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OZET

Kolorektal karsinomalar, Bati’da, akciger ve meme karsinomalarindan sonra en sik dliime
neden olan malignite grubunu olusturmakta ve insidanst bir¢cok iilkede artis
gostermektedir. Kolorektal kanserde bes yillik yasam sansit yaklasik %40 kadardir.
Olgularin biiyiik kismimin (%85-90) sporadik oldugu, % 10-15’lik kiiglk bir grubun ise

herediter sendromlar kapsaminda gelistigi bilinmektedir.

Kanser hastaliginin yaklasik olarak %10-15"i ailesel 6zellik gosterirken kalan %85-90’1
sporadik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ailesel kanserlerin ortaya ¢ikisina neden olan genlerin
bircogu baglant1 analizleri ile saptanmistir. Ancak kanser vakalarmin biiyiik bir
cogunlugunu olusturan sporadik kanserin goriildiigli bireylerde, genetik yatkinliga neden
olan gen bolgelerinin saptanmasinda diger kompleks, multifaktoryel hastaliklarda oldugu
lizere asosiyasyon calismalari yliriitilmektedir. Asosiyasyon g¢aligmalarinin oniindeki en
bliylik sikintilardan biri olan popiilasyon stratifikasyonu ise aile bazli ¢alisma tasarimlari

ile cozlimlenmektedir.

Aile temelli genom boyu asosiyasyon c¢alismasi analizi i¢in en az 200 trionun gerekliligini
vurgulayan TDT yaklagiminin aksine 200’den daha az sayida trio ile aile temelli genom
boyu asosiyasyon calismasi analizlerinin yapilabilecegi ekibimiz tarafindan daha Once
gelistirilen SPRT analizi ile gosterilmistir. Bu tez kapsaminda elde edilen 51 trio dan

olusan veri SPRT yaklagimi ile analiz edilmistir.

Tez caligmas1 kapsaminda sporadik kolorektal kanser vakalar1 ve herbir vakanin anne ve
babasinin periferal kanlarindan elde edilen DNA 6rnekleri ile genom boyu asosiyasyon
calismasi yiiriitiilmiistiir. Calisma sonunda toplanmis olan 51 trio ve 33 duo elde edilen
bilginin analizi sonucunda kolorektal kanser ile asosiyasyon gosteren aday genetik
yatkinlik gen bolgeleri saptanmistir. Bu bolgeler SPRT ile tespit edilen 1p36.12, 3p22.3,
50911.2, 11g22.1, 20p12.1 ve C-TDT ile tespit edilen 2p16.3, 2p22.3, 2q14.1, 2922.1-
2022.2, 3p26.1, 4928.3, 4934.3, 5p15.2, 5934, 6016.3, 8924.3, 9p21.3, 11914.1, 11922.1,
14912, 14931.3, 14932.2 kromozom bolgeleridir.



Ayrica yapilan kopya sayisi degisiklikleri (Copy Number Variation, CNV) analizi ile
4q13.2, 9p12, 15911.1-15911.2 kromozom lokuslarinda ¢esitli baz ¢ifti uzunluklarindaki
bolgelerde delesyonlar ve 2qg11.1, 17¢21.31, 19pl13.2, Xg21.2, X028, Xpll.23
lokuslarinda ise yine farkli uzunluklardaki bolgelerde amplifikasyonlar saptanmistir.
Saptanan delesyon bdlgelerinin tuminin, amplifikasyon bdlgelerinin ise bazilarimin daha

once kopya sayis1 varyasyonu olarak tanimlandigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aile temelli genom boyu asosiyasyon calismasi, C-TDT, SPRT,
kolorektal kanser



ABSTRACT

Colorectal cancers show the third highest mortality rate after lung and breast cancer in
Western countries. Its incidence increases in most of the countries. Five year survival rate
of colorectal cancer is 40%. It is known that while 85 to 90 % of the colorectal cancer

cases are sporadic the remaining 10 to 15% are familial.

Cancer, a genetic disease, arises in any tissue because of many factors through a multistep
process. Because of these characteristics cancer has a heterogenous profile which makes its
mechanism difficult to reveal and explain. While 10-15% of this disease is hereditary the
remaining 85-90% is sporadic. Most of the genes causing hereditary cancers have been
identified through linkage analysis. Meanwhile genetic predisposition to sporadic cancer
cases which constitutes most of cancer cases has been studied by association studies as in
other complex and multifactorial diseases. Population stratification, one of the most

important problem in association studies, has been solved using family based designs.

Within the frame of this project primarily a novel approach previously developed by our
group adapting SPRT analysis to family based association analysis was used. SPRT
contrary to TDT which requires at least 200 trios in order to conduct a family based
association study, has the ability to conduct a reliable association analysis using less than

200 trios. 51 trios which were obtained in this thesis were analysed by SPRT.

In this study genome-wide association studies were conducted using DNA samples
extracted from peripheral blood samples of sporadic colorectal cancer cases and their
healthy parents. As a result of the data obtained from 51 number of trios and 33 number of
duos novel candidate genetic susceptibility loci to colorectal cancer were identified. The
loci detected by SPRT are 1p36.12, 3p22.3, 5911.2, 11g22.1, 20p12.1 and loci detected by
C-TDT are 2p16.3, 2p22.3, 2q14.1, 2922.1-2922.2, 3p26.1, 40928.3, 4934.3, 5p15.2, 5934,
6016.3, 8924.3, 9p21.3, 11914.1, 11922.1, 14q12, 14931.3, 14032.2 respectively.



Also various length of deletions and amplifications are detected by copy number variation
(CNV) analysis. The amplified loci are 2911.1, 17921.31, 19p13.2, Xqg21.2, XqZ28,
Xp11.23 and deleted loci are 4913.2, 9p12, 15911.1-15q11.2. All of the these deleted loci
and some of the amplified loci are previously defined as CNV.

Key words: Family based genome-wide association study, C-TDT, SPRT, colorectal
cancer
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1.GIRIS

Kanser, diinya ¢apinda ¢ok sik goriilen, mortalitesi yiiksek bir hastaliktir. Kanserin ortaya
cikis1 ve ilerlemesi bircok genin mutasyona ugradigi multigenik ve cok basamakli bir
slirectir. Bu hastaligin gelisiminde hem genetik degisikliklerin hem de cevresel etkiler gibi

bir¢ok faktoriin etkisi bulunmaktadir.

Kanserin multigenik bir hastalik olmas1 karsinogenezin anlagilmasinda genomik bilginin
hayatiyetini ortaya koymaktadir. Bu cercevede Insan Genom Projesinin sonu¢ ve
¢iktilarinin kanser arastirmalari lizerindeki etkileri bu sahada son derece énemli adimlarin
atilmasini saglamigtir. Bu yoldan hareketle biri ABD “Cancer Genome Anatomy Project”

(http://cgap.nci.nih.gov/)  digeri Ingiltere merkezli “Cancer Genome Project”

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/) projeleri kanser genomunun ortaya ¢ikarilmasini

hedefleyerek yola ¢ikmis ve 6nemli yol almistir.

Genom projelerinin ¢iktilarinin baglarinda genom iizerindeki rezoliisyonu yiiksek (birkag
yuz bazda bir) molekdler belirteclerin (Tek Nukleotid Polimorfizmler/Single Nucleotide
Polymorphism-SNP) doékiimiiniin ¢ikarilmas1 gelmektedir. Molekiiler belirtecler ile
hastaliklardan sorumlu genlerin kesfedilip tanimlanmas: 1980°1li yillardan bu yana
uygulanan bir yaklasimdir. Ancak gerek bu Onclil molekiiler belirteclerinin
rezoliisyonlarinin (birkag bin bazda bir) diisiik olmasi, gerek bu belirtecleri tarama icin
kullanilan teknolojilerin iglem hacminin diisiikliigl ile uygulamalarindaki teknik sikint1 ve

zorluklar “gen avlama” ¢aligmalarinin hizinda ivmeyi diistirmiistiir.

Genom projesinin biiyiik 6l¢iide tamamlanip, bu projenin paralelinde yeni genetik
teknolojilerin gelismesi (Mikrodizin, Yeni Nesil Sekanslama, Biyoinformatik Analiz) “gen
avlama” c¢aligmalarina biiyiik bir ivme kazandirmustir. Artan bilgi ve gelisen teknoloji
sayesinde ayni1 anda ylzbinler hatta milyonlarca molekiler belirte¢ taranabilmekte, bu
analiz paralel olarak yiizler hatta binlerce kisi i¢in gergeklestirilebilmekte ve analiz

sonuglar1 biyoinformatik araclarla yorumlanabilmektedir.


http://cgap.nci.nih.gov/
http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/

Iste bu kapsamda multigenik, multistep ve multifaktdryel bir hastalik olan kanserde de
karsinogenezden sorumlu genlerin tanimlanmasinda bir ¢igir acilmistir. Giliniimiizde
karsinogenezde rol alan, kanserin ortaya ¢ikmasinda yatkinlik nedeni olan genlerin
tanimlanmasinda genomda rezoliisyonu en yiiksek molekiiler belirteg olan SNP’lerin
mikrodizin teknolojisi ile taranabilmesi genom boyu asosiyasyon ve kopya sayisi degisim

analizlerinin yiiksek islem hacmi ile gergeklestirilebilmesini miimkiin kilmistir.

Bu genomik analizler ile kanserin erken teshisi ve tedavisinde etkin olan yeni molekiiler
biyobelirteglerin tanimlanmast gergeklestirilebilmektedir. 2000°1i yillardan itibaren
ozellikle gelismis lilkelerde yogun olarak yiiriitiilmekte olan bu tip analizlerin iilkemiz
popiilasyonu i¢in Oncelikli olan kanserlerde genis hasta gruplarinda uygulanip,
popllasyonumuz i¢in dogrulanmis biyobelirteglerin tanimlanmasi tilkemiz insanin saghgi,

ulkemiz ekonomisi ve tlkemizin ilerlemesi igin biylk 6nem arz etmektedir.

Sunulan bu tez c¢alismasinda sporadik kolorektal kanserin ortaya ¢ikmasi ve/veya
ilerlemesinde etken olan genlerin aile temelli asosiyasyon analizleri ile belirlenmesi

hedeflenmistir.

2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Kanser ve Molekdler Biyolojisi

Kanser diinyada en 6nemli insan sagligi problemlerinden birisidir. Kanseri hiicrelerimizin
cogalmasini (proliferasyonunu), farklilasmasini (differansiyasyonunu) ve 6limini kontrol

eden genlerin hastaligi olarak tanimlamak miimkiindiir.

Kompleks bir hastalik olan kanser hem ¢evresel hem de Kkalitsal faktorlerden
kaynaklanmaktadir (Lichtenstein et al. 2000). Baska bir deyisle kanser multistep ve
multifaktoryel bir hastaliktir. Gilinliimiizde elimizde olan verilere gore, kanser gelisiminin
cok kompleks bir siire¢ oldugu agiktir. Diyet, ¢evresel faktorler, kalitilan mutasyonlar ve

somatik mutasyonlar gibi faktorler kanserin agiga ¢ikma nedenleri arasinda yer almaktadir.



Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine donlismesi genomun hasara ugramasina neden olan
bircok mutasyonu gerektirmektedir. Genomdaki bu hasar, DNA replikasyonunda meydana
gelen hatalarin sonucu olabilecegi gibi, metabolizma sirasinda meydana gelen serbest
radikallerin bazi DNA bazlarina saldirmasi gibi nedenlerden de kaynaklanabilmektedir.
DNA hasari, ionize radyasyon, UV radyasyon ve kimyasal karsinojen gibi ajanlarin
etkilesimi ile de gergeklesebilmektedir (Bertram 2001). DNA’nin birgok hasari tamir etme
mekanizmasi vardir. Ancak DNA tamir mekanizmasinin islevsiz veya yetersiz kaldig
durumlarda onarilamayan bu hasarlar, mutasyon adi verilen DNA dizisindeki kalici

degisiklikleri meydana getirmektedir.

Hanahan ve Weinberg kanser hiicrelerini karakterize eden alti 6zelligi, blyume
sinyallerinde kendi kendine yetebilme, biiylimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlik,
programlanmig hiicre O6liimiinden (apoptozis) kagabilme, sinirsiz boliinme, ¢ogalma
potansiyeline sahip olma, anjiogenezi surekli destekleyebilme, doku invazyonu ve

metastaz yapabilme olarak tanimlamiglardir (Olah 2005).

Yukaridaki paragrafta 6zetlenen kanser hiicrelerinin alti 6zelliginin ortaya ¢ikmasinda 6n

planda olan iki gen grubu onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdir.

Bir hiicrenin dogal hayat siirecinde proto-onkogenler normal hiicresel faaliyetleri idare
eden genlerdir. Bu genler herhangi bir etkenle mutasyona ugradiklarinda “islev kazanimi”
gecirerek onkogene doniismekte ve hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olarak

ilerleyen stirecte hiicrelerin kanserlesmesine neden olmaktadir (Pitot 1993; Olah 2005).

Proto-onkogenler, nokta mutasyonlari, kromozomal translokasyonlar, yeniden
diizenlenmeler, gen amplifikasyonlar1 ve hipometilasyonlar1 gibi bir¢ok farkli yolla
onkogenlere doniisiip kanser olusturma Ozelligi kazanirlar. Onkogenler genel olarak
biytme faktorleri ve reseptorleri, transkripsiyon faktorleri, G proteinleri, serin/treonin
kinazlar, reseptor olmayan tirozin kinazlar, sitoplazmik proteinler benzeri gen gruplarinda
yer almaktadir (Martinez et al. 2003).

Karsinogenezde 6nemli tetik roliinii listlenen diger bir gen olan tiimor baskilayici genler
hiicrede proliferasyonu baskilamakta ve apoptozisin (programli hicre 6lumunin)

indiiklenmesinde gorev alirlar. Bu genlerin kaybi veya inaktive olmasi sonucu hiicre



proliferasyonunda artma, hticresel 6lim strecinde aksamalar gozlenir. Bu nedenle timor
baskilayic1 genlerde meydana gelen mutasyonlar genel olarak “islev kaybi” sonucunu
ortaya ¢ikarir (Kleinsmith 2006; Martinez et al.2003).

Timor baskilayic1 genler onkogenlerin tersine hiicre biiylimesini dogrudan veya dolayl

olarak inhibe edehilirler.

Hiicre biiylimesini dogrudan inhibe eden veya hiicre 6liimiinii dogrudan yonlendiren genler
koruyucu (gatekeeper) genler olarak ifade edilmektedirler (Kinzler et al. 1997). Diger bir
deyisle, koruyucu genler direk olarak tiimor gelisimi {izerine sinirlayici etkileri bulunan
genlerdir. Timodr olusumu i¢in bu genin her iki kopyasmin da inaktive olmasi
gerekmektedir (Knudson 1971; Martinez et al. 2003). Proliferasyonu dogrudan
baskilamayan fakat genetik dengesizligi (instabilite) engellemekle sorumlu olan tumor
baskilayict genler ise bakici (caretaker) genler olarak tanimlanmaktadir. Bakici genlerdeki
ortaya cikacak olan herhangi bir islev kaybi mutasyonu genomu global olarak
mutasyonlara agik hale getirmektedir.Yapilan ¢alismalar bircok sporadik tlmdrde bu

genlerin mutasyon sonucu inaktive oldugunu gostermektedir (Vogelstein et al. 1988).

Meme ve yumurtalik kanserinin gelismesinde 6nemli rol oynayan BRCA1 ve BRCA2
genleri bakici (caretaker) genlere 6rnek olarak verilebilir. Bu genler DNA’nin ¢ift zincir
kiriklarinin tamir edilmesinde gorev olmaktadir. Bu genlerdeki olusacak bir mutasyon
oldugunda DNA ¢ift zincir kiriklarinin onarimi engellenecek ve bu nedenle de kanser

gelisimi olasi olacaktir (Zhang et al 2005).

Ik olarak karakterize edilen tiimor baskilayici gen, kalitsal retinoblastoma hastaligindan
sorumlu olan RB genidir. RB geni koruyucu (gatekeeper) bir gen olarak tanimlanmaktadir.
Bu gen tarafindan kodlanan Rb proteini, biiylime faktorlerinin yoklugunda hiicre
farklilasmasini baskilayan bir proteindir. Bu gende meydana gelen bir mutasyon sonucu

retinada tlimor olugsmaktadir (Martinez et al. 2003; Ashktorab et al. 2010).

RB geninin tanimlanmasindan sonra P53, APC, PTEN, TGF-# gibi bircok tumor
baskilayici gen belirlenmistir. Pek ¢ok kanser tiiriiniin olusumunda rolii oldugu bilinen P53
bu tiimor baskilayic1 genler i¢inde 6n plana ¢ikan gen olmustur (Kleinsmith 2006). P53

geni genomda herhangi bir hasar meydana geldigi zaman hiicre dongiisiinii durdurup bu



hasarin onarilmasini saglar. Ancak hasar onarilamayacak derecede ise bu durumda hucreyi
apoptozise yonlendirir. Bu yiizden P53 geni “genomun gardiyani1” olarak adlandirilmistir
(Martinez et al. 2003).

Normal hiicresel isleyiste hiicrenin yasam siiresi doldugunda veya onarilamayacak diizeyde
bir DNA hasar1 meydana geldiginde hiicre programli bir sekilde 6liir. Bu mekanizma
apoptozis olarak adlandirilir. Bu mekanizmanin herhangi bir nedenle bozulmasi sonucu
basta kanser olmak {iizere gesitli hastaliklara neden olmaktadir (Martinez et al. 2003). p53

apoptozis siirecinin saglikli olarak islemesi i¢in gerekli olan temel bir gendir.

p53 ve pRB gibi tiimor baskilayict genler tarafindan kontrol edilen diger bir mekanizma ise
hiicresel yaglanma (senesens) olarak tanimlanmaktadir. Senesens, DNA hasari, onkogenik
uyarilar ve mitojenik sinyaller ile indiklenebilen bir mekanizma olup hicrenin
proliferasyon yeteneginin geri donilisiimsliz olarak kaybedilmesi olayidir. Kanser
hlcrelerinin senesensten kagtig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle senesens potansiyel bir anti-

kanser mekanizma olarak tanimlanabilmektedir (Campisi 2005).

Ozetle, genetik bir hastalik olan kanser bircok faktoriin etkisi altinda birgok basamaktan
gecerek ortaya cikmaktadir. Bu basamaklarin gerceklesmesinde etken olan molekiiler
degisiklikler binlerce arastirmanin konusu olmustur (Takayama et al. 2006). Bu
arastirmalarla kanserin ortaya ¢ikis ve gelisim mekanizmasina dair 6nemli bilgiler agiga
¢ikarilmis olmasina ragmen 2010 yilinda, 1,529,560 kisinin (789,620 erkek ve 739,940
kadin) kanser tanisi alacagr ve aym yil 569,490 kisinin kanserden Olecegi tahmin
edilmektedir. Diinya saglik orgiitli, 2030 yilinda diinya ¢apinda 12 milyon kisinin kanser
nedeni ile hayatini kaybedecegini bildirmektedir. Kanser nedenli Oliimlerin basinda
akciger, mide, kolorektal, karaciger ve meme kanseri gelmektedir ve bu Oliimlerin
%70’inden fazlas1 diisiik ve orta gelirli tilkelerde gergeklesmektedir. Kolorektal kanser ise
diinya ¢apinda yilda yaklasik 639,000 Kisinin 6liimiine neden olmaktadir (Altekruse et al.
2010).



2.2. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, sanayilesmis iilkelerde hem erkek hem de kadinlarda kanser nedenli
6lumlerde en sik goriilen nedenlerden biridir (Garcea et al. 2003). Bu kanser tipinin yillik
insidans1 yaklasik olarak 100.000 de 50 yeni olgudur. Kolorektal kanserin 6liim orani
gelismis tedavi, etkili gorintiileme ve izlemeye bagli olarak azalmasina ragmen prevelansi

sabit bir bicimde giderek artmaktadir (Naccarati et al. 2007).

Diinyada 2003-2007 yillar1 arasinda kolon ve rektum kanseri teshisi alma yasi ortalama 70
olarak bildirilmistir. Kolon ve rektum kanseri olgularinin ortalama %0.1°1 20 yasin altinda,
%1.1°i 23-34 yaslarn arasinda, %3.8’i 35-44 yaglarn arasinda, %12.4’li 45-54 yaslar
arasinda, %19.2’s1 55-64 yaslar1 arasinda, %24.4’1i 65-74 yaslarn arasinda, %26.8°1 75-84
yaglar1 arasinda ve %12.2’s1 85 yas iistiinde teshis edilmektedir.

Ocak 2007’de aciklanan verilere gore, Amerika’daki yaklasik olarak 540,636 erkek ve
571,857 kadmin kolon ve rektum kanser dykiisiine sahip oldugu bildirilmistir (Altekruse et
al. 2010).

Tiirkiye’de Saglik Bakanliginin Kanserle Savag Dairesi Baskanliginin verilerine gore tim
kanserlerin goriilme sikligi tilkemizde giderek artmaktadir. 2004-2006 yillar1 i¢in 41,438
erkek, 27,709 kadin olmak tizere toplam 69,147 kanser vakasi degerlendirilerek elde edilen
verilere gore, kadinlarda 2004 yilinda tiim kanserler igin kaba hiz yiiz binde 152.7, 2005
yilinda 164.6, 2006 yilinda ise 175.9 olarak belirlenmistir.

Kadinlarda 2004, 2005 ve 2006 yillarinda en sik goriilen ilk ii¢ kanser meme, kolorektal ve
tiroid olarak siralanmaktadir (Sekil 2.1). Kadinlarda kanserin goriilme sikligiin 6zellikle

43-45 yasindan sonra arttig1 gosterilmistir (Sekil 2.2).

Erkeklerde ise 2004 yilinda tiim kanserler i¢in kaba hiz yiiz binde 229.4, 2005 yilinda 246,
2006 yilinda ise 261.6 olarak hesaplanmistir. Erkeklerde en sik goriilen kanserler akciger,
prostat, mesane, kolorektal ve mide kanserleri olarak siralanmaktadir (Sekil 2.3). Ayrica en
stk goriilen bes kanserin siralamasinin ii¢ yilda da degismedigi goriilmektedir. Erkeklerde
kanserin ortaya ¢ikist yasa gore izlendiginde Ozellikle 55-60 yaslarinda arttig
belirlenmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.1: Kadinlarda yerlesim yerlerine gore en sik goriilen kanserler (Tiirkiye 2004-2006)
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Sekil 2.2: Kadinlarda yasa gore en sik goriilen kanserler (Tiirkiye 2004-2006)
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Sekil 2.3: Erkeklerde yerlesim yerlerine gore en sik goriilen kanserler (Tiirkiye 2004-2006)
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Sekil 2.4: Erkeklerde yasa gore en sik goriilen kanserler (Tiirkiye 2004-2006)

Elde edilen bu bulgulara gore, lilkemizde erkeklerde akciger, mesane ve larinks gibi sigara
kullanimu ile iligkili kanserler ilk siralarda yer almaktadir. Kadinlarda ise meme kanseri en
sik goriilen kanserdir. Kolorektal kanserler, hem erkeklerde hem de kadinlarda iist siralarda

bulunmaktadir.

Bir bireyin yasami boyunca kolorektal kanser gelistirme riski %5 olarak tespit edilmistir.
Birinci derece akrabalarinda kolon kanseri veya adenomatdz polip dykiisii olan bireylerin

ise riski 2-3 kat daha fazladir (Garcea et al. 2003).

Kolorektal kanserin gelisim nedenleri arasinda yas, beslenme, kalitim, onceki kanser
Oykdsu, polip, virus (human papilloma virus), disaridan alinan hormonlar, alkol, diisiik
selenyum ve ¢evresel faktorler sayilabilmektedir. Birgok epidemiyolojik calisma kolorektal
kanserde diyetin ve yasam tarzinin roliiniin altim1 ¢izmektedir. Yag, kirmiz1 et, alkol ve
sigara tliiketiminin pozitif korelasyon gosterdigi, sebze ve lifli gidalarin tiiketiminin ise ters
korelasyon gdsterdigi rapor edilmistir. Ayrica yiiksek fiziksel aktivite, kadinlarda menopaz
oncesi hormon tedavisi, aspirin gibi antienflamatuarlarin diizenli kullanim1 gibi fakt6rlerin

ise koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir.



2.2.1. Kolorektal Kanserin Molekdler Biyolojisi

Gectigimiz 40 yilda kanserin molekiiler temelinin anlasilmasinda biiylik gelismeler
kaydedilmistir (Martinez et al.2003). Molekuler biyolojisinin aydinlatilmasi igin ¢ok
sayida calisma yapilmis kanserlerden biri olan kolorektal kanserin, genetik olarak

heterojen ve karmasik bir hastalik oldugu gosterilmistir (Takayama et al. 2006).

Kolorektal kanserin baslamasi ve ilerlemesi de diger kanserler gibi, anahtar duzenleyici
genlerin fonksiyonlarindaki degisikliklerin birikmesi ve genetik dengesizlik ile ilgilidir
(Ashktorab et al. 2010).

Gegmiste kolorektal kanserde iki temel genetik dengesizlik tanimlanmistir. Bunlardan
sayisal veya yapisal kromozomal anormalliklerin (andploidi) artmasi yolu ile olusan
kromozomal dengesizlik (chromosomal instability, CIN) en yaygin goriilenidir. Digeri ise
DNA yanlis eslesme (mismatch) tamirindeki bozukluklarin neden oldugu mikrosatellit
dengesizligidir (microsatellite instability, MIN).

Yakin zamanda molekiiler biyolojideki gelismeler kolorektal kanserin bu iki yolakla
incelenmesinin dogru olmadigmi, siirecin daha karmasik oldugunu gostermistir.
Giiniimiizde kolorektal kanser gelisimi ic¢in genetik dengesizligin U¢ ana formu
tanimlanmaktadir. Bunlardan biri kolorektal kanser olgularinin yaklasik %13’tine neden
olan mikrosatellit dengesizligidir. HNPCC sendromlarinin  %90’inda rol oynayan
mikrosatellit dengesizligi, sporadik kolorektal kanserlerin %20’sinde gortlmektedir
(Mutch 2007). Mikrosatellit dengesizligi h(MSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 ve hMSH6’y1
iceren DNA yanlis eslesme tamir enzimlerinde tanimlanmustir. Ayrica, mikrosatellit
dengesizligi goriilen timorlerde, TGF BRII, BAX, IGFIIR, hMSH6, hMSH3, PTEN, E2F-
4 gibi mikrosatellit dengesizlik yolagindaki genlerin mikrosatellitlerindeki mutasyonlar da

tanimlanmaistir.

