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OZET

KOLOREKTAL KARSINOMA TANISI ALAN HASTLARDA KRAS, BRAF
ONKOGEN YAPISAL MUTASYONLARI VE BAZI TUMOR SUPRESOR (HIC-1,
P16, DAPK1, SFRP2 ve MGMT) GENLERIN DOKUYA OZGU METILASYON
PROFILLERININ KARSILASTIRILMASI

Binnur KOKSAL

Doktora tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Musa SARI
2011, 96 sayta

Kanser genomda meydana gelen genetik ve epigenetik degisimlerin neden
oldugu kontrolsiiz hiicre boliinmesidir. Kolorektal kanser diinya genelinde hem kadin
hem de erkeklerde 3. en sik kanser tiirtidiir. Bu giine kadar kolorektal kanser genetigi ile
ilgili pek cok onkogen mutasyonu ve timor siipresor gen hipermetilasyonu
degerlendirilmis ve kolorektal kanser olusumundaki yerleri belirlenmeye caligilmistir.
Bu tez kapsaminda kolorektal kanser dokularinda KRAS ve BRAF onkogen mutasyon
sikliklar1i, HIC1, SFRP2, P16, DAPK1 ve MGMT tiimér siipresor genlerinin promotor
hipermetilasyon profilleri ve bu genlerdeki hipermetilasyonlarin onkogen mutasyonlar1
ile olas1 iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu amagla ¢alismaya 93 adet kolorektal kanser dokusu (32 kadin, 61 erkek;
ortalama yas 65.59+14.19) ve 14 adet (5 kadin, 9 erkek; ortalama yas 63,89+5.9)
kolorektal kanserli bireylere ait normal kolon mukozasi dahil edilmistir. Dokulardan
izole edilen genomik DNA’larda 12 adet KRAS mutasyonu (kodon 12Val, kodon
12Asp, kodon 12Leu, kodon 12Ser, kodon 12Ala, kodon 12 Ile, kodon 12Cys, kodon
12Arg, kodon 13Cys, kodon 13Asp) revers-hibridizasyon strip test yontemi ile
arastirilmistir. BRAF V600E mutasyonu restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi
(RFLP) yontemi kullanilarak arastirilmistir. Timor siipresor genler DNA’nin bistilfit
modifikasyonunun ardindan metil spesifik PCR (MSP) ile amlifiye edilmis ve revers-

hibridizasyon strip test teknigi ile promotor hipermetilasyon profilleri belirlenmistir.



Yapilan deneyler sonrasinda hasta grubunda KRAS mutasyon frekans1 % 54.84
(n=51), BRAF mutasyon frekanst % 12.9 (n=12) olarak saptandi. SFRP2, DAPKI,
MGMT, HIC1 ve p16 genlerinin promotdr hipermetilasyon frekanslari sirast ile % 66.7,
% 45.2, % 40.9, %40.9, % 15.1 olarak belirlendi. KRAS gen mutasyonu ve tiimor
stipresor gen promotdr hipermetilasyon birliktelikleri istatistiksel olarak anlam ifade
etmezken, BRAF V600E mutasyonlar1 ile hipermetile SFRP2 (p=0.005) ve hipermetile
pl6 genlerinin (p=0.016) birlikte bulunmalarinin anlamli derecede sik oldugu saptandi.

Sonug olarak; bu arastirmadan elde edilen bulgular 15183iInda KRAS mutasyonu
ve SFRP2 hipermetilasyonu kolorektal kanser onkogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.
BRAF V600E mutasyonu tiimor silipressor gen hipermetilasyonu ile iliskili
bulunmustur. Genetik ve epigenetik analizler tiim kanser tiirleri i¢in kanser baslamasi,

seyri ve tedavi yontemlerinin se¢imi i¢in belirleyici rol iistlenmektedirler.

Anahtar Kelimeler: KRAS geni, BRAF geni, tiimor siipresor gen, HICI,
SRFP2, p16, DAPK1, MGMT, kolorektal kanser.
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SUMMARY
COMPARISION OF KRAS, BRAF ONCOGENE MUTATIONS AND TISSUE
SPESIFIC PROMOTER HYPERMETHYLATION OF SOME TUMOR
SUPPRESSOR GENES (HIC-1, P16, DAPK1, SFRP2 and MGMT)

Binnur KOKSAL

Doctor of Philosophy Thesis, Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Musa SARI
2011, 96 pages

Cancer is uncontrolled cell proliferation which is caused by genetic and
epigenetic alterations occurred in genome. Colorectal cancer is third frequent cancer in
both woman and man worldwide. Until today a lot of oncogene mutations and tumor
suppressor genes promoter hypermethylation were evaluated and the roles of these
genes in colorectal carcinogenesis were tried to determine. Within the context of current
thesis, frequencies of oncogen KRAS and BRAF mutations, promoter hypermethylation
profiles of tumor suppressor genes HIC1, SFRP2, P16, DAPKI1 and MGMT and
possible associations between hypermethylations of these genes and KRAS and BRAF
mutations were aimed to find out.

For this purpose 93 colorectal cancer tissue (32 woman, 61 man; mean age:
65.59+14.19) and 14 normal colon mucosa which belong to colorectal cancer patients
were included in the study. In the isolated genomic DNA, twelve KRAS gene mutation
(codon 12Val, codon 12Asp, codon 12Leu, codon 12Ser, codon 12Ala, codon 12lle,
codon 12Cys, codon 12Arg, codon 13Cys, codon 13Asp) were investigated with using
reverse-hybridisation strip assay method. BRAF V600E mutations were investigated
with using restriction fragment length polymorphism (RFLP). Tumor suppressor genes
were amplified with MSP after bi-sulphide modification of DNA and by using reverse-
hybridisation strip assay method, tumor suppressor gene promoter hypermethylation
profiles of five genes were determined.

In the patient group KRAS and BRAF frequency mutation were determined as
54.84% (n=51) and 12.9% (n=12) respectively. Promoter hypermethylation frequencies
of tumor suppressor genes SFRP2, DAPK1, MGMT, HICI1 and p16 were determined as
66.7%, 45.2%, 40.9%, 40.9 %, 15.1% respectively. No statistically significant
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associations were found between KRAS gene mutation and tumor suppressor gene
hypermethylation. Statistically significant associations were found between BRAF gene
mutations and SFRP2 and p16 tumor suppressor gene hypermethylation (p=0.005 for
SFRP2 and p=0.016 for p16).

As a result in the ligth of the findings which are obtained from this study, KRAS
mutations and SFRP2 tumor suppressor gene promoter hypermethylations play
important role in colorectal cancer oncogenesis. BRAF V600E mutation was found to
be related with tumor suppressor gene hypermethylation. Genetic and epigenetic
analyses have determining role for all cancer types in the oncogenesis, prognosis and
selection of treatment regimens.

Key words: KRAS gene, BRAF gene, tumor suppressor gene, HIC1, SRFP2,
pl6, DAPK1, MGMT, colorectal cancer.
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1. GIRIS

Kolorektal Kanser gelismis iilkelerde ciddi morbidite ve mortaliteye yol agan
onemli bir hastaliktir. Diinya genelinde kolorektal kanser hem erkekler de hem de
kadinlarda 3. en yaygin kanser tiiridiir. Yapilan istatistikler ABD’de 2010 yilinda
102.900 bireyde kolon kanseri ve 39.670 bireyde ise rektum kanserinin meydana
geldigini gostermektedir. Kolorektal kanser insidansi son 20 senede diisiis gostermis;
1985 yilindaki 100.000°de 66.3° den 2006 yilinda 100.000°de 44.5 e gerilemistir. Bu
azalma 1998-2006 yillar1 arasinda hiz kazanmistir ve bu azalmanin nedeni kolorektal
poliplerin kansere donligmeden tespiti ve uzaklastirilmasini saglayan kolorektal kanser
tarama testlerinin kullanimindaki artisa bagh oldugu disiiniilmektedir. Kolorektal
kanser insidansindaki genel diisiisiin aksine 50 yasmn altindaki (kolorektal taramanin
onerilmedigi) bireyler arasindaki insidans1 hem erkek hem de kadinlarda 1998 yilindan
bu yana % 2 civarinda artig géstermistir.

Yapilan istatistikler 2010 yili i¢cinde 51.370 kolon kanseri kaynakli 6limiin
meydana gelecegini (kanser kaynakli dliimlerin %9’u) gostermistir. Yine son 20 yil
icinde kolorektal kanser kaynakli 6liim orani diisiis gostermektedir (Erkeklerde 2002-
2006 yillar1 arasinda %3.9 ve kadinlarda 2002-2006 yillar1 arasinda %3.4 diists
gostermistir). Bu diisiis yine erken tan1 ve tedavideki gelismelerden kaynaklanmaktadir.

Kolorektal kanserde sag kalim 1 yil i¢in % 83. 5 yil i¢in ise % 65°dir. 5 yildan
sonra sag kalim siiresi % 59 oraninda bildirilmistir. Erken tan1 5 yillik sag kalim
stiresini % 91’e ¢ikarmaktadir bununla birlikte kolorektal kanserlerin yalnizca % 39’u
tarama yontemlerinin yetersizliginden dolay1 erken evrede yakalanabilmektedir. Kanser
bolgesel olarak ¢evre organlara ya da lenf nodlarina yayilmadiginda 5 yillik sag kalim
stiresi % 70 oraninda gdzlenmektedir. Kanser uzak organlara yayildiginda 5 yillik sag
kalim % 11 oraninda g6zlenir (Amerikan Kanser Birligi raporu, 2010).

Kolorektal kanser genis bir cografik alanda gozlenir. En sik Bati1 Avrupa, Kuzey
Amerika, Yeni Zelanda, Avustralya gibi endiistriyel iilkelerde goriiliir. Ayrica, tlke
icinde de goriilme siklig1 agisindan farkli bolgeler mevcuttur. Kolorektal kanser
insidanst Ozellikle kuzey Amerika, Avustralya, kuzey ve bati Avrupa’da yiiksek,
gelismekte olan iilkelerde ise diisiiktiir. Insidanstaki bu cografik farkliliklar, diyet ve
cevresel faktorlerdeki farkliliklarla agiklanmaktadir (Parkin ve ark., 1999).

Kolorektal Kanser geligsmis iilkelerde ciddi morbidite ve mortaliteye yol agan
onemli bir hastaliktir. Ulkemizde ise en sik goriilen 10 kanser siralamasinda

7,24/100.000 insidans ile 7. sirada olup (2004 KSDB verileri), yilda yaklasik 5000 yeni
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vaka goriilmekte ve yaklasik 3200 kolorektal kansere bagli 6lim ger¢eklesmektedir
(http://www.istanbulsaglik.gov.tr/w/sb/kanser/pdf/kolorektal.pdf).

2.  GENEL BILGILER

Kanser kelimesi kontrolsiiz bir sekilde biiliinen ve yayilan hiicreler ile
karakterize bir grup hastaligi tanimlamaktadir. Kanser hem ¢evresel faktorler (sigara
kullanimi, mikrorganizma ve virlisler, kimyasallar ve radyasyon gibi) hem de internal
faktorlerin (kalitsal ve edinilmis mutasyonlar, hormon salinimindaki degisimler, immiin
sistem yetersizlikleri gibi) birlikteligi sonucu gelisir. Cevresel faktdrlere maruz kalma
ve kanserin saptanabilir boyutlara ulagsmasi siklikla on veya daha fazla yil siirer.

“Kontrolsiiz ¢ogalma”, esas 0zellik olmakla birlikte, kanser hiicresinin baska
biyolojik karakteristikleri de vardw. Bunlar arasinda hiicre kiiltiirlerinde kontakt
inhibisyondan kagabilme, béliinebilmek i¢cin dis uyaranlara (sinyallere) gereksinim
gostermeme, c¢ogalmay1 baskilayic1 sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kacabilme,
anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme sayilabilir (Hittelman ve ark., 2003).
Baslangicta “normal” olan bir hiicrenin i¢inden ¢iktig1 organizmanin Gliimiine yol
acabilecek bu olumsuz Ozellikleri sonradan nasil edindigi, bir baska deyisle
“onkogenez” ya da “karsinogenez” olarak adlandirilan bu siirecte hangi mekanizmalarin
rol oynadigi ancak yakin zamanlarda ve kismen anlasilabilmistir. Onkogenezde
mutasyonlarin etkisine ek olarak son yillarda epigenetik degisikliklerin de hiicrenin
malign karakter kazanmasinda onemli rol oynadig1 anlagilmistir (Croce, 2008; Cefle,
2009).

Kanser gesitlerinin cogunda mutasyonlar somatik hiirelerde meydana gelir ve bu
mutasyonlar iireme hiicreleri ile gelecek nesillere aktarilmaz. Ancak kanser vakalarmin
%1’inde, esey-kok hiicrelerinin ¢esitli genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki
nesillere aktarilir ve bu degisim, yeni neslin kansere yatkinligini olusturur. Bazen
kalitsal mutasyonlar kanser olusumunda tek basina yetersiz kalir. Kanser olusumunun
tamamlanmast i¢in bazi genlerde homolog lokuslarda ilave somatik mutasyonlar
gerekir. Hangi durumda olursa olsun, kanser hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk
olarak kabul edilmektedir (Klug ve Cummings, 2002)

Oliim nedeni olarak kanser, kalp ve damar hastaliklarimin hemen ardindan
gelmektedir. Saglk bakanligi kanser kontrol boliimii tarafindan 2005 yilinda yaymlanan
rapora gore lilkemizde 2000 yilinda 56.250 kanser kaynakli 6liim meydana gelmistir ve

kanser kaynakli 6liim oram1 % 13.1 olarak saptanmistir. Bu oranin 2010 yilinda %14,
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2020 yilinda %15.2 ve 2030 yilinda ise % 16.2 olacag1 tahmin edilmektedir (Yardim ve
ark., 2007).

Kanserin yiizden fazla degisik tiiri mevcuttur. Onkolojide neoplazmin
potansiyel klinik davranisinin degerlendirilmesine gore benign ve malign olarak ikiye
ayrilir. “Benign” tiimor sitolojik ve gros ozellikleri nisbeten masum yani ¢evredeki
dokuya zarar vermeyen ve yayilmayan, lokal cerrahi miidahele ile ¢ikarilabilen ve
hastanin sagkalimimi etkilemeyen tiimor tiiriidiir. Malign tiimorlerin hepsi kanserdir ve
benign (iyi huylu) tiimorlerin aksine baska dokulara sizma (invazyon) ve yayilma
(metastaz) 6zelligi gosterir (Klug ve Cummings, 2002).

Kanserler hiicre ve dokularin ¢esidine gore gruplandirilir. Epitelyal hiicrelerde
meydana gelen kanserler karsinom, bag doku veya kas hiicrelerinde meydana gelen
kanserler sarkom olarak isimlendirilir. Bu iki kategorinin hi¢ birine uymayan kanserler
hemopoetik hiicrelerden koken alan ¢esitli 16semiler ve sinir sistemi hiicrelerinden

kaynaklanan kanserleri kapsar (Bahgeci, 1997).

2.1.  Kolorektal Kanser

Kolon ve rektum, sindirim sisteminin “kalin bagirsak” olarak adlandirilan
kismini olusturur. Kalin bagirsaklarin yaklagik 150-180 cm’lik iist kismma “kolon”, 15-
17 em’lik alt kismina ise “rektum” adi verilir.

Yiyecekler, midede ve ince bagirsaklarda sindirildikten sonra kalin bagirsaklara
gelirler. Burada bagirsak iceriginin i¢inde sindirim sisteminin daha iist kisimlarinda
emilmemis olan su da viicutca emilerek geriye ‘gaita’ olarak adlandirilan kat1 kisim
kalir. Gaita, kolon ve rektum boyunca ilerleyerek daha sonra aniis yoluyla viicuttan
atilir. Sindirim sisteminin son kismini olusturan kalin barsakta olusan kanserler genel
olarak kolorektal kanserler olarak da adlandirilir. Kalin barsagin son kismi olan
rektumda olusursa rektum kanseri, daha onceki kisimlarinda olusursa kolon kanseri
olarak isimlendirilir.

Timorler kolon ve rektumun herhangi bir bolgesinde olusabilir. Kanser hiicreleri
kolon ve rektum disina genelde lenf (akkan) yoluyla yayilirlar. Kolon ve rektum
kanserleri karaciger, akcigerler, beyin, bobrekler ve mesaneye yayilabilirler. Kanser
viicudun diger bir bdlgesine yayildiginda, o bolgede yayildigi yerdeki tiirden bir timor
olustururlar ve ayni adla anilirlar. Ornegin bagirsak kanserleri, karacigere yayildiginda

karacigerde olusan tiimor kolorektal kanser hiicrelerinden olugmustur. Bu durum



“metastatik kolorektal kanser” veya “karacigere metastaz yapmis kolorektal kanser”
olarak adlandirilir.

Kolon ve rektum kanserlerinin dagilimina bakildiginda arastirmalarm 6nemli bir
kismi paralellik gosterir. Tiimorlerin 6nemli bir kismi rektosigmoid bolgede (%55-60),
inen kolonda (%10-15), transvers kolonda (%5-10) ve ¢ikan kolon ve ¢ekumda (%15-
20) yerlesir (Sayek, 2004).

Daha ¢ok ileri yas grubu olarak bilinen kolorektal kanserin goriilme sikligir 50
yasindan sonra giderek artar ve 80 yasinda maksimale ulasir. Ortalama yas erkeklerde
63, kadinlarda 62°dir. Kolorektal kanser lilkemizde ve diinyada erkeklerde kadmlardan
daha sik goriilmektedir. Sebepleri tamamen anlasilmamasina ragmen sigara ve alkol
kullanimi, erkeklerde abdominal obezitenin daha ¢ok goriilmesi ve hormonal
farkliliklara baglanmaktadir (Biiylikdogan, 2009).

Kolorektal kanser genellikle kanserlesmemis polipler seklinde baslar. Bir polip
kolonu astarlayan hiicrelerin sayisindaki artistir. Normal mukozadan de-novo gelismis
kiigiik bir kolorektal kanser son derece seyrektir. Bu neoplazmlarin ¢ogunun onciil
adenomlardan (adenomatoz polip) gelistigi diistiniilmektedir (Sayek, 2004).

Kolorektal kanserin histolojik tipleri adenokarsinom (iyi, orta, kotii diferansiye),
miisindz adenokarsinom, tash yiiziik hiicreli karsinom, skuaméz diferansiasyon gosteren
karsinom (Adenoskuamoz, saf skuamoz), saydam hiicre komponentli karsnom, bazaloid
karsinom, koriokarsinomatdz diferansiasyon gdsteren adenokarsinom ve ndroendokrin
timorlerdir. En fazla goriilen kanser tipi adenokarsinom olup tiim tiimérlerin %85 ini
olusturur (Biiyiildogan, 2009).

Kolorektal kanserlerin evrelendirilmesinde Dukes sistemi kullanilir ve 4 evreden
olusur.

Evre A: Tiimor barsakta sinirli, muscularis propria 6tesine penetre olmamas.

Evre B: Tiimo6r muscularis propria 6tesine gegmis, olasi seroza tutulumlu.

Evre C: Lenf bezi metastazlari.

Evre D: Uzak metastazlar (Biiylikdiigan, 2009).

Kolorektal kanserlerin yaklasik %3-5"ini kalitsal kolorektal kanser sendromlar1
olusturmaktadir. Bu sendromlar temel olarak adenomatdz polipozis sendromlar1 ve
hamartomat6z polipozis sendromlar1 olmak {izere ikiye ayrilir (Kaz ve Brentnall, 2006).

Adenomatdz polipozis sendromlarindan otozomal dominant gecisli ailesel
adenomatdz polipozis (FAP) sendromu kolorektal kanserlerin %1°ini olusturur.

Normalde yiizlerce benign poliple seyreden bir durum s6z konusudur. Tedavi
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edilmedigi zaman bu kansere sahip tiim bireyler zamanla kolorektal kanser gelistirir.
FAP’1n dort varyant1 mevcuttur: 1) Gardner sendromu (adenomlar yalniz kolonda degil
mide duodenum ve ince barsakta da olusabilir), ii) Turkot sendromu (kolon yerlesimli
adenomatoz polipozise, noroepitelyal santral sinir sistemi tiimorleri eslik etmektedir),
1i1) Ailesel adenomat6z polipozis koli (Tiim gastrointestinal sistemi tutabilen, daha ¢ok
kolon ve rektumda ¢ok sayida polipoid olusumu ile karakterizedir) ve iv) AFAP (daha
az sayida kolon adenomlar1 ve daha gec¢ yasta kanser gelisimi ile karakterizedir ve
FAP’in daha ilimli bir formudur). Ailesel adenomatdz polipozis sendromlarinin %90°1
APC geninde mutasyon tagimaktadir. APC mutasyonlarmin gen tlizerindeki yerleri FAP
fenotipini belirleyebilmektedir. Ekzon 15 mutasyonlar1 yiizlerce kolonik poliplerin
gelisimi ile sonuglanirken, genin 3° ve 5° veya ekzon 9°da meydana gelen mutasyonlar
AFAP sendronu ile sonu¢lanmaktadir (Kaz ve Brentnall, 2006; Biiyiikdogan 2009).

