak bir ay siresince preyyarada kullanabilirsiniz.

Jel-Boya Karisiminin Hazirlanmasi

1- Tim reaktifleri kullanmadan 6nce 30 dakika odtaldiginda tutarak 1s1 dengesini
salanir.

2- Yuksek hizda vortekslenir ve 15 saniye santetlijir.

3- 1ul RNA 6000 Nano boya (mavi) 65 ul jel kargimina eklenir.

4- Tup kapatilidyice vortekslenir ve jel ile boyanin iyice kanigindan emin olduktan
sonra tum komponentler 4 °C de karanlik ortamd#asak

5- Tupler 10 dakika oda sicaginda 13000 x g de santriftij edilir.

Jel Boya Karisimini Yiklenmesi

1-  Tum reaktifleri kullanmadan 6nce 30 dakika odaldiganda tutarak i1sI dengesi
sglanir. Cip priming istasyona yesgkilir.

2- 9 ul jel boya kagimini isaretlenmg ® olan kuyucga aktarilir.

3- Pistonun 1 mL pozisyonunda olglindan emin olunur sonra ¢ip priming istasyonu
kapatihr

4- Pistonasiringa klipi tarafindan tutulana kadar bastirilir.

5- 30 saniye bekledikten sonra pistonu serbest birakil

6- Pistonun 0.3 mL noktasina geidhi gézlenir.

7- 5 saniye bekledikten sonra pistonu 1 mL pozisyortakear getirilir.
8- Cip priming istasyonu acllir.

9-  9uljel boya kagimini ¢ karetlenmg olan tum kuyucuklara aktarilir.
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RNA 6000 Nano marker Yiuklenmesi

1. Herbir 12 kuyucga ve ladder olaralaretlenmg kuyuciga 5 ul RNA 6000 Nano
isaretci transfer edilir.

2. Hicbir kuyucuk bg birakilmaz yoksa ¢ip verimli camayacaktir. Bokalan
kuyucuklaraise 5 ul RNA 6000 Nano ve 1 ul ornekieulandirldg tampon eklenir.

Ladder ve Orneklerin Yiiklenmesi

1- Kullanmadan 6nce ladder soltsyonu eritilir ve& bizerinde muhafaza edilir.

2- ikincil yapi olisumunu 6nlemek igin 6rnekleri cipe yilklemeden 6n@éQ de 2 dakika
kadar denature edilir.

3- Ladder olaraksaretli olan kuyucga 1 ul RNA ladder yuklenir.

4- Herbir 12 kuyucga 1 ul 6rnek transfer edin.

5- Cip bu cip icin Uretilmi vortekse yerlgirilir.

6- 2400 rpm de 60 saniye vortekslenir.

7- 5 dakika icerisinde ¢ipin Biyoanalizére yiklersngerekir.

8- Elektrod temizleyicinin bir kuyugundan 35Qu RNaseZAP ile yawga eklenir.
9-Kapak acllir ve elektrod temizleyici cihazin hagime yerlgtirilir.

10- Kapak kapatilir ve bgekilde 1 dakika beklenir.

11-Kapak acilir ve elektrod temizleyici ¢ikarilizerini yazarak daha sonraki kullanimlar
icin saklayin.

12- Baka bir elektrod temizleyicinin bir kuyugunu 350ulRNaz icermeyen su ile
yavaca doldurulur

13- Kapak acllir ve elektrod temizleyici cihazirehasine yerlgirilir.

14- Kapak kapatilir ve bgekilde 10 saniye beklenir.

15- Kapak agclilir ve elektrod temizleyiciyi ¢ikarilUzerine not d§iilerek daha sonraki
kullanimlar i¢in saklanir.

16- 10 saniye daha elektrodlardaki suyun bukaresi icin beklenir.
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Cipin Biyoanalizore Yerlestirilmesi

1- Biyoanalizérin kapa acilir ve elektrod kartwnun d@ru yerlsstirildi ginden emin
olunur ve ayrica ¢ip secicinin 1. pozisyonda @lshdan emin olunur.

2- Cip hazneye yengrilir. Cip yalnizca bir ydnde yerine oturabilir.

3- Kapak dikkatlice kapatilir. Kargun elektrodlari ¢ipin kuyucuklarina oturacaktir.

4- 2100 Expert yazihmi size ekranda cipin ygredigini ve kap&in kapandiini

gosterecektir.

Cipi Ko sturmaya Baslama

1- “Instrument” sekmesinde deneme menusunden ugignayi secilir.

2- Glncel dosya adi kullanilir veya size uygun akagekilde deistirilir. Veri sizin
girdiginiz sekilde kayit edilecektir. Bu samada dosyanin kayit ediléteyeri analiz
edilecek numune sayisini da girebilirsiniz.

3- Pencerenin $a uUst k@esinde yer alan “start” ikonuna basin. Ham veri
“Instrument’sekmesinden gorintilenir.

4- Veri kazanimi sirasinda numune bilgileri girileb“Data file” sekmesine tiklanir ve
ardindan“Data and Assay’ikonlari tiklanir. “Chipnsonary” sekmesini tiklanir. Numune
bilgileri girilir ve “apply”ikonu tiklanir.

5- Ham sinyali gormek icin tekrar “Instrument”ikotilanir

4.2.5.4. Gerifade Dasisim Analizleri igin Gerceklestirilen Mikrodizin Reaksiyonlari

50 sporadik kolorektal kanser vakasinin timér ve rmab hicrelerinden
(tumoér/normal=match paired/sle ciftler halinde toplam 100 6&rnek) izole edilen
RNA’lardan yapilacak olan gen ekspresyogigienleri analizleri Affymetrixmarka FFPE
ornekler icin Uretilmy “U133_X3Parrasleri” araciligiyla gerceklstirilmistir. Yapilan 6n
denemeler sonucunda kullanilacak cDNA sentez lati“DNugen Ovation FFPE WTA
olarak belirlenmitir. Ilgili calismalar, Bulgular bélimiinde verilgtir.

Nugen Ovation FFPE WTA System yontemi kisacasgida belirtildigi gibidir.
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DNA m——
Total RNA Rna E—

PNNNNN NNMNNNN— S T T T T T cDNA Primer (DNARNA)
random and polyT

1.Asama Ik Zincir cDNA Sentezi RT Ters Transkriptaz =

1_Zincir cDNA

AsmasnmAAR

= -’{ TT""\

PoL DNA Polimeraz

Z.Asama Tkinci Z incir cDNA Sentezi

2_Zincir cDNA
|

H RiMase H
POoL DNA Polimeraz
3.Asama Amplifikkasyon D éngiisii ~~mmmmmm—  SPIA® Primer (DNA/RNA)
Ribo-SPIA Amplifikasyon

POL_ POL _POL_F POL PQL PDL\PQL

E e

POL::_Q_‘_‘__
Sekil 4. 5. Nugen Ovation FFPE WTA System ydntemi

Ribo-SPIA teknolojisi 50-100 ng FFPE tirevli tot®®NA'dan 3 adimda cDNA

amplifikasyonu gercekigirmektedir.

ilk zincir cDNA sentezi

Ik zincir cDNA sentezi total RNA'dan DNA/RNA kimeki primer kargimi ve ters
transkriptaz enzimi kullanilarak hazirlanir. Priteer hem Poly A dizisine hem de
transkripte rastgele hibridize olan DNA bolumlerisehiptir. Ters transkriptaz enzimi bu
primerlerden ilk zincir cDNA'y1 olgturur ve bir cONA/mRNA hibrid molekili meydana
gelir. Bu hibrid molekil cDNA dizisinin 5" ucundariRNA dizisine sahiptir.

DNA/RNA Heterodupleks Cift Zincir Sentezi

cDNA/mMRNA kompleksindeki mMRNA'nin fragmentasyonu BNPolimeraza ikinci zinciri
sentezlemek icin B&ngic noktasi yaratir. Burasi ilk zincir kimerikiperlerindeki 5’
diziye tamamlayici DNA dizisi igerir. Sonugta bicunda DNA/RNA heterodubleksini
iceren cift zincirli cDNA olgur. Bu gamadan sonra bead pirifikasyonu yapilarak

temizleme glemi gerceklsgtirilir.
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SPIA Amplifikasyonu

SPIA, Nugen tarafindan ggirilen gucli bir izotermal dizi yerdgsimi amplifikasyon

islemidir. Bu homojen izotermal deneyde DNA/RNA kinkerSPIA primeri, DNA

polimeraz enzimi ve RNaz H kullaniimaktadir. RNazehizimi, cDNA’nin 5’ ucundaki

DNA/RNA heterodubleksindeki RNA'yl degrade eder b@ylece ilk SPIA primerinin
baglanabilecgi bir DNA dizisi ortaya c¢ikar ve daha sonra DNA ipoéraz primerin 3’

ucundan replikasyonu Batir. Yeni olgan dizinin 5’'ucundaki RNA kismi yine RNAz H
ile uzaklgtinlir ve diger dongudeki cDNA sentezi icin fangi¢c noktasi ortaya cikar.
Boylece reaksiyon devam eder ve SPIA cDNA birikgarceklagir.

Bu adim tamamlandiktan sonra tekrar bir purifikasyapilir ardindan 6rnekler fragmente

edilir, isaretlenir vearray'e hibridize edilir.

iLK Z INCIiR cDNA SENTEZIi

1. Ik zincirprimer, Ik zincir buffer kargimi, ilk zincir enzim kagimi ve nikleaz
icermeyen su —20°C’den cikarilir.

2. Enzim spin edilir hemen buz Gzerine alinir.

3.Enzim dsinda dger reaktifler oda i1sisinda ¢ozulmeli. Reaktiflerte&s ile kargtirilir,
spin edilir ve buz tzerine alinir. Su oda I1sisiboiakilir.

4 Primerden 2 ul alinir 0.2 mIPZR tupune koyulur.

5. 5uL total RNA 6rnei (50 -100 ng) primer tizerine eklenir.

6.5 kez pipetaj yapilir spin edilir ve buz Uzeritaia

7. Tup 6nceden isitilmi PZR cihazi'a koyulur.

Primer Baglanmasi: 65°C — 2 dk—> 4°C bekletme

8.Tupler cihazdan alinir ve buza koyulur.
9. ik zincir cDNA sentez kagimi asagida tek 6rnek icin deerleri verilen tabloya gore

hazirlanir
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Ik Zincir Buffer Kari simi 2.5 ul

Ilk Zincir Enzim Kari simi 0.5 ul

Toplam 3ul

10 Hazirlanan kagim pipetaj yapilarak kagtirilir, spin edilir ve buz tGzerine alinir.

113 uL of ilk zincir reaksiyon kagimi tipe eklenir.

12.5 kez pipetaj yapilir spin edilir ve buz Gzerite .

13. Tupler 6nceden 4°C’e getirilgiiPZR cihazi cihazina koyulur ve ilk zincir cDNA

sentez programi c¢atirilir.

Sicaklik Zaman
4°C 2 dk
25°C 30 dk

42°C 15 dk
4°C Bekletme

14. Program bitince tupler cihazdan alinir ,spiniedi buza koyulur.

15. Hemen ikinci zincir cONA sentez adimina gegilir.

IKINCi ZINCIiR cDNA SENTEZi

1. ikinci zincir buffer kargimi ve ikinci zincir enzim kagimi —20°C ‘den cikarilir.
2.Enzim spin edilir hemen buz tzerine alinir.

3. Bufferoda 1sisnda ¢ozulir. Vorteks ile kanlir, spin edilir ve buz tzerine alinir.

4. ikinci zincir cDNA sentez kagimi asagida tek drnek icin deerleri verilen tabloya gore

hazirlanir
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Ik Zincir Buffer Kari simi 9.7 ul

Ik Zincir Enzim Kari simi 0.3 ul

Toplam 10 pl

5.Hazirlanan kagim pipetaj yapilarak kagtirilir, spin edilir ve buz tzerine alinir.

6. 10 pL ikinci zincir reaksiyon kagimiher birilk zincirreaksiyon kagimi tipa Uzerine
eklenir.

7. 5 kez pipetaj yapilir, spin edilir ve buz Gzeraisir.

8. Tupler 6nceden 4°C’e getirilmiPZR cihazi cihazina koyulur ve ikinci zincir cDNA

sentez programi catirilir.

Sicaklik Zaman
4°C 1dk
25°C 10 dk

50°C 30 dk
80°C 20 dk
4°C Bekletme

9. Program bitince tupler cihazdan alinir,spin edi@ hemen ikinci zincir cDNA

purifikasyon (Agencourt RNAClean XP beads) adingeailir.

cDNA Purifikasyonu

Prosedire bgamadan 6énce Agencourt RNAClean XP beadlerin odane geldginden
emin olunur.

1. Taze 70% etanol hazirlanir.

2. Bead tupu ters duz edilerek iyice karilir ve homojen goruntiye kayonasi sglanir.

3. Oda i1sisinda 32L (1.6 volumes) bead her bir drnek tiplne eklerir 10 kez pipetaj

yapilir.
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4. Oda isisinda 10 dk inkiibe edilir.

5. Tupler magnete yesrilir ve 5 dk inkiibe edilir. Bead solisyonununriaklasmasi
beklenir. (Beadler tip duvarina ygacaktir).

7. Tupler magnet Uzerinde iken 4b binding buffer pipet ile cekilir. Geride bir mit
buffer kalabilir bu sayede bead kaybi azalir.

8. Tupler magnet lUzerinde iken 2QQ taze hazirlanmi 70% etanol eklenir ve 30 sn
beklenir.

9. Pipetle alkol uzakiurilir.

10. Yikama adimi 2 kez tekrarlanir.Son yikamad&olah mumkin oldgunca
uzaklgmasi icin 2 kere pipetle cekilebilir.

11. Magnet Uzerinde tupler 15-20 dk hava yardimkgeutulur. Blttn alkoliin evapore
olmasi istenir.

12. cDNA'lar bead Uzerindeyken hemen SPIA amplgiy@n adimina gecilir.

SPIA Amplifikasyonu

Enzim baloncuk okiurmadan iyice kastiriimalidir.
1. SPIA Buffer kargimi, SPIA Primer kagimi, SPIA Enzim kagimi —20°C ‘den
cikarilir.
2. Enzim, buz Gzerinde eritilir. TUp 5 kez alt Ust ekekarstinlir,spin edilir ve buz
Uzerine alinir. Enzimin baloncuk glurmadan iyice kagtigindan emin olunur.
3. Primer kargimi ve buffer kagimi oda 1sisinda eritilir, vortekslenerek lganlir, spin
edilir ve buz tzerine alinir.
4. Sirasiyla gagidaki tabloda tek ornek icin verilen gkxlere gore buffer kagmi,
primer kargimi ve enzim kombinlenerek bir reaksiyon kani hazirlanir. Kagim
pipetaj yardimiyla kagtirilir, spin edilir ve buz Gzerine alinir. Reaksy kargimi

hazirlandiktan hemen sonra kullaniimali.

SPIA Buffer Kari simi 80 ul
SPIA Primer Kari simi 40 pl
SPIA Enzim Karisimi 40 pl
Toplam 160 pl
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5. 160uL SPIA reaksiyon kagimi beadlere b#i cift zincirli cDNA’lari iceren tlplere
koyulur.

6. 80uL ‘ye ayarli pipet yardimiyla 8-10 kez pipetaj V@apISPIA reaksiyon kagiminin
eklenmesiyle cDNA’lar beadlerden elue olurlar.

7. Reaksiyon hacminin yarisi (8Q) ikinci bir tipe boltndr.

8. Tupler 6nceden goitulmus PZR cihazi cihazina koyulur . progragagdaki gibidir.

Sicaklik Zaman
4°C 1 dk
47°C 60 dk

95°C 5 dk
4°C Bekletme

9. Program bitince tlpler PZR cihazi cihazindan alispin edilir ve buz tzerine alinir.

Taplerin kapaklari bir daha pre-amplifikasyon afeta agilmaz.

Not: Eger SPIA cDNA pirifikasyon adiminda Agencourt RNA@&ie XP metodu
kullanilacaksa 9-12 adimlari atlanir vegdadan purifikasyon metodu uygulanir. Alternatif

purifikasyon metodlari uygulaniyorsa 9. adimdan atevedilir. Bu_tez calsmasinda

Qiagen QiaQuick kitini kullanildi 81 icin 9. adimdan devam ettim.

10. iki tuipe bolinen 6rnekler bigerilir.

11. Tupler magnete yedsrilir ve 5 dk bead solusyonu iyice berrajdma kadar
beklenir.

12.Elie cDNA iceren berrakfmis sipernatantlar temiz tiplere alinirlar. (beadler
uzaklgmis olur).

13.Hemen SPIA cDNA purifikasyon adimina gecilir ya 8RIA cDNA’lar —20°Cde

saklanir

QIAGEN QIAquick PZR Purification Kit ile SPIA cDNA PURIFIKASYONU
Kit Kat. N0:28106

*BUtun santriftj adimlari oda isisinda ve 17,908 43,000 rpm) de gercelkteilir.
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PROTOKOL (Not: Prosedurdeki deerler tek ornekliktir)

. Temiz bir 1.5 mL mikrosantrifj tipine 8QQ Buffer PB eklenir.
. 160uL SPIA cDNA PB buffer tizerine eklenir.

. 5 sn vorteks ile kagtirihir ardindan spin edilir.

. QlAquick spin kolonlar toplama tlplerine yatidlir ve etiketlenir.

1
2
3
4
5. 480uL ornek buffer kagimi kolona yuklenr.
6.1 dk 17,900 X g ‘de santrifiij edilir.

7. Altta kalan sivi atilir ve kolon ayni toplamaiiine yerlgtirilir.

8. Kalan 48QuL 6rnek ayni kolona yuklenir.

9.1dk 17,900 X g ‘de santrifij edilir.

10. Altta kalan sivi atilir ve kolon ayni toplanigiine yerlgtirilir.

11. 700uL 80% etanol kolona eklenir.

12. 1 dk 17,900 X g ‘de santriftj edilir.

13. Altta kalan sivi atilir ve kolon ayni toplanigiine yerlgtirilir.

14. 11-13. adimlar tekrarlanir.

15. 2 dk 17,900 X g.de baevrilir.

16. Alttaki sivi toplama tupuyle birlikte atilir.dfon kismi temiz bir kurutma kadina
degdirilir. Fazla kalan alkol bu kada emdirilir.

17. Kolonlar temiz 1,5 ml mikrosantriflj tiplerigerlestirilir.

18. 15-16uL oda i1sisindanukleaz icermeyen sukolonun merkesitenir.

19. 5 dk oda isisinda beklenir.

20. 1 dk 17,900 X g ‘de santrifiij edilir.

21. 18-20. adimlar tekrarlanir

22. Ornek vortekslenerek ketrilir ve spin edilir.

23. SPIA cDNA nanodropta o6lgulir (ssDNA birimind&260 unit = 33ug/ml) sonrasinda
—20°C’de muhafaza edilir.

Fragmentasyon velsaretieme
EncoreBiotin Module (NUGEN, Kat No:4200)

Fragmentasyon adiminda tek zincir cDNA drund 50-b@2 arakinda enzimatik ve

kimyasal olarak fragmente edilir.
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Isaretleme adiminda fragmente cDNA’nin 3’ hidroksduoa enzimatik olarak biyotin
takilir.

Onemli Notlar:

> Bituin malzemeler -2C’de saklanmalidirEncore Biotin Module kuru buzda gelir.
Cok uzun sire -80°C’de muhafaza edilmemelidir.rkgerformansini diiirtir

> 260/ purified SPIA cDNA must be >1.8.

> Isaretlenmeyen cDNA irunu fragmenteasyon saretleme glemlerinden 6nce 6
aya kadar -20°C’de saklanabilir.

> Aksi belirtiimedikce eritilen reaktifler hemen biizerine alinmaldir.

> Buffer'lar eritildikten ve kantirildiktan sonra herhangi bir ¢okuntli gozlenirse
cozduralur.Buffer berrak olmali. Kisa bir vortekadsonra oda i1sisinda 2 dk bekletilir.
Primer ve enzimkagimlari isitiimamali.

> Her zaman tiupleri biga yerlgtirmeden 6nce PZR cihazi'in $yangi¢ inkiibasyon
Isisinaulgtigina emin olun. Kapak isilari 100°C olmal.

> FL3 labeling buffer pembe renk goérulebilir. Bu n@inbir durumdur.

> [saretleme master mix dilk hizda spin edilir.Yiksek hizda yapilan spin
uzunperiyoddacokunti ghasina neden olabilir.

> Kicuk hacimler icin birkac kez pipetaj yapilarakakéfin tamamen transfer
edildigindenemin olunur.

Fragmentasyon, saretleme, son hibridizasyon reaksiyonlari icin gerkli cDNA
Miktari

Her Reaksiyon icin Gerekli | Son Hibridizasyon Kokteyl
Kit cDNA Miktari Konsantrasyonu
WT-Ovation
FFPE System V2 4.5 18-23 na/ ul
Kat No:3400 H9 I'H

ONEMLI NOT:Yapilan denemeler sonucunda tez galiasinda fragmentasyon
reaksiyonu ic¢in 3,5 pg cDNAkullandik.flgili sonuclara bulgular bdliminde yer
verilmistir.
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Fragmentasyon Protokol

Onemli not:Reaksiyona bgamadan 6nce Fragmentasyon reaksiyonunua koyulakzak
purifiye SPIA cDNA 4-5 ug olacakekilde toplam 25uL olacak sekilde ayarlanir.Biz
tezimde 25uL de 3,5 pg olacakekilde calgiyoruz. Purifiye cDNA'dan 3,5 pg alinir,
hacim 25uL den az ise su ile 2nlL'ye tamamlanir.Fazla ise vakum cihazi ile suyu

ucurulur. Reakiyon i¢in uygun hacme gelmegisair.

Ornek hesap:

08-79 Tumor 4rnegi icin 10-21 TUmoOr Orngi icin

27 ul de 4,80 ug varsa veya 1 ulde 154,37 ng varsa

Xul 3.5 ug x ul @5ng

;(z;9,7 ul+5,3 ul su=25 ul toplam hacim X= 22,7 ul+2,3 ul su=25 ul toplam
acim

1. Fragmentasyon Buffer karmi ve Fragmentasyon enzim kami-20°C’den alinir.

2. Fragmentasyon buffer oda isisnda eritilir,2sn \srtée karstirilir,2 sn spin edilir ve
buz tzerine alinir.

3. Enzim, 3 kez dondurilerek kgtrilir, 2 sn spin edilir ve buz tzerine alinir.

4. Asagida tek orneklik icin dgerleri verilen enzim ve buffer ile karm hazirlanir.

Ik Zincir Buffer Kari simi 5 pl
Ilk Zincir Enzim Kari simi 2 ul
Toplam 7 ul

5. Karisim pipetaj ile kagtirihir ve spin edilir. Ardindan buza alinir. Fragntasyon
karisimi hazirlandiktan hemen sonra kullaniimaldir.

6. Fragmentasyon reaksiyonunua koyulacak olan puri8ydA cDNA 4-5 ug olacak
sekilde toplam 25uL olacaksekilde ayarlanir. Biz tezimde 25 de 3,5 pug olacak
sekilde calgiyoruz.

7. Hazirlanan {.L fragmentasyon reaksiyonkgimi her bir 6rngin tzerine eklenir.

8. 8-10 kez iyice pipetaj yapilarak kgtrilir.

9. 2 sn vortekslenir, 2 sn spin edilir.
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10. Tupler 6nceden sutilmPZR cihazi cihazina yesrilir. Program gagidaki gibidir.

Sicaklik Zaman
37°C 30 dk
95°C 2 dk
4°C Bekletme

11.Tupler cihazdan alinir ,2 sn spin edilir ve hanbeiz tzerine alinir. Ardindan vakit
kaybetmedersaretlem adimina gecilir.

ISARETLEME PROTOKOLU

1. [saretleme buffer kagimi, isaretleme reaktifi ve saretleme enzim kagmi —
20°C’den cikartlir.

2. Tuam reaktifler hemen buza alinir.

3. Buffer ve saretleme reaktifi oda i1sisinda eritilir. 2 sn vidienir ve ardindan 2 sn

spin edilir. Reaktifler buza alinir.
4. Enzim 3 kez alt Ust edilerek kgtrilir. 2 sn spin edilir ve buza alinir.
5. Sirasiyla gagidaki tabloda tek ornek icin verilen ghxlere gore buffer kagimi,

reaktif ve enzim kombinlenerek bir reaksiyon kami hazirlanir.

Isaretleme Buffer Karisimi 15 ul
Isaretleme Reaktifi 1.5
Isaretleme Enzim Karisimi 1.5ul
Toplam 18 pl

6. Karisim pipetaj yardimiyla kagtirilir, spin edilir ve buz tzerine alinir. Reaksiy
karisimi hazirlandiktan hemen sonra kullaniimalr.

7. 18 uL isaretleme reaksiyon kammi her bir fragmente edilgmicDNA Uzerine
eklenir.

8. 8-10 kez iyice pipetaj yapilarak kgtrrilir.

9. 2 sn vortekslenir, 2 sn spin edilir.
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10.Tupler onceden isitilmi PZR cihazi cihazina yesilir. Program agagidaki

gibidir.

Sicaklik Zaman
37°C 60 dk
70°C 10 dk
4°C Bekletme

12.Tupler cihazdan alinir ,2 sn spin edilir ve harbaz Gzerine alinir.
13.1Isaretli cDNA'lar hemen hibridizasyon reaksiyonu iguallanilir ya da -28C’ alinir.

HIBRIDIZASYON

Onemli Notlar: Affymetrix 3'IVT kit protokoliinden farkli olarak NGEN Encore Biotin
kiti denattrasyon basamagini 99°C ‘de 2 dk yapttasdar.Ayrica hibridizasyon suresini
18 saat + 2 sageklinde 6neriyor. Bu tez camasinda hibridizasyon stresi 19 saat olarak
belirlenmitir.

Yikama programi olarak EuKGE-WS2v4_450 kullanilnaalkt.

20X Hibridizasyon kontrolii 6&'de 5 dk PZR cihazi cihazinda inkiibe edilir (1 kez
yapmak yeterli). Ardindan kullanilan miktara got@imerek saklanir.

Arrayler kullaniimadan dnce oda isisina gelmegliesar.

Protokol

> Deneye bglamadan 6nce isi1 bloklari belirtilen sicaklikgdderine ayarlanir ve
iIsinmalari sglanir.Kullaniimadan 6nce hibridizasyon firini°e0 e ayarlanir ve 60 rpm’de

donmesi s@lanarak en az 1 saat 6n Isitma yapilir.

1. Tabloda tek Ornek icin verilen gerlere gore ilgili reaktifler kombinlenerek bir

reaksiyon kagimi hazirlanir.
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RNAzsIz su 19u

% 100 DMSO 221

2X HybridizasyonBuffer 110

Asetile BSA(50 mg/ml) 2.2

HsDNA (10 mg/ml) 2,4l

20X Hybridizasyon kontrol 1l

Kontrol oligontukleotid B2(3nM) 3,1l
Fragmented edilrgj isaretlenmg

cDNA 50l

Toplam 220l

2. Hazirlanan hibridizasyon kokteyli 99°C 2 dk 1soginda inkibe edilir.

3. Bu arada oda isisina getirilen ve etiketlenen &ra30Qul (X3P array icin) 1X
Hibridizasyon buffer (pre-hibridizasyon buffer) ileslatilir(ortam hazirlama). Hava
kabarcgl yapmamaya dikkat edilir. Daha sonra arrayler 4&iGlan hibridizasyon firinina
yerlsstirilir ve 10 dk 60rpm de inkibe edilir.

4. Hibridizasyon kokteyli 45°C 1sI bfmna alinir ve 5 dk inktbe edilir.

5. Hibridizasyon kokteyli 45°C 1s1 bfmndan alinir ve mikrosantrifijde maksimum
hizda 5 dk spin edilir.

6. Santriftjan ile arraylerin prehibridizasyon bufféle muamelesi gzamanl olarak
biter. Arraylerfirindan alinifglerindeki 1X prehibridizasyon buffer'ler gekiliOrnekler

arraylere yuklenir.

7. Ornekleri iceren arrayler hibridizasyon firininarglakli olarak dengede olacak
sekilde yerlatirilir. 19 saat 45°C 60rpm’de hibridize edilirler.

YIKAMA BOYAMA ve TARAMA

Ekspresyon arraylerde boyamasamada gercekie.

Boyamal. SAPEsamasi
Boyama 2. Antikor amplifikasyon adimi
Boyama 3. SAPE ile son boyama
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> Yikama,boyama veya taramadan once arrayler mutidikaisisnda olmali. +4 de
bekletildiyse oda 1sisina gelmesi beklenmelidir.

1. 19 saat hibridizasyondan sonra arraylerdeki hibaislyon kokteyli cekilir.Yerine
200ul Wash A eklenir.

2. Boyama reaktifleri gagidaki gibi hazirlanir. Her 6rnek icin 3 amber tigmhrlanir.
SAPE boyama solusyonu hazirlanir. 1 ve 3 nolu artip@ere git olarak bolintr. 3 nolu
tipe de antikor soltisyonu hazirlanir.

3. Boyama Reaktiflerinin Hazirlanmasi

Bir array icin gerekli miktarlarsagidaki gibidir:
SAPE BOYAMA SOLUSYONU

Streptavidin Phycoerythrin(SAPE) +4°C de karanlikaklanmaldir.Kullanmadan once
lyice karstirlmali. SAPE boyama solisyonu her zaman taze aweber tiplere
hazirlanmaldir.

SAPE solusyon kayimi hazirlanir.

2X Stain Buffer 600l
50mg/ml BSA 43l
1mg/ml Stre ptavidin 12ul
Phycoerythrin(SAPE)
Distile su 54l
Toplam 120Qul
4. 1 nolu amber tipe bu 1200ik solusyon hazirlaniriyice vortekslenir. Ardindan

3-4 sn spin edilir. 3 nolu tipe 6Qd'si bdlundr. Yani 1 ve 3 nolu tupte 600 SAPE
sollsyonu bulunur.

5. 2 nolu amber tipede antikor soliisyon gam hazirlanir.
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Antikor solisyon kagimi;

2X Stain Buffer 300!
50mg/ml BSA 24l
10mg/ml Gold IgG Stock 16
0,5mg/ml biotinylated Ab 3,8
Distile su 266,41
Toplam 60Q@l
6. Hazirlanan 3 tup vortekslenir ve ardindan spiniredil
7. Boyalar yikama istasyonundaki modullere sirasiy|a,8) yerlatirilir.
8. Cihaz prime ettirilmg hazirdir. Deneyler ve isimleri “Console” ‘da

“administrator™quick registration” sekmesindenitir

9. Yikama Protokoli: EukGE-WS2v4 protokollini “Consa®smatik secer.

10. Launcher —» AGCC Fluidics Contre—» Sample file name ‘den daha dnce
ismi girilen deney secilir.

11. Probe Array type: U133 X3P secilir. Protocol bolumiomatik olarak EUkGE-
WS2v4 olarak segilir.

12.  Run tiklanir.

13.  Yikama istasyonundaki komutlar takip edilir.

14.  Arrayler taratihr

4.2.5.5.5li mikrodizin gen ifade degisikligi veri analizi icin gerceklestirilen
biyoinformatik analizler

Mikrodizin gen ifade analizi verilerinin istatiksedezerlendiriimesinde 6rieme
uygulamalar acik bir yazilim platform olan “R” limele uygulanmy olup yapilan
karsilastirmalarda farkli olarak ifade edilen gen setleritespiti; paired t-test ile kimeleme
analizi ise hiyeraik yontem ile matlab programlama dilinde yazgrkodlar araciki ile
gerceklatirilmistir. Gen ontoloji ve yolak analizleri ise “DAVID” azilimi aracilg ile

degerlendirilmistir.
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4.2.5.5.1.0n§leme

Mikrodizin gen ifade verisi GC-RMA (GCRobust Multiay Averaging) metodd®
kullanilarak R platformunda Ggiéeme uygulamasina tabii tutulgtur.Bu algoritmada
Onisleme; arkaplan dizeltme, normalizasyon ve 0Ozetlenb@asamaklari ile
gercekleamektedir. GC-RMA,RMA’in gekmis formu olmakla birlikte daha kesin gen
ifade verisi elde etmede GeneChip problarinda ydodglanmalari hesaplamada prob

afinitesinden yararlanarak sekans bilgisini kullahtadir.

Spotlardan gelen sinyaller @@ zaman sadece veriye ait olmayiparetli drneklerin
spesifik olmayan hdanmalari, ylkamasamasindan kaynakl artiklar ve tarayici kaynakl
optik gurdlti sebepli bir arka plan gurtltistnubdeindirmaktadir. Dgru veri analizinde
“background correction” &g altinda bu guraltt elemine edilgir. Quantile
normalizasyon kullanilarak teknik farkhliklari Udastirihp arrayler kagilastirilabilir hale
getirilmistir. Her gen, prob seti degimiz 11-20 arasinda deen sayidaki problarla ifade
edildiginden 0zetleme samasindaayni prob setindeki problarin intensitezederi
“median-polish” algoritmasi ile tek bir ifade g&i verecelgekilde 6zetlennstir.

4.2.5.5.2.Farkl olarak ifade edilen genlerin tespiedilmesi

Mikrodizin ¢alsmalarinda dnsieme uygulamasi yapildiktan sonra, gen ifade vealizi

dort ayri basamak ile gercekdigilmi stir.

1. Paired T-testi

N

Varyans filtreleme

w

. Coklu test duzeltmesi (Multipile Test Correction)

B

Kat desisimi (Fold change)

Tez calgmasinda ¢ tumor ve normal O&rnekler olgw igin bu 2 grubun
karsilastirilmasinda paired t test kullanilgken gli ciftler icermeyen (Grade IlI-Grade I

gibi)karsilastirmalarda t-test kullanilmgiir. Uygulamada gen ifadeleri arasinda gercek
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farkhiligi gostermek icin array’ler arasinda sdlk varyansh genler filtrelenmtir.
Mikrodizinlerde bir dger uygulama c¢oklu test diizeltmesidir.

Mikrodizin gen ifade sistemeri ile binlerce geninafizi yapilabilmektedir. Belirlenen
sartlarda genlerin ifade profilleri o6lgtlirken heerg bir dgerinden bgimsiz olarak
disinulmektedir. Bir bgka deyile t-test veya anova her gen icin ayri ayri yapki@acdir.

Bu noktada yandipozitif orani da yapilan test sayisi ilegdo orantili olarak artmakta olup
coklu test diuzeltmesi devreye girmektedir ve @edie dizenlenmektedir. Coklu test
dizeltme metotlari igcinden bu tez galasi icin ‘Benjamini and Hochberg False Discovery
Rate’ yontemini tercih edilngiir.Buna gore, ¢cajmada genel olarak ayarlanyp deseri
degeri 0.001’in altinda olan genler diferansiyel ifadigzeyleri anlamli olarak secifgdnde,

bu secilen gruptaki yaslipozitiflik orani (FDR) da %1’'den @ik olacaksekilde kontrol
edilmis olmaktadir.

Mikrodizin ¢alsmalarinda hipotez ve sonuglar cergevesinde istegedtanlamlilik yaninda
kat dezisimi acisindan da belli birsgk degeri belirlenip ifadesi artan ve azalan genler icin
0 eik degerinin Ustindeki ve altindaki genler gdelendiriimeye alinmaktadiiBu_tez

calismasinda genellikle p<0.001 istatistiksel anlamlilifa 2 kat desisim gdsteren genler

ile calismaya devam edilmstir.

4.2.5.5.3.Kiimeleme analizi

Kimeleme analizi gen ifade gerlerini analizlerinde sik kullanilan bir tekniktir
Kimeleme analizinde genel olaraketer arasindaki gkinin derecesine goére buséler
gruplara ayrilmaktadir. g&ler arasindaki gkinin derecesi yiiksek ise bunlar ayni grupta
yer alacaklar iken; iki dusik ise ayni grubun elemanlari olmayacaklardir. Ba t
calismasinda denetimsiz kimeleme (unsupervised) matadm hiyeragik kimeleme
analizi uygulanngtir. Hiyeragik kiimeler gaclarseklinde organize edilmgii¢ ice gecny

alt kamelerden okmaktadir. Bu analiz, genlerin benzer ifade pradfile gore
gruplandiriimasini icermektedir. Bu gruplandirman igzaklik bilgisi kullaniimaktadir.
Kimeleme analizinde uzakhk olcist olarak Oklid kigave yontem olarak da average

Linkage” kullaniimg olup hem gen hem de 6rnek bazl kiimelegtemi uygulanmgtir.
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4.2.5.5.4.Gen ontoloji, zenginkeme ve yolak analizleri

Gen ontoloji (GO) terimleri, zenginme ve KEGG yolak analizleri “DAVID” yazilimi
Uzerinden Fisher's exact test uygulanarak gergeilmistir. DAVID entegre edilmg bir
veritabani olmakla birlikte gefpigen veya protein listelerindeki biyolojik anlamin
cikarildgl sistematik bir analitik aractir (220). DAVID yémni ile kullanicinin genlerinin
isim listesi cikarilabilir, genlerin fonksiyonelrsilandirilmasi yapilabilir, kullanicinin gen
listesinde zenginkenis anotasyon terimleri elde edilebilir ve bu gendshde fonksiyonel
olarak benzer terimler kumelendirilebilmektedir. r Bbagka deygle listedeki genler
nelerdir, listedeki major gen aileleri nelerdir,ngkstesinde hangi anotasyon terimleri ve
gruplari zenginlgmistir, listedeki genler icin hangi yolaklar 6n plamiiave tek tek genler
hangi yolaklarda yer almaktadir, listedeki genlandi hastaliklarla ifkilendirilmistir gibi
sorulara cevap alinabilmektedir.

Bu tez cakmasinda DAVID ile fonksiyonel anotasyon kimelendirrmoduiliinden
yararlaniimg olup KEGG yolak analizleri de gercekeilmistir. Bu analiz ile tim
zenginlgmis (6nemli) anotasyon terimleri siralanmaktadir. Balama icin zenginkgne
skorundan (enrichment score) yararlaniimaktadir.VIDA zenginletirme skorununun
anlamhlginin hesaplanmasinda modifiye Fisher exact tesamakta olup p deeri (ease
score) ile ifadelendiriimektedir. Hesaplanmada gkiestirdigi degerelendirme kinaz
genleri tUzerindeu sekilde verilebilir. DAVID farkli olarak ifade edile gen listemizdeki
genlerin ontolojilerini dgerlendirdirdikten sonra bu listedeki genlerin nel&anin kinaz
oldugunu belirler ve ardindan tim kinazlarin genomdakinani hesaplar ve son olarak bu
iki degerin birbirine orani belirlenir. Sonucta p<0.05 ik&azlarin bu cajmadaki
anlaminin tesadift olmax bir zenginlgme yani 6énemli olma durumunun s6z konusu

oldugu ortaya ¢cikmaktadir.

Daha ylUksek skordaki grup, o anotasyon terimi iiygledaha ¢cok zengingegi yani daha
calismada daha dnemli rol oyngdianlamina gelmektedir. Bu noktada bu skor icinleer
esik degeri >1.3’dur. Bununla birlikte bu skorun altindaki graphda dnemli olabilege
ve deerlendiriimesi gerek@i vurgulanmaktadir. Bu cercevede tez gahsinda
deserlendirilen fonksiyonel anotasyon kimeleri icin kakorun Ustindeki gruplar

incelendgi gibi altindaki kimeler de gen iceriklerine gore otansiyelleri
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degerlendirilmistir. Elde edilen farkl olarak ifade edilen geniset biyolojik anlamini
ctkarmada DAVID sonrasi analizlerde takip edilehtyagular béliminde aciklangtir.
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5.ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez camasi kapsaminda sonuclar histopatolojik, demograBk klinikopatolojik
bulgularin ardindan gen ifade analiz bulgulari, yepayisi dgisikli gi analiz bulgulari ve

bu iki baligin entegrasyonu olmak Uzere alti ayri angibaltinda sunulmaktadir.

5.1.Histopatolojik Bulgular

Tez calsmasina katilan toplam 50 olgunun tamami karsinaialaolymustur. Olgular
2010 WHO siniflamasina gore klasifiye ediidide, karsinomlarin % 72’sinin (n=34)
Konvansiyonel CA, % 22’'sinin (n=12) misintz aderskaom ve % 6’sinin (n=4) ¢

yuzuk hucreli adenokarsinomdan gluigu gorulmektedir §ekil 5.1.).

Tash Yluzuk

HUC;E/" CA Karsinom Alt Gruplarinin Da gihmi
0

Sekil 5.1. Karsinom olgularinda alt gruplarin dagilimi
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5.2.Demografik Bulgular

5.2.1. Y3

Olgularin yg dagilmi 18-80 arasinda olup, ortalama; yib,28'dir. Erken ve gec y&a
gorulme durumlarini dgerlendirebilmek adina kolorektal kanser olgulardnigme yai
olarak kanserin en sik gorulgliiyas grubu 50 dikkate alinarak olgulab0 ya ve >50 ya
olarak 2 gruba ayrilrgtir. Buna goére olgularin toplamda %60’1 (n=3®)0 y& olup; %
401 (n=20) >50 ystir (Sekil 5.2.).

Tdm Olgularin Yas Dagilimi

>50 yas

Yas Parametresi

IA

50 yas

0 20 40 60 80
Yizde

Sekil 5.2. Tum olgularin yas dagihm grafi gi

Belirlenen bu ya kriteri cercevesinde cinsiyet icinde sydasilimi degerlendirildiginde
kadinlarin % 77’si (n=17)<50 y&, % 23’0 (n=5) >50 yagrubunda yer almaktadir.
Erkelerin ise % 46’s1 (n=13K50 y&,% 54’0 (n=15) >50 yagrubunda yer almaktadir
(Sekil 5.3.).<50 yg grubunda kadin olgular daha fazla goérilurken $&0grubunda ise
erkek olgularin sayisi daha fazladir. sYgruplarinda kadin-erkek oranlariningdani
bakimindan fark bulunnstur (p<0.05).
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Cinsiyetler Arasinda Yas Dagilimi

Cinsiyet ve Yas Parametresi

100

Yizde

Sekil 5.3.Cinsiyetler arasinda ya dagilimi

Tumor alt tipleri incelengiinde <50 ve >50 ya olgularin oranlari sirasiyla, konvansiyonel
CA’lar igin %61 ‘si (n=21)<50 ya olup; % 39'i (n=13) >50 ydir. Misindz CA’lar
icin %58 ‘si (n=7) <50 ya& olup; % 42’4 (n=5) >50 waur. Tah yuzuk hicreli
adenokarsinoma olgularin ise busydeserlendirmesinde iki taraftasg sayida olgu
bulunmaktadir §ekil 5.4.). Bu tez ¢camasinda kullanilan olgular i¢in karsinom alt
gruplarinda ys dagihmlar acisindan benzer 6zellik gosterdikleri igarektedir.<50 ve
>50 ya dagihmi bakimindan timor tipleri arasinda anlaml l@rk bulunmanmgtir
(p>0.05).

TUmor Tiplerinde Yas Dagilimi
— | | 1 1 1 I
=20 o5 >0ya
TNOSO
=22 <50 yas W
‘% ]
g3 < 50y
E2O
s = <50 ya
a g ® |
o x O >50 ya
= 2 g
ﬁg S0y e—
0 10 20 30 40 50 60 70
Yiizde

Sekil 5.4. Tumor alt tiplerinin yas dagihm grafi gi
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5.2.2. Cinsiyet

Olgularin %56’s1 (n=22) kadin, %44t (n=28) erkeksiekil 5.5.).

Tum Olgularda Cinsiyet Dagilimi

I I I I I I
Erkek

Ko ——

0 10 20 30 40 50 60
Yizde

Cinsiyet

Sekil 5.5. Tum karsinom olgularinda cinsiyet dgilimi

Tumor tipleri arasindaki ga@lim ise konvansiyonel adenokarsinom olgularinin53s
(n=18) kadin, %47’si (n=16) erkek; Misin6z CA olguhin % 25'i (n=3) kadin, %75’
(n=9) erkek; Tal yuzuk htcreli CA olgularinin % 25'i (n=1) kadiPp75’i (n=3) Sekil
5.6.).erkek olup timor tipleri arasinda kadin-erkiggilimi acisindan Misin6z CA’larda
ve tall yuzik hdcreli CA’larda (% 75), Konvansiyonel dardan (% 47) daha belirgin
olan erkek predominansi gortulmekle birlikte kadrke& oranlarinin dalimi bakimindan
tumor tipleri arasinda anlamli bir fark bulunmatm (P>0.05). Ancak 6zellikle & yuzuk

hicreli olgularin sayisinin yetersiz olmasi da dikédilmesi gereken bir hususdur.

Tumor Tiplerinde Cinsiyet Dagilimi
= ﬁ :3 b = < L I T
22290 Kadn :ﬁ
= 38«
‘S S €9 Kadin =P
£ > >3
[ §2¢e38 I I
° C 5o Kadin
> T T T
‘i 0 20 40 60 80
2 Yiizde
5

SekKil 5.6. Tumor tiplerinde cinsiyet dagiiimi
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5.3.Klinikopatalojik Bulgular

5.3.1.Lokalizasyon

Tum olgularin % 24’'t (n=12) gakolon yerlgimli, % 76’si (n=38) ise sol kolon yedenlidir
(Sekil 5.7.).

Sekil 5.7.Tum olgularda lokalizasyon dgilimi

Cinsiyet icinde timor lokalizasyon giami deserlendirildiginde kadinlarda timorlerin %
23’0 (n=5) sg kolon yerlgimli, % 77’si (n=17) sol kolon yerkmli iken; erkeklerin %
32'si (n=9) s& kolon yerlgimli ve % 68'i (n=19) sol kolon yerkmlidir(Sekil 5.8.)iki
cinsiyet grubunda ayri ayri gerlendirdgimizde sol kolon yerlgmli timorler daha fazla
gorulmekle birlikte sgsol kolon lokalizasyon oranlari bakimindan kade erkekler
arasinda fark bulunmastur (P>0.05).

Cinsiyet icinde Tumor Lokalizasyon Dasilhimi

Sol kolon %
Sag kolon _|_i
Sol kolon
Sag kolon
0 20 40 60 80 100
Yiizde

Erkek

Cinsiyet Ve Timor
Lokalizasyonu

Kadin

Sekil 5.8. Cinsiyetler arasinda timor lokalizasyon dgilimi
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<50 ve >50 ya parametresi altinda tumor lokalizasyonlarinietéendirdgimizde <50 ya
olgularinin % 23’0 (n=7) <A kolon vyerlgimli iken; % 77'si (n= 23) sol kolon
yerlesimlidir. >50 ya olgularinin ise % 35’i (n=7) gakolon yerlgimli iken; % 65'i (n=
13) sol kolon yerlgmlidir (Sekil 5.9.)<50 ve >50 ya parametresi altinda gerlendirilen
lokalizasyon dagiliminda ayri ayri bakilginda sol kolon yerkgmli timorler daha fazla
gorulmekle birlikte ya gruplar arasinda lokalizasyon oranlari bakimindalamh fark
bulunmamgtir (P>0.05).

<50 ve >50 ya Parametresi Altinda
Lokalizasyon Dagilimi

I

g 2 K; Sol kolon 1
T50% o |
29 »n o Sagkolon
‘5(/, V>

©
EN R & Solkolon 4
8= A > |
S¥ 2 & sakol

o 0 © Sagkolon
%)._' 2 g % |
(T
>

0 20 40 60 80 100
Yiizde

Sekil 5.9<50 ve >50 ya parametresi altinda timor lokalizasyon dgilimi

Karsinomlarin tipleri timor lokalizasyonu acisindaegerlendirildiginde, Konvansiyonel
CA'larin %18'inin (n=6) sg&, %82’sinin sol kolon yerkgmli; Misindz CA’larin %42’sinin
(n=5) s&, %58'inin (n=7) sol kolon yerkmli oldugu goérilmi olup tah yluzik hacreli
CA’larin ise % 25’ (n=1) sa kolon yerlgimli, % 75’inin (n=3) ise sol kolon yeriamli
oldugu gorulmigtar (Sekil 5.10.). Tim olgularda olgu gibi timar tipleri arasinda da sol
kolon yerlgimli timorler daha sik gortlmekle birlikiearsinom tipleri arasinda lokalizasyon

oranlari bakimindan anlaml fark bulunmatmi(p>0.05).
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Tumor Tiplerinde Lokalizasyon Dagilimi

= _ x e | | | =
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Sekil 5.10. Tumor tiplerinde lokalizasyon da&ilimi

5.3.2. Grade

Olgularin % 6’s1 (n=3) grade |, % 54’0 (n=27) geatl ve % 401 grade Il olarak
ayriimistir (Sekil 5.3.2.1.).

Tum Olgularin Grade Dagilimlari ~ Gradel
6%

Grade Il
40%

Sekil 5. 11.Tum olgularin grade d&ilimlari

Grade | timorlerin % 33’0 (n=1) kadin, % 77 ‘si €kk(n=2), %100’0 (n=3X 50 yg ve
%2100’U (n=3) sol kolon yerkmli, % 100’4 (n=3) konvansiyonel adenokarsinomuddidri
belirlenmstir. Grade 1l tumorlerin % 52'si (n=14) kadin, %'d48rkek (n=13), % 52’ si
(n=14)< 50 ya , % 48’i (n=13) >50 yg %11’i(n=3) s& kolon ve % 89'u (n=24) sol
kolon yerlgimli, % 96’s1 (n=26) konvansiyonel adenokarsinom4% (n=1) tgh ytzuk
hicreli CA iken grade Ill timorlerin % 35'i (n=7)allin, % 65 ‘i erkek (n=13), % 65'i
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(n=13)< 50 ya&, % 35'i (n=7) >50 yg %50’si(n=10) sa kolon, % 50'sinin (n=10) sol
kolon yerlaimli ve % 25’i (n=5) konvansiyonel CA, %60’1 (n=1®)isindz CA ve %15’i
(n=3) tali ylzuk hticreli CA olduklari gozlenstir (Cizelge 5.1.).

Cizelge 5. 1. Grade |, Il ve Il timérlerin demografik ve klinikopatolojik bilgileri

Grade | (n=3) Grade Il (n=27) Grade lll (n=20)
n % n % n %
Kadin il 33 14 52 7 35
Erkek 2 77 13 48 13 65
<50 yas 3 100 14 52 13 65
>50 yas 0 0 12! 58 b/ 35
Sag Kolon 0 0 3 il 10 50
Sol Kolon 3 100 24 89 10 50

Grade gruplari arasinda kadin-erkek oranlari vg grauplarinin oranlari bakimindan
anlamh fark bulunmangtir (p>0.05). Grade gruplari arasinda lokalizasywanlarinin

dagihmi  bakimindan anlamhi  fark bulungtur  (p<0.05).Grade gruplart ikili
karsilastirildiginda yalnizca grade 1l ve grade Il arasinda anlaniark

bulunmutur(p<0.05).

5.4.Molekuler Bulgular

Bu tez camasi kapsaminda gerceftieglen genom ebadinda gen ifade analizi ve kopya
sayis! deisikligi analizleri mikrodizin teknolojisi ile gercelderilmistir. Mikrodizin
analizlerin performansini ve hassasiyetini etkifeysn onemli faktérlerden bir tanesinin
calisilacak biyolojik materyalin biatinfiil oldusu distntld(ginde projede esas Orneklerin
calisiimasindan 6nce mumkin olan en kaliteli DNA ve RHBl8e edilmesini gdayacak
izolasyon protokolinin secilmesinde ve mikrodizimalalerinin c¢aitli  deney
asamalarinda optimizasyon cghalari yapilmgtir. Tez calgmasinin belirtilen hedeflere
ulasmasinda ve calma boyunca materyal kaynakli aksakliklarin onuneilgesinde
sglayacal katkilarin yanisira daha verimli olacak sonuclaglde edilmesi amaciyla bu
optimizasyon ca$malari gerceklgirilmistir. Ayrica mikrodizin analizlerinin bitcede en
blyuk paya sahip olgw distinuldigiinde yapilan optimizasyon gahalarinin, materyal
kaynakli sorunlarin mikrodizin ¢amalarinin deneysel tekrarini gerektdiiurumlar gibi
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olumsuzluklarl da azaltaga6ngorulmgtur. Bu amaglar dgrultusunda ana ¢camalarla

birlikte optimizasyon ¢agmalarinin sonuclari da 6zet sonugleklinde sunulmgtur.