Kolorektal kanser tiimorlerinin % 40’inda etkili olan diger genetik dengesizlik formu
epigenetik degisikliklerle karakterizedir. Epigenetik mekanizma ile kodlayan DNA
dizisinin 5° ucunda yer alan CpG zengin bolgeler hipermetilasyona giderek bazi genlerin
sessizlesmesine neden olmaktadir. hMLH1, P16INK4A, MGMT, ER, APC, COX2
genlerinin insan kolorektal kanserlerinde hipermetile olarak sessizlestigi rapor edilmistir

(Takayama et al. 2006; Worthley et al. 2007).
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Kolorektal kanserlerin geri kalan % 47’sinde ise kromozomlarin blylk pargalarinin
kazanim1 veya kaybina neden olan kromozomal dengesizlik yolagi rol oynamaktadir
(Ashktorab et al. 2010) Sporadik kolorektal kanserlerinin yaklasik olarak %80’ninde etkin
olan kromozomal dengesizlik yolaginda tiimor baskilayici genlerden APC, P53, SMAD2,
SMAD4, DCC ve onkogenlerden ise K-ras, B-katenin rol oynamaktadir (Takayama et al.
2006; Cheah 2009).

Kolorektal kanser, kanserin ¢ok basamakli karakterinin en iyi ve ayrintili olarak ¢alisildig:

kanser modeli olmustur.

Kolorektal kanserin, KRAS gibi onkogen ve APC, TP53 gibi tlimor baskilayic1 genlerdeki
birgok mutasyonun sonucunda 20 ila 40 yilda gelistigi bilinmektedir (Sekil 2.5). Bu
mutasyonlar tiimorde karakteristik adenom karsinom sekansi ile birlikte ortaya
cikmaktadir. Boliinen kanser hiicrelerinde mutasyon oranini  hizlandiran genetik
dengesizligin, kolorektal karsinogenez siirecinde meydana geldigi diisliniilmektedir.
Timorlerin kiiclik ¢apta olmasi ve geng olan lezyonlarda kromozomal degisikliklerin
heniiz meydana gelmemesinden dolay1 erken tiimorlerde kromozomal dengesizligin (CIN)
bulunduguna dair deneysel kanitlar sinirlidir. Bununla birlikte CIN’in tiimdrijenik siiregte
erken meydana geldigine dair giiclii kanit bulunmaktadir. CIN'in, tiimoérigenezde ilk olay
olup olmadigi, ve bu yiizden APC mutasyonundan once gelip gelmedigi de hala birgok

tartismanin konusunu olusturmaktadir.

Metastaz
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Sekil 2.5: Kolorektal kanserde adenom karsinom sekansi
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Kolorektal karsinogenezin son basamaginda yer alan invazyon ve metastaz siireglerinde
proteolizis, adezyon, anjiogenez ve hucre blyimesi ile iliskilendirilmis bircok gen
tanimlanmistir. Bu genler arasinda MMP7, MMP2, MMP1, MMP8, MMP13, MMP3,
TIMP1, uPAR, integrinler, kaderinler, CD44, CEA, VEGF, PD-ECGF, TRAIL-R,
CXCR4, Drg-1, c-Met bulunmaktadir (Takayama et al. 2006).

Cok basamakli karsinogeneze iyi bir Ornek teskil eden kolorektal kanserde geleneksel
olarak adlandirabilecek kromozomal dengesizlik yolaginda ilk mutasyon normal epitel
hlcresinde meydana gelir (Takayama et al. 2006; Cheah 2009). Normal epitel hiicresinde
APC geninin kayb1 ile baglayan siireci hiicre ¢ogalmasindaki artis ve DNA
hipometilasyonu takip etmektedir. APC geninin her iki allelinin kayb1 ya da inaktivasyonu
erken adenom olugumuna neden olmaktadir. Erken adenom hiicrelerindeki 12p, 18q, 17p
kromozom bdlgelerinde daha sonra olusan mutasyonlar kolon kanserine neden olacak
malignant transformasyona yol agmaktadirlar. Bu genetik olaylarin ilerlemesi ve fenotipik
korelasyonlar1 ilk defa Vogelstein ve ark tarafindan tanimlanmustir. (Vogelstein et al.
1988). Birbirine bagl olarak gelisen kolorektal kanser adenom karsinom sekansi sekil 2.6

da gosterilmistir.

12p 17p

5q

18q

Normal Displastik Erken Orta

epitel epitel adenom derecede

Sekil 2.6: Kolorektal karsinogenezin ¢ok basamakl modeli (vogelogram)
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Kanser olusum mekanizmast en iyi aydmnlatilmis kanser tiplerinin basinda yeralan
kolorektal kanserin molekuler biyolojisinin yanisira kalitimi ile ilgili de pek ¢ok ¢alisma

bulunmaktadir.

2.2.2. Kolorektal Kanserin Kalitimi

Gegtigimiz yillarda, kanserin genetik temelinin aydinlatilmasi i¢in hem kalitsal hem
somatik mutasyonlarin tanimlanmasi1 amaciyla giiclii molekiiler biyolojik tekniklerle bir¢cok

calisma yapilmstir.

Kolorektal kanser, farkli genetik ve cevresel faktorlerin birlikte etki etmesiyle gelisen
kompleks bir hastaliktir. Kolorektal kanserin yaklasik %15’ ailesel, %10’u kalitimsal ve
%75 ise sporadik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Lynch et al. 2006).

Biitiin kolorektal kanser olgularmin % 2-5’ini olusturan Lynch sendromu (herediter
nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC) en yaygin olarak goriilen kalitimsal sendromdur.
Yine tim kolorektal kanser olgularinin yaklasik % 1’inden sorumlu olan ailesel
adenomato6z polip (familial adenomatous polyposis, FAP) sendromu ise ikinci en yaygin
goriilen kalitimsal kolorektal kanser sendromudur. HNPCC ve FAP olgularindan bagka
kaliimsal kolorektal kanser olgularinin arasinda Peutz-Jeghers sendromu (PJS), ailesel
juvenil polipozis (familial juvenile polyposis, FJP), Cowden Hastaligi (Cowden Disease,
CD) ve Bannayan-Ruvalcaba-Riley Sendromu (BRRS) yer almaktadir (Lynch et al. 2009)
(Sekil 2.7).

Kolorektal Kanser

m Sporadik olgular
| Ailesel olgular

Kalitimsal olgulardan
Lynch Sendromu (HNPCC)

H Kahtimsal olgulardan FAP
Sendromu

m Diger kalitimsal olgular

Sekil 2.7: Kolorektal kanserin heterojenitesi
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Sporadik kolorektal kanser gelisimi genetik ve spesifik cevresel/yasam tarzini risk
faktorlerinin kompleks etkilesimini farkli derecelerde i¢ ice ge¢mesini gerektirmektedir.
Sporadik kolorektal kanser olgularinda ilgili aday genlerin sayis1 ile yiiksek frekanslh

diisiik penetransh aleller genis kapsamlidir (Naccarati et al. 2007).

Ortaya ¢ikis mekanizmalarina gore farklilik gosteren kanser tiplerinin kendilerine ait

bircok ayiric 6zellikleri bulunmaktadir (Burt et al. 2006).

Kalitimsal kanser tipinin bir¢ok karakteristigi vardir.
a. Belli kanser tipleri otozomal dominant ge¢isli gériintimliidiir.
b. Bireyde birden fazla primer kanser olusumu gézlenmektedir.

c. Kalitimsal kanserler bilateral (meme, bobrek, yumurtalik kanserleri gibi) ve ¢ok

odakl1 kanserlerdir.

d. Kalitimsal kanserlerde kanserli bireyin birinci derece akrabasinin ayni
mutasyonu tagima riski %50 dir. Eksik penetrans ve degisken ifade diizeyi nedenleri ile
ailesel mutasyonu tasiyanlar kansere yakalanmayabilir ve akrabalar arasinda kansere
yakalanma yasinda degiskenlikler goriilebilir. Ailesel mutasyonu tagimayanlar kanser i¢in

genel populasyonunki kadar risk tasirlar.
Ailesel kanser tipi karakteristikleri arasinda,

a. Ailede belirli bir kanserde istatistiksel olarak beklenenden daha fazla olgu
goriilmesi fakat spesifik bir kalitim paterni olmamasi,

b. Sporadik olgularin kiimelenmesi sonucu ortaya ¢ikabilmesi,

c. Aym genetik altyapi, benzer ¢evre ve/veya yasam tarzi faktorleri sonucu ortaya
cikabilmesi ve

d. Cogunlukla kalitimsal kanserin klasik 6zelliklerini gdstermemesi sayilabilir.

Sporadik kanser tipinde ise ailedeki kanserler kalitimsal olmayan nedenler yiiziinden
ortaya ¢ikar. Kanser tipik bir yasta ortaya c¢ikmaktadir. Ailede birden fazla olgu varsa

belirli bir kalitim paterni yoktur.
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Kolorektal kanserin %75°1 ise sporadik olgular oldugu ve bu olgularin yukarida da
sOylendigi gibi belirli bir kalitim paterni olmamasi nedeni ile genetik yatkinliga neden olan

genlerin tanimlanmasinda ¢esitli yaklagimlar kullanilmaktadir.

2.3. Hastahk Yatkinlik Genlerinin Lokalizasyonun Tespiti

Kanserlerin bir kismmin kalitimsal 0zellik goéstermesi, bu grup kanserlere neden olan
genlerin tanmimlanmasinda genetik haritalama ¢alismalarina bagvurulmasina neden

olmustur.

Genlerin lokalizasyonlarinin bulunmasinda sitogenetik analiz ve genetik haritalama

metodlar1 kullanilmaktadir.

Genetik haritalama o6zellikle kalitimsal hastaliklara yol agan genlerin kromozomlar
tizerindeki  lokalizasyonlarinin ~ saptanmasinda  yaygin  olarak  kullanilmaktadir.
Lokalizasyonu aranan gen ile lokalizasyonu bilinen bir genetik, molekiler belirtecin
(marker) kusaklar arasinda birlikte kalitilmasinin test edilmesi esasina dayanan genetik

haritalamada molekiiler biyolojik yontemler ve istatistiksel analizler kullanilmaktadir.

Genetik haritalama da nirengi noktasi olarak kullanilan genetik belirtegler, kromozomda ya
da DNA dizisi tizerinde tanimlanabilen (mikrosatellitler gibi) ve hastalik genlerinin

tespitinde ve baglant1 analizinde kullanilabilen genomik varyasyonlardir.

Mayoz boliinme sirasinda kromozomlar krossing over olarak adlandirilan olay esnasinda
karsilikl1 parga degisimine ugrarlar. Krossing overda birbirine yakin genler ¢cogunlukla bir
arada giderken birbirinden uzak olan genler ise bagimsiz diizenlenme kuralina goére ayri
giderler. Yukaridaki bilgiler 1s18inda gelistirilen aranilan (hastalikla iligkili olabilecegi
diisiiniilen) gen, lokalizasyonu bilinen molekiiler belirtece ¢ok yakinsa birlikte
kalitlanacaklarindan, aranilan genin yeri de bulunmus olacaktir gercegi ile arastirmacilar,

hastaliklarla ilgili hedef genleri bulabilmektedirler.

Hastaliklarda yatkinlik geninin lokalizasyonunun tespiti i¢in farkli fakat ilgili iki esas
yaklagim kullanilmaktadir. Bunlar baglant1 (linkage) analizleri ve iliskilendirme

(asosiyasyon) caligmalaridir.
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Hastalik geni lokalizasyonu tanimlanmasinda kullanilan yaklagimlarindan biri olan
baglanti analizlerinde genomda belirli bir bolgenin kalitimi ile hastaliga yatkin ailelerde

hastaligin kalitim1 arasindaki istatistiksel iliski ile tanimlanur.

Hastalik genlerinin haritalanmasinda baglant1 analizlerine bir alternatif asosiyasyon
caligmalaridir. Asosiyasyon ¢alismalari; kalittm modeli bilinmeyen, genetik etkenlerin ise
karistig1 kompleks hastaliklarin incelenmesinde ve bu hastaliklarla iliskili olabilecek yeni
aday genlerin lokalize edilmesinde kullanilmaktadir. Bu ¢ercevede asosiyasyon
caligmalarinda, genetik varyasyonun, hastalikli bireydeki frekansi ile kontrol bireydeki

frekansi karsilastirilmaktadir (Pharoah et al. 2004).

2.3.1. Molekiiler Belirtecler ve Genlerin Lokalizasyonlarinin Tespiti

Molekdiler belirtecler genomda lokalizasyonu bilinen, mutasyon veya polimorfizm
kapsaminda meydana gelen varyasyonlardir. Siklikla kullanilan molekiiler belirtegler
arasinda, mikrosatellitler, restriksiyon parca uzunluk polimorfizmleri (Restriction
Fragment Length Polymorphism, RFLP), degisken sayida ardarda tekrarlayan DNA
dizileri (Variable Number of Tandem Repeat, VNTR), kisa tekrarlayan DNA dizileri (short
tandem repeat, STR), tek nukleotid polimorfizmleri (Single-Nucleotide Polymorphism,

SNP) ve kopya sayisi varyasyonlari (copy number variation, CNV) sayilabilirler.

Organizmalarin  genetik haritalarinin  olusturulmasinda ve filogenetik calismalarda
kullanilmakta olan molekiiler belirtecler, bir ailenin nesiller boyunca kalitilan 6zelliklerin
izleme olanag1 vermektedir. Ayrica molekiiler belirtecler bir hastalikla ile bu hastaligin
genetik nedeni arasindaki iliskiyi aciklamada da kullanilmaktadir. Kromozom iizerinde
birbirine yakin olan DNA dizileri beraber kalitildiklarindan dolayr molekiiler belirtegler,
asosiyasyon calismalarinda, hastalikla daha once iliskilendirilmemis bir geni lokalize
etmek icin kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Arastirmacilar kompleks hastaliklarda,
hedef genleri aramak icin genellikle ilgili genlere yakin olan ve birlikte kalitilan genetik
belirtecleri tanimlamaktadirlar. Keza, tek genin sorumlu oldugu kalitsal hastaliklarda
sorumlu genin lokalizasyonunda kullanilan baglanti analizlerinde yine molekiiler

belirteglerden faydalanilmaktadir.
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Genomun  haritasinin ~ ¢ikarilmasi, genlerin  hastaliklarla iliskilendirilmesi  ve
lokalizasyonlarinin belirlenmesi gibi amaglarla yukarida adi gegen (mikrosatellitler, RFLP,
VNTR, STR) DNA temelli molekiiler belirtecler uzun yillardir kullanilmaktadir. Ancak bu
belirteglerin gerek rezoliisyonlarin sinirli olmasi, gerek yiiksek islem hacimli analizlere
uygun olmamalar1 nedeniyle yeni nesil molekiiler belirteclerin kesfi i¢in ¢alismalar devam
etmistir. Genomda ¢ok yaygin olarak bulunan ve rezoliisyonlar1 oldukca yiiksek olan

SNP’ler kesiflerini takiben ¢ok degerli belirtecler haline gelmislerdir.

Genomda 5 Mb ve daha biiyiik boyuttaki kayip ve kazanimlar 1959’dan bu yana klasik
sitogenetik analizlerle tanimlanmistir. Ancak pratik olarak 13.20 Mb’in altindaki
dengesizliklerin tespit edilmesi ¢ok da kolay olmamaktadir. Molekiiler sitogenetikteki
ilerlemelerle birlikte submikroskobik genomik degiskenler de tespit edilir hale gelmis ve
genom boyu tarama tekniklerinin de gelisimi ile birlikte kopya sayis1 varyasyonlari (CNV)
ad1 verilen yeni varyasyon tipi 6. nesil genetik molekiiler belirte¢c olarak belirlenmistir

(Rodriguez-Revenga et al. 2007; Ewens et al. 2008).

Insan Genom Projesi, HapMap Projesi, 1000 Genom Projeleri 1s18inda tespit edilen yeni
nesil molekiiler belirtecler ile gen tespiti genom ebadinda yiiriitiilmekte ve bu kapsamda
genoma dagilmis CNV’ler ve SNP’ler, paralel olarak genotiplenebilmekte ve hastalik ile
iliskilendirilebilmektedir.

2.3.1.1. Tek Nukleotid Polimorfizmi

DNA dizisi iizerinde bireysel varyasyonlar goriilmektedir. DNA dizisini olusturan adenin,
guanin, sitozin, timin baz ciftinden birinin diger baz ¢ifti ile degismesi tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) olarak adlandirilir. SNP’ler insan genomunda en sik bulunan genetik
varyasyonlardir. Bir genetik varyasyonun polimorfizm olarak tanimlanabilmesi i¢in bir

popiilasyondaki sikliginin en az %1 olmas1 gerekmektedir.

Insan genomunda genler tiim DNA dizisinin ¢ok az bir kismini kapsamaktadir ve genler
arasindaki DNA dizisinin %90°dan fazlas1 belirli bir iiriin kodlamamaktadir. Insan
genomunda SNP’ler her 1000 baz ciftinde bir bulunurlar ve birgok SNP protein yapisinda
ve fonksiyonunda degisiklige neden olmaz (Miller et al. 2001). Eger SNP’ler amino
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asitlerde degisiklige neden oluyorsa non-synonymous veya missense (yanlig anlamli) SNP

olarak adlandirilirlar.

Promotor bdlgedeki SNP’ler protein yapisina etkileri olmamakla birlikte transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasini etkileyerek protein ekspresyonunu degistirebilmektedirler.
Fakat ¢cogu SNP hem kodlamayan dizide bulunmalar1 hem de ayni amino asidi kodlayan
varyantlar olusturduklari i¢in fenotip tUzerinde herhangi bir etkisi yoktur.

Kodlamayan dizideki SNP’lerden 5° veya 3’ transle olmayan bolgede olanlarin gen
ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi regulasyonunda kritik rol oynayabildigi

bilinmektedir.

Aday gen analizinde SNP’ler secilirken bu farkliliklarin anlasilmasi 6nemlidir. Genel
olarak promoter bolgedeki SNP’ler ve yanlis anlamli SNP’ler kodlamayan bolgedekilere
gore muhtemelen daha 6nemlidir (Yende et al. 2006).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla SNP’lerin tanimlanmasi ve genomda sik bulunmalari ile
genomda kararli bir sekilde dagilim gostermeleri nedenleri ile SNP’ler tercih edilen
molekiiler belirte¢ olmuslardir. Yiiksek islem hacimli genotipleme yontemlerinin gelismesi
ile bir defa da bir bireye ait milyonun tzerinde SNP genotiplendirilebilir ve bir manada
ilgili bireyin genom haritas1 ortaya koyulabilir hale gelmistir. Bu nedenle SNP (DNA)
mikrodizinleri, hem baglant1 hem de asosiyasyon analizi ¢aligmalarinda yaygin olarak

kullanilmaktadirlar (Gupta et al. 2008).

2.3.1.2. Kopya Sayis1 Varyasyonlari

Kopya sayisi varyasyonlari, popiilasyonlarda farkli frekansta gozlenen, c¢esitli
biiyiikliiklerdeki DNA segmentlerinin delesyonu veya amplifikasyonlaridir. Kopya sayisi
varyasyonlari, daha ziyade tekrarlayan DNA sekanslarinin bulundugu boélgelerde ortaya
cikma egilimindedirler. Bazi1 kopya sayisi varyasyonlari yaygindir ve nesilden nesile
aktarilmaktadirlar. Bazilar1 ise de novo olarak yani yeni bir varyasyon olarak ortaya
cikmaktadirlar. Seyrek goriilen SNP ler gibi seyrek goriilen CNV’ler de zararli olmaya
daha yatkindir. Genom boyu kopya sayist varyasyonlar: taramalart CNV’lerin daha once

kabul edilenin aksine, oldukc¢a yaygin olduklarini gostermistir. Yakin bir zamana kadar
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yapisal varyasyonlar, kopya sayis1 varyasyonlarinin daha az dogrulukla belirlenebilmesi,
biyolojik konfirmasyonunun olduk¢ca maliyetli olmasi ve kiigiik kopya sayisi
varyasyonlarinin (100.000 bp den kiiciik) daha az giivenilir olarak belirlenebilmesi gibi
nedenlerle SNP’ler kadar kapsamli c¢alisitlamamistir. Fakat gilinlimiizde, hizla gelisen
teknolojilerle 6nemli sayida kopya sayisi varyasyonu rapor edilmektedir (Cichon et al.
2009).

2.4. Tek Gen Hastaliklar1 ve Baglant1 Analizleri

Tek bir gendeki mutasyon sonucu ortaya c¢ikan hastaliklar tek gen hastaligi olarak ifade
edilmektedir. Tek gendeki bu mutasyon hastalifin kalitsal olarak gelecek nesillere
aktarilma riskini olusturmaktadir. Mendelyan kurallara gére kalitilan tek gen hastaliklar
otozomal dominant, otozomal resesif, X e bagli dominant, X’e bagh resesif ve Y’ye bagh

kalitim olarak gruplandirilabilmektedir.

Tek gen hastaliklarinin olugsmasinda, modifiye edici genlerin ve/veya ¢evrenin katkilar1 da

bulunmaktadir.

Tek gen hastaliklarina neden olan mutasyonlarin tanimlanmasinda aile diizeyinde
uygulanan baglant1 analizleri kullanilmaktadir. Baglant1 analizleri bir genetik belirtecin,
ailelerde, kusaklar boyunca hastalik ile birlikte kalitilip kalitilmadigini gézlemlemeye

dayanmaktadir.

Baglanti1 kavrami, mayoz boliinme esnasinda kromozomdaki iki lokasyon arasindaki olas1
rekombinasyon ile ilgilidir. Insan genomu 22 otozomal, 1 tane de seks kromozomu olmak
tizere 23 kromozomu kapsamaktadir. Sperm veya yumurta hiicreleri genomun bir
kopyasi1 (haploit), dollenmis yumurta ise iki ebeveynden gelen birer kopya yani iki
kopyasini (diploit) icermektedir. Bundan dolay1 diploit bir hiicre 22 homolog ¢ift otozomal
kromozom ve bir ¢ift de seks (XX veya XY) kromozomundan olusmaktadir. Haploit sperm
ve yumurta hicrelerinin retimi icin genomun diploitten haploite indirgenmesi i¢cin mayoz
boliinme siireci gerekmektedir. Mayoz esnasinda maternal ve paternal kokenli homolog
kromozomlar dort zincirli bir yap1 olan bivalent olusturmak {izere hizalanirlar. Homolog
kromatit ¢iftleri kiazma olusturmak {izere baglanirlar. Mayotik rekombinasyon, iki

kromozom arasinda genetik materyalin degis tokusu bu kiazma bélgelerinde meydana
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gelmektedir. Rekombinasyon frekansinin ve dagiliminin anlagilmasi genetik baglanti
haritalarinda oldukga biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Rekombinasyonun frekansi morgan
veya sentimorgan olmak {izere genetik uzakliga cevirebilmektedir. 1 sentimorgan %l
rekombinasyona karsilik gelmektedir. Harita uzakliklarinin hesaplanmasi, tiim kromozom

ve genom boyu genetik baglanti haritalarinin yapilanmasina olanak tanimaktadir (Collins

2007).

Kisaca 6zetlemek gerekirse, mayoz boliinme sirasinda homolog kromozomlar kars1 karsiya
gelerek birbirleri ile parca degisimine ugramaktadirlar. Bu par¢a degisimi olayina krossing
over adi verilmektedir. Bu degisimler sonucunda olusan yavru kromozomlar
ebeveynlerinin kromozomlart ile ayni genetik yapida olabilecekleri gibi, farkli bir genetik

yapida, diger bir deyisle rekombinant da olabilmektedirler.

Eger ayn1 kromozom {izerindeki gen lokasyonlar1 birbirine ¢ok yakinsa krossing over
gerceklesmesi fiziksel olarak zor olmaktadir ve rekombinasyon olasiliglr da diismektedir.
Bu nedenle ayni kromozomda yakin yerlesimli genler mayozda rekombinasyona
ugramazlar ve bir sonraki kusaga daima birlikte aktarilirlar. Diger bir deyisle eger iki lokus
bagliysa (baglantili kaliim, linkage) nadiren rekombine olurlar ve belli aleller yavru
kusaga tek bir birim olarak aktarilirlar. Ayni kromozom iizerinde birbirine uzak olan ya da
farkli kromozomlarda bulunan genlerin yavru kusaklara beraber aktarimi ise yalnizca sansa

bagli olarak olmaktadir.

Baglant1 analizlerinde kullanilan tipik olarak genetik belirtecler, duplikasyon
polimorfizmleri (mikrosatellitler) veya SNP’ lerdir. Baglant1 analizlerinde, geleneksel
olarak, bir lokusta 13-20 farkli alele sahip olabilen yaklasitk 400 mikrosatellit
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan baglanti1 ve asosiyasyon analizlerinde yaygin olarak
SNP’ler kullanilmaya baglanmistir. SNP’ler de bir lokus i¢in sadece 2 farkli alel olmasina
karsin, mikrosatellit panellerine gore, SNP panellerinin daha yogun olmasi daha biiyiik bir
rezoliisyon saglamaktadir. Bu rezollisyon genomun ¢ok daha ayrintili bir sekilde
taranmasina ve aranilan genlerin daha net bir sekilde lokalize edilmelerine imkan

vermektedir.
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Baglant1 analizleri, calisilmak istenen hastaligin kalittm modeli mendelyan kalitim
gosteriyorsa, tek bir gendeki mutasyon bu hastaliktan sorumlu ise ve bu hastalik erken yas

hastalig1 ise (aile bireylerine ulasmak daha kolay olacagindan) basarili olmaktadir.