Adenomatdz polipozis sendromlarindan kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser
sendromu (HNPCC, Lynch sendromu) erken baslama yasi ile karakterizedir ve giiglii
ailesel gecis gosterirler. FAP’1in aksine HNPCC fenotipi nonspesifiktir ve HNPCC
hastalarini tanimlamak i¢in ¢esitli tan1 kriterleri gelistirilmistir.

Hamartomat6z polipler nonmalign doku kitleleridir fakat sayilari ¢ok artarsa
kansere yatkinlik olusturabilirler. Hamarmatéz polipozis sendromlarindan juvenil
polipozis sendromu otozomal dominant gegislidir. Polipler genellikle kolon ve
rektumdadir. Puberte sirasinda kaybolabilir. Polip sayist 10°dan fazla ise juvenil
polipozis olarak adlandirilir ve kanser riski taswr (Biiylikdogan 2009). Diger bir
hamarmat6z polipozis sendromu olan Peutz-Jeghers sendromu gastrointestinal sistem
boyunca en ¢ok ince barsaklarda, daha az oranda mide ve kolonda olmak tizere 1-4cm
biiyiikliiglinde hamarmat6z polipler ile birlikte, dudaklar ve agiz mukozasinda melanin

lekeleri ile karakterizedir. Otozomal dominant geg¢islidir (Biiylikdogan, 2009).

2.1.1. Kolorektal Kanser Etiyolojisi

Kolorektal kanserler hayvansal yaglarca zengin kirmizi et tiiketiminin yaygin
oldugu ve buna ek olarak fiziksel aktivite ve sebze tiiketiminin az oldugu bati tipi
beslenen populasyonlarda siklikla gozlenmektedir. Epidemiyolojik c¢alismalar, et
tilketimi, sigara ve alkol kullanominin kolorektal kanser icin risk faktorii oldugunu
gostermistir (Khuhaprema ve Srivatanakul, 2008). Diyette fazla miktarda yag alimi
karaciger tarafindan yapilan kolesterol ve safra asiti sentezini arttirir ve kolonda bu

sterollerin miktar1 artar. Kolon bakterileri bu bilesikleri sekonder safra asitlerine ve
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diger toksik metabolik bilesiklere dontistiiriir. Safra asitleri ve serbest yag asitlerinin her
ikisinin kolon mukozasina hasar yaptig1 ve epitelyum hiicrelerinin ¢ogalma
aktivitesinde artisa neden oldugu gosterilmistir (Erarslan ve Tirkay, 2007). Bununla
birlikte diizenli balik eti tiiketiminin kolorektal kanser riskini diisiirebilecegine iliskin
calismalar mevcuttur (Jedrychowski ve ark., 2008). Balik ve balik yaginin kolon mukoza
hiicrelerinin mitoz ve apoptoz fonksiyonlarimi1 diizenlemede etkili oldugu ayrica balik
yagindaki omega-3 ve omega 6 polidoymamis yag asitlerinin inflamasyon kaynakl
kolorektal kanserlerini 6nlemede etkili oldugu diisiiniilmektedir ( Yee ve ark., 2009).
Kalsiyum ve vitamin D tiiketimi antimitotik etkisinden dolay1 kolorektal kansere kars1
koruyucu olarak diistiniilmektedir. Amerika’ da 2009 yilinda yapilan bir arastirma ile
kalsiyum tliketiminin kolorektal kanser riskini erkeklerde 0.79, kadinlarda 0.72
oraninda azalttig1 belirlenmistir (Park ve ark., 2009). Diyette yeterli miktarda folat,
metionin, riboflavin ve vitamin B6 diizensiz DNA metilasyonunu onledigi i¢in
kolorektal kanser riskini azaltmaktadir.

Yas, adenomlarm prevalansini belirleyen en onemli risk faktoriidiir. Genel
populasyonda 40 yasindan sonra kolorektal kanser gelisme riski artmaya baglar ve her
on yilda katlanarak artar. Kolorektal kanserlerin %90’indan fazlas1 50 yasindan sonra
gelistiginden tarama programlarmni1 baglatma yas1 50 olarak kabul edilmistir.
Ozge¢miste adenom veya karsinom hikayesi veya ailede kolorektal kanser varligi
kolorektal kanser gelisimi riskini arttrmaktadir. Inflamatuar barsak hastaligi ve
ozellikle iilseratif kolotit kolorektal kanser riskini arttirmaktadir (Erarslan ve Tiirkay,

2007).

2.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri ve Kanser Genetigi

Kanserler ekzojen kimyasallarin mutajenik etkisi (Nikel, arsenik, nitrosaminler,
akrilaminler, benzopiren, aflatoksin gibi), fiziksel karsinojenlerin mutajenik etkisi
(Ultraviyole, 1yonize radyasyon gibi), biyolojik karsinojenler (Human Papilloma Virus,
Hepatit B viriisii, Helikobakter Pilori gibi) ve endojen islemlerin mutajenik etkisi (DNA
replikasyonundaki hatalar, reaktif oksijen tiirleri iireten metabolik reaksiyonlar, kronik
inflammasyon gibi) tarafindan tetiklenirler. Farkli faktorler tlimor gelisiminin farkhi
asamalarinda etkisini gosterirler.

Kanser tiirlerinin ¢esitliligine ragmen kanser hiicreleri bazi temel 6zellikleri
paylagirlar. Kanser hiicrelerinin en belirgin 6zelligi artmis ve otonom hiicre

boliinmesidir. Genel olarak bir dokuda hiicre sayisinin artmasi hiperplazi olarak
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adlandirilir. Hiperplazinin artmasi ve hiicre farklilasmasmin eklenmesi (displazi) ile
benign tiimorler olusur. Displazi ilerlemesi malign tiimodrlerin olusumu ile izlenir ve bu
durum “preneoplastik degisim” olarak kabul edilir. Hiicre sayisindaki artis ¢ogu
durumda yetersiz apoptoz ile birlesmektedir. Asir1 hiicre boliinmesi hiicre
metabolizmasinda degisiklikler gerektirir. Boliinen hiicreler i¢in daha fazla niikleotid
biyosentezi, protein ve yag asitleri sentezine gereksinim olmasi hasta i¢in timor yiiki
ile birlikte artmis enerji talebini dogurur. Degisen metabolizma hastanin basa ¢ikmasi
gereken laktat gibi bazi metabolik yan iirtinlerin salinimimi arttirr. Dahasi1 kanser
hiicreleri tiimor nekroz faktor a (TNF a) gibi bazi sitokinler ile immiin sistemi
baskilayarak firsat¢1 enfeksiyonlarin yayilimimi kolaylastirir. Kanser gelistikce
genomdaki degisimlerin miktar1 artar. Bu durum genomik kararsizlik olarak tanimlanir
ve baglangigta homojen olan kanser hiicrelerinin mutasyon ve epigenetik degisimleri
biriktirerek daha hizli bdliinebilen ve yayilabilen yeni klonlarin olusumu ile sonuglanir.
Cogu kanser hiicresi, genomik instabilitenin sonucu olarak telomerazin yeniden
aktivasyonu ve dolayisi ile 6liimsiizliik 6zelligi kazanirlar. Boliinerek sayisi artan hiicre
toplulugu zamanla kendi kan ve lenf damarlarmi olusturur (neoanjiyogenez), epitelyum
ve mezensim dokularini ayiran bazal membrani gegerek bag ve kas dokularina yayilir
(invazyon) ve kan ve lenf yoluyla bagladigi organdan daha uzak organlara yayilir
(metaztas) (Schulz, 2005).

Kanser hiicresinin biiyiime ve cogalma siireci, meydana gelen genetik
degisiklikler (onkogenler, timor siipresdor genler), konakci faktorleri (enzim
polimorfizmi) ve tiimdr konakc¢i etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz) ile
yakindan iligkilidir (Fong ve ark., 1999). Onkogenler ve tiimor siipresor genler kanser
olusumunda genetik ve epigenetik olarak degisime ugrayan iki biiyiik hiicresel gen
sinifidir. Ik zamanlar kansere neden olma 6zelligine sahip tiim genler onkogen olarak
isimlendirilmesine karsin, fonksiyon kaybi1 nedeni ile kanser olusumuna katkida
bulunan ‘tiimdr siipresor’ genlerin tanimlanmasiyla ‘onkogen’ terimi fonksiyon
kazanimi1 yoluyla timoér olusumuna katkida bulunan genler ile sinirlandirilmistir

(Knowless ve Selby, 2005).

2.2.1. Onkogenler
Onkogenler ilk olarak tiimor olusturan viriislerde saptanmistir. Onkogenler
aslinda, hiicre dongiisii, biiylime, gelisme ve farklilasmada rol alan genlerdir. Normal

islevini yerine getiren bu genler proto-onkogen olarak adlandirilirlar. Fakat normalin
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disinda aktive edildikleri veya fazla ya da siirekli eksprese edildiklerinde kanser
gelisimine neden olabilirler. Kanser gelisimini uyarmak i¢in bir proto-onkogenin iki
kopyasmin sadece birinde mutasyon olmasi yeterlidir. Bir proto-onkogen ii¢ sekilde
onkogene doniisebilmektedir: Nokta mutasyonlari, translokasyonlar ve asir1 gen ifadesi

(Knowless ve Selby, 2005).

2.2.2. Tiimor Siipresor genler

Timor stipresor genler, fonksiyonlar1 hiicre boliinme ve farklilasmasini kontrol
etmek ve baskilamak olan genlerdir. Tiimor siipresor genlerin fonksiyon kaybi cogu
zaman her iki allelinde mutasyonel veya epigenetik olarak inaktivasyonunu gerektirir

(Knowless ve Selby, 2005).

2.3. Tez Kapsaminda Cahsilan Onkogenler

2.3.1.KRAS Geni

1982 yilinda insan LX-1 akciger kanseri hiicrelerinin genomik DNA’sindan orjin
alan bir gen, fibroblast transforme edici aktiviteye sahipti ve Kirsten Rat Sarkoma
viriisiin transforme edici geninin homologu idi. Bu KRAS’m insan kanserlerinde
onkogen olarak ilk ortaya cikisidir. Buglin KRAS kanserlerde en fazla aktive olan
onkogen olarak bilinmektedir ve tiim insan kanserlerinin %17-25’1 bu gende mutasyon
icerir (Kranenburg, 2005).

KRAS insan RAS onkogen ailesine dahildir. Bu gen ailesi 3 gen igerir: HRAS,
KRAS, NRAS; bu genlerin farelerdeki homologlar1 sirasi ile Hrasl, Kras2 ve Nras’tir
(Lee, 2008). KRAS membrana bagl bir G proteindir ve baslica MAPK (Mitojen
activated protein kinase) ve P13K sinyal iletim yolaklarinda yer alir (Riely ve ark.,

2009).

2.3.1.1. MAPK Sinyal iletim Yolagi ve KRAS ve BRAF

MAPK (mitojen-activated protein kinase, mitojenler tarafindan aktive edilen
kinaz) metabolik yolaklar1 hiicre bdliinmesinden farklilagma ve apoptoza kadar cok
farkl1 hiicresel islemleri diizenlerler (Qi ve Elion, 2005). MAP kinaz terimi, sitokinler,
bliylime faktdrleri, ndrotransmitterler ve hiicresel stres gibi cesitli sinyallere cevap

olarak her biri digerini fosforile ederek aktive eden ii¢ kinazdan olusan bir modiile isaret



eder: RAF (diger isimleri: MAPKKK veya MEKK), MEK (MAPKK) ve ERK (MAPK)
(Orton ve ark., 2005).

Memeli hiicrelerinde MAPK kaskadi EGF, PDGF gibi bir tirozin kinaz
reseptoriin aktivasyonu ile baglar. Reseptor bir “adaptér protein” araciligi ile RAS
yolagmi aktive eder. RAS oOnce RAF’1 (MAPKKK) aktive eder. RAF, MEK’i
(MAPKK) fosforile ederek aktiflestirir. MEK MAPK” 1 aktive eder. Aktive olan MAPK
cekirdekte hiicre boliinmesi ve farklilagmasini kontrol eden transkripsiyon faktorlerini
(JUN, FOS, MYB, MYC gibi) fosforile ederek aktive eder (Sekil 2.1) (Schulz, 2005)
Bu yolak kanserlerin yaklasik %30’unda hiper aktive durumdadir.

BlylUme faktorleri

Ekstrasellular alan l

-------------------- R‘[K IR RERsEERRR R
!
i
Plazma mebrani l
...................... JAS esssssssssassses
RAF
l RAF
Sitoplazma MEK

ERK ®) Substratlar

Substratlar

Sekil 2.1 RAS/MAPK sinyal iletim yolagi (Garnett ve Marais, 2004)

2.3.1.2.PI3K Sinyal iletim Yolag

PI3K sinyal iletim yolagi glikoz taginimi ve kullanimi, protein biyosentezi, hiicre
bliylimesinin ~ diizenlenmesi, apoptozun engellenmesi gibi hiicresel islemlerin
kontroliinde yer alir. Yolak aktif tirozin kinaz reseptorleri tarafindan uyarilan RAS
proteinleri tarafindan baslatilir. PI3K sinyal iletim yolag:i klasik bir timor siipressor

olan PTEN’in bu yolagm inhibitdrlerinden olmasi ve PI3K’ninda 6zellikle yumurtalik



kanserlerinde onkogen olarak vurgulanmasi nedeni ile 6nemli bir kanser yolagidir

(Schulz, 2005).

2.3.1.3.KRAS Geni ve Aktivasyonu

RAS  aktivasyonu ekstrasellular mitojenlerin  varliginda  gerceklesir.
Ekstrasellular ligantlar tarafindan aktive edilen reseptdr tirozin kinaz bir adaptor protein
olan Grb2’nin SH2 alt birimi ile etkilesir. Grb2’nin SH3 alt birimi GEF (guanine
nukleotide exchange factor, SOS) ile birlesir. GEF, RAS’a bagli GDP’yi GTP ile
degistirir. GTP’ye bagli RAS aktiftir ve RAF’1 aktive eder. GAP (GTPase activating
protein) RAS’m GTPaz aktivitesini tetikleyerek ve GDP’ye bagli inaktif RAS™1
meydana getirir (Sekil 2.2) (Levin, 2008).

a b C
RS RAS == mRAS RAS
GEF .GAP
Sa* o™ Ba™ L o aged”
GDP GTP GTP ~ GDP GTP N,
k" inaktif RAS {
GAP
Pi hedef hedef
protein protein

Sekil 2.2 KRAS’n aktivasyonu a. Ekstraselliiler sinyal varliginda GEF RAS’a
bir guanin baglayarak aktive olmasmi saglar b. Sinyalin olmamasi durumunda GAP
RAS’1 GTP hidrolizi i¢in stimiile eder. GDP’ye bagli RAS inaktif haldedir. c. Mutant
RAS GAP’a duyarsizlasir ve ekstraselliller sinyalden bagimsiz halde siirekli aktif

formda kalir.

Insan KRAS geni 12p12.1°de lokalizedir. 45.675 bg biiyiikliigiindeki gen, 188
amino asitlik 21.66kD’luk KRAS proteinini sifrelemektedir. Insan tiimorlerinin yaklagik
%90’1 RAS genlerinde veya RAS metabolik yolunun diger bilesenlerinde mutasyon
icermektedir (Adjei, 2001a). RAS proteinleri aktif-GTP baglayan ve inaktif-GDP
baglayan konfiglirasyonlar arasinda diizenli olarak degismektedir. RAS-GDP/GTP
diizeyleri guanin niikleotid degisim faktorleri ve GTPaz aktive edici proteinler
tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu regiilasyonun bozulmasi tiimor
olusumu ile sonucglanir (Lee, 2008). Her ii¢ RAS geninde de tlimdrigenezden sorumlu

mutasyonlar goriilebilmesine karsin mutasyonel olarak aktive edilmis KRAS %17-
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25’lik oranla insan tiimorlerinde mutasyon frekansi en yiiksek olan RAS genidir
(Heinemann ve ark, 2009). Sporadik kolorektal kanserlerin yaklasik %40’ inda (%20-
50) onkogenik KRAS mutasyonlar1 gozlenmektedir (Heinemann ve ark, 2009
Rajagopalan ve ark, 2002). KRAS mutasyonlar1 genellikle somatik nokta
mutasyonlardir. Patojenik KRAS mutasyonlarinin %90°1 2. ekzon kodon 12 ve 13 de
meydana gelmektedir (Brink ve ark 2003).

2.3.2. BRAF Geni

RAF ailesi genleri ilk olarak fare ve tavuklarda tiimore neden olan retroviriis
vektdrlerde onkogen olarak belirlenmislerdir (Beeram ve ark., 2005). Insanlarda 3 RAF
izoformu bulunmaktadir: ARAF, BRAF ve CRAF (Raf-1). RAF proteinleri birer
serin/treonin kinazdir ve MAPK sinyal iletim yolaginda RAS proteinleri tarafindan
aktive edilirler (Garnett ve Marais, 2004). RAF proteinleri ii¢ korunmus bdlgeden
olusmaktadirlar; N terminalindeki CR1 ve CR2 regiilatérken, C terminalindeki CR3 alt
birimi kinaz 6zellik sergilemektedir (Sekil 2.3). RAF regiilasyonu karmasiktir ve bir
cok basamak icerir. Ozet olarak aktif RAS sitozolik RAF’m kinaz alt {initesindeki
aktivasyon segmetinde bulunan iki aminoasiti (T598 ve S601) plazma membraninda
fosforile eder. Negatif yilik diizenleyici bélgenin (N region) fosforilasyonu da gereklidir
ve bu bolge RAF izoformlarinin farkh regiilasyonu icin 6nemlidir. BRAF’da bu
bolgedeki S445 aminoasiti siirekli olarak fosforiledir. Boylece ARAF ve CRAF’m
aksine BRAF siirekli olarak negatif yiik tasir ve aktive olmak i¢in yanizca aktivasyon
segment fosforilasyonu yeterlidir. CRAF ve ARAF aktivasyonu  negatif yik
diizenleyici bolgenin de her seferinde fosforilasyonunu gerektirir (Garnett ve Marais,
2004).

Insan BRAF geni 7q34’°da yerlesmistir. 651 amino asitlik ve 72.5 kD molekiil
agirhigindaki BRAF proteinini sifrelemektedir. BRAF genindeki mutasyonlar iki yolla
hastalik olustururlar. BRAF genindeki kalitsal mutasyonlar dogustan gelen hasarlara
neden olmaktadir. Kalp problemleri, zeka geriligi ve hastaliga 6zgii yliz goriiniimii ile
karakterize kardiofaciocutaneous sendromu bu gendeki kalitsal mutasyonlar tarafindan
olusturulmaktadir. Hayatin ileri evrelerinde olusan somatik BRAF mutasyonlar1 kansere
neden olmaktadir. BRAF geninde insan kanserleri ile iligkili otuzdan fazla mutasyon
tanimlanmistir. BRAF mutasyonlari melanoma ve neviiste %80’1 askin bir siklikta
gozlenmektedir. Akciger kanserlerinde ortalama % 1-3, kolorektal kanserlerde % 5

civarinda bildirilmistir (Namba ve ark., 2003). Bildirilen mutasyonlarin % 90’1 600.
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kodonda aktivasyon segmentinde bulunan valinin gulutamik asite doniistiigii missens
mutasyondur. Bu mutasyon en yaygin olarak tiroit kanseri, kolorektal kanser ve
melanomalarda gozlenmektedir (Deng ve ark., 2004). Diger mutasyonlar, R4611, 14628,
G463E, G463V, G465A, G465E, G465V, G468A, G468E, N580S, E585K, D593V,
F594L, G595R, L596V, T598I, V599D, V599E, V599K, V599R, K600E, A727V
seklindedir ve glisince zengin P-loop’ta ve aktivasyon segmentinde yogunlasmislardir
(Wan ve ark., 2004). Aktivasyon segmentinde meydana gelen mutasyonlar RAF’1
inaktif durumdan aktif duruma kitlerler. Ornegin V60OE mutasyonunun olusturdugu
valinden kaynaklanan alifatik bolge P-loop’taki phe467 nin fenil halkasi ile etkilesime
gecmektedir. Ayrica BRAF’taki Mutasyon tipine bagli olarak MEK’in aktivitesi de
degiskenlik gdsterebilmektedir.

