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OZET

Kolorektal karsinogenez (KRK), normal hiicrenin kanser hiicresine
dontistimiinde genetik ve epigenetik degisikliklerin rol aldigi ¢ok basamakli bir
siirectir ve molekiiler genetigi tiim insan kanserleri arasinda en iyi anlasilmis
olanidir. Giiniimiizde gelisen teknoloji sayesinde ve epigenetik faktorlerin kanserdeki
rollerinin anlagilmasiyla bu alanda yogun ¢alismalar yapilmaya baslanmistir. Timor
supresor genlerin promotor bolgelerinde CpG adaciklarinin anormal metillenmesi,
genlerin aktivitelerini bozabilir ve susturulmasina yol agar. Bu sessizlik hiicre
boliinmesi boyunca kalitilir ve metilasyon inhibitorleri ile muamele haricinde geri
doniisiimsiiz oldugu kabul edilir.

Calismamizda kolorektal kanser tanisi alan farkli timér evresi ve farkli yas
gruplarindan 20 birey yer almistir. Oncelikli olarak timér supresér APC geni, bunun
yaninda timor supresér TP53, MGMT (191 nt), MGMT (346 nt), MSH6, BRCA1 ve
BRCA2 genlerine ait promotor bolge metilasyon profilleri arastirtlmistir. Metod
olarak, metil spesifik MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
yontemi kullanilmistir. Analizi amaglanan gen bdlgelerinin metilasyon paternleri
SALSA MS-MLPA MEQ02-C1 tumor suppressor-2 probemix kiti kullanilarak
incelenmistir. Analizleri sonucunda APC geni %100 (20/20), TP53 geni %60
(12/20), MGMT (191 nt) geni %10 (2/20), MGMT (346 nt) geni %10 (2/20), MSH6
geni %60 (12/20) oraninda metilasyon saptanmistir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
metilasyon saptanmamugtir.

Elde edilen epigenetik analizler, kanser vakalarinda hem tiimorlii dokuya 6zgii
tedavi yontemlerin gelistirilmesinde hem de sagkalim oranlarinin artmasinda oldukga
yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, Epigenetik, Metilasyon, Timor supresor
APC geni, MLPA
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ABSTRACT
Epigenetic Approach to Colorectal Cancer; The functional analysis of tumor
supressor gene APC

Colorectal carcinogenesis is a multistep process that occured genetic and
epigenetic changes in the transformation of normal cells into malignant cells and
colorectal cancers, all of the molecular genetics of human cancer is the most well
understood. Today, thanks to advanced technologies and understanding of the role of
epigenetic factors in cancer, intensive studies have been started in this area.
Abnormal methylation of CpG islands that tumor suppressor genes of the promoter
regions, genes activity can disrupt and leads to silencing. This silence is inherited
through cell division and except treatment with methylation inhibitors are considered
to be irreversible.

In our study involved in nineteen individuals have diagnosis of colorectal cancer
who has been different tumor stage and different age groups. Firstly, the APC tumor
suppressor gene, besides the tumor suppressor TP53, MGMT (191 nt), MGMT (346
nt), MSH6, BRCA1 and BRCAZ2 genes belonging to the promoter region methylation
analysis was performed. In the method, methyl specific MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) method was used. Analysis of the methylation
pattern of gene regions was examined using SALSA MS-MLPA MEQ002-C1-2 tumor
suppressor kit probemix. As a result of analysis APC gene 100% (20/20), TP53 gene,
60% (12/20), MGMT (191 nt) gene is 10% (2/20), MGMT (346 nt) gene 10% (2/20),
MSH®6 genes is 60% (12/20) methylation ratio was determined.

The obtained epigenetic analyzes, in the cancer cases both specific to tumor
tissue development of treatment methods and in increasing of survival rate will be
quite useful.

Key Words: Colorectal cancer, Epigenetics, Methylation, Tumor supressor APC
gene, MLPA
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, gelismekte olan diinyamizda giderek artan ve toplum sagligin1 dnemli
Olgiide etkileyen saglik problemlerinin basinda yer almaktadir. Tiirkiye’de her iki
cinsiyette seneler iginde artis gosteren kanserler bagirsak, rektum, lenfatik ve
hematopoietik doku kanserleridir. Diinyadaki kanser vakalar1 incelendiginde
kolorektal kanser (KRK) {igiincii sirada yer alirken, kanserden 6liim nedenlerinde
ikinci sirada yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 2012 yilinda
kolorektal kanserin diinya ¢apinda erkeklerde en yaygin goriilen ii¢lincii (746 000
vakanin %10,0’luk kismi1), kadinlarda ise en yaygin goriilen ikinci (614 000 vakanin
%09,2’lik kismi) kanser tiirii oldugu bildirilmistir. Daha gelismis bolgelerde az
gelismis bolgelere oranla yiiksek insidansa sahip olup; meydana gelen vakalarin
neredeyse %55’ini olusturmaktadir. Yasam kalitesinin artmasina bagli olarak kanser
gelisme riski de artis gostermektedir. Bununla birlikte kanser tanisinda kullanilan
yontemlerin hizla ilerlemesi ve maliyetlerinin diismesi sebebi ile daha ¢ok hastanin
hekime basvurmasi ve gelisen teknoloji ile ¢evresel karsinojenlere maruziyetin artisi
kanser sikligin1 arttiran diger etkenlerdendir.

Multifaktoryel nedenlerle gelisen kolorektal kanserlerin tani yasi1 ortalama
62’dir. Ancak Kkolorektal kanserler icin risk 50-75 yas arasinda degisir. Yas
ilerledikge risk orani yiikselir (Fenoglio-Presier ve ark., 1990). Kolon ve rektum
cogunlukla premalign lezyonlar1 barindirir ve nispeten kolay erisilebilen organlardir.
Bu nedenle kolorektal kanser erken teshise uygun bir hastaliktir. Kolorektal kanseri
gelismeden oOnlemek ve erken evrede yakalayabilmek igin tarama testleri
kullanilmaktadir. Kolorektal kanser tarama yontemleri, invaziv kanser morbiditesi ve
mortalitesini azalttig1r diisiiniilen ve bu agidan etkinligi kanmitlanmis az sayidaki
yontemlerdendir. Kalin bagirsagin (kolon ve rektum) polip ve kanserleri ¢cogu kez
lyice biiyliyene kadar belirti vermezler. Tarama programlari ile heniiz kansere
donlismemis (premalign) adenomatdz polipleri ve erken donem lokalize kanserleri
saptamak ve tedavi etmek miimkiindiir.

Hiicre boliinmesini diizenleyen genlerin (onkogenler ve tiimor baskilayici genler)
timor virtisii tarafindan isgal edilmesiyle ya da kendiliginden olusan mutasyonlarin
etkisiyle kanser baslayabilmektedir. Mutasyonlarin olusum hizindaki artisa bagh
olarak insan kanserlerinin gelisme siireci de hizlanmaktadir (Kilig 2005). Kanserli
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hiicrelerde ortaya ¢gikan mutasyonlar rastgele olmayip, kendine 6zgii belirli bir siireg
ile ilerlemektedir. Kolorektal kanser, genetik yatkinlik ve c¢evresel faktdrlerin
etkilesimleri neticesinde uzun vadede ortaya ¢ikmaktadir. Etyolojisine bakildiginda
temelde kolon mukozasindaki epitelyal hiicrelerin biiyiime ve farklilasmasina neden
olan genetik bozukluklar sonucunda gelisen kompleks bir siiregtir. Bu siiregte genetik
mutasyonlarin yaninda epigenetik degisimler de etkilidir. Epigenetik mutasyon
olarak adlandirilabilen CpG adaciklarindaki metilasyon kalib1 degisikligi; her hiicre
boliinmesinde pasif olarak kalitilan mutasyonlarin aksine, aktif olarak kalitilir ve
gen ifadesini de degistirebilir. Metilasyonun gen ifadesinin diizenlenmesinde etkili
oldugu bazi gézlemler vardir. Bir gendeki metilasyon sikligr ile o genin ifade edilme
(ekspresyonu) derecesi arasinda ters bir iliski bulunmaktadir. Diisiik derecede
metilasyon gozlenen genlerde yiiksek oranda gen ifadesi (genin g¢alisma verimi)
gozlenirken, yiiksek oranda metilasyon gozlenen genlerde ise diisiik oranda gen
ifadesi gozlenmektedir (Jones ve ark., 2001). Sporadik KRK, fokal displastik lezyon
olan adenomanin zemin bdlgesinde gelisip adenom-karsinom sekansi seklinde
seyreder. Sporadik kolon kanserleri normal kolon epitelinin genetik kararsizligi ve
adenomat6z polip birlikteligi neticesinde invaziv kansere doniisiimii ile olusmaktadir

(Sekil 1).
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Sekil 1. Kalin barsak i¢ zarindaki normal kolonik hiicrenin (A), anormal ¢ogalmasi
ile zaman igerside poliplere ve kansere hiicresine (D), doniisiimiinii gosteren bir seri
basamak.

Kolorektal karsinogenezde mikrosatellit instabilite ve kromozomal instabilite
yolaklar1 Beta-katenin/Wnt ara yolagi, TGF/SMAD ara yolagi, RAF/RAS/MAPK
ara yolag gibi pek ¢ok yolak tiimor olusum ve progresyonunda agiklanmistir. Bu
yolaklarda birden fazla mutasyonun kademeli olarak birikimi s6z konusudur.

Bu tez kapsaminda tiimor supresor genler (TSG)’den hiicreler arasinda sinyal
iletiminde gorev alan; Beta-katenin/Wnt yolaginda anahtar gen olan APC geni ve
timor supresér TP53, MGMT (191 nt), MGMT (346 nt), MSH6, ve BRCAL,
BRCA2 genlerine ait CpG adacik hipermetilasyon/hipometilasyon paternleri
incelenmistir. Farkli evre ve yas grubundan kolon kanseri teshisi almig 20 hastaya ait
tiimor dokusu igeren 5 mikronluk kesitlerden elde edilmis olan DNA ornekleri
calismaya dahil edilmistir. Arastirmada yogunlasilan yer promotorlardaki CpG
adalaridir. APC geninde meydana gelen mutasyon kolon kanseri gelisiminin ilk
evresinde gergeklesmekte olup devaminda bir seri mutasyon gecirerek baslangicta
normal olan hiicrenin kanser hiicresine doniisiimiine zemin hazirlamaktadir.

Bu Yiiksek lisans tezinin amaci; APC genine ait CpG adalarinda meydana gelen

DNA metilasyonuna bagl tiimér supresor gen inaktivasyonunun kolorektal kanserde
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yerini ve Onemini ortaya koymaktir. Tiimorlii dokulardan izole edilen DNA’dan
denatiirasyon ve hibridizayon, ligasyon ve PCR basamaklarint iceren MS-MLPA
(Metil Spesifik Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) ve sekans
yontemi kullanilmis ve coffalayser programinda analiz edilmistir (Sekil 3). Bu
yontem ile tek reaksiyonda c¢ok sayida hedef bolge amplifiye edilebilmektedir.
Ayrica CpG dizisi igeren hedef bolgelerin metilasyon durumuna goére Hhal kesim
enzimi araciligiyla kesim islemi gergeklestirilmekte ve bu islem sonucunda hedef
bolgenin amplifiye olup olmamasina bagh olarak ilgili gen bdlgesinin metilasyon
durumu saptanabilmektedir (Sekil 2). Metilasyon sonuglarina gore ilgili gen

aktivasyonlari ile epigenetik degisimler degerlendirilmistir.

~ - $ ¥
8 la) e N
4500 oY) ¢ o
A 1) A B
4000~ eX & 0 0
- 2 E ‘Q + 3 l
3500"‘ - - f I 1 o) o
SIS N T S A
000~ pE 2 0§ & § ¥ @
2( < b é o 0 0 8
2500 gz Z e E <
=000 -
M- T = <
4o 4 I
I
500+  TEIL I L
IIT £ o
"ccoN W\ :
1000 O 3 %
OI | 20 m
000 0 7]
500 F b3
0 A H J_JLL L[ Lu L_ L LJL L L
TTTTITTT St R 6% T T T R
¢20N VDI © ¢ w0 N N © - o DN
DNSD AN m © o~ o m 0 ) - N®
- - - e o o N N (] nm

Sekil 2. Hhal enzim kesim reaksiyonu sonucunda metillenme s6z konusu oldugunda
enzim kesim bolgesi kesimden korunmustur dolayisiyla kesim gerceklesmeyip
TSG’lerden sinyal elde edilmistir. Calismamizda hasta bireylerde degerlendirilen
TP53, MSH6 ve APC TSG’lerin metilasyon varliginda genlerde meydana gelen

sessizlesme ve inaktivasyon analizi.
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Sekil 3. Saglikli kontrol bireye ait periferik kan dokusundan elde tiimor dokusuna ait bir adet
enzim kesimine maruz kalmayan normal MLPA reaksiyonu (A), Hhal enzimine maruz
birakilan Metilasyon reaksiyonu (B) ile es zamanli gerceklestirilen iki reaksiyondur. Her bir

TSG promoter metilasyon profillerinin 0,5-1,5 oransal degerleri arasinda normalizasyonu

©).
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2.GENEL BILGILER
2.1. KANSER

Kanser tek bir hastalik adi1 olmayip organizmada meydana gelen ve hiicreleri
kontrolsiiz biiyiiyen kotii huylu (habis=malign) tiimorler i¢in kullanilan genel
terimdir. Bu tip hiicreler iyi huylu (benign) tiimorlerin aksine baska dokulara niifuz
etme (invazyon) ve yayilma (metastaz) dzelligi gosterir. Ulkemizde 2012 yilinda
kanserler oliime sebep olan hastaliklar igerisinde %21,1 ile ikinci sirada yer
almaktadir. Karsinogenez ¢ok faktorlii ve ¢ok basamakli bir olaydir. Normal bir
hiicrenin kanser hiicresine doniismesi i¢in ¢ok sayida genetik degisikliklerin olmasi
gereklidir.  Bunlar arasinda; nokta mutasyonlari, translokasyonlar, gen
amplifikasyonlari, hiicresel onkogen aktivasyonu ve timor siipresor genlerin (anti-
onkogen) inaktivasyonu gibi mekanizmalar yer alir (Dogu 2007).

Baz1 kanser tiirlerinde primer faktdr ve sekonder olarak adlandirilan iki etken
vardir. Primer faktor olarak herhangi anormal gen sorumlu tutulurken, sekonder
faktorde gevresel faktorler sorumlu olup hiicre ¢ogalmasi gergceklesmektedir. Her iki
faktorde de kanser tiirlerinin somatik hiicrelerdeki mutasyon ya da mutasyonlar
sonucu olustugu ve mutasyonlarin da bir seri genin ifadesini etkiledigi bilinmektedir.
Kanserin orjinlendigi {i¢ tiir malignensi vardir; sarkom, karsinom, ve hemapoetik ve
lenfoid malignensileridir. Sarkomlar kemik, kas ya da konnektif doku gibi
mezensimal dokulardan koken almaktadirlar. Karsinomlar barsak mukozasi, bronslar
veya meme duktuslar1 gibi epitelyal dokulardan gelisirler. Son olarak hemaepotik ve
lenfoid malignensiler kemik iligi, lenfatik sistem ve periferik kan boyunca yayilan
16semi ve lenfomalardir. Kanser olusumunda ise timor supresor genler, onkogenler,
ve diger genler etkili olmaktadir. Birgok kanserde, mutasyonlar tek bir somatik
hiicrede olusur ve daha sonra béliinerek kanser gelisimine yol agarlar. Daha az
seyreden tipi kalitsal (herediter) kanser sendromlaridir. Herediter kanserleri baslatan
mutasyonlar {lireme (germ) hiicresine aktarilarak viicudun tiim hiicrelerine
yayilmaktadir. Sonu¢ olarak her iki mekanizmada da kanser gelisimi bir kez
basladiginda, DNA’da olusabilecek hasarin onarimindan sorumlu ve sitogenetik
yapmin korunmasindan sorumlu hiicresel mekanizmalar1 kodlayan genlerdeki
mutasyonlar kiimiilatif olarak artig goOstererek kanseri yayginlastirdiklar

bilinmektedir.
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Mutasyonlar hiicre boliinmesi sirasinda siirekli bir sekilde gerceklesmektedirler
ve onkogenler ile tiimor supresdr genler diger genlere kiyasla daha az mutasyona
ugramaya meyillidirler. Kanserlerdeki mutasyonlar1 diger mutasyonlardan farkl
yapan, mutasyonlarin gii¢lii bir sekilde hiicresel artis ve uzun hiicresel yasam igin

pozitif seleksiyona yol agmalaridir.

Kanserlerin olusum sikligi, tiiriine, cografi bolgelere, sosyo-ekonomik yasam
kalitelerine, hasta yas ve cinsiyetine gore farklilik gostermektedir (Dogu 2007).
Kanserin hiicre i¢indeki gelisimi hemen tamamlanip sona ermez, dolayisiyla normal
bir hiicre kanserli hiicreye doniismeden 6nce o hiicrenin genetik bilgisinde pek ¢ok
degisiklik olmas1 gerekmektedir. Yapilan aragtirmalar onkogenez igin tek bir genetik
degisimin yeterli olmadigini, timor supresor genler, proto-onkogenler ve yapisal
genlerde bir dizi mutasyonun olugmasi gerektigini gostermistir. Yani kanser gelisimi,
genetik acidan c¢ok asamali bir siirectir. Bu siire¢ sirasinda olusan mutasyonlar
kendiliginden ya da mutajenik etkilere bagli olarak gelisebilir. Bu ¢ok faktorlii ve
cok asamali siirecin etyolojik parametre ve belirteglerini tlige ayirarak inceleyecek
olursak;

1. immiinohistokimyasal belirtegler,

2. Molekiiler genetik belirtegler,

3. Hiicre biiylimesini indiikleyen ya da inhibe eden belirtegler olarak siniflandirmak
miimkiindiir (Ozdemir ve Ozdemir, 2014).

Hiicrelerin anormal biiylime siireci asama asama gelismektedir. Her bir genetik
degisiklik, hiicreyi anormal biiylime siirecinde biraz daha ileriye tasimaktadir. Tiim
hiicrelerin genetik Ozellikleri birebir ayn1 olmadigi i¢in, genetik degisikliklerin ne
zaman gercgeklesecegini tahmin etmek neredeyse imkansizdir. Bu nedenle bazi
kanser tipleri oldukga yavas bir seyir gosterirken, bazilari ise hizla ilerleyip bir kag
ayda bireyin saghigint bozmaktadir. Bir¢ok kanser tiirinde, tiimor dokusunda
belirlenen 6zgiin onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdeki hipermetilasyon,
mikrosatellit instabilitesi, kromozomal translokasyonlar, nokta mutasyonlari ve
heterozigotluk kaybi1 (LOH) gibi molekiiler diizeydeki degisiklikler hastalarin 6nemli
bir boliimiinde serum veya plazmada da oldugu bildirilmistir (Yamada ve ark.,
1998).
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Tablo 1. Kanser olgularinin kadin ve erkeklerde yas gruplarma gore dagilimi (Dogu

2007).
Cinsiyet
Erkek Kadin Toplam
Yas grubu n % n % n %
<20 yas 6 0,6 10 0,9 16 0,8
21-39 yas 75 il 144 14,0 219 10,5
40-59 yas 493 46,7 504 49.0 997 478
60-74 yag 424 40,2 323 313 747 358
>75 yag 57 54 49 48 106 el
Toplam 1055 100,0 1030 100,0 2085 100,0

2.1.1. TUMOR GELISIiMi

Timor bir diger adiyla neoplazi, yeni biiyiiyen ve yeni olusan anormal doku

Kitlesidir. Biiyimesi normal doku biiyiimesine kiyasla fazladir ve aralarinda bir

baglant1 yoktur, olayin baglamasina neden olan ve kendisine uyar: kalktiktan sonra

bile biiyiimeye devam eden anormal doku kitlesidir. Biiylime amagsizdir ve otonomi

gozlenir. Timor gelisiminden sorumlu faktorler; proto-onkogenler (onkogenler),

timor supresor genler, replikasyon hatalarini belirleyip onaran genler (mismatch

repair genler), telomeraz genlerin aktivite kusurlar1 ve son olarak direkt genetik

materyalde bir bozukluga bagli olmasa da hatali gen ekspresyonuna neden olan

epigenetik degisikliklerdir.
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Tablo 2. Doku ve hiicrelerde gerceklesen sayisal ve yapisal degisiklere baglh
ozellikler

NEOPLAZI OZELLIKLERI

CESITLERI

Hiperplazi Hiicrelerin sayisal artisgidir, uyaran ortadan kalkinca

regresyon olur, bazen premalign durumlara yol agar, en

az timor olusturma riski tasur.

Metaplazi Diferansiye olmus eriskin dokusunun diger bir
diferansiye dokuya doniismesi durumudur. Epitelyal
metaplazi geri doniisiimlii, bag doku metaplazisi geri

doniigstizdiir.

Displazi Anormal doku gelismesidir. Hiicre ¢ekirdegi malignite
kriterlerine yakin ozellik gosterir. Hiicreler belirgin
pleomorfizm gosterir. Genelde malgnite Onciisiidiir.
Displastik ~ hiicrelerin  her zaman kanserlesmesi
beklenmez. Tim epiteli igermeyen degisiklikler geri

dontistimlidiir.

Anaplazi Malign degisimin gostergesidir, farklilasmanin kaybi
olarak nitelenir, kanser hiicresinin karakteristik
ozelligidir, hiicreler normal yapisal ve fonksiyonel
ozelligini kaybeder, andiferansiye hiicre olarak da ifade

edilir.

