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OZET
Y uksek Lisans Tezi
KOLON KANSERI TANILI OLGULARDA MS-MLPA
METODU iLE MMR(MISMATCH REPAIR=HATALI ESLESME TAMIRI)
GENLERINDE METILASYON SIKLIGININ SAPTANMASI

[brahim CEKEN
Afyon Kocatepe Universites

Fen Bilimleri Enstitusi

Canl1 organizmalarin genomdaki fonksiyon kayiplarina genlerdeki cesitli sayisal ve yapisal
aberrasyonlar sebep oldugu gibi, genomda herhangi bir anormal degisiklik olmadan gevresel
veya genetik sartlara bagli olarak olusabilen DNA metilasyonu gibi epigenetik faktorler de
sebep olabilmektedir.

Hatali-eslesme tamir mekanizmasi, cesitli  sebeplerle  DNA  (zerindeki  birbirinin
komplementeri olmayan bazlarin eslesmesi halinde, hatal1 eslesen bazlar1 tammakta ve dogru
baz:1 yerlestirmektedir. MLH1, MSH2, MSH6, MSH3, MLH3, PMS2, MGMT genleri hatali-

eslesme tamir mekanizmasinda goérev almaktadir.

Calismamizda parafine gomuill kolorektal kanser tamili doku ornekleri kullanildi. Toplam 70
adet ornek ile calisildi.  Orneklerimiz 41 adet erkek (% 58,6) ve 29 adet kadin (% 41,4)
olgulardan olugmaktadir. Erkek Orneklerin yas ortalamast % 55,02, kadin orneklerin yag
ortalamas: % 61,76 olarak teshit edilmistir. Orneklerin 49 adeti (% 70,0) adenokarsinom
tanil1, 21 adeti (% 30,0) karsinom tanil1 olgulardan olugmaktadhr.

Multipleks ligasyon esasli prob amplifkasyonu (MLPA) tek reaksiyonda aym veya farkli
genlere ait birden fazla hedef bolgelerinin amplifikasyonunu yapabilmektedir. Bu gen
bolgelerinin metil-duyarli kesim enzimi reaksiyonuna bagli olarak metilasyon durumu ile
ilgili bilgi verebilmektedir. Bu kesim reaksiyonu igin Hhal restriksiyon endonukleaz enzimi
kullaniimaktadr.



Calismamizda MSMLPA (Metilayon Spesfik Multipleks Ligasyon Esasli  Prob
Ampklifikasyonu) yontemi kullamilmistir. Bu yontem ile tek reaksiyonda ¢ok sayida hedef
bolge amplifiye edilebilmektedir. Ayrica CpG dizis iceren hedef bolgelerin metilasyon
durumuna gore Hhal kesim enzimi araciligiyla kesim islemi gergeklestirilmekte, bu islem
sonucunda hedef bolgenin amplifiye olup olmamasina bagli olarak ilgili gen bdlgesinin

metilasyon durumunu saptanabilmektedir.

Y aptigimiz ¢alismada kolon kanser tanili olgulardaki hatali eslesme tamirinde gorev yapan
genlerin CpG bolgelerinde metilasyon sikligi tesbit edildi. Elde edilen sonuglar DNA
tamirinde gorev dan genlerde meydana gelen metilasyonun kolorektal karsinogenesize sebep

olan faktOrlerin arasinda yer aldigi1 konusunda 6énemli bir fikir verdi.

Metilasyon duyarl: enzim kesim bélges iceren MLH1, MSH2, MSH6, MSH3, MLH3, PM S2,
MGMT genlerine ait toplam 21 adet 6zgil hedef bolgenin prob amplifikasyonu yapildi. Bu
amplifikasyon sonuglarina gore metilasyon oranlart ortalama MLH1 (% 97.14), MSH2 (%
24.28), MSH6 (% 67.14), MSH3 (% 78.57), MLH3 (%75.71), PMS2 (% 65.71), MGMT
(% 82.85) olarak saptandh.

Hatali-eslesme tamirinde sorumlu olan genlerde gdzlenen bu metilasyon oranlar: kolorektal
karsinogenesiz agisindan oldukea anlaml: bulduk. Ozellikle en yliksek metilasyon oran bitiin
kolorektal kanser tiplerinde fonksiyon kaybina en sik rastlanan MLH1 geninde gozlendi ki,

bu durum calismamizla literatlir arasinda paralellik gostermektedir.

2009, 99 sayfa

Anahtar Kelimder: Kanser, Kolon Kanseri, Hatali-Eslesme Tamir Genleri, DNA
Metilasyonu, MSMLPA (Metilasyon Spesifik Multipleks Ligasyon Esasli Prob
Amplifikasyonu)



ABSTRACT

Ms.Sc.Thesis
DETECTION OF METHYLATION PATTERN
AT MMR(MISMATCH REPAIR) GENES BY MS-MLPA METHOD
IN CASES OF COLON CANCER

[brahim CEKEN
Afyon Kocatepe Universites
Ingtitute for the Natural and Applied Sciences

Loss of function in genes in the genome of living organisms to cause various numerical and
structura aberrations. As the genome without any abnormal changes can occur depending on
environmental or genetic conditions, such as DNA methylation in epigenetics factors may

cause.

Mismatch repair mechanism, for various reasons, on DNA base paring of non-
complementary to each other in case of mismatched bases are recognized and correct some
puts. MLH1, MSH2, MSH6, MSH3, MLH3, PMS2, MGMT genes are aso involved in

mismatch repair mechanisms.

In our study with a diagnosis of colorectal cancer tissue samples embedded in paraffin were
used. With total 70 samples were studied. Example of 41 men (58.6%) and 29 units women
(41.4%) patients consigs of. The mean age of 55.02% male sample, women's average age of
the samples was determined as 61.76%. Total of 49 samples (70.0%) with a diagnosis of

adenocarcinoma, 21 total (30.0%) consists of patients with carcinoma

Multiplex ligation probe-based amplifkasyonu (MLPA) in a single reaction to the same or
different genes may be more than one target regions amplification. M ethyl-sensitive segments
of this gene region, depending on the enzyme reaction is able to provide information about the
status of methylation. This part of the enzyme reaction is used for the Hha restriction

endonuclease.



In our study, MSMLPA (Multiplex ligation Metilayon Specific Probes Based
Ampklifikasyonu) method was used. With this method, a single reaction many target region
can be amplified. The target area also includes series of CpG methylation according to the
state sector through the enzyme Hhal cutting process are being realized, as a result of this
process the target area, depending on whether the amplified region methylation status of the
gene can be detected.

We study in patients with a diagnosis of colon cancer who served in mismatched repair gene
methylation frequency was detected in the region of the CpG. The results obtained in genes
involved in DNA repair occurring between methylation of the factors that cause colorecta

carsinogenesis where the subject has an important idea.

Methylation-sensitive enzyme cutting region containing MLH1, MSH2, MSH6, MSH3,
MLH3, PMS2, MGMT gene belonging to atota of 21 units of the specific target region probe
amplification was performed. According to the results of this amplification mean MLH1
methylation rates (97.14%), MSH2 (24.28), MSH6 (67.14%), MSH3 (% 78.57), MLH3
(75.71), PMS2 (65.71%), MGMT (% 82.85) were found to be.

The genes responsible for repairing mismatch methylation rates observed in this very
meaningful in terms of colorectal carsinogenesis found. In particular the highest rate of
methylation in the loss of function in all types of colorectal cancer most common in the

MLH21 gene was observed that this case study suggests parallels between our literature.

2009, 99 pages

Key Words : Cancer, Colorectal Cancer, Mismatch Repair Genes, DNA Methylation, MS-
MLPA (Methylation Specific Multiplex Ligation Dependent Prob Amplification)
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1. GIRIS

Olume en sik neden olan hastaliklar arasinda kanser vakalar1 gortlmektedir. Bazi kanser
turlerinin tan! ve tedavisindeki son yillardaki ilerlemelere karsin, kanserin erken tani ve
tedavis halen 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir. Kanser hastalarimn énemli
kisminda kanser tamsi hastaligin ileri derecelerinde ya da kanser hicreleri metastaz
yapmaya basladiktan sonra gerceklesmektedir. Bu seviyeye gelindiginde cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi yontemlerinin simirli etki gosterebildigi
gorulmektedir. Bu durum mortalitenin yuksek olmasiyla sonuclanmaktadir. Bu nedenle
hastaligin erken belirlenmesine olanak saglayacak yeni gelismeler ve teknikler kanser

mortalitesini olumlu yonde etkileyecektir.

Kanserli hiicrelerde ortaya ¢ikan mutasyonlar rastgele olmayip, kendine 6zgu belirli bir
sureg ile ilerlemektedir. Genellikle DNA tamir mekanizmalarinda, hiicre gogalmasinda,
hiicre farklilasmasi ve kotrollU hiicre 6liminde énemli fonksiyonlara sahip genlerdeki
degisikliklerle ortaya gikmaktadir. Genetik degisiklikler sonucu ortaya gikan fenotipik
degisimlerin incelenmesi ve teshis edilmesi timor biyolojisinin ve patolojinin arastirma
alanina girmektedir. (Oztlrk 1998).

Molekiler Biyoloji ve Molekiler Onkoloji aamndaki temel bilim agirlikl
arastirmalarin birgogunun klinik amagli uygulamara donustirdalmes: amaglanmaktadr.
Bu sebeple, klinik tedavi yaklasimlar: giderek molekiler biyoloji ve molekuler onkoloji
bilimine daha bagimli1 hale gelecegi tahmin ongoralmektedir. Prediktif (kestirimci) tip
alamnda kansere yatkin bireylerin tesbit edilmesi, kanser tedavisinde klasik yontemlerin
etkin olarak yuartilmesi, ayrica yeni yontemlerin denenmes igin iyi bir klinik
laboratuvar ishirligi gerekmektedir (Ozttirk 1998).

Kalin bagirsak (kolorektal kanserler) Ozellikle gelismis bati Ulkelerinde 6nemli bir
saglik sorunu olarak gorilmektedir. A.B.D., Kanada, ingiltere, Fransa, Almanya gibi
Ulkelerde toplumda gorilme sikligi yuzbinde 40-60 arasindadir. Yaklasik olarak yilda
A.B.D.’de 150.000, Avrupada 170.000, tim dinyada ise yaklasik olarak yilda bir

milyon yeni vaka gorulmektedir. Tum yasam siirecinde toplumda her 50 kisiden birinde



kolorektal kanser gorulmektedir. A.B.D.’de kolorektal kanserin tim yeni kanser
vakalar1 arasinda gorilme siklig: erkekte ve kadinda % 11 oraru ile Uglincl sirada yer
almaktadir (Giovannucci et a 1994).

Kolorekta kanserin molekiler ve biyolojik 6zdlikleri ile ilgili artmas: bilgilerin hizla
artmast kolorektal patogeneze 151k tutmaktadir. Cunkd bu kanserler genetik altyap: ve
cevresel faktorlerin ortak etkilesimi sonucu belirli bir sireg sonucunda ortaya
cikmaktadir. Kolorektal patogenezindeki bilgilerin hizlanrak artmasina bagli olarak,
potansyel kiratif cerrahinin ardindan alternatif tedaviden en fazla yararlanacak
bireyleri teshbit etmede yeni yaklasimlarin olusmasina yol acabilecektir. Ayrica
neoplastik ve neoplastik lezyonlarin erken tetkik hizint artirabilecektir (Bresalier 2004).

Hicre bolinmesini duzenleyen genlerin (onkogenler ve timor baskilayici genler)
bozulamalar: ya da fonksiyon kayiplart durumunlarinda insan kanserleri olusmaktadir.
Hucreler kontrol disi ¢cogalmaya baslamakta ve tumodrleri olusturmaktadr. Hucre
bolinmesini kontrol eden genlerin, bir timor virlisi tarafindan isgal edilmesiyle ya da
kendiliginden olusan mutasyonlarin etkisiyle baglayabilmektedir. Mutasyonlarin olusum
hizindaki artisa bagli olarak insan kanserlerinin gelisme stireci de hizlanmaktadir (Kilig
2005).

Mutasyon meydana gelme hizindaki artma sebebiyle, DNA tamir olusan degisikliklerin
neticesinde bireyin kansere yatkinlig: artar. Nukleotit kesip ¢ikarma tamiri, baz kesip
cikarma tamiri, hatali-eslesme tamiri ve rekombinasyon tamirine katilan proteinleri
sifreleyen genlerdeki bozulmaarla insan kanseri arasinda yakin bir iliski vardir. DNA

tamir mekanizmalar1 hucre igin fevkal ade onemilidir (Kilig 2005).

Prokaryot ve oOkaryot canlilar, DNA’larimin butdnligind icin ¢esitli DNA tamir
mekanizmalarina sahiptir. Memeli hicrelerinde gesitli tip ve Ozelliklere sahip DNA
hasarlarimin onarimi igin, farkli islevsel 6zelliklere sahip DNA tamir yollar ile onarim
mekanizmalar1 gergeklestirilmektedir (Boer et a 2000).

Metilasyonun gen ifadesinin diizenlenmesinde bir faktdr oldugunun gosterilmesi bazi
gozlemlere dayanmaktadir. Bir gendeki metilasyon sikligi ile o genin ifade edilme
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(ekspresyonu) derecesi dereces arasinda ters bir iliski bulunmaktadir. Dusik derecede
metilasyon gozlenen genlerde yiksek oranda gen ifadesi (genin calisma verimi)
gozlenirken, yiksek oranda metilasyon gozlenen genlerde ise dustik oranda gen ifadesi
gOzlenmektedir (Jones et a 2001).

Bu ¢alismamizda epigenetik degisiklerden biri olan ve gen ekspresyonunda 6nemli rol i
olan DNA metilasyonun kanserlesme Uzerindeki sonuclar arastirildi. Cesitli ekzojenik
ve endojenik faktorlere bagli olarak DNA molekull tizerinde meydana gelen hatalar ve
bozulmalarin tamirinde gorev alan gesitli DNA tamir genleri genomik stabilitenin
korunmasin saglamaktadir. Ayrica bu genler islevleri nedeniyle timér stipresor genleri
gibi calismaktadir.

Bu calisma parafine gdmuli kalin bagirsak doku rezeksiyonlar: ile yapildi. Bu doku
ornekleri Istanbul Universites Cerrahpasa T1p Fakiltes Patoloji Laboratuarinin ve 6zel
bir laboratuarin patoloji arsivlierinden temin edildi. Kalin bagirsagin rektum, gekum,
sigmoid, sag kolon, sol kolon ve tranvers kolon bdlgelerinden adenokarsinom ve

adenomlu doku rezeksiyonlari ile calismalar gergeklestirildi.

Calismamizda DNA tamir mekanizmalarindan, hatali eslesme tamir mekanizmasinda
rol oynayan MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS2 ile MGMT genlerine ait
hedef bolgel erin metilasyon siklig1 incelendi.

Hatal1 eslesme tamirinden sorumlu genlerin metilasyon durumunun belirlenmesinde
Multipleks Ligasyon Esasli Prob Amplifikasyonu (MLPA) yontemi kullaniddi. Bu
yontem ile MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS2 ile MGMT genlerine ait
spesifik problarin tek reaksiyonda multipleks amplifikasyonu yapildi. Elde edilen
amplikonlarin sekans cihazi ile fragman analizi yapildi ve metilasyon durumlar

incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Molekiler Genetik alamndaki calismalar, kanserdeki genetik faktorlerin Gnemini
gostermistir. Genetik hastaliklardan farkli olarak kanserin klinik olarak ortaya
cikabilmes igin birden fazla gende mutasyonlarin olusmast ya da bazi kanser
turlerindeki gibi viral genlerin kanserli hiicrelerde ifade edilmeleri gerekmektedir. Aym
zamanda kanserin blyime ve gelisimi, baska dokulara invazyonu, kemoterapttik
ganlara ve radyasyon tedavisine direng kazanmasi da genetik mutasyonlar sonucu
olusmaktadir. Bazen kanseri tetikleyen genetik mutasyonlar kalitsal olarak ana-babadan
cocuklara gecebilir. Ailesel meme ve kolon kanserlerindeki gibi kalitsal mutasyonlari
tastyan bireyler toplumdaki diger bireylere gore daha yiksek kanser riski tasirlar
(Oztirk 1998).

Ulkemizdeki 6lumler arasinda, kansere bagli 6lumlerin oram 1990 yilinda %10,1 iken
1999'da %12,4'e ulasmustir ve kalp hastaliklarina bagli 6limlerden sonra ikinci sirada
yer almaktadir (T.C.Basbakanlik 1999). Kanserlerin olusum sikligi, tirine, hasta yas ve
cingyetine, cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir (Dogu 2007).

Dunyada bir yilda ortaya ¢cikan 10 milyon yeni olgunun, 53 milyonunu (%53)
erkekler, 4,7 milyonunu (%47) ise kadinlar olusturmaktadir. Sayimin yillar icinde
artmas: ve yeni kanser olgularimin sayisimin 2020 yilinda yillik 20 milyona ulasmasi
tahmin edilmektedir (Eaton 2003).