Sonuclarin sunulmasindgen ifade analiz bulgulari, kopya sayisigidiligi analiz

bulgulari ve bu iki bgligin entegrasyonu olmak Gzere ayrsliddar altinda sunulmgiur.

5.4.1.Genom ebadinda gen ifade analizi bulgular

Global gen ifade analizinde kullanilan gedasemasisekil 5.12.’de sunulmgtur.

~

" Deparafinizasyon & s " (* Fragmente
sl Rl Amplifikasyon :
ve RNA izolasyon _ LMpUTIKASYON,, edilecek
kit secim 'i‘:{r‘gﬂi:“? 5';'?“;?‘ cDNA miktar
| optimizasyonlari \ array Tipt secl ) \_ belirlenmesi

.j’f' wah /.._,\l'( .\j’( T

RNA  RNA | | <DNA ' Mikrodizin
% - | (==t - s veri analizi
Total RNA konsantrasyen kalite Mikrodizin sentezi ve Hibridizasyen e
izolasyonu ve ;;':_’jlr:lgi;nm analizi isaretleme ve tarama —
- I A analizleri
Qiagen Nanodrop Agilent Nugen Ovation™ Affymetrix Paired t test
RNeasy BioAnalvzer FFPE WTA U133_X3P (Mgtlab)
FFPE kit 2100 system, Encore Array) ve
Biotin Module BAVID
/

Sekil 5.12. Genom ebadinda gen ifade analiz ¢giinalari akis semasi

5.4.1.1.Deparaffinizasyon, RNA izolasyonu ve mikradin optimizasyon uygulamalari

Tamorler icin en geni RNA kayn&ini FFPE aiv materyalleri olgturmakla birlikte
degredasyon giv materyalleri ile ilgili en dnemli problem olardkarimiza ¢ikmaktadir.
Simdiye kadar mikrodizin analizlerinin ¢a taze kan ve doku orneklerinin kullanimi ile
sinirh kalmstir. Arsiv. materyallerinin mikrodizin ¢cajmalarinda kullanimina yoénelik
calismalar ise cok yenidir. Mikrodizin analizlerin penfoansini ve hassasiyetini etkileyen
en onemli faktdrlerden bir tanesinin gdhlcak biyolojik materyalin butinfiii olduzu
disinuldiginde cagmada esas orneklerin galmasindan once kaliteli RNA ornekleri
elde edilmesini g#dayacak izolasyon protokolinin secilmesinde optasyon
calismalarinin yapilmasi, tez cginasinin  belirtilen hedeflere gylaasinda ve caima
boyunca materyal kaynakl aksakliklarin onine geedinde sglayaca& katkilarin

yanisira daha verimli olacak sonuclarin elde ediime de sglayacaktir. Ayrica
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mikrodizin analizlerinin butcede en buylk paya pablduysu disundldigtiinde yapilan
optimizasyon cajmalarinin, materyal kaynakli sorunlarin mikrodizgalismalarinin
deneysel tekrarini gerektigilidurumlar gibi olumsuzluklari da azaltgeadngoralmigtar.
Bu ongoriler ve cikarimlar goultusunda 4 farkh 6rnekteRNA izolasyonu icindisekte
edilen tumdr ve normal hicrelerden Trizol ve 2 faticari kit (Qiagen RNeasy FFPE kit
ve Arcturus Picopure RNA isolation kit) denertmi (Sekil 5.13.). Sadece Qiagen marka
ticari kit ile izole edilen RNA'lar ile mikrodizindeneylerinin purifikasyon adiminda
array’e hibridize edilecek istenen miktara gilanistir. Devaminda; tez kapsamischda
FFPE oOrneklerden nukleik asit izolasyonun oncesigeeeklgtirilen deparaffinizasyon
adimi icin daha once karili sonucglar verngi deparaffinizasyon metodu ve kitin kendi
protokoliinde yer alan deparffinizasyon adimi uygatak izolasyonlar gercelktailmi stir
ve sonugcta laboratuvarimizda uygulanan deparaffsyan metodu ile ilgili kit ile 6zellikle

elde edilen RNA miktari acisindan dahadydi sonuclar alinga goralmistir.

FFPE Sample

A

Qiagen
RNeasy FFPE
Kit

U133_X3P+

U133 Plus / U133 X3P+
/
e

2IVT IVTKit Nugen
Kit Ovation FFPE
U133 Plus U133 X3P+ WTA Kit
2,0+Nugen Nugen /
Ovation Ovation
FFPE WTA FFPEWTA
Kit Kit

Sekil 5.13. RNA izolasyonu ve mikrodizin uygulamalar icin gerceklsstirilen optimizasyon
akis semasi
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Cizelge 5.2. Ug farkl ticari kit (Qiagen RNeasy, Ropure, Trizol) ile izole edilen RNA'lara ait
spektrofotometre sonuclari

08/40
08/95
09/137
10/12

114.9 21 192 269
131.22 2.12 2.18 9.55
258.99 2.13 2.08 4.48
166.82 2.08 2.17 0.62

Qiagen BNeasy FFPE Kit

B0 Ttior (a)en
A2
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RRE2

1012 Femer piropu
HIH A

Fuly

4 0.1 268.51 2.02 0.51
2.08 0.17 26.05 1.74 0.29
2.11 0.46  282.42 2.04 0.5
-5.65 0.04 21.38 1.83 0.22
Trizol
0840 oo el
] % s om0 73]
3 137 tumar frimd
_Rl'ut‘a
T = '_-:“ :;. —' — .:rI]

Sekil 5.14 .3 farkl kit ile izole edilen RNA'lara at elektroferogram gorintileri (Agilent

Bioanalyzer)

Uc ticari kiti RNA izolasyon sonucu elde edilen RMN#n spektrofotometrik ve

elektroferogram sonugclari agisindan geldendirdgimizde miktar ve 06zellikle saflik

acisindan Qiagen RNeasy FFPE tissue kit ile elderedonuclarin daha karili oldusu

gorulmektedir. Elde edilen bu sonuclarin ardindala Ypu kit ile devam edilngiir.

Laboratuvarimizda daha once bu kit ile yapilan daihsmada kite ait deparafinizasyon

adimi yerine bgka bir protokol ile gerceklgirilen izolasyonlarda daha ¢ok miktarda RNA

elde edildgi gozlenmgtir. Tez calsmasinda tumor ve kontrol 6rneklere ait preparadiard

sadece tumadr ve normal hiicrelerin disekte ediiedéstnuldiziinde ve bazi drnekler igin
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ilgili alanlarin boyutunun kiguk olma durumu g6z Gode bulunduruldgunda elde
edilecek RNA’nin miktari i¢in bu durum buyik onemgimistir. Dolayisiyla ilgili kit
ile,hem farkli bir deparafinizasyon adimi eklenehein de kitin kendi deparaffinizasyon
adimi dgistiriimeden RNA izolasyonu gercelgl&rilmis ve spektrofotometrik 6lctimleri

degerlendirilmistir.

Cizelge 5.3. Qiagen RNeasy FFPE kit icin kit proto#lll ve modifiye depraffinizasyon adimi
eklenmis protokol ile izole edilen RNA’lara ait spektrofotometre sonuglari

Qiagen RNeasy FFPE Kit Qiagen Basy FFPE Kit
Kit deparaffinizasyon protokolii Genombilim depaffinizasyon protokolii
Sample ID ng/ul 260/280 @@30 ng/ul 260/280 260/230
9723 T 154.87 2.11 2.11 248 2.02 2.02
31399 T 13.89 1.94 1.48 .89 2.09 1.91
16143 T 67.86 2.01 1.55 187 2.04 1.61
1485 T 197.06 1.86 1.3 206 2.05 1.96

Daha once elde edilen sonuglar gibi g&n bu ornekler icin modifiye deparaffinizasyon
protokoll uygulanngikit protokolt ile izole edilen RNA miktarlari dalyéiksektir.

Bu sonuclarin ardindan tez camasi kapsaminda gercekigirilecek olan RNA
izolasyonlari degitirilmi § deparaffinizasyon adimi iceren Qiagen RNeasy FFPEssue

kit ile gerceklestiriimesine karar verilmi stir.

5.4.1.2. Mikrodizin optimizasyon uygulamalari
Literatdr, yapilan ¢cagmalar ve FFPE materyal kaynakli olumsuzluklar dékalie alinarak

en iyi sonuca ukabilmek adinagagida ifade edilen veekil 5.15.’de 6zetlenen denemeler

gerceklatirilmi stir.
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Qiagen RNeasy FFPE Kit

|

U133 Plus / \\‘ U133_X3P

+
IVT Kit

2.0+IVT Kit

U133_X3P
+
Nugen FFPE Kit

U133 Plus
2.0+Nugen FFPE
Kit

Sekil 5.15. Mikrodizin optimizasyon uygulamalari semasi

Ilgili platform kit ve array'leri yaninda farkli bir kit ile de bazi mikrodizidenemeleri

gerceklatirilmi stir.

1. HGU-133 Plus 2.0 array + 3'IVT kit kullanilarak deneme yapilgmve purifikasyon
adiminin ardindan array’e hibridize edilecek miatargiimasina rgmen ‘pozitif
sinyal alinan prob ytzdesi” (number present ) lggklenilenden cok diik bir desere
ulastimistir.

2. U133-X3P +3'IVT kit ile 1 adimdaki deneme yapilan ayni 6rnek icin dpllesek
“pozitif sinyal alinan prob ylzdesi” (number presedeserine ulgiimistir.

3. HGU-133 Plus 2.0 array+ Nugen Ovation FFPE WTA Systemkit kullanilarak
deneme vyapilan ayni o6rnekler icin “pozitif sinydinan prob yuzdesi” (number
present) dier iki kagilastirmaya gore dnemli diizeyde aritm.

4. U133-X3P + Nugen Ovation FFPE WTA Systemkitkullanilarak deneme yapilan
ayni ornekler icin “pozitif sinyal alinan prob yiesl” (number present ) FFPE
materyaller icingok iyi denebilecek bir dggere ulasiimistir .

Cizelge 5.4. ‘de sonuclar 6zetlerytim. Bu sonugclar giginde ornekler, U133-X3P array
ve Nugen marka cDNA sentez kiti kullanilarak gaimistir. Ayrica FFPE Ornekler ile
mikrodizin calismalarinin deneysel olarak baarilh bir sekilde yurutulebilecegini
gosteren bu sonuclar ve RNA izolasyon optimizasyogalismalariicin bir teknik
makale hazirlanms ve “ The Scientific World Journdl dergisine ilk degerlendirme
icin gonderilmistir. Ayrica bu calismalar 23-24 Kasim 2012 tarihleri arasinda
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dizenlenen Molekiler Biyoloji Dernegsi 1. Uluslararasi Kongresi'nde poster olarak
sunulmustur.

Cizelge 5.4ifade analiz deneyleri kit vearray denemelerinin pozitif sinyal alinan prob yiizde
degeri acisindan kasilastirmalari

08/40 % 24.06 % 23.9 % 49.00 % 55.52
Tumor
08/95 % 18.96 % 21.2 % 49.52 % 48.64
Tumor
09/137 o 0 ) 9
e — % 25.13 % 21.5 % 45,91 % 49.92
10712 % 13.0 %18.7 % 41.81 % 46.72
Tumor

U133 Plus
2.04IVT Kit

mU133 _X3P+HV
T Kit

U133 Plus
2.0+Nugen Kit

EU133 X3P+N
ugen Kit

08/40 08/95  09/137 10

ar - T T T

2 ample

o

Sekil 5.16.Mikrodizin optimizasyon uygulamalari sonicunda elde edilen pozitif sinyal alinan
prob ylzde deserleri

Sonuglarin en iyi gozlendgi U133-X3P array ve Nugen marka cDNA sentez Kkiti

birlikteli gi ile ifade analizine ydnelik _mikrodizin calsmalarinin yapiimasina karar
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verilmis tez calsmalari kapsaminda belirtilen tim drnekler (50 timor / 50 kontrol)
icin ifade analizi ¢calsmalari tamalanmistir.

5.4.1.3. RNA izolasyonu, miktar, saflik analizleri

Tez calsmasi kapsaminda; cginada kullanilacak tim ornekler icin RNA izolasyanla
gerceklatiriimistir. izole edilen tim RNA 6rneklerinin nanodrop ardgiile temizlik ve
miktar tayinleri yapilmy olup Agilent 2100 biyoanalizérinde RNA 6000 Nanitieki
kullanilarakbatinlik analizleri gercekteilmi stir.

Nanodrop sonuclarina gore RNA konsantrasyonlargilkahiriidiginda, tum orneklerin
RNA konsantrasyonlarinin mikrodizin c¢ahalari icin gerekli olan 100 ng gerini
rahatlkla kagiladigi gozlenmgtir. RNA safligi ve temizlgi acisindan dgerlendirildiginde
drneklerin 260/280 ve 260/230 oranlarinin isteneslildarda ve bazi Oreneklerde de
istenen araliklarin biraz altinda ofglu gorilmektedir (Cizelge 5.6.). Sonug¢ olarak ifade

analizi deneyleriicin tim 6rneklerin ¢alabilir nitelikte oldysu gorulmektedir.

Cizelge 5.50zole edilen RNA'lara ait miktar ve saflik deger araliklari

@880 260/230 Miktar (ng/ul)
Tumor Ornekleri (n=50) 1.64 -2.08 1.34-2.13 27.02- 445.65
Kontrol Ornekleri (n=50) 1.58 — 2.06 1.4-2.02 24.68 — 193.29

Cizelge 5.61zole edilen RNA'lara ait temsili spektrofotometre nuclari

Sample ID ng/ul  A260 A280 260/280 260/230
08/102 TUMOR RNA 221,97 5,549 2,718 2,04 2,04
08/102 KONTROL RNA 42,73 1,068 0,537 1,99 1,7
08/125 TUMOR RNA 130,21 3,255 1,611 2,02 1,86
08/125 KONTROL RNA 149,68 3,742 1,854 2,02 1,9
08/140 TUMOR RNA 409,55 10,239 5,048 2,03 2,06
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08/140 KONTROL RNA 49,74 1,244 0,639 1,95 1,54

08/165 TUMOR RNA 340,57 8,514 4,138 2,06 2,11
09/19 TUMOR RNA 271,14 6,779 3,3 2,05 2,03
09/19 KONTROL RNA 50 1,25 0,617 2,03 1,71
09/93 TUMOR RNA 247,53 6,188 3,012 2,05 1,98
09/93 KONTROL RNA 47,71 1,193 0,582 2,05 1,57
09/140 TUMOR RNA 182,81 4,57 2,238 2,04 2
09/140 KONTROL RNA 96,44 2,411 1,203 2 1,9
09/305 TUMOR RNA 59,39 1,485 0,77 1,93 1,45

09/305 KONTROL RNA 25,15 0,629 0,332 1,89 1,36

5.4.1.4.izole edilen RNA 6rneklerinin bitinlik ve kalite andizi

izole edilen RNA 6rneklerinin butiinlik analizlerigilent 2100 Biyoanalizorii ile RNA
6000 Nano kitleri kullanilarakgercekteilmistir. RNA Butinlik Katsayisi (RNA Integrity
Number — RIN) RNA O0rneklerinin butingini kasilastirmak icin kullanilan bir
algoritmadir. RNA’larin intakt oldgunu anlayabilmek i¢cin RIN deri dikkate alindi

gibi 28S ve 18S bantlarinin da dizgun pikler haimgbrilmesi gerekmektedir. Ancak
formalinde fikse edilmi parafine gomuli dokulardan elde edilen RNA'ldegrade
oldugundan gerek iyi bir RIN dgerinin gorulmesi gerekse de diizgin 28S ve 18 S bant
piklerinin izlenmesi mumkin olamamaktadir. Tez gahsinda kullanilan érnekler icin de
tipik FFPE o6rnek profili gozlenngiir. Bu sekilde degerlendirilen izole edilnyi RNA'lara

ait agilent biyoanalizérden alinan temsili veri @éttisiSekil 5.17.’de sunulmgtur.
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Sekil 5.17.izole edilen RNA'lara ait temsili elektroferogram gatintileri

5.4.1.5. Genom ebadinda gen ifade analizi

Mikrodizin optimizasyon uygulamalarinin ardindamsglarin en iyi gézlengi U133-
X3P array veNugen marka cDNA sentez kiti birliktgli ile ifade analizine yonelik
mikrodizin calsmalarinin yapilmasina karar verikwe tez kapsaminda belirtilen tim
ornekler (50 tumor / 50 kontrol) icin ifade analgalsmalari gercekligirilmistir. Ancak 1
tumor orngi mikrodizin deneylerinin sonsamasi olan tarama basaiman ardindan bu
ornese ait ilgili mikrodizin dosyasi okiurulamamgtir. Elimizde bu 6rngi tekrar edecek
yeterli malzeme olmagdindan ve gi analizler yapilacak olmasindan dolay! bu érnek v
esli kontroli calgmadan cikarilngtir. Sonug olarak caima 50 tumor / 50 kontrol ile
tamamlnamy olmasina rgmen analizler 49 timé6r / 49 kontrol Uzerinden

gerceklatirilmi stir.

RNA izolasyonunun ardindan gercetgtiglen mikrodizin gamalarina ait sonuclagagida

sunulmutur.

5.4.1.5.1. SPIA cDNA purifikasyonu, hibridizasyon e tarama

Ik zincir ve ikinci zincir cDNA sentezinin ardindaaDNA sentez amplifikasyorslemi
gerceklatirilir. Daha sonra amplifiye cDNA'nin purifikasyoaamasi bulunmaktadir. Son

olarak fragmente ediligaretlenen 6rneklearray’e hibridize edilip taranir.

Amplifiye cDNA pirifikasyonun ardindan 3.5 pg’a gilanasi gerekmektedir. Bu gere
ulasmayan ornekler icin ilgili gamalar tekrar edilrgtir.
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Cizelge 5.7. Purifiye edilen amplifiye cDNA 6rneklgne ait temsili miktar ve kalite sonuclari

Sample ID pg Deeri ng/ul | A260 | A280 260/280| 260/230
08-86 TUMOR SPIA PURF 5.32 197,18 | 5,975 3,039 1,97 2,34
08-86 KONTROL SPIA PURF 5.04 173,84, 5,268 2,648 1,99 2,36
08-98 TUMOR KONTROL
SPIA PURF 6.79 251,54 | 7,623 | 3,977 1,92 1,74
08-98 KONTROL SPIA PURF 6.61 220,31 6,676 3,425 1,95 2,31
08-104 TUMOR SPIA PURF 2.84 94,69 | 2,87 @ 1,438 2 2,39
08-104 KONTROL SPIA PURF 5.22 174,18, 5,278 2,656 1,99 2,4
08-119 TUMOR SPIA PURF 4.94 183,21 | 5552 2,78 2 2,42
08-119 KONTROL SPIA PURF 4.27 158,35/ 4,799 2,414 1,99 2,4
08-65 TUMOR SPIA PURF 2.82 100,87 | 3,057 1,493 2,05 2,45
08-65 KONTROL SPIA PURF 3.4 121 3,667, 1,829 2,01 2,35
08-73 TUMOR SPIA PURF 6.33 226,21 | 6,855 | 3,472 1,97 2,33

Elde edilen pozitif sinyal alinan prob yizdesi” fmioer present ) gerlerinin 0zeti gizelge
5.8. ‘de temsili olarak sunulngtur.

Cizelge 5.8. Cakilan ornekler icin “pozitif sinyal alinan prob yizdesi” (humber present )
degerleri temsili tablosu

Ornek Number of Present Degerleri-
%
08/86 Kontrol 47.4
08/86 Tiimor 53.27
08/104 Kontrol 49.25
08/104 TUmor 50.99
08/119 Kontrol 48.59
08/119 Timor 50.49
08/125 Kontrol 48.54
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08/125 Timor 45.81

09/93 Kontrol 52.22
09/93 TUmor 53.81
10/32 Kontrol 54.43
10/32 Tumoér 51.39

Pozitif sinyal alinan prob vylzdesi acisindangateendirme yapildinda FFPE
materyallerin degrade @alari gerg mikrodizin uygulamalarinda kullanimlari uygun
degildir. Bununla birlikte gercekigirilen pek c¢ok teknik cagma ve bizim de
gerceklgtirdigimiz optimizasyon c¢agmalari kapsaminda FFPE o6rnekler ilesdrdi

mikrodizin sonuclari elde edilebilegiegbrilmistir. Bu tez cabmasi cercevesinde elde

edilen pozitif sinyal alinan prob ytzdesiggeleri de bu durumu dwular niteliktedir.

5.4.1.5.2. Genom ebadinda gen ifade analizi biyoorimatik bulgular

Genom ebedinda gen ifade analiz§lida altinda gercekkgirilen kasilastirmalaricin farkh
olarak ifade edilen gen setlerinin belirlenmesitpdit-test”, “unpaired t-test” ve “p-value”
kullanilarak gercekkgirilmistir.Yapilan farkh analiz ve dgrlendirmelerin ardindan tim

karsilastirmalar icin kat dgisimi degerlendirmesi icin_gt esik degeri alinmg ve ifade

dizeyleri2 _kat artan/azalan genlere ait sonuclar bu tez kapsaminda surgilmuTez

kapsaminda gercekkrilen kasilastirmalar sekil 5.19.da sunulmgtur. Mikrodizin
verilerine ait 6ngleme ve varyans filtreleme analizleri R platforrdargercekigirilirken
farkli olarak ifade edilen gen setlerinin tespignklullanilan algoritmaya ait kodlar ve bu
genlerin hiyeragik yontem ile kiimeleme analizine aitkodlar matfabgramlama dilinde
yazilmstir. Mikrodizin veri analizlerinin ardindantespitlieen farkli olarak ifade edilen
gen setinde ifadesi azalan ve artan genler icin @#oloji ve yolak ileri analizleri ise
“‘DAVID” vyazilimi kullanilarak gerceklgtirilmistir. Tumor—kontrol kagilastirmasinda
yapilan tim analizler, tablolagekiller ve dgerlendirmeler dier tim kagilastirmalar icin
de yapilmg olmakla birlikte timaor-kontrol analizi gindaki diger kagilastirmalar icin tez

kapsaminda sadece ana sonuglar surgiimu
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(paired)
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\ Ipaired)

Sekil 5. 18. Genom ebadinda gen ifade analizi kapsanta degerlendirilen tim
karsilastirmalar

Onisleme, varyans filtrelemalemlerinin ardindan paired t-test ile elde edilarkh olarak
ifade edilen gen setleri Uzerindengercgtiiden kiimeleme analizleri ve ileri analizler ile
tum kagllastirmalara ait hikayelere biyolojik anlam yuklenmeyalsiimistir. 2 kat
artan/azalan farkli ifade edilen gen seti DAVID yami kapsaminda gen ontoloji,
fonksiyonel anotasyon, zengigiee ve yolak bgiklari altinda dgerlendirilmistir. Bu
surecte elde edilen farkli olarak ifade edilen getteri izerinden bu kleklar cercevesinde
asagida ifade edilen sorular sorulmolup kasllastirmalara ait molekiler mekanizmalarda
onemli olabilecek genler tespit edilmeye géinistir.

Farkli olarak ifade edilen gen setleri Uzerinden Kkasilastirmalar icin 6nemli

olabilecek genlere ulamada izlenen yol

1. Calsmada kullanilan hipotez, literatlr, elde edilen sgar ve kabil edilen
istatistiksel anlamlilikta farkh olarak ifade esll genler icin belli gk degerinde kat

degisimi olan bir gen seti belirlenir.

2. Belirlenen gik degeri gercevesinde farkli olarak ifade edilen gemig=tDAVID”
yaziliminda elde edilen fonksiyonel anotasyon kigmelizerinden ggida bir 6rngi
verilen Gen Adi, Gen Semboli, Sitogenetik Lokalyras KEGG/Biocarta Yolak, Kat

Degisimi, Fonksiyonel Anotasyon Kime ve bu kimelere zenhginlame degerlerinin
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oldugu kapsamli bir tablo hazirlangtir. Bu tablo ile farkh ifade edilen gen seti ideki
genleri, hangi kromozomda ve hangi yolakda yerkdddi, kat dgisimlerinin ne oldgu,
hangi fonksiyonel anotasyon kiimesinde ne orandgizlestikleri ve hangi kiimelerde kag

kez tekrar ettikleri gorilebilmektedir.

) ) - ) | DAVID ANOTASYON KUMELER |
Gen Adi (Gen Sembolii ~ [Kromozom (Sitogenetik Lokalizg KEGG /BioCarta Yolaklar  |Kat De gigi
AftyID 1 2 3 4
86683748 _3p_a_at metallothionein 1F MTIF 16 1613, 392 |44
510835229 3p_a_at metallothionein 1G MT1G 16 1613 322 |44
510835084 _3p_x_at metallothionein 1H MTIH 16 16q13 542 |44
Hs.74170.0.51 3p_x_at  |metallothionein 1L (gene/pseud ); metallothionein 1§MT1E, MTLIP, 116 16q13, 20911.2 2305 |44
Hs.188518.0.51 3p_at, Hs.1{ metallothionein IM MTIM 16 16913 7,05 6,544,4
513528881 3p_a_at, g11612FXYD domain containing ion transport regulator 3 FXYD3 19 19913.11-913.12 2,82 524 2,29
Hs.147924.0.A1 3p_at anoctamin 7 ANO7 2 2937.3 -517 2,29
54585468 3p_at chloride channel accessory 1 CLCAL 1 1p31-p22 Olfactory transduction  |-10,52 2,29
g12025666_3p_at chloride channel accessory 4 CLCA4 1 1p31-p22 Olfactory transduction  |-13,57 2,29
Hs.21103.0.51_3p_at chloride intracellular channel 5 CLICS 6 6p21.1-p12.1 -5,87 2,29
54557534 3p_at, Hs2.30675[solute carrier family 26, member 3 SLC26A3 7 7931 9,93 10,30 2,29
86995995_3p_at cysticfibrosis transmembrane conductance regulator (ATP-{CTFR 7 79312, ABCtransporters, Vibrio c|-2,21 2,29 2,11
Hs.89603.6.A1 3p_a_at  |mucin 1, cell surface associated MUCL 1 1921 -2,67 2,22
Hs.321571.0.51_3p_at, Hs.3]mucin 12, cell surface associated; similar to mucin 11 L0C1001307147 7922 2,17 2,11 6,5 2,22
58923068_3p_a_at, Hs.5940|mucin 13, cell surface associated MUC13 3 3212 2,27 | 2,22
3. Bu tablo Uzerinden yola devam edilir ve elde edilabloda gen sayisi >3 olan
yolaklar ve bu yolaklar icinde yer alan genleritbehir.
4. DAVID yazilimi ile elde edilen fonksiyonel anotasykiimelerinden >5 sayida gen

iceren fonksiyonel anotasyon kiimeleri belirlenir.
5. Zenginleme skoru>1.3 ve <1.3 olan kiimeler tespit edilir.

6. Son olarak bu 5 madde cercevesindesadak tablo diginde hikayenin birer

parcasli olabilecek genler belirlenir.

> Bu tez calsmasi kapsaminda ortaya konan bu 6 maddelik kriterle

cercevesinde_sagidaki _sorulardan 3 veya daha fazlasinin _cevabini_ven genler

izlenen yolda 6n plana cikan genler olarak dsiintilmuistiir.

Kabul edilebilir belli istatistiksel anlamlilikta f arkli olarak ifade edilen genler:

1. Kat degisimi <2 /> 2 mi?

2. 5 veya daha fazla sayida gen iceren bir DAVID anosyon teriminde yer aliyor
mu?

3. Zenginlesme skoru>1.3 olan bir DAVID fonksiyonel anotasyon kiimesindeyer
aliyor mu?

4. 3 veya daha fazla sayida DAVID anotasyon kiimesindekrar ediyor mu?
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5. 3 veya daha fazla sayida yolakda gorevli mi?

> Mikrodizin gen ifade analizine ait veriler olusturulan bu 5 maddelik kriter ve
yukarida ifade edilen sorular ¢ercevesinde sunulmyiur.

> Sekil 5.18'de goOsterilen tum kasilastirmalar icin mikrodizin veri analiz
sonugclarr ayri ayri sunulmustur.

5.4.1.5.2.1. Tumor- Kontrol paired kasilastirmasina ait bulgular

Tez projesi kapsaminda gen ifade analizi mikrodigggulamalarinda calian 50 6rnek
icerisinden bir tumor Orrgne ait veri dosyasi ofturma glemi sirasinda hata alonus ve
bu drnek ve gkontroll ¢alsmadan c¢ikarilngtir. Analizlere 49 timaor/49 kontrol Gzerinden

devam edilmytir.

Mikrodizin verilerinin 6n gleme analizleri ve varyans fitrelemgeiminin ardindan farkli
olarak ifade edilen genlerin tespitinde farkh kdegisimleri ve farkli p dgerleri

kullanilarak genel bir tablo ortaya kongnlup sonuglar gizelge 5.9.’da sunulgtur.

Cizelge 5.9. Tumor vs Kontrol farkli kat degisimleri ve p degerleri ile birlikte farkli ifade
edilen gen sayilari

Kat Degisimi ve FarkhIfade Edilen Ifadesi Artan Gen ifadesi Azalan Gen
p Degeri Gen Savisy Sawvif Sawvisy
=1.5 kat
P=0.001 1493 6309 854
=1.5 kat

P=0,0001 1353 566 T87
=1.5 kat
P=0,00001 1154 450 605
=2 kat
P=0.001 D25 3409 376
22- ]-;;at
P=0,0001 880 331 558
=2 kat
P=0,00001 835 2906 3390
=3 kat
P=0.001 474 148 326
=3 kat
P=0.0001 169 147 323
=3 kat
P=0,00001 464 144 320
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Bu cizelgede yer alan sonuglar cercevesinde litekat sonrasinda yapilacak analizler
ve Huang ve arkadalarinin (220) belirttikleri rakamlar (100-200) dikk ate alindginda

sonraki analizlere 2 kat de&isim ve p<0.001 kriteri ile ortaya cikan 925 gen ilg/ola

devam edilmistir. 925 gene ait tam liste Ek-2’de sunulmstur.

Tamor kontrol kagilastirmasinda 2 kat gigsimi ile farkh olarak ifade edildii tespit edilen
925 gen bir farkl ifade edilen gen setinin icermgereken Ozellikler agisindan Huang ve
arkadalarinin belirledgi kriterlere uymaktadir.

Tamor vs kontrol kar silastirmasinda 2 kat desisimi ile farkli olarak ifade edilen 925
genin 349'unun ifade dizeyinde ary gortlirken 576 genin ifade dizeyinde azalma

gOralmastar. Sonuclar Cizelge 5.10°da sunulmstur.

Cizelge 5.10. Tumor vs Kontrol kasilastirmasinda artis/azalis gosteren gen sayilari

Farkl ifade Edilen Gen Seti Sayisi 925
Up-Reglle Gen Sayisi 349
Down-Regile Gen sayisi 576

2 kat degisimi ile tumdr ve kontrol grubu arasinda farkli ifad elendigi tespit edilen
925 gen ile gercekligirilen kiimeleme analizi sonucunda gen ifade patererine gore
Orneklerin timor ve kontrol olmak tzere2 gruba netbir sekilde birbirinden ayrildi g1

gorilmektedir. Bu sonug deggerlendirilen 925 genin anlamhlgini artirmi stir.
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KONTROL TUMOR

Sekil 5.19. Tumor vs Kontrol karsilastirmasi kiimeleme analizi

2 kat deisimi ile tumor ve kontrol grubu arasinda farkli iddndgi tespit edilen 925

genin ifadeleri_artan ve azalan _gen_gruplari_icin DAVID yaziliimi Uzerinden gen

ontoloji, fonksiyonel anotasyon, zengigee ve yolak analizleri ayri__ayri
gerceklatiriimis olup sonucglar da agtive azal gosteren gen gruplari icin ayri ayri

sunulmutur.

5.4.1.5.2.1.1. Tumor-Kontrol paired kasilastirmasinda ifadesinde arts gorilen gen

grubuna ait sonuglar

Tumor vs kontrol grubu karastirmasinda 925 farkli olarak ifade edilen gen si349
tane genin ifadesinde argorulmitur.

2 kat deisimi ile farkl olarak ifade edilen gen seti ile DAY yaziliminda elde edilen
fonksiyonel anotasyon kumeleri (Uzerinden Gen AdienGSemboll, Sitogenetik
Lokalizasyon, KEGG/Biocarta Yolak, Kat Bigimi, Fonksiyonel Anotasyon Kiime ve bu

kiimelere ait zenginyene dgerlerinin old@gu kapsamli bir tablo hazirlangtr.

157



Tumor kontrol kagilastirmasinda 2 kat @gsimi ile ifadesi artan gen grubunda DAVID
analizleri sonrasinda alan gen listesinde genlerin kromozomlardakigieni sekil

5.20’de sunulmgtur.

Tumor vs Kontrol "DAVID" Analizi Sonrasi ifadesinde Artis Gériillen Genlerin
Kromozomlardaki Dagilimi

Kromozomlar %1 - I

RENWRUTOYN 00O

l I

T T 1

10 15 20
Gen Sayisi

(G, = |= = I .

Sekil 5.20. Tumor-Kontrol kar silastirmasinda DAVID analizi sonrasinda ifadesi
artan genlerin kromozomlardaki dagihmi

Bu tablodan da gorilgii Uzere ifadesi artan gen grubunda en fazla gémotozomda

gorulurken 6, 7 ve 11. kromozomlarda da gen sayidazlalgl dikkat cekmektedir.

Tumor kontrol kagilastirmasinda 2 kat ggsimi ile ifadesi artan gen grubunda 5 ve 5 ten

fazla sayida gen iceren kiime cizelge 5.11'de sumiim
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Cizelge 5.11. Tumdr-Kontrol grubu ifadesi artan gefer igin gen sayisi> 5 olan DAVID
anotasyon kimeleri

Tiimor-Kontrol Grubu ifadesi Artan Genler icin Gen Sayisi 2 5 Olan DAVID Anotasyon Kiimeleri

DAVID Kiime No | Zenginlesme Skoru Anotasyon Kiime Adi Gen Sayisi

28 1,23 repeat:LRR 12 5
33 0,91 mitosis 7
36 0,89 repeat:LRR 6 7
42 0,78 calcium-binding region:2 5
44 0,72 hemopoiesis 7
48 0,61 serine-type endopeptidase activity 5
49 0,58 Immunoglobulin I-set 5
58 0,3 GTP binding 7
61 0,29 Pleckstrin homology 5
66 0,14 intracellular protein transport 6
67 0,12 GTPase regulator activity 5
68 0,1 Protein kinase, ATP binding site 6
70 0,08 cellularion homeostasis 5
71 0,07 ion channel activity 5
72 0,05 hodification-dependent protein catabolic proce 7
73 0,03 purine ribonucleotide binding 22
74 0,02 ATP binding 17

prosesinin dizenlenmesi, protein kinaz aktivitesiniizenlenmesi, glikozaminoglikan

binfing, hidroksilizin kiimeleri genlerin en ¢ok ganlastigl kimelerdir.

Tumor kontrol kagilastirmasinda 2 kat @gsimi ile ifadesi artan gen grubunda DAVID
analizleri sonrasinda alan gen listesinde daha 6nce ifade egildzere gen sayisi3 olan
yolaklarin d&ilimi sekil 5.21'de sunulmgtur. Grafikte de goruldgii Gzeregenel anlamda

sinyal yolaklarinin varfii dikkat cekerkefokal adezyon, ekstraseltler-matriks reseptér

ili skisi, kanser yolagl, p53 sinyal yol&i ve hiicre déngusigenlerin en cok y@gunlastig

yolaklardir.

159



Tiimor vs Kontrol Karsilagtirmasinda ifadesinde Artis Goriilen Genlerin "DAVID"
Analizi Sonrasinda Belirlenen Onemli Yolaklardaki (Gen Sayisi 23) Genlerin Dagilimi
__.i
Toll-Benzeri Reseptdr Yolagl je———t
_—l
Aktin iskeletinin Dlizenlenmesi j———t
Ras Sinyal yolagl et
_—
Kemokin Sinyal Yolagl ==
X _—A
Sitokin-Sitokin Reseptor lliskisi je————t
i
Yolaklar JAK-STAT Sinyal Yolagl b
_—A
TGF-b Yolagl |j———et
__l
Hiicre Dongusu e — —
MAPK Yolag! s |
Siki Baglantl et | |
Fokal Adezyon | : : —
0 5 10 15 20
Gen Sayisi

Sekil 5 21.Tumor-kontrol kar silastirmasinda ifadesinde arts gortlen genlerin DAVID analizi
sonrasinda gen sayist3 olan yolaklarin dagilimi

Bu degerlendirmelerin ardindan daha o6nce ifade edilen vetimor kontrol
karsilastirmasinda 6n plana cikan genlerin belirlenmesindedlusturulan kriterler ve
sorular gergevesinde hazirlanan tablo cizelge 5.1@e sunulmustur. Bu tabloda 2 kat
artis ve p<0.001 kriterinde zenginlgme skoru >1.3 olan anotasyon kimesinde yer
alan, 3 den fazla anotasyon kiimesinde tekrar edepr, 5 sayida gen igceren anotasyon
kimesinde olan 3 den fazla yolakdasievi olan gibi belirledigimiz tim kriterleri
gorebilmekteyiz. Tabloda DAVID fonksiyonel anotasya kime basligi altinda
zenginleme skoru >1.3 olan, >5 sayida gen iceren anotasyokimesi gibi
kriterlefarkh renklendirilerek gdsterilmi stir. Daha Once ifade edildgi gibi 6nemli

genlerin belirlenmesinde bu 5 kritein en az 3'Unl aglamasi gerektgi belirtilmi stir.

> Zenginlesme skoru>1.3 olan kiimeler kirmizi renk

> Zenginlesme skoru >1.3 olan ve gen sayisl > 5 olan anotasykimesinde yer
alan mavi renk

> Zenginlesme skoru < 1.3 olan kiimeler siyah renk

> Zenginlesme skoru < 1.3 olan kimeler ve gen sayisi > 5 olanotasyon

kiimesinde yer alan pembe renk
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Cizelge 5.12.Tumoér kontrol kasilastirmasinda ifadesinde arts gorilen gen grubunda 6n
plana ¢ikan genler

collagen, type IV, alpha 2 COLAAY [13¢34 338 233 |1 4
fibronectin 1 FN1 2034, 207 303 |4,10,13,30 5
thrombospondin 2 THBS2 |67 9,19 411,12 3
secreted phosphoprotem 1 SPPI  4q21-25 11,05 1157(17 3
vascular endothelial growth factor A |VEGFA  |6p12 3,03 228 |4,7,11,14,15,18,20,27, 44 11
cyenDI CCNDL |l1gl3 245 6,9, 14,19, 43,45, 46,47 U
et proto-oncogene (hepatocyte groW MET 1¢31 330 2,27 26,9, 19,57, 68,73, 74 12
ELK 1, nember of ETS oncogene famELK1 ~ [Xpl1.2 2,74 20 23
uanine nucleofide binding protein (GJGNAL. ~ |3p21 23 6,9, 19, 50,38, 73 7
cyclin-dependent kinase 4 CDK4  |12q14 23 45,68, 73, 74 16
cludn 1 CLDNI  [328-29 848 70 4
matrix metallopeptiase 1 (intersfifial MMP1 ~ |11q22.3 5,36 2,21,26 3
bone morphogenetic protein 4 BMP4  |14q22-q23 221 4,6, 14,15, 18,20, 27,38, 43, 44 5
BCL-2 Like | BCLILL [20q11.21 2,71 7,14,15,47,70 9
olutathione S-transferase pi | GSTPL  |llgl3 2,14 7 4
oyclin-dependent kinase infibitor 2A (JCDKN2A |9p21 141 6,9,17, 35,40, 45,52, 53,55, 62,65 |12
ymphoid enbancer-binding factor 1 |LEF1 ~ |423-q25 6,03 20,25, 38,41, 54 13
nut-rebted transeription factor |~ [RUNX1~ [21q22.3 2,54 20,25, 38,41, 54 3
signaltransducer and activator of tran§STATI ~ 2¢32.2 281 244 |35 13
heat shock protein 90kDa alpha (cytoJHSP90ABl 6p12 2,68 73,74 3
leat shock 27kDa protei-ke 2 pseufHspb1, HSP7q11.23, 9q21.13 2,04 239 |7 4
cel division cycle 25 homolog B (S. p(CDC25B  |20p13 031 6,9,19,33 3
growth arrest and DNA-danage-indwGADD4SB |19p13.3 202 6,9, 19,53 3
serpin peptidase inltbitor, clade E (ns)| SERPINEI [7q21.3-q22 335 314 3)34,48 59 4
cell division cycle 2, G1 to S and G2 t{CDKl 10q21.1 0 1,33,46, 52,68, 72,73, 74 5
budding wihibited by benzimidazokes|BUBL [2q14 2,89 33,68,73, 74 3
CASPS and FADD-like apoptosis reQCFLAR 2633-34 2,03 7 4
suppressor of cytokine signaling 3 [SOCS3 17253 2,2 6,7, 72 1
uarylate cyclase 1, soluble, alpha 3 |GUCY1A3 [431.3-¢33, 4¢31.3-¢334,95 58,73 4
[gutathione peroxidase | GPX1  [3p213 234 7,35 3
plasminogen activator, wokinase  [PLAU ~ |10q24 4,54 48,59 3
endothelin receptor type A EDNRA  [dg31.23 485 6,9, 19,25, 43,50, 70 3
collagen, type [ alpha 1 COLIAL |17q21.33 528 4,14 612,312 2
sterie alpha motifand leucine zpper ¢{ZAK 0q24.2 3,07 6,9, 19,46, 57,68, 73,74 2
inlibin, beta A INHBA  |7pl5-pl3 1131 6,9, 14,15,17,20,27,40, 44, 45 2
TIMP netallopeptidase mhibitor I |TIMP1L [ Xpl1.3-p11.23 6,93 8,11,27,44 )
matrix netallopeptidase 14 (membranfMMP14 | 14ql1-q12 3,01 3,01 314,15, 18,26 )

5.4.1.5.2.1.2. Tumor-Kontrol paired kasilastirmasinda ifadesinde azalma gortlen gen

grubuna ait sonuclar

Tumor vs kontrol grubu karastirmasinda 925 farkli olarak ifade edilen gen skib76
tane genin ifadesinde azaborulmatir. 2 kat dgisimi ile farkh olarak ifade edilen gen
seti ile DAVID yaziliminda elde edilen fonksiyonahotasyon kimeleri Gzerinden Gen
Adi, Gen Semboll, Sitogenetik Lokalizasyon, KEG®GMirta Yolak, Kat Dgsimi,
Fonksiyonel Anotasyon Kime ve bu kimelere ait zelegne deerlerinin oldgu

kapsamli bir tablo hazirlangtir. Tiumor kontrol kagilastirmasinda 2 kat ggsimi ile
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ifadesi azalan gen grubunda DAVID analizleri somda olgan gen listesinde genlerin

kromozomlardaki dalimi sekil 5.22’de sunulmgtur.

Tiimor vs Kontrol "DAVID" Analizi Sonrasi ifadesinde
Azalis Goriilen Genlerin Kromozomlardaki Dagilimi

X |
————
==

—

Kromozomlarll

[EE
RENWARUIOON0WOLO

;l{l

GenlSayisi 15 20

Sekil 5.22. Tumor-Kontrol kar silastirmasinda DAVID analizi sonrasinda ifadesi azalan
genlerin kromozomlardaki dagilimi

Bu tablodan da gorilgii Gzere ifadesi azalan gen grubunda en fazla gkrodhozomda
gorulurken 2 ve 7. kromozomlarda da gen sayisemlahgl dikkat cekmektedir.

TUumor kontrol kagilastirmasinda 2 kat ggsimi ile ifadesi azalan gen grubunda 5 ve 5 ten

fazla sayida gen iceren kiime cizelge 5.13'de sumiim

Cizelge 5.13. Tumdr-Kontrol grubu ifadesi azalan geler icin gen sayisi> 5 olan DAVID
anotasyon kimeleri

Tiimor-Kontrol Grubu ifadesi Azalan Genler igin Gen Sayisi 25 Olan DAVID Anotasyon Kiimeleri
DAVID Zenginlesme Gen
Kiime No Skoru Anotasyon Kiime Adi Sayisi
1 4,4 cadmium ion binding 5
2 2,29 chloride ion binding 7

ATPase activity, coupled to transmembrane movement of
4 2,11 substances 8
5 2,01 regulation of cell migration 10
6 1,91 protein amino acid glycosylation 8
7 1,9 positive regulation of phosphorylation 7
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10 1,53 negative regulation of cell migration 5
11 1,5 negative regulation of protein kinase activity 6
12 1,34 regulation of phosphorylation 16
14 1,29 glycosaminoglycan binding 7
18 1,2 cell migration 11
22 1,05 regulation of protein kinase activity 12
25 0,98 EGF-like 8
26 0,95 positive regulation of cell migration 5
27 0,92 calcium-binding region:1 7
29 0,88 cellular ion homeostasis 12
33 0,8 regulation of apoptosis 21
34 0,72 EF hand 6
37 0,66 ATP biosynthetic process 5
38 0,63 Lysosome 8
40 0,54 positive regulation of protein kinase activity 7
44 0,48 positive regulation of apoptosis 11
45 0,41 negative regulation of apoptosis 9
51 0,2 GTP binding 8
52 0,18 negative regulation of gene expression 10
53 0,16 cell projection morphogenesis 5

0,01 cellular protein catabolic process 7

Bu tabloda da goruldiii Gzere hicre gocunun duzenlenmesi, fosforilasyonun
dizenlenmesi, apoptozis, protein kinaz aktivitesinilizenlenmesi, gen ifadesinin

dizenlenmesi kiimeleri genlerin en colgyolastigl kiimelerdir.

Tuamor kontrol kagilastirmasinda 2 kat ggsimi ile ifadesi azalan gen grubunda DAVID
analizleri sonrasinda alan gen listesinde daha once ifade egildzere gen sayisi3 olan
yolaklarin dgihmi sekil 5.23'de sunulmgtur. Grafikte de goruldgil Gzere genel anlamda

sinyal yolaklarinin varfii dikkat cekerkenmetabolizma, kalsiyum sinyal yol&l,

apoptosis ve MAPK sinyal yol&i genlerin en ¢ok ygunlastigl yolaklardir.
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Tiimér vs Kontrol Karsilastirmasinda ifadesinde Azalis Gériilen Genlerin "DAVID" Analizi Sonrasinda Belirlenen Onemli
Yolaklardaki (Gen Sayisi 23) Genlerin Dagilimi
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Sekil 5.23. Tumdr-kontrol karsilastirmasinda ifadesinde azal gorilen genlerin DAVID
analizi sonrasinda gen sayi$t3 olan yolaklarin dagilhimi

Bu degerlendirmelerin ardindan daha ©6nce ifade edilen vetimér kontrol
karsilastirmasinda 6n plana cikan genlerin belirlenmesindenlusturulan kriterler ve
sorular cercevesinde hazirlanan tablo cizelge 5.1de sunulmustur. Bu tabloda 2 kat
artis ve p<0.001 kriterinde zenginlgme skoru >1.3 olan anotasyon kimesinde yer
alan, 3 den fazla anotasyon kiimesinde tekrar edepr, 5 sayida gen igceren anotasyon
kimesinde olan 3 den fazla yolakdasievi olan gibi belirledigimiz tim kriterleri
gorebilmekteyiz. Tabloda DAVID fonksiyonel anotasya kime basligi altinda
zenginleme skoru >1.3 olan, >5 sayida gen iceren anotasy&imesi gibi kriterler
farkh renklendirilerek gosterilmi stir. Daha 6nce ifade edildgi gibi dnemli genlerin

belirlenmesinde bu 5 kritein en az 3'UnlU sglamasi gerektgi belirtilmi sti.

> Zenginlesme skoru>1.3 olan kiimeler kirmizi renk

> Zenginlesme skoru >1.3 olan ve gen sayisi > 5 olan anotasykiimesinde yer
alan mavi renk

> Zenginlesme skoru < 1.3 olan kiimeler siyah renk

> Zenginlesme skoru < 1.3 olan kimeler gen sayisi > 5 olan aasyon
kiimesinde yer alan pembe renk
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Cizelge 5.14. Tumor kontrol kasilastirmasinda ifadesinde azak gorilen gen grubunda 6n

plana ¢ikan genler

Tiimdrvs Kontrol Kar gllastimasinda ifadesinde Azals Gorilen Genlerigin "DAVID" Analizi Sonvasinda > 3 Yolakda Gorilen Genler

Genin Adi Genin Semboli| Sitogenetik Lokasyond Kat Disimi [Ait Oldu gu Yolak Sayisi| DAVID Forksiyonel Anotasyon Kiime
protein kinase, CAMP-dependent, cataltc, betal  PRRBA  |1p36.1 439 398 | 7 12,22, 40 41
foroblast growth factor receptor 2 FGFR2 10926 25 240 3/5 14
phospholpase A2, group IIA (platelets, synoviatljPLA2G2A | 1p35 -4,13 1 23
calcineurin B homologous protein 2 CHP2 16p12.1 85 |31 27,34
epidermal growth factor receptor (erythroblastitkr|EGFR p12 -2,18 3 5,7,12,22, 26, 33,40, 45, 53
mitogen-activated protein kinase kinase 6 MAP2K6  |17024.3 -2,23 1 12,22, 33, 40, 44
ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 5 |RLPK 14g31-32.1 -2,15 4 41, 60

phosphoipase A2, group X PLA2G10  |16p13.1-p12 -3,71 1 53
thrombospondin 1 THBS! 15915 -4,78 6 57,10, 1214, 17,18,20,22, 25, 26, 33, 40, 44
hone morphogenetic protein 2 BMP2 20p12 49 721 6 7,12 36,52
transcription factor 7-like 2 (T-cel speciic, Mo TCF7L2 10q25.3 2,05 2,42| 11 23,33 45
calcium/calmodulin-dependent protein kinase Ilale{CAMK2D 4026 233 2,09 | 9 29
interleukin 6 receptor IL-6R 1921 -2,58 5 5,7 12.17,18, 26, 3356
NADPH oxidase 1 NOXL Xg22 242 31113 18,29
CD79a molecule, mmunogiobuin-associated apna  GD79  |19g13.2 -5,29 3 32
phospholipase C, defta 3 PLCD3 17921.31 412 414 | 3 21
phosphoinositde-3-kinase, cataltic, gamma poljPIK3CG 7022.3 -3,07 34 33,45
proteh kinase (cAMP-dependent, catalytc) inhiblPKIB 6022.31 -1113 8 11,1222
protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-cgPRKAG2 7936.1 264 258| 3 7,11,1222, 37 39,40
chemoking (C-C moti) igand 28 CCL28 5p12 6,74 4333 29
plasminogen activator, tissue PLAT 8pl2 -2,16 4 18,2543, 48
cell dvision cycle 26 homolog (S. cerevisiag)] dais{CDC26 7032.1, 9432 2,03 3 59
actvin A receptor type l-lke 1 ACVRLL 12q11-q14 12, 2 51018
neureguin 1 NRGL 8pl2 -1.21 1 12,22, 25, 33, 40, 45, 52
B-cel CLL/ymphoma 10; hypothetical LOC6466/BCL10, LOC641p22, 1p22.3 307 342| 2 7,12 33,38, 44, 45

5.4.1.5.2.1.3.Tumor-Kontrol paired kasilastirmasinda ifadesinde arts ve azalg

gorulen gen gruplarinin birlikte degerlendirilmesi

Tamor kontrol kagilastirmasinda DAVID analizi sonrasinda ifadesi artam grubu 349

gen den 136 gene zengigitken 576 ifadesi azalan gen ise 130 gene zengiigér.

Zenginleme skoru >1.3 olan kiime sayisi ifadesi artan gerbugicin daha fazladir.