— activating G
— impaired activity 4 B
impaire . g
— untested RA S K Q K
EE A G R EN
L ISV V CE E S KA VLRV IDE
B-RAF: mssan 15aVOORIGSGSFETVYKGK 4, HRDLKSNNTFLHEDLTVKIGDFGLATVKSRWS EQDAPE
C-RAF: . * YY e LSTeeessenssnnans 475"'M ......... G .................. P
A-RAF: 299' a1pLLK®®*TeeecssFReR eecescavcsncsGososncrcccnosenTone R
N-regi -region glycme -rich loop catalytlc loop “activation segment segment
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Sekil 2.3 BRAF proteininin sematik gdsterimi. Semada RAF proteinlerinin
Korunmus 3 alt birimi CR1, CR2 ve CR3 goriilmektedir. CR3 alt birimi kinaz
aktivitesine sahiptir. ARAF, BRAF ve CRAF icin N bolgesi, aktivasyon segmenti
glisince zengin bolge ve katalitik bolge oklarla gosterilmistir. Aminoasit dizileri
iizerindeki sar1 isaretlemeler kinaz aktivitesi i¢in gerekli fosforilasyon bdlgelerini
gostermektedir. Kanser ile ilisgkili BRAF mutasyonlar1 koyu rekle simgelenmis ve
degisen amino asitler dizi ilizerinde gdsterilmistir. Mutant amino asitler aktive edici
mutasyonlar icin yesil, BRAF kinaz aktivitesini bozanlar i¢in kirmizi ve etkisi
bilinmeyen mutasyonlar i¢cin mavi renkte gosterilmistir. ARAF, BRAF ve CRAF igin

korunmus aminoasitler nokta ile gosterilmistir (Garnett ve Marais, 2004).
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2.4.  Epigenetik ve Kanser
Normal hiicre homeostasisinin devami1 kompleks mekanizmalar tarafindan
diizenlenir. Bu mekanizmalar i¢inde gen ekspresyonunun regiilasyonu cogunlukla
epigenetik yolla yapilmaktadir. Epigenetik kelime anlami olarak DNA dizisinden
bagimsiz bir genetik bilgiye isaret etmektedir. Epigenetik terimi Yunan filozof

(13

Aristo’nun ““ epigenesis” teorisinden koken almaktadir ve ilk olarak 1940 yilinda
Waddigton tarafindan “genlerin fenotipi degistirecek bigimde cevre ile etkilesimleri”
seklinde tanimlanmistir. Epigenetik bugiin, gen fonksiyonunun diizenlenmesinde en
onemli mekanizmalardan biri olarak bilinmektedir ve farkl hiicre tiplerinde farkl gen
ekspresyon paternlerinin olusumu ve stirdiiriilmesinden sorumludur.

DNA ve kromatin yapisindaki epigenetik degisimler hem kalitsal hem de
dinamik yapidadir. BOlinme esnasinda hiicre epigenetik isaretlerini korumaya
meyillidir fakat bu isaretler ¢evresel faktorler tarafindan degistirilebilirler (Friso ve
Choi, 2009). Bir hiicrenin epigenetik paternlerindeki degisimler mental retardasyon,
immiin yetmezlik ve/veya sporadik ya da kalitsal kanserlerle sonuglanabilir (Costello ve
Plass, 2001). Epigenetik mekanizmalar DNA ve kromatin metilasyonu, histon
asetilasyonu, siRNA’lar, iibikiitinasyon, sumoilasyon ve fosforilasyondur. Tim bu
mekanizmalar, kromatin yapisinda degisiklikler olusturarak transkripsiyonu diizenleyici
komplekslerin DNA’ya ulasabilirligini etkilerler. Burada DNA metilasyonuna ayrmtili

olarak deginilecektir.

2.4.1. DNA Metilasyonu

Memeli hiicrelerinde sitozin bazinin yaklasik %3-5’1 5-metilsitozin (episitozin)
formunda bulunmaktadir. Bu modifikasyon DNA replikasyonunda sonra meydana gelir
ve metil vericisi olarak S-adenozil metionini (SAM) kullanan DNA
metiltransferazlarca katalizlenir (Sekil 2.4) (Momparler ve Bovenzi, 2000). DNA
metilasyonu gen ekspresyonunun kontrolii, kromozomal yapmin korunumu ve
rekombinasyonel olaylarin kontrolinden sorumludur. DNA metilasyon paterni
embriyogenezin ilk asamalarinda neredeyse sifirlanmistir ve gelisme esnasinda
metiltransferazlarca olusturulur. Bu giin 4 farkli DNA metiltransferaz enzimi
bilinmektedir: DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b. DNMT1 aktivitesi daha ¢ok
hemimetile DNA iizerinedir. DNMT1 replikasyon ¢atali {izerinde i goriir ve yeni
boliinen hiicrelerde DNA metilasyonunun siirdiiriilmesinden sorumludur (Costello ve

Plass, 2001).
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Sekil 2.4 5-metilsitozinin DNA metiltransferazlarca olusturulmas. S-CHj,

SAM’in S- metil grubunu simgelemektedir (Friso ve Choi, 2009).

DNMT2 DNA substratlarinda metilleyici aktiviteye sahip degildir. Yaymlanmig
iki makalede DNMT2’nin RNA metiltransferaz olarak iglev gordiigl ileri siirmiistiir
(Goll ve ark., 2006; Rai ve ark., 2007). DNMT3a ve DNMT3b, de novo metilaz olarak
fonksiyon  gormektedir. Hemimetile ve ametile DNA’y1 esit etkinlikle
metilleyebilmektedirler (Momparler ve Bovenzi, 2000).

5- metil sitozin bazinmn yaklagik olarak %70-80’i CpG diniikleotid dizilerinde
bulunmaktadir (p fosfodiester bagini simgelemektedir, sitozin fosfo guanin). CpG
dintikleotidleri yliksek frekansta bulunduklar1 zaman CpG adasi olarak isimlendirilirler.
Genomun %35’ini olusturan bu diziler genellikle hipermetiledir ve doku spesifik
genlerin promotorlerinde yer almaktadirlar. CpG adalar1 200 bg’den birkag kilobaza
kadar degisik uzunluklarda olabilmektedirler. Genomda 29000 adet CpG adasinin
bulundugu ve tiim genlerin % 50-60’min promotdriinde CpG adas1 bulundugu tahmin
edilmektedir (Momparler ve Bovenzi, 2000; Clark ve Melki, 2002). Promotor
bolgedeki CpG adalarmin metile olmasi bu bolgelere transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini engelleyerek transkripsiyonun inhibe olmasina neden olur (Esteller,
2005). Ayrica metil-CpG bolgelerine baglanan proteinler (MeCP2 ve MBDI1-4
proteinleri) trankripsiyon kompleksinin olusumunu engelleyerek transkripsiyonu bloke

ederler (Sekil 2.5) (Manoharan ve ark, 2007 ).
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DNA metiltransferaz

Q Q Ametile CpG

Ametile-transkripsiyonel Metile DNA

olarak aktif DNA
MBD/HDAC
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Transkripsiyonel represyon

HDAC
Kompleksi

Histon deasetilasyonu,
Kromatin kondensayonu

Sekil 2.5 Gen ekspresyonunun epignetik olarak baskilanmasi. DNA
metiltansferazlar CpG diniikleotidlerinin metillenmesini saglar. Bu bdlgelere Metil
baglayic1 protein ve Histon deasetilazlar baglanarak trankripsiyon faktorlerinin bu
bolgelere baglanmasini engeller ve transkripsiyonu baskilar. Bu durum histon
deasetilasyonu ve kromatin kondensasyonu ile sonuglanir. (Manoharan ve ark,

2007°den).

2.4.2. DNA Metilasyonu ve Kanser

Insan kanserlerinde ilk olarak 1989 yilinda Rb geninde CpG metilasyonunu
bildirilmistir. Birkag yi1l sonra ilk onkogen mutasyonu H-RAS geninde bildirilmistir.
Sodyum bisiilfit modifikasyonu ve metilasyon spesifik PCR gibi tekniklerin gelisimi ile
DNA metilasyonu ¢alismalarinin 6nii agilmistir (Esteller 2002).

Kanserde metilasyon paterni degisimleri genom c¢apinda hipometilasyon ve
timor slipressor gen promotér CpG adalarinda hipermetilasyon sekillerinde olmaktadir.
Hipometilasyon proto-onkogen aktivasyonuna neden olarak kanser baslanmasi ve
gelisimine katkida bulunmaktadir. Genom ¢apinda hipometilasyon diizeyi kanser siddeti
ile dogru orantilidir. Meme kanseri {lizerine yapilan bir ¢alismada hipometilasyon diizeyi
ve hastalik evresi, timor ¢ap1 ve siddeti arasinda anlamli bir korelasyon bildirilmstir
(Soares ve ark. 1999; Costello ve Plass, 2001). Bununla birlikte baz1 yazarlar genom
capinda hipometilasyon ile onkogen aktivasyonunu muhtemel olmayan veya yetersiz bir
teori olarak tanimlamustir (Esteller, 2002). Kanser baslangici ve gelisiminde gozlenen
hipometilasyonun bir diger sonucu DNA instabilitesidir. DNA metil dondrii SAM’1n
kaynag1 olan folatin eksikligi hipometilasyona neden olmaktadir. Hipometile DNA

zinciri kiriklara zemin olusturur (Clark ve Melki, 2002).
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Promotdr bolgelerdeki CpG adalarmin metilasyonu bir tiimor siipresoriin her iki
allelini de inaktive edebilir (Costello ve Plass, 2001). Bir kanser hiicresinde birden fazla
timor siipresor gen ayni anda hipermetile olabilir. Hiicre dongiisiiniin regiilasyonu,
DNA tamiri, ila¢ direnci, detoksifikasyon, farklilasma, apoptoz, anjiyogenez ve
metastazla alakali genlerin hipermetilasyonu kanser gelisimi ile sonuglanabilmektedir.

(Costello ve Plass 2001).

2.4.3. DNA Metilasyonunun Mutajenik Etkisi

CpG dintikleotidlerindeki 5-metil sitozin spontane deaminasyon ile timin bazina
veya enzimatik deaminasyon ile urasil bazina doniisebilmektedir (Sekil 2.6). Sitozin
timin transversiyonu ekzojenik faktorlerden ziyade endojenik mutajenik stiregler
sonucunda olusmaktadir. Sitozin bazimin metilasyonu G-A transisyon mutasyonunu 12-
42 kat arttirmaktadir. S5-metil sitozinin deaminasyonunun yani sira DNA tamir
mekanizmasinin etkinligi de bu mutasyonun frekansi i¢in 6nemlidir. 5-metil sitozinin
deaminasyonundan kaynaklanan G:T hatali eslesmeleri G:U hatali eslesmelerinden daha
zor tamir edilir ¢linkii urasilin aksine timin normal bir DNA bilesenidir. Sitozinin
urasile enzimatik deaminsyonu metilazlar tarafindan S-adenozil metioninin sinirh

bulundugu kosullarda meydana gelir (Gonzalgo ve Jones, 1997).

(+) SAM o
(+) H20 H
)j/f- ¢ ~H3 ‘N"j"*'a
o~ RS
I
5-mCyt T
b-
() SAM
NH»o (+) H0 y o
N’j’“ (-) NH3 \N)j’H
R
oy Ay
C U

Sekil 2.6. DNA metilasyonunun mutajenik etkisi. a- 5-metil sitozinin spontane
deaminasyon ile timine doniisiimii. b- Sitozinin enzim aracilikli urasile deaminasyonu

(Gonzalgo ve Jones, 1997°den).
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2.4.4. DNA Metilasyonunun Saptanmasinda Kullanilan Yoéntemler

DNA metilasyon paternlerinin saptanmasinda kullanilan metodlar kabaca 3’e
ayrilmaktadrr. (1) Bisiilfit modifikasyonu temelli metodlar, (ii) Restriksiyon enzim
temelli yontemler ve (ii1l) Metile DNA’ya baglanan bir protein alt birim kullanilarak

metile DNA fragmentlerinin alikonmasina dayanan metodlar.

2.4.4.1. Bisiilfit Modifikasyonu Temelli Metodlar

2.4.4.1.1. Bisiilfit Modifikasyonu

Sodyum bisiilfit metodu genomik DNA’daki 5-metil sitozinlerin analizi i¢in en
yaygin olarak kullanilan metoddur (Boyd ve Zon, 2004). Niikleik asitlerdeki sitozin
bazin1 deamine etme 6zelligine sahip olan bisiilfit, 5-metil sitozini degistirememektedir
(Hayatsu ve ark., 2008). Bu deaminasyon sitozini urasile ¢evirir ve izleyen PCR
amplifikasyonu esnasinda urasil timine degisir. Modifiye sitozin bisiilfit varliginda
PCR sonras1 degismeden kalir (Clark ve ark., 2006). Metilasyon spesifik PCR (MSP)
bistilfit reaksiyonunundan sonra metile bolgelere spesifik primerler ile yapilan ve yalniz
bu bolgeleri amplifiye eden duyarli bir metoddur.

Bisiilfit dizileme DNA nin bisiifit ile modifikasyonundan sonra modifiye DNA
ya Ozgl primerler kullanilarak DNA dizi analizinin yapilmasidir. Metilasyon i¢in
bazgifti diizeyinde kantitatif bilgi saglamaktadir ve ‘“golden standart” olarak
nitelendirilmektedir (Eckhardt ve ark. 2006).

MSP (Metilasyon Spesifik PCR) genomik DNA’nin bisiilfit modifikasyonunu
takiben degismis diziye 0zgli PCR iiriinleri elektroforetik yontemlerle degerlendirilir.
Hizli ve duyarlh bir tekniktir fakat nicelikten ¢ok niteliksel bilgi verir (Herman ve ark.
1996).

COBRA (Combined Bisulphite Restriction Analysis ) Bisiilfit ile modifiye
edilen ve uygun primerlerle amplifiye edilen DNA’nin yalnizca anmetile CpG
bolgelerini kesen BstUl enzimi ile kesilmesini takiben kesilen ve kesilmeyen DNA
oraninin southern blot yontemi ile saptanmasina dayanir. Metilasyon diizeyi i¢in

kantitatif bilgi vermektedir (Xiong ve Laird, 1997).

2.4.4.2. Restriksiyon Enzim Temelli Metodlar
DMH (Differential Methylation Hybridization) yonteminde Msel ile parcalara

ayrilmis genomik DNA’ya adaptor oligoniileotidleri baglanir. Daha sonra metilasyona
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duyarli restriksiyon enzimler (BstUl veya McrBC gibi) ile kesime tabi tutulur.
Kesilmeyen DNA PCR ile amplifiye edilir ve mikrogipler iizerine hibridize edilir. Bu
yontem metilasyon farkliliklarinin referans bir 6rnek ile karsilastirilmast igin
kullanilmaktadir (Huang ve ark. 1999).

HELP (Hpall tiny fragment Enrichment by Ligation mediated PCR)
yonteminde genomik DNA Hpall ve onun metilasyona duyarli olmayan izosizomeri
Mspl ile kesimi ve amplifiye edilmis kesim iirlinlerinin mikroarray yontemi ile
karsilagtirilmasi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontem DNA metilasyonunu hem genom
ici hem de genomlar arasi karsilastirilmasii saglar ve kantitatif bir metoddur (Khulan

ve ark., 2006).

2.4.4.3. Metile DNA’ya Baglanan Bir Protein Alt Birim Kullanilarak Metile
DNA Fragmentlerinin Ahlkonmasina Dayanan Metodlar

MIRA (Methylated CpG Island Recovery Assay, Metile CpG adasi tayini)
yontemi, bir metile CpG baglanma kompleksi olan MBD2B ve MBD3L1 proteinlerinin
metile DNA’ya baglanmasmin ardindan DNA’nin Msel enzimi ile fragmente edilmesi
ve olusan uclarin mikroarraya baglanarak analiz edilmesi metodudur. Bu metod tiim
genomun metilasyon profilini saptamaya yonelik bit potansiyele sahip bir metod olma
ozelligini tasimaktadir (Rauch ve Pfeifer, 2010).

MeDIP (Methylated DNA Immuno Precipitation, Metile DNA immiimo
presipitasyonu) S-metil-sitozini tantyan bir monoklonal antikorun kullanildigr bir
alikoyma metodudur. Arastirmalarin sonuglar1 bu metodun tiim genom mikroarray ile
birlestirildiginde tiim genomum metilasyon profilinin saptanmasi i¢in ¢ok giiclii bir

metod olacag1 yoniindedir (Zilberman ve ark., 2007; Zhang ve ark., 20006).

2.5. Tez Kapsaminda Promotor Hipermetilasyonu Arastirllan Tiimor

Siipresor Genler

2.5.1. MGMT

Hiicre boliinme siirecinde genomun kararliligi ve biitlinliigli DNA tamir genleri
tarafindan korunur ve bu genlerdeki genetik degisimler diger genlerin fonksiyonlarmni
etkiler ve mutasyon hizim arttirirlar (Zhong ve ark., 2010). DNA tamiri konusunda en
biiyiik ilgi hatali eslesme, rekombinasyon ve baz ekzisyon tamir mekanizmalaria

yonlenmis durumdadir. Bu mekanizmalar insan kanserlerinin baglama ve ilerlemesinde
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acik bir 6neme sahip olmakla birlikte daha az calisilmigs 6nemli mekanizmalardan biri
de DNA’nin alkilleyici ajanlarm tehtidinden korunmasidir (Esteller ve Herman 2004).
Bu ajanlarm varliginda DNA’daki guanin bazinm O° pozisyonundan alkillenmesi
mutasyonlarin olusumu ve dolayisiyla kanser agisindan kritik bir olaydir (Sakumi ve
ark., 1997). O%-alkil guanin (¢cogunlukla O°-metil guanin seklinde olusur) replikasyon
esnasinda timinle eslesir ve guanin-sitozin baz ¢iftinin adenin-timin baz ciftine
déniisiimiine neden olur (Sekil 2.7) (Zhong ve ark., 2010). Ayrica baz1 O°-alkil guanin
DNA niikleotidleri (6zellikle O°-kloroguanin) karsilaridakidaki sitozin bazi ile ¢apraz
baglar kurarak replikasyonu bloke edebilirler (Esteller ve Herman 2004). Bu etkileri
ortadan kaldirmak i¢in organizmalar DNA’da olusan 06-a1kilguaninleri tamir eden bir
mekanizmaya sahiptir. O°~-metil guanin DNA metiltransferaz enzimi (MGMT) O°-alkil
guaninden alkil gruplarmn transferi ve daha az siklikta metile olan O*-metil timinin tek
basamakl1 bir reaksiyonla tamirini katalizler (Sekiguchi ve ark., 1996). Bu transfer
MGMT’yi geri doniisiimsiiz olarak inaktive eder. Tamirden sonra alkillenmis MGMT

DNA’dan ayrilir, tibikiitinlenir ve pargalanir (Sekil 2.8) (Srivengupal ve ark., 1996).

NORMAL HUCRE KANSER HUCRESI
Metilasyon-, Transkripsiyon+ Metilasyon+ Transkripsiyon-
——
+«—— MGMT Gen ——
Yabanil-tip kodon Promutajenik olusum Nitratlar, Promutajenik olusum
Alkilleyici ajanlar

0°MG
Adenin
olarak
okunur

Sekil 2.7 MGMT geninin aktif oldugu durumda promutajenik olusumlari
engellemesi (solda) ve alkilleyici ajanlar1 uzaklastiramadig1 hipermetile durumda G:A

transisyonunun olusumu.
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Sekil 2.8 DNA’daki metile bazlarin tamiri. Basit metilleyici ajanlara maruz
kalma c¢ift zincirli DNA’da  O°-metilguanin (O°meG) ve 3-metil adenin (3meA)
olusumuna neden olurken, tek zincirli DNA’da 1-metiladenin (1meA) ve 3-metilsitozin
(3meC) olusumuna neden olmaktadrr. O°meG, metil grubunun enzimin aktif
merkezindeki Cys aminoasitine transfer edilerek, MGMT tarafindan dogrudan demetile

edilir (Sedgwick ve ark., 2007, degistirildi).

MGMT geninin insan genomundaki lokalizasyonu 1992 yilinda Natarjan ve ark.
tarafindan in sitii hibridizasyon yontemi ile 10q26 olarak bildirilmistir (Natarajan ve
ark., 1992). MGMT geni yaklagik olarak 300kb biiyiikliglindedir ve 5 ekzon
icermektedir. MGMT mRNA’s1 866bg biiyiikliigiindedir ve 270 amino asitlik bir protein
kodlamaktadir (Esteller ve Herman, 2004). MGMT gen promotoriic TATA ve CAAT
kutularindan yoksundur ve guanin ve sitozince zengin bir CpG adasi1 igermektedir
(Takai ve Jones, 2002). Maksimal aktiviteye sahip promotér genin 5’ ucunda
transkripsiyon baslama bolgesinden 1kb upstream ve 200kb downstream arasinda yer
almaktadir. Promotér, bir minimal promotor, enhanser, glikokortikoid responsif
elementler ve gesitli transkripsiyon faktér baglanma bolgeleri igermektedir (Harris ve
ark., 1991; 1994).