Kanserin hiicre igindeki gelisimi hemen tamamlanmaz. Kanserli hiicreye donlismeden
Oonce, o hicrenin genetik bilgisinde pek ¢ok degisiklik olmasi gerekir. Hicrelerin
anorma blyume siireci adim adim gelisir. Her bir genetik degisiklik, hiicreyi anormal
buyime siirecinde biraz daha ileriye tasir. Butlin hiicrelerin genetik 6zellikleri tipatip
aynt olmadig: icin, genetik degisikliklerin ne zaman gergeklesecegini tahmin etmek
imkansiz gibidir. Dolayisiyla bazi kanser tipleri oldukga yavas bir seyir gosterirken,



bazilar1 ise hizla ilerleyip bir kag ayda kisinin sagligim bozmaktadir. Bir ¢ok kanser
turunde, timor dokusunda belirlenen spesifik onkogenler, timér baskilayici genlerdeki
nokta mutasyonlari, heterozigotluk kaybi (LOH), mikrosatellit instabilitesi, kromozomal
translokasyonlar ve hipermetilasyon gibi molekiler degisiklikler hastalarin 6nemli bir
boluminde serum veya plazmada da bildirilmistir (Y amada 1998).

2.1.1. Kanser Tamm

Kanser organizmada meydana gelen ve hicreeri kontrolsiz buylyen koti huylu
timorlere verilen genel addir. Kanser, genellikle kontrolden ¢ikan hticrelerin stirekli
cogalmas: diger bir ifadeyle hiicre proliferasyonudur. Kanserlesen hiicereler, malignant
(k6td huylu) ttmér 6zelligi tasirlar, bu tip hiicreler benign (iyi huylu) timorlerin aksine

baska dokulara sizma (invazyon) ve yayilma (metastaz) 6zelligi gosterir.

Karsinogenez ¢ok faktorll ve ¢ok basamakli bir olay olup, norma bir hiicrenin kanser
hiicresne doniismes igin ¢cok sayida genetik degisikliklerin olmasi gereklidir. Bunlar
arasinda; nokta mutasyonlar:, translokasyonlar, gen amplifikasyonlari, hicresel
onkogen aktivasyonu ve timor stipresdr genlerin (anti-onkogen) inaktivasyonu gibi

mekanizmalar yer alir (Dogu 2007).

Cizelge 2.1. Kanser Olgularimin Kadin ve Erkeklerde Y as Gruplarina Gore Dagilimi
(Dogu 2007).

Cinsivet
Erkek Kadin Toplam

Yas grubu n %o n Yo n %

<20 yas 6 0,6 10 0,9 16 0,8
21-39 yas 75 7.1 144 14,0 219 10,5
40-59 vag 493 46,7 504 49.0 997 478
60-74 yas 424 40,2 323 31,3 747 358

=75 yas 57 54 49 4.8 106 5,1
Toplam 1055 100,0 1030 100,0 2085 100,0




2.1.2. Kontak Inhibisyon

Kultirde, normal hicreler komsu hicrelere yapisarak iliskilerini devam ettirirler. Bu
yapisma (adhezyon) noktalarinda hiicrelerde e ektronca yogun bir plak olusur. Bununla
birlikte, hiicrelerin ameboid uzantilarinda yavaslama ve durma goriilr. Bu olaya kontak
inhibisyon denir. Bu sekilde, hiicre bélinmes kontrol edilir. Deneysel olarak, normal
hiicreler bir kdltor ortaminda kendilerine saglanan ortam sartlari ne kadar iyi olursa
olsun kontak inhibisyon nedeniyle tek tabaka olusturduktan sonra daha fazla
cogalmazlar. Cunku, bdlinme sinirli sayida olur. Fakat, kanser hucreleri sirekli
cogalarak birkag tabakali duzensiz kitleler olustururlar. Bu da kanser hicrelerinde
kontak inhibisyon kaybi oldugunu gostermektedir (int.Kyn.2).

Resim 2.1. Komsu hiicrelere gore morfolojik farklilik olugturan bir kanser hiicres
(Int.Kyn.3).

Resim 2.2. Kalin barsakda kolonoskopi ile tespit edilen perifer dokulara gore
morfolojik faklilik gosteren kanser dokusu (int.Kyn.4).



2.1.3. Neoplazi (Neoplazm)

Yeni biyume, yeni olusum anlami tasir. BlyUmes norma dokuyu asan onunla

koordine olmayan, olayin baslamasina sebep olan uyar: kalktiktan sonra biyimeye

devam eden anormal doku kitlesidir. Buylme amagsizdir ve otonomi gozlenir.

Cizelge 2.2. Doku ve hucrelerdeki meydana gelen sayisal ve yapisal degisiklere bagl
ozellikler (int.Kyn.1).

NEOPLAZI . . .
CESITLERI OZELLIKLERI
Hucrelerin sayilarinin artmasidir, uyaran ortadan kalkinca regresyon
Hiperplazi | olur, bazen premalign durumlara yol agar, en az tumdr olusturma riski
tasir
Diferansiye olmus eriskin dokusunun diger bir diferansiye dokuya
Metaplazi | donusmesi durumudur. Epitelyal metaplazi geri dontstimli, bag doku
metaplazisi geri dontssiizdur.
Anormal doku gelismesidir. Hucre cekirdegi malignite kriterlerine
Displazi yakin Ozellik gosterir.Hucreler belirgin pleomorfizm gosterir. Genelde
malgnite oncusiduir. Displastik hicrelerin her zaman kanserlesmesi
beklenmez. Tum epiteli icermeyen degisiklikler geri donisumltduir.
Malign degisimin gostergesidir, farklilasmann kayb: olarak nitelenir,
Anaplaz kanser hicresinin karakteristik 6zelligidir, hiicreler normal yapisal ve
fonksiyonel Ozelligini kaybeder, andiferansiye hiicre olarak da ifade
edilir
2.1.4. TUmor

Inflamasyona bagl1 sisligi tammlamak icin kullamlmistir. Genellikle neoplazim ile es

anlaml1 kullamimaktadir. Benign ve malign tum neoplazmlar: kapsar.




2.1.4.1. Benign TUmor

Baslangic bolgeleriyle simirli kalan ve yavas g¢ogalan hiicrelerden olusan timorlere
benign (iyi huylu) timor adh verilir. Kistler, sigiller, benler ve polipler benign
tumorlerdir. Bunlar vicudun diger bolgelerine yayilmazlar. Ameliyatla tamam

cikarildiginda tekrar buyumezler.

Cizelge 2.3. Baz: TUmor Tiplerinin En Sik Metaztaz Y aptiklar: Alanlar (int.Kyn.1).

PRIMER TUMOR EN SIK METASTAZ YERI
Meme Akciger, kemik

Kolorektd Karaciger, periton, over
Prostat Kemik

Hipernefron Karaciger, kemik, akciger
Tiroid Kemik, akciger

2.1.4.2. Malign Tamor

Malign (kotd huylu) tumdrler hizla buytyen anormal hiicrelerden olusur. Kanser terimi
malign timorleri tammlamak icin kullamlmaktadir. Bu tumérler diger dokulara
yayillarak oradaki norma hucrelerin yasamim bozup bir ¢esit istila yapmak
egilimindedir. Malign hicreer, hizla remeerini saglayan Ozelliklere sahiptirler. Bu
hiicrelerde genetik stabilite kayboldugu icin anorma protein Uretirler. Malign hiicreler
bu oOzellikleri sayesinde, mikroskobik olarak diger hiicrelerden ayirt edilebilirler. Bu
mikroskobik incelemeyi patoloji bilim dali yapmaktadir (Franks 1996).

Tumorler parankimal elemanlarina gore isimlendirilir. isimlendirme koken aldiklar
doku, dokunun makroskopik ve mikroskopik gorinumleri, dokunun diferansiasyon
derecesine gore yapilir. Stromaparankim igin cat1 ve destek olusturur. Stromasi az olan
tumorler yumusak ve ets kivamhidir. Bol stromasi olan timdrler ise serttir. Bazen

parankimal htcreler bol kollajendz stroma yapimini stimule ederler (Hamilton 2000)



Cizelge 2.4. Selim Ve Habis Tumorler Arasindaki Temel Farklar (Int. Kyn.1).

BENIGN=SEL iM MALIGN=HABIS
Farklilasma- L . . . .
_ lyi Diferansiye Ko6th Diferansiye-Anaplazi
Anaplazi
Blylime Hizi Progresif ve yavas Y avas veya hizli
_ o Invaziv, normal dokuyu
L okal invazyon Lyi sinirl o
infiltre eder
Metastaz Y oktur Cogunlukla vardhr

Kanser hastalarimin ¢ogu, kalp hastaligi veya baska enfeksiyonlar gibi kanserle ilgisi
olmayan nedenlerden dolay: 6lir. Tumorin bulundugu bolge ve timorin yayildig:
bolgenin buyukltgt 6lumi direkt veya indirekt olarak etkileyen nedenlerdir. Olimin
teme nedeni, beyin, akciger, karaciger gibi hayati 6nemi biyuk olan organlarda timaor

olusmasi veya tumariin bu organlara yayilmasidir (Franks 1996).

2.1.5. Kanserde Predispozan Faktorler

Kanserlerin ¢ok buyik gogunlugu cevresel onlenebilme potansiyeli vardir. Kalitim
yoluyla kanser meydana gelme olasilig: gevresel faktdrlere oranla gok daha azdir. X-
isinlary, UV (ultraviyole-mordtes) isinlart gibi fiziksel etkenler ve bazi ilaglar,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi kimyasal faktorlerin yamnda virider de
biyolojik olarak normal karaktere sahip bir hicre kulturing transforme ederek kanser
olusturabilirler. Kimyasal karsinojenler, tumori ya uygulandig1 yerde 6rnek olarak cilt
veya absorbe edildigi yerde 6rnek olarak bagirsak ya da metabolizmamn durumuna gore
karaciger, bobrek gibi organlarda, bazen de direkt olarak alakasi olmayan bir yerde
meydana getirirler. Fakat, karsinojene maruz kalma kanser olusturmak icin tek basina
bir sebep degildir. Karsinojenler ancak uygun yer ve zamanda kanser olusturabilirler
(Correa1978).



Cizelge 2.5. Erken Teshis Calismalarinda Hastalarda Olglilen Bazi TUmor Belirtegleri
(Int.Kyn.1)

TUMOR BELIRTECLERI

Gastrointestinal kanal CEA, CA 19-9

Prostat PSA, PAP

Karaciger AFP, CEA

Meme CEA, CA 15-3

Over CA 125, PLAP, B-HCG
Trofoblastik hastaliklar HCG

Hidrokarbonlar, baca temizleyicileri, boya endustrisinde kullanilan maddeler, aflatoksin
(kif mantar1 tarafindan sentezlenir), nikel, krom, parfimlerde kullamlan bazi
kimyasallar, yiyecek katkilari, birgok ilaglar, sigara (nikotin) baslica kanser tetikleyici
faktorlerdir (int.Kyn.5).

2.1.6. Kanser Hucreleri ve Immiinolojik Cevap

Fiziksel faktorlerin, kanserojen kimyasal maddelerin veya onkojenik virtslerin konak
hiicre genomu ile etkilesimleri sonucu hicreler degismekte ve farkli antijenite
kazanmaktadir. Bir normal hicrenin kontrolden cikarak hizla bdlinmesiyle olusan
kanserli huicrede birgok anormal doku antijeni belirmektedir. Timor hicrelerinde yeni
yeni antijenler olusmakta ve norma antijenlerin kaybina veya degisikligine neden
olabilmektedir. Erken fotal donemde dogal olarak mevcut olan protoonkogenlerin
farklilasmasiyla anorma genler olusmakta ve bunlara hicresel onkogenler adi
verilmektedir (Hamilton 2000). Bu farkli hicrelerin temizlenmesinde hiicresel immuin
cevap mekanizmasi rol oynamaktadir. Buna, immin sistemin kansere karsi immin
denetimi denmektedir. Immiin sistem, timor olusumunu denetlemekte, ayni zamanda
tumor hicres ve antijenlerine kargt immun cevap ¢ikarmaktadir. Hiicresel immiin cevap
baskilandigi zaman kanser olusumu artmaktadir (Kalble 1990).
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Cizelge 2.6. Kanserin Olusumunda Rol Oynayan Predispozan Faktorler (int.Kyn.1).

GELISMIS ULKELERDE KANSER MORTALITESI NEDENLERI

Tatun % 30 Cevrekirliligi % 2

Diet ve sismanlik % 30 Genler % 2

Perinatal etkiler % 5 Radyasyon % 2

Infeksiyonlar % 5 Ureme faktorleri % 2

Mesdlek faktorleri % 5 Yiyecek katkilar: % 1

Alkol % 3 Medikal Urtinler ve islemler % 1
Sedanter yasam % 3

Yenidogan ve yaslilik donemlerinde immin cevap mekanizmas: zayiflamaktadr.
Y ashlarda prostat kanseri, cocuklarda néroblastoma sk gortlmektedir. Immun sistemi
baskilayic1 ilag kullananlarda tumér olusumu riski artmaktachr. Immin sistem

bozuklugu olan hastalarda dabazi kanser tipleri gelisebilmektedir (Richardson 2002).

Cizelge 2.7. Tumorin Sebep Oldugu Bazi Semptomlar (Int.Kyn.1).

TUMORUN ETKILERI

Lokalizasyonu ve gevre dokulara baskisi

Fonksiyonel aktivitesi(hormon sentezi vb.)

Kanamave infeksiyon

Riptur ve tumor enfartlisii nedeniyle gelisen akut olaylar

Kaseksi

Paraneoplastik sendromlar

Son yillarda bazi kanserlere duyarli genler tespit edilmistir. Bu genlerin gcogunun bdlirli
organlarda kansere neden oldugu gortlmustir. BRCA1 ve BRCA2 genleri meme ve
over kanserlerine, APC, MSH2 VE MLH1 genleri de barsak kanserine duyarlidir. Bu
genlerin, mutant kopyalarim tasiyan insanlarda bazi kanser tipleri topluma oranla daha
sik gozlernir (Redston 2004).
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2.1.7. Viruder ve Onkogenez

Virider tarafindan olusturulan transformasyon, hicrenin viral genler tarafindan
kontrolti sonunda ortaya ¢ikan ve hiicrenin biyolojik fonksiyonlarinda degisikliklere
neden olan bir sirectir. Burada en sik rastlanan mekanizma viral genomun hticre
kromozomuna entegrasyonudur. Viral genomda, transformasyon ve tumor olusumuna
neden olan genlere onkogen (v-onc) adi verilir. Viral onkogenler ilk kez retrovirtislerde
saptanmistir. Ancak bu onkogenlerin homolog kopyalari tiim normal hiicrelerde (proto-
onkogen, c-onc) de bulunmus ve hiicre bliyume gelismesinde rolt olan bu genlerin
eksprese edilmedigi ya da dusuk diizeylerde eksprese edildigi belirlenmistir. c-onc’lar
kendilerinin karsiligi olan v-onc'lardan farklidirlar. Bunun nedeni, virtsiin hicre
buyimesni farklilasmasin kontrol eden bir geni hiicreden aldiktan sonra mutasyonlar
sonucu degisime ugratmasidir. Virtusler, ya kendileri bir onkogen tagimak ya da hiicresel

bir proto-onkogeni aktive etmek suretiyle onkogenezde rol amaktadirlar (Gryfe 1997).

Cizelge 2.8. Onkojenik virtislerin siniflandiriimast ve iliskili odugu kanser kipleri (int.
Kyn.1).

DNA TUMOR VIRUSLERI ILISKILI OLDUGU KANSER TiPIi
Adeno virtgler . o
(Grup A, enriskli tipler; tip 12, 18, 31) Degisik solid thmorler (ayvandz)
Hepadna virtsler (Hepatit B virtisi) Hepatosalller karsinoma
Herpesviruder (HSV-2, EBV, HHV-8) Lenfoma, karsinoma, sarkoma
Papillomavirisler Papilloma, karsinoma
Polyomavirtder Degisik solid ttimoérler
Poks virusler Miksoma, fibroma (hayvanda)
RNA TUMOR VIRUSLERI ILISKILI OLDUGU KANSER TiPI
Retrovirliisler Hematopoietik kanserler, sarkoma, karsinoma
Flaviviruder (Hepatit C virusu) Hepatosalller karsinoma
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2.1.8. Epigenetik

Epigenetik terimi ilk kez 1942 yilinda Condrad Waddinton tarafindan genler arasi
etkilesimde gevresel faktorlerin fenotipte kendini gostermesi olarak kullanilmigtir. Gen
ekspresyonuna dayanan kalitsal bilgi epigenetik olarak siniflandirilir. Bu, genetik
bilginin aksine gen dizisi ile iligkili degildir. Baska bir deyisle, gen fonksiyonlarinda
meydana gelen mitotik, mayotik, kalitsal degisimlerdir ve DNA dizisinde meydana
gelen degisimlerle agiklanamazlar (Murell 2005).

