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OZET

KOLOREKTAL KANSERLI HASTALARDA 12q13-24 BOLGESINDEKI
HETEROZIGOTLUK KAYBININ ARASTIRILMASI

AYTEKIN Tiirkan
Doktora Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Yrd.Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Celalettin CAMCI
Nisan 2010, 82 sayfa

Kolorektal kanserler diinyada en sik goriilen kanserler arasinda yer almaktadir.
Kolorektal kanser ¢ok basamakli ve uzun bir karsinogenez asamasindan sonra
olugmaktadir. Tiimor baskilayic1 genlerin inaktivasyonu kolorektal kanserlerde en
onemli basamaklardan birisidir. Heterozigotluk kaybi (LOH) analizleri timor
baskilayici genlerin lokalizasyonunu belirlemede kullanilan etkili bir metottur. Bu
calisgmada 47 kolorektal kanserli hastanin normal ve tiimorlii dokularinda 5
mikrosatellit markir kullanilarak kromozom 12q13-24 bolgesindeki LOH arastirildi.
LOH siklig1 ile klinik-patolojik veriler, lojistik regresyon ve x* analizleri ile
kiyasland1. 47 tiimor dokusunun 34’iinde (% 72,3) en az bir markirda LOH saptandi.
En yiiksek LOH frekans1 % 34,3 ile D12S129 lokusunda, en diisiik LOH frekans1 ise
%23,3 ile D12S78 lokusunda saptandi. D12S83 lokusunda % 31,5, D12S346
lokusunda % 29,6 ve D12S1660 lokusunda da % 25,5 oraninda LOH tespit edildi.
LOH siklig1 ile klinik-patolojik veriler arasinda anlamli iliski saptanmadi (p>0,05).
Kromozom 12q13-24 bolgesi tiimor baskilayict gen olabilecek birkag aday gen
(RASALI, ITGA7, STAB2, GLIPRI ve SLC5A48) icermektedir. Bu genlerin kolorektal
kanser olusumundaki kesin rolleri bundan sonra yapilacak c¢aligsmalar ile ortaya

konabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, heterozigotluk kaybi1 (LOH), tiimdr
baskilayict gen, 12q13-24
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF LOSS OF HETEROZYGOSITY ON 12q13-24
REGION IN PATIENTS WITH COLORECTAL CANCER

AYTEKIN, Tiirkan
Ph.D. in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Co-supervisor: Prof. Dr. Celalettin CAMCI
April 2010, 82 pages

Colorectal cancer is one of the most common cancers in the world. Colorectal cancer
develops after a long and multistep carcinogenesis process. Inactivation of tumor
suppressor genes is one of the most important steps in development of colorectal
cancer. Loss of heterozygosity (LOH) analysis is an effective method that is
frequently used to determine the localization of the tumor suppressor genes. In this
study, we analyzed chromosome 12q13-24 region among 47 patients with colorectal
cancer by using 5 microsatellite markers. The frequency of LOH and the
clinicopathological data were compared with logistic regression and y” test. In 34 of
47 tumor tissues (72,3%), LOH was detected at least in one marker. The highest
LOH frequency was 34,3% on D12S129 locus, and the lowest frequency was 23,3%
on D12S78 locus. LOH was detected as 31,5% on D12S83 locus, 29,6% on D12S346
locus and 25,5% on D12S1660 locus. No statistically significant correlation was
found between the frequency of LOH and clinicopathological features (p> 0,05).
Chromosome 12q13-24 region contains a few known genes (RASALI, ITGA7,
STAB2, GLIPRI and SLC5A48) that may be candidate tumor suppressor genes.
Precise roles of these genes in colorectal cancer formation will be clarified by later

studies.

Key Words: Colorectal cancer, loss of heterozygosity, tumor suppressor

gene, 12q13-24
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1. GIRIS

Molekiiler biyoloji alanindaki teknolojik gelismelere paralel olarak, karsinogenez
siirecinde islevsel olan biyolojik markirlarin bulunusu kanserin anlagilmasina ve
hastalarin klinik ve patolojik evrelendirilmesine yardimci olmaktadir. Giiniimiizde
kolorektal kanserlerdeki genetik degisimlerin tanimlanmasina yonelik caligsmalar
biiylik bir hizla devam etmektedir. Bu arastirmalarin en onemli amaci, kolorektal
timor patogenezinde rol alan Ozgiil genetik degisikliklerin biyolojik etkilerinin
belirlenmesi ve bu yolla kanser gelisiminin onlenmesi ile tan1 ve tedaviye yonelik

yeni yaklagimlarin gelistirilmesidir (Ponz de Leon ve Di Gregorio, 2001; Ay, 2005).

Kolorektal kanserler diinyada oldugu gibi iilkemizde de sik goriilen malign
tiimorlerdir (Biiyiikdogan, 2009). Diinya genelinde en 6nemli mortalite ve morbidite
nedenlerinden birini olusturmaktadir. Her iki cinsiyette de en sik goriilen kanserler
icinde tli¢lincii sirada yer almaktadir (Souglakos, 2007). Bu kanser tiirli ¢cok asamali
ve uzun bir karsinogenez agamasindan sonra olugmaktadir. Kolorektal kanser geligim
stireci ile K-ras, APC, p53 ve DCC gibi tiimor baskilayict gen ve onkogenler iliskili
bulunan ilk genler olmustur. Daha sonraki ¢aligmalarda apoptoz genleri (BCL-2,
BAX), DNA sentez genleri (timidilat sentetaz, timidin fosfataz) ile biiytime faktorii ve
biiyiime faktorii reseptor genlerinin (7GFa, TGFf, HER-2/neu, EGFR) etkili oldugu
belirlenmistir. MSH2 ve MLHI gibi DNA yanlis eslesme tamir genlerinin de
kolorektal kanserlerde siklikla metilasyona ugradigi ve bu sekilde kanser gelisiminde

rol oynadiklari ortaya konulmustur (Weitz vd., 2005).

Kolorektal kanserin genetigi ile ilgili caligmalar, anjiogenezle ilgili genlerin (VEGF)
timor olusumunda etkili oldugunun tespit edilmesi ile daha da ivme kazanmistir.
Hiicre ici sinyal iletiminde etkili olan siklin ve siklin bagimh kinaz inhibitorlerinin
(p27, p21, pl6), hiicre-hiicre etkilesimlerinde rol alan adezyon molekiilleri ve
glikoprotein genleri (cd44, E-kaderin, ICAM-1) ile invazyon markirlarinin (matriks
metalloproteinazlar, iirokinaz tip plazminojen aktivatori) da iligkili oldugu
saptanmistir. Bunlarla beraber proliferasyon uyarici genler (Ki-67, Mib-1,

Proliferating Cell Nuclear Antigen-PCNA), antioksidanlar (Siiperoksit dismutaz,

1



GST-pi (Glutatyon-S-transferaz-pi)) ve telomer uzunlugu gibi degisimi saptanan

diger molekiiler markirlar da tespit edilmistir (Weitz vd., 2005).

Kanserin ¢ok sayidaki kromozom ve genlerdeki genetik degisikliklerin birikmesi
sonucunda olustugu bilinmektedir (Cetin vd., 2008; Velasco vd., 2008). Genetik
degisiklikler arasinda tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu kritik basamaklardan
birini olusturmaktadir. Knudson’in klasik “¢ift vurus” hipotezine gore, tiimor
baskilayici genin her iki kopyasinin kaybi, neoplastik hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli
normal hiicresel fonksiyonlarin kaybina neden olmaktadir (Knudson, 1971; Ross,
1998; Velasco vd., 2008). Cevresel etkenlere bagli olarak kromozomun belirli bir
bolgesindeki allelik kayip bu bolgede bir timor baskilayict genin varligini isaret
eder. LOH analizi informatif lokuslarin ve 6zellikle aday tiimdr baskilayici genlerin
lokalizasyonunu belirlemede kullanilan etkili bir metottur (Knudson, 1971; Peng vd.,

2003).

Kolorektal kanserlerle ilgili yapilan ¢alismalarda 1p, 1q, 4q, 5q, 8p, 9q, 12p, 14q,
15q, 17p, 17q, 18p, 18q ve 22q gibi bircok farkli kromozom bdlgesinde degisik
oranlarda heterozigotluk kayiplarinin oldugu bildirilmistir (Choi vd., 2002; Popat
vd., 2003; Zhou vd., 2004; Kapitanovic vd., 2004; Cacev vd., 2005; Zheng vd., 2005;
Chang vd., 2005; Mao vd., 2006; Wan vd., 2006). Bu calismada 47 kolorektal kanser
hastasindan, cerrahi yontemler ile elde edilen, 47 normal doku ve 47 tiimor
dokusunda kromozom 12q13-24 boélgesindeki LOH profilinin belirlenmesi ve ayni
zamanda saptanan LOH ile klinik-patolojik bulgular arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki olup olmadiginin ortaya konmasi amacglanmistir. Elde edilen
heterozigotluk kayiplarina paralel olarak hedef kromozom boélgesinde kolorektal
kanserle iliskili olabilecek aday tiimor baskilayicit genler saptanmis olacaktir. Bu
calismadan elde edilen verilerin bundan sonra yapilacak olan calismalara 1s1k

tutacagi diistintilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Kanser diinya genelinde en Onemli saglik sorunlarindan biri olma &zelligini
korumaktadir. Bununla beraber son 30-35 yilda molekiiler biyoloji alaninda yapilan
calismalar ile kanser biyolojisi hakkinda bilinenler hizla artmaktadir. Hiicre siklusu
kontrol mekanizmalarinin ve sinyal ileti yollarinin aydinlatilmasi, DNA replikasyonu
ve DNA tamir mekanizmalar1 ile kromozom organizasyon mekanizmalarinin
belirlenmesi, adhezyon, anjiyogenez ve apoptozun timor olusum siirecindeki
etkilerinin saptanmasi, kanserin ‘“genetik bir hastalik” olarak anlasilmasini ve
tanimlanmasin1 saglamistir. Gelisen teknolojik imkanlar ve insan genom projesinin
tamamlanmas1 ise kanser olusumunda etkili olan genetik degisikliklerin
saptanmasina yonelik calismalara 151k tutmaktadir. Son on yil iginde, kanser
olusumunda etkisi olan ¢ok sayida gen tanimlanmistir. Bu genlerde meydana gelen
mutasyonlarin kanser gelisimini tetikledigi saptanmistir. Bugiin; kanserin tek bir
hiicrede, genomik stabiliteyi saglayan mekanizmalarda islev gdren proteinlerin
kodlandig1 genlerde, endojen ve/veya eksojen bir etken tarafindan olusturulan
genetik degisimlerle tetiklendigi kabul edilmektedir. Bunun yan1 sra, meydana gelen
bu kritik genetik degisimlerin ¢ok evreli bir siire¢le hiicrenin neoplastik karakter
kazanmasina neden oldugu, ancak tiimor hiicre gruplarinin olusumunda ise meydana
gelen genetik degisimin diger hiicrelere aktarilabilir olmasi gerektigi bilinmektedir

(Institue of Medicine, 1992; Cowell, 2001; Ay, 2005).

Kanserin genetik bir hastalik olarak tanimlanmasi, tani, prognoz ve tedaviye yonelik
yaklagimlarin yeniden goézden gecirilmesini gerektiren yeni bir agilima neden
olmustur. Bu agilim ¢ercevesinde kanserin biyolojisini anlamaya yonelik caligmalar
bliyiik bir hizla devam etmektedir. Pek cok kanser tipi i¢in, tan1 kriterlerini, prognozu
ve tedaviyi direkt olarak etkileyen pek c¢ok genetik degisim tanimlanmis olmakla
birlikte, kanserin ¢ok evreli gelisim siirecinde, aydinlatilmay1 bekleyen bir¢ok nokta

bulunmaktadir (Ay, 2005).



2.1 Kanserin Molekiiler Temeli

Kanser, uzun bir zaman siireci i¢inde genetik materyalin hasara ugramasi sonucu
olusan genetik bir hastaliktir. Bu siiregte onkogen ve tiimor baskilayict genlerde
meydana gelen degisiklikler 6nemli bir yer tutmaktadir. Gerek hiicresel gerekse de
cevresel faktorler bu siireci dogrudan etkilemektedir (Akkiprik, 2005; Ekmekgi,
2006).

1970’11 yillarda kanserin kaynagini bulmaya yonelik ¢alismalara hiz verilmis ve
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. X-1sinlar1 ile sirke sinegi iizerinde yapilan
calismalar, sinegin genomunda genetik hasarlarin  olustugunu gostererek
karsinogenez ve mutagenez arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (Sonmez, 2004;

Akkiprik, 2005).

Mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak 6zelligi olarak kabul
edilmektedir. Kanser ¢esitlerinin ¢ogunda mutasyonlar somatik hiicrelerde meydana
gelir ve bu mutasyonlar iireme hiicreleri ile gelecek nesillere aktarilamaz. Ancak,
kanser vakalarinin %1’inde, esey-kok hiicrelerinin gesitli genlerinde meydana gelen
mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir ve bu degisim, yeni neslin kansere yatkinligini

olusturur (Klug ve Cummings, 2002).

Insanlardaki kanserlerin biiyiikk cogunlugu dramatik olarak artmis bir mutasyon
oranina sahiptir. Bu hiicreler genetik olarak kararli bir yapiya sahip degildir. Bu
genomik kararsizlik c¢esitli formlarda goriilebilir. Bazi kanser hiicreleri lokal DNA
hasarin1 tanima yeteneginde ve/veya tek tek niikleotidleri etkileyen replikasyon hata
onariminda kusurludur. Bu hiicrelerde normal hiicrelerde goriilenden ¢ok daha fazla
sayida nokta mutasyon ve kiigiik, lokalize dizi degisimleri vardir. Bazi1 diger kanser
hiicrelerinde ise kromozom biitlinliigliniin korunamamasi sonucunda karyotiplerinde
biiyilk bozukluklar saptanmaktadir. Genetik kararsizligin kanser formasyonunu
gliclendirecegi olas1 bir beklentidir. Gergekten de genetik kararsizligin bazi

dereceleri kanser gelisimi i¢in temel olusturmaktadir (Akkiprik, 2005).

Kansere yol acan mutajenler ii¢ grup altinda toplanir. Bunlar kimyasal karsinojenler
(benzen, aminler vb.), fiziksel karsinojenler (iyonize edici radyasyon —X 1sinlar1 gibi)

ve biyolojik karsinojenlerdir (viriisler-HBV gibi) (Akkiprik, 2005).



Karsinogenez, hiicrelerde genetik veya epigenetik olaylar ile segici bir biliylime
avantaji kazanilmasi ve bunlarin klonal yayilimindan baslayan cok basamakli bir
stiregtir. Karsinogenez; baslama, promosyon ve ilerleme, ve metastaz evrelerinden
olugsur. Tiimor baslamasi karsinojenik ajanlarin direk DNA {izerine olan etkileri
icermektedir. Terminal farklilagsma regiilasyonunun bozulmasi, sitotoksisiteye olan
diren¢ ve biiyiime kontroliindeki hatalar ile klonal yayilim gozlenmektedir. Bunlara
aynt zamanda sinyal iletimini kontrol eden biiylime faktorleri de etki eder. Bunu
progresif fenotipik degisimler ve genetik kararsizlik takip eder. Ozellikle onkogen ve
timor baskilayici gen hatalar1 belirleyici rol oynamaktadir. Bu genetik degisimler
baslangi¢ hiicrelerinin malign bir yapiya doniismelerine yol agmaktadir. Daha sonra
timor hiicreleri damar ve lenf dolasimina gecerek farkli dokulara yayilir ve

metastatik kolonileri olustururlar (Akkiprik, 2005).

Kanser rasgele ve seri halde meydana gelen genetik degisimlerin sonucunda
meydana gelmektedir. Bu siiregte etkilenen iki 6nemli gen grubu ve kontrolsiiz hiicre
proliferasyonundan invazivlige dogru giden iki mutasyonel rota vardir. Bunlar
tiimoriin  karakteristigidir. Bu iki rotada onkogenler ve tiimdr baskilayici genler
belirleyici rol alirlar. ilki uyarict genin hiper aktivitesine yol agar. Bu tip mutasyonlar
dominant etkilidir. Hiicrenin iki gen kopyasindan yalniz birinin degisimi yeterlidir ve
degisen gen onkogen olarak adlandirilir. Normal allel ise proto-onkogendir. ikincisi
ise inhibisyona neden olan tiimor baskilayici genin inaktivasyonudur. Bu mutasyon
tipi genellikle resesif etki gosterir. Hiicredeki her iki kopyanin inaktif veya

delesyonlu olmas1 gerekmektedir (Akkiprik, 2005; Ekmekgi, 2006).

Onkogenlerin ¢ogu, hiicre ¢ogalmasiyla ilgili metabolik sinyal yollarinda gerekli
proteinleri kodlayan genlerin, degisime ugramis formlar1 olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bu metabolik yollarin normal, bozulmamis hiicresel genleri “proto-onkogen” olarak
adlandirilir.  Proto-onkogenler; hiicreye bdliinme mesajin1  getiren  bliyilime
faktorlerini, sinyale cevap olarak hiicre bdliinmesinde gerekli olan genlerin
transkripsiyonunu baglatan transkripsiyon faktorlerini ve hiicre bdliinmesi igin
gerekli olan bazi proteinleri fosfatlayarak aktif hale gelmeleriyle sinyal iletilmesini
saglayan sinyal iletim proteinlerini kodlarlar. Proto-onkogenlerin rol oynadigi g
biyokimyasal mekanizma tanimlanmustir. ilk mekanizma serin, treonin ve tirozinli

substrat proteinlerinin fosforilasyonudur. Biiylime faktorleri bu etkiye neden olabilir.



Ornegin; serin/treonin protein kinazlar. ikinci mekanizma bu genlerin GTPaz’lar ile
sinyal iletimidir ve bu konuda ilk olarak Ras proteinleri kesfedilmistir. Uciincii
mekanizma ise transkripsiyondur, transkripsiyon faktorlerinin biiyiik bir cogunlugu

proto-onkogenler tarafindan kodlanmaktadir (Sonmez, 2004).

Proto-onkogenleri onkogenlere doniistiiren ¢ok sayida mekanizma vardir. Bunlar;
nokta mutasyonlari, kromozomal translokasyonlar, gen duplikasyonu, insersiyonel
mutasyonlar, retroviral transdiiksiyon ya da retroviral integrasyon ve protein-protein

etkilesimleridir (Ekmekgi, 2006).

Tiimdr baskilayict genlerin aktivasyonunu gosteren ilk bulgular, Henry Harris ve
arkadaglar1 tarafindan 1969 yilinda baslatilan, somatik hiicre hibridizasyon deneyleri
ile elde edilmistir. Normal ve kanser hiicreleri ile yapilan fiizyon calismalar
sonucunda hibrid hiicrelerin ¢ogunlukla tiimor olusturma yetenegine sahip olmadig:
goriilmiistiir. Timor hiicre genomunda ise kritik bir lezyon oldugu ve bunun normal
hiicre biiylimesinin negatif regiilasyonundan sorumlu bir genin kaybi1 nedeniyle
oldugu ortaya konmustur. Bu gen, hiicre flizyonu sonrasi tiimor hiicre genomuna
yeniden kazandirilmakta, sonu¢ olarak ¢ogunlukla normal biiylimenin kontrolii
restore edilmis olmaktadir. Bu genler timor baskilayici genler ya da anti-onkogenler
olarak adlandirilmistir. Tiimdr baskilayict genler adlarindan da anlagilacagi gibi
hiicre biliylimesini diizenleyerek tiimor gelisimini engelleyen genlerdir. Timor
baskilayici genler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre
boliinmesine, anormal hiicre biiyiimesine ve defektif apoptozise neden olmaktadir

(Akkiprik, 2005; Durhan, 2006; Cooper ve Hausman, 2006).