Sonuclar Cizelge 5.15’de paylbmistir.
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Cizelge 5.15. Tumor vs Kontrol kasilastirmasinda ifadesinde arty ve azalg gésteren genlere
ait genel tablo

Gen Sayim 576 349
"Highest" Kriterinde DAVID Fonksivonel Kime 6 2
Savia ) '

) "Highest" Kriterinde DAVID F onsiyonel 130 13
Kiimelerinden Olusturulan Listed eki Gen Says1

E.S.>1.3 Olan DAVID Kiime Savis 12 26

E.S 2 1.3 Olan DAVID Fonsiyonel Kimelerinden 5 %

Olusturulan Listed ki Gen Says1

Tumor kontrol kagilastirmasinda 2 kat ggsimi ile DAVID analizi sonrasinda ortaya
cikan ifadesinde agtive azal gbrilen gen gruplari icin ortak yolaklar ve buajdardaki

gen sayilari acisindan gexlendirilmistir.
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Cizelge 5.16. Tumor vs Kontrol kasllastirmasinda “DAVID” analizi sonrasinda ifadesinde
artis/azalis gorilen gen gruplari icin ortak yolaklar ve gen sailari

K anser Yolagy 20 5 15
FolmlAderyon 20 3 17
MAPK Yaolag 15 ol [
Metabolizma 14 11 3
E kstrasaliiler
matrils-Resaptir 14 1 13
Thislis
p53 Sinyal Volag 12 1 11
Ap optozis 1 7 4
Sitoldn- Sitolin 9 5 4
Reseptir Iliskdsi
Hiicre Dingiisii 9 1 3
o Syl g 5 3
K alsiyum Simyal 3 T 1
Yolag
TGF-bYolaga 7 3
JAK-STAT 7 3
Yolag
1::-1;1'3]5?11 7 6 1
K;l:reln‘.al 7 3 4
Alson Guidance 7 5 2
Kan;l!:mf_kmml 7 1 3
GoRH Sinyal 7 5 2
Yolag
“?I = al & 4 2
Altin iskeletin
Diizenl =i & 3 3
K omplement ve
K oagiilasyon ] 2 4
Sistemi
TollBanzeri 5 1 3
Resqpiir Yolag
T Hiicre Reseptdr 5 3 2
Simyal yalag
Tsiitin Sinyal 5 3 2
Fe Epsilon RT 5 4 1
Sinyal Volag
Endositozs 4 3 1
Gap Junction 4 1 3
“i? Is‘ii“"l 4 1 3

Tablodan da géraldigl Gzere tumor kontrol karsilastirmasinda 2 kat desisimi ile 6n
plana cikan yolaklar genel resimde cgtli sinyal yolaklari olmakla birlikte kanser
yolagi, fokal adezyon, MAPK sinyal yol&i, ekstraselller matriks-reseptor ilskisi,
metabolizma, apoptosis ve hiicre dongusu genlerin egok yagunlastigl yolaklardir.
Bu yolaklarin ifadesi azalan/artan gruplardaki durumu sekil 5.24.’de gosterilmitir.
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Toll-Benzer Reseptor Yoind e
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Sekil 5.24. Tumor vs Kontrol karsilastirmasinda “DAVID” analizi sonrasinda ifadesinde
artis ve azals gorulen gen gruplari icin ortak yolaklar ve gen sailari

Bu 2 grup icin ortak yolaklardaki genler “KEGG Patty” yolak semalar Uzerinde
gosterilmitir. Burda 6rnek ve temsili olarak p53 sinyal yalaosterilmitir. One ¢ikan

diger yolaksemalari Ek-3’de sunulngtur.
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Sekil 5.25. p53 sinyal yolg! Gzerinde ifade duzeyinde ary ve azals gorulen genler

Simdiye kadar anlatilanlar Gzerinden timor-kontrakKastirmasinda ifadesinde artma ve

azalma gorilen genler Gzerinden 6zet bjgetkendirme cizelge 5.17.’de sunulgbwr.
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Cizelge 5.17. Tumor-kontrol karilastirmasina ait gen ontoloji, zenginlgme, yolak ve énemli genleri iceren dzet gerlendirme

Gen Sayisi 349 576

. COL10A1, SPP1,FAP,INHBA,MMP11,

Ifadesinde en fazla dgisim COL12A1,THBS2,CLDN1,CDKN2A,FNDC1 CA1,CLCA4,CA2,ABCC13,SCNN1B,PKIB,CLCA1,SLC26A3S$
gorulen 10 gen T,CHP2

Gen sayisk5ve ES> 1.3

olan Fonksiyonel Anotasyon 33/16 2719

Kime Sayisi

Gen Sayisi Acisindan One Hidroksilizin,apoptozis regilasyonu,GAG Hucre gocl ve diizenlenmesi,fosforilasyon ve prdtaiaz
Cikan Anotasyon Kiime baglanmasi,niikleotid biyosentezi, fosforilasyonun ve  aktivitesinin diizenlenmesi,apoptozisin diizenlenmesi
Terimleri (> 10) protein kinaz aktivitesinin diizenlenmesi, ATRlammasi, transkripsiyonun diuzenlenmesi,hiicresel iyon dengesi

Genlerin Yogunlasti g

Kromozomlar (> 10) 26,711 1,2,12

> 3 genigeren Yolak Sayisi 22 25

Fokal adezyon,ekstraselller matriks reseptgkidi,kanser

yolag!,p53 sinyal yolar,hiicre dongiisi, MAPK sinyal Metabolizma, MAPK sinyal yola, Apoptozis, ErbBsinyal yof,

kalsiyum sinyal yolay,

Gen Sayisi Acisindan One
ctkan Yolaklar

yolagl
Belirlenen 5 Kriterden En Az 37 o4
3'Und Saglayan Gen Sayisi
Tum Kriterleri Sa glayan Gen 18 8

Sayisi
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5.4.1.5.2.2.Tumor gradeleri arasinda yapilan katlastirmalara ait bulgular

Tez calsmasi kapsaminda Orneklere ait grade bilgilerindarajanilarak grade’ler arasi
(ttmor grade | (n=3)-tumor grade Il (n=26)-tumorde 11l (n =20)) paired ve unpaired
karsilastirmalar yapilarak deerlendirilmistir. Grade | grubunda yer alan hasta sayisi
analizlerin kasami acisinda yeterli olmamakla kiglianalizlerin imkan verdi olcide bu
grupla yapilabilecek kalastirmalar igin fikir vermesi acgisindan gkylendirmeye alinngtir.
Unpaired kagilastirmalarda cikan gen sayilari ile DAVID analizlgerceklgtirilememistir.
Genler DAVID yaziliminda dgerlendirildiginde ya hi¢ fonksiyonel anotasyon kimesi
oluymamsg yada hi¢c zenginkme skoru >1.3 kime ojmamstir. Bu nedenle unpaired

karsilastirmalar icin farkli ifade edilen genler giadan dgerlendirilmistir..

5.4.1.5.2.2.1. Unpaired kayilastirmalara ait bulgular

TUimor Grade II-Tumor Grade |
Tumor Grade llI-TUumor Grade |
TUimor Grade llI-TUmor Grade |l

Tumor grade I-1I-Il arasinda gercekiieilen unpaired kagilastirmalarda farkl olarak ifade
edilen genlerin tespitinde farkl kat gigimleri ve farkh p dgerleri kullanilarak genel bir
tablo ortaya konmgolup sonugclar tek bir tablo Uzerinde cizelge 3dEsunulmgtur. Bu
karsilastimalar icin sadece tabloda yer alan etteri ile bir sonu¢ elde edilebilgtir.

Yapilan dgerlendirme sonucunda tim kdastirmalarda 2 kat d#simi ve p<0.05

anlamhlikta sonuclar gerlendiriimistir.grade II-1 kasilastirmasinda 8 gen, grade lll-I
karsilastirmasinda 14 gen ve grade llI-Il kdastirmasinda 153 gen farkli olarak ifade
edilmistir.
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Cizelge 5.18. 2 kat ar§ ile unpaired tumor grade karsilastirmalari sonucu elde edilen farkh
ifade edilen gen sayilari

2 Kat Artisile Unpaired Tiimér Grade Karsilastirmalar1 Sonucu Elde Edilen Farkh ifade Edilen
Gen Sayilan
Tiimér Grade II- Tiimér Tiimér Grade III- Tiimér | Tiimér Grade III-Tiimér
FC Grade I Karsilastirmas: Grade I Karsilastirmas: Grade II Karsilastirmasi
Farkh ifade Edilen Gen Farkh Ifade Edilen Gen Farkh Ifade Edilen Gen
Sayis1 Sayis1 Sayis1
8 14 153
=2
P<0,05 | Artis Azahs Artis Azahs Artis Azahs
3 ) 3 11 24 129

Farkli olarak ifade edilen gen setlerin belirlenmegsardindan bu genler ile gerceftielen
kiimeleme analiz sonuclagekil 5.26."da gdsterilmgtir. Tium kagilastirmalara ait sonuclar

birlikte deserlendirebilmek adina tek hiekil Gizerinde gosterilngtir.

Grade I1-Grade | Grade IlI-Grade |

LA

(n.xd;- 1l Grade 111

Sekil 5.26. Tumor grade unpaired kasilastirmalar kiimeleme analiz gorintileri
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Sekillerde de goruldgii Uzere sadece grade llI-1l kdastirmasinda bu iki grubun gen ifade
paternlerine goére ayrilabilgi gbzlenmgken dger iki kawgilastirmada ornekler icin net
kimeler olgturabilen bir gen ifade paterni gortlmenmolup gruplar ayrilamargiir. Bu
noktada net bir profilin ortaya ¢cikamamasinda griédieki hasta sayisinin az olmasi bir etken
olabilir. Grade llI-1I kagilastirmasi farkl ifade edilen gen listesi Ek-4'de almusur.

Tam kasllastirmalar icin ortak genler ve kalastimalara 6zel genleri gorebilmek icin ifadesi
artan ve azalan gen listeriile “GeneVenn” internet tabanli uygulama ardagilie ayri ayri

vensemalari gizdirilmgtir (Sekil 5.27.).

Tumér Grade Il-1up Tumér Grade Ill-lup  Tumor Grade I-I dowhumaor Grade I11-I down

& V.

Tumor Grade I1-11 up Tumor Grade I11-11 down

Sekil 5.27. Tumor grade II-1, 1lI-I ve llI-1l kar silastirmalarinda farkli ifade edilen ve ifadesinde
artis ve azaly gorulen genlere ait ven diyagrami

Bu deserlendirme sonrasinda grade Il-1 &éastirmasina 6zgu 4 gen, grade |-
kargilastirmasina 6zgu 9 gen ve grade llI-1l kéastirmasina 6zgu 128 gen bulunmaktadir. Bu

genlere ait listeler ek olarak sunulgtur.

5.4.1.5.2.2.2. Paired kamnlastirmalara ait bulgular

Tumor Grade I-Normal Grade |
TUumor Grade II-Normal Grade |l
Tumor Grade IlI-NormalGrade Il

Tamor-normal grade I-II-1l arasinda gercefiglen paired kagilastirmalari arasinda Tumaor

grade I- Normal grade | katastirmasina ait anlamli veri elde edilemetimi Sadece gier 2
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paired kagilastirmasina ait sonuclar sunulgtur. Bu kasilastirmalar igin farkli olarak ifade
edilen genlerin tespitinde farklh kat gigimleri ve farkli p dgerleri kullanilarak genel bir
tablo ortaya konmwolup; 2 kat ve p<0.001 parametreleri cerceveselde edilen genler ile
analize devam edilrgtir. TUm kagllastirmalar icin bu parametreler ¢cercevesinde farkdrak
ifade edilen gen sayilari tek bir tablo Gzerindeelge 5.19.’da sunulngtur. Tumor Grade II-
normal grade Il karlastirmasinda 1097 gen, Tumér grade IlI-Normal gradé |

karsilastirmasinda 487 gen farkli olarak ifade editini

Cizelge 5.17. 2 kat ar§ ile paired tumor —normal grade karsilastirmalari sonucu elde edilen
farkli ifade edilen gen sayilari

2 Kat Artis ile Timér Grade-Normal Grade Karsilasirmalari Sonucu Elde Edilen Farkh ifade
Edilen Gen Sayilan

Timér Grade I-
Normal Grade I Timér Grade II- Normal
Karsilastrmas: Grade II Karsilastirmas:

Farkh ifade Edilen | Farkh ifade Edilen Gen Sayis:

Gen Sayis1

Timér Grade III-Normal
Grade III Karsilastrmas:
Farkh ifade Edilen Gen
Sayis1

FC

Anlaml: Sonug Yok 1097 487

>2
P< 0,001 Artis Azals Artis Azahs Arts Azahs

509 588 165 322

Farkli olarak ifade edilen gen setlerin belirlenmasardindan bu genler ile gerceytielen
kiimeleme analiz sonuclagekil 5.28."de gdsterilmtir. Tum kasilastirmalara ait sonuclar
birlikte deserlendirebilmek adina tek hiekil tizerinde gosterilmgtir.

[ ] P —
mrmnmw \ﬂlf(ﬁ"“m H\‘m”“ﬁ'

S %
Timér Grade II Normal Grade Il

Normal Grade IlI Timér Grade IlI

Sekil 5.28. Grade Il,1lIl Timadr-kontrol kar silastirmasi kiimeleme analiz gortnttleri
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Sekillerde de goruldgl tzere tumor grade Il, Il ve normakleri ile gerceklgtirilen
karsilastirmalarda elde edilen farkli ifade edilen gen esetlle gerceklgtirilen kiimeleme
analizlerinde 2 karlastirmada 2 ayri grup icin belirli gen ifade paternlertaya cikmg ve
orneklerin bu patern cercevesinde tumoér ve normatak 2 ayri gruba kimelerili

gOzlenmektedir.

Tamor grade lI-Normal grade 1l katastirmasinda DAVID analizleri sonrasinda en fazla gen
2. kromozomda gorulirken 1, 6, 7, 11, 15, 16 verddiozomu da genlerin gonlastigl (>10
gen) dger kromozomlardir. Tumér grade llI-Normal grade kdsilastirmasinda DAVID
analizleri sonrasinda Grade |l kdastirmasindaki kadar gen gonlugu olmasa da 1, 2, 4, 6,
7, 15 ve 18. kromozomlar genlerin gumlastigl kromozomlardir. Her iki karlastirma icin

kromozomlarin genlerdeki geimi sekil 5.29 ve 5.30’da sunulngtur.

. Tiimor Grade Il-Normal Grade ll .
Ifadesinde Azalma Goriilen Ifadesinde Arti Goriilen

—
| S——]
| S—]

+

—
WSO N WO

__ﬁ[._[

o

10

—
o

15
Gen Sayisi

Sekil 5.29. Tumor grade II-normal grade Il genlerin kromozomlardaki dagilimi
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Tumor Grade Ill- Normal Grade Ill -
Ifadesinde Azalis Goriilen Ifadesinde Artss Gériilen

Gen Sayisi

Sekil 5.30. Tumor grade Ill-normal grade Il genleri n kromozomlardaki dagilimi

DAVID yazihmi ile gerceklstirilen analizlerde olgan fonksiyonel anotasyon kimelerine
baktgimizda ©6n plana cikan terimler>10 gen) Tumor Grade Ill-normal grade |lI
karsilastirmasinda fosforilasyonun diizenlenmesi, apoptozidiizenlenmesi,hiicre gocu,
hidroksilizin, glikozaminoglikan h#danmasi, protein kinaz aktivitesinin dizenlenmesi,
transkripsiyonun dizenlenmesi nukleoziglaamasi bgliklar genlerin en ¢ok y@unlastig
kiime terimleri olarak dikkat ¢cekerken Tumor Gratlenbrmal grade Il kagilastirmasinda
ise up regule gen listesi icin hemen hemen aymnter (hidroksilizin, apoptosis regulasyonu,
transkripsiyon regilasyonu, ribonukleotidslEnmasi) gorilirken down regtle gen listesinde
sadece 3 terim 6n plana cikmaktadir. Bunlar:hicrese hemeostazi, fosforilasyonun
regulasyonu ve apoptozisdir. Hiucresel iyon hemastdk defa bu kagilastirmada 6n plana

ctkmistir.

Tamor Grade I, 111 ve gi normalleri ile gerceklgtirilen kasilastirmalarda DAVID analizleri
sonrasinda okan gen listesinde gorulen yolaklargédendiriimis olup 2 kagilastirmada
yolaklarin ve yolaklardaki genlerin gdimi sekil 5.31. ve 5.32.’de sunulrgiwr. Grafikler de
goruldigt iki karilastirmada da benzer yolaklar gortlmekte olup gendéhrada sinyal
yolaklarinin varlgl dikkat cekmektedirHer iki yolakda da metabolizma en fazla gen
barindiran yolak olmustur. Dikkat c¢eken bir ayrinti ¢ok benzer yolaklar iki

karsilastirmada da gorulmekle birlikte garade Il kar silastirmasinda yolaklardaki gen

sayllari daha fazladir. iki kar silastirmada da en cok dikkat ceken yolaklar kanser
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yolagl, metabolizma, fokal adezyon, ekstraselller matrig reseptor iliskisi, Apoptozis,
p53 sinyal yol&i vs...

Volakiar ifadesi Azalan ifadesi Artan

Kalsiyum Sinyal Yolag
mTOR Sinyal Yolag
Lizozom

Ubiquitin Aracih Byosenter
EGF Sinyal Yolag

Hicre Donglsd

Gap lunction

Endostozis

Komplement ve Kosgilasyon Sistemi
Ekstraselliler matriks-Reseptor iigkisi
Fokal Adezyon

Aktin iskeletinin Dizenlenmesi
GaRH Sinyal Yolad

B Hlcre Reseptor Sinyal yolad
T Histre Reseptar Sinyal yolad
Toll-Benzeri Reseptor Yolad
Sitokin-Sitokin Reseptir ilgkisi
PDGF Sinyal Yolag:

PPAR Sinyal Yolag)

GnRH Sinyal Yolap

Kemokin Sinyal Yolai

VEGF Sinyal Yolag:

Kolorektal Kanser

Apoptoris

ErbB Sinyal Yolad

P53 Sinyal Yola

JAK-STAT Yolag

Wt Sinyal Yolag

Kanser Yolag

TeF-b Yolad —u—:_'_._- [
MAPK Yolaj i 4

|| I.| || ettt

0 18 16 14 12 10 8 6 4 : o 2 2 6 ] 10 12 14 16 18
Gen Sayist

i

Sekil 5.31.Tumor grade Ill-normal grade Il karsilastirmasinda “DAVID” analizi sonrasinda
ifadesinde arti ve azals gortlen gen gruplari icin ortak yolaklar ve gen sgilari

Yolaklar ifadesi azalan ifadest Artan

S Balants

Insilkin Sinyal Yolagi
Kakhyum Sinyal Yolad
Hicre Adezyon Molekilleri

Adherense Junction
Nétrofin Sinyal Yola
Fc Gamm3a R-mediated Fagositoz
F Epsilon Ri Sinyal Yo laf
Ekstraseliler matriks-Beseptis Fgkis
Fokal Adezyon
Altin ickeletinin Dizenlenmesi
Kemakin Sinyal Yolad

T Hilers Reseptar Sivyal yolaj
Tolk3enzer Reseptor Yolad
BHilcrk Reseptdr Sinyal yolag
VEGF Sinyal Yolag
Axon Guidance
Kolorektal Kanser
Sitokin:Stokin Reseptor ligkisi
Apoptozis

Erb8 Sinyal Yolad
53 Sinyai Yolad
JAK-STAT Yoladi
Wnt Sinyal Yolaf
Kanser Yolad
TGFb Yolad
MAPK Yolag

| |||..||I.II|.| |.|..||.||I|
,l[[[[[“l“[[[[lll“l“l

@™
P,
e

2
i

Sekil 5.32.Tumor grade IlI-normal grade Il kar silastirmasinda “DAVID” analizi sonrasinda
ifadesinde art ve azalg gorilen gen gruplari icin ortak yolaklar ve gen sailari
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Bu iki karsilastirmalara ait yapilan tum @erlendirmelerin genel 6zeti gizelge 5.20.’de surughon.

Cizelge 5. 20. Grade 1l ve Il tumor-kontrol karsilastirmalarina ait gen ontoloji, zenginlesme, yolak ve 6nemli genleri iceren 0zet tablo

Gen Sayisi

ifadesinde en gok dgisim
gorilen 10 gen

Gen sayisk 5/ ES> 1.3 olan
Fonksiyonel Anotasyon Kime
Sayisl

Gen Sayisi Agisindan One
Cikan Anotasyon Kiime
Terimleri (= 10)

Genlerin Yogunlastigi
Kromozomlar (> 10)

> 3 geniceren Yolak Sayisi

Gen Sayisi Acgisindan One
¢ikan Yolaklar

Belirlenen 5 Kriterden En Az
3'linu Saglayan Gen Sayisi
Tam Kriterleri Sa glayan Gen
Sayisl

Tam Kriterleri Sa glayan
Genler

Tumor Grade II-Normal Grade Il up-_

regule genler
509

COL10A1,FAP,INHBA,MMP11,SPP1,COL1 CLCA4,CA1,CA2,CLCAL1,GUCA2A,PKI

2A1,CLDN1,THBS2,CDKN2A,TIMP1

42/15

Hidroksilizin,apoptozis regiilasyonu,GAG
baglanmasi,nikleotid biyosentezi, EGF like
type3, fosforilasyonun ve protein kinaz
aktivitesinin dizenlenmesi

1,2,6,7,X
27

Fokal adezyon,ekstraselller matriks reseptoMetabolizma, MAPK sinyal yol,

ili skisi,kanser yolgi,p53 sinyal yolgi,hicre
dongisl, metabolizma

46
22

MYC,THBS2,VEGFA,CCND1,MET,MMP1,

Tumor Grade II-Normal Grade Il

down-regle genler
588 165

B,ABCC13,SST,SCNN1B,UGT2D17 KN2A

27/9 21/11

Hucre gécl vediizenlenmesi,fosforilasyorHidroksilizin,apoptozis
regllasyonu,transkripsiyon
dizenlenmesi,apoptozisin diizenlenmesi,regilasyonu, ribonikleotid

ve protein kinaz aktivitesinin
transkripsiyonun dizenlenmesi
1,2,11,15,16

24 8

baglanmasi

2,3,4,6 7% gen)

ErbBsinyal yol&l, kanser yolgi, Wnt

sinyal yola yolagi,p53 sinyal yolgi,
35 26
10 7

Tumor Grade llI-Normal
Grade Il up-requle genler

SPP1,INHBA,COL10A1,MMP1
1,COL12A1,THBS2,TIMP1,CD

Fokal adezyon,ekstraseliiler
matriks reseptor gkisi,kanser

Tumor Grade I1lI-Normal
Grade Il down-regiile genler
322

CA1,CLCA4,SLC26A3,SCNN1
B,PKIB,ABCC13,CLDN8,CA2,
BMP2,CLCAl

18/2

Hucreseliyon
Hemostazi,Fosforilasyonun
Regulasyonu, Apoptozis

1,2,4,5,6,15,18 6 gen)

18

Metabolizma, apoptozis,
ErbBsinyal yol&i, Wnt sinyal
yolagi, kalsiyum sinyal yolg, B-
hiicre reseptor sinyal yga

22

BMP4,BCL2L1,CDKN2A,STAT1,CDC25B, PRKACB,THBS1,BMP2,IL6R,IL6ST,PK THBS2,SPP1,BCL2L1,CDKN2A PPARD,NEDD4l,CAMK2D,

GADDA45B,CDK1,GPX1,PLAU,EDNRA,IR
AK1,NME1,MSH2,LYN,RIPK2,INBA

IB,PRKAG2,CDKN1A,PSEN1,ACVRL1 ,GPX1,RIPK2,INHBA

NOX1
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Tum kasilagtirmalar igin ortak genler ve kalastirmalara 6zel genleri gérebilmek igin ifadesi
artan ve azalan gen listeri ile “GeneVenn” intertadanli uygulama aradiliile ayri ayri ven

semalari cizdirilmgtir (sekil 5.33.).

TGII-NGII up TNII-NIIT up TGII-NGII down TNIII-NIIT down

Sekil 5.33.Tumo6r grade Il-normal grade 1l ve tumoér grade lll-normal grade |l
karsilastirmalarinda farkl ifade edilen ve ifadesinde _artna ve azalma gorulen genlere ait ven
diyagrami

Bu deserlendirmede sadece tumor grade ll-normal gradedlilastirmasinda 6zgu 709 gen
bulunurken sadece tumoér grade lll-normal grade Kdrsilastirmasinda 6zgu 99 gen
bulunmaktadir. Bu iki diyagramdan hem ifadesinde drem de azalma gdorulen gruplar igin

karlistirmalara 6zel genler ¢ikarilgtir.
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5.4.1.5.2.3. Tumor lokasyonu ile ilgili kagilatirmalain gen ifade analizi verilerine ait
bulgular

Bu tez camasinda ¢adilan timaor drneklerin % 76’s1 (n=38) sol kolon ysiinli iken %
24’0 s& kolon (n=11) vyerlgmlidir. Kanserin bulgu ve belirtilerin tumorin
lokalizasyonuna kigh olarak da dgisiklik gosterdgi bilinmektedir. Bu dgisikli gin altinda
yatan nedenlere molekiler agidan bakmak icin saarekolon yerlgimli timorler arasi
gen ifade profil farkhliklarini dgerlendirebilmek adina paired ve unpairedskagtirmalar
yapilmstir. Karsilastirmalar sonucunda farkl olarak ifade edilen gem@&VID yazilimi

kapsaminda drlendirilmistir.

Unpaired kagilastirmalarda ¢ikan gen sayisi ile DAVID analizlerrgeklestirilememistir.
Genler DAVID vyaziliminda deerlendirildiginde hi¢ fonksiyonel anotasyon kumesi
olusmamstir. Bu nedenle unpaired kalastirmalar icin farkli ifade edilen genler giaudan

degerlendirilmistir.Yapilan kagilastirmalar aagida sunulmstur.

Unpaired karsilastirmalar:

Tamor Sol kolon-Tumor Sakolon

Paired karsilastirmalar:

Tumor Sol Kolon-Normal Sol Kolon

Tumor Sg Kolon-Normal Sg Kolon

5.4.1.5.2.3.1.Unpaired timaorsol kolon-tumor gakolon karsilastirmasina ait bulgular

Farkli olarak ifade edilen genlerin tespitinde fatkat desisimleri ve farkli p dgerleri
kullanilarak genel bir tablo ortaya kongolup sonuglar cizelge 5.21.’de sunuktur.
Yapilan analizler sonucunda sadece p<0.05 anl&talien elde edilngiir. Karsilastirma
icin fikir vermesi acgisindantim kalastirmalarda kat d&simi icin kullanilan 2 kat
degisimi ile (p<0.05) farkli olarak ifade edilen 16 gdegerlendirmeye alinmgtir. Bu 16
genin 2 tanesinin ifadesinde artma gorulirken ldfirgese ifadesinde azalma gorilgtiir.
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Ilgili gen listesi cizelge 5.22.’de sunulgtur. Cizelgede ifadesinde azalma gérilen genler
kirmizi renkle art gortlen genler ise yi renk ile gosterilmgtir.

Cizelge 5.21. Tumor sol kolon-tumor sg kolon karsilastirmasindafarkl kat degisimleri ve p
degerleri ile birlikte farkli olarak ifade edilen gen sayilari

Kat . . .
Degisimi FEaéir'Il(“ Ifade ifadesi Artan Ifadesi Azalan Gen
ve p ilen Gen Gen Sayis| Sayisi
. Sayisi
Degeri
>1.5 kat
P<0.05 35 2 33
>1.8 kat
P<0.05 24 2 22
>2 kat
L P< 0.05 16 2 14 J
>2.5 kat
P<0.01 o 1 8

2 kat deisimi ile timor ve kontrol grubu arasinda farkl iedendpi tespit edilen 16 gen
ile gerceklatirilen kiimeleme analizi sonucunda sol vg Balon arasinda belirli bir ayirici
gen ifade paterni yakalanamaim.

Hs.100501.0A1_
Hs.323816.081_

Hs 102548043
Hs 706040813
oT662247 3 3.

Sol Kolon SagKolon Tiimér Sol Kolon tiimér

Sekil 5.34. Tumor sol kolon-timor sg kolonkarsilastirmasi hiyerarsik kimeleme grafigi
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Cizelge 5.22. Tumor sol kolon-timor sg kolon karsilastirmasinda farkh olarak ifade edilen 16 gene ait gnel tablo

Probe Set ID Gen Sembolii | Gen Adi Sitogenetik Lokasyop & Degisimi |Arti s/Azalls  |p Degeri |GO Biyolojik Proses Terimi |
912001955 3p at MPDU1 mannose-P-dolichol utiizatiefect 1 17p13.1-p12 259 Azl 0,04 protein folding /// dolichol-linked oligosaccharide biosynthetic process /
94505054 3p a at LYN v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related 0[8q13 -2,20 Azl 0,05 B cell homeostasis /// B cell homeostasis /// regulation of cytokine prodt
04505282 3p s at MUC1 mucin 1, cell surface assatiate 1021 -2,96 Azal 0,04 anti-apoptosis /// DNA damage response, signal transduction by p53 class
04506694 3p_at RPS19 ribosomal protein S19 19913.2 83 -2, Azaly 0,05 nuclear-transcribed mRNA catabolic process, nonsense-mediated decay /
7662247 3p a_at PHACTR2 phosphatase and actin teggla 6024.2 2,75 Al 0,05 |
07959908 RC 3p s at| PDLIMS PDZ and LIM domain 5 4922 2,12 Azaly 0,05 regulation of synapse assembly /// regulation of synapse assembly /// re
Hs.100501.0.A1 3p at | LOC100505549| uncharacterized100805549 18 248 Azgli 0,04 --- |
Hs.102548.0.A3 3p_a gt ARHGAP35 Rho GTPase activptiigin 35 19913.3 -2,26 Azl 0,04 transcription, DNA-dependent /// transcription, DNA-dependent /// regt
Hs.109748.0.S1 3p x af TMEM54 transmembrane protein 5 1p35-p34 -3,04 Azal 004 |-

Hs.120232.0.A1 3p at | -- - -2,08 Azaly 005 |-

Hs.303157.10.S1 3p x_pt PRSS3 protease, serine, 3 .29p11 -324 Azay 0,04 proteolysis /// proteolysis /// proteolysis /// proteolysis /// digestion ///
Hs.323816.0.S1 3p at | Cl7orf28 chromosome 17 opeingeizame 28 17g25.1 -3,54 Azl 005 |-

Hs.44499.2.A1 3p s _at|C150rf63 /ll MIR1jchromosome 15 open reading frame 63 /// §15q15.3 2,14 Azal 0,02 nuclear mRNA splicing, via spliceosome /// transcription, DNA-dependen
Hs.70604.0.S1 3p_at ATP9A ATPase, class I, type 9A ql2@ 2,12 Ary 0,04 cation transport /// metabolic process /// phospholipid transport /// pho:
Hs.89603.6.A1 3p a at| MUC1 mucin 1, cell surface iated 1021 5,31 Azali 0,03 anti-apoptosis /// DNA damage response, signal transduction by p53 class
Hs2.234734.3.S1 3p s pt LYZ lysozyme 12915 247 Azall 0,05 inflammatory response /// metabolic process /// cell wall macromoleculs
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5.4.1.5.2.3.2. Paired tumor-normal lokasyon karlastirmasi gen ifade analizi

verilerine ait bulgular

Sol ve s§ yerlgimli timor o6rnekleri ile bunlarin g normal 6rnekleri arasinda
gerceklatirilen paired kagilastirmalari arasinda farkli olarak ifade edilen genle
tespitinde farkli kat dasimleri ve farkli p dgerleri kullanilarak genel bir tablo ortaya
konmutur. Belirlenen 2 kat agfazals cercevesinde sonuglar tek bir tablo Uzerinde gezel
5.23.’de sunulmgtur. Tumor sg kolon-normal sg kolon kagilastirmasinda 337 gen,

Tumor sol kolon-normal sol kolon kalastirmasinda 900 gen farkli olarak ifade editini

Cizelge 5.23. 2 kat ary ile tum tumor lokalizasyon karsilatirmalari icin farkli olarak ifade
edilen gen sayilari

Tumor Sag Kolon-Normal Tumor Sol Kolon- Normal
Sag Kolon Karsilastirmasi Sol Kolon Karsilastirmasi
FC Farkl ifade Edilen Gen Farkl ifade Edilen Gen
Sayisi Sayisi
P< 0,05 P< 0,001
337 900
>
=2 Kat Artis Azalis Artis Azalis
107 230 333 567

Farkli olarak ifade edilen gen setlerin belirlenmes ardindan bu genler ile
gerceklgtirilen kimeleme analiz sonuclarisekil 5.35."de gdsterilngtir.  TUm
karsilastirmalara ait sonuglar birlikte @erlendirebilmek adina tek bigekil tzerinde

gosterilmitir.
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Sekil 5.35. Sol kolon, s@ kolon Tumér-normal esli kar silastirmasi kimeleme analiz
gorantaleri

gerceklatirilen karilastirmalarda elde edilen farkh ifade edilen gen esetlile
gerceklgtirilen kiimeleme analizlerinde 2 kalastirmada 2 ayri grup icin belirli gen ifade
paternleri ortaya cikmgive drneklerin timér ve normal olarak 2 ayri gridienelendgi

gOzlenmektedir.

Tumor sol kolon-Normal sol kgifastirmasinda DAVID analizleri sonrasinda en fazla gen
2 ve 6. kromozomlarda genlerin Zmlsstigi (>10 gen) gozlenirken 4 ve 11 nolu
kromozomlarda 9 gen ise 6n plana c¢ikagedikromozomlardir. Tumér g&kolon-normal
sg kolon kagilastirmasinda DAVID analizleri sonrasinda 1, 7, 15Me kromozomlar
genlerin ygunlastigl kromozomlardir. Her iki karlastirma icin kromozomlarin genlerdeki
dagilimi sekil 5.36 ve 5.37°’de sunulngtur.
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Timor Sol Kolon-Normal Sol Kolon

ifadesinde Azalis Gériilen Ifadesinde Arts Girillen

Gen Sayisi

Sekil 5.36.Tumor sol kolon-normal sol kolon genlerirkromozomlardaki dagilimi

) Tiimér Sag Kolon-Normal Sag Kolon
Ifadesinde Azalma Gériilen Ifadesinde Artig Gériilen

:X:

| -
0 0 2

Gen Sayist

Sekil 5.37. Tumor s& kolon-normal sag kolon genlerin kromozomlardaki dagilimi

DAVID yazilimi ile gerceklgtirilen analizlerde olgan fonksiyonel anotasyon kiimelerine
baktgimizda 6n plana c¢ikan terimlepl(0 gen) Tumor sol kolon-normal sol kolon
karsilastirmasinda fosforilasyonun dizenlenmesi, apoptozikizenlenmesi, hicre gocu,
hidroksilizin, glikozaminoglikan bdanmasi, protein kinaz aktivitesinin dizenlenmesi,
transkripsiyonun dizenlenmesi nuikleozid gleamasi bsgliklari genlerin  en c¢ok

yogunlastigl kiime terimleri olarak dikkat cekerken TUmorg delon-normal sg kolon

karsilastirmasinda ise apoptozisin regulasyonu, transkmpgin regilasyonu ve metal

iyon bagslanmasi terimleri 6n plana ¢ikmaktadir.
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Tumor sol, sg kolon ve gli normalleri ile gerceklgtirilen karilastirmalarda DAVID
analizleri sonrasinda alan gen listesinde gorilen yolaklar gdeendirilmis olup 2
karsilastirmada yolaklarin ve yolaklardaki genlerin gdami sekil 5.38. ve 5.39.de
sunulmytur. Grafikler de goruldgl iki karsilastirmada da benzer yolaklar goérulmekte
olup genel anlamda sinyal yolaklarinin varlidikkat cekmektedir. Sakolonda en 6n
plana c¢ikan yolak metabolizmadir ve bu yolaktaknlgen %90’inin ifadesinde azalma

gorulmistar. Bunu fokal adezyon ve ekstraselller matriksepedr ilskisi takip etmgtir.

Sol kolon da ise 6n plana cikan yolaklar hicre d8tg kanser yofa, MAPK sinyal

yolagl p53 ve Wnt sinyal yoladir.

ifadesi Azalan

/ Yolaklar ifadesi Artan
."ﬁ Fc Epsilon Al Sinyal Yoladi ——
GNRH Sinyal Yolag —_— | —
Kalsiyum Sinyal Yolag [~ ==
TolkBenzeri Reseptor Yolag e ——
Komplement ve Koagilasyon Sistemi —
insilin Sinyal Yolagi e
Erb Sinyal olsg D ————]
T Hicre Reseptor Sinyal yolag L e —
Kemokin Sinyal Yolag e |
Axon Guidance ————— |
Kolorektal Kanser I h—r—-d
Sitokin-Sitokin Reseptar iligkisi |,
VEGF Sinyal Yolag1 — |
JAK-STAT Yolag —
wntsinyal Yolagi ) .
TGF-b Yolag D ———
Apoptozis )
Hucre Dongusd | -
53 Sinyal Yolag) o |
MAPK Yolagi |
Kanser Yolagi )
Ekstraseliler matriks-Reseptor ligkisi — -
12 10 8 6 4 2 ] 2 3 3 10 12
Gen Sayisi
b

BT 3 /

i

Sekil 5.38. Tumor sol kolon-normal sol kolon kasilastirmasinda “DAVID” analizisonrasinda
ifadesinde arts ve azals gortilen gen gruplari icin ortak yolaklar ve gen sailari

Yolaklar

GnRh Sinyal Yolag

/

Komplement ve Koagiiasyon Kaskad:

Kalsiyum Sinyal Yolag

insilin Sinyal Yolags

ErbB Sinyal Yolad
Metabolizma

B Hicre Reseptor Sinyal yolad
T Hcre Reseptér Sinyal yolagy
Kemokin Sinyal Yolagh
Sitokin-Sitokin Re septor ligkisi
Wt Sinyal Yolafy

TGF-b Yolaj
Apoptozis

p53 Sinyal Yolaj
MAPK ¥olags
Kanser Yolafn

Ekstraseliler matriks-Re septar iligkisi

-

Fokal Adezyon

3

ifadesi Azalan

e
—
[ e—
b
e
L ————— e I
[ S
I
—
—
[
—
— ey
b
i |

ifadesi Artan

L —
e |

\

I

8 7 & 5 4 3 z 1 o

GenSayisi

1 2 3 4 5 6 7
|

Sekil 5.39. Tumor sg kolon-normal sag kolon karsilastirmasinda “DAVID” analizi sonrasinda
ifadesinde arts ve azals gortilen gen gruplari icin ortak yolaklar ve gen sailari
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Cizelge 5.24. Sol kolon ve ga&olon yerlesimli tumdr 6rnekleri ile e sli normal drneklerin kar silastirmalarina ait gen ontoloji, zenginlesme, yolak ve

onemli genleri iceren dzet cizelge

Gen Sayisl

333

567

107

230

ifadesinde

gOslenen 10 gen

COL10A1,SPP1,FAP,INHBA,MMP11

En cok dgisim  ~5'15A1 THBS2,CLDN1,FNDC1.C

CLCA4,CAL1,CLDN8,CA2,CLCAL1,AB
CC13,SCNN1B,PKIB,SST,SLC26A3

SPP1, FAP, INHBA, COL12A1,IL-
8,GRIN2D,TIMP1,

ZG16,SLC26A3,CLCA4,SCNN13,PKIE
,PCK1,SLC26A2,IGH

Cikan Anotasyon Kiime
Terimleri (= 10)

zisin regilasyonu,protein kinaz
aktivitesini regulasyonu,gen
ekspresyonunun regulasyonu

gocl, apoptozisin regllasyonu, hiicreselregilasyonu,transkripsiyon,metal

iyon hemeostazi, gen ekspresyonun
regilasyonu, hiicresel biyosentez

iyon bglanmasi

DKN2A CLDN1,THY1,COL1Al
Gen sayisp 5/ES>1.3
olan Fonksiyonel 31/18 27/12 11/5 9/2
Anotasyon Kiime Sayisi
Hidroksilizin, GAG,EGF- Fosforilasyonun reglilasyonu, protein
Gen Sayisi Acisindan One  like,fosforilasyonunregtlasyonu,apoptdkinaz aktivitesini regtilasyonu,hticre Apoptozisin

Transkripsiyonun diizenlenmesi

Genlerin Yogunlastig
Kromozomlar (> 10)

2,6,4

1,7,15,16

7,%(5)

1,6,14% 5)

> 3 geniceren Yolak Sayisi

20

23

4

4

Gen Sayisl

¢tkan Yolaklar

Fokal adezyon,ekstraselller matriks-
reseptor ikisi, kanser yolgi, p53
sinyal yolai, hiicre dongusu

Acisindan One

MAPK sinyal yol&g, kanser yolgi, wnt
sinyal yolal,metabolizma,ErbB sinyal
yolagl, axon guidance

Fokal adezyon,ekstraselliler matrik
reseptor ilkisi, MAPK sinyal

yolagi, Toll-like benzeri reseptor
yolag|

?\/Ietabolizma, PPAR sinyal yaigsitrat
dongiisu, aldesteron duzenleyicili
sodyum yeniden emilimi

Belirlenen 5 Kriterden En

Genler

A,LEF1,RUNX1,CDC25B,GADDA45B,
PRKDC,PLAU,EDNRA,INHBA

N

IPK2

Az 3'Unl Saglayan Gen 35 27 10 10
Sayisi
Tum Kriterleri Sa glayan 18 10 6 5
Gen Sayisi
FN1,THBS2,VEGFA,CCND1,MET,G
. . . . : ’ . J ', PRKACB,FGFR2,THBS1,BMP2,IL-
Tum Kriterleri Sa glayan NA12,CDK4,BMP4,BCL2L1,CDKN2 6R.PKIB. PRKAG2,PLAT.CDKN1A SF ELK1,RUNX1,INHBA,IL8,LYN,R CAT, BCL10
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Tam paired kaglastirmalar igin ortak genler ve kalastimalara 6zel genleri gérebilmek
icin ifadesi artan ve azalan gen listeri ile “GereeX” internet tabanli uygulama aragil
ile ayri ayri versemalari cizdirilmgtir (sekil 5.40. ve 5.41.).

Sol Kolon T-N 2 Kat Sag Kolon T-N 2 k

Sekil 5.40.Tumoér —normal sol kolon ve timoér-normal ag kolon karsilastirmalarinda farkl
ifade edilen genlere ait ven diyagrami

T-NSagupregule T-NSolupregile  T-N Sag down regileT-N Sol down regt

Sekil 5.41. Tumér —normal sol kolon ve timdr-normal sag kolon Karsilastirmalarinda
ifadesinde artma /azalma gb6zlenen genlere ait verydgrami

Bu iki diyagramdan hem ifadesinda arthem de azalma go6rilen gruplar icin

karlistirmalara Ozel genler cikarilgtur.
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5.4.2.Genom ebadinda kopya sayisi gigikli gi analiz bulgulari

Global kopya sayis! @esikli gi analizinde takip edilen genel gahasemasiekil 5.42.’de

'.’.‘.‘ o

Sekil 5. 42. Genom ebadinda kopya sayisi gigiklik analizi cali smalari akis semasi

sunulmuytur.

5.4.2.1. DNA izolasyonu optimizasyon uygulamalari

Taméorler icin en geni DNA kaynaini FFPE aiv materyalleri olgturmakla birlikte
degredasyon giv materyalleri ile ilgili en 6nemli problem olardékarimiza ¢ikmaktadir.
Simdiye kadar mikrodizin analizlerinin ¢a taze kan ve doku 6rneklerinin kullanimi ile
sinirh kalmstir. Arsiv. materyallerinin mikrodizin ¢agmalarinda kullanimina yoénelik
calismalar ise ¢ok yenidir. Mikrodizin analizlerin penfoansini ve hassasiyetini etkileyen
en Oonemli faktdrlerden bir tanesinin gdhcak biyolojik materyalin butinfiii olduzu
disunuldiginde cakmada esas orneklerin galmasindan dnce kaliteli DNA o6rnekleri
elde edilmesini g#dayacak izolasyon protokolinin secilmesinde optasyon
calismalarinin yapilmasi, tez cginasinin belirtilen hedeflere ylaasinda ve caima
boyunca materyal kaynakli aksakliklarin 6niine geedinde onemli katkilar g@mmistir.
Ayrica mikrodizin analizlerinin bitcede en biyikypasahip oldgu disunuldiginde
yapilan optimizasyon camalarinin, materyal kaynakli sorunlarin  mikrodizin
calismalarinin deneysel tekrarini gerektgiddurumlar gibi olumsuzluklari da azaltg@ca
ongorualmigtar. Bu ongoriler ve c¢ikarimlar gailtusunda dgisik lizis solusyonlari ve
ticari kitlerin denenmesi yaninda bazi modifikadgom uygulanmasi ile DNA izolasyon
optimizasyon cagmalari gerceklgirilmistir (sekil 5.43.). Gercekktirilen optimizasyon

uygulamalar gagida sunulmstur.
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1) Calisma 11 FFPE ornek ile gercegielimistir. Degsik kaynaklardan elde edilen 6
farkl icerikli lizis solisyonlarinin kullanilgh fenol-kloroform yontemi ve 2 farkli ticari
kitin (Qiagen QIAmp micro kit, Arcturus PicoPure DNA extran kif) kullaniminin elde

edilecek DNA materyalinin miktar ve kalitesi Uzeatenetkisinin argtiriimasi

2) Arsiv._materyallerinde formalin ilefiksasyonun proteinler ve nukleik asitler
arasinda olgturdusu capraz bglar nedeni ile PZR, reverse transkripsiyon gibi reydsiar
onemli derecede olumsuz yonde etkilenmektedir. &araz balarin geri ¢cevrilmesi icin 1.
madde de bahsi gecen uygulamalarin yanisira kronmatniinopresipitasyon yonteminde
formalin uygulamasi ile okurulan capraz an geri ¢evrilmesi basameda kullanilan
ISI uygulamasinin izolasyon protokollerine ekleasme elde edilecek DNA materyalinin

miktar ve kalitesi Uzerinde etkisinin ataulmasi

3) Elde edilen DNAGrneklerinin temizlik ve miktar tayinlerinin nanaxr aracilgi ile
spektrofotometrik olarak belirlenmesi imle edilen DNA 6rneklerinifol’lik agaroz jel

kullanilarak buttinluk analizinin yapiimasi

4) 6 farkli icerikli lizis solisyonlarinin kullanilagafenol-kloroform ydntemi ve ticari
kitlerin normal protokolleri ile birlikte yapilan adifikasyonlarin PZR reaksiyonu
Uzerindeki etkisinin 2 farkli gen bolgesinin (BRA¥W FV) amplifikasyonunu ile
degerlendirilmesi

5) Izolasyon protokoliine eklenen modifikasyonunun capailarin kirilmasi tizerine
etkisini degerlendirmek icin normal protokoller ve modifiye po&oller ile elde edilen
DNA’lar ile kurulan 2 farkh genin amplifikasyonunu gerceklgtirildigi PZR

artnlerinin %2’lik jelde yuruttltip dgerlendiriimeye alinmasi
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& Farkli Igerikli Lizis . ) .
Bobfer e Fenole Qiagen DMaas;y Micro Arcturus PicoPure
Kloroform Yantemi

H\/-’

* Preperat Uzerinden tOmdrid alanin kaanmmast
» Mormal izolasyon protokol

v 4500 eestra  inkdbasyon eldenmis izbasyon
protolool

' DMA Miktar Tayini
| bMA Kdlite Tayini

' Mormal protokol we 65 ekstra inklbasyon
eldenmis protokol icin 2 forkd gen bflgesi
{(FV¥ ve BRAF) amplifikosyonu

Sekil 5.43.DNA izolasyon optimizasyon uygulamalari

Gergeklatirilen optimizasyon cagymalarina ait tim sonuclar tezin kapsami gere
sunulmamgtir. Tez kapsaminda optimizasyon uygulamalariniidicergini temsil

edecek 6zet sonuclar sunulstur.

Cizelge 5.25.Bir ornek igin tum metodlarla ve modikasyonlu/suz izole edilen DNA'lara ait
temsili spektrofotometrik élgtimler

Fenol-Kloroform Normal Protokol Fenol-Kloroform 65°C

Sample ID ng/ul |260/280260/230 || Sample ID |ng/ul 260/2801260/230
167 normal-1 |104,96|1,57 1,59 167-165C | 126,73 1,68 1,75
167 normal-2 |42.25 |1,65 191 167-265C 87,37 1,71 1,69
167 normal-3 |55,18 [1,72 1,31 167-365C | 119,64 1,74 1,9
167 normal-4 |59,78 |1,62 0,6 167-465C 58,09 1,78 1,64
167 normal-5 |3823 [1,74 1,9 167-565C 60,52 1,77 1,75
167 normal-6 |30,35 |1,68 0,63 167-665C | 101,53 1,73 1,86

Qiagen Kit Normal+65°C PicoPure Kit Normal+65°C

Sample ID | ng/ul 260/280]260/230 | [Sample ID  |ng/ul  |260/280|260/230
167 Qiagen 167 Picopure [875,18 [1,38  [0.47

Normal Normal
Protokol  |81,32 1,92 1,23 Protokol
167 Qiagen 167 Picopure [592,93 [134 0,74
65C 7605 |2 156 ||65C
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Calisilan tim ornekler icin spektrofotometrik Glciimleregdrlendirildiginde 65C
modifikasyonun Qiagen marka kit hari¢ izole edil@iktar icin olumlu etkileri oldgu
soylenebilir. Bu metodlar icinde ise en tutarli sgiar fenol-kloroform yontemi ile elde
edilmistir. Miktar acisindan Picopure izolasyon kiti dapiagoriinse de saflik dl¢ctiimleri bu

kitin dnemini digarmdstdr.

Her bir yontem igin izole edilen DNA'lar %1!lik agaz jelde yuratilmgtar.

Fenol-; Klnmfnnn 2 omek normal pmml\ol— 6‘ C deIf )e pmtakol

Qiagen kit 5 ornek normal pmmkol‘ 650 C modlﬁ)e protokol PicoPurekit_3 drnek normal protokol+ 65°C modlﬁge protokol

Normal

Normal

Sekil 5. 44.Tum metodlar i¢in izole edilen DNA'laraait agaroz jel elektroforez temsili gérintisu

Daha once de ifade edifililizere agiv materyallerinde formalin iléiksasyonun proteinler
ve nukleik asitler arasinda gturdusu capraz bglar nedeni ile PZR, reverse
transkripsiyon gibi reaksiyonlar énemli derecedenmduz yonde etkilenmektedir. Tez
calismasinda kopya sayisi gekligi calismalarinin ana basaia olan mikrodizin
uygulamasinin PZR, restriksiyon enzim kesimi gibk ok enzimsel reaksiyonu icegdi
disUnuldigiinde gercekkgirilen optimizasyon c¢agmalari mikrodizin basanga ve
calismanin etkinlgi acisindan biyik onem arz etmektedir. Bu noktagélicizolasyon
yontemleri ile elde edilen DNA’lar ve gercekiieilen optimizasyonlarin etkingi 2 farkl
gen bdlgesinin (BRAF ve FV) amplifiye edifiliPZR reaksiyonu ile test edilgtir. PZR
reaksiyonlarina ait sonuclar %2’lik agaroz jel giitileri eli ginde sunulmstur.