Y etiskin donem kalitimi ya da somatik hticre kalitim: olarak da tarumlanabilir. Hucreler
gen ifade kontrolini nukleozomlar1 kullanarak yaparlar. Nukleozomlar, DNA’nin
globuler histon proteinleri etrafinda sarilarak olusturduklar: eskiden kromomer olarak
bilinen yapilardir. Nukleozomlar kromatin denilen yapiyr olustururlar. Kromatin
yapisindaki degisiklikler gen ifadesini kontrol eder. Kromatinin sikilagip yogunlasms
halde inaktif iken (heterokromatin), gevsek hali (eukromatin) ise aktiftir (Jenuwein
2001).

izevresel etkenler

/

Genotip Fenotip

WA

Epigenotip

!

Tanimlanmarmig faktrlar

CRGT'
CAGT: — cagt
T~ CAGT
caqt

Sekil 2.1. Genetik ve Epigenetigin sematik gosterimi, genotip, nuikleotidlerin yan yana

dizisiliyle olusmakta, epigenotip ise bu dizilise anlam ve degisik ifade bicimleri
kazandirmaktadir (Bora 2007).
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Kromatinin yapisindaki bu dinamik durum ise geri donustirulebilir olan, DNA
metilasyonu ya da histon modifikasyonlar1 ile saglanan epigenetik paternler ile
degistirilir. Bu islemlerde gorevli olan enzimler arasinda DNA metiltransferazlar
(DNMT), histon deasetilazlar (HDAC), histon asetilazlar (HAC), hisgon metil
transferazlar ve metil binding protein MECP2 sayilabilir. Epigenetik degisimler
genlerin sessizlesmesine (silencing) neden olurlar. Bu da geni inaktive edici bir
mutasyon veya delesyon gibi genetik bir mekanizmayla esdegerdir. Ancak epigenetik
degisimler geri donusumli oluslart ve DNA'min baz dizisinde bir degisime neden

olmamalar gibi 6zellikleriyle genetik degisimlerden ayrilirlar (Jones et al 2002).

Cizelge 2.9. Epigenetik mekanizmalar (int. Kyn.5)

DOGRUDAN DOLAYLI
ETKILEYENLER ETKILEYENLER
DNA Kromatin
Modifikasyonlari M odifikasyonlari
A .Kovalent

B.Nonkovalent
M odifikasyonlar

. .. Modifikasyonlar
(Histon Modifikasyonlari)

1.DNA Metilasyonu | 1.Asetilasyon 1.Histon takaslari
2. Nonkovalent DNA
. 2.Metilasyon 2.Histon katimlari
M odifikasyonlart
3.Transkripsiyon Post transkripsiyonel
faktorleri ile feed- 3 Fosforil 2 Kromatin tedilet mekanizmalar
forwerd .Fosforilasyon .Kromatin tadilat: (MRNA sessizlesmesi)

otoregllasyonu

4.Non-coding RNA

4.Ubikitinasyon _ .
ile etkilesim

5Diger ganlarla

etkilesim

6.Uzun mesafe
kromozm

etkilesimleri
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2.1.8.1.Epigenetik Mekanizmalarla Sessizlestirilen Genler

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu birlikte, epigenetik regulasyonda, genomik
imprinting, X inaktivasyonu ve genomun yeniden programlanmasinda gorev alirlar ve
transkripsyel faktor olarak epigenetik mekanizmada gorev yaparlar. Timorlerde genler

siklikla metil asyon tarafindan sessizlestirilirler.

- Hucre siklusunda etkili olan genler; RB1, p16INK 4a, p15INK4b (I6semi), p14
AREF (kolon, mide)

- Sinyal iletiminde etkili olan genler; APC, LKB1/STK11, RASSF1

- Apoptosisde etkili olan genler; DAPK (lenfoma), caspase-8

- DNA tamirinde etkili olan genler; MGMT (beyin, akciger, kolon ca. , lenfoma),
BRCA1 (meme, over ca.), MLH1 (kolon, mide, endometriyum ca.),

- Karsinojen metabolizmasinda etkili olan genler; GSTP1

(meme, karaciger, bobrek, prostat ca.),

Hormonal cevapda etkili olan genler; ER, PR RAR (kolon, akciger, meme,

lenfoma)
- Metastazda etkili olan genler; E-cadherin, VHL
olarak gosterilmistir (Esteller 2002).

2.1.8.2. Histon modifikasyonlari

- Histon asetilasyonu / deasetilasyonu
- Histon metilasyonu
- Serin veyatreoninlerin fosforilasyonu
- Glutamik asitlerin ADP-ribozilasyonu
- Histon ubiquitinasyonu

olarek ifade edilmistir.
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- i ?\
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‘i
Deasetile histon proteinleri

(inaktif) Asetile histon pmtemlarl
{aktif)

Sekil 2.2. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu. HAT: Histon asetil transferaz, HDAC:
Histon deasetilaz (Bora 2007).

TUm bu mekanizmalar, kromatin yapisinda degisiklikler olusturarak transkripsiyonu
duzenleyici komplekslerin DNA’ya ulasabilirligini etkilerler. Ayrica birgok histon
modifikasyonu geri donistimludir ve modifikasyon seviyes ile transkripsiyon seviyesi
siki iligki icerisindedir. Histon proteinleri DNA’'nmin paketlenmesinde gorev airken,
nilkleozomdan disariya ¢ikinti yapan bazik NH2 (amino) terminal uclari bir takim post-
trandasyonel modifikasyonlara ugrayabilir. Bu modifikasyonlar arasinda; HAT (histon
asetil transferaz)’lar tarafindan asetillenme ve HMT (histon metil transferaz) lar
tarafindan metillenme yer amaktadir (Jones et a 2002).

Sekil 2.3. Genler kromozomlarin kisa ve uzun kollarina yerlesmistir (Roche 2005)
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2.1.8.3.DNA Metilasyonu

Kromatin konformasyonundaki degisiklikler, gen ifadesinin dizenlenmesine yardim
eden yollardan biridir. Gen ifadesinin dizenlenmesinde rol oynayan diger bir énemli
olay ise, DNA bazlarina metil grubunun eklenmes ya da bu bazlardan metil grubunun
¢karilmasiyla ortaya ¢ikan kimyasal bir degisikliktir (Kass et a 1997). Bircok
Okaryotik organizmamin DNA'’s,, metil gruplarinin enzim (DNA metiltransferaz)
araciligiyla bazlara eklenmesiyle replikasyondan sonra degistirilir. Metillenme,
DNA’daki CG ciftleri halinde bulunan sitozinlerden ve genellikle de her iki zincirde
birden olur. Metilasyon, DNA dizisindeki guaninin éniinde yerlesmis sitozinlerin (CpG)
5. konumundaki karbonuna metil grubu baglanmasi ile gergeklesmekte ve bdlgesel
hipermetilasyon, promotor bolgede (gen ifadesini baslatan bolge) bulunan CpG
adaciklarint etkileyerek genin aktivitesini durdurmaktadir. CpG adaciklar:, siklikla
promotor bdlgeleri olarak islev gorirler ve ayrica replikasyon baslangic bolgeleri
olduklar: dustntlmektedir (Delgado et al 1998).

NH,

r_/l\ “\_‘f_/ C Hy

5-Methylcytosine

0

Sekil 2.4. DNA metilasyonunun mekanizmasi. SAM bir metal dondriidiur. DNMT
enzimi metilasyondaki katalizordir (int.Kyn.6).
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Metillenmenin gen ifadesinin diizenlenmesindeki rolti ileilgili en kuvvetli bulgular baz
anologlar: ile yapilan galismalardan elde edilmistir. Bir baz anologu olan 5’ -azasitidin
nikleotiti, DNA’da sitozinin yerine girer ve bu molekdl kimyasal olarak
metillenemedigi icin, girdigi bolgelerde DNA’min metillenmesi engellenir. 5'-
azasitidinin DNA'’ ya katilmasi, gen ifadesi olayint degistirir ve inaktif X kromozomu
Uzerindeki allellerin ifades uyarilir (Bird 2002).

DNA metilasyonu, DNA metil modifikasyon sistemi olarak adlandirilir. DNA metil
transferaz enzimi tarafindan genel bir metil dondri olarak bilinen S-adenozil
metioninden bir metil grubunun alinip transfer edilmesi esasina dayanmir. Memeli
hiicrelerinde modifiye sitozin (5-mC) %90 oraninda CpG dintkleotid yapisinda
bulunur ve episitozin olarak adlandirilir. Episitozin denilmesinin sebebi epigenetik
kalitimda rol almasindandir. Ozellikle somatik hiicrelerde gen islevleri tizerinde dnemli
etkiye sahiptir (Egger 2004).

DNA metilasyon degisiklikleri genellikle CpG (Sitozin fosfo  Guanin)
dintikleotidlerinde meydana gelir. CpG dinukleotidleri genellikle hedef noktalaridir ve
1-2 kb uzunlugundadir. CpG adaar: olarak adlandirilir. Genin iginde ya da genin
promotor bdlges yakiminda ve genlerin 1.ekzon bolgelerinde yer airlar. CpG adalarinin
genomda gorulme sikligi %5-10 arasindadir. Memelilerde metilasyon semi-konservatif
sekilde kalitilir. DNA metilasyonu 1948 yilinda Hotchkiss tarafindan ilk olarak
kesfedilen epigenetik marker olmustur (Patel 2003).

2.1.8.4. DNA Metilasyonu ile Gen ifadesinin Diizenlenmes

Birgok okaryotik organizmanin DNA’s1 metil gruplarinin enzim aracilig: ile bazlara ve
sekerlere eklenmesi yoluyla, replikasyondan sonra degistirilir yani post sentetik
modifikasyondur (Cooper 1983). Bazlarin metillenmesi genellikle sitozinden olur ve
beirli herhangi bir Okaryotik organizmanmn sitozinlerinin yaklasik %5'i metillenir.
Ancak, metilasyon derecesi dokuya 6zgudur ve %2 den %7’ nin Uzerine ¢ikacak sekilde
degisiklik gosterir. Baz metilasyonunun gen ifadesini degistirdiginin ortaya gikariimasi,

E.coli’nin lac operonu ile yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmustur. Operattr bolgedeki
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DNA’daki tek bir sitozinin metillenmesi bile, reseptdriin operatdre olan ilgisinde fark
edilebilir bir degisiklik meydana getirebilir. Sitozin 5’ ucundan metillenir, boylece metil
grubu DNA sarmalimin biyik olugundan disar1 gikint: yapar ve proteinlerin DNA’ya
baglanmasim etkiler. Metillenme, genellikle DNA’daki CG ciftleri halinde bulunan
sitozinlerden ve genellikle de her iki zincirde birden olur (Michalowsky 1989).

Sekil 2.5. Karsilikl zincirlerin C(Sitozin) bazi Uzerinden metillenmesi.

DNA metilasyonu ¢ mekanizma ile 6zetlenebilir;

1- Metillenmis promotor bolgelerine baglanabilen proteinlerin hedef dizilere
baglanarak, esas baglanmasi gereken transkripsiyon faktorlerinin buradara
baglanmasim engelleyerek (Cottrell 2004)

2- Transkripsiyon faktorlerinin metillenmis sitozine baglanmasimi engelleyerek
(Gaudet 2003)

3- Kromatin yapmisit  degistirerek  transkripsiyon miktarinda bir  degisim
gerceklestirerek (Lengauer et al 1997).

Insan kanserlerinde DNA metilasyon degisimlerinin 2 genel tipi gozlenmektedir.

1.Genomik Hipermetilasyon
2.Genomik Hipometilasyon
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Ttimdr
baskilayict gen

Maormal hilere

Tekrar dizileri/Transpozonlar Cpi3 adaciklan
ihipermetile) (hipometile)
Hipometilasyan ﬂ Hipermatilasyon
Mitctik rekombinasyon, Transkripsiyanun baskilanmasi,

genomik kararsizhk timér baskilayici gen

eksprasyonu kaybi

]
KANSER

Sekil 2.6. DNA metilasyonu ve kanser (Bora 2007)

Genomik hipermetilasyon mekanizmasi ile basta timoér supresdr genler (TSG) olmak
Uzere genomda hayati fonksiyonu olan pek ¢ok gen hipermetile hale getirilerek
sessizlestirilir;0ornegin - DNA  tamiri, hiicre siklus regulatorleri, apoptozis ve
detoksifikasyonla iligkili genlerin sessizlesmesi gen ifadesini negatif etkilemektedir.
Cok sayida timor supresdr genin promotor hipermetilasyonu ile transkripsiyonu inhibe
edilmektedir (Bora 2007).

2.1.8.5. DNA Metilasyonunun Gorev Aldigi Olaylar

DNA metilasyonu genomik imprinting, proto-onkogen aktivasyonu, timaor supresor gen
inaktivasyonu, bazi kanser turlerinin baslatilmasi ve sirdurilmes, somatik hicre
farklilasmasi ve onkogenez, hiicre, doku ve allel spesifik gen inaktivasyonu ya da
reaktivasyonu, X inaktivasyonu, genetik tedavi ve yaslanma, genomun aktif gen ya da
kondanse bolgeler seklinde yapilanmasi, yerlesimi ve apoptoziste rol oynamaktadir.
DNA metilasyonu ile genomun erken embriyonik gelisiminde, fertilizasyon sonrasi
genomun demetilasyonla genisletiimesinde ve blastokistin implantasyonundan sonra
remetilasyonla yeniden sekillenmesinden sorumludur. Oosit gelisiminde ve imprinting
olayinda DNA metilasyonu esansiyeldir. Spermatogenezis icin DNMT3A ve onunla
ilgili protein olan DNMT3I ve histon metil transferazlar Suv39hl ve Suv39h2 gereklidir
(Michalowsky 1989).
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Zigot olustuktan sonra, anne ve babaya ait (paternal) alleller kendi kimliklerini idame
ettirirler ve bunun sonucunda bir allel (anne veya baba) tercihen ifade edilir. Bu
baglamda, CpG dinlkleotidlerinin metilasyonu, paternal kromozomlar: farkli sekillerde
isaretleyerek, bir genin sadece anneden ya da sadece babadan ifadesini saglayan
mekanizmalardan biri olarak dusunilmektedir. Dolayisiyla, metilasyon somatik
hiicrelere kalic1 sekilde aktarilirken, gelecek nesilde bu metilasyon isaretleri ortadan
kaldirilarak yeniden olusturulabilir (Razin et al 1994).
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2.2. KOLON KANSERI

Kolorekta kanser (KRK) genetigi alamndaki ¢aligmalar giinimuizde ivme kazanmustir.
2007 yilh igin kolorektal kanser genetigi ile ilgili PubMed taramas: yapildiginda
yaklasik 2000'in Gzerinde makale yayinlanmis oldugu gozlenmistir. Adenomdan
kansere gegis kolorektal karsinogenez iclerinde baglica tamimlanmis adenomatous
polyposis coli (APC) gen aktivasyonu, K-ras onkogen aktivasyonu, p53 mutasyonu,
kromozom instabilitesi, mikrosatellit instabilites gibi birgok genetik degisiklik sonucu
olmaktadir (Vogelstein et al 1992).

Cizelge 2.10. Kanserlerin gesitlerinini erkeklerde ve kadinlarda gorilme sikligt
(Int.Kyn.1).

KANSER SIKLIGI
ERKEK KADIN
Prostat % 29 Meme % 29
Akciger % 14 Akciger % 13
Kolon-rektum % 10 Kolon-rektum % 10
Uriner trakt % 9 Uterus % 8
Ldsemi ve lenfoma % 8 Ldsemi ve lenfoma % 6

Kolorektal kanser gelisimini etkileyen muhtemel nedenler diyet ve diger cevresel
faktorler, yas, adenom ve karsinom Oykustnin olmasi, predispozan hastaliklar 6zellikle
inflamatuar barsak hastaliklari ve aile hikayesidir (Nakaji et d 2004).

Kalitsal yatkinligi olan bireylerde, kolorektal kanser gelisme riskinin %80 gibi yuksek
bir oranda oldugu ve daha erken yaslarda gelisebildigi icin de herediter kolorektal
kanser ailelerinin tammlanmasinin 6nemi inkar edilemez. Bununla birlikte, kolorektal
kanserlerin erken tam ve tedavi yaklasimlarinda, genetik mutasyonlarin Onceden
saptanmasinin oldukga 6nemli yarar: vardir. Erken tam olanaginin saglanmasi ile tedavi
basar1 sansimin arttirilmas: yaminda, tam kdoratif etkinin de elde edilebilmesi veya

survinin ¢ok anlamlt iyilestirilmesi olanaklarina imkan verecektir. Bu sonuglarla, hem
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bireysel olarak hastaigin, hem de yakin aile gevresinde psikososyal, moral ve ekonomik
yonden ¢ok Onemli kazammlar saglayacaktir. Ayrica ek bir kazamm olarak, kolon
kanseri tarama programlarina toplumsal uyum (compliance) artacak; herediter
kolorektal kanser hastalarinin akrabalari i¢in de kanser riski yonunden uyarici olacaktir
(Delattre 1989).