MGMT ekspresyonu hem normal dokularda hem de tiimdr hiicrelerinde ¢ok
degiskendir. Insan tiimér hiicre hatlarmimn %20’si MGMT ekspresyonundan yoksundur.
MGMT ekspresyonundan yoksun bu hiicre hatlarinda hi¢bir delesyon veya biiyiik ¢apta
yeniden diizenlenme gozlenmemistir. MGMT promotorii ile ilgili yapilan bu
calismalarda promotore baglanan faktdrlerin etkisinin olmadig1 ve gen susturulmasinin
cis-elementlerin CpG metilasyonu ya da kromatin degisimi gibi mekanizmalar sonucu
olacag ileri stirimiistiir (Bhakat ve Mitra, 2000). MGMT promotor bolgesi siki sarilmig
heterokromatin igerir ve MGMT inaktif hiicrelerde ekzojen niikleazlar ve SP1
transkripsiyon faktorlerinin bolgeye ulagmasi ¢ok zordur. Aksine MGMT eksprese eden

hiicrelerde promotor acik bir kromatin igerir ve niikleozom bulundurmaz (Costello ve
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ark 1994a, 1994b; Pieper ve ark., 1996; Patel ve ark 1997). MGMT promotoriindeki
CpG adaciklar1 yaklasik 780b¢ uzunluktadir ve 97 adet CpG diniikleotid igerir.
MGMT nin transkripsiyonel olarak inaktif oldugu 20 den fazla hiicre hattindaki her bir
CpG’nin kesin metilasyon diizeyi bildirilmistir. Bu rapora gore ada iki hipermetilasyon
bolgesine ayrilmaktadir (Qian ve Brent, 1997; Wats ve ark., 1997; Nakagawachi ve ark.,
2003 ). Lusiferaz deneyleri her bir bolgenin hipermetilasyonunun promotor aktivitesini
baskilamak icin yeterli oldugunu gostermistir (Nakagawachi ve ark., 2003). Bununla
birlikte hiicre hatlar1 icinde DNA metilasyon diizeyi tamamen metile CpG adalar1 ve

gen inaktivasyonunu etkilemeyen hipometilasyon igeren varyantlar gézlenmistir.

2.5.2. HIC1

HIC-1 (Hypermethylated in cancer 1) 17. Kromozomun kisa kolunda (17p13.3)
lokalize ve insan tlimorlerinin ¢ogunda hipermetile veya delesif olan bir timor
siipresordiir (Pinte ve ark, 2004). 1996 yilinda Phillips ve ark., ilk olarak over
kanserinde kromozom 17 nin allelik kaybini bildirmislerdir. 1995 yilinda Walles ve ark.
HIC-1’1 P53 tarafindan aktive edilen 17p13.3 de yerlesik bir aday timor siipresor olarak
tanimlamiglardir.

HIC-1 geni 4589b¢ biiyiikliigiinde iki ekzona sahip bir gendir. ik ekzon
alternatif formlara sahipken ikinci ekzon degismezdir ve 3’ transle olmayan bolge
tarafindan izlenir (Carter ve ark. 2000; Guerardel ve ark., 2001). Insan HIC-1 geni iig
promotdre sahiptir. Her bir promotor farkli alternatif kesim varyantlar1 olusturmaktadir.
Ik varyant olan ekzonla kodlama yapmaz ve guanin ve sitozince zengin P1 promotorii
ile baglar. Ekzonlb TATA promotor olarak adlandirilan PO ile baslar ve kodlama yapar.
Ekzon Ic ve internal kesim ile olusan ekzonlar olan ekzon 1d ve ekzon le guanin ve
sitozince zengin li¢lincli promotdr olan P2 ile transkribe olurlar (Sekil 2.9). P2 promotor
ile baglayan transkriptler yalnizca hassas RT-PCR analizleri ile saptanabilirken 1a ve 1b
transkriptleri nothern blot analizler ile saptanabilirler. Normal dokularda
transkripsiyonu P53 ile diizenlenen la transkripti daha fazla miktarda bulunmaktadir
(Pinte ve ark., 2004; Carter ve ark., 2000; Guerardel ve ark., 2001).

HIC-1 proteini, 733 amino asit biiyiikliigiinde ve 76468 Da’luk sekans spesifik
bir transkripsiyonel represdrdiir. Ug ana fonksiyonel alt birim igerir:

1) N terminal BTB/POZ domeini: 120 amino asit biiyiikliigiindedir. Protein-

protein etkilesimlerinde direk veya indirekt (konformasyonel etkilerle) rol alan bir
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dimerizasyon domeinidir. Bu bdlge ayn1 zamanda otonom transkripsiyonel represyon
bolgesidir.

i1) C-terminal DNA baglama alt birimi: dort adet sekans spesifik DNA
baglanma 6zelliginde ¢inko parmak (zinc finger) motifi i¢erir. HIRE (HIC1 responsive
element) olarak adlandirilan DNA dizilerine baglanir.

iii) HIC1 merkezi bdlgesi: Ikinci otonomal transkripsiyon bolgesini igerir.

HIC1 hedef genleri:

HIC1’in hedef genlerinden olan SIRT1 geni hiicresel regiilasyonda gorev alan
proteinlerin deasetilasyonunda rol alir. Promotoriiniin 5’ucunda iki adet HiRE
bulunmaktadir. ikinci HIC1 hedef geni embriyonel dénemde kan damarlarmin
gelismesi ve tiimor anjiyogenejinde anahtar rol oynayan FGF-BP1 (Fibroblast Growth
Factor Binding Protein 1) proteinidir. Sinir hiicrelerinin diizenli gelisiminde rol alan bir
tanskripsiyon faktorii olan Atonal Homolog 1 (Atohl/Mathl) promd6tdr bolgesinde iki
adet HiRE bulundurmaktadir.

2.5.2.1. Kanserlerde HIC1 inaktivasyonu

HIC1’in tiimor siipresor gen olarak kabuliinii takiben bu genin epigenetik
inaktivasyonu prostat kanseri (Morton ve ark., 1996), akciger kanseri (Eguchi ve ark.,
1997) ve karaciger kanseri gibi pek c¢ok kanser tiirtinde belirlenmistir. HIC1 promotoér
hipermetilasyon diizeyi degiskenlik gostermektedir ve daha yogun metilasyon diizeyi
timoOr agresifligini arttrmakta ve ortalama sagkalim siiresini azaltmaktadir (Walles ve
ark., 1995) (Nicoll ve ark., 2001) (Hayashi ve ark.., 2001) (Rood ve ark., 2002) (Waha
ve ark., 2004). HIC1 promotdrii ayrica P53 proteini i¢in bir baglanma bdlgesi
icermektedir ve P53’lin bu bolgeye baglanmasi HIC1 ekspresyonunu aktive eder

(Walles ve ark., 1995).

2.5.3. DAPK1

DAP kinaz geni ilk olarak 1990’I1 yillarin ortalarinda HeLa hiicrelerinde
interferon (IFN)-y aracilikli hiicre 6limi i¢in gerekli olan genleri belirlemek igin
kullanilan bir antisens kiitliphanesindeki genetik taramada kesfedildi (Bialik ve Kimchi,
2004, 2006). DAP kinaz geni programli hiicre Oliimiiniin pozitif aracisi olarak

fonksiyon goren Ca’’/kalmodiilin (CaM) bagimli bir serin/treonin kinazdir. DAPK
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sitoplazmada aktin mikroflamentlerine bagli olarak bulunur.

DAPK geni 9q34.1°de lokalizedir. 210kb biiyiikliigiindedir ve promotoériinde bir
TATA kutusu bulundurmaktadir. Ekzon 2’nin baslama bdlgesinden 1800bg¢ uzakta
yerlesmis bir SP1 ve AP2 baglanma bolgesi ve CAAT kutusu bulunmaktadir. Genin
translasyonel baslama bolgesinin 590 bg iist ucunda 46 CpG diniikleotid igeren bir
CpG adas1 ayrica bu bolgenin 1000 bg iist tarafinda 100 CpG’den olusan ikinci bir CpG
adast bulunmaktadir. Giinlimiize kadar yapilan calismalar 590 b¢’deki CpG adasinin
transkripsiyonel kontroldeki onemine isaret etmektedir (Schneider- Stock ve ark.,

2004).

p2(Gc) P1(G-C) po(tara)
ATG ATG TAG poly A

el | signal
s s ZF| —
1b []

1a

Ic

1d

le

Exons 1
Sekil 2.9 Ug farkli promotdr tarafindan baslatilan heterojen 5° uca sahip HIC1

transkriptleri. Cesitli alternatif ekzon 1 iki kesim varyant1 goriilmektedir (Pinte ve ark.,

2004.)

DAP kinaz protein ailesi, proapoptotik serin/treonin kinazlar ailesinin bir alt
ailesidir, 5 tiyeden olusmaktadir. DAPK-1 (kalsiyum kalmodiilince serin/treonin protein
kinaz), DRP1 (Death associated protein kinase related protein 1), DAPK2 (Death
associateed protein kinase 2) DIK/ZIP kinaz (DAP like kinaz/zipper interacting protein
kinase) ve DRAK1,2 (DAP kinase related apoptosis-inducing kinase 1 and 2). Ailenin
tim Ttyeleri cogunlukla N-terminal kinaz domeini ile smirli bir dizi homolojisi

gosterirler (Schneider- Stock ve ark., 2004).
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DAPKI proteini sitoplazmada aktin mikroflamentlere bagli olarak bulunur.
DAPKI’in apoptotik fonksiyonu siki kontrol altindadir. Bir taraftan normal biiylime
kosullarinda fonksiyonu baskilanirken diger taraftan uygun apoptotik sinyal varliginda
hizla aktive olmaktadir (Shohat ve ark., 2001).

DAPKI proteininin katalitik alt birimi N-terminalinde bulunmaktadir, 11 alt
birimden olusur ve tipik serin/treonin kinaz yapisina sahiptir. Kinaz domeini kalmodiilin
regiilator bolge tarafindan takip edilir (CaM baglanma bdlgesi). Bu bdlge 8 adet ankirin
tekrar1 ve 2 p-loop motifi tarafindan izlenir. P-loop bdlgesinden sonra sitoiskelete
baglanma bolgesi ve son olarak C-terminalinde bir 6lim domeini (Death domein)
bulunmaktadir (Sekil 2.10) (Cohen ve ark., 1997).

DAPK fonksiyonunun iki regiilasyon bi¢imi vardwr. Ilki, CaM diizenleyici
segment ile yapilmaktadir. Ca™ ile aktive olmus CaM’m, otoinhibisyon etkisine sahip
bu bolgeye baglanmasi DAP kinazi aktive eder. Ikinci regiilasyon bigimi
otofosforilasyon seklindedir. Otofosforilasyon bolgesi CaM diizenleyici segmentin

icinde Ser’”® olarak haritalanmustir. Ser’*®

otofosforilasyonu proteinin kalmodiiline olan
affinitesini azaltir ve DAPK1 in katalitik etkisini zayiflatir (Shohat ve ark., 2001, Chen
ve ark., 2006). DAPK1’in yapisindaki ankirin tekrarlar1 aktin mikroflamentleri tizerinde
kinazin dogru yerlesimi i¢in gereklidir. Ankirin tekrarlari; hiicre-hiicre sinyalizasyonu,
hiicre iskeleti ile biitiinliikk saglama, transkripsiyon ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi,
inflammasyona cevap gibi islevleri olan bir¢ok farkli proteinde bulunmaktadir.
Enzimatik aktiviteleri yoktur ve 0zgiil protein-protein etkilesimine aracilik ederler

(Mosavi ve ark., 2004).

2.5.3.1. DAPKY’in Gorevleri

DAPKI1, apoptoz, otofaji ve immiin cevap gibi farkl hiicresel fonksiyonlarda
gorev almaktadir. DAPK ekspresyonu ve apoptotik aktivitesi transforme edici biiyiime
faktorii B (TGF-B) ve P53’i aktive eden uyaranlar tarafindan arttirilir. Diger 6liim
sinyaller1 E2F ve Myc gibi onkogen ekspresyonlar: arttiginda DAPK1 ekspresyonunu
uyartr (Sekil 2.11).

2.5.3.1.1. DAPK1 ve Apoptoz
DAPKI programli hiicre 6liimii olan apoptozda hem dissal (extrinsic) hem de
icsel (intrinsic, mitokondriyel yolak) yolaklarda islev goriir. DAPKI1 bash¢a IFNy

aracilikli apoptozun pozitif diizenleyicisidir ve p53 ve pl19**" bagimli bir aktivite

24



gosterir. In vitro kinaz deneylerinde DAPK1’in pl19**™

u fosforile edebildigi
gosterilmistir. Myc ve E2F gibi onkogenlerin overekspresyonu DAPKI1 ifadesini
arttrmaktadir (Sekil 11). Ekstraselliiler ligantlarin hiicre ylizeyi 6liim reseptdrlerine
baglanmasi ile baslayan dis yolakta, DAPKI1’in FAS reseptorine FADD/MORTI1 ve
prokaspaz 8 veya 10’un baglanmasi ile olusan Oliim sinyal kompleksine etki ettigi
diisiiniilmektedir (Voso ve ark 2006). Igsel yolakta DAPKI1 mitokondriyal TGF-

yolaginda islev gormektedir. TGF- , DAPK1’in ekspresyonunu indiiklemektedir.

CaM Reglilasyonu P-Looplar
l l Hiicre iskeleti Olim
Kinaz alt birimi Ankirin Tekrarlar baglanma bélgesi alt birimi
1 200 400 600 800 1000 1200 1423
Oto-inhibisyon CaM tanima

Sekil 2.10 DAPKI proteininin segmental yapisi. Tim kalmodulin (CaM)
tarafindan regilile edilen serin/treonin protein kinazlar gibi 165000 molekiiler
agirhigindaki DAPK1 bir ¢ekirdek katalitik kinaz alt birimine (kirmizi) ve bir CaM
tanima ve  otoinhibisyon segmentleri iceren CaM regiilatér alt birimi (sari)
icermektedir. Katalitik alt birim substrat 6zgiilliigii ve CaM regulasyon alt birimi kizaz
aktivitesinin regulasyonundan sorumludur. DAPK1, diger ptoteinlerle olan etkilesim ve
hiicre i¢indeki lokalizasyonu kontrol eden katalitik olmayan bir dizi alt {initeye de
sahiptir. Bu alt birimler, ankirin tekraralar1 (yesil), P-Looplar (siyah), sitoiskelet
baglanma bolgesi (mor) va 6lim domeinidir (mavi). Numaralar aminoasitlere isaret

etmektedir. (Van Eldik, 2002).

2.5.3.1.2. DAPKI1 ve Otofaji
Otofaji genellikle hiicresel acliga karsilik olarak gelisen protein ve organel
sindirimidir. Baz1 hiicre tiplerinde DAPK1’in asir1 ekspresyonu otofajik vezikiillerin

gozlenmesine neden olmustur (Lin, 2009).
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2.5.4. SFRP2

Secreted frizzled- related proteinler (SFRPs) Wnt ligantlarmnimn, frizzled (fz)
membran reseptOrlerini uyarmas: ile baslayan Wnt sinyal iletim yolaklarinin
diizenleyicileridir. Wnt sinyal iletim yolaklar1 embriyonik donemde hiicre omrii,
polaritesi ve adezyonundan, tlimorigenez ve apoptoza pek ¢ok biyolojik islemde rol

almaktadir (Kikuchi ve Yamamoto, 2008).

Qo> =D
N

DAP-kinase
MDM2 |—p19 MLC
J_ (b)
p53

&,
/ $ > Sitoiskelet yeniden yapilandiriimasi,
< Apar,, sitokinez inhibisyonu
caspases

Apoptoz

Sekil 2.11 Dap-kinaz proteinlerinin apoptozdaki rolii. Artmis Myc ve E2F
ekspresyonu hem otofosforilasyon ile Miyozin hafif zinciri ile etkilesime girerek hiicre
hareketlenmesini engeller. Hem de pl9 tizerinden MDM2 yi inaktive ederek p53 iin

stabilize olmasini ve apoptozun baslamasini aktive eder.

2.5.4.1. Wnt Sinyal Iletim Yolag1

Wnt kisaltmasi, mutasyonlart Wg (Wingless, kanatsiz) ve Int fenotipleri ile
sonuclanan deneyler iizerine ilgili yolaga verilen addir (Klaus ve Birchmeier, 2008).
Kanatsiz (wingless) geni Drosophila melanogaster de ilk olarak kanatlar1 ve halter
olusumunu etkileyen resesif mutasyonlar sonucu bulunan bir gendir. Daha sonra ayni
organizmada embriyogenez esnasinda fonksiyon gdren segment polarite geni olarak
tanimlanmigtir. INT genleri omurgali genleri olarak tanimlanmistir ve Int-1 geni ve
wingless geninin protein dizi benzerlikleri nedeni ile homolog (kokendes) oldugu ileri
stirtilmiistiir (Logan ve Nusse, 2004; Klaus ve Birchmeier, 2008).

Organizmalarda Wnt/B-katenin sinyal yolu (canonical signal pathway), hiicre
polaritesinin saglanmasinda rol oynayan sinyal yolu (non-canonical pathway) ve

Wht/kalsiyum (Ca™) sinyal yolu olmak iizere ii¢ ¢esit Wnt sinyal yolagi bulunmaktadur.
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Wnt sinyal yolaklari, ergin donemde kendini yenileyen hiicrelerin adezyonunda, hedef
hiicre genlerinin transkripsiyonunun kontrol edilmesinde, embriyonik donemdeki
hiicrelerde ise hiicre polaritesinin, proliferasyonunun saglanmasinda, farklilasmada ve

hiicre go¢iinde onemli dl¢iide rol oynamaktadir (Tanir ve Demirezen, 2009).

2.5.4.2. Wnt Sinyal Iletim Yolagi Elemanlar

Wnt/B-katenin sinyal yollagi (canonical signal pathway) ilgili Wnt ligantinin
hedef Fz reseptoriine baglanmasi ve membranda bulunan diisiikk yogunluklu lipoprotein
reseptor baglantili proteinlerinden (LRP5 ve LRP6) biri ile kompleks olusturmas ile
baglar. Bu etkilesim ilk kararin verilmesini ve sinyalin regiilator sinyal iletim
sistemlerinden hangisini kullanacagini belirler. Siirecin sonunda intrasellular f-katenin
stabilize olur. Wnt sinyalinin yoklugunda B-katenin proteozom sistem {iibikiitinasyonu
ile degrade edilir (Sekil 2.12). Wnt sinyal iletim yolagi, Wnt ligant ve reseptorleri,
downstream reseptdr kompleksi, multiprotein kompleksi, niikleer bilesenler ve hiicre

dis1 Wnt inhibitorlerinden olusmaktadir.

2.5.4.2.1. Wnt Ligant ve Reseptorleri

2.5.4.2.1.1. Wnt Ligantlan

Wnt genleri tarafindan kodlanan Wnt protein ailesi iiyelerinden her biri, yaklasik
350 aminoasitten meydana gelmistir ve 23-25 adet sistein aminoasitine sahiptir. Sahip
olduklar1 bu sistein aminoasitleri (sOlenterlerden insana kadar) Wnt proteinin hedef
hiicre zar1 ile etkilesimini sagladigindan evrimsel acidan oldukca iyi korunmustur.
Glinlimiize kadar 19 Wnt proteini karakterize edilmistir. Wnt polipeptid zinciri
olustuktan sonra, N terminalinde bulunan hidrofobik sinyal sekanslar1 ile endoplazmik
retikulum (ER)’a gonderilir. Son seklini almamis olan Wnt, ER’de ¢esitli post-
translasyonel modifikasyonlar gegirerek ekzositoz ile hiicreler arasi bosluga salinir ve
Wnt sinyal yolunda gorev alacak hale gelir. Bu modifikasyonlar; glikozilasyon ve lipid

modifikasyondur (Coudreuse ve Korswagen, 2007; Tanir ve Demirezen, 2009).

2.5.4.2.1.2. Wnt Reseptorleri
Wnt yolagmin reseptorleri hedef hiicre zarinda bulunan Frizzled (Fz) proteinleri
ve diistik yogunluklu lipoproteinreseptor iligkili protein 5 ve 6°dir (Low-density

lipoprotein receptor-related protein, LRP5/6). Fz proteinlerin hiicre dis1 sisteince zengin
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alt birimi ve transmembran alt birimi gii¢lii bir sekilde korunmus olmasma ragmen
ligant spesifitesi ve fonksiyon olarak degiskenlik gostermektedirler. LRP uzun bir
transmembran proteindir ve hiicre dist alt birimi Wnt ile dogrudan baglanararak Fz
reseptor ile liclii kompleks olusturmaktadir (Tamai et al., 2000). LRP’nin hiicre i¢i alt
birimi aksin proteini ile baglanmaktadir. Olusan Fz-Wnt-LRP kompleksi aksini aktive
ederek p-katenini multiprotein kompleksinden ayirrr ve Wnt hedef genlerinin

transkripsiyonu baslar. (Mao ve ark., 2001).

2.5.4.2.2. Downstream Reseptor Kompleksi

Drosophila’da Dsh ve omurgalilarda Dvl genleri sitoplazmik bir fosfoprotein
kodlar ve Wnt yolagmin pozitif aracisidir. Omurgalilarda 3 homologu tanimlanmistir
(DVL1-3). Wnt sinyalinin varliginda Dsh/Dvl kazein kinaz 1’e (CK1) baglanir. Bu
baglanma B-kateninin serin 45 pozisyonundan posforile olmasini engeller ve - katenin

stabilizasyonunu saglayarak yolagi aktive eder.