Tiimor baskilayici genleri etkileyen kodlayici bolgedeki yanlis anlamli mutasyonlar,
proteinin biiyiikliigiinii ve aktivitesini degistiren cesitli eksilme, artma ya da cerceve
kaydiran mutasyonlar proteinlerin aktivitesini azaltir ya da tamamen ortadan kaldirir.
Genin kontrol bolgelerini kapsayan mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler ise gen

ifadesini azaltir ya da tamamen ortadan kaldirabilir (Ekmekgi, 2006).

Tiimdr baskilayici genlerin kanser fenotipine yansimasi resesif etki ile olmaktadir.
Diger bir deyisle kanser gelisiminde rolii olmasi i¢in her iki tiimor baskilayici
geninde inaktif olmasi gereklidir (Knudson’un “gift vurus” hipotezidir). Ciinkii

normal bir genin varligi baskilama islevini yerine getirebilmektedir. Kalitsal



kanserlere yatkinlik veren ve hiicre dongiisiinii, hiicre apoptotik yolu ve DNA
onarimint diizenleyen genlerden birisindeki mutasyon katilim yoluyla gectiginden,
ayni hiicrede bulunan diger normal alleli i¢in bir tek yeni mutasyon yeterlidir.
Boylece heterozigot tasiyicilarda normal tek secenek seklindeki allelin
inaktivasyonuyla homozigosite (bir baska ifadeyle resesiflik ve etkisizlik) saglanir.
Kalitsal olarak gecmese de ayni1 somatik hiicrede her iki geninde mutasyona ugrama
olasilig1 vardir ancak cok diisliktiir. Heterozigotlugu ortadan kaldiran (ya da
homozigotlugu saglayan); normal alleldeki nokta mutasyonu, kromozomal kayiplar,
resesifligi saglayan gen doniisiimii, kromozomal translokasyon ve normal allelin
bulundugu kromozomun tiimiiyle kaybolmasi gibi mutasyonel olaylardir (Ekmekgi,

2006).

Bir tek gende meydana gelen hata hiicrelerin in vivo biiylime avantaji kazanma ve
klonal yayilima baglamasi i¢in yeterli degildir. Yapilan ¢alismalarda kanser gelisimi
icin bir hiicrede birbirinden bagimsiz cesitli kazalarin bir arada olmasi1 gerektigi
gosterilmistir. Fare deneyleri tek bir onkogenin normal bir hiicreyi kanser hiicresine
doniistiirmek icin genellikle yeterli olmadigini ortaya koymustur. Myc ve Ras
onkogenlerini birlikte tasiyan farelerde kanser gelisim riski sadece bir onkogene
oranla oldukca yiiksektir. /n vivo ve in vitro deneylerde iki ya da daha ¢ok spesifik
onkogenin sinerjistik rolii “onkogen isbirligi” olarak tanimlanmistir (Akkiprik,

2005).

Hayvan viriis ailelerinde yer alan ve timdr virlisii ad1 verilen bir¢ok viriis deney
hayvanlarinda veya insanda dogrudan tiimor olusturabilirler. Insan kanserlerinin
yaklasik %15’inde viriisler etkili olmaktadir. Ik olarak 1910 yilinda Rous adh
aragtirict tarafindan tavukta sarkomaya neden olan bir ajan tespit edilmistir. Daha
sonraki yillarda da diger arastiricilar tarafindan bu ajanin bir viriis oldugu
bildirilmistir. Giiniimiizde bu viriis Rous Sarkoma viriisii olarak bilinmekte ve

retroviriisler igerisinde yer almaktadir (Klug ve Cummings, 2002; Akkiprik, 2005).

Tek iplikli viral genoma sahip retroviriisler revers transkriptaz enzimi ile DNA’ya
transkribe olurlar. Viral DNA daha sonra kromozomal DNA’ya integre olur ve konak
hiicre, viral genleri kendisine aitmis gibi eksprese eder. Bu senaryo kanser genlerinin
ortaya ¢ikmasinda iki ihtimali ortaya c¢ikarmaktadir. Bunlardan birincisi viral DNA

entegrasyonunun potansiyel mutajenik etkisidir. Ikinci olarak retroviral ve hiicresel
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genomlar arasi rekombinasyon ile viral genom icine hiicresel genleri sokabilir ve

yeni olusturulan genler de onkojenik olabilir (Akkiprik, 2005).

DNA virtiisleri ise konak hiicrenin DNA replikasyon sistemini kendi hayatta kalma
stratejileri ile kullanir, ayrica bu sistemde anahtar rol onayan tiimor baskilayici

genleri bloke ederler (Akkiprik, 2005).

Kanser sikligr ile ilgili arastirmalarin ¢cogu, kanser gelisimine katkisi olan faktorler
olarak fiziksel ¢evre ve kisisel aliskanliklarin roliinii agik¢a belirtmektedir. Kanser
olusumunda ¢evrenin rolii hakkinda hesaplamalar yapilirken farkli ortamlarda 6zgiil
bir genotipin farkli ifade edilebilecegi genellikle ihmal edilmektedir, fakat tiim
kanserlerin en az %>50’sinin c¢evresel etmenlerle uyarildigi tahmin edilmektedir.
Kanserden sorumlu olan ¢evresel faktorler; radyasyona maruz kalma diizeyi,
meslekle ilgili olarak fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalma ile diyet ve tiitiin
kullanim1 gibi kisisel aligkanliklar1t ve oOzellikleri i¢ine almaktadir (Klug ve

Cummings, 2002).
2.2 Kolorektal Kanser
2.2.1 Kolorektum Anatomisi

Abdominal bir organ olan kolon ve rektum sindirim sistemine ait organlardir, karin
boslugu ile pelviste ince barsak ve aniis arasinda yer almaktadirlar. En distal ucu olan
rektum hari¢ periton ile gevrilidir. Kolonun uzunlugu eriskinlerde degisken olup
ortalama olarak 100-150 cm civarinda ve ince barsagin 1/4 uzunlugundadir. Capi
¢ekumda 7,5 cm olup derece derece azalarak sigmoid kolonda 2,5 cm’e kadar iner.
Sirasiyla ¢ekum, cikan (sag) kolon, transvers kolon, inen (sol) kolon, sigmoid
kolonla devam ederek rektosigmoid kosede rektumla birleserek kalin barsagi
meydana getirir (Sekil 2.1). Embriyolojik olarak ¢ekum, ¢ikan kolon ve transvers
kolonun sag yarist orta barsaktan (midgut), transvers kolonun sol yarisi, inen kolon,
sigmoid kolon, rektum ve aniis ise alt barsaktan (hindgut) kéken alir. Kolon, ince
barsak ve kalin barsak arasindaki baglantiy1 olusturan ileocekal sfinkter ile baslar.
Kolonun ilk pargasi ¢ekumdur, boy ve genisligi 6—8 cm olan keselesmis bir organdir.
Appendiks, ¢cekumun posteromedial yiiziinde ileogekal kavsagin 3 cm altinda dogal
bir kor uzantidir, ortalama uzunlugu 8—10 cm olup ¢ap1 ise yaklagik 5 mm’dir. Cikan

kolon (ascending); yaklasik 15 cm uzunlugunda olup, kolonun ¢ekumdan karacigerin
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sag lobuna, karnin sag tarafinda retroperitoneal olarak uzanan kismidir. Enine kolon
(transverse) kalin barsagin en uzun pargasidir (45 cm) ve abdomeni ¢aprazlayarak
gecer. Bunu takip eden kisim inen kolonu (descending) olusturur, splenik
donemegten pelvis sinirina dogru uzanir ve yaklagik 25 cm uzunlugundadir. Yaklasik
40 cm uzunlugunda “S” seklinde yerlesen sigmoid kolon inen kolon ile rektumu
birbirine baglar. Sigmoid kolon, uzun mezenteri nedeniyle kolonun en serbest ve
hareketli boliimiinii olusturur. Rektum proksimal ve distal sinirlart tartisilabilir
olmakla beraber yaklasik 12—15 cm uzunlugundadir. Gastrointestinal sistemin son
parcast olan rektum aniisle son bulur. Kolon ve rektum birbirlerine ¢ok yakin
olmalarindan dolay1 bu iki organin kanserleri kolorektal kanser terimi altinda birlikte

tartisilir (Akpinar, 2006; Bugra, 2003; Demirel 2005; Ay, 2005).

Kolonun arteryal dolagimu {i¢ ana arter tarafindan saglanmaktadir. Cekumdan splenik
fleksuraya kadar olan boliim; sliperior mezenterik arter, inen kolon, sigmoid kolon ve
ust rektum; inferior mezenterik arter, alt rektum ise internal iliak arterden dallanan

interior rektal arter tarafindan kanlanmaktadir (Ay, 2005).

Kalin barsagin fizyolojik gorevleri ise mikroflora metabolizmasi ile alinan gidalarin
yikilmasi, su ve -elektrolitlerin emilmesi, semisolid maddelerin depolanmasi,
mikrofloral metabolizma ile alinan materyallerin yikilmasi ve fecesin rektum ve

aniise dogru ilerletilmesidir (Akpinar, 2006; Mentes, 2003).



ENINE (Transverse) Splenik Flekzura

KOLON
{~ 30-60 cra)

)

Hepstik

Fleksura

INEN (Descending)
KOLON
{~ 25 cin)

CIKAN
{Ascending)

KOLON
(-~ 15-20 cin)

ILETIM Tlewn)

CEKUM
{Cecm-~ 6 o)

APPENDIX
Awnpulla Recti

REKTUM Anal Kamal
{~ 15-20 ¢} (Canalis analis)

Sekil 2.1 Kalin barsagin baslica boliimleri (Akpinar, 2006; Ay, 2005)

SICMOID KOLON
(- 40 cmin)

ANUS

2.2.2 Kolorektum Histolojisi

Iki tabaka halinde bulunan kolorektal mukoza, longitidiinal ve sirkiiler diiz kas
hiicreleri ile ¢evrilidir. Normal kolorektal mukoza 3 tabaka halinde bulunmaktadir.
Bunlar epitelyum (yiizeysel ve kriptik), lamina propria ve muskularis mukoza
tabakalaridir. Yizeysel epitel tabakasi, tek sirali silindirik hiicrelerden olusmaktadir.
Bu tabakada absorptif hiicreler (iyon ve su absorbsiyonundan sorumlu) ve goblet
hiicreleri (miisin sentezi, salinimi ve depolanmasindan sorumlu) bulunmaktadir. Bu
epitel tabakanin altinda kollojen ve diger proteinlerden olusan ince bir membran
bulunmaktadir. Ozellikle proksimal kolonda silindirik epitel hiicreleri kolorektal
kriptleri olusturmaktadir. Kolorektal kriptlerin yapisinda absorptif ve goblet
hiicrelerinin yan1 sira farklilagmamis Oncii hiicreler, endokrin hiicreler (salgi
graniilleri igeren) ve nadir olarak Paneth hiicreleri de bulunmaktadir (Ay, 2005; Ponz

de Leon ve Gregorio, 2001).

Lamina propria, kriptler ve muskularis mukoza tabakalar1 arasinda yer alan ve c¢esitli
hiicrelerden olusan bir tabakadir. Bu hiicreler arasinda fibroblast, lenfosit, plazma
hiicreleri, eozinofil, makrofaj ve mast hiicreleri bulunmaktadir (Ponz de Leon ve

Gregorio, 2001; Ay, 2005).
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Muskularis mukoza diiz kas hiicrelerinden olusan ince bir tabakadir. Muskularisin
kasilmast mukozanin seklini degistirebilir ve bdylece normal fizyolojik olaylar
etkilenebilir (su ve elektrolitlerin absorbsiyonu, musin sentezi, hiicre replikasyonu)

(Ponz de Leon ve Gregorio, 2001).

Insan kolon epiteli, aktif olarak g¢ogalabilen ve kendi kendini yenileyebilen
hiicrelerden olugmaktadir. Replikatif hiicreler kolonik kriptlerin alt %4’liik boliimiine
yerlesiktirler. Bu hiicreler, yiizeyel hiicrelerin bulundugu iist mukozaya dogru 4-6
giin sliren bir zamanda hareket ederek ulasmaktadirlar. Kolorektal karsinogenezin
erken evrelerinde, kriptlerin alt boliimiinde bulunan hiicrelerin, iist boliime hareketi
sirasinda, DNA replikasyonunu baskilayamadiklar1 gosterilmistir. Bunun sonucu
olarak kriptlerde hizla ¢ogalan hiicre topluluklari olusmaktadir. Bu durum klinik
olarak kolorektal malignensilerin olusumu i¢in yiiksek risk olusturmaktadir (Ay,

2005; Ponz de Leon ve Gregorio, 2001).
2.2.3 Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

Kolorektal kanserler gelismis iilkelerde kanser Oliimlerinin en yaygin sebepleri
arasindadir, kanser 6liimlerinde kadinlarda akciger ve meme, erkeklerde ise akciger
ve prostat kanserlerinden sonra iigiincii sikliktadir (Izbul ve Miiderriszade, 2003).
Ankara Ticaret Odas1 (ATO), Tiirk Kanser Arastirma ve Savag Kurumu ve Hacettepe
Universitesi Onkoloji Enstitiisii’niin birlikte hazirladigi “Kanser Yiikii 2006”
raporuna gore, her yil diinyada 11 milyon, Tiirkiye’de ise 150 bin kisi kansere
yakalanmaktadir. Uluslararas1 Kanser Aragtirma Merkezi’nin Tiirkiye ile ilgili 2002
yil1 verilerine gore, kolorektal kanser erkeklerde % 6,7 ile 4.sirada, kadinlarda ise %
9,3 ile 2. swrada yer almaktadir (http://www.atonet.org.tr/yeni/index.php?p=
804&I=1).

Kolorektal karsinomlara 40 yasin altinda ¢ok ender olarak rastlanmaktadir. Genel
poptilasyonun yaklasik % 90’inda risk 50°li yaslardadir ve her 10 yas artimiyla
birlikte risk yaklasik olarak ikiye katlanmaktadir. Ancak kolorektal kanser genc
yaslarda da olusabilir (Robins ve Kumar, 1987; Rupnarain vd., 2004; Ay, 2005;
Durhan 2006). Rektal karsinomlarin goriilme sikligi, erkeklerde kadinlara oranla
daha fazladir. Kolon kanserlerinde ise her iki cinsiyette goriilme siklig1 esit

oranlardadir (Ay, 2005).
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Farkli cografik bolgelerde kolorektal kanserin goriillme sikhigi degisiklik
gostermektedir. Asya, Afrika ve Latin Amerika iilkelerinde kismen daha az, Kuzey
Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda ve Amerika’y1 da i¢ine alan Bat1 {ilkelerinde daha
fazladir (Smith vd., 2002, Rupnarain vd., 2004; Durhan, 2006). Gog¢men
populasyonlarindaki calismalarda, risk grubu diisiik olan iilkelerden yiiksek olan
tilkelere yapilan goglerde, cevresel etkilerin kolorektal kanser duyarliligin etkiledigi
ve yapilan goglere paralel olarak kanser riskinin arttig1 tespit edilmistir (Smith vd.,

2002; Durhan, 2006).
2.2.4 Kolorektal Kanser Gelisiminde Etkili Olan Risk Faktorleri

Kolorektal kanserlerin biiyiik bir cogunlugu sporadiktir, bununla beraber genetik ve
cevresel faktorler de bu kanserin olusumunda Onemlidir (Weitz vd., 2005).
Kolorektal kanser gelisimini etkileyen muhtemel nedenler diyet ve diger ¢evresel
faktorler, yas, adenom ve karsinom Oykiistiniin olmasi, diger predispozan hastaliklar
(6zellikle inflamatuar bagirsak hastaligl) ve aile Oykiisiidiir (Erarslan ve Tiirkay,
2007). Kolorektal kanser gelisiminde etkili olan risk faktorleri Tablo 2.1°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.1 Kolorektal kanser gelisiminde etkili olan risk faktorleri (Weitz vd., 2005)

Sporadik Kolorektal Kanser (% 88-94)
fleri yas

Cinsiyet

Kolesistektomi

Ureterokolik anastomoz

Hormonal faktorler (Hig cocuk sahibi olmamak, ileri yas gebelik, erken menapoz)
Cevresel Faktorler

Et ve yag bakimindan zengin, lif, folat ve kalsiyum bakimindan fakir beslenme
Hareketsiz yasam

Sismanlik

Diabetes mellitus

Sigara kullanimi

Asirt alkol alimi

Radyasyon

Mesleki tehlikeler (asbest)

Hasta Oykiisii

Kolorektal polip oykiisii

Kolorektal kanser dykiisii

Ince bagirsak, yumurtalik, endometrium ve meme kanser dykiisii

Ailesel Kolorektal Kanser (% 20)
Birinci ve ikinci dereceden akrabalardan;

e | kiside kolorektal kanser varsa, risk 2-3 kat
e 2 veya daha fazla kiside kolorektal kanser varsa, risk 4-25 kat
e Kolorektal kanserli kisiler 45 yasin altinda ise, risk 3-9 kat

e Ailesel kolorektal adenom Oykiisiinde, risk 2 kat daha fazladir.

Inflamatuar Bagirsak Hastahklarindan Gelisen Kolorektal Kanserler (% 1-2)
Ulseratif kolit
Crohn’s kolit

Kalitsal Kolorektal Kanserler (% 5-10)
Polipozis Sendromlar1

e Ailesel Adenomatéz Polipozis (FAP)

o  Gardner’s Sendromu

e Turcot’s Sendromu
e Ateniie Adenomatoz Polipozis Koli

e Flat Adenom Sendromu
Kalitsal Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC)
Hamartomat6z Polipozis Sendromlari

e Peutz-Jeghers Sendromu

e Jiivenil Polipozis Sendromu

o  Cowden Sendromu
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Kolorektal kansere neden olan faktorler arasinda en ¢ok dikkat ¢ekenlerden biri
beslenme aligkanliklaridir. Diyetle ilgili faktorler: (1) emilemeyen bitkisel liflerden
fakir icerik, (2) buna karsilik, zengin bir iglenmis karbonhidrat igerigi, (3) yiiksek yag
miktar (ette oldugu gibi), (4) A, C ve E vitaminleri gibi koruyucu mikro besinlerin az
tiikketimi. Diisiik lif i¢eriginin, diski1 hacminin az olmasina, diskinin bagirsakta kalma
sliresinin uzamasina ve bagirsaktaki bakteriyel floranin degisim geg¢irmesine yol
actig1 One siiriilmektedir. Bakteriler tarafindan parcalanan karbonhidratlarin,
potansiyel olarak toksik olan oksidatif yan driinleri, digki icerisinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur ve kolonik mukoza daha uzun siireyle bunlara maruz
kalir. Dahas1 yiliksek yag tliketimi karaciger tarafindan kolesterol ve safra asitleri
tiretimini artirir. Bunlar, intestinal bakteriler tarafindan potansiyel karsinojen
maddelere dontistiiriilebilirler. Rafine diyetler A, C ve E vitaminlerinden fakirdir. Bu

vitaminlerin oksijen radikallerini yok edici etkileri vardir (Kumar vd., 2000).
2.2.5 Kolorektal Kanserlerin Yayilimi:

Kolorektal kanserler genellikle adenomatdz polip veya glandlarda intramukozal
epitelyal lezyonlar olarak baslarlar. Kanser odagi baslangigta sadece mukozadadir
(karsinoma in situ). Lezyonun gelismesiyle muskularis mukoza ve submukozaya
ulasarak invaziv kanser haline gelirler. Bu asamadan itibaren lokal yayilim yaninda,

lenfatik ve hematojen yayilim ortaya ¢ikabilir (Cakar, 2007).