Cizelge 2.11. Kanserden olumler erkeklerde ve kadinlarda kanser ¢esidine gore
degismektedir (Int. Kyn.1).

KANSERDEN OLUMLER
ERKEK KADIN
Akciger % 31 Akciger % 24
Prostat % 13 Meme % 16
Kolon-rektum % 9 Kolon-rektum % 10
Uriner trakt % 5 Uterus % 5
Ldsemi ve lenfoma % 8 Over % 5

Kolon kanseri gelisiminde dogustan gelen ailesel yatkinlik ve daha sonra kazanilan
genetik bozukluklar rol oynamaktadir. Kolon kanserlerine kalitsal yatkinlig: tammlamak
dort nedenden dolayr Onemlidir; birincisi, kolon kanserlerine kalitsal yatkinligi
tanimlanan kisilerde kolon kanseri olusma riski ¢ok yiksektir (%80). Ikinci olarak,
patolojinin gorulme yas1 siklikla ikinci dekad iken, sporadik vakalarda daha ileri
yaslarda da ortaya ¢ikabilmektedir. Uglincli neden, kolon kanserlerine kalitsal yatkinligi
olan bireylerin izlenmesinde 6zel tarama metodlarn gerekmektedir. Ornegin, sag
kolonda gorulme sikligr yiksek olan HNPCC'inin takibinde sigmoidoskopi yerine
kolonoskopi Gnerilmektedir. Son olarak da, kolon kanserlerine kalitsal yatkinlig: olan
bireylerde endometrium ve over kanserlerinin insidansimin yiuksek olmasi sebebiyle
kisilerin bu kanserler icin de taranmasi gereklidir. Kolorektal kanser erken tam
konuldugu takdirde tedaviden en ¢ok yararlanan kanser grubunu olusturmaktadir. Bu
nedenle taninin erken konulmasina veyarisk altindaki gruplarin belirlenmesine yonelik

uygulamalar 6nemlidir (Schwartz et a 1999).
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Kolorekta karsinoma etiyopatogenezinde genetik zemin 6nemli oldugu gibi cevresel
faktorlerin de etkisi vardir. Ileri derecede risk faktorleri; ileri yas, dogum yeri, Familyal
polipozisGardner sendromu, Herediter nonpolipozis kolorektal kanser, uzun sireli
Ulseratif kolitken, orta derecede risk faktorleri ise yuksek kirmizi et igeren diyetle
bedenme tarzi, daha 6nce adenom hikayesi olmasi, pelvik 1sin tedavis uygulanmig
olmasidir. Zayif risk faktorleri ise; yiksek yag iceren diyetle beslenme tarzi, alkol ve
Sigara icilmesi, obezite, uzun boy, kolesistektomi ameliyati, yuksek sukroz tuketimi
olarak gosterilmistir. Koruyuculuk degeri az olan faktorler ise yiksek sebze meyve
iceren diyet, yuksek folat/metionin alimi, yuksek kalsiyum alimi, postmenopozal
hormon replasman tedavisi iken aspirinin ise koruyuculuk degeri orta derecededir
(Corman 2002).

2.2.1. Kolon Kanserinde TNM Derecelendirme Sistemi

TNM derecelendirme sistemi, kanserin ne kadar uzaga yayilabildiginin doktorlar
tarafindan tammlanmasi igin standardize edilmis bir yoldur. Her bir kanser tipi igin
yapilan ¢alisma sonuglart American Joint Committee on Cancer (AJCC), uzmanlarinca
degerlendirilir. Bu uzmanlar, muhtemelen tedaviden sorumlu ve her bir kanser tipi igin
en iyi tahmini fikri ve tip arastirmalarindan elde edilen bilgileri yeniden gbzden
gecirirler.  Kanserin tim gesitleri icin derecelendirme sisteminin ayrintilar: arasinda
farklar: azdir, asil konsepti aymidir. Bazilar1 hari¢ tutulursa ( |6semi ve beyin tumérleri
gibi) kanserin her tipi icin derecelendirme sistemi igin kurulmustur:

T kategorisi: Kanserin, organda ne kadar bir alana yayilmaya basladigi ve diger yakin
organ ve dokularailerleyip ilerlemedigi.

N kategorisi: Kanserin lenf bezleri yakinlarina yayilip yayimadig: (kiicik bean-6l¢ilt
immun sistem htcrelerinin toplanmas).

M kategorisi: Kanserin, viicudun uzak aanlarina metastaz (yayilma) yapip yapmadigi.

Kolorektal kanserin T kategorisi, kolon ve rektum tabakalarina dogru yayilma

genisliginin tammlanmasidir.

Tx: Tamamlanamayan bilgi yuziinden tumor genisliginin belirlenmesi mimkiin degildir.
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Tis: Kanserin en erken derecesidir. Kolon veya rektum mukozasinin (i¢ tabaka) disinda
buyimez.

T1: Kanser mukozaboyuncailerler ve submukozaya yayilir.

T2: Kanser submukoza boyuncailerler ve muskularis propriaicgine yayilir.

T3: Kanser muskularis propria boyunca subserosa icine ilerlemesini tamamlamustir,
fakat yakin doku ve organlarailerlememistir.

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

tamamlamustir.

N kategorisi, kanserin lenf bezleri yakinlarina yayilip yayilmadigin isaret eder, eger

Oyleyse, lenf bezlerinin ne kadarim kapsamaktadir.

Nx: Tamamlanamayan bilgi ytziinden lenf bezlerine yayilim: belirlenememistir.
NO: Lenf bezlerinde bulunamamustir.

N1: Kanser hiicreleri t¢ bolgesel lenf bezlerinde bulunmustur.

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

M kategorisi uzak organlara yayilip yayimadig isaret eder, 6rnegin, karaciger, akciger

veya lenf bezleri uzagina

M,: Tamamlanamayan bilgi ytziinden uzak alanlara yayildig: belirlenememistir.
MO: Kanser uzak aanlara yayilim gostermemistir.
M1: Uzak alanlara yayilim gosterir (Durhan 2006).

2.2.2. Kolon Kanserinde Evre Gruplamas

Bir hastanin T, N, M kategorileri, genellikle cerrahiden sonra belirlenmektedir, bu bilgi
evre 0'dan evre 1V’ e roman rakamlariyla ifade edilir. Belirlenen evre gruplamasi olarak
adlandirilan bir sirecle birlestirilmektedir. TNM kategorilerini nasil takip edildigi

kilavuz, evrelerinin birbirleriyle gruplastirmustir.
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Evre O (Tis, NO, MO0): Kanserde en erken evredir. Kolon ve rektumun i¢ tabakas
(mukoza) disinda ilerlemez. Bu stage, intramukozal karsinoma veya karsinoma in situ

olarak dabilinir.

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

alanlara yayilmaz.

Evre 1A (T3, NO, M0): Kanser en distaki tabaka igine kolon veya rektum duvarina

dogruilerler. Hentuiz lenf bezlerine veya uzak aanlara yayillmaz.

Evre 11B (T4, NO, M0): Kanser yakinlardaki doku veya organlara kolon veya rektum

duvarinadogru ilerler. Henuiz lenf bezlerine veya uzak alanlara yayillmaz.

Evre 11IA (T1-2, N1, MO): Kanser submukoza igine mukozaya dogru ilerler veya
muskularis propria igine dogru da ilerleyebilir ve U¢ lenf bezinden birine yayilir fakat

uzak aanlara yayilmaz.
Evre 111B (T3-4, N1, M0): Kanser kolon veya rektum duvarina dogru veya diger yakin
doku veya organlara ilerler ve yakinlardaki ¢ lenf bezinden birine yayilir fakat uzak

alanlara yayilmaz.

Evre I1IC (Any T, N2, M0O): Kanser T kategorisinde olmayabilir fakat dort veya daha
fazlalenf bezine yayilabilir fakat uzak alanlara yayilmaz.

Evre IV (Any T, Any N, M1): Kanser N, T olmayabilir fakat uzak alanlara yayilir,

Ornegin karaciger, akciger, periton (membrana uzanan abdominal gukur) (Durhan 2006)
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2.3. DNA TAMIR MEKANIiZMALARI

Genom, DNA hasarina neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Hasar kaynaklar:
eksojen veya endojen olabilir. Eksojen kaynaklar icerisinde, glinesten gelen ultraviole
radyasyon, radon bozunumundan kaynaklanan iyonize radyasyon, mantar kaynakli
aflatoksin, yanmus tltlin ve birgok kemotergp6tigi sayabiliriz. Endojen kaynaklara 6rnek
olarak, oksidatif metabolizma, DNA’mn spontan degisimleri, immunolojik gesitliligi
olusturan V(D)J rekombinasyon mekanizmasin (antijen tarima bolgelerini kodlayan
ekson V,D ve J seklinde ¢ segmentten olusur. ve bu segmentlerin birgcogu farkl:
kombinasyonlarla bir araya gelebilir) verebiliriz. Farkli biyokimyasal stratejileri
kullanan birgok mekanizma DNA hasarinin birgok seklini onarir. DNA onarim genleri,

genomun 6nemli bir bélimunden sorumludur (Aquilina 1994).

Sekil 2.7. DNA zincirinde bazlar belirli bir diize igerisinde dizilir (Roche 2005).

Hicreler DNA hasarimin onarimi igin bircok mekanizmaya sahiptir. Birgok DNA
onarim geni, DNA metabolizmasinda baska gorevler de tstlenir. Ornegin, TFIIH, hem
transkripsyonun baglangicinda, hem de nikleotid ¢ikarma onariminda gorev alir. Cift
zincir kirigr onarim genleri de ayrica immin sistemin olusumunda gorev alir. DNA
onarimindaki bozukluklar, meme, kolon ve cilt kanseri gibi bircok kanser tirtine neden
oldugu gibi, ayrica, blyuime ve beyin anomalilerine de sebep olur. Bir¢cok kanser
hicresnde, artinlmig DNA onarimi, kanser tedavisine gelisen direngle

iliskilendirilebilir, bu nedenle, tedavi sekli olarak, DNA onariminda gbrev alan
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proteinlerin inaktivasyonu veya ekspresyonlarimin azaltiimas: yonune gidilebilir
(Debeleg-Buttiner 2006).

Tum organizmalar (bakteri, maya, drosophila, baliklar ve insanlar dahil), htcreleri
cevresel hasarlara karsi korumak amaciyla DNA onarim mekanizmas: igerirler. DNA
onarimi, hicre 6limini, mutasyonu, replikasyon hatalarimi (RER), DNA hasarinin
devamliligim ve genomik kararsizligi azaltan butin islemlerde kullarlir. Bu
islemlerdeki bir anormallik kansere ve yaslanmaya yol acar DNA onarim hatalarinin,
genomik kararsizlikla karakterize sendromlara ve kanser insidansinda artisa varan
sonuglar dogurdugu dustnldigiinde, DNA onariminin 6nemi anlasilmaktadir. insanda
DNA onarimi ile baglantili 130 genin klonlanmasi ve dizi analizi tamamlanmistir. DNA

onarim genleri iki altgruba ayrilabilir.

1) DNA onariminda sinyal iletimi ve onarimin diizenlenmesi ileilgili genler,

2) Hatal1 eslesme onarimi, baz ¢ikarma onarimi, nikleotit ¢ikarma onarimi gibi ayri

onarim mekanizmalari ileilgili genler (Debeleg-Bittiner 2006).

Prokaryot ve Okaryot hicrelerdeki meydana gelen DNA tamir mekanizmalari DNA
Cift-Zincir Kirigr Onarimi, Oksidatif Hasarin Onarimi, Baz Hasari Onarim
M ekanizmalari, Baz Cikarma Onarimi (Base Excision Repair/BER), Nukleotid Cikarma
Onartmi (Nucleotide Excison Repair / NER), Transkripsiyona Bagli Onarim
(Transcription Coupled Repair/TCR), Hatali-Eslesme Onarimi (Mismatch Repair)
seklinde Ozetlenebilir.
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Sekil 2.8. Genler kromozomlarin kisa ve uzun kollarina yerlesmistir (Debeleg-Butliner
2006)

2.3.1. Hatali-Eslesme Onarimi (Mismatch Repair)

Bu onarim mekanizmasi, DNA replikasyonu esnasinda meydana gelen ve ¢ift sasrmalda
anorma boyutlara neden olan, normal bazlarin hatali eslesmes seklindeki hatalar:
duzeltir. Ornegin, E. coli’de hatal1 eslesme 7 proteinden olusan bir sistem tarafindan
belirlenir. Bu proteinler, mutS, mutL, mutH, uvrD, ekzonikleaz I, SSB ve DNA
polimeraz 111 tur. E. coli DNA’sinda, (5)GATC dizisindeki adeninler 6zel bir metilaz
olan “Dam Metilaz” tarafindan metillenmistir. Replikasyon esnasinda kalip zincir
metillenmis durumdadir. Ancak, yeni sentezlenen zincir birkag dakikalik bir gecikmeile
metillenir. Bu zaman siirecinde yeni zincirdeki hatali eslesen bazlar mutS tarafindan
tamnir. Sirayla mutL ve mutH bir kompleks olusturmak Gizere sisteme katilirlar ve DNA
boyunca cift yonli olarak metilenmemis bir GATC buluncaya kadar hareket ederler.
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MutH’ deki endontkleaz fonksiyonu metil grubunun karsisinda metillenmemis zincire
bir centik atmak Uzere aktive olur. Metillenmemis zincir, ekzonikleaz |, SSB ve uvrD
helikaz' in birlikte hareketi ile uzaklastirilir. DNA polimeraz 111 dogru DNA zincirini
tekrar olusturur ve ligasyon ile onarim sona erer. GATC bolgesi ile hatali eslesme
arasindaki uzaklik en ¢cok 1000 bg olabilir. Bu nedenle hatal1 eslesme onarim etkili bir

onarim mekanizmas: degildir .

Insan hatal1 eslesme onarim proteinleri:

E. coli Insan

MutS MSH2 — MSH6

MutS MSH2 — MSH3

MutS MSH4 — MSH6

MutL MLH1 -PMS&2, PMS1, MLH3

Okaryotlar da E.coli‘deki mut proteinlerine homolog proteinlere sahiptir. Ancak yeni
sentezlenen zinciri ayirmak igin E. coli’ye 6zgu metilasyon isleminin yerine kullanilan
mekanizma heniiz tam olarak anlasilamamistir. Hatal1 eslesme onarim mekanizmasi
genlerinde mutasyon olan bireylerin kalitsal nonpolipozal kolon kanserine (HPNCC)
yatkin olduklar: tespit edilmistir Huicre tim bu DNA hasarlarina farklt metabolik yollar
ile cevap verir. Agir DNA hasarlart hiicrenin apoptoz yolunu aktive ederek hiicreyi
Olime goturdr. Hicre, DNA hasarlarim DNA tamir mekanizmalari ile tamir edebilir.
DNA hasar1 replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug olarak
genomik kararsizliga neden olur. DNA’da birgok 6zglin degisimi icine alan genomik
kararsizlik, hem kanserin hem de yaslanmamn 6nemli bir belirtisidir (Debeleg-Buttiner
2006).

2.3.1.1. MLH1 Geni

E.coli de MutL geninin homologu olan MLH1 geni DNA hatali eslesme onarimina
katilir. Kalitsal nonpolyposis kolorektal kanserinde Papadopoulos ve ark. (1995)

tarafindan bakteri ve mayamn homologu olan MLH1 geni mutasyonlar: bulundu.
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Genuardi ve arkadaslart MLH1 gen normal alternatif splicing karakterize ve gesitli doku
tipleri icin degisik bir dizi bildirdi.

Ellison ve ark (2001) nicel olarak in vivo ¢alismalarla DNA hatali-eslesme onarimda, S.
cerevisiae ile yapilan denemlerde MLH1 ve MSH2 genlerin iginde amino asit yerine
fonksiyonel dnemi belirlemek icin yapilan insan populasyonlar: Gzerindeki ¢alismalar
gorulmektedir. Sessiz kodonlar 6nce insan genlerinde ve maya MLH1 veya MSH2
genleri olarak homologlar: gorilmektedir. Fonksiyonel sonuglar ve mevcut insan klinik
veriler missense codon ve penetrance ilgili arasinda iyi bir korelasyon oldugunu
gostermigler. Yazarlar DNA MMR ve verimlilik farkliliklar: insan nifusunun yaygin

polimorfizm inedeniyle bireyler arasinda mevcut iligki 6nerdi( Ellion et a 2001).
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WSHE / MSHZ ¥33 ( HsE2 ups 4 MsEZ

| N

SR T - L . T
A O A A —GTGT GTGT
GG A T BT i

|
T

Sekil 2.9. Tek baz hatalar1 ile birden fazla baz hatalarinda MMR proteinlerin etkilesim
mekanizmas: degismektedir.