192



BRAF x
amplifikasyonu Ormek 1 Ornek 2

(6 far lizis buffer)
Fenol-Kloroform yontemi

Normal Protokol

Ekstra 65°C

L

Qiagen DNeasy Micro kit U e PicoPure DNAextraction kit

Normal Protokol

Ekstra 65 °C

Normal Protokol Ekstra 65°C

Sekil 5.45. Tum metodlarla izole edilen DNA’lar ile gercgeklsstirilen BRAF geni
amplifikasyonu (PZR) agaroz jel goruntisu

Ormek 1 Ormek 2
Fv
amplifikasyonu

(6 farkii icerikii lizis buffer)
Fenol-Kiorofor mi

Ornek 3

Ekstra 65°C

Normal Protokol Ekstra 65°C [PicoPure DNA extraction kit
Qiagen DNeasy Micro kit Normal Protokol Ekstra 65:C

U
p ' p¥ ¢ s pt ot 2 2t ¢ o
o ot gt et @t ) e et o NT

o ot ot st ot et o et 0t o

Sekil 5.46. Tum metodlarla izole edilen DNA'lar ilegerceklstirilen FV geni amplifikasyonu
(PZR) agaroz jel goruntusu

PZR goruntilerinde 6zellikle de fenol-kloroform yémi ile izole edilen DNA'lar ile
gerceklatirilen PZR reaksiyonlarinda 66 isi modifikasyonunun eklengi protokolle
izole edilen DNA’lar ile gercekktirilen PZR verimlerinin daha iyi olduklari
gorilmektedir. Bu noktadan sonra daha tutarli sonuclarin alindg 65°C Isi
modifikasyonu eklenmis fenol-kloroform yontemi ile izolasyonlarin

gerceklsstiriimesine  karar verilmis olup tez drneklerinin  izolasyonlari
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tamamlanmistir. Bir teknik makale olarak degerlendiriimesi planlanarak ilgili
optimizasyon denemeleri gercekigiriimi s ve sonuclar icin ilgili makale yazim
asamasindadir. Ayrica bu calgsmalar 26-30 Ekim 2011 tarihleri arasinda dizenlenen
12. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi'nde mster olarak sunulmustur.

Proje kapsaminda calsilan 50+3 hastanin timoér ve normal hicrelerinin
ayristirilmasi proje ekibimizdeki tecrtbeli patologlar ile mikroskop altinda manuel
mikrodiseksiyon ile gerceklgtiriimi § ve akabinde_tim 6rneklerin DNA izolasyonlari
tamamlanmistir. izole edilen tiim DNA &rneklerinin nanodrop aracilgi ile temizlik ve
miktar tayinleri yapiimi s olup %1’ lik agaroz jel elektroforezinde de ydurutilerek

batunlik analizleri gerceklestirilmi stir.

5.4.2.2.DNA izolasyonu, miktar, saflik tayini

Nanodrop sonuclarina gére DNA konsantrasyonlarsikatirildiginda, tim orneklerin
DNA konsantrasyonlarinin mikrodizin ¢ghalari icin gerekli olan 500 ng gerini
rahathkla kagiladigi gozlenmgtir. DNA safligi ve temizlgi agisindan dgerlendirildiginde
orneklerin 260/280 ve 260/230 oranlarinin ise istearaliklarda ve bazi 6rneklerde de
istenen araliklara ¢cok yakin olglu gorilmektedir (cizelge 5.27). Sonug¢ olarak tim
ornekler icin DNA'nin aCGH analizine uygun vyeterkalite ve miktarda oldgu

anlaimistir.

Cizelge 5.261zole edilen DNA'lara ait miktar ve saflik deger araliklari

260/230 Miktar (ng/ul)

Titmér Ornekleri(n=53) 1.62-1.9 1.65 - 2.08 87.78 - 778.63

Kontrol érnekleri m=53) 1.6 - 1.85 1.61- 2.04 75.8 - 449.44

Izole edilen 6rneklerin miktar ve kalite deserlerine ait temsili bir tablo :
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Cizelge 5.271zole edilen DNA’lara ait temsili spektrofotometre snuclari

Sample ID ng/ul |A260 260/280 [260/230 I
10/35 TUMOR DNA 123,06 2,461 1,7
10/35 kONTROL DNA 163,02 3,26 1,78
12/08 TUMOR DNA 162,07 3,241 1,86
12/08 TUMOR DNA 169,91 3,398 1,86
12/08 KONTROL DNA 172,71 3,454 1,86
12/08 KONTROL DNA 449,44 8,989 1,8
12/09 TUMOR DNA 301,95 6,039 1,74
12/09 KONTROL DNA 465,81 9,316 1,76
12/11 TUMOR DNA 495,14 9,903 1,87,
12/11 kONTROL DNA 149,81 2,996 1573,
12/14 TUMOR DNA 512,61 10,252 1,86
12/14 kONTROL DNA 253,91 5,078 1,81
12/16 TUMOR DNA 221,99 4,44] 1,8
12/16 KONTROL DNA 286,37, 5,727 1,75
12/17 TUMOR DNA 611,98 12,24 1,81
12/17 kONTROL DNA 296,51 5,93 181

8/40 TUMOR DNA 236,74 4,735 1,72

8/40 KONTROL DNA 121,741 2,435 1,64|

8/74 TUMOR DNA 1,756

8/74 KONTROL DNA 4,637

5.4.2.3. DNA Butinluk Tayini (% 1'lik Agaroz jel Goruntileri)

izole edilen DNA 6rneklerinin bitlnlik analizleri, 1%k agaroj jelde yurutilerek
deserlendirilmistir. Agaroz jel elektroforezi sonucunda genomik DN# intakt oldigunu
anlayabilmek icin jelde tek bant izlenmesi gerektaedk. Ancak formalinde fikse edilmi
parafine gobmuli dokulardan elde edilen DNA'lar detg oldgundan tek bant izlemek
midmkin olamamaktadir. Bu nedenle parafin dokulardgapilan izolasyonlarda
degredasyonun derecesinin belirlenmesi amaciyla tofgulardan izole edilen
DNA'lar %1'lik agaroz jelde yurutulmgi vel00 bg¢’lik molekiler belirte¢ kullanilarak
degrade DNA’nin hangi aralikta DNA fragmanlari @igr belirlenmktir. Tez calsmasinda
izole edilen DNA’lar icin tipik FFPE 6rnek profigdzlenmgtir. Bu sekilde degerlendirilen

izole edilmg DNA’lara ait temsili agaroz jel goruntusigkil 5.47 ‘de sunulmgtur.
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Sekil 5.47.1zole edilen DNA 6rneklerine ait temsili agaroz jefotografi

5.4.2.4. Genom ebadinda kopya sayisiggkli gi analiz bulgulari

Gergeklgtirilen DNA izolasyonlarinin ardindan kopya saywgisikligi analizi icin
mikrodizin uygulamalarina gegilgtir.Oncelikle bir 6rnek icin aCGH camasi yapilimy
ve mikrodizin ¢amasininin tum gamalari bu Ornek ile denengtit. Bu deneme
sonucundaPZRsamasinda protokolden (bir drnek icin 7 PZR) fadthrakbir drnek icin
15 PZR reaksiyonuyapilmstir. PZR pirifikasyon ve fragmentasyogaealarinda FFPE

orneklerindeki degredasyon durumu dikkate alindnaéfffered ve arkaddarinin dnerdgi
sekilde deisiklik yapilmistir (124). Diger 6rneklerde bu gesiklikler goz 6ntine alinarak
calisilmistir. Tez calgmasi kapsamindealisiimasi planlanan 100 6rnek (50 timor + 50
kontrol) icerisinden pek cok tekrar yapiimasina ragnen mikrodizin fragmentasyon

basamasl icin gerekli miktara ulasamayan 4 6rnek dsinda kalan tim 6rneklerin (96

Ornek=48 timor+48 kontrol) aCGH tim mikrodizin deneyleri tamamlanmistir.

Calisma kapsamindaki pek ¢ok érnek icin kitin protokal@rbelirtiienden daha fazla PZR
reaksiyonu kurulmgtur. Ilgili 4 6rnek icin de belirtilenden cok daha fazmplifikasyon
reaksiyonu gercek$éiriimesine rgmen fragmentasyon adimi icin gerekli olan rakamlara
ulasilamamstir. Bu nedenle bu 4 6rnek cgahadan cikarilngtir. Materyal tipinden
kaynakli oldgu distinulen bu durum enzimsel reaksiyonlarda érneklasiada verimlilik
farki yaratabilmektedir. Sekil 5.46'da gosterildii gibi bu 4 6rnekte restriksiyon
enzimlerinin kesim bdlgeleri degredasyongramsg ve bir sonraki adim olan ligasyon
reaksiyonunda beklenen oranda adaptdildmmasi gercekignems olabilir; dolayisiyla
PZR basamanin adaptor takili DNA fragmentlerinin amplifikamy gamasi oldgu
distunuldigiinde amplifikasyonda beklenen verimin altinda kainmauhtemeldir.
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Kaliteli DNA Degrade DNA

1. Restriksiyon Enzim Kesimi

S I P =

Kismi Pargalama

11. Adaptdr Ligasyonu

(m_ ww——l =] {0 s o —) &n

Adaptdr igin Daha Az Baglanma Bolges

111.PCR Amplifikasyonu

00 o —
=D

_: Kismi Amplifikasyon
(-]

Sekil 5.48. Kesim, ligasyon ve PZR reaksiyonlarinikaliteli DNA ve degrade DNA arasindaki
farklar

5.4.2.4.1. SNP 6.0 restriksiyon enzim kesimi, PZRBZR purifikasyon, hibridizasyon

ve tarama bulgulari

100 ornek (50 Tumor + 50 Kontroljcin SNP 6.0 Nsp ve Sty restriksiyon enzim kesim
reaksiyonlari tamamlangiir. Bu reaksiyonlar protokole uygun olarak gerestililmi stir.
Kesilen tim Ornekler igin jel goruntisi benzerditesim reaksiyonu tamamlangni

DNA’lara ait temsili agaroz jel goruntusiekil 5.49 ‘da sunulmgtur.

100 bg belirteg ornek] Nsp kesim _____6rnek] Sty kesim

Sekil 5.49. SNP 6.0 Nsp ve Sty Restriksiyon enzim dien reaksiyonuna ait_ temsili agaroz jel
fotografi
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100 6rnek (50 Tumor + 50 Kontrol) icin 500 ng gerlo™@NA Nspl ve Styl restriksiyon
enzimleri ile kesildikten sonra 4 baz ciftlik “ovemng™leri taniyan adaptérlerin (Nsp

adaptor/Sty adaptor) pnma reaksiyonlari da tamamlantmi

100 adet o6rnek (50 tumér + 50 kontrol) icin PZR R&R purifikasyon gamasi
tamamlanmgtir. PZR g@amasinda her bir érnek icin 15 adet PZR reaksiyamulmustur.

PZR reaksiyonun ardindan gercekigen pirifikasyon adimi sonucunda bir sonraki
asama olan fragmentasyon icin gerekli en kiguk rakatan 202,5 pg dgerine
ulasiimistir.PZR agaraoz jel géruntusi ve purifiye edilemekiere ait miktar ve kalite

deserlerini iceren spektrofotometrik dlcim sonucagdaki gibidir.

- =

—— -

Sekil 5.50. SNP 6.0 PZR drunlerinin %2’lik agaroz jé goruntisu (ilk 8 gorintli Nsp kesimi
ile elde edilen fargmentlerin amplifikasyonunu iceirken son 7 goérunti Sty kesimi ile elde
edilen fragmentlerin amplifikasyon goruntisudar)
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Cizelge 5.18. PZR purufikasyon samasi temsili miktar ve kalite sonuclari

Sample ID ng/ul A260 A280 260/280  260/230
10/145 TUMOR PCR PURF 1510,37 | 30,207 15,663 1,93 2,17
10/145 KONTROL PCR PURF 962,45 19,249 9,891 1,95 2,11
10/130 TUMOR PCR PURF 993,48 19,87 10,222 1,94 2,12
10/130 KONTROL PCR PURF 847,05 16,941 8,636 1,96 2,13
08/166 TUMOR PCR PURF 700,61 14,012 7,151 1,96 2,12
08/166 KONTROL PCR PURF 557,46 11,149 5,857 1,9 2,07
08/98 TUMOR PCR PURF 1018,62 | 20,372 10,418 1,96 2,12
08/98 KONTROL PCR PURF 975,91 19,518 9,993 1,95 2,12
08/86 TUMOR PCR PURF 964,85 19,297 9,895 1,95 2,12
08/86 KONTROL PCR PURF 1020,78 | 20,416 10,46 1,95 2,14

PZR purifikasyon adimini ardindan fragmentasygamasi gelmektedir. Purifiye PZR
drtnleri, fragmentasyon reaktifi kullanilarak fragmte edilir. Hibridizasyon adimi igin
gerekli 200 ug degerine ulgan 96 ornek fragmente edilmgtir. Bu fragmente edilen
ornekler %4 luk agaroz jelde yirutulerek fragmeydas durumu kontrol edilginde
fragment Urdnlerin olmasi gerefttigibi <200 bg¢ oldgu gordlmigtir. Fragmente edilmgi
Orneklere ait %4’'lik agaroz jel goruntusid@adaki gibidir.

Sekil 5.51. Fragmente edilen 6rneklere ait temsifo4’liik agaroz jel gorintlisu

Bu adimin ardindan fragmente orngkréetlenir.isaretlenen 96 drnelrray’e hybridize

edildikten sonra tarangtir. SNP 6.0 arraylerde kullanilan genotiplendiradgoritmasi

199



“Birdseed V2" dir. Calgillan 96 ornek icin elde edilen call rate temsilamari cizelge

5.29.’da sunulmgtur.

Cizelge 5.29. Caklilan ornekler icin genotiplendirilebilen SNP sayian gosteren call rate

oranlarinin temsili gésterimi

1 10-145 KONTROL Erkek 74.87 -0.06
2 08-86 KONTROL Kadin 76.39 0.00
3 08-86 TUMOR Kadin 77.05 0.00
4 08-98 KONTROL Kadin 75.43 0.00
5 08-98 TUMOR Kadin 76.22 -0.02
6 08-166 KONTROL unknown 74.57 -0.11
7 08-166 TUMOR Kadin 76.07 0.00
8 10-130 KONTROL Kadin 75.11 0.00
9 10-130 TUMOR Kadin 78.56 0.00
10 10-145 TUMOR Erkek 77.81 -0.11
11 08-65 KONTROL Erkek 73.83 -0.21
12 08-65 TUMOR Erkek 73.88 -0.34
13 08-102 KONTROL Kadin 77.79 -0.05
14 08-102 TUMOR unknown 75.88 -0.06

FFPE materyallerin degrade gari gergi mikrodizin uygulamalarinda kullanimlari

uygun dgildir.

Bununla birlikte FFPE materyallerinin mikrh calsmalarinda

kullanilabilmesine yonelik caimalar devam etmektedir. Bizim de gercakldigimiz

calisma da bunlardan biri olarak literatiirde yer alat@ldir. Elde edilen call rate oranlari

ise simdiye kadar yapilan camalarla kagilastirildiginda genel anlamda benzerlik

tasimaktadir.
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5.4.2.4.2.Genom ebadinda kopya sayisigigklik analizi biyoinformatik bulgulari

Genom ebedinda kopya sayisigidiklik analizi baghgr altinda eli tumor-kontrol
kargilastirmasi icin  dg@isiklik gorulen bolgelerin  tespiti  aroma.affymetrix lei
gerceklgtirilmis olup segmentasyon analizleri “DNAcopy” R paketie ilyine
aroma.affymetrix paketi kapsamindazddendirilmistir. Analiz sirasinda 2 érnekten sonug
alinamadgl icin veri deerlendirmesi 46 oOrnek Uzerinden yapgtm Yapilan
segmentasyon analizinin ardindan literatir kapsdanideisiklikler icin 2+0.35 @ik
degeri olarak belirlenngtir. Bu cerceve icine giren @siklikler bu calsma kapsaminda
degerlendirilmistir. Tespit edilen ham kopya sayisi gdgklik verilerinden anlaml

sonugclarin tespitinde literatir (226-229) dikkataearak izlenen yol ggida 6zetlennsiir.

5.4.2.4.2.1. Kopya Sayisi [sikli gi Verisi Filtrasyonu

1. Mikrodizin ham verisinden ilgili algoritmalar kullelarak kopya sayisi @siklik
bolgeleri (KSD) belirlenir.

2. Ortaya cikan ana dsikliklerde normal'den ayirabilmek ve kopya sayisi
degisikli gi diyebilmek icin bir gik degeri belirlenir (2+0.35, 2+ 0.5 gibi).

3. Bu ssik degeri kapsaminda gerlendiriimeye alinan degsiklikler her kromozom
icin asagidaki bagliklari iceren bir tablgeklindeki veriye dongttruldr.

Degisiklik Degisiklik Degisiklik Desisikli #in
Gorilen Sitogenetik Gorilen Gorilen Calsikll 8 Degisikli gin Frekansi
. " . . . Frekansi
Bolge Lokasyon Bolgedeki Bdlgenin (amp) (del)
Arali gi Genler Uzunlugu P

4. Bu belirlenen gk degeri tzerindeki dgisiklikler igin asagidaki tablo kapsaminda
degisikliklerin hastalardaki gortulme siklik (frekans)disi ¢cikarilir.

Parametre CNV frekansi Amp. Del.
Frekansi Frekansi
1 bireyde bulunan KSD’ler
2 bireyde bulunan KSD’ler
3 bireyde bulunan KSD’ler

>3 bireyde bulunan KSD’ler
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5. Calsma kapsamina ve sonuclara gore en az 3 bireydeaya 8 bireyde gorilen
KSD’lerin boyut d&ilimi asagidaki tablodaki bilgiler gergevesinde ¢ikarilr.

Degisiklik Boyutu(kb) |Kazang (%) Kayip (%)
0-1 kb

1-10 kb
10-50 kb
50-100 kb
100-500 kb
500-1000 kb
>1000 kb
Toplam

6.4. ve 5. maddelerdeki bilgiler sonuclar cercevési dgerlendirilerek birlgtirilir ve
degisiklikler bu birlestirme kapsaminda sinirlandirilir.

Ornek: 4. tablodan 3 bireyde bulunan kopya sajasisiklikleri ve 5. tablodan >10 kb
daki desisiklikler birlestirilip yeni bir veri elde edilir. Yani en az 3 leiyde gorilen ve 10
kb ve ustundeki dgsiklikler alinir ve degerlendirilir. Bu veri artik ¢cabma kapsaminda
deserlendirilecek bilgidir.Bu tez calsmasinda > 3 bireyde gorulen ve 500-100 kb

boyutundaki degisiklik verisi de gerlendirilmeye alinmistir.

7. 3. tabloda her kromozom ve her gagklik bolgesinde yer alan genler bilgisi
mevcuttur. Deisiklik gérilen bdlgedeki gen bilgisi 6. maddede ¢ikn son veri icin
amplifikasyon ve delesyon olmak lzere 2 aygiikaltinda sitogenetik lokasyon bilgisi ile

birlikte c¢ikarilir. lgili gen listesi cikarilirken _ana listede tekradee sitogenetik

lokasyonlar ve dolayisiyla tekrar eden genler tekkrilir ve alt alta siralanmgiasagida

ornesi verilen tablodaki bgiklari iceren bir gen listesi elde edilir.

>3 Kiside Gorulen ve> 10 kb Boyutunda Amplifikasyon Degisiklikleri
Sitogenetik
Lokasyon

Gen Semboli | Frekansi Kromozom No

>3 Kiside Gorilen ve> 10 kb Boyutunda Delesyon Dgsiklikleri
Sitogenetik
Lokasyon

Gen Sembolii | Frekansi Kromozom No
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8. 7. tablodan sonuclar cercevesinde en sik amplifikasve delesyon gorulen
(6rnezin %10 veya %20 ustu sikhkta) kromozom bdlgeldeagiir. Boylece hastalikla
iliskilli olabilecek en 6nemli bélgelere kayip ve kagaaolarak ayri bgiklar altinda

rahatlikla ulaabiliriz. istenildiginde ilgili bolgedeki genler de bu tablodan ¢ikaiilir.

9. Son olarak>3 kiside gorulen.> 10 kb boyutunda amplifikasyon /delesyon
degisiklikleri ve %10/%20 frekansda gorulen gigklikleri iceren genler tek bir liste
halinde amplifikasyon ve delesyonsbhgl altinda elde edilir. Daha sonra bu gen listesi il
DAVID yazihmi Gzerinden ileri analizler gercekteilir. DAVID de yapilan analizler
sonucunda zengirden yolaklar ve bu yolaklardaki genler ekspresyomisugden elde
edilen ayni bilgi ile kamnlastirilir.

Bu filtrasyon semasindan hareketle tez galasi kopya sayisi @dsiklik veri analizi
gerceklgtirilmistir. Bu calsmada >3 bireyde gorilen ve 500-1000 kb boyutundaki
degisiklikler tzerinden dgerlendirmeler yapilnstir.

23 kromozom boyunca analiz edilen kopya sayigisdeikleri sonucunda 20.894 adet
segment tespit edilgtir. Bu segmentlerden en az 3 bireyde bulunan dikgdiyon
segment sayisi 4632 iken delesyon segment sayd81di&. 3 ‘den buyuk bireyde gortlen
degisikliklerden amplifikasyon segment sayisi 13564 ikksbesyon segment sayisi 12335
dir. Bu frekans dgerlendirmesinde amplifiye olan ve delesyongrams bolgeler
acisindan bir fark gozlenmegtir. >3 bireyde gorilen toplam 25899 segmenti boyut
dagihmi acgisindan deerlendirdgimizde en fazla desiklik segmenti 10-50 kb (%24.7)
aralginda gorulirken bunu 1-10 kb (%24.2) ve 500-1000(%22.6) araliklar takip
etmektedir. En az gegsiklik segmentinin gorald@l boyut aralgl ise >1000kb (%1.6)
olarak tespit edilmtir. Amplifiye olan ve delesyona gugamg bdolgeleri boyut araf
acisindan deerlendirdgimizde ise aralarinda 6nemli bir fark olmgdtespit edilmstir.

Bu verilerin ardindan kopya sayisigilgklik analizi ortaya ¢ikan rakamlar ¢cercevesinde >3
birey ve 500-1000 kb arasindakigigklikler Gzerinden analizlere devam ediktii. Bu
degisiklikleri iceren segmentlerin gen iceriklerine begnizda amplifikasyon goérilen
bolgelerdeki gen sayisi 8120 iken delesyon gori@igerdeki gen sayisi 7035 dir. Bu

genlerin kromozomlardaki gdiminda hem amplifiye hem de delesyon bolgelenlge
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en fazla 1 ve 17. kromozomlarda bulunmaktadir. Bdaha ilerlediimizde amplifikasyon
ve delesyon bolgelerini ortak glerlendirebildgimizen sik (%20) sitogenetik lokasyonlar
amplifikasyon:5915.33, 7p22.3, 89g24.3, 119g13.1,1B18, 9934.3, 20q13.12, 20913.13 ve
200113.33. Delesyon: 6p22.1 ve 17g25.1 dir. Buleneriait cizelge ve grafiklersagida

sunulmuytur.
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Cizelge 5.30. Tumdr kontrol kasilatirmasi kopya sayisi dgisiklikleri temsili sonug tablosu (1. Kromozom)

START |STOP  |DISTANCE|% NORMAL |% GAIN % LOSS BAND |GENES

61736  [62152  |417 68,08510638 |19,14893617 |12,76595745 |p36.33

804457 850687 |46231  |65,95744681 [17,0212766 |17,0212766 |p36.33[FAMAIC ~ TUBB8P11  AL645608.2  RP11-5407.1  RP11-5407.2

850688 11039097 |188410 |65,95744681 |17,0212766 |17,0212766 |p36.33|RP11-5407.3  SAMD11  AL645608.1  NOC2L  KLHL17  PLEKHN1  Clorf170
1039098 [1130081 [90984  [65,95744681 |17,0212766 |17,0212766 |p36.33|Clorfl59  RP11-465B225 ~ MIR200B  MIR200A  MIR429  TTLL10-AS1  TTLLIO
1130082 |1213280 (83199  |65,95744681 |17,0212766 (17,0212766 |p36.33|TTLLI0  TNFRSFI8  TNFRSF4  SDF4  B3GALT6 ~ FAMI13  UBE2)2

1213281 1213297 |17 63,82978723 |19,14893617 |17,0212766 |p36.33|RP5-902P8.10

1213298 1217057 |3760 65,95744681 |19,14893617 |14,89361702 |p36.33|RP5-902P8.10 ~ SCNN1D

1217058 1650062 433005 [65,95744681 |19,14893617 |14,89361702 |p36.33|SCNN1ID ~ ACAP3 ~ PUS CDK11B  SLC35 MMP23A  CDK11A  RP1-283E3.8
1650063 |1702986 |52924  |65,95744681 |19,14893617 [14,89361702 |p36.33|CDK11A  RP1-283E3.8  RP1-283E3.4  SLC35E2  NADK

1702987 |1755167 |52181  [65,95744681 |19,14893617 [14,89361702 |p36.33|NADK  GNB1

1755168 1759096 |3929 65,95744681 |17,0212766 |17,0212766 |p36.33|GNB1

6742281 |6784010 |41730  |80,85106383 |10,63829787 |8,510638298 |p36.31|DNAJC1L

12179308 (12194450 |15143  [74,46808511 |14,89361702 |10,63829787 |p36.22 [TNFRSF8

17011451 17017530 {6080 76,59574468 |10,63829787 |12,76595745 |p36.13 |EIFIAXP1  ESPNP

22444710 (22453323 | 8614 78,72340426 |10,63829787 |10,63829787 |p36.12|WNT4

22453324 | 22494626 |41303  |76,59574468 |10,63829787 |12,76595745 |p36.12 |WNT4

41821779 |42208515 386737  |78,72340426 |10,63829787 |10,63829787 |p34.2 |[FOXO6  RP11-399E6.4  RNASSP45 ~ EDN2  HIVEP3 ~ RP11-486B10.3  RP11-486B10.
84550775 [84594398 43624  80,85106383 |8,510638298 |10,63829787 |p31.1 [PRKACB  RP11-486G15.1

87641902 (87798565 [156664  |87,23404255 |4,255319149 |8,510638298 [p22.3 |LMO4

92160886 92161990 1105 87,23404255 |2,127659574 110,63829787 [p22.1 |TGFBR3

92161991 [92358530 |196540  89,36170213 |2,127659574 |8,510638298 |p22.1 [TGFBR3  RN7SL653P

1,79E+08 [1,79E+08 |1165 82,9787234 |8,510638298 |8,510638298 |q25.2 |ABL2

1,87E+08 |1,87E+08 |74279  [85,10638298 |6,382978723 [8,510638298 |q31.1 |PLA2GAA
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GenomeWideSN P_6

Relative copy number

Physical positon

Sekil 5.52. Bir drnege ait bagil kopya sayisi dgisikli ginin (timor-kontrol) kromozom 7 igin
segmente edilmi veri gorintisi

Cizelge 5.31. Belirlenen kopya sayisi @sikliklerinin tumor 6rneklerindeki amplifikasyon ve
delesyon frekans bilgileri

1 bireyde bulunan KSD’ler

2 bireyde bulunan KSD’ler

3 bireyde bulunan KSD’ler

=3 bireyde bulunan
KSD’ler

Cizelgede gorulen sonuglarin ardindan >3 bireydiiriain kopya sayisi @siklikleri
sonuglari ile devam edilstir.
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Cizelge 5.32 >3 bireyde bulunan kopya sayisi gigikliklerinin boyut da gilimi

0-1 kb 1437 (5.5) 1397 (5.4)

1-10 kb 3029 (11.8)

3313 (12.8) 3094 (11.9)

1666 (6.4) 1531 (5.9)

100-500 kb 3109 (12) 2740 (10.6)

500-1000 kb 546 (2.1 405 (1.6)

>1000 kb 272 (1.1 139 (0.5

Toplam 13564 (%52.3)

Kopya sayisi d@sikli gi veri filtrasyonu baligi altinda gercekkgirlen deserlendirmelerden
de yola cikarak tez camasinda >3 bireyde gorilen ve 500-1000kb arasirigtélen
desisiklikler degerlendirilmistir.

Delesyon Bolgelerindeki Gen Sayilari ve Kromozomlardaki Dagilimi

E

Kromozomlar

0 200 400 600 800 1000 1200

Gen Sayisi

Sekil 5.53. > % "’si ve YU LINU" ko -pararntubig "kapsenmiideki? deesyu kopya  sayisi
degisiklik bolgelerinin icerdi gi gen sayilarinin kromozomlardaki dggihmi
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Amplifikasyon Bélgelerindeki Gen Sayilari ve
Kromozomlardaki Dagilimi

|

I

Kromozemlar ., .,
FPNW-AUITNOOOORNW-RUICNOOORNXX <

400 600 800 1000
Gen Sayisi

o
N
o
o

Sekil 5.54 .> 3 ki ve 500-1000 kb parametreleri kapsamindaki ampliftasyon kopya sayisi
degisiklik bolgelerinin icerdi gi gen sayilarinin kromozomlardaki dggilmi

Gen sayilari acisindan delesyon bdlgelerinde 1AeKtomozomlar dikkat cekmektedir.
Bu kromozomlari 11, 12 ve 14. kromozomlar takip @ttedir. Amplifikasyon bdélgerinde
ise 1, 7, 8, 11, 17, 19 ve X kromozomlari gen sayibakimindan en fazla gen igeren
kromozomlardir.

Cizelge 5.33. Veri filtrasyonu sonucu elde edilenedisikliklerin farkli gérilme sikliklarinda
amplifikasyon ve delesyon bolgelerindeki gen sayna

% 8 Sikhkla Gdriilen

2% 11 Sikhkla Gériilen

%2 1 1khkla Gériilen

% 17 1khikla Goriilen

2% 20__Sikhkla Gdoriilen

% 22 Sikhkla Gériilen

% 26 Sikhkla Gériilen

% 31 _Sikhkla Gdriilen

208



%20 siklik parametresinden sonra gen iceren deatedyidbgesi bulunmamaktadir. %20
siklikla amplifiye olan ve delesyonginayan bdlgelerdeki genlere ait bilgiler sirasiyla
cizelge 5.34 ve 5.35'de sunulgtur.Bu genlere ait tam listeler Ek-5 ve Ek-6 dailnairstir.

Cizelge 5.34. %20 siklikla amplifiye olan boélgelereki genler (temsili tablo)

Gen Sembolii Frekansi Kromozom  Sitogenetik Lokasyon
TRPT1 19.62 11 gql3.1
NUDT22 19.62 11 ql3.1
RP11-783K16.14 19.62 11 ql3.1
DNAJC4 19.62 11 ql3.1
VEGFB 19.62 11 ql3.1
FKBP2 19.62 11 ql3.1
BAD 19.62 11 ql3.1
MIR1237 19.62 11 ql3.1
NFATC2 19.62 20 gql3.13
MIR3194 19.62 20 gql3.13
ATP9A 19.62 20 gql3.13
TP53RK 21.80 20 ql3.12
RP1-28H20.3 21.80 20 ql3.12
SLC2A10 21.80 20 ql3.12
MIR3196 30.52 20 g13.33
NKAIN4 30.52 20 ql3.33
ARFGAP1 30.52 20 ql3.33
MIR4326 30.52 20 ql3.33
BRD9 19.62 5 p15.33
TRIP13 19.62 5 p15.33
NKD2 19.62 5 p15.33
SLC12A7 19.62 5 p15.33
MIR4635 19.62 5 p15.33
CTD-3080P12.3 19.62 5 p15.33
SLC6A19 19.62 5 p15.33
PDGFA 19.62 7 p22.3
PRKAR1B 19.62 7 p22.3
COX19 19.62 7 p22.3
CYP2W1 19.62 7 p22.3
C70rf50 19.62 7 p22.3
MIR339 19.62 7 p22.3
EIF3B 19.62 7 p22.3
AC004840.9 19.62 7 p22.3
GRIFIN 19.62 7 p22.3
IQCE 19.62 7 p22.3
MAPK15 19.62 8 g24.3
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Cizelge 5.35. %20 siklikla delesyonaguamis bolgelerdeki genler (temsili tablo)

KCTD2 19.62 17 g25.1
GRB2 19.62 17 g25.1
MYO15B 19.62 17 g25.1
ITGB4 19.62 17 g25.1
GALK1 19.62 17 g25.1
H3F3B 19.62 17 g25.1
MIR4738 19.62 17 g25.1
CDK3 19.62 17 g25.1
MICD 19.62 6 p22.1
HLA-J 19.62 6 p22.1
PPP1R11 19.62 6 p22.1
HLA-N 19.62 6 p22.1
HCG19P 19.62 6 p22.1
UBQLN1P1 19.62 6 p22.1
MiICC 19.62 6 p22.1
TMPOP1 19.62 6 p22.1
SUCLA2P1 19.62 6 p22.1
RANP1 19.62 6 p22.1
HLA-E 19.62 6 p22.1
GNL1 19.62 6 p22.1
PRR3 19.62 6 p22.1
ABCF1 19.62 6 p22.1
MIR877 19.62 6 p22.1
PPP1R10 19.62 6 p22.1
AL662800.1 19.62 6 p22.1
MRPS18B 19.62 6 p22.1
ATAT1 19.62 6 p22.1
PTMAP1 19.62 6 p22.1
Ceorf136 19.62 6 p22.1
AL662800.2 19.62 6 p22.1
DHX16 19.62 6 p22.1
PPP1R18 19.62 6 p22.1
NRM 19.62 6 p22.1
RPL7P4 19.62 6 p22.1
MDC1 19.62 6 p22.1
MDC1-AS1 19.62 6 p22.1
TUBB 19.62 6 p22.1
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5.4.3.Genom ebadinda gen ifade profili ve kopya sey degisiklikleri verilerinin
entegrasyonu

Tez calgmasi kapsaminda sporadik kolorektal kanser o6rniekler timaor-kontrol
karsilastirmasi icin global gen ifade profilleri ve kopyayssi dgisikliklerinin ayri ayri
deserlendiriimesinin ardindan bu 2 kapsaml verinintegnasyonu gercelgerilmi stir.
Entegrasyonekil 5.55. kapsaminda gerlendirilmistir.

Genomik kopya sayisi
verileri ve global gen ifade
verileri entegrasyonu

&Ny

2 kat p<0.001 2 kat p<0.001
parametreleriyle elde edilen parametreleriyle elde edilen
gen expresyon verisi gen expresyon verisi
+ +
2+0.35 parametresiyle elde 2+0.35, %20 siklikla goriilen,
edilen kopya sayisi degisikligi 500-1000 kb boyutundaki

verisi \ degisiklik verisi

Sekil 5. 55. Entegre edilen genomik ve transkriptonk veriler

Ik olarak 2 kat degisim gosteren (p<0.001) farkli ifade edilen gen lis& herhangi bir
filtre uygulanmamis kopya sayisi verisiyle entegre edilrgiir. “PHP scripting”
dili kullanilarak yazilan kodlar ¢ercevesinde biokozom bdlgesinde hangi kopya sayisi
desisikliklerinin hangi genlerin ekspresyon seviyelerigtkiledigi tespit edilmgtir. Daha
sonra ayni yonde d@siklik (gain-up regulation/loss-down regulation) ¢g®n gen ifade

desisimleri ve kopya sayisi ggsiklikleri belirlenmistir.
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Cizelge 5.19Gen ifade verisi ve filtrelenmems kopya sayisi dg@isiklik verisi entegrasyonu

Sitogenetik LokalizasyoEategre Gen Sayst |Entegre Olan Expresyon Verisi Genleri Kat Degigimi DEGISIKLIK

pl2
pl32
223
nLl
013

) FAMAGCHMGCS? 405497 KAYIP
| ST7L 18 RAYIP
3 BCLIOCLCALCLCM (134210521357 KAYIP
| PRKACB 43 KAYIP
| $LC35D1 368 KAYIP
3 | TSPANI 531 KAYIP
1342 | GUCA2A 1153 RAYIP
1351 I TVEM34 246 KAYIP

|

4

3

|

|

§

|

1353 i 131 KAZANG
13612 PLA2G2AHSPGLTCEA3FUCAL (MI38265360 KAYIP/KAZANG
13613 NBPFIMFAPLPADL (23835673 KAYIP/KAZANG
13631 KCNAB2 4 KAZANG
QL2 MTVRII 1% Kavip

@13 CTSS.CTSK SELENBP1,SI00A IO LER MUCI (1200/4,06/-4.24/-361,-1,58/-2,62 [KAYIP/KAZANG
) 10GAP3 L4 KAZANG

Hazirlanmg olan bu entegrasyon cizelgesi incelgnie toplamda 364 bolgede gen ifade
verisi ile entegrasyon saptannalup yalnizca ifadesi artan genler, yalnizca ifadealan
genler ya da ikisinin birlikte yer algh bdlgelerin bulundgu gézlemlenlenmngtir. Bu 364
bdlgede toplam 605 gen bulunmaktadir. BigKaadeyisle gen ifade analizinde 2 kat
(p<0,001) arwy/azals ile farkh ifade edilen genlerin-%65’inin kopya sayisi
desisimlerinden etkilendii gorulmektedir.Bu 364 bdlge icinden 173’Unde ydana
genlerin ifadesinde azalma gb6zlenirken, 107 tamkesiyer alan genlerin ifadesinde artma
ve 84 bdlgede ise ifadelerinde hem artma hem denazgérilen genler bulunmaktadir.
Ortaya clkan cizelge incelergiide MDM2, STAT1, CDK1, CCND1, CDK4, CDKN3,
PIK3CG, PRKACB, ELK1, TGBI, IL-8, IL-6R, KLF4, INHB, PKIB, LEF1 gibi hicre
proliferasyonu, apoptozis, sinyal iletimi gibi Onkerolaylarda gorevli pek ¢cok 6nemli
genin varlgl dikkat cekmektedir. Bu cizelgedeayrica 3 ve 3 fieta gen iceren bolgeleri
inceledgimizde 3 gen iceren 27 tane sitogenetik band, digenen 9, 5 gen iceren 8, 6 gen
iceren 6, 8 ve 9 gen iceren 1’er bolge @agorilmektedir. 5, 6 ve daha fazla gen iceren
bdlgeler pek ¢ok geni birden etkilemesi acisindaendli “genomic hotspot” olmaya aday
bolgeler olarak dgerlendirilebilir (Cizelge 5.37.). Kromozomlari igkkleri gen sayisi
bakimindan inceledimizde 1, 2,4 ve 11. kromozomlar entegre gen saggssindan

yogunlagan kromozomlardir§ekil 5.56).
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Entegrasyon tablosunda gen ifade verisinde beérekriterler cercevesinde 6ne cikan
genler acisindan incelaginizde: ifadesi artan gen grubunda_kriterlerin en az 3'Uni

sailayan genlerden sadece 3 tanesi kopya sayisi védsikorele bir dgisiklik

gostermezken _ belirlenen  kriterlerin _hepsini glagan 18 genin kopya sayisi

degisikliklerinden etkilendgi gorilmektedir.ifadesi azalan gen grubunda yine kriterlerin
en az 3'Unu g#dayan genlerden sadece 3 gen kopya sayisidek verisi ile

ili skilendirilemezken tim kriterleri gdayan 8 6nemli genden 6 tanesi kopya sayisl
degisikliklerinden etkilenmgtir. Bu genlerin listesi cizelge 5.38'de sunulgtur. Boylece
ifadelerindeki artma veya azalma olan genler ile bdlgelerdeki dgisiklikler
ili skilendirilmis olupkopya sayisi dgsikliklerinin ifadelerini etkiledgi genler belirlenmy

olmustur.

Cizelge 5.37. Etkiledgi genlerin sayisi acisindan 6n plana ¢ikan g@giklik bdlgeleri

Kromozo Gen

m Band | Sayisi | Entegre Olan Ekspresyon Verisi Genleri

1 g21.3| 6 CTSS,CTSK,SELENBP1,S100A10,IL6R,MUC1

1 g23.3| 6 SLAMF7,ITLN1,FCGR2A,FCGR3A,FCGR2C,FCGR3B

2 pl1.2| 5 RETSAT,LINC00152,KRCC1,FABP1,IGKC

4 g13.3| 6 SULT1B1,1GJ,SLC4A4,RASSF6,IL8,CXCL1

6 p21.1| 6 FOXP4,RPL7L1,XPO5,VEGFAHSP90AB1,CLIC5

7 g22.1| 6 ZNF655,AZGP1,PCOLCE,MUC12,SERPINE1,DNAJC2

11 p15.5| 8 ATHL1,IFITM1,IFITM3,MUC2,MUC5B,H19,MIRG,ASCL2

12 213.3 5 SCNN1A,LPAR5,SLC2A14,SLC2A3,MFAP5

14 232.3 5 AHNAK2,IGHA2,IGHA1,IGHG1,IGHD,IGHM,IGHV3-23,IG/4-31

15 g21.1| 5 SORD,C150rf48,SQRDL,SEMA6D,FBN1

16 ql2.2| 5 MT1E,MT1IM,MT1F,MT1G MT1H

16 g22.1| 5 CES2,CES3,HSD11B2,NFATC3,NQO1

17 gl2 | 5 CCL14,CCL15,DHRS11,RAPGEFL1, TOP2A

19 p13.3] 5 CFD,CNN2,EFNA2,GADD45B,C3

19 gl3.2| 6 LGALS4,FCGBP,CYP2S1,CEACAM7,CEACAM1,CI2/9
SMOX,CDC25B,RBCK1,SDCBP2,NOP56,MIR1292,SNORD110,RDB6,

20 p13 | 9 SNORD57
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Kromozomlar
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Entegre Olan Ekspresyon Gen Sayis1

Sekil 5. 56. Entegre olan ekspresyon verisi genleiimkromozomlardaki dagilhmi

Cizelge 5.38. Gen ifade analiznde 6n plana c¢ikip gga sayisi dgisimlerinden de etkilenen
onemli genler

Gen ifade analizinde ifadesinde artma| VEGFA, CCNDI, MET, CDC23B,
goriilen grupta on plana ¢ikan_ve kopya | CDKN2A, RUNXI, LEF1, CDKI1, INHBA,

sayst degisikliklerinden de etkilenen | GADD45B, SOCS3, BMP4, THBS2, FNI,
genler GNAI2, MMP1, BCL2L1, EDNRA

Gen ifade analizinde ifadesinde azalma
goriilen grupta 6n plana gikan_ve kopya | PRKACB, MAP2K6, IL-6R, PKIB,
sayst degisikliklerinden de etkilenen | THBS1, BMP2

genler

Ikinci ve daha onemli bir derlendirme olarak global gen ifade verisi ile bw K&20
siklikla gorilen kopya sayisi gigiklik bdlgelerinin  korelasyon gosteggi boélgeler
deserlendiriimistir. Kayip ve kazang bolgeleri olarak 2 ayri smiieggerlendirilen bu
desisikliklerin entegrasyon sonuclari gizelge 5.39. v&05da sunulmsgtur.

Kazanc¢ boélgelerinde kopya sayisigd@nleri ve gen ifade verisinin gkili oldugu 31

bdlge bulunurken bu bdlgelerin 35 geni kapgadiozlenmsgtir. Kayip bolgelerinde ise
entegre olan 38 bolge saptagralup bu bolgelerin 44 geni icegdigorulmistir. Gen ifade
verisi analizinde ortaya konan kriterler agisindame cikan genler icinden VEGFA,
GADD45B ve PLA2G2A genleri ayni zamanda %20 sikikgorilen kopya sayisi

desisimlerinden de etkilendi gordimistar. Yine delesyon dgsimlerinden etkilenm
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CLCA4, GUCA2A, PLA2G2A, SLC26A2, MUC12, KLF4, GCNTgenleri oldukga dgilk
gen ifade duzeyleri ile dikkat cekerken amplifikasydesisimlerinden etkilenmi MFAP2,
COL1A2, SULF1, RIPK2, H19 ve CST4 genleri de oldakgiksek ifade duzeyleri ile 6ne

cikmaktadirlar.

Cizelge 5.39. %20 siklikla_kazanc gortlen kopya sey desisimlerinin gen

entegrasyon sonucu

ifade verisi ile

KROMOZOM |BAND ENTEGRE EXPRESYON GEN SAYISI |ENTEGRE EXPRESYON GENLERI |KAT DEGiSiMi
1 p36.13 1 MFAP2 8,32
1 g32.1 1 UBE2T 2,56
1 q41 1 SMYD2 2,22

5 lpis2 1 A

7 g1 2 |pcOLCE/SERPINEL 3,02/3,9 3,35 3,15

9 q34.11 CERCAM 3,40
9 q34.3 COL5A1 4,68
11 p15.5 H19/MIR675/ASCL2 7,06/2,67/3,46
11 ql12.2 FADS1/MIR1908 2,67
11 ql13.1 STIP1 2,06
17 q21.2 1 PTRF 2,24
19 p13.2 1 DNAJB1 2,30
19 p13.3 1 GADD45B 2,02
20 p11.21 1 CST4 7,71
20 p13 1 SMOX 2,07
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Cizelge 5.40. %20 siklikla kayip gorulen kopya sagn degisimlerinin gen ifade verisi ile
entegrasyon sonucu

KROMOZOM  |SITOGENETiK LOKALIZASYON |ENTEGRE EXPRESYON GEN iENTEG RE EXPRESYON GENLERi |KAT DEGiSiMi

1 p34.2 1 GUCA2A -11,53
1 p36.12 1 PLA2G2A -4,53
1 p36.13 1 PADI2 -6,73
1 9213 1 SELENBP1 -4,24
1 q42.2 1 SIPA1L2 -2,77

TMEMSB

SCNN1A,LPARS

14 93231 1 ANKRD9 -2,04

15 q15.3 2 CKMT1B,CKMT1A (-)3,09/-3,09

15 213 1 RAB27A -2,36

17 q12 2 RAPGEFL1,TOP2A (-)3,32/2,38

17 q21.2 1 WNK4 -2,09

17 q25.1 1 Acox1 -2,45

[19 [q132 [1 |cD79A |-5,29 |

Not:Bu tablolarda %20 siklikla drneklerde sadeceakg ya da sadece kayip olarak
gorulen bolgeler daha koyu renk olarak gosteglimi Gen ifade dgisim degerleri ve
kayip/kazang arasinda tersskii gosteren genlerin olgu da gOsterilngitir. Bir baska
deysle kazang gorilen bir bdlgede yer alan bir geniadésinde azalma olgu
gOzlenmgtir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Sik goérulmesi ve mortalitesinin yiksek olmasi bakan dinyanin en 6nemli halk
sa&ligl sorunlarinin banda gelen kanser bir seri histopatolojik evreildelemektedir ve
bu ilerlemenin arkasinda genetikgggklikler ve gen ifade patern dsiklikleri Gnemli bir
itici glc olarak durmaktadir. Tumoér glumu ve gekimi ile iliskili gen ve yolaklarin
tanimlanmasi yalnizca bu prosesin biyolojisini ardanizi sglamayacak; ayni zamanda
erken tani ve tedavi dizaynlarinda yeni hedeflarasaktir. Omik yaklgmlar kanserde
bozulmy genlerin ve kromozomal @sikliklerin tespitinde etkili oldgu pek cok cabma
ile ispatlanmgtir (55). Bu noktada teknolojideki ilerlemeler, tesklara artmy
rezolisyonla birlikte global bakabilmemiz acisind@memli firsatlar sunmaktadir.Ayni
zamanda omik teknolojilerin giicu ile kanser, kammskalangic, ilerlemesi ve gelnesiyle
ilgili genetik desisikliklerin ve gen ifade dgisimlerinin tanimlanmasi mimkuin hale gegmi
olup genom, transkriptom ve proteom seviyesindegrasyon analizleri ile pek cok
anahtar yolakvesievtanimlanmgtir (56). aCGH ile yiksek ¢ozunurlukle genomik kapy
sayisi dgisikliklerinin analizi hentiz tanimlanmamtimoér baskilayicilar ve onkogenleri
kapsayan pek cok kiucuk genomik kaylp ve kazanc eb@ligin tanimlanmasini
sglayacaktir. Bu dgisiklik bolgelerinin iyi haritalanmasi dizi bilgisie iliskilendirilebilir
ve kagilik gelen kanser genleri ve ilgili molekiler yolakn tanimlanmasi, lokalize
edilmesi ve valide edilmesine yardimci olabilir. Myzamanda bu bilgileri tamamlayici
gen ifade profilleme analizi bu bolgelerle ve iigigenleri kapsayacak gkinin
desteklenmesini ghayacak olup kanserle gkili genlerin tespitinde ortaya daha etkili ve
guvenilir bilgilerin ¢ikmasini  ggayacaktir. Aquirre ve arkaglarinin pankreatik
adenokarsinomlarda gerceftiedikleri genomik ve transkriptomik entegrasyonigmasi
bu durumun guzel bir 6rgei teskil etmektedir (57). DNA kopya sayisi geiklikleri ve
MRNA mikrodizin verisinin korele edildi meme kanserli olgularda gen ifadesindeki
degisikliklerin %12’sinin kopya sayisi dgsimlerinin etkisi altinda oldgu gosterilmgtir
(58).

Cok adimli karsinogeneze bir model olan kolorekt&oplazi kanser BEngic ve
ilerlemesiyle ilgili genetikbir paradigma icermedie (59). Kopya sayisi ggsiklikleri
kanser hcrelerinin 6nemli gigikliklerindendir ve bu paradigmada onemli bir yerde

durmaktadir. Pek cok camada kolorektal kanserde yinelenen kayip ve kaaarigbpit
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edilmistir (60-63) ve gen ifade farkhliklar bu genetilegisiklikle ili skili olup malignant
fenotipin olysmasinda énemli bir rol oynamaktadirlar (64-66).iiktada bu iki kapsamli
verinin entegrasyonu ve birbirleri olansKisinin ¢cozimi 6nemli olabilecek kolorektal
kanser genlerinin tespitinde guclu bir ara¢c olakalsimiza cikmaktadir. Ayrica elde
edilecek veriler tani ve tedavide kullanilabileck&nser spesifik molekiler hedeflerle
sonuclanabilmektedir (64, 65). Kolorektal kanseerimde guinimuze kadar ¢cok 6nemli
calismalara imza atiligiolsa da kanserin gjumu, ilerlemesi ve yayillmasinin altinda yatan
hiicresel, genetik ve molekiler mekanizmalara aiaidek tablo aydinlatilmamgipek ¢cok
nokta barindirmaktadir (66). Bu tablonun aydintafisinda ve karmggk resmin
¢cbzimlenmesinde ortaya atilan sorular ¢cercevesdindez cakmasi ortaya ¢ikmgtir. Bu
tez calsmasinda sporadik kolorektal kanserde yiksek c¢oOtiikiir genomik ve
transkriptomik yaklamlar kollektif bir sekilde uygulanmgtir. Bu uygulamada kolorektal
kanser vakalarina ait @w materyalleri kullanilmy olup; gerceklgtirilen optimizasyon
calsmalar ile genom ebadinda mikrodizin e¢alalarinda aiv materyallerinin
kullanimina yonelik 6nemli bir katki sunulgtur. Tez cajmasi kapsaminda 50 sporadik
kolorektal kanser olgusunda ve bu olgulargh mormal dokularinda genom abadinda gen
ifade profili ve kopya sayisi @siklik analizleri gerceklgtirilmis olup bu iki kapsamli veri
entegre edilngtir. Yapilan bu analizler cercevesindga@daki sorulara literattrsé ginde

yanitlar aranmaya callmistir.

> Sporadik kolorektal kanserde etkin rol oynayan logayisi dgsimleri nelerdir?

> Bu desisimlerin boyutu nedir ve ne siklikta gérulmektedir?

> Bu kopya sayisi dgsimleri hangi gen veya genleri kapsamaktadir?

> Amplifikasyon ve delesyonlarin en sik gorigdikromozom bdélgeleri nelerdir?

> Belirlenen gen veya gen gruplarindaki yapisagigelikler daha 6nce tespit
edilenler ile uyumlu mudur? Yeni ggiklikler var midir?

> Bu desisimlerin bulunduklari gen veya genlerin ifadeleri etindeki etkileri
nelerdir? Tespit edilen kopya sayisgg@anlerinin ve ifade farkliliklarinin arasinda
bir korelasyon var midir?

> Genom ebadinda bu kanser tipinde hangi genleraeiéginde bir dg@isim s6z
konusudur ve bu ggsimlerin etkisi nedir?

> Ifadelerinde dgisiklik gorulen bu genler hangi yolaklarda gorev aktaalir ve bu

cercevede bu kanser tipinde en ¢ok etkilenen yafald genler nelerdir?
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Calismada bu sorularseginde global gen ekspresyon verileri ve kopya sayegisikli gi
verileri entegre edilmgiolup yalnizca disregule olan gen listesi ¢ikarimaayni zamanda

ilgili kromozom bdlgeleri farkli ekspresyon gkrleriyle birlikte analiz edilngtir

6.1.Global Genifade Profili Calismalari

6.1.1.RNA izolasyon ve global gen ifade optimizasyaalismalari degerlendirmesi

Sonug: Gercgeklgtirilen optimizasyon uygulamasi ile FFPE o6rneklerlenikrodizin gen

ifade calgmalarinda deneysel yari saglanmistir.