Ayrica baglant1 analizleri baz1 yaygin kanserlerde 6rnegin, meme ve yumurtalik kanserinde
BRCAL ve BRCA2, kolorektal kanserde MSH2 ve MLH1, melonamada CDKN2A gibi
yiiksek penetransli genlerin haritalanmasinda da kullanilmistir (Pharoah et al. 2004). Fakat
genel olarak baglant1 analizleri, kaliim modeli net olmayan kanser, sizofreni, otizm, major
depresyon, bipolar hastaliklar, otoimmun hastaliklar gibi hastaliklarda biiylk oranda

basarisiz olmaktadir.

Baglant1 Analizinin Istatistiki Temelleri

Baglant1 analizleri parametrik ve parametrik olmayan baglanti analizleri olarak ikiye

ayrilmaktadir.

Eger hastaligin alel frekansi ve genetik kalittm modeli dogru olarak belirlenebiliyorsa
hastalik geninin tanimlanabilmesinde parametrik baglanti analizleri giicli bir yontem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Buna karsilik, kalitim modelinin yanlis belirlenmesi baglanti
analiz sonuclarinin giiciinii diisiirebilmekte ve yanlis sonuglarin alinmasina neden
olabilmektedir. Parametrik baglanti analizlerinde istatistiksel degerlendirme, tahmini
goreceli risk (Odds) oraninin logaritmas1 (LOD skor) hesaplanarak yapilmaktadir. LOD
skor baglanti analizi yapmak i¢in kullanilan bir istatistik testtir. Bu istatistik test Ozetle

sOyle yapilir:

1. Bir soyagaci olusturulur.

2. Rekombinasyon siklig1 ¢esitli noktalar i¢in hesaplanir .

3. Her nokta i¢in bir LOD skoru hesaplanir.

4. En yiksek LOD skoruna sahip nokta baglanti olasiliginin en yiiksek oldugu yer

sayilir.
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LOD skoru asagidaki formiil ile hesaplanir:

LOD = Z =1log 1|:]]E’:,elll bir baglanti degeri ile dogum olasihg:

Baglanti olmadan dogum olasihg:
(1 _ B)NR % BR
0 5(NR+R)

= log 10

Bu formildeki NR rekombinasyon yapmamis (rekombinant olmayan) R ise
rekombinasyon yapmis ¢ocuklarin sayisidir. 0, rekombinasyon sikligidir. Tamamen
baglantisiz alellerin (yani farkli kromozmlarda bulunan alellerin) rekombinasyon

orani %50 oldugundan paydada 0.5 vardir.

Ozetle, baglant1 analizlerinde LOD skor, hastalik alel ile belirte¢ alel arasinda baglanti
olmasi olasiliginin, baglant1 olmamas1 olasiligina oranidir. LOD degerinin 3’e esit ya da

bliylik olmasi baglanti oldugunu ifade etmektedir.

Parametrik olmayan baglanti analiz yaklasimi ise belirli bir kalitm modeli 6zelligine
dayanmamaktadir. Bu nedenle model bagimsiz yaklagim olarak da tanimlanabilmektedir.
Bu yaklasimda da ayni istatistiksel yorumla parametrik baglant1 analizlerindeki gibi
parametrik olmayan LOD skor hesaplanmaktadir. Parametrik olmayan baglanti analiz
yaklagiminin model bagimsiz olmasi bir avantaj olarak degerlendirilirken, parametrik
baglant1 analiz metodu ile kiyaslandiginda metodun giiclindeki etkili azalma dezavantaj

olarak ortaya ¢ikmaktadir (Benke et al. 2010).

Tek bir genin baskin oldugu ailesel kanser sendromlarindan farkli olarak sporadik
kanserlere olan yatkinlik multifaktéryel 6zellik gostermektedir. Bu ¢ergevede diisiik
penetransh tiimor yatkinlik genlerinin baglanti analizi ve pozisyonel klonlama ile
tanimlanmasina insan popiilasyonunun genetik ve c¢evresel heterojenitesi engel
olusturmaktadir (Pharoah et al. 2004). Bu noktada genom boyu asosiyasyon caligmalar1

devreye girmektedir.
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2.5. Kompleks Hastaliklar ve Asosiyasyon Calismalari

Bir¢ok kalitsal ve c¢evresel faktoriin sorumlu oldugu hastaliklar kompleks veya

mutifaktoryel hastaliklar olarak tanimlanmaktadir (Schork 1997).

Gegmis 30 yilda Mendelyen kurallara gore kalitilan hastaliklarin molekiiler genetiginin
anlasilmas1 bliyiik gelisme gostermistir. Mendelyen kurallara gore tek bir gendeki
mutasyonlar hastalik {lizerinde genis etkiye sahiptir. Giiniimiizde, bircok genin birlikte
etkisinden kaynaklanan, poligenik kalitim gosteren kompleks insan hastaliklarinin
molekiler ve genetik temelinin ¢6zilmesi ile micadele edilmektedir. Bu micadeleye
genomik teknolojideki gelismeler katkida bulunmaktadir (Pharoah et al. 2004) (Sekil 2.8).

Sekil 2.8: Tek gen hastaliklar1 ve kompleks hastaliklara genetik ve cevresel katkilar (A) Tek gen
hastaligi (B) Kompleks hastahk

Diisiik penetransl alleller bircok kompleks hastalik i¢in yatkinliga katkida bulunmaktadir.
Bu gibi alleller ailelerde seyrek olarak ¢oklu olgu yaratacagindan bu allellerin genetik
baglant1 analizleri ile tanimlanmas1 zor hatta imkansizdir. Bu nedenle diisiik penetransh
allellerin aranmasi, belirlenmesi, hasta ve kontrol gruplarinda spesifik allel frekanslarinin
kiyaslanmasi ile yapilan asosiyasyon calismalart ile mimkiin olmaktadir (Webb et al.

2007; McCarthy et al. 2008) (Sekil 2.9).
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Cok seyrek 0.001 Seyrek 0.01 Yaygin olmayan 0.1 Yaygin

Sekil 2.9: Diisiik frekansh alleller ve hastaliga yatkinhk

Asosiyasyon ¢aligmalart genis populasyonlardaki bireylerde genetik varyantlar ve hastalik
arasindaki asosiyasyonu belirler. Birgok asosiyasyon ¢alismasi populasyon temellidir fakat
ebeveynler ve etkilenmis c¢ocuk {glillerini kullanan aile bazli c¢aligmalar da
yiriitilmektedir. Aile bazli ¢alisma dizayni ¢ocuktaki spesifik allel ve hastalik arasindaki
asosiyasyonu, heterozigot ebeveynlerin bu alleli etkilenmis ¢ocuga beklenenden daha sik
aktarip aktarmadig test ederek gosterir. Asosiyasyon caligsmalari kohort (ayni yil dogma,
ayni iste calisma, ayni bolgede oturma vb istatistiksel olarak ortak oOzellikler gosteren
bireysel topluluk) veya olgu-kontrol olarak yapilabilir. Kohort ¢alismalarinin ¢ok fazla
zaman alic1 olmasi ve seyrek goriilen hastaliklarda kullanilmaya elverissiz olmasi gibi
sorunlar1 varken olgu-kontrol dizayni ise secimde veya bilgide Onyargiya (bias) neden

olabilmektedir.

Caligma tasarimi ne olursa olsun genetik varyasyonlar incelenecekse iki genel yaklagim
vardir. Bunlar genom boyu asosiyasyon c¢alismalart ve aday gen asosiyasyon
caligmalaridir. Aday gen asosiyasyon caligsmalar1 biyolojik yolak ile ilgili en olas1 bir veya
daha fazla gendeki genetik varyasyonun roliinii arastirmaktadir. Genom boyu asosiyasyon
caligmalarinda arastirici yatkinlik lokusu ile ilgili 6nceden bir bilgiye sahip degildir,

ilgilenilen hastalikla asosiyasyon gosteren kromozomal bdlgeyi tanimlamak icin
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caligmaktadir. Genotipleme platformlarinin fiyatlarinin diigmesine bagli olarak genom

boyu asosiyasyon ¢aligsmalariin kullanimi gittikge yayginlagsmaktadir (Yende et al. 2006).

2.6. Asosiyasyon Calismalari

Insan genom sekansinin taslagmin 2001 yilinda cikarilmasi ve 2003 yilinda tam olarak
netlestirilmesinden sonra hastaliklarin genetik 6gelerini inceleyen arastirmalarda patlama
olmustur. Sosyodemografik ve klinik risk faktorleri belirli bir bireyin neden hastalik
gelistirdigi ya da 6ldiigiinii tam olarak agiklayamamaktadir. Bu nedenle bilim adamlari
genetik varyasyonlarin hastaliklara yatkinliga neden olup olmadigim1 ve hastaliklarin
sonucunu etkileyip etkilemedigini anlamaya ¢alismaktadirlar (Yende et al. 2006; Manolio
et al. 2008).

Insan genomunun netlesmesini takiben insan genomik varyasyonlarmin tanimlanmasi
amaciyla yapilan projelerden biri HapMap projesidir. HapMap, 4 farkli populasyonda
yaklasik 3 milyon yaygin SNP’in frekanslarin1 ve bu SNP’lerin arasindaki asosiyasyon
paternlerini belirlemek iizere dizayn edilmis bir projedir (Manolio et al. 2008). HapMap
projesi ile genomik seviyede tag SNP setleri tanimlanmistir. Tag SNP, genomun bir
bolgesindeki yiiksek baglanti1 dengesizliginde (LD) olan tiim SNP’leri temsil eden SNP’dir.
Bir kromozom bdlgesindeki tiim SNP’ler genotiplendirilmesine gerek duyulmaksizin,
sadece tag SNP’lerin genotiplendirilmesi ile genetik varyasyonun tanimlanmasi miimkiin
olabilmektedir. Bu bilgiler araciligi ile HapMap projesi, genom boyunca asosiyasyon

calismalarina yon vermek i¢in gerekli temeli saglamistir.

Kalittim modeli bilinmeyen, genetik etkenlerin ise karigtigi astim, kanser, diabet, kalp
hastaliklar1 gibi kompleks ve yaygin hastaliklarin arastirilmasina ve bu gibi hastaliklarda
rol oynayan genlerin tanimlanmasi i¢in kullanilan asosiyasyon g¢aligmalari, olgular (belirli
bir hastalig1 olan kisiler veya belli bir 6zellige sahip bireyler) ve kontroller arasindaki allel
frekansi1 farkini degerlendirmektedir (Kruglyak 2008). Asosiyasyon c¢alismalart alelleri
incelemektedir ve belirte¢ lokustaki belirli bir allelin (molekiiler marker), hastaliga yiliksek

risk olusturan yatkinlik alleli ile nasil birlikte kalitlandig1 hakkinda bilgi vermektedir.
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Kompleks hastaliklar1 etkileyen genleri ortaya c¢ikarmak ve tanimlamak i¢in iki temel
asosiyasyon ¢alismasi yaklagimi vardir. Bunlar aday gen asosiyasyon ¢alismalar1 ve genom

boyu asosiyasyon ¢alismalaridir (Schork 1997).

2.6.1. Aday Gen Assosiyasyon Calismalari

Gen tanimlanmasi ve karakterizasyonu i¢in kullanilan aday gen asosiyasyon yaklasimi, gok
sayidaki genom projeleri ve biyoinformatikteki gelismeler ile daha net sonu¢ verebilir hale

gelmistir.

Aday gen analizi, belirli bir molekiiler belirteg ile bir hastalik arasindaki asosiyasyonu test

etmeyi amaglayan bir yaklasimdir (Schork 1997).

Aday gen asosiyasyon g¢aligmalarinda, hastaligin biyolojisi ile ilgili varsayimlardan yola
cikarak belirlenen ilgili aday genlerle calisilmaktadir. Aday gen asosiyasyon yaklasiminda
arastirilacak hastaliga ait eldeki biitiin veriler g6z Oniine alinarak aday genler

belirlenmektedir.

Aday gen asosiyasyon yaklasimi yeni genlerin izolasyonunu gerektirmemektedir ancak
aday genlerin fonksiyonlar1 ile iligkili bilgilerin elde edilebilmesi i¢in bu genlerin
genomdaki lokalizasyonuna gerek duymaktadir. Genomda belirlenen aday genlerin
bulundugu bolgelere siki baglanti gosteren genetik belirtecler Oncelikli olarak test
edilmektedir. Test edilen bu genetik varyasyonlar, hastalikli kisilerde hastalikli
olmayanlara gore daha sik goriiliiyorsa, o varyasyon ve hastalik arasinda bir iliski

olabilecegi ¢ikarimi yapilabilmektedir (Schork 1997).

Aday gen asosiyasyon calismalari birgok hastalifin arastirilmasinda kullanildigi gibi
kanser ve kolorektal kanser arastirmalarinda da siklikla kullanilmaktadir (Engel et al. 2002;
Hildesheim et al. 2002; Sachse et al. 2002; Landi et al. 2003; Slattery et al. 2010).
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2.6.2. Genom Boyu Asosiyasyon Calismalari

Hastaliga yatkinligin genetik temelinin agiga ¢ikarilmasi i¢in kullanilan giincel strateji
genom boyu asosiyasyon calismalaridir (genom wide association study, GWAS) (Moore et
al. 2010).

Daha 6nce de bahsedildigi iizere asosiyasyon caligmalarinda genomda en yaygin olarak
bulunan genomik varyantlar olan SNP’ler kullanilmaktadir. SNP’ler binlerce jenerasyon
once olusan ve dogal seleksiyon veya sansla yayilan mutasyonlardir. Daha 6nce varolan
SNP’e ¢ok yakin ikinci bir SNP olustugunda (aralarinda onbinlerce baz ¢iftinden de fazla
mesafe olabilmektedir) bu iki varyant alel her zaman bir sonraki jenerasyondaki ayni ogula
aktarilmaktadir. iki allelin tesadiifi olmayan bu birlikteligi baglant1 dengesizligi (linkage
disequilibirum, LD) olarak tanimlanmaktadir (Cichon et al. 2009).

LD genom haritalama veya hastalik genlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu
bilgiyi esas alan HapMap projesi ile milyonlarca yaygin SNP ve ilgili lokuslardaki alellerin
baglant1 dengesizligi (linkage disequilibrium, LD) ortaya ¢ikarilmistir (Moore et al. 2010).

Eger bir SNP yaygmn bir hastaligin riskini artiriyorsa, hastalik ile bu SNP (direk
asosiyasyon) ve birka¢ yakin SNP (LD den kaynaklanan indirect asosiyasyon) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski, asosiyasyon olmaktadir (Cichon et al. 2009). Farkli
lokuslardaki polimorfizmler arasindaki tesadiifi olmayan asosiyasyon, LD derecesine gore
Ol¢iilmektedir. LD derecesi, sayisal olarak, gézlenen ve beklenen allel frekansi arasindaki
farktir. LD nin derecesi genetik baglanti, seleksiyon, rekombinasyon ve mutasyon orani,
genetik kayma, tesadiifi olmayan ciftlesme ve popiilasyon yapisi gibi bir¢cok faktérden

etkilenmektedir.

Hastalik fenotipi ile hastalia yatkinlik lokusu arasindaki iliskinin test edilmesini
amaglayan genom boyu asosiyasyon caligmalarinda, hastalik fenotipi ile asosiyasyon
gosteren molekiiler belirteg amaca ulagmada ipucu olarak kullanilmaktadir. Bu sayede
hastalik fenotipi ile asosiyasyon gosteren molekiiler belirteg ile yiliksek LD gosteren lokus

hastaliga yatkinlik lokusu olarak tanimlanabilmektedir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10: Genom boyu asosiyasyon yaklasim ile genetik asosiyasyonun belirlenmesi

Genom boyu asosiyasyon g¢alismalarinda genler degil lokuslar tanimlanmaktadir (Hardy et
al. 2009). Genom boyu asosiyasyon yaklasimi, insan hastaliklarinin yaygin varyasyon-
yaygin hastalik hipotezine uyan lokuslar1 bulmak {izere tasarlanmistir. Yaygin varyasyon-
yaygin hastalik hipotezi bircok yaygin hastalifin yaygin allellerden kaynaklandig:
belirtmektedir (Hardy et al. 2009; Moore et al. 2010). Daha agik sdylemek gerekirse,
yaygin varyasyon-yaygin hastalik hipotezi zayiftan orta dereceye kadar degisen aralikta
etkileri olan birka¢ yaygin allelik varyasyonun kombinasyonunun hastaliga yatkinliktan
sorumlu oldugunu sdylemektedir (Benke et al. 2010) . Bu hipoteze karsilik 6ne siiriilen
diger bir hipotez olan seyrek varyasyon-yaygin hastalik hipotezi ise farkli bireylerde,
guclu etkiye sahip bircok seyrek, bagimsiz risk allelinin incelenilen hastaliga neden
oldugunu soylemektedir (Benke et al. 2010). Bugunku literatiir, her iki hipotezin de
ilgilenilen gen veya hastaliga baglh olarak dogru oldugunu 6ne siirmektedir (lyengar et al.
2007).

Ayrica bazi durumlarda genom boyu asosiyasyon calismalari ile tanimlanan diisiik
penetransli, yaygin (diislik-risk) varyantlarin baglant1 dengesizliginde bulunduklar: yiiksek
penetransli, seyrek (yliksek-risk) varyantlarin belirtegleri olabilirler. Bu bagl varyantlar

ayni genetik lokusda olabilirler fakat bazen baglant1 daha uzak lokuslara kadar uzayabilir.
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Genom varyasyonlar ile ilgili bu bilgiler ve yeni biyomiihendislik yontemlerinin birlikte
kullanim1 ile bir milyondan fazla SNP’i analiz edebilen ¢ipler dizayn edilebilmistir. Bu
ciplerin kullanimi arttikca maliyeti diismiis ve bdylece caligmalarin sayis1 da gittikce
artmistir. 2008 yilinda yayinlanan iki yayina gére genom boyu asosiyasyon c¢alismalari ile

70 hastalik i¢in yiizlerce yatkinlik lokusu rapor edilmistir (Moore et al. 2010).

Tipik bir genom boyunca asosiyasyon ¢aligmasi 4 agsamadan olugmaktadir. Bunlar sirasi ile
olgu/kontrol grubunun secilmesi, DNA izolasyonu ve genotiplendirme, hastalik ile esik
degerini gecen SNP’ler arasindaki iligkinin istatiksel olarak degerlendirilmesi ve son olarak
verileri giiglendirmek ve dogrulamak icin tanimlanan iliskinin bagimsiz populasyon

orneklerinde tekrarlanmasi veya islevsel anlamin deneysel olarak incelenmesidir.

GUnumuzde ¢ok yaygin olarak kullanilan genom boyu asosiyasyon c¢alismalarinin
yararlari, hatalar1 ve kisitlamalar1 da bulunmaktadir. Yararlar1 arasinda bir baslangic
hipotezine ihtiyag duymamasi, islenebilen dijital (elektronik yolla sayisal olarak
gosterilebilen) bilgi kullanmasi, hem sekans hem de kopya sayisi varyasyonlar1 hakkinda
bilgi saglamasi sayilabilmektedir. Ayrica genom boyu asosiyasyon calismalari ¢oklu
interaksiyon goOsteren hastalik genlerini ve bu genlerin ayr1 ayr1 yolaklarim

tanimlayabilerek, hastaligin etiyolojisinin kapsamli olarak anlagilmasini saglamaktadir.

Genom boyu asosiyasyon c¢aligmalarinda c¢ok sayida oOrnege gereksinim duyulmasi
caligmalara 6nemli bir kisitlama getirmektedir. Genom boyu asosiyasyon c¢aligmalarinin bir
diger kisitlayic1 6zelligi ise poplilasyonda sadece yaygin olan, yani popiilasyonda %5’ten
daha fazla gorilen alelleri belirleyebilmeleridir. Bu nedenle genom boyu asosiyasyon
caligmalarinin, hastalik ile iligkili biitiin genetik degiskenlikler hakkinda bilgi sagladig:
diistiniilmesi 6nemli bir hata olacaktir (Hardy et al. 2009). Genom boyu asosiyasyon
caligmalarindan elde edilecek verilerin dogrulanmasi i¢in yine ¢ok sayida ornek ile
tekrarlanmasi gerekliligi de bu ¢alismalara 6nemli bir kisitlama getirmektedir (Hardy et al.

2009).

Yukarida yararlar1 ve kisitlamalarindan bahsedilen genom boyu asosiyasyon c¢aligmalarinin
kompleks hastaliklarin arastirilmasinda birgok caligmaya 11k tuttugu ve tutmaya devam

edecegi agiktir.
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Birgok arastirmada vazgegilmez bir ara¢ olarak kullanilan genom boyu asosiyasyon

caligmalar1 popiilasyon veya aile temelli olarak iki farkli sekilde dizayn edilebilmektedir.

2.6.2.1. Popiilasyon Temelli Genom Boyu Asosiyasyon Calismalan

Gunumuzde popiilasyon temelli genom boyu asosiyasyon calismalart yaygin olarak
kullanilmaktadir. Literatiirde, Haziran 2010 itibari ile 165 dzellik i¢in (p<5x10) 904 tane

yayinlanmig genom boyu asosiyasyon ¢aligsmasi bulunmaktadir (Freedman et al. 2011).

Popiilasyon temelli genom boyu asosiyasyon calismalarinin tasariminda olgu ve kontrol
gruplar ile ¢alisilmaktadir. Olgu ve kontrol gruplarini olusturan bireyler bagimsiz secilen
bireyler olduklarindan popiilasyon katmanlasmasi (stratification, stratifikasyon) ortaya
cikmaktadir (Cardon et al. 2003). Popiilasyondaki katmanlagsma ger¢ekte olmayan

iligkilerin varmig gibi goriinmesine neden olabilmektedir. Popiilasyon katmanlagmasi

popiilasyondaki alt popiilasyonlar arasinda allel frekansinda sistematik bir farkin olmasi
durumudur. Bu fark alt popiilasyonlarin farkli soydan gelmelerinden kaynaklanabilir.

Popiilasyon katmanlasmasi,

a. karigma,

b. test istatistiginde asir1 dagilmaya yolagan ilintisizlik (relatedness),

c. se¢mede Onyargi (bias) olarak {i¢ 6nemli probleme yol agmaktadir (Duncan et al.
2005).

Populasyon temelli asosiyasyon g¢alismalarinin kullanirmini kisitlayan etkenlerden biri de
bu caligmalarda kullanilan testlerin toplumlarda ciftlesmenin genetik agidan rastgele
olmasi ve test yapilan tarihten en az iki kusak oncesi dénemden beri toplumda genetik

karigim olmamasi kosulu ile degerlendirmede kullanilabilir olmasidir.

Yukarida bahsedildigi gibi popiilasyon stratifikasyonu popiilasyon temelli asosiyasyon
caligmalarinda 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Bu nedenle son yillarda yapilan

aragtirma ve incelemeler sonucunda popiilasyon temelli asosiyasyon c¢aligmalarinda
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guvenilir sonug alabilmenin tek yolunun binlerce olgu-kontrol iizerinde ¢alismak oldugu

hususunda karar birligine ulasilmistir (Duncan et al. 2005; Bowcock 2007).

Binlerce hatta onbirlerce 6rnek analiz edilerek yapilabilen popiilasyon temelli asosiyasyon
caligmalarinda, bu kadar ¢ok sayida materyal (olgu-kontrol) bulabilmenin ve ¢alismanin
olduk¢a zor ve maliyetli oldugu agik¢a goriilmektedir. Ornek toplamadaki sikintinin
asilabilmesi i¢in ¢ok merkezli ulusal veya uluslararasi konsorsiyumlar olusturulmaktadir.
Aragtiricilar lojistik sart ve imkanlarina gore calistiklar hastaliklarin ve/veya kendi ¢calisma
gruplarinin 6zelligine gore popiilasyon temelli ve/veya aile temelli asosiyasyon g¢alismasi

yaklasimini tercih etmektedirler.

2.6.2.2. Aile Temelli Genom Boyu Asosiyasyon Cahsmalar ve Istatistiksel
Yaklasimlar

Aile temelli genom boyu asosiyasyon ¢alisma tasariminda etkilenmis birey, hasta (cocuk)

ile onun saglikli anne ve babasi ile ¢alisilmaktadir.

Popiilasyon temelli asosiyasyon g¢alismalarinin 6niindeki en biiyiik engel olan popiilasyon
katmanlagmasi aile bazli tasarimla biiyiik oranda asilabilmektedir. Bu nedenle son yillarda

asosiyasyon ¢aligmalarinda aile temelli yaklasima ilgi artmistir.

Aile temelli yaklagim ile yapilan asosiyasyon caligmalarinin istatistiksel gii¢ hesaplamalari
bu sekilde tasarlanan calismalarda ulasilmasi gereken olgu sayisinin yiizlii rakamlarla

siirlandirilabilecegini ortaya koymustur (Yang et al. 2003).

Genom boyu asosiyasyon c¢alismalarinda kullanilan testler her aileden sadece bir
etkilenmis (hasta) ¢ocuk calisilmasini gerektirir ve birden ¢ok hastanin oldugu ailelerde
gecerliligi diisiiktiir. Bu nedenle, asosiyasyonu, iliskiyi degerlendirmek ve es zamanl
olarak hastalik ve belirte¢ alelin kusaklar arasi birlikteligini degerlendiren baglanti
hakkinda da bilgi edinebilmek i¢in kalitimda dengesiz aktarim (transmission
disequilibrium, TDT) testi kullanima girmistir (Spielman et al. 1993); (Ewens et al. 1995).
Bu test toplumdaki genetik yapilasmadan etkilenmez. ilgilenilen alel agisindan heterozigot
ebeveynler ve hasta cocuklart inceleyen TDT analizinde ¢ocuga (hasta) kalitilan alellerin,

kalitilmayan aleller ile karsilastirilmasi yapilmaktadir. Aile temelli asosiyasyon
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calismalarinda kullanimi ¢ok yaygin olan bu TDT testinin kabul edilebilir bir giicte

olabilmesi i¢in en az 200 trio’ya ihtiyag¢ vardir.