Lokal Yayilim: Tiimorler limene dogru veya barsak katlarimin igine dogru
yayilirlar. Kolon kanserlerinde barsak uzun eksenine dogru yayilimin kisith oldugu,
daha cok sirkiiler yayilim seklinde oldugu bildirilmistir. Submukozay1 asan tiimdér,
seroza ve komsu organlari tutabilir. Komsu organ tutulumu seroza bulunmadig i¢in
rektum kanserlerinde daha ¢abuk goriilmektedir. Lokal yayilim, perindral invazyon
veya perinoral saha tutumu seklinde primer timoér odaginin 10 cm uzagina kadar

ulasabilmektedir (Cakar, 2007).

Lenfatik Yayilim: Normal lenfatik akim ana arterlere paralel olan lenf kanallariyla
olur ve kolon kanseri perikolik, ara ve ana lenf diiglimleri boyunca yayilim
gosterirler. Lenfatik yayilim diisiik dereceli tiimorlerde % 30, yiiksek dereceli
tiimorlerde % 81 oraninda goriilmektedir (Cakar, 2007).
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Hematojen Yayilm: En sik yayilim bolgesi portal ven yoluyla karacigerdir.
Karacigerden sonra akcigerlere de yayilim olabilmektedir. Karaciger ve akciger
metastazi olmadan diger organlara hematojen yayilim ¢ok nadirdir. Rektal
kanserlerde; 1/3 alt rektum kanserleri siliperior hemoroidal ven ile karacigere
hematojen metastaz yaparlarken, orta hemoroidal ven ve inferior vena kava yoluyla
akcigerlere erken hematojen yayilim gosterebilirler. 2/3 iist kisim kanserleri ise
sadece karacigere metastaz yaparlar. Portal sistem ile vertebral venler arasindaki
anastomozlar nedeniyle ara sira lomber ve torasik vertebra metastazlar1 goriilebilir

(Cakar, 2007).

Implantasyon ile Yayihm: Primer tiimor hiicrelerinin diger bir yiizeyde lezyon
meydana getirmeleridir. Intraliiminal yayilim ile tiimdr hiicrelerinin daha distalde
bulunan bir fistiil, ilsere hemoroid veya apse Tlizerine implante olabilecegi
bildirilmistir. Serozal yiizeyden periton yayilimi olabilir ve peritoneal karsinomatoz
gelisebilir. Cerrahi manipulasyonlar nedeniyle dikis hattinda %10 oraninda rekiirrens

tarif edilmistir (Cakar, 2007).

Kolorektal timor hiicreleri, hem yatay hem de derine dogru ilerleyerek organ ve
dokulara infiltre olabilmektedirler. Mesane, prostat, vajina, uterus, iireter, perinoral
kaslar ve pelvik kemigi bu hiicrelerin yayilim gdsterdigi organ ve dokular arasinda

ilk siralarda yer almaktadirlar (Ay, 2005).
2.2.6 Kolorektal Kanserin Evrelendirilmesi

Diger kanser tiplerinde oldugu gibi, kolorektal kanserlerde de, cerrahi girigim
sonrasi, klinik ve patolojik evrelendirme, klinik gidisin ve prognozun
belirlenmesindeki en Onemli asamadir. Kolorektal karsinomlar baslangigta iyi
diferansiye, orta diferansiye ve kotii diferansiye olarak evrelendirilmekteydi. Bu
evrelendirme, akademik bir siniflandirmadan ibaret olup, sag kalim orani, prognoz ve
tedaviyi yonlendirici kriterlere gore diizenlenmediginden, klinik yaklasimlar ig¢in
yeterli degildir. Son yillarda ise kolorektal kanserlerin evrelendirilmesinde yeni

kriterler dikkate alinmaktadir. Bunlar;

e Tiimor blytkliigi,
e Yerlesimi,
e Tiimoral hiicrelerin niiklear polaritesi,
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e Basit, kompleks yada diizensiz tubiil yapisi,
e Invazyon derinligi,

e Lenf diiglimii ve uzak organ metastazi,

e Timor yayilhim sekli,

e Peritona yayilim,

e Lenfositik infiltrasyon ve

e Fibrozis miktaridir (Ay, 2005).

Kolorektal kanserlerin evrelendirmesinde kullanilan Dukes evrelendirmesi ise
yaklagik 70 yil Once tanimlanmis olup, halen kullanilmaktadir. 1986 yilinda ise
Hutter ve Sobin “Universal Staging System for Cancer of the Colon and Rectum”
adli evrelendirme sistemini ileri siirmiiglerdir. Bu sisteme gore Dukes evreleri, klinik
ve patolojide yaygin olarak kullanilan “Tiimor, Node, Metastaz (TNM)” sistemine

adapte olarak gilincellenmistir (Ay, 2005).
2.2.6.1 TNM Derecelendirme Sistemi

TNM derecelendirme sistemi, kanserin ne kadar uzaga yayilabildiginin tanimlanmasi
icin standardize edilmis bir yoldur. Tiim kanser g¢esitleri i¢in derecelendirme
sisteminin ayrintilart arasinda bir takim kii¢lik farkliliklar vardir fakat temel yaklagim
aynidir. Bazilar1 hari¢ tutulursa (I16semi ve beyin tiimorleri gibi) kanserin her tipi igin

derecelendirme sistemi kurulmustur:

T Kkategorisi: Kanserin, organda ne kadar bir alana yayilmaya bagsladig1 ve diger

yakin organ ve dokulara ilerleyip ilerlemedigi hakkinda bilgi vermektedir.

N kategorisi: Kanserin lenf bezleri yakinlarina yayilip yayilmadig: konusunda bilgi

vermektedir.

M Kkategorisi: Kanserin, viicudun uzak alanlarina metastaz yapip yapmadigini

gostermektedir.

Kolorektal kanserin T kategorisi, tiimoriin kolon ve rektum tabakalarina dogru

yayilma genisliginin tanimlanmasidir:

Tx: Tiimdriin boyutu belirlenememistir.
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Tis: Kanserin en erken derecesidir. Timor kolon veya rektum mukozasinin (i¢
tabaka) disinda biiyiimez. Bu asama ayrica karsinoma in situ ya da intramukozal

karsinoma olarak da bilinmektedir.
T1: Kanser mukozaya dogru ilerler ve submukoza i¢ine yayilir.
T2: Kanser submukozaya dogru ilerler ve muskularis propria i¢ine yayilir.

T3: Kanser subseroza i¢ine muskularis propria boyunca tamamen ilerler, fakat

yakindaki doku ve organlara ilerlememistir.

T4: Kanser rektum veya kolon duvart boyunca yakin doku ve organlara tamamen

yayilmistir.

N kategorisi, kanserin lenf bezleri yakinlarina yayilip yayilmadigimi ve eger

yayilmigsa lenf bezlerinin ne kadarina yayildigini isaret etmektedir:

Nx: Kanser hiicrelerinin lenf bezlerine yayilimi belirlenememistir.

NO: Lenf bezlerinde bulunmamustir.

N1: Kanser hiicreleri 1-3 bolgesel lenf bezinde bulunmustur.

N2: Kanser hiicreleri 4 veya daha fazla bolgesel lenf bezlerinde bulunmustur.

M kategorisi kanserin uzak organlara yayilip yayilmadig: (metastaz) belirtir (6rnegin

karaciger, akciger veya lenf bezleri uzagina):

Mx: Metastaz yaptig1 belirlenememistir.

MO: Kanser uzak alanlara yayilim gostermemistir.

M1: Kanser uzak alanlara yayilim gosterir (American Cancer Society, 2004).
2.2.6.2 Evre Gruplamasi

Bir hastanin T, N, M kategorileri, genellikle cerrahiden sonra belirlenmektedir, bu
bilgi evre gruplamasi olarak adlandirilan ve roman rakamiyla evre 0’dan evre [V’e
kadar kategorilendirilen bir sistem ile birlikte kombine edilmektedir. Bu evreler

asagida verilen asamalarla ifade edilmektedir.
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Evre 0 (Tis, N0, M0): Kanserde en erken evredir. Kolon ve rektumun i¢ tabakasi
(mukoza) disinda ilerlemez. Bu evre, intramukozal karsinoma veya karsinoma in situ

olarak da bilinir.

Evre I (T1, NO, M0 veya T2, N0, M0): Kanser submukoza i¢inde mukozaya dogru
ilerler veya muskularis propria i¢ine de ilerleyebilir. Fakat lenf bezlerine veya uzak

alanlara yayilmaz.

Evre ITIA (T3, N0, M0): Kanser en distaki tabaka i¢ine kolon veya rektum duvarina

dogru ilerler. Fakat lenf bezlerine veya uzak alanlara yayilmaz.

Evre IIB (T4, N0, M0): Kanser kolon veya rektum duvarina ve yakinlardaki doku

veya organlara dogru ilerler. Heniiz lenf bezlerine veya uzak alanlara yayilmaz.

Evre IITIA (T1-2, N1, M0): Kanser submukoza i¢ine mukozaya dogru ilerler veya
muskularis propria i¢ine dogru da ilerleyebilir ve 1-3 lenf bezine yayilir fakat uzak

alanlara yayilmaz.

Evre IIIB (T3—4, N1, M0): Kanser kolon veya rektum duvarina dogru veya diger
yakin doku veya organlara ilerler ve yakinlardaki 1-3 lenf bezine yayilir fakat uzak

alanlara yayilmaz.

Evre IIIC (N2, M0): Kanser T kategorisinde olmayabilir fakat dort veya daha fazla

lenf bezine yayilir fakat uzak alanlara yayilmaz.

Evre IV (M1): Kanser N ve T kategrilerinde olmayabilir fakat uzak alanlara yayilir

(6rnegin karaciger, akciger, periton gibi) (American Cancer Society, 2004).
2.2.7 Kolorektal Kanserlerde Gozlenen Onemli Genetik Degisiklikler

Kolorektal karsinomlar, molekiiler genetigi tiim insan kanserleri arasinda en iyi
anlasilmis olanidir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi kolorektel kanserlerde de
timor olusumundan onkogenler, tiimor baskilayici genler ve stabilize genlerdeki
degisiklikler sorumludur. Kolonik epitelyumdaki karsinogenez ¢ok basamakli bir
stirectir. 1990 yi1linda Vogelstein ve Fearon tarafindan kolorektal kanserin molekiiler
temeli ortaya konulmustur. Adenom-karsinom doniisiimii olarak da bilinen

Vogelstein modeline goére malignant doniisiim i¢in germline ya da somatik

18



mutasyonlara ihtiyag¢ vardir ve tiimor, genetik degisimlerin ¢ok basamakli birikimiyle
ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.2). Sporadik kanserler ¢ok sayida somatik mutasyonlarin
birikimi ile olusurken, kalitsal sendromlarin temelini (HNPCC gibi) germline

mutasyonlar olusturmaktadir (Souglakos, 2007).

APClkatenin K-ras DCC SMAD4 SMAD2 53 Diger degisiklikler
Normal Epitel —|b Displastit ACF  |—# | Erken Adenom Jﬁ Ara adenom _|; Gec adenom J; Karsinom _|p Metastaz

@k Kararsizhk

Sekil 2.2 Kolorektal kanser olusumunda genetik bir model (Scriver vd., 2001)

Kolorektal kanserler genellikle adenomatdéz polipozis koli (APC) genindeki
mutasyon sonucu olusmus olan adenomlardan ortaya ¢ikarlar ve bu durum
kromozomal kararsizlik olarak tanimlanir. Bununla beraber kolorektal kanserlerin
yaklasik %10-15’1 mikrosatellit kararsizlik (MSI, DNA replikasyon hatasi) sonucu
ortaya ¢cikmaktadir (Souglakos, 2007).

Kromozomal kararsizliga sahip tiimdrler hiperploidi, allelik kayiplar (17p, 18q, 8p,
22q), ve ¢cogunlukla tiimor baskilayici gen mutasyonlari (p53 ve APC) ile iliskilidir.

Bu tip tiimérler 6zellikle sol kolona lokalize olmuslardir (Souglakos, 2007).

APC genindeki mutasyonlar hem sporadik hem de kalitsal tiimorlerin ortak
ozelligidir ve timor olusum siirecinin ilk evrelerinde meydana gelir. APC genindeki
mutasyonlari, K-ras ve p53 genlerindeki mutasyonlar izler ve bu mutasyonlar da ileri
evrelerde gozlenmektedir. Bir timor baskilayici gen olan APC geni, kolorektal
kanserin ilk gelisim asamalarinda kritik bir 6neme sahiptir (Souglakos, 2007).
Nishisho vd. (1991) tarafindan ailesel adenomatozis koli ve kolorektal kanserli
hastalarda 5921 kromozom bolgesinde lokalize olan APC geninde mutasyonlar
saptanmistir. APC proteini, normal hiicrelerde B-kateninin azalmasina sebep olan
hiicre i¢i bir protein kompleksinin pargasidir. B-katenin, farklilagmis hiicrelerde hiicre

iskeletinin aktin flamanlarina E-kadherin epitelyal adezyon molekiiliinii baglar.
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Azalma hiicre i¢i P-katenin miktari1 diizenler ve sabit halde tutar. Insan
neoplazilerinde APC fonksiyon mutasyonlarinin kaybi ile bir patolojik inhibisyon
ortaya c¢ikar. Sporadik kolorektal tiimorlerin %50’sinde APC geninde gerceve
kaymas1 mutasyonlar1 goriilmektedir. Ailesel adenomatozis polipozis olgularinda ise
germline APC gen mutasyonlar1 saptanmistir (Ay, 2005; Thomas, 2005; Souglakos,
2007).

Ras geni bir onkogen olup, ii¢ hiicresel sekli bulunmaktadir. Bunlar; H-ras, K-ras ve
N-ras’dir. Bunlardan insan kolorektal kanserlerinde en sik mutasyona ugrayani
K-ras’dir. Bu onkogen 12p12.1 bdlgesine yerlesiktir ve 21kD’luk, 189 amino asitten
olusan GTP’ye baglanan bir proteini kodlamaktadir. K-ras gen iiriinii proliferatif ve
mitojenik uyarida, hiicre biliylimesi sinyal ileti yolaklarinda 6nemli islevler
istlenmistir. Ras mutasyonlar1 sporadik kolorektal kanserlerin %50’sinden fazlasinda
ve lcm’den biiyiik olan kolonik adenomlarin %50’sinde goriilmektedir. Daha kii¢iik
adenomlarda ise nadiren goriilmektedir. Adenomlar kiigilkken mutasyonlar
goriilmese dahi adenom olusumunun ileri evrelerinde Ras mutasyonlart meydana

gelmektedir (Ay, 2005; Souglakos, 2007).

17. kromozomun kisa kolu {izerinde bulunan p53 geni insan kanserlerinde mutasyona
ugramis ortak bir gendir. Kolorektal kanserlerin %75’den fazlasinda 17p lokusunda
heterozigotluk kaybi1 (LOH) tespit edilmistir. Bununla beraber adenomlarda bu
kromozom bdlgesindeki kayiplar nadir olmaktadir. p53 gen kayiplari kolorektal

tiimorogenezin ileri evreleri ile iligki gostermektedir (Souglakos, 2007).

APC ve p53 genlerinde oldugu gibi, 18q kromozom bdlgesindeki bir timor
baskilayic1 genin varhigi ilk kez kolorektal kanserlerdeki allelik kayip
calismalarindan elde edilmistir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada sporadik kolorektal
kanserin %73’linde ve invaziv kanser odakli biiylik adenomlarin % 47’sinde 18q’nun

bir kopyasinda kayip tespit edilmistir (Souglakos, 2007).

Kolorektal kanserlerde, 18q21 kromozom bdlgesi iizerinde lokalize, tiimor
baskilayic1 gen olan DCC geninde nokta mutasyonlar bulundugu bildirilmistir
(Keino-Masu vd., 1996). 18q iizerindeki ikinci bir tiimor baskilayict gen ise SMAD
genidir. SMAD4 transforme edici biiylime faktor-B (7GF-f) siiper ailesinin sinyal

yolaginda onemli rol alan bir proteini kodlar. TGF-f ¢ogu normal hiicrelerde
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bliylimeyi baskilar fakat bir¢ok kanser hiicresi bu biiylimeyi baskilayici etkiye
direnglidir (Reiss vd., 1997). SMAD4 genindeki ya da 18q iizerinde yerlesik olan
liciincli bir aday tiimor baskilayict gendeki (SMAD2) mutasyonlar sporadik
kolorektal kanserin bir alt grubunda bulunmustur (Eppert vd., 1996). SMAD4
genindeki germline mutasyonlarin ailesel jlivenil polipozise (FJP) neden olan
mutasyonlar oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir (Fogt vd., 2004).
Bir fosfatazi kodlayan PTEN geni ile serin-treonin kinaz reseptoriinii kodlayan

BMPRIA geni de bazi ailelerde FJP ile baglantilidir (Souglakos, 2007).

Kolorektal kanserle iligkisi olan bir diger gen de Src onkogenidir. Bu gen ilk olarak
Rous Sarcoma viriisiinde tanimlanmistir. Kodladig1 transforme protein direkt olarak
hiicre iskeletini modifiye etmektedir. Hiicre iskeletinin bozulmasi malignant
doniisiim ve karsinogenezdeki basamaklarin erken sathalarinda olusabilir. Sporadik
kolon kanseri ile iligkisi oldugu diisiiniilen diger iki onkogen ise; c-myc ve c-erbB2

onkogenleridir (Calvert ve Frucht, 2002).

Baz kesme tamir geni olarak bilinen MYH genindeki germline mutasyonlar
kolorektal kanserli aile Oykiisii olan ve ¢esitli kolorektal adenoma sahip olan
hastalarin kii¢iik bir kisminda tanimlanmistir (Souglakos, 2007). MYH SNP’lerinin
bir kismi, bu protein-protein etkilesimlerini potansiyel olarak engelleyebilir,
boylelikle DNA onariminda hatalara sebep olarak sonucta kolorektal karsinogenezi
tetikleyebilir. MYH geninin kromozomal lokalizasyonu 1p32-34’diir. Kolorektal
karsinom olusumunun erken evrelerinde gozlenen hiperplastik poliplerde ve
adenomalarda bu kromozom bolgesinde heterozigotluk kayiplari oldugu tespit

edilmistir (Sieber vd., 2003; Kambara vd., 2004; Akpinar, 2006).