Ornek tipi ve kalitesi mikrodizin platformlarininedormansini etkileyen en 6nemli
faktorler arasindadir. Mikrodin cainalarinin ¢gunda iyi kalite taze donmgu(fresh-
frozen) doku kullaniingtir. Bununla birlikte kanser camalarinda FFPE g
materyallerinin kullanimi buyidk 6nem arz etmektedid4,221,222). FFPE o6rneklerinin
bol bulunmasi agirmalar icin énemli olmakla birlikte bu 6rneklerihazirlama ve
saklama metodlarinin DNA ve RNA kalitesi tzerindenosuz etkileri bulunmaktadir
(145). Nukleik asitler ve proteinler arasinda salu capraz hdar ile degredasyon bu
materyal tipiyle ilgili en buylk problemlerdir. Bproblemler FFPE’den izole edilen
nikleik asitleri mikrodizin gibi yuksekslem hacimli teknikler de kullanimini uygunsuz
hale getirmektedir (145,146). FFPE Orneklerin mikzon gen ifade cajmalarinda
kullanimi ile ilgili calsmalar yapilmyg olmakla birlikte stirecle ilgili optimizasyonlarala
ihtiya¢c duyulmaktadir.Bu noktada tez gatasi kapsaminda kullanilacak olan FFPE
materyallerle yapilacak olan ana galadan 6nce deparafinizasyon-RNA izolasyon ve
mikrodizin basamaklarini iceren kapsamli bir opzasyon cabimasi gerceklkgirilmi stir.
Literatir kapsaminda FFPE 6rneklerin global geddfgalsmalarinda kullanilabilirine
yonelik calsmalar olmakla birlikte (147-151) bizim c¢ginamiz  kapsaminda
deparaffinizasyondan mikrodizine kadar tumsaraalari test eden bir cgina
bulunmamaktadir. Bu noktadan yola ¢ikarak plagadz optimizasyon calmasinda4
farkli 6rnektenRNA izolasyonu icindisekte edilen timoér ve normal hicrelerden Trizol v
2 farkh ticari kit (Qiagen RNeasy FFPE kit ve Amus Picopure RNA isolation kit) test
edilmistir (Sekil 5.13.).1zolasyon optimizasyonun ardindan endvdi sonucun alingi

kit(Qiagen RNeasy FFPE kit) ile izole edilen RNA’ile mikrodizin gamasina gecilngi
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olup burda 2 farkli amplifikasyon kiti (Affymetri8’ IVT kit ve Nugen Ovation FFPE
WTA system+ Encore Biotin Module) ve 2 farkli arrgyi (Affymetrix HG U133 Plus 2.0
+ U133 X3P array) ile drneklerin hibridizasyonu gedestirilip pozitif sinyal alina prob

yuzdesi agisindan mikrodizin performangeiendiriimesi yapilmtir.

Uc ticari kiti RNA izolasyon sonucu elde edilen RWN#n spektrofotometrik ve
elektroferogram sonuclari acisindan geldendirdgimizde miktar ve 0Ozellikle saflik
acisindan “Qiagen RNeasy FFPE tissue kit” ile ediéen sonuclarin daha gaaili oldusu
gorulmektedir (Cizelge 5.2)Sékil 5.14). Elde edilen bu sonugclarin ardindansgadlara
“Qiagen RNeasy FFPE kit* ile devam ediktn. Laboratuvarimizda daha 6nce bu kit ile
yapilan bir caymada kite ait deparafinizasyon adimi yerine lalhmatmizda uygulanan
bir deparafinizasyon protokoll ile gerceflglen izolasyonlarda daha ¢ok miktarda RNA
elde edildgi gbzlenmitir. Tez calgmasinda da mikrodiseksiyon yapilgcacin elde
edilecek RNA'nin miktar icin bu durum biyik dnesgiimistir. Dolayisiyla ilgili kit ile,
hem laboratuvarimizda uygulanan deparafinizasyomiadklenerek hem de kitin kendi
deparaffinizasyon adimi gatirilmeden RNA izolasyonu gercekkailmis ve
spektrofotometrik 6lgtimleri agisindan iki uygulakarsilastirildiginda deparafinizasyon
adimi acisindan modifiye edilen kit protokoll ilaliglan 6rnekler icin daha tutarli

sonuclar elde edilngiir (Cizelge 5.3.).

Modifiye Qiagen RNeasy FFPE kit ile izole edilen RNornekleri ile 2 farkli
amplifikasyon ve garetleme kiti (Affymetrix 3’ IVT Kit ve NUGEN Ovatin FFPE WTA
system) ve 2 farkl array tipi (Human Genome UIR8s 2.0 ve U133 X3P) kendi
aralarinda kombinlenerek mikrodizin performansshagtiriilmasi yapilmy (Sekil 5.15) ve
bu kasilastirmalar pozitif sinyal alinan prob ylzdesi acisinddegerlendirilmistir.
Laboratuvarimizda intakt insan RNA’si ile yapilarkradizin gen ifade ¢cagmalarinda bu
yuzdeler % 40-50 arasinda gignektedir. Bu optimizasyon uygulamasinda eryUéu
yuzde Affymetrix 3’ IVT Kit+ HG U133 Plus 2.0 komivasyonu ile elde edilirken (%13.0-
25.13) en yuksek oran NUGEN Ovation FFPE WTA systgftt U133 X3P (%46.72-
%55.52) kombinasyonu ile elde ediktmi(Cizelge 5.4.) Bu sonuglar cercevesinde en
basarili sonu¢ NUGEN Ovation FFPE WTA system + HG UI83P kombinasyonu ile
elde edilmgtir (p<0.001). Bu sonuclar mikrodizins@masindaki bgrida etkili faktorin
array tipi dgil amplifikasyon kitinin (NUGEN Ovation FFPE WTA stem ) oldgunu
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gostermgtir. Bu amplifikasyon kiti ile U133-Plus 2.0 komlaisyonunda pozitif sinyal
alinan prob ylzdesindeki ortalama @fth 26.27 iken U133_X3P kullaniiginda ortalama
artis % 28,87 dir. FFPE ornekler ile gercedtislen mikrodizin gen ifade c¢caimalarinda
NuGEN Ovation FFPE WTA system kullangthda daha barili sonuclar alinga bu
marka kitlerin kullanildgl diger calsmalarla da gosterilrgiir (150, 151, 230).Nugen
kitinin daha bgarili sonu¢ vermesinin altinda yatan en 6nemli gekalandgi farkli
amplifikasyon stratejidir. RiboSPIA olarak ifadeiled bu yaklaimda Affymetrix 3’
IVT'den farkll olarak RNA amplifikasyonunda primeslarak hem oligo dT hem de

random hexamer kullaniimaktadir.

Bu optimizasyon ¢ayjmasi FFPE ornekleri ile karili ve guvenilir mikrodizin gen ifade
profil analizlerinin gercekigirilebilecegini gostermg olup FFPE 6rneklerin yikseklem
hacimli mikrodizin cagmalarinda kullanilabilmesinin éndnin acgilmasinkkgapmstir.
Kanser gibi pek cok hastgin yaninda nadir gérilen hastaliklarin galalarinda FFPE
orneklerin kullanilabilecek olmasi bu gahalara ve dolayisiyla elde edilecek 6nemli
bilgilerin acga ¢ikmasina dnemli bir hiz kazandiracaktir.

6.1.2.Mikrodizin Gen ifade Analiz Calismalari Degerlendirmesi

Sonug: Gergeklgtirilen genom ebadinda gen ifade analizi; kolorektaansformasyonun
altinda yatan mekanizmanin anf@masinda 6nemli bilgiler sunmasinin yani sira rapo
edilen bazi transkripsiyonel gesiklikler prognostik biyobelirte¢ ve tedavi icin ondi
birer hedef olarak potansiyel samaktadir.

6.1.2.1. Paired timor—kontrol kasilastirmasi analiz dezerlendirmesi

Kanser biyolojisinde cevabi aranan dnemli sorularoia tanesi de timor hicrelerinin gen
ifade profilindeki dgisiklikler ve bunun karsinogenez sirecindeki anlam(@v). Dunya
genelinde 3. en yaygin gorilen kanser turi olamrkétal kanser; 6zellikle hentiz tam
anlsgilmayan molekiler alt yapi, molekuler alt tipleréaro ihtiyag, tani ve tedavide
kullanilabilecek biyobelirtecler gibi pek cok ¢h& altinda sik cafilan bir kanser tari
olarak on plana c¢ikmaktadir. Bu noktalarin ¢oziungindimor olgmasi ve ilerlemesi,

prognostik ve prediktif deeri olan gen imzasi ve tabiki yeni timor hedefleritespitinde
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global gen ifade calmalari buyik 6énem arzetmekte olup; pek ¢coksgad ile de 6nemli
bilgiler elde edilmgtir (195-202).Ancak klinikte dgerlendirilebilmeleri igin zamana
ihtiyac olduysu ve daha ileri cajmalarin yapilmasi gerektibelirtiimektedir (194).iste bu

noktadaki beluga katki sglamak amaciyla tez kapsaminda sporadik kolorekaais&r

global gen ifade profil analizi gercektgilmistir. Calismamizda tumér okumu ve
ilerlemesinde etkin rolleri olabilecek genlerin ggsde pek cok karlastirma (tumor vs
kontrol, grade I-1I-1ll gibi) gercekligiriimis olup 6nemli sonuclar elde edilgtir. Ik

olarak timar-kontrol paired k@fastirmasi sonuclari literatligkeginde deerlendirilmistir.

Paired tumor-kontrol kadastirmasinda en a2 kat degisimi ile 925 gen (p<0,001) farkli
olarak ifade edilmis olup; 349 genin ifadesinde artma gb6zlenirken 576 egin
ifadesinde azalma oldgu tespit edilmistir(Cizelge 5.19).925 gen ile gerceksérilen
hiyeragik kiimeleme analizi sonucunda 6rneklerin gen ifadéernlerine gére timor ve
kontrol olmak tzere 2 gruba oldukc¢a net gakilde ayrildg gorilmektedir $ekil 5.19.).
Bu da elde edilen gen setinin anlangiti artirmstir.

Tez calgmasi kapsaminda ifadesi azalan ve artan gen listielgen ontoloji, zenginkne

ve KEGG yolak analizleri “DAVID” yazilimi Uzerindemyri ayri gercekkgirilmi stir.
Zenginlatirme islemi icin DAVID fonksiyonel anotasyon kime moduliamd
yararlaniimgtir. Uygulama sonucunda zengigiiee skoru>1.3 olan anotasyon kiime sayisi
ifadesi artan gen grubu icin 26 olup bu kimelerdeatan gen sayisi 85'dir, ifadesi azalan
gen grubu icin ise kiime sayisi 12 olup; bu kimelgrer alan gen sayisi 56 olarak tespit
edilmistir. Gerceklatirilen tum deerlendirmeler DAVID analizi sonrasi ortaya cikan

genel tablo Gzerinden yurutulstir.

Ifadesi artan 349 gen icinde DAVID analizleri sonrasinda ifasesi en cok agigoriilen

10 gen COL10A1 (12,34 kat artma) , SPP1, FAP, INHHBMMP11, Col12A1, THBS2,
CLDN1,CDKN2A ve FNDC1 dir.ifadesi azalan576 gen icinde ise DAVID analizleri
sonrasinda ifadesinde en ¢ok azalma gorulen 10Cgeh (14,02 kat azalma), CLCA4,
CA2, ABCC13, SCNN1B, PKIB, CLCA1 SL26A3, SST ve CH#ir. Bu noktada bizim

de gen listemizde ifadesinde en c¢ok azalma gorigenlerden olan CA2 (carbonic

anhydrase II) geni literattirde timor-kontrol ¢eastirmasinda en fazla raporlanan farkh

ifade edilen gen olarak dikkat cekmektedir. glaamizda ifadesinde azalma gdsterilen bu
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gen icin 11 ayri caymada da ifadesinde azalma giduapor edilmgtir (200). Yine farkl
ifade edilen gen listemizde en cokgd@min gbzlendgi bir diger gen CAl'dir. CAl1, CA2
bu iki enzimin prognostik 6neminin yaninda ekspogggrinin kolorektal kanserde
metastatik agresiflikle gkili oldugu gosterilmgtir (223). Benzer sekilde kanser
olgularinda dikida CA2 protein seviyesinin gen ifade sonuclarbi gilistik oldusu
gosterilerek CA2'nin potansiyel diyagnostik amag&ullanim potansiyeli olabilege
vurgulanmgtir (231). Genel anlamda analiz sonucu eldeiatiz gen listesini daha 6nce
kolorektal kanserde mikrodizinler ile gerceftiglen calsmalarla (66, 192, 194, 195, 196,
197, 200, 224, 225) kiyaslgmizda bizim verimizin de ortak gorilen pek cok igelide
ettigi gorulmektedir. Ortak tespit edilen genlere COL1AQTOL1A2, FN1, INHBA,
THBS2,UBE2C, CDC25B, MMP1, MMP11,CAl, CA2, CAl2, 3@ TOP2A, MUC?2,
SPARC, CEACAMY7, SST gibi 6rnekleri verebiliriz. Buk kagilasilan ortak genlerin
disinda tez kapsaminda gercettielen analizde pek ¢ok farkli gen de tespit edln.

ifadesi artan grupta en ¢ok gen 2. kromozomda bukemu6,7 ve 11. kromozomlar
genlerin en ¢ok y@gunlastigl diger kromozomlardirifadesi azalan grupta ise 1, 2 ve 12.
kromozomlar genlerin en c¢ok gonlastigi kromozomlardir ¥10). Kolorektal kanser
calsmalarinda 7 ve 11. kromozomlar amplifikasyonun @&rkitdisii kromozomlar
arasinda olup;gen sayisi acisindan dikkat cekeanlemli kromozomlar kanser glumu
ve ilerlemesi acisindan MET (79g31) ve CCND1 (11gd3iogenleri gibi pek cok énemili
geni barindirmaktadir. Bu genlerden CCDND1 (Sidlith) hiicre dongistiinde G1l'den S
fazina gegii kontrol etmekte olup; bu onkogenin argmfadesinin pek cok kanserde
oldugu gibi kolorektal kanserin ilerlemesinde de etkidugu gdsterilmg ve prognostik
degeriortaya konmgtur (232, 233). 7. kromozomda yer alan bir tirokinaz reseptéri
olan MET proto-onkogeni aktive ol@unda devaminda MAPK ve/veya PI3K/Akt
yolaklari da aktive olmaktadir. Bu noktada agmMET geni ifadesi; hicre
proliferasyonunu, invazyonu ve metastazi artirm@ktg234, 235). Yine gen listemizde
ifadesi azalan genlerin yanlastigi 1. kromozomun kayiplarin en sik gOrigdi
kromozomlar arasinda yer aidigorilmektedir. (66, 200, 203, 204, 209, 210). #ien
calismamiz da gen amplifikasyonun ve delesyonun sikldogu bélgeler gen ifadesinde

artis/azalg gorulen ve genlerin yunlastigi kromozomlari valide eder niteliktedir.
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Fonksiyonel anotasyon kiimeleme analizlerinde beraheeket eden gen gruplarini tespit
edebilmekteyiz. Bununla birlikte ortaya cikariimayglsilan hikayenin ne yonde
ilerledigini ve bize ne anlatmayacsgtigini anlayabilmek adina bu anotasyon kime
terimlerinde yer alan genler; zengisga kimede yer alma, 3 veya daha fazla anotasyon
kimesinde tekrar etme, 3 veya daha fazla yolakdeevg@ima gibi bazikriterler
cercevesinde gerlendirilerek anlamlandiriilmaya calmistir.Ayrica 3 veya daha fazla
gen iceren yolaklarda belirlenip bu sirecte etkihaynayan mekanizmalar belirlenmeye
calisiimistir. Bu noktada ayni yolak Uzerinde bulunup, ifaedielde artma ya da azalma
gorulen genlerdeki dengenin ve bu dengenin kargineg sirecindeki biyolojik anlami
bize bu kompleks yapbozun parcalaringapoyerlere koymamiza yardimci olacaktir.

Bulgular kisminda ifade edilgii izere belirlenen 5 kriterin en az 3’'Unigksgyan gen sayisi
ifadesi artan grupta 37 olarak tespit edilngiolup tim kriterleri kapsayan gen sayisi ise 18
dir. Bu genler: FN1, THBS2, VEGFA, CCND1, MET, GNAI2, MMP1, BMP4,
BCL2L1, CDKN2A, LEF1, RUNX1, CDC25B, GADD45B, CDK1,SOX3, INHBA ve
CDK1 dir. 5 kriterin en az 3'Un0 gayan gen sayidfadesi azalan gruptaise 24 olup
tum kriterleri kapsayan gen sayisi ise 8 dir. Bnlge PRKACB, EGFR, MAP2K®6,
THBS1, BMP2, IL-6R, PKIB ve PRKAG2'dir. Bir baska deysle timdr orneklerinde
farkl olarak ifade edilen bu genler karsinogengeesinde gen listemizde 6n plana ¢ikan

genlerdir.

DAVID yazilimi Gzerinden gerceldérilen analizler sonucunda ifadesi artan ve azgjan
gruplarini birlikte dgerlendirdgimizde timor-kontrol kawlastirmasinda o6zellikle gen
sayisi ile 6n plana c¢ikan yolaklaifadesinde artma gorillen gen grubu igin kanser
yolagi,fokal adezyon, p53 sinyal yol@, ekstraseltler matriks reseptor ilskisi ve hticre
dongusu yolaklart 6n plana cikarken; ifadesinde aZena gorilen gen grubunda
MAPK sinyal yolagl, metabolizma, apoptozis, kalsiyum, Wnt ve ErbB siyal
yolaklaridikkat cekmektedir. Bu bdlimde gen dalimlari dikkate alinarak en az 9-10

gen iceren yolaklar geerlendirilmistir.

Kanser yolagien ¢ok gen iceren (20) yolak olup gen ifadesinde gorilen genler bu
yolagin buydk bolimidnd (15 gen) aclurmaktadir. KEGG kanser y@a farkli sinyal

yolaklarinin tyelerini tek bir yolakda toplamaktlum kanserin farkli evrelerine ait bilgi
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tasimakla birlikte bu bélimde gerlendirecgimiz diger yolaklardaki genleri icergh icin
ek olarak bahsedilmextir.

Fokal adezyon(17 gen) (FAK) veekstraseliller matriks reseptor iliskisi (13 gen) tumor

hicrelerinde ifadesinde artma gorilen genleringuydestigi  yolaklardir.  TUmor
hicrelerinde normal hicrelere go@OL1AL1, 1A2, 3A1, 4A1, 4A2, 5A1, 5A2, 6A3,
SSP1, FN1, THBS2, VEGFA, CCND1, MET, TNC, ELK1, ZYXgenlerinin ifadesinde
artmaTHBS1, PIK3CG, EGFR genlerinin ifadesinde ise azalma gorutdi.Genlerin
yolak tizerine yerlgirdigimizde yol&in bglangi¢ bolimunin (Kollajenler, VEGFA, MET
gibi) on plana cikgii gorilmekte ve yok&an balangicinin kolorektal kanser hasgayla
yakindan ilgkili oldugu anlgiimaktadir. Nam ve arkaglarinin calsmalari da bu noktayi
desteklemektedir (236). Bu yolak ayni zamanda dewvdan etkilgimde (Wnt, PI3K-
AKT/PKB, ve MAPK) oldwu yolaklar agisindan da dnemlidir. MAPK, Wnt ydkknda
gorevliiELK1 ve siklinD1 (CCND1) gibi genlerdeki dia artgi hicreleri _¢cgalmaya

yonlendirmektedir. Bu goruntiusiyle FAK yg@lakolorektal kanserin &ngicini tahmin

edici gen seti olabilecek terapdtik hedeflgm@aktadir (236). Bu iki yolakda da kollajen
genlerinin sayica fazlah dikkat cekmektedir. Kanser hicrelerinin baylimssasinda pek
cok tumor, kollajen fibrilleri ve miyofibroblastldan olgan farkli dezmoplazi ve organize
olmayan fibr6z veya konnektif doku Uretimi sergilgdedir. TUumorin etrafinda
ekstraseltler matriks birikimi htcre proliferasyomy hiicre gocini ve yayllmasini
dogrudan etkilemektedir (237). Bu yolakda bulgular imitinde de anlatilan kriterlerin
(zenginleme, farkli kiimelerde tekrar etme , farkh yolakkargorev alma vb..) tamamini
sgilayan pek cok gen bulunmaktadir. (Bazilari bu bda@émdeerlendirilen dger
yolaklarda da yer algi ve o kisimda anlatilaga icin bu yolak kapsaminda
anlatilmamgtir). Bu yolak Uzerinde tum kriterleri gayan genlerden THBS2
(trombospondin 2) ve FN1 (fibronektinl) genlerimiadesinde artma gorulirken THBS1
geninin ifadesinde ise azalma goruktiii.Bu genlerin ekstraseltler matriksin yeniden
modellenmesinde ve kanser progresyonunda Onesteleri vardir. Orngin THBS1
(TSP1 peni anjiogenezisi inhibe eder ve TGFbl' i aktiveerek tUmoér blylumesini
baskilamaktadir. Bu genin ifadesindeki azalma iggy@genezis ve tiumor buydmesi ile
sonuclanmaktadir (238). YirfeN1 genin ifadesindeki agikolorektal kanserin yayilimi ve

hiicre gocu ile ikkilendirilmistir (239).
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P53 sinyal yol&i yine ifadesinde artma gorilen genlerirgyolastigl bir yolak olmutur.
Toplam 12 genden 11'inin ifadesinde artma gorihtnd SERPINE1, SERPINE2,
TIMP3, CCND1, CDKN2A, IGFBP3,CDK4, HSP90AB1, CDK1, DNAJC2,GADD45B

genlerinin ifadesinde artma gorulurkdBS1 geninin ifadesinde azalma gorilgtiir.

Koyu renk ile gosterilen genler gen ifade veriginlamlandirmada kullangimiz kriterleri
salamaktadir. Bu yolakda yer alan ve ifadesinde argodilenSERPINEL yani PAI-1
geni sinyal iletiminde, hiicre adezyonunda ve higieiinde dnemli rolleri bulunmakta
olup PAI-1’in tumor invazyonu ve metastazda anabiarfaktor old@gu belirtiimektedir.
Bu genin ilerlemy kolorektal kanser durumu ile gkili oldugu gosterilmg ve kolorektal
malignant durumu igin potansiyel bir belirte¢ aiduleri strtlmigttr (240). Bir dger 6ne
ctkan genHSP90AB1 geni HSP90 gen ailesinden olup sinyal iletimi, iddngusu
kontroll, steroid hormon reseptérd, tirozin ve sreonin kinazlari icin anahtar regulator
molekillerden olup agresif kanser fenotipinde et&ldugu gosterilmgtir (241). Malignat
fenotip ile iligkili Hsp90 genlerini hedef alan inhibitorler kulldshginda htcrelerin p53
indukli DNA hasarina ve apoptozise yonlendiklenig@is olup; yeni anti-kanser ajani
olma potansiyellerine yonelik catnalar bulunmaktadir (242, 243). Bu yolakda gortlen
genlerin hemen hemen hepsinin ifadesinde artmaegdehmsgtir. Genlerin ¢gu huicre
dongusunde gorevli olmakla birlikte timorin slaanasi, ilerlemesi ve yayllmasi
sureclerinde p53 yoganin etkin oldgu gortlmektedir. Ayrica bu yolakda yer alan pek ¢ok
genin prognostik ve diyagnostik 6nemleri Uzerindisgaalar yapiimaktadir. Wang ve
arkadalarinin GADD45 geni icin potansiyel terapotik hedaermelerini sunduklari 2012
tarihli calsmalari buna giizel bir 6rnekstel etmektedir (244).

Hucre dongusiifadelerinde artma gorulen genleringgmlastigl bir yolaktir. Bu yolakda
goriilen 9 genin 8 tanesinin ifadesinde artma gauaigtiv. ifadesinde artma gorilen genler
CDC25B, CCND1, CDKN2A CDK4, BUB1CDK1, GADD45B, PRKDC. ifadesinde
azalma gorilen gen ise: CDC26’dir.  Hicre dongusurgenetik kontrolindeki
degisiklikler denetimsiz hicre g@mlmasi ve kanser ggiimi ile sonuclanmaktadir (42).
CDK1 ve CDK2 genlerin artrgigen ifadesi hucre déngundeki ilerlemenin hizingrdo
orantl olarak yansimasi kolorektal kanserin ilerdsinde de etkin olgu rapor edilmgtir

(245). Siklin D, hiicre dongusu ile mitojenik uyaramasinda kb#anti kuran bir biyume
sensori gibi davranmaktadir. Siklin D1 (CCND1) erkel fazinda CDK4 ve CDK6'ya
baglanmaktadir (42). Anormal siklin D1 ekspresyonu gek kanser tipinde oldw gibi
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kolorektal kanserde de gd0sterikmiolup; bu genin ifadesindeki &gin kolorektal
karsinogenezis surecinin gi@ngicindaki olaylardan biri olgu ve tumoérun ilerlemesinde
etkin rol Ustlendii belirtiimektedir (246, 247). Tumor oOrneklerindeery ifadesindeki
desisim ve belirlenen kriterler cercevesinde oOne cikanlgrden biri olan CDKN2A
(P16INK4A, growth arrest and DNA damage inducibéne) bir timor baskilayici gen
olmasina rgmen ifadesinde onemli bir agt(7,41 kat) oldgu gorulmigtar. Bu durum
kolorektal timdorin invazyon bdlgesi ile timorun kgmpartmanlarinin farkli davrani
sergiledikleri bilgisi ile butunigirilebilir. Jung ve arakad#éarinin gerceklgtirdikleri
calismalarinda kolorektal karsinogenezis de dnemli lbin glanp- katenin hedefinde yer
alan siklinD1 ve CDKN2A'nin korele gen ifade seusme invazyon bolgesinde
deserlendirilmis ve her ikisinde de artmibir ifade gozlenmiir Bu noktada hcrelerin
cogalmanin olmady bir noktada durdgu; ancak cevresel sinyalleri gkxlendirdgi ve
CDKN2A'nin  degradasyonu ile tekrar gamlmaya ve vyayllmaya devam giti
belirtiimektedir (248). “Invasion front” olarak da&simlendirilen bu kompartmandaki
degisimlerin timorin agresiffi ve metastazi ile yakindanskili oldugu ve bu noktadaki
degisimlerin kanserin yayllmasinda indikator olarakgeidendirilebilecgi belirtiimektedir
(249). CDK’larin aktivasyonu CDC25 fosfataz ailesin defosforilasyonu ile
dizenlenmektedir. Camamizda da 6n plana c¢ikan bu aile genlerinden dnedi de
donginin S fazinda aktivite gosteren CDC25B gen@DC25 genlerinin artrglifadesi
kontrolsiiz CDK-siklin aktivitesi ile sonuclanmaktdup timor olgumu ile yakindan
ili skilidir (42). CDC25B geni potansiyel onkogen olardla anilmaktadir kibu durum
genin, karsinogenezis strecindeki 6nemini de gastktedir (250). Bu noktada hiicre
dongusu ilgkili genler prognostik ve 6zellikle de kanser tedaicin dnemli potansiyele
sahiptirler. Sure¢ icinde 50’den fazla tedavi amathibitér tanimlanmy olup calgsmalar

devam etmektedir (42).

Karsinogenez sirecinin etkili yolaklarindan biraeApoptozis tumdr 6rneklerinde daha
cok ifadesinde azalma go6rulen genleringyolastigibir kompozisyondur.BCL2L1,
CFLAR, STAT1 ve TOP2A genlerinin ifadesinde artma gozlenirkeRKACB, CHP2,
PIK3CG, NOX1, BCL2L14, BCL2L11 (Bim) veTHBS1 genlerinin ifadesinde azalma
gorulmistir. Azalmg apoptozis tumor BEangicinda, ilerlemesinde, yayllmasinda ve ilag
direncinde kritik rollere sahiptir. Bu mekanizmanénemli genlerinde biri olan ve

calismamizda ifadesinde agtgortlen BCL2L1 (BCL-XL) geni kolorektal karsinogezde
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onemli rol oynayan ve kanserin malign biyolojik davwsl ile iliskilendirilmesinin yani
sira ila¢ direnci fenotipindeki etkisi de raporleditir. Bu genin ifadeedilen 6zellikleriyle
onemli bir anti-kanser hedefi olabilegebelirtimektedir (251). Bir apoptozis inhibitdru
olanCFLAR (CASP8 And FADD-Like Apoptosis Regulatove TOP2A genlerinin
ifadelerindeki artma kolorektal kanserde azalrapoptozis ve karsinogenez strecinde
ilerleme ile sonuglanmaktadir (253, 254). Sembarkadalari ifadesinde azalma gorilen
genlerden biri olan PIK3CG geninin apoptozis yaotan da icinde yer alan PI3K-Akt/PKB
sinyal sistemini inhibe edip timdrigenezisden vdoiaktal kanserin ilerlemesinden
sorumlu oldgunu ifade etmektedirler (255). Bu genin ekte yanatolaksemasindaki yeri
de oldukca dikkat cekicidir. Yofan bglarinda yer almasi bu geni énemli bir terapotik
hedef olarak 6n plana ¢ikarmaktadir. Yolakda yanaladelerinde azalma goérulen genler
normalde apoptozisi indiukleyen genlerdir (Bim, BCLZ gibi). Ancak bu genlerin
ifadelerindeki azalma timor hicrelerinde apoptozie azalmasina yol agmaktadir. Genel
anlamda bu yolakda ifadesindegdgm gorulen genler timoér hicrelerinde apoptozisin
azalmasina ve karsinogenez sirecinin ilerlemesatkida bulunmaktadirlar. Yalnizca 2
genin (STAT1 ve NOX1) ifadesindeki gigim literatirle uyumlu olmamakla birlikte;
CDKN2A ornesindeki gibi farkli bir mekanizma ile bu sirece kalk bulunmg
olabilirler. Ancak dgru yorum igin hicresel seviyede daha ileri gahlarin yapilmasi

gerekmektedir.

Tamor-kontrol kagilastirmasinda 6ne c¢ikan bir g@ir yolakMAPK sinyal yolgidir. Bu
yolak proliferasyon, farklilgma, hiicre gociu ve apotoziglevlerinin dizenlenmesinde
onemli roller dstlenmgtir. MAP2K6, PRKACB, FGFR2, PLA2G2A, EGFR, CHP2,
RLPK, PLA2G10, HMGN genlerinin ifadesinde azalma gozlenirken;FASCDC25B,
ZAK, ELK1, STAT1, GADD45 genlerinin ifadesinde artma gozlentin ifadesinde
artma gorulen genlerin ga kanserin olgumunda ve ilerlemesinde etkin roller
ustlenmgken; ifadesinde azalma gorulen genlerden baziR®BFR2, EGFR, MAP2K6,
PLA2G10 gibi) bu yolgin kanserlgme sirecindeki etkisi ve literatiirle uyumsuzluklar
sergilemektedir. Orrign ErbB reseptor ailesinde yer alan EGFR (Epidergnaith factor
receptor) (EGFR) geni pek cok sinyal y@ldizerinde aktive edici role sahip olup; timor
bliyumesi sirecinde de etkin rol oynayan bir gendfiolorektal kanserde de
ekspresyonunun argtigosterilen bu gen terapotik bir hedef olarakettendirilirken (256)

bizim gen listemizde literatiriin aksine ifadesilaaagrupta yer almaktadir. Bu énemli
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yolakdaki bu dengesizlik icirsu noktada net bigey stylemeden 6nce bu genlerin
ifadesinin QRT-PCR ile de derlendiriimesi gerekmektedir.QRT-PCR sonuglarinin
mikrodizin verisini valide etmesi durumunda ise t@sel seviyede daha ileri analizlerle bu

nokta aydinlatilmaya calimalidir.

Metabolizma pek ¢cok mikrodizin gen ifade catnasinda oldgu gibi gen sayisi acisindan
bizim calsmamizda da 6n plana ¢ikan yolaklar arasinda yealdbmolup gen ifadesinde
azalma gorulen grup dahagm olarak bu yolgin bir pargcasi olmgiur. Kanserde aktif
sinyal yolaklarinin yaninda d@dsimis metabolizmaninda 6nemli bir payr ofdu
gosterilmekle birlikte klinik kanitlarda metabolizakanser ikkisini  dogrular
niteliktedir.Cgzalan kanser hucreleri normal htcrelere gore oOnenderecede farkh
metabolik ihtiyaclar sergilemektedir. Ogie artan bu ¢galma isteklerini kagilamak icin
ek besinlere ve enerjiye ihtiya¢c duymakla birlikiendr progresyonu boyunca metabolik
yolaklarini yeniden dizenlerler (257). Kanser-meliama iliskisi yeni olmamakla birlikte
en iyi karakterize edilngi metabolik fenotip “Warburg etkisi” dir. Bugun sahibi, Otto
Warburg, kanser hucrelerinin enerji Uretim yonteamia degistigini ve sa&likli
hicrelerden farkh harekete ¢ini ifade etmgtir (258).Kanserli hicreleri; normal
hiicrelerden farkl olarak hicrenin enerji ihtiyaoif695ini karsilayan mitokondri yerine
glikoliz yolunu tercih etmektedirler. Bu yontem gksin yetersiz oldgu durumlarda
basvurulan verimsiz ve toksik bir yontem olmasingmeen kanserli hicreler ortamda
yeterince oksijen olsa dahi eneriji ihtiyaclarindeee bu yolla karliyorlar, mitokondrileri
yokmus gibi davraniyorlardi.Metabolik dégumlerin pek cok spesifik transkripsiyonel
programla kontol edilg@ bilinmekte ve timdr baskilayici gen ve onkogerntasyonlarina
cevap olarak da aktive edifibilinmektedir (257-260). Bu noktada gahamizda tespit
edilen genler icinde CA1 ve CA2 genleri ifadeleekdfarkl dezisimle (azalma) ve daha
once ifade edilen ozellikleriyle dikkat cekmektedadesinde azalma (PLCD3, ABCC13,
ABCC3, ABCD3, ABP1l)ve artma (GUCY1A3) gorulen bagenlerle ilgili olarak
kolorektal kanserde yapilgibir ¢alsma bulunmamaktadir. Bu genlerin karsinogenez
surecindeki anlamlarinin ortaya cikarilmasibu yolaerindeki eksik bilgilere dnemli
katkilar sunabilir. ifadesinde artma goériilen GSTP1 geni glutatyon Ssfeaaz enzim
super ailesinin bir Uyesi olup deteoksifikasyonddreglidir. GSTP1 geni kolorektal
kanserde aberrant kript ggladan ilerlemg karsinoma kadar yaygin olarak ifadesinde

artma gortlen bir gendir. ArtsIGSTP1 ifadesi ayni zamanda coklu ila¢ direnci g1k

229



prognoz ile ilgkilendirilmis olup GSTP1 geni tumor biyobelirteci ve terapotddaf olarak
gosterilmektedir (261). Metabolizma yglada da gorev alan PIK3CG (PI3K,
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase,algéit subunit gamma) geni ayni
zamanda kanser, kolorektal kanser, VEGF sinyal gyplastilin sinyal yolgi, kemokin
sinyal yola gibi daha pek ¢cok 6nemli yolakda gorev almaktgppbaha 6nce bahsedidi
uzere kolorektal kanserde tumorigenezis ve kanséifemesi surecinde etkin olgu

belirtiimektedir.

Tez calgmasinda analizde karsinogenez strecinde etkilieg@ntespitinde kullanilan tim
kriterleri kapsayarmfHBS2 (19 kat) ve INHBA (11,31 kat)genleri gen ifadesindeki agt
ile dikkat c¢ekmektedir. INHBA TGIB- (transforming growth factor
superfamily) ailesinin bir ligandidir. Bu 2 genrlibte TGF{f sinyal iletiminde rol
oynamaktadir. Bu iki genin korele ifade artkanserde artrgiinvazyon ve dgsmis
hicrelerarasi matriks proteolizisinden sorumlu @gldu belirtiimektedir. Kim ve
arkadalarinin bu ¢oklu kanser camalarinda bu genlerin metastaz inhibe edici binaja
olarak terapotik hedefler listesine girebilgicéneriimektedir (262). Yine TGB-yolaginda
ifadesi azalan grupt?ACVRL1 ve THBS1 geninin bulunmasi ve bu genlerin yine
kolorektal kanserde timoér damarizas! ve metastazinda etkili olmasi bu genlerinkmgra
etkinliklerinin olabilecgi fikrini uyandirmakta ve gercekdgrilecek yeni ¢agmalarla bu
alanda 6nemli bir bilgi gganabilecgi 6ngorulmektedir. Yine bu noktada anjiyogenik bir
faktor olan VEGF geninin cagmamizda timoér orneklerinde argmifadesi dikkat
cekmekte olup; bu genin gen ifade analigaetendirmemizde en 6nlerde yer almasi bu
genin dgerini artirmaktadir. Tumor hucreleri buyurken bésie, oksijene ve yeni
damarlara ihtiyag duymaktadir ki bu noktada anjgmoeg sitreci devreye girmektedir.
Anjiyogenez timoér ve stroma hicrelerinden anjigefaiktorlerin salinimina k@ olan
karmaglk bir sdrecti. VEGF geni en buyidk pro-anjiyogenikaktor olarak
disinulmektedir.Bu genin ifadesi, tumoriun etrafindaiygamar olgumu indiklenmekte
ve tumaorun eksponensiyal buyumesine aracilik eteagkt Pek cok kanserde olglu gibi
VEGF genin artny ifadesi kolorektal kanserin molekiler mekanizmedaironemli bir
yerde olup sahip oldiw potansiyel bu geni anti-kanser yakialarin hedefi yapnstir.
Bevacizumab (Avastin) VEGF inhibisyonunda kullanilair monoklonal antikor olup
kanser tedavisinde anti-anjiyogenik ajan olarakindanmstir (263, 264). LEF-1
(lymphoid enhancer factor-1) cghamizda yine 6n plana ¢ikan yolaklardan Wnt gwimn
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bir parcasidir. Wnt sinyalleri, normal olarak buygmm regulasyonunda, apoptozisde ve
intestinal kok hucrelerin farkhifgnasinda rol almakta olup kolorektal kanserin
gelismesinde ve ilerlemesinde etkin olan yolaklardandlwir Lin ve arkadalarinin 2011
tarihli calsmalari LEF-1 geninin kolorektal kanserde agtnfiadesinin bir érngini teskil
etmektedir. LEFP katenin kompleksinin etkisiyle wifit/katenin anormal aktivasyonu
kanserin ilerlemesi ve karaer metastazinda etkili olgu bu calgmada gosterilngi olup
LEF1 geninin wnt yolainin bir prognostik biyobelirteci olabilegeifade edilmektedir
(265).

Transkriptom analizleri sonucu yapilan biyoinforikatanaliz ve veri madencii
calismalari sonucunda belirlenen yolaklar ve genlerlemgiginde genel anlamda kanser
olusumunda, proliferasyonunda ve yayilmasinda etkik pek gen tespit edilmndir. Yine
bu calismada dnceden tanimlanmy prognostik, diyagnostik ve terapotik 6nemi olan
pek cok gen tespit edilmy olmakla birlikte; biyobelirte¢c 6zellikleri spesifik olarak
calisiimamis pek cok gen (PIK3CG, GADD45B, LEF1, INHBA...) bulunmaktadir.
Boylece biyobelirte¢c ve tedavi hedefi olma yonundekgenlerin secilmesine yonelik

literatire_de 6nemli_katkilar _saglanmistir. Bu noktada calisma ortaya koydugu

sonuclarla yeni calsmalarin da o6nint acmstir. Calismadan c¢ikan sonuclarla
molekuler biyobelirte¢ veya terapotik hedef olacak molekillere yodnelik spesifik
calismalar gerceklsstirilebilecegi gibi calismada tanimlanan henliz kolorektal
kanserde hi¢ calsiimamis ya da cok az cakilmis ve karakterize edilmems bir ¢ok

genin arastirilmasi molekiler mekanizmaya ait 6nemli bilgiler cikmasini sglayabilir.

6.1.2.2.Kolorektal kanserde grade’ler arasi globafen ifade profili

Sonuc: Kolorektal kanser grade Il ve Il arasinda farklibir gen ifade profili

tanimlanmis olup daha agresif fenotipe giden strecgte 6nenalkdrler tespit edilmgtir.

Tez calgmasi kapsaminda bu ¢k altinda toplamda 6 katastirma gerceklgirilmi stir.
Bu kasilastirmalardan ilkinde tumor orneklerinde grade’leasanda gercekiérilmis
olup; timar hicrelerinin farklilema derecelerine gore ve daha agresif fenotipe gid&ta
bir gen ifade profil imzasinin ¢mip tginmadg sorgulanmytir. ikinci kasilastirma
grubunda ise herbir timor grade hasta grufiunermal 6rnekleri (6rn@n timor grade I
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vs normal grade Il) ile karastiriimis olup herbir farklilamada normal hicrelere goére
nasil bir gen ifade paterni glugu tek tek sorgulanmgive ardindan kollektif dgerlendirme

gerceklgtirilmi stir. Sonuclar 2 ayr béik altinda sunulmgtur.

6.1.2.2.1. Tumor drneklerinde grade’ler arasi genfade profili

Calsma kapsaminda sagidaki  kasllastirmalar  cercevesinde  gerlendirme

gerceklatirilmis olup; gen ifade paternlerine goére kolorektal kanser gradéere

ayrilabilecek mi sorusunun cevabi aranytr.

Tamor grade II- tumor grade |
Tamor grade llI- tumor grade |

Tamor grade IlI- timor grade 1l

Bu kagilastirmalar sonucunda 2 kat ve p<0.05 istatistiksémhlikta Grade Il vs Grade |
karsilastirmasinda 8 gen, Grade lll-Grade | ¢kstirmasinda 14 gen ve Grade IlI-Grade
Il karsilastirmasinda 153 gen farkli olarak ifade editmi (Cizelge 5.17). Bu
karsilastirmalara ait hiyergik kimeleme analizlerinde ise sadece grade Il xedg Il
ornekleri gen ifade paternlerine gore 2 ayri grubailabilmisti. Bu durum dger
karilastirmalarin  bu anlamda ©6nemini yitirmesine sebep ustar. Bu sonucun
dogmasinda grade | grubundaki hasta sayisinin yetetsiasi énemli bir etken olarak
karsimiza cikmaktadir. Daha fazla sayidaki hasta gruleu gerceklgtirilecek bir
kargilastirmada farkl bir goruntt elde edilebilir. Bu satar cercevesinde tez gahasi

kapsaminda sadece tumor grade llI-timor gradergilgtirmasi dgerlendirilmistir.

Grade Ill 6rneklerinde grade 1l érneklerine gorékat desisim gosteren 153 genin ifade
paterni ile bu 2 grup birbirinden ayrilabilgtir. Farkl ifade edilen bu 153 genin 24’Gnun
ifadesinde artma go6zlenirken 129’unun ifadesindara tespit edilmstir. Bu farkli ifade
edilen gen listesi ile gercekl&ilen fonksiyonel anotasyon, zengigiee, yolak
analizlerinde bereber hareket eden ve bu hikayaegenel resmini cizebilecek bir
zenginlame olmamytir. Gen ontoloji analizlerinde ise farkli ifadeilet bu gen listesinde
ifadesinde artma gorilen genlerin hicre dongusu, PKIAkaskadi, tarnskripsiyonu
duzenlenmesi, apoptotik proses, fosfolipid metamoéisi gibi “GO” biyolojik proses
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terimlerinde yer al@y; ifadesinde azalma gorilen genlerin ise sinyahgdiksiyonu,
¢esitli metabolik prosesler, transport, hiicre adezydranskripsiyonun dizenlenmesi gibi
cesitli terimlerde toplandil gorilmektedir. Yine bu biyolojik proses terimlémlorektal
kanserde karmiza cikmaktadir (200). Kolorektal kanserde féakinanin
derecelendiriimesinde gen ifade profilininggei henliz ortaya konmastir. Ancak bazi

kanser tirlerinde grade’ler arasi gen ifade prédiki tespit edilmj ve karsinognez
suirecine o6nemli katkilar sunulgtur. MacDonald ve arkadi&rinin astrositoma
orneklerinde gercek$ardikleri calismalarinda 9 genin ifadesinin yiksek grade’li
tumorlerde bozulmwoldugu ve bunlar arasindan en fakli ifadelenen APODrgemnalign
astrositoma olgumunda kritik bir rol Ustlendini belirtmektedirler (266). Yine Cui ve
arkadalari mide kanserinde farkli grade’ler arasinda gapl 452 genin ifadesinde
degisiklik oldugunu saptamglardir. Bu ¢calymada kanser progresyonu ile yakindagkili
sinyal yolaklari (wnt, ErbB, NOD-like, PPAR) ve hécadezyon molekullleri genlerinin
ifadelerinin  farklilgmanin derecesi ile korele gstigi belirtimektedir. Yine
gastrointestinal mukozanin farkglaa seviyesinin iyi bir belirteci oldiw rapor edilmy
MUC13 geninin ifadesinde @sim saptannytir (267). Bu noktada bizimde gen listemizde
musin genleri bulunmaktadir. Kolonun luminal yuzelikoproteinlerden olgan kalin bir
mukus tabakasi ile ojmustur. Bu tabakanin ana karakterleri musin glikoprdezi olup
bu glikoptetinlerin dgismis gen ifadeleri kolorektal kanserde siklikla $anza
ctkmaktadir. Farkh olarak ifade edilen gen listed@ yer alan ve kolorektal kanserde
artms gen ifade profili ile kendini gosteraviUC2 geni yaklasik 6 katlik artg ile 6n plana
citkmaktadir. Bernini ve arkaglarinin yaptiklari capmada artny MUC2 ifadesi
metastatik fenotip ile ikilendirmis olup bu gen camalarda ilerlemi kanser
kompozisyonun bir aday belirteci olarak geeendiriimektedir (268). Bu noktada
calismamizda grade Il timor orneklerinde grade 1l oteeke goére oldukca yuksek
derecede artmi ifade profili cizmitir. Gercgeklatirilecek validayon c¢agmalarinin
ardindan MUC2 geni ifadesi grade Ill ornekleriniade 11 Orneklerinden ayirmada

kullanilabilir.

Grade 1l drneklerinde en farfli ifadelenen genskahm ba&imli lektin super ailesinin bir
dyesi olan REG4 (regenerating islet-derived family member génidir. Bu gen
EGFR/Akt/aktivator protein-1 sinyal ydlenin potansiyel bir aktivatori olup; pek cok
kanserde artmi ifadesiyle kendini gosterstir. Genin transkripsiyonel regilasyonuna

heniiz tam aciklanmgur. Bu gen Bcl-2, Bcl-xl, survivin apoptozis inlslgonunda goérevli
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genlerin ifadesini artirmaktadir (269). Bu gen keldal kanserin progresyonunda 6nemili
bir role sahiptir. Yine gen listemizde ifadesind#e gorulen genlerden biri dBJND
proto-onkogenidir. Bu gen JUN ailesinin bir mensubu olup APl skaipsiyon
faktorinin bir parcasini afturmaktadir. Ayrica hicreleri p53 ganli seneses ve
apoptozisten korudiw bilinmektedir. Bu noktada literatirde bu geniradésindeki

degisimle ilgili kolorektal kanserde yapilmibir ¢calsma _bulunmamaktadir. Cgnamizda

ifadesinde artma tespit edilen bu proto-onkogenayula ifade edilgi fonksiyonu ile
birlikte kanserin ilerlemesinde 6nemli bir faktdaxak durmakla birlikte yeni ¢aimalarla

bu genin etkisinin gosterilmesi gerekmektedir.

Bagirsak epitelinde hticre gdylzeyini artirmak icin hiicre zariningdriya dg@ru meydana
getirdigi mikrovillus yapilari bulunmaktadir. Mikrovillustda bulunan villin, aktinleri
birbirine balayan proteinlerdir. Grade Il 6érneklerinde gradigd gore bu genin (VIL-1)
ifadesinde azalma olgu gorulmitir. Yine bu genin ifadesindeki azalma Arongo ve
arkadalar tarafindan kotu diferansiye kolorektal kansdyir 6zellgi olarak gosterilmytir
(270).

Calismamizda, kolorektal karsinogenezde ifadesindeliisdain anlami heniliz ortaya
ctkariimamg pek cok gen (QPRT, NEBL gibi) ve literatirle uyumsir kag gen (TDGF1)
bulunmaktadir. Bunlarin validasyonu ve fonksiyomaryonelik camalar dnemli bilgiler
aciga cikarabilir.

Calismamizda gercekiérilen bu grade katlastirmasi ile tumér progresyonunda ilerlemi
noktada 6nemli olabilecek pek ¢ok gen tanimlagnatup; ilerlemi kanser fenotipinin bir
belirteci olabilecek potansiyel hedefler goOstersftini Ayrica tespit edilen bu genlerin
validayonu sonrasinda grade llI- grade Il ayirinarggen ifade dizeylerinin kullaniminin
Oonu acilabilecektir. Kolorektal kanserde bu yondechlisma yapilmanmy olmasi projenin
onemini artirmaktadir. Histolojik derecelendirmeniyetersiz kalabilegg@ noktarda
molekiler derecelendirme bir alternati§ki# edebilir; ancak bu noktada daha ¢ok gak
yapilmasi gerekmektedir.
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6.1.2.2.2. Farkli timdr gradeleri ve gli normal kar silastirmalari

Bu kasilastirma grubunda ise herbir tumoér grade hasta grugpu nermal ornekleri
(6rnezin tumor grade Il vs normal grade 1) ile kdastiriimis olup herbir farklilamada
normal hicrelere gére nasil bir gen ifade patelnjtogu tek tek sorgulanmive ardindan

kollektif degerlendirme gercekdgrilmi stir.

Grade | orneklerinin sayisi ¢ok yetersiz gtdugibi bu kagilastirma igin bir sonug elde
edilememgtir. Grade 1l ve IIl timdr oOrneklerinin s normalleri ile kasilastirmalari
sonucunda sirasiyla 2 kat gfdzals parametresiyle 1097 ve 487 farkli olarak ifaddesdi
gen tespit edilmtir (p<0.001) (Cizelge 5.18). Her iki kalastirmanin kimeleme
analizileri sonucunda oOrnekler gen ifade profitherigére timor ve normal olarak net bir
sekilde 2 ayri gruba ayrilmgtir (Sekil 5.27).

Grade Il ve lll kagilastirmalarinin bu bdlumde birlikte @erlendirilmis olup aradaki
farklar yada on plana ¢ikan noktalara dikkat ¢ekilim iki derecenin normal 6rneklerine
gore kagilastirmalarinda gen ifade analiz sonuclaringetéendiridigsimiz ana baliklar (en
farkl ifade edilen genler, 6n plana c¢ikan kromofmmnzenginlgen anotasyon kime
terimleri ve yolaklar gibi) acisindan aralarindi fark saptanmangtir. Ornesin iki
karsilastirmada da ifadesi artan genler genellikle kansdagy, p53 sinyal yolgi, fokal
adezyon, hucreler arasi matriks reseptikigi yolaklarinda yg@unlasmisken; hicre
dongusunin grade 1l kalastirmasinda gen sayisi acgisindan 6n plana ¢ikmagiagke 1
‘de sadece 2 genle temsil edilmesi ayni zamandabuktma yolginin yine grade III' de
daha on plana ¢ikmasi dikkat ¢eken bir ayrinti gtomu Kolorektal karsinogenez bir ¢ok
farkll genetik dgisikli gin dereceli birikiminin ge kargtigi cok adimh bir surectir. Bu
degisiklikler prekansertz lezyonlari malign transformass yonlendirmektedir (271).
Maglietta ve arkadgarinin kolorektal karsinogenezde transkriptom praégisikliklerini
molekiler yolaklar Uzerinden gerlendirdikleri calmalar timdrigenezisde hangi
yolaklarin bir basamaktan bir sonraki basgaaecste etkili olduklarini géstermeleri
acisindan 6nemli olup catnamizda ortaya ¢ikan bu gorunttye belli bir seveyadiklama
getirmektedir. Kanserin daha erkegamalari hiicre dongusundeki kontrol noktalarinin
aktivasyonu ve temel transmembran sinyal prosesleki bozulma ile karakterize

oldugunu belirtmektedirler. Daha ileri samalarda ise hucre farklgimasinda etkili
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yolaklardaki genlerin ifadelerinde azalma, hicre danamiklerini yoneten yolaklarin ve
G2>M gecisinin ifadesinde artma godzlenmektedir. tdidongustinde bazi noktalar aktif
olmakla birlikte; 6zellikle timor gediirici mikrocevre faktorlerinin ifadesindeki artmee
metabolizma yolgndaki bozulmanin artmasi (argneaerobik glikoliz, ksenobiyotik
yolaklarin ifadesinin azalmasi) invazikamanin karakteristik 6zelliklerindendir (272).
Genel anlamda iki ayri katastirmadaki gen listeleri incelenginde bu noktayi
destekleyen daha pek ¢ok gen barindirmaktadirb&ka deygle grade 1l ve lll arasinda
ortak parcalar olmakla birlikte kendilerine ait Ib&lir gen ifade resmi de ganaktadirlar.