2.3.1.2. MSH2 Geni

E. coli MutS geninin homologu olup DNA hatali-eslesme onarimina katilir. Kalitsal
nonpolyposis kolorektal kanser icinde MSH2 gen heterozigot mutasyonlar: tesbit
edilmistir (Fishel et al 1993).

Genetik analizi Saccharomyces cerevisiae hatali-eslesme tamir sissemi  bakteriyel
MuUtHLS sistemine benzerlik vardir. S. cerevisiae patika bir MutS homolog, MSH2
vardir. Her iki bakteri ve S. cerevisiae igin hatal1 eslesme onarim DNA genetik istikrarin
korunmast bir rol oynamaktadir (Fishel et al 1993).
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MSH2 geni icin alternatif splicing varligint bildirildi (Genuardi et al 1998). ikili RT-
PCR, normal bireyler ve kalitsal nonpolyposis kolon kanseri hastalarinin gesitli doku
orneklerinin MSH2 gen Urunlerinin ekzon 5, 13, 2-7 ve 2-8 eksik belirlendi. ifade
duzeyi farkli ornekler arasinda gesitli izoform olarak monontkleer kan ornekleri ile

uyumlu diger dokular bulundu (Genuardi et a 1998).

2.3.1.3. MSH6 Geni

Kromozom 2p16 dalokalizedir. 2p16 icin somatik hiicre kromozom 2 parcali bir panel
PCR degerlendirme ile GTBP gen yerlestirilmis. GTBP ye benzer YAC olarak MSH2
olarak oturuyor bulundu, bu YAC nifusunun temelinde, 1 Mb MSH2 dahilinde
bulundugu ortaya ¢ikti. Lokalizasyonu FISH ile dogrulandi. BoOylece, MSH2 ve GTBP
bir baglangigta mutS onarim gen gogaltiimasi Urettigi olabilicegi tahmin edilidi. Bitisik
iki genler v memeli genomunda az degildir (Papadopoulos et a 1995).

2.3.1.4. MLH3 Geni

HNPCC ailelerde MLH3 mutasyonlar1 roli aragtirilmistir. 288 hasta HNPCC
oldugundan suipheli olarak degerlendirilmis ve 10 farkli germline MLH3 turevleri, 1 ve
9 missense mutasyonlari, 12 hastada HNPCC supheli olarak cergceve kaymasi
mutasyonlar: belirlendi. Exon 1 exon 11 yerlestigi gozlendi ve 1 ekzon 12 ekzon oldu
(Wu et a 2001).

Lipkin ve ark. (2000) farelerde MLH3 gastrointestinal epitelinde kolon kanseri
duyarliligi(Ccsl) icin fiziksel haritalar ifade edildigini belirttiler. MLH3 ile, Pmsl ve
Pms2 arasinda fonksiyonel bagimlilik Pmsl Pms2 ile aym oranda olamadigi
aciklamadi. Kolon kanseri gelismesine sebep olan PM S1 ve PM S2 mutasyonlar1 sadece
ekseriyetle HNPCC aileler bulundugu ifade edildi.
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2.3.1.5. PM S2 Geni

7p22 ye lokalize olmustur. Insan genleri ve ifade dizisi etiketi (EST) yontemi ile
Papadopoulos ve arkadaslari tarafindan ESTs PMS1 gen insan genleri ve PMS2 PMS1
belirlenmis oldugunu belirlendi. Insan PMS2 gogaltma ve dizi analizi bir 862-tortu
proteini maya PMS1 32% kimligiyle 6ngorisinde bulundu. PMS2 geni 16 kb
kapsadigi ve 15 ekzon igerdigi bulundu.

Nicolaides ve ark. (1996) kromozom 7 somatik hiicre hibrid analizi ve 7p22 igin FISH
ile PMS2 genine esleme yaptilar. Ayni arastiricilar PMS2 nin ekzonlarim iceren 15
kopya psddogen belirledi. Hayward ve ark. (2007) PMS2 ve PMS2CL arasinda dizi
transferi veya gen donusuminun, bir tir devam eden givenilir bir siireg oldugunu
gostermistir.  PCR amplikonlar1 olusturmak icin exon 10 PMS2CL psodogeni
kullandiklar: bildirildi.

2.3.1.6. MSH3 Geni

Akiyama ve ark. (1997) MSH3 kalitsal nonpolyposis kolorektal kanser hastalarinda
timorlerde somatik mutasyonlarla microsatellite istikrarsizliga(MI) egilim gosterdigi
bildirildi. Hatal1 eslesme onarimi ve germline mutasyonlarinin tamirinde etkisi tesbit
edildi. Bu veriler, hatali eslesme onariminda mutasyonlu MSH3 ile, siddetli
microsatelit istikrarsizlikla sonuglanabilecek bir hata onarim gen mutasyonu ve sikligim
artirmaktadir.

Benzer bir sonug geldi bildirildi; MSH3 ve MSH6 gibi DNA hatal1 eslesme tamir
genleri, ilerleyen hatali eslesme tamir gen mutasyonlart gelismis genomik
istikrarsizligin gogaltilmasina katki saglayan mutasyonlar: birikiminin hizlandirmasin
saglayacaktir (Yinet a 1997).
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2.3.1.7.MGMT Geni

Kromozom 10q26 da lokalizedir. O (6)-alkylguanine DNA nin 6nde gelen mutajenik ve
kanserojen olup, DNA replikasyonu sirasinda timin ile eslestirmede basit alkilleyici
mutaen oldugu belirtildi (Rydberg et al 1990). Bu protein, gergek enzimlerden farkl
olarak, bir stometrik ikinci siradatepki olarak gelen alkil grubu kabul edilmektedir.

a Mismatch Repair b DNA Damage Signaling
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1bp DMA Danage
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Sekil 2.10. Hatal1-eslesme tamirinde gorev alan genlerin ¢alisma mekanzimas: (Scherer
et al 2005).

Sekil 2.10'da goruldugl gibi hatali-eslesme tamir mekanizmast MMR proteinlerinin
birbirleri ile kompleks olusturarak yuruttukleri birkag basamakli bir mekanizma esasina
dayanir. Kompleksteki proteinlerden olmamas: siireci olumsuz etkiler. MSH6 ve MSH2
proteinleri DNA Uzerindeki hatali diziyi tamr. Ardindan MLH1 ve PMS2 proteinleri
fosforilasyonu ile toplam kompleks olusur, sonra DNA tamir islemi bagslar ya da hiicre

siklusu durdurulur ve apoptoz tetiklenir.



2.3.2. Kahtsal Kolon Kanseri ve DNA Tamir Bozukluklar:

Kolorekta kanser (CRC) olgularinin yaklasik %20’ sinde aile Oykuiisi mevcut olup; %1’
ise herediter kolorektal kanser olgularidir. Herediter kolorektal kanserler “familyal
adenomattz polipozis (FAP)” ve “herediter nonpolipozis kolorektal kanser (HNPCC)”
olmak Uzere baglica 2 grupta incelenebilir. Kolorektal kanserlerden FAP da kromozom
5021’ de bulunan adenomat6z polipozis koli (APC) ve HNPCC'inde MLH1, MSH2,
MSH6, PMSL, ve PMS2 DNA “mismatch repair (MMR)” genlerindeki mutasyonlar
sorumlu tutulmaktadir. Bu mutasyonlarla birlikte, es zamanli veya ardisik olarak birden
fazla farkli organ tumori gelisimi yaygindir (Worthley et a 2007).

Kalitsal kolorektal kanserler icerisinde “Familial” adenomat6z polipozis (FAP)
sendromu ve “Herediter non-polipozis colorectal cancer” (HNPCC) sendromu olmak
Uzere iki ana grup vardir. Her ikisi de ebeveynden cocuga geger; FAP sendromunda
adenomattz polipozis “coli” (APC) geninde, HNPCC sendromunda ise DNA

“mismatch repair” genlerinde germline mutasyonu vardir (Jen et al 1994).

HNPCC, tim KRK olgularinin %2-7'sini olusturur. Kalitsal KRK’ lerin en sik tipidir.
Lynch tarafindan “Kanser Ailesi Sendromu” olarak tammlanmigtir. Hastalik otozomal
dominant kalitimla aktarilir. DNA “mismatch repair” (MMR) genlerindeki (MLH1,
MSH2,MSH6, PM S1, PMS2, MLH3 ve M SH3) mutasyon sonucu olusur (Petersen et al
2001).
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24. MULTIPLEKSLIGASYON ESASLI PROB AMPLIFIKASYONU (MLPA)

Multipleks ligasyon esasli prob amplifikasyonu (MLPA), basit bir reaksiyonda 45 e
yakin nikleik asit dizisindeki kopya sayisi degisikliklerini tespit eden bir metottur.
MLPA teknigi, genomik DNA analizinde kullanildigi gibi, mRNA’da da kullanilabilir.
CpG metilasyonunun multipleks dlgiminde yari kantitatif olarak kullamlimaktadir.
Cesitli genlerde amplifikasyon ve delesyonlarin tespiti amaciyla MLPA teknigi,
multipleks bir PCR ile 45 farkli spesifik dizilimin aym anda olgilmesine olanak
saglamaktadir. Amplifikasyon drunleri, sekans tirl elektroforezler tarafindan fragman
analizi yapilarak ayirdedilmektedir. 130 ile 490 bp’ e kadar fragment sayisi ile, tekrar
tekrar kopyalanabilirligi cok yiiksek olan jel sablonu elde edilen teknikte, sadece 1 ¢ift
PCR primeri kullanilir. Bir kontrolden elde edilen ile bu je sablonunun
karsilastirilmasi, hangi dizilerin tipik olmayan kopya sayilari gosterdigini
belirtmektedir. 45 farkli dizilimi hedefleyen MLPA reaksiyonu, sadece 20 ng insan
DNA’si gerektirir ve sadece bir nukleotitteki farklilig: igeren dizilimleri ayirdedebilme
potang yeline sahiptir. BAC arrays ve FISH' den farkli olarak, tesbit edilen dizilimler
kucuktur (yaklasitk 60 nikleotit). Diger tekniklerle karsilastirilchiginda, MLPA
reaksiyonlar: hizl1 ve kullammi kolaydir (MRC 2005).

Total probe length of an MLPA probe: 115-120 bp
Each oligonuclectide length: 55-60 bp

5'-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 5 -TCTAGATTGGATCTTGCTGGCGC

Tm of each sequence <75 degree “c ]

S3'-phosphate
3'l 5

AT rich region of
target DNA sequence

Add a single C as first
nuclestide after the
prirmer

Add a single T as first
nucleotide to be
incorporated after the
primer

| GG rich region of target DNA sequence |

Sekil 2.11. MLPA prob dizayn: (MRC 2007).
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24.1. MSMLPA Teknigi

MLPA, sadece bir ¢ift PCR primeri kullamlarak aym anda 45’ e yakin spesifik dizilimin
amplifiye edildigi bir multipleks PCR reaksiyonudur. Amplifikasyon trlnleri sekanstip
elektroforez ile ayristirilr.
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Sekil 2.12. BRCA1 MLPA kiti ile andliz edilen ekzon 13’ de bir delezyonile
karekterize DNA 0rnegi(MRC 2005).

MLPA amplifikasyon reaksiyonunda kopyalanabilirlik yiksek olsa da, bazi dizilimler
her PCR dongusl stresince %1-2 daha dusuk etkinlikle amplifiye edilir, bu da daha
dustk bir pik alamyla sonucglanir. Bu yizden tek bir MLPA amplifikasyon profili
gerekli bilgiyi saglayamayacaktir. Bir MLPA profili bir kontrol DNA 6rneginden elde
edilen benzer bir profille karsilastinimaktadir. Bir kontrol reaksiyonuyla
karsilastirildiginda, her amplifikasyon Grintnun oransal pik alam, analiz edilen drnekte,

0 probun hedef diziliminin oransal kopya sayisimi yansitir. Bu ylizden bir kromozomun
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bir ya da daha fazla ekzonunda bir eksiime bu ekzonlarin problarinin amplifikasyon

drdinlerinin oransal pik alanlarinda bir azalma olarak tespit edilir.

MLPA testleri, her amplifikasyon Urininun uzunlugu farkli olacak sekilde
tasarlanmistir. Mevcut MLPA kitlerinde farkli amplifikasyon Grdnleri arasindaki
uzunluk fark: genellikle 9 niikleotiddir. MLPA amplifikasyon drtnleri 130 niikleotid ve
480 nikleotid blyukligu arasinda dizilmektedir. Bu blyuklik dizilimi sekans tip
jellerde optimal bir ayrismayr saglamaktadir. Normal multipleks PCR' da amplifiye
edilecek her fragment icin bir ¢ift PCR primeri gereklidir. PCR reaksiyonu sliresince bu
primerlerin ¢cok sayida mevcut olmasi gerekir ve farkli primerlerin ¢ok sayida
bulunmas: problemlere yol agar. Reaksiyon kosullarindaki kugtik farkliliklar genellikle
elde edilen sonuglarda buyuk farkliliklara yol agar. Bitun fragmentler sadece bir cift
PCR primeri kullamlarak amplifiye edildigi icin MLPA resksiyonlar: daha guvenilirdir.
Geleneksel multipleks PCR ile bu mimkiin degildir. Halbuki MLPA’ da nukleik asit
ornekleri amplifiye edilmez. MLPA’ da, her bir hedef dizilimine iki prob’un
hibridizasyonu ve ardindan bir ligasyon reaksiyonu sonucunda, her bir hedef dizilimin
kopyas: yapilir. Bu kopya dizilimler sadece bir c¢ift primerin kullamlmasiyla bir
multipleks PCR reaksiyonunda amplifiye edilir (SALSA 2008).

Her hedef dizilimin bir kopyasini yapmak icin, tespit edilecek ve 6lgulecek her dizilim
icin nikleik asit numunesine spesifik MLPA problar: eklenir. Bu MLPA problar, tespit
edilecek hedef dizilimde birbirine bitisik bdlgelere baglanan iki oligontikleotitten
olusur. Bu iki oligonukleotitten her biri PCR primerleri tarafindan tamnan iki
dizilimden birisini igerir. Her probun iki kismi spesifik bir ligaz enzimiyle birbirine
baglanabilir, fakat bu durum onlarin sadece her ikisinin de hedef dizilimin birbirine
bitisik bolge erine baglandiginda gergeklesir (SALSA 2008).

Ornek DNA'’da hedeflenen dizilime probun baglanmasindan sonra, probun
icerdigi oligonukleotitler enzimsel olarak baglanirlar.

Ligasyon urtnleri X ve' Y PCR primer dizileri kullamlarak amplifiye edilebilir.

Bir probun oligonukleotidi gesitli uzunlukta baglanmayan gereksiz diziler igerir
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Ligasyon urunleri, bir fragmentte her iki PCR primer dizisini igerir ve PCR
reaksiyonunda hizla amplifiye edilebilir. Ligate edilmeyen probe oligonukleotitler

amplifiye edilemedigi i¢in ortamdan uzaklastirilmalarina gerek yoktur.

Boylelikle her prob iki oligonukleotit icerir ve bir MLPA probe karisiminda 45’ e
yakin probe mevcuttur. MLPA reaksiyonundaki problarin yogunlugu ve hibridizasyon
reaksiyonunun siires, hedef dizilimlerin kendi karsitlari olan probe oligonukleotitlerle
hemen hemen tamamen hibridize olmasina imkan saglayacak kadar yeterlidir.
Hibridizasyon siresini uzatmak ya da daha fazla prob katmak, elde edilen sonuglari
etkilemeyecektir. Normal bir MLPA reaksiyonunda, 60 ng insan DNA 6rneginde tim
hedef dizilimlerin sadece 20.000 kopyas:i varken, her prob oligonikleotidinin
kopyalanan sayisi yaklasik 500.000.000" dur.

>

i 3"\
- r
LR Target B
X
X
5f
Y ’ Y
' 5
3 3." 5."
Target A Target B

Sekil 2.13. MLPA problarimn hedef bolgelerinde hibrize olmasi ve ligasyonu (MRC
MS MLPA 2007).

Sadece hedef dizilime hibridize olan problar ligate edilir ve PCR reaksiyonunda
hizla
amplifiye edilir. Prob molekillerinin gogu bir hedef dizilim bulamayacaktir ve bir
floresans sinyal ile sonuclanmayacaktir
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Her amplifikasyon drdntnin oransal sinyal guci, ornekteki hedef dizilimin

kopya sayisina baglidir.

MS-MLPA assay

F

*
M
Methylated Target 1 * Unmethylated Target 2

Denaturation and Multiplex
robe hybridization

, _/
—
M v
Simultaneous Ligation and Digestion with

methylation sensitive endonucleases
Target 1 Target 2

N Vs
: ¥

PCR with universal primers X and ¥

Only non-digested, ligated probes
are exponentially amplified
5 e 3

DN |
Fragment Analysis

Sekil 2.14. MLPA yontemi ile metilasyon durumunun belilenmesini saglayan teknigin
basamaklart (MRC MS MLPA 2007).