Kolorektal kanserin kalitsal formlarindan biri olan HNPCC, mikrosatellit kararsizlik
ile karakterizedir. Bu tiimorler mutasyona ¢ok agiktir, ¢iinkii DNA “yanlis eslesme
tamir mekanizmasi (mismatch repair (MMR))” sistemi defektiftir. Bu sistemin
genleri (hMLHI, hMSH2, hMSH3, hPMS1, hPMS2 ve hMSH6) HNPCC hastalarinda
germline mutasyonlar1 tagimaktadir. MMR sistemi, hatali baz eslesmesini ve DNA
replikasyonu sirasinda biiylik bir olasilikla dogru bir sekilde kopya edilemeyen
DNA’nin kiiciik tekrar dizilerini (mikrosatellit) direk olarak tanir ve tamir eder.
Hatali baz eslesmesi eger tamir mekanizmasi tarafindan taninmaz ise niikleotid

transisyon ve transversiyonlarina neden olur ve genetik dizide degisiklikler meydana
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gelir. Mikrosatellit kararsizlik HNPCC vakalariin % 80’inden fazlasinda goriiliirken
sporadik kolorektal kanserlerin yaklasik %15-20’sinde tanimlanmistir vee MMR
genlerinin mutasyonlart ile iligkilidir (Akkiprik, 2005; Akpinar, 2006).

Kanser gelisiminde epigenetik faktorler de 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu epigenetik
faktorlerden DNA metilasyon kalibindaki degisimler kolorektal kanserlerde rolii olan
faktorlerdendir. Kolorektal kanserlerde gozlenen DNA metilasyon degisimleri

sunlardir;

1. 5-Metil sitozinlerin azalmasi ile genomik hipometilasyon ve belirli genlerin
progressif hipometilasyonu,

2. Artmis DNA metil transferaz ekspresyonu ve aktivitesi sonucu DNA
metilasyon kapasitesinin artmast,

3. Spesifik genlerin CpG adaciklarinin bdlgesel hipermetilasyonu,

4. 5-Metil sitozin deaminasyonu sonucunda C—T transisyonlar1 ve dolayisiyla

mutasyon oraninda artis.

Yukarida verilen bu degisimler kromatin yapisal degisimleri, genetik kararsizlik,
onkogenlerin ekspresyonlarin artmasi, tiimor baskilayici genlerin transkripsiyonel
inaktivasyonu ile sonuglanabilir. Bolgesel hipermetilasyon tiimor baskilayici gen
inaktivasyonunun bir nedeni olan nokta mutasyonu ve allelik kayiplara alternatif

olarak rol oynamaktadir (Akkiprik, 2005).

Kolorektal tiimorlerde onkogen ve tiimdr baskilayici genlerin yapisal degisimleri
yaninda diger bazi gen ve gen irilinlerinin aktivite ya da ekspresyonlarinda
farkliliklar belirlenmistir. Ornegin bircok kolorektal kanserde c-myc yiiksek
diizeylerde eksprese edilmektedir (Wilson vd., 1997). Spesifik proteinlerin tirozin
kinaz aktiviteleri de cogu kolorektal karsinomlarda yiiksektir (Wilson vd., 1997). c-
myc niikleer bir fosfoproteini kodlamaktadir. Hiicre proliferasyonu sirasinda
indiiklenir ve muhtemelen DNA sentezi i¢in gereklidir. Artmis c-myc diizeyi
kolorektal adenomlar ve karsinomlarin % 60-70’inde tespit edilmistir. Bu proteinler
normal hiicrelerde sinyal iletimi, farklilagma ve proliferasyon ile iligkilidir (Akkiprik,

2005).

Kolorektal kanser gelisiminde telomeraz aktivitesininde rolii oldugu yapilan

calismalar sonucunda ortaya konmustur (Wilson vd., 1997). ilerleyen telomer
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kisalmasi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonunun Onlenmesinde Onemli  bir
mekanizmadir. Bu, telomeraz enzimi ile Onlenebilir. Telomeraz enzimi normal
somatik hiicrelerde eksprese edilmemektedir. Cogu adenomda telomeraz aktivitesi
yokken kolorektal karsinomu da igeren kanserlerin biiyiik ¢ogunlugunda telomeraz

aktivitesi artmistir (Akkiprik, 2005; Kumar vd., 2005).
2.2.8 Kolorektal Kanserlerin Simiflandirilmasi

Kolorektal kanserler, sporadik (kiside ortaya ¢ikan) (%75), ailesel (%20) ve Ailesel
Adenomatdz Polipozis (FAP) ve Kalitsal Polipsiz Kolorektal Kanser (HNPCC-
Lynch sendromu) gibi genetik (%5) olarak siniflandirilirlar (Hendon ve Dipalma,

2005).
2.2.8.1 Ailesel Adenomatoz Polipozis (FAP)

FAP, kalitsal kolorektal kanserler igin klasik bir ornektir ve yaklagik 100 yildir
bilinen bir hastaliktir (Durhan, 2006). FAP, 13 ile 19’lu yaslar arasinda multipl
kolonik adenomlarin gelismesi ve ileri yaslarda poliplerin sayisinin fazlalagsmasi ile
karakterize olmaktadir. Kolonik adenomlar, poliplerin ortaya ¢ikmasindan yaklasik
10-15 yil sonra ve genellikle 40’1 yaslarda gozlenmektedir. FAP ile iligkili
adenomlar ve adenokarsinomlar kolonun tamamina yayilmistir ve histolojik olarak
sporadik kolorektal kanserde goriilenlerle aynidir. Neredeyse biitiin FAP’11 hastalarda
duedonal, periampiiler ya da ampiiler adenomlar gelismektedir. FAP’l1 hastalarin
yaklasik % 10’unda ise 60 yasindan sonra duedonal adenokarsinomlar gelismektedir
(Souglakos, 2007). Tim kolorektal karsinomlarin %0,5’ini FAP olusturmaktadir
(Goral, 2003).

FAP otozomal dominant geg¢is gosteren bir hastaliktir ve APC geninin germline
mutasyonu sonucu olusmaktadir. 1987 yilinda gen haritalama ¢alismalart ve RFLP
(restriction fragment lenght polymorphism) analizi ile FAP geni 5q21-q22
kromozom boélgesine lokalize edilmistir. 1991 yilinda, FAP’dan sorumlu gen, APC
geni olarak adlandirilmistir (Goral, 2003). APC, wnt sinyal yolu, hiicre ici
adezyonda, iskelet stabilizasyonunda, hiicre siklusu diizenlenmesinde ve apoptozisde
rolii olan 6nemli bir tiimor baskilayict gendir (Conlin vd., 2005). FAP’a neden olan
mutasyonlar, APC proteininin u¢ kisminda delesyona neden olmaktadir. Ug

kismindan kesime ugrayan protein, normal APC allelinden olusan normal APC
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proteinini inaktive etmektedir. FAP hastalarindaki tiim kolon epiteli; kriptalar
boyunca artmis proliferasyonla karakterizedir ve APC genindeki inaktivasyonun bu
proliferasyondan sorumlu olabilecegi diisliniilmektedir. Bu hiperprofileratif
epitelyum, takiben olusan mutasyonlar ya da gen delesyonlari ile neoplastik

transformasyona ugrar (Goral, 2003).

FAP’in atenlie (azaltilmig) bir formu olan AFAP (Ateniie Ailesel Adenomatdz
Polipozis), klasik formdan farklidir ve bu formda 100’den daha az sayida kolonik
polipler bulunmaktadir. Bu polipler kolonun sag tarafinda gelisme egilimi gosterirler.
Bu poliplere sahip bireylerde kanser olusumu yaklagik olarak 15 yil gecikmektedir.
AFAP’1n 6zellikleri ile HNPCC’nin 6zellikleri birbirleri ile ortiismektedir, fakat bu
iki sendrom genetik testler ile ayirt edilmektedir (Souglakos, 2007).

2.2.8.2 Kalitsal Polipsiz Kolorektal Kanser (HNPCC- Herediter Non-Poliposis

Colorectal Cancer-Lynch Sendromu)

Ailesel kanser olgusu sendromu, Lynch ve arkadaglar1 tarafindan bundan yarim
ylizy1ll Oncesinden bu yana calisilmakta ve bu konuda veri toplanmaktadir. Bu
ailelerde kolorektal kanserler en yaygin kanser olgusudur ve sendromun varligit FAP
sendromunda oldugu gibi multipl adenomatdz olusumlar benzeri patolojik veya
herhangi diger klinik belirte¢ler vermemektedir. Bu nedenle sendrom kalitsal
polipsiz kolorektal kanser (HNPCC) olarak tanimlanmigstir. 1984’lere gelindiginde bu
sendrom igerisinde degerlendirilen kanser olgulart Lynch siniflandirmasi tip I ve tip
II olmak tizere iki ayr grupta siniflandirilmistir. Bunlardan ilki, sendromun yalnizca
kolon ve rektumla sinirli oldugu olgulari, ikincisi ise ekstra kolonik yerlesimler

gosteren malignitenin oldugu durumlari tanimlamaktadir (Korkmaz, 1997).

HNPCC c¢alismakta olan bircok merkezin ortak caligmalar yapabilmesi amaci ile
olusturulan grup HNPCC sendromlu olgulart bir kriterler dizgesinde tanimlamay1
amaclamis ve 1991°de bir toplantida Amsterdam kriterleri olarak adlandirilan
kararlar benimsenmistir. Bu kriterlere gore, bir olgunun HNPCC fenotipinde

olabilecegi ancak asagida tanimlanan verilere bagli olarak degerlendirilebilecektir.
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Bunlar;

1. Histolojik olarak ailede en az {i¢ akrabada (bunlardan en az biri digerleri ile 1.
dereceden akraba olmali) kolorektal kanser olgusu tanimlanmis olmasi,

2. Kolorektal kanser olgularinin en az iki nesilde birden varligi,

3. Ailede en az bir olguda 50 yasinin altinda kolorektal kanser saptanmis
olmasi,

4. FAP olgusunun olmadiginin saptanmig olmasi (Korkmaz, 1997).

Kalitsal polipsiz kolorektal kanser (HNPCC), otozomal dominant gegis gosteren bir
sendromdur. Kolorektal kanserlerin ve Ozellikle kadinlarda basta endometriyum
olmak tlizere ekstraintestinal kanserlerin riskinin artmis olmasi ile karakterizedir
(Tablo 2.2). Adenomlar daha az sayidadir, fakat oldukca erken bir yasda belirirler.
Kolon kaynakli maligniteler tipik olarak splenik fleksura proksimalinde ve multipl
yerlesimlidirler ve daha Onceden var olan adenomlarin zemininden gelismezler
(Kumar ve ark, 2000). Kalitsal polipsiz kolorektal kanser (HNPCC), kolon kanser
sendromlar1 arasinda Avrupa’da %2, ABD’de 9%l oraninda goriilmektedir.

HNPCC’nin gelisim yas1 ortalama olarak 45°dir (Souglakos, 2007).

Tablo 2.2 HNPCC ile iliskili kanserlerin olusma riskleri (Souglakos, 2007)

Kanser ¢esitleri | HNPCC olan kisilerde (%) | Genel populasyonda (%)
Kolorektal 80-82 5-6
Endometriyal 50-60 2-3
Mide 13 1
Ovaryum 12 1-2
Ince bagirsak 1-4 1-2
Mesane 4 1-3
Beyin 4 0,6
Karaciger, 3 1
bobrek, pelvis

Safra kesesi 2 0.6
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DNA tamir mekanizmasi ile iliskili dort genden herhangi birinde meydana gelen
kalitsal mutasyonlar, HNPCC’den sorumludur. Insanlarda yanhis DNA
eslesmelerinin tamir genleri olan AMSH2 (kromozom 2p22), hMLHI (kromozom
3p21), hPMSI (kromozom 2q31-33) ve AhPMS2 (kromozom 7p22), DNA
replikasyonu sirasindaki genetik “hata diizeltici” mekanizmalar ile iliskilidir. Insan
genomundaki dintikletid siralanmasinda 50.000-100.000 kadar diniikleotid tekrari
vardir. Yanlis eslesme tamiri genlerinde meydana gelen mutasyonlar, bu
tekrarlardaki yaygin degisikliklerin varlig1 sayesinde saptanabilir. Buna mikrosatellit
dengesizligi adi verilir. Bir adet mutant DNA tamiri geni tasiyan bir insanda, geri
kalan normal genler sayesinde normal bir tamir aktivitesi mevcuttur. Fakat bazi
organlardaki (kolon, mide, endometriyum) hiicreler, bu geri kalan saglam genleri
inaktive eden ikinci bir somatik mutasyona yatkindir. Mikrosatellit dengesizligi
gosteren cogu HNPCC tiimorlerinde oldugu gibi, normalin 1000 kati fazla mutasyon
oran1 gozlenir. Sporadik kolon kanserlerinin %10-15’inde DNA tamir genlerinde
rastlanan benzer mutasyonlar, bu tiimoérlerde de somatik (edinsel) mutasyonlar

oldugunu gostermektedir (Kumar ve ark, 2000).
2.2.8.3 Sporadik Kolorektal Kanser

Normal kolon mukozasinin adenomat6z polip ve kolorektal kansere doniisiimii uzun
zaman almaktadir. Arastiricilar sporadik gelisen kolorektal kanserlerde iki genetik
yol tanimlamiglardir. Adenomatdz poliplerin % 80’1 APC gen mutasyonu sonucu
meydana gelir. APC proteininin koruyucu bir fonksiyonu vardir ve bu proteinin
fonksiyon kaybi kromozomal kararsizlia yol agar (GoOriimlii, 2005). Sporadik
kolorektal kanserlerin yaklasik %40-65’inde Ras geninde, ¢ogunlukla da K-ras’da,
nokta mutasyonlar1 vardir. Ras gen mutasyonlarinin, kanserlerin % 47’sinde, 1
cm’den biiyiik adenomlarin % 58’inde ve 1 cm’den kii¢lik adenomlarin %10’unda
bulunmasi neoplazi olusumuna erken evredeki olaylarin zemin hazirladig1 fikrini
destekler. Fakat Ras aktivasyonu tek basina kanser gelisimi icin yeterli degildir
(Eraslan ve Tiirkay, 2007). Normal olarak yabanil tip p53, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini saglar, apoptozisi diizenler, genotoksik stresten sorumludur. SMAD4,
TGF-beta sinyal yolaginda kritik role sahip bir gendir. Adenomatéz polip ve
kolorektal kanserlerin %70-80’1 COX-2’yi yiiksek eksprese ederler ve COX-2 dogal

olarak apoptozisi inhibe eder ve anjiyogenezi destekler (Goriimlii, 2005).
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Sporadik kolorektal kanserlerin %15’inin alternatif bir yolak olan mikrosatellit

kararsizlik yolagindan kaynaklanmasi olasidir (Goriimlii, 2005).
2.2.8.4 Ailesel Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser vakalarmin yaklasik olarak %20’sinde, bilinen sendromlardan
bagimsiz olarak genetik yatkinlik mevcuttur. Ailesel kanser sendromlularda oldugu
gibi, birinci derece akrabasinda kolorektal kanser olanlarda kanser riskinde artis
gosterilmistir. Kanserin baslangic yasi ve hasta akraba sayisina bagl olarak risk 1.8-
8 kat artabilmektedir. Yasa bagli riske gore, bir tane birinci derece akrabada kanser
varligi riski 1,72 kat, iki veya daha fazla birinci derece akrabada kanser varlig: riski
2,75 kat arttirmaktadir. Etkilenen akrabada kolorektal kanserin baslangic yasi 45’in
altinda ise risk 5,37 kat artmaktadir. 60 yas lstlinde kolorektal kanser gelismis
olmasi, riski minimal arttirmaktadir. Birinci derece akrabada kolorektal kanser
saptanan kiside, %8 oraninda biiylik adenom gelisme riski olup, bu kisiler i¢in en
uygun tarama yontemi kolonoskopidir. Ailesel kokenli kolorektal kanser riski,

polipin histolojik 6zelligi ve biiyiikliigiinden bagimsizdir (Goriimlii, 2005).
2.3 Heterozigotluk Kaybi1 (LOH)

Tiimor olusumunda etkili olan tiimor baskilayici gen {riinleri normalde hiicre
dongiisiinii kontrol ederek veya hasarli hiicreleri apoptozise yonlendirerek hiicre
proliferasyonunu inhibe etmektedirler. Bu ylizden bu genler tiimor ve metastaz
gelisimini engellemektedirler (Kopnin, 2000; Yakut, 2007). Karsinogenezdeki
Knudson’in klasik ‘iki vurug’ hipotezine gore, tiimor baskilayict genin her iki
kopyasinin kaybi neoplastik hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli normal hiicresel

fonksiyonlarin kaybina neden olmaktadir (Sekil 2.3) (Knudson, 1971).

27



L1  Normalallel

_m_ Mutasyona ugrams allel

1 Metile olmus allel
1 Allelkayl

Sekil 2.3 Tiimdr baskilayict gen inaktivasyonunda rol oynayan Knudson’in iki vurus
hipotezi (Yakut, 2007)

Bir canlinin somatik hiicrelerinin konstitiisyonel genotipi heterozigot iken, cesitli
mekanizmalarla homozigot ya da hemizigot konuma gelmesi ‘heterozigosite kayb1’

olarak tanimlanir (Tucker, 2002; Yakut, 2007).

Kromozomun belirli bir bdlgesindeki allelik kayip bu bolgede bir tiimdr baskilayici
genin varligin1 igsaret eder. LOH analizi, bu tiimor baskilayict genlerin
lokalizasyonunu belirmede kullanilan bir metottur. LOH analizi ile bir¢ok kanser
tiriinde spesifik kromozomal bolgelerdeki allelik kayiplara bagli olarak timor
baskilayic1 genlerin bulundugu boélgeler belirlenmistir. Fakat buna ragmen hala
kanser gelisiminde 6nemli roller oynayan kesfedilmemis bir¢ok tiimor baskilayict

gen bulunmaktadir (Macleod, 2000).

LOH’un belirlenmesi sadece kanser gelisiminin molekiiler mekanizmasini anlamay1
saglamaz, bununla beraber hastaligin prognozu ve diagnozu hakkinda da bilgi verir

(Velasco vd., 2008).
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2.3.1 Heterozigotluk Kaybinin (LOH) Mekanizmalari

Heterozigotluk kaybi, birka¢ farkli mekanizma tarafindan meydana gelmektedir. Bu

mekanizmalar:
1. Delesyon
2. Gen degisimi
3. Tek ya da ¢ift homolog ve homolog olmayan mitotik rekombinasyon
4. Translokasyon
5. Kromozom kiriklar1 ve kaybi
6. Kromozomal fiizyon (Thiagalingam vd., 2002; Velasco vd., 2008).