Bu sonuglar iki kagylastirmaya ait genevenn analizleri ile de desteklertegik

Bu iki karilastirma sonucu daha once ifade edilen kriterler gerg@de gen ifade
analizinden ortaya c¢ikan onemli genlere haktizda genel anlamda timor-kontrol
karilastirmasinda ©One c¢ikan genlerle @rtiekle birlikte 6zellikle grade I
karsilastirmasinda kanser gkili bazi 6nemli ve farkli genler dikkat cekmektedirade I
orneklerinin gli normal ciftleri ile gergeklgirilen kailastirmada tespit edilip daha 6nce
tumor-kontrol kagilastirmasinda ortaya cikmayan genléYC, IRAK, LYN, NMEI
MSH2 ve PSEN1dir. ilk 5 genin ifadesinde artma gorulirken PSEN1 géfaidesinde
azalma gorulmgitr. Grade Ill kagillastirmasinda ise yine daha oOnce tespit edilmeyen
PPARD ve NEDD4lIgenleri tanimlanmiolup her 2 geninde ifadesi azam.

Myc geni kolorektal kanserle yakin gki kurulmus bir lokusda (8924.21) yer alan ve hiicre
proliferasyonunun regilasyonunda gorev alan Onebiti onkogendir. Cajmamiz
kapsaminda pek c¢ok kanser turinde yuksek ifadeldmengen sadece Grade |l
kargilastirmasinda tespit edilgken Grade IIl kanlastirmasinda normal Orneklere gore
ifadesinde bir dgisim saptanmamgtir. Sikora ve arkadgarinin bir ¢algmasinda da bu
genin ifadesinin iyi diferansiye kolorektal kans@neklerinde oldukca ytksek (32 kat)
oldugu belirtilirken koétl diferansiye kanser drneklendaha az seviyede bir ifade tespit
edilmistir (273). Bu 6nemli nokta myc genini prognozu Helyici ve tedaviyi yonlendirici
bir ajan haline getirmektedir.

interleukin-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK1)geni pek cok kanserde artgi
ifadesiyle ve MDS'’de terapotik yaklan olarak dnerildii noktada kolorektal kanserde ¢ok

fazla calsma yapilmamasi bu geni yeni gahalara aday gostermektedir (274, 275). Yine
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bir viral onkogen homolgu olan LYN (v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related
oncogene homolog)geninin artmy ifadesi kanserde tanimlargken RNA-i aracil
susturulmasi hicre gocund ve invazyonuinhibesiegfosterilmitir. Bu 6zelligi ile yine

terapotik yaklaimlara hedef gosterilmektedir (274, 276).

Grade 11l kasilastirmasinda tanimlanaRPARD geni (Peroxisome proliferator-activated
receptor D) PPARailesinin bir tGyesidir. Cekirdekrinonu reseptodr super ailesi olan bu
molekdillerligandla aktive olan transkripsiyon fakésidir.PPAR genlerinin metabolik
hastaliklardaki ©6nemli etkilerinin yanisira kanedd ilgkilendirilmistir.; Ancak
kanserdeki bu i¢kinet degildir; bir baska deysle kolorektal kanserde ifadesinde azalmada
artmadatespit eden c¢ahalar mevcuttur. Bazi c¢amalarda hiicre g@mlmasini aktive
ettigi, apoptozisi inhibe etti, VEGF gen ifadesini artirgh Dbelirtiimisken bazi
calsmalarda aksine apotozisi uyatdi hicre c@almasini inhibe e, terminl
farklhilasmayi indukledgi gosterilmitir. Bu gorunti bu genin dnemli bir potansiyele ipah
oldugu; ancak gercek rolinun aginasinda daha ¢ok ¢gitna yapiimasi gerelgine isaret
etmektedir (277).

Bu noktada grade Il ve Ill arasinda tespit edilenlgrde 6énemli bir zengindme olmazken
gen bazinda gercekliilen deserlendirmede; bu iki dereceyi molekuler ifadeye eyor
ayirabilecek faktorlerin vagh dikkat cekmektedir. Ayni zamanda daha Once taammk
pronozu belirleyici ve tedaviye yon verebilecek yadaolekillerin cagmamizda da tespiti

bu genlerin validasyonuna katkigsamistir.

6.1.2.3. S§ ve sol yerlgimli tumorlerin gen ifade profili

Sonug¢Sol ve sg yerlesimli timoérlerin gen ifade profillerinde belirli bir patern
tanimlanamazken bu tumérlerin @ normalleriyle Kkargilastirmalart  kanserin

gelisiminde lokalizasyon acisindan farkh bir profil sgilediklerini disUndurmustdr.

Calsma kapsaminda sagidaki  kasllastirmalar  cercevesinde  gerlendirme

gerceklatirilmis olup; gen ifade paternlerine gdre kolorektal kanser sg ve sol

yerlesimli_olarak ayrilabilecek mi sorusuna cevap arangtm. Ayni zamanda hem sol
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hem de sa yerlesimli timdrlerin &li normallerine gore gen ifadelerindeki @gmin
tespiti de ayri ayri gercellrilmi stir.

Tamor Sol Kolon- Tumor SaKolon
Tumor Sol Kolon-Normal Sol Kolon

Tumor Sg Kolon-Normal Sg Kolon

Sol ve sg yerlesimli timor Ornekleri arasinda gerceftieilen karsilastirma sonucu 2 kat
ve p<0.05 istatistiksel anlamliikta 16 gen farklarak ifade edilngtir. Bu genlerin
2’sinin ifadesi artarken 14 genin ifadesinde azalg@tlmitir (Cizelge 5.20). Bu
kargilastirmaya ait hiyeragk kimeleme analizlerinde ise tespit edgnbiu 16 genin ifade
paterni ile sol ve gayerlesimli kolon Ornekleri arasinda bir ayirim tespit lediemitir
(Sekil 5.33.). Bu sonucun gmasinda sakolon grubundaki hasta sayisinin yetersiz olmasi
bir etken olabilir. Daha fazla sayidaki hasta gribwgerceklstirilecek bir kagilastirmada
farkl bir gortinti elde edilebilir. 16 genlik bistede yine genlerin ifadesinde dikkat ¢ceken
katsayida bir argi gbrilmemgtir.Bu genlerin DAVID yazilimindaki dgerlendirilmeleri
sonucunda da genler anlamli bir panelstltmayip; fonksiyonel anotasyon kiimelerine

ayrilmamstir.

Sol ve sg yerlgimli tumorlerin eli normalleri ile gercekligtirilen analizlerde herbir
yerlesim icin normal hicrelere goére nasil bir gen ifadgepni olygtugu tek tek sorgulanmgi

ve ardindan kollektif deerlendirme gercekdgirilmi stir.

Sol ve sg yerlgimli tumor orneklerinin @i normalleri ile kasilastirmalari sonucunda
sirasiyla 2 kat agfazals parametresiyle 900 ve 337 farkli olarak ifade exdigen tespit
edilmistir (Cizelge 5.21.). Her iki karastirmanin kimeleme analizileri sonucunda
ornekler gen ifade profillerine gore timor ve nokrrakrak net birsekilde 2 ayri gruba
ayrilmistir (Sekil 5.34).

Sg ve sol kolon timorleri arasinda c¢ok fazla gal olmamakla birlikte gen ifade
farkhligr gosterilmgtir. Bertucci ve arkadgarinin yaptgl calsmada 46 gen, Demtroder ve

arkadalarinin calsmasinda 180 ve Komuro ve arkaglinin calgmasinda ise 191 genin
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farkl olarak ifade edildii tespit edilmgtir (188, 192, 225, 278). Sol kolon timdorlerinde
siklikla p53 mutasyonlari gorulirken gsakolon tumoérlerinde mismatch tamir
mekanizmasindaki defektler daha sik olarak goritedik FAP hastalarinin nerdeyse
tamami sol kolon yerfamli iken HNPCC hastalarinin yaklik %70’i sa& kolon
yerlesimlidir (278).

Tamor sol, sg kolon ve gli normalleri ile gerceklgtirilen karilastirmalarda DAVID
analizleri sonrasinda afan gen listesinde goérilen yolaklarggeendirilmistir ( sekil 5.37.
ve 5.38.).iki karsilastirmada da benzer yolaklar goriilmekte olup genéhrada sinyal
yolaklarinin varlgl dikkat cekmektedir. Ancak baskin Bekilde s& kolonda en 6n plana
cikan yolak metabolizmadir ve bu yolaktaki genlegf90’Inin ifadesinde azalma
gorulmistir. Bunu fokal adezyon ve ekstraseliiler matriksepor ilkisi takip etmgtir.
Sol kolon da ise 6n plana c¢ikan yolaklar Kanseragiolhticre dongusu, ekstraseltler
matriks reseptor gkisi, MAPK sinyal yolagi, p53 ve Wnt sinyal yoadir.Ornein sol
kolonda normal hicrelere gore hicre dongusundeivasdyon (10 gen) dikkat cekerken
sg kolonda normal hiicrelere kiyasla sadece 1 geadesdinde désim gorulmdtur. Yine
sol kolonda kanser yata 21 genle dikkat cekerken g&olonda normale gore sadece 3
genin ifadesinde dgsim gozlenmgtir.Yine sol kolonla ilskilendirilmis p53 yola& (12
gen) calymamizdaki kapnlastirmalarda da sol kolonda 6n plana ¢ikan bir yaakustur.
Bir diger 6rnek apoptozis yatedir ki sol kolonda normale gore 8 genin ifadesiddgsim
gozlenirken s@ kolonda sadece 2 genin ifadesindeigien gortlmtir. Bu tablo sol
kolon ve s& kolon tumorleri gekiminde farkh ~mekanizmalarin  olgunu
disundurmektedir. Her ne kadar sol veg $@lon timorleri arasinda anlamli bir gen ifade
desisimi yakalanamasada farkli lokalize bu timorlergh Bormal ciftleri arasinda yapilan
karsilastirmalarda sol ve gayerlesimli timdrlerin kendilerine ait bir hikayeleri varmgibi
durmaktadir. Daha fazla ve dengeli sayidaki oldalayerceklgtirilen bir calsma bu

durumu netlgtirecektir.

Tumor sg kolon-normal sg kolon kasilastirmasinda daha 6nceki kdastirmalarda 6n
plana ¢ikmayanL-8 (Interleukin 8) geni tanimlanmgtir. Yine ifadesindeki 9 katlik ast
da dikkat cekmektedir. Bu gen notrofil kemotakses degranilasyonu yonlendiren bir
proinflamatuvar CXC kemokini olup; pek cok sinyallgsini akive etmektedir. ArtngilL-

8 aktivitesi kanserde proliferasyonun artmasi,yagjenik yanitin yonlendirilmesi, kanser

hiicrelerinin gociu gibi pek ¢cok dnemli gorev ilgkilendirilmistir. Ferri ve arkadgdarinin
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2013 tarihli caymasinda sayerlesimli kolorektal kanser vakalarinda aririL-8 ifadesi
erken evre kanser ile gkilendirilmistir (279). Bu ve bizim ¢ajmamiz IL-8 geninin sa

yerlesimli timorler icin bir aday belirtec olabilegmi disindirmektedir.

Tez calsmasinda sol ve gayerleimli tumoér 6rnekleri arasinda gamis anlamli bir gen
ifade paterni tanimlanmasa da normal orneklerlegaddsstrilen kagilastirma sonuclari

onemli bilgiler sunmgtur.

6.2.Global Kopya Sayisi Dgisiklik Analizi Cali smalari

6.2.1.DNAizolasyon optimizasyon ¢caimalari degerlendirmesi

Sonu¢g: Gergeklgtirilen optimizasyon uygulamasi ile FFPE 6rneklerleenzimsel

reaksiyonlarda daha hgarili sonuclar veren bir protokol sunulmgtur.

FFPE dokular DNA icin en gepimateryal kayn@ olmakla birlikte nukleyik asit
degredasyonu ve proteinlerle nikleyik asitler amdaiolgan capraz hdar bu materyali
pek cok enzimsel reaksiyon icin 6zellikle de yiksgdm hacim teknolojiler icin uygunsuz
kilmaktadir (145, 146). Bunun yanida FFPE dokularD&lA izolasyonuna ve izole edilen
bu DNA’larin kullanimina yonelik optimizasyon cahalari bulunmaktadir (280-282).
Ancak surec¢ icin Ozellikle de bu o6rneklerin yukséiem hacimli teknoloijlerde
kullanimina yonelik ihtiyaclar devam etmektedir. Boktada tez kapsaminda mikrodizin
gibi bir teknoloji ile calgilacak olmasi ve FFPE o6rneklerin mikrodizinde kailfaina
uygun olmadil g6z 6nunde bulundurulgdunda ana calmadan 6nce en optimal DNA
elde edebilmek adina gigik yontemler ve uygulamalar cercevesinde optimipasy

calismalari gerceklgirilmi stir.

Optimizasyon uygulamasinda 6 farkli icerikli lizsolisyonu iceren fenol-kloroform
metodu (farkh iceriklerin DNA miktar ve kalitesinetkisinin aratiriimasi) ve iki farkli
ticari kit ile izolasyonlar gercekgérilmistir. Ayrica ¢capraz bgarin enzimsel reaksiyonlari
etkiledigi noktada Is1 uygulamasinin bu caprazglaa geri cevirmesi 0zellinden
yararlanilarak bu modifikasyon her bir izolasyon todeina uygulanngi ve sonuclar

degerlendirilmistir. Sonrasinda bu uygulamalarin DNA miktar ve fesine etkisi
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incelenmsg olup yine enzimzsel reaksiyonlardaki etkisi 2 fagenin PZR reaksiyonu ile
amplifiye edilmesiyle dgerlendirilmistir (Sekil 5.42.). Bu optimizasyonun kapsami

acisindan literatirde dengi bulunmamaktadir.

Izolasyonlar sonucunda miktar ve kalite agisindaniyersonuclari 1si modifikasyonu
uygulanmg fenol kloroform yontemi verngtir. PZR reaksiyonlarinda yine en verimli Grin
amplifikasyonu 1s1 modifikasyonu uygulangmfenol-kloroform ydntemi verngtir. Isi
modifikasyonunun hemen hemen tim yontemlerdgara sonu¢ verdji gozlenmitir.
Oyle ki normal protokol ile izole edilmiDNA'larla gerceklatirilen amplifikasyonun jel
goruntistunde Urine ait band gozlenmezken ya daggikken modifikasyon uygulangi
metodla izole edilen DNA'lar ile gercekl&rilen PZR reaksiyonlarinda hi¢ band

gozlenmeyen reaksiyonlarin dahi dikkat ceken bimvidi ge ulatigl gorilmektedir.

Gerceklgtirilen optimizasyon uygulamasi oncelikle tezde ggédestirilecek mikrodizin
calismalarini  kolaylatirmistir.  Ayrica bu optimizasyon 06zellikle de modifikasy
uygulamasinin FFPE o6rneklerden elde edilen DNAlrgerceklgtirilecek calsmalarin

Onunl acabilmesi acisinda 6nemr@aktadir.

6.2.2. aCGH - kopya sayisi dgsiklikleri analiz de gerlendirmeleri

Sonu¢Sporadik  kolorektal kanser vakalarinda gercekigilen kopya sayisi
degisiklikleri ile kanser baslangici ve ilerlemesinde etkin tanimlangnve yeni genomik
degisiklikler tanimlanmistir. Karsinogenez stirecinde bu yapisal gigkliklerin yeri ve

onemi Uzerine literatlre dnemli katki gdanmistir.

Kolorektal kanserde de siklikla tanimlanan genomnigtabilite genetik d&sikliklerin

birikiminin bir yansimasi olup; klonal yayllmayalyagan biyime avantajigamaktadir.

Tekrarlayan genetik olaylarin pek cok dnemli geapsadil ve normal epitel hicrelerin
malign timadre neoplastik transformasyonunu tetitiginbilinmektedir (208). Cok adiml
karsinogeneze bir model olan kolorektal neoplaziska balangi¢ ve ilerlemesiyle ilgili
genetikbir paradigma icermektedir (59). Kopya sawesisiklikleri kanser htcrelerinin
onemli deisikliklerindendir ve bu paradigmada onemli bir yerdermaktadir. Pek cok

calismada kolorektal kanserde yinelenen kayip ve kazanigspit edilmitir (60-63).
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Bununla birlikte bu yapisal dssiklikler hala tam anlglmams olup; calsmalar ve
tartismalar devam etmektedir.

23 kromozom boyunca analiz edilen kopya sayigisdeikleri sonucunda 20.894 adet
segment tespit edilgtir. Bu segmentlerden en az 3 bireyde bulunan dikgdiyon
segment sayisi 4632 iken delesyon segment sayi31di¥.

Genlerin kromozomlardaki gdiminda hem amplifiye hem de delesyon bdlgelerilge

en fazla 1 ve 17. kromozomlarda bulunmaktadir.

En sik (%20) gorilen kopya sayisi d@siklikleri: Amplifikasyon :5q15.33, 7p22.3,
8024.3, 11q13.1, 11g13.3, 9g34.3, 20q13.12, 200334 20g113.33. Delesyon: 6p22.1
ve 17925.1 dir.

Kolorektal kanserde gercektgilmis aCGH cakmalari ve KSD analizleri
degerlendirildiginde en sik amplifikasyon gortlen bdlgeler 8q v Reomozom bdlgeleri
oldugu gorulmektedir (66, 203-205). Cahamizda da bu boélgelerin %20 siklikla
amplifiye oldysu gorilmekte hatta yine kolorektal kanserde %5@kliklarda amplifiye
olar20q13.33 bolgesi caimamizda en sik amplifiye olan bolg (%30) olarak dikkat
cekmektedir. Yine bu bélgedeki amplifikasyon gikiin adenoma olgularinda %10
civarinda oldgu oysa karsinoma olgularinda %50 hatta %60’laravanklikla amplifiye
oldugu gorulmektedir. Bu bdlgedeki amplifikasyonun kansderlemesinde etkin oldiu
belirtiimektedir (66). Genel olarak kanserin erkewesinde kromozom 17p ve 18 de
kayiplar gorulirken, kromozom 8q, 13q ve 20'de katar gorilmektedir. Bununla
birlikte primer karsinomadan lokal distal metastgegiste kromozom 4p ve 8p’de kayip;
kromozom 7p ve 17qg’da ise kazanc tespit edilimiKromozom 4q kaybi ve 1q, 11, 12p,
ve 19 kazanci ise kanserin ileri evreleriyleskilendirilmistir (66, 203, 204, 206).
Calismamizda uzerinde durulan % 20 sikhikla amplifiye detesyona grayan bolgeler
icinde daha 6nce tanimlangnve karsinogenez sirecinde katkilari vurgulasmiTespit
edilen 7p22.3, 8g24.3, 20913.12 ve 20q13.33 bdigelaha 6nce tanimlangnKSD
bdlgeleridit Bununla birlikte 11913.1, 119g13.3, 20913.13, 5pB3 ve 9qg34.3
amplifikasyonlari; 17925.1, 6p22.1 delesyonlarn ilkdefa calsmamizda tanimlanms
yeni KSD bdlgeleridir.
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Calismamizda da amplifiye olan 8924.3 bolgesi Nakaore&adalari tarafindan lenf nod
metastazi ile ikkilendirilmistir (283). Analiz sonucunda %20 siklikla amplifipéan bu
bdlgede 46 genin vagh tanimlanmgtir. Bu tarz calismalarda ileri analizlere aday
bolgeler daha cok dgisiklik boélgesinin gortlme sikligi ve alanin gen ygunlugu
acisindan one cikan lokuslardan segilmektedir.8q24.3 bolgesi bu anlamda aday
lokuslardan birisidir.Bu yer alan genlerdei®F-1 (Heat Shock Transcription Factor 1)
IS1 soku stress sinyal yogani indiklemekte ve sporadik kolorektal karsinogeteetnemli
rol oynamaktadir (284). Bu bdlgede yer alan bgedigenMAPK 15(ERKS8) dir. ERK
genleri MAPK’larin bir alt ailesi olup; hiicre bugiesi ve farklilamasini etkilemektedir.
Bu gen MAPK ailesinin yeni bir Gyesi olup srcgoali sinyal yolu ile aktive olmaktadir
(285). Bu gen ile ilgili kolorektal kanserde yapi$nbir calsma bulunmamakla beraber
dahil oldu ailenin etkisiyle énemli roller olabilege siphesi uyandirmaktadir. Ayni
sekilde bu bolge uzerinde yer alan genlerinsicale ilgili ¢alisma ve bilgi eksikigi
bulunmaktadir. Bu genleriglevlerinin orataya ¢ikmasi karsinogenezde dnenalbitécek
cok onemli bilgiler agia c¢ikarabilir. 8q24.3'de dikkat ceken birgdr genBOP1 (Block
Of Proliferation 1) dir. PES1-BOP1 kompleksinin bir Uyesi olan BOP1, ribozom
biyogenezinden ve hicre doéngisunidn kontrolindemundodur. Killian arakadgdari
BOP1 geninin denetimsiz regulasyonunun  kolorektalanderde  kromozom
segmentasyonunda gigme ve kromozomal instabiliteye yol agti belirtmglerdir. Myc
onkogenine lokalizasyon olarak ¢ok yakin olan buigeartms dozajinin ise myc'ten
tamamen bamsiz oldgu hatta ifadesindeki artmanin myc geninden dahalsiigu ifade
edilmektedir (286). Bu 0zefli BOP1 geninin kolorektal kanserde 8q24
amplifikasyonunun temel onkogenik bir sonucu @duvurgulanmaktadir. Bir k&a
calsmada Lips ve arkaderi rektal kanserde 8q amplifikasyonu ve BOPZ’itimas
ifadesini kromozomal instabilite ile skilendirmislerdir (287). Yine karager kanserinde
gerceklatirilen bir calsmada yayillma ve hiicre gocinde bu genin etkin rdendigi
belirtimekte ve onkogenik roliinden bahsedilmektd@B8). Kolorektal kanserde bu gen
ile sadece 2 caima bulunmaktadir. Calmamizda da sik amplifiye olan bir bélgede
belirlenmi ve onkogenfie aday olan bu genin kolorektal kanserogenezd&lsiginemli

sonugclar ortaya koyabilir.

Calsmamizda en sik amplifiye olan boélge 20q13.33 olup bdlgede 26 gen
bulunmaktadir. Bu bdlgede bulunan antiapoptotikgetmn (BIRC7) timor ilerlemesi ve

koth prognozla ikkili olup; kolorektal kanserde biyolojik fonksiyonwe ifadesi Uzerine
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sinirh bilgi bulunmaktadir. Ding ve arkadarinin 2013 tarihli cajmasinda da bu genin
kolorektal kanserin tedavisindeki potansiyelinih @izilmistir (289).

Yine gen yoyunlgu ile dikkat ceken 20q13.2 amplifikasyon bdlgesiyde alanTP53RK
(TP53-regulating kinase)enzimi p53’t Serl5 bolgesinden fosforilleyen laris/treonin
protein kinazdir. Meme kanserinde ve osteosarkonifadi@sinde artma tespit edilen bu
gen icin Peterson ve arkatlr1 TP53RK ekspresyon seviyesinin taksanlar gibii-a
mitotik ajanlara yanitin tahmininde kullanilabilgog belirtmektedirler. Bu cajmada
TP53RK inhibe edildiinde anti-mitotik ajanlar vaginda Kaspaz3/7 aktivitesini agti
gosterilmitir. Sonug¢ olarak bu genin inhibisyonunun kansecrélgrini Taksanlar gibi
anti-mitotik ajanlara daha duyarlh kifg tanimlanmy ve TP53RK’'nin bu oOzelli ile

potansiyel bir tedavi hedefi olabilegiezurgulanmstir (290).

Bu calsmada %20 siklikla delesyongrayan 2 bolge tespit edilgmplup bu dgisiklikler
daha once kolorektal kanserde rapor edilmgmil7qg25.1, 6p22.1 delesyon bdlgeleri
sirasiyla 59 ve 58 gen icermekle birlikte tespitigehiz diger bolgeler gibi heniiz
karakterize edilmemigenler icermektedir. Bu boélgedeki genler targnaia cok onemli
bir kismi kolorektal kanserde ya da kanserdesigaams genler oldgu gorulmektedir.

Bu desisiklikler ve gen icerikleri yeni cagmalara yeni konu aklari yaratabilir.

Sonug olarak ¢calmamiz kapsamindgeni ve daha 6nce tanimlanngi amplifikasyon ve

delesyon bolgerleri tespit edilgir. Bu calsmada rapor edilen boélgelerin kolorektal
karsinogenez surecinde 6nemli rolleri gidugo6sterilmg olup gen icerikleri acisindan
Ozellikle amplifikasyon bdlgelerinde bu sirecte gikemli roller Ustlenen genler tespit
edilmistir. BOP1 geni gibi onkogenik 6zedii olan genlerin tespiti ya da TP53RK ve livin
gibi potansiyel tedavi hedefi olan genlerin tespriemli bulgular arasinda yer almaktadir.
Ayrica bu cagmada rapor edilen delesyon bélgelerinin daha oaperredilmemesi ve

henliz cakma yapiimayan pek ¢cok geni barindirmasi yengigallarin da 6nind acacaktir.
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6.3. Sporadik kolorektal kanserde genomik ve transiptomik profilin entegrasyon

degerlendirmeleri

SonucGerceklatirilen entegrasyon analizi sonucunda kolorektal hkaerde sik
amplifikasyon gorilen 2 bdlgede potansiyel biyob&lg ve terapotik hedef olabilecek
genler tespit edilmitir. Ayrica kopya sayisi d@sikliklerinden etkilenmis ve gen ifade
profili analizinde de 6n plana ¢ikngi13 gen (VEGF, GADD45B, PLA2G2A) analizin 6n

plana ¢ikmy sonucudur.

Kolorektal kanser her ne kadar iyi modellegrae ¢cok dnemli bilgilerin Uretilgi bir
kanser turd olsa da heterojen, ¢ok fonksiyonlu ok gdimli yapi tim parcalari yerine
koyulmadan genel resmin ne offlu anlgiimayan bir yapboz profili sergilemektedir.
Genel resmin ¢6zimine giden yolda herbir parcaemdike ait hikayesinin ve buylk
resimdeki yerinin ve de ger paracgalarla gkisinin saptanmasi ¢ok dnemlidir (25, 26, 66).
Bu noktada omik yakkamlar ve bu yaklgmlarin kendi iclerinde kombinlenmesi ile
gerceklgtirilen calsmalar bu karmgk hikayenin ¢ézimuinde etkili uygulamalar olarak
onem kazanmaktadir. Tez ¢ahasi kapsaminda gerceftiglen genomik ve
transkriptomik  profilin  entegrasyonu bu alana Onemkatkilar sglayaca

distnidlmektedir.

Entegrasyon analzinde bir kromozom bélgesinde ihangya sayisi d@ésikliklerinin
hangi genlerin ekspresyon seviyelerini etkifgdespit edilmgtir.. Daha sonra ayni yonde
degisiklik (gain-up regulation/loss-down regulation) ¢gien gen ifade dgsimleri ve
kopya sayisi d@siklikleri belirlenmistir.

Ana kopya sayisi dgsiklikleri ile gerceklstirilen entegrasyon sonucunda (Cizelge 5.37)
toplamda 364 bolgede gen ifade verisi ile entegnassaptanmiolup bu 364 bdlgede

farkli ifade edilen genlerin~%65’inin kopya sayisi dgsimlerinden etkilendii

gOsterilmitir.
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%20 siklikla gorilen kopya sayisi glgklik bdlgeleri ile gen ekspresyon verisinin
entegrasyonunda kazan¢ bolgelerinde kopya saysssimeri ve gen ifade verisinin
iliskili oldugu 31 bdlge bulunurken bu bdélgelerin 35 geni kapgagbzlenmsgtir. Kayip
bdlgelerinde ise entegre olan 38 bdlge saptarmtup bu bdlgelerin 44 geni icefd
gorulmistar. Toplamda 79 gen %20 sikhkla gorulen kopya sayisiedisikliklerinden
etkilenmistir. Entegre olan amplifikasyon ve delesyon bélgeleznal anlamda ana
bandlar bazinda kolorektal kanserde sik kazanimkayap gorulen bdlgeler olmakla
birlikte daha spesifik lokalizasyon seviyesinde edgbn bdlgeleri acisindan en sik
karsilasilan kayip bélgelerinden (66, 203-205) bazilarimetee olmutur. Literatlirde de
kolorektal kanserde 6n plan ¢ikan 8q ve 20q ankalsyonlari entegrasyogamasinda da
varhgini  korumytur. 8q bdlgesinde 3 gen (SULF1l, RIPK2, LAPTM4B)0g2
amplifikasyon bdlgesinde ise 2 gen (PHF20, CSElilymmaktadir.

80913.2 bolgesinde yer alan ve yakka7 katlik ifade artiyla 6n plana ¢ikarSULF1
(Sulfatase 1) geni pek cok kanser tipinde yiksek ekspresyon yesiile dikkat
cekmektedir.Heparan sulfatlar heparinglagan buyime faktéri ve sitokinlerin ko-
reseptori olup pek cok sinyal iletim sisteminderdge girmektedirler. SULF1 ve SULF2
gibi endosulfatazlar heparan sulfatlarin spesifi® Gulfat gruplarina etki ederek sinyal
iletim prosesini yonlendirirler. SULF1 pek cok kenstirinde artngi ifade profili
sergilemekte olup kanserin ilerlemesi ve progndeuligkilendirilmistir.Ayrica anti-kanser
tedavisinde ©6nemli bir potansiyele sahip @aubelirtiimektedir (291). Kolorektal
kanserdeki roliine dair ¢ok fazla gatia bulunmamakta; ama karsinogenezde 6nemli bir
etkiye sahip gibi durmaktadir. Bu da geni, yeniigaalar icin hedef noktasina
koymaktadir.

8021.3 bolgesinde yer alan 5 katlik ifade sama sahipRIPK2 (Receptor-Interacting
Serine-Threonine Kinase 2) genile yine kolorektal karsinogenzde cok fazla gaia
bulunmamakla beraber bazi kanser tirlerinde ifadegi arty gosterilmsg olup; bu genin
susturulmasi ve etkilegii molekiler mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasina efin
calismalar mevcuttur ve 6nemli sonuclar ortaya koymu Yine bdyle bir ¢caimada
Ehlers ve arkadtari RIPK2'nin iskelet myoblastlarinin anormal biyési ve

farklhilasmasiyla ikkili oldugunu tespit etmgierdir (292).
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8g amplifikasyon bolgesinde yer alan son geABTM4B (lysosomal protein
transmembrane 4 beta) olup; kolorektal kanserle gkisi gosteriimg 2 calsma
bulunmaktadir. Cheng ve arkatlEinin gerceklgirdikleri calismada bu gendeki
polimorfizmin kolorektal kanserin gelminde potansiyel bir risk faktori olgu
gosterilmi olup dier calsmada ise bu genin ifadesindeki srti kolorektal kanser
prognozunda kamsiz bir faktor oldgu ve potansiyel bir biyobelirte¢ oldu ifade
edilmektedir (293, 294).

PHD finger protein 20 (PHF20) geni 20g11.22 amplifikasyon boélgesinde yer alan bir
transkripsiyon faktorudir.ilk defa gliyoma vakalarinda tespit ediktii. Kanser
gelisiminde roll bulunan bu genle ilgili cok az bilgilbmmaktadir. Bu genin protein kinaz
B'nin yeni bir substrati oldtu ve PKB aracili fosforilasyonu, p53 aracili sinmyal

dizenlenmesi yoluyla timérigeneze katkida bulgadiistinilmektedir (295).

CSELL (cellular apoptosis susceptibility)20 g amplifikasyon bdlgesinde yer alan bir
diger gendir. Bu genin hiicre dongusungepkikleri kontrol noktasi, ¢galma, apoptozis
gibi coklu hicresel mekanizmalarin dizenlenmesindeolu olduzu
gosterilmitir. .Lentivirtis bazli RNAI yaklgmi ile bu genin ekspresyonunun inhibisyonu
kolorektal kanserde hicre dongusunin G2/M gege ve S fazinda durdurulmasini
sglamis dolayisiyla ¢@alma Uzerinde etkisi olmgtur. Ayrica apoptoz induklengive
koloni bliyume kapaaitesi azaknr. Sonuc olarak Zhu ve arkaglr tarafindan bu genin
susturulmasinin kolorektal kanserde potansiyeltéiapotik yaklam olabilecgi ifade
edilmistir (296). Yine bu genin apoptoz, hiicre gocu veaaywonda etkili oldgu bir bgka
calismada da gosterilrgtir (297).

Gen ifade verisi analizinde ortaya konan kriterleragisindan one ¢ikan genler iginden
VEGFA, GADD45B ve PLA2G2A genleri ayni zamanda engrasyon analizi
sonucunda %20 siklikla gorulen kopya sayisi dgsimlerinden de etkilendigi
gorulmustir. VEGFA ve GADD45 genin ifadesinde artma gozlenirkBhA2G2A
geninin ifadesinde ise azalma goruktiii. Bu 3 gen tez caimasinin 6n plana ¢ikan en

onemli sonuclarindan biridir.
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Tuamor hacreleri baytrken besinlere, oksijene vei ylamarlara intiya¢ duymaktadir ki bu
noktada anjiyogenez sireci devreye girmektedir. iydigenez tumor ve stroma
hiicrelerinden anjigenik faktorlerin saliniminghbalan karmaik bir strectir VEGF geni

en blyuk pro-anjiyogenik faktor olarak dintilmektedir. Bu genin ifadesi, tUmorin
etrafinda yeni damar agjumu indiklenmekte ve tumorin eksponensiyal blylmeesi
aracilik etmektedir. Pek ¢ok kanserde @ldwgibi VEGF genin artnyiifadesi kolorektal
kanserin molekiler mekanizmasinda 6nemli bir y@lde sahip oldgu potansiyel bu geni
anti-kanser yakkamlarin hedefi yapmtir. Bevacizumab (Avastin) VEGF inhibisyonunda
kullanilan bir monoclonal antikor olup kanser teédande anti-anjiyogenik ajan olarak
tanimlanmgtir ayni zamanda lisansh tek Grindir (263, 264EG¥ Uzerine ¢cagmalar

devam etmektedir.

GADD45B (Growth Arrest And DNA-Damage-Inducible, Bda)gen ailesinin bir Gyesi
olup hicre buyumesinin kontroll, apoptozisve DNAnita mekanizmalari ile ikkili
oldugu gosterilmgtir. ilk kez fare myeloid l6semi hiicre hatlarinda IL-8afandan aktive
edilmis myeloid farklilgmasina primer yanit olarak tanimlagnelup son ¢cabmalar bu
genin karagier kanseri ve gonadotrop timorlerinde karsinogesteecinde énemli rolleri
oldugunu gostermiir (298,299). Kolorektal kanserde ise yeterli gala bulunmamaktadir.
Wang ve arkadgarinin kolorektal kanserde bu genin anormal ifadegosterdikleri
calsmalarindada bu genin ifadesi veslevi arasinda bir paradoks ggndgin
belirtmektedirler. Bu cajmada normal hicrelerde bu genin bir tumér baslalayen gibi
davrandgl ve apoptozisi indikledi; ancak kolorektal kanserde ifadesinin yiksglmi
oldugu belirtiimekte ve kolorektal timdrigenezisde hesé&hltiimayan bir rolinin olgiw
ifade edilmektedir (244). Birka¢ kanser turiinde Be gen azalngi ifadesiyle dikkat
cekmektedir (299). Bu durum genin daha kapsamlsdirlde fonksiyonel ve fizyolojik

olarak calgilmasi gerekgini gostermektedir.

PLA2G2A (Phospholipase A2, Group lIA) pek cok tumoérde énemli roli olan bu gen
PLA2 gen ailesinin bir Gyesidir. Anti-bakteriyel v@amma, inflamasyon ve eikosanoid
olusumunda gorevli bu genin apoptozis ve wnt sinyalaywida da rolleri oldgu
belirtiimektedir. Bu genin fonksiyonlari ve gendfssi lzerinde yine tagtnali calsmalar
devam etmektedir. Klasik bir tumoér baskilayici ya ahkogen gibi davranmagliifade

edilmekte ve tumodr geliminde fonksiyonlarinin aydinlatilmasi ile genel karizmaya
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yeni bir sk tutaca vurgulanmaktadir (300)lk defa farede etkisi gosterilen bu genle
ilgili olarak kromozomal delesyon saptagtim Daha sonra ise APC indukli timdrigenezi
farelerde baskilagi gosterilmgtir. Lee ve arkaddarinin calgmalarinda ifadesinde azalma
saptanirken; bir B&a calsmada proapoptotik etkisi gosterilgtir (301, 302). Bu gen
Uzerindeki targmalara bizim cayima sonucumuzda katilacak gibi goértunuyor. Delesyon
bblgesinde yer alan bu genin ayni zamanda ifadesdwal 4 katlik bir azalma olg@u
gorulmistr. Bununla birlikte bu genin ifadesinin-eamanli PZR ile valide edilmesi

sonuca netlik kazandiracaktir.

Yine delesyon daésimlerinden etkilenmi CLCA4, GUCA2A, PLA2G2A, SLC26A2,
MUC12, KLF4, GCNT3 genleri oldukca ik gen ifade duzeyleri ile dikkat ¢cekerken
amplifikasyon dgisimlerinden etkilenmi MFAP2, COL1A2, SULF1, RIPK2, H19 ve
CST4 genleri de oldukcga yuksek ifade dizeylerdie ¢cikmaktadirlar.

Genomik ve gen ifade verilerinin entegrasyonu aym etkilerinin yaninda iki verinin
korele old@gu gen veya gen gruplarinin tanimlanmasi ile tinedrégis, yeni onkogen veya
tumor baskilayici gen tanimlama, kanser altgrughgturma gibi pek ¢ok kapsamda elde
edilen dnemli verilersiginda dgerlendirme yapma imkani yaratmaktadir. Bununlakbel
DNA ve RNA seviyesinde genetik imza analizi telglbana dgerlendiriimelerinden ¢ok
daha kuvvetli bir molekilegemanin olgturulmasi ile sonuclanacaktir (11, 66). Bu
noktadan yola cikarak gercegtiedigimiz sporadik kolorektal kanserde genomik ve
transkriptomik entegrasyon cgghasinda iki kapsamli verinigdret ettgi ortak faktorler
tanimlanmg ve kolorektal kanserdeki gkisi Uzerine dgerlendirmeler sunulmgur.
Calisma sonucunda kolorektal kanserde siklikla amplifpjan gen bdolgeleri bizimde
sonuclarimiz arasinda yer almakta olup; bu boldeaserle ilgkili genler bulunmaktadir.
Ancak bu genlerin kolorektal karsinogenezdeki rulie netlik kazanmasi adina yeni
calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir. Bir 6nemli noktadaspi¢ edilen bu genlerin
biyobelirte¢ ve tedavi hedefi olma yoninde 6nendignsiyellerinin olmasidir (CSELL,
LABTMA4B gibi). Ayrica %20 siklikla kopya sayisi gigikli gi ile karakterize olan ve gen
ifade analiz ¢aymalarinda dgerlendirmler sonucunda 6n plan ¢ikan genlerden VEGF
GADD45B ve PLA2G2A entegrasyonun onemli bir c¢iktggiriintisindedir. Terapotik

yaklasimlarin hedefinde olan VEGF nin yaninda etkilemiz tam ortaya c¢ikarilmayan ve
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tartismalarin devam efii diger 2 gen ise yeni c¢amalarin ortaya cikmasina katki

yapacaktir.
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7. SONUC ve ONEHLER

Sik gorulmesi ve mortalitesinin yiksek olmasi bakgan dinyanin en 6énemli halk
s&ligl sorunlarinin banda gelenkanser bir seri histopatolojik evre lgelémektedir ve bu
ilerlemenin arkasinda genetik @gklikler ve gen ifade patern dsiklikleri 6nemli bir
itici gu¢ olarak durmaktadir. Dinya genelinde elygya gorilen kanserlerden biri olan
kolorektal kanser, 6lim sebepli kanserler arasikidai sirada yer almakta olup vakalarin
¢cok 6nemli bir bolumu sporadik profildedir. Cok adih karsinogeneze iyi bir model
olusturmakla birlikte hiicresel, genetik ve molekulevigede sahip oldgu heterojen ve
karmalk yap! bir paradigma ofturmaktadir. Kolorektal kanser tzerine gunimiizeakad
cok 6nemli cakmalara imza atiingiolsa da kanserin aqumu, ilerlemesi ve yayillmasinina
ait pek cok soru barindirmaktadir. Bu sorularin apgarina katkida bulunmak adina
gerceklatiridi gimiz calsma sporadik kolorektal kanserde yuksek ¢ozundrligdiiomik
ve transkriptomik yaklamlarin kollektif uygulamasi olup sagidaki sonuclari ortaya

koymustur.

1. Deparaffinizasyondan mikrodizine kadar FFPE ornkleicin optimize bir aks

semasi olgturulmustur.

2. Genom ebadinda gen ifade profil analizleri sonucumtlimér ve kontrol arasinda
925 genin en az 2 kat geimle farkli ifadelendgi tespit edilmjtir.Degerlendirmeleri
sonucunda kolorektal kanserin gaiminde ve ilerlemesinde; kanser yga fokal
adezyon, hicreler arasi matrik-reseptorshisi, p53 sinyal yolg, MAPK sinyal yolai,

hiicre dongusu, apoptozis, wnt sinyal yglarze metabolizma etkin yolaklar olngtur.

3. Genom ebadinda gen ifade analizi sonucunda FN1, T6lB VEGFA, CCND1,
MET, GNAI2, MMP1l, BMP4, BCL2L1, CDKNZ2A, LEF1l, RUNX]1 CDC25B,
GADD45B, CDK1, SOX3, INHBA ve CDK1 genlerinin ifadmin artmasi PRKACB,
EGFR, MAP2K6, THBS1, BMP2, IL-6R, PKIB ve PRKAG2 gkerinin ifadesinin
azalmasi normal hucrelere gére timoér hicrelerindanlamh bulunmus ve 6n plana

ctkan genler olmuytur.
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4. Gen ifade analizi ile tespit edilen genler daha @tanimlanmyg yada Uzerinde
¢cok az calsma olan ve oOnemli prognostik diyagnostik ve teraptthedef olma

potansiyeline sahiptirler.

5. Grade kasilastirmalarinda sadece Grade Il ve Il gen ifade prdigrine gore
ayriimig olup; bu iki dereceyi molekuler ifadeye gore ayimiecek genler garet
edilmistir. Ayni zamanda pronozu belirleyici ve tedaviy@ny verebilecek daha 6nce

tanimlanmis aday molekdller tespit edilngtir.

6. Tez calgmasinda sol ve gayerlesimli timor 6rnekleri arasinda dgismis anlamli

bir gen ifade paterni tanimlanamangiir

7. FFPE oOrneklerden DNA izolasyonu ve PZR reaksiyonumuverimliliginin

artmasini sglayan bir optimizasyon protokolt sunulngtur.

8. Sporadik kolorektal kanser vakalarinda gercektgilen kopya sayisi
degisiklikleri ile kanser baglangici ve ilerlemesinde etkin tanimlangmve yeni genomik
degisikliklerin varli gina isaret edilmitir. Amplifikasyon bélgelerinden 8q24.3'deki
BOP1 onkegeni, 20q13.33 BIRC7 geni ve 20q13.2 TP&3geni on plana c¢ikan
amplifikasyonlardir.

9. Genomik ve transkriptomik verinin entegrasyonu anffasyonun sik goruldigu
8g ve 20qg bolgelerinde prognostik ve tedavi acgiamdonemli genlerin varlgina
(CSE1,LABTM4B) karet etmy ayrica 3 genin vargini 6n plana cikarmstir (VEGF,
PLA2G2A, GADD45B). PLA2G2A ve GADD45B genlerindeligana sonuclarimizinda
katilacag1 ifade dizeylerine ait paradokslar bulunmakta vealth cok calgmaya ve

validasyona ihtiya¢ duyulmaktadir.

10. Literatdr ile uyumsuzluk gosteren ya da kanserde einli olabilecek ama
kolorektal kanserle ilgkisi netlestirilemeyen genlerin  ortaya cikarilmasi yeni

calismalarin ve fikirlerin dnind acgacaktir.
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Bu calsmanin ardindan sonuglarin karakterize edilebilmesinetlgtiriimesi icin ilk
olarak gen ifade dgsimlerinin ve kopya sayisi @eimlerinin e-zamanlh PCR ile

validasyonunun gercekdriimesi gerekmektedir.
Literatir ile uyumsuzluk gosteren gen ifadegidenleri ve kopya sayisi @gsimleri
oncelikle g-zamanl PCR ile dgrlendiriimeli; sonuglar uyumlu ise literatirdendee

farkl olduguna yonelik yeni cagmalar planlanmalidir.

Kopya sayisi d#siklikleri ile anlamlandirilamayan gen ifade gigkliklerinin
etkilenebilecgi baska mekanizlarin bu genler Gzerindeki etkisisardmalidir.