TDT analizinin yapilabilmesi i¢in hasta cocuga aktarilan ve aktarilmayan alellerin
karsilastirildig bir ¢izelge olusturulmasina ihtiyag duyulmaktadir (Dracopoli et al. 1994).
Bu cizelge ile her bir SNP igin her bir anne-baba-¢ocuk {igliisii incelenerek ¢ocugun
s6zkonusu SNP igin sahip oldugu genotipi olusturan durum Cizelge 2.2°de gosterilen
sekilde ortaya konur. S6z konusu SNP i¢in incelenen biitiin ailelerde Cizelge 2.2°de
tanimlanan genotip olasiliklarinin (a, b, ¢, d) bu ailelerde kag¢ kez gozlendigi bu tabloya
islenir. Her iki ebeveynden de kalitilan ve kalitilmayan alelleri ayni ¢izelge icinde
belirtilmesi gerektigi i¢in dort gézlii bir TDT tablosu olusturulmaktadir. Ayrica bu dort
g6zli bir TDT tablosu anne-babada belirli bir genotip goriildiigii durumda g¢ocuklarin
genotiplerini gosterecek sekilde ebeveyn-gocuk Karsilastirilarak olusturulmaktadir (Cizelge
2.1ve 2.2).

Cizelge 2.1: TDT icin dort g6zl tablo

Cocuga Aktarilmayan Alleller

Allel A Allel B
Allel A a b
Cocuga Aktarilan Alleller
Allel B c d

Cizelge 2.2: Anne ve babanin genotiplerine gore olasi cocuk genotipleri

Anne Baba Cocuk
1 AA AA AA
2 AA AB AA, AB
3 AA BB AB
4 AB AA AA, AB
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5 AB AB AA, AB, AB, BB
6 AB BB AB, BB

7 BB AA AB

8 BB AB AB, BB

9 BB BB BB

Aile temelli asosiyasyon c¢alismalarinda, TDT’den baska TDT benzeri testler de
kullanilmaktadir. Bunlardan biri kardes ¢iftlerini kullanan sib-TDT (discordant-sibship
test for disequilibrium, S-TDT)’dir (Spielman et al. 1998). S-TDT analizi ebeveynlerin
genotip bilgisine gerek duymadan yapilabilmektedir. Ebeveynlerin genotip bilgisinin
oldugu ve olmadig1r durumlarda TDT ve S-TDT testleri birlikte de kullanilabilmektedir
(Horvath et al. 1998; Martin et al. 2000).

Ayrica aile temelli asosiyasyon c¢alismalarinda, bir ebeveynin genotipine ulasilabilirken,
digerine ulasilamadig1 durumlarda yeni bir test olan 1-TDT kullanilabilmektedir. 1-TDT,
hastalik lokusunu, etkilenmis bireyler (hasta) ve onlarin sadece bir ebeveynlerini
kullanarak belirleyebilen bir testtir. 1-TDT ‘nin iligkiyi, asosiyasyonu TDT ve S-TDT’den
daha az gii¢le de olsa saptayabildigi gosterilmistir (Sun et al. 1999).

Ozellikle gec yaslarda ortaya c¢ikan hastaliklarda anne ve babaya ait genotip bilgisi elde
edilemeyebilir. Bunun sebebi, genellikle, anne veya babadan bir tanesinin ya da her
ikisinin ¢oktan Olmiis olmalaridir (Cervino et al. 2000; Weinberg 1999). Aile temelli
asosiyasyon calismalarinda, anne-baba-g¢ocuk ti¢liisiinden olusan ailelerin yaninda, anne
veya babadan sadece bir tanesinin oldugu yani anne-gocuk ikilisi veya baba-gocuk
ikilisinden olusan aileler de bulunabilir. Calismanin bdyle farkli aile gruplarini igermesi
durumunda, hasta ¢ocuk ve sadece bir ebeveynden olusan aileleri ¢alismanin disinda
birakip, ¢alismay1 sadece anne-baba-cocuk iigliisiinden olusan aileler iizerine yoneltmek
bilgi ve veri kaybina yol agacaktir. Bu durum ise, verinin analizi sirasinda istatistiksel giic
kaybina sebep olacaktir (Weinberg 1999; Cervino et al. 2000; Hu et al. 2010). Bu sebeple,

maksimum fayda elde edebilmek icin, yani daha guvenilir sonuclar elde edebilmek icin,
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hem anne-baba-gocuk uglisunden hem de anne-cocuk ve baba-cocuk ikililerinden gelen
bilgiyi ortak olarak degerlendirmek ¢ok 6nemlidir (Hu et al. 2010). Bu baglamda Allen ve
arkadaglar1 hem anne-baba-cocuk Ug¢listine hem de anne-¢ocuk ve baba-gocuk ikililerine
ait genotip bilgisi iceren asosiyasyon c¢alismalarinda C-TDT test istatistigini dnermektedir
(Allen et al. 2003). Aslinda bu test istatistigi, yukarida bahsi gegen 1-TDT istatistiginin,
anne-baba-g¢ocuk dglistinden ve anne-cocuk ve baba-gocuk ikililerinden gelen bilginin
katkisi esit olacak sekilde ayarlanmis bir uzantisidir. Daha sonra C-TDT’nin permditasyon
tabanli randomize edilmis versiyonu da aile bazli asosiyasyon calismalarinda kullanilmak

tizere tammmlanmistir (Hu et al. 2010).

Calismanin anne-baba-cocuk ¢lusi ve ¢cocuk-ebeveyn ikilisinden olugmasi durumunda, C-
TDT istatistiginin, sadece anne-baba-gocuk uUclist kullanan TDT’ye gore daha gucli
sonuglar ¢ikardigimi géstermektedir. Diger bir taraftan, bu test istatistigi asimptotik bir
dagilim yerine, permiitasyon yontemine dayandigi icin, kiiclik 6rneklem biiyiikliiklerinde
de etkili bir sekilde kullanilabilmektedir (Good 2001). Yalniz bu yontem birden fazla
tasiyici ¢ocuktan olusan ailelere veya tamamiyla sadece anne-gocuk ikililerinden ya da

tamamiyla sadece baba-gocuk ikililerinden olusan galismalara uygulanamamaktadir (Hu et

al. 2010).

Ayrica, aile temelli asosiyasyon analizlerinde giivenilir sonug¢ alinabilmesi i¢in TDT
analizinin 6ngordiigli 200 trio’luk orneklem boyutuna ulagsamama problemini asabilmek
icin, ekibimiz tarafindan Onerilen ardigik hipotez testleri (‘sequential hypothesis tests’
(Wald 1947) veya sequential probability ratio test, SPRT) (llk et al. 2011) alternatif bir
yaklasim olarak aile temelli asosiyasyon analizlerinde kullanilabilmektedir. Ekibimiz
tarafindan gelistirilen bu testin, SPRT’nin TDT ye gore en onemli iistiinliiklerinden biri
SNP’leri “iligkili”, “iligkili degil” veya “iliskili veya iliskili degil diye belirleyebilmek i¢in
daha fazla trio toplamaya devam edilmesi gereken” SNP’ler diye (¢ grupta
toplayabilmesidir. TDT analizinde ise SNP’ler sadece “iliskili” veya “iliskili oldugunu

kanitlaycak delil yok” olarak ikiye ayrilmaktadir.

2011 yilinda yayinlanan makalede SPRT analizi bir similasyon (benzetim) calismasi ile
incelenmistir (Ilk et al. 2011). Similasyon verisi Uretildikten sonra TDT ve SPRT
uygulanmis ve karsilastirilmistir. 100°den ufak trio sayisi i¢in, SPRT %87.9 ila 9%93.8
arasinda dogruluk degeri alirken, TDT’nin ise sadece %39.9 ila %74.8 arasinda degerler
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aldig1 belirlenmistir. 50 trio i¢in dogruluk degerlerine bakildiginda SPRT %92.7’lerde iken
TDT’nin ise %57.9’larda kaldig1 goriilmiistiir (Ik et al. 2011) (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3: SPRT ve TDT’nin degisen trio sayisina gore dogrulugu (%) (¢=0.1% ve p=20%)

Trio sayis1 Dogruluk %
SPRT TDT

30 87.9 39.9
40 915 50.0
50 92.7 57.9
60 93.3 63.3
70 93.6 67.9
80 93.7 71.9
90 93.8 74.8
100 93.9 77.6
110 94.0 79.8
120 94.1 81.7
130 94.1 83.3
140 94.1 84.7
150 94.1 85.9
160 94.1 86.8
170 94.1 87.8
180 94.1 88.5
190 94.1 89.2
200 94.1 89.8
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SPRT’de, SNP’leri iki hipotezden birine atamak i¢in ¢ok az sayida trioya ihtiya¢ oldugu
goriinmiistiir. Sadece 50 trio ile bile, bu SNP’lerin %60°1 hakkinda karar verilebilmistir.
Geriye kalan %40°1 i¢inse ‘daha fazla trio toplamaya devam et’ karar1 ¢ikmistir. Trio sayisi

80’e ¢iktiginda, bu SNP’lerin %90’ 1ndan fazlasi i¢cin SPRT testleri sonuglanmistir.

2.7. Kanser Arastirmalarinda Genom Boyu Asosiyasyon Calismalari

Gegtigimiz 20 yilda kanser genetigi aragtirmalarindaki ilerlemeler ile mendelyan kalitim
paterni gosteren bir grup kanserden sorumlu olan ve yiiksek penetrans gostererek kansere
yatkinliga neden olan mutasyonlu genler tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Kansere
yatkinliga neden olan bu genler arasinda, kalitsal meme ve rahim kanserinde BRCAL ve
BRCAZ2 genleri, Lynch sendromunda yanlis eslesme tamir genleri, ailesel adenomatoz

polipte APC geni, Li-Fraumeni Sendromunda TP53 geni sayilabilir (Stadler et al. 2010)

Yakin ge¢miste genom boyu asosiyasyon calismalari ile basta meme, prostat, akciger
kanseri ve kolorektal kanser olmak {izere birgok kanserde 100 den fazla yaygin, diisiik

penetransli lokus tamimlanmustir (Varghese et al. 2010) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11: Baz1 yaygin kanserler icin genom boyu asosiyasyon calismalari ile tanimlanan
lokuslar (Mor ile isaret edilen bdlgeler prostat kanseri, mavi ile isaret edilen bdlgeler meme kanseri,yesil ile
isaret edilen bolgeler kolorektal kanser ve kirmizi ile isaret edilen bolgeler ise akciger kanseri i¢in tanimlanan

yatkinlik lokuslarini gostermektedir.)

35



Yiiksek penetrans ve seyrek popiilasyon frekansi gdsteren meme, prostat, akciger kanseri
ve kolorektal kanser yatkinlik genleri arasinda P53, APC, CDH1, BRCA1, BRCA2, MLH1,
MSH2, PTEN, STK11, CDKN2A, MSH6 ve PMS2, orta derecede risk gosteren alleller
arasinda ATM, CHEK2, PALBZ2,BRIP1, CYP1Al, GSTM1, disiik penetrans ve yliksek
popiilasyon frekansi1 gosteren risk allelleri arasinda ise 8q24 lokusu, FGFR2, MSMB,
CHRNAS, CHRNAS3, CHRNB4 genleri sayilabilmektedir (Stadler et al. 2010).

Meme kanserinde yapilan genom boyu asosiyasyon caligmalari ile bugiine kadar 13
bagimsiz yatkinlik lokusu tanimlanmigtir. Tanimlanan yatkinlik lokuslarindaki en giiclii
asosiyasyon gosteren SNP, FGFR2 geninde bulunmaktadir. Diger yatkinlik lokuslarinda
bulunan ve daha 6nce kanserle iligkilendirilmemis, siras1 ile 16q12 ve 11p15 bolgelerinde
bulunan TOX3, ve LSP1 gibi genler ile ilgili dogrulama ¢alismalar1 halihazirda yapilmakta
olup karsinogenezdeki olasi potansiyel rolleri arastirilmaktadir (Varghese et al. 2010;
Stadler et al. 2010).

Prostat kanseri i¢in 30 yaygin genetik risk lokusu tanimlanmistir. Bunlarin bagsinda,
kolorektal kanser, mesane ve meme kanserinde de tanimlandigi gibi 8q24 lokusu
gelmektedir. Haiman ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada 8q24 bolgesinde birbirinden
bagimsiz 7 tane risk varyant1 gosterilmistir. Bu risk SNP’lerin i¢inde bulundugu ya da
yakinlarindaki genlerin (MSMB, KLK3, KLK2 vs) prostat kanseri olusumunda rolleri
oldugu da ispatlanmistir (Stadler et al. 2010). 8q24 den baska 17q ve 10q lokuslar1 prostat

kanser riski i¢in tanimlanmis en 6nemli lokuslardir.

Ayrica akciger (15925, 5q15.33), tiroid (9p22.33, 14q13.3), rahim (9p22), pankreas
(5915.33, 1g32.1), mide kanseri (8q24.3) ile iliskilendirilmis bir¢ok lokus ve SNP
bulunmaktadir (Stadler et al. 2010).
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2.8. Kolorektal Kanser Arastirmalarinda Genom Boyu Asosiyasyon
Cahismalar:

Ailesel yatkinhigin vakalarin yaklasik %25’ ine yol actigi kolorektal kanserde, bilinen
kalitimsal yatkinlik sendromlar1 (Lynch sendromu, FAP, Peutz-Jeghers sendromu, Juvenil
Polipozis vb) hastaligin %10 ‘undan sorumludur. Geriye kalan %75 ise sporadik

olgulardan olugsmaktadir.

Genetik heterojenite agisindan giizel bir 6rnek teskil eden kolorektal kanserde tek gendeki
mutasyonlar (monogenik bozukluklar) ve baglanti analizleri (poligenik kalitim) veya
genom boyu asosiyasyon caligmalari1 (poligenik kalitim) ile tanimlanan bir¢ok lokustaki
varyasyonlar kanser riskini artirmaktadir. Somatik mutasyona yol agabilen gevresel
faktorlerin etkisiyle de bireysel kanser riski olusabilir ve sonunda kanser gelisimi

gerceklesir (Galvan et al. 2010) (Sekil 2.12).

Poligenik kalitim

Monogenik
bozukluklar

Kansere Yatkinlik

Cevresel e ¢
Faktorler #

N

Somatik Mutasyonlar@

S

Kolorektal Kanser
TRENDS in Genelics

Sekil 2.12: Kolorektal kansere yatkinlikta genetik heterojenitenin rolii
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Son yillarda kolorektal kanser arastirmalarinda genom boyunca asosiyasyon g¢alismalari
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismalarin ortak ozellikleri populasyon temelli

asosiyasyon ¢aligmalar1 olmalaridir.

Hem sporadik hem de aile 6ykiisii olan kolorektal kanser olgularinda yapilan genom boyu
asosiyasyon calismalart ile kolorektal kanser gelisimi riskini etkileyen bircok lokus
tamimlanmustir (Cizelge 2.4). Bugiine kadar Ingiltere, Iskogya, Japonya, Israil ve
Kanada’da yapilan asosiyasyon caligmalari ile 10 farkli yatkinlik lokusu (esik degeri p<
13.%) tanimlanmustir. Bu lokuslar 8q24.21, 18g21.1 (SMAD7), 15q13.3 (GREM1), 11¢23.1,
8g23.3 (EIF3H), 10pl14, 19913.11 (RHPNZ2), 20p12.3, 14qg22.2 (BMP4) ve 16¢22.1
(CDH1) dir. Bu yatkinlik lokuslarindan 11g23.1 lokusu hem baglanti analizleri hem de
genom boyu asosiyasyon analizleri ile tanimlanabilmistir (Tomlinson et al 2010.; Le
Marchand 2009; Galvan et al. 2010).

Cizelge 2.4: Kolorektal kanserde yapilan genom boyu asosiyasyon ¢alismalari ve tanimlanan tiim

lokuslar
ilk Yazar Yaymlandig Yaymlandig Makale ik Dogrulama Rapor Rapor edilen | Rapor edilen
Tarih Bash@ asamada basamaginda edilen gen/genler SNP
Dergi calisilan | galigilan 6rnek bolge
ornek sayis1
sayisi
Cui 17.01.2011 BMJ Common 1583 4584 Japon | 6g25.3, SLC22A3 rs7758229,
variant in | Japon olgu/ 2596 | 8924 rs6983267,
6026-927 is | olgu/1898 | Japon kontrol rs7837328
associated Japon ve 225 Koreli
with  distal | kontrol olgu/377 Koreli
colon cancer kontrol
in an Asian
population

38



Houlston 24.10.2010 Nature Genetics | Meta-analysis | 3334 14851 Awvrupa | 1941, LARP4,DIP2, 1$6691170,
of three | Avrupa kokenli  olgu/ | 3g26.2, LAMAS5, 1s6687758,
genome-wide | Koke 15569 Avrupa | 12q13.12, | DUSP10 510936599,
olgu/ 4628 rs11169552
association Avrupa kokenli kontrol 20913.33, 157136702,
studies Kokenli rs4925386
identifies kontrol
susceptibility
loci for
colorectal
cancer at
1g41, 3026.2,
12g13.13 and
20013.33
Lascorz 07.07.2010 Carcinogenesis Genome-wide | 371 4121 Alman, |7pl4.1 GLI3, INHBA rs12701937
association Alman 794 Cek olgu/
study for | olgu/ 7344 Alman,
colorectal 1263 815 Cek
cancer Alman kontrol
identifies risk | kontrol
polymorphis
ms in German
familial cases
and
implicates
MAPK
signalling
pathways in
disease
susceptibility
COGENT 16.11.2008 Nature Genetics | Meta-analysis | 1902 4878 olgu/4914 | 20p12.3, BMP4, RHPN2, | rs4444235,
Study of genome- | olgu/1929 | kontrol 14q922.2, CDH1 rs9929218,
wide kontrol 19913.11, rs10411210rs
association 16022.1 961253
data identifies
four new
susceptibility
loci for
colorectal
cancer
Tenesa 30.03.2008 Nature Genetics | Genome-wide | 981 olgu, | 16,476 olgu, | 8qg24.21, POUSFIP1, rs7014346
association 1,002 15,351 kontrol 18921.1, HsG57825,
scan identifies | kontrol 11923.1 DQ515897, rs4939827
a colorectal SMAD7,genler rs3802842
cancer arast bir bolge

susceptibility
locus on
11923 and
replicates risk
loci at 8g24
and 18921

39




Tomlinson

30.03.2008

Nature Genetics

A genome-
wide
association
study
identifies
colorectal
cancer
susceptibility
loci on
chromosome
10p14  and
8023.3

922 olgu,
927
kontrol

17,872
17,526 kontrol

olgu,

8023.3,
10p14

EIF3H, Genler

arasi bir bolge

1516892766
1510795668

Jaeger

30.01.2008

Nature Genetics

Common
genetic
variants at the
CRAC1
(HMPS) locus
on
chromosome
15013.3
influence
colorectal
cancer risk

730
olgu/960
kontrol

4500 olgu/
3860 kontrol

15013.3

CRAC1

rs4779584

Broderick

14.10.2007

Nature Genetics

A genome-
wide
association
study shows
that common
alleles of
SMAD7
influence
colorectal

cancer risk

940 olgu,
965
kontrol

7,473
5,984 kontrol

olgu,

18921.1

SMAD7

rs4939827

Tomlinson

08.07.2007

Nature
Genetics

A genome-
wide
association
scan of tag
SNPs
identifies a
susceptibilit
y variant for
colorectal
cancer  at
8g24.21

930
olgu,
960

kontrol

7,334 olgu,
5,246 kontrol

8q24.21

Genler arasi

bir bélge

rs6983267
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Zanke 08.07.2007 Nature Genome- 1,257 6,223 olgu, | 8g24.21 Agik  okuma | rs10505477
Genetics wide olgu, 6,443 kontrol cercevesi
association 1,336 DQ515897
scan kontrol
identifies a
colorectal
cancer
susceptibilit
y locus on
chromosom
e 8g24

Kolorektal kanserde tanimlanan yatkinlik lokuslarinin neredeyse yarist baglanti
dengesizliginde (LD) veya daha once karsinogenez ile iliskilendirilmis TGF-B sinyal
yolagi genlerine yakin bir mesafede bulunmaktadir. Genom boyu asosiyasyon c¢aligmalari
ile tanimlanan ve TGF-B sinyal yolaginda bulunan genler arasinda SMAD7, RHPN2,
BMP4, BMP2 ve GREMI1 sayilabilmektedir.

Genom boyu asosiyasyon c¢aligmalar ile tanimlanan bu varyantlarin toplu etkisi kolorektal
kanser riskinin sadece kiiciik bir parcasini agiklayabilmektedir (Varghese et al. 2010;
Galvan et al. 2010; Stadler et al. 2010). Bu veya diger risk varyantlarinin kolorektal kanser
riski agisindan, cevresel etkenlerle nasil etkilesime girebilecegi hala tam olarak

bilinememektedir.
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2.9. Amac¢ ve Mantiksal Temeller

Geligmis iilkelerde kanser nedenli o6liimlerin yaygin nedeni olan kolorektal kanserde
kaliimsal yatkinlik, biitiin olgularin yaklasik %30’undan sorumlu iken, APC, MMR,
MYH, SMAD4, BMPR1A ve STK11/LKB1 genlerindeki yiiksek risk gosteren esey hatti
mutasyonlar1 ise, yine yaklasik olarak tiim kolorektal kanser olgularmin %S5’inden

sorumludur.

Genetik heterojenitenin ¢ok net bir sekilde izlendigi kolorektal kanserde, tek bir gendeki
bozukluk kansere yatkinligin olusmasina neden olabilecegi gibi poligenik durumlar da
yatkinliga neden olabilmektedir. Ayrica ¢evresel faktorlerin etkisi ile olugabilecek somatik

mutasyon veya mutasyonlar bireysel kanser riski olusturabilmektedir.

Kolorektal kanser arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan genom boyu asosiyasyon
caligmalarinda, hem sporadik hem de aile Oykiisii olan kolorektal kanser olgular
kullanilmistir. Bugiine kadar yapilan genom boyu asosiyasyon c¢alismalarinin ortak

ozellikleri ise populasyon temelli asosiyasyon c¢aligmalar1 olmalaridir.

Bugiine kadar Ingiltere, Iskogya, Japonya, Israil ve Kanada’da yapilan asosiyasyon
caligmalan ile esik degerleri p<10'5 olan ve asagida adi gecen 10 farkli yatkinlik lokusu
tanimlanmistir (Sekil 2.13).

Yakin zamanda yapilan genom boyu asosiyasyon g¢alismalari, kolorektal kansere yatkinlik
olusturan 8924.21, 8923.3, 10p14, 11923.1, 14922.2, 15913.3, 16922.1, 18g21.1, 19g13.11
ve 20p12.3 lokuslarin1 tamimlayarak, kolorektal kanserde kalitimsal riskin yaygin ve diisiik

riskli varyantlardan kaynaklandig1 hipotezini dogrulamislardir.

Bugiine dek popiilasyon yapisi, bulundugu cografya temel alindiginda 6zgiinliik tasiyan
Turk populasyonunda herhangi bir kanser tipinde yapilmis olan genom boyu asosiyasyon

caligsmasi bulunmamaktadir.

Populasyon temelli bir asosiyasyon calismasinin lojistik ve ekonomik olarak tilkemizde

gergeklestirilmesi miimkiin goriinmemektedir.

Bu bilgilerden de anlasilacag1 iizere genetik heterojenitesi ¢ok yiiksek olan kolorektal

kanserin Tiirk populasyonunda da arastirilmasi ¢ok biiyiik onem tasimaktadir.
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T.C Saglik Bakanligi Kanserle Savas Daire Bagkanliginin 2004-2006 yillar1 kanser
istatistigine gore, kadinlarda gortlen kanserler icinde 2. sirada yer alan kolorektal kanser
erkeklerde ise 4. sirada yer almaktadir. Ulkemiz igin 6nemli saglik problemlerinin basinda

gelen kolorektal kanserin aydinlatilmasinin 6nemi agiktir.

Bu tez calismasi Sporadik kolorektal kanserde aile temelli yaklasimla yapilmis olmasi
nedeni ile bir ilk teskil edecek olmanin yanisira Tiirk popiilasyonuna 6zgii verilerin ortaya

cikarilmasina da olanak saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasi i¢in, ailesinde (birinci derece akrabalarinda) kanser hikayesi bulunmayan
kolorektal kanser vakalarindan ve bu vakalarinin saglikli (kanser gegirmemis) anne ve
babalarindan (hasta-anne-baba olmak Uzere Ugll) periferal kan ornekleri toplanmustir.
Materyal bulmanin kisitliligi nedeni ile tek ebeveyni hayatta olan hastalarin (hasta-anne
veya hasta-baba olmak Uzere ikili) kan 6rnekleri de ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu ¢alisma
icin etik kurul onayr ve kan Ornekleri almman bireylerden bilgilendirilmis onam formu

alinmustir.

Projede, 41 kadin, 43 erkek toplam 84 sporadik kolorektal kanser hastasi ile ¢aligilmustir.

Kadinlarda yas ortalamas1 37 iken erkeklerde yas ortalamasi 46 olarak gozlenmektedir.

Proje stresince toplamda 51 trio ve 33 duo (Hasta-Anne veya Hasta-Baba) materyaline

ulasilmstir.

Ayrica ¢alismanin dogrulama basamaginda kullanilmak iizere toplam 61 sporadik

kolorektal kanser hastasindan ve 80 kontrol bireyden periferik kan toplanmstir.

3.2. YOntem

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu hastalar ile saglikli anne ve/veya babalarindan alinan periferal kandan

fenol-kloroform-izoamilalkol izolasyon yontemi kullanilarak gergeklestirildi.

Fenol-Kloroform-izoamilalkol DNA izolasyonunda kullanilacak soliisyonlar hazirlandi.

RBC Lizis Solusyonu (Red Blood Cell Lysis Solution)
12 g NH4Cl (Amonyum Klorit) (Sigma A9434)
1,2 g Na,CO3 (Sodyum Karbonat) (Sigma S7795)
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200 ul 0,5 M pH:8,0 EDTA (Etilen -Diamin-Tetra Asetikasit) (Sigma E5134)
Az miktar suda ¢6zilerek son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Sodyum Tris EDTA (STE)

0.1 M NaCl (S5886)

10 mM TrisHCI pH:8,0 (Sigma T5941)

1 mM EDTA pH:8,0 (Sigma E5134)

%10’luk Sodyum Dodecyl Siilfat (SDS)

100 g SDS (Scharlau SD0010) alinip 900 ml distile suda 68°C’ye ayarlanmis su

banyosunda (Lab-Line Aquabath) eritildi ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamlandi. HCI
(Riedel-de Haen 07102) ile pH metrede (CRISON pH meter Basic 20) pH:7,2’ye
ayarlandi.