2.5.4.2.3. Multiprotein Kompleksi

B-kateninin stabilizasyonu [-katenin, aksin, APC (adenomatoz poliposis koli)
ve GSK-3p’dan (Glikojen sentaz kinaz) olusan bir kompleks tarafinda diizenlenir
(Schwarz-Romond ve ark., 2002). GSK-3p Serin treonin protein kinaz ailesinin bir
iiyesidir ve proteozom degradasyonunudan dnce B-katenin, aksin ve APC’ yi fosforile
eder. Aksin Wnt sinyal iletim yolaginin negatif regiilatoriidiir ve protein komleksini bir
arada tutmaktadir. B-katenin, bu sinyal yolunda anahtar rol oynayan sitozolik bir
proteindir (Willert ve Nusse, 1998). Fosforillenmeyen B-katenin, proteozomlarda
parcalanamaz ve sitozolde birikir. Biriken B-kateninin bir kismi, ¢ekirdek zarindan
cekirdege girerek, burada bulunan transkripsiyon faktorlerini (TCF/LEF-1) aktive eder
ve Wnt sinyal yolunun hedef genlerinin transkripsiyonunu baslatir (Huelsken ve

Behrens, 2002).

2.5.4.2.4. Niikleer Bilesenler

TCF/LEF transkripsiyon faktorleri Wnt sinyal iletiminin niikleer bilesenleridir.
Wnat sinyali ile, TCF/LEF, B- katenin, BCL-9, Pygo ve CBP ile kompleks olusturarak c-
myc, siklin D1 matriks metalloproteinazlar gibi hedef genlerin ekspresyonunun baslatir.
Wnt sinyalinin yoklugunda TCF/LEF proteinleri, histon deasetilasyonu ve kromatin

kondensasyonunu aktive eden TLE1 ve C-terminal baglanma proteini (CtBP) gibi ko-
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represoOr proteinlerle baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu baskilar (MacDonald

ve ark. 2009).

Ceec)
SO |

birikimi

Degradasyon

Hedef genler

Sekil 2.12 Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin sematik gosterimi. Sol tarafta
Wnt ligantmin yoklugunda sitozolde aksin, APC, GSK-3, Ckl ve katenin sitozol
kompleksi olusur. Katenin, GSK3 ve CK1 tarafindan fosforillenir ve TrCP araciligiyla
proteozom tarafindan degrade edilir. Sag tarafta, Wnt ligantinin varlginda sinyal, Fz
reseptor ve LRP5/6 ko-reseptor kompleksi indiikler, Ckl ve GSK3 LRP6’y1 fosforile
eder ve aksini de iceren protein kompleksi sitozolden hiicre membranina transloke olur.
Membran iizerinde Fz, aksin ve fosforile LRP5/6’nin baglanmasi Dsh proteininin
varligini gerektirir. B- katenin niikleusa geger, burada LEF ve TCF ile kompleks kurarak

hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir.

2.5.4.2.5. Hiicre Dis1 Wnt Inhibitorleri

Wnt inhibitorleri (antagonistleri) iki fonksiyonel sinifa ayrilabilir: SFRP sinifi ve
Dikkopf smifi. SFRP smifi, SFRP ailesi, WIF-1 ve Cerberus proteinlerini igerir ve
dogrudan Wnt ligantlarina baglanarak Wnt-reseptdor kompleksinin olugmasini
engellerken Dikkopf sinifi iiyeleri Wnt reseptor kompleksinin LRPS/LRP6 bilesenlerine
baglanarak sinyal iletimini inhibe ederler (Kawano ve Kypta, 2003).
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2.5.4.2.5.1. SFRP Ailesi
SFRP ailesinin bilinen 6 iiyesi mevcuttur. Bu bes SFRP proteini 1’den 5 e kadar
numaralandirilarak isimlendirilmistir. Memelilerde bulunmayan 3 iiye ise Sizzledl,

Sizzled2 ve Greccent olarak isimlendirilmistir.

sfRP [ CRD ]

Frizzled [[___CRD ]

Sekil 2.13 SFRP proteinleri ve Fz reseptorlerinin sematik gosterimi. SFRP
proteinleri Fz reseptorleri ile CRD (sisteince zengin alt birim) altbirimi ile iligki kurar.

NTR: Netrin benzeri alt birim, CD: sitoplazmik alt birim (Kawano ve Kypta, 2003).

SFRP proteinlerinin N terminalinde CRD (cysteine-rich domein, Sisteince
zengin alt birim) ve C terminalinde ise NTR (Netrin benzeri alt {inite) alt birimi
bulunmaktadir (Sekil 2.13). CRD alt birimi Fz proteinleri ile %30-50 dizi benzerligine
sahiptir ve 10 korunmus sistein amino asiti icerir. SFRP’ lerin Wnt ligantlar1 ile
etkileserek yolagi inhibe ettikleri goriisii agir basmaktadir. NTR alt birimi akson
yonlendirici protein netrin ile dizi benzerligine sahiptir. Alt1 adet korunmus sistein
amino asiti ve bazi doku metalloproteazlarin doku inhibitorlerinde goriilen hidrofobik
aminoasitler bu alt birimde gozlenmektedir.

SFRP’ler bir goriise gore Wnt sinyal aktivitesinin morfogenetik gradientini
kontrol etmektedir. SFRP ekspresyonu gelisen organizmalarda Wnt aktivitesini
sinirlayarak smirlarin  belirlenmesini saglar. Bdylece SFRP ekspresyon gradienti
Wnt’nin ayn1 miktarda eksprese edildigi dokularda aktif Wnt protein gradientine neden
olmaktadir (Kawano ve Kypta, 2003).

Tim SFRP genleri farkli kromozomlar lizerinde bulunmaktadir. SFRP2 (SDF-5,
sFRP-2, SARP1) geni 4q31.3’de lokalizedir. Yaklasik 2.2kb biiyiikliigiinde bir mRNA
kodlar. Baslica Kolon, ince barsak, retina, kalp, beyin ve pankreasta eksprese edilir.
SFRP2 proteini 295 amino asitten olugsmaktadir ve 33.5kDa’dur (Jones ve Jomary,

2002).
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2.5.5. p16™*** Geni

p16™5* proteini (CDKN2A) hiicre boliinmesinin G1 evresinde CDK4/6 (siklin
bagimli kinaz4 ve 6) ve D tip siklinlerin etkilesimini engelleyen bdylece RB proteininin
fosforilasyonunu bloke eden bir siklin bagimli kinaz inhibitoriidiir (CKI) (Chin et al,
1998). INK4o/ARF lokusu i¢inde yerlesmistir. INK4a/ARF lokusu insanlarda
kromozom 9p21 bolgesinde bulunmaktadir. Bu lokusun delesyonu glioblastoma,
pankreatik adenokarsinom, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri ve mesane kanserini
iceren pek cok kanser tiiriinde yiiksek frekansla gozlenmektedir (Sharpless, 2005).
INK4a/ARF lokusu yaklasik 30kb biiylikliiglindedir ve alternatif okuma c¢ergeveleri ile
kodlanan pl16 ve ARF (P19) genlerini sifreleyen 4 ekzon igerir. Ekzon 2 ve 3 pl6 ve
ARF (P19) tarafindan paylasilmaktadir (Sekil 2.14) (Kim ve Sharpless, 2006).

INK4a/ARF Locus

p1 6I-\1K4a p14ARF
Cyclin D
CDK4/6 e
pRB p53

Sekil 2.14 INK4a/ARF lokusu, p14**" (mavi) ve p16™*** (kirmiz1) igin iki agik okuma
cercevesi icerir. Her iki proteinin ikinci ve iigiincii ekzonlar1 aynidir. Ik ekzon alternatif
kesim ile olusur ve iki proteinin farkli fonksiyonlarindan sorumludur. p16™*** RB
proteinini fosforile eden CDK/4 ve 6’y1 inhibe ederken, pl14™% p53’in MDM2
araciliklt degradasyonunu inhibe eder (Sharpless, 2005).

Insan p16 proteini 156 amino asit icerir (Ruas ve Peters, 1998). Hiicrede p16
miktarmin artmast CDK4-6/p16 kompleksinin olusumunda artis ve CDK4-6/siklin D
komleksinin olusumunda azalma ile sonuglanir. Daha sonra serbest siklin D bir
ubikiitin bagimli proteozom kompleks tarafindan parcalanir (Diehl ve ark, 1997). Siklin

D’nin ortamdan uzaklastirilmasi p27°’nin birikmesine neden olur ve boylece hem
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CDK2/siklin E hem de CDK2/siklin A bagimli RB fosforilasyonu engellenir. Sonug
olarak pl16 E2F bagiml transkripsiyonu engeller ve hiicre dongiisiinii G1/S noktasinda
bloke eder (Sekil 2.15) (Zhang ve ark., 1999).

Bu giine kadar p16 genindeki 59 CpG adasmin bas ve boyun, akciger kolon ve
mesane kanserlerinde pl6’nin transkripsiyonunun tamamen durdurulmasiyla iliskili
oldugu bulunmustur (Shapiro ve ark., 1995; Maesawa ve ark., 1996; Costello ve ark.,

1996; Rocco ve Sidransky, 2001).

CDK4/6 CYCLIND

e
|

Y D

CDK4/6 cwm@

prc
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Cﬁen ekspresyon diizeyi deﬁi@

Hiicre déngisiiniin devami
Hiicre bsliinmesi
Apoptozun baskilanmasi

Sekil 2.15 Rb—p16™5*— Tiimér siipressor yolag: hiicre boliinmesini uyaran ve apoptozu
engellemekten sorumlu E2F ailesi trankripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu inhibe

etmektedir (Poulsen ve ark., 2008).
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3. MATERYAL ve METOD:

Bu arastirmada kolorektal kanser tanist almis 93 hastaya ait kolorektal kanser
dokularinda ve 14 hastaya ait normal kolon mukozasinda iki farkli onkogenin yapisal
mutasyonu (KRAS ve BRAF onkogenleri) ve 5 farkli tiimér siipresor genin (HICI,
MGMT, SFRP2, DAPKI1, P16) promotdr bolge hipermetilasyon sikliklar1 arastirilmistir.
KRAS geninde exon 2’ye ait kodon 12 ve 13 mutasyonlar1 (Cizelge 3.1) revers
hibridizasyon strip test teknigi ile saptanmistir. BRAF geni V60OE mutasyonu PCR-
RFLP yOntemi kullanilarak saptanmistir. Timor slipresor gen  promotor
hipermetilasyonlar1 genomik DNA’nin bisiilfit yontemi ile modifikasyonunu takiben

MSP (Metil spesifik PCR) yontemi ile belirlenmistir.

3.1. Hasta Grubu

Arastirmaya CU Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Genel Cerrahi
Anabilim Dalinda kolorektal kanser tanisi almis 93 hasta dahil edildi. Arastirma
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar1 Degerlendirme Kurulu
tarafindan 21.04.2010 tarih ve 2010/29 sayili karar ile etik agidan uygun bulunmustur.
Total genomik DNA izolasyonlar1 ve hedef genler acgisindan genotipleme hastalara ait
timor dokularindan yapildi. Kullanilan dokularin 85 tanesi taze tiimor dokusu ve 8
tanesi ise formalin ile fiske edilmis ve parafine gomiilerek saklanmis (FFPE) kolorektal
kanser dokusu idi. Kolorektal kanser tanisi almis hastalara ait parafin bloklardan,
mikroskobik olarak normal oldugu saptanan 14 kolon mukozalarindan da DNA izole
edilerek calismaya eklendi. Taze tiimor dokular1t DNA izolasyonuna kadar %98’lik etil

alkol icerisinde ve -20°C’de sakland:.

3.2.  Tiimor Dokularindan Genomik DNA izolasyonu

Total genomik DNA taze tiimdr dokularindan Invisorb Spin Blood (invitek,
Avusturya) kit kullanilarak izole edildi. 50 6rneklik kit igerigi asagidaki gibidir:

1) Proteinaz K, 1ml(10pg/pl)

2) Liziz tamponu (Lysis Buffer A), 15ml

3) Baglama tamponu (Binding Buffer B6), 30ml

4) Eliisyon tamponu (Eluotion Buffer D), 15ml

5) Yikama Tamponu I, 30ml (Kullanilmadan 6nce 30ml %100’lik etil alkol

eklenir)
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6) Yikama Tamponu II,18ml (Kullanilmadan 6nce 42ml %100’Lik etil alkol
eklenir)

7) 2.0mI’lik toplama tiipleri, 100 adet

8) 1.5ml’lik toplama tiipleri, 50 adet

9) Filtreler, 50 adet

DNA izolasyonu i¢in agsagidaki protokol izlendi:
1- Doku ornegi steril makas ile kiigiik pargalara ayrildi. 1.5ml’lik santrifiij tiip
ortaminda 25ul proteinaz K, 60 pl SDS ve 500ul Tris-EDTA i¢inde 65 °C’de doku

tamamen parcalanana kadar bekletildi.

Cizelge 3.1 Tez kapsaminda arastirilan KRAS ve BRAF mutasyonlar1 ve neden

oldugu amino asit degisimleri

Onkogen Kodon Mutasyon Amino asit degisimi
12 GGT—-CTT Gly—Val
12 GGT—-GAT Gly—Asp
12 GGT—-GTT Gly—Leu
12 GGT—AGT Gly—Ser
12 GGT—-GCT Gly—Ala
12 GGT—ATT, ATC, ATA Gly—lle

KRAS 12 GGT—-TGT Gly—Cys
12 GGT—CGT Gly—Arg
13 GGC—-TGC Gly—Cys
13 GGC—-GAC Gly—Asp

BRAF 600 GTG—GAG Val—-Glu

2- Inkiibasyon sonrast tiip ortamma 800pul baglama tamponu (binding buffer B6)
eklendi, 10sn vortekslenen tiip i¢erigi spin kolumn tiiplere aktarildi ve oda sicakliginda
3dk inkiibe edildi.

3- Kolonlar 12000rpm’de 2dk santrifiij edildi.

4- Filtre yeni bir toplama tiipiine aktarilip, lizerine 500ul yikama tamponu 1
(wash buffer I) eklenerek 12000rpm’de 1dk santrifiij edildi.

5- Toplama tiipii tekrar degistirilip filtre lizerine yikama tamponu 2 (wash buffer

IT) eklenerek ve 12000rpm’de 1dk santrifiij edildi.
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6- Filtre tiglincii kez 2ml’lik yeni bir toplama tiipiine aktarilip 14.000rpm’de 5 dk
santriflij edilerek yikama tamponlarindan gelen alkolden armndirildi.

7- Filtre, temiz, hasta ismi ve laboratuar kodu ile etiketlenmis 1.5ml’lik santrifiij
tiiptine aktarildi. Filtre membraninin tam ortasma 100ul 56° C’ ye 1sitilmig eliisyon
tamponu (eluotion buffer-D) eklenip, oda sicaklifinda 5 dk inkiibe edildi.

8- Filtreli tiip 10000rpm’de 1 dk santrifiij edilerek filtredeki DNA ¢6zeltisi
toplama tiipiine aktarildi. Elde edilen total genomik DNAlar -20°C’de ¢alisilmak lizere

muhafaza edildi.

3.3. Parafin Bloklardan DNA izolasyonu
Parafine gomiilii doku oOrneklerinden kesitler mikrotom cihaz1 kullanilarak
alindi. Kullanilan parafin bloklarin {izeri bir miktar traglandi. Daha sonra 10pum
kalinlikta kesitler alindi. Her yeni 6rnekte bicak degistirildi ve mikrotom %70’lik etil
alkol ile temizlendi. Alinan doku kesitleri steril 1.5 ml’lik santrifiij tiiplerine koyularak
laboratuara ulastirildi. Asagidaki yontem kullanilarak DNA izolasyonu yapildi.
1. Doku 6rneginin iizerine %100’liik ksilol eklendi ve oda sicakliginda 30
dk inkiibe edildi.
2. Tipler 13000rpm’de 3 dk cevrildi.
3. Siipernatant atild1 tiiplere tekrar %100’lik ksilol eklenerek oda
sicakliginda ikinci kez 30 dk inkiibe edildi.
4. Tipler 13000rpm’de 3 dk ¢evrildi.
5. Siipernatant atild1 tiiplere %100’liik etil alkol eklendi ve 13. 000rpm’de 3
dk santrifiij edildi.
6. Siipernatant uzaklastirildi, tiiplere %96’lik etil alkol koyuldu ve
13000rpm’de 3 dk santrifiij edildi.
7. Siipernatant uzaklastirildi. Tlpler kapaklar1 agik bicimde 37°C’de 15-20
dk bekletilerek alkol uzaklastirildi.
8. Bu asamadan sonra Invisorb Spin Blood (Invitek, Avusturya) Kkiti

kullanilarak boliim 2.2° de anlatilan DNA izolasyon protokolii izlendi.
3.4. KRAS Mutasyon Analizi

KRAS geni ekzon 12 ve 13 mutasyonlarmin analizi revers hibridizasyon strip

test teknigi ile yapildi. Genomik DNA’nin ilgili bdlgesi biotin isaretli primerlerin
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bulundugu amplifikasyon karisimi ile amplifiye edildi (Onco colon Strip Assay, Vienna

Lab, Avusturya).

Her bir hasta i¢in PCR karisimi agagidaki gibidir:

Amplifikasyon Mix A: 15ul
Hot-Start Taqg DNA polimeraz (Fermentas,): 0,5 ul
Taq seyreltici tampon: 4.5 ul
Kalip DNA: S5ul

PCR kosullar1 asagidaki gibidir:

Ik denatiirasyon : 94°C  15dk

Denatlirasyon  : 94°C  1dk

Baglanma : 70°C  50sn +58°C  50sn
Uzama : 72°C  1dk

Son uzama : 72°C  7dk, 35 dongii

Elde edilen PCR iirlinleri amplifikasyonun gerceklesip gerceklesmedigini
saptamak i¢in %2’lik Agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu ve PCR iiriinleri strip test

tekniginde degerlendirilmek tizere +4°C’de saklandi.

3.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi

1 gr agaroz (Agarose-Basica LE, Prona, ispanya) 50ml TAE (Sigma-Aldrich)
tamponuna eklendi. Mikrodalga firinda 2 dk kaynatildi. Diiz bir zeminde kaliba dokiildii
uygun biiylikliiklerde tarak takilarak oda sicakliginda donduruldu. Donmus Agaroz jele
2ul ylikleme tamponu ile karistirilmis 4ul PCR iiriini yiiklendi. 100 volt’da yarim saat
elektroforeze tabi tutuldu. Jel Etidyum bromid soliisyonunda bir siire bekletilip UV 151k

altinda incelendi ve timor stipressor genlerin PCR iiriinleri kontrol edilinceye kadar

+4°C” de bekletildi.
3.5. BRAF V600E Mutasyon Analizi

BRAF geni V600E mutasyonu, restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi

(RFLP) yontemi ile yapildi.
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3.5.1. BRAF Geni Amplifikasyonu

BRAF geni 5°-TCA TGA AGA CCT CAC AGT AAA AAT-3’ (ileri primer),
5’-TGG ATC CAG ACA ACT GTT CAA-3’ (Geri primer) primer dizisi kullanilarak
amplifiye edildi. Polimeraz zincir reaksiyonu 2xPCR master mix (Fermentas)

kullanilarak yapildi. PCR 98 bg biiyiikliigiinde bir DNA fragmenti olusturmaktadir.

Her bir hasta i¢in PCR karigima:

2xPCR master mix: 12,5ul
Kalip DNA : 1 pl
Forward primer 1 ul
Rewers primer : 1 pl

DNaz RNaz ihtiva etmeyen bidistile su: 9,5 ul seklinde olusturuldu.
PCR iirtinleri 50b¢’lik DNA size marker (Fermentas, ) ile %2’lik agaroz jelde

ilgili bolgenin amplifikasyonunun yapildigint dogrulamak iizere elektroforeze tabi

tutuldu.

3.5.2. Restriksiyon Kesim
PCR iirtinii TspRI (TscAl) (Fermentas) kullanilarak restiksiyon kesime tabi
tutuldu (Mohammadi-Asl ve ark., 2009). Her bir PCR iirlinii i¢in restriksiyon kesim

karisimi asagidaki gibi hazirlandi ve 65°C’de 4-5saat inkiibe edilerek restriksiyon
kesim yapildi (Sekil 3.16) .

TspRI: 0.5ul
10X buffer Tango: 1.5pul
DNaz, RNaz ihtiva etmeyen su: Oul
PCR iiriinii: 7ul

Kesim iirtinleri %2’lik agaroz jelde 50bg¢’lik DNA size marker yardimi ile
degerlendirildi. TspRI 600. kodon igin yabanil tip alleli kesmektedir. Enzim PCR
irlinlinii sonras1 47 ve 52 bg¢ olmak {izere iki parcaya kesmektedir. Mutant allel

kesilmemekte ve 97 bg’lik tek bir bant olusturmaktadir (Sekil 16).
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3.6. Tiimor Siipresor Gen Promotor Hipermetilasyon Analizi
Izole edilen DNA 6rnekleri tiimor siipresdr gen promotdrlerinin hipermetilasyon

durumlarinin arastirilmasi i¢in 6ncelikle bilsiilfit ile modifiye edildi ve saflastirildi.