Mikrodizin ¢alsmalarinin sonuclarinin gerlendirilmesinde bir sonraki adim tespit edilen

karsinogenezle gkili genlerin farkli ve daha ¢ok sayida vaka ildidgasyonu olmalidir.
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EKLER

EK1:Mikrodizin gen ifade analizi pozitif sinyal alinan prob yizdeleri

Ornek
08/86 Kontrol
08/86 Tiimér
08/98 Kontrol
08/98 Tiimor

08/104 Kontrol
08/104 Tiimor
08/119 Kontrol
08/119 Tiimor
08/65 Kontrol
08/65 Tuimor
08/73 Kontrol
08/73 Timér
08/79 Kontrol
08/79 Timér
08/102 Kontrol
08/102 Tiimor
08/125 Kontrol
08/125 Tiimor
08/140 Kontrol
08/140 Tiimor
08/163 Kontrol
08/163 Tiimor
08/165 Kontrol
08/165 Tiimor
09/19 Kontrol
09/19 Tiimo6r
09/93 Kontrol
09/93 Tiimér
09/140 Kontrol
09/140 Tiimor
09/305 Kontrol
09/305 Tiimor
10/21 Kontrol
10/21 Tumor
10/32 Kontrol
10/32 Tiimor

Number of Present Degerleri-%
47.4
53.27
46.48
51.99
49.25
50.99
48.59
50.49
36.3
25.86
42.34
45.26
23.65
27.7
41.76
49.72
48.54
45.81
38.92
38.24
44.82
37.44
40.02
51.24
48.58
36.57
52.22
53.81
41.24
48.28
35.21
45.05
41.92
42.8
54.43
51.39
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09/144 Kontrol
09/144 Tiimor
10/35 Kontrol
10/35 Tumor
12/08 Kontrol
12/08 Tiimor
12-09 Kontrol
12-09 Tumor
12/11 Kontrol
12/11 Timor
12/16 Kontrol
12/16 Tiimor
12/17 Kontrol
12/17 Tumor
08/40 Kontrol
08/40 Timor
08/74 Kontrol
08/74 Tiimé6r
08/77 Kontrol
08/77 Timor
08/95 Kontrol
08/95 Tiimor
08/97 Kontrol
08/97 Timo6r
08/139 Kontrol
08/139 Tiimor
08/166 Kontrol
08/166 Tiimor
09/131 Kontrol
09/131 Tiimor
09/137 Kontrol
09/137 Tiimor
09/142 Kontrol
09/142 Tiimor
09/243 Kontrol
09/243 Tiimor
10/12 Kontrol
10/12 Tumor
10/56 Kontrol
10/56 Tiimor
10/109 Kontrol

48.57
30.4
46.19
54.01
49.45
45.6
56.01
53.77
50.58
48.12
53.39
57.03
48.49
53.74
44.67
55.52
49.08
47.81
49.24
45.33
49.61
48.64
26.48
29.6
48.7
43.94
12.59
16.28
47.05
45.77
42.54
49.92
48.82
50.63
35.21
37.73
45.76
46.72
44.25
41.78
40.34



10/109 Tumor
10/129 Kontrol
10/129 Tumor
10/130 Kontrol
10/130 Tumor
10/145 Kontrol
10/145 Tumor
09/94 Kontrol
09/94 Timor
12/06 Kontrol
12/06 Tiimor
12/07 Kontrol
12/07 Tumor
12/10 Kontrol
12/10 Tiimor
12/12 Kontrol
12/12 Tumor
12/15 Kontrol
12/15 Tiimor
12/18 Kontrol
12/18 Tiimor
09/257 Kontrol
09/257 Tiimor

37.68
36.95
39.3
39.72
37.49
25.28
37.24
50.65
54.29
48.62
45.01
44.77
42.20
39.27
46.27
40.1
47.34
fail to align
41.94
30.41
54.02
40.66
26.19
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EK-2:

Tumoér vs Kontrol kar silastirmasinda farkli olarak

ifade edilen gen seti ( 2kat,

p<0.001)

Probe Set ID Gen Sembolii Kat Degisimi p Degeri
Hs.179729.0.51_3p_a_at COL10A1 12,34 3,53731E-14
Hs2.422072.1.51_3p_x_at SPP1 11,80 2,61885E-11
g1924981 3p_a_at FAP 11,63 9,52801E-17
Hs2.422072.1.51_3p_at SPP1 11,57 2,62881E-11
Hs.28792.0.51_3p_at INHBA 11,31 5,59885E-17
1568574_3p_x_at SPP1 11,05 3,21257E-10
g13027795_3p_s_at MMP11 10,44 1,51951E-12
Hs.101302.1.51_3p_a_at COL12A1 10,13 6,44167E-13
g4507486_3p_at THBS2 9,19 2,61438E-14
g4323580_3p_at CLDN1 8,48 4,77472E-15
g9665258 3p_at MFAP2 8,32 7,57617E-15
£9665258 3p_x_at MFAP2 8,03 5,05878E-14
g1518541 3p_a_at DIO2 8,03 5,35882E-12
Hs.99389.0.A1_3p_at GRIN2D 7,89 1,64165E-14
g4503108_3p_x_at CST4 7,71 7,17167E-12
g1353569 3p_a_at CDKN2A 7,41 1,57587E-08
g4503108_3p_at CST4 7,39 7,9757E-13
Hs.297939.3.51_3p_at FNDC1 7,36 3,24525E-13
Hs.279525.0.51_3p_x_at H19 /// MIR675 /// RPS12 | 7,06 1,37264E-12
Hs.70823.0.53_3p_at SULF1 6,99 6,96751E-13
g4507508_3p_s_at TIMP1 6,95 2,36825E-13
g12803216_3p_a_at BGN 6,61 2,81623E-16
g12641914 3p_a_at IL8 6,59 1,11501E-08
Hs.70823.0.51_3p_at SULF1 6,52 2,08483E-15
g220150_3p_x_at AZGP1 6,49 1,61019E-08
Hs.172928.0.A2_3p_a_at COL1A1 6,41 3,79859E-14
g10834977_3p_at IL8 6,40 3,72454E-08
£10834977_3p_x_at IL8 6,31 1,92826E-08
Hs.101302.0.52_3p_s_at COL12A1 6,08 1,33559E-12
g348911 3p_at CHI3L1 6,06 3,43745E-08
Hs.44865.1.A1_3p_a_at LEF1 6,03 1,50339E-12
g348911_3p_x_at CHI3L1 5,91 2,4032E-08
g13027798 3p_at MMP1 5,86 1,57682E-06
Hs.70823.0.52_3p_at SULF1 5,82 4,76459E-15
g4502402_3p_x_at BGN 5,75 1,90432E-16
g10835138_3p_s_at FCGR3A /// FCGR3B 5,70 8,71733E-11
Hs.163900.0.A1_3p_at FOXQ1 5,66 1,66331E-09
Hs.125359.1.51 3p_a_at THY1 5,58 7,40396E-09
g4502402_3p_a_at BGN 5,49 1,25804E-16
g4502946 3p_a_at COL1A2 5,48 5,09576E-14
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g4507904_3p_a_at VSNL1 5,38 1,37975E-09
217430 3p_x_at COL1A1 5,28 7,83207E-13
g4557732_3p_at LTBP2 5,26 3,05385E-12
Hs.306542.0.51_3p_at VCAN 5,12 2,51395E-13
g5454143_3p_a_at GABBR1 /// UBD 5,09 1,25169E-09
3290171 3p_a_at RIPK2 5,00 3,3579E-14

Hs.306079.1.A1_3p_s_at GUCY1A3 4,95 1,12969E-08
Hs2.425190.1.A1_3p_at 4,92 9,2973E-13

Hs.328801.0.51_3p_x_at 4,90 1,02821E-06
Hs.76252.1.51_3p_a_at EDNRA 4,85 6,1531E-12

Hs.50724.0.A1_3p_s_at LINCO0152 /// LOC541471 | 4,79 8,82309E-13
Hs.172928.1.A1_3p_a_at COL1A1 4,76 2,26418E-10
£8923132_3p_at ASPN 4,72 2,08174E-08
Hs.146428.2.A2_3p_at COL5A1 4,68 9,00294E-11
13560280 3p_s_at HOPX 4,67 7,02509E-10
g4502716_3p_a_at CDH11 4,66 7,35078E-11
g1008912_3p_a_at VCAN 4,64 4,31738E-11
g575577_3p_a_at CDH11 4,63 2,18526E-09
g4507424 3p_a_at TDGF1 /// TDGF1P3 4,56 4,27306E-06
Hs.125359.1.51_3p_x_at THY1 4,55 2,28816E-11
g4505862_3p_a_at PLAU 4,54 1,08848E-08
Hs.83484.1.A1 3p_at SOX4 4,52 4,31891E-13
Hs.31386.0.51_3p_a_at SFRP2 4,52 2,5631E-06

213869 _3p_x_at THY1 4,50 9,15334E-12
Hs.821.1.A1 3p_a_at BGN 4,45 3,35904E-16
Hs.81800.4.A1_3p_a_at VCAN 4,42 1,7508E-11

Hs.223025.0.52_3p_a_at RAB31 4,37 1,08107E-09
Hs.16869.0.A1 3p_at COL12A1 4,32 2,16027E-12
Hs.82985.0.A1 3p_at COL5A2 4,31 8,99536E-11
g4507044_3p_at SLC6A6 4,28 1,88695E-12
g5031808_3p_a_at ISLR 4,22 1,80328E-08
Hs.172928.0.A1_3p_a_at COL1A1 4,14 9,08111E-14
g7328010_3p_s_at THY1 4,06 3,13952E-14
g4503150_3p_a_at CTSK 4,06 4,34566E-08
Hs2.323265.1.51 3p_s_at | AHNAK2 4,02 9,00744E-07
g4557590_3p_a_at FBN1 3,99 8,50334E-11
£10946502_3p_a_at SFRP2 3,98 0,000170954
Hs.252280.2.51_3p_at GPX8 3,96 7,48182E-09
Hs.82085.0.51_3p_a_at SERPINE1 3,96 1,92661E-08
g7706520_3p_s_at NEBL 3,94 9,70733E-09
g5174774 3p_a_at APOC1 3,92 1,77524E-07
Hs.120330.0.51_3p_at ADAMTS2 3,91 2,6698E-11

Hs.284158.1.A1 3p_a_at ZNFX1-AS1 3,86 1,22653E-10
Hs.83484.0.51_3p_at Sox4 3,81 7,40919E-15
g4506140_3p_at HTRA1 3,80 3,90617E-10
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Hs.8966.0.A1_3p_at ANTXR1 3,80 2,62852E-10
g5453757 3p_a_at NEBL 3,79 8,68129E-08
Hs.300772.1.A1_3p_at TPM2 3,74 1,16246E-09
g7959734_RC_3p_s_at SCD 3,73 5,56881E-07
g4507162_3p_a_at SOX4 3,72 2,20559E-12
Hs.83484.1.51 3p_a_at Sox4 3,69 8,00448E-12
Hs.283713.0.A1_3p_at CTHRC1 3,68 6,67863E-09
Hs.43697.1.A1 3p_at ETV5S 3,68 8,89774E-09
207279 3p_s_at NEBL 3,64 3,98466E-09
g3366801_3p_at LGRS 3,63 2,31406E-07
Hs.58632.0.51_3p_at CSGALNACT2 3,62 7,312E-10
Hs.300772.1.A1_3p_x_at TPM2 3,62 8,40329E-09
Hs.83484.0.53_3p_x_at Sox4 3,59 8,03917E-12
Hs.75617.0.A1_3p_at COL4A2 3,58 1,10035E-10
Hs.23954.0.52_3p_s_at CERCAM /// LOC100506065 | 3,58 2,52227E-08
Hs.119129.0.A1_3p_at COL4A1 3,55 1,28371E-08
Hs.103391.0.A1_3p_at IGFBP5 3,53 3,13875E-06
Hs.146428.2.A1_3p_at COL5A1 3,49 1,28711E-09
Hs.74566.0.51_3p_a_at DPYSL3 3,48 1,549E-07
g11612664 3p_a_at FXYD5 3,47 1,30303E-09
Hs.152475.0.A1_3p_at ASCL2 3,46 2,76985E-09
Hs.2399.1.51_3p_s_at MMP14 3,45 6,27171E-11
1558378 3p_a_at AHNAK2 3,44 7,01701E-06
g1008912_3p_s_at VCAN 3,44 4,74822E-09
Hs2.381938.1.51_3p_at 3,42 3,57032E-08
Hs.23954.1.A1 3p_at CERCAM 3,40 9,96245E-09
Hs.23954.0.52_3p_x_at CERCAM /// LOC100506065 | 3,38 6,8475E-08
g4505460_3p_at ENC1 3,37 7,90077E-13
g5031712_3p_at MAML3 3,35 3,75467E-07
1568765_3p_at SERPINE1 3,35 5,56926E-08
g7705386_3p_a_at GTF2IRD1 3,33 7,82831E-09
Hs.111779.1.51_3p_at LOC100505813 /// SPARC 3,32 2,14357E-06
g625085_3p_s_at MET 3,30 2,85135E-06
LOC100652886 ///

g4507466_3p_at LOC100653157 /// TGFBI 3,29 1,11409E-10
Hs.91161.0.A1_3p_a_at PFDN4 3,29 2,86314E-11
393318 3p_a_at POSTN 3,25 2,85791E-05
g13097680_3p_s_at TGM2 3,25 2,54422E-07
Hs.278554.0.A1_3p_x_at CBX3 3,24 2,09206E-10
Hs.170142.0.A1_3p_at KIRREL 3,22 6,50167E-09
6912249 3p_a_at TRIM29 3,21 2,59613E-06
Hs2.407478.1.51 3p_s_at  |DIXDC1 3,19 2,62812E-06
Hs.75113.3.A1_3p_a_at GTF3A 3,17 1,26226E-08
10835158 3p_a_at SERPINE1 3,14 5,04884E-06
g9963780_3p_a_at RAB31 3,12 4,37933E-11
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Hs.23954.1.A1 3p_x_at CERCAM 3,12 3,72676E-08
g13374556_3p_at ZNF117 3,12 1,43813E-07
g182650 3p_at MDK 3,10 1,51389E-07
Hs.324125.0.S1_3p_s_at APBB2 3,09 9,6856E-10
214121 3p_x_at PDLIM7 3,07 1,82168E-07
Hs.16930.0.A1_3p_at ZAK 3,07 1,12926E-06
g4755145_3p_at AEBP1 3,06 6,55236E-09
g7549808 3p_at PLS3 3,06 8,67098E-09
g7705388 _3p_x_at ZNF117 3,03 1,35257E-06
g5901560_3p_a_at VEGFA 3,03 6,59752E-06
211620 _3p_x_at LOC100506403 /// RUNX1 3,03 2,81963E-13
Hs2.424388.1.A1_3p_at FN1 3,03 1,82793E-05
Hs.9295.0.A2_3p_at ELN 3,02 4,75159E-06
g7262388_3p_at PCOLCE 3,02 1,27479E-06
Hs.102948.1.S1 _3p_a_at PDLIM7 3,02 1,4601E-05
g4505290_3p_at MX1 3,01 1,97199E-07
Hs.2399.1.51_3p_a_at MMP14 3,01 2,97965E-10
Hs.2316.0.51_3p_a_at SOX9 3,01 1,07911E-06
217279 3p_x_at MMP14 3,01 5,22871E-10
g6006015_3p_x_at LGALS1 3,00 8,6628E-09
g13129095_3p_at DSCC1 3,00 0,000307421
Hs.77326.1.52_3p_a_at IGFBP3 2,99 6,46037E-09
Hs.133207.1.A1_3p_s_at PPFIBP1 2,98 2,94298E-06
g4504152_3p_at CxcL1 2,98 8,1283E-05
Hs.126036.0.A1_3p_at - 2,96 4,83189E-06
Hs.44155.1.A1_3p_a_at MTHFD1L 2,95 1,28589E-09
Hs.179573.0.A1_3p_a_at COL1A2 2,95 2,04077E-12
Hs2.399807.1.S1_3p_at CYTH2 2,93 3,03903E-06
g4557798_3p_a_at NOTCH3 2,93 5,17096E-12
Hs.750.0.51_3p_a_at FBN1 2,93 3,20804E-08
Hs2.407020.1.S1_3p_at C6orf183 2,91 0,000842602
Hs.296737.0.S1_3p_s_at REXO2 2,91 2,52453E-07
Hs.105125.0.A1_3p_at FOXK1 2,90 4,289E-11
Hs.98658.1.A1_3p_at - 2,89 1,59979E-06
g7662555 3p x_at - 2,88 1,47278E-10
Hs.9805.0.S1_3p_a_at XPO5 2,87 1,70601E-06
Hs.146428.0.S2_3p_a_at COL5A1 2,87 1,73232E-09
g7705388_3p_at ZNF117 2,87 2,34322E-06
g4758123 3p_at DBN1 2,84 3,5342E-10
Hs.119571.0.A1_3p_s_at COL3A1 2,84 7,79725E-11
Hs2.399807.1.S1_3p_x_at CYTH2 2,83 1,10886E-06
Hs.247525.1.A1 3p_a_at SYTL4 2,83 5,40483E-07
Hs.80706.0.A1_3p_a_at NQO1 2,82 0,00015366
Hs2.84113.5.S1 _3p_s_at CDKN3 2,82 8,6876E-05
AFFX- STAT1 /// STAT1 2,81 4,19846E-08
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HUMISGF3A/M97935_5_at

9280404 _3p_at MXRAS 2,80 4,34792E-06
g1519557 3p_a_at TIMP3 2,80 1,17494E-06
g13374556_3p_x_at ZNF117 2,80 7,96046E-08
Hs.21858.2.A1 3p_at SERPINE2 2,79 1,54993E-09
g4502380_3p_a_at BCL2L1 2,77 6,44884E-10
Hs.17778.4.A1 3p_at NRP2 2,77 1,87144E-07
g7415720_3p_a_at SCD 2,77 0,000500267
Hs.103391.0.A2_3p_s_at IGFBP5 2,76 5,02866E-06
g183115 3p_a_at IGFBP3 2,75 1,68619E-08
538208 _3p_a_at ELK1 2,74 7,04361E-09
229860 3p_x_at Cdorfas 2,72 7,12355E-08
11993936 _3p_s_at SCD 2,71 0,000100186
207714 _3p_s_at SERPINH1 2,71 4,36594E-11
g12734643 3p_a_at CDKN3 2,69 3,78835E-05
Hs.74335.1.51_3p_a_at HSP90AB1 2,68 2,62812E-11
g4504548_3p_at TNC 2,68 0,000251874
Hs.132898.0.52_3p_a_at FADS1 /// MIR1908 2,67 5,57632E-06
Hs.89643.0.A1_3p_a_at TKT 2,67 1,28418E-05
Hs.154993.0.A1_3p_at XAF1 2,66 1,15169E-06
Hs.119129.0.A2_3p_at COL4A1 2,64 7,94242E-10
Hs.5025.0.A2_3p_at NEBL 2,62 1,53909E-06
Hs.285754.1.51_3p_a_at MET 2,61 5,04795E-05
g6073830_3p_a_at TPX2 2,61 1,67822E-05
Hs.302073.0.51_3p_s_at CALU 2,60 5,68509E-08
Hs.33033.0.A1_3p_at PLXDC2 2,59 1,54357E-06
Hs.247280.3.A1_3p_a_at RBCK1 2,58 6,16603E-07
Hs.72639.0.A1 3p_at 2,56 5,30548E-05
Hs.119571.0.A1_3p_a_at COL3A1 2,56 1,13349E-10
g7416119 3p_at UBE2T 2,56 9,72386E-06
g1244509 3p_a_at NREP 2,56 3,84159E-09
Hs.109798.0.A1_3p_at 2,54 6,58644E-08
g4507154 3p_a_at SORD 2,54 1,12409E-05
210805_3p_x_at LOC100506403 /// RUNX1 | 2,54 2,31488E-12
Hs2.432419.1.51 3p_s_at  |LINCO0152/// LOC541471 |2,54 3,26462E-09
g4502858_3p_s_at CKS2 2,53 0,000125796
Hs.83883.0.52_3p_at PMEPA1 2,53 4,65947E-08
g4557384_3p_at c3 2,51 1,68094E-06
Hs.119597.0.A2_3p_a_at SCD 2,51 2,69877E-06
Hs.226801.0.51_3p_at FMNL2 2,50 1,69315E-10
Hs.260150.1.51_3p_a_at PACS1 2,49 1,22888E-06
g4505046_3p_a_at LUM 2,49 4,82354E-08
Hs.12913.0.51_3p_at WWC3 2,49 1,01317E-09
LOC100506453 ///
Hs2.379564.6.51 3p_s_at  |LOC389906 ///LOC729162 |2,49 6,40745E-05
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g184426 3p_a_at HSPG2 2,48 6,66027E-07
g4502396_3p_x_at CFB 2,47 1,10814E-07
218000_3p_s_at PHLDA1 2,47 3,01708E-06
Hs2.392171.1.A1_3p_at 2,47 1,21345E-05
6912245 3p_at CD3EAP 2,47 4,18734E-06
9910497 3p_a_at PMEPA1 2,46 9,83053E-09
g4505178_3p_s_at MGP 2,45 7,4934E-05
Hs.82101.0.52_3p_at PHLDA1 2,45 8,51991E-06
g12652656_3p_s_at CCND1 2,45 3,53603E-10
AFFX-

HUMISGF3A/M97935_MB_at | STAT1 /// STAT1 2,44 8,71113E-09
4902565C_3p_at MRC2 2,43 4,33936E-07
4862730 _3p_s_at CELSR1 2,43 1,06121E-06
Hs.285753.0.52_3p_at STMN3 2,43 1,6994E-07
g4758865_3p_a_at NREP 2,42 1,33254E-08
Hs.129061.0.51_3p_at C160rf88 2,41 2,16392E-08
Hs.133294.1.51 3p_a_at IQGAP3 2,40 2,37232E-06
Hs.21599.0.52_3p_at KLF7 2,40 6,88272E-07
9257247 3p_at TIMP2 2,39 2,77721E-07
4996892 3p_a_at HSPB1 2,39 6,28223E-08
Hs.240849.0.A1_3p_at GBP4 2,39 2,15918E-06
Hs.156346.0.51_3p_a_at TOP2A 2,38 0,000155996
Hs.274446.2.A1_3p_a_at EVC 2,37 4,60035E-07
Hs.48778.1.51_3p_at ANO6 2,37 6,59326E-06
g11641412_3p_s_at CDC25B 2,37 1,48588E-09
g13447748 3p_a_at FGFRL1 2,37 1,56694E-08
8922284 3p_a_at PACS1 2,36 3,3811E-06
g10257434 3p_s_at RCN3 2,36 3,28637E-05
12804610 _3p_at ANKRD10 2,36 2,51139E-08
Hs.288850.0.51_3p_at PHLDA1 2,36 4,67594E-05
g9966884_3p_at CD248 2,36 3,22989E-05
Hs.297909.0.51_3p_s_at COL3A1 2,35 4,69338E-08
g10863087_3p_a_at GREM1 2,34 0,00010509
10834975 3p_a_at GPX1 2,34 1,45051E-08
5902145 3p_at UBE2C 2,34 6,20504E-06
Hs.176139.0.51_3p_at 2,34 1,42661E-07
Hs.75617.0.A2_3p_at COL4A2 2,33 9,49459E-08
g13536990_3p_s_at NPM1 2,33 2,46234E-06
Hs.288706.0.A1_3p_s_at LOC220906 /// RPL7L1 2,33 2,13813E-07
Hs.180780.1.51_3p_a_at FAMG0A 2,32 2,35775E-07
Hs2.133294.1.A1 3p_s_at  |IQGAP3 2,31 6,72E-07
g11056051_3p_x_at FCGR2A 2,31 1,24509E-07
Hs.321129.0.51_3p_s_at OSBPLS 2,31 1,0297E-07
13259549 3p_at IFI6 2,31 5,44758E-13
Hs.154993.0.A1_3p_x_at XAF1 2,31 1,72063E-06
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g4505154_3p_at MEST 2,31 1,79045E-06
Hs.97387.0.A1 3p_at 2,31 2,93926E-08
Hs.103391.0.A2_3p_at IGFBP5 2,31 1,7739E-05

g4502734 3p_s_at CDK4 2,30 1,02891E-07
Hs.82646.0.A1_3p_a_at DNAJB1 2,30 1,0452E-06

g4504040_3p_at GNAI2 2,30 1,56647E-08
Hs.122156.0.A1_3p_at 2,30 1,33479E-06
Hs.102948.1.51_3p_x_at PDLIM7 2,28 8,4311E-07

g5901560_3p_s_at VEGFA 2,28 9,20178E-10
Hs2.8854.2.51 3p_a_at MIR1204 /// PVT1 2,27 1,91052E-08
Hs.285754.0.52_3p_at MET 2,27 3,0236E-06

g6653583_3p_a_at AXIN2 2,27 2,87621E-06
Hs.287820.2.A1_3p_s_at FN1 2,27 5,34417E-09
Hs2.434248.1.51 3p_s_at  |PHF20 2,26 1,61208E-08
Hs.76640.1.A1_3p_a_at RGCC 2,25 6,20294E-06
Hs.78202.3.51_3p_a_at SMARCA4 2,25 9,22734E-07
g13518025 3p_a_at LIMS1 2,25 5,0882E-09

g4758017 3p_x_at CNN2 2,24 1,28465E-13
g13161183_3p_at CYP251 2,24 1,62175E-06
g4758027 3p_at COL6A3 2,24 3,41059E-08
11034808 _3p_s_at PTRF 2,24 1,71644E-05
Hs.298184.0.53_3p_at KCNAB2 2,24 2,75468E-07
Hs.107169.0.51_3p_a_at IGFBP5 2,23 1,35135E-05
Hs2.381331.1.A1_3p_at 2,23 5,51623E-06
Hs.66170.1.A1_3p_a_at SMYD2 2,22 4,06843E-09
Hs.296176.1.A1_3p_at SOCS3 2,22 0,000771454
Hs.199316.0.A1_3p_at FOXP4 2,22 2,83389E-07
g12408012_3p_x_at APOL1 2,22 3,87895E-05
g11527778_3p_at EIF4EBP1 2,22 2,95012E-07
200808_3p_s_at ZYX 2,21 1,42569E-07
Hs.278503.1.A1_3p_s_at DKK3 2,21 2,20957E-07
g4502396_3p_at CFB 2,21 1,55856E-06
g576934 3p_a_at BMP4 2,21 2,99248E-06
Hs.84775.0.51_3p_at MCFD2 2,20 1,57451E-06
Hs.241257.0.51_3p_a_at LTBP1 2,20 7,45278E-08
Hs.184572.0.52_3p_at CDK1 2,20 0,000971518
Hs.296288.0.A1_3p_at PHLDB2 2,19 6,51546E-05
Hs.256315.2.A1_3p_at ABI2 2,19 8,81338E-09
Hs.36927.1.51_3p_x_at HSPH1 2,19 2,08013E-09
Hs.277431.0.51_3p_s_at LYz 2,19 6,6142E-05

Hs.173802.0.52_3p_at TBC1D4 2,18 1,59821E-05
Hs.63382.0.52_3p_at 2,17 0,000528157
Hs2.160161.1.51_3p_at 2,16 5,08411E-07
g9502216_3p_a_at ANKH 2,15 0,000336663
207605_3p_x_at ZNF117 2,15 2,8805E-07
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Hs.182183.0.A1_3p_at CALD1 2,15 2,77499E-05
Hs.182241.2.51_3p_x_at IFITM3 2,15 1,69754E-10
Hs.87385.0.51_3p_x_at MALSU1 2,14 6,33994E-08
200824 _3p_at GSTP1 2,14 3,18364E-08
Hs.176139.0.51_3p_x_at 2,13 7,16512E-07
Hs.146360.1.A1_3p_a_at IFITM1 2,13 1,02132E-08
Hs.8265.0.52_3p_at TGM2 2,13 6,40826E-06
Hs.7594.1.A1 3p_a_at SLC2A14 /// SLC2A3 2,13 2,72538E-05
Hs.292815.0.A1_3p_at SNHG6 /// SNORDS7 2,12 3,79832E-11
Hs.119387.0.51_3p_a_at TMEM63A 2,11 9,45889E-06
g13376651_3p_at ATHL1 2,11 1,98307E-06
g4507170_3p_a_at LOC100505813 /// SPARC | 2,11 7,44142E-13

MIR1292 /// NOP56 ///

SNORD110 /// SNORD57 ///
Hs.296585.0.51_3p_s_at SNORDS6 2,11 6,26218E-07
13470085 3p_a_at RAI14 2,10 6,87286E-05
886049 3p_s_at CASP4 2,10 2,42318E-05
11493551 3p_at SCD 2,10 2,10218E-05
g5453789_3p_at NNMT 2,08 5,3965E-07
184819 3p_s_at IGFBP5 2,08 0,00029309
Hs.8939.0.A2_3p_at YAP1 2,07 2,63245E-11
Hs.184340.0.51_3p_a_at MBNL2 2,07 1,57884E-07
g12653766_3p_a_at SMOX 2,07 4,6221E-05
Hs.102948.1.A1 3p_s_at PDLIM7 2,07 1,12394E-05
Hs.179662.1.51_3p_a_at NAP1L1 2,07 5,17835E-12
Hs2.239500.2.51 3p_s_at  |Cl6orfl3 2,07 1,54686E-11
2149627 3p_a_at FCGR2A /// FCGR2C 2,06 1,24935E-07
Hs.75612.2.A1_3p_a_at STIP1 2,06 1,5933E-05
Hs.296398.1.A1 3p_s_at LAPTM4B 2,06 0,000194982

LOC100233156 /// MAFIP ///
Hs.103441.1.51_3p_a_at TEKT4P2 2,05 0,000982154
12804874 3p_a_at RRM2 2,04 0,000168551
201841 3p_s_at HSPB1 2,04 1,74884E-07
Hs.82254.0.51_3p_a_at DNAJC2 2,03 3,77885E-06
Hs.195175.8.51_3p_at 2,03 6,7938E-12
g4758017_3p_at CNN2 2,03 3,00811E-13
12061050 3p_a_at GADDA45B 2,02 0,000153859
Hs.149846.1.A1_3p_at ITGB5 2,02 3,04692E-06
Hs2.398195.1.51 3p_s at  |DCAF13 2,02 7,70154E-06
Hs.279799.1.A1 3p_a_at PHF11 2,02 5,6337E-09
Hs.149846.1.51_3p_a_at ITGB5 2,01 1,64648E-06
g13606055_3p_a_at PRKDC 2,01 4,27502E-06
Hs.6441.0.A1 3p_a_at TIMP2 2,01 1,30995E-06
222339 3p_x_at 2,01 1,47135E-07
g3560556_3p_at CSE1L 2,00 3,36898E-05
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Hs.62180.0.52_3p_a_at ANLN 2,00 1,0776E-05

g4502516_3p_a_at CAl -14,02 2,74603E-17
Hs.184507.0.51_3p_at ZG16 -13,70 6,06582E-15
g12025666_3p_at CLCA4 -13,57 2,27017E-15
g4503944_3p_x_at GCG -13,02 2,32027E-11
Hs.162209.0.52_3p_at CLDNS8 -12,58 1,5018E-12

Hs2.5462.2.A1 3p_s_at SLCAA4 -12,49 5,28231E-17
8923205 _3p_at MS4A12 -12,40 3,39186E-17
g179794 3p_at CA2 -12,07 2,18617E-17
g4507024_3p_at SLCAA4 -11,92 6,23615E-17
g4504208_3p_at GUCA2A -11,53 1,29161E-13
Hs2.366575.1.51 3p_s_at  |ABCC13 -11,32 1,72719E-15
g4506816_3p_at SCNN1B -11,30 2,33504E-17
g12655880_3p_at PKIB -11,13 5,87489E-17
£8886014_3p_a_at SLCAA4 -11,08 2,26498E-17
g4585468_3p_at CLCA1 -10,52 1,00609E-14
Hs2.306752.1.51_3p_at -10,30 7,49092E-15
Hs.12409.0.51_3p_at SST -10,24 1,3247E-11

g4507820_3p_at UGT2B17 -10,20 1,47701E-09
10800418 3p_s_at CHGA -10,18 2,62803E-17
g11496888_3p_at ADH1C -10,15 5,55602E-12
Hs.306376.0.A1_3p_at -10,09 8,17855E-12
g4557534_3p_at SLC26A3 -9,93 1,10058E-15
g9966888_3p_at CD177 -9,77 4,79886E-12
g471076_3p_a_at CEACAM7 -9,56 2,95936E-15
8923128 _3p_at NXPE4 -9,32 1,18939E-14
5901929 3p_at CEACAM7 -9,19 1,23351E-14
g178099 3p_a_at ADH1B -8,94 2,07658E-16
g11545810_3p_at CHP2 -8,55 9,07539E-14
g2253375_3p_a_at CEACAM7 -8,52 3,39093E-14
g7657318_3p_at ADAMDEC1 -8,39 2,84038E-15
Hs2.377003.1.51_3p_at LOC340184 -8,28 3,07319E-14
g4503680_3p_at FCGBP -8,23 3,48159E-12
Hs.82204.0.A1 3p_at C20rf88 -7,87 1,61095E-15
g5174396_3p_at B3GALTS -7,81 2,11656E-12
Hs2.374720.1.51_3p_at NXPE1 -7,63 1,74338E-14
g9082136_3p_s_at DHRS9 -7,59 1,3878E-12

g7657620_3p_at SULT1B1 -7,37 5,25018E-13
Hs2.374720.2.51_3p_at NXPE1 7,35 3,99394E-15
Hs.64179.2.51_3p_a_at FKBP1A-SDCBP2 /// SDCBP2 |-7,35 2,42608E-13
Hs.225949.1.51 3p_a_at BTNL3 -7,33 7,1699E-13

Hs.73853.0.52_3p_at BMP2 7,27 3,8531E-14

g7669513_3p_a_at NRG1 7,27 1,52276E-12
Hs.284199.0.51_3p_at MUC12 -7,20 2,95628E-13
g9507232_3p_s_at UGT1A8 /// UGT1A9 -7,20 8,69609E-11
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Hs.163924.0.A1_3p_at 7,19 3,34793E-15
Hs.306903.0.A1_3p_at -7,15 1,49432E-13
Hs.105352.0.51_3p_at ST6GALNAC1 -7,09 1,52801E-12
8096220 3p_at ITLN1 -7,04 4,60371E-10
Hs.188518.0.51_3p_at MT1M -7,04 2,98816E-10
g8400731_3p_a_at SFRP1 -7,04 4,35629E-12
217022_3p_s_at IGH@ /// IGHAL /// IGHA2  |-7,04 6,49894E-13
Hs.191098.0.A1_3p_at SEMAGD 6,99 2,30126E-16
Hs.7363.1.A1_3p_a_at MFSD4 -6,83 3,80658E-11
10312151 _3p_a_at ccL2s 6,74 2,31148E-14
Hs.33455.0.52_3p_at PADI2 6,73 1,22687E-14
1561387 3p_a_at NXPE1 -6,73 4,36486E-14
Hs.5344.1.A1_3p_s_at CA12 6,71 2,36029E-12
Hs.124660.0.51_3p_at C100rf99 -6,70 3,85378E-14
Hs2.374720.2.51 3p_a_at  |NXPE1 -6,69 7,65937E-12
Hs.205126.0.A1_3p_a_at PIGR -6,69 2,87563E-11
232885 _3p_at BBIP1 -6,63 1,51729E-12
g4505674_3p_a_at PDE9A -6,62 1,86686E-12
Hs.188518.0.51_3p_x_at MT1M -6,58 3,18928E-10
Hs.284199.0.51_3p_x_at MUC12 -6,55 3,24874E-13
Hs.326779.0.A1_3p_s_at -6,48 8,67472E-10
g4504498_3p_at HSD11B2 -6,48 1,44434E-14
Hs.7363.0.A1_3p_x_at MFSD4 -6,44 2,0732E-11

g13376395_3p_x_at CES3 -6,44 7,7783E-11

g4505198_3p_at NR3C2 -6,40 3,28468E-16
Hs.163271.0.51_3p_s_at IGHA1 -6,40 3,85878E-14
Hs.306833.0.A1_3p_x_at -6,37 1,71962E-08
g4505284_3p_at MUC2 -6,37 3,02685E-08
g4826753_3p_at FGFBP1 -6,34 7,14457E-11
Hs.293441.3.A1_3p_s_at IGH@ /// IGHAL /// IGHA2  |-6,33 1,40866E-13
Hs.168732.0.A1_3p_x_at MDM?2 -6,31 3,04975E-12
Hs.168732.0.A1_3p_at MDM?2 -6,30 2,32403E-12
g9963852_3p_at SEMAGA -6,29 2,81625E-15
Hs.241569.0.A1_3p_at CPM 6,27 1,97414E-14
Hs.302738.0.52_3p_at SLC26A2 6,23 1,11764E-13
g13236541_3p_a_at DHRS11 -6,21 1,88748E-14
g4505638_3p_a_at PCK1 -6,13 1,32378E-12
g4759235 3p_at TSPAN7 -6,09 2,24468E-15
2739163 _3p_at CCL15 -6,08 2,22638E-11
g11034812_3p_a_at MUC4 -6,08 2,3312E-10

Hs.84905.0.51_3p_at KRT20 -6,05 7,06792E-13
Hs.173343.0.A1_3p_at -6,04 4,32448E-11
Hs.29981.0.52_3p_at SLC26A2 -5,98 4,27487E-11
12653028 3p_a_at CA12 -5,94 2,1559E-12

Hs.302738.0.51_3p_at SLC26A2 -5,87 1,12252E-11
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Hs.22971.0.A1 3p_at -5,87 6,61488E-10
Hs.21103.0.51_3p_at cLIcs -5,87 2,89751E-11
Hs.285290.0.A1_3p_at -5,83 6,427E-14
g4557576_3p_at FABP1 -5,83 6,09437E-12
Hs.4984.0.51_3p_at AHCYL2 -5,79 2,62217E-14
214164_3p_x_at CA12 5,72 2,61392E-12
Hs.148661.0.A1_3p_x_at IGKC -5,70 1,13496E-10
Hs2.243272.1.51 3p_s_at  |NKX2-3 5,66 1,1033E-10
Hs.79881.0.51_3p_at -5,64 9,21903E-13
Hs.267158.0.A1_3p_at CPM -5,60 2,27053E-12
g6434903_3p_at TSPAN1 -5,51 6,34922E-13
g5453933_3p_at POU2AF1 -5,48 1,83252E-10
Hs.272366.0.51_3p_x_at IGHD -5,47 8,70007E-09
g12584207_3p_s_at RETNLB -5,46 7,53898E-07
Hs.5241.2.A1 3p_at FABP1 5,45 8,43355E-12
Hs.77348.0.51_3p_a_at HPGD -5,45 7,72518E-14
g7662241 3p_a_at ARHGAP44 -5,44 5,58098E-11
10835084 _3p_x_at MT1H 5,42 7,50707E-10
g12804852_3p_s_at IGHM -5,40 1,92611E-08
Hs.288973.2.A1_3p_at -5,35 1,68957E-10
Hs.76325.1.A1 3p_at IGJ -5,33 7,15111E-13
6912579 3p_s_at SPDEF -5,30 3,5774E-06
12656020 3p_at C150rf48 -5,30 9,0486E-14
g4502684 3p_a_at CD79A -5,29 3,03776E-11
Hs.79414.2.51 3p_s_at SPDEF -5,29 3,74685E-06
g7706157_3p_at PLACS -5,28 2,87799E-11
Hs.42945.0.A1 3p_at SMPDL3A -5,28 1,96851E-12
Hs.288711.0.51_3p_x_at IGHM -5,26 4,86412E-05
g11612675 3p_a_at FXYD3 -5,24 5,45167E-15
5031560 _3p_at GPA33 -5,24 9,20805E-12
Hs.79414.1.51 3p_s_at SPDEF -5,24 4,94806E-06
g4758421 3p_at GCNT3 5,22 3,72253E-09
Hs.50964.3.52_3p_at CEACAM1 -5,17 1,83353E-11
Hs.147924.0.A1_3p_at ANO7 5,17 5,46907E-11
Hs.263395.1.51_3p_at SEMAGA -5,16 7,66943E-15
Hs.76325.1.A1_3p_x_at IGJ -5,10 8,01795E-13
g4758321 3p_a_at KLF4 -5,08 2,41918E-13
g5031750_3p_at HMGCS2 -4,97 2,28431E-08
g4557368_3p_a_at BMP2 -4,96 6,4395E-13
398493 3p_s_at LOC96610 -4,92 2,87801E-08
g4557576_3p_s_at FABP1 /// PRDM10 -4,90 9,52685E-11
Hs.42699.0.A1 3p_at THBS1 -4,78 3,88745E-10
9951924 _3p_at CA12 -4,78 1,09593E-11
Hs2.434228.1.51_3p_at TMPRSS2 -4,77 3,36866E-12
Hs.6634.0.51_3p_at PARM1 -4,77 6,07539E-13
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234632_3p_x_at -4,76 6,77686E-09
g13112010_3p_at MALL -4,73 1,39423E-12
g4759307_3p_a_at VIPR1 -4,69 4,0856E-12

Hs.95612.0.A1 3p_at DSC2 -4,66 2,67294E-11
g5803016_3p_at FOSB -4,66 4,44174E-08
g4502094_3p_s_at ANPEP -4,63 1,85527E-06
Hs.82132.1.51_3p_a_at IRF4 -4,57 3,47645E-09
Hs.127828.1.A1_3p_at -4,57 7,98988E-14
Hs.247898.0.A1_3p_s_at -4,57 6,4684E-09

Hs.288553.0.51_3p_s_at IGHV4-31 -4,57 1,24381E-09
Hs.306833.0.51_3p_x_at -4,56 2,63618E-08
g4502850_3p_at CKB -4,52 7,27482E-12
8923550 3p_at SEMA4G -4,48 2,32402E-11
Hs.59507.1.A1 3p_at LOC100505633 -4,46 2,24986E-07
g4557734_3p_a_at MAOA -4,45 3,85037E-11
Hs.14757.0.A1_3p_at -4,45 2,64153E-10
217227 3p_x_at CYAT1/// 1GLV1-44 -4,45 9,4745E-11

IGHAL /// IGHG1 /// IGHM
214916_3p_x_at ///\GHV3-23 /// IGHV4-31 | -4,44 4,17321E-09
Hs.100686.0.A1_3p_at AGR3 -4,44 3,17477E-07
234764_3p_x_at IGLV1-44 -4,44 1,41268E-09
Hs.87773.0.52_3p_at PRKACB -4,39 1,02386E-12
Hs.218707.0.A1_3p_at ccL28 -4,35 1,59504E-11
g13376764_3p_at PIGZ -4,35 3,34558E-09
Hs.5541.1.A1 3p_at ATP2A3 -4,34 1,10229E-13
IGHAL /// IGHV4-31 ///

234792 3p_x_at LOC100291917 -4,33 7,56445E-10
Hs.323936.0.51_3p_x_at IGKC -4,33 9,04416E-11
Hs.321110.0.51_3p_x_at MUC5B -4,32 2,23404E-07
g13129087_3p_at ELOVLG6 -4,31 5,82202E-09
Hs.323936.0.51_3p_at IGKC -4,31 5,75818E-11
g4557426_3p_at ENTPD5 -4,31 4,2029E-15

Hs.4984.1.51 3p_a_at AHCYL2 -4,30 2,30419E-14
222268 3p_x_at MUC5B -4,29 2,17279E-07
g13435365_3p_a_at DSC2 -4,29 3,55297E-11
Hs.301365.0.51_3p_s_at IGHM -4,28 8,15609E-08
Hs.314762.0.51_3p_at LOC642838 -4,27 2,51851E-07
Hs.293380.0.A1_3p_at AGR2 -4,25 9,12391E-07
Hs.288973.1.51_3p_a_at SELENBP1 -4,24 7,13512E-14
Hs.285885.0.51_3p_x_at MIER3 -4,22 8,85236E-11
Hs.248043.0.51_3p_x_at IGLLS -4,20 7,47483E-10
398493 3p_at LOC96610 -4,20 4,84228E-09
Hs.247847.0.51_3p_at -4,18 9,71615E-11
217557 3p_s_at CPM -4,18 8,14902E-14
g11342673_3p_at PIGR -4,17 2,7618E-09
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Hs.11114.0.A1 3p_at TPS3INP2 -4,16 1,03292E-12
1561421 3p_a_at -4,15 9,77671E-10
Hs.95110.0.51_3p_s_at PLCD3 -4,14 6,03447E-11
Hs.321110.0.51_3p_at MUC5B -4,14 2,52923E-07
g4885590_3p_a_at SEPP1 -4,14 3,44276E-11
g5729886_3p_at IQGAP2 -4,13 6,14201E-14
g4505848_3p_s_at PLA2G2A -4,13 1,72487E-08
211637 3p_x_at IGHG1 -4,12 3,57982E-09
Hs2.380094.1.51 3p_s at  |PLCD3 -4,12 8,51056E-10
Hs.5541.2.A2_3p_a_at ATP2A3 -4,08 1,74489E-11
Hs.12896.0.51_3p_at SATB2 -4,05 1,17732E-07
8923191 3p_at FAM46C -4,05 7,91137E-14
g13537517_3p_at ANGPTL1 -4,03 6,97519E-11
224342 3p_x_at LOC96610 -4,03 3,03496E-09
Hs.294158.1.51_3p_s_at TPSAB1 /// TPSB2 -4,02 3,12599E-08
Hs.137274.0.A1_3p_at EFNA2 -4,01 2,87947E-09
Hs.59507.1.A1_3p_x_at LOC100505633 -3,98 2,69711E-07
g4506056_3p_a_at PRKACB -3,98 3,67119E-11
g9506568_3p_a_at EPB41L4B -3,97 1,34158E-08
g13540003_3p_s_at TMPRSS2 -3,97 1,89085E-09
Hs.248081.0.A1_3p_at -3,94 5,32716E-10
Hs.306239.0.51_3p_at IGLC1 -3,94 8,72522E-07
g6683748 3p_a_at MT1F -3,92 2,03206E-08
398493 3p_x_at LOC96610 -3,91 1,57773E-08
Hs.285290.1.A1_3p_at ENTPD5 -3,91 8,47333E-10
g10337602_3p_at LEFTY1 -3,90 2,80566E-05
CCL14 /// cCL14-CCL15 ///

g2739163_3p_s_at CCL15 -3,89 8,20311E-10
Hs.247847.0.51_3p_x_at -3,87 1,09604E-10
g2078479 3p_a_at FHL1 -3,87 1,44539E-10
Hs2.152384.1.51_3p_at -3,86 6,99201E-11
Hs.37089.0.51_3p_x_at IGKC -3,86 1,71038E-08
Hs.188631.0.A1_3p_at LOC100130175 -3,85 6,31488E-11
211639 3p_x_at IGHD /// IGHG1 /// IGHM | -3,84 4,41467E-08
Hs.248035.0.A1_3p_at IGHG1 -3,84 8,93778E-08
13129087 3p_x_at ELOVL6 -3,83 1,2371E-08

g4503308_3p_at CFD -3,81 2,6171E-16

217258_3p_x_at IGLV1-44 -3,80 5,71056E-11
12597640 3p_at LRRC19 -3,80 2,87833E-11
g12654918 3p_a_at ELOVLG6 -3,80 1,86638E-12
8922827 3p_at Cdorf19 -3,79 5,2482E-10

Hs.126658.0.A1_3p_at -3,78 8,55835E-12
g4505844_3p_at LOC100652777 /// PLA2G10 |-3,77 2,87079E-11
g7661631_3p_at PARM1 -3,77 1,01803E-12
g13378140 3p_s_at METTL7A -3,74 1,80972E-09
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242751 3p_at -3,74 3,01684E-12
214777_3p_at -3,72 4,51552E-09
Hs.44343.0.A1_3p_at ATP8B1 -3,71 2,34475E-10
£9910147_3p_s_at C8orfd -3,69 3,63403E-10
Hs.168102.0.S1_3p_at F2RL1 -3,68 5,47184E-11
Hs.82635.0.52_3p_at SLC35D1 -3,68 1,34278E-09
g7657448 3p_at MIR4680 /// PDCD4 -3,66 5,27507E-13
g8923700_3p_a_at LGR4 -3,65 5,11306E-10
g13569884 _3p_s_at ITM2C -3,64 1,6794E-15

g13184045_3p_s_at CYP4F12 -3,64 3,29264E-09
g4503802_3p_at FUCA1 -3,62 6,48417E-12
g13186252_3p_a_at FGFR2 -3,61 1,00009E-06
Hs.296552.1.S1_3p_at IGLL3P -3,61 2,67154E-10
g13537517_3p_s_at ANGPTL1 -3,61 2,23089E-11
Hs.143873.0.A1_3p_at S100A10 -3,60 9,77472E-12
Hs.49614.0.A1_3p_at GCET2 -3,57 1,16021E-08
Hs2.375949.1.51_3p_at KLHL6 -3,57 4,4812E-08

6912667 _3p_a_at SLC35A3 -3,56 1,39719E-07
g10835266_3p_at XK -3,56 7,83223E-08
g3859848 3p_a_at FHL1 -3,55 2,35002E-12
Hs.5378.0.52_3p_a_at SPON1 -3,54 5,70884E-11
Hs.326248.1.A1_3p_at MIR4680 /// PDCD4 -3,54 6,91802E-13
g7705261 3p_at TDP2 -3,54 6,55215E-12
g7661703_3p_a_at OGN -3,52 0,000273159
g4507812_3p_at UGDH -3,49 2,98985E-15
g7657686_3p_at ETHE1 -3,48 5,75786E-11
Hs.121194.0.S1_3p_at HNF4G -3,46 5,43256E-08
Hs.169600.0.S2_3p_a_at FRYL -3,46 1,54117E-08
Hs.296552.1.S1_3p_x_at IGLL3P -3,45 1,70117E-10
Hs.151529.0.A1_3p_at EFNA2 -3,43 5,45384E-09
214768_3p_x_at IGKC -3,42 1,33628E-10
Hs.239388.0.A1_3p_at PAQR8 -3,42 1,61973E-07
Hs2.135715.1.A1_3p_s_at BCL10 -3,42 7,32829E-09
g4501850_3p_a_at ABP1 -3,41 4,9172E-11

g10186502_3p_s_at SIAE -3,40 3,15191E-08
Hs.247898.0.S1_3p_x_at CKAP2 ///1GLC1 -3,40 6,69907E-09
Hs.183109.1.S1_3p_at MAOA -3,40 2,52662E-11
Hs.24192.0.S2_3p_at SYNPO2 -3,40 1,68127E-06
g9506660_3p_a_at FAM134B -3,39 1,72263E-10
Hs.38038.1.A1_3p_a_at -—- -3,38 4,76593E-11
Hs.239727.0.S1_3p_a_at DSC2 -3,36 4,82991E-11
Hs.85335.0.A1_3p_at TMEM30B -3,35 1,52085E-10
Hs.167115.0.S1_3p_at ENDOD1 -3,34 1,27077E-10
Hs.12532.0.A2_3p_s_at Clorf21 -3,33 5,48525E-10
8923121 3p_s_at CDHR2 -3,33 4,83473E-08
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g7705938_3p_at RAPGEFL1 -3,32 4,08528E-11
Hs.306357.0.A1_3p_at IGKC -3,32 5,06723E-08
Hs.283552.1.51_3p_a_at TMEM45B -3,32 7,5584E-08

Hs.227505.0.A1_3p_at -3,31 1,77578E-07
Hs.293441.3.A1 _3p_a_at IGH@ /// IGHA2 -3,31 8,66356E-10
10864010 _3p_at SQRDL -3,31 2,31064E-14
g4503720_3p_at FHL1 -3,30 3,33624E-11
g9055283_3p_at MYO5C -3,30 3,0567E-08

216576_3p_x_at IGKC -3,30 1,37936E-09
Hs.6986.0.51_3p_at PANK3 -3,28 2,29532E-11
g11545856_3p_at PBLD -3,27 8,57353E-06
g6006017_3p_at LGALS4 -3,25 1,49283E-12
216852 3p_x_at -3,24 3,7625E-08

g5032094_3p_at SLCO2A1 -3,24 1,93684E-08
8051581 3p_at F2RL1 -3,24 3,08493E-10
Hs.171096.0.51_3p_at GOLGA2P5 -3,23 4,42036E-09
Hs.109672.0.52_3p_at ST6GALNACS -3,22 3,16616E-11
Hs.5378.0.52_3p_x_at SPON1 -3,22 1,88356E-10
Hs.12082.2.A1 3p_at EPB41L4A-AS1 -3,22 1,02681E-10
10835229 3p_a_at MT1G -3,22 3,8801E-10

§292072_3p_s_at LOC100287705 /// PTN -3,22 1,57528E-08
Hs.144971.0.A1_3p_at CASD1 3,21 6,06522E-12
13529196 _3p_at RNLS -3,21 2,96089E-07
g4502404_3p_x_at CEACAM1 -3,20 6,65397E-12
Hs.116467.0.A1_3p_at PRAC -3,20 1,99179E-06
Hs.52620.2.52_3p_at CDs1 -3,19 1,26277E-08
Hs.227777.0.55_3p_a_at PTP4A1L -3,19 6,46977E-13
Hs.248081.0.51_3p_at MUC3 -3,18 1,97686E-07
211645 3p_x_at -3,18 1,25852E-08
Hs.332742.0.51_3p_s_at HSPB6 -3,17 9,42603E-07
Hs.12017.1.52_3p_at NEDDAL -3,17 7,88062E-13
g4505896_3p_at PLS1 -3,15 5,82157E-09
Hs2.255890.1.A1_3p_at -3,15 4,89859E-08
Hs.248756.0.51_3p_x_at IGKC -3,14 5,01319E-08
Hs.155538.0.A1_3p_s_at LPARS -3,14 1,48266E-06
Hs2.343765.1.51 3p_s_at | COX6B2 -3,12 0,000201526
Hs.25910.0.51_3p_at MFSD4 3,12 1,23918E-08
g6631096_3p_x_at NOX1 -3,11 0,00014334

g13236537_3p_at FA2H 3,11 1,24378E-07
g7657310_3p_at VWASA -3,11 6,14492E-09
Hs.11177.0.A1_3p_at STEAP4 -3,09 3,55628E-06
g11641403 3p_s_at CKMT1A /// CKMT1B -3,09 2,98005E-10
Hs.132906.0.A2_3p_at SLAMF7 -3,09 4,0755E-08

Hs.292437.0.A1_3p_at -3,09 5,41135E-09
Hs.306882.0.51_3p_at -3,08 9,68698E-08
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g3800813_3p_a_at CMAHP -3,07 5,49303E-06
g4092066_3p_at BCL10 -3,07 9,39128E-11
1557275_3p_a_at TLCD2 -3,07 1,26815E-11
Hs.130749.0.A1_3p_x_at GGT6 -3,07 4,11556E-13
g4505802_3p_x_at PIK3CG -3,07 2,08146E-08
Hs.82432.0.51_3p_at GPD1L -3,06 2,9803E-10

g4502650_3p_at CD22 -3,06 0,000632765
5032090 _3p_at SGK1 -3,05 1,60229E-11
217378_3p_x_at LOC100130100 -3,05 5,11883E-09
Hs.74170.0.51_3p_x_at LOC100505584 /// MT1E -3,05 1,18937E-10
g7662103_3p_a_at SH3PXD2A -3,04 1,27971E-08
g5052074_3p_a_at PAPSS2 -3,04 7,68136E-10
Hs.38038.1.A1 3p_at -3,03 1,79545E-11
g4758879 3p_a_at PAPSS2 -3,02 3,26794E-08
212593 _3p_s_at MIR4680 /// PDCD4 -3,00 8,54806E-15
Hs.576.1.A1 3p_at FUCA1 -3,00 2,15995E-11
Hs.122489.0.52_3p_at -2,99 4,11957E-12
8923274 _3p_at RETSAT -2,99 3,22903E-11
Hs.89134.0.A1 3p_at TRIB1 -2,99 3,47194E-08
209667 3p_at CES2 -2,98 1,57951E-11
Hs.170162.0.A1_3p_a_at NHSL1 -2,96 6,83829E-08
Hs.227777.0.54_3p_a_at PTP4A1L -2,96 3,03258E-13
10835009 3p_a_at CTNND1 /// TMX2-CTNND1 |-2,95 3,47135E-08
217138_3p_x_at -2,94 9,31947E-10
Hs.274230.0.52_3p_a_at PAPSS2 -2,94 9,67891E-10
Hs.3314.1.A1_3p_at SEPP1 -2,94 1,15891E-09
13376748 _3p_at ATP10B -2,92 1,08443E-06
Hs.165464.0.A1_3p_x_at RASEF 2,92 2,60976E-07

IGHAL /// IGHG1 /// IGHM

216510_3p_x_at ///\GHV3-23 /// IGHV4-31  |-2,91 2,81667E-08
g4502404 3p_a_at CEACAM1 -2,91 3,7865E-11

Hs.170162.1.A1_3p_at NHSL1 2,91 2,94824E-09
Hs.326248.0.A1_3p_at BBIP1 -2,90 2,27518E-14
Hs.198427.0.53_3p_at HK2 -2,90 2,29846E-10
Hs.47047.0.A1_3p_at RASSF6 -2,90 8,5658E-08

Hs.272249.0.51_3p_at -2,86 8,72009E-11
8923274 3p_x_at RETSAT -2,86 1,15013E-11
g7662259 3p_at KBTBD11 -2,85 6,09602E-10
Hs.95549.2.A1 3p_at RBM47 -2,85 5,49221E-08
Hs.99369.0.A1 3p_at LOC100216546 -2,84 2,0368E-06

Hs.124044.0.A1_3p_at -2,84 2,18736E-06
g7661619 3p_a_at HIGD1A -2,82 1,16123E-13
g7657235_3p_at IMPA2 -2,82 6,36291E-09
13528881 3p_a_at FXYD3 -2,82 9,68495E-10
Hs.52620.2.51_3p_at cDs1 -2,82 3,87501E-07
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Hs.283552.0.51_3p_x_at TMEM45B -2,81 1,04732E-07
Hs.12460.0.51_3p_at FBXL14 -2,80 3,52666E-10
SNORD3B-1 /// SNORD3B-2