Bir hedef dizilim bulamayan MLPA problari, PCR reaksiyonunda hizla amplifiye
edilemez ve ilgili MAPH tekniginde oldugu gibi ayirdedilmelerine gerek yoktur. Bu
nedenle bir MLPA reaksiyonu protokol oldukca basittir.

1. Bir termal cycler’da20-500 ng DNA, 98 °C’ de denatire edilir.

2. MLPA praoblar1 eklenir ve 60 °C’ de hibridizasyona birakilir.

3. Ligaz ve ligaz bafir1 eklenir ve 54 °C’ de 15 dakika ligasyona birakilir.

4. Ligaz enzimi 98 °C’ de inaktive edilir ve PCR primerleri, dNTP ler ve polimeraz
eklenerek PCR reaksiyonu baslatilir.

5. Kapiller elektroforezi ile PCR Urinleri analiz edilir.
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a Experimental design

o
O, % target target

Probe 1 PCHR primers
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M
Hybridization probes
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l PCR amplification l

h All DNA T Methylated DNA

Copy number Methylation ratio
detection

b Fragment analysis after PCR amplification ligation product

” | Undigested DNA
Wi ' 1 T A

Digested DNA
I [ 100% Methylated

Digested DMA
50% Methylated

) Digested DA
l | | J 1 Unmethylated

Sekil 2.15. MLPA ile metilasyon durumunun gorsel olarak belirlenmesi (Jeuken et a
2007).
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24.2. MLPA’ min Avantajlari

1. Ayn teknik ¢ok farkli uygulamalar igin kullanilabilir. Farkli testler arasindaki

farklilik sadece kullamlan prob karigimidir.

2. Multipleks: Bir reaksiyon 45’ e yakin hedef dizilim hakkinda bilgi saglar. Bu bir ¢cok

uygulama igin hekimler tarafindan sorulan spesifik sorulara yeterli bir cevaptir.

3.MLPA reaksiyonlart ucuzdur. Kitler 100 reaksiyon igin yetecek miktarda polimeraz
ve PCR primerleri dahil tim reaktifleri icerir.

4.Uygulamasi kolaydir. Cok sayidaki 6rnek (6rnegin 96 adet) aym andatest edilebilir.

5. Hassastir. Sadece 20 ng insan DNA’ si gereklidir. Sonuglar kullamlan 6rnek DNA
miktarina bagli degildir.
6.Reaksiyon uretkendir. MLPA teknigi ile, insan genomu gibi kompleks yapida bir gen

diziliminin 3'e kars1 2 kopyasi gibi kopya sayisindaki kiguk farkliliklar: tespit
edilebilir.

7. Sadece 60 nikleotit dizilimini belirler. Bu ylzden tek bir exonun delesyonunu
/duplikasyonunu tespit etmede kullarilabilir. MLPA teknigi ile sadece bir nikleotitteki
farklilagan dizilimler ayirdedilebilir.

8. Dusuk yatirimlidir. MLPA teknigi icin gerekli olan bir termocycler ve DNA
dizilimini saptayan elektroforez aleti bir cok molekiler biyoloji laboratuarinda
mevcuttur. Tercih edilen kapiller elektroforezdir, fakat ABI373 ve 377 dab jeller de
kullanilmaktadir (SALSA 2008).
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Sekil 2.16. Fragman analizi sonucu ortaya ¢ikan pik goruntileri ile gorsel olarak
degisiklikler tespit edilebilir. Ayrica elde edilen size ve area degerleri
kullanllarak  ¢esitli  analiz  programlart  ile  dogrulamast  yapilabilir
(Nygren A.O.H, 2005).

Sekil 2.16'da MLPA PO41A prob karisimi kullamlarak Acute Myeloid eukemia(AML)
hiicre hatlarinda anormal metilasyon kaliplarinin saptanmasi gorulmektedir. Sekillerde
sirayla asagidaki gibi yorumlama yapilmaktadir.

a) AML hticre hattina ait p15 (211 bp) ve p73 (238 bp) (kirmizi isaretli) genlerinin % 50
metilasyon gosteren CE-kalip. Diger bitin MS-MLPA problarinin yoklugu kesim
reaksiyonun % 100 etkisini isaret etmektedir.

b) Hhal islemi uygulanmayan, CE-kalip olarak aym hiicre hatti (a' da gosterildigi gibi),
metilasyon seviyelerini Olgllmesi igin kesilmeyen pik uzunluklarimin kullanmldigim



gostermektedir. Kontrol DNA ornekleri ile karsilastirildigi zaman, siyah oklarla
gosterildigi gibi MEN1 ve HIC1 promotorlar: igin spesifik dismus prob sinyalleri
gozlenmektedir ki bu genlerin kopya sayisindaki azalmay: isaret etmektedir ( sekil b
deki 193 ve 355 bp fragmanlar) . MEN1 ve HIC1 promotorlar: igin spesifik beklenen
normal prob sinyalleri siyah oklarla sekil d de tarif edildigi gibidir.

c) AML hicre hattina ait CE kalip, bircok gende metilasyon gostermektedir, 6rnegin;
TIMP-3 (142 bp), KLK10(184 bp), pl5 (211 bp), p73 (238 bp), CDH13 (247 bp),
IGSF4 (319 bp) and ESR1 (373 bp) (kirmizi isaretli).

d) Aynm hucre hattindan CE kalibi (sekil ¢ de gosterildigi gibi) fakat Hhal islemi
uygulanmamis (Nygren A.O.H, 2005).



3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Cahsilacak Doku Orneklerinin Temini

Calismamizda kullanlan doku érnekleri Istanbul Universites Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim dal1 arsivlerinden elde edilmistir. Bu calismada farkl: tip ve tam
konulmus hastalardan alinan parafine gémult kalin bagirsak dokulari kullanimstir.
Farkli yas ve cinsiyet gruplarindan 70 hastaya ait parafine gdmult doku ornekleri
kullanilmigtir. Bu doku ornekleri kalin bagirsagin sag ve sol kolon, rektum, sigmoid
kolon, gekum, transvers kolon bolgelerinden farkli patolojik 6zelliklerde dokulardan
olusmaktadir. Kontrol grubu icin ise saglikli bireylerden ainan periferal kan
orneklerinden izole edilen DNA ornekleri kullanidmistir. Bu dokularlailgili cinsiyet, yas

ve tan bilgileri Cizelge.3.1 de gosterilmistir.

3.1.2. Kullamlan Sarf Malzemder ve Cihazlar

Y apilan ¢alisma 5 basamakta gerceklesmistir. Bu basamaklar siras ile,
- Doku drneklerinden parafinin uzaklastirilmasi
- Dokudan DNA izolasyonu
- MLPA PCR reaksiyonu
- Kapiller elektroforezde fragman analizi sonuclar

- Analiz sonuglarinin degerlendirilmesi

Bu basamaklarda yapilan islemler metod kisminda detaylar: ile anlatilmistir. Bu kisimda

basamaklarin her birinde kullanilan sarf malzemeleri ve cihazlar belirtilmistir.

10" ul luk pipet ucu DNase free (AHN,ALMANYA)
100’ ul luk pipet ucu DNase free (AHN,ALMANYA)
1000’ ul lik pipet ucu DNase free (AHN,ALMANYA)



Pipet takimu

Vortex

Santrif{]

Steril distile su

PCR cihazi

2 ml ependorf tiip

1.5 ml ependorf tip

0.2 ml PCR tlpa

Etav

Isitic blok (Kuru blok)
Mikrosantrif{j

Mini Spin

Kapiller Elektroforez(Sekans cihazi)
Kapiller (Uzunluk 47 cm, ¢ap 50pum)
Ksilol

Mutlak Etanol

DNA caisma kab1

Ependorf chiller

PCR chiller

DNA izolasyon kiti

QuickGene Mini80
Spektrofotometre

Deep-freeze

Buzdolabi

SalsaMLPA MEO11 Probe Mix
Gene Scan Liz 500 Internal Size Standart
Hi-Di Formamide

Mineral Yag

Hhal Restriksiyon enzimi
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(Thermo,ALMANYA)
(Medline, ABD)
(Thermo,ALMANYA)
(VivantisMALEZYA)
(ABI 2700,ABD)
(AHN,ALMANYA)
(AHN,ALMANYA)
(AHN,ALMANYA)
(NOve. Turkiye)
(Thermo,ALMANYA)
(Thermo,ALMANYA)
(Merc, ALMANYA)
(ABI 310,ABD)
(ABIGenetic Analyser,ABD)
(Merc, ALMANYA)
(Merc, ALMANYA)
(VivantisMALEZYA)
(VivantisMALEZYA)
(VivantisMALEZYA)
(Fujifilm,JAPONYA)
(Fujifilm,JAPONYA)
(Nanodrop,ABD)
(Ugur, TURKIYE)
(Arcelik, TURKIYE)
(MRC,Holland)
(ABI,ABD)
(ABI,ABD)
(Advalytix, ALMANYA)
(VivantisMALEZYA)



Cizelge 3.1. Calisilan olgulara ait patolojik veriler

Olgu No Cinsiyet Yas Tam

1 E 67 Adenokarsinom

2 K 71 Adenokarsinom

3 K 85 Adenokarsinom

4 E 51 Adenokarsinom

5 E 48 Adenokarsinom

6 E 68 Adenokarsinom

7 K 84 Adenokarsinom

8 E 69 Adenokarsinom

9 K 55 Adenokarsinom
10 E 75 Adenokarsinom
11 E 75 Adenokarsinom
12 K 65 Adenokarsinom
13 E 60 Adenokarsinom
14 E 57 Adenokarsinom
15 K 71 Adenokarsinom
16 K 75 Adenokarsinom
17 E 66 Adenokarsinom
18 E 56 Adenom

19 E 56 Adenom

20 E 64 Adenom

21 E 64 Adenom

22 E 62 Adenom

23 E 62 No&roendokrinkarsinom
24 E a7 Adenom

25 K 78 Adenokarsinom
26 E 37 Adenom

27 E 37 Adenom

28 K 45 Adenokarsinom
29 K 45 Adenom(Hamartdmat6z polip)
30 K 45 Adenom(Hamartdmat6z polip)
31 E 35 Adenom

32 E 35 Adenom

33 K 63 Adenokarsinom
34 K 63 Adenom

35 E 46 Adenom(polip)

36 E 46 Adenokarsinom
37 E 49 Karsinom

38 E 49 Tubuler Adenom
39 E 49 KarsinomLenf

40 E 32 Adenom High grade displazi
41 E 32 Adenom

42 E a7 Karsinom X kodlu
43 E a7 KarsinomY kodlu

47



Cizelge 3.2. Devami, Calisilan olgulara ait patolojik veriler

Olgu No Cinsiyet Yas Tam

a4 E 47 Adenom

45 E 64 Adenom(Hiperplastik polip)
46 E 64 Adenom(Displazili Hiperplastik polip)
47 E 47 Adenom

48 K 52 Adenokarsinom
49 K 75 Adenokarsinom
50 K 72 Adenokarsinom
51 K 56 Adenokarsinom
52 K 56 Adenokarsinom
53 E 70 Adenokarsinom
54 E 57 Adenokarsinom
55 E 59 Adenokarsinom
56 E 76 Adenokarsinom
57 E 60 Adenokarsinom
58 E 74 Adenokarsinom
59 E 50 Adenokarsinom
60 K 54 Adenokarsinom
61 K 38 Adenokarsinom
62 K 56 Adenokarsinom
63 K 58 Adenokarsinom
64 K 65 Adenokarsinom
65 K 40 Adenokarsinom
66 K 73 Adenokarsinom
67 K 57 Karsinom

68 K 57 Adenokarsinom
69 K 65 Adenokarsinom
70 K 72 Adenokarsinom




3.1.3.Dokulardan Parafinini Uzaklastirilmasinda K ullanilan Soltsyonlar

Xylol

Alkol % 99.5
Alkol %85
Alkol %70
Alkol 940
Steril distile su

3.1.4. MLPA yontemi icin kullamlan soltsyonlar

SALSA Probe-mix (MRC-Holland,HOLLANDA)
MLPA buffer (MRC-Holland,HOLLANDA)
Ligase-Buffer A (MRC-Holland,HOLLANDA)
Ligase-Buffer B (MRC-Holland,HOLLANDA)
Ligase 65 enzyme (MRC-Holland,HOLLANDA)
Salsa Primer (MRC-Holland,HOLLANDA)
Salsa Enzyme Dilution buffer (MRC-Holland,HOLLANDA)
Salsa Polymerase (MRC-Holland,HOLLANDA)
Salsa PCR buffer (MRC-Holland,HOLLANDA)
BstHH I (Hhal Enzimi) (VivantisMALEZYA)

3.1.5. BstHH | (Hhal) Restriksiyon Endoniikleaz

Haemophilus haemolyticus bakterisinden elde edilen bir restriksiyon endonikleaz

enzimidir.

Kullanilan kesim enziminin metilasyon duyarli olmasi, tamma bolgesindeki metilasyon

durumuna bagli olarak kesim durumunu degistirmektedir. Kullamlan kesim enziminde
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1 pl de 40 Unite enzim bulunmaktadir. Enzim 49 °C de maksimum verimde
caligmaktadir. Bu nedenle uygula basamaklarinda kesim asamasi da gergeklesmistir.
5-G CG"C-3
3-C"GCG-5
Sekil 3.17. Hhal enziminin tamma bolges CG dizisidir. Bu dizisi genellikle genomda
CpG adaciklarinda lokalizedir.

Enzim metilasyon duyarli c¢alisma mekanizmasina sahiptir. Tamma bdlgesinde

metilasyon durumu oldugunda enzim kesim gerceklestiremez.

3.1.6. MLPA MEO11 Kit Prablari ve Ozdllikleri

Calismamizda kullandigimiz  MEO11  kitinde SALSA  Probe-mix iceriside
Cizelge.3.2.gosterilen problar bulunmaktadir. Bu problar hedef gen bolgelerine
hibridize olacak olan sentetik problardir. Ayrica bu problarin iginde reaksiyonun
durumunu yorumlamaya yarayan ve metilasyon analizinde kullamlacak kontrol ve

referans problar bulunmaktadir.

MLPA PCR asamasinda kullamlan problarin amplifikasyonunu saglayan SALSA
primerlerinin dizileri asagidaki gibidir. Bu primerlerden forward primer floresan isaretli,
reverse primer ise isaretsizidir. Primerleden birinin floresan isaretli olmasi Sekans

cihazindaki lazer okuyucunun amplikonlari okumasini saglamaktadir.

SALSA PCR Forward primer (Floresan Isaretli):
*GGGTTCCCTAAGGGTTGGA

SALSA PCR Reverse primer (Floresan Isaretli Degil):
GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA
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Cizelge 3.3. Hedef gen bolgelerine hibride olan sentetik MLPA problar ve zellikleri

Hhal Saptanan Kromozom
Uzunluk SalsaMlpa Problari
Bolges Gen pozisyonu
64-70-76-82* DQ-control fragments
88-92-96** DD-control fragments

136 Probe 0981-L.0566 - CREM 10p12.1
142 Probe 7935-L7716 + PMS2 7p22
148 Probe 1685-L.1265 - MLH1 3p22.1
154 Probe 4661-.4043 + PMS2 7p22
160 Probe 6228-.5731 + MSH6 2pl6
166 Probe 1686-L1266 + MLH1 3p22.1
175 Probe 0554-L.0123 - TNFRSF1A 12p13.31
184 Probe 6227-L7711 + MSH2 2p21
193 Probe 5670-L5146 + MGMT 10926
198 Probe 6222-L.7712 + MLH1 3p22.1
202 Probe 1245-L.0793 - MLH3 14924.3
209 Probe 6230-L5733 + MSH6 2pl6
220 Probe 7940-L7721 + MSH3 5q14.1
229 Probe 2334-.1820 - PAH 12023
237 Probe 7187-L7710 + MLH1 3p22.1
246 Probe 0911-1.0499 - MSH2 2p21
256 Probe 0587-L0382 - BCL2 18921.3
265 Probe 6221-1.1747 + MLH1 3p22.1
274 Probe 6142-1.0599 + MSH2 2p21
283 Probe 7938-L7719 + MSH3 5q14.1
292 Probe 2258-.1745 + MLH1 3p22.1
301 Probe 6229-1.5732 + MSH6 2pl6
310 Probe 3184-1L.2523 - CDK®6 70921.3
319 Probe 7188-L5144 + MGMT 10926
328 Probe 7934-L7715 + PMS2 7p22
337 Probe 2416-1.1862 - CDH1 16022.1
346 Probe 7939-L7720 + MSH3 5q14.1
355 Probe 7941-L.7722 + MLH3 14g24.3
364 Probe 1234-L.0781 - A1651963 10p14
373 Probe 2239-L.1261 + MGMT 10926
382 Probe 0973-L0560 - NET-7 10922
400 Probe 6141-1.2162 + MSH2 2p21

* 100 ng DNA miktarindan daha dusik degerlerde pik goruntiisi olusturur
** Hibridizasyon dnceside DNA denatiirasyonu eksik gerceklestiginde disik pik olusur.
Cizelgedeki veriler problarlailgili su bilgileri vermektedir.
Uzunluk : Problarin sekans uzunlugunu bildirmektedir.
Salsa MLPA Problari : Sentetik olarak Uretilen problara verilen kod numaraari
Hhal Bolgesi : Metilasyon duyarli kesim enzimi bolgesi bulunduran prob,
+ ; kesim bolges var
- ; kesim bolgel yok
Saptanan Gen : Analizini yaptigimiz genler

Kromozom pozisyonu: Prolarin spesifik genlerinin kromozom lokalizasyonu
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3.2.METOD

Memeli dokularindan DNA ekstraksiyon isleminde bir ¢ok laboratuvarda klasik olarak
uygulanan dokudan DNA ekstraksiyon igslemleri uygulanmaktadir. Fakat parafin bloktan
DNA ekstraksiyon isleminde ekstra tekniklere ihtiyag duyulmaktadir. Parafine gomulu
dokulardan DNA eldesi, parafine gobmult olmayan taze veya eski dokulara gére daha
zor olmaktadir. Bu nedenle dokudan en yiiksek miktar ve kalitede DNA elde etmek igin
ekstraksiyon islemine baslamadan bazi uygulamalar1 dikkatle ve hassasiyetle

uygulamak gerekmektedir.