Kromozomun tamaminin kaybi hiicre boliinmesi esnasinda kromozomlarin
ayrilmamasi sonucunda olmaktadir (Nigro vd., 1989; Schutte vd., 1996). Bir
kromozom kolunun ya da biiyiik bir par¢anin kayb1 mitotik rekombinasyon, karsilikli
ya da karsilikli olmayan translokasyonlar sonucunda olusabilir. Mitotik
rekombinasyon, mitotik hiicrelerdeki kardes olmayan kromatidler arasindaki degisim
sonucunda olusmaktadir (de Nooij-van Dalen vd., 1998; Varella-Garcia vd., 1998).
Homolog kromozom kollarini igeren mitotik rekombinasyon yada bu kromozom
kollarinda meydana gelen kiriklar sonucu olusan delesyonlar bir tek allelin ya da
genin kaybina neden olabilmektedir (Hahn vd., 1996; Schutte vd., 1995;
Thiagalingam vd., 1996).

2.3.2 LOH Analizinde Kullamilan Metotlar
2.3.2.1 Mikrosatellit Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

LOH analizi timor baskilayict genlerin yaninda bulunan polimorfik markirlardaki
kayiplarin tanimlanmasi ile yapilmaktadir. Mikrosatellit PCR, LOH analizinde
siklikla kullanilan bir metottur. Mikrosatellitler genom boyunca dagilmis 2—5 bg
niikleotidlik tekrarlardan olusan kisa ardistk DNA tekrar dizileridir. Bilgilendirici
olmayan 6rneklerin sayisini en aza indirmek i¢in markirlarin belirlenmesinde ytiksek

heterozigotluk oranina sahip olanlar1 segmek dnem tagimaktadir (Velasco vd., 2008).

Eger hasta secilen mikrosatellit lokusu i¢in homozigot ise PCR sonrasinda
mikrosatellit alleller ayni biiyiikliikte olmaktadir ve kapiller elektroforezde tek pik,
jel elektroforezinde ise tek bant olusmaktadir. Bu durum iki allelden birinin
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kaybolmadigin1  gostermektedir. Normal DNA’dan mikrosatellit markirlarin
amplifikasyonu sonucu 2 pik (kapiller elektroforezi) (Sekil 2.4) veya 2 bant (jel
elektroforezi) (Sekil 2.5) goriildiigii durumlar heterozigotluk oldugunu
gostermektedir. Heterozigotluk kaybinin olup olmadigi ayni bireye ait normal ve

tiimorlii 6rneklerin kiyaslanmasi sonucu belirlenmektedir (Velasco vd., 2008).

v M

Sekil 2.4 Mikrosatellit PCR sonrasi kapiller elektroforez analizindeki heterozigotluk
kaybinin goriintiisii (T: timorli doku, N: Normal doku) (Velasco vd., 2008)

LOH

N T
I —+

Sekil 2.5 Mikrosatellit PCR sonrasi jel elektroforez analizindeki heterozigotluk
kaybinin goriintiisii (T: timorli doku, N: Normal doku) (Pylkkénen, 2002)

2.3.2.2 Karyotip Analizi

Karyotip analizi gen delesyonlarmin belirlenmesinde kullanilan eski metotlardan
birisidir. Bu analiz biiyiik delesyonlarin belirlenmesi i¢in iyi bir metottur fakat
metafaz safhasindaki hiicrelerle sinirlidir. Bununla beraber kiigiik delesyonlarin

tespitinde yetersizdir (Velasco vd., 2008).
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2.3.2.3 Floresans in situ Hibridizasyon (FISH)

Floresans in situ hibridizasyon tiimorli hiicrelerdeki delesyonlarin tanimlanmasinda
kullanilan metotlardan bir digeridir. Bu metot hem metafaz hem de interfaz
asamasindaki hiicreler i¢in uygundur. Lokusa spesifik problar kullanilarak hedef
gendeki delesyonlar belirlenmektedir. Karyotip analizinde oldugu gibi bu metotta da

kiiclik delesyonlarin tespiti sinirhidir (Velasco vd., 2008).
2.3.2.4 Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Analizi

Bu teknikte once; hedef gen 6zgiil primerler kullanilarak amplifiye edilmektedir ve
PCR firiinleri restriksiyon endoniikleaz enzimleri (RE) ile kesilmektedir. RFLP
sonucu LOH goriilen 6rneklerde normal dokularda 2 allel de bulunurken, tlimorli

dokularda allellerden biri kaybolmustur (Velasco vd., 2008).
2.3.2.5 Tek iplik¢ikli Uygunluk Polimorfizmi (SSCP)

PCR-SSCP teknigi ile DNA’da olusan tek baz degisikliklerini belirlemek
miimkiindiir. Bu non-denaturan jellerde tek iplik¢ikli DNA’da olusan degisimin,
jelde yiiriime farkliligin belirlenmesine dayanan bir tekniktir. Tiimor ve normal

dokularin PCR iiriinlerinin SSCP analizi sonucu hedef gendeki heterozigotluk kaybi
belirlenebilmektedir (Akar, 1999; Velasco vd., 2008).

2.4 Kaynak Ozetleri

Kolorektal kanserlerde heterozigosite kaybi ilk olarak 1989 yilinda Vogelstein
tarafindan rapor edilmistir (Vogelstein vd., 1989).

Choi vd. (2002) klinik ve patolojik bulgular ile LOH ve mikrosatellit instabilite
(MSI) arasinda baglantinin olup olmadigini arastirmak amaciyla yaptiklari ¢alismada
kolorektal kanserle iliskili 3p, 4p, 59, 8p, 13q, 17p ve 18q kromozomlarindan segilen
40 mikrosatellit markir kullanmiglardir. Calismanin sonucunda, kolorektal kanserin
siiflandirilmasinda LOH ve MSI’nin, tiimor patolojisinde prognostik bir gosterge

olarak kullanilabilecegini bildirilmislerdir.

11p11 kromozom bandi iizerinde bulunan PTPRJ (protein tirozin fosfotaz reseptor

tip J), kolorektal kanser de dahil olmak iizere birka¢ kanser tipinde delesyona
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ugrayan bir gendir. Ruivenkamp vd. (2003) kolorektal adenomlarda PTPRJ’nin
heterozigotluk kayb1 ile 18q12-21 kromozomal bodlgesinin kaybi arasinda etkilesim
oldugunu ve bu iki olayin birlikte olmasi sonucunda adenom olugumunun ilerledigini

rapor etmiglerdir.

Sporadik kolorektal kanserlerde BRCAI lokusundaki allelik kaybin oranim
arastirmak ve bunun hasta prognozundaki Onemini ortaya koymak i¢in yapilan
calismada, Garcia vd. (2003) BRCAI gen lokusundaki heterozigotluk kaybinin I. ve
II. evrelerdeki kolorektal kanserli hastalarda bagimsiz prognostik faktor olabilecegini

bildirmislerdir.

Erken evredeki kolorektal kanserli 277 vakanin dahil edildigi calismada 4
mikrosatellit markir (D15S970, D15S117, D15S971 ve D15S1028) kullanilarak
15q14-q22 bolgesindeki allel kayb1 arastirilmistir. Calisma sonucunda %14 ile %22
arasinda LOH saptanmustir, fakat birbirine yakin olan markirlardaki LOH arasinda
anlaml bir iligki tespit edilmemistir. Arastiricilar gozledikleri LOH’u 15q14-q22
bolgesinde lokalize olan ve tiimor baskilayict bir gen olarak islev goren CRACI ile

iligkilendirmiglerdir (Popat ve ark, 2003).

Zhou vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, sporadik kolorektal kanserli hastalara
ait dokularda 1p36.31-36.33 bolgesinde yiiksek oranda LOH tespit edilmis ve bu
calisma sonucunda arastiricilar tarafindan bu bolgede sporadik kolorektal kanserle

iligkili bir tiimdr baskilayici gen olabilecegi bildirilmistir.

Primer kolorektal kanserlerde APC ve DCC genlerinin bulundugu lokuslardaki
heterozigotluk kaybi1 ile bu kanser vakalarindaki perikolonik lenf nodlarinda
meydana gelen mikrometastazlarin iligkisinin arastirildigi ¢alismada, hedef
lokuslardaki allelik kayiplar ile mikrometastaz arasinda bir baglant1 saptanmamigtir

(Zauber ve ark, 2004)

Kolorektal kanserlerde APC lokusundaki LOH’un arastirildigi calismada LOH
analizi sonucu alinin degerler ile klinik ve patolojik bulgular kiyaslanmis ve ¢aligilan
timor dokularinin %30,1’inde LOH saptanmistir. APC gen LOH’unun biiyilik bir
cogunlugunun Dukes’in B evresindeki (%55,6) ve orta differansiye tlimorlerde

oldugu tespit edilmistir (Kapitanovic vd., 2004).
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Cacev vd. (2005) kolondaki tiimorlii ve normal dokularda, NF1 geninin bulundugu
17q11.2 lokusundaki heterozigosite kaybin1t ve NF1 mRNA ekspresyon diizeylerini
arastirmiglardir. Calismalarinin sonucunda tiimorlii dokularda %20,7 oraninda LOH
gozlemisler ve NF1’in kolon kanserinin gelismesi ve ilerlemesinde bir rolii

olabilecegini bildirmislerdir.

22. kromozomun uzun kolu iizerinde de heterozigosite kaybini aragtirmak amaciyla
bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan calismalarda bu kromozom iizerinde oral (% 40),
beyin (% 40), ovaryum (% 55), meme (% 40), pankreatik endokrin (% 30) tiimorler
ve gastrointestinal (% 77) timorlerde LOH gozlenmistir. Bununla beraber Zheng vd.
(2005) yaptiklar1 calismada kolorektal kanserde de 22ql3 bolgesinde ortalama
%28,38 oraninda bir allelik kayip oldugu bildirilmistir.

Kolorektal kanser olusumunda etkili olan genlerin bulundugu bolgeler ile bu
bolgelerin yakinlarindan segilen 14 genetik lokusda, mikrosatellit instabilite ve
LOH’un prognostik degeri ve sikligin1 arastiran Chang vd. (2005), calismalarinda
207 hasta kullanmiglardir. Bu hastalara ait timorlii ve normal dokularda HPCI,
hMSH2, hMLH1, APC, MET, P53, NH23-H1, DCC, BAT25, BAT26, D17S250,
MYCL1 ve D8S254 bolgelerindeki LOH ve mikrosatellit kararsizlik analiz
edilmistir. Ayn1 zamanda bu caligma kapsaminda elde edilen LOH ve mikrosatellit
instabilite ile klinik ve patolojik bulgular da kiyaslanmistir. Calismanin sonucunda
hastalarin  %78,8’inde en az bir mikrosatellit markirda LOH gézlenmistir. LOH un
en yiiksek siklikta goriildiigii bolgeler tiimor baskilayict genlerin bulundugu lokuslar
olarak tespit edilmistir (TP53.alu (%65), DCC (%64,3), D8S254 (%51,7) ve APC
(%47,8)). Calisma sonucunda metastatik potansiyele sahip kolorektal kanserler ile

yiiksek sikliktaki LOH arasinda iliski oldugu bildirilmistir.

Toplam 425 kolorektal kanserli hastay1 kapsayan, genom boyunca heterozigotluk
kaybinin arastirildigl 7 calisma yapilmistir. Bu calismalarda 17p (%28), 18p (%26),
18q ve 5q (%25), 9q vel5q (%24), 8p (%23) ve 14q (%20)’ da sik allelik kayiplar
oldugu saptanmistir. Bu allelik kayiplarin hepsi, karyotip (G bantlama) ve CGH
(Comparative genomic hybridization) analizleri ile tespit edilen kromozomal
kayiplarin oldugu bolgelerle paralellik gostermektedir. Yapilan bu calismalarda
farkliliklarda g6zlenmistir, bununla beraber HNPCC’de ortak olarak gézlenen LOH
bolgeleri de (11p ve 11q) tespit edilmistir (Mao vd., 2006).
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Mao vd. (2006) FAP adenomlarinda 5 ortak allelik kayip olan bolge tespit
etmislerdir. Bu kromozomal bdlgeler 17p (%41), 18p (%38), 10p (%32), 2p (%29)
ve 16q (%27)’ dur. Aynm calismada sporadik kolorektal karsinoadenomlarda da 4q
(%42), 1p (%36), 11q (%31), 17p (%28), 18 p (%26) ve 1q (%25) olmak iizere 6
farkli LOH bdlgesi saptanmistir. Bu ¢alismada elde edilen veriler ile daha once
yapilan kolorektal kanserlerdeki molekiiler ve sitogenetik calismalar birbirlerine

benzer sonuglar géstermektedir.

Aktive olan Ras proto-onkogenleri, 6zellikle Kras2, karsinogenezde onemli bir rol
oynamaktadir. Meme, rektum, bobrek, mide, pankreas, ovaryum, akciger ve
karaciger timorlerinde Kras2 geninde mutasyon meydana geldigi saptanmistir (Wan
vd., 2006). Wan vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada tiimorlii kolon dokularinda, Kras?2
geninin de lokalize oldugu 12p12-13 kromozom bdlgesinde allelik kayiplar
oldugunu gozlemislerdir. Fakat bu allelik kayiplar ile hastalarin yasi, cinsiyeti, timdr

bliyiikliigli ve kanserli hiicrelerin metastazi arasinda bir korelasyon saptanmamustir.

Orita vd. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada erken evre flat-type kolorektal
tiimorlerde 17p’de % 92, 18q’da % 81, 18p’de % 81, 5q’da % 61, 22q’da % 51,
14q’da % 44, 15q’da % 41, 2q’da % 39, 12q’da % 36 ve 4q’da % 32 oranlarinda
heterozigotluk kayiplari tespit edilmistir.

Sporadik kolorektal karsinomlarla iligkili 1q31.1-32.1 kromozom bdlgesindeki aday
tiimor baskilayict genleri taramak ve delesyona ugrayan genleri belirlemek amaciyla
83 kolorektal kanserli hastaya ait tliimorli ve normal dokunun kullanildig: calismada
6 polimorfik markir secilerek heterozigotlugun kaybi arastirilmistir. Calismada
timorli dokularda 1q31.1-32.1 bolgesinde yiiksek oranda heterozigosite kaybi
saptanmistir. Seg¢ilen her bir markirdaki LOH ile klinik ve patolojik bulgular
(cinsiyet, yas, timor biiyikligl ve tiimoriin bulundugu evre) arasinda anlamli bir
iliski saptanmamistir. Calismanin sonucunda hedef alinan bdlgede tiimor baskilayici
genlerin olabilecegi diisliniilmiistiir. 1q31.1-32.1 kromozom bolgesinde lokalize olan
ve daha Onceki yapilan ¢aligmalarin 15181 altinda bu genin CSRP1 geni olabilecegi

sonucuna varilmistir (Zhou vd., 2008).

Kolorektal kanserlerde 18q21 boélgesindeki LOH’un lenf nod metastaz1 ile iliskili

olup olmadigin1 saptamak amaciyla yapilan ¢aligmada 2 polimorfik mikrosatellit
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markir (D18S46 ve DI18S474) kullanilmistir. Calismada lenf nod metastazi
goriilmeyen kanserli hastalara oranla metastaz goriilen hastalarda 18q21°de gozlenen
allelik kaybin daha yiliksek oldugu saptanmis ve bu mikrosatellit markirlarin
hastaligin seyrini belirlemede kullanilabilecek molekiiler belirtecler olabilecegi

kanisina varilmistir (Tanaka vd., 2008).

Cin’de Zheng vd. (2008) tarafindan sporadik kolorektal kanserli hastalarda
kromozom 4p iizerinde, se¢ilen 7 mikrosatellit markir (D4S2935, D4S1599, D4S303,
D4S3013, D4S391 ve D4S405) ile heterozigotluk kaybi arastirilmistir. Yapilan bu
calismanin sonucunda D4S3013 (4pl15.2) ve D4S405 (4pl4) lokuslarinda yiiksek
siklikta LOH gozlenmistir. Hastalara ait klinik ve patolojik bulgularla allelik kayip

arasinda herhangi bir iligkiye saptanmamustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 MATERYAL
3.1.1 Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Calismaya 40’1 parafine gomiilii 7’si taze olmak {izere toplam 47 kolorektal kanser
tanis1 konmus hastaya ait normal ve tiimorli doku Ornegi dahil edilmistir. Bu
hastalara ait 6rnek numaralari, yas, cinsiyet, 6rnegin alindig1 yer ve evre bilgileri
Tablo 3.1°de, bu ozelliklerin genel dagilimi Tablo 3.2°de verilmistir. Taze doku
ornekleri Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji ve Gastroenteroloji
Anabilim Dallarina basvuran hastalardan bilimsel ve etik kurallar cergevesinde
alindi. Bu noktada tiim hastalara goniilliiliik formu verildi ve imzalandiktan sonra
doku orneklerin alinarak arastirmalarda kullanilmasi saglandi. Parafine gomiilii doku
ornekleri ise Ankara Genel Patoloji Merkezinden temin edildi. Her bir numunenin
alindig1 hasta ile ilgili etik kurallar ve 6rneklerin ilk alinmalar ile bize ulagincaya

kadarki tiim sorumluluk Genel Patoloji Merkezine aittir.

Calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulu’nun 05.03.2008
tarih ve 03—2005/15 sayili karar1 ile uygun goriilmiistiir.
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Tablo 3.1 Kolorektal kanser tanis1 konmus hastalara ait 6rnek numaralari, cinsiyet,
yas, ornegin alindig1 yer ve patolojik evre bilgileri

Ornek No Cinsiyet Yas Ornegin Alindig1 Yer | Patolojik Evre
1 E 72 Sigmoid kolon Evre 111
2 K 80 Sigmoid kolon Evre 11
3 E 80 Sol kolon Evre 11
4 E 72 Sol kolon Evre 11
5 K 65 Sigmoid kolon Evre Il
6 K 57 Kolon Evre 11
7 E 45 Rektum Evre 111
8 K 40 Sigmoid kolon Evre 11
9 E 27 Sigmoid kolon Evre IV
10 K 49 Kolon Evre 11
11 E 57 Sol kolon Evre 11
12 E 82 Rektosigmoid Evre 11
13 E 69 Sol kolon Evre IV
14 E 75 Sol kolon Evre IV
15 E 64 Sigmoid kolon Evre 111
16 K 63 Sag kolon Evre 111
17 E 55 Sol kolon Evre 11
18 K 54 Sol kolon Evre 111
19 E 69 Rektosigmoid Evre 11

20 E 83 Sigmoid kolon Evre III
21 E 92 Kolon Evre 11
22 E 41 Rektum Evre 11
23 E 73 Transvers kolon Evre 111
24 K 72 Rektosigmoid Evre 11
25 E 63 Sigmoid kolon Evre IV
26 K 67 Sol kolon Evre 111
27 E 62 Transvers kolon Evre 111
28 E 61 Sol kolon Evre 11
29 E 70 Sol kolon Evre 11
30 K 48 Rektum Evre 11
31 E 54 Rektum Evre 11
32 E 16 Sigmoid kolon Evre 111
33 E 80 Sigmoid kolon Evre Il
34 E 57 Transvers kolon Evre 11
35 E 70 Sigmoid kolon Evre 11
36 E 53 Sigmoid kolon Evre IV
37 K 68 Sigmoid kolon Evre Il
38 E 57 Rektum Evre 111
39 E 29 Sigmoid kolon Evre IV
40 K 65 Sigmoid kolon Evre 11
41 K 62 Sigmoid kolon Evre 111
42 K 77 Rektum Evre 111
43 K 38 Rektum Evre 11
44 E 65 Sol kolon Evre 11
45 E 57 Sigmoid kolon Evre 11
46 E 53 Rektum Evre 11
47 E 58 Rektum Evre 111

(1-40 nolu ornekler; parafine gomiilii doku ornekleri, 41-47 nolu 6rnekler taze doku 6rnekleri)
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Tablo 3.2 Hastalara ait 6zelliklerin genel dagilimi

> Yas » Cinsiyet
<50 % 19 (9/47) Kadn % 32 (15/47)
> 50 % 81 (38/47) | Erkek % 68 (32/47)
» Tiimor Yerlesimi »> Patolojik Evre
Sag (¢ikan) kolon % 2,1 (1/47) Evre II % 57,4 (27/47)
Transvers (yatay) kolon % 6,4 (3/47) Evre 111 % 29,8 (14/47)
Sol (inen) kolon % 23,4 (11/47) | Evre IV % 12,8 (6/47)
Kolon % 6,4 (3/47)
Sigmoid kolon % 36,2 (17/47)
Rektosigmoid kolon % 6,4 (3/47)
Rektum % 19,1 (9/47)

3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Agaroz (Bio Basic Inc., Kanada), Akrilamid (Himedia, Hindistan), -
Methacryloxypropyl-trimethoxysilane (Sigma-Aldrich- Almanya), Amonyum
persiilfat (APS) (Merck, Almanya), Asetik asit (Sigma-Aldrich, Almanya), Bis-
akrilamid (Sigma, Almanya), Borik asit (Merck, Almanya), Bromfenol mavisi
(Merck, Almanya), DNA wuzunluk markiri (Bio Basic Inc., 50bp-1000bp,
Cat:GM345, Kanada), EDTA (Merck, Almanya), Etidyum bromiir (Merck-
Almanya), Etanol (Merck-Almanya), FastStart PCR Master Kiti (Roche-Almanya),
Formaldehit (Merck-Almanya), Formamid (Merck-Almanya), Glimiis nitrat
(AgNO3) (Merck-Almanya), High Pure PCR Template Preparation Kiti (Roche-
Almanya), Ksilen siyanol (Sigma, Almanya), Ksilol (Merck-Almanya), Jel yiikleme
tamponu (Takara, Amerika), Primerler (Integrated DNA Technologies, USA),
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Sigmacota (Sigma-Aldrich- Almanya), Sodyum karbonat (Sigma-Aldrich-
Almanya), Sodyum tiyosiilfat (ZAG- Tiirkiye), TEMED (Himedia, Hindistan), Tris
Base (Merck, Almanya)

3.1.3 Kullanilan Cihazlar

Calkalayici (Selecta, Ispanya), Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye), Dikey elektroforez
sistemi (Owl Seperation System, Model: S13S, Amerika), Etiiv (Niive, Tiirkiye), Giig
kaynaklar1 (Cleaver Scientific Ltd., Ingiltere- Bio Rad-Power PAC 3000, Amerika),
Hassas Terazi (Denver Instrument, Almanya), Homojenizator (Wisetis HG-15D,
Amerika), Jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa), Manyetik karistirici
(Velp Scientifica, italya), Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye), Mikrotom (Leica
RM2125RT, Amerika), Otoklav (Niive, Tiirkiye), Otomatik pipetler (Ependorf-
Almanya, CAPP-Danimarka), pH metre (Hanna Instruments, Amerika), Saf su cihaz
(Microline), Santrifiijler (Selecta, Ispanya), Spektrofotometre (Nanodrop, ND-1000,
Amerika), Termal dongii cihaz1 (Takara- Amerika, MJ research- Amerika), Vorteks
(Velp Scientifica, Italya), Yatay elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Ltd.,
Ingiltere)

3.1.4 Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Agaroz ve Poliakrilamid Jel Elektroforez Tamponlari

10xTBE (Tris-Borat-EDTA Tamponu) (pH:8,3):  Tris Base 108 g/l
Borik asit 55 g/l
EDTA 8,3 g/l

Etidyum bromiir: 10mg/ml

%2’lik Agaroz Jel

%2 Agaroz

1X TBE

0,25 mg/ml Etidyum bromiir
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%3’liik Agaroz Jel

%3 Agaroz
1X TBE
0,25 mg/ml Etidyum bromiir

Jel Yiikleme Tamponlari

6X Loading buffer

Formamidli Yiikleme Tamponu: Bromofenol mavisi 0,025 g
Ksilen siyanol 0,025 g
Formamid 8 ml
ddH,O 2ml

Baglama Cozeltisi

1000 pl % 96°1ik alkol
5 ul Asetik asit
3 ul Baglama soliisyonu (y- Methacryloxypropyl-trimethoxysilane)

% 8’ lik Denatiire-Edici Poliakrilamid Jel

Ure 2g
% 50’1lik Akrilamid/ Bis-akrilamid Cozeltisi (19:1) 16 ml
10X TBE 10 ml
% 10’luk APS 400 pl
TEMED 40 pl

dH,O ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlanir.

Giimiis Boyama Cozeltileri

% 10’luk Asetik Asit

Glimiis Nitrat Cozeltisi: AgNO3 2¢g
Formaldehit 2,5ml
dH,O 21
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Sodyum Karbonat Cozeltisi: Sodyum karbonat
Sodyum tiyostilfat (10mg/ml)
Formaldehit
dH,O

PCR’da Kullanilan MarKkirlara Ait Primer Dizileri

D12S83 Markiri igin:

fleri primer: 5’- TTTTTGGAAGTCTATCAATTTGA- 3’
Geri primer: 5’- TAGCAGAGAAAGCCAATTCA-3
PCR Uriinii Biiyiikliigii: 85-99 bg

D12S1660 Markari i¢in:

fleri primer: 5°- GTTTGACACAAGTACACCAAGTCAC- 3’
Geri primer: 5’- AAGTACCAGCCTATTTTTTTGGACC- 3’
PCR Uriinii Biiyiikliigii: 196226 bg.

D12S346 Markiri icin:

fleri primer: 5’- TGCCCACCTGCCTGTAAC- 3’
Geri primer: 5’- AATGGAGGGTAAATGCCCG- 3’
PCR Uriinii Biiyiikliigii: 154-174 bg

D12S78 Markir i¢in:

fleri primer: 5’- CTTTGCAGCACCATGTATTT - 3’
Geri primer: 5’- ACTGCTGGCTTTAACAGAAA- 3’
PCR Uriinii Biiyiikliigii: 171-201 bg

D12S129 Markir icin:

fleri primer: 5°- ATGTGTGTGTTTTTCCCAAGG- 3’
Geri primer: 5’- CAGCATCTTCATGCCACG- 3°
PCR Uriinii Biiyiikliigii: 159—194 bg
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3.2 YONTEM
3.2.1 DNA izolasyonu

Parafine gomiilii doku Orneklerinden mikrotomda Sum kalinliginda 10-15 adet
kesitler alindi. Kesit alirken mikrotomun temiz olmasina, mikrotom bigcaginin her
kullanim sonunda degistirilip, alkolle temizlenmesine dikkat edildi. Kesitler 1.5
ml’lik steril ependorf tiipler igerisine alindi ve DNA izolasyonu Roche Applied
Science, High Pure PCR Template Preparation Kiti (Cat. No. 11 796 828 001)
kullanilarak yapild1 (Vogelstein ve Gillespie, 1979; Bandea vd., 2001; Lee vd., 2001;
Reischl vd., 2003; Mayall vd., 2003; Kamory vd., 2004; Slowik vd., 2004). DNA
izolasyonu oncesi dokulardan parafinin uzaklastirilmasi saglandi. Bunun i¢in Roche
Applied Science, High Pure PCR Template Preparation Kitinde verilen metot
modifiye edilerek laboratuar ve Ornek kosullarina adaptasyonu saglandi.

Optimizasyon ¢aligsmalar1 sonucunda olusan metod asagidaki gibidir:

1. Kesitlerin bulundugu 1,5 ml’lik tiiplerin igerisine 1200 pl ksilol (parafini
¢ozmek ve uzaklastirmak igin) ilave edildi ve 55 °C’de 1 saat bekletildi.
Mikrosantrifiijle 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilip, siipernatant
uzaklagtirildu.

2. Parafinin tamamen uzaklagmasi i¢in 1. basamakta verilen iglem 1000 pl ksilol

kullanilarak 3 kez tekrarlandi.

3. Yikama basamag i¢in tliplerin her birine, 1000 pl % 96’lik etanol (ksilolii
uzaklagtirmak i¢in) eklendi. Tiipler 2-3 dakika alt iist edilerek karistirildi ve 1
dakika 8000 rpm’de santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirildi.

4. Daha sonra tiiplere sirasiyla % 80’lik, % 60’lik ve % 40’lik etanol eklenerek

her farkli alkol konsantrasyonunda 3. basamakta verilen iglemler tekrarlandu.

5. Yikama basamaginda son olarak 1000 pul ddH,O (etanolii uzaklastirmak igin)
eklendi. Tiipler 2-3 dakika alt iist edilerek karistirildi ve 1 dakika 8000

rpm’de santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirildi.
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Parafini uzaklastirilan doku orneklerinden DNA izolasyonu isleminde asagidaki

verilen basamaklar uygulandi:

l. Doku ornekleri 1,5 mI’lik tiip icerisine alind1 ve iizerine 200 pl Doku lizis
tamponu ve 60 pl Proteinaz K eklendi. Tiip 2-3 dakika alt iist edilerek
karistirildi ve doku tamamen parcalanana kadar 37 °C’de 1 gece boyunca

inkiibe edildi.
2. 30 ul Proteinaz K eklendi ve 55 °C’de 2 saat inkiibe edildi.
3. 200 pl Baglama tamponu eklendi ve 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

4. 100 pl izopropanol eklendi, iyice karistirildi ve kolonlarin igerisine
yerlestirilen spinlere aktarildi. 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi ve

kolondaki siipernatant uzaklastirildi.

5. 500 pl Inhibitér uzaklastirict tampon eklendi. 1 dakika 8000 rpm’de

santrifiij edildi ve kolondaki siipernatant uzaklagtirildu.

6. 500 pl Yikama tamponu eklendi. 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi ve

kolondaki siipernatant uzaklastirildi.
7. 6. basmakta verilen islem tekrarlandi.

8. Spinler 1,5 ml’lik ependorf tiipleri igerisine yerlestirildi ve 70 °C’de
1sitilmis olan Eliisyon tamponundan 200 pl eklendi. 1 dakika boyunca
8000 rpm’de santrifiij edildi, spinler atilarak icerisinde DNA bulunan
tiipler ayrildi.

Hastalardan taze olarak alinan normal ve tlimorlii doku ornekleri igerisinde 1 ml
trizol bulunan steril tiiplere alindi. Bu 6rneklerden DNA izolasyonu bekletilmeden
aynt giin icerisinde yapildi. Tiiplerde trizol icerisinde bulunan Ornekler iyice
pargalanana kadar homojenizator kullanilarak homojenize edildi. Bu islem 6rneklerin
fazla 1s1dan dolay1 bozulmamalari i¢in buz iizerinde gerceklestirildi. DNA izolasyonu
Roche Applied Science, High Pure PCR Template Preparation Kiti (Cat. No. 11 796
828 001) kullanilarak yapildi (Vogelstein ve Gillespie, 1979; Bandea vd., 2001; Lee
vd., 2001; Reischl vd., 2003; Mayall vd., 2003; Kamory vd., 2004; Slowik vd., 2004)
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ve yukarida verilen parafine gomiilii doku Ornekleri i¢in uygulanan protokol

uygulandi.
izole edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de saklandi.
3.2.2 Spektrofotometrik Analiz

DNA o6rneklerinin konsantrasyonu spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda optik
yogunluklar1 okunarak belirlendi. Orneklerin safligi ise 260 ve 280 nm dalga

boylarindaki optik yogunluk degerleri oranlanarak belirlendi.

3.2.3 Kromozom 12q13-24 Uzerinde Heterozigottuk Kaybmmmn (LOH)

Arastirillmasi

Calismada kolorektal kanserli 47 hastaya ait tlimorlii ve normal dokudan izole edilen
DNA orneklerinde D12S83 (12q13.2), D12S1660 (12q21.2), D12S346 (12923.1),
D12S78 (12g23) ve D12S129 (12q24) polimorfik markirlar1 kullanilarak kromozom
12q13-24 bolgesindeki heterozigotluk kaybi1 arastirildi. Caligmada belirlenen
polimorfik markirlar ve bu markirlara ait primer dizileri Genome Database’den

(http://www.gdb.org/gdb/) saglandi.
PCR islemi i¢in kullanilan reaksiyon icerigi Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3 Standart olarak kullanilan bir PCR 6rnegi

Reaksiyon icerigi Miktar | Final Konsantrasyonu
Master Mix, 2X 12,5 ul 1X

Ileri Primer (10uM) | 1,5 pl 300 nM

Geri Primer (10uM) | 1,5 pl 300 nM

ddeO 1,5 },Ll
17 ul’lik reaksiyon karsimi
Genomik DNA | 8ul |

Toplam hacim: 25 ul

PCR dongiileri Tablo 3.4°de verilmistir.
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Tablo 3.4 DI12S83, DI12S1660, D12S346, D12S78 ve DI12S129 polimorfik
bolgelerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR dongiisii

Denatiirasyon 94 °C’de 5 dakika

94 °C’de 1 dakika
Dongii 50 °C’de 1 dakika

72°C’de 1 dakika

Sonlanma 72°C’de 7 dakika

Dongii sayisi 40

3.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin incelenmesi igin %2’lik ve %3’liikk agaroz jeller kullanildi. Agaroz
jel 1xTBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda kaynatilarak hazirlandi. DNA
orneklerinin UV 151k altinda izlenebilmesi i¢in agaroz jel ¢ozeltisinin igine 25 pl
etidyum bromiir (10mg/ml) eklendi. Cézelti 56 °C’ye sogutulduktan sonra jel
tabagina kalinligi yaklasik 5 mm olacak sekilde dokiildii. Jel polimerize olduktan
sonra 1XTBE tamponu igeren elektroforez tankina alindi. 3 pul PCR {iriini 4 pl
yiikleme tamponu ile karigtirildiktan sonra jele yiiklendi. Ornekler 120 V’da yaklasik
27 dakika yiirttiildiikten sonra UV 151k altinda incelendi.

3.2.5 Poliakrilamid Jel Elektroforezi
3.2.5.1 Camlarin Hazirlanmasi

Kullanilacak olan, diiz ve U sekilli camlar ilk 6nce %70’lik alkolle, ardindan %96’ lik
alkolle iyice temizlendi. Camlar temizlendikten sonra her defasinda kullanilmadan
once taze olarak hazirlanan 2 ml baglama ¢ozeltisi, jelin cama yapigmasi igin diiz
cama hav birakmayan bir pegete ile iyice yayildi. U cama da jelin yapigsmasi 6nlemek
icin 1400 pl kayganlastirict ¢ozelti (sigmacota) hav birakmayan bir pegete ile iyice
yayildi. Yayilan ¢ozeltilerin kurumasi i¢in 10 dakika beklendi. Yanlara aralayicilar,
alt tarafa tarak ters olarak yerlestirildikten sonra camlar kapatilip mandallar ile

birbirlerine tutturuldu (Igci, 2004).
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3.2.5.2 Jelin Hazirlanmasi

Jel karisimi1 250 ml’lik beher igerisinde %8’lik 19:1 akrilamid/bisakrilamid oraninda
hazirlandi. 42 g iire, 16 ml akrilamid/bisakrilamid (19:1) ¢ozeltisi, 10 ml 10X TBE
ve 20 ml dH,O beher igerisine alindi ve manyetik karistirici lizerinde iire ¢oziilene
kadar karigsmasi saglandi. Karisim homojen hale geldikten sonra dH,O ile toplam
hacim 100 ml tamamlandi. Son olarak 400 pl %10’luk APS ve 40 ul TEMED
eklendi. 9-10 saniye karismasi beklendikten sonra jel beher yardimiyla yavasca ve
hava kabarcig1 birakmamaya 6zen gostererek iki cam arasina dokiildii ve kuyucuklari
olusturacak olan tarak iki camin arasina dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Jelin

polimerizasyonu i¢in en az 1 saat beklendi (Sambrook ve Russell, 2001; igci, 2004).
3.2.5.3 Orneklerin Hazirlanmasi

Ornekler 0,2 ml’lik PCR tiipleri igerisinde hazirlandi. 5 pl PCR iiriinii ve 7 pl
formamidli yiikleme tamponu ile karistirilip 95 °C’de 5 dakika denatiire edildi.
Denatiirasyonun hemen ardindan buz {izerine alinan 6rnekler zaman kaybetmeden

hizl1 bir sekilde jele yiiklendi (1gci, 2004).
3.2.5.4 Orneklerin Jele Yiiklenmesi

Jel polimerize olduktan sonra, mandallar ve taraklar ¢ikarildi. U cam arkada kalacak
sekilde, camlar elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin alt ve {ist kisimlar1 1X TBE
ile dolduruldu. Gii¢ kaynagi ile baglantilar yapilarak 80 Watt’ta 30 dakika boyunca
pH dengesinin saglanmasi amaciyla on yiiriitme yapildi. On yiiriitmenin ardindan,
hazirlanan 6rneklerden 8’er pl kuyucuklara yiiklendi ve 80 Watt’ta 2,5 saat yiiriitiildii
(Sambrook ve Russell, 2001; igci, 2004).

3.2.6 Giimiis Boyama Yontemi

Yiriitmenin ardindan tanktan alinan camlar birbirinden ayrildi. Diiz cam iizerine
yapisan jellerin boyanmasi asamasinda asagida verilen akis semasi uygulandi.
Jel;

1. % 10’luk asetik asit i¢inde 15 dakika bekletildi.

2. Distile su i¢inde 10 dakika boyunca yikandi.

3. 45 dakika boyunca giimiis nitrat ¢ozeltisi i¢erisinde bekletildi.
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4. Distile su iginde yaklagik 1 dakika yikandi.

5. Bantlar goriiniir hale gelinceye kadar soguk olarak hazirlanmis sodyum

karbonat ¢ozeltisi i¢erisinde bekletildi.
6. %10’luk asetik asit i¢inde 5 dakika bekletildi.
7. Distile su iginde 30 dakika boyunca yikanda.
8. Jel kurumaya birakildi.

(1-7 arasindaki basamaklar calkalayici iizerinde yapildi) (Sambrook ve Russell,
2001).
Kurumanin ardindan, jelin goriintiisi 1200 dpi tarayicit kullanilarak bilgisayara

aktarildu.
3.2.7 Sonuglarin Degerlendirilmesi

Glimiis boyama ile goriinlir duruma getirilen DNA bantlarinin goriintiileri bilgisayara
aktarildiktan sonra Image]  programi kullanilarak analiz edildi
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Bilgisayar ekraninda ImageJ programinda degerlendirilen
DNA bantlar1 pikler seklinde goriilmektedir. Ayni hastaya ait normal ve tlimorlii
DNA orneklerinin olusturduklari piklerin biiyiikliikleri karsilagtirilarak LOH analizi
gerceklestirildi. LOH varligmmin veya yoklugunun gosterilebilmesi i¢in asagida

belirtilen matematiksel islem uygulandi.