Hs.331099.0.A1_3p_at /// SNORD3D -2,80 3,08677E-08
Hs.288742.0.51_3p_at CNST 2,79 1,56099E-09
g13544008_3p_s_at EPB41L3 -2,79 6,44917E-07
g4827037 3p_a_at TPD52 -2,78 1,8934E-09

g7657448 3p_s_at MIR4680 /// PDCD4 -2,78 6,18874E-13
Hs.184325.0.A5_3p_at UBE2J1 -2,78 2,66209E-09
Hs.44829.0.A1 3p_at 2,77 4,32776E-11
Hs.117447.0.A1_3p_at SLCA1A2 2,77 5,98633E-10
g459835 3p_a_at SR 2,77 2,55145E-11
Hs.205126.1.A1_3p_at PIGR 2,77 8,84409E-08
Hs.18760.1.51_3p_a_at SIPA1L2 2,77 2,18169E-12
Hs.82567.0.A1_3p_x_at CCNYL1 -2,76 3,81116E-12
g12711663_3p_x_at SLAMF7 -2,76 5,83406E-07
212594 3p_at MIR4680 /// PDCD4 -2,76 9,14997E-12
6624210 3p_at AKR1C3 -2,76 5,59262E-06
11320819 3p_a_at SPON1 -2,75 1,47499E-05
224339 3p_s_at ANGPTL1 22,75 1,80313E-11
g13376867_3p_at SLC44A4 -2,75 2,38357E-10
13540528 3p_s_at BCL2L14 22,75 2,91432E-06
Hs2.292645.1.A1_3p_at 2,74 1,89732E-06
Hs2.337635.1.51 3p_x_at  |LOC440993 2,74 2,25941E-08
Hs.196284.0.A1_3p_at C30rf70 2,74 8,72137E-06
g425147 3p_a_at ACVRL1 2,72 2,12588E-08
Hs.8087.3.A1_3p_at CAMK1D /// LOC283070 2,72 1,06788E-06
Hs2.145582.1.51 3p_s_at  |PROM2 2,72 6,91334E-07
Hs.239388.1.51_3p_at PAQRS 2,71 6,45198E-10
Hs2.376934.1.51_3p_at 2,71 0,000195078
Hs2.435995.1.51 3p_s_at  |EDIL3 -2,69 3,07259E-06
Hs.92254.1.51 3p_a_at SYTL2 -2,69 8,83713E-11
Hs.9167.0.51_3p_s_at SH3BGRL2 -2,68 6,48128E-07
Hs.165464.0.A1_3p_at RASEF -2,68 4,06698E-07
Hs.89603.6.A1_3p_a_at MUC1 -2,67 0,000259986
Hs.78746.0.51_3p_a_at PDESA -2,67 2,96541E-08
13194196 _3p_at KIF13B -2,67 3,8407E-09

g6005825_3p_a_at PACSIN2 -2,67 5,96494E-12
Hs.326248.2.52_3p_at BBIP1 -2,66 8,62616E-14
Hs.289088.2.A1_3p_at PRDM1 -2,65 7,01492E-06
Hs.145377.1.51_3p_at -2,64 9,46418E-06
232158_3p_x_at NIPAL1 -2,63 2,40156E-08
g13435965_3p_at C140rf129 -2,62 1,66027E-05
Hs.94952.0.A1 3p_at TCEA3 -2,62 1,16409E-06
Hs2.169600.3.A1_3p_at FRYL -2,62 7,01535E-05
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1557293_3p_at LOC440993 -2,61 7,00281E-11
Hs.161051.0.51_3p_at -2,61 1,15176E-06
Hs.154263.0.A1_3p_at FGD4 -2,61 1,10608E-10
Hs2.213741.1.A1_3p_at -2,61 6,37245E-06
Hs.75309.3.A1 3p_at HSPB6 -2,60 5,02879E-06
Hs.31412.0.A2_3p_at SYNPO2 -2,59 0,000107569
Hs.193974.0.51_3p_at GSR -2,58 5,42183E-07
Hs.145377.0.A1_3p_a_at -2,58 2,1392E-06
215176_3p_x_at LOC642838 -2,58 1,0701E-08
g4504672_3p_at IL6R -2,58 1,22857E-06
g12653452_3p_at GOT1 -2,57 3,24929E-09
Hs2.281721.1.51 3p_s_at |- -2,56 6,32911E-07
1562378_3p_s_at PROM?2 -2,55 0,000373451
Hs.85065.0.A1_3p_at CALCOCO2 -2,55 1,7755E-09
8096550 3p_a_at EPB41L4B -2,54 6,1003E-08
Hs2.382183.1.51_3p_at -2,54 4,10902E-07
Hs.3593.0.51_3p_at GLTP -2,54 3,61636E-11
Hs.295727.0.A1_3p_at -2,53 6,357E-07
236248_3p_x_at TADA2B -2,51 8,9267E-09
Hs.7946.0.52_3p_a_at MTUS1 -2,51 4,01512E-09
Hs.138380.0.51_3p_at EXPH5 -2,51 2,56365E-06
6691454 3p_a_at FGFR2 -2,50 3,47481E-06
227522 3p_at CMBL -2,49 6,90481E-07
Hs.247309.0.A1_3p_a_at SUCLG2 -2,49 2,36134E-07
g4102187 3p_a_at ABCC3 -2,49 3,12476E-06
Hs.31412.0.A1_3p_at SYNPO2 -2,48 1,3322E-05
13279130 3p_a_at ZNF655 -2,48 1,75039E-10
Hs.82567.0.A1_3p_at CCNYL1 -2,48 6,37964E-10
g13376141_3p_at NHEJ1 /// SLC23A3 -2,47 6,73152E-07
Hs.10706.0.A1_3p_a_at LIMA1 -2,47 1,24719E-06
g7705444 3p_at SOCS6 -2,47 9,46425E-08
Hs2.271566.1.51 3p_s_at |- -2,47 1,4631E-07
Hs.282975.0.A2_3p_a_at CES2 -2,47 7,10964E-07
g179434 3p_at CEACAM1 -2,46 2,34715E-07
Hs.109748.0.51_3p_x_at TMEMS54 -2,46 7,07004E-10
49452 3p_at ACACB -2,46 2,783E-05
Hs.246945.0.51_3p_s_at SYNPO2 -2,46 0,000214559
g7106422_3p_at SSBP2 -2,45 1,54284E-06
g9506670_3p_a_at RBM47 -2,45 5,13619E-11
Hs.290927.0.A1_3p_at PLXNA2 -2,45 2,38841E-07
Hs.293649.0.A1_3p_at ACOX1 -2,45 4,57338E-07
8922687 3p_a_at AP5M1 -2,44 3,73036E-09
Hs.109358.0.A1_3p_a_at ATP10B -2,44 2,60666E-07
Hs.122489.0.51_3p_at Cdorf34 -2,43 7,65754E-12
13436100 _3p_a_at FAM1078 -2,43 3,6902E-07
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Hs.288858.0.51_3p_at -2,43 4,09869E-07
g5031776_3p_a_at IDH3A -2,43 4,86697E-14
Hs.101799.1.51_3p_at USP53 -2,43 3,88509E-08
g4503558_3p_at EMP1 -2,43 6,84554E-08
Hs.173638.0.53_3p_at TCF7L2 2,42 8,39021E-10
g7669507 3p_a_at NOX1 -2,42 0,000285597
g483391_3p_at CDH17 -2,42 6,94021E-07
Hs.3964.0.51_3p_at MGLL 2,41 2,94165E-08
Hs2.282885.1.51_3p_at LOC100289019 -2,41 5,40273E-08
Hs.278628.0.51_3p_at SHROOM3 -2,40 4,78132E-10
g6691454_3p_x_at FGFR2 -2,40 1,02648E-06
Hs.77837.3.A1_3p_at FLI36848 -2,40 9,14608E-12
Hs.139033.1.51_3p_s_at MFAP5 -2,39 0,00025701

Hs.24192.0.51_3p_at SYNPO2 -2,39 7,10896E-06
g5729996_3p_s_at RAB27B -2,39 0,000458707
Hs.100501.0.A1_3p_at LOC100505549 -2,38 7,87835E-09
Hs.198232.1.A1_3p_at RALGAPA1 -2,38 1,85667E-08
g1877030_3p_at TST -2,38 3,40214E-09
12803840 _3p_at C170rf81 -2,38 1,26286E-07
g4505374_3p_at NEO1 -2,38 2,63685E-10
g7705372_3p_a_at LIMA1 -2,37 2,17363E-10
g5870890_3p_a_at MTMR11 -2,36 2,99879E-06
Hs.165337.1.A1_3p_x_at RAB27A -2,36 2,14022E-08
g7705754 3p_a_at PLLP -2,36 0,000177252
g184269 3p_a_at ATP2B1 -2,36 8,59256E-09
Hs2.190399.1.51 3p_s at |- -2,36 1,45156E-06
Hs.164989.0.51_3p_at PRELID2 -2,36 3,5155E-07

Hs.91109.0.A1 3p_at PRR15 -2,35 3,21087E-05
Hs.323463.0.51_3p_x_at NBPF1 /// NBPF10 -2,35 1,79897E-06
Hs.131624.0.A1_3p_at GALNTS -2,35 9,58803E-07
Hs.283552.0.51_3p_a_at TMEM45B -2,33 5,62045E-06
Hs.284205.3.A1_3p_at -2,33 1,83878E-07
Hs.111460.0.A2_3p_x_at CAMK2D -2,33 4,57221E-07
Hs.109748.0.51_3p_at TMEMS54 2,32 9,49989E-08
Hs.104696.0.51_3p_a_at KIAA1324 -2,32 8,37589E-05
g483391_3p_x_at CDH17 -2,32 1,27573E-06
Hs.101515.0.A1_3p_at USP53 -2,31 6,22018E-09
Hs.160999.1.A1_3p_at 2,31 8,10905E-08
Hs.620.1.51_3p_a_at DST /// LOC100652766 2,29 1,00883E-07
Hs.24605.0.A1_3p_at -2,29 1,21005E-08
Hs.247309.0.A1_3p_x_at SUCLG2 -2,28 3,61142E-06
8923068 3p_a_at MUC13 2,27 4,49467E-09
g5817105_3p_s_at TSC22D3 -2,26 1,37833E-08
Hs2.383932.1.51_3p_at -2,26 1,3804E-08

Hs.109012.1.A1_3p_x_at MXD1 -2,25 3,07599E-08
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g7106799 3p_a_at UBE2J1 -2,25 8,43749E-11
Hs.247309.1.51_3p_a_at SUCLG2 -2,25 7,2865E-09

Hs.36011.0.A1 3p_at -2,25 7,23515E-07
g5730074_3p_at FGL2 -2,25 7,46468E-08
g12654782_3p_at VWASA -2,24 1,24548E-07
215949 3p_x_at IGHM /// LOC100653245 -2,24 1,97041E-08
12052883 3p_at GBP3 -2,23 7,38136E-06
g10835026_3p_a_at MAP2K6 -2,23 1,09516E-05
g12653726_3p_at UQCRFS1 -2,23 2,1627E-06

g7706155_3p_a_at KRCC1 -2,22 1,1639E-06

g5725505_3p_a_at ADAMTS1 -2,22 5,02058E-07
Hs.296276.0.A1_3p_at FGL2 2,22 5,77505E-09
6995995 3p_at CFTR 2,21 0,000459138
g10947125 3p_at ABCD3 2,21 7,11362E-10
Hs.278611.0.51_3p_a_at GALNT3 2,21 3,60021E-06
Hs.144904.0.53_3p_at NCOR1 2,21 6,50348E-08
11034854 3p_a_at TMEM9B -2,20 7,80234E-10
g12657580 3p_a_at SLC39A8 -2,20 6,83242E-08
Hs.11899.0.52_3p_a_at HMGCR -2,20 1,3738E-06

227850 3p_x_at CDC42EP5 -2,20 3,0846E-10

Hs.169600.0.51_3p_a_at FRYL -2,20 1,79751E-09
g7706368_3p_at BRP44L -2,20 1,75823E-09
Hs.105500.0.A1_3p_at 2,19 1,89632E-08
Hs.272227.0.51_3p_at -2,18 6,61805E-05
Hs.99206.0.A1 3p_at ST7L 2,18 2,82678E-07
Hs2.351442.2.51_3p_at RASEF -2,18 8,0371E-06

Hs.182265.1.A1_3p_at KRT19 2,17 0,000187775
Hs.125608.0.A1_3p_at C90rf152 2,17 8,07808E-05
Hs2.18842.3.51_3p_s_at PACSIN2 2,17 2,1343E-10

Hs.321571.0.51_3p_at MUC12 2,17 2,40208E-08
Hs.29716.0.51_3p_at FAM214A 2,17 4,84186E-09
Hs.323512.0.51_3p_at CYSTM1 -2,16 4,12578E-10
215946_3p_x_at IGLL3P -2,16 1,5895E-08

g4505860_3p_a_at PLAT 2,16 8,17049E-07
Hs.209061.0.53_3p_at RIOK3 -2,15 6,36732E-09
g3411156_3p_a_at RPS6KAS -2,15 3,9922E-09

Hs.150557.0.A2_3p_a_at KLF9 -2,15 1,56608E-09
9295191 3p_s_at FAM162A 2,14 3,09997E-10
Hs.5476.0.A1_3p_at SLC25A25 2,14 7,73575E-07
Hs2Affx.1.249.51_3p_at BCL2L11 2,14 2,08055E-05
g11119427 3p_at AVPI1 2,14 1,36473E-05
g4507178_3p_s_at SPINK1 2,14 0,000250421
Hs.109012.1.A1_3p_at MXD1 -2,13 7,30548E-09
g4506814_3p_at SCNN1A 2,13 2,69938E-05
Hs.28803.0.A1_3p_at SLC35A3 2,12 7,22054E-06
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g6382074_3p_at GNE 2,12 1,53421E-06
Hs.111460.2.A1_3p_at 2,12 1,0087E-07

Hs.321571.0.51_3p_x_at MUC12 2,11 3,23076E-08
Hs.47099.0.51_3p_a_at GALNT12 2,11 2,95066E-08
223103_3p_at STARD10 -2,10 1,68582E-08
Hs.113271.1.A1_3p_at -2,10 3,63426E-05
Hs.2384.0.53_3p_a_at TPD52 -2,10 3,60417E-06
Hs.13913.0.A1 3p_at ZSWIM6 -2,10 1,10738E-10
Hs.188465.0.A1_3p_at WNK4 -2,09 0,000187701
Hs.111460.0.A2_3p_at CAMK2D -2,09 6,83306E-08
Hs2.136414.2.51 3p_s_at  |B3GNTS /// LOC100505668 |-2,09 6,85359E-05
Hs.10957.1.A1 3p_at FAM122A -2,09 5,59728E-10
1554726_3p_at ZNF655 -2,08 7,29652E-08
Hs.8087.2.51_3p_at CAMK1D /// LOC283070 -2,08 8,49602E-08
Hs.266175.0.52_3p_at PAG1 -2,08 1,10916E-06
9955971 3p_s_at ABCC3 -2,08 3,09226E-09
Hs.10784.3.51_3p_a_at FAMA46A -2,07 2,29155E-06
Hs.21201.0.52_3p_at PVRL3 -2,06 4,57644E-06
Hs2.57787.1.51_3p_s_at TC2N -2,06 1,02869E-08
Hs.163603.0.A1_3p_at -2,06 1,11686E-08
g7705904_3p_at HSD17B11 -2,05 6,10035E-09
Hs.277543.0.53_3p_at ACSBG1 -2,05 4,86726E-05
Hs.173638.2.51_3p_x_at TCF7L2 -2,05 3,20073E-06
Hs.172803.2.51_3p_a_at STARDS -2,05 7,45704E-08
Hs.165337.1.A1_3p_at RAB27A -2,05 1,15379E-06
Hs.306755.0.A1_3p_at -2,05 0,000383956
Hs.312076.0.51_3p_at COX16 /// SYNJ2BP-COX16  |-2,04 7,87171E-07
230972_3p_at ANKRD9 -2,04 3,49842E-08
Hs.170345.0.52_3p_at THSD4 -2,04 4,80671E-05
6552324 _3p_at CAPN5 -2,04 6,58223E-09
Hs2.407308.1.51 3p_s_at |- -2,03 3,39522E-06
8923349 3p_a_at FLVCR2 -2,03 2,31805E-06
Hs.209100.0.51_3p_at CCDC69 -2,03 3,4104E-07

Hs.282093.1.A3 3p_at NFATC3 -2,03 9,69435E-07
Hs.3991.0.A1_3p_at CDC26 -2,03 3,00564E-07
Hs.106210.0.51_3p_a_at AP5M1 -2,02 3,40496E-06
Hs.184598.0.51_3p_at RHPN2 2,02 2,99088E-06
g6996000_3p_a_at ARF6 -2,02 7,86816E-08
Hs.162189.1.51_3p_at KALRN 2,02 3,82806E-07
Hs2.351804.1.51_3p_at -2,01 1,79006E-06
Hs.82110.3.51_3p_at -2,01 1,26176E-07
g4758097 3p_a_at CTSS 2,01 1,00671E-07
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Ek-4 G rade Il Grade Il kar silastirmasi farkl ifade edilen gen listesi

Sitogenetik Kat
Probe Set ID Gen Sembol Lokasyon Degisimi
1555950_3p_a_at CD55 1932 2,19
204087_3p_s_at SLC5A6 2p23 -2,15
207279 3p_s_at NEBL 10p12 -3,04
214723 3p_x_at ANKRD36 2ql11.2 2,21
234335 3p_s_at FAM84A 2p24.3 -3,01
g10863767_3p_at SPAG1 8qg22.2 -3,23
£11037056_3p_a_at MYO10 5p15.1-p14.3 -2,17
11345477 3p_a_at SMAP1 6913 -2,02
g11386170_3p_at CEACAMS 19913.1-q13.2 -3,14
g11493551_3p_at SCD 10g24.31 -2,65
g11993936_3p_s_at SCD 10g24.31 -4,18
g12621025_3p_at REG4 1p13.1-p12 5,06
£12653766_3p_a_at SMOX 20p13 -2,75
13111815 3p_at GPR160 3926.2-q27 -3,66
g13129099 3p_at DCTPP1 16p11.2 -2,44
g13129107_3p_a_at MLPH 2937.3 3,76
g13276702_3p_a_at STAU1 20913.1 -2,14
g13279253_3p_s_at HSDL2 9932 -2,58
g13376231 3p_at PLBD1 12p13.1 -2,13
g13376561 3p_at USH1C 11p14.3 -2,12
g13376686_3p_at KIAAO226L 13g14.13 -4,26
g13385593_3p_a_at CYB5B 16g22.1 -2,14
g13446226_3p_a_at TRIM?2 4931.3 -4,01
g13477106_3p_s_at CEACAMG6 19q13.2 -3,84
g13641303 3p_s at CDCA7 2931 -2,97
g187239 3p_a_at PECAM1 17923.3 2,08
g189084 3p_at CEACAMGb6 19q13.2 -3,18
g2995860_3p_at TSPANG6 Xq22 -3,01
g3560556_3p_at CSE1L 20913 -2,69
g3800813_3p_a_at CMAHP 6p21.32 2,92
g4323580 3p_at CLDN1 3028-g29 -4,07
g4416405 3p_a_at VAV3 1p13.3 -3,66
4913-921 ///

g4502198 3p_at AREG /// AREGB 4913.3 -6,38
g4503230_3p_at CYP3A5 7921.1 2,52
g4503280 3p_at DDC 7p12.2 -4,01
g4503336_3p_at DKC1 /// SNORA56 Xq28 -3,31
g4503362_3p_at DPM1 20913.13 -2,34
g4503986_3p_at GGH 8qgl12.3 -3,94
g4504960 3p_at LBR 1942.1 -2,81
g4505058 3p_a_at EPCAM 2p21 -2,36
g4505284 3p_at MuUC2 11p15.5 5,93
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g4507030_3p_at SLC5A1 22912.3 -4,13
g4507218 3p_a_at SRPK1 6p21.31 -2,75
3p21.31///

g4507424_3p_a_at TDGF1 /// TDGF1P3 Xq22.3 -5,66
g4557624 3p_a_at GCLC 6pl2 -2,27
g4580325 3p_a_at MED14 Xpll.4 -2,18
g4758321 3p_a_at KLF4 9g31 3,76

g4885496_3p_at MYB 6022-g23 -3,24
g5174566_3p_s_at MIPEP 13g12 -2,33
5174668 3p_s_at SCML1 /// SCML2 Xp22 -2,80
g5453757_3p_a_at NEBL 10p12 -3,64
g5803158 3p_a_at SCML1 Xp22 -2,62
£6631096 3p x_at NOX1 Xq22 -5,04
86912345 3p_at HDHD1 Xp22.32 -2,52
6912487 _3p_a_at LSM5 7pl4.3 -2,16
g6912579_3p_s_at SPDEF 6p21.3 6,18

g7415720 3p_a_at SCD 10g24.31 -4,29
g7661669_3p_s_at SH3YL1 2p25.3 -2,40
g7705386_3p_a_at GTF2IRD1 7911.23 -2,94
g7705609_3p_a_at SLMO2 20913.32 -2,49
g7706520_3p_s_at NEBL 10p12 -3,04
g7959734_RC_3p_s_at SCD 10g24.31 -2,59
g8051578 3p_a_at AK4 /// LOC100507855 1p31.3 -3,21
g8051633_3p_at RARRES3 11923 2,59

8922152 3p_at LOC100506282 - -2,02
8922264 _3p_a_at BCL11A 2pl6.1 -2,16
8922849 3p_a_at UEVLD 11p15.1 -2,30
g8923115_3p_at FERMT1 20p12.3 -3,59
£8923115 3p_s_at FERMT1 20p12.3 -2,41
8923371 3p_at HEATR2 7p22.3 -2,25
£8923371 3p_x_at HEATR2 7p22.3 -2,11
g8923650_3p_at FBXO34 14922.3 -2,26
g8923807_3p_a_at ZC3H15 2g32.1 -2,20
g9506640_3p_at FAM105A 5p15.2 -3,15
£9506650 3p _a_at KCTD5 16p13.3 -2,10
Hs.101282.0.A2_3p_a_at | CERS6 2924.3 -3,28
Hs.102178.1.A2_3p_a_at |STX16 20913.32 -2,49
Hs.110826.1.S1_3p_a_at |[TOX3 16g12.1 -3,91
Hs.110826.3.A1_3p_a_at | TOX3 16g12.1 -4,36
Hs.116462.0.S1_3p_at HNF4A 20913.12 -2,96
Hs.117102.0.S2_3p_at XPO4 13911 -2,36
Hs.118047.0.A1_3p_at TET3 2pl13.1 -2,10
Hs.118249.0.S3_3p_at ARFGEF2 20913.13 -2,42
Hs.119597.0.A2_3p_a_at |SCD 10g24.31 -2,49
Hs.124675.0.A1_3p_at GIMAP7 7936.1 2,58
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Hs.1360.1.51_3p_x_at CYP2B6 19q13.2 -4,77
Hs.148324.0.S1_3p_x_at [QPRT 16p11.2 -6,02
Hs.150275.0.S3_3p_at AVL9 7pl4.3 -2,63
Hs.151903.0.S2_3p_at GRPEL1 4pl6 -2,41
Hs.152475.0.A1_3p_at ASCL2 11p15.5 -2,82
Hs.155029.0.A1_3p_at -—- -2,22
Hs.166068.1.A1_3p_at VIL1 2935 -3,26
Hs.169615.0.51_3p_a_at |C8orf33 8g24.3 -2,36
Hs.172129.0.A1_3p_at SLC12A2 5g23.3 -2,06
Hs.174905.0.S1_3p_at TMEM41B 11p15.4 -2,40
Hs.177788.0.A1_3p_at - -4,17
Hs.180895.0.S2_3p_at RBM12 20g11.21 -2,42
Hs.192183.0.S1_3p_x_at |ARHGAP30 1g23.3 2,03

Hs.19221.0.S1_3p_at C200rf112 20g11.21 -2,12
Hs.192715.0.A1_3p_at - -2,14
Hs.2316.0.S1_3p_a_at SOX9 17923 -3,56
Hs.237198.1.A1 3p_at -—- --- -3,12
Hs.239926.0.A2_3p_at MSMO1 4932-q34 -2,93
Hs.24644.0.A1 3p_a_at |MIR1257 /// TAF4 20913.33 -2,23
Hs.249195.0.S2_3p_at HOXA13 7p15.2 -2,89
Hs.25328.0.A1_3p_at PHC3 3926.2 -2,23
Hs.260855.0.A1_3p_a_at | FAM84A 2p24.3 -3,03
Hs.26213.0.S1_3p_at DNTTIP1 20913.12 -2,91
Hs.27192.1.S2_3p_at RPRD1B 20911.21-qg12 -2,44
Hs.27192.1.S2_3p_x_at |RPRD1B 20911.21-qg12 -2,54
Hs.2780.3.A1_3p_a_at JUND 19p13.2 2,25

Hs.279607.3.A1_3p_at PTBP3 9932 -2,21
Hs.283552.0.S1 3p_a_at | TMEMA45B 11g24.3 -2,91
Hs.283575.0.S1_3p_x_at |LOC729852 7p21.3 -2,36
Hs.284199.0.S1_3p_at MUC12 7922 -5,09
Hs.284199.0.S1_3p_x_at [ MUC12 7922 -4,33
Hs.287720.0.S1_3p_at -—- -2,39
Hs.288232.0.S1_3p_at SERINC5 5qg14.1 -2,41
Hs.296398.1.A1 3p_s_at |LAPTM4B 8g22.1 -3,06
Hs.303125.0.S2_3p_at PERP 6924 -2,40
Hs.306602.0.S1_3p_at -—- -2,20
Hs.315478.0.S1_3p_s_at |PCM1 8p22-p21.3 2,26

Hs.323816.0.S1_3p_at Cl70rf28 17925.1 2,53

Hs.326035.0.A1 3p_a_at |EGR1 5g31.1 2,25

Hs.328801.0.51 3p x_at |--- --- -4,72
Hs.37054.0.52_3p_at EFNA3 1921-922 -3,44
Hs.37848.1.A1_3p_at -—- -3,94
Hs.3945.0.A1_3p_a_at SLMO2 20913.32 -2,21
Hs.3945.1.A1_3p_at SLMO2 20913.32 -2,39
Hs.4310.0.S2_3p_at EIF1AX Xp22.12 -2,25
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ANKRD36 /// ANKRD36B ///

Hs.44566.1.A1_3p_at ANKRD36C 2q11.1///2q11.2 |3,69
Hs.5025.0.A2_3p_at NEBL 10p12 -3,10
Hs.51483.0.A1_3p_at METTL7B 12q13.2 -2,67
Hs.54424.1.S1 3p_at HNF4A 20913.12 -3,84
Hs.62180.0.52 3p _a_at |ANLN 7p15-pl4 -2,32
Hs.69997.1.S1 3p_at ZNF238 1g44-qgter -2,79
Hs.69997.1.S1_3p_x_at |ZNF238 1qg44-qter -2,19
Hs.70604.0.S1_3p_at ATPY9A 20913.2 -2,24
Hs.71622.2.S1_3p_at LRP11 6g25.1 -2,29
Hs.77886.1.51 3p_a_at |LMNA 1922 3,05
Hs.78683.0.S2_3p_at USP7 16p13.3 -2,78
Hs.7942.0.52_3p_at AFTPH 2pl4 -2,03
Hs.82359.1.S1_3p_a_at |FAS 10g24.1 2,07
Hs.82845.0.S1_3p_at SORL1 11923.2-g24.2 -2,37
Hs.91109.0.A1_3p_at PRR15 7pl4.3 -3,62
Hs.98491.0.A1 3p_at NUDT16P1 3g22.1 -2,06
Hs2.105484.2.S1 3p_s at|REG4 1p13.1-p12 7,36
Hs2.241392.2.S1 3p_s_at| CCL5 17q11.2-g12 2,85
Hs2.278056.3.51_3p_s_at | C170rf57 17921.32 -2,71
Hs2.407020.1.51_3p_at |C6orf183 6921 -4,51
Hs2.407478.1.S1_3p_s_at | DIXDC1 11923.1 2,67
Hs2.460.4.51 3p_s_at ATF3 1932.3 3,03
L33930 3p_s_at CD24 6921 -3,01
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Ek-5 %20 siklikla amplifiye olan bolgelerdeki genle

Sayi | Gen Sembolii | Frekansi | Kromozom | Sitogenetik Lokasyon
1 NAA40 19.62 11 ql3.1
2 RNU6-45 19.62 11 gl3.1
3 COX8A 19.62 11 ql3.1
4 AP000721.4 19.62 11 gl3.1
5 oTuB1 19.62 11 gl3.1
6 MACROD1 19.62 11 ql3.1
7 RP11-21A7A.2 |19.62 11 gl3.1
8 RP11-21A7A.4 |19.62 11 ql3.1l
9 FLRT1 19.62 11 gl3.1
10 |RP11-21A7A.3 |19.62 11 ql3.1
11 |STIP1 19.62 11 ql3.1
12 |FERMT3 19.62 11 gl3.1
13 |TRPT1 19.62 11 ql3.1
14 |NUDT22 19.62 11 gl3.1
RP11-
15 |783K16.14 19.62 11 gl3.1
16 |DNAIC4 19.62 11 ql3.1
17 |VEGFB 19.62 11 gl3.1
18 |FKBP2 19.62 11 gl3.1
19 |PPP1R14B 19.62 11 ql3.1
20 |RP11-783K16.5 |19.62 11 gl3.1
RP11-
21 |783K16.13 19.62 11 gl3.1
22 | PLCB3 19.62 11 ql3.1
23 |BAD 19.62 11 gl3.1
24 | GPR137 19.62 11 ql3.1
25 | KCNK4 19.62 11 ql3.1
RP11-
26 |783K16.10 19.62 11 gl3.1
27 |Y_RNA 19.62 11 gl3.1
28 | TEX40 19.62 11 ql3.1
29 |ESRRA 19.62 11 gl3.1
30 |[TRMT112 19.62 11 ql3.1
31 |PRDX5 19.62 11 gl3.1
32 |AP003774.1 19.62 11 ql3.1
33 |CCDC88B 19.62 11 ql3.1
34 |RPS6KA4 19.62 11 gl3.1
35 |MIR1237 19.62 11 ql3.1
36 |AP003774.6 19.62 11 gl3.1
37 |AP003774.5 19.62 11 ql3.1
38 |[AP003774.4 19.62 11 gl3.1
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39 |AP005273.1 19.62 11 ql3.1

40 | AP006288.1 19.62 11 ql3.l

41 |SLC22A11 19.62 11 ql3.1

42 |SLC22A12 19.62 11 ql3.l

43 | NRXN2 19.62 11 ql3.l

44 | AP001092.4 19.62 11 ql3.1

45 | RASGRP2 19.62 11 ql3.1

46 |PYGM 19.62 11 ql3.1

47 | ARFGEF2 19.62 20 ql3.13
48 |SNAP23P 19.62 20 ql3.13
49 |RP1-155G6.4 19.62 20 ql3.13
50 |CSE1L 19.62 20 ql3.13
51 |STAU1 19.62 20 ql3.13
52 | ARPC3P1 19.62 20 ql3.13
53 | DDX27 19.62 20 ql3.13
54 | ZNFX1 19.62 20 ql3.13
55 |ZFAS1 19.62 20 ql3.13
56 |SNORD12C 19.62 20 ql3.13
57 |SNORD12B 19.62 20 ql3.13
58 |SNORD12 19.62 20 ql3.13
59 | KCNB1 19.62 20 ql3.13
60 |PTGIS 19.62 20 ql3.13
61 |AL035457.1 19.62 20 ql3.13
62 |AL079339.1 19.62 20 ql3.13
63 | NFATC2 19.62 20 ql3.13
64 | MIR3194 19.62 20 ql3.13
65 | ATPOA 19.62 20 ql3.13
66 |RP5-827A12.2 |19.62 20 ql3.13
67 |ZDHHC11 19.62 5 p15.33
68 |ZDHHC11B 19.62 5 p15.33
69 |CTD-2589H19.4 |19.62 5 p15.33
70 |SPCS2P3 19.62 5 p15.33
71 |BRD9 19.62 5 p15.33
72 |TRIP13 19.62 5 p15.33
73 |RP11-661C8.2 |19.62 5 p15.33
74 |RP11-661C8.3 |19.62 5 p15.33
75 |RP11-43F13.3 |19.62 5 p15.33
76 |AC116351.1 19.62 5 p15.33
77 |AC116351.2 19.62 5 p15.33
78 | NKD2 19.62 5 p15.33
79 |SLC12A7 19.62 5 p15.33
80 | MIR4635 19.62 5 p15.33
81 |CTD-3080P12.3 |19.62 5 p15.33
82 |SLC6A19 19.62 5 p15.33
83 |SLC6A18 19.62 5 p15.33
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84 |TERT 19.62 5 p15.33
85 |RP11-90P13.1 |19.62 7 p22.3
86 |AC093627.11 19.62 7 p22.3
87 |AC093627.12 19.62 7 p22.3
88 | FAM20C 19.62 7 p22.3
89 | AC145676.2 19.62 7 p22.3
90 |AC187652.1 19.62 7 p22.3
91 |WI2-2373]1.1 19.62 7 p22.3
92 |WI2-237311.2 19.62 7 p22.3
93 |AC226118.1 19.62 7 p22.3
94 |AC147651.1 19.62 7 p22.3
95 |PDGFA 19.62 7 p22.3
96 |AC147651.3 19.62 7 p22.3
97 | PRKAR1B 19.62 7 p22.3
98 |AC147651.2 19.62 7 p22.3
99 |AC147651.5 19.62 7 p22.3
100 | AC147651.4 19.62 7 p22.3
101 | HEATR2 19.62 7 p22.3
102 | SUN1 19.62 7 p22.3
103 | GET4 19.62 7 p22.3
104 | ADAP1 19.62 7 p22.3
105 | COX19 19.62 7 p22.3
106 | CYP2W1 19.62 7 p22.3
107 | C70rf50 19.62 7 p22.3
108 | MIR339 19.62 7 p22.3
109 | AC073957.15 19.62 7 p22.3
110 | GPR146 19.62 7 p22.3
111 |RP11-449P15.1 |19.62 7 p22.3
112 | AC091729.7 19.62 7 p22.3
113 | AC091729.8 19.62 7 p22.3
114 | GPER 19.62 7 p22.3
115 | MAD1L1 19.62 7 p22.3
116 | FTSJ2 19.62 7 p22.3
117 |NUDT1 19.62 7 p22.3
118 | SNX8 19.62 7 p22.3
119 | RP5-1125K23.1 |19.62 7 p22.3
120 | EIF3B 19.62 7 p22.3
121 | AC004840.8 19.62 7 p22.3
122 | RP4-607J2.1 19.62 7 p22.3
123 | CHST12 19.62 7 p22.3
124 | AC004840.9 19.62 7 p22.3
125 | GRIFIN 19.62 7 p22.3
126 | LFNG 19.62 7 p22.3
127 | MIR4648 19.62 7 p22.3
128 | BRAT1 19.62 7 p22.3
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129 |snoU13 19.62 7 p22.3
130 |IQCE 19.62 7 p22.3
131 |TTYH3 19.62 7 p22.3
132 |AMZ1 19.62 7 p22.3
133 | GNA12 19.62 7 p22.3
RP11-
134 |661A12.12 19.62 8 g24.3
135 | ZNF623 19.62 8 g24.3
136 | RNU7-109P 19.62 8 gq24.3
137 | ZNF707 19.62 8 g24.3
138 |RP11-429J17.2 |19.62 8 g24.3
139 | CCDC166 19.62 8 g24.3
140 |RP11-429)17.4 |19.62 8 g24.3
141 | MAPK15 19.62 8 g24.3
142 |RP11-429J17.5 |19.62 8 g24.3
143 | FAM83H 19.62 8 g24.3
144 | MIR4664 19.62 8 g24.3
145 |RP11-429)17.6 |19.62 8 g24.3
146 |RP11-429)17.7 |19.62 8 g24.3
147 |RP11-429)17.8 |19.62 8 g24.3
148 | SCRIB 19.62 8 gq24.3
149 | MIR937 19.62 8 g24.3
150 | PUF60 19.62 8 g24.3
151 |RP11-299M14.2 | 19.62 8 g24.3
152 | NRBP2 19.62 8 g24.3
153 | AC105049.1 19.62 8 gq24.3
154 | EPPK1 19.62 8 g24.3
155 | PLEC 19.62 8 g24.3
156 | MIR661 19.62 8 g24.3
157 | PARP10 19.62 8 g24.3
158 | GRINA 19.62 8 gq24.3
159 |SPATC1 19.62 8 g24.3
160 | CTD-3065J16.6 |19.62 8 gq24.3
161 | OPLAH 19.62 8 g24.3
162 | CTD-3065J16.9 |19.62 8 gq24.3
163 | EXOSC4 19.62 8 g24.3
164 | GPAA1L 19.62 8 g24.3
165 | CYC1 19.62 8 gq24.3
166 | SHARPIN 19.62 8 g24.3
167 | MAF1 19.62 8 g24.3
168 | KIAA1875 19.62 8 g24.3
169 | FAM203A 19.62 8 g24.3
170 | TSSK5P1 19.62 8 gq24.3
171 | MROH1 19.62 8 g24.3
172 | AC104592.1 19.62 8 g24.3
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173 | KM-PA-2 19.62 |8 q24.3
174 | SCXB 19.62 |8 q24.3
175 | FAM203B 19.62 |8 q24.3
176 | AC110280.1 19.62 |8 q24.3
CTD-
177 |3232M19.2 19.62 |8 q24.3
178 |BOP1 19.62 |8 q24.3
179 | SCXA 19.62 |8 q24.3
180 | HSF1 19.62 |8 q24.3
181 | PPFIAL 21.80 |11 q13.3
182 | H2AFZP4 21.80 |11 q13.3
183 | AP000487.6 21.80 |11 q13.3
184 | MIR548K 21.80 |11 q13.3
185 |CTA-797E19.1 |21.80 |11 q13.3
186 |CTA-797E19.2 [21.80 |11 q13.3
187 | AP000487.4 21.80 |11 q13.3
188 | AP000487.5 21.80 |11 q13.3
189 [CTTN 21.80 |11 q13.3
190 | SHANK2 21.80 |11 q13.3
191 | AP001271.3 21.80 |11 q13.3
192 | AP001271.5 21.80 |11 q13.3
193 |SHANK2-AS1  |21.80 |11 q13.3
194 |SHANK2-AS2  |21.80 |11 q13.3
195 |Y_RNA 21.80 |11 q13.3
196 |SHANK2-AS3  |21.80 |11 q13.3
197 | MIR3664 21.80 |11 q13.3
198 | MMP9 21.80 |20 q13.12
RP11-
199 |465L10.10 21.80 |20 q13.12
200 |AL162458.1 21.80 |20 q13.12
201 |SLC12A5 21.80 |20 q13.12
202 [RP11-465L10.7 [21.80 |20 q13.12
203 | NCOAS5 21.80 |20 q13.12
204 |RPL13P2 21.80 |20 q13.12
205 | CD40 21.80 |20 q13.12
206 |RP5-998H6.2 [21.80 |20 q13.12
207 | CDH22 21.80 |20 q13.12
208 |SLC35C2 21.80 |20 q13.12
209 | ELMO2 21.80 |20 q13.12
210 [RP5-981123.1 [21.80 |20 q13.12
211 | MKRN7P 21.80 |20 q13.12
212 |ZNF840 21.80 |20 q13.12
213 |ZNF334 21.80 |20 q13.12
214 | OCSTAMP 21.80 |20 q13.12
215 [SLC13A3 21.80 |20 q13.12

320



216 | TP53RK 21.80 20 ql3.12
217 | RP1-28H20.3 21.80 20 ql3.12
218 | SLC2A10 21.80 20 ql3.12
219 | AL031055.1 21.80 20 ql3.12
220 | RN75KP33 21.80 20 ql3.12
221 |RP11-323C15.1 |21.80 20 ql3.12
222 | EYA2 21.80 20 ql3.12
223 |RP11-323C15.2 |21.80 20 ql3.12
224 | GAPDHP54 21.80 20 ql3.12
225 | RP5-1050K3.3 | 21.80 20 ql3.12
226 | MXRA5P1 21.80 Y qll.21
227 | RPS24P1 21.80 Y qll.21
228 | ARSFP1 21.80 Y qll.21
229 | RN75L702P 21.80 Y qll.21
230 | FAM8A4P 21.80 Y qll.21
231 | ARSEP1 21.80 Y qll.21
232 | AC002992.4 21.80 Y qll.21
233 | ARSDP1 21.80 Y qll.21
234 | GYG2P1 21.80 Y qll.21
235 | AC002992.1 21.80 Y qll.21
236 | XGPY 21.80 Y qll.21
237 |RP11-251M8.1 |21.80 Y qll.23
238 | OFD1P13Y 21.80 Y qll.23
239 | TRAPPC2P5 21.80 Y qll.23
240 | RAB9AP2 21.80 Y qll.23
241 | USP9YP30 21.80 Y qll.23
242 | RNU1-107P 21.80 Y qll.23
243 | TTTY3 21.80 Y qll.23
244 | USP9YP9 21.80 Y qll.23
245 | USP9YP19 21.80 Y qll.23
246 | XKRYP5 21.80 Y qll.23
247 | CDY22P 21.80 Y qll.23
248 | TCEB1P17 21.80 Y qll.23
249 | OFD1P18Y 21.80 Y qll.23
250 | TRAPPC2P4 21.80 Y qll.23
251 | RABSAP3 21.80 Y qll.23
252 | USP9YP20 21.80 Y qll.23
253 | RNU1-40P 21.80 Y qll.23
254 | USP9YP21 21.80 Y qll.23
255 | XKRYP6 21.80 Y qll.23
256 | AC007965.1 21.80 Y qll.23
257 | PRYP4 21.80 Y qll.23
258 | TCEB1P11 21.80 Y qll.23
259 | CDY23P 21.80 Y qll.23
260 | USP9YP26 21.80 Y qll.23
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261 | HSFY8P 21.80 Y qll.23
262 | OFD1P15Y 21.80 Y qll.23
263 | RBMY2DP 21.80 Y qll.23
264 | AC007965.12 21.80 Y qll.23
265 | COL5A1 23.98 9 q34.3
266 | AL603650.2 23.98 9 q34.3
267 | AL603650.3 23.98 9 q34.3
268 | MIR3689C 23.98 9 q34.3
269 | MIR3689A 23.98 9 q34.3
270 | MIR3689D1 23.98 9 q34.3
271 | AL603650.4 23.98 9 q34.3
272 | AL603650.1 23.98 9 q34.3
273 | MIR3689B 23.98 9 q34.3
274 | MIR3689D2 23.98 9 q34.3
275 | MIR3689E 23.98 9 q34.3
276 | MIR3689F 23.98 9 q34.3
277 |RP11-263F14.3 |23.98 9 q34.3
278 | FCN2 23.98 9 q34.3
279 | FCN1 23.98 9 q34.3
280 |RP11-447M12.2 | 23.98 9 q34.3
281 |OLFM1 23.98 9 q34.3
282 |RP11-399H11.3 | 23.98 9 q34.3
283 |RP11-399H11.2 | 23.98 9 q34.3
284 | AL390778.1 23.98 9 q34.3
285 | C9orf62 23.98 9 q34.3
286 | RP11-555H7.2 | 23.98 9 q34.3
287 | SOCS5P2 23.98 9 q34.3
288 | RP11-426A6.7 |23.98 9 q34.3
289 | PPP1R26 23.98 9 q34.3
290 | C9orfll6 23.98 9 q34.3
291 | MRPS2 23.98 9 q34.3
292 |RP11-426A6.5 |23.98 9 q34.3
293 | LCN1 23.98 9 q34.3
294 | AL161452.1 23.98 9 q34.3
295 | OBP2A 23.98 9 q34.3
296 | PAEP 23.98 9 q34.3
297 | RP11-98L5.2 23.98 9 q34.3
298 | RP11-98L5.4 23.98 9 q34.3
299 | RP11-98L5.5 23.98 9 q34.3
300 |GLT6D1 23.98 9 q34.3
301 | LCN9 23.98 9 q34.3
302 | SOHLH1 23.98 9 q34.3
303 | KCNT1 23.98 9 q34.3
304 | CAMSAP1 23.98 9 q34.3
305 | RP11-305P22.9 |30.52 20 ql3.33
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306 | HAR1B 30.52 20 ql3.33
307 | HAR1A 30.52 20 ql3.33
308 | RP5-963E22.5 |30.52 20 ql3.33
309 | RP5-963E22.4 |30.52 20 ql3.33
310 | MIR124-3 30.52 20 ql3.33
311 | YTHDF1 30.52 20 ql3.33
312 | BIRCY 30.52 20 ql3.33
313 | MIR3196 30.52 20 ql3.33
314 | NKAIN4 30.52 20 ql3.33
315 | ARFGAP1 30.52 20 ql3.33
316 | MIR4326 30.52 20 ql3.33
317 | COL20A1 30.52 20 ql3.33
318 | RNU6-994P 30.52 20 ql3.33
319 | CHRNA4 30.52 20 ql3.33
320 |RP11-261N11.8 | 30.52 20 ql3.33
321 | KCNQ2 30.52 20 ql3.33
322 |RP11-358D14.2 | 30.52 20 ql3.33
323 | EEF1A2 30.52 20 ql3.33
324 | RP4-697K14.3 |30.52 20 ql3.33
325 | PPDPF 30.52 20 ql3.33
326 | PTK6 30.52 20 ql3.33
327 | SRMS 30.52 20 ql3.33
328 | C200rf195 30.52 20 ql3.33
329 | HELZ2 30.52 20 ql3.33
330 | RP4-697K14.12 |30.52 20 ql3.33
331 | GMEB2 30.52 20 ql3.33
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Ek-6 %20 Siklikla delesyona gramis bolgelerdeki genler

Sayi | Gen Sembolii Frekans | Kromozom | Sitogenetik Lokasyon
1 KCTD2 19.62 17 g25.1
2 ATP5H 19.62 |17 g25.1
3 RP11-1112G13.3 19.62 17 g25.1
4 AC111186.1 19.62 |17 g25.1
5 SLC16A5 19.62 17 g25.1
6 Y_RNA 19.62 |17 g25.1
7 ARMC7? 19.62 |17 g25.1
8 NT5C 19.62 17 g25.1
9 HN1 19.62 |17 g25.1
10 |RP11-649A18.5 19.62 17 g25.1
11 |RP11-649A18.4 19.62 |17 g25.1
12 |RP11-649A18.7 19.62 17 g25.1
13 |SUMO2 19.62 |17 g25.1
14 |NUPS85 19.62 |17 g25.1
15 | GGA3 19.62 17 g25.1
16 | MRPS7 19.62 |17 g25.1
17 | MIF4GD 19.62 17 g25.1
18 |RP11-649A18.12 19.62 |17 g25.1
19 |SLC25A19 19.62 |17 g25.1
20 |GRB2 19.62 |17 g25.1
21 |AC011933.1 19.62 |17 g25.1
22 |AC011933.2 19.62 |17 g25.1
23 |RP11-16C1.3 19.62 |17 g25.1
24 |RP11-16C1.2 19.62 17 g25.1
25 |[RP11-16C1.1 19.62 17 g25.1
26 | MIR3678 19.62 |17 g25.1
27 |RNU6-938P 19.62 17 g25.1
28 | KIAA0195 19.62 |17 g25.1
29 |AC100787.1 19.62 17 g25.1
30 | CASKIN2 19.62 |17 g25.1
31 |TSEN54 19.62 |17 g25.1
32 |LLGL2 19.62 |17 g25.1
33 |MYO15B 19.62 |17 g25.1
34 | RECQL5 19.62 17 g25.1
35 |SMIMS5 19.62 |17 g25.1
36 |SMIM6 19.62 |17 g25.1
37 |SAP30BP 19.62 17 g25.1
38 |RP11-474111.8 19.62 |17 g25.1
39 |RP11-474111.7 19.62 17 g25.1
40 |ITGB4 19.62 |17 g25.1
41 | GALK1 19.62 17 g25.1
42 |H3F3B 19.62 |17 g25.1
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43 | MIR4738 19.62 |17 q25.1
44 | UNK 19.62 |17 g25.1
45 |RP11-552F3.4 19.62 |17 q25.1
46 |UNC13D 19.62 |17 g25.1
47 |WBP2 19.62 |17 g25.1
48 | TRIM47 19.62 |17 q25.1
49 |RP11-552F3.9 19.62 |17 g25.1
50 |TRIM65 19.62 |17 q25.1
51 |RP11-552F3.10 19.62 |17 g25.1
52 | MRPL38 19.62 |17 q25.1
53 |RP11-552F3.12 19.62 |17 q25.1
54 | FBF1 19.62 |17 g25.1
55 | ACOX1 19.62 |17 q25.1
56 |RP11-552F3.13 19.62 |17 g25.1
57 |TEN1 19.62 |17 q25.1
58 | TEN1-CDK3 19.62 |17 g25.1
59 |CDK3 19.62 |17 gq25.1
60 | MICD 19.62 |6 p22.1
61 |HCGO 19.62 |6 p22.1
62 | DDX39BP2 19.62 |6 p22.1
63 | MCCD1P2 19.62 |6 p22.1
64 | ZNRD1-AS1 19.62 |6 p22.1
65 |HCGA4P3 19.62 |6 p22.1
66 |HLA-J 19.62 |6 p22.1
67 |ETF1P1 19.62 |6 p22.1
68 |ZNRD1 19.62 |6 p22.1
69 |PPP1R11 19.62 |6 p22.1
70 |RNF39 19.62 |6 p22.1
71 | AL669914.1 19.62 |6 p22.1
72 | TRIM31 19.62 |6 p22.1
73 | TRIM31-AS1 19.62 |6 p22.1
74 | SNORA48 19.62 |6 p22.1
75 | TRIM40 19.62 |6 p22.1
76 | TRIM10 19.62 |6 p22.1
77 | TRIM15 19.62 |6 p22.1
78 | TRIM26 19.62 |6 p22.1
79 | PAIP1P1 19.62 |6 p22.1
80 |HCG17 19.62 |6 p22.1
81 | TRIM26BP 19.62 |6 p22.1
82 |HLA-L 19.62 |6 p22.1
83 |HCG18 19.62 |6 p22.1
84 | TRIM39 19.62 |6 p22.1
85 | TRIM39-RPP21 19.62 |6 p22.1
86 |RPP21 19.62 |6 p22.1
87 |HLA-N 19.62 |6 p22.1
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88 |HCG19P 19.62 |6 p22.1
89 |UBQLNI1P1 19.62 |6 p22.1
90 |MiICC 19.62 |6 p22.1
91 |TMPOP1 19.62 |6 p22.1
92 |SUCLA2P1 19.62 |6 p22.1
93 |RANP1 19.62 |6 p22.1
94 |HLA-E 19.62 |6 p22.1
XXbac-
95 |BPG249D20.9 19.62 |6 p22.1
96 |GNL1 19.62 |6 p22.1
97 |PRR3 19.62 |6 p22.1
98 |ABCF1 19.62 |6 p22.1
99 | MIR877 19.62 |6 p22.1
100 | PPP1R10 19.62 |6 p22.1
101 | AL662800.1 19.62 |6 p22.1
102 | MRPS18B 19.62 |6 p22.1
103 |ATAT1 19.62 |6 p22.1
104 | PTMAP1 19.62 |6 p22.1
105 | C6orf136 19.62 |6 p22.1
106 | AL662800.2 19.62 |6 p22.1
107 | DHX16 19.62 |6 p22.1
108 | PPP1R18 19.62 |6 p22.1
109 | NRM 19.62 |6 p22.1
110 |RPL7P4 19.62 6 p22.1
111 | MDC1 19.62 6 p22.1
112 | MDC1-AS1 19.62 |6 p22.1
113 | TUBB 19.62 6 p22.1
114 |FLOT1 19.62 |6 p22.1
115 |Y_RNA 19.62 |6 p22.1
116 |IER3 19.62 |6 p22.1
117 |RN7SL353P 19.62 |6 p22.1
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