2.1.1.1. Onkogenler (proto-onkogenler)

Onkogenler genomda aktif olarak bulunan protoonkogenlerin mutant formlaridir.
Bugiine kadar 80’den fazla protoonkogenin her birinin onkogenik potansiyel
gostererek cesitli kanser olusumlarinda rol aldigi saptanmistir. Onkogenlerin kanser
gelisimindeki rolii 60’11 yillardan itibaren ortaya konmustur ve kanserin molekiiler
temelleri hakkinda ilk bulgular timor viruslari ile yapilan arastirmalarla saglanmistir.
Bu arastirma sonucunda onkogen olarak adlandirilan belirli genlerin hiicreleri

transforme etme yetenekleri oldugunu gosterilmistir. Ancak boyle olsa bile insan
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kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu (yaklasik %80’1) viruslarin etkisiyle degil radyasyon
ya da kimyasal karsinojenez gibi baska nedenlerle ortaya ¢ikmaktadir.
2.1.1.2. Tiimor Supresor Genler

Tipki1 onkogenler gibi timor supresor genler de hiicre ¢ogalmasinin
diizenlenmesine katilan molekiiller sifrelerdir. Fakat onkogenler ile timdr siipresor
genlerin farki; onkogenler protoonkogenler araciligiyla aktif olduklarinda kansere
neden olurken, timor siipresor genler ise ¢alismadiklarinda yani inaktif olduklarinda
kansere neden olur (http://www.spektromar.com.tr, Erisim tarihi: 1 Mayis 2014).
Tiimdr supresor genlerin esas fonksiyonu tiimdr olusumunu engellemek degil, hiicre
biiylimesini kontrol etmektir. Knudson adli arastirmaci ¢ift mutasyon teorisi de bu
ifadeyi desteklemektedir. Bu teoriye gore herediter olan olgularda bir genetik
degisiklik ebeveyinlerden birinden gelir ve tiim somatik hiicrelerde vardir, Ikinci
mutasyon ise retinal hiicrelerin herhangi birinde olur ki bu ilk mutasyonu da
tasimaktadir. Sporadik vakalarda ise her iki mutasyon ayni tek hiicrede somatik
olarak vardir. Buna en iyi 0rnek retinoblastom (Rb) geninde agiklanmistir. Mutant
kalitsal Rb geni tasiyan ¢ocuk normaldir (Rb lokusu i¢in heterezigot oldugundan),
sadece kanser gelisme riski yliksektir. Mutant allel homozigot oldugu zaman kanser
gelismektedir. Kisacast TSG’ler, hiicre dongiisiinii kontrol ederler ve onarilamayan
herhangi bir DNA hasar1 oldugunda hiicreyi apoptozise sevk eder. Prototipik
ornekler p53, APC, DDC (deleted in colorectal cancer), ve DPC4 (deleted in
pancreatic cancer 4) genleridir. Tiimor gelisimi icin her iki allelde de mutasyon
gereklidir aksi halde saglam tek allel varli§i gosterilmesi gereken etkiyi yaratmaya
yetecektir.
2.1.1.2.1. Hiicre Yiizeyinde Etkili olan Tiim6r Supresor Genler

Hiicrenin biiylime ve davranigin1 diizenleyen hiicre yiizeyinden salinan gesitli
molekiiller vardir. En 6nemlileri Transforme edici bilyiime faktor-beta (Transforming
Growth Faktor=TGF-), Kadherin ve Silinmis kolon kanseri (Deleted Colon Cancer=
DCC) geni sayilabilir. TGF-beta biiyiimeyi engelleyici faktdrdiir. Kadherin hiicresel
adezyonu saglar. DCC geni ise hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iligkisini saglar
gevreden aldigi uyari ile hiicrenin biiyiime ve diferansiasyonunu diizenlemekle
gorevlidir. TGF-beta biiyiimeyi engelleyen genlerin transkripsiyonunu regiile eder.

Buradaki mutasyon pek ¢ok tiimorde goriilmektedir.
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2.1.1.2.2. Uyar iletim Sistemini Diizenleyen Tiimér Supresor Genler

Timdr siipresor genlerin etkili oldugu bir diger alan biiylime sinyalini
azaltmaktir. Norofibromin 1 (NF1) geni ile Adenomatoz polipozis koli geni (APC)
bu kategoridedir. NF1’de ve APC’de germline mutasyon benign tiimoérlerle ve
karsinom Onciileriyle iliskili bulunmustur. APC geni vakalar ile dogan bir kiside 1
mutant allel vardir ve yasam sirasinda da pek ¢ok polip gelismektedir. Ancak tiimor
gelisimi i¢in bu yeterli degildir 2. kopyanin mutant olmasi gerekmektedir.
Adenomdan kanser gelisimi ek mutasyonlarla miimkiindiir. APC geni sitoplazmada
lokalize ve diger proteinlerle iliskilidir ki bunlardan biri beta katenindir. Beta katenin
cekirdege ulasip transkripsiyon faktorlerini etkileyebilmektedir. APC’nin gorevi
katenini yikmak ve sitoplazmada az bulunmasmi saglamaktir. APC gen
inaktivasyonu veya kayb1 katenin seviyesini artirir ve hiicresel artis meydana gelir.
Bazen Katenin mutasyonu da olabilmektedir. Mutant katenin APC’nin yikic1 etkisine
direng gostererek yine hiicresel artisa neden olmaktadir. Bu sebepten dolayr bazi
kanser vakalarinda APC geni aktif olsa bile timor gelisimi goriilmektedir. NF1 geni
de APC gibi davraniyor. Bir mutant alleli olanda sayis1z ndréfibrom gelismektedir, 2.
kopyasinda mutasyon olunca veya ek mutasyonlarla malign tiimor olabilmektedir.
2.1.1.2.3. Cekirdekte Etkili olan Tiimor Supresor Genler

Cekirdege lokalize olan tiimor slipresor genler retinoblastom (Rb), p53 ve Wilms
tim6r (WT1) diir.

Retinoblastom(Rb) Geni;

Ik tanman tiimor siipresor gendir. Hiicre dongiisiinde anahtar role sahiptir. Her
hiicre tipinde ifade edilir. Aktif ve inaktif formu vardir. Aktif formunda hiicre
siklusunda G1 fazindan S fazina gecerken fren gorevi vardir. Hiicreler GF ile
fosforile olunca Rb inaktiflesir ve fren ortadan kalkar. S fazina giren hiicreler
bolinmeye baslar. Retinoblastom geninin bu etkilerinde 6nemli rol oynayan bir
faktorde E2F proteinidir. E2F ile siki baglantida iken fosforile olunca E2F’yi serbest
birakir ve serbest kalan E2F transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile hiicrenin S
fazina girmesini saglar. Retinoblastom gen proteini olmazsa veya E2F’nin
regiilasyonu bozulursa hiicre dongiisiiniin molekiiler freni bozulur ve hiicreler siirekli
S fazina girer. Bununla birlikte Rb gorev yaptigi siirece indirekt olarak onun

fonksiyonunu diizenleyen {irlinler 6rnegin; siklinler ve SBK’lar da ve hatta SBK
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inhibitorlerinde mutasyon Rb kaybinin yarattig1 etkileri taklit ederek hiicreye zarar
verir. Sonu¢ olarak hiicre donglisii kontroliiniin kaybi malign transformasyonun
merkezidir ve siklusun 4 anahtarindan en azindan birinin mutasyonu gerekir. Bunlar
Rb, siklinler, SBK’lar ve SBK inhibitorlerinden p16°dir.

P53 Geni;

Insan tiimériinde tek ve en sik genetik degisikligin gerceklestigi gen adayidir.
Neredeyse %50’den fazla tiimorde p53 geninde mutasyon varligi s6z konusudur.
Ozellikle geninin homozigot mutasyonu nerdeyse her tip kanserde goriilmektedir.
Daha nadir olarak bazilarn p53°t kalitsal sekilde mutant allel olarak
bulundurmaktadir. Retinoblastom geni gibi 1 mutant allelin kalitimi kisinin malign
timor gelistirmesi igin predispozandir ¢iinkii sadece ek bir ariza normal olan ikinci
alleli bozar. P53 geni ¢ekirdekte lokalizedir ve diger genlerin transkripsiyonunu
kontrol etmek primer gorevidir. Bu anlamda ¢ok 6nemli bir rol iistlenmektedir. Rb
aksine hiicre siklusunun bekgiligini yapmaz. P53’iin acil fren i¢in ¢agirilmasi ancak
DNA hasari, radyasyon, mutajenik kimyasallarla temas oldugunda s6z konusudur.
Genetik materyal zarar gordiigiinde duragan p53 harekete geger. Iki ana hedefi vardir
bunlar; hiicre siklusunu durdurmak ve Apoptozisi uyarmaktir. P53 ile indiiklenen
siklus durmasi G1 fazimnin ge¢ doneminde olur ve p53 bagimli SBK inhibitorleri
araciligt ile olur. SBK inhibitorlerinden bu iste gorevli olan1 p21°dir. Siklin/SBK
kompleksini inhibe eden p21 geni, S fazina girmek igin gerekli olan Rb
fosforilasyonunu engeller. Hiicre siklusunda durma ilk etapta hos karsilanir ve DNA
hasar1 tamiri i¢in zaman taninir. DNA hasar1 basari ile tamir edilirse p53, protein
baglayan mdm2’ye baglanip etkisi sonlanir. Eger DNA hasar1 tamir edilemezse
apoptozisi uyaran genler gorevlendirilir. P53 genin homozigot mutasyonu DNA’nin
tamir edilememesine neden olur ve mutasyon hiicrelerde birikir sonugta malign
transformasyon olusur.

BRCA1 ve BRCA2 Geni;

Bu genleri kalitsal olarak mutant bigimde tasiyan kisilerde meme kanseri gelisme
riski yiiksektir. BRCA-1 ve BRCA-2 geninin fonksiyonu tam olarak
anlasilamamistir. Bununla birlikte protein friinleri ¢ekirdekte lokalizedir ve
transkripsiyon faktorleri ile iliskilidir. Bazi verilerde bu genlerin DNA tamiri ile

iligkili oldugu sdylenmektedir. BRCA geninde olas1 bir mutasyon hiicre biiylimesini
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dogrudan etkilemez, DNA replikasyonunda hatalara neden olarak ve hiicre siklusunu
etkileyerek genlerin mutasyonuna yol agmaktadirlar. Hiicre siklusunu p21 aracilig
ile regiile ederler.

2.1.1.3. Heterozigosite Kayb1 (LOH)

Tiimor supresor genlerden birinin sahip oldugu allelerden birisinde mutasyon
varligl sonucu genin islevini yitirmesi fenotipe yansimayacaktir. Bu durumda diger
allel rutin gorevi olan timor baskilayici islevini yerine getirmeye devam edecektir.
Bu sekilde her iki allelin birbirinden farkli olmasi durumu ‘’heterozigot’ olarak
adlandirilir. Daha sonraki asamada saglam allelin de kaybi ya da mutasyonu
gelismesi halinde heterozigot olma durumu kaybedilir. Bu olay heterozigosite kaybi
(Loss of Heterozygosity= LOH) olarak adlandirilmaktadir. Heterozigosite kaybi,
tiimdr supresdr geninin fonksiyonundaki kayip tiimor gelisminin baglamasina veya
ilerlemesine neden olmaktadir.
2.1.1.4. Hatali Eslesme Onarim Genleri (MMR)

Genetik bilgiyi tagiyarak nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA {izerinde,
stirekli olarak hasar olusmaktadir. Her bir insan hiicresinin DNA’sinda giinde
yaklasik olarak 104 adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olan hasar
meydana gelmektedir (Dinger ve Akcgay, 2000). Replikasyon sirasinda ortaya
cikabilecek hatalar ya da mutasyonlar hatali eslesme onarim (Mismatch
Repair=MMR) genleri tarafindan fark edilerek onarilmaya ¢alisir. Ancak bu genlerin
kendilerinde mutasyon meydana gelmesi halinde daha sonra olusacak mutasyonlarin
onarimini engelleyerek tiimor gelisimine yol agacaktir.

Hatali Eslesme Onariminda tiimér gelisimi i¢in her iki allelin de inaktif olmasi
gerekir. Bugiine kadar en ¢ok arastirilmis MMR genleri, MLH1, MSH2, PMSI, ve
PMS2’dir. MMR genleri mutasyonlu olan tiimdrlerde her hiicre boliinmesinde ¢ok
sayida replikasyon hatasi mevcuttur ve onarilamazlar. Genlerin bazi bdlgelerinde
kodlanmayan 6zel DNA dizileri vardir. Bunlara mikrosatellit olarak adlandirilir.
Mikrosatellit yapilar1 canli tiirlerinde ve bireyden bireye farklilik gosterseler dahi bir
bireyin tiim hiicrelerinde aynidir. MMR gen kusurlarindan ilk etkilenen bdlgeler

buralardir ve mikrosatellit instabilitesine neden olmaktadir.
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2.1.1.5. Telomeraz Aktivitesi

Kromozom uglarinda stabilizasyonu saglayan 6zel DNA dizileri mevcuttur. Bu
diziler 6zellesmis TTAGGG seklinde yapilar olup telomer olarak adlandirilmaktadir.
Gorevleri kromozomlarin stabilizasyonunu saglamak, u¢ uca flizyonu engellemek ve
degredasyondan korumaktir. Hiicre ¢ogaldikca ve yaslandik¢a telomer boyunun
kisaldig1 goriiliir. Telomeraz enzimi, teleomeraz geninin aktivasyonu ile sentezlenir
ve telomerin sabit kalmasin1 saglar.
2.1.1.6. Epigenetik Degisimler

Timor olusumuna neden faktdrlede birisi de epigenetik degisimlerdir.
Dokulardaki bu tiir epigenetik degisiklikler genlerin sessizligine neden olarak kanser
olusumunda rol oynamaktadir. Epigenetik degisimler geri donilisiimlii oluslar1 ve
DNA’nin baz dizisinde bir degisime neden olmamalar1 gibi 6zellikleriyle genetik
degisimlerden ayrilirlar. Prototipik epigenetik degisimler, DNA metilasyonlaridir.
DNA hipometillenmesi veya hipermetillenmesi normalde aktif olan bir genin
inaktivasyonu ile sonuglanabilir.
- Onkogen ve Tiimor Supresor Genlerin Tiimor Gelisimdeki Rolleri

Kanser gelisimi normal hiicrelerin giderek daha malin nitelik kazandigi, ¢ok
asamali bir siiregtir. Timor baglangici ve gelisiminde, gerek onkogenlerin
aktivasyonu, gerekse tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu kritik birer asamadir.
Cok sayida gende biriken hasar sonunda olusan kanser hiicresi, anormal ¢ogalma ve
yayilma ile metastaz potansiyelinde artis gibi karakteristik 6zellikleri kazanir. Cok
sayida hatanin roliinli en iyi, Bert Volgestein ve arkadaslar1 tarafindan ayrintili
bigimde arastirilan, kolon karsinomu modelinde anlagilmistir (Vogelstein ve ark.,
1988). Bu tiimorlerde dort farkli aktiviteye sahip onkogen ve tiimor baskilayict
genlerde siklikla mutasyon goriiliir. Bunlar;
1-ERK sinyal yolunu etkileyen ras ve raf onkogenleri
2-Wnt sinyal yolunun bilesenleri olan tiimdr baskilayici veya onkogenler
3-TGF-8 sinyal yolunda gdrev yapan tiimor baskilayici proteinler
4-p53

Kolon kanseri gelisiminde belirli asamalari temsil eden lezyonlar ameliyat ile
diizenli olarak ¢ikartilabildiginden, bu degisiklikler tiimor gelisiminin belirgin

asamalari ile iligkilendirilmistir. Bu asamalarda, Wnt sinyal yolunun bir bileseni olan
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APC gen inaktivasyonunun tiimor gelisiminde erken bir olay oldugu gosterilmistir.
Ailesel adenomatdz polipozlu hastalarda, mutant APC geninin genetik aktarimi,
barsak hiicrelerinin anormal ¢ogalmasina ve hastalarda ¢ok sayida cok sayida
adenom gelismesine neden olur. APC mutasyonlari, kalitsal olmayan barsak
karsinomlarinda da sik goriiliir ve genellikle hastaligin erken asamasinda saptanir.
Bazi durumlarda ise Wnt sinyal yolunun aktiflesmesi, APC geninde degil, Wnt sinyal
yolunda APC’den daha asagida yer alan B-kateinini kodlayan gendeki mutasyonlarin
sonucu gelisir. Daha sonra K-ras geninde mutasyonlar ortaya c¢ikar, K-ras
mutasyonlart barsak adenomlarinda sik goriiliir. Baz1 barsak tiimdrlerinde K-ras
yerine raf onkogen ailesinin {iyesini (B-raf) aktiflestiren mutasyonlar bulunur. Raf,
Ras’in hemen altinda yer aldigindan, K-ras ya da B-raf genlerinden birinin mutasyon
sonucu aktiflesmesi hiicrede ERK sinyal yolunun uyarilmasina yol acar. Hemen tiim
barsak kanserlerinde TGF-8 sinyal yolunu etkileyen mutasyonlar bulunur. TGF-
sinyal yolu Cdk (siklin bagimli kinaz) inhibitorlerinden Ink4 ailesinin bir {iyesi olan
pl5’in sentezini artirarak hiicre ¢ogalmasini hizlandirir. TGF-8 sinyal yolunu
etkileyen mutasyonlar da kolon kanseri gelisiminde, goreceli olarak, erken
donemlerde gergeklesir ve siklikla adenomlarda goriiliir. Baz1 tiimorlerde TGF-83
reseptoriinii  kodlayan TBRII timor baskilayict genini inaktive eder. Bagka
durumlarda ise mutasyon sonucunda TGF-B sinyallerinin hedefi olan smad2 ve
smad4 transkripsiyon faktorlerini kodlayan tiimor baskilayict genler inaktiflesir. Son
olarak da tiimor gelisiminin daha ge¢ bir asamasinda p53 tiimor baskilayic1 geni
inaktive olur. Bu yiizden, ¢ok basamakli barsak kanserinin gelisiminde hiicre
cogalmasimi ve sag kalimim diizenleyen farkli sinyal ileti yolaklarini etkileyen, ¢ok
sayida onkogen ve tiimor baskilayici gende biriken hasar sorumludur. Onkogenlerde
ve tlimor baskilayict genlerde biriken hasarin, meme ve akciger karsinomlar: gibi
baska kanserlerin de gelisiminde benzer sekilde rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Kanser hiicrelerinin tipik 6zelligi olan hiicre ¢ogalmasinin giderek kontrolden
¢ikmasinin, normal kosullarda hiicrenin ¢cogalmasini, farklilagsmasini ve sag kalimini
diizenleyen ¢ok sayida genin iiriinlerinden ortaya ¢ikan anormalliklerin toplu sonucu

oldugu kabul edilmektedir.
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2.2. KOLOREKTAL KANSER

Kolon kanseri gelisiminde dogustan gelen ailesel yatkinlik ve daha sonra
kazanilan genetik bozukluklar rol oynamaktadir. Kolorektal kanser genetigi
alanindaki c¢alismalar giiniimiizde hiz kazanmistir bu sayede molekiiler genetigi tiim
insan kanserleri arasinda en iyi anlagilmis olanidir. Kolorektal kanserler, yilda bir
milyon yeni vaka ile kanser olgularinin %9,4’iinii olusturmaktadir. Bir dizi
molekiiler olay sonrasi ortaya ¢ikan ve normal mukozadan tek bir kript epitelindeki
degisikliklere, kiigiik 1yi huylu (benign) tiimdrlerden (adenomatéz polipler)
adenokarsinomlara kadar uzanan bir seri morfolojik degisimle gergeklesen olgudur.
Baglica tanimlanmis adenomdan kansere gegis serisi adenomatous polyposis coli
(APC) gen aktivasyonu, K-ras onkogen aktivasyonu, p53 mutasyonu, kromozom
instabilitesi, mikrosatellit instabilitesi gibi birgok genetik degisiklik sonucu
olmaktadir (Vogelstein ve ark.,, 1988). Son 20 yildir kolorektal kanserlerde
kromozomal anomaliler saptandigi bildirilmistir ve son veriler 6zelliklede 5q, 17p ve
18q kromozom lokalizasyonlarindaki allellik kayiplarinin major rolii oynadigini
gostermektedir. Kolorektal kanser olusum big¢imleri incelendiginde; tiim vakalar g6z
Ontine alindiginda %75-80 kadar1 sporadik olarak gelismekte oldugu
gozlemlenmistir. Bununla birlikte %15-20’sini  ailesel kolorektal kanserler
olusturmaktadir. Ailesel kolorektal kanser genetik gegis sekli tam olarak
bilinmezken, yaklasik %5’ini olusturan kalitsal kolorektal kanserin genetik gegis
yollar1 ve bozukluklar1 bilinmektedir. Kalitsal kolorektal kanserlerin %3-4 kadari
“’kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser’> (HNPCC) aymi zamanda ‘’Lynch
sendromu’’ olarakta bilinir. Bunlarin %1’den daha az kismini ailesel adenomatoz
polipozis sendromlar1 (FAP) olusturmaktadir. Kolorektal kanser, Amerikada her iki
cinsiyette teshis edilen ve kanser Oliimlerine yol acan en yaygin 3. Kanser tiirli
oldugu bildirilmistir (American Cancer Society 2013). Tirkiyede 2009 kanser
istatistiklerine gére hem erkek, hem de kadinlar i¢in en sik goriilen ilk bes kanserin
icinde olup; kadinlarda en yaygin 3. kanser tiirli ve erkeklerde en yaygin goriilen 4.
kanser tiirtidiir (http://www.kanser.gov.tr, Erisim tarihi: 6 Mayis 2014). Yapilan
arastirmalarda KRK gelisme riski diinyanin gelismis bolgelerinde daha yiiksek olup
yaklasik %60’m1 olusturmaktadir.
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2.2.1. Kolorektal Kanser Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Kolorektal karsinom etiyolojisinde genetik faktdrlerin 6nemi oldugu kadar
cevresel faktorlerin de etkisi vardir. Her yasta goriilebilmesine ragmen ilerleyen yas
sporadik kolorektal kanser i¢in risk olusturmaktadir. Genellikle 50 yas iizerinde
genetik anomaliliklerin sikliginin artmasi ve gevresel faktorlerin daha uzun siireli
etkili olmas1 bu riski daha da arttirmaktadir ve ortalama goriilme yas1 60-65tir.
(http://www.kanser.gov.tr, Erisim tarihi: 6 Mayis 2014). Bununla birlikte ailesel ya
da kalitsal olanlarda ortaya ¢ikis daha erken olup genellikle 30’lu yaslardir.

Yiiksek oranda tetikleyici risk faktorleri; ileri yas, dogum yeri, Familyal
polipozis/Gardner sendromu, herediter nonpolipozis kolorektal kanser, uzun siireli
ilseratif kolitten, orta derecede risk faktorleri ise yiiksek oranda kirmizi et iceren
beslenme tarzi, daha 6nce adenom Oykiisii olmasi, pelvik 1s1n tedavisi uygulanmis
olmasidir. Daha az etkili olan risk faktorleriyse; yiiksek oranda yag iceren besin
tiiketimi, alkol ve sigara igilmesi, obezite, uzun boy, kolesistektomi ameliyati, fazla
miktarda sukroz tiiketimi olarak gosterilmistir. Koruyuculuk degeri az olan faktorler
ise yiiksek sebze meyve igeren diyet, yiiksek folat/metionin alimi, yiliksek kalsiyum
alimi, postmenopozal hormon replasman tedavisi iken aspirinin ise koruyuculuk

degeri orta derecededir (Corman 2002).

Tablo 3. Kolorektal kanser gelisme riski

Aile Oykiisii Hayat Boyunca Kolon
Kanseri gelisme riski
Ortalama risk %5-6
(> 50 yas, ailede kolon kanseri 6ykiisi yok)
Bir 1. derece yakininda kolon kanseri varsa 2-3 kat
iki 2. derece yakininda kolon kanseri varsa 3-4 kat
(ya da < 50 yas bir 1. Derece yakininda CA varsa)
Bir 2. ya da 3. Derece yakininda CA varsa 1,5 kat
FAP %100
HNPCC %80

2.2.2. Genetik Faktorler
Son yillarda gerceklestirilen molekiiler genetik ve gen analizi caligmalar

sayesinde kolon kanserine neden olan genetik degisiklikleri aciklanmaya baslamistir
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(Engin 2005). Cevresel ve kalitsal multifaktoriyel nedenlerle baslayan kolorektal
kanser sonugta somatik ve herediter mutasyonlarla meydana gelebilen “genetik bir
hastalik” olarak tanimlanmaktadir. Hiicresel artis genetik kontrol altindadir ve
cevresel mutajenler, somatik mutasyonlar ve ailesel yatkinlik kanser gelisimiyle
baglantilidir (Kingston 2002). Giiniimiize kadar kanser olusumunun genetik
mekanizmasin1 agiklamaya yonelik olarak gercgeklestirilen molekiiler genetik
caligmalar tiim kanserlerin olusumunda ti¢ gen sinifinin etkili oldugunu, bu genlerde
meydana gelen mutasyonlarin kanserlesmenin esasini olusturdugunu gostermektedir.
Bu genler sirasiyla protoonkogenlerin mutasyona ugramasi sonucu olusan
onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA tamir genleridir (Engin 2005).

a) Herediter Nonpolipozis Kolon Sendromlari (HNPCC)

Otozomal dominant gec¢is goOsteren, erken yasta ortaya cikan bir hastaliktir.
Lynch I ve Lynch Il sendromu olarak da bilinmektedir. Prevalansi 1000°de 2-5
kadardir. Bunlarin %3-8’1 kolorektal kanserleri olusturmaktadir.