Normal allel
Normal allel II

Tiamér allel I
Tamér allel 1T

LOH=

Normal allel I: Normal doku DNA’sinin I. allelinin olusturdugu pikin yiiksekligi
Normal allel II: Normal doku DNA’sinin II. allelinin olusturdugu pikin yiiksekligi
Tiimor allel I: Tiim6r doku DNA’sinin I. allelinin olusturdugu pikin yiiksekligi
Tiimdr allel II: Tiimdr doku DNA’sinin II. allelinin olusturdugu pikin yiiksekligi

Eger LOH degeri, < 0,5 ise; tiimor 6rneginin II. allelinde, >1,5 ise; tiimor 6rneginin

I. allelinde LOH varligin1 géstermektedir.
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3.2.8 Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

LOH ile klinik-patolojik bulgular (cinsiyet, yas, 6rnegin alindig1 yer ve patolojik evre
bilgileri) arasindaki iliskinin belirlenmesi ve odds oranlarinin hesaplanmasi i¢in
lojistik regresyon ve ki-kare analizleri kullanildi. Analizler SPSS for Windows 11.5
paket programi yardimiyla yapildi. p degeri 0,05’den kiigiik olanlar anlamli olarak
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismada 40’1 parafine gomiilii 7’si taze olmak {izere toplam 47 kolorektal kanser
tanis1 konmus hastaya ait normal ve tiimorlii doku 6rnegi incelenmistir. Dokulardan
DNA izolasyonu yapilmis ve izole edilen DNA’larin safliklar1 ve konsantrasyonlari
spektrofotometrik  Olglimler sonucunda belirlenmistir. Kromozom 12ql13-24
bolgesindeki heterozigotluk kaybmi belirlemek amaciyla ilgili bdlgeden segilen
polimorfik mikrosatellit markirlar ile PCR yapilmistir. Agaroz jel elektroforezi ile
PCR sonucu elde edilen f{iriinlerin goriintiillenmesi saglanmistir. Amplifiye edilen
PCR iirtinleri poliakrilamid jel elektoroforezinde yiiriitiilmiis ve jelin goriintiilenmesi
icin glimiis boyama yontemi uygulanmistir. Sonuglar ayni hastalarin normal ve
timorlii dokularindan elde edilen veriler kiyaslanarak degerlendirilmistir. Hastalara
ait klinik-patolojik 6zellikler (cinsiyet, yas, 6rnegin alindig1 yer ve patolojik evre) ile
her bir markirda tespit edilen LOH arasindaki iligki istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
4.1 izole Edilen DNA’larin Spektrofotometrik Ol¢iim Sonuclar

Kolorektal kanserli hastalara ait normal ve tiimorli dokulardan elde edilen
DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 spektrofotometre ile tayin edilmistir.

Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar: Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1 Kolorektal kanserli hastalara ait normal (N) ve tiimorlii (T) dokulardan
elde edilen DNA’larin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari (OD: optik dansite)

Ornek Miktar | OD 260/280 Ornek Miktar | OD 260/280
No (ng/nl) No (ng/nl)
1 T | 1844 2,00 N | 751 1,86
N | 122,1 1,69 25 | T |1536 1,65
2 T | 1479 0,95 N |87, 1,84
N |98,8 1,73 26 | T |1678 1,53
3 T | 1376 1,54 N | 63,6 1,98
N |50, 2,15 27 | T |1146 1,60
4 T |225,0 1,56 N | 1124 1,87
N | 135,7 1,65 28 | T |521 2,05
5 T |2353 1,66 N | 49,9 1,76
N | 3237 2,51 29 | T |575 2,18
6 T |939 1,98 N | 191,2 1,46
N | 83,7 1,87 30 [T |1475 1,66
7 T |124,8 1,62 N | 1634 1,81
N | 1744 1,45 31 | T |2387 1,62
8 T | 1829 1,54 N | 1598 1,58
N | 121,0 1,66 32 |T |[2179 1,54
9 T |75,0 0,82 N |85,8 2,89
N |29,8 1,80 33 | T |[2169 1,71
10 | T |443 2,01 N | 167,0 1,59
N | 1304 1,51 34 | T |1587 1,68
11 |T |103.2 0,82 N |91,2 1,90
N | 46,5 0,85 35 | T |2024 1,92
12 | T |1334 1,78 N |57,0 1,78
N | 1658 1,54 36 | T |429 2,00
13 | T |597 1,49 N |653 1,81
N | 113,7 1,40 37 |T |1012 1,76
14 | T |1186 1,71 N |116,8 1,84
N |474 2,21 38 [T |168,0 1,77
15 | T |149,5 1,90 N | 106,0 1,76
N |274 1,82 39 [T |1636 1,87
16 | T |170,5 1,66 N | 101,6 1,78
N |956 1,85 40 | T |2392 1,86
17 | T |568 1,67 N | 100,3 1,82
N | 463 1,72 41 | T |327 2,07
18 | T |168,5 1,76 N |86,9 2,06
N | 146,8 1,58 42 |T |226 1,58
19 |T |87 1,84 N | 36,7 1,94
N |53,1 2,02 43 | T |270,9 1,46
20 | T |665 1,95 N | 2346 1,48
N | 138,5 1,48 4 |T |353 1,50
21 | T |1889 1,82 N | 141 1,49
N | 105,1 1,85 45 | T |1304 1,52
22 |T |755 2,01 N | 2014 1,49
N | 604 1,92 46 | T |1259 1,98
23 | T |200,3 1,75 N | 1293 1,95
N |926 1,76 47 | T |76)5 1,88
24 | T |704 1,99 N | 86,7 2,02
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4.2 D12S83, D12S1660, D12S346, D12S78 ve D12S129 Markirlarma Ozgiil
Primerler Kullanmilarak Gerg¢eklestirilen PCR Sonuc¢lar:

Calisamaya dahil edilen 47 kolorektal kanserli hastaya ait normal ve tiimdrlii
dokulardan DNA izolasyonu yapilmistir. Kromozom 12q13-24 bolgesindeki
heterozigotluk kaybini arastirmak amaciyla bu bolge igerisinden segilen 5 polimorfik
markir (D12S83, D12S1660, D12S346, D12S78 ve D12S129) kullanilarak PCR
yapilmustir.

D12S83 bolgesinin PCR’1 sonucu 85-99 bg biiyiikliigiinde iirtinler elde edilmistir. Bu
PCR iiriinleri % 3’liik agaroz jel elektroforezinde 120 V’da 27 dakika boyunca

ylriitiilmiis ve UV 151k altindaki goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 D12S83 bolgesinin PCR’1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
goriintlisii (M:Markir (50-100-150-200-250.....1031 bp), T:Tiimorli doku, N:Normal
doku, 1T:1 nolu 6rnege ait tiimor dokusu, 1N:1 nolu 6rnege ait normal doku)

D12S1660 polimorfik bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in yapilan PCR sonucunda 196-226
be biiyiikliiklerinde iiriinler elde edilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri % 2’lik agaroz
jel elektroforezinde 120 V’da 27 dakika siiresince yiiriitiilmiis ve 6rnek jel goriintiisii

Sekil 4.2°de verilmistir.

M 1T 1N 2T 2N 3T 3N 4T 4N 5T 5N 6T 6N 7T 7N 8T 8N 9T 9N 10T

Sekil 4.2 D12S1660 bolgesinin PCR’1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
goriintlisii (M:Markir(50-100-150-200-250.....1031 bp), T:Tiimorli doku, N:Normal
doku, 1T: 1 nolu 6rnege ait timdr dokusu, 1N: 1 nolu 6rnege ait normal doku)
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D12S346 bolgesinin PCR’1 sonucu 154-174 bg biiylikliglinde iirtinler elde
edilmistir. Bu PCR iiriinleri %2’liik agaroz jel elektroforezinde 120 V’da 27 dakika

boyunca yiiriitiilmiis ve 6rnek jel goriintiisii Sekil 4.3’de verilmistir.

M 1T 1N 2T 2N 3T 3N 4T 4N 5T SN BT 6N 7T 7N 8T 8N 8T ON

n'* e

Sekil 4.3 D12S346 bolgesinin PCR’1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
goriintiisii (M:Markir (50-100-150-200-250.....1031 bp), T:Tiimorli doku, N:Normal
doku, 1T: 1 nolu 6rnege ait tiimor dokusu, I1N: 1 nolu 6rnege ait normal doku)

D12S78 primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR sonucu 171-201 bg arasinda degisen
biiyiikliiklerde tirlinler elde edilmistir. Elde edilen PCR firiinleri %2’lik agaroz jel
elektroforezinde 120 V’da 27 dakika siiresince yiiriitiilmiis ve ornek jel goriintiisii

Sekil 4.4’de verilmistir.

Sekil 4.4 D12S78 bolgesinin PCR’1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
goriintlisii (M:Markir (50-100-150-200-250.....1031 bp), T:Tiimorli doku, N:Normal
doku, 1T: 1 nolu 6rnege ait tiimor dokusu, 1N: 1 nolu 6rnege ait normal doku)

D12S129 primer c¢ifti kullanilarak yapilan PCR sonucu 159-194 bg arasinda degisen
biiyiikliiklerde iirtinler elde edilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel
elektroforezinde 120 V’da 27 dakika siiresince yiiriitiilmiis ve 6rnek jel goriintiisii

Sekil 4.5°de verilmistir.
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M 28N 29T 20N 30T 30N 31T 31N 32T 32N 33T 33N 34T 34N 35T 35N 36T 36N 37T 33N
1 1 —

| |

_— -——...——I—n-—___-—
- — —

Sekil 4.5 D12S129 bolgesinin PCR’1 sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez
goriintiisti (M:Markir (50-100-150-200-250.....1031 bp), T:Tiimorlii doku, N:Normal
doku, 29T: 29 nolu 6rnege ait tiimor dokusu, 29N: 29 nolu 6rnege ait normal doku)

4.3 Heterozigotluk Kaybiyla (LOH) liskili Bulgular

Kolorektal kanserli 47 hastaya ait normal ve tiimorlii dokulardan elde edilen DNA
orneklerinde D12S83, D12S1660, D12S346, D12S78 ve D12S129 polimorfik
markirlar1 kullanilarak kromozom 12q13-24 bolgesindeki heterozigotluk kaybi
(LOH) arastirilmistir. Bu amagla hastalarin tiimorlii doku DNA’lar1 ile normal doku
DNA’lar birbirleriyle kiyaslanmustir.

4.3.1 D12S83 Markir Bulgular:

D12S83, 12. kromozomun uzun kolu iizerinde bulunan bir dintlikleotid tekrar
markiridir. PCR ile ¢ogaltilan ftriinler %8’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilerek
aynistirilmis ve giimiis boyama ile de goriintiilenmistir. Kolorektal kanserli 47
hastanin 38’inde D12S83 bdlgesinde heterozigotluk, 5’inde de homozigotluk
gbzlenmistir. Bu heterozigotluk gézlenen 38 hastanin 12’sinde (% 31,5) ise LOH
tespit edilmistir. LOH, heterozigotluk ve homozigotluk goézlenen hastalara ait
poliakrilamid jel goriintiileri Sekil 4.6’da verilmistir. D12S83 markir bolgesinde
homozigot, heterozigot ve LOH gozlenen oOrneklerin image]J programinda

degerlendirilmeleri ile olusan sonuglar Sekil 4.7°de goriilmektedir.
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a b c

Sekil 4.6 D12S83 markir bolgesinde LOH (2 numarali 6rnek) (a), heterozigotluk (5
numarali 6rnek) (b) ve homozigotluk (19 numarali 6rnek) (c¢) gézlenen hastalara ait
poliakrilamid jel elektroforezi goriintiileri (N:Normal doku, T:Ttiimorlii DNA)

Normal Mormal ¢ |Mormal

I';

).\.

Tiimsrki Tiimbrlii TiimorTi
LOH

Sekil 4.7 A. 19 numarali 6rnekte D12S83 bolgesinde gozlenen homozigot profili
B. 1 numarali 6rnekte D12S83 bolgesinde gozlenen heterozigot profili
C. 22 numaral1 6rnekte D12S83 bolgesinde gbzlenen LOH profili

D12S83 bolgesinde gozlenen LOH ile yas, cinsiyet, tiimoriin patolojik evresi (Tablo
4.2) ve tiimoriin yerlesim yeri (Tablo 4.3) arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir

(p>0,05).
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Tablo 4.2 D12S83 markirinda goézlenen LOH ile hastalarin yasi, cinsiyeti ve
hastaligin patolojik evresi arasindaki istatistiksel iligki

LOHH#) (%) | LOH(-) (%) ) OR? (95% GA)
n=12 n=35

Evre
Evre Il 9 (75) 18(51,4) 0,241 | 4,308 (0,375-49,528)
Evre 1l 2 (16,7) 12 (34,3) 0,862 | 1,268 (0,87-18,546)
Evre IV 1(8,3) 15 (14,3) - 1 (Referans)
Yas (ortstd.s) | 61+17,205 60,97+14,96 0,668 | 0,990 (0,945-1,037)
Cinsiyet
Kadin 2 (16,7) 13 (37,1) 0,130 | 0,258 (0,045-1,491)
Erkek 10 (83,3) 22(62,9) - 1 (Referans)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; GA, Giiven araligi; OR, odds orant; ort,
ortalama; std.s, standart sapma. * Yasa ve cinsiyete gore diizeltilmis

Tablo 4.3 D12S83 markirinda gozlenen LOH ile 6rnegin alindig1 yer arasindaki
istatistiksel iliski

.. D12S83
Ornegin Alindig1 Yer
LOH (+) (%) LOH () (%)

Sag kolon 0 (0) 1(2,9)
Sol kolon 4 (33,3) 7 (20,0)
Transvers kolon 2(16,7) 1(2,9)
Sigmoid kolon 4 (33,3) 14(40,0)
Rektosigmoid 0 (0) 2(5,7)
Kolon 0(0) 3 (8,6)
Rektum 2 (16,7) 7 (20,0)
p degeri 0,364

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

4.3.2 D12S1660 Markir Bulgular:

D12S1660 12. kromozomun uzun kolu {izerinde yer alir. Calismaya dahil edilen
kolorektal kanserli hastalarin 43’{inde bu markirin yerlestigi bolgede heterozigotluk
tespit edilmistir. Heterozigotluk gozlenen bu 43 hastanin 11’inde (% 25,5) LOH
saptanmigtir. D12S1660 bolgesinde LOH, heterozigotluk ve homozigotluk gozlenen

hastalara ait poliakrilamid jel goriintiileri Sekil 4.8’de verilmistir.
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a

b

C

Sekil 4.8 D12S1660 markir bolgesinde LOH (28 numarali 6rnek) (a), heterozigotluk
(25 numaral1 6rnek) (b) ve homozigotluk (31 numarali 6rnek) (¢) gbzlenen hastalara
ait poliakrilamid jel elektroforezi goriintiileri (N:Normal doku, T:Tiimorlii DNA)

D12S1660 bolgesinde gozlenen LOH ile yas, cinsiyet, tiimdriin patolojik evresi
(Tablo 4.4) ve tiimdriin yerlesim yeri (Tablo 4.5) arasinda anlaml bir iliski tespit
edilmemistir (p>0,05).

Tablo 4.4 D12S1660 markirinda gozlenen LOH ile hastalarin yasi, cinsiyeti ve
hastaligin patolojik evresi arasindaki istatistiksel iliski

LOH(#+) (%) | LOH (-) (%) )/ OR? (95% GA)
n=11 n=36

Evre
Evre 11 6 (54.,5) 21(58,3) 0,351 | 0,362 (0,043-3,060)
Evre Il 3(27,3) 11(30,6) 0,382 | 0,354 (0,034-3,643)
Evre IV 2(18,2) 4(11,1) - 1(Referans)
Yas (ort+std.s) | 64,27£9,689 59,97+16,708 0,309 | 1,026 (0,976-1,080)
Cinsiyet
Kadin 4(36,4) 11(30,6) 0,504 | 1,688 (0,363-7,847)
Erkek 7(63,6) 25(69,4) 1(Referans)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; GA, Giiven arahgl OR, odds orani; ort,

ortalama; std.s, standart sapma.
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Tablo 4.5 D12S1660 markirinda gozlenen LOH ile 6rnegin alindig1 yer arasindaki
istatistiksel iligki

Ornegin Alindig1 Yer Dizsloel

LOH (+) (%) LOH (o) (%)
Sag kolon 0 (0) 1(2,8)
Sol kolon 5 (45,3) 6 (16,7)
Transvers kolon 0 (0) 3(8,3)
Sigmoid kolon 3(27,3) 15(41,7)
Rektosigmoid 1(9,1) 1(2,8)
Kolon 1(9,1) 2 (5,6)
Rektum 1(9,1) 8 (22,2)
p degeri 0,330

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

4.3.3 D12S346 Markir Bulgular

D12S346, 12. kromozomun uzun kolu iizerinde bulunan bir diniikleotid tekrar
markirnidir. PCR ile ¢ogaltilan {irtinler %8’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilerek
ayristirllmis ve glimiis boyama ile de goriintiilenmistir. Kolorektal kanserli 47
hastanin 27’sinde D12S346 boélgesinde heterozigotluk, 19’unda da homozigotluk
gozlenmistir. Bu heterozigotluk gozlenen 27 hastanin 8’inde (%29,6) ise LOH tespit
edilmistir. LOH, heterozigotluk ve homozigotluk gézlenen hastalara ait poliakrilamid
jel gorintiileri Sekil 4.9°da, imageJ programinda degerlendirilmeleri ile olusan

sonuclar1 Sekil 4.10°da goriilmektedir.

a b c

Sekil 4.9 D12S346 markir bolgesinde LOH (1 numarali 6rnek) (a), heterozigotluk (2
numarali 6rnek) (b) ve homozigotluk (5 numarali 6rnek) (¢) gézlenen hastalara ait
poliakrilamid jel elektroforezi goriintiileri (N:Normal doku, T:Ttiimorlii DNA)
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Mormal

Sekil 4.10 1 numaral1 6rnekte D12S346 bolgesinde gozlenen LOH profili

D12S346 bolgesinde gézlenen LOH ile yas, cinsiyet, timoriin patolojik evresi (Tablo
4.6) ve tiimoriin yerlesim yeri (Tablo 4.7) arasinda anlamli bir iliski tespit

edilmemistir (p>0,05).