3.6.1. DNA’mn Bisiilfit ile Modifikasyonu ve Saflastirilmasi

Bisiilfit modifikasyonu metodu tek iplik¢ikli DNA’ daki biitiin Sitozin’leri
sodyum bisiilfitin urasil’e deamine etmesi temeline dayanir. Bu sirada 5-MC
degismeden kalir. Daha sonra bu modifiye edilmis DNA, degistirilmis dizi i¢in spesifik
olan bir primer seti kullanilarak PCR ile amplifiye edilir. Bu amplifikasyonda tiim
urasil’ler (degistirilmis Sitozin’ler) Timin olarak amplifiye olurken, yalnizca 5-MC’ ler
sitozin olarak kalir.

Total genomik DNA’nin bisiilfit ile modifikasyonu Vienna Lab Metil spin kit
(Avusturya) kullanilarak yapildi.

Kit igerigi su sekildedir:

-Alkilleyici solusyon

-Bisiilfit tiipleri

-Baglama tamponu

-Y1ikama tamponu

-Eliisyon tamponu

-DNA baglayici filtreler

Izole edilen genomik DNA’min bisiilfit kullanilarak modifikasyonu ve
sonrasinda saflastirilmasi asagidaki yontem izlenerek yapildi.

I- 1,5 ml’lik santrifiij tlipiiniin iginde 45 ul DNA 5 ul alkilleyici soliisyon ile
karistirildi, 5 sn vortekslendi.

2- 55°C’de 10 dk inkiibe edildi.

3- Bisiilfit tiiplerine 800 pl steril distile su ve 100 pl alkilleyici soliisyon
eklendi ve 55°C’ye 1sit1ld1.

4- Inkiibasyonun ardindan her bir DNA &rnegine 100 pl bisiilfit soliisyonu
eklendi pipetaj yapilarak karistirildi (bu asamada vortex kullnilmaz).

5- Tiipler 55°C’deki termomikserde, karanlik ortamda 4 saat inkiibe edildi.

6- Inkiibasyonun ardindan tiiplere 300u1 baglanma tamponu eklendi karistirilds.

7- Karisim filtreli tiiplere aktarildi.

8- 12000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.
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9- Siiziilen kisim atild1 ve filtre tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

10- Filtre tizerine 600 pl yikama tamponu eklendi ve 12000 rpm’de 30 sn
santrifiij edildi.

11- Siiziilen kisim atild1 ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

12-Temiz bir tiipte her bir 6rnek i¢in 300 pl olacak sekilde 1:10 oraninda
alkilleyici ve etanol karisim1 hazirlandi.

13- Filtrelerin iizerine 300 pl alkilleyici-etanol karigimi eklendi ve 30 dk oda
sicaklginda inkiibe edildi.

14- 12000 rpm’de 30 sn satrifiij edildi.

15- Siiziilen kisim atild1 filtre tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

16- Filtre tizerine 600 pl yikama tamponu eklendi ve 12000 rpm’de 30 sn
santrifiij edildi.

17- Filtrenin iizerinde kalan alkoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in filtre temiz
bir 1.5 ml’lik sany-trifiij tiipiine yerlestirilerek 14000 rpm’de 3 dk dantrifiij
edildi.

18- Filtre temiz bir 1.5ml’lik santrifiij tliptine alindi. 30 pl eliisyon tamponu
eklendi.

19- Filtre oda sicakliginda 3 dk inkiibe edildi.

20- Inkiibasyonun ardindan filtreli tiip 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

21- Santriftijiin ardindan filtre atildi. Siiziilen kisim kullamilincaya kadar -

20°C’de saklanda.

3.6.2. MSP ile MGMT, HIC1, DAPK1, SFRP2 ve P16 Genlerinin
Amplifikasyonu

Modifiye edilmis DNA’lardan MGMT, HIC1, DAPKI, SFRP2 ve P16
genlerinin promotdr bolgelerinin amplifikasyonu biotin isaretli ve modifiye edilmis
DNA dizisine 6zgii primerlerin bulundugu amplifikasyon karisimi ile amplifiye edildi.

(Onco colon Strip Assay, Vienna Lab, Avusturya). PCR reaksiyonu,

Amplifikasyon mixB: 10ul

Amplifikasyon mixB2: Sul

Hot-Start Tag DMA polimeraz: 0.5ul

DNA (bisiilfit ile muamele edilmis): Syl seklinde olusturuldu.
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PCR kosullari,

Ik denatiirasyon: 95°C  15dk

Denatiirasyon: 95°C  45sn

Baglanma: 66 °C  45sn

Uzama: 72°C 45sn

Son uzama: 72°C 7dk, 45 dongii seklinde
ayarlandi.

3.7.KRAS mutasyonlar1 ve Tiimor Siipresor Hipermetilasyonlarimn Revers
Hibridizasyon Yontemi ile Degerlendirilmesi
Revers-hibridizasyon i¢in ProfiBlot T48 (Tecan) hibridizasyon cihazi kullanildi.
Revers-hibridizasyon, biyotin isaretli primerlerle ¢oklu (multiplex) polimeraz zincir
reaksiyonu sonrasinda olusan iirlinlerin nitroselluloz membranlar (stripler) tizerindeki
kendi komplementer zincirlerine baglanmasi ve bir konjugat-substrat reaksiyonu

olusturmasi esasina dayanan bir tekniktir.

3.7.1. Revers Hibridizasyon Basamaklar1 ve Kullanilan Soliisyonlar

Strip test tekniginide Revers hibridizasyon 3 temel basamaktan ibarettir;

3.7.1.1. Srip Uzerindeki Problar ve PCR Uriinlerinin Baglanmasi-Hibridizasyon
Cihazn 6rnek yiikleme bolgesine (trey) yiiklenen 10ul PCR iiriinii kitle birlikte
saglanan 10ul DNAT (NaOH igerikli bir denatiirasyon soliisyonu) soliisyonu
kullanilarak denatiire edildi. Treye strip yerlestirildi. Denatiire PCR {iriinii ve strip,
cihazin sallanan platformunda, 45°C sicaklikta (yaklasik) 1ml hibridizasyon tamponu ile
20 dk inkiibe edilerek strip PCR fiiriinii hibridizasyonu saglandi.  Hibridizasyon

soliisyonu aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi.

3.7.1.2. Yikama
Hibridizasyon sonrasinda ortamda bulunmasi istenmeyen PCR iiriinleri ve non-
spesifik baglanma yapan oligoniikleotidler kuvvetli bir yikayici olan yikama soliisyonu

A (1ml) ile 45°C’de 15 dakikalik {i¢ yikama periyodu ile ortamdan uzaklastirildi.
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3.7.1.3. Renk Olusumu

Stripler oda sicakliginda Iml konjugat soliisyonu ile 15 dk inkiibe edilerek
konjugat soliisyonu i¢inde bulunan streptavidin-alkalan fosfataz, biyotin isaretli hibrit
DNA fragmentlerine baglanmasi saglandi.

Konjuat soliisyonunun artiklar1 daha yumusak bir yikama soliisyonu olan yikama
soliisyonu B ile 10, 5 ve 5 dakikalik iicer periyotta temizlendi.

Strip iizerindeki hibridize olmus bantlarin goriiliir hale gelebilmesi i¢in ortama
Iml alkalan fosfatazin subtrati olan nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3-
indolil fosfatdan (BCIP) olusan renk gelistiricisi (color developer) eklendi, oda
sicakliginda 15 dk inkiibasyona tabi tutuldu. Strip son olarak distile su ile yikandi, kagit

havlu ile kurutulduktan sonra degerlendirme tablosuna (Collector) 6zenle yerlestirildi.

3.8.  Striplerin Degerlendirilmesi

Her stripin iist tarafinda kirmiz1 ve alt tarafinda yesil bir belirte¢ bulunmaktadir.
Bunun diginda hibridizasyon sonrasi striplerin degerlendirmeye alinabilmesi i¢in 3 adet
kontrol bantmin olusmus olmasi gerekmektedir. Ilk kontrol bandi en iisttedir
hibridizasyonun gerceklesip gerceklesmedigini gosterir. Bunun disinda hem KRAS
mutasyon analizi hem de tiimdr siipressor hipermetilasyon analizi i¢in iki ayr1 PCR
kontrol bolgesi bulunmaktadir. Hibridizasyon sonrasi stripin degerlendirilmeye
almabilmesi i¢in ti¢ kontrol bantinin da goriilmesi gerekmektedir.

KRAS mutasyonlar i¢in strip tizerinde bulunan 10 adet sinyalden hibridizasyon
sonras1 renk degistirenler 6rnekteki mutasyonlar1 isaret etmektedir. Her tiimor stipressor
gen i¢in iki ayr1 metilasyon bant1 bulunmaktadir. Bir tiimor silipressore ait tek bir bantin
renk degistirmesi “kismi metilasyon” her iki bantinda renk degistirmesi ‘“‘tam

metilasyona” isaret eder (Sekil 3.17).

3.9. Istatistik
Calisma sonrasinda elde edilen SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak analiz
edildi. Degiskenler arasindaki iliskiler “Ki-kare” ve “Fisher’s Exact Test” yontemleri

kullanilarak saptandi.
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Sekil 3.16 BRAF kesim {irtinlerinin goriiniimii. A- normal goriiniim, B- kontrast
goriiniim. M: Markir (50 bg, Fermentas), heterozigot mutasyona sahip 8 numara ile
gosterilmis hastada hem normal uzunluktaki PCR iiriinii (98 bg¢) hem de kesim iirlinleri

(47 ve 52 bg) goriilmektedir.
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Sekil 3.17 Caligma grubunda KRAS mutasyonlari, tiimdr siipresor hipermetilasyon profillerinin strip goriintiileri.
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4. BULGULAR
4.1. Cahisma Grubuna Ait Demografik Bulgular

4.1.1. Hasta Yas ve Cinsiyet Dagihimlan
Calismaya dahil edilen 93 kolorektal kanser hastasinin 32’si kadm 61°1 erkekti.
Erkeklerde yas ortalamasi 64.30+14.25, kadinlarda yas ortalamasi 67.77+14.06 ve
genel yas ortalamasi 65.59+14.19 idi. Cizelge 4.2 ve Sekil 4.18’de ¢alisma grubunun

cinsiyet ve yas ortalamalar1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. Hasta grubundaki cinsiyet ve yas dagilimlari.

N % Yas ortalamasi
Kadin 32 3441 67.77+14.06
Erkek 61 65.59 64.301+14.25
Toplam 93 100 65.59+14.19
120
100
80 BN
60 %
40 M yas ort.
20
0
Kadin erkek toplam

Sekil 4.18 Hasta grubundaki cinsiyet ve yas dagilimlari.
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4.1.2. Cahsma Grubunda Bildirilen Kolorektal Kanser Bolgeleri ve
Histolojik Tip Dagilimlan

Calisilan 93 adet kolorektal kanser hastasindan ulasilabilenlerin kanser histolojik

tipi ve bolgesi Cizelge 4.3 ve Sekil 4.19° da gosterilmektedir. En sik rastlanan kanser

tiiri proksimal kolondaki adenokarsinomlarda.

Cizelge 4.3 Calisma grubunda bildirilen kolorektal kanser bolgeleri ve
histolojik tip dagilimlar1.

Bolge Histolojik tip n %
Adenokarsinom 30 60
Proksimal Miisinoz 2 4
adenokarsinom
Adenokarsinom 17 34
Distal Miisinoz 1 2
adenokarsinom
Toplam 50 100

70

60

50

40

30 A

20 A

%
10 A
0 —

Adenokarsinom

Miisin6z Adenokarsinom

adenokarsinom adenokarsinom

Miusinoz ‘

Proksimal ‘ Proksimal ‘ Distal ‘ Distal ‘

Sekil 4.19 Calisma grubunda bildirilen kolorektal kanser bolgeleri ve histolojik
tip dagilimlari

45



4.2. Cahsma Grubunda Saptanan Mutant KRAS Geni Frekansi

Calisma grubunun %54.84’tinde (n=51) KRAS mutasyonu saptandi ve
%45.16’s1nda arastirilan KRAS mutasyonlar1 saptanmadi. Cizelge 4.4 ve Sekil 2.20’de
hasta grubundaki KRAS mutasyon frekansi goriilmektedir.

Cizelge 4.4 Hasta grubundaki KRAS mutasyon frekansi.

N %

Mutant KRAS 51 54.84

Non-mutant KRAS 42 45.16

TOPLAM 93 100

60

50

30 - ——  ®Mutant KRAS

Non-mutant KRAS
20 -

10 A

N %

Sekil 4.20 Hasta grubundaki KRAS mutasyon frekansi

4.2.1. Saptanan KRAS Mutasyonlarimin Dagilimlar
Calisma grubunda saptanan KRAS mutasyon tipleri ve dagilimlar1 Cizelge

4.5°de ve Sekil 4.21°de gosterilmistir. Hasta grubunda en sik rastlanan mutasyon kodon
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12Asp (%13.98; n=13) mutasyonuydu. Bunu kodon 13Asp (%11.83; 11) mutasyonu
izledi. 28 hastada yalniz kodon 12 mutasyonlari, 11 hastada yalniz kodon 13
mutasyonu, 12 hastada ise kodon 12 ve 13’de birden fazla KRAS mutasyonu saptandi.
KRAS geni i¢in arastirilan mutasyonlardan kodon 12 Ile mutasyonu hasta grubunda hig

gbzlenmedi.

Cizelge 4.5 Saptanan KRAS mutasyonlarinin dagilimlar.

Mutasyon
Bolgesi
Mutasyon Tipi N %" Genel
0

12 Asp 13 25.49 13.98

Kodon 12 12 Cys 5 9.81 5.38
12 Ala 3 5.88 3.22
12 Val 6 11.76 6.45
12 Ser 1 1.96 1.07
Ara Toplam 28 54.90 30.11

Kodon 13 13 Asp 11 21.57 11.83
12 Val, 13 Asp 1 1.96 1.07
12 Asp, 13 Asp 7 13.73 7.53

Birlesik

Mutasyonlar 12 Val 12 Asp 2 3.92 2.15
12 Val, 12 Leu, 13 1 1.96 1.07
Asp
12 Asp, 13 Asp, 13 1 1.96 1.07
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Cys

Ara Toplam 12

23.53

12.90

Genel Toplam 93

100

100

* Mutasyonun KRAS mutasyonlar1 i¢indeki frekansi
P Mutasyonun ¢alisma grubunun tamamindaki frekans
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30

25

L i

kodon 12 Asp Kodon 12 Cys Kodon 12 Ala Kodon 12 Val

Kodon 12 Ser

Kodon 13 Asp

Kodon 12
Val, 13 Asp

Kodon 12
Asp, 13 Asp

Kodon 12 Kodon 12

Val,12 Asp  Val, 12 leu, 12 Asp, 13 Asp, 13

Asp

Kodon 12

Cys

EN

“%

Sekil

4.21 Saptanan KRAS mutasyonlarinin dagilimlari
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4.2.2. KRAS Geninde Saptanan G:A Transisyon Mutasyonu Frekansi
Calisma grubunda saptanan KRAS mutasyonlar1 iginde G:A transisyonu
icerenlerin siklig1 %69.23 (n= 45) olarak hesaplandi. Diger baz degisimlerinin siklig1
%30.77 (n=20) olarak hesaplandi. Cizelge 4.6 ve Sekil 4.22°de G:A transisyonu ve

diger mutasyon tiplerinin sikliklar1 gériilmektedir.

Cizelge 4.6 Calisilan hasta grubunda mutant KRAS genlerindeki G:A

transisyonlar1 ve diger baz degisimlerinin ylizdeleri.

Mutasyon tipi N %
G:A transisyonu® 45 69.23
Diger mutasyonlar 20 30.77
Toplam 65 100

*Kodon 12 Asp, Kodon 12 Ser, kodon 13 Asp mutasyonlarinin toplami

80

69,23
70

60

50

S
[0}

40

B G:Atransisyonu
30,77

30 - Diger mutasyonlar

20
20

10

0

n %

Sekil 4.22 Calisilan hasta grubunda KRAS geni G:A transisyonlar1 ve diger baz
degisimlerinin ytizdeleri.
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4.2.3. KRAS Geni Mutasyonlar ile MGMT Hipermetilasyonunun
Karsilastiriimasi
Calisilan hasta grubunda MGMT promotér metilasyonun varhiginda G:A

transisyon mutasyonlari ve diger mutasyon tiplerinin siklig1 karsilagtirildi (Cizelge 4.7,
Sekil 4.23) MGMT geninde metilasyon olmasi durumunda G:A transisyon

mutasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi.

Cizelge 4.7 MGMT promotdr metilasyonu varliginda ve yoklugunda G:A

transisyon mutasyonlar1 ve diger mutasyonlarin sikliklar1.

KRAS Mutasyon tipi Metile MGMT*  Un-metile MGMT P
G:A 16 21

Diger 5 9 0.886
Yabanil tip 17 25

*Tamamen hipermetile ve kismi metile 6rnekler ayn1 anda degerlendirildi.

30
25
25
21
20
16
B G:Atransisyonu
15
Diger mutasyonlar
10 5 9 B Yabanil tip
5
5 l
O T 1
Metile MGMT Un-metile MGMT

Sekil 4.23 MGMT promotdr metilasyonu varliginda ve yoklugunda G:A
transisyon mutasyonlar1 ve diger mutasyonlarin sikliklar1.

4.3. Cahsma Grubunda Saptanan BRAF Mutasyon Frekansi

Hastalarin 12 tanesinde (%12.9) BRAF V600E mutasyonu saptandi, 81 hastanin
V600E ag¢isindan non-mutant odugu belirlendi (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.24).
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Cizelge 4.8 Calisma grubunda saptanan BRAF V600E mutasyonunun siklig1.

N %
Mutant BRAF 12 12.9
Non-Mutant BRAF 81 87.1
TOPLAM 93 100
100
87,1
90 3T
80 -
70 -
60 -
0 T B Mutant BRAF
0T Non-mutant BRAF
30 -
20 1 12,9
Nl B .
O T
n %

Sekil 4.24 Calisma grubunda saptanan BRAF V600E mutasyonunun sikligi

4.4. Cahsilan Tiimor Siipresor Genlerin Hipermetilasyon Frekanslar

Calisma grubunda en yiliksek hipermetilasyon frekansi SFRP2 geninde saptandi
(%64.5, n=60). P16 geninin hipermetilasyon frekans1 %14, DAPK1 geninin %40.9,
HIC1 geninin %31.2 ve MGMT geninin hipermetilasyon frekanst % 36.6 olarak
saptandi1 (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.25).
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Cizelge 4.9 Calisilan tiimor siipresor genlerin hipermetilasyon frekanslari.

Tiimor Siipresor Metilasyon N %
Diizeyi
Gen

Tamamen 60 64.5
Hipermetile

SFRP2
Kismi metile 2 2.2
Normal 31 33.3
Tamamen 13 14.0
Hipermetile

P16

Kismi metile 1 1.1
Normal 79 84.9
Tamamen 38 40.9
Hipermetile

DAPK1
Kismi metile 4 4.3
Normal 51 54.8
Tamamen 29 31.2
Hipermetile

HIC1

Kismi metile 9 9.7
Normal 55 59.1
Tamamen 34 36.6
Hipermetile

MGMT
Kismi metile 4 4.3
Normal 55 59.1
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Sekil 4.25 Caligilan tiimor slipresor genlerin hipermetilasyon frekanslari.
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4.5. Hasta Grubunda KRAS Mutasyonu Varhgi ile Tiimor Siipresor Gen

Hipermetilasyonu Birliktelikleri

Calisma grubunda KRAS ile hi¢bir tiimor siipresor genin hipermetilasyonunun
birlikteligi istatistiksel olarak anlamli degildi. Sonuglar Cizelge 4.10°da goriilmektedir.

Cizelge 4.10 Hasta grubunda KRAS mutasyonu varligi ile timor siipresér gen

hipermetilasyonu birliktelikleri.

KRAS
Mutant (n) Yabanil (n) P
Metile 8 6
P16
A-metile 43 36 0.544
Metile 27 15
DAPK1
A-metile 24 27 0.073
Metile 22 16
HIC1
A-metile 29 26 0.390
Metile 33 29
SFRP2
A-metile 18 13 0,414

Timor siipresor genler i¢cin kismi metilasyon ve tam metilasyon sayilari

birlestirilmistir
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4.6. Hasta Grubunda BRAF Mutasyonu Varhg Ile Tiimér Siipresor Gen
Hipermetilasyonu Birliktelikleri

Yapilan analizde mutant BRAF ve hipermetile pl6 ve SFRP2 genlerinin
birliktelikleri istatistiksel olarak anlamli siklikta gézlendi. Bununla birlikte BRAF geni
V600E mutasyonu ve HIC1, DAPK1 ve MGMT genlerinin promotor
hipermetilasyonlarinin birlikteligi istatistiksel olarak anlamli degildi. Sonuclar Cizelge
4.11° de goriilmektedir.