Lynch | sendromu: Daha erken baglangic s6z konusudur. Siklikla sag tarafa
lokalize ya da birden fazla lokalizasyonda kolon kanserlerinin goriildiigii alt tiptir.
Lynch Il sendromu: Lynch | sendromuna ek olarak mide, kolorektal, jinekolojik,
iiriner sistem ve meme kanserleri ile birliktelik ve risk artisi vardir.

HNPCC’de sporadik kanserlerden farkli olarak kanser daha erken yasta ortaya
cikmaktadir ve 6zellikle sag kolona yerlesmektedir. Miisindz ve koétii diferansiye tip
kanser daha siklikla izlenmektedir. Bir veya birden fazla odakta ayni1 anda goriilen
senkron tiimorlerin ve farkli zamanlarda birbirinden bagimsiz primer odak olarak
saptanan metakron tiimorlerin gelisme riski de yiiksektir.

Tani1 i¢in Amsterdam Kriterlerinden’den yararlanilmaktadir;

1- Ug veya daha fazla akrabada histolojik olarak dogrulanmis KRK varligi ve bu
akrabalarin biri diger ikisinin birinci derece akrabasi olmalidir.

2- En az 2 nesli etkileyen ailesel KRK varlig1 olmalidir.

3- 50 yasindan Once tani1 konan 2 veya daha fazla ailesel KRK olgusu olmalidir
(Robert ve Jonathan, 2010).

b) Familyal Adenomatoz Polipozisler (Ailesel Adenomatoz Polipozisler)
Familyal polipozis koli (FAP ): Kromozom 5 (5q21) iizerinde lokalize adenomat6z

polipozis (APC) genindeki germline mutasyonlar sonucu olusan FAP otozomal
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dominant kalitilmaktadir. Tiim kolonda c¢ok sayida adenomatdz polip gelisimiyle
karakterize bir sendromdur. Bir olguya FAP diyebilmek i¢in en az 100 polip
olmalidir. Genellikle hayatin ikinci on yilinda goriiliir ve ortalama 16 yasinda
semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. Birgok KRK’in hayatin ii¢iincii on yilinda baslamasi
nedeniyle ile proflaktik kolektomi en ge¢ 20-25 yaslarinda yapilmalidir. Proflaktik
kolektomi yapilmaz ise, hastalarin %90’ nindan fazlasinda kolonda bir ya da daha ¢ok
odakta, 40 yas lizerinde KRK gelisimi izlenmektedir. FAP tiim KRK’in %0,5’inden
sorumludur ve prevalansi yaklasik 10.000°de 1’dir.

Gardner Sendromu: Yiiksek KRK gelisme riskinin bulundugu polipozis koli
sendromlarinin bir alt grubudur ve otozomal dominant gegis gdstermektedir. Bu
sendromda goriilen adenomlar yalniz kolonda degil mide, duodenum ve ince barsakta
da olusabilir. Eslik eden lezyonlari, yumusak doku tiimoérleri, osteom (mandibula ve
kraniumda), fibrom epidermoid kist, desmoid timér, dis anomalileri, gliobalstoma,
tiroid papiller karsinom, hepatoblastoma, safra yollar1 kanserleri ve pankreas
karsinomu bunlardan bazilaridir (Steven ve Jonathan, 2010).

Turcot Sendromu: Otozomal dominant gegis gosteren bir sendromdur. Santral sinir
sistemi malign tiimorleri (glioblastom) ile birlikte kolon polipleri gézlemlenmektedir.
Puberteden 6nce kolonda polip nadiren goriiliir, ortalama 25 yas civarinda siklikla
gozlemlenmektedir (Steven ve Jonathan, 2010).

Peutz-Jeghers Sendromu: Agir derecede atipi gosteren adenomatdz poliplerin bir
kismindan KRK gelisme riski bulup, otozomal dominant gegis gosteren ve LKB1
gen mutasyonunun gozlemlendigi polipozis sendromudur. Bu sendrom ile birlikte
pankreas, meme, akciger, over, ve uterus gibi KRK dis1 kanser gelisme riski
artmaktadir (Steven ve Jonathan, 2010).

Muir-Torre Sendromu: Prognozu sporadik kolon kanserinden daha iyidir, erken
yasta KRK gelisimi gosterir ve otozomal dominant gegis gosteren sendromdur
(Steven ve Jonathan, 2010).

Cowded Sendromu: Kromozom 10’a lokalize PTEN geninde mutasyonun
gozlemlendigi otozomal dominant gegis gosteren bir hastaliktir (Robert 2010).
Fasyal trisilemma, akral keratoz ve oral mukozal papillom gibi mukokutandz
lezyonlar, kolorektal polipler ve degisik bolgelerde artmis malignite riski ile

karakterize bir sendromdur (Steven ve Jonathan, 2010).
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Cronkhite-Canada Sendromu: Mide, ince barsak ve kolon boyunca tim
gastrointestinal sistemde yaygin jlivenil tipte poliplerin goriildiigii polipozis
sendromdur. Bu polipler adenomatdz degisimler ve KRK gelisme potansiyeline
sahiptir. Sendromun ek bulgularinda; gastrointestinal sistemde kanama, kilo kaybu,
ciltte hiperpigmetasyon, sa¢ dokiilmesi, tirnaklarda distrofi ve diyare goriillmektedir
(Steven ve Jonathan, 2010).

MUTH Homelog (MYH) Iliskili Polipozis: MYH ilisli polipozis otozomal resesif
kalitimla ¢ok sayida kolorektal adenom ve kanserlerden olusan bir sendromdur.
MYH oksidatif DNA hasarini diizelten baz eksikligi tamir genidir. Cok sayida polip
mevcuttur. Bu hastalarda proksimal kolon tiimoériine egilim vardir. MYH-AP, APC
mutasyonu bulunmayan FAP fenotipli ailelerin %7-8’ini olusturabilir. Cok sayida
adenomali ya da APC mutasyonu olmayan FAP fenotipli kisiler ile aile Oykiisii
otozomal resesif kalittmla uyumlu olan hastalar MYH-AP i¢in test edilmelidir

(Steven ve Jonathan, 2010).
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Sekil 4. Kolorektal karsinogeneze etyolojik yaklasim

2.2.3. Cevresel Faktorler

Kolorektal karsinom gelismis iilkelerde daha ¢ok goriliirken Asya ve Afrika’da
daha azdir. Ozellikle yiiksek 1s1da pisirilen kirmizi et (heterasiklik aminler), seker ve
yag (kolesterol) oranindan yiiksek kalorili, lifsel komponenti olmayan beslenme
aliskanhgi, karsinojenlerle temas, safra asitleri, sigara, alkol, iyonize radyasyon,
katki maddeleri ve oksijen radikallerinin tiimér olusumunda 6nemli rolii vardir.

Ayrica taze sebzeler bol ve kaba lifli gidalarin, vitamin A, C, E, Beta Karoten ve
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selenyum gibi antioksidanlar, kalsiyum ve balik yagi1 diskida mutajenlerin iiretimini
azaltarak kolon adenom ve kanserlerinin olusmasini engeller.
2.2.4. Kolorektal Kanser Histolojik Yapi ve Patoloji
Kolorektal kanser histolojik yapisi;
-Tunika Mukoza: Mukoza yiizey epitelyumu, kripta, lamina propria ve lamina
muskularis mukozadan olusur. Barsagin bu béliimiinde villus bulunmaz. Yiizey
epiteli basit kollumnar veya kiiboidal epitelden olusur. Intestinal bezler uzundur ve
cok sayida goblet ve emici (absorbtiv) hiicre, az sayida enteroendokrin hiicre ile
karekterizedir. Epitelyal hiicreler arasinda T lenfositler mevcuttur. Lamina propria
fibroblastlar, damarlar, sinirler, diiz kas ve inflamatuar hiicrelerin gevsek bir
kolleksiyonunu igerir. Lenfatikler lamina proprianin alt 1/3'liik boliimiine sinirhidir.
Normalde mevcut olan inflamatuar hiicreler, lenfositler, plazma hiicreleri, mast
hiicreleri, eozinofil ve histiyositlerdir. Muskularis mukoza ince bir kas tabakasidir.
Mukozay: daha derin submukozadan ayirmaktadir.
-Tunika Submukoza: Lamina propnanin hiicresel igerigi submukozal stromada da
yer alir. Iki néral pleksus submukozal bélgede yer alir. Bunlar Meissner submukozal
pleksus ve derin submukozal plesustur. Submukoza arteriolleri, veniilleri ve
lenfatikleri igerir.
-Tunika Muskularis: Igte sirkiiler, dista langitudinal kaslardan meydana gelmistir.
Auerbach pleksusu iki kas tabakas: arasinda uzanir. Dis longitudinal tabaka lifleri
tenya koli denilen ti¢ kalin langitudinal bant halinde toplanmustir.
-Tunika Seroza: Cekum, appendiks, transver kolon ve sigmoid kolonu tam olarak
sarar (intraperitoneal). Asenden kolon, desenden kolon ve rektumun bir bélimii ile
anal kanal peritonun arkasinda kalir (retroperitoneal).
-Patolojik evreler

KRK’1n gelismesinde klinik olarak 3 evre oldugu gosterilmistir.
1- Preneoplastik evre: kolonik mukozada hiperproliferasyon ve displazi
2- Prekanserdz evre: sirastyla tubuler, tubulovillz ve villoz adenom
3- Karsinom evresi: Once insitu, sonra invaziv karsinoma, daha sonra da metastaz

gelisir.
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- Makroskobik Patoloji

KRK’lar makroskobik olarak polipoid (proliferatif), lilseratif ve skirdz (annuler)
olabilirler. Polipoid tip siklikla ¢ekum, asandan kolon ve rektumda goriiliir. Ileri
donemde neoplazm iilserlesir, kanamaya sebep olur ve ancak biiyiik kitleler ttkanma
yaparlar. Cogu zaman iyi diferansiye tiimorlerdir. Annuler timorler tipik olarak
desenden kolon ve rektumun 1/3 tist boliimiinde goriiliir. Bu timdrler barsak duvarini
cevreleme ve onu daraltma egilimindedirler. Annuler patolojilerin ¢ogu ileri
donemlerde metastaz yapma egilimindedirler.

- Kolorektal Kanserlerde Yayihm

Kolorektal kanserlerde hastalik ilerledik¢e yayilim dokunun lenfatik ve kan
dolagimina bagh olarak oncelikle duvarda, lenfatik ve vendéz damarlar1 da igine
alacak sekilde devam eder. Kolorektal kanser lenfatik, venoz, direkt invazyon,
intraluminal ve peritoneal implantasyon yollar1 ile yayilabilir.

- Lokalizasyon

KRK’larin %55-60’1 rektosigmoid, %15-20si ¢ikan kolon ve ¢ekum, %10-151
inen kolon ve %5-10’u ise transvers kolonda yerlesir. Yiizde 5°i ise multisentrik
yerlesimlidir.

- Semptom ve belirtiler

Genellikle ozgiil olmayan sikayetler ortaya ¢ikar. Rektal kanama, barsak
aligkanliklarinda degisiklikler, karin agrisi gibi sikayetler ortaya cikar. Bunlar
tiimoriin lokalizasyonu ve hastaligin evresi ile degisiklikler gosterir.

Sag kolon tiimoérleri; barsak aliskanliklarinda belirgin degisiklige yol agmaz,
kanama daha 6n plandadir. Sol kolon tiimérleri; karnin alt kadranlarda agri, barsak
aligkanliklarinda degisiklikler, kirmizi renkli rektal kanamalar, kilo kaybi, akut
semptomlar ilk belirti olabilir. Obstriiksiyon perforasyon %10 hasta tam tikanma ile
bagvurur.

-Kolon ve rektum Kanserinde Tam

- Oykii (aile hikayesi, barsak aliskanliginda degisme, kanama, mukus desarj1, sancili
idrar, halsizlik, zayiflama, solukluk, efor kapasitesinin azalmast)

- Fizik Muayene (solukluk, zayiflik, KC, karinda kitle, inguinal LAP)

- Rektal Tuse (kan, mukus, kitle)

- Simoidoskopi ve Kolonoskopi (polip, kanser, diger kanama nedenleri)
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- Cift kontrast kolon grafisi (kitle, omuz isareti, yenmis elma manzarasi, rijidite, ¢ift
kontur, darlik, obstriiksiyon)
- Sanal kolonoskopi
- Abdominal BT (kitle, duvar kalinlagmasi, ¢evreye invazyon, LAPler, KC metastazi)
- ERUS (rektumda mukoza ve altina invaze kitle, LAP)
- CEA (postop donemde yiikselen CEA)
-Akciger grafisi, toraks BT (Akciger metastazi)
2.3. KOLOREKTAL KARSINOGENEZ

Kolorektal karsinogenez, normal hiicrenin malign hiicreye doniisiimiinde genetik
ve epigenetik degisikliklerin rol aldigi ¢ok basamakli bir siirectir. Bu siirecte her
basamakta farkli lezyonlar gelismekte ve bdylece molekiiler degisimlere farkli
morfolojik lezyonlar eslik etmektedir.
2.3.1. Kolorektal Karsinogenezisin Molekiiler Mekanizmasi
2.3.1.1. Adenom-Karsinom Ardisikhgi

Kolorektal kanser, normal glandiiler epitelin invaziv kansere degisim gosterdigi
genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimidir. Normal kolon epitelinin adenoma,
invaziv kansere ve metastatik kansere doniislimiinii igeren basamaklar Vogelstein ve
Fearon tarafindan tanimlanmistir. Bu model ilk tanimlandiginda tiibiiler ve
tiibiilovilloz adenomlarin karsinoma ilerledigi bildirilmis, daha sonra sesil serrated
adenomlar ve klasik serrated adenomlarin da kansere doniisiim potansiyeli igerdigi
gosterilmistir. Bu polipler kansere doniisiim icin alternatif bir yol icermektedirler.
Klasik ve sesil serrated poliplerin kansere doniigiimii, mikrosatellit instabilitesi
(Microsatellite Instability=MSI) ve kromozom instabilitesi (Chromosomal Instability
= CIN) seklinde olmaktadir. CpG Adaciklarinda Yogun DNA Metilasyonu ve BRAF
V600E mutasyonu mikrosatellit instabilitesi ile iliskili bulunurken, tiibiiler
adenomatdoz poliplerin kanser doniisimii ise adenomatdz polipozis koli
(AdenomatousPolyposis Coli = APC) gen inaktivasyonu ve kromozom instabilitesi
(kararsizlik) ile iligkili olarak bulunmustur (Sekil 5). Kolorektal karsinogenezisde;
CIN, MSI, CIMP ve yaygin DNA hipometilasyonu olmak iizere dort tip genomik ve
epigenomik kararsizlik tanimlanmigtir. En Onemli basamagidir Genomik ve
epigenomik instabilitedir. Genetik ve epigenetik degisiklerin yaklasik %90’nindan

fazlasinin adenom karsinom ardisig1 olusturmaktadir.
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Sekil 5. Adenom karsinom ardisig1; normal kolon epitelinin karsinoma doniigiimiinde
bir seri mutasyon.

Timor gelisimi sirasinda ilk mutasyon bir onkogene ait ise ve APC ile p53 gibi
timor supresor genler aktif ise (mutasyon yok ise) hiicre apoptoza gidecek tiimor
gelisimi baskilanmig olacaktir. Baslangigta APC mutasyonu varsa displazi ve kanser
gelisimi yolu agilacaktir. Buradaki Onemli husus, APC geni saglam olan bir
kolorektal mukoza hiicresinde herhangi bir onkogenin aktiflenmesi ile timor
gelisminin miimkiin olmadigidir. Bu nedenle APC geni kolorektal kanser gelisiminde
kilit role sahiptir.
2.3.1.2. Kolorektal Karsinogenezde Molekiiler Ara Yollar

Kolorektal karsinogenezde, patogenetik olarak birbirinden farkli {i¢ ara yol yer
almakla birlikte, bu ara yollarin her birinde, birden fazla mutasyonun asamal1 olarak
birikimi s6z konusudur. Ayrica, bu ara yollarda yer alan genler ve olusan
mutasyonlarin birikim mekanizmalari birbirinden oldukga farklidir (Hamilton 2000).
Giincel ¢alismalar, kolorektal karsinomlarinin kromozomal instabilite ara yolu,
mikrosatellit instabilite ara yolu ilizerinden gelistigini, digerlerinin ise iki arayolla da
iligkili olmayip, CpG ada metilasyon fenotipi arayolu lizerinden gelisebilecegini

gostermektedir (Jass 2007).
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2.3.1.2.1. Kromozomal Instabilite (CIN) Ara Yolu

Baskilayic1t yolak olarak da bilinen bu ara yol, gesitli onkogen ve supresor
genlerde goriilen seri mutasyonlarin birikimi sonucu olusmaktadir. Delesyon,
duplikasyon, kromozomal rearanjman gibi andploidi ile sonuglanan genetik
degisiklikler i¢ermektedir (Worthley ve ark., 2007). Kolon kanserinde genomik
instabilitenin en yaygin tipi olan CIN, kolorektal tiimorlerin %75’ inde goriilmektedir
(Jass 2007). Bu arayolun morfolojik karsilig1 ise adenoma-karsinoma sekansidir.
Fearon ve Vogelstein’in tanimladigi adenoma-karsinoma modeline gore, adenom
gelisiminde erken donemde, APC tiimor supresor gen mutasyonlari gozlenirken daha
ileri evrede KRAS mutasyonlar1 ve maligneteye gegiste ise, p53 mutasyonu ile 18q
delesyonu s6z konusudur (Vogelstein ve ark., 1988). Bu ara yolda 4 6nemli sinyal
iletim yolagi vardir; WNT, p53, RAS-MAPK ve TGF-B/SMAD. WNT sinyalleri,
normal olarak biiyiimenin regiilasyonunda, apoptozda, intestinal kok hiicrelerin
farklilasmasinda ve kismen embriyogenezde etkilidir. WNT sinyal ara yolunda yer
alan APC (adenomatdz polipozis koli) proteini, [-katenini pargalayarak
sitoplazmadaki miktarini azaltir ve ¢ekirdege gegisini engelleyerek biiylime sinyalini
durdurur. APC genindeki germline mutasyonlar sonucu FAP sendromu ortaya
cikmaktadir. Sporadik kolorektal kanserlerin %80’inden fazlasinda ise somatik
hiicrelerde APC gen mutasyonu saptanmistir (Takayama ve ark., 2006), (Cheah
2009).
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P53 mutasyonu, insan tiimorlerinin yaklasik %50’sinde goriilmekle birlikte,
p53°te heterozigotluk kaybi hemen her kanser tipinde ortaya g¢ikmaktadir. P53
proteini normal hiicre siklusunu kontrol etmez ancak, DNA zedelenmesi durumunda
ekspresyonu artar ve DNA’ya baglanarak pek ¢ok genin transkripsiyonunu stimiile
eder.

Hiicre siklusu durunca p53, DNA onarimina yardimei proteinlerin ekspresyonunu
artirir ya da hasar onarilamadiysa hasarli hiicreyi apoptoz ile ortadan kaldirir. RAS-
MAPK sinyal ara yolu, hiicrede ¢esitli hormonlar, biliyiime faktorleri,
diferansiyasyon faktorleri tarafindan kullanilir. Bu sinyal ara yolu, RAS proteininin
aktivasyonu ile baslar ve sirasiyla RAF, MEKve ERK proteinleri araciligiyla bir
kinaz kaskadi olusur. Ras proteininin aktif hale ge¢mesi i¢in posttranslasyonel
modifikasyondan sonra membrana yerlesmesi gerekir. Hiicreye biiylime sinyali
geldiginde, Ras-GTP haline doniislir. Aktif olan RAS, RAF proteinini harekete
gecirerek mitogenez siirecini baslatir. RAS proteini, normal dokuda proliferasyon,
diferensiyasyon ve senesens sinyallerinde onemli bir role sahipken, mutant genin
olusturdugu RAS proteini, birgok kanser tipinde etkili potansiyel onkojenik bir
proteindir. Tiim insan tiimorlerinin %]17-25’inde, kolorektal tiimorlerinse %30-
40’1nda aktive edici KRAS mutasyonu tanimlanmistir. BRAF proteini, RAS proteini

tarafindan stimiile edilen ve RAS-MAPK sinyal ara yolunda gorev alan bir diger
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molekiildiir. Tim insan tiimorlerinin %8’inde, kolorektal tiimorlerinse %5-12’sinde
BRAF mutasyonu rapor edilmistir. Ayrica yanlig eslesme tamir sistemi defektli olan
kolorektal kanserlerde, defekti olmayanlara gore ¢ok o©nemli Ol¢clide BRAF
mutasyonu goriilmektedir. Bu nedenle BRAF mutasyonu ile mikrosatellit instabilitesi
arasinda bir iligki oldugu disiiniilmektedir (Rajagopalan ve ark., 2002). TGF-Beta
epitelyal hiicreler i¢in proliferasyon inhibitorii olarak islev gormektedir. Hiicrede
TGF- Beta’nin biiyiime inhibitér etkisine karsi olusan duyarsizlik sonucu timor
gelisimi gozlenir. TGF-Beta sinyal ara yolunda yer alan ve bir timor supresor gen
olan SMAD geni, hem biiyiimenin regiilasyonu hem de apoptozda etkilidir.
Apoptozda SMAD geni gibi etkili olan bir diger gen DCC genidir. DCC geninin
mutasyona ugramast durumunda hiicrenin apoptoz mekanizmasinda aksakliklar
yasanir.
2.3.1.2.2. Mirosatellit instabilitesi (MSI) Ara Yolu

Mutator ara yol olarak da bilinen mikrosatellit instabilite ara yolu (MSI), DNA
yanlis eslesme tamir genlerindeki mutasyonlar sonucu olugsmaktadir. Mikrosatellitler,
genom boyunca yer alan kisa niikleotit tekrarlaridir. Hiicre boliinmesinde replikasyon
sirasinda bu tekrar dizilerinin oldugu kisimlarda DNA polimeraz hata yapabilir. Bu
durum replikasyon hatas1 (replication error=RER) olarak adlandirilir. Hata, bir
tekrarin atlanmasi, yanlis baz eklenmesi ya da fazla sayida tekrar dizisi eklenmesi
seklinde olabilir. Normal sartlarda, DNA polimeraz 3’-5’ ekzoniikleaz aktivitesi ile
yanlis eslesmeler diizeltilirken, onarimdan kagabilen bu alanlar, yanlis eslesme tamir
sistemi araciligiyla onarilir ve boylece DNA MMR genleri sayesinde replikasyon
siirecinde genomik stabilizasyon saglanir. Ancak MMR genlerinde bir mutasyon
olmast durumunda MSI olarak bilinen durum ortaya c¢ikar. Kolorektal tiimorler,
mikrosatellit instabilitesi acgisindan 3 grupta degerlendirilmektedir; Mikrosatellit-
stabil (MSS), Yiiksek mikrosatellit instabil (MSI-H) ve Diislik mikrosatellit instabil
(MSI-L). MSS tiimoérlerin genetik profili, MSI-L ile ¢ok benzerdir ancak, MSI-H
tiimorler oldukga farkl bir profil sergilerler. MSI-L tiimorler, sol kolon yerlesimli ve
en az MSS tiimorler kadar agresif bir gelisim paternine sahiptir. Bu grupta en sik
goriilen genetik degisiklikler, KRAS ve p53 mutasyonlan ile 5q, 17p ve 18q
lokasyonlarinda heterezigotluk kaybi olmakla birlikte, en karakteristik 6zellikleri

bazi DNA MMR genlerinin kismi metilasyonu ile genin susturulmasi ve O-6
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Metilguanin-DNA Metiltransferaz (MGMT) geninin metillenmesi sonucunda protein
ekspresyon kaybidir (Hamilton 2000).

Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser Sendromu seyrinde ortaya ¢ikan
timorlerin  %90°1, sporadik kolorektal tiimoérlerin ise %15-20’si MSI-H olarak
tanimlanmigstir. Boylece, mikrosatellit instabilitesi i¢gin, HNPCC’de goriillen MSI-H
ve sporadik olarak goriilen MSI-H kolorektal kanserler olmak tiizere 2 farkli
mutasyon gelisim modeli tanimlanmastir.

Tim kolorektal kanserlerin %35’ini olusturan HNPCC Sendromu, otozomal
dominant kalitim gostermekle birlikte, germline mutasyon ya da yabanil tip olan
alelin inaktivasyonu ile timor gelisimi goézlenmektedir. Germline mutasyon
durumunda, DNA vyanlis eslesme tamir genleri MSH2, MLH1, MSH6, MSH3,
PMS2, PMS1, MLH3’de delesyon ya da nokta mutasyonu seklinde genetik
degisiklikler mevcuttur. Yiiksek penetransa sahip olan bu genlerde mutasyon
taginmasi, kolorektal kansere yakalanma riskini %80°dir. Yabanil tip alelin
inaktivasyonu durumunda ise, MMR genlerinden biri mevcut germline mutasyon ile
heterozigot durumdadir. Knudson’un iki hit hipotezindeki fenotipik etkiye gore,
MMR genleri tiimor siipresor gen gibi davrandigindan otozomal dominant kalitim
gostermektedir. Diger alelin (yabanil tip alelin) inaktive edilmesi ile heterozigotluk
kaybr1 olarak tanimlanan durum ortaya ¢ikmakta ve boylece, mikrosatellit instabilitesi
olugsmaktadir. MSI-H sporadik kolorektal kanserlerin %90’imnda MMR geninin
promotor bolgesinde bialelik metilasyon ya da tek alelde hipermetilasyon ile timor
gelisimi gerceklesmektedir. Genin promotor bdlgesinde bialelik metilasyon olmasi
durumunda yabanil tip olan her iki alelin metilasyonu ile gen tamamen susturulur ve
protein ekspresyonu olmaz. Tek alelde hipermetilasyon olmasi durumunda ise,
yabanil tip olan her iki alelden birinin metile edilmesi ile gen ekspresyonu
baskilanarak azaltilir.

MSI arayolundan gelisen kolorektal kanserlere, genellikle serrated poliplerin
onciiliik ettigi diisliniilmekle birlikte, Lynch sendromunda adenom onciiliiglinde ya

da “de novo’’ kanserlesme olabilecegi goriisii kabul edilmektedir.
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2.3.1.2.3. CPG Adas1 Metilasyon Fenotipi (CIMP) Ara Yolu

CpG adalar, yiiksek oranda guanin-sitozin dinukleotidleri i¢eren ve ¢ogunlukla
genin promotor kisminda yer alan genom bdlgeleridir. Tiim genomun %1 ini
olustururlar. CpG adalar1, genlerin promotor bolgelerinde, 5° ucglarinda goriiliir ve
bircogu transkripsiyon baglanma bolgesi icerir (Kulis ve Esteller, 2010). Insan
promotorlarmin  %60’indan fazlasinda CpG adasinin yer aldigi saptanmistir.
Promotor bolgelerde goriilen CpG adalari, normal kosullarda aktif olan bir gende
metillenmemistir. Bu bolgelerin metillenmesi sonucu ilgili gen susturulur ve protein
ekspresyonu gergeklesemez (Jones ve Baylin, 2007). DNA metilasyonu, DNA
metiltransferazlar tarafindan gergeklestirilen enzimatik bir modifikasyondur. Sitozin
niikleotidine metil grubunun baglanmasi guanin ve sitozin baz eslesmesini etkilemez.
Ancak metil gruplarmin disar1 dogru ¢ikinti yapmasi, transkripsiyon icin gerekli
DNA-protein etkilesimini engelledigi i¢in gen ifade edilemez ve bdylece gen
susturulmusg olur. Bu durum, mitoz bdliinmeler ile yeni hiicrelere de aktarilir. Bu
nedenle, CpG adaciklarinin metilasyonunun, epigenetik (gen ifadesindeki
degisikliklerin, DNA sekansiyla baglant1 gostermeksizin, hiicre boliinmesi boyunca
bir nesilden digerine aktarilmasi) bir durum oldugu diisiiniilmektedir.

CIMP arayoluyla gelisen kolorektal timdrlerde mikrosatellit kararsizligi ya da
kararliligi olabilir. Bu tiimorlerin ¢ogu, serrated neoplazi sekansinda, serrated
poliplerden  gelismektedir. ~ Kolorektal = karsinomlarm  %20’sinin ~ CpG
hipermetilasyonu, %20’sinin disiik diizeyde CpG metilasyonu gosterdigi %60’ 1nin
ise CpG metilasyonu gostermedigi izlenmistir (Jass ve Baylin, 2007). Kolorektal
karsinomlarin CIMP durumu, genellikle MSI durumu ile ve KRAS ve BRAF gen
mutasyonlart ile iliskilidir. Buna gore, MSI-H ve BRAF gen mutasyonu gosterenler,
CIMP1 grubu, MSS ve KRAS mutasyonu olanlar ise CIMP2 grubu olarak
degerlendirilmektedirler (Hamilton 2000).

2.4. KOLOREKTAL KANSERDE EVRELEME

Evreleme sisteminin amaci yayilimi belirlemek, sag kalimi tahmin etmek,
tedaviyi belirlemek, farkli merkezlerdeki hastalart ve tedavileri karsilastirmaktir.
Kolon kanserinde evrelemesinde; Duke’s smiflamasi, Astler Coller smiflamasi, ve
TNM (Timoér Nod Metastaz) simiflamast olmak tizere ii¢ farkli siniflama

kullanilmistir. Ancak gilinlimiizde Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC)
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tarafindan gelistirilen (Tablo 5), Uluslar arasi1 kanser birligi (UJCC)’nin onayladig1
TNM evreleme sistemi kullanilmaktadir (Robert 2010)

1932°de Dukes, rektal karsinomlarin evrelemesinde yeni bir sistem olusturdu ve
bu kolon karsinomlarina da uygulandi. Bu siniflama, tiimoriin derinligi, lenf bezi
tutulumu ve uzak metastaz bulunmasina gére A, B, C olarak yapilmistir. Daha
sonral954 yilinda Astler ve Coller tarafindan baska bir evreleme sistemi
gelistirilmistir. Temelde Dukes sistemine benzemekle birlikte, derinlikleri farkli olan
tiimorlerde lenf diiglimii tutulumunu da degerlendirmesiyle farklilik gostermektedir.
Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) ve Uluslararast Kanser Birligi
(UICC)’nin tiimor, lenf diigiimii ve metastaz komponentlerini gruplandirmasiyla
ortaya koydugu TNM smiflamasi (Tablo 4), daha ayrintili bir siniflama olup
kolaylikla diger siniflama sistemlerine ¢evrilebilir.
TNM; Evre 1=Dukes A, Evre 2=Dukes B, Evre 3=Dukes C, Evre 4=Dukes D

Giliniimiizde halen bu siniflamaya gore tedavi karar1 verilmektedir.
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Tablo 4. Kolorektal kanserlerde TNM evrelemesi

Primer Tiimér (T)

Tis Karsinoma in situ; intraepitelyal veya lamina propia invazyonu
T1 Tiimdr submukozayi invaze etmis
T2 Timoér muskularis propriay1 invaze etmis
T3 Timdr muskularis propriay1 gegerek serozaya kadar ulagmis
T4a : Tiimdr visseral peritonu invaze etmis
T4b Timdr diger organlar1 veya yapilari invaze etmis.

Lenf Nodu Metastazi (N)
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 1-3 bolgesel lenf nodu metastazi mevcut
Nla 1 bolgesel lenf nodu metastazi mevcuttur.
N1b 2-3 bolgesel lenf nodu metastazi mevcut
Nic Subserozal, mezenterik ya da peri kolik dokuda tiimor deposit varlig
N2 4 veya daha fazla lenf nodu metastazi mevcut
N2a 4-6 lenf nodu metastazi mevcut
N2b 7 ve daha fazla lenf nodu metastazi mevcut

Uzak Organ Metastazi

M10 : Uzak metastaz yok
M1la : Sadece bir organda metastaz varlig
M1b : Birden ¢ok organ ya da periton metastazi varlig
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Tablo 5. KRK TNM Evreleme Sistemi ( AJCC 2010)

Evre T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO

T2 NO MO

A T3 NO MO

1B T4a NO MO

lHC T4b NO MO
1A T1-2 N1/N1lc MO
T1 N2a MO

1B T3-T4a N1/N1lc MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

HicC T4a NZ2a MO
T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO

IVA TX NX Mla
IVB TX NX M1b
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3. KANSER VE EPIGENETIK

Kanser, kimyasal etkenler, radyasyon maruziyet gibi faktorleri araciligiyla
hiicre boliinmesi kontrol mekanizmalar1 zarar goren hiicrelerin kontrol dis1 asiri
boliinmesiyle karakterize edilen bir hastaliktir (Jackson ve Bartek, 2009). Sosyo-
ekonomik olarak ileri diizeyde iilkelerde birinci, heniiz gelismekte olan iilkelerde ise
ikinci 6liim nedeni olan kanser hastaliginda 2008 yilinda 12,7 milyon yeni vaka ve
7,6 milyon olim vakasi oldugu aciklanmistir. Bu yeni vakalarin %56’s1 ve
Oliimlerin %64’ ekonomik olarak gelismekte olan iilkelerde goriilmiistiir (Jemal ve
ark., 2011). Hiicrenin DNA diziliminde mutasyonlar (nokta mutasyonlari,
delesyonlar, insersiyonlar, gen flizyonlari, kromozomal tekrar diizenlenmeler) insan
yasami boyunca olmakta ve bu degisiklikler birikmektedir. Bazen gerceklesen
mutasyonlar iyi huylu olup somatik mozaizime neden olur, bazen de kanser gibi
olimciil hastaliklara sebep olabilmektedir (Podlaha ve ark., 2012). Klasik bakis
acistyla kanser, siirekli gerceklesen mutasyonlarin zaman igersinde birikerek,
komplex ve ¢ok faktorlii mekanizmalar sonucunda normal hiicrenin malignant
hiicreye doniistiigii seklindeydi (You ve Jones, 2012). Epigenetik mekanizmalarin
aydinlatilmasiyla bu klasik disiinceler degismistir ve boylece epigenetik
mekanizmalarin da kanser etiyolojisinde rol aldiklar1 kesfedilmistir (Chervona ve
Costa, 2012), (Podribny ve Rusyn, 2013). Insan DNA’sinda 3,2 milyar niikleotid ve
bunlarin da yaklagik 25 000 gen tasidig bilinmektedir (Holwerda ve de Laat, 2012).
Genetik bilgiyi tastyan DNA, hiicre ¢ekirdeginde histon proteinleriyle birleserek
kromatin yapisini olusturmaktadir. Kromatinin en kiigiik fonksiyonel birimi olan
niikleosomlar, 147 baz ciftinin ikiser molekiil H2a, H2B, H3 ve H4 proteinlerinin
etrafin1 yaklasik 2 turla sarmasiyla olusur. Kromatin heterokromatin ve dkromatin
olarak ikiye ayirilabilir. Heterokromatin daha yogundur ve aktif olmayan genleri
icerir. Okromatin ise kismen daha gevsektir ve aktif genleri icerirler (Dawson ve
Kouzarides, 2012). Kromatinin ii¢ boyutlu yapisi ve tizerindeki degisiklikler genleri
aktif ve pasif hale ge¢mesini etkiledigi uzun yillardan beri bilinmektedir. Gelisen
teknoloji ve uygun ekipmanlar sayesinde son zamanlarda yapilan aragtirmalarda
histon proteinleri iizerinde olan bu posttranslasyonel degisikliklerin tahminlerden
cok daha fazla sayida ve cesitlilikte oldugunun fark edilmesiyle, bu degisikliklerin

fonksiyonu aragtimacilarin merak konusu olmustur. 1940 yilinda Condrad Hal
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Waddington tarafindan ortaya atilan ‘‘Epigenetik’’ terimi, fenotipi ortaya ¢ikmasini
saglayan genleri ve bunlarin {irlinleri arasindaki etkilesim olarak tanimlanmistir
(Waddington 2012). Giinlimiizde ise epigenetik, gen ifadesindeki degisikliklere
neden olan mayoz ve mitoz boliinmeyle kalitilabilen mekanizmalar1 inceleyen bilim
dali, baska bir deyisle gen ekspresyonuna bagli kalitlsal bilgi olarak
tanimlanmaktadir. Epigenetik mekanizmalar tersinir olmasi yani birey kendi
epigenetik profilini degistirebilmekte ve olusturdugu epigenetik profili bir sonraki
nesle aktarabilmektedir (Hassler ve Egger, 2012), (Gerhauser 2012). Ayni zamanda
DNA diziliminde degisikliklere neden olan genotoksik mekanizmalarin aksine
epigenetik mekanizmalar DNA dizilimini degistirmeden gen ifade seviyesini
diizenlemektedir. Daha agiklayic1 olarak ifade edilirse bazi genlerin ifadesinin
kontrolii epigenetigin gorevidir ve bunu DNA’nin temel yapisini degistirerek degil,
DNA ile baglantili olan kromatin proteinlerini ya da DNA’yr etkileyerek
gerceklestirir. Yani epigenetik, transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulagmasini
engelleyecek mekanik degisiklikler yaratarak gen ifadesini kontrol eder.
Organizmalarda meydana gelen X kromozomu inaktivasyonu, genomik baskilama,
kromozomal kararsizlik, hiicre faklilasmasi1 ve gen ifadesi seviyesi gibi olaylar
epigenetik mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. Bununla birlikte gida,
annenin davraniglar1 gibi gevresel faktorler de epigenetik mekanizmalar1 kolayca
etkileyebilmektedir (Martin-Subero ve ark., 2011). Epigenetik mekanizmalar, ayni
ortamda biiyliyen ve ayni genetik yapiya sahip iki bireyin nasil farkli fenotiplere
sahip oldugunu agiklar (Sandoval ve Esteller, 2012). DNA, ¢ekirdek igerisinde
histon proteinleri ile birlikte niikleozom birimlerini olusturur ve bdylece genetik
materyal, diizenli bir bigcimde paketlenerek kromatin yapist meydana gelir. Kromatin
yapisinda kovalent ve kovalent olmayan modifikasyonlar gerceklesir. Yiiksek yapili
okaryotlarin cogunda ise DNA’nin kendi kendini kovalent olarak degistirmesi
miimkiindiir. Bunu sitozin bazlarmin metilasyonu ile gerceklestirir. Bu
mekanizmalarin  hepsi birbiriyle i¢ ige ge¢mis yolaklar1 igerir ve kromatin
yapisindaki varyasyonlari olusturur. Bu nedenle tamamen ayni olduklar1 diigiiniilen
tek yumurta ikizlerini birbirinden ayiran molekiiler mekanizmalar epigenetigin bir
trtintidiir. Ayrica kardes kromatitlerin tizerindeki epigenetik farkliliklarin gen ifade

diizeylerine farkliliklara sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (Lansdorp ve ark.,
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2012). Hatta epigenetik mekanizmalarin, karsinogenezin ilk sathalarinda yogun
olarak meydana geldiginden kanser baslangicinda etkili oldugu diisiiniiliip,
epigenetik temelli kanser tedavi yontemlerinin gelistirilmesi yeni hedef haline
gelmistir (Carone ve Lawrence, 2012), (Hatziapostolou ve Iliopoulos, 2011).
Literatiirde = taramalarindaki aragtirma calismalari  sonucunda epigenetik
mekanizmalarin prostat, tiroid, mide, beyin, akciger, mesane (Kim ve Kim, 2012),
kolon, over, kolorektal agiz, deri ve meme kanserlerinde rol aldigi bulunmustur.
Ayn1 zamanda normal kok hiicrelerinin kanser kok hiicrelerine 6zellesmesinde de
etkili oldugu goriilmiistir. Uzerinde en fazla arastirma yapilmis epigenetik
mekanizmalar DNA metillenmesi,  histon degisiklikleri ve miRNA (mikro
RNA)’dir. Ozellikle DNA metilasyonu ve kromatinin yapisinda bulunan histon
proteinlerinin  modifikasyonu malin doniisimde ©nemli rol oynamaktadir.
Metilasyonda, bir guaninle komsu olan sitozinin (CpG diniikleotidi) 5’
pozisyonunda bulunan karbon atomuna bir metil grubu eklenmektedir. CpG
dintikleotitleri birgok genin promotér bolgesinde sik olup “CpG adalar1” halinde
bulunurlar. Genin aktif kalabilmesi i¢in bunlarin metillenmemis (demetile) durumda
korunmast gereklidir. Genin normal olarak inaktif olmasi gereken hiicrelerde ve
kadindaki inaktif X kromozomunda ise CpG adalar1 metile durumdadir.
3.1. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar transkripsiyonel ve post transkripsiyon olmak tizere
iki  temel mekanizma igerir.  Transkripsiyonel = mekanizmalar;  histon
modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonu ile epigenetik regiilasyonda genomik
imprinting, X inaktivasyonu ve genomun yeniden programlanmasinda gorev
almaktadir. Post—transkripsiyonel mekanizma; RNAI esas olarak transkripsiyon
diizenleyicilerinin DNA’ya erisimini etkilerler. Fosforilasyon, ubiqutinasyon,
yiiksek mobiliteye sahip histon olmayan (non-histon) proteinlerin varligr ve
asetilasyon ise niikleoproteinler diizeyinde (histon-nonhiston) yapilan epigenetik
modifikasyon mekanizmalar1 olup gen ekspresyonu farklilagsmasinda rol alan en

Onemli mekanizmalardir.
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3.1.1. Transkripsiyonel Mekanizmalar
3.1.1.1. Histon Modifikasyonlari
1.Histon asetilasyonu / deasetilasyonu
2.Histon metilasyonu
3.Serin veya treoninlerin fosforilasyonu
4.Glutamik asitlerin ADP-ribozilasyonu
5.Histon ubiquitinasyonu

Tim bu mekanizmalar, kromatin yapisinda degisiklikler olusturarak
transkripsiyonu diizenleyici komplekslerin DNA’ya ulasabilirligini etkilerler. Ayrica
bircok histon modifikasyonu geri donlisimliidiir ve modifikasyon seviyesi ile
transkripsiyon seviyesi siki iliski igerisindedir. Histon proteinleri DNA’nin
paketlenmesinde gorev alirken, niikleozomdan disariya ¢ikinti yapan bazik NH2
(amino) terminal uglar1 bir takim post-translasyonel modifikasyonlara ugrayabilir.
Bu modifikasyonlar arasinda; histon asetil transferazlar tarafindan asetillenme ve
histon metil transferazlar tarafindan metillenme yer almaktadir. Bu enzimler
araciligr ile kromatinin yapis1 degistirilirken gen regiilasyonunda onemli rol
oynarlar. Asetilasyon ile histondaki pozitif yiik (+) nétralize edilirken histonun
DNA’ya olan elektrostatik etkilesimi zayiflatilir. Histon modifikasyonlari
kromatinin 6kromatik ya da heterokromatik durumu gozetilirek gen aktivitesi ya da
inaktivitesinde markir olarak kullanilabilir. H3 ve H4 histon lizin rezidiilerinin
asetilasyonu, aktif gen c¢alismast yani Okromatik durumla gosterilebilirken,
deasetilasyon ise kromatinin daha siki paketlendigi heterokromatik durum ile izah
edilebilir. Histon lizin metilasyonu ise, asetilasyonun tersine, hangi rezidiide
olduguna gore aktivasyon ya da inaktivasyonla sonuclanabilir. Bu yolla,
histonlardaki spesifik modifikasyonlar, transkripsiyonel olarak aktif ve inaktif
kromatinin belirlenmesinde bir ¢esit markir olarak kullanilabilir. Histon
modifikasyonlar, DNA metilasyonu ile birlikte c¢alisarak gen ifadesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol alirlar. 5-metil sitozin varligi, bulundugu kromozom
bolgesinde lokalize olan genlerin sessizlesmesine yol acgar. Hiicrede pek ¢ok
mekanizmanin  diizenlenmesinde replikasyon, transkripsiyon, DNA tamir,

rekombinasyon ve gen transpozisyonunda gorev alir.
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3.1.1.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, gen baskilanmasiyla baglantili olan bir mekanizmadir.
Uzerinde en fazla calisma yapilan ve ilk bulunan epigenetik degisiklik DNA
metillenmesidir (Goldberg ve ark., 2007), (Lister ve ark., 2009). DNA metilasyonu
kovalent kimyasal bir modifikasyondur ve sitozin halkasinin 5. pozisyonundaki
karbon atomuna bir metil grubunun (-CH3) eklenmesiyle gerceklesir (Goel 2010).
Normalde DNA’da bulunan sitozin, en sik gozlenen mutasyon mekanizmalarindan
biri olan deaminasyon sonucu urasile doniisiir ve bir RNA bazi olmasi nedeniyle
onarim mekanizmalarinca (urasil glikozilazlar) taninarak onarilmaktadir. Buna
karsilik metilsitozinin kendiliginden deaminasyonu sonucu olusan timin, normalde
de DNA’da bulunan bir baz oldugu i¢in onarim mekanizmalarindan kacar. Bunun
sonucu baslangicta DNA ¢ift zincirinde bulunan C-G ikilisi T-A ikilisine
doniismesiyle sonuglanir (Sayin 2008). Sitozin niikleotidinin metillenmesi, gen
ifadesi ile direkt bagl olup birgok dkaryot canlinin gelisiminde, normal ve hastalik
durumunda biiyiik rol oynar (Umer ve Herceg, 2013). Basta housekeeping genler
olmak iizere insan DNA’sinda bulunan genlerin hemen hemen %60-70’inde CpG
adaciklar1 vardir (Antequera ve Bird, 1993), (Portela ve Esteller, 2010). CpG
adaciklar1 promotor bolgelerinin yanisira 3’ bolgelerde ve gen yapisinda (ekzonik
CpG) bulunabilir (Nguyen ve ark., 2001). Memelilerin genomunda CpG dizileri
rastgele bicimde dagilmistir ve ¢ogunlukla CpG yogunlugunun az oldugu bolgeler
ya da Alu elementleri gibi tekrarlayan DNA bolgeleri metillenmistir. Aksine,
genlerin promotdr bolgesinde 0,5-3 kb (genellikle 200 baz ¢iftinden uzun)
uzunlugunda ki CpG diniikleotince zengin bolgeler (CpG frekans: en az 0,6’dir)
metillenmemis seklinde bulunur. Genellikle CpG adaciklarinda 5-Metilsitozin
goriilmekle birlikte, CpA ve nadir olarak CpT de de goriilebilir. Fakat bunlar
somatik hiicrelerde goriilmez, embriyonik kok hiicrelerde goriilmektedir (Kulis ve
ark., 2010). DNA metilasyonu, genellikle genetik suskunluga sebep olmaktadir
(Smallwood ve Kelsey, 2012). Kisaca CpG adalarinin metilasyonu; gen delesyonu
ya da inaktive edici mutasyonlara esdeger fonksiyon ile genin susturulmasina neden
olur. Bu adaciklarin belirli gruplarinin metilasyonuna normal dokuda rastlansa da

genellikle normal hiicrelerde metillenmemis halde bulunmaktadir.
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Sekil 7. CpG metilasyon mekanizmasi, (A) Sitozin bazindaki niikleotidleri igeren
CpG adacigi, (B) DNMT’lar tarafindan katalizlenen CpG adast metilasyonu; S-
adenozil metiyonin (SAM-CHz3)’den sitoz bazina metil grubu transferi.