Tablo 4.6 D12S346 markirinda gozlenen LOH ile hastalarin yasi, cinsiyeti ve
hastaligin patolojik evresi arasindaki istatistiksel iliski

LOH + (%) LOH - (%) P OR? (95% GA)
n=§ n=39
Evre
Evre 11 2(25) 25(64,1) 0,098 | 0,124 (0,010-1,473)
Evre Il 4(50) 10(25,6) 0,699 | 0,642 (0,068-6,082)
Evre IV 2(25) 4(10,3) 1(Referans)

Yas (ort£std.s) | 57,8814,584 | 61,62+15,630 | 0,749 | 0,992 (0,942-1,044)

Cinsiyet

Kadin 3(37,5) 12 (30,8) 0,428 | 2,106 (0,334-13,288)

Erkek 5(62,5) 27 (69,2) - 1(Referans)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; GA, Giiven araligi; OR, odds orant; ort,
ortalama; std.s, standart sapma. * Yasa ve cinsiyete gore diizeltilmis
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Tablo 4.7 D12S346 markirinda gézlenen LOH ile 6rnegin alindig1 yer arasindaki

istatistiksel iligki

. D12S346
Ornegin Alindig1 Yer
LOH (+) (%) LOH (o) (%)

Sag kolon 0 (0) 1(2,6)
Sol kolon 2 (25,0) 9 (23,1)
Transvers kolon 1(12,5) 2(5,1)
Sigmoid kolon 4 (50,0) 14(35,9)
Rektosigmoid 0 (0) 2(5,1)
Kolon 1(12,5) 2(5,1)
Rektum 0(0) 9(23,1)
p degeri 0,452

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

4.3.4 D12S78 Markir Bulgular:

D12S78 12. kromozomun uzun kolu iizerinde bulunur. Calismaya dahil edilen 47

kolorektal kanserli hastalarin 30’unda DI12S78 markirinin yerlestigi bolgede

heterozigotluk tespit edilmistir. Heterozigotluk goézlenen bu 30 hastanin 7’sinde

(%23,3) LOH saptanmustir. D12S78 bolgesinde LOH, hetrozigotluk ve homozigotluk

gozlenen hastalara iligkin poliakrilamid jel fotograflar1 Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.11 D12S78 markir bolgesinde LOH (17 numarali 6rnek) (a), heterozigotluk
(32 numaral1 6rnek) (b) ve homozigotluk (35 numarali 6rnek) (¢) gbzlenen hastalara
ait poliakrilamid jel elektroforezi goriintiileri (N:Normal doku, T:Tiimorlii DNA)
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D12S78 bolgesinde gozlenen LOH ile yas, cinsiyet, tiimoriin patolojik evresi (Tablo

4.8) ve tiimoriin yerlesim yeri (Tablo 4.9) arasinda anlamli bir iliski tespit

edilmemistir (p>0,05).

Tablo 4.8 D12S78 markirinda goézlenen LOH ile hastalarin yasi, cinsiyeti ve
hastaligin patolojik evresi arasindaki istatistiksel iligki

LOH (+) (%) | LOH (-) (%) P OR? (95% GA)
n=12 n=35

Evre
Evre Il 514 22 (55,0) 0,548 | 2,207 (0,166-29,275)
Evre 11l 1(14,3) 13 (32,5) 0,757 10,619 (0,030-12,965)
Evre IV 1(14,3) 5(12,5) - 1(Referans)
Yas (ort+std.s) | 58+11,328 61,50£16,030 0,426 | 0,978 (0,926-1,033)
Cinsiyet
Kadin 1(14,3) 14 (35) 0,247 | 0,255 (0,025-2,576)
Erkek 6 (85,7) 26 (65) - 1(Referans)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; GA, Giiven araligi; OR, odds orant; ort,
ortalama; std.s, standart sapma. * Yasa ve cinsiyete gore diizeltilmis

Tablo 4.9 D12S78 markirinda gozlenen LOH ile 6rnegin alindig1 yer arasindaki

istatistiksel iligki

. D12S78
Ornegin Alindig1 Yer
LOH (+) (%) LOH (-) (%)

Sag kolon 0 (0) 1(2,5)
Sol kolon 2 (28.6) 9 (22,5)
Transvers kolon 1(14,3) 2 (5,0)
Sigmoid kolon 2 (28,6) 16(40,0)
Rektosigmoid 0 (0) 2 (5,0)
Kolon 1(14,3) 2 (5,0)
Rektum 1(14,3) 8 (20,0)
p degeri 0,851

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok
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4.3.5 D12S129 Markir Bulgular

D12S129 12. kromozomun uzun kolu iizerinde bulunan polimorfik bir markirdir.
Calismaya dahil edilen 47 kolorektal kanserli hastalarin 32’sinde D12S129
markirinin yerlestigi bolgede heterozigotluk tespit edilmistir. Heterozigotluk
gbzlenen bu 32 hastanin 11’inde (%34,3) LOH saptanmistir. D12S129 bolgesinde
LOH, heterozigotluk ve homozigotluk gozlenen hastalara ait poliakrilamid jel
fotograflar1 Sekil 4.12°de, imageJ programinda degerlendirilmeleri ile olusan

sonuglart Sekil 4.13°de verilmistir.

a b C

Sekil 4.12 D12S129 markir bolgesinde LOH (15 numarali 6rnek) (a), heterozigotluk
(1 numarali 6rnek) (b) ve homozigotluk (11 numarali 6rnek) (¢) gozlenen hastalara
ait poliakrilamid jel elektroforezi goriintiileri (N:Normal doku, T:Tiimorlii DNA)

Mormal

Sekil 4.13 15 numarali 6rnekte D12S129 bélgesinde gézlenen LOH profili

D12S129 bolgesinde gozlenen LOH ile yas, cinsiyet (Tablo 4.10), tiimoriin patolojik
evresi (Tablo 4.11) ve tiimoriin yerlesim yeri (Tablo 4.12) arasinda anlamli bir iliski

tespit edilmemistir (p>0,05).
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Tablo 4.10 D12S129 markirinda gozlenen LOH ile hastalarin yas1 ve cinsiyeti

arasindaki istatistiksel iligki

LOH (+) (%) | LOH () (%) P OR? (95% GA)
n=11 n=36
Yas (ortstd.s) | 59,64+17,305 61,39+£14,971 0,732 1 0,992 (0,950-1,036)
Cinsiyet
Kadin 3(27,3) 12 (33,3) 0,701 | 0,746 (0,167-3,337)
Erkek 8 (72,7) 24 (66,7) - 1(Referans)

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok; GA, Giiven araligi; OR, odds orant; ort,

ortalama; std.s, standart sapma. * Yasa ve cinsiyete gore diizeltilmis

Tablo 4.11 DI12S129 markirinda gozlenen LOH ile hastalifin patolojik evresi

arasindaki istatistiksel iligki

LOH (+) (%) LOH (-) (%)
n=11 n=36
Evre Il 6 (54,5) 21 (58,3)
Evre 111 5(45.5) 9 (25,0)
Evre IV 0 (0) 6 (16,7)
p 0,117

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok

Tablo 4.12 D12S129 markirinda gozlenen LOH ile 6rnegin alindig1 yer arasindaki
istatistiksel iligki

Ornegin Alindig1 Yer P125129

LOH (+) (%) LOH () (%)
Sag kolon 1(9,1) 0(0)
Sol kolon 2(18,2) 9 (25,0)
Transvers kolon 2 (18,2) 1(2,8)
Sigmoid kolon 3(27,3) 15(41,7)
Rektosigmoid 1(9,1) 1(2,8)
Kolon 0(0) 3(8,3)
Rektum 2 (18,2) 7(19.4)
p degeri 0212

LOH (+), LOH var; LOH (-), LOH yok
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Yapilan caligmalar sonucunda 47 hastanin 34’iinde (%72,3) en az bir bolgede
heterozigotluk kayb1 saptanmistir (Sekil 4.14).
Omekler

11 2] 3] 4] 5] o] 7[ 8] (1] [12[13[r[15]1e[17[18[19[20]21[22]23]22]25] 26 27]28 28] 30]3132] 33 4] 36 36 37 ]38 28041 [42[a3[a4] 45 4 47
D12583
D1257660
D125346
012578
0125129 | B

. LOH D LOH gdzlenmeyen heterozigot D Homozigot E Yapimadi

(]
)
]

Sekil 4.14 Kolorektal kanserli hastalarda her bir markirda tespit edilen sonuglar.

En yiiksek LOH frekansi % 34,3 ile D12S129 lokusunda, en diisiik LOH frekans ise
%23,3 ile D12S78 lokusunda saptanmistir. D12S83 lokusunda % 31,5, D12S1660
lokusunda % 25,5 ve D12S346 lokusunda da % 29,6 oraninda LOH tespit edilmistir
(Sekil 4.15).

D12583 %9315

D1251660

0125346

D12578

Mikrosatellit Markirlar

0125129 %9343

0% 10% 20% 30% 40%
Heterozigotluk Kaybi (LOH) (%)

Sekil 4.15 LOH dagiliminin grafiksel olarak gosterimi

Kromozom 12q13-24 bolgesinde bulanan markirlarin ve genlerin yerlerini gosteren
harita National Center for Biotechnology Information (NCBI), ve The Genome
Database (GDB) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human/,
http://www.gdb.org/)’ den saglanan bilgilerle olusturulmus ve Sekil 4.16°da

verilmistir.

63



12413.2
124133
129141
129142
12914.3

12915

129211
1292142

12921.31
12921.32
12921,33

12922

129231
12423.2

124233

12924, 11
1292412
12924, 13

12q24.21
12924.22

12924.20

Sekil 4.16 12q13-24 kromozom bolgesinde bulunan markirlarin ve genlerin yerlerini
for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human/) ve The Genome Database

gosteren harita (National

Gen Mbp Markir
Sentromer
N
ITGA7
GDF11
ook 60— D12583
PAZGA
STAT2
GLI
RASSF3 7]
704+
TSPANS
LGRS
RAB21 ] D1251660
GLIPR1
E2F7 801
90+
METAP2
IKIP 7]
IGF1
STAB2 100-E D128346
SLC5A8 D12S78
110+
BRAP
RASAL1 | D125129
TEX3
1204+
Telomer

Center

(GDB) http://www.gdb.org/))
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5. TARTISMA VE SONUC

Kolorektal kanser diinya genelinde en dnemli mortalite ve morbidite nedenlerinden
birisidir. Her iki cinsiyette de en sik goriilen kanserlerin iiglincli sirasini
olusturmaktadir (Souglakos, 2007). Kanser, ¢ok sayidaki kromozom ve genlerde
meydana gelen genetik degisikliklerin birikmesi sonucunda olugsmaktadir (Cetin vd.,
2008; Velasco vd., 2008). Kolorektal kanserlerdeki adenom-karsinom doniisiimii ¢ok
basamakli karsinogenez 6rnek verilecek modellerin basinda yer almaktadir. Genetik
degisiklikler arasinda tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonu kritik basamaklardan
birini olusturmaktadir (Ekmekgi, 2006). Kromozomun belirli bir bolgesindeki allelik
kayip bu bolgede bir tiimor baskilayici genin varligini isaret eder. LOH analizi aday
tiimdr baskilayici genlerin lokalizasyonunu belirlemede kullanilan etkili bir metottur.

(Knudson, 1971; Peng vd., 2003).

Kolorektal kanserlerle ilgili yapilan ¢aligmalarda 1p, 1q, 4q, 59, 8p, 9q, 12p, 14q,
15q, 17p, 17q, 18p, 18q ve 22q gibi bir¢ok farkli kromozom bdlgesinde degisik
oranlarda heterozigotluk kayiplarinin oldugu bildirilmistir (Choi vd., 2002; Popat
vd., 2003; Zhou vd., 2004; Kapitanovic vd., 2004; Cacev vd., 2005; Zheng vd., 2005;
Chang vd., 2005; Mao vd., 2006; Wan vd., 2006). Ozellikle APC, p53 ve DCC tiimor
baskilayici genlerinin lokalize oldugu 5q, 17p ve 18q kromozom bdélgelerinde sik
allelik kayiplar tespit edilmistir (Peng vd., 2003; Chang vd., 2005). Daha once
yapilan c¢aligmalarda 12. kromozomun uzun kolunun farkli lokuslarinda mide
kanserlerinde, pankreas kanserlerinde, erken evre flat-type kolorektal tlimorlerde ve
adenoid kistik karsinomlarda heterozigotluk kayiplar1 saptanmistir (Sano vd., 1991;
Rutherford vd., 2005; Orita vd., 2006; Kimura vd., 1996; Kimura vd., 1998;
Yatsuoka vd., 2000). Bu ¢alismada kolorektal kanserlerde 12q13-24 lokuslarindaki
LOH profili ve buna bagli olarak incelenen bolgedeki aday tiimdr baskilayici genler

belirlenmistir.

Bu ¢alismada 47 kolorektal kanserli hastada, 12q bolgesinden secilen 5 mikrosatellit
markir i¢in % 23,3 ile % 34,3 arasinda degisen LOH tespit edilmistir. Farkli kanser
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tiirlerinde 12. kromozomun uzun kolu iizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Mide
kanserlerinde yapilan arastirmalarda Fey vd. (1989) 12q24-qter lokusunda % 55,
Sano vd. (1991) 12q’da % 31 oraninda ve Wang vd. (2007) % 33 oraninda LOH
saptamiglardir. Pankreas kanserlerinde de farkli ¢alismalarda kromozom 12q’da %
34 ile % 67.5 oranlarinda degisen allelik kayiplar gosterilmistir (Kimura vd., 1998;
Yatsuoko vd., 2000). Adenoid sistik karsinomlarda 12q13.11 bdlgesinde % 83,
12q13.13 bolgesinde % 46 ve 12q24.23-33°de ise % 40 LOH bildirilmistir
(Rutherford vd., 2005). Bu calismadan elde edilen sonuglar ile daha dnce 12q
tizerinde yapilan c¢aligmalardan elde edilen sonuglar birbirleriyle uyumluluk

gostermektedir.

Elde edilen bulgularda en yiiksek heterozigotluk kaybi (% 34,3) D12S129 markir
bolgesinde saptanmistir. D12S129 markirinin yerlestigi kromozom lokusunun yakin
bolgelerinde birgok gen bulunmaktadir. Bu genlerden oOzellikle RASALI geni
onkogen olarak tanimlanan RAS geninin (Bos, 1989) inaktive olmasinda rol
almaktadir (Ohta vd., 2009). RASALI geni, RNAi caligmalar1 ile aday timor
baskilayic1 gen olarak tanimlanmistir (Kolfschoten vd., 2005). Bununla beraber
RASALI’in Ca™ aracilikli regiilasyonu bir ¢ok kanser ¢esidinde timor baskilayici
yolakda onemlidir (Jin vd., 2007). Nazofarinks, meme, akciger, karaciger ve
0zofagus karsinom hiicre hatlarinda RASALI ekspresyonunun onemli derecede
diistiigii kaydedilmistir (Jin vd., 2007). Ayrica kolorektal kanser hiicre hatlarinda
RASALI promotoriiniin metilasyona ugradigi ve genin ekspresyonunda azalma
oldugu Ohta vd. (2009) tarafindan yapilan caligmada bildirilmistir. Bu bilgiler
1s181inda ¢alismamizda D12S129 markir bolgesinde yiiksek LOH goézlenmesi ve bu
bolgeye yakin bulunan RASALI geninin, daha oOnce yapilan calismalarla da
desteklenmesi sonucu, kolorektal kanserlerde aday tiimor baskilayici gen olabilecegi

diistiniilmektedir.

El Rifai vd. (2001) karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) metodunu
kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda tiikriikk bezi tiimdrlerinde 12q12—-13 kromozom
bolgesinde tanimlanmamis timdr baskilayici aktiviteye sahip gen bulunabilecegini
bildirmislerdir. D12S83 (12q13.2) markirinin bulundugu lokusda bir¢ok gen
bulunmaktadir. Bu genlerden /7GA7 geninin bir ¢ok insan malignensilerinde (prostat

kanseri, hapatoseliiler karsinoma, glioblastoma ve leiomiyosarkoma) mutasyona
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ugrayip ekspresyonunda azalma meydana gelmesi ve bu genin tiimor baskilayici
aktivite gosterdiginin saptanmast (Ren vd., 2007) bize ITGA7 geninin kolorektal

kanserlerde de tiimor gelisimini baskilayici rol alabilecegini gostermektedir.

D12S346 (12923.1) markirinda tiimorlii dokularda % 29,6 LOH saptanmistir. Mide
kanserlerinde de aynm1 markirda LOH siklig1 % 33 bulunmustur (Wang vd., 2007).
Park vd. (2005) pankreas kanserlerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda 12921 ve 12q23
lokuslarinda allelik kayiplar saptamislar ve 12q23 lokusunda bulunan S74AB2 geninin
aday tiimor baskilayici gen oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmada D12S346
markirmin bulundugu boélgede heterozigotluk kaybinin tespit edilmesi S7TAB2
geninin kolorektal kanserlerde tiimor gelisimini baskilamada gorev alabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu calismada D12S1660 (12921.2) (% 25,5) ve D12S78 (12q23) (% 23,3) markar
bolgelerindeki LOH diger markirlara (D12S129, D12S83 ve D12S346) kiyasla daha
diisiik oranlarda bulunmustur. D12S1660 markirina yakin bir bolgede bulunan
GLIPRI geninin prostat kanserlerinde (Ren vd., 2004), D12S78 markirina yakin
bulunan SLC548 geninin de kolon ve mide kanserlerinde (Ganapathy vd., 2005)
yapilan ¢alismalarla aday tiimor baskilayict gen oldugunun gosterilmesi bu genlerin
kolorektal kanserlerde de ayn1 aktiviteye sahip olabilecegi fikrini olusturmakta ve bu
calismadan elde edilen bulgular1 desteklemektedir. Kimura vd. (1998) pankreatik
kanserlerde kromozom 12q21 ve 12q22-23.1 bdlgelerinde aday timor baskilayici

gen oldugunu rapor etmislerdir.

Kolorektal kanserlerde kromozom 12q13-24 bélgesinden segilen her bir markirda
saptanan LOH ile klinik-patolojik veriler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligki saptanmadi (p>0,05). Diger arastiricilar tarafindan yapilan ¢ok sayidaki
calismalarda da LOH ile klinik-patolojik bulgular arasinda anlamli iligki
saptanmadigina dair literatiirler bulunmaktadir (Kimura vd., 1998; Zhou vd., 2004;

Cacev vd., 2005; Rutherford vd., 2005) .

Kolorektal kanserler ¢ok asamali ve uzun bir karsinogenez asamasindan sonra
olusmaktadir. Bundan dolay1 40’11 yaslarin iizerinde daha sik goriilmektedir. Bu
nedenle erken taniyr hedefleyen yeni stratejilerin belirlenmesi son derece Onem

tasimaktadir. Kolorektal kanserlerde erken tani, kanser olusumunda etkili olan

67



genlerin belirlenmesi ve bu genlerin kanserin olusum mekanizmasindaki rollerinin
ortaya konmasi ile miimkiin olacaktir. Tiimor baskilayic1 genler bu mekanizmada
onemli gorev {lstlenen genler arasinda yer almaktadir. Kanserlerde gozlenen
heterozigotluk kayiplart hedeflenen kromozom boélgelerinde tiimor baskilayici genler
bulunabilecegine dair giiclii ipuclar1 vermektedir. Bu tez calismasinda kolorektal
kanserli hastalarda 12q13-24 bolgesinde heterozigotluk kayiplari tespit edilmistir.
Sonug olarak elde edilen heterozigotluk kayiplari, kromozom 12q13-24 iizerinde
kolorektal kanserle iligkili tiimor baskilayic1 olmaya aday genlerin bulunabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak bu ¢aligsma ile tespit edilen genlerin kesin olarak kolorektal
kanser ile olan iliskilerinin belirlenmesi bundan sonra yapilacak ¢alismalar ile ortaya

konabilecektir.
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