Parafin maddesi maden kdmdriinden elde edilen mumsu yapida bir yagdir. Uzun stre
saklanacak olan doku Orneklerinin bozulamadan korunmasi igin kullamlimaktadir.
Nukleik asit ekstraksiyon islemlerinde ilk olarak parafinin dokudan uzaklastirilmasi
gerekiyor. Doku parcalarinin yikanmasi ile parafin uzaklastirilmaktadir. Bu islem igin
sirasiylaksilol(ksilen), steril distile su, alkol kullamimaktadr.

Doku orneklerinden parafini uzaklastirmak igin Onerilen cok cesitli yontemler
bulunmaktadir. Arastiricilar tarafindan tavsiye edilen ve uygulanmis olan bitin farkl

yontemlerde temel hedef ayn olup, bazi detaylarda fakliliklar bulunmaktadir.

Bu ¢alismada arastiricilar tarafindan uygulanan ve 6nerilen bitiin yontemlerden istifade
ederek, ekstraksiyon asamasindaki basamaklari da hesaba katarak kendimize ait bir
yontem uyguladik.

3.2.1. Dokularin Hazirlanmas

Dokularin hazirlanmasinda her bir 6rnek igin tezgah Uzerine kagit havlu serildi. Bu
kagit havlunun Uzerine dortte biri kadar aliminyun folye kagit havlunun ortasina
yerlestirildi. Aliminyun folye ortasina da bir tane lam yerlestirildi ve dokulardan
istenilen ebatlarda ince kesit alinmasi islemi gerceklestirildi. Lam tzerinde yan olarak

yatirdigimiz blogun taban kisminda steril bistiri ve steril bistiri uclar ile gok ince
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kesitler alindi. Bu islem esnasinda mimkin olabildigi kadar blogu bir boydan bir boya

bistirinin ucunu hi¢ kaldirmadan en uzun kesitler alacak sekilde uygulandh.

Bu islemde 6zelikle bir basamaga 6zen gosterildi. Kip seklindeki ya da dikdortgenler
prizmasi seklindeki parafin bloklarda bulunan doku parcaart genellikle blogun taban
kismina yerlesmis sekilde tutuluyordu. Blogun tamamen icerisine yerlesmeyen doku
parcalar: dis ortamla temas etmekteydi. Bloklarin hazirlanma kosullarini géremedigimiz
icin ve transportu esnasinda birgogu aym kutu iginde tasinmasi nedeniyle muhtemel
kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak igin parafin blogun 6nce dokunun dis yizeye
yakin kismindan yani taban kismindan baslamak Uzere bistiri ile tum ylzeyleri siyrildi.
Bu islem yapilirken iki defa bistri ucu degistirildi. Blogun tim yuzeyleri tamamen
siyrildiktan sonra lam ve aliminyum folye atildi. Yerine tekrar yeni aliminyum folye ve
lam yerlestirildi. Ayrica bistiri ucu tekrar degistirildi. Butin bu islemler igin toplam (g
kez bisturi ucu degistirildi.

Elde edilen ince kesitler arasindan gorsel olarak belirlenen en ince doku kesitlerinden
yaklasik 10-50 mg arasinda degisen agirlik araliginda hassas terazi ile olgilerek 2 ml lik
ependorf tiplere konuldu. Hassas terazi ile 6lgim sirasinda terazinin tzerine aliminyum
folye yerlestirilidi ve her tartim isleminden sonra aiminyum folye degistirildi. TUplerin
kapaklarinave yan yizeylerine silinmeyen cam kalemle hastalara verdigimiz numaralar

yazild.

3.2.2.Parafinin Uzaklastirilmas

2 ml lik ependorf tuplere 10 — 50 mg arasinda ince kesitleri halinde doku Ornekleri
yerlestirerek sonraki basamak icin bitun doku Ornekleri hazirlandi. Parafinin
uzaklastirilmas: hazirlanan bu tupler icerisinde gergeklestirildi. Dokulardan parafinin
tamamen uzaklastirilmasinda zor bir uygulama gerektirmektedir. Parafinin tamamen

uzaklastiriimast sonuglarin verimini artirmak igin son derece 6nemli bir siregtir.
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Bu islemler icin ksilol(ksilen), alkol, steril distile su ve serum fizyolojik kullanildi.

Sirasi ile agagidaki basamaklar uygulandi;

Ksilol ile Yikama

1. 2 ml lik ependorf tuplerin igerisine 1200 pl ksilol eklendi, tipler elle birkag defa
elle alt Ust edildi, ardindan vorteks ile hafif hizla karistirildi ve 56 °C de bir gece
etivde inkube edildi.

2. Bir gece inkuibasyondan sonra mikrosantrifiijde 12000 rpm de 3 dakika santrifuj
edildi. Stipernatan tipun dibinde hi¢ sivi kalmayacak sekilde tlpten atil di.

3. Tuplerinicerisine ikinci defa ksilol eklendi. Fakat bu kez 1000 ul ksilol eklendi,
tipler ele birkag defa elle alt Ust edildi, ardindan vorteks ile hafif hizla
karistirildi. Ettivde 70 °C de 30 dakika inktibe edildi.

4. Inklbasyon sonunda 12000 rpm de 3 dakika santrifijj edildi. Stpernatan tupin
dibinde hi¢ sivi kalmayacak sekilde tipten atildi.

5. Tuplerin igerisine Gglinct kez, bir 6nceki basamakta oldugu gibi 1000 pl olarak
ksilol eklendi, tupler elle birkag defa elle alt tst edildi, ardindan vorteks ile hafif
hizla karistirildi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

6. 12000 rpm de 3 dakika santrifyj edildi. Sipernatan tlpin dibinde hi¢ sivi
kalmayacak sekilde tlpten atildi.

Su ile Yikama

7. Tuplerin icerisine 1000 pl steril distile su, tupler elle birkag defa elle alt Ustu
edildi, ardindan vorteks ile hafif hizla karistirildi. 37 °C de 30 dakika inkiibe
edildi.

8. 12000 rpm de 3 dakika santrifyj edildi. Stpernatan tlpin dibinde hi¢ sivi
kalmayacak sekilde tlpten atildi.

9. Asirt eskimis ve deforme olmus dokularin olugu tiplere 1000 pl serum
fizyolojik eklendi ve 37 °C de etlivde bir gece inkube edildi(Diger drneklere

onbirinci basamaktan itibaren islemler beklemeden uygulandi).



10. 12000 rpm de 3 dakika santriftj edildi. Slpernatan tupun dibinde hi¢ sivi

kalmayacak sekilde tlpten atildi.

Alkol ile Yikama

11. Tuplerin igerisine % 40 lik alkolden 1000 ul eklendi. Tupler birkag defa elle alt

ust edildi. Odasicakliginda 5 dakika inkibe edildi.

12.12000 rpm de 3 dakika santriftj edildi. Slpernatan tupun dibinde hi¢ sivi

kalmayacak sekilde tlpten atild.

13. Son iki basamakta yapilan islemler %70, % 85 ve % 99.5 alkoller ile aym

sekilde tekrar edildi.

14. Tuplerin agz1 agik birakilarak alkolin tamamen u¢mast ve dokularin kurumast

sagland.

3.2.3. DNA Ekstraksiyonu

Parafinden ve akolden arindirilan doku pargalari DNA ekstraksiyonu icin hazir hale

geldi. Kitinigrisindeki kimyasallar ile lizisislemleri baglatildi.

180 pl MDT buffer ve 20 pl Proteinase K her bir tiipe eklendi ve 55 °C de bir
gece inkiibe edildi.

Bir gece inkiibasyondan sonra 10000 rpm de 3 dakika satrifij edildi. Stpernatan
kismi steril 1,5 ml lik ependorflara aktarildi. Sayet santrifij sonunda tipun
dibinde hala erimeyen doku parcalar1 kaldi ise lisiz iglemi 180 pul MDT buffer ve
20 pl Proteinaz K ile tekrar edildi. Bu lizis asamasinda 120 dakika inkubasyon
yapildi.

Bir gece inkiibasyondan sonra tekrar 10000 rpm de 3 dakika satriftij edildi.
Supernatan farkl: steril 1,5 ml lik ependorflara aktarildi.

1,5 ml lik ependorflara aktarilmis olan lizatlara 180 pl LDT buffer eklendi ve 70
°C de inklibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 240 ul mutlak alkol eklendi. Vorteskle karistirildi. Bu islem

sonundalizat tamamen hazir hale geldi.
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- Lizata yar1 otomatik QuickGene Mini80 cihazinda yikama ve eltsyon islemleri

uygulanarak 200 pl ellisyon tamponu igerisinde DNA izole edildi.

3.2.4. MLPA Reaksiyonlari

MLPA resksiyonlari 3 asamada tamamlandi. Bu asamalarda hibridizasyon,
ligasyon(ligasyon kesim), PCR reaksiyonlari gergeklestirildi. Bu reaksiyonlarda
kullanilan buttun soltsyonlar asagidaki basamaklarda bir ornek Uzerinden miktarlar

yazild.

3.2.4.1. Hibridizasyon

0,2 ml lik PCR tuplerininigerisine her DNA 0Orneginden 5 pl eklendi
PCR cihazinda 98 °C de 10 dakika denattire edildi
Inkubasyon sonunda sicaklik 25 °C ye dustrtldu.
Her bir tipe 1,5 pl SALSA prob miks ve 1,5 pul MLPA tamponu eklendi,pipeta)

yapildi.
- 1 dakika 95 °C de denature edildi ve 60 °de 16 saat inklibasyona birakild:

3.24.2. Ligasyon , Ligasyon+Kesm

- 16 saat hibridizasyondan sonra cihaz 25 °C ye dusurildi.

- Oda sicakligida her bir tipe 3 pl Ligase Buffer A ve 10 pl steril distile su eklendi,
yeteri kadar pipetaj yapildi.

- Ornek sayisinca yeni PCR tlpleri hazirlandi ve olgu numralarina gore renkli cam
kalemi isaretlendi.

- 10 pl sivi yeni hazirlanan PCR tuplerine aym olgu numaralarina dikkat edilerek
aktarildi. Bu sekilde sadece ligasasyon reaksi yonun gergeklesecegi drnekler ile ligasyon
ve kesim reaksi yonun gerceklesecegi ornekler hazirlandi.

- Butun PCR tupleri PCR cihazina yerlestirildi.
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- 49 °C de bir dakika inkibe edildi, hemen ardindan 49 °C de bekleyecek sekilde cihaz
durduruldu.
- Sadece ligasyon reaksiyonu gergeklesecek olan tiplere Ligase 65 karigimi eklendi.
- Ligasyon ve kesim reaksiyonu gergeklesecek olan tliplere Ligase-Digestion karigimi
eklendi

Ligase Karisimi Hazirlanmas;

1,5 pl Ligase 65 buffer B + 8,25 ul su + 0,25 pl Ligase 65 enzimi yeterince
pipeta yapacak kadar karistirilarak karisim hazirland:.

Ligase-Digestion Karigimi Hazirlanmast;
1,5 pl Ligase 65 buffer B + 8,125 pl su + 0,25 pl Ligase 65 enzimi yeterince
pipeta yapacak kadar karistirilir ve tizerine 0,125 pl Hhal enzimi ilave edildi.

- Cihaz tekrar calismaya baslatilir her iki grup tup 30 dakika 49 °C de inkibe edilir,
hemen ardindan 98 °C de 5 dakika denatiire edildi.
- Denatiire edildikten sonra sicaklik cihaz 4 °C disiraldo.

3.24.3. PCR

- Ligasyon Urtinlerinden 5 pl alinarak yeni tiplere aktarild.

- 5l tzerine 2 pl PCR buffer ve 13 pl steril distile su ilave edildi, pipeta yaparak
karistirildi ve PCR soguk blogunun tzerine yerlestirildi.

- Tupler soguk blok(PCR chiller) Gizerinde iken 5 pl Polymerase karigimi ilave edildi.

- Polimeraz karisimi ilave edildikten sonra , dnceden 72 °C de isitilmis olan PCR

cihazina hizlica tipler yerlestirildi ve PCR reaksiyonu baslatildi.

Polymerase Karisimi Hazirlanmas;
1 pl PCR primerleri + 1 pl + Enzim Sulandirma tamponu + 2,75 pl steril distile

su eklenip karistinldi. Karisimin Gzerine 0,25 Polimeraz enzimi ilave edildi.

PCR Kosullar: ;
30 saniye 95 °C, 30 saniye 60 °C, 60 saniye 72 °C ; 35 siklus
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20 dakika 72 °C inkubasyon

- PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra PCR drunleri floresans isaretli primerlerle
cogaltildi. Isik primerlere zarar vermektedir, bunu 6nlemek PCR tipleri aliminyum
folyeile sarildi ve -20 °C ye kaldirild.

3.2.4.4. Kapiler Elektroforezile Y uritme

- Elde edilen MLPA PCR amplikonlarindan 1pl érnek
- 11,25 formamide

- 0,75 size standart

karisimi kapiller elektroforez cihazimin septa kapakli tuplerine ilave edildi. Sekans
cihazimn yuritme sistemi uygulandi. Bu yuritmede kapiller elektroforezinde fragman

analizi yapildi.

3.2.5. igatistiki Degerlendirme Metodu

Elde edilen veriler Student t-testi ve Ki-kare testi kullamilarak anlamlilik diizeyi olarak
a=0.05 anarak hesaplandi. Hesaplamalar SPSS 17 programu kullanild.
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4. BULGULAR

4.1. izole Edilen Doku DNA’ larinin Spektrofotometre ile Olglim Degerleri

Calismamizda kullanillan parafine gomult olan dokulardan izole edilen DNA
orneklerinin  spektrofotometrik  olgimleri  yapildi.  Spektorfotometrik  dlguimlerle
nikleotidlerin safligi, kirlilik miktari, protein varligi saptanabilmektedir. Nukleotidler
260 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon 6zelligi gbstermektedir. Bu nedenle 260
nm dalga boyunda 6l¢tilen absorbsiyon degerleri oldukga saf olarak izole edilen nukleik

asitlerin miktarlarinin belirlenmesi nde kullanmlmaktadhr.

260 nm ve 280nm dalga boylarindaki okunan degerlerin, 260nm/280nm oram nukleik
asitlerin saflig1 hakkinda bilgi vermektedir. A260/A280 oram 1.75-1.8" in Uzerindeki
degerlerde safl astirilmig DNA varligindan bahsedilir.

Bu 6lgim sonucunda DNA saflig1 igin optik dansite degerleri (260/280) ve 1 pl’ deki
DNA nanogram olarak agirliklar: Cizelge.4.1. de verildi.

MLPA uygulamalarinda her reaksiyon igin gerekli duyulan DNA miktar1 20-200 ng
olarak belirlenmistir. Her drnekten bir MLPA reaksiyonu igin 5 pl kullamimaktadir.