Anormal DNA metilasyonun; hipermetilasyon, hipometilasyon ve baskilama
kayb1 olmak {izere iig tiirii vardir. Tarihsel olarak kanserlerde saptanan ilk epigenetik
anomali hipometilasyondur. Kolon kanserinde, tliimér DNA’sinda normal mukozaya
kiyasla yaygin hipometilasyon oldugu saptanmistir (Feinberg ve Vogelstein, 1983).
Genomik global hipometilasyon normalde suskun olan genleri aktiflestirerek
kromozomal kararsizligina neden olarak tiimor gelisimine yol agabilir. Ayrica timor
gelisimi boyunca hipometilasyon derecesi artmaktadir (Fraga ve ark., 2004),
(Ehrlich 2009). Bugiine kadar yapilan arastirmalarda, spesifik genlerin ve global
hipometilasyonun meme (Gupta ve ark., 2003), boyun (Badal ve ark., 2003),
yumurtalik (Gupta ve ark., 2003), kolorektal (Kim ve ark., 2006), miyeloid 16semi,
prostat (Bedford ve van Helden, 1987), (Brothman ve ark., 2005) ve mesane (Seifert
ve ark., 2007) gibi kanserlerde rol oynadigi bulunmustur. Timor supresor genler
gibi kanser olusumunda rol alan genlerin CpG adaciklar1 hipermetillendiginde,
genler inaktif forma gecer ve kanser olusumuna sebebiyet verebilir (Jones ve Baylin,

2007). Bu nedenle gen promotdr bolgelerinde bulunan CpG adaciklarinin
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hipermetilasyonu kanserde en fazla calisilan epigenetik degisikliktir. Yeni nesil
Sekans (NGS-Next Generation Sequence) gibi yeni yontemler kullanilarak yapilan
arastirmalar sonucunda normalde metillenmemis durumdaki CpG adaciklariin %5
ile %10 unun ¢esitli kanser tiirlerinde anormal metillendigi gdsterilmistir (Baylin ve
Jones, 2011).
3.1.1.2.1. DNA Metilasyonunun Gorevi

DNA metilasyonunun gorevi net olarak anlasilamamistir. Ancak gen ifadesinin
kontrolii, kromozomal biitiinliiglin kontrolii ve rekombinasyonel olaylarin kontrolii
rollerine sahip oldugu disiiniilmektedir. Giintimiizdeki verilere gore, DNA
metilasyonunun; retroviral elementler ve Alu’lar gibi genomdaki parazitik
sekanslara karsi ilkin savunma mekanizmasi gorevini lstlendigi diisliniilmektedir.
Embriyogenezisin erken evrelerinde DNA metilasyon paternleri sifirlanir ve
gelisimin erken donemleri boyunca yeniden kurulur. Sonrasinda, nispeten sabit
kaldig1 diistinilmektedir. Pek ¢ok metiltransferaz enzimi, demetilazlar, muhtemelen
DNA yapisiyla alakali olan ve DNA metilasyonuna neden olan metilasyon
merkezleri, CpG adaciklarina baglanarak onlar1 metilasyondan koruyan
transkripsiyon aktivatér proteinlerini igceren metilasyon-koruma bdlgeleri
icermektedirler. Metilasyon modelinde, baslangi¢ olarak gelisim boyunca
metilasyon varligi tespit edilir, DNA metilasyon paternleri sabitlenir ve daha sonra
DNA metiltransferaz enziminin bakim aktivitesi siirekli devam eder. DNA
metiltransferaz enzimi bu modelde, yeni sentezlenmis ve yari metilenmis DNA’y1
tanir ve seri bir sekilde tamamini metilenmis duruma cevirir. Memelilerde DNA
metilasyonunun gorevini anlamak i¢in fare model olarak kullanilmistir. Bu modelde,
primordial germ hiicreleri, embriyonik kok hiicreler ve blastosit hiicreleri dlgiilebilir
DNA metilasyonu olmadan normal bir sekilde gelistikleri goriilmiistiir. Ancak kok
hiicreler farlilagsmaya basladigi donemde DNA metilasyonu kusursuz gelisim i¢in
gerekli hale gelmektedir. Anne ya da babani kromozomlardaki spesifik genlerden
yalniz birinin ifade olmasi anlamima gelen genomik imprinting de DNA
metilasyonunu icermektedir. Sitozin metilasyonu ayni zamanda X-kromozom
inaktivasyonundan da sorumludur DNA metilasyonunun ayni zamanda yaslanma
stirecini de igerdigi diisiinlilmektedir. Konak memeli hiicrelerinin genomuna

birlestiren viral DNA’nin metilasyon tarafindan inaktivasyona ugratilmasi, bu
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yontemin enfeksiyon ajanlarina karsi bir koruma mekanizmasi olarak gorev aldigini
gostermektedir.
3.1.1.2.2. DNA Metilasyonu ile Gen ifadesinin Diizenlenmesi

Birgok Okaryotik organizmanin DNA’s1 metil gruplarinin enzim araciligi ile
bazlara ve sekerlere eklenmesi yoluyla, replikasyondan sonra degistirilir yani post
sentetik modifikasyondur. Bazlarin metillenmesi genellikle sitozinden olur ve belirli
herhangi bir 6karyotik organizmanin sitozinlerinin yaklasik %5°1 metillenir. Ancak,
metilasyon derecesi dokuya 6zgiidiir olup, %2’den %7 nin lizerine ¢ikacak sekilde
degisiklik gostermektedir. Baz metilasyonunun gen ifadesini degistirdiginin ortaya
cikarilmasi, E.coli’nin lac operonu ile yapilan g¢aligmalarla ortaya konmustur.
Operator bolgedeki DNA’daki tek bir sitozinin metillenmesi bile reseptoriin
operatore olan ilgisinde fark edilebilir bir degisiklik meydana getirebilir. Sitozin
5’ucundan metillenir, boylece metil grubu DNA sarmalinin biiyiik olugundan disari
cikint1 yapar ve proteinlerin DNA’ya baglanmasin etkiler. Metillenme, genellikle
DNA’daki CG giftleri halinde bulunan sitozinlerden ve genellikle de her iki zincirde
birden olur (Michalowsky 1989).
3.1.1.2.3. DNA Metilasyonunu Gergeklestiren Enzimler

Hiicre yasamini, proliferasyon ve diferansiasyonunu siki kontrol altinda tutan
birgok genin oniinde CpG adas1 vardir. insan genomunda genler arasinda bulunan
tekrar dizilerinin metilasyonu da goriilebilmektedir (Li ve ark., 2010). Bu
mekanizma, DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafindan metil baglanma
proteinleri araciligiyla (MBD1, MBD2, MBD3 vb.) aktive edilir (Klose ve Bird,
2006), (Miller ve Sweatt, 2007). Bugiine kadar tanimlanan DNMT; DNMTI,
DNMT1b, DNMT1lo, DNMT1p, DNMT2, DNMT3A, DNMT3b, ve DNMT3L
(Robertson 2002). Memelilerde en fazla bulunan DNMTI1 yari metillenmis (bir
zincirdeki CpG metillenmis, diger zincirdeki ise metillenmemis) DNA’nin
metillenmesinde gorevlidir (Li ve Tollefsbol, 2010) aslinda hem de novo hem de
devamlilig1 saglayan metiltransferaz aktivitesine sahiptir ve DNMT3A ile DNMT3b
giiclii de novo (DNA zincirlerinin her ikiside metillenmemis) metiltransferazlardir.
(Okano ve ark., 1999), (Holz-Schietinger ve Reich, 2010) Katalitik aktiviteye sahip
olan DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B aksine DNMT3L metiltransferaz aktivitesi
gostermezler. DNMT3L, DNMT3A ve DNMT3B enzimlerinin aktivitesini
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diizenlemek yoluyla de novo metilasyonunu Katalizlerler (Jurkowska ve ark., 2011).
DNMT lere ilave olarak metilasyon mekanizmalarinda gérev alan 6nemli bir enzim
grubu da demetilazlardir.

CpG adaciklariin hipermetilasyonu DNMT enzimlerinin asir1 ifade edilmesiyle
gerceklesmektedir. Meme (Girault ve ark., 2003), (Ben Gacem ve ark., 2012), over
(Chen ve ark., 2005) ve mesane (Nakagawa ve ark., 2003) gibi kanser tiirlerinde
DNMT enzimlerinin asir1 ifade edildigi bildirlmistir. Bu durum DNMT enzimlerini
kanser tedavi yontemi gelistirilmesinde yeni hedef haline getirmistir. DNMT
inhibitorii olarak 5-aza-deoksisitidin (5-azadeoxycytidine) ve zebularine gibi ajanlar
kullanilmaktadir (Gros ve ark., 2012). DNMT inhibitorii kullanilarak meme (Billam
ve ark., 2010), miyeloid 16semi (Flotho ve ark., 2009) gibi kanserlerde
hipermetilasyon nedeniyle susmus olan genlerin tekrar aktiflestirilebildigi
kaydedilmistir. Bu ajanlarin yani sira antisens oligoniikleotit kullanilarak DNTM
enzimleri inhibe edilmistir (Yan ve ark., 2003). Biitlin bu yapilan aragtirmalar
sonucunda global hipometilasyon ile spesifik genlerin hipermetilasyonunun
tiimorogenesiste gerceklesen genel 6zellikler oldugu kabul edilmistir (Jaenisch ve
Bird, 2003), (Arasaradnam ve ark., 2008). Anormal DNA metilasyonu, kanser ve
Fragile X sendromu gibi hastaliklar ile ¢evresel faktorlerin etkisiyle belki
yaslanmada da rol aldig1 diisiiniilmektedir (Cedar ve Bergman, 2012).

Son arastirmalarda promotor bolgesindeki CpG adaciklari yani sira gen
yapisinda bulunan CpG adaciklarinin metilasyonunda transkripsiyonel aktiviteyi
etkiledigi, ilgili geni aktiflestirdigi (Ndlovu ve ark., 2011) ve bunlarin metil
transferaz uygulamalar1 ile geri dondiiriilebildigini bdylece tedaviye yonelik yeni
hedef mekanizma olabilecegi gosterilmistir. Metilasyon ile gen aktivasyonunun
degistirilmesi, Knudson’un “¢ift vurus” hipotezine alternatif bir yol sunmaktadir.
Daha farkli yaklagimlarla kanser hiicre hatlar1 ile yapilan calismalarda, tiimor
supresoOr genlerin CpG adalarinin metilasyonunun heterozigozite kaybiyla baglantili
olmast, hipermetilasyonun  karsinogeneze katkisini desteklemektedir.
Karsinogenezde, potansiyel olarak etkilenen yolaklarda bulunan genlerin metilasyon
durumlarinin kolon kanserinde arastirilmasi, tiimoriin klinik davranisi ile gen veya
genlerin birlikte degerlendirilmesi onemlidir. Kanser baslangic1 ve ilerleyisini

gosterecek  epigenetik  degisikliklerin  agiklanmasi, bu  degisikliklerin
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mekanizmalarinin  belirlenmesine ve bu bilginin de hastaligin erken tanisina

yardimci olacagt ve hastaligi Onleyici caligmalara katki saglayacagi umut

edilmektedir.
Metilasyon Demetilasyon
| [
DNMT1 TET1
H DNMT3A TET2
DNMT3B TET3
Sitozin 5-Metilsitozin Hidroksimetilsitozin
(c) {5mC) (5hmC)
CH, CH, CH,

74;74;737 - Transkripsiyonel Baskilanma

CH,0H CH,0H CH,OH

| _ . Transkripsiyonel Aktivasyon

—C—C—C—

Sekil 8. Sitozin bazinda genomik DNA metilasyonu ve demetilasyonu
3.1.1.3. Tiimér Baskilayic1 Genlerin Promotor Boélgelerinin Metilasyon profili
Tiimor supresor genin hipermetilasyonu, gen ifadesini baskilayan epigenetik bir
mekanizmadir ve ilk kez sporadik insan retinoblastomasina neden olan RB geninde
rapor edilmistir. Insan tiimérlerinde bazi CpG adalar1 metillenir ve iliskili olan genin
ifadesi kapatilir. Bu anormallik tiimor supresor geni etkiliyorsa hiicreye segici bir
avantaj saglayabilir ve bu 6zellik nesiller boyunca secilebilir. Kanser hiicrelerinde,
hiicre dongiisii inhibitérii olan p16 geni, p53 regiilatorii olan pl4 geni, DNA tamir
genlerinden olan BRCA1 ve MGMT genleri gibi kanser patolojisi ile iligkili pek ¢ok
gen, metilasyon mekanizmasiyla sessizlesirler. Bir¢ok tiimor bir ya da birkac gende
birka¢ ¢esit hipermetilasyon gosterebilir. Genlerin CpG adalarmin metilasyonu
tiimor tipine gore degisim gdstermektedir. Ornegin, her bir timér tipinin kendine
0zgii CpG adast metilasyon profili vardir. DNA metilasyon profili, tiimorlerin

seyrine veya tedaviye hassasiyetlerine gore siniflandirilmasinda yararli olabilir.
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Daha 6nce yapilmis genis dlgekli calismalardan biri akciger kanserinde yapilmis
ve 40’tan fazla 15 genin DNA metilasyonunda degisimler bulunmustur. Oldukca sik
hipermetilasyona ugrayan genlerin RAR-B, RASSF1A, CDNK2A, CHD13 ve APC
oldugu goriilmiistiir. Baz1 tiimor tiplerinde, genlerin metilasyona ugrama sikligi
diger tiimorlerden daha fazla olmaktadir. Ornegin, gastrointestinal sistemde
(6zefagus, mide, kolon) meydana gelen tiimor tiplerinde 60etilenmis genler daha
fazla goriiliirken rahim kanserinde genlerin metilasyona ugrama sikligi daha azdir
(Esteller 2001).

3.2. APC (Adenomatous polyposis coli) GENI

APC geni insan genomunda ilk defa 1987 yilinda, 5. kromozomun (5921 - 22)
uzun kolunun ortasinda kesfedilmistir (Bodmer ve ark., 1987). Daha sonra bu gen
1991 yilinda bir Familyal adenomatdz polipozis hastasinin periferik kanindan
mutasyona ugramis sekilde izole edilmis ve en genis timor baskilayici gen
ailelerinden biri olarak literatiire gegmistir (Nakamura ve ark., 1991), (Groden ve
ark., 1991). APC geni 21 ekzon igerir ve oldukca biiyiik bir gen olup yaklasik 8500
bp biiyiikliigiindedir. Molekiiler agirligi 312 kD olan 2843 amino asitten olusan bir
protein kodlar. Ekzon bolgeleri i¢ersinde en 6énemli olan bolge hem somatik hem de
germline mutasyonlarin sik goriildigi 15. ekzondur. Ekzon 15, APC genin
kodlayict sekanslarinin %75’inden fazlasini kapsamaktadir. APC geni, hiicrenin
timor kitlesini olustururken gegirdigi hiicresel olaylarda kritik rol oynayan APC
proteinini ifade eder ve otozomal kalitilan bir tiimor bakilayict gendir. APC proteini
Wt sinyal yolaginin antogonisti olarak davranir bu sekilde hiicrenin tiimor kitlesini
olustururken geg¢irdigi hiicresel olaylarda kritik rol oynamaktadir.

Hiicre dongiisiinii, hiicrelerin ¢ok hizli veya kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesini
ve boliinmesini engelleyerek diizenler. Ayrica hiicrenin adhezyon ve gogiinde,
transkripsiyonel aktivasyon ve apoptozis siireglerine de katilir. Cesitli hiicresel
olaylara katilan APC proteini hiicrenin, ne kadar siklikta boliinme gecirecegini,
doku icerisinde diger hiicrelere nasil baglanacagini ve doku i¢inde veya doku disina
hareket etmesini kontrol eder. Diger bir gdrevi de hiicre boliinmesi sonrasinda
kromozom sayilarinin dogrulugunu kontrol etmektir. APC proteini yogun
gorevlerini, hiicre baglanmasi ve sinyalinde gorev alan diger proteinlerle etkilesime

girerek yapar. APC geninde mutasyon tasiyan insanlarin ¢ogunda kolorektal kanser
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meydana gelmesine ragmen, poliplerin sayist ve tiimoriin meydana geldigi zaman

mutasyonun gendeki yerine baglidir.

Kromozom 5
5q21-22

BN | RO 0 D O

Sekil 9. Insan 5. kromozomu iizerinden APC geninin yerlesiminin gdsterilmesi
(www.ensembl.org, Erisim tarihi: 14 Nisan 2014).

APC gen iirlinii hiicre i¢i sinyal yolundaki E-kadherin’i igerir. E-kadherin
hiicrelerin  birbiri ile etkilesimini etkiler. Kateninler, E-cadherin proteinin
sitoplazmik kuyruguna baglanmaktadir. Alfa-katenin ve Beta-katenin APC gen
irlinline baglanmaktadir. APC proteinin degsimi hiicre i¢i sinyal iletisiminin
bozulmasima neden olur. APC fonksiyon kayb1 serbest B-katenin artmasina neden
olur ve hiicre-hiicre adhezyonunun satbilizasyonu sonucu hiicresel gogii
bozulacagindan hiicre proliferasyonunda artis meydana gelir. Dolayisiyla
karsinogenez baslangici igin ilk asama baglamis olur.

Pek ¢ok APC germline mutasyonu genin kodon 1598’in 5’ ucunda meydana
gelirken 3° ucunda nadir olarak meydana gelir. Bu mutasyonlardan bazilariin
sonucunda APC proteini kisalir. Kodon 1285 ve 1465 arasindaki APC proteinin
kesilmesi polipozis ile iligkilidir. FAP’Ii hastalarda ¢ogunda APC germline
mutasyonlar oldugu gosterilmistir. Bu mutasyonlarin %95°1 nonsense (anlamsiz)
veya normal fonksiyonlu kesik protein iiretimiyle sonuglanan frameshift (¢erceve
kaymas1) mutasyonlaridir. Ensik goriilen APC germline mutasyonlart kodon 200 ile
1600 arasindadir. Somatik mutasyonlar, sporadik kolorektal kanserlerinin APC
allellerinin wild tipinin kaybina neden olur. Kolorektal karsinom ve adenomalarin

bliylik cogunlugunda meydana gelir. Genel olarak APC mutasyonlari erken
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timorogenezis sirasinda goriilmektedir. APC’nin her iki allelerinin inaktivasyonu
kolorektal kanserde ¢ok yaygindir. Bu gendeki tiim somatik mutasyonlar birlikte
degerlendirildiginde somatik mutasyonlarin yaklasik %60’dan fazlas1 kodon 1286
ve 1583 arasinda gerceklesmektedir. Bu bolge mutasyon kiime bolgesi (Mutation
Cluster Region=MCR) olarak adlandirilmis olup genin kodlayict sekansinin
%10’undan daha az kisminda yer alir. Bu bdlgedeki mutasyonlar sonucunda B-
katenin baglayici bolgesinin aktivitesinin diizenlenmesinde bozukluklar ortaya ¢ikar.

APC proteini sinyal iletim yolaklarinda bulunan integral bir proteindir ve protein
iriini ¢esitli fonksiyonel kisimlar igermektedir. Bu protein hiicrelerde bir¢ok
biyomolekiiler ile etkilesim halindedir ve bir¢ok baglanma bolgesi (multidomain)
iceren bir proteindir. B-katenin baglayic1 ve B-katenin i¢in degredasyon bolgesi bazi
ksimlarindandir. Bu bolge sitoplazmik beta-katenin seviyesinin sabit tutulmasini
saglar. B-katenin, E-kadherin aktivitesi i¢in Onemli olan, doku yapisinin
organizasyonunda ve polaritesinde rol alir.
3.2.1. APC Geni Promotor Metilasyonu

APC geni 1A ve 1B olmak lizere iki promotor bolgeye sahiptir. Promotor 1B
icin epigenetik bir mekanizma bulgusu yok iken, 1A hipermetilasyonu hepatik
kanserler, pankreatik, gastrik ve O6zofagus’u kapsayan insan gastrointestinal
tiimdrlerin bir kisminda agikliga kavusturulmustur. Ayrica 1A promotor bdlgesi hem
kolorektal hem de adenoma kanserlerinde hipermetile olarak goriilmektedir.
3.2.2. APC Geni ve Beta-kateninin WNT sinyalindeki Rolleri

Beta-katenin fosforlanmadiginda eger yikilamamigsa hiicrenin sitoplazmasi ve
¢ekirdeginde birikir. Bu sekilde beta-katenin birikmesi APC gen inaktivasyonundan
ya da beta-kateninin kendilinden direkt mutasyolarindan kaynakli olur. Birikme wnt
sinyali sonucunda gerceklesebilir. Cekirdek iginde beta-katenin, T-hiicre faktoriiniin
iiyeleriyle ve trakskripsiyonel aktivatorlerden lenfoid enhancer faktorii (LEF)
ailesiyle iligikili ~ bulunur. Beta-katenin ve TSF/LEF hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive eden kompleksi olustururlar. GSK3B enzim araciligi
fosforilasyon, beta-katenin yikimini Onleyen APC mutasyonu, beta-katenin’in
transkripsiyonel aktivasyonuna ve beta-katenin birikmesine yol agar. Sonug olarak
APC proteini islev yapamadigr i¢in yikici kompleksin beta-katenin’i fosforilleme

etkisi ortadan kalkmakta ve sinyal yolunun Kkontrolsiiz —aktivasyonu
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gerceklesmektedir. APC proteininin, Wnt/B-katenin sinyal yolunda iistlendigi
gorevlerin yani sira in vitro kosullarda sitoplazmadaki hiicre iskeleti elemanlarindan
mikrotiibiillere baglandigr ve tiibiilin polimerizasyonunu uyardigi gozlenmistir.
Ayrica embriyonik kok hiicrelerle yapilan deneylerde APC proteininin mitotik ig
iplikleri ve kinetokorlar ile iligkili oldugu ve bu proteinin fonksiyon kaybiyla
sonuglanan mutasyonlarda, kromozomlarin ayrilmasinda da cesitli bozukluklar

meydana geldigi ifade edilmistir (Fearnhead ve ark., 2001), (Hanson ve ark., 2005).
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Sekil 10. APC gen semast
4. MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification)Teknigi

Yontem ilk olarak Schouten tarafindan 2002 yilinda tanimlanmistir ve MLPA
yontemiyle birden fazla odaktaki gen delesyonlar1 ve duplikasyonlar1 tek bir
reaksiyonla tanimlanabilmektedir (Kozlowski 2008). Calisilan bdlgedeki gen
miktarlarinin belirlenmesi amacinmi tagryan MLPA yontemiyle, gen bolgelerinde tek
veya her iki allelde meydana gelebilecek delesyonlar ve duplikasyonlar yiiziinden
olusan gen miktarlarindaki artis ve azalislar goriintiilenebilmekte ve
hesaplanabilmektedir. Uygulamanin kolayligi, yiiksek duyarliligi, giivenilirligi ve
goreceli ucuzlugu bu yontemin gen diizeyindeki tani laboratuvarlarinda hizli bir
sekilde kabul edilmesini saglamistir (Gonzalez 2008), (Gouas 2008).