0,2 pum ¢apli filtreden (Sartorius Minisart) gegirilerek steril edildi.

Sodyum Asetat
408,1 g Sodyum Asetat (Sigma S2889) 800 ml distile suya ilave edilerek manyetik

karistirict (Daihan Scientific) yardimiyla ¢oziildii. Asetik asitle pH:7,0’a ayarlanarak son
hacim 1000 ml’ye tamamlanarak otoklavlandi (Hirayama Hiclave HVA-110). Kan
hacminin 2,5 kat1 kadar RBC lizis soliisyonu eklenerek c¢alkaland:1 ve 20 dakika buzda
bekletildi. 4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifij (Hettich Mikro 22 R) edildi.
Sipernatant alindi ve dipte 16kosit tabakasi elde edilene kadar islem tekrarlandi. Pelet elde
edilince tstteki sivi yavasca dokiildii. 1000 ul RBC lizis soliisyonu eklenerek vortekslendi
(Lms Vitx-3000L). 200 pl 6rnek tiipe alindi tizerine 500 pl STE, 30 pl %10°luk SDS ve 20
ul Proteinaz K (600 u/ml, 200 mg/ml, Fermentas EO0491) ilave edildi. Tiipiin agz
parafilm ile kapatilarak 56°C’ye ayarlanan su banyosunda bir gece inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin su banyosundan alinan tiipiine 25:24:1 oranindaki
Fenol:Kloroform:izoamilalkol (Fluka 77617) karisimidan 750 pl ilave edildi.
Fenol:Kloroform:izoamilalkol karisimi kullanilmadan 6nce calkalandi. Tipiin agzi
kapatilip parafilmlendi. Beyaz renk alincaya kadar vorteks yardimiyla karistirildi. 20
dakika buzda bekletildi ve 4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Pipet ile tupun
yiizeyinde olusan faz alinarak bagka bir tipe konuldu. Temiz tiipe alinan siipernatant

tizerine 750 pl kloroform eklendi ve vortekslendi. 20 dakika buzda bekletildikten sonra
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4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santriftij edildi. Tipiin yiizeyinde olusan faz pipet
yardimiyla aliarak temiz bir tiipe aktarildi tizerine 1500 pl % 95°lik etanol (AppliChem
A4230) ve 75 pl Sodyum Asetat eklendi. DNA beyaz yumak seklinde goriiniir hale
gelinceye kadar tiip yavasca alt tist edildi. Tupler -20°C’de bir gece bekletildi. Ertesi gin -
20°C’den alman tiip 4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrif(ij edilerek DNA ¢oktraldi.
Tupteki alkol dikkatlice dokildi ve 500 pl %70’lik soguk etanol eklendi. 4°C’de 4000
rpm’de 20 dakika santrifuj edildi. DNA kaybedilmeden alkol uzaklastirildi. Tiipiin agzi
acik birakilarak alkoliin iyice u¢masi saglandi. Kurutma isleminden sonra DNA {izerine
100 pl distile su veya TE tampon eklendi. Tiipiin agz1 parafilmlenerek 37°C’de su
banyosunda bir gece bekletildi. Daha sonra kullanilmak iizere DNA 4°C’de saklandi.

3.2.2. DNA’nin Spektrofotometrik Analizi

DNA orneklerinin safligt ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin spektrofotometre
(NanoDrop ND 1000) kullanilarak 6l¢iim yapildi. 260 nm DNA’nin, 280 proteinin ve 230
ise fenolin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur. DNA’nin saflifi
degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakilmaktadir. 260/280 oraninin
~1,8 ve A260/ A230 oraninin ise 1,8-2,2 olmasi DNA’nin saf oldugunu gostermektedir.

Protein, fenol veya diger kontaminantlarin varligi durumunda oranlar farkl ¢ikmaktadr.

3.2.3. DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

DNA Orneklerinin degrade olup olmadiginin belirlenmesi i¢in %1 lik agaroz jelde

yaratalda.

Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

S5XTBE (Tris-HCI, Borik asit, EDTA)

54 g Trisma Base (Sigma T6066), 27,5 g Borik asit (Sigma B6768) ve 20 ml 0,5 M EDTA
(Sigma E5134) deiyonize suyla (ddH20) 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Ethidium Bromide (10 mg/ml)

Etidyum bromid (Scharlau ET0109) son konsantrasyon 10 mg/ml olacak sekilde

sulandirilda.
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DNA Ladder (Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus)

DNA Ladder’a 166 ul 6x Loading Dye (Fermentas 0611) ve 734 ul distile su eklenerek
vortekslendi.

%1’lik Agaroz Jel

Agaroz (Sigma A 5093-500G) 1 g/100 ml (%]1) olacak sekilde hassas terazide (Shimadzu
BX320H) tartildi. Uzerine 1x TBE (Trisma Base EDTA) ilave edildi. IxTBE soliisyonu

stok olarak 5xTBE soliisyonundan su ile 1/5 oraninda seyreltilerek hazirlandi. Agaroz
istenilen ylizdede hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Vestel, Tirkiye) ¢6ziilmesi
saglandi. Ceker ocak altinda iizerine 5 pl etidyum bromid ilave edildi. Iyice karigtirildiktan
sonra jel tablasina dokiilerek donmasi i¢in 23.30 dakika bekletildi. %1’lik agaroz jel
elektroforez tankina yerlestirildi. 2 pl DNA, 4 ul 6x loading dye ile karistirilarak jele
yiiklendi. Ornekler 100 voltta 30 dakika yiriitildi. UV goriintileme sistemi (Syngene
Gene Genius Bio Imaging System) kullanilarak goriintiilendi ve termal yazic1 (SonyUP-

D895) ile ¢ikt1 alind.

3.3. 250K DNA Mikrodizin

3.3.1. Restriksiyon Enzim ile DNA’min kesilmesi

Cizelge 3.1 izlenerek buz izerinde DNA kesim karisimi hazirlandi, 2 saniye orta derecede

vortekste karistirildi ve 2000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi.

Cizelge 3.1: Kesim karisimi hazirlamsi

Reaktif Hacim
dH,0 15l

Nsp (10U/pL) 1,25ul
BSA’l1 10X Tango Tamponu 2,5 ul
Genomik DNA (50ng/ul) 6,25 ul
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Reaksiyon da hizli kesen “Fast Digest” (Fermantas Nsp Fast Digest FD1474) enzim
kullanildi. 37°C’de 5 dakika inkibe edildi. inkiibasyon sonrasi1 65°C’de 5 dakika enzim

inaktivasyonu gerceklestirildi.

3.3.2. Ligasyon

Cizelge 3.2 izlenerek buz Uzerinde ligasyon karisimi hazirlandi, 2 saniye orta derecede
vortekste karistirildi ve 2000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. 16°C’de 3 saat, 70°C’de 20
dakikada reaksiyon gergeklestirildi. Ligasyonu yapilmis DNA’lar PCR reaksiyonuna
gegmeden once 75ul PCR’a uygun su ile dilte edildi.

Cizelge 3.2: Ligasyon karisimi hazirlanisi

Reaktif Hacim
Adaptor (50 uM) 0,75 wl
T4 DNA Ligaz Tamponu (10X) 2,5ul

Kesilmis DNA 19,75 ul
T4 DNA Ligaz (400U/ pl) 2 ul

3.3.3. PCR ve PCR Sonrasi Jel Elektroforezi

PCR da kullanilacak soliisyonlar Cizelge 3.3 de goriildiigii gibi hazirlandi.
S5M Betain

17,5725 gr betain (Fluca 61962) tartildi son hacim 30 ml olacak sekilde su ile tamamlandi.
0,2 um caph filtreden (Sartorius Minisart) gegirilerek steril edildi. Alikotlanip +4 C de

saklandi.
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Ornege bagh olarak 3 ila 5 adet PCR Uriinii, 1 arrayin hibiridizasyonu icin gerekli miktari
saglamaktadir. Bu nedenle ornekler igin 5 PCR reaksiyonu kuruldu. Kontaminasyon olup

olmadigini anlamak i¢in mutlaka negatif kontrol kullanildi.

Tablo 4 gosterilen miktarlar ¢alisilan 6rnek icin yeterli olacak sekilde hazirland1 ve 2
saniye orta derecede vortekste karistirildi. Karisim 2000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi.
MJ DNA Engine Tetrad’da 94°C’de 3 dakika, 94°C’de 30 saniye, 60°C’de 30 saniye,
68°C’de 15 saniye, 68°C’de 7 dakika olmak Uzere 30 dongii PCR reaksiyonu yapildi. 3pul
PCR iirtinii 3 pl 2xJel yiikleme boyasi ile karistirilarak 2% agaroz jele yuklendi ve 120
voltta yaklasik 1 saat yiiriitiildii.

Cizelge 3.3: PCR karisimi hazirlamisi

Reaktif Hacim
10X Dream Tagq PCR Tamponu 10ul
(Fermantas)

dNTP (2,5mM)(Fermantas) 14ul
MgCl, (25mM)(Fermantas) 14ul
PCR Primer 002 (100pmol) 4,5ul
Dream Tag DNA Polimeraz 4ul
(500U pl)(Fermantas)

Betain (5M) 20ul
dH,0 23,5ul
Diliie edilmis adaptor takilmis DNA 10ul
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3.3.4. PCR Purifikasyon ve Eltisyonu

PCR piirifikasyonunda kullanilacak soltsyonlar hazirlanda.

0,1M EDTA

37.22 gr EDTA (Sigma E5134) tartildi ve son hacim 1 ml olacak seklide su ile

tamamlanda.

PCR purifikasyonu ve elisyonu Clontech clean-up plate ile yapildi. Her PCR
reaksiyonunun iizerine 8 ul 0.1 M EDTA eklendi ve 2 saniye orta derecede vortekste
karigtirildi. Karigim 2000 rpm’de 1 dakika santriflj edildi. Clean-up plate’nin her bir
kuyusunun igine her bir ornegin 3 adet PCR reaksiyonu eklendi. Purifikasyon plate
manifoldun {izerine yerlestirildi. Plate tizerinde kullanilmayan yerler aliminyum seal ile
kapatildi. 600 mbar vakumda purifikasyon gergeklestirildi. Kuyular tamamen kuruyana
kadar vakum uygulandi. Kuyular tamamen kuruduktan sonra 50 pul PCR suyu eklenerek
yikama islemi gerceklestirildi ve bu yikama basamagi 2 kere daha tekrarlandi. Her yikama
arasinda membranin tamamen kurumasi beklendi. Son yikamadan sonra, her kuyu
tamamen kuruduktan sonra elisyon tamponu eklenerek -eliisyon yapildi. Yikama
basamaklar bittikten sonra vakum kapatildi ve plate manifolddan ¢ikarildi. Her kuyuya 45
ul RB buffer eklendi. Plate, karistiriciya yerlestirilerek oda sicakliginda 10 dk karistirildi.

Tum kuyulardaki PCR drinleri temiz tiiplere alindi.

3.3.5. Purifiye PCR Urunlerinin Miktar Olguimui

Piirifiye PCR iiriinlerinin konsantrasyonlari spektrofotometrede (Nanodrop) él¢uldd.

3.3.6. Fragmantasyon ve Fragmantasyon Sonrasi Jel Elektroforezi

Cizelge 3.4 izlenerek buz (zerinde fragmantasyon karisimi hazirlandi, 2 saniye orta
derecede vortekste karistirildi. Karigim 2000 rpm’de 1 dakika santrifij edildi.
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Fragmentasyon tiipleri 6nceden 37 derecede 1sitilmis termal cycler’a yerlestirildi. 37°C’de
35 dakika ve 95°C’de 15 dakikada reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon bittikten sonra 4
ul fragmente edilmis PCR firiinii ile 4 pl jel yiikleme boyasi karistirilarak 4% agaroz jele
yuklenerek 120 voltta 30 dakika ydrataldi.

Cizelge 3.4: Fragmentasyon karisimi hazirlamsi

Reaktif Hacim
Purifiye PCR {iriinii (90 pg in RB tamponu) 45 ul
10xFragmentasyon Tamponu Sul
Dilue fragmentasyon reaktifi (0.05U/ul) S5ul

3.3.7. Isaretleme

Cizelge 3.5 izlenerek buz tzerinde isarctleme (labeling) reaksiyonu hazirlandi, 2 saniye
orta derecede vortekste karistirildi. Karigim 2000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. 37°C’de
4 saat ve 95°C’de 15 dakikada isaretleme reaksiyonu gerceklestirildi.

Cizelge 3.5: isaretleme karisimi hazirlamsi

Reaktif Hacim
5X TdT Tamponu 14ul
GeneChip DNA Labeling Reaktifi (30 mM) 2ul
TdT (30 U/ul) 3.5ul
Fragmente edilmis DNA 50.5ul
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3.3.8. Hibridizasyon

Cizelge 3.6 izlenerek buz iizerinde hibridizasyon karisimi hazirlandi, 2 saniye orta
derecede vortekste karistirildi. Karisim 2000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi.

Cizelge 3.6: Hibridizasyon karisimi hazirlamisi

Reaktif Hacim
MES (12X; 1.22 M) 12ul
DMSO (100%) 13l
Denhardt’s Solusyonu (50X) 13ul
EDTA (0.5 M) 3ul
HSDNA (10 mg/mL) 3ul
Oligontikleotid Kontrol 2ul
Human Cot-1 (1 mg/mL) 3ul
Tween-20 (3%) Tl
TMACL (5M) 140ul
Isaretli DNA 70ul

260 pl hibridizasyon karisimi ve isaretli DNA 99°C 1s1 blogunda 10 dakika denatiire edildi
ve 10 saniye buzda bekletildi. 2000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi. Tiipler 49°C*ki 1s1
blogunda 1 dakika tutuldu. Oda 1sisina getirilen array igine 200 pl denatiire edilmis
hibridizasyon karisimi enjekte edildi. Denatiirasyon sirasinda tiipte ¢okelek olusmussa,
solisyonu arraye enjekte etmeden once bu ¢okelek pipet yardimiyla karistirildi.
Hibridizasyon firininda (GeneChip Hybridization Oven 640, 800139) 49°C’de 18 saat 60
rpm’de hibridizasyon reaksiyonu gergeklestirildi.
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3.3.9. Yikama, Boyama ve Tarama

Yikama ve boyamada kullanilacak solusyonlar hazirlandi.

12 X MES Stok

(1.22 M MES, 0.89 M [Na+])

1000 ml igin:

70.4 g MES Hydrate

193.3 g MES Sodium Salt

800 ml ultra saf su

Karigtirildi ve son hacim 1,000 ml, pH 6.5 ve 6.7 arasinda olacak sekilde ayarlanda.

0.2 uM filtreden gecirildi.

Wash A: Non-Stringent Wash Buffer

(6X SSPE, 0.01% Tween 20)
1000 ml igin:

300 ml of 20X SSPE

1.0 ml of 10% Tween-20
699 ml ultra saf su

0.2 pm filtreden gegirildi. Oda sicakliginda saklandi.

Woash B: Stringent Wash Buffer

(0.6X SSPE, 0.01% Tween 20)

1000 ml igin:
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30 mL of 20X SSPE
1.0 mL of 10% Tween-20
969 ml ultra saf su

0.2 um filtreden gegirildi. Oda sicakliginda saklandi.

0.5 mg/mL Anti-Streptavidin Antibody

1 ml suda ¢6zildii ve 4°C’de saklandi.

1X Array Holding Buffer

(1X 100 mM MES, 1M [Na+], 0.01% Tween-20)
100 ml igin:

8.3 mL of 12X MES Stok Tamponu

18.5 mL of 5M NaCl

0.1 mL of 10% Tween-20

73.1 ml distile su karistirildi.

Isiktan koruyarak 2°C-8°C’de saklandi.

1X Stain Buffer

800,04 ul H,0
360 ul SSPE (20X)
3.96 ul Tween-20 (3%)

24 ul Denhardt’s (50X) karistirild1 . Her ¢calismada taze olarak hazirlandi.

54



18 saat hibridizasyondan sonra arrayden hibridizasyon karisimi ¢ikarildi ve array 200 ul
Array Holding Tamponu ile tamamen dolduruldu.

Asagidaki gizelgeler (3.7 ve 3.8) izlenerek boyama kimyasallari hazirlandi, 2 saniye orta
derecede vortekste karistirilir. Karisim 2000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. SAPE iceren
tiip, yikama istasyonunun (GeneChip Fluidics Station 450, 03.0079) 1. modiiliine
yerlestirildi. Antibody igeren tiip istasyonun 2. modiiliine yerlestirildi. 3. amber tiip igine
820 pl array holding tamponu eklenerek istasyonun 3. modiiliine yerlestirildi. Yikama ve
boyama bittikten sonra array tarandi (GeneChip Scanner 3000 7G , 03.0205). Tarama
sonucunda ilgili (Affymetrix GeneChip Operating Software 1.4 690031 ve Affymetrix
GeneChip DNA Analysis Software 4.0, 690051) programlar kullanilarak analiz dosyalari

olusturuldu.

Cizelge 3.7: Boyama karisiminin hazirlamisi (1.tiip)

Reaktif Hacim
Boyama Tamponu 594ul
1mg/mL SAPE 6ul

Cizelge 3.8: Boyama karisimi hazirlamis (2.tiip)

Reaktif Hacim
Boyama Tamponu 594ul
0.5 mg/mL biotinylated antibody 6ul
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3.4. Biyoinformatik Analizler

3.4.1. Ardisik Hipotez Testleri (Sequential Probability Ratio Test, SPRT)

Bu tez ¢alismasinda elde edilen 51 trio’luk veri, ekibimiz tarafindan 6nerilen ve az sayida

trio ile sonug tiretilebilecegini gosteren SPRT analizi (Ik et al. 2011) ile analiz edilmistir.

3.4.2. Birlesik Dengesiz Aktarim Testi (C-TDT) ve Permutasyon Testleri

Tez kapsaminda triolarin yanisira toplanan duolarinda analiz edilebilmesi icin SPRT nin
yanisira, trio ve duo haplotip verilerini bir arada inceleyebilen C-TDT ve permutasyon
testleri de kullanilmistir. Boylece, sadece triolar1 kullanan TDT veya sadece duolari
kullanan 1-TDT testlerinden daha glg¢li (daha fazla veri kullanmasi nedeniyle) bir test
kullanilmakla birlikte, permiitasyon testi sayesinde herhangi bir dagilim varsayimi
yapilmadan ve kiiciik Orneklemlere uygulanabilen bir yontem ortaya cikmistir. Bu
yontemin, bu projede toplanan verilere uygulanabilmesi i¢in MATLAB kodu yazilmis ve

elimizdeki tiim verilerle (51 trio ve 33 duo) analiz yapilmstir.

C-TDT istatistiginin kullanimi sdyle bir 6rnek {izerinden anlatilabilir. Oncelikle, sadece bir
tane hasta ¢ocugu olan anne ve/veya baba dan olusan trio ya da duo aile grubundan olusan
bir aile temelli genom bazli bir asosiyasyon g¢aligsmasi ele alalim. Her bir SNP belirteg

lokusu i¢in her bir kisinin genotipi AA, AB veya BB ile gosterilebilsin.

Bu durumda C-TDT istatistigi asagidaki gibidir:

Bu formdilde, anne-baba-¢ocuk tcluleri igin:

T = heterozigot anne ve babalardan tasiyici ¢ocuga A alelini aktarip, fakat B alelini

aktaramayan toplam anne ve baba sayisini,
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NT = heterozigot anne ve babalardan tasiyici gocuga A alelini aktaramayip, fakat B alelini

aktaran toplam anne ve baba sayisini1 gostermektedir.
Sadece bir ebeveynin bulundugu aileler (anne-¢ocuk ikilisi ve baba-cocuk ikilisi) icin,
Nnm = toplam anne-gocuk ikilisi sayisini ve

np = toplam baba-cocuk ikilisi sayisin1 gosterirken, @ = np/(nm+ny) formall ile

hesaplanmaktadir.
Anne-cocuk ikilileri igin,

Nm<c = Y Im<c = annenin tastyict ¢ocuktan daha az A alel kopyast tasidigir anne-gocuk ikilisi

sayisini1 gosterirken,

Nmsc = Y.Imsc = annenin tastyict cocuktan daha fazla A alel kopyasi tasidigi anne-¢ocuk

ikilisi sayisini1 gosterir.
Baba-cocuk ikilileri icin,

Nr<c = Ylr<c ve Npsc = D Ipsc degerleri benzer sekilde bulunur. Son olarak da,
ve olmak tizere, yukarida bulunan degerlerden

faydalanarak hesaplanir.

C-TDT istatistigi, malesef, TDT istatististigi gibi, bos hipotezi
altinda belirgin bir dagilima sahip degildir. Belirgin bir dagiliminin olmamasi, bizleri test
Istatistiginin 6nemliligini test etmekten alikoymaktadir. Bu nedenle, Hu ve Zhou (2010)
C-TDT istatistiginin 6nemlilik testi i¢in, amprik bir dagilim yaratma imkéani vermesi
acisindan permiitasyon yontemini kullanmaktadirlar.  Permiitasyon yontemi orijinal
verideki gozlemlerin yerlerini, 6nceden belirlenmis kurallar ¢ergevesinde, ve belirtilen
permiitasyon sayis1 kadar degistirerek yeni veriler yaratip, bu yeni yaratilmis olan her veri

icin de bahsi gecen test istatistiginin tek tek hesaplanmasina dayanir.

Zhao ve arkadaslar1 (2000) anne-baba-gocuk iicliisii genotip verisinin sirasint degistirmek
igin bir permiitasyon yontemini dnermistir. Hu ve Zhou (2010) ise anne-gocuk ikilisi ve
baba-cocuk ikilisi genotip verisinin sirasin1 degistirmek i¢in kendi permiitasyon

yontemlerini 6nermektedir. Sonrasinda, Hu ve Zhou (2010) kendi yontemleri ile Zhao ve
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arkadaslarinin (2000) yontemini de birlestirerek, C-TDT istatistigi i¢in permiitasyonun

nasil yapilacagini anlatmaktadir (Zhao et al. 2000; Hu et al. 2010).

Bu baglamda, Hu ve Zhou’nun (2010) makalelerinde de belirtildigi tizere C-TDT’nin

permiitasyonu i¢in gerekli asamalar asagidaki gibi siralanabilir.

1.

b)

Oncelikle, herhangi bir belirteg icin, anne-baba-gocuk tclist, anne-cocuk ikilisi ve
baba-cocuk ikilisinden gelen genotip bilgilerine bakarak, C-TDT test istatistiginin
degeri yukarida verilen formiilden hesaplanir ve kaydedilir.
Permutasyon sayis1 farzedelim ki, S=1000 olarak alinir.
Her bir permiitasyon altinda, anne-baba-gocuk wg¢list genotip verisinin ve bir
ebeveyn-cocuk ikilisi genotip verisinin siralar1 ayri ayri1 degistirilmek tizere iki
parcadan olusur. Soyle ki;
Anne-baba-¢ocuk iigliilerinden olusan genotip verisi i¢in, Zhao ve digerlerinin
(2000) onerdigi permiitasyon yontemi su sekilde yapilir. Tasiyict cocuga, anne ve
babasindan aktarilmis, kendi ger¢ek genotipi olsun veya olmasin, o belirte¢cda o
anne ve babanin genotiplerinin eslesmesinden ortaya ¢ikacak tiim olasi
genotiplerden bir tanesi, esit olasilikla rasgele olarak, tasiyic1 cocuga, yeni genotip
olarak atanir. Boylece anne-baba-¢ocuk igliilerinde, tasiyici tiim ¢ocuklarin
genotipleri degistirilmis olur ve yeni bir anne-baba-cocuk Ucliisii genotip verisi
yaratilmis olur.
Tek ebeveyn-¢ocuk ikililerinden olusan genotip verisi i¢gin Hu ve Zhou’nun (2010)
Onerdigi permiitasyon yontemi, biraz daha karisik olmak {izere, asagida verilen
basamaklardan olugsmaktadir.
{(Ci, Mi), 1 <i<npn}ve{(Ci, Fi), nm+1<1i<npn+ny} dizileri sirasiyla ny
tane anne-gocuk ikilisinin genotiplerini ve n, tane baba-gocuk ikilisinin
genotiplerini gostersin. Burada, i.nci ebeveyn-cocuk ikilisinde, Ci/Mi/F;
sirasiyla, ¢ocuk/anne/ baba genotiplerini belirtir.
{1, .. Nm, nmtl, ... , nptnp} dizisi permute edilsin ve  {ji,..,

} dizisine doniismiis olsun. Bdylece, ny tane anne-cocuk

ikilisinin yeni genotipleri, asagida tanimlanan sekilde elde edilebilir.
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Benzer sekilde n, tane baba- ¢ocuk ikilisinin yeni genotipleri, asagida tanimlanan
sekilde elde edilebilir.

c)

d)

[:Cji’Fji)’ eger j; = n,,

o n, <i<n, +n,igin
[Mh,ﬂ-i), efer j;, > n,

(CLLF) ={

Sonra (a)’da yaratilmis olan anne-baba-cocuk tclisu genotip verileri ile (ii)’de

yaratilmis olan ny, tane anne-gocuk ikilisi genotip verileri ve n, tane baba-gocuk

ikilisi genotipleri verileri tamamlanmig bir permiitasyon Orneklemi olusturmak

tizere birlestirilir.

Bu permutasyon sonucu elde edilmis 6rneklem icin C-TDT istatistigi yukarida

verilen formiil ile hesaplanir ve olarak saklanir.

Basamak 3, S=1000 kez tekrar edilir ve her bir permiite edilmis 6rneklem i¢in
hesaplanir. Sonucta toplam 1000 tane olmak iizere, :

} degerleri elde edilir.

, ey } dizisi aym1 zamanda bize C-TDT
istatistigi i¢cin ampirik bir dagilim verir. P-degeri ise, asagidaki formiilde verildigi
tizere, 1. basamakta hesaplanmis olan C-TDT istatistiginden deger olarak biiylik
olan ‘lerin sayisinin  bulunup, toplam permiitasyon sayisina

oranlanmasiyla hesaplanir.