Cizelge 4.11 Hasta grubunda BRAF mutasyonu varligi ile tiimor slipresér gen
hipermetilasyonu birliktelikleri

BRAF
Mutant (n) Yabanil (n) P
Metile 5 9
P16
A-metile 7 72 0.016
Metile 12 50
SFRP2
A-metile 0 31 0.005
Metile 7 31
HIC1
A-metile 5 50 0.158
Metile 7 35
DAPK1
A-metile 5 46 0.158
Metile 6 32
MGMT
A-metile 6 49 0.350

Timor siipresor genler i¢in kismi metilasyon ve tam metilasyon sayilari
birlestirilmistir.
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4.7. Kolorektal Kanser Tamis1i Almis Hastalarin Normal Kolon Mukoza
Orneklerinin Mutasyon ve Hipermetilasyon Frekanslar

Kolorektal kanserli bireylere ait normal kolon dokusunda onkogen mutasyonlari
ve timor siipressOr gen hipermetilasyonu arastimast minimum 30 hasta i¢in planlanmis
fakat malzemenin yetersizliginden dolay1 14 ile sinirlandirilmistir. 14 adet mikroskobik
olarak normal goriiniimli dokular 5 kadm, 9 erkek bireye aitti (ortalama yas

63,89+5.9). Normal dokudaki analizlerin sonuglar1 Cizelge 4.12°de goriilmektedir.

Cizelge 4.12 Kolorektal kanserli hastalara ait 14 adet mikroskobik olarak normal
goriiniimli kolon mukozasindan elde edilmis DNA’lara ait KRAS BRAF mutasyonlari

ve tiimor siipresor gen promotdr hipermetilasyon profilleri.

Gen n %
KRAS Kodon 12 Ala 2 14.28
KRAS Kodon 12 Ala 1 7.14
BRAF 0 0
DAPKI1 Tamamen metile 4 28.57
Kismi metile 1 7.14
SFRP2 Tamamen 7 50
Metile
Kismi metile 2 14.28
P16 Kismi metile 1 7.14
HIC1 Tamamen metile 5 35.71
Tamamen metile 7 50
MGMT Kismi metile 2 14.28
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5. TARTISMA ve SONUC

Kolorektal kanser kitle tarama programlari i¢in gerekli kosullara sahip bir kanser
tiirtidlir. Birincisi biiyiik bir halk sagligi1 problemidir ve ikincisi erken donemde
saptanabildiginde tedavi edilebilir hatta adenomlarin uzaklastirilmasi ile tamamen
tyilesme saglanabilir. Tarama programlarinin temel amaci 50 yasin Ustiindeki bireylerde
sporadik olarak meydana gelen kolorektal kanserlerin saptanmasidir (Kaz ve Bretnall,
2006).

Kolorektal kanser taramasi i¢in ¢esitli test ve prosediirler ileri siiriilmektedir. En
sik kullanilan test digkida gizli kan testidir. Bu testin iki yilda bir veya her yil yapilmasi
durumunda kolorektal kanser riskini yaklasik %20 oraninda diistirdiigii pek ¢ok ¢alisma
ile ispatlanmistir. Digkida gizli kan testinin pozitiflik oran1 kanserler i¢cin %50-60, 1
cm’den biiylik adenomlar i¢in %20-30 civarindadir (Rennert ve ark. 2000; Khuhaprema
ve Srivatanakul, 2008 ). Bu nedenle bu testin biiyilkk adenomlar1 saptamada basarili
oldugu soylenebilir. Diskida gizli kan testi hem ucuz hem de kolay uygulanabilen bir
testtir. Fakat duyarliligi ve 6zgiilliigii smirlidir (Khuhaprema ve Srivatanakul, 2008).

Kolonoskopi kolorektal kanser veya onun Oncii lezyonlarmi (polipler gibi)
saptamanin 1yi metodudur. Kolonoskopik taramanin teorik avantajlar1 yiiksek tani
duyarhilig1 ve 6zgiilliigiidiir. Bununla birlikte populasyon temelli taramalarda kullanimi1
maliyet ve bu alandaki nitelikli uzmanlarm azligr nedeni ile smirhdir. Periyodik
sigmoidoskopi bazi kuruluslar tarafindan tavsiye edilmesine karsin kolonoskopi
ortalama risk altindaki bireyler i¢in nadir olarak yapilmaktadir. Yapilan iki vaka-kontrol
calismasinin sonuglar1 sigmoidoskopinin kolorektal kanser taramasinda 10 yil siire ile
etkili olabilecegini gostermistir (Kavanagh ve ark., 1998; Newcomp ve ark., 1992;
Selby ve ark., 1992).

Kolorektal kanser tarama yontemlerinin en yeni ve gelisime agik formu genetik
testlerdir. Genetik testler kolorektal kanserin ailesel ve sporadik formlarinda farkli
tarzlarda yiiriitiilmektedir. Kolorektal kanserlerin %3-5’ini olusturan ailesel kolorektal
kanser formlar1 olan FAP, kalitsal non-polipozis kolorektal kanser ve hamarmatoz
polipozis sendromlar1 (Juvenile polipozis sendromu, Peutz-Jeghers sendromu) i¢in
sporadik kolorektal kansere gore daha iyi tanimlanmis metodolojiler mevcuttur. Ailesel
koloraktal kanser formlar1 i¢in yapilan genetik testlerde kullanilan DNA periferik
kandan elde edilir (Kaz ve Bretnall, 2006). FAP gelisen ailelerin %90’indan fazlasi
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APC geninde mutasyon bulundurmaktadir (Mori ve ark, 1994). APC mutasyon testinin
faydali olacag: bireyler iki kategoriye ayrilmaktadir: Birincisi klinik olarak FAP veya
AFAP’ dan siiphelenilen bireyler ve ikincisi ailesinde FAP’l1 hastalarmn bulundugu
bireylerdir. APC testinin duyarlilig1 %80 civarindadir bununla birlikte FAP vakalarinin
%30’u APC geninde de novo mutasyon gelistirmektedir (Kaz ve Bretnall, 2006).

Coklu adenomatoz polibe sahip ve APC geninde mutasyon bulundurmayan
hastalarin ~ 6nemli bir boliimi MUTYH geninde homozigot mutasyon
bulundurmaktadirlar. MUTYH gen iiriinii adenin bazini guanine g¢eviren bir
glioksilazdir ve yabanil tip formunda oksidasyon hasari ile DNA’ya yanlis yerlesmis
adenin bazlarini keser (Lipton ve ark., 2004). Bu nedenle FAP’1 andiran fakat APC’de
mutasyon bulundurmayan bireylerin MUTYH geni i¢in taranmasi Onerilir ve bu
sendrom i¢cin MUTYH genetik testinin duyarliligi %98°dir (Venesio ve ark 2004).

HNPCC i¢in DNA yanlis eslesme tamir proteinlerindeki germline mutasyonlar
onemlidir. Bu kanserlerde MLH1 ve MLH2 DNA tamir genleri sik olarak MSH6 ve
PMS2 genleri ise daha nadir olarak mutanttir. Bu genlerdeki bozukluklar cogunlukla
mikrosatellit DNA’da meydana gelmektedir ve mikrosatellit kararsizligi (MSI) olarak
adlandirilmaktadir. DNA tamir genlerinden birindeki germline mutasyonlar hayat
boyunca yaklasik %80 kolorektal kanser gelisme riski olustururlar. Bu risk hangi DNA
tamir geninin etkilendigine de baghdir (Hoedema ve ark., 2003; Hedge ve Roa, 2009).

Hamarmatoz polipozis sendromlarindan juvenile polipozis sendronunun kabaca
%25’inde BMPR1A geni, %15’inde SMAD4 geni mutasyonlar1 goriilmektedir. Peutz-
Jeghers sendromunda STK11 geni mutasyonu %40-60 siklikla goriilmektedir (Sayed ve
ark., 2002; Ballhausen ve Gunther, 2003).

Sporadik kolorektal kanserler i¢in genetik tarama ¢ogunlukla gaitanin {izerinde
kalan barsak epitelinden elde edilen DNA kullanilarak yapilmaktadir. Sporadik
kolorektal kanserler i¢in en yaygmn kulanilan DNA belirtecleri KRAS, APC, P53 ve
BAT26’drr (Villa, 2000; Crawfford ve ark 2003).

Fearon ve Vogelstein tarafindan 1990 yilinda ortaya atilan kolorektal tiimor
gelisiminin genetik modeline gore onkogen ve tiimor siipressor genlerdeki ardisik
mutasyonlar tek bir leyondan (crypt) adenomatéz polipler ve malin kanserlerin
olusumunu saglamakradir. Bu teoriye gore kolorektal kanserdeki en erken genetik
degisimlerden biri APC (Adenomatdz polipozis koli) tiimor siipresor genindeki

mutasyondur. Ikincil olarak meydana gelen onkogen mutasyonlar: (6zellikle KRAS)
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APC homozigot mutant hiicreler i¢in bir bliylime avantaj1 saglayarak kanser gelisimine
katkida bulunmaktadir.

Fearon ve Vogelstein’in kolorektal kanserde baslatici etkiye sahip olarak isaret
ettigi APC geni Wnt sinyal iletim yolaginin bir elemanidir. Giiniimiizde yapilan pek ¢ok
arastirma Fearon ve Vogelstein tarafindan yapilan bu ilk calismayr dogrular nitelikte,
Wnt sinyal iletim yolaginin kolorektal kanser baslama ve gelisiminde ¢ok 6nemli bir
yere sahip oldugunu gostermistir. APC’nin kanser gelisimindeki rolii hakkinda bilinen
pek ¢ok bilgi kalitsal kolorektal kanser sendromlarindan olan familial adenomatoz
polipozis (FAP) lizerine yapilmis ¢caliymalardan edinilmistir. Bir allelinde kalitsal APC
mutasyonu bulunan bireyler yabanil tip alleldeki heterozigotlugun kaybi ile
kolonlarinda yiizlerce polip gelistirmektedirler (Kinzler ve Vogelstein, 1996). Son 10
yilda yapilan ¢alismalar APC mutasyonlarmin Wnt sinyal iletim yolaginmn siirekli
olarak aktivasyonuna neden oldugunu ve boylece kansere zemin hazirladigini
gostermistir.

“Wnt sinyal iletim yolagi kolorektal kanserde neden bu kadar onemlidir?”
sorusunun cevabr barsak epitelinin biyolojisinde yatmaktadir. Bazi morfolojik
farkliliklara ragmen ince ve kalin barsakta epitelin temel dizayni genel olarak aynidir.
Ince barsak epiteli kriptler (Cyrpt, cukur) ve villuslar igerir. Kriptlerde boliinerek villus
icine gocen ve bu esnada farklilasarak degisik hiicre tiplerini olusturan bir kok hiicre
bolgesi bulunmaktadir. Villus apeksini gecen farklilagsmis hiicreler dliirler ve barsak
liimenine dokiiliirler. Bu ¢ogalma ve izleyen farklilagsma dongiisii cok hizlidir. Fare ince
barsagindaki kok hiicrelerin %60°1 12 saat i¢cinde bu dongiiyii tamamlarlar ve epitelyum
hiicrelerini olusturacak enterositler 2-3 giin i¢cinde villusun tabanindan tepesine gogerler.
Farelerde kok hiicre aktivitesinin oldugu bu bélgelerde Tcf4’tin (TCF ailesi iiyesi,
spesfik olarak meme bezleri ve barsak hiicrelerinde eksprese edilir) ekspresyonu
artmaktadir. Bu gozlemler, ¢evreleyen mezensimal hiicreler tarafindan aktive edilen
Wnt sinyal iletim yolagmin yetiskin barsak epitelinde Tcf4’ {in aktive olabilecegini
ortaya koymaktadir (Bienz ve Clevers, 2000; Giles ve ark., 2003).

Wnt sinyal iletim yolaginin inhibitorlerinden olan SFRP2 geni yapilan pek ¢ok
calismada kolorektal kanser i¢cin 6nemli bir gen olarak isaret edilmistir. Wang ve Tang
(2008) kolorektal kanser dokularmin %91.3’linde ve kolorektal kanserli hastalara ait
fekal orneklerin %61.8’inde SFRP2 hipermetilasyonu saptamiglardir. Yazarlar bu
sonuglar 1s518mda  SFRP2 geninin fekal DNA’da kanser markir1 olarak

kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir. Suzuki ve ark. (2004) SFRP proteinlerinin Wnt
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sinyal iletim yolaginin diger elemanlarinda mutasyon olmasi durumunda bile sinyal
iletimini durdurabildigini ve 6zellikle SFRP2 hipermetilasyonunun ardindan Wnt sinyal
iletim yolagmin APC veya CTNNBI1 gibi elemanlarinda da tamamlayic1 mutasyonlar
olmast  gerektigini  gOstermiglerdir.  Arastiricilar  aynit  zamanda ~ SFRP
hipermetilasyonunun kolorektal kanserin erken evrelerinde basladigini saptamislardir.
Huang ve ark. (2007) kolorektal kanserde SFRP 2 hipermetilasyonunu %94.2 olarak
bildirmisler ve yine kolorektal kanser ve kanser dncesi lezyonlarin saptanabilmesinde
fekal testlerde kullanilabilecek bir genetik belirte¢ olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Bu tez kapsaminda kolorektal kanserde SFRP2 geni promotor hipermetilasyon
frekans1 % 66.7 (%64.5 tamamen metile %?2.2 kismi metile) olarak saptandi. Arastirilan
bes tiimor siipressor gen icinde en yiiksek hipermetilasyon orant SFRP2 genine aitti. Bu
oran hem Wnt yolaginin kolorektal kanserdeki 6nemini hem de SFRP2 geninin
kolorektal kanser taramalar1 i¢in kullanilabilir bir genetik belirte¢ oldugu fikrini
desteklemektedir. Ayrica SFRP2 geninin kolorektal kanserde saptanan Onemli rolii
monoklonal antikorlar kullanilarak Wnt sinyal iletimin baskilanmas1 veya SFRP2 geni
hipermetilasyonunun ortadan kaldirilmasi ile kolorektal kanser tedavisinde yeni
stratejilerin gelistirilebilmesine olanak saglamaktadir.

Kolorektal kanserde en sik olarak arastirilan bir diger gen KRAS genidir. KRAS
geni hem kolorektal kanser taramalarinda hem de tedavi seklinin belirlenmesinde
onemli yeri olan bir onkogendir. Onkogenik KRAS mutasyonlarmin % 90’1 kodon 12
ve 13’de meydana gelmektedir. Pek c¢ok arastirici bu iki kodonun mutasyonlar icin
duyarl bélgeler (hot-spot) oldugunu ileri siirmiislerdir. Bu hipotezi destekleyen pek ¢ok
calisma sigara kullaniminin etiyolojik bir faktor olarak yerinin kesin oldugu ve KRAS
mutasyonlarmin sik gozlendigi kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri iizerine yapilan
calismalardan gelmektedir. KRAS mutasyonlart %20-30 siklikla gozlenmektedir ve
ozellikle sigara kullanimi ile iligkilendirilen kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde
(NSCLC) gozlenmektedir. Bu durum KRAS mutasyonlarinin sigara bilesenlerindeki
karsinojenlere maruziyet ile iligkili olabilece§i hipotezini dogurmaktadir (Arslan ve
ark., 2010).

Feng ve ark. (2002) KRAS geninin 1 ve 2. ekzonunda bir sigara bileseni olan
benzo [a] piren diol epoksit (BPDE) ve diger karsinojenlerin DNA’ya verdigi hasar1 ve
bu bolgelerdeki DNA tamirinin etkinligini UVrABC niikleaz kesimi ve bunu takiben
ligasyon aracilikli polimeraz zincir reaksiyonu yontemini kullanarak arastirmuglardir.

Arastirmanin sonucu olarak 6zellikle kodon 12’°deki ilk guanin bazmin ¢esitli kimyasal
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karsinojenlerle etkilesime girmesini kolaylastiran bir konformasyonda bulundugunu
iler1 siirmiislerdir. Ayn1 ¢alismada kodon 14’de sitozin bazinin da BPDE kaynakli DNA
hasarina acik oldugu belirlenmistir. Fakat kodon 14 mutasyonlar1 KRAS proteininin
konformasyonunu bozmamakta ve normal fonksiyonunu etkilememektedir. Bu nedenle
kanserlerde sik olarak rastlanmaz. Ayrica kodon 14 mutasyonlar1 kodon 12’de
olusanlardan daha etkin bir bigcimde tamir edilmektedir. Arastirmacilar kodon 12’nin
karsinojenlere yiiksek afinitesi ve DNA tamir mekanizmasimnin bu noktadaki yetersizligi
ile KRAS kodon 12 mutasyonlarmin daha sik gézlendigini ileri siirmiislerdir. Feng ve
ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismanin bir diger 6nemli bulgusu ise sigara kaynakl
kodon 12 baz degisimlerinin ¢ogunlukla kodon G:T transversiyon mutasyonlari
olmasidir.

Goodrow ve ark. (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada sehir havasi ve sigara
dumanmda bulunan bir karsinojen olan 1,3-Biitadienin farelerde kodon 13 G:C
transversiyonuna neden oldugunu saptamislardir.

Kalm barsak akcigerlerden daha farkli karsinojenlere maruz kalmaktadir. Kalin
barsak baglica protein metabolizmasindan kaynaklanan nitrojen bilesikleri ve
nitrozlayic1 ajanlarca zengindir. Bu bilesikler bakteriler tarafindan nitrit ve nitrat
rediiktazlarca N-nitrozo bilesiklere c¢evrilirler. N-nitrozo bilesiklerden olan
nitrozaminler, nitrozamidler ve nitrozo guaninler Ozellikle G:A transisyon
mutasyonlaria neden olan alkilleyici ajanlardir.

Hughes ve ark., (2001) fazla kirmiz1 et tiiketiminin fekal N-nitrozo bilesiklerini
anlamli derecede arttirdigin1 saptamislardir. Kampman ve ark., (1999) ise yiiksek et
tilketiminin KRAS kodon 12 mutasyonlarini kodon 13 mutasyonlarina gore daha fazla
arttirdigini saptamislardir. Belinsky ve ark., (1998) nitrozaminler ile muamele edilmis
farelerde KRAS aktivasyonu ve promutajenik DNA hasar1 olusumunu arastirmiglardir.
Kullanilan nitrozaminler (NNK: 4-(N-metil-N-nitrozamino)-1-(3-piridil)-1-biitan ve
NDMA: Nitrozodimetilamin) a-hidroksilasyon yolu ile metilleyici ajanlara aktive
edilmistir. Sonug olarak kodon 12°de sik (20 fareden 15°1) ve kodon 61°de daha nadir
(20 fareden 5°1) olarak mutasyon saptanmistir. Dahas1 kodon 12 mutasyonlarmin biri
hari¢ tamami metilleyici ajanlarin varliginda O°®-metil guanin olusumu ile uyumlu
alarak G:A transisyonlar1 seklinde saptanmistir. KRAS mutasyonlari ile ilgili yapilan bu
arastrmalar farkli organlarda farkli sebeplerin aymi gende farkli mutasyon tipleri

gelistirebilecegini gostermektedir.

62



Bu tez kapsaminda kodon 12°de kodon 13’e oranla daha yiliksek mutasyon
frekans1 saptanmistir (Cizelge 4.5). Bu sonug kolon kanseri ve KRAS ile ilgili yapilmis
calismalar ile uyum gostermektedir. Ayrica en sik gozlenen mutasyon tipi kolorektal
kanserde yapilan diger c¢alismalar ile uyumlu olarak G:A (%69.23) (Tablo 6)
transisyonu olarak saptanmistir. Bu sonuglar kirmizi et tiiketimi ve bununla iligkili N-
nitrozo bilesiklerin kolorektal kanserdeki yerini dogrulamaktadir.

Kolonda metilleyici ajanlar ile ortaya c¢ikan G:A transisyon mutasyonlarmin
artis;, O6-metil-guaninin metil grubunu uzaklastirarak G:A transisyonlarini onleyen
MGMT geninin kolorektal kanser i¢in 6nemli bir rol iistlendigini ortaya koymaktadir.
Bu tez kapsaminda kolorektal kanser dokularinda MGMT geninin hipermetilasyon
frekans1 % 40.9 (tamamen metile % 36.6, kismi metile % 4.3) olarak saptanmistir. Shen
ve ark (2005) kolorektal kanserde MGMT hipermetilasyon frekansint % 46, Nagasaka
ve ark (2008) % 36.1 ve Vogel ve ark (2009) ise % 41 olarak saptamislardir. Tez
kapsaminda ¢ikan sonuglar daha once bildirilenler ile uyumlu bulunmustur.

MGMT hipermetilasyonu ve kolorektal kanser iligkisi tizerine daha 6nce yapilan
arastrmalarin  sonuglari MGMT hipermetilasyonunun kolorektal kanserin erken
evrelerinde meydana geldigini ileri stirmektedir (Hawkins ve ark, 2009; Nagasaga ve
ark, 2008; de Vogel ve ark 2009). Bu arastirmalarin bir diger sonucu da MGMT
inaktivasyonunun G:A transisyonu ile olan pozitif korelasyonudur. Bu tez kapsaminda
MGMT metilasyonu ve KRAS genindeki G:A transisyon mutasyonlar1 arasinda bir
iligki saptanmamistir (Cizelge 4.7).