MLPA problar1 2 oligoniikleotitten olusmaktadir. Her bir oligoniikleotit ise
primer, uzunlugu belirli aralik (UBA) ve hedefe 6zgii dizilerden meydana gelir.
Tiim MLPA problarinda ayn1 primer ¢ifti kullanilabilmektedir. Primerler ilgilenilen
genomik DNA bolgesinde tiimleyicisi bulunmayan dizilerden sec¢ilmelidir ve

genellikle 19-25 niiklotit uzunlugundadir. UBA’larin kullanilma sebebi; bu
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yonteminde birden fazla sayida odagin incelenmesi icin birden fazla sayida prob
kullanilacagindan dolayi, bu problarin analiz sonucunda birbirlerine karigmasini
onlemek ve dizi analizinde sinyallerin farkli yerlerde ¢ikis noktalar1 vermelerini
saglamaktir. Bu sayede her bir prob farkli niiklotit uzunluklarina sahip olur ve
dolayistyla dizi analizindeki sinyalleri farkli yerlerde ¢ikmaktadir. UBA’larin
uzunluklart 2-400 nt arasinda olmakta ve analizi yapan cihazin kapasitesine bagli
olarak daha da arttirilabilmektedir. Ayrica ayni uzunluga sahip problarin dizi
analizinde sinyallerinin karigsmasini 6nlemek amaciyla primer ciftlerinin farkl
renklerde isaretlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu sayede ayni uzunluga sahip farkl
renklerde sinyaller elde edilmektedir. Hedefe 6zgii diziler ise ilgilenilen DNA
bolgesi baz alinarak tasarlanan dizilerdir. Bu diziler ilgilenilen gen bdolgesinin
tiimleyicisidir. Iki oligoniikleotitin ligasyonunu saglamak icin hedefe 6zgii dizi ile
baslayan oligoniikleotitin ucu fosfor ile isaretlenip ligasyonun saglanmasi
gerekmektedir. Hedefe ozgii dizilerin uzunluklari bir oligoniikleotitte 21-30 nt
arasinda, diger oligoniikleotitte ise 25-43 nt arasinda olabilmektedir (Schouten
2002), (Dijk 2005).

MLPA yontemi; hedef DNA denatiirasyonu, hibritlesme, ligasyon, ligasyon
sonrasi hedeften ayirma (denatiirasyon), amplifikasyon ve sinyallerin elde edilmesi
olmak iizere 5 basamakta gerceklesmektedir. Yontemdeki temel yaklasimda,
problardaki hedefe 6zgii dizilerin hedefteki varliginin belirlenmesinden sonra bu
problarin ligasyon islemiyle baglanmis durumdaki kaliplar1 PCR yontemiyle
cogaltilmakta ve dolayisiyla kullanilan hedef genomik DNA {izerinde herhangi bir
cogaltim islemi uygulanmamaktadir. Oncelikle ilgilenilen hedef bélgeyi igeren ¢ift
iplikli genomik DNA’nin denatiirasyon islemi ile ipliklerinin arasi agilmaktadir. Bu
islemi DNA’nin iizerine problarin eklenmesi ve problarin hibritlesmesi izlemektedir.
Eger ilgilenilen gen bolgesi ile probta bulunan hedefe 6zgii diziler birbirlerinin

tiimleyicisi ise problarin bu DNA boélgesine hibritlesmesi gergeklesmektedir.
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Sekil 11. MLPA problarinin hedef bolgelerinde hibrize olmas1 ve ligasyonu (MRC
MS MLPA 2007).

Hibritlesme islemi sonrasinda ligasyon basamagi gelmektedir. Problarin hedef
bolgeye hibritlesmesi dogru bir sekilde gergeklestiginde ligasyon islemi ile
hibritlenen iki oligoiikleotit birbirlerine baglanir. Ligasyonlu problarin, DNA’dan
denatiire edildikten sonra gen {izerinde dizisi bulunmayan primerler ile
amplifikasyonu saglanmaktadir. Ligasyon islemi basarisiz olan problar iki primer
ciftini  iceremeyeceginden dolayr amplifikasyonu saglanamaz. Kullanilan
primerlerden birisi floresan isaretlidir. Amplifikasyonu gerceklestirilen problardan
sinyal elde edilmesi islemi ise kapiler elektroforezde gerceklesmektedir. Uzunluklari
farkli olan problar, kapiler elektroforezde farkli hizlarda yiiriirler ve farkli yerlerde

sinyal vermektedirler.
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1. Denatiirasyon ve Hibridizasyon

PCR Primer sekansi (X) RER Pl:lmer Sek?‘”s' (Y)
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Hibridizasyon sekansi (sol) Hibridizasyon sekansi (sag)
2. Ligasyon

. : - {

3. Yaygin X ve Y Primerleri ile PCR
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- 4. Fragman Analizi
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Sekil 12. MLPA yontemi ile metilasyon durumunun belilenmesini saglayan teknigin
basamaklart (MRC MS MLPA 2007).

Hibritlesme ve ligasyon basamaklar1 basarisizlikla sonuglanan problarin
amplifikasyonu saglanamadigindan herhangi bir sinyal elde edilememektedir
(Sellner 2004), (Dijk 2005). Her bir probdan elde edilen sinyallerin kontrol proba
gére normalizasyonu yapilmakta ve problarin sinyal kararliliklarindaki
(alan/yiikseklik orani) azalis ve artislar, ilgilenilen gen bolgesinde delesyon veya
duplikasyon olup olmadigin1 vermekte, dolayisiyla gen miktarlarindaki azalig ve
artislar1 gostermektedir. Ornek problardan elde edilen sinyallerin, kontrol grubundan
elde edilen sinyallere orami1 1 ise hedef bolgede herhangi bir gen delesyonu veya
duplikasyonu s6z konusu degildir. Bu oran 0,5 ise hedef DNA bdlgesinin bir
allelinde mutasyon yani heterozigot bir durum s6z konusudur. Dolayisiyla probun
sadece tek bir allele hibridizasyonu gerceklesmistir. Oran 1,5 ise hedef DNA
bolgesinin bir allelinde duplikasyon s6z konusudur (Gouas 2008), (Kozlowski
2008). Kontrol pikinin gozlendigi yerde higbir pik elde edilememesi yani oranin 0
olmasi ilgilenilen DNA bdlgesinin her iki allelinde de bdyle bir hedef dizinin
bulunmadigini ve homozigot delesyon oldugunu gostermektedir. Metilasyon

analizleri saglikli kontrol grubu, calisma grubundaki hastalarla karsilastirilarak
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degerlendirilir. Her iki gruptan bir hasta ve bir kontrol enzim kesimi sonrasinda elde
edilen pik degerleri karsilastirildiginda kontrol grubunda mevcut olan ilgili gen
bolgelerinin pik yiiksekliginin hasta grubundaki karsiligina bakildiginda gen
bolgelerinin birebir ayni oldugunu, normalden daha yiiksek pik uzunlugunun
oldugunu (hipermetile) ya da daha az pik uzunlugu (hipometile) oldugunu
gozlemlerken, enzim kesimi olmasma ragmen analiz edilen gen bdlgesinde
olmamasi gereken genlerin enzim kesiminden kurtuldugunu gorebiliriz. Enzim
kesiminden kurtulan ve metilasyon paterninde goriilen genin metilenmis oldugunu
ve metillenmeden dolay1 enzimin tanima bdlgesinin bloke edildigi sonucuna vartlir.

MLPA yontemi diger laboratuar tan1 yontemleriyle karsilagtirildiginda daha
giivenilir ve goreceli ucuz bir yaklasimdir. MLPA calismalarinda tiim problar i¢in
aynm cift primerin kullanilmast ve 45 veya daha fazla farkli odagin tek bir
reaksiyonda incelenebilmesi ydntemin avantajlarindandir. Yontemin diger bir
avantaj1 ise ¢ok az miktarda (20 ng) DNA ile c¢alisilabilmesidir (Cremonosi 2007).
Gen duplikasyonlar1 diger anormal hemoglobin tan1 yontemleriyle belirlenemezken
MLPA yontemiyle belirlenebilmektedir. Ayrica MLPA yonteminde ¢ok biiylik baz
uzunluguna sahip genomik DNA ile de galisilabilmektedir.
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5. GEREC VE YONTEMLER
5.1. Calisma Sekli ve Hasta Grubu

Calismamiz retrospektif bir calisma olup, Sivas Cumhuriyet Universitesi
Genel Cerrahi Anabilim Dalindan temin edilmis kolorektal kanser tanisi alan farkli
yas, timor derecesi ve evresinde 20 hasta birey ait tiimor dokusundan izole edilmis
DNA’lar dahil edilmistir. Hastalardan c¢alismada yer alabilmeleri ig¢in onay
almmistir ayrica ¢alismada kullanilacak hastalara ait tiimor dokularin kullanilmasi
i¢in daha dnce Cumhuriyet Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
da onaylanmustir. Calismanin tamami Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tibbi
Genetik laboratuarinda yiiriitilmiistiir. Bu yiliksek lisans tezi i¢in de 2013-2014
egitim déneminde Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onay alinmistir. Olgulara ait DNA’lar ile tiimor baskilayici
genlerden hiicre dongiisii ve apoptozda gorev alan APC genine ait promotor
bolgelerinin metilasyon analizi yapilmistir. Bununla birlikte ¢alisma metodunda
timor siipresor genlerden TP53, MSH6, MGMT (191 nt), MGMT (346 nt), BRCA1
ve BRCA2’nin de metilasyon profilleri analiz edilebilmistir. Hedef gen PCR, MLPA
ve sekans yontemi ile analiz edilmistir. Kurulan hipoteze esdeger sonuclar elde
edilmis olup tiimor siipressor genlerin kolorektal kanserlerdeki onemli molekiiler
etiyolojik sebepleri, yeri ve 6nemi ortaya konulmustur.
5.1.1. Hasta Se¢imi

Cumhuriyet Universitesi Tibbi Genetik Laboratuvarindaki mevcut DNA
bankasindan (-80 derecede saklanmis) kolorektal kanser tanili bireylere ait timor
dokularindan elde DNA’lar dahil edilmistir. Calismada yer alan bireylerde aranan
kriter daha 6nceden kendisi, ailesinde ve birinci derece akrabasinda kanser tanisi
almamis olmasidir. DNA bankasi temin edildikten sonraki tiim tez ¢alismasi igin
gerceklestirilen deneyler Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tibbi Genetik
laboratuarinda yiritiilmistiir. Bireylerde kolorektal kanser olusumunun erken
saffalarinda bozukluga neden olabilen tiimor siipressor genlerden APC geninin CpG

adasindaki metilasyon paterni analiz edilmistir.
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5.1.2. Kullanilan geregler

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 3130)

Mikro Pipet takimi (Gilson)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Vorteks

Deep-freeze

Buzdolab1

Santrifiij tiipleri

Ependorf Tiipti (1,5 ml lik)

PCR tiipleri (strip)

ABI 3130 yiikleme tiipleri (ABI)

ABI 3130 36, 50 cm Kapiller (ABI)

5.1.3. Kullanilan kimyasal malzemeler

Salsa MLPA MEQ002-C1 Tiumor Supresor-2 Probe Mix (MRC Holland,
HOLLANDA)

Salsa Probe Mix (MRC-Holland, HOLLANDA)

MLPA Buffer (MRC-Holland, HOLLANDA)

Ligase Buffer A (MRC-Holland, HOLLANDA)
Ligase-65-Buffer B (MRC-Holland, HOLLANDA)
Ligase-65-Buffer enzim (MRC-Holland, HOLLANDA)
Salsa PCR-primer (MRC-Holland, HOLLANDA)

Salsa polimeraz (MRC-Holland, HOLLANDA)

PCR suyu

Performans Optimize Edici Polimer 7 (POP7 TM) (ABI)
10X EDTA’l1 Buffer (ABI)

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

Hhal Restriksiyon enzimi (MRC-Holland, HOLLANDA)
Distile Su
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5.2. YONTEMLER
5.2.1. Salsa MLPA Probemix ME002-C1 Tiimér Supresor-2

Insan kanserlerinin genis bir spekturumunda CpG adalarmin anormal
metilasyonu tiimor supressor genlerinin transkripsiyonel inaktivasyonu ile iliskili
oldugu gortilmiistiir. CpG adas1 promotor bolge yakinlarinda ya da insan genlerinin
yaklasik 9%50’sinin diizenleyici bolgesine lokalize durumdadir. ME002-C1 MS-
MLPA probemix 25 farkli tiimor siipressor genin promotor bolgesindeki metilasyon
durumunu gosteren 27 MS-MLPA probu igerir. Bu tiimor supresor genleri siklikla
timorlerde metilasyon tarafindan sessizlestirilmistir, fakat saglikli bireylerden
kandan izolasyon sonucu elde edilen DNA’da metillenmemistir. Buna ek olarak
Hhal enzim kesiminden etkilenmeyen 14 referans prob igerir. Bunun yaninda
anormal metilasyonlarin saptanirken, toplamda 41 prob analiz edilen 6rneklerdeki
kopya sayisindaki degisimler hakkinda bilgi de verir. MLPA reaksiyonu i¢in 20 ng
kadar az miktarda DNA gereklidir ve ¢esitli DNA 6rnekleri (parafin blok dokudan
izole DNA o6rnekleri dahil) iizerinde kullanilabilir. ME002-C1 Probemix’ndeki MS-
MLPA problari DNA o6rneklerinde metillenmemis tiimor siipressor genlerin
promotor bolgelerinde sekanslari saptar. Enzim kesimi oldugunda metillenmemis
orneklerde elde edilen sinyaller ¢cok kiiclik veya hi¢ olmayacaktir. Bunun aksine

metilenmis 6rneklerde bu problar sinyal tliretecektir.

MS-MLPA: Hhal Digest

Amplification of Methylated Target

/ Antisense 'i
Labeled . Primer g
Sense Primer &3
L] Ligation o5
¢ Stuffer Sequence e
£ With Variable Length 3
A Target DNA - Target | ]
14 "
Methylated — No Digestion — Ligation ©H%2 o — »mm'{; s B4
Primer Probe — PCR w
Labeled
Sense Primer
0 Hhal Sense Primer  No PCR
\ loiqoﬂion f .\
\ Unmethylated Target~ \
B Target DNA ch — > ><
Unmethylated — Cut by Hkal — No Ligation > Digested by Hhal —» Does Not Bind to Probe — No PCR

Sekil 13. Metil spesifik MS-MLPA teknigi ¢alisma prensibi. A. Hipermetile hedef
gende ligasyon sonrast CpG diniikleotidte sitozin metil tasidig1 i¢in primer sonrasi

Hhal restriksiyon enzimi Ozgilliigiinii kaybeder ve gen bolgesi amplifiye
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olabilecektir. MLPA analizinde hem kopya sayisinda ve hemde metilasyon
analizinde pik elde edilir. B. Hipometile hedef gende ligasyon sonrasi CpG
diniikleotidte sitozin metil tasimadigi i¢in primer sonrasi1 Hhal restriksiyon enzimi
primer dizilerini (primer, prob ve kalip DNA kompleki) kirar prob amlifikasyonu
yapilamaz. MLPA analizinde hem kopya sayis1 ve hemde metilasyon analizinde pik
elde edilemez.

Tablo 6. SALSA MS-MLPA MEQ02-C1 timor supresor-2 probemix iginde mevcut

olan kontrol problar1 ve incelenecek genlere ait problarinin listesi

Uzunluk(bp) SALSA MLPA Kromozomal Hhal
Prob pozisyon Bolgesi
64-70-76-82 Q-fragments
88-92-96 D-fragments
100 X-fragment
105 Y-fragment
136 CREM probe 00981-L00566 10p11.21 -
140 BRCA1 probe 03296-L01269 17921.31 +
148 BRCA2 probe 02285-L01776 13g13.1 +
154 CFTR probe 02944-L02376 7q31.2 -
161 ATM probe 03023-L23862 11922.3 +
167 TP53 probe 18348-L23289 17p13.1 +
176 PTCH1 probe 03708-L23221 9022.32 -
183 KLLN probe 13686-L15155 1g23.31 +
191 MGMT probe 05670-L05146 1926.3 +
202 MLH3 probe 01245-L00793 14924.3 -
211 PAXS5 probe 03750-L23113 9p13.2 +
219 CDH13 probe 02257-L01742 16923.3 +
232 PAH probe 02334-L21324 12g23.2 -
240 TP73 probe 16004-L23287 1p36.32 +
247 WT1 probe 18347-L23288 11p13 +
256 PMP22 probe 01462-L00927 17p12 -
265 VHL probe 03818-L03850 3p25.3 +
274 GSTP1 probe 18345-L23787 11913.2 +
281 TSC2 probe 01832-L01397 16p13.3 -
293 CHFR probe 18344-.23785 12g24.33 +
301 ESR1 probe 02746-L02173 6q25.1 +
310 CDKG6 probe 03184-L02523 7921.2 -
319 RB1 probe 02734-L23112 13q14.2 +
328 MSH6 probe 01250-L00798 2p16.3 +
337 APC probe 01700-L01341 5q22.2 -
346 MGMT probe 18346-L.23286 1926.3 +
355 THBS1 probe 01678-L17140 15914 +
364 CADML1 probe 03816-L17141 11923.3 +
373 PTEN probe 03638-L17142 1923.31 -
382 STK11 probe 06783-L17143 19p13.3 +
391 KLK3 probe 00713-L23223 19g13.33 -
398 PYCARD probe 02252-L01737 16p11.2 +
409 PAX6 probe 03749-L03209 11p13 +
418 ATM probe 02670-L02137 11922.3 -
425 CDKN2A probe 18349-L23290 9p21.3 +
434 GATAS probe 03752-L06199 2q13.33 +
445 IL2 probe 00627-L00183 4927 -
453 RARB probe 04046-L02172 3p24.2 +
462 CDA44 probe 04500-L02761 11p13 +
472 RB1 probe 04502-L.02199 13q14.2 +
483 CASR probe 02683-L02148 3g21.1 -
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5.2.2. DNA Ekstraksiyonu

Calismaya dahil edilen 6rnekler Qiagen, QiaAmp DNA Micro Kit ile DNA
izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Qiagen, QiaAmp DNA Micro Kit ile DNA izolasyonu
1-25 mg’dan fazla doku kullanilmistir ve mekanik olarak kiiglik parcalara ayirarak
isleme alinmistir.
2-2’lik eppendorf tiiplere alinan doku pargalar1 tizerine 180ul ATL buffer ve 20ul
Proteinaz K konulurak vorteks yapildi ve tamamen lizis olmasi i¢in 56°Cde kuru
blok 1siticida bir gece bekletildi.
3-Inkiibasyon islemi sona erdigi doku tamamen erdiginde iizerine 200ul AL buffer
eklendi, daha sonra 15 saniye vortekslendi ve 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
4-Inkiibasyon isleminden sonra tiiplerin iizerine 200ul 96’lik etanol eklendi ve kisa
vorteks yapildi. Sonrasinda tiim numune 2’lik filtreli (spin kolon) toplama tiipleri
icersine alind1 ve daha sonra 8000 rpm’de 1 dakika santriflij yapildu.
5-Santrifiij sonras1 toplama tiiplerinin alt kismu atilarak st kisimdaki filtreler yeni
bir toplama tiipiine alindi {izerine 500ul AW1 buffer eklendi ve 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildu.
6-Spin kolonlar yeni toplama tiiplerine alind1 ve 500ul AW?2 buffer eklendi, 14000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
7-Spin kolonlar 1,5’luk eppendorf tiiplere alinip, toplama tiipleri atild1 ve 200ul AE
buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi.
5.2.3. DNA Orneklerinin MLPA Yontemiyle Analizi

Dokudan izole edilmis olan DNA 6rneklerine MLPA reaksiyonu icin DNA
denatiirasyonu ve MLPA problar1 ile spesifik hedef DNA’larin bir gecelik
hibridizasyonu agamalar1 uygulanda.
5.2.3.1. DNA Denatiirasyonu ve SALSA ME002-C1 Probe Miks ile
Hibridizasyonu

Mevcut DNA konsantrasyonlarina gore farkli sekillerde TE Buffer ile dilue
edildi; dilusyon 5ul (20-250 ng) DNA ve 20ul TE ile gerceklestirildi ve bu
karistmdan alman 5ul DNA ornekleri 200ul lik PCR strip tiiplerine aktarildi.
98°C’de 5 dakika Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA’nin denatiirasyonu
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gerceklestirildi. Daha sonra érnekler 25°C’ye sogutuldu, 25°C’deki DNA Srneginin
iizerine 1,5ul SALSA Probe Mix (ME002-C1) ve 1,5ul MLPA Buffer hazirlanan
hibridizasyon mix’ten 3ul ilave edilip pipetaj ile homojenize edildi. PCR strip
tiiplerinde buharlagsmay1 kontrol etmek i¢in ¢alisma grubunun yanina baska bir PCR
tiiptinde 20ul steril su konuldu. Boylece 17 saat sonra hibridizasyon sona erdiginde
buharlasma olup olmadigi kontrol edildi. Daha sonra 95°C°de 1 dk. inkiibe edilip
srnekler 60°Cde 17 saat hibridizasyona birakildi.
5.2.3.2. Ligasyon ve Enzim Kesim Reaksiyonu

Hibridizasyon sonrasi reaksiyon iki ayri tlipe boliinerek hem standart MLPA
reaksiyonu hem de metilasyona spesifik yontem uygulandi. Hibridizasyon f{iriiniine
3ul Ligaz-Buffer A ve 10ul su ilave edildi ve pipetajla karistirildi. Bu karisimin
10ul’si yeni hazirlanan PCR tiiplerine ayn1 olgu numaralarina dikkat edilerek
aktarilarak ikinci bir seri olusturuldu. Tiipler en az 1 dakika 48°C’de bekletildi. Her
iki seriye ayni anda muamele yapilmig olup, ilk seri ilgili genin kopya sayisi
degisimini analiz etmek i¢in standart MLPA reaksiyonu gergeklestirmektedir bu
yiizden hibridizasyon iiriiniine 48°C’de Ligaz 65 karisimindan 10pl ilave edildi.
Ikinci seri metilasyon paternini analiz etmek icin enzim kesimi
gerceklestirilmektedir; Ligaz-Kesim Karisimmdan 10pl ilave edildi ve 48°C’de 30
dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 98°C’de 5 dk. bekletilerek ligaz
inaktivasyonu saglandi.
Ligaz 65 Karisimi: Her Ornek icin 1,5ul Ligase 65 Buffer B, 8,25ul su, 0,25ul
Ligase 65 enziminin karistirilmasiyla hazirlandi.
Ligaz-Kesim Karisimi: Her 6rnek igin 1,5ul Ligase 65 Buffer B, 7,75ul su, 0,25ul
Ligase 65 ve 0,5ul Hhal enziminin (10 iinite/pl) karistirilmasiyla hazirlandi.