Hu ve Zhou (2010), C-TDT’yi haplotip verisi Uzerine ve sadece bir kac SNP icin

kullanirken, bu c¢alismada onlardan farkli olarak C-TDT genotip verisi Uzerine
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uygulanmigtir. Bagka bir deyisle, mevcut 262,264 SNP ig¢in, 1-5 basamaklarini
hesaplayarak, aralarindan hastalikla istatistiksel olarak onemli iligkili olanlarin bulunmasi

hedeflenmistir.

3.4.2.1. Birlesik Dengesiz Aktarim Testi (C-TDT) ve Permutasyon Testleri igin
Benzetim Calismasi

Hu ve Zhou makalelerinde yaptiklart benzetim calismalarinda, ¢alismanin anne-baba-
cocuk 0clust ve cocuk-ebeveyn ikilisinden olugsmasi durumunda, C-TDT istatistiginin,
sadece anne-baba-¢ocuk tigliisii kullanan TDT’ye gore daha gii¢lii sonuglar verdigini
gostermektedir (Hu et al. 2010). Ne var ki, bu ve literatiirdeki diger ¢alismalar, elimizde az
sayida veri oldugunda C-TDT’nin istatistiksel giicii hakkinda bilgi vermemektedir.
Literattirdeki bu ag¢ig1 kapatmak ve elimizdeki verinin yeterli olup olmadigini anlamak
amaciyla, bu proje kapsaminda, C-TDT test istatistiginin farkli 6rneklem biiyiikliikleri

karsisindaki giiclinii 6l¢mek i¢in bir benzetim ¢aligsmasi diizenlenmistir. Bu baglamda,
10 anne-baba-cocuk c¢lisu ve 4 anne veya baba-cocuk ikilisi,

30 anne-baba-cocuk Gglisi ve 18 anne veya baba-¢ocuk ikilisi,

50 anne-baba-cocuk Gglisi ve 30 anne veya baba-¢ocuk ikilisi,

70 anne-baba-c¢ocuk uglisiu ve 40 anne veya baba-gocuk ikilisi,

90 anne-baba-c¢ocuk Uglisiu ve 55 anne veya baba-gocuk ikilisi,

110 anne-baba-cocuk glisu ve 65 anne veya baba-gocuk ikilisi ve

130 anne-baba-cocuk Ugclusi ve 75 anne veya baba-cocuk ikilisi olmak iizere 7 farkli

orneklem biiyiikliigiine karar verilmistir.

Her bir 6rneklem biiyiikliigli altinda simiilasyon calismasi 100 kez tekrar edilmistir.
Herhangi bir 6rneklem biiyiikliigii altinda simiilasyon ¢alismasi yaparken, gercek biyolojik

veride oldugu iizere, bir kisinin toplam 262,264 SNP’nin gbzlemlendigi varsayilmistir.

[k olarak anne-baba-gocuk iicliilerinin SNP’ler boyunca genotip degetlerinin iiretiminden

bahsetmek gerekirse, Oncelikli olarak, belirtilen sayida anne ve babanin genotipleri
60



262,264 SNP boyunca rastgele olarak iiretilmistir. Herhangi bir aile i¢in, herhangi bir SNP
lizerinde anne ve babanin genotipleri gozlemlendikten sonra, bu anne-baba ¢iftinden
olacak bir ¢ocugun ayni SNP iizerinde alabilecegi genotip degerlerini belirlemek igin

cizelge 3.9’dan faydalanilmistir.

Istatistiksel giic analizi yapabilmek igin, ¢ocugun genotipi icin su sekilde bir yol
izlenmistir. Herhangi bir ¢cocuga ait 262,264 SNP’in % 98’lik kismin1 olusturan 257,019
SNP, C-TDT test istatistiginde hipotezi lehine katkida bulunacagini
diisiindiigiimiiz sekilde {iretilmistir. Bu sebeple, asagidaki tabloda goriilecegi iizere, C-TDT
test istatistiginde yer alan veya sartlarin1 yerine getiren
genotiplere yliksek olasiliklar verilerek, diger kalan genotiplere ise diislik olasiliklar
verilerek iiretim yapilmistir. Ornegin, cizelge 3.9 da goriilecegi gibi, annenin genotipinin
AB, babanin genotipinin AB olarak gézlenmesi durumunda, ¢ocuk 0.25 olasilikla AA, 0.5
olasilikla AB, 0.25 olasilikla BB degeri alabilecekken, ¢ocugun AB olmasi yoninde

destekleyici olacagindan, cocugun AB olma olasilig1 0.5’ten daha yiiksek tutulmustur.

Geriye kalan 5245 SNP (%2) ise aleyhinde, vyani, istatistiksel olarak 6nemli
asosiyasyon verecek sekilde iiretilmistir. Bu sebeple, asagidaki tabloda goriilecegi lizere,
C-TDT test istatistiginde yer alan , sartlarin1 yerine
getiren genotiplere daha yliksek olasiliklar verilerek, diger kalan genotiplere ise daha
diisiik olasiliklar verilerek tiretim yapilmistir. Aslinda durumu da i
destekleyeci veri olsa da, bu kosulda tiretilen veri kosuluyla iiretilen
veriyi C-TDT formiiliinde iptal edeceginden kullanilmamustir. Ornegin, asagidaki tablo11
de goriilecegi gibi, annenin genotipinin AA, babanin genotipinin AB olarak gdzlenmesi
durumunda, ¢ocuk 0.5 olasilikla AA, 0.5 olasilikla AB degeri alabilecekken, ¢ocugun AA
olmast yoniinde destekleyici olacagindan, ¢cocugun AA olma olasiligi 0.5’ten daha

yiiksek tutulmustur.

Cizelge 3.9: Herhangi bir SNP’te anne-baba-cocuk Uglist genotiplerinin, C-TDT test istatistiginde, T

ve NT terimlerine olan katkilar:

Anne Baba Cocuk T NT
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2 AA AB AA 1 0
3 AA AB AB 0 1
4 AA BB AB 0 0
5 AB AA AA 1 0
6 AB AA AB 0 1
7 AB AB AA 2 0
8 AB AB AB 1 1
9 AB AB BB 0 2
10 AB BB AB 1 0
11 AB BB BB 0 1
12 BB AA AB 0 0
13 BB AB AB 1 0
14 BB AB BB 0 1
15 BB BB BB 0 0

Anne veya baba cocuk ikilisinin SNP’ler boyunca genotip degerlerinin {iretiminden
bahsetmek gerekirse, oncelikle belirtilen sayida anne ve baba icin 262,264 SNP boyunca
genotip veri rastgele olarak iiretilmistir. Herhangi bir aile igin, herhangi bir SNP {izerinde
annenin (ya da babanin) genotipi gozlemlendikten sonra, bu anneden (veya babadan)
olacak bir ¢ocugun ayn1 SNP {izerinde alabilecegi genotip degerleri i¢in asagidaki ¢izelge

3.10° dan faydalanilmustir.
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Cizelge 3.10: Herhangi bir SNP’te anne veya babanin genotipinin gézlemlenmesi iizerine, ayn1 SNP’te
cocugun genotipinin alabilece@i degerler ve bu genotiplerin C-TDT test istatistiginde, Ny, >C veya

F>C, Ny<C veya F<C, N\,-C veya F=C terimlerine katkilari

Anne veya

Baba Cocuk Frekans
1 | AA AA 2 0 0 1
2 | AA AB 2 1 0 0
3 | AB AA 2 0 1 0
4 | AB AB 4 0 0 1
5 | AB BB 2 1 0 0
6 BB AB 2 0 1 0
7 | BB BB 2 0 0 1

Istatistiksel giic analizi yapabilmek igin, cocugun genotipi i¢in ortaya c¢ikan degerlerin
olasiliklar1 i¢in benzer bir yol izlenmistir: Herhangi bir ¢ocuk i¢in 262,264 SNP’in %
98’lik kismini olusturan 257,019 SNP, C-TDT test istatistiginde

hipotezi lehine katkida bulunacagini diislindiiglimiiz sekilde {iretilmistir. Bu sebeple,
yukaridaki tabloda goriilecegi lizere, C-TDT test istatistiginde yer alan

( sartlarin1 yerine getiren genotiplere daha yiiksek olasiliklar verilerek,
diger kalan genotiplere ise daha diisiik olasiliklar verilerek iiretim yapilmustir. Ornegin,
yukaridaki tabloda da goriilecegi gibi, annenin (veya babanin) genotipinin AA olarak
gbozlenmesi durumunda, ¢ocuk 0.5 olasilikla AA, 0.5 olasilikla AB olabilecekken, cocugun
AA olmasi  yOniinde destekleyici olacagindan, ¢cocugun AA olma olasilig1 0.5’ten daha

yiiksek tutulmustur.

Geriye kalan 5245 SNP (%2) ise aleyhinde, vyani, istatistiksel olarak 6nemli
asosiyasyon verecek sekilde diizenlenmistir. Bu sebeple, ¢izelge 3.10 da goriilecegi tizere,
C-TDT test istatistiginde yer alan ( sartlarin1 yerine getiren

genotiplere daha yiiksek olasiliklar verilerek, diger kalan genotiplere ise daha diisiik
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olasiliklar verilerek iiretim yapilmistir. Ornegin, Gizelge 3.10 da goriilecegi gibi, annenin
(veya babanin) genotipinin AB olarak gozlenmesi durumunda, ¢ocugun genotipinin AA
olmas1 olasiligt yoniinde destekleyici olacagindan; yine ayni sekilde annenin (veya
babanin) genotipinin BB olarak gézlenmesi durumunda, ¢ocugun genotipinin AB olmasi

durumunda ytiksek olasiliklar atanmistir.

Verilen 6rneklem biiyiikliiglinde, her bir simiilasyon tekrari i¢in, belirtilen say1 adeti kadar,
anne-baba-cocuk Uclisu ve anne veya baba-cocuk ikilisi icin 262,264 SNP boyunca
genotip bilgisi iiretildikten sonra, geriye kalan, iiretilen veriye orijinal veri gibi davranip,
her bir SNP altinda, bu orijinal veriden 1000 adet permutasyon verisi liretmek, o SNP i¢in
C-TDT ve : } dizisini, ve daha o6nce verilen

formilden yararlanarak P-degerini hesaplamaktir.

Istatistiksel coklu test etme kurallarma uygun olmasi agisindan bu 262,264 P-degeri
Benjamini-Hochberg prosediirii ile diizeltilmistir (Benjamini, Drai et al. 2001). Anlamlilik
diizeyi 0.05 olarak alinmistir. Baska bir deyisle, diizeltilmis p-degeri 0.05’ten kiiciik olan
SNP’ler hastalikla iliskili olarak siniflandirilmistir. Her simiilasyon verisi igin, ilk olarak,

hipotezi altinda iiretilen 257,019 SNP’ten elde edilen diizeltilmis P-

degerlerinin, 0=0.05 ile kiyaslamasi yapilarak,

hesaplanmis, sonrasinda ise, hipotezi altinda iiretilen 5,245 SNP’ten

elde edilen diizeltilmis P-degerlerinin, 0=0.05 ile kiyaslamas1 yapilarak,
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hesaplanmis,buradan yola ¢ikarak da,
hesaplanmustir.

Oranlar her similasyon verisi i¢in hesaplandigindan, 6rnegin 100 adet test giicli elde
edilmistir. Bunlan 06zetlemek i¢in, 100 oranin ortalamasi alinmistir. Permiitasyon
yontemlerinin yogun hesaplama gerektirmesi, hesaplama siiresini uzatmaktadir. Bu sebeple

calismamizin bu agamasinda, programlama i¢in C programlama dili kullanilmistir.

3.5. Biyoinformatik Analiz Sonuclarinin Dogrulanmasi icin Yapilan

Cahsmalar

3.5.1. SNP Genotiplendirme Calismalari

Yapilan analiz sonucunda anlamli ¢ikan (p<0,001) kromozom boélgelerindeki 5 gen igin
SNP genotiplendirme caligmasi yapilmaya karar verilmistir. TIB MOLBIOL tarafindan
sentezlenen simple problar kullanilarak hedef degisikligin genotiplendirilmesi Roche 480

Light Cycler Cihazi kullanilarak yapilmigtir.

3.5.2. Kopya Sayis1 Degisiklikleri Analizi (Copy Number Variation, CNV)

Calismada kullanilan tiim hasta bireyler (84 sporadik kolorektal hastasi) igin CNV analizi
yapilmistir. CNV analizi Affymetrix CNAT4.0 programi ile yapilmistir. CNV analizinde
kullanilan kontrol 6rnek referans listesi, hastalardan bagimsiz olarak secilen saglikli hasta

anne ve/veya babalar kullanilarak hazirlanmistir.

Tiim hastalarin CNV profilini ¢akistirarak ortak bdlgelerin gosterilmesi i¢in “multi data
analysis” adh program kullanilmistir (www.hgmbiyoinformatik.com.tr,

http://cnat.probecat.com/).
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3.5.3. Haplotip Analizi

Biyoinformatik analiz sonucunda ayni kromozom lokusunda birbirini izleyen SNP’ler
oncelikli olarak degerlendirilmistir. Haplotip analizi ile bazi ailelerde bu bdlgelerde

haplotip konsensusu gozlenmis ve kurucu etkisi (founder effect) saptanmustir.

Biyoinformatik analiz sonrasinda hastalikla iligkili olarak saptanan 3p22.3 bolgesinde
lokalize olan SNP’lerin genis Ol¢ekte analiz edilebilmesi i¢in haplotip analizi yapilmistir.
Haplotip analizi 3p22.3 (35013470 bg- 35978493 bg¢ arasinda) bolgesinde yer alan
rs6550313 1ile rs4538325 arasindaki SNP lerin anne, baba ve hasta c¢ocukta nasil

kalitlandig1 incelenmistir.

3.5.3.1. DNA Dizi Analizi

Haplotip analizi ile de sporadik kolorektal kanserle iligkisi kesinlestirilen 3p22.3
bolgesinde ARPP21 ve MIR 128-2 olarak iki gen bulunmaktadir. Her iki genin de aday
olabilecegi diisiiniilmiis ve bu iki aday gen icin primer dizayn edilmis (Gizelge 3.11 ve
3.12) , sekans PCR’ lar1 yapilmis ve sonunda da DNA dizi analizi (Beckman Coulter CEQ
8000) gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.11: MiR128-2 geni igin dizayn edilen PCR ve sekans primerleri

Primer adi Primer dizisi 5'-3"
MiR128-2F |GAGTGCTTCCTCTGTTCT

MiR128-2R | GAGCAGGCATCTATGAGT

Cizelge 3.12: ARPP21 geni icin dizayn edilen PCR ve sekans primerleri

Primer adi Primer dizisi 5'-3"
EKZON 1 F1 TATCCTCTCCAGGCATGATT

EKZON1R1 |CATATCCAATGGTCAGCCTT

EKZON2 F GGTGATCCTGATCCTCATTG
EKZON2 R TCAGTGAACTGCTGGATGC

EKZON3 F AACTGCATCTGCCTCTTGTG
EKZON3R ACCTTGAGGTGTTCTGGA

EKZON4 F GACTTCTCTACTGTAGCCGGT
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EKZON4 R AGCACCAGTACAGCCGAGAT
EKZONS F TGTGGAGATGATTTGGCAGT
EKZONSR TCATGCACACAAAGGTGGAT
EKZONG F1 GGAGCCAGACAGAGATGAT
EKZONG R1 CTGTTAGAGGCGGTTGTCAT
EKZONG R2 TCTGTGACTATGTGTGTGC
EKZONG R3 CACACACACAGATACGTACAC
EKZONY7 F1 CCACTTCCCCTCCTATGACA
EKZON7 R1 GAACAAAACGAAGGCCAAGT
EKZONY F2 ACCATCATTCCTGACAGCTC
EKZONS F CAGTCAATACTTGGCCTTCG
EKZON8 R AGAAGCACACATGGTCCAAG
EKZON9 F1 ATGCAATAGGCTTAGTGGTT
EKZON9 R1 TGCCTCTAGGTTCGGAGCTT
EKZON9 R2 CATAGAGTACTGATGGAAG
EKZON9 R3 TGCCACACTACTTCTGATA
EKZON10 F TTCAGCCATGATGAGCAGCA
EKZON10 R AGGTTGGAGATAGGACAGTGG
EKZON11F |ACCTCTCACCATTGCATGTC
EKZON11R |CTGAACCAGATCCTCTTCC
EKZON12F |CTTCTGACCTCCATGCCGAAC
EKZON12R |GCAAGTTCCTGTGATGTCTCC
EKZON 13F |TCTTGGATATGTGCCTCTGG
EKZON 13 R |GACTTCCACGCTAGCTAT
EKZON14F |GTCTTGTGTGGATCACCTTC
EKZON 14 R |CTTGACCTAGGCACATAACT
EKZON15F |CTCATCCTACAGCATGCGTC
EKZON15R |CTCGTCTTAGCTCTTAAGCA
EKZON 15 R2 | GTTCATGCAACTAGCTT
EKZON 16 F | CAGTAAGGTCTTCACATTGG
EKZON 16 R | AGAACTCTATGCTGCCAGGT
EKZON 17 F1 | ACAACTCCAAGAATGTGTCC
EKZON 17 R1 | CTGAGCTGGATATCACATGG
EKZON 18 F |CATCTTCACAACCTACCACA
EKZON 18R |GCTTCACCTTCTTGTACCT
EKZON 19 F1 | CCAGGAGAAGAGGATAGTCAG
EKZON 19 F2 | GAGATGTCTGAAGGCTGC
EKZON 19 R1 | ATGGACCAAGCACGCATTAC
EKZON 20 F1 | GCAGAGCTGGAATTGATGACC
EKZON 20 R1 | GGCATACCTAGCAGACATGAC
EKZON 20 F2 | ATGGAAGAGGAACAAGGTGG
EKZON 20 R2 | TTGCTACGGCATATTCC
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DNA Butunluk, Kalite ve Miktar Tayini

Izole edilen DNA’lar biitiinliiklerinin kontrolii icin %1 lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
orneklerin 250K mikrodizin ¢alismalart i¢in uygun oldugu saptanmistir (Sekil 4.1).
Calismada kullanilan DNA’ lan temsil eden uygun jel goriintiileri ve spektrofotometrik

okuma sonuglar1 asagida birkag 6rnekle gosterilmistir (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1: Genomik DNA’larin agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri

Cizelge 4.1: Genomik DNA’larin spektrofotometrik okumalari

Ornek Kodu | ng/ul A260 A280 260/280 260/230
08/36 651,33 13,027 6,893 1,89 2,34
08/65 858,7 17,714 9,117 1,88 2,13
09/138 166,63 3,333 1,789 1,86 2,22
09/308 469,3 9,386 4,461 2,1 2,19
10/45 852,03 17,041 9,243 1,84 2,04
10/59 913,61 18,272 9,718 1,88 2,16
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4.2. 250K DNA Mikrodizin Analizi

4.2.1. Restriksiyon Endoniikleaz Kesim Sonuglari

SNP array protokolleri restriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi kesim sonucunun teyyidini
ongormemektedir. Ancak tecriibelerimiz bu asamanin basar1 ile gergeklesip
gerceklesmediginin de kontrol edilmesi gerektigini ortaya koymustur. Yalnizca 312.5 ng
DNA kesildigi i¢in %1’lik jelde restriksiyon endoniikleaz kesimi belli belirsiz

gOziikmektedir. Burada 6nemli olan kesilmemis DNA’nin gézlenmemesidir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: DNA orneklerinin restriksiyon endoniikleaz ile kesimi sonrasi %1’lik agaroz jel

elektroforezi gorintusu

4.2.2. PCR Elektroforez Sonuglari

250K Array analizlerinde restriksiyon endontikleaz analizi sonrasi kesilmis DNA
fragmentlerinin uglarma kitte bulunan adaptér DNA ligaz enzimi ile baglanmakta ve
bdylece basi ve sonundaki DNA dizisi bilinen bu fragmentler adaptor diziye komplementer
tek bir primer kullanilarak PCR’a alinmaktadir. PCR sonrasi her bir 6rnegin miktarinin
90ug’a ulagmasi gerektiginden her 6rnek PCR’1 3 ila 5 tiipte gergeklestirilmektedir. PCR
uriinleri 200 ve 1100 bp arasinda olmaktadir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: PCR jel goruntuleri

4.2.3. PCR Piirifikasyon Sonrasi1 Miktar Tayini

Herbir 6rnek icin kurulan 5 PCR reaksiyonu, pirifikasyon sirasinda biraraya getirilmekte
ve reaksiyonlarin toplamindan elde edilen DNA miktarinin hibridizasyon igin 90l icinde
en az 90ug’a ulasmasi beklenmektedir. Calismada kullanlan PCR {iriinleri temsil eden
uygun spektrofotometrik okuma sonuclar1 asagida birka¢ drnekle gosterilmistir (Cizelge

4.2).

Cizelge 4.2: PCR iiriinlerinden bazilarinin spektrofotometrik okumalari

Ornek Ad1 konsantrar;g/our: A260 A280 260/280 260/230
08/47 1236,46 24,729 12,238 2,02 2,21
08/65 1110 22,2 11,163 1,99 2,21
08/38 1306,18 26,124 13,123 1,99 2,2
08/39 112256 22,451 11,26 1,99 2,19
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4.2.4. Fragmentasyon ve Isaretleme

PCR sonrast 90 ug’a ulasan 6rneklerin hacmi, vakumlu santrifiijde 45ul’ye indirildikten
sonra fragmentasyon reaktifi ile efektif isaretlenme ve hibridizasyonu saglamak igin
fragmente edilmektedir. Basar1 ile fragmente olan Orneklerin fragment boylarinin 200

b¢’nin altinda yogunlagsmasi beklenmektedir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: Fragmantasyon goruntileri

4.2.5. Hibridizasyon, Yikama, Boyama ve Tarama

Fragmentasyon sonucu gerceklestirilen isaretleme reaksiyonu ve bunu takip eden
hibridizasyon, yikama, boyama ve tarama islemlerinin sonucunda herbir array’e ait
genotipleme raporu alinan sonucun basarisin1 ortaya koymaktadir. %85’in {izerindeki
sinyal orani (call rate) bu asamaya dek yapilan asamalar1 bagarili kabul etmek i¢in gerekli

alt siir olarak kabul edilmistir.

Bu raporlarin sadece bir tanesi 6rnek teskil etmek iizere asagida bulunmaktadir.
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Mapping Array Report

Report File Name - D:\Program Files\Affymetrix\GeneChip\Affy_Data\Data\2009-01-26_08-99.rpt
Date: 01/26/09 14:12:59

Total number of SNPs: 262264

Total number of QC Probes: 4

Probe array type: Mapping250K_Nsp

SNP Performance

CEL Data Called Gender  SNP Call AACall  ABCall BB Call

2009-01-26_08-99 F 93.70% 38.79% 23.85% 37.36%

QC Performance
CEL Data AFFX-5Q-123 AFFX-5Q-456  AFFX-5Q-789 AFFX-5Q-AB MCR MDR

2009-01-26_08-99 1595 125.5 316.5 428.0 88.06% 94.67%

Shared SNP Patterns

CEL Data SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 SNP11 SNP12
SNP13 SNP14 SNP15 SNP16 SNP17 SNP18 SNP19 SNP20 SNP21 SNP22 SNP23 SNP24 SNP25
SNP26 SNP27 SNP28 SNP29 SNP30 SNP31 SNP32 SNP33 SNP34 SNP35 SNP36 SNP37 SNP38
SNP39 SNP40 SNP41 SNP42 SNP43 SNP44 SNP45 SNP46 SNP47 SNP48 SNP49 SNPS0

2009-01-26_08-99 AB BB AB AB AA BB AB AB AB BB
BB AA AA AB AB AA BB AA AB AB NoCall AB
AA AA BB AA AB AA AA BB AB AB BB AA
AA AB AB AB BB AA AB AB AB AA NoCall AA
AB BB AB AA
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4.3. Biyoinformatik Bulgular

4.3.1. SPRT Analizi Sonuglar

Calismamiz kapsaminda toplanan 51 trio ile SPRT analizi yapilmistir. Analiz sonuglarina
gore 75 SNP (0=0.1% ve B=20%) hastalikla iligkili bulunmustur. Bu 75 SNP, toplam 20
kromozomda 67 farkli kromozom lokusunda bulunmaktadir. Ayrica 75 SNP’in toplam 119

genin intronunda, iist bolgesinde (upstream) veya alt bolgesinde (downstream) bulundugu

belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3: SPRT analizi hastahikla iligkili bulunan SNP’ler

Kromozom Fiziksel Kromozom Genin sembolu SNP numarasi
Pozisyonu lokalizasyonu
21840709 | p36.12 ALPL SNP_A-2236414
21840886 | p36.12 ALPL SNP_A-4221240
57377810 | p32.2 C8A SNP_A-1895216
71010207 | p31.1 CTH, PTGER3 SNP_A-1882816
118908373 | p12 SPAG17, TBX15 SNP_A-2268795
155080090 | g22 EFNA3, EFNA1 SNP_A-1797826
167234166 | g24.2 POU2F1 SNP_A-2000449
207409288 | g32.2 C4BPA , CD55 SNP_A-4197863
241720559 | 943 KMO SNP_A-4221145
18648687 | p24.2 NTSCIB , KCNS3 SNP_A-1946248
RDH14
50947512 | pl16.3 NRXN1 SNP_A-2043314
137679501 | g22.1 CXCR4, THSD7B SNP_A-2044723
172283513 | g31.1 METTLS8 SNP_A-2139004
14377469 | p25.1 LSM3, SLC6A6 SNP_A-4202186
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35616208 | p22.3 PDCD6IP , ARPP21 | SNP_A-1972343
36189216 | p22.3 STAC, ARPP21 SNP_A-2076419
158776311 | 25.32 MFSD1, 1QCJ SNP_A-2037548
168467339 | (26.2 COLIM4, MECOM, SNP_A-2294629
C3orf50
187473372 | q27.3 BCL6, LPP SNP_A-2089111
27202594 | p15.2 STIM2 , PCDH7 SNP_A-2183762
35471869 | p15.1 PCDH7 , ARAP2 SNP_A-2039589
41506080 | p13.1 PLCXD3 SNP_A-4200449
53874176 | q11.2 SNX18 , ESM1 SNP_A-2270763
54256550 | q11.2 SNX18 , ESM1 SNP_A-2162113
102710525 | g21.1 PPIP5K2 , NUDT12 | SNP_A-2261676
148971305 | ¢32 ARHGEF37 SNP_A-4200252