MGMT genini 6nemli bir genetik belirte¢ yapan bir 6zelligi kanser tedavisindeki
yeridir. MGMT ilk olarak gliomalarda alkilleyici ajanlar ile yapilan kemoterapilerde 6n
plana ¢ikmistir. MGMT ve glioma tedavisine yanit ile ilgili yapilan pek cok calisma
hipermetile MGMT genine sahip hastalarin alkilleyci ajanlar kullanilarak yapilan
kemoterapilere daha iyi yanit verdigini gostermistir (Silber ve ark, 1999; Hegi ve ark,
2005; Weller ve ark, 2009). MGMT inaktivasyonu ve kolorektal kanserde alkilleyici
ajanlarla yapilan kemoterapilere verilen yanit iizerine yapilan ¢alismalar az olsa da Park
ve ark (2010) MGMT -535 G>T polimorfizminin oxaliplatin temelli kemoterapilerde
tedaviye yanit1 arttirdigini saptamiglardir.

Bu bilgiler 151831nda MGMT inaktivasyonunun kolorektal kanser baslamasi i¢in
olumsuz bir durum oldugu fakat 6zellikle alkilleyici ajanlarla yapilan kemoterapilerde

tedaviye yanit1 arttiran bir gosterge oldugu sdylenebilir. Jacinto ve Esteller (2007) bu
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ozelligi nedeni ile MGMT genini prognostik diisman ve tahmine yonelik dost
(Prognostic foe and predictive friend) olarak tanimlamaktadirlar.

KRAS mutasyonlarinin kolorektal kanser prognozu ile iliskisini arastiran pek
cok calisma bulunmaktadir. Bu c¢alismalardan bazilar1 KRAS mutasyonlar1 ve
kolorektal kanseri prognozu arasinda iliski oldugunu ileri siirerken bazi caligmalar
sonucunda iligki saptanmamustir. Kressner ve ark. (1998), Ogino ve ark. (2009), Wu ve
ark. (2005) KRAS mutasyonlar1 ve koloraktal kanser prognozu arasinda iliski
saptamamiglardir. Moerkerk ve ark. (1994) G:T ve G:C mutasyonlarmin kolorektal
kanserlerde metastatik davranis ile iligkili bulmuslardir. Ayrica kodon 12°de saptanan
mutasyon sayisinin tiimor evresindeki artigla beraber arttigini saptamislardir. Bazan ve
ark. (2002) kodon 12 mutasyonlarin1 miisindz farklilagsma ile iligkili bulmuslar ve kodon
13 mutasyonlarmin sag kalim siiresini azalttigin1 saptamislardir. Samowitz ve ark.
(2000) yine kodon 13 mutasyonlarinin sag kalim siiresini azalttigini saptamislardir.
Andreyev ve ark. (2001), Al Mulla ve ark. (1998), Lin ve ark. (2006) kodon 12Val
mutasyonlarmi kotii prognoz ve sagkalim siiresinin kisalmasi ile iliskili bulmuslardir.
Nash ve ark. (2010) KRAS mutasyonlarinin daha hizli ve agresif metastatik davranigsa
neden oldugunu saptamiglardir.

KRAS mutasyonlari ilerlemis kolorektal kanserli hastalarda anti-EGFR antikor
tedavilerine direncin belirteci olarak kullanilmaktadir (Dahabreh ve ark., 2011). Anti
EGFR ilaglar olan cetuximab ve panitumumab metastatik kolorektal kanser hastalarmin
%10-20’sinde  etkinlik gostermektedirler. Yapilan pek c¢ok calisma KRAS
mutasyonlarmin cetuximab ve panitumumab tedavilerinin %30-40’1nda tedaviye yanitin
olusmamasina neden oldugunu gostermistir (Lievre ve ark. 2006; Siena ve ark. 2009;
Tol ve Punt, 2010; Yen ve ark., 2010). Amerika klinik onkoloji birligi metastatik
kolorektal kanserli tiim hastalarin anti-EGFR antikor tedavisi almadan once KRAS
mutasyonlar1 agisindan test edilmesini, eger mutasyon saptandiysa hastalara anti EGFR
tedavisinin verilmemesini 6nermektedir (Allegra ve ark., 2009). Hastalarin Anti-EGFR
tedavisinden once KRAS mutasyonlar1 agisindan taranmasi hem pahali olan bu
tedavilerin gereksiz yere yapilmasii 6nleyecek hen de hastalarin faydasiz bir tedaviden
kaynaklanan toksik etkilere maruz kalmasini engelleyecektir (Morton ve Hammond,
2009; Mancl ve ark., 2009).

KRAS mutasyon testinin hem hasta temelli tedavi yaklasimina hem de gereksiz
tedavilerin getirdigi zaman ve para kaybini 6nlemesi, arastiricilart hem prognostik hem

de tedaviye yanit1 belirleyen yeni genetik belirtecler kesfetmeye itmistir (Cercek ve
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Saltz, 2011; Dientsman ve ark., 2011). BRAF ve PTEN genleri bu amacla arastirilan
genler arasindadir. Di Nicolantonio ve ark. (2008) BRAF mutasyonlarinin da
panitumumab ve cetuximab tedavilerine yanit1 olumsuz etkiledigini gostermislerdir.

BRAF mutasyonlar1 siklikla melanomalarda (%50) ve papiller tiroid kanserlerde
(%30-70) gozlenmektedir. Tiim solid tiimdrlerde gozlenme sikligi %8 dir (Dienstmann
ve Tabernero, 2011). Kolorektal kanserdeki mutasyon frekansi ¢esitli yayinlarda
degisiklik gostermekle birlikte %20’y1 gecmemektedir. BRAF geninin kolorektal
kanserdeki mutasyon frekansi Li ve ark. (2011) tarafindan %7, Chang ve ark. (2006)
tarafindan %4.2, Berg ve ark. (2010) tarafindan %16 olarak saptanmistir. Bu tez
kapsamimda BRAf mutasyon frekanst % 12.9 olarak saptanmistir. Bu deger literatiirde
daha 6nce bildirilen oranlar arasmdadir.

Kolorektal kanserde BRAF mutasyon frekansinin diisiik olmasi bu onkogenin
kolorektal kanser taramalari i¢in uygun olmamasma neden olmaktadir. Fakat BRAF
mutasyonlar1 kololorektal kanserde tartismasiz bir prognostik oneme sahiptir. Van
Cutsem ve ark. (2011) BRAF mutasyonlarin1 kolorektal kanserli hastalarda koti
prognoz indikatorii oldugunu ileri siirmiislerdir. Yokota ve ark., (2011) BRAF
mutasyonlarmi ilerlemis ve tekrarlayan kolorektal kanser icin en giiclii prognostik
faktor oldugunu ileri stirmiislerdir.

Bir siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p16 (CDKN2A) hiicre dongiisiindeki
onemli fonksiyonu nedeni ile pek ¢ok kanser tiiriinde siklikla ¢alisilmig bir timor
stipresor gendir. p16 geninin bu 6nemli gérevine karsin ¢esitli organ kanserlerinden elde
edilen hipermetilasyon sonuglar1 ¢eliski gostermektedir. Trzeciak ve ark. (2001) pl6
hipermetilasyonunu kanser orneklerinde % 53, buna karsin normal dokularda % 73
olarak saptamiglardir. Benzer sekilde Gonzales-Zulueta ve ark. (1995) pl6
hipermetilasyonunu kolorektal kanserde % 10 ve normal kolon mukoza Grneklerinde
%60 olarak saptamislardir. Bu arastirmalarda calisma populasyonunun kiigiik olmasi
(ilk ¢alisma i¢in 55 ve ikinci ¢alisma i¢in 12 hasta ve kontrol kullanilmis) sansa bagl
olasiliklar1 akla getirmektedir. Ahuja ve ark., (1997) p16 metilasyonunu MI+ kolrektal
kanserlerde (Mikrosatellit instabilitesinin bulundugu kanserler) % 60 olarak saptarken
MI- kanserlerde % 22 olarak saptamiglardir. Guan ve ark (1999) pl6
hipermetilasyonunu kolorektal kanser dokularinda %355 olarak saptamislardir. Ayni
calismada KRAS mutasyonlar1 bulunan orneklerin %38’inde pl6 hipermetilasyonu
saptanmistir. Shannon ve lacopetta (2001) kolorektal kanserde p16 hipermetilasyonunu

%29, Lee ve ark. (2006) ise %32.3 olarak saptamiglar ve pl6 metilasyonu ile
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mikrosatellit instabilitesi arasinda bir iliski saptamamis fakat pl16 hipermetilasyonu ile
lenf nodu metastazi arasinda anlamli bir iliski bulmuslardir.

Bu tez kapsaminda p16 geni promotor hipermetilasyonu frekanst %15.1 (%14
tamamen metile, % 1.1 kismi metile) olarak saptandi. Bu oranin literatiirde pl16 i¢in
daha Once saptanan oranlardan daha diisiiktiir. Calismalar arasinda ¢ikan bu farkliliklar
bazen metile DNA’nin saptanmasinda kullanilan  yOntemin farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin kolay, ucuz ve kullanish bir ydntem olan bisiilfit
muamelesini izleyen metil spesifik PCR’in (MSP) DNA’da ¢ok miktarda kirilmaya
neden oldugu bilinmektedir (Grunau ve ark., 2001). MSP’in alternatifi olan, metile
CpG’lere yonelik kullanilan immiin ¢oktiirme yontemi, metile DNA’larin saptanma
olasiligini arttirmakta fakat diisiik yogunlukta CpG adalarindan kaynaklanan bir kirliligi
de yaninda getirmektedir. Sakamoto ve ark., (2010) p16 promotdr hipermetilasyonunu
hem MSP hem de IM-MSP (Immiin ¢oktiirme- metil spesifik PCR) yontemlerini
kullanarak arastirmislar ve IP-MSP nin metile pl6 promotdriinii saptamadaki
duyarliligini MSP yonteminden anlamli derecede yiiksek bulmuslardir (IP-MSP i¢in
%81 ve MSP i¢in %59).

Apoptozu indiikleyen bir serin treonin kinaz olan DAPKI1 baslica akciger
kanserinde siklikla calisilmistir. Yamaguchi ve ark. (2003) 122 kolorektal kanser
orneginin % 55’inde  DAPKI1 hipermetilasyonu saptamiglar ve DAPKI
hipermetilasyonu ile tiimor farklilasmasi, metastaz ve tiimor lokalizasyonu arasinda bir
iligki saptamamuglardir. Mittag ve ark. (2006) parafin kesitlerde yaptiklar1 calismada
DAPKI1 hipermetilasyonunu kanser alanlarinda %81.2, intraepitelyal neoplazilerde
%68.2 ve kansere komsu normal dokularda ise %25 oraninda saptamis ve oranlar
arasindaki bu farki g6z oniinde bulundurarak DAPKI1 hipermetilasyonunu kolorektal
kanserin erken evreleri i¢cin 6nemli bir rol oynadigini ileri siirmiislerdir. Schneide-Stock
ve ark. (2004) DAPK1 mutasyonunu taze-dondurulmus doku 6rneklerinde %58 olarak
saptamislardir. DAPK1 metilasyonuna sahip hastalarin ¢cogunda azalmis apoptoz ve
Bcl2 geninin asir1 ekspresyonu gézlenmistir. DAPKI1 hipermetilasyonu ile tiimor
lokalizasyonu ve smiflandirilmasi arasinda bir iligki saptanmamaistir. Bu tez kapsaminda
DAPKI1 promotdr hipermetilasyonu %45.2 olarak saptandi. DAPK1 geni SFRP 2
geninden sonra en sik hipermetilasyon gosteren gen idi.

Bir dizi spesifik transkripsiyonel represér olan HIC1  geninin epigenetik
inaktivasyonu prostat kanseri (Morton ve ark., 1996), kiiciik hiicreli olmayan akciger

kanseri (Eguchi ve ark., 1997; Hayashi ve ark., 2001), meme kanseri (Fuji ve ark.,
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1998), karaciger kanseri (Kanai ve ark 1998) ve Ozefagus kanserleri (Huang ve ark.,
2000) gibi pek c¢ok kanser tiiriinde bildirilmesine ragmen kolorektal kanserlerde sik
olarak calisgilmamistir. Wahab ve ark. (2011) HIC 1 geninin kolorektal kanserdeki
hipermetilasyon frekansin1 %41.7 olarak saptamiglar ve HIC1 hipermetilasyonu ve
klinopatolojik 6zellikler arasinda bir iliski saptamamislardir. Bu tez kapsaminda HICI
geninin hipermetilasyonu Wahab ve ark. (2011) tarafindan bildirilen frekansa ¢ok yakin
olarak (%40.9) saptanmustir.

DNA hipermetilasyonu tiimorigenezde erken bir olaydir ve tiimdr olusumunun
baslamasi, ilerlemesi ve ¢ok sayida genetik ve epigenetik degisimin birikmesi igin
verimli bir zemin olusturmaktadir. Kolorektal kanserde bu durum “bolge hasar1” (field
defect) olarak tabir edilen durumun yani tiimore komsu normal dokularin cesitli
epigenetik degisimler ve mutasyonlar tagimasi tarafindan desteklenmektedir (Ushijima,
2005).

Kolorektal kanserde kanser dokusu ve normal kolon mukozasinda yapilan
calismalarin ¢ogunda normal kolon dokusunda DNA hipermetilasyonu bildirilmektedir.
Minoo ve ark. (2006) kanser Oncesi bir durum olan hiperplastik polipoziste normal
kolon mukozasinda yogun bir sekilde tiimor siipresor gen hipermetilasyonu (MGMT,
pl6é, DAPKI1, MLHI1, RASSF1, RASSF2 genlerinde) gostermislerdir. Yazarlar
hiperplastik polipozisin bazi formlarinda genetik yatkinligin olabilecegini ve bunun da
en erken gostergesinin normal kolon mukozasindaki c¢oklu timor siipresdr gen
hipermetilasyonu olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Ahuja ve ark. (1998) normal kolon
mukozasinda ileri yasa bagl tiimor siipresor gen hipermetilasyonu saptamislardir.
Kawakami ve ark. (2006) kolorektal kanserli hastalarin normal kolon mukozasinda alt1
genin (ERa, MYOD, p16, MLH1, APC, DAPK, TIMP3) metilasyonunu arastirmislar ve
ERa, MYOD genlerinin hipermetilasyonunun ileri yas kadin hastalarda arttigmi
saptamiglardir.

Kolorektal kanserde normal dokuda hipermetilasyon gozlenmesi tiimdr siipresor
genlerin Tip A ve Tip C olarak iki smnifa ayrilmasina neden olmustur. Tip A genler artan
yasa bagli olarak hipermetile olan genlerdir ve ERa ve MYOD 6rnek verilebilir. Tip C
genler kanser spesifik hipermetilasyon gosteren genlerdir ve p 16, MLH1, TIMP1 6rnek
gosterilebilir. Bu tez kapsaminda arastirilan 14 hastada en diisiik hipermetilasyon p16
genine (1 kismi metilasyon) aitti. Bununla birlikte DAPK1 (%28.57 tamamen metile,
%7.4 kismi metile), SFRP2 (%50 tamamen metile, %14.28 kismi metile), HIC1
(%35.71 tamamen hipermetile) ve MGMT (%50 tamamen metile, %14.28 kismi metile)
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genlerinde hipermetilasyon saptanmistir. Kullanilan normal kolon doku sayisi1 az
olmasmna ragmen sonuclar bilgi verici goriilmektedir. Normal kolorektal mukozada
gozlenen ve yasa bagh tiimor siipresssor hipermetilasyonu ileri yasin kolorektal kanser
icin neden bir risk faktorii olarak degerlendirildigini agiklamaktadir (Issa, 1999).

DNA metilasyon belirtegleri ¢esitli avantajlara sahiptir. Birincisi metilasyon
analizleri DNA iizerinden yapilir. DNA ise RNA ve proteinlere gére daha kararlhidir. Bu
durum DNA metilasyonunu en kararli belirte¢ yapmaktadir. Diger yandan DNA
metilasyonu bazi kanserler i¢in viicut sivilarindan ve kolorektal kanser i¢in gaitadan
saptanabilmektedir. Bu durum non-invazif tarama yontemlerinin uygulanabilirligini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda DNA metilasyonu geri doniisiimliidiir ve bu durum da
metilasyonu tedaviye yonelik bir hedef olarak cazip kilmaktadir.

Kanserde DNA metilasyon paterni tiimorler arasi ve bireyler arasi farkliliklardan
sorumludur. Bireyler arasi farklilik en 1y1 sekilde CpG metilatér fenotip ya da CIMP
(CpG island methylator phenotype) olarak bilinen ve hasta DNA’larindaki CpG adalarin
yaygin olarak metile durumda bulundugu durumda goézlenmektedir. CIMP pozitif
hastalar en 1yi kolorektal kanserde tanimlanmistir. Bu hastalar kolorektal kanserli
hastalarin %20-40’1n1 olusturmaktadir. CIMP genellikle mikrosatellit kararsizligi (MSI,
microsattellite instability), tlimoriin genellikle ¢ikan kolonda olmasi, ileri hasta yas1 ve
kadin hastalarin daha sik olmasi ile birlikte gozlenmektedir (Shen ve ark., 2007).

Mikrosatellit kararsizligt DNA’daki kisa tekrarli dizilerin sayisinin azalmasi
veya artmasidir. Bu kararsizlik DNA replikasyonu esnasindaki kaymadan meydana
gelmektedir ve hatali eslesme tamir mekanizmasi tarafindan tamir edilmektedir.
Timorlerde hatali eslesme tamir sisteminin bozuk olmasi bu hatalarin birikmesi ve
mikrosatellit kararsizlig1 ile sonu¢lanir. Mikrosatellit kararsizligi kalitsal non-polipozis
kolorektal kanser (HNPCC)’de goriilmektedir. Mikrosatellit kararsizlig1 ayn1 zamanda
sporadik kolorektal kanserli hastalarin %10-15’inde gozlenmektedir (Samowitz, 2008).

Yapilan caligmalar CIMP ve MSI ile KRAS ve BRAF mutasyonlarinin iliskili
oldugunu gostermektedir. Ahlquist ve ark. (2008) BRAF mutasyonlar1 ile CIMP ve
MSDI’nin birlikteligini kolorektal kanserde anlamli siklikta saptamiglardir. Nosho ve ark.
(2008) bes tiimor silipresor genin hipermetilasyonunun (CACNAI1G, IGF2, NEUROGI,
RUNX3 and SOCSI genleri) BRAF mutasyonlu bireylerde daha sik goriildiiglinii
saptamiglar ve KRAS mutasyonlar1 ve timor siipresor promotor hipermetilasyonlari
arasinda iliski saptamamiglardir. Lee ve ark. (2008) CIMP+ kolorektal kanserlerin

BRAF mutasyonlar1 ile pozitif iligkili oldugunu ve CIMP+/MSI-‘li hastalarin kotii
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klinik seyire sahip olduklarini saptamislardir. Tanaka ve ark. (2006) tarafindan yapilan
calismanin bulgular1 yine CIMP ve BRAF mutasyonlarmmin birlikteligini destekler
niteliktedir. Bu tez kapsaminda da arastirilan tiimor siipresor genlerin promotor
hipermetilasyonlar1 ve onkogen mutasyonlarinin birlikte gdzlenme sikliklar1 arastirilmig
ve hipermetile tiimor siipresor genler ile KRAS mutasyonlar1 arasinda anlamli bir
birliktelik saptanmazken BRAF mutasyonlar1 ile SFRP2 ve pl6 genleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir birliktelik saptanmistir. Bu sonug literatiirde daha 6nce
yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

Sonug olarak; ¢alisma grubunda KRAS mutasyonlar1 sik bir sekilde (%54.84)
gozlenmistir. Saptanan KRAS mutasyon sikligi literatiirde daha once bildirilenlerle
uyumlu oluydu ve yine literatiir ile uyumlu olarak en sik mutasyon frekansi kodon
12’de saptandi. BRAF mutasyon siklig1 % 12.9 olarak saptandi. Calisma grubunda
arastirilan timor stipresor genler i¢inde en sik hipermetile olan gen SFRP2 (%66.7) idi.
SFRP2 geni siras1 ile DAPK1 (%45.2), MGMT (%40.9), HIC1 (%40,9) ve p16 (%15.1)
genleri tarafindan izlendi. Timor slipresor gen promotor hipermetilasyonlar: ve KRAS
mutasyonlar1 arasmnda anlamli bir birliktelik saptanmazken, BRAF mutasyonlarinin
hipermetile SFRP2 ve p16 genleri ile birliktelikleri istatistiksel olarak anlamli bulundu
(SFRP2 i¢in P=0.005 ve pl6 i¢in P=0.016). Normal kolon mukozasi ile yapilan
analizler hipermetilasyon ve mutasyonlarin sadece tiimor dokularinda degil ayni
zamanda hastalara ait normal kolon dokusunda da gozlenebilecegini gdsterdi.

Yapilan arastrmanin sonuglari daha 6nce bildirilen arastirma sonuglari ile
birlestirildiginde KRAS mutasyonlar1 ve SFRP2 hipermetilasyonunun kolorektal kanser
taramalar1 i¢cin kullanilabilecek genetik belirtecler oldugu, kanserli bireylerde onkogen
aktivasyonlar1 ve tiimor siipresdor gen hipermetilasyonlarmin saptanmasmin hem

hastalik seyri ile ilgili bilgi verici hem de tedaviyi yonlendirici oldugu saptanmustir.
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