5'-G C G"C-3'
3'-C"G C G-5'

Sekil 14. Hhal enzimi metilasyon duyarli c¢alisma mekanizmasina ilgili genin
tanima bolgesinde metilasyon varliginda enzim kesim bolgesi. Kesim sonrasi

yapiskan ug (stiky end) fragmanlar olugsmaktadir.
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5.2.3.3. PCR
Hem standart MLPA reaksiyonu hem de metilasyona spesifik MLPA

islemlerinin amplifikasyonlar1 yapilip kapiller jel elektroforez cihazinda
degerlendirilebilmek i¢in asagidaki protokollerle PCR islemine tabi tutuldu.
- 1ul SALSA PCR primer,
- 3,75l distile su,
- 0,25ul SALSA Polimeraz ile hazirlanan mix oda sicakliginda PCR f{iriiniine
(Ligasyon ve enzim kesim reaksiyonu {iriinii) Sul konularak PCR baslatildi.
-PCR kosullart:

Denatiirasyon 30 sn 95°C

Annealing 30 sn 60°C 35 dongii

Ekstansiyon 60 sn 72°C

Final Ekstansiyon 20 dk 72°C
5.2.3.4. ABI 3130 cihazina yiikleme

Amplifikasyonu gerceklesen drnekler fragment analizi i¢in asagidaki protokol

ile kapiller jel elektroforez cihazina yiiklendi.
- PCR bitiminde elde edilen iiriinlerden 0,7ul alinarak ABI 3130 cihaz1 yiikleme
tiiplerine aktarildi.
- Daha sonra iizerlerine:
- 0.2ul internal size standart (Liz 500)
- 9ul deiyonize formamid konularak pipetajla homojenize edildikten sonra
karisimdan 9,2ul ABI 3130 cihaz1 yiikleme tiiplerindeki PCR iirlinlerine ilave
edilerek iyice pipetaj ile homojenize edildi.
- Ornekler 86°C de 3 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlari
saglandi. Devaminda Ornekler yaklasik 20 saniye bekletilmek {izere buz iizerine
alindi.
- ABI 3130 cihazinda; 1,6kV de 15 saniye injeksiyon zamani, 60°C ve 15kV de 30
dakika ytiriitme zamanu, filitre sartlar1 saglandi.
- Daha sonrasinda oOrnekler ABI 3130 cihazina yiiklenilerek, Gene Mapper
programinda okutulmaya baglandi.

- Her 6rnege ait pik goriintiileri elde edildi.
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5.2.3.5. Degerlendirme

MLPA irlinlerindeki problarin elde edilen boyut ve pik alanlar1 Coffalyser
MLPA analiz programlariyla degerlendirildi. MS-MLPA yo6nteminde hasta
degerlendirme sekli diger MLPA problarina gore farkliliklar gostermektedir.
Normal MLPA c¢aligmalarinin degerlendirmesinde, hastalara ait DNA’lardan elde
edilen pik alanlarmin diger saglikli kontrollere ait pik alanlariyla karsilastiriimasi
bliyiik 6nem tasir. MS-MLPA’da ise pik alan ve biiylikliigli degil, pikin varligi ya da
yoklugunun belirlenmesi yeterli olmaktadir. MS-MLPA calismasinda Ornekler iki
gruba ayrildi. Bir grupta normal MLPA reaksiyonu gergeklestirilirken digerinde
metilasyona duyarli enzim reaksiyonu gerceklestirildi. Calismanin sonucunda bir
ornege ait iki ayr1 reaksiyondan elde edilen iiriinlere ait pik goriintiisii elde edildi.

Calismamizda metilasyon profili degerlendirilmesi hedeflendigi i¢in enzim ile
kesimi yapilmis O6rneklere ait pikler analiz edildi. Ancak yontemin kendi iginde
olusturdugu internal kontrol basamagi olarak ilk etapda enzim ile kesime tabi
tutulmamis 6rneklere ait pikler incelenerek, prob bolgelerinin varligi kontrol edildi.
Bu kontrol sonrasinda herhangi bir pik kaybi olmayan ornekler ile ikinci agamaya
gecildi.

Degerlendirmenin ikinci asamasinda enzim kesimine tabi tutulmus drneklerden
elde edilen pik goriintiileri incelendi. Kullanilan kit igerisinde kontrol prob bolgeleri
bulunmaktadir. Normal kosullarda sadece kontrol bolgelerine iliskin pikler elde
edilir. Prob bolgelerinde metilasyona spesifik endoniikleazlara 6zgii tanima
bolgeleri bulunmadigindan enzim ile kesim olmamakta, ligasyona bagli olarak
pikler elde edilmektedir. Bu kontrol bolgelerine ait piklerden baska pik olup
olmadigi Genemapper programi ile degerlendirilir. Calismamizda kullandigimiz
metilasyon spesifik bir restriksiyon enzimi olan Hhal, tanidig1 bolgelerin metile
olmamas1 durumunda diziyi keserek, ligasyon olusmasini engeller. Béylece bu prob
bolgesi PCR ile ¢ogaltilamaz ve pik elde edilemez. Eger incelenen prob bolgesi
metillenmis ise Hhal enzimi bu prob dizisini kesemez. Kesilmeyen prob bolgesinde
ligasyon islemi gerceklesir ve ligasyon ile birlestirilen problar PCR ile amplifiye
olur. Amplifiye olan problardan da pik elde edilir. Sonu¢ olarak Hhal enzimi ile
kesim islemine tabi tutulan ornekler incelendiginde, Hhal enzim tanima bolgesi

icermeyen kontrol pikleri ve tanima bdlgesi olmayan gen bolgeleri disinda saptanan
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ekstra pikler, bu proba spesifik gen bolgesinin metile oldugunu ifade edildi. Bu
kriterler dogrultusunda ¢calismamamizda 6rnekler Genemapper programi ile tek tek
incelenerek metile olan prob bolgeleri tespit edildi. Ancak bizim g¢alismamizda
birincil olarak analiz etmeyi hedefledigimiz TS APC genine i¢in Hhal enziminin
tanima bolgesi olmadig1 ve dolayisiyla her calismada enzim kesiminden kurtularak
pik vermistir ve %100 metile olarak degerlendirilmistir. APC geni diginda 27 timdr
supresor gen bolgesi Hhal enzimi tarafindan taninmaktadir. Calisma sonucunda
enzimin tanima bolgesinde bulunan pek ¢ok gen bolgesinde metilasyon saptansa da
timor olusum mekanizmalarinda inaktivasyonu en sik karsimiza g¢ikan TPS53,
MSH6, MGMT (191 nt), MGMT (346 nt), BRCAl ve BRCAZ2 genleri
degerlendirmeye alinmistir. Bu hedef ile Tp53 geni %60 (12/20), MSH6 geni %60
(12/20), MGMT (191 nt) % 10 (2/20), MGMT (346 nt) %10 (2/20) oraninda

metilasyon saptanirken BRCA1 ve BRCA2 genlerinde metilasyon saptanmamustir.
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6. BULGULAR

Calismamizda 45-87 yaslar1 arasinda 13’1 erkek, 7°si kadin 20 kolorektal
kanser tanist almis, farkli tiimor derecesi ve evresindeki bireyler ait timor
dokularindan izole DNA o6rnekleri ve kolon kanser tanisi almayan normal 1 bireye
ait periferik kandan izole DNA 6rnegi yer almaktadir. Calisma olgularinda primer
hedef epigenetik analiz yapmaktir. Bu yiiksek lisans tez projesinin tamami MS-
MLPA teknigi ile gergeklestirilmistir. Calisma metodunda SALSA MS-MLPA
MEOQ02-C1 probemix’inde Hhal restriksiyon endoniikleaz enzimin tanima bolgesi
olmayan; APC, CREM, CFTR, PTCH1, MLH3, PAH, PMP22, TSC2, CDKS,
PTEN, KLK3, ATM, IL2 ve CASR 14 gen bdlgesi mevcut olup, c¢alismamizda
oncelikli olarak arastirmayir hedefledigimiz tiimor supresor APC geni i¢in Hhal
enziminin tanima bolgesi olmadigi igin her ¢alismada enzim kesiminden
kurtulmustur. Dolayisiyla CpG adasini igeren promotor bodlge metilasyonunu
analizinde %100 metilli saptanmistir. Ancak diger inceledigimiz timor supresor
Tp53, MGMT (191 nt), MGMT (346 nt), BRCA1, BRCA2 ve MSH6 genleri i¢in

tanima bolgesi olup metilasyon paternleri incelenmistir.
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Tablo 7. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Klinik Karakter KRK Hastalar1 (n=20)
Ortalama Yas 63.22+30.41(45-87)
Cinsiyet n/%

Erkek 13/65,0
Kadin 7/35,0
Materyal Tipi n/% Periferik kan-EDTA, 20/100
Kanser | Rektal 4/20,0
Tipi n/% | Kolonal 16/80,0
Timor Tipi Adenokarsinoma 16/80,0
n/% Musinoz 3/15,0
Tubuvill6zAdenom | 1/5,0
Ieri 3/15,0
Tiimor Farklilasma Orta 7/35,0
Tipi Diisiik 1/5,0
n/% Non-Diferansiye 9/45,0
1. Derece 2/10,0
Derece 2. Derece 13/65,0
n/% 3. Derece 2/10,0
Ileri Derece 2/10,0
Bilinmiyor 1/5,0

DNA metilasyonunu bakteriyi restriksiyon ajanlarina karsi korudugunu ortaya
cikarmugtir. Bakteri, kendi DNA’smi1 kendi endoniikleazlarindan korumak ig¢in
metiller. Hhal restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimi, fotosentetik siyanobakterilerin
bir tiirii olan Microcyctis aeruginosa bakterisinden elde edilmis metilaz
modifikasyon enzimidir. Timor supresor genlerin CpG adaciklart Sitozin ve Guanin
bazindan zengin olan promotor bdlgede metilasyona duyarlilig: bilinen Hhal RE
enzimi insan genomik DNA’s1 ile muamele edildiginde ilgili gen bdlgesinde
metilasyon varsa bu alanlar tipki bakterilerdeki mekanizmaya benzer sekilde

korunacaktir ve dolayisiyla metillenmeminin oldugu korunan bdélgeler enzim

78



kesiminden kurtulmus olurlar. MS-MLPA teknigi ile yapilan caligma verileri
Coffalayser programinda analiz edilmis olup, enzim kesim reaksiyon sonuglari
degerlendirilmistir. Metilasyonun gerceklestigi tiimor supresor gen bolgelerinde pik
elde edilen bolgelerin enzim kesim (cut reaksiyonu)’inden korundugunu bu ylizden
pik goriildiigii sonucuna ulasildi. Yapilan aragtirmada elde edilen metilasyon analiz
sonuclarinda timor supresor APC geni %100 (20/ 20), Tp53 geni %60 (12/20),
MSH®6 geni %60 (12/20), MGMT (191 nt) %10 (2/20), MGMT (346 nt) %10 (2/20)
oraninda metilasyon saptanmistir. Tiimor supresor BRCA1 ve BRCA2 genleri aktif
olup metilasyon saptanmamistir dolayisiyla her iki gen de %0 metilasyon
bulunmustur.

Tablo 8. Kolorektal Kanser (KRK ) tanili olgulara ait her bir hedef TS APC, TP53,
MGMT (191 nt), MGMT (346 nt), MSH6, BRCAL1 ve BRCA2 genlerinde tiim
hastalarda saptanan metilasyona bagli tiimor supresor inaktivasyonun oransal

dagilimi gosterilmektedir.

TS NUKLEOTIiD KROMOZOMAL INAKTIVASYON
GENLER  UZUNLUGU BOLGE ORANI
(nt) n/%
APC 337 nt 5022.2 20/100**
Tp53 167 nt 17p13.1 12/60*
MGMT 191 nt 10026.3 2/10
MGMT 346 nt 10026.3 2/10
MSH6 328 nt 2p16.3 12/60*
BRCAL1 140 nt 17¢21.31 0/0
BRCA?2 148 nt 13g13.1 0/0

*: Anlamli; **: Anlamli, fakat kullanilan primerlerde enzim tanima bélgesi olmamasi nedeniyle bu gene ait

sonuglar bisiilfit veya esdeder epigenetik analiz teknikleri ile konfirme edilmelidir.
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Tablo 9. Kolorektal kanser (KRK) tanisi alan her bir olguya ait hedef TS APC,
TP53, MGMT (191 nt), MGMT (346 nt), MSH6, BRCA1 ve BRCA2 genlerin
aktif/inaktif durumlar1 gosterilmektedir. Arastima sonuglarina gore elde edilen hedef
timor supressor (TS) gen epigenetik profilleri. Timoér dokularindan elde edilen
yiiksek molekiiler agirlikli genomik DNA 6rnekleri MS-MLPA teknigi ile hedef TS
genler metillenme derecelerine gére kimliklendirilmistir.
Olgu APC TP53 MGMT MGMT MSH6 BRCAl1 BRCA2
(337nt) (167nt) (191nt) (346nt) (328nt) (140 nt) (148 nt)

1 Inaktif Aktif Inaktif Inaktif Inaktif Aktif Aktif
2 inaktif  inaktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
3 inaktif  inaktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
4 inaktif  inaktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
5 inaktif  inaktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif
6 inaktif Aktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
7 inaktif  inaktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
8 inaktif  inaktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif
9 inaktif  inaktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif
10 inaktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif
11 inaktif  inaktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif
12 inaktif  inaktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
13 inaktif Aktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
14 inaktif  inaktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
15 inaktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif
16 inaktif  inaktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
17 inaktif Aktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
18 inaktif Aktif Aktif Aktif inaktif Aktif Aktif
19 inaktif  inaktif inaktif inaktif Aktif Aktif Aktif
20 inaktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif Aktif

*: Timdr dokularinda inaktif (promotor bdlge hipermetilasyonu) tiimor supresor

genler koyu(bold) olarak gosterilmistir.

Tiim c¢alismalar coffalyser programinda gerceklesmistir. Program DNA
fragment analizi ve 6rnek numunelerin komperatif analizi olmak iizere iki asamada
MLPA analizi yapabilmektedir. Programin kolaylig1 bir hastaya ait kopya sayisi
analizi ve metilasyon analizini ayni tabloda incelenebilmesi, dahasi iki veya daha
fazla hastaya ait verileri ayn1 karede degerlendirebilme imkani sunmasidir. Analizi

yapilan numuneye ait fragmet boyu, pik alani ve oransal grafik goriintiilerine
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ulagilabilmektedir.

Sekil 15. Arastirmadaki hasta bireye ait tiimor dokusundan genomik DNA’nin hedef

gen analiz profilleri degerlendirilmektedir. Dort adet PCR kontrol (A), bes adet
cinsiyet kontrol (B), genleri aktif durumda olan erkek (46, XY) birey. Hedef 37 adet
timor supresor ve housekeeping genlerinden TP53, MSH6 ve APC inaktif
(hipermetile) oldugu MS-MLPA teknigi ile ortaya konmustur (C).
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Sekil 16. Arastirmadaki hasta bireye ait tiimor dokusundan genomik DNA’nin
hedef gen analiz profilleri degerlendirilmektedir. Dort adet PCR kontrol (A), bes
adet cinsiyet kontrol (B), genleri aktif durumda olan erkek (46, XY) birey. Hedef
37 adet timor supresor ve housekeeping genlerinden MSH6 ve APC inaktif
(hipermetile) oldugu MS-MLPA teknigi ile ortaya konmustur (C).
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Sekil 17. Arastirmadaki hasta bireye ait tiimor dokusundan genomik DNA’nin
hedef gen analiz profilleri degerlendirilmektedir. Dort adet PCR kontrol (A), bes
adet cinsiyet kontrol (B), genleri aktif durumda olan erkek (46, XY) birey. Hedef
37 adet timor supresor ve housekeeping genlerinden TP53 ve APC inaktif
(hipermetile) oldugu MS-MLPA teknigi ile ortaya konmustur (C).
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Sekil 18. Arastirmadaki hasta bireye ait tiimor dokusundan genomik DNA’nin
hedef gen analiz profilleri degerlendirilmektedir. Dort adet PCR kontrol (A), bes
adet cinsiyet kontrol (B), genleri aktif durumda olan erkek (46, XY) birey. Hedef
37 adet tiimor supresor ve housekeeping genlerinden TP53, MSH6 ve APC inaktif
(hipermetile) oldugu MS-MLPA teknigi ile ortaya konmustur (C).
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Sekil 19. Arastirmadaki hasta bireye ait tiimor dokusundan genomik DNA’nin
hedef gen analiz profilleri degerlendirilmektedir. Dort adet PCR kontrol (A), bes
adet cinsiyet kontrol (B), genleri aktif durumda olan erkek (46, XY) birey. Hedef
37 adet tiimor supresdr ve housekeeping genlerinden MSH6 ve APC inaktif
(hipermetile) oldugu MS-MLPA teknigi ile ortaya konmustur (C).
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Sekil 20. Arastirmadaki hasta bireye ait tiimor dokusundan genomik DNA’nin
hedef gen analiz profilleri degerlendirilmektedir. Dort adet PCR kontrol (A), bes
adet cinsiyet kontrol (B), genleri aktif durumda olan erkek (46, XY) birey. Hedef
37 adet timor supresoér ve housekeeping genlerinden TP53 ve APC inaktif
(hipermetile) oldugu MS-MLPA teknigi ile ortaya konmustur (C).
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7. TARTISMA

Yakin ge¢misi olmasina ragmen timor baskilayict genlerdeki epigenetik
degisimlerin incelendigi pek c¢ok calisma yapilmistir. Uzerinde en c¢ok calisma
yapilan Epigenetik degisimler igerisinde en 6nemli ¢alisma sahasi DNA metilasyonu
olmustur. Arastirmacilarin gegmiste daha ¢ok gen diizeyindeki mutasyonlar ve
sonuglariyla ilgilenirken, son yillarda metilasyonun kanser genetigindeki roliiniin
anlasilmasindan sonra farkli kanser genlerinin metilasyon profilleri ve sonuglar
tizerine yogunlasilmistir. Genomda metilasyon profillerindeki degisimleri incelerken
birgok teknik kullanmiglardir. Kolorektal kanser genetik mekanizmasi en iyi
anlagilmis kanser tiiriidiir. Genlerin fonksiyon kayiplarinin olusmasinda ve anormal
iirlin iiretmelerinde mutasyonlarin, delesyonlarin, insersiyon ve translokasyonlarin
aktive ettigi onkogenezisin onemi yaninda genomun yapisinda degisiklige sebep
olmadan etkili olan epigenetik faktdrlerin roliiniin olduk¢a 6nemlidir.

Kolorektal karsinogenezde genomik instabilitenin tipine bagl olarak iki farkl
molekiiler gelisim modeli tanimlanmistir; birincisi kromozomal instabilite arayolu
ve ikincisi DNA mikrosatellit instabilite arayoludur. Kolorektal karsinogenezdeki bu
gelisim modellerinden ilkinde ¢esitli onkogen ve tiimor siipressor genlerde goriilen
seri mutasyonlarin ardi ardina birikimi sonucu kromozomal instabilite ortaya
cikmaktadir. Bu ara yolda, molekiiler degisiklere tanimlanabilen bir dizi morfolojik
degisiklik eslik etmekte ve lezyonlarin progresyonu sonucu kolorektal karsinoma
gelismektedir. En erken lezyon lokalize epitelyal proliferasyonlar seklindedir. Bu
stireci takiben kiiclik adenoma olusumu ve daha sonra bunlarin biiyiimesiyle
displastik degisikliklerin ortaya ¢ikmasi ve sonunda da invaziv kanserin gelisimi
izlemektedir. Bu model ilk kez 1990 yilinda Fearon and Vogelstein tarafindan
adenoma-karsinoma sekansi olarak tanimlanmistir. Bu dizyana gore, APC timor
supresor gende goriilen mutasyon adenom gelisimi boyunca erken donemde yer
almakta, daha sonra adenomatdz evre boyunca k-ras mutasyonu, maligniteye gegiste
ise p53 mutasyonu ve kromozom 18q delesyonundan sz edilmektedir. APC’deki
germline mutasyonlar Familyal Adenomatdz Polipozis sendromuna yol agarken,
sporadik  kolorektal karsinomlarmm  %80’inde APC’de somatik mutasyon
saptanmistir. Buradan ¢ikarabilecek muhtemel sonuglardan birisi APC genin

kolorektal kanserlerin erken evrelerde oncii lezyonda yer alabilecegi veya kanser
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progresyonunu ilerletici etkiye sahip olabilecegidir. Kansere yol acan yolaklarin
bozulmalar1 genelde ilgili genin promotoriiniin  de novo metilasyonu
iliskilendirilmistir. Epigenetik susturulma Knudson hipotezini karsilayan tigiincii
yolak olarak kabul edilmistir. DNA metilasyonun ¢ogunlugu memelilerde 5°-CPG-
3’ diniikleotidleri igerir fakat diger metilasyon kaliplar1 vardir. Normalde biitiin 5°-
CPG-3’ diniikleotidlerinin %80 civart memeli genomlarinda metilenmis oldugu
bulunmus, dyleki metile olmayanlarin %20’si promotdr bolgelerde ya da genin ilk
ekzonunda yer almaktadir. Biyokimyasal olarak tiimor baskilayic1 genlerin
metilasyonu, delesyonlara kars1 alternatif bir mekanizma olusturdugu
diisiiniilmektedir.  Gilinlimiizde timor baskilayict  genlerin  heterozigosite
kayiplarinda diger alelin en azindan metilasyona ugradigi diisiiniilmektedir.
Metilasyon; CpG diniikleotitinde, sitozin rezidiilerinin, metil grubu ile birlesmesi ile
gerceklesir ve timor baskilayict genlerin ve hatta bir kromozomun fonksiyon kaybi
ile sonuclanir. Biz Oncelikle promotor bdlgelerdeki CpG adalaridiciklariyla
ilgilendik ¢iinkii metillendikleri zaman gen siirekli sessiz hale gelir ve bu sessizlik
mitoz boliinmeler boyunca aktarilir. Bu sebeple CpG adaciklarinin metilasyonu
epigenetik bir anlamini temsil ettigi diisiiniiliir. CpG adalarinin 6ncelikli olarak,
ifade olan genlerin 5’ bolgesinde bulunduklar1 gézlenmistir ve insan promotorlarinin
%60’indan fazlast bu CpG adalarmmi igermektedir. Bu yiiksek lisans tezinde
kolorektal kanserde epigenetik mekanizmalarin rolii ve tiimor supresor APC gen
fonksiyon analizi degerledirilmistir. DNA metilasyonu DNA metiltransferazlar
tarafindan gergeklestirilen enzimatik bir modifikasyondur. Eklenmis olan metil
grubu baz eslesmesinin kendisini etkilemez fakat metil gruplarmin disar1 dogru
¢ikinti yapmast DNA-protein etkilesimlerini etkileyebilir. Okaryotlarda DNA
metiltransferazlarin iki farkli tipi tanimlanmistir; de nova metiltransferazlar, Dnmt3a
ve Dnma3b gibi, metiltransferazlar, Dnmtl gibi, metilasyon alanlariin
replikasyonuyla olusan yar1 metillenmis DNA’y1 metillerler. Bakim metilasyonu
kalip DNA iplik¢iginin varolan metilasyon paternini yeniye sentezlenmis olana
kopyalar. Bu nedenle DNA metilasyonu kalitlanabilir ve epigenetik bir isaret olarak
nesiller boyunca mitotik ve mayotik hiicre boliinmeleriyle transfer edilir. Timor
baskilayict APC geninin (Aoki ve Taketo, 2007) promotor bolgesinin metilasyonu,

gen {rlinliniin baskilanmasimma neden olup hiicre dongiisiinde islev gormesini
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engelleyip boylece hiicrenin kanser olusumuna dogru yol almasini sagladigi
diistiniilmektedir. Timor supresér gen promotor bdlge metilasyon analizleri
sonucunda APC geni %100 (20/ 20), Tp53 geni %60 (12/20), MSH6 geni %60
(12/20), MGMT (191 nt) %10 (2/20), MGMT (346 nt) %10 (2/20) oraninda
metilasyon saptanmistir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde metilasyon saptanmamuistir.