3824924 | p25.2 C6orf145 , FAM50B | SNP_A-2272871
11040183 | p24.2 ELOVL2, SNP_A-2219269
14771957 | p23 CD83, JARID2 SNP_A-2257626
41495339 | p21.1 NCR2 , FOXP4 SNP_A-2188623
52374823 | p12.2 TRAM2 SNP_A-2303765
54763018 | p12.1 FAM83B SNP_A-1986112

123229277 | q22.31 SMPDL3A, CLVS2 | SNP_A-2254772

43051925 | p14.1 MRPL32, HECW1 | SNP_A-2164167

81303433 | ¢21.13 TPD52, ZBTB10 SNP_A-1952692

105169450 | ¢22.3 RIMS2 SNP_A-1882853

123599769 | ¢24.13 Asz -,z SNP_A-2205361
HAS2AS

130225474 | q24.21 GSDMC -, MYC SNP_A-2127975

MIR1208
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KHDRBS3

8 | 137102995 | g24.23 CAML35E SNP_A-2305116
9 8494221 | p24.1 PTPRD SNP_A-2167105
9| 13568063 | p23 MPDZ , NFIB SNP_A-1930351
9| 34396346 | p13.3 C9orf24 SNP_A-1934576
9| 82116305 | q21.31 PSATL, TLE4 SNP_A-4205164

10 9778028 | pl4 CELF2 , GATA3 SNP_A-2109711

LOC254312

10 | 95098494 | q23.33 MYOF SNP_A-2204654

10 | 110503788 | g25.1 SORCS1, XPNPEP1 | SNP_A-1913097

11| 18866730 | p15.1 PTPN5, MRGPRX1 | SNP_A-4197674

11| 56248136 | ql2.1 OR5M3 , OR5M8 SNP_A-2234370
11| 97987244 | q22.1 JRKL , CNTN5 SNP_A-2247154
11| 98011781 | g22.1 JRKL , CNTN5 SNP_A-2090144
11| 98025525 | g22.1 JRKL , CNTN5 SNP_A-1798471
11| 98025817 | q22.1 JRKL , CNTN5 SNP_A-2035542
11| 98043380 | g22.1 JRKL , CNTN5 SNP_A-4233313

11 | 114702663 | q23.3 CADM1 , FAM55B | SNP_A-2122717

12 | 68049075 | q15 DYRK2 SNP_A-2136483

12 | 96196642 | g22 NTN4 , SNRPF SNP_A-2277914

13| 20732487 | q12.11 GJA3 SNP_A-2003156

13| 98453492 | q32.2 RAP2A | IPO5 SNP_A-4228019

14 | 68690442 | q24.1 RAD51L1 SNP_A-1867874

14 | 79886827 | q3l.1 NRXN3 SNP_A-4192710

14 | 93186618 | q32.12 LGMN SNP_A-1862567

15 | 26933734 | q12 GABRB3 SNP_A-2262915
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CHST14 , C150rf57 ,

15 | 40840557 | q15.1 RPLAP SNP_A-2273484
15 | 46212662 | q21.1 SQRDL , SEMA6D | SNP_A-2079910
17 | 10885174 | p12 PIRT , SHISA6 SNP_A-4224546
18 | 64095565 | q22.1 CDH7, CDH19 SNP_A-1925229
20 1039416 | p13 RSPO4 , PSMF1 SNP_A-1942899
20 | 17077510 | p12.1 OTOR , PCSK2 SNP_A-1887582
20 | 17086061 | p12.1 OTOR , PCSK2 SNP_A-2134216
20 | 54722875 | q13.2 CBLN4, MC3R SNP_A-1860033
21| 28030838 | q21.3 CYYRL, ADAMTSL | SNP_A-4215750
KRTAP21-2 ,
21| 32060613 | q22.11 KRTAP20-3 , | SNP_A-2308352
KRTAP21-3
21 | 33275860 | q22.11 HUNK SNP_A-1970018
X 5066057 | p22.32 PRKX , NLGN4X SNP_A-1998124
X | 121440080 | q25 GLUD2 , GRIA3 SNP_A-4235371

4.3.3. C-TDT Analizi I¢in Yapilan Benzetim Calismasinin Sonuclar

Benzetim ¢alismasinin sonucunda, beklenildigi gibi, drneklem biiyiikliigii arttikca, testin
giiciiniin arttig1 ve hesaplanmis anlamlilik diizeyinin ise diiserek, gercek deger olan %5’e
yaklastigi gézlemlenmistir. Ayrica, 50 anne-baba-cocuk-uclisu ve 30 anne veya baba-
cocuk ikilisine ait verinin toplanmasiyla % 83’e yakin bir gii¢ elde edildigi gozlenmistir
(Cizelge 4.4). Istatistiksel analizlerde genellikle %80’in iistiinde bir gii¢ hedeflendiginden,
bu proje kapsaminda toplanan veriye C-TDT uygulayarak tatmin edici sonuglar aldigimiz
soylenebilir. Ornek sayis1 70 trio ve 40 duo oldugu takdirde gii¢ %92’ye cikarken, bu
artisin hesaplanmis anlamlilik diizeyini pek de degistirmedigi goriilmektedir (Cizelge 4.4).
(yayinlanmamig veri, makale dergiye gonderme asamasinda (Rajabli F., Inan G., Ilk O,
(2011), Power analysis of small sample size genome-wide association studies by the joint

use of case-parent trios and pairs.))
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Cizelge 4.4: Orneklem biiyiikliiklerine gore gii¢ ve hesaplanms anlamlihik diizeyler

Aile turd Gug (%) Hesaplanms anlamhhk
dizeyi (%)
Anne-baba-¢ocuk Anne veya baba-
cocuk
uclisu
10 4 41.3 14.4
30 18 66.1 8.9
50 30 83 7.8
70 40 92 7.3
90 55 96.5 6.9
110 65 98.5 6.7
130 75 99.4 6.6

4.3.4. C-TDT Analizi Sonuclari

Bu tez calismasi kapsaminda calisilan 51 trio ve 33 duo ile yaptigimiz C-TDT analizi
sonucunda 15,093 SNP anlamli (p<0.001) c¢ikmistir, yani bu 15,093 SNP sporadik
kolorektal kanser ile asosiyasyon gostermektedir. Fakat bu 15,093 SNP icinden biyolojik
olarak da en anlamli olanlar1 dogrulamak ve sahte olanlar1 elimine edebilmek i¢in ileri

analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anlamli ¢ikan tiim SNP’lerin dogrulanmasi, binlerce hasta ve kontrol bireyin anlamh
SNP’ler icin tekrar genotiplendirilmesini gerektirmektedir. Bu konfirmasyon (dogrulama)
yaklasimi, projeye ekstra maliyet getireceginden ve binli sayida yeni hastaya ulagsmanin

zorlugu gibi nedenlerle tercih edilmemistir.

Eger boyle bir dogrulama c¢alismasi yapilamayacaksa elimizdeki verinin anlamlilik

kazanabilmesi i¢in bagka analiz yaklagimlar1 yapilabilmektedir. Bunlar;

a. Asosiyasyon saptanan kromozom boélgelerinde fonksiyonel olarak anlamli genler bulup,

bu genlerin i¢indeki SNP lerin anlamliligini test etmek,

b. Asosiyasyon saptanan kromozom bdlgelerinde haplotip yapip ortak segrege olan bélge
yakalamak,
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c. Caligilan Orneklerde kopya sayist degisiklerini (copy number variation, CNV)

degerlendirip anlamli bir degisiklik saptamak olabilmektedir.

d. SNP’lerin yogunlastigt bolgeleri/genleri bu uzun listede saptamak. Ayni bolgede
bulunan SNP’lerin ayn1 bilgiyi verdigi asikardir.

Yukarida adi gecen analiz yontemleri hem ayr1 ayr1 hem de hep birlikte yapildiklarinda
ekstra maliyete gerek duymaksizin elimizdeki verinin gii¢lendirilmesi adina Onemli
yararlar saglamaktadirlar. Bu projede yukarida belirtilmis olan 4 yontem ile hem SPRT

hem de C-TDT sonucu elde ettigimiz veriler analiz edilmistir.

Bu dort yonteme Ornek olarak yukaridaki kapsamin d. maddesinden hareketle saptanan
SNP’ler arasinda bir oncelik listesi belirlerken SNP’lerin  kromozomlar Gzerindeki
lokuslarina bakildiginda ayni bélgede >30 ve <35 SNP’in bulunmas1 esas alindiginda 17
lokus (Cizelge 4.5), >35 ve < 40 SNP esas alindiginda 7 lokus (Cizelge 4.6), >40 SNP
esas alindiginda ise 11 lokus (Cizelge 4.7) saptanmistir. Ayn1 kromozom bolgesinde >30
ve <35 SNP’in bulunmasi durumunda saptanan 17 lokus degerlendirildiginde 2., 3., 4., 5.,

6., 8.,9., 11., ve 14. kromozomlardaki bazi lokuslar oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.5: Aymi lokusta >30 SNP <35 bulunmasi esas alindiginda belirlenen lokuslar

Kromozom lokuslari Goriilen SNP sayisi
2p16.3 34
2p22.3 33
2014.1 32
2022.1-2922.2 30
3p26.1 34
4928.3 30
4934.3 34
5p15.2 34
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5434 31
6016.3 31
8024.3 32
9p21.3 33
11q14.1 30
11g22.1 33
14912 31
14931.3 31
14932.2 33

Cizelge 4.6: Ayni lokusta >35 SNP < 40 bulunmasi esas alindiginda belirlenen lokuslar

Kromozom lokuslari Goriilen SNP sayisi
2032.3 35
3pl4.2 39
4913.2 39
9p23 37
10g25.1 38
13g31.1 39
160921 38
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Cizelge 4.7: Aym lokusta < 40 SNP esas alindiginda belirlenen lokuslar

Kromozom lokuslari Goriilen SNP sayisi
4p15.1 55
5023.1 49
6914.1 40
8p12 48
8p23.2 57
10g21.1 44
11p12 51
11p14.3 43
12g14.1 45
16p13.3 42
18022.3 52
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Sekil 4.5: SNP'lerin yogun bulundugu kromozom boélgeleri

(B il boyal: bolgeleri >30 ve <35 SNP, Ji@#ll ile boyali bolgeleri >35 ve < 40 SNP, il
ile boyal1 bolgeleri ise >40 SNP isaret etmektedir.)
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4.4. Biyoinformatik Analiz Sonuclarimin Dogrulanmas: icin Yapilan

Cahismalarin Sonuclar

4.4.1. SNP Genotiplendirme Calismalarinin Sonuclari

Yapilan analiz sonucunda anlamli ¢ikan (p<0,001) kromozom bdlgelerindeki 5 gen igin
SNP genotiplendirme c¢alismasi yapilmaya karar verilmistir. Bu 5 genin se¢imi sirasinda
literatiir arastirmasi ve yolak analizleri de yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda kolorektal
kanser yolaginda yer alan DCC geni, kolorektal karsinogenezle daha ©nceden
iliskilendirilmis COL11A1 ve CXCR4 genleri ve karsinogenez ile iliskili olabilecegi
diisiiniilen TMBIM4 ve PDCDG6IP genleri aday genler olarak se¢ilmislerdir. Bu 5 aday gen
icinden 1 SNP genotiplendirilmek iizere se¢ilmistir. Genler i¢indeki bu SNP’ler, protein
dizisindeki amino asitte farklilik yaratan SNP (nonsynonomous SNP) olmasi1 ve daha dnce
calisilan populasyonlarda frekans bilgisi var ise frekansinin ¢ok yiiksek olmamasina

dikkat edilerek se¢ilmislerdir.

84 sporadik kolorektal kanser hastasi ve 96 kontrol birey kullanilarak (3 hasta 6rneginin
deneylerinin ¢alismamasi nedeni ile hasta grubu rs8793 no’lu SNP’de 81 olarak
kullanilmistir), verilerin dogrulanmasi i¢in yapilan genotip ¢alismasinda belli bir genotip
sikligimin hasta ve kontrol grubunda dagiliminmi incelemek amaciyla Fisher exact test
kullanilmistir. Istatistiksel testler i¢in anlamlilik diizeyi 0.05 olarak alimmistir. Bu bes SNP
(Cizelge 4.8) icin P-degerleri sirasiyla 0.13, 0.98, 0.96, 0.90 ve 1 olarak elde edilmistir. 5
SNP de elde edilen P-degerlerinin verilen anlamlilik diizeyi olan 0.05’ten biiyiik olmasi
sonucu, 5 SNP icin de hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi
saptanmistir. Herbir lokustaki genotiplerin hasta ve kontrol gruplarindaki dagilimlari
asagidaki tablolarda (Cizelge 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13) verilmis, testlere ait P-degerleri
belirtilmistir.
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izelge 4.8: Dogrulama analizleri icin genotiplendirilmek iizere secilen SNP’ler
Cizelg g genotip

Atasal Fonksiyon
Gen SNP ID Degisim Kromozom alel Frekans
Tlmor
baskilayici,
DCC rs2229080 C-G 18:50432602 C 0.500
adezyon,
migrasyon
TMBIM4 rs8793 C-T 12:66546100 C 0.300 Apoptozis
Anjiogenez,
CXCR4 rs56400844 T-G 2:136873341 T bilgi yok metastaz
Kolorektal
kanserde over
COL11A1 rs3753841 C-T 1:103379918 C 0.500
eksprese
PDCD6IP rs3792594 T-C 3:33877626 T 0.400 Apoptozis

Cizelge 4.9: rs8793 (TMBIM4 geni) lokusunda genotiplerin hasta ve kontrol gruplarinda dagilim

Hasta Grubu (%)

Kontrol Grubu (%)

Genotip
(n=81) (n=96) P-degeri
cc 11 24
cT 40 37 -
L 30 35
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Cizelge 4.10: rs2229080 (DCC geni) lokusunda genotiplerin hasta ve kontrol gruplarinda dagilin

Hasta Grubu (%0) Kontrol Grubu (%)
Genotip
(n=84) (n=96) P-degeri
cc 21 24
0.98
G 45 53
GG 18 19

Cizelge 4.11: rs3753841(COL11A1) lokusunda genotiplerin hasta ve kontrol gruplarinda dagilim

Hasta Grubu (%0) Kontrol Grubu (%)
Genotip
(n=84) (n=96) P-degeri
cc 13 15
0.96
cT 37 40
i 34 41

Cizelge 4.12: rs3792594 (PDCD6IP) lokusunda genotiplerin hasta ve kontrol gruplarinda dagilim

Hasta Grubu (%0) Kontrol Grubu (%)
Genotip
(n=84) (n=96) P-degeri
cc 37 46
0.90
i 7 8
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Cizelge 4.13: rs56400844(CXCR4) lokusunda genotiplerin hasta ve kontrol gruplarinda dagilim

Hasta Grubu (%) Kontrol Grubu (%)
Genotip
(n=84) (n=96) P-degeri
i 84 96
TG 0 0
1
GG 0 0

4.4.2. Kopya Sayis1 Degisiklikleri Analizi Bulgular

Proje kapsaminda c¢alisilan hastalardaki CNV’lerin belirlenmesi amaci ile ¢alisilan herbir
hastanin 250K verisi, saglikli bireyin (25 tane hasta ile akraba olmayan) 250K verisi ile
kiyaslanmistir. Bu analizlerin sonucunda bu hastalarda ortak olarak bulunan delesyon
ve/veya amplifikasyonlar1 saptamak igin yapilan analiz sonucunda 22 hastada 4q13.2 de
105,066 b¢ lik, 24 hastada 9p12 bdlgesinde 23,055 bglik, 30 hastada 15g11.1 de 449,582
b¢’lik, 22 hastada 15q11.2 de 267,962 b¢’lik delesyonlar belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Delete oldugu gosterilen bu 4 bolgenin, kopya sayisi varyasyonlari veri tabaninda, kopya

sayis1 varyasyonu olarak bildirildigi belirlenmistir.

24 hastada 2g11.1 bélgesinde 130,798 b¢ lik, 20 hastada 17g21.31 lokusunda 186,953 bg
lik, 27 hastada 19p13.2 29,762 b¢ lik, 23 hastada Xp11.23 de 251,771 b¢ lik, 20 hastada
XQ21.1 de 104,917 bg lik, 29 hastada Xg28 de 92 bg lik, amplifikasyonlar saptanmistir
(Cizelge 4.15). Amplifiye oldugu gosterilen bu bdlgelerden 17921.31 ve Xpl1l.23
boélgesinin, kopya sayisi varyasyonlart veri tabaninda, kopya sayisi varyasyonu olarak

bildirildigi belirlenmis olup diger bolgelerin ise veri tabaninda bulunmadig saptanmustir.
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Cizelge 4.14: Kopya sayis1 degisiklikleri analizinde delete oldugu saptanan bélgeler

Delete olan bolge Bu lokusta bulunan | Delete bolgenin | Bolgenin  delete
gen sayisl biiyiikliigii (baz cifti, | oldugu hasta
bc) sayisl
4913.2 3gen 105,066 bg 22
9p12 gen yok 23,055 bg 24
15911.1 9 gen 449,582 bg 30
15q11.2 13 gen 267,962 bg 22

Cizelge 4.15: Kopya sayis1 degisiklikleri analizinde amplifiye oldugu saptanan bélgeler

Amplifiye olan bolge Bu lokusta bulunan | Amplifiye olan | Bélgenin amplifiye

gen sayisl bdlgenin  biiyiikliigii | oldugu hasta sayisi
(baz cifti, bc)

2911.1 4 gen 130,798 bg 24

17¢g21.31 5gen 186,953 bg 20

19p13.2 4 gen 29,762 b 27

Xp11.23 10 gen 251,771 bg 27

Xg21.1 1gen 104,917 bg 20

XQ28 1gen 92 be 29
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4.4.3. Haplotip Analizi
Yapilan C-TDT analizi sonucunda anlamli ¢ikan SNP’ler incelendiginde 3p22.3

bolgesinde toplanan 15 SNP goézlenmistir. Bu bélge igin tiim triolarin haplotip analizi

yapilmis ve sonugta 3p22.3 lokusunun kolorektal kanser ile iligkili olabilecegi saptanmistir.

3p22.3 bolgesinde bulunan rs6801949 (35565537 bp) ve rs10865865 (35941124 bp)
arasindaki yaklagik 0.5 Mb lik alan kritik bolge olarak saptanmis ve bu bolgede iki gen
bulundugu tespit edilmistir. Bu iki genin de aday olabilecegi diisiiniilmiis ve bu genlerin

sekanslanmasina karar verilmistir (Cizelge 4.16).

Ozellikle baz1 hastalarn (6 hastanin) ayn1 haplotipi gdsterdikleri ve bu bdlgeyi homozigot
olarak aldiklar1 belirlenmistir. Aymi hastalarin anne ve babalarimin genotipleri
incelendiginde, anne ya da babadan birinin ilgili bolge igin heterozigot durumda oldugu da
tespit edilmistir (Cizelge 4.16). Bu hastalarin memleketleri arastirildiginda 5 hastanin
Zonguldak ve cevresinden oldugu bilgisine ulasilmig, lhastanin ise memleket bilgisine
ulasilamamistir. Ayni cografi bolgede goriilen bu durum, kurucu etkisi (founder effect) ile

aciklanabilmektedir.
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Cizelge 4.16

Kromozom |Fiziksel pozisyon BABA  |ANNE  [HASTA BABA  |ANNE  [HASTA BABA  |ANNE  [HASTA BABA  |ANNE  [HASTA BABA  |ANNE  [HASTA BABA  |ANNE  [HASTA
SNP_A-1972337 3 35540541|rs6801949)  AB AB AA AB AB AA AB AA AA AB AA AA BB AB AB AB BB AB
SNP_A-2039792 3 35540; 78781 AA AB AA AA AA AA AB AA AA AA AA AA AA AA AA AA AB AA
SNP_A-4209403 3] 35540850|rs1703335] BB NoCall BB BB BB BB NoCall [BB BB BB BB BB BB NoCall BB BB AB BB
SNP_A-1972339 El 35568508|rs1464585| BB BB BB BB AB BB BB BB BB AB BB BB BB AB BB AB BB BB
SNP_A-1972340 3] 35569124(rs2037538) BB BB BB BB AB BB BB BB BB AB BB BB BB AB BB AB BB BB
SNP_A-1972341 3] 35571562|rs2037539)  AA AA AA AA AB AA AA AA AA AB AA AA AA AB AA AB AA AA
SNP_A-1972342 3 35572393|rs 152303 BB BB BB BB AB BB BB BB BB AB BB BB BB AB BB AB BB BB
SNP_A-2102931 3) 35591085|rs1171827)  AB NoCall AA NoCall _[NoCall |AA AB AA AA AB AA AA NoCal NoCall |AA AB NoCall
SNP_A-1972343 3] 35591212|rs1608314) BB BB BB BB BB BB BB BB BB AB BB BB BB AB NoCall AB BB
SNP_A-1972345 3 35613272|rs2197728) BB AB BB BB BB BB NoCall [BB _mm BB BB BB BB BB NoCal BB BB
SNP_A-1972346 3 35613665(rs9311101)  AA AA AA AA AB AA AA AA AA AB AA AA AA NoCall |AA AB AA AA
SNP_A-1972347 El 35614122|rs1049087, BB BB BB BB BB BB BB BB _wm BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-4209404 3] 35650055|rs2359774) BB AB BB BB BB BB AB BB _mm BB BB BB BB BB BB BB AB BB
SNP_A-2052330 3] 35658108|rs9860326) BB AB BB NoCall [BB BB AB BB BB BB BB BB AA BB NoCal BB AA BB
SNP_A-2061227 El 35658414|rs1703361] BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-2145662 3] 35658440|rs4678788)  AA AA AA AA AA AA AA AA AA AB AA AA AA AB AA AB AA
SNP_A-2021522 3] 35670516 _‘Smwmumm_ BB AB BB BB BB BB AB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-2051697 El 35670965| aﬁﬁwmm_ AA AB AA AA AA AA NoCall _|AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-4206358 3] 35671100[rs1112966)  AA AB AA NoCall  |AA AA AB AA AA AA AA AA AB AA AA AA AA
SNP_A-2297060 3] 35688763|rs1513472)  AA AA AA AA AA AA AB AA AA AB AA AA AA AB AA AA AA
SNP_A-4209405 3) 35692279|rs1703367]  AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-2285041 3] 35730873|rs9872664]  AA AA AA BB AA AA AA AA AA AA AA AA AB AA AA AA AA
SNP_A-1949421 3] 35730990|rs1171898  AB AB 8B BB BB AB BB BB AB BB BB AB NoCall BB AB BB
SNP_A-2189357 3] 35750253|rs4678802]  AB AB BB BB BB NoCall [BB BB AB BB BB AB AB BB AB BB
SNP_A-2237623 3) 35750331|rs4678803 NoCal BB AB BB BB BB BB BB BB AB BB AB BB BB BB BB
SNP_A-1945158 El 35751109 AB AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA NoCall
SNP_A-2092314 3 35760300|rs6550367] BB AB AB AB AA AA AA AA AA AB NoCall NoCall |AA AA AA AA
SNP_A-4222891 3) 35762465|rs6801590]  AA AB AA AB AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-2190839 El 35762893|rs1703374)  AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA NoCall
SNP_A-1873926 3] 35771720[rs1332643)  AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-4209406 3] 35775771|rs93111 BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB AB BB BB BB BB
SNP_A-2021323 3 35796249 rs 201695 BB AB BB NoCall |AB BB BB BB BB BB BB BB AB BB BB BB BB
SNP_A-2197983 3 35796412|rs2016975]  AA AB AA AB AB AA AA AA AA AB NoCall |AA AB AB AB AB AA
SNP_A-1819409 3| 35807987 rs 130859 BB AB BB BB AB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1896672 3) 35819665|rs1192071)  AA AB AA NoCall |AB AA AA AA _»> AA AA _>> AB AA AA AA AA
SNP_A-2309487 3] 35820064(rs1378481) BB AB BB AA NoCall BB BB BB _mm BB BB _mm AB NoCall |BB NoCall _|AB BB
SNP_A-4231215 El 35820210|rs1781498)  AA NoCall AA AA AB AA AA AA _>> AA AA _>> AA AA AA AA AB AA
SNP_A-1972354 3] 35829122|rs4678509] BB AB BB BB AB BB BB BB BB _mm BB BB BB BB BB
SNP_A-4209407 3) 35834447|rs1051066) BB AB BB NoCall  [NoCall |BB BB BB NoCall BB AB BB BB BB BB
SNP_A-1897032 El 35866569|rs6799649]  AA AA AA AB AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AB AA
SNP_A-1951892 3] 35866737|rs6799609]  AA AA AA AB AA AA AA AA AA AA AA AB AA AA AA AB AA
SNP_A-2044376 E 35869926|rs7630933) BB BB BB AB BB BB BB BB BB BB BB AB BB BB BB AB BB
SNP_A-2185995 El 35873778|rs9847358 BB BB BB BB BB BB BB _mm BB BB BB AB BB BB BB BB BB
SNP_A-1849679 3 35916128|rs108658¢ BB BB BB AB AB AB BB _wm AB BB BB AA AB AB BB AA AB
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4.4.3.1. DNA Dizi Analizi Sonuclari

MIR 128-2 geni ve 20 ekzondan olusan ARPP 21 geninin tiim ekzonlar1 ile DNA dizi
analizi gergeklestirilmistir. Her iki gende de DNA dizi analizi sonucunda hasta ve saglikli

bireylerin DNA dizileri arasinda herhangi bir farklilik saptanmamustir.

89



5. TARTISMA ve SONUC

Kanser ve Kolorektal Kanser

Kanser tim diinyada en 6nemli insan sagligi problemlerinden birisidir. Kompleks ve
multifaktoryel bir hastalik olan kanserin ortaya ¢ikisinda hem ¢evresel faktorler hem de

genetik faktorler onemli rol oynamaktadir.