Metilasyon analizi ¢aligmalari i¢in en ¢ok kullanilmig olan tekniklerden birisi
Metil spesifik PCR (MSP)’dir. Bu yontemde temel islem, elde edilen DNA’nin
bisiilfit modifikasyonuyla, sitozinlerinin urasile ¢evrilmesidir. Metile olan sitozin ise
urasile doniismeyecektir. Bu reaksiyondan yararlanilarak gelistirilen yontemde,
PCR’dan sonra yapilan DNA sekans analizinde metillenmemis sitozinler timin
olarak okunur, metillenmis olanlar ise sitozin olarak kalirlar, bdylece metillenmis ve
metillenmemis DNA saptanabilir. Ancak bu yontemin uzun zaman aldig1 ve
zahmetli oldugu i¢in artik ¢ok tercih edilmemektedir. Diger bir metilasyon tarama
yontemi de RealTime PCR yontemidir. Bu yontemde de MSP ile ayn1 modifikasyon
basamaklar1 gerceklestirilir. Dolayisityla MSP’deki dezavantajlar bu yontem i¢inde
gecerlidir. Fakat giivenilirligi ve duyarliligt MSP’ye gore yiiksektir. Ama yine de
yontemin maliyeti oldukea yiiksektir. Bizim olgularimizin epigenetik analiz amagh
DNA metilasyon profili ¢alismalar1 yiiksek 6zgilinliik ve duyarliliga sahip Metil
spesifik MLPA (MS-MLPA) teknigi ile gergeklestirilmisti. MS-MPLA Kiti
icersinde tanimlanmis timor supresdr genler icin tasarlanmis 6zgilin dizilimlere
sahip sentetik problar yer almaktadir. Uygun PCR ortaminda hibridize olan
problarin amplifikasyonu ile metilasyon paterni degerlendirilebilmistir. Calisma
grubumuzda yer alan tazeden dokudan izole edilmis DNA 6rnekleri normal sartlarda
MS-MLPA teknigi i¢in uygundur fakat mevcut DNA 6rneklerinin ¢ok yillik olmasi,
DNA izolasyonu sirasinda kullanilan reaktiflerin uzun Omiirliiliigli ve hangi
kosullarda saklandigi bilinmedigi i¢in bir takim olumsuzluklarla ger¢eklesmistir. Bu
sebeplerden dolay1 analiz sonuclarinda zaman zaman DNA miktar1 diisiik olan
orneklerde saptanan pik kalitesinin degerlendirilemeyecek diizeyde olma durumu ile
karsilasildi. Bazi 6rneklerde kapiller jel elektroforezinin ilk asamalarinda kaliteli pik
elde edilirken devaminda pik yiiksekligindeki disiiklikkler analizleri ettigimiz igin
calisma degerlendirilmeye alinmamistir. Dolayisiyla elde ettigimiz kazanimlarla bir

MS-MLPA c¢alismas: i¢in kullanilacak DNA miktarinin ve Kkalitesinin Onemi
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anlagilmistir. DNA miktarinin yetersiz ve kirli olmasi elde edilen piklerin kalitesini
diistirmekte ve pik analizinde sikintilara, yanlis-pozitif ya da yanlig-negatif sonug
alinmasina neden olmaktadir. Bu tip olumsuzluklar disinda yontem diger pek ¢ok
teknige gore avantajli ve ekonomik bulunmustur. Calismada elde edilen sonuglarin
literatiirdeki diger oranlara gore farkli saptanmasi, her genin promotor bdlgesinde
incelenen CpG adacik bolgeleri ile diger ¢alismalarda incelenen bolgeler arasindaki
farkliliklardan kaynaklanabilmektedir.

Kolerektal kanser gelisiminde gozlenen ilk genetik asama APC yolaginin
inaktivasyonudur. Diger timor baskilayici genlerdeki (SMAD2, SMADA4,
TP53 gibi) ve onkogenlerdeki (KRAS gibi) mutasyonlarin olusumuyla baslangigta
olusan lezyonlarin patolojisini degistirerek kotii huylu (normal hiicrenin kanser
hiicresine  doniisiimii) olusumlarin ~ ve metastaz ~ yapabilme yeteneginin
kazanilmasinin 6niinii acar. Dolayisiyla yapilan bizim sonuglarimizda elde ettigimiz
%100 APC inaktivasyon orani literatiirdeki ¢alismalar uyumludur. Gegmise yonelik
yapilan taramalarda saptanmis olan APC hipermetilasyon orani oldukga yiiksektir.
Cho ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada gogilis kanseri hastalarinin timor
dokularinda 9%52,5 oraninda APC promotor bolgesi metilasyonu gdzlenirken,
kontrol grubu olarak kullandiklar1 beyaz kan hiicrelerinde metilasyon
bulunamamistir (Cho ve ark., 2010). Mide kanseri hastalarinda yapilan bir
calismada ise %82,5 oraninda (33/40) APC metilasyonu gozlenmistir (Tsuchiya ve
ark., 2000). Grote ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada brongial aspirasyon
materyalinden APC geninin kantitatif metilasyon analizleri %98,5 spesivite ve
%39’luk  sensitivite ile primer akciger kanserlerinde biomarker olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (Grote ve ark., 2005). Literatiirlerde RealTime PCR
yontemiyle bulunan metilasyon oranlar1 diger ¢aligmalara gore daha yiiksek olarak
bildirilmistir. Buna gore Arvind ve arkadaglart APC geninin metilasyon profilini
Methylight RealTime PCR (RT PCR) teknigi ile arastirmiglar ve %74 oraninda
metilasyon saptamislardir (Arvind ve ark., 2002). Benzer sekilde Grote ve
arkadaglarinin RealTime PCR ile yaptiklari ¢alismada APC promoter metilasyon
orani %71 olarak bildirilmistir (Grote ve ark., 2005). Bu yiiksek oranlarin teknigin
yiiksek duyarliligindan kaynakl olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada

APC promotor metilasyonunun mide kanseri hastalarinda siklikla meydana geldigi
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belirtilmistir. Calismada kullanilan saglikli mide dokusu oOrneklerinde APC
promotor metilasyonu gozlenmistir. Fakat bu metilasyonunun sadece bir allelde
meydana geldigi, kanser olusumu ile birlikte metilasyon oraninin arttig1 belirtilmistir
(Clement ve ark., 2004). Literatiirdeki bir baska ¢alismada metastazik kolorektal
timorlerinde APC promotor metilasyonunun arttigt ve buna bagli olarak APC
proteininin hiicrelerde azaldigi belirlenmistir. Metastaz yapilan bolgede APC
proteininin seviyesinde herhangi bir azalma gdzlenmemistir. Bunun sonucunda,
metastaz yapan kanser hiicrelerinin gittikleri yerlerde genetik ve epigenetik
degisikliklere karisik bir sekilde maruz kaldiklar1 ve boylece APC ifadesinden
bagimsiz olarak APC promotor metilasyonu meydana getirebilecekleri
diisiiniilmistiir (Chen ve ark., 2005).

Promotor CpG adasidda DNA hipermetilasyonu transkripsiyonel gen
sessizlesmesi ile iligkilidir ve kolorektal tiimdrogenezisi i¢in anahtar rol oynayan
sinyal yolakarimi degistiren diger genetik mekanizmalar ile isbirligi s6z konusu
olabilir (Baylin ve Ohm, 2006). DNA hipermetilasyonu bazi CIMP iligkili gen
promotorlar1 kolorektal tiimorogenezisin erken safhalarinda saptanmistir (Ibrahim
ve ark., 2011). Bazi gruplarin son yaptigi calismalarda KRAS mutasyonu olan
kolorektal tiimorlerin 6zglin bir DNA metilasyon profili ile iligkili olabilecegi
gosterilmistir.

Calismamizda BRCA1 ve BRCA2 genlerinde metilasyon saptanmamustir.
Benzer bir ¢calismada BRCA1 geninde metilasyon saptanmadig1 gosterilmistir. Buna
gore Cin’de yapilan bir arastirmada 31 genin promotor bolge CpG adas1 metilasyon
profilinin kolorektal kanserde rol alabilecegi goriilmiistir. Bu c¢alismada 65
kolorektal kanser, 5 kanser igermeyen komsu doku, 8 kolorektal adenom ve 1
normal mukozada 31 genin promotor CpG adasit metilasyon profili MS-PCR ile
analiz edildi ve kanser olmayan hastalar calismada referans alinarak metilasyon
sonuglart degerlendirilmistir. Analiz sonuglarina gore 14 genin; BRCA1, CDHI,
DAPK1, DNMT1, MAGEA1, N33, p21"WA™ p27""! PTEN, RAR, RASSF1C,
SFRP1, TIMP3 ve VHL metilasyon profilinde tiimorle iliski bir degisim
goriilmemistir. Baz1 genlerde ise tiimorle iligkili metilasyon degisimi goriilmiis olup;
APC %8 (5/65), RASSF1A %3 (2/65), ve pl4”"F %6 (4/65) genlerinde Snemsiz

olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte diger genlerde kanserli doku i¢cermeyen
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mukozalarin metilasyon paterni sapmalarinda 6nemli degisimler goriilmustiir.
MGMT %20 (13/65), hMLH1 %18 (12/65), p16™*** %10 (10/65), MINT1 %15,4
(10/65), MINT31 %11 (7/65) genlerinde orta seviyede metilasyon degisimi
gozlemlenirken; COX2 %72, (47/65), cyclin Al %100 (65/65), CDX1 %100
(65/65), RAR-b %85 (55/65), MYOD1 %69 (45/65), p15™*** %468 (44/65), CDH13
%66 (43/65), CXX1 %58 (38/65), p73 %63 (41/65), ve WT1 %58 (38/65)
genlerinde yiiksek seviyedeki oranlarda degisim goriilmiistir. Wagner ve
arkadaslarinin CRC’de RASSF1A genine ait promotor bolge metilasyon arastirmasi
yapmisglardir ve kolorektal kanser hiicre hattinda %80 (4/5) ile birincil kolorektal
kanserlerde %45 (13/29) oraninda RASSFIA  metillenme oldugunu
gozlemlemislerdir (Wagner ve ark., 2002). Daha 6nceki ¢alismalarda ayni genin
metilasyon paterni karaciger primer kanserlerinden hepatoselliiler kanserde (HCC)
arastirllmis %100 asirt metillenme (hipermetilasyon) saptanmistir. (Yu ve ark.,
2002) Ancak Xiao-Li Xu ve arkadaglarinin yaptigi kolorektal kanserde 31 genin
metilasyon profili ¢aligmasinda RASSF1A geninin %3 oraninda asir1 diisiik
(hipometilasyon) saptanmistir (Xu ve ark., 2004)

Yas ve gevresel faktorler kanser ve neoplazma olusumuna neden olabilir. Bu
stire¢ genellikle hiicre artisi, gog, apoptozis, farklilasma, biiyiime ile ilgili genlerin
ifade edilmesindeki degisimler ve kromozomal instabilitesi, genetik diizenlemeler,
mutasyonlar ya da promotor hipermetilasyonundan dolay1 olabilen degisimler
sonucu gelisir. Nilsson ve arkadaglar1 kolorektal kanserli hastalara ait tiimor
dokularinda kolorektal kanser gelisimi nedenlerinden biri olan promotor bolge
hipermetilasyonunu analiz etmek icin DNA tamir geni O°-MGMT ve tiimér
supressor genlerden APC1A,  pl4”"F, RASSF1A ve p16™K*™ genlerinin
metilasyon paternini ile hayatta kalma arasindaki ilisiki degerlendirilmistir.
Calismada 111 birinci derece kolorektal kanser hastasina ait timoér dokusu ve ayni
gruptan 46 normal kolorektal mukozasi yer almistir. Bes genin CpG adasi promotor
bolge metilasyon analizi, metilasyon spesifik PCR ile DNA dizi analizi ise
gelistirilmis payrosekans analizi ile degerlendirilmistir. Normal kolon mukozasinda
hi¢c metillenme olmazken, tiimoral biyopsi materyallerinden ¢alismaya alinan timor
dokularindan izole DNA &rneklerinde; O°>-MGMT geninde %34, p14”7" geninde
%29, p16™ *a™ geninde %28, APC1A geninde %27 ve en az oran ile RASSF1A

92



geninde %14 metillenme saptanmistir. Analiz sonucunda KRK’li hastalarin yasam
stiresi bu genlerin promotor bolge metilasyon orani arasinda baglanti kuruldugunda,

p14ARF

daha kisa yasam siiresi ile olduk¢a onemli bir iligkisi oldugu goriilmiistiir. Ayrica

genin metilasyonu hi¢ metillenme olmayan hastalar ile karsilastirildiginda

APC1A ve RASSFI1A genlerinin promotor bolgelerinde metilasyon varliginda daha
kotii prognoza dogru egilimin oldugunu ifade edilmisdir (Nilsson ve ark., 2013). Bir
baska calisma ise tiimor dokusunda APCIA geni metillenmis hastalarda yasam
stiresinin daha uzun oldugu iddia edilmistir (Chen ve ark., 2009).

Kolorektal kanserde farkli cografik bolgelerde c¢ok genis capta metilasyon
oranlar1 gériilmektedir. Bununla birlikte KRK patogenezisinde mutasyonel
degisimler ve epigenetik mekanizmalar da 6dnemli rol oynamaktadirlar. Mokarram
ve arkadaglar1 kolorektal kanser ¢alismasinda 92 birinci derece sporadik timor ve
sonuglari karsilastirma i¢in daha onceki ¢alismalarinda (Naghibalhossaini ve ark.,
2011) kullandiklart normal doku orneklerine yer vermislerdir. Tiimdral dokularda
O°-MGMT (O6-metilguanin-DNA metiltransferaz) geninin promotor bdlgesi icin
MGMT-A ve gen govdesinin baslangi¢c kismi i¢in MGMT-B seklinde iki kisma
ayirarak MS-PCR ile metilasyon paterni incelenmistir. MGMT geninin baslangi¢
kodonu yakinlarinda hipermetilasyon gozlemlenmistir. MGMT-A’da %53,8 (49/91)
ve MGMT-B’de %90,2 (83/92) metillenme saptanmistir. MGMT geninin inaktif
olmasi durumunda K-ras ve p53 gibi spesifik genlerde guanin bazinin adenin bazina
doniistimii birikebilir bu nedenle kanser gelisiminde kritik bir role sahiptir
(Mokarram ve ark., 2013). Bazi kolorektal kanserler MGMT’ nin epigenetik
inaktivasyonu aracilifiyla defekt alanlarda bulundugu ve hastalik icin markir
olabilecegi ifade edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise hem MGMT (191 nt) hem de
MGMT (346 nt)’de promotor bolge metilasyon orant %10 olarak saptanmis olsa da
diger arastirmalarda bu anormalligin daha yiliksek saptanmasi kolorektal kanser
riskini degerlendirmek i¢in olduk¢a 6nemli bulunmustur (Shen ve ark., 2005).

KRK’de DNA tamirinde gorevli MGMT geni siklikla metillenmistir. Ayatollahi
ve arkadaglart MGMT promotor metilasyonunun kolon mukazinda kanserli alanlarin
beliryeci adaylarindan biri olabilecegini gostermeye c¢alismiglardir. QMSP
(Quantatif Metilasyon-Spesifik PCR) teknigi ile 40 kolon kanseri hastasindan timor

dokusu ve tiimor dokusundan 5-10 cm uzakliktaki 6rnekler ile kanser bulgusu
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olmayan 30 kontrol grubunun kolon mukozasinda MGMT metilasyonunu analiz
etmiglerdir. Yapisik tiimorlerde MGMT promotor metilasyonu olan normal
orneklerde %36,36 (4/11), MGMT metilasyonu olmayan yapisik tiimor 6rneklerinde
%20,79 (6/29) ve kontrol Orneklerinde %6,66 (2/30) oraninda metilasyon
saptanmistir. Sonu¢ olarak MGMT epigenetik inaktivasyonu bazi kanserler i¢in
timor alanlarinin belirlenmesinde yol gosterici olabilir. (Ayatollahi ve ark., 2013).
Tez calismamizda sporadik kolorektal kanseri olgularinda DNA tamir
bozukluklarindan hatali eslesme onarimdaki yetersizlikten kaynakli gelisen MSH6
geninde yapilan promotor bolge metilasyon analizinde %60 (12/20) oraninda
metillenme tespit edilmistir. Hatali eslesme onarim mekanizmast genlerinde
mutasyon olan bireylerin kalitsal non polipozal kolon kanserine yatkin olduklari
tespit edilmistir (Stojic ve ark., 2004). Hatali eslesme onariminin eksik oldugu
kanserlerin ¢gogunlukla diploid olmasi, ¢ok fazla genomik kararsizligin hiicre igin bir
dezavantaj oldugunu disiindiirmektedir. MSI, Lynch sendromlu (HNPCC)
kolorektal kanserli hastalarin %90’indan fazlasinda meydana gelmektedir ve bu
yizden hastalik i¢in uygun bir markirdir. Berginc ve arkadaslarimin Slovenya
poptilasyonunda yiiriittiigli bir ¢calismada Lynch sendromlu hastalarda hatali eslesme
onarim mekanizmasi genlerinden MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2’nin roliinii ortaya
koymaya amaglamiglardir. Calismalarinda 593 KRK hastasi {izerinde MSI analizi
yapmuglardir. MSI yiiksek olan hastalarda MLH1 promotor hipermetilasyon orani
%7,3 (43/593) ile bunlar i¢ersindeki 7 hasta MLH1’de 2, MSH2’de 4, PMS2’de 1 ve
MSH6’da hi¢ defekti bulunmayan germline defekti barindirmaktadir. Germline
defekti bulunmayan ve bir tanesinde Lynch sendromu oldugu diisiiniilen hastalarin
%56’sinda MLH1 promotor bdlge metilasyonu saptanmistir. Bu yiizden MSH6
mutasyonlar1 kolorektal kanserde minor rol oynamaktadir. Germline mutasyon
bulgusu olmayan tiimor tespit edildiginde PMS2 ve MSH6 genlerinde germline
defektlerin varlig1 i¢in gerekli testlerin daha sonraki agsamalarda yapilmasi sonucuna

varilmaistir.
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8. SONUC VE ONERILER

Onkogenlerin ve tiimor baskilayict genlerin promotér olarak adlandirilan kontrol
bolgelerinde epigenetik modifikasyonlarin olmasi, tiimor supresdr ve onkogenlerin
ifadelenmelerinin kontroliinde bozulmalara (de-regiilasyonu) neden olarak kolerektal
kanser gelisiminde etkili olmaktadir. Kolerektal kanser gelisiminde gozlenen ilk
genetik asama APC yolaginin inaktivasyonudur. Diger timor baskilayici genlerdeki
ve onkogenlerdeki mutasyonlarin olusumuyla baslangigta olusan lezyonlarin
patolojisini degistirerek kotii  huylu timor olusumlarin  ve metastaz  yapabilme
yeteneginin kazanilmasinin 6niinii agmaktadir. Calismamizda kolorektal kanser tanili
20 hasta bireye ait timor dokudan elde edilen genomik DNA izolasyonlariin MS-
MLPA teknigi ile promotor bdlge metilasyon profillerini ortaya koymak amacl
onceligimiz timor supresor APC geni ve beraberinde TP53, MGMT (191 nt),
MGMT (346 nt), MSH6 ve BRCAI, BRCA2 genlerine ait promotor bolge
metilasyonlar1 ortaya konulmustur. Yapilmis olan literatiir taramalarinda gerek
caligma tekniklerindeki duyarlilik farkindan gerekse ¢alisma popiilasyonu
farkliliklarindan dolay: elde edilen hem APC geni hem de diger tiimor supresor
genlerin promotor bolge metilasyon oranlar1 degiskenlik gostermektedir. Ayrica bu
degiskenlikler her genin promotor bdlgesinde incelenen CpG adacik boélgeleri
arasindaki farklhiliklardan kaynaklanabilmektedir. Deneyler sonuclarinda APC geni
%100, TP53 ve MSH6 genleri %60, MGMT (191 nt) ve MGMT (346 nt) genleri
%10 oraninda metilasyon saptanmistir. Bu arastirmalardan ¢ikan sonu¢ APC geninin
promoter bolgesindeki metilasyonunun incelenmesinde kullanilacak yontemin
duyarliligi  olduk¢a 6nemli oldugudur. MS-MLPA  yonteminin  yiiksek
duyarliligindan dolay1 calisilacak DNA Orneklerinin izolasyonu ig¢in kullanilan
reaktiflerin ve sonucunda elde edilen DNA’nin kalitesi ve miktar1 ¢ok iyl
ayarlanmas1 gerekmektedir. Birlikte calisilacak gruplarin aymi hasta grubuna ait
olmasina 6zen gosterilmelidir, bunun disinda DNA 6rneklerinin ayn1 yontemle izole
edilmelerine dokudan izole DNA 6rneklerinde sik karsilasilan artefaklarin ¢alismay1
olumsuz etkileyecegi i¢in miimkiinse periferik kandan izole genomik DNA eldilmesi
tavsiye edilir. Ayrica DNA miktarinin yetersiz ve kirli olmas: elde edilen piklerin
kalitesini diisiirmekte ve pik analizinde sikintilara, yanls-pozitif ya da yanlis-negatif

sonu¢ alinmasina neden olmaktadir. Tiim bunlara dikkat edildiginde MS-MLPA
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teknigi timor baskilayici genlerin promotor bdlgesinde meydana gelen metilasyon
profillerini belirleyebilmek i¢in var olan yontemlerden en verimlisidir. Yontemi
avantajli yapan ayn1 anda ¢ok sayida gen bolgesinin metilasyon profilini ayni anda
inceleyebilme imkan1 vermesi, etkin, ucuz, kolay ve hizli olmasidir. MS-MLPA’nin
duyarliligi ve hassasiyetinin belirlenmesi i¢in genis arastirma popiilasyonlarinda
farkli yontemlerin aym1 zamanda uygulanmasi ve sonuglarin karsilastiriimasi
gerektigi goriisiindeyiz. En 6nemli hastaliklardan biri olan kanserin teshisinde timor
belirteci olarak promotor bolgesi metilasyonunun belirlenmesiyle ilgili yapilacak
kapsamli ¢aligmalarin, 6nemli bilgileri ortaya c¢ikaracagi diisliniilmektedir. Son
olarak epigenetik caligmalar, kanser vakalarinda tiimorli dokuya Ozgii tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine yonelik aragtirmalarin daha fazla yapilmasi hem erken

tan1 ve tedavide hem de sagkalim oranlarinin artmasinda oldukga yararli olacaktir.
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