Kanser nedenli 6liimlerin basinda gelen ve diinya ¢apinda yilda yaklasik 639,000 kisinin
Olimiine neden olan kolorektal kanserin prevelanst sabit bir bi¢imde artmaktadir

(Naccarati et al. 2007; Altekruse et al. 2010).

T.C Saglik Bakanligi Kanserle Savas Daire Bagkanliginin 2004-2006 yillar1 kanser
istatistigine gore, kadinlarda gortlen kanserler icinde 2. sirada yer alan kolorektal kanser

erkeklerde ise 4. sirada yer almaktadir.

Ulkemiz igin de 6nemli saglik problemlerinin basinda gelen kolorektal kanserin molekiiler

mekanizmasinin aydinlatilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Asosiyasyon Calismalari

Bir¢ok genetik ve cevresel faktoriin etkisi ile gelisen bir hastalik olan kanserde ailesel
kiimelenme goriilmekle beraber g¢ogunlukla herhangi bir mendelyan kalitim paterni
izlenmemektedir. Ailesel kiimelenme gosteren bazi kanserlerde, yiiksek penetrans gosteren
kanser yatkinlik genleri baglanti analizleri ile tanimlanabilirken, diisiik penetransh
allellerin tanimlanmasinda baglant1 analizleri yetersiz kalmaktadir. Bu noktada devreye
giren asosiyasyon calismalar1 genis populasyonlardaki bireylerde, genetik varyantlar ve

hastalik arasindaki asosiyasyonu belirleyebilmektedir.

Gecmiste yapilan asosiyasyon calismalari daha ¢ok aday gen asosiyasyon caligmalari
seklinde tasarlanarak kanser gelisiminde ©nemli rol oynayabilecegi diislinlilen aday
genlerle calisilmas1 yaklasimina dayanmaktaydi. Giinlimiizde ise artan genom bilgisi ve
gelisen teknoloji ile paralel olarak kanser aragtirmalarinda en aktif olarak olarak kullanilan

metodoloji genom boyu asosiyasyon calismalaridir.
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Genom boyu asosiyasyon ¢aligmalar1 popiilasyon temelli ya da aile temelli yaklasim ile
tasarlanabilmektedir. Popiilasyon temelli asosiyasyon g¢alismalarinin 6niindeki en 6nemli
sorun olarak bilinen popiilasyon katmanlagsmasi sorununu asmak icin binlerce hatta
onbinlerce ornek ve kontrol ile ¢alisilirken ayn1 aileden gelen hasta ve kontrol 6rnekleri ile
calisildigr i¢in popiilasyon katmanlagsmasi gibi bir sorunun olmadigi aile temelli
asosiyasyon calismalarinda yiizlii sayilarda anne, baba, hasta ¢cocuk Uglileri, hasta ¢ocuk,
anne veya baba ikilileri, kardes ciftleri gibi orneklerle g¢alisilabilmektedir. Yukaridaki
bilgilerden anlasilacagi tlizere aile temelli asosiyasyon ¢alismalart hem popiilasyon
katmanlagmasi probleminin olmamasi1 hem de ¢alisilmasi1 gereken 6rnek sayisinin daha az
olmasi nedeni ile maddi olarak popiilasyon temelli asosiyasyon calismalarina kiyasla

avantajhdir.

Farkli varsayimlar altinda tekrarlanan simiilasyonlar, aile bazli asosiyasyon ¢alismalarinda
makul bir giice ulasmak i¢in yiizlerce trioya ihtiya¢ oldugunu raporlamaktadir (Chen et al.
2001). Az sayida anne-baba-hasta triolarina ulasilabilmesi istatistiksel testlerin giiciinii
diistirmektedir. TDT testinin ilk kez 6nerildigi Spielman ve arkadaglari tarafindan yazilmis
olan 1993 tarihli makale bugiine kadar Web of Science’a gore 2600’den fazla atif almigtir
(Spielman et al. 1993). Literatiirde genel kabul gérmiis oldugu asikar olan bu test de aile
temelli asosiyasyon analizlerinde kabul edilebilir bir glicte olabilmesi icin en az 200 trioya

ihtiyag gostermektedir.

Ancak aile temelli asosiyasyon yaklasiminda yeterli sayida trio bulma sikintisi
yasanmaktadir. Bu sikint1 6zellikle ge¢ yasta ortaya ¢ikan hastaliklarda anne, baba, ¢cocuk
tcliilerinin  eksiksiz bir sekilde toplanmasindaki lojistik ve fiziki giicliiklerden

kaynaklanmaktadir.

Kanser arastirmalarinda yapilan genom boyu asosiyasyon calismalarinda ve/veya bu
caligmalarin dogrulama basamaklarinda ise 6rnek materyali olarak populasyondan toplanan

olgu ve kontrol 6rnekleri ve/veya bunlara ek olarak trio’lar kullanilmaktadir.

Bugline kadar yayimlamis genom boyu asosiyasyon ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan
calisma dizayn1 popiilasyon temelli yaklasimdir. Aile temelli genom boyu asosiyasyon
yaklasimi genellikle dogrulama basamaklarinda kullanilmasina (Hinney et al. 2007;

Graham et al. 2008; Wallace et al. 2008) ragmen hem ilk tarama basamaginda hem de
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dogrulama basamaginda aile temelli yaklagim kullanan caligmalar da literatiirde yer

almaktadir (Scuteri et al. 2007; Concannon et al. 2008; Lasky-Su et al. 2008)

[k tarama basamaginda populasyon temelli yaklasimi kullanan galismalarda, dogrulama,
tekrarlama  basamaginda aile temelli  yaklasimin  kullanilmasi  popiilasyon
stratifikasyonundan  kaynaklanacak  potansiyel anlamli asosiyasyonlar1  ortadan
kaldirmaktadir. Bu nedenle bu tiir ¢alismalardaki bu yaklasim oldukca cazip bir dizayn

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Genom-boyu asosiyasyon caligsmalarinda tekrarlama basamaginda devamli kullanilan aile

temelli yaklasim gelecekte daha yaygin hale gelecektir.
SPRT

Gergeklestirilmis bu tez projesinin arastirma konusunun geg¢ yasta ortaya ¢ikan kolorektal
kanser olmasi nedeniyle TDT testinin ihtiya¢ duydugu 200 trioya ¢ikilmasi hedefine
ulasilip ulasilamayacagi tez projesinin basindan itibaren sorulan ve tiizerinde titizlikle
durulan bir konu olmustur. Bu nedenle bir yandan ulasilan hasta sayisini arttirmaya
calisirken diger yandan da mevcut trio verileri ile hangi sonuglara ulasilabilir sorusunun
cevabi aranmistir. Bu kapsamda istatistik biliminin araglarindan biri olan ardigik hipotez
testlerinin (SPRT) aile temelli asosiyasyon analizlerine uygulanabilirligi sorgulanmis ve bu
yaklasimin tez projesi kapsaminda sorulan soruya cevap olabildigi gosterilmistir. Yeni
gelistirilen bu analiz ile aile temelli asosiyasyon caligmalarindaki kisitli Ornek sayisi

sorununa olduk¢a 6nemli bir ¢6ziim sunulmustur.

Yukarida da ifade edildigi lizere gelistirilen bu yeni analizde ardisik hipotez testleri
(sequential probability ratio test, SPRT) prensibi kullanilmistir. Buna gére SPRT testleri,
caligmanin baginda 6rneklem sayisina karar vermez. Aksine, 6rneklemleri teker teker alir,
testi uygular ve ii¢ karardan birine ulasir: Hipotezi reddeder, kabul eder veya yeterince
bilgi olmadigin1 ve drneklem alinmasina devam edilmesi gerektigini belirtir. Daha 6nce
yapilan simiilasyon calismalari, ortalamada, ardisik hipotez testlerinin ¢alismanin basinda
orneklem sayisini sabitlemeyi gerektiren klasik testlerden daha az 6rneklem gerektirdigini
gostermistir (van der Tweel et al. 2003). Ayrica, gercek veriyle yapilan calismalar da,
SPRT nin érneklem boyutu acisindan avantajini desteklemistir. Ornegin, van der Tweel ve

van Noord makalelerinde SPRT’nin biyolojik érneklem, zaman, bitce vb. kaynaklardan
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%35-65 arasinda kazang saglayabilecegini belirtmistir. Ozellikle kalite-kontrol gibi bir cok
alanda kullanilan bu testler bugine dek aile bazli asosiyasyon ¢alismalarinda

onerilmemistir.

Tez verisine uygulanan yeni analiz yaklasiminin aile temelli asosiyasyon galigsmalarina
uygulanabilirligi ve sonuglarmin giivenlilirligini sorgulayabilmek iizere oOncelikle bir
benzetim (simiilasyon) calismasi gergeklestirilmis ve SPRT adini1 verdigimiz bu analiz
yaklasim1 TDT ile karsilastirildiginda 6zellikle az sayida trio olmasi durumunda, bir¢ok
kriterde SPRT’nin TDT’ye tstiinligi gézlenmistir. SPRT, 50 trio ile bile yiiksek diizeyde
asosiyasyon gosterdigi varsayilan SNP’lerin % 60’1 hakkinda karar verilebilmistir. Geriye
kalan %40’1 i¢inse ‘daha fazla trio toplamaya devam et’ karar1 ¢ikmistir. 100°den ufak trio
sayist i¢in, SPRT %87.9 ila %93.8 arasinda dogruluk degeri alirken, TDT sadece %39.9 ila
%74.8 arasinda degerler almistir. 50 trio icin dogruluk degerlerine bakildiginda SPRT
%92.7’lerde iken TDT nin ise %57.9’larda kaldig1 goriilmektedir (Cizelge 2.3).

Proje icin toplanan 51 trio gergeklestirilen SPRT analizi sonuglarina gére 75 SNP anlaml
bulunmustur. Bu 75 SNP, toplam 20 kromozomda 67 farkli kromozom lokusunda
bulunmaktadir (Cizelge 4.7). Ayrica 75 SNP’in toplam 119 genin intronunda, Ust
bolgesinde (upstream) veya alt bolgesinde (downstream) bulundugu belirlenmistir. Bu 119
gen ile yolak analizleri yapildiginda kolorektal kanser yolaginda, hiicre dongiisii yolaginda
ve birgok kanser yolaginda da bulunan ve énemli bir onkogen oldugu bilinen MYC geni,
genel kanser yolaginda MYC genine ek olarak MECOM (MDSL1 ve EVI1 komplex lokusu)
geni, MAPK sinyal yolaginda MECOM, PRKX, PTPN5 ve yine MYC geni bulunmaktadir.
Whnt sinyal yolaginda ise MAPK vyolagi ile ortak olarak PRKX ve MYC geni
bulunmaktadir. Hiicre adezyon molekillerinden CADM1 de kolorektal kanserle iliskili
olabilecegi diisiiniilen 119 genden biridir. Ayrica apoptozis ve Hedgehog sinyal
yolaklarinda ise PRKX geni bulunmaktadir. Yukarida adi gegen tiim sinyal yolaklarinin
kolorektal kanser gelisimi iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Boylece, SPRT analizi
sonucunda 1iliskili olabilecegi belirlenmis genlerin ne derecede onemli oldugu agikca

gorilmektedir.
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C-TDT

Tezin materyel kisminda ifade edildigi iizere bu proje kapsaminda 51 trionun yanisira 33
duo toplanmistir. Yontem bdliimiinde ayrintili olarak agiklanan C-TDT ve permutasyon
testleri trio verilerinin duo verileri ile analizini miimkiin kilmaktadir. Bdylece, sadece
triolar1 kullanan TDT veya sadece duolar1 kullanan 1-TDT testlerinden daha gugcli (daha
fazla veri kullanmasi nedeniyle) bir test kullanilmakla birlikte, permiitasyon testi sayesinde
herhangi bir dagilim varsayimi yapilmadan ve kiigiik 6rneklemlere uygulanabilen bir

yontem ortaya ¢ikmistir (Hu et al. 2010).

C-TDT istatistigi hakkinda sunlar sdylenebilir: Daha once de belirtildigi iizere, ¢alismanin
anne-baba-cocuk Uclisii ve cocuk-ebeveyn ikilisinden olusmasi durumunda, C-TDT
istatistiginin, sadece anne-baba-¢ocuk Uclisu kullanan TDT’ye gore daha gucli sonuglar
verdigi gosterilmistir (Hu et al. 2010). Diger bir taraftan, bu test istatistigi asimptotik bir
dagilim yerine, permiitasyon yontemine dayandig icin, kiiclik 6rneklem biiyiikliiklerinde
de etkili bir sekilde kullanilabildigi Good tarafindan bildirilmektedir (Good 2001). Ancak
bu yontem birden fazla tasiyici gocuktan olusan ailelere veya sadece anne-GOocuk
ikililerinden ya da sadece baba-cocuk ikililerinden olusan ¢aligsmalara uygulanamamaktadir
(Hu et al. 2010). Ayrica, bu test istatistigi, bir ebeveynin kayip olma sebebinin genotipinin
olmadig1 sartin1 arayan, tamamiyla rastlantisal kayip varsayimi altinda ¢alismaktadir (Hu et
al 2010).

C-TDT’nin aile temelli asosiyasyon caligmalarina uygulanabilirligi ve sonuglarinin
giivenlilirligini sorgulayabilmek iizere oncelikle bir benzetim (simiilasyon) c¢alismasi
gerceklestirilmis ve bu c¢alismanin sonuglarina gére 50 trio ve 30 duo ile yapilan C-TDT

analizinde % 83’¢ yakin bir gii¢ elde edildigi gosterilmistir.

Tez projesi kapsaminda toplanan 51 trio ve 33 duo ile gergeklestirdigimiz C-TDT
sonuglarina gore ise 15,093 SNP (p<0.001) hastalikla iliskili olarak tanimlanmistir. C-TDT
analizi sonucunda, daha once kolorektal kanserle iligkili oldugu bildirilen 10 lokustan
(18921.1, 80g23.3, 8g24.21, 10pl4, 11923.1, 14922.2, 15q13.3, 16¢22.1, 19qg13.11,
20p12.3) 4’1 (8q23.3, 8q24.21, 10p14, 14g22.2) hastalik ile iligkili olarak tanimlanmistir.
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Dogrulama Calismalar:
Aday 5 SNP

Yapilan biyoinformatik analizler (SPRT ve C-TDT) sonucunda anlamli ¢ikan kromozom

bolgelerinde bulunan bazi genler aday olarak seg¢ilmisglerdir.

Kolorektal karsinogenezde aday tiimor baskilayici gen olarak tanimlanmis ve kolon kanseri
hicrelerinde hiicre adezyonu ve migrasyonunda rol oynadig1 gosterilmis DCC (rs2229080)
(kolorektal kanserde delete olmus, deleted in colorectal cancer) geni ilk aday gen olarak

secilmistir (Martin et al. 2006).

Kolorektal karsinogenezle daha dnceden iliskilendirilmis aday genlerimizden biri, normal
kolon dokusunda ekspresyonu olmayan fakat kolorektal karsinoma dokularinda
ekspresyonu saptanmis ve dolayisiyla kolorektal kanserde malignite ile iligkilendirilmis
olan COL11A1(rs3753841) genidir (Fischer et al. 2001). Digeri ise stromal hiicre kokenli
faktor 1 (stromal cell-derived factor 1, SDF1)’ in reseptorii olan ve bir¢ok farkli tiimoérde
oldug1 gibi kolorektal kanserde de anjiogenez ve metastaz siireclerinde etkin rol oynadigi
gosterilen ve bu nedenle Ozellikle anti anjiogenik terapide terapotik potansiyel hedef
olabilecegi diisiiniillen CXCR4 (rs56400844) genidir (Ingold et al. 2009; Kollmar et al.
2010).

Ayrica karsinogenezde dnemli bir yolak olan apoptoz yolaginda yer alan genler arasinda
bulunan TMBIM4 (rs8793) ve overekspresyonunun apoptozisi blokladigi gosterilen
PDCDG6IP (rs3792594) genleri kolorektal karsinogenezdeki olasi rolleri nedeni ile aday

genler olarak se¢ilmislerdir.

Bu aday 5 gen i¢inden 1 SNP genotiplendirilmek {izere se¢ilmis ve genotiplendirilmistir.
Genler igindeki bu SNP’ler, protein dizisindeki amino asitte farklilik yaratan SNP
(nonsynonomous SNP) olmasi ve daha once calisilan populasyonlarda frekans bilgisi var

ise frekansinin ¢ok yiiksek olmamasina dikkat edilerek se¢ilmislerdir.

5 lokusta da elde edilen P-degerlerinin verilen anlamlilik diizeyi olan 0.05’ten biiyiik
olmas1 sonucu, 5 lokus i¢in de hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark olmadig:

saptanmistir.
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Haplotip Analizi

Biyoinformatik analizler (SPRT ve C-TDT) sonucunda elde edilen anlamli SNP’ler,
kromozomdaki fiziksel pozisyonlarina gore diizenlendiginde g¢ocuga (hasta) aktarilan

allellerin durumu hakkinda net bir bilgi sahibi olunabilmektedir.

Ozellikle akraba evliliklerinin oldugu durumlarda resesif ozellik gosteren genetik
hastaliklarin nedeni olan genlerin tespitinde yararlanilan homozigosite haritalamasi
yaklasimimin aile i¢i evliligin bulunmadigi durumlarda da kullanabilirligi gosterilmistir
(Hildebrandt et al. 2009). Burada hareket noktasi hastalikla ilgili aday genlerin homozigot

allel bloklar1 i¢inde yer alma durumudur.

SPRT ve C-TDT’nin ortaya cikardig: istatistiksel olarak anlamli SNP verileri iizerinden
gerceklestirilen homozigosite haritalamasi, 6 trio’da 3p22.3 lokusunda bdyle bir bolgenin
varligini isaret etmistir. Bu durum anilan lokusun kolorektal kanser i¢in aday yatkinlik
lokusu olabilecegini isaret etmektedir. Bu nedenle bu lokusun daha ayrintili incelenmesine
karar verilmistir. Bu lokusta sadece iki gen (ARPP21 ve MIR128-2) bulundugu belirlenmis
ve bu iki gen de DNA dizi analizi ile ayrintili olarak incelenmistir. Her iki genin DNA

dizisinde de bir mutasyon saptanmamistir.
Kopya Sayis1 Degisiklikleri

84 hastanin ayr1 ayr1 CNV analizleri yapildiktan sonra bu hastalarda ortak olarak bulunan
delesyon ve/veya amplifikasyonlar1 saptamak icin yapilan analiz sonucunda delete olan

ilgili kromozom lokuslarinda bulunan genler incelendiginde:

4913.2 lokusunda iki tanesi pseudogen ve daha o©nce endometriyal kanserle
iliskilendirilmis UGT2B17 geni olmak {izere toplam 3 gen bulunmakta oldugu, 9p12
lokusunun ilgili bolgesinde hi¢ gen bulunmadigi ve 15q11.1bdlgesinde 9 genin ve 15q11.2
boélgesinde 13 genin bulunmakta oldugu gortlmistiir (Cizelge 4.18).

Amplifiye olan kromozom lokuslarinda bulunan genler incelendiginde ise, 2q11.1
bolgesinde daha dnce kanserle iliskilendirilmemis iki gen ve iki de pseudogen bulundugu,

17921.31 bolgesinde 4’1 pseudogen olmak iizere toplam 5 gen oldugu, 19p13.2 bolgesinde
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daha Once kanserle iligkilendirilmis RNASEH2A geni, kanserle iligskilendirilmemis 2gen
ve 1 pseudogen bulundugu, Xp11.23 lokusunda ise 8’i mMiRNA genleri olmak tzere toplam
10 gen bulundugu, Xq21.1’de 1 pseudogen bulundugu ve Xq28 de sadece daha 6nce mide
kanseri ile iliskilendirilmis TKTL1 geninin bulundugu goériilmiistiir (Cizelge 4.19).

CNV veri tabani incelendiginde delesyon saptanan tim bdlgelerin daha once bildirildigi
2ql1.1, 19p13.2, Xqg21.1 ve Xq28 lokuslarindaki amplifikasyonlarin daha &nce
bildirilmedigi, 17921.31 ve Xp11.23 lokuslarindaki kopya sayis1 degisikliginin daha 6nce
bildirildigi saptanmustir.

SONUC ve ONERILER

Kolorektal kanser arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan genom boyu asosiyasyon
caligmalarinda, hem sporadik hem de aile Gykiisii olan kolorektal kanser olgular
kullanilmistir. Bugiine kadar yapilan asosiyasyon calismalarinin ortak ozellikleri ise
populasyon temelli asosiyasyon ¢alismalar1 olmalaridir. Sunulan bu tez ¢alismasi aile bazl
asosiyasyon yaklagimi ile sporadik kolorektal kanserlerde yeni kanser yatkinlik genlerinin

saptanmasinda bir ilk olmustur.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda, gec yaslarda gozlenen bir hastalik incelendigi i¢in, klasik
istatistiksel yontemlerin gerektirdigi sayilarda anne-baba-¢ocuk (Gglistne ulasilmakta
problem yasanmistir. Bu problemi asmak i¢in, iki istatistiksel yontem {izerinde
calistlmustir. Oncelikle, sadece iiclii veri kullanilarak ardisik hipotez testlerini (‘sequential
hypothesis tests’) Onerip, bir benzetim calismasi yiiriitiilmiis ve bu calisma European
Journal of Human Genetic dergisinde yaymlanmistir. Ekibimizce gelistirilip, bu tez
caligmasinda elde ettigimiz 51 trio” dan olusan kolorektal kanser verisine uyguladigimiz bu
yeni analiz (SPRT) yaklasimi ile aile temelli genom boyu asosiyasyon caligmalarinin
ontlindeki en biiylik sorun olan 6rnek sayisinin yetersizligi problemi ¢6ziilmiis olup, az
sayida trio ile calisilmasina imkan verilerek, bilim diinyasina onemli bir katkida

bulunulmustur.

Uzerinde calisilan ikinci yontem olarak, Hu ve Zhou (2010) ¢alismasi takip edilerek hem

uclt hem de ikili veri (trio ve duo) bir arada degerlendirilerek C-TDT uygulanmustir.
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Bugiine kadar Ingiltere, Iskogya, Japonya, Israil ve Kanada’da kolorektal kanser iizerinde
yapilan asosiyasyon caligmalari ile esik degeri p<10® olan 10 farkli (8g24.21, 8q23.3,
10p14, 11q23.1, 14g22.2, 15ql13.3, 16q22.1, 18q21.1, 19ql13.11 ve 20p12.3) yatkinlk
lokusu tanimlanmistir (Le Marchand 2009; Galvan et al. 2010).

Bu tez c¢alismasinda SPRT analizleri 75, C-TDT analizleri 15,093 SNP’yi kolorektal
kanser ile ilintilendirmistir. Bu analizlerin sonuclari bir anlamda genom iizerinde
kolorektal kanser ile ilintili olabilecek lokuslari isaret eden bir pusula niteligindedir. Bu

verilerin belirledigi ve isaret ettigi bilgileri maddeler halinde kristalize etmek gerekirse:

SPRT analizinin belirledigi 75 SNP, C-TDT’in tespit ettigi 15,093 SNP icinde yer

almaktadir.

Tespit edilen SNP’lerin kromozomlar iizerindeki lokuslarina bakildiginda SPRT de
aralarinda en fazla 500 000 bg¢ olan SNP ler se¢ildiginde, C-TDT de ise ayni bolgede 30

veya daha fazla SNP’in bulunmasi esas kriteri olarak alindiginda:

SPRT ile 1p36.12, 3p22.3, 5q11.2, 11922.1, 20p12.1 ve C-TDT ile 2p16.3, 2p22.3, 2q14.1,
2022.1-2922.2, 3p26.1, 4928.3, 4934.3, 5p15.2, 50934, 6016.3, 8924.3, 9p21.3, 11ql4.1,
11922.1, 14912, 14931.3, 14932.2 lokuslarin1 asosiyasyona aday bdolgeler olarak ortaya

koymustur.

SPRT’nin ortaya koydugu lokuslarm timii (1p36.12, 3p22.3, 5q11.2 11¢22.1, 20p12.1)

daha 6nce kolorektal kanser ve diger kanserlerle ilintilendirilmis bolgeleri icermektedir.

C-TDT’nin ortaya koydugu lokuslardan 6916.3, 9p21.3, 11g22.1, 14931.3, 14g32.2 daha
Once kanser ile ve 2p16.3, 2p22.3, 2914.1, 2922.1-2922.2, 3p26.1, 40928.3, 4934.3, 5p15.2,
5034, 8924.3, 11914.1, 14912 lokuslar1 ise daha 6nce kolorektal kanser ile ilintilendirilmis

bolgeleri icermektedir.

C-TDT analizi sonucunda, daha Once kolorektal kanserle iliskili oldugu bildirilen 10
lokustan (18921.1, 8g23.3, 8qg24.21, 10pl4, 11g23.1, 14922.2, 15013.3, 16g22.1,
19913.11, 20p12.3) 4’ (8q23.3, 8q24.21, 10pl14, 14g22.2) hastalik ile iliskili olarak

tanimlanmaistir.

SPRT analizlerinin ortaya koydugu 75 SNP esas alinarak yiiriitiilen haplotip analiz ve

homozigosite haritalamas1 3p22.3 bdlgesini 6 trio i¢in aday olarak gostermektedir. C-TDT
98



analizinin de belirlemis oldugu bu lokustaki genlerin DNA dizi analizleri yapilmis fakat

DNA dizisinde herhangi bir degisiklik saptanmamuistir.

CNV analizi ile 4913.2, 8p23.1, 9p12 ve 15911.1-15q11.2 kromozom lokuslarinda ¢esitli
baz cifti uzunluklarindaki bolgelerde delesyonlar ve 2ql11.1, 17q21.31, 19p13.2, Xq21.2,
Xq28, Xpll1.23 lokuslarinda ise yine farkli uzunluklardaki bolgelerde amplifikasyonlar
saptanmistir.Delesyon saptanan tiim bolgelerin ve amplifikasyon saptanan bazi bolgelerin

daha 6nce kopya sayis1 varyasyonu olarak tanimlandigi tespit edilmistir.

Tez projesinde kolorektal kanser ile ilintili bulunmus olan SPRT’nin ve C-TDT’nin tespit

ettigi SNP verisine bagli lokus ve genlerin analizleri devam edecektir.
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