Kullanmlan bitin 6rneklerde DNA miktar1 en alt limit olarak belirlenen 20 ng / 5 pl
degerinin Uzerindedir. Elde ettigimiz DNA miktarlarimn MLPA calismast icin yeterli
oldugu gorilmektedir. Calismamizda her DNA drneginden bir MLPA reaksiyonu igin 5
pl kullanld.
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Cizelge 4.1. DNA izolasyonu sunucu el de edilen absorbans degerleri (260/280 nm)

OLGU NO 0O.D. 260/280 nm ng/ul | OLGU NO 0.D.260/280 nm ng/pl
1* 141 9.9 36 1.92 38.6
2 1.83 41.9 37 1.90 6.9
3 173 32.9 38 2.00 30.7
4 176 30.6 39 1.92 524.0
5 191 82.6 40 1.92 79.8
6 1.68 34.9 41** 2.06 19.0
7 157 129 42 2.00 441
8 1.90 74.9 43 179 21.9
9 177 41.9 44 179 59.7
10 151 145 45 1.93 241.9
11 1.65 275 46 1.92 25.1
12 1.60 25.0 47 2.00 65.2
13 1.95 127.2 48 1.96 55.2
14 1.95 92.0 49 1.92 51.2
15 191 54.2 50 197 41.4
16 1.68 38.3 51 1.87 41.3
17 1.87 142.3 52 1.90 58.0
18 191 59.5 53 1.86 245
19 179 24.7 54 197 26.1
20 1.89 388.9 55 1.85 56.2
21 2.04 207.6 56 173 324
22 1.80 20.7 57 179 110.6
23 1.89 106.3 58 175 38.3
24 1.90 29.6 59 1.69 35.9
25 1.99 832.8 60 1.88 154.0
26 1.64 19.0 61 181 29.8
27 1.86 37.6 62 1.80 52.5
28 1.84 31.2 63 1.80 25.7
29 179 13.7 64 1.85 32.2
30 1.93 298.7 65 1.85 60.3
31 1.92 26.7 66 1.82 42.9
32 1.83 194 67 1.80 31.8
33 1.87 37.3 68 197 68.7
34 1.87 46.8 69 1.80 62.5
35 2.05 90.4 70 1.93 47.5

*En distik DNA miktar: elde edilen olgu
** En yiksek DNA miktar: elde edilen olgu
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4.2. PCR Urunlerinin Kapiller Elektroforez Sonuclar:

Kontrol grubunda 4 adet ve drnek grubunda 70 adet olmak Uizere toplam 74 adet DNA
orneklerindeki hedef gen bolgelerine ait problarin sayisal degisikliklerin (copy number)
ve metilasyon (methylation) sikliginin tam olarak belirlenmesi igin hibridizasyon.
ligasyon ve PCR basamaklarindan sonra floresan isaretli primerlerle amplifiye edilen
MSMLPA PCR amplikonlart kapiller elektroforez cihazinda yurutildu. Y uritmeye
baslamadan o©nce calismamizda kullandigimiz MEO11(lot 0408) kitinin sekans
cihazinda GeneM apper programinda paneli olusturuldu. Bu panel kurulumu ile yaritme
sonunda elde edilen pik goruntulerinden kitimize ait olan ya da bizim ilgilendigimiz

problarin belirlenmesi sagland:.

Kapiller elektroforez uygulamasinda. kullanmlan kilcal kapillerin ince yapisi tek baz
farkina sahip hedef bolgelerini bile saptayabilmektedir. Farkli uzunluklara sahip tim
hedef bolgelere ait problar lazer okuyucu ile saptanip, fragman analizi yapilmaktadir.
Kapiller eletoforez cihazindaki her bir MS-MLPA PCR Uruntine ait hedef dizilerin pik
gorunttleri ve bu piklerin verdigi datalar GeneMapper programi ile her ornegin
yurutilmesinden sonra belirlendi. Bu programin bize verdigi datalar dnce txt uzantili

dosyalara daha sonra xIs uzantili excell verileri sekline donusturaldu.

Excell format1 seklinde elde edilen datalar igin pik ayiklama islemi yapildi. Pik
ayiklamasinda daha 6nce kitimize ait cihazin programina kurulan panelin verdigi veriler
kullanildi. Pik ayiklamasinda kitin igindeki problara ait veriler kaydedildi. bunun
disindaki  tim pik alan degerleri ve verileri silindi. Bu sekilde her 6rnege ait hem

sayisal degisikler hem de metilasyon yuriutmelerine ait veriler elde edildi.
Elde edilen piklerin alan degerleri kullamlan MEO11 MMR kitinin kullarim
kilavuzunda belirtilen veri analiz yontemine gore analiz edildi (SALSA MS-MLPA kit

MEO11 MMR. description version 08; 25-08-2008).

MEO11 MMR kiti 136 ile 400 nikleotit arasinda amplifikasyon Urlnt veren 32 adet
farkli prob icermektedir. Cizelge.4.2.’de goruldigt gibi 11 adet Hhal restriksiyon

61



endoniikleaz (RE) kesim bolgesi icermeyen referans probu ve 22 adet Hhal restriksiyon
endoniikleaz kesim bdlges iceren metilasyon spesifik prob yer almaktadir.

Kesim yapilan ornekler (metilasyon spesifik analiz) icin kesim bolgesi icermeyen
referans problarimin aritmetik ortalamasi alindi her bir metilasyona 6zgu probun pik alan

degeri bu ortalamaile oranlandi ve M (metilasyon) degeri olarak belirlendi.

Kesim yapilmayan ornekler (copy number) icin kesim bolges igeren ve igermeyen tim
proplarin pik alan degerlerinin aritmetik ortalamasi alinarak her bir probun pik alam

degeri ile oranlandi ve CN (copy number) degeri olarak belirlendi.

Her bir prob icin elde edilen M ve CN degerleri oranlanarak her bir probun metilasyon
oram bulundu. Ayni gene ait farkli degerlerin ortalamasi alindi. Bu uygulama kontrol ve
ornekler olmak Uizere buttin veriler igin uygulandi. Bu sekilde her kontrole ve her drnege

ait buttin problarin tek tek oranlar: elde edildi.

Elde edilen kontrol grubu metilasyon oranlarinin ortalamast  6rneklerden elde edilen
degerler icin esik deger olarak belirlendi. Orneklerin her prob icin saptanan metilasyon
oram ile kontrolden elde edilen deger karsilastirilarak butin problarin metilasyon

durumlar: belirlendi.
Cizelge4.2.”de kontrol grubuna ait DNA Orneklerinin kesim yapilmis ve kesim

yapilmamis PCR Urtnlerinin metilasyon ve kopya sayisi verileri ile metilasyon oranlar
gorulmektedir.
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Cizelge 4.2. Kontrol grubunda genlere gore metilasyon oranlari

Kesm Gen Adi Kontrol —Metilasyon | Kontro —Copy Number K-M* / 0 M***
Bolges (K-M)* (K-CN)** K-C.N.**

- CREM 18493 21303 - -

+ PMS2 16 6001 0.007 0.7

- MLH1 20720 28576 - -

+ PMS2 1268 6023 0.078 7.8
+ MSH6 582 6563 0.263 26.3
+ MLH1 1556 8999 0.073 7.3

- TNFRSF1A 18938 21625 - -

+ MSH2 108 5624 0.036 3.60
+ MGMT 343 4069 0.033 3.30
+ MLH1 168 3787 0.075 7.50
- MLH3 12600 13605 - -

+ MSH6 388 8387 0.042 4.20
+ MSH3 840 4345 0.175 17.50
- PAH 11468 18777 - -

+ MLH1 288 6289 0.016 1.60
- MSH2 9591 9248 - -

- BCL2 10933 16696 - -
+ MLH1 132 5016 0.037 3.70
+ MSH2 116 3725 0.284 28.40
+ MSH3 140 4119 0.583 58.30
+ MLH1 53 3722 0.009 0.90
+ MSH6 782 5750 0.068 6.80
- CDK6 12027 14654 - -
+ MGMT 1088 17472 0.067 6.70
+ PMS2 614 4965 0.052 5.20
- CDH1 8919 11259 - -
+ MSH3 14 2409 0.008 0.80
+ MLH3 77 3699 0.011 1.10
- A1651963 9327 9008 - -
+ MGMT 734 3231 0.156 15.60
- NET-7 11657 14541 - -
+ MSH2 232 4229 0.039 3.90

* K-M; Kontrol grubu metilasyon degeri

** K-CN; Kontrol grubu copy number degeri

**% 0pM; metilasyon oran
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Cizelge.4.3. Kontrol grubunda ve galigma grubundaki genlere gore esik degeri olarak

belirlenen ortalama metilasyon oranlar

Gen Ads Kontrol Grubu Calisma Grubu
% Metilasyon Oranlari % M etilasyon Oranlari
PMS2 4.60 65.71
MSH6 12.40 67.14
MLH1 4.20 97.14
MSH2 12.00 24.28
MGMT 8.50 82.85
MSH3 25.50 78.57
MLH3 1.10 75.71

Her bir 6rnege ait tum genlerin metilasyon yizde oranlarimin sayisal degerleri ile
Cizelge 4.3'deki kontrollere ait ortalama metilasyon yiizde oranlar: karsilastirildi. Bu
karsilastirma sonrasinda kontrol grubundaki metilasyon oranindan ytiksek olan genlerde
metilasyon var olarak degerlendirildi. Kontrol grubundaki metilasyon oranindan dusik
olan genlerde yok olarak degerlendirildi. Cizelge 4.4'de goruldigt gibi metilasyon var

olanlar ‘+', metilasyon olmayanlar ‘-’, seklinde isaretlendi.



Cizelge 4.4. Metillasyon gozlenen genlerin olgulara gore dagilimi

No | Cinsiyet | Yas Tam PMS2 | MSH6 | MLH1 | MSH2 | MGMT SH3 | MLH3
1 E 67 | Adenokarsinom + + + - + + ¥
2 K 71 | Adenokarsinom + + + + + + ¥
3 K 85 | Adenokarsinom + + - ] ] -
4 E 51 | Adenokarsinom + - + - ] ] -
5 E 48 | Adenokarsinom - - + - - N N
6 E 68 | Adenokarsinom + + ] I T N ;
7 K 84 | Adenokarsinom + - + - + + ¥
8 E 69 | Adenokarsinom + - + - ] ] -
9 K 55 | Adenokarsinom - + + - + + ¥

10 E 75 | Adenokarsinom - + + - + B o

11 E 75 | Adenokarsinom - + + - + B o

12 K 65 | Adenokarsinom + + + - + + ¥

13 E 60 | Adenokarsinom i - + - + B o

14 E 57 | Adenokarsinom + - + - ] ] -

15 K 71 | Adenokarsinom i - + - - B o

16 K 75 | Adenokarsinom - - - - + - ¥

17 E 66 | Adenokarsinom - + + - + B B

18 E 56 Adenom - + + - + + ¥

19 E 56 Adenom + + + - + + ¥

20 E 64 Adenom + + + + o i ;

21 E 64 Adenom + + + + o ] ]

22 E 62 Adenom + + + - + + ¥

23 E 62 | Noroendokrinka i + + - + - o

24 E 47 Adenom + + + + o _ ;

25 K 78 | Adenokarsinom + + + - + + ¥

26 E 37 Adenom + + + - - + ¥

27 E 37 Adenom + - I i T ] ]

28 K 45 | Adenokarsinom - - + + + + B

29 K 45 Adenom i + + - + - o

30 K 45 Adenom i + + + + B o

31 E 35 Adenom + + + - + + ¥

32 E 35 Adenom - + + - + - +

33 K 63 | Adenokarsinom i + - - + i m

34 K 63 Adenom + + - - + ¥ ¥

35 E 46 | Adenom(polip) + - - - - i ]

36 E 46 | Adenokarsinom + + + - - + ¥

37 E 49 Karsinom - + + - + + ¥

38 E 49 Tubuler - + + - - + ¥

39 E 49 KarsinomLenf + + + - + R N

40 E 32 | AdenomHigh - + + - + i o

41 E 32 Adenom + - + - - - -

42 E 47 Karsinom X + - - - B ] -

43 E 47 KarsinomY + + - - - N N

44 E 47 Adenom + - + - + ] B

45 E 64 Adenom + - + - + + N

46 E 64 | Adenom(Displazi - - - -4 B _ N

47 E 47 Adenom - + + - i N N

48 K 52 | Adenokarsinom - + + - + i N
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Cizelge 4.5. Devami, Metilasyon gozlenen genlerin olgulara gore dagilimi

49 K 75 | Adenokarsinom i + + - - - -
50 K 72 | Adenokarsinom i + + - - B o
51 K 56 | Adenokarsinom + + + + + o
52 K 56 | Adenokarsinom - + + - + + o
53 E 70 | Adenokarsinom - + + - + + o
54 E 57 | Adenokarsinom + - + - + + ¥
55 E 59 | Adenokarsinom + - + - + + -
56 E 76 | Adenokarsinom i - + - - + o
57 E 60 | Adenokarsinom - + + + + + B
58 E 74 | Adenokarsinom + - + + T - ;
59 E 50 | Adenokarsinom + + + i i I T
60 K 54 | Adenokarsinom i - + - + + o
61 K 38 | Adenokarsinom - + + + + + B
62 K 56 | Adenokarsinom + + + m I ] T
63 K 58 | Adenokarsinom i + + + + B o
64 K 65 | Adenokarsinom + - + - + + ¥
65 K 40 | Adenokarsnom - + + - + + -
66 K 73 | Adenokarsinom - + + - - + o
67 K 57 Karsinom + + + + + i ]
68 K 57 | Adenokarsinom - + + - + + -
69 K 65 | Adenokarsinom i + + - + - o
70 K 72 | Adenokarsinom + - - - B o m

Metilasyon 46/70 47/70 68/70 | 17/70 | 58/70 55/70 | 53/70

+(n)
%Metilasyon 65.71 67.14 97.14 | 2428 | 8285 7857 | 75.71
*n=70

Cizelge.4.4'de goruldugu gibi kolon kanseri yoninden patolojik bulgu gosteren tim
olgularda calismamizda hedefledigimiz MMR genlerinde her Ornekte yiksek
metilasyon oranm belirlendi. Bu sonuglara gore en yuksek metilasyon oramt MLH1
geninde oldugu saptand:.

Cizelge 4.5 ve 4.6’ da toplam 70 6rnegimizin 41'i erkek (% 58.6) ve 29'u kadindir (%
41.4). Kadinlarin yas ortalamast 61.76+£12.58 iken erkeklerin yas ortalamasi
55.02+12.39dur (p=0.029<0.05). Yas gruplarina bakildiginda 60 yas ati olan 6rnek
sayisi 38 (% 54.3) ve 60 yas ve Usti 32'dir (% 45.7). Adenokorsinom tamsi konan
hastalarin yas ortalamasi 61.63+11.45 iken adenom igin bu deger 48.91+11.57'dur.
Aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 4.6. Cingyet, yas ve taniya gore yas verilerinin dagilimi ve karsilastiriimasi.

Cingyet n % Ort. SS t p
Erkek 41 58.6 55.02 12.39
-2.23 0.029
Kadin 29 414 61.76 12.58
Yas
<60 38 54.3 48.16 7.85
yes -12.12
> 60 yas 32 457 69.28 6.51 0.000
Tanm
Adenokarsnom | 49 70.0 61.63 11.45 495
Adenom 21 30.0 48.91 11.56 ' 0.000

Cizelge 4.7da yas ortalamalarimin metilasyona gore dagilimi verilmistir. Genlerin

tuminde yuksek ve norma metilasyona gore yas ortamalarinda anlamli farklilik
gOzlemlenmemistir (p=0.000>0.05). PMS2 % 65.7 oraminda yuksek. MSH6 % 67.1.
MLH1 % 86.6. MSH2 % 24.3. MGMT % 82.9. MSH3 % 78.6 ve MLH3 % 75.7’dir.

Cizelge 4.7. Metilasyona gore yas verilerinin dagilimi.

Yas Verileri
PM S2 n % Ort. SS t 0]
Y Uksek 46 65.7 58.46 [12.23 0.58 |0.566
Normal 24 34.3 56.58 |14.08
MSH6
Y Uksek 47 67.1 57.30 112.62 -0.48 ]0.633
Normal 23 32.9 58.87 |13.45
MLH1
Y Uksek 62 88.6 57.58 113.04 -0.422 10.674
Normal 8 11.4 50.63 |11.56
MSH2
Y Uksek 17 24.3 56.12 111.04 -0.624 10.535
Normal 53 75.7 58.36 |13.39
MGMT
Y Uksek 58 82.9 58.19 112.16 0536 |0.594
Normal 12 17.1 56.00 |16.13
MSH3
Y Uksek 55 78.6 58.44 112.46 0.775 10.441
Normal 15 21.4 55.53 114.30
MLH3
Y Uksek 53 75.7 58.57 112.77 0.865 |0.390
Normal 17 24.3 55.47 113.07
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Cizelge 4.8’ de cinsiyet ve yas gruplarina gore tamnin yiizde karsil agtirilmasi verilmistir.
Buna gore erkek olan hastalarin % 56.1'i adenokorsinom iken kadinlarin % 89.7's bu
tamya sahiptir. iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (x?=9.10.
p=0.003<0.05). Yas gruplarina bakildiginda iki grup arasindaki fark anlamlilik
sinirindadir (p=0.059). 60 yas alti olanlarin % 60.5'i ve 60 yas ve Ustl olanlarin %

81.3' Ui adenokors nomdur.

Cizelge 4.8. Tamya gore cinsiyet ve yas gruplarinin yizdeleri.

Tam
Genler Adenokarsinom Adenom Toplam
n % n % n %
Erkek 23 56.1 18 439 41 100.0
. Kadin 26 89.7 3 10.3 29 100.0
Cinsiyet
Toplam 49 70.0 21 30.0 70 100.0
¥“=9.10. p =0.003<0.05
<60yas 23 60.5 15 39.5 38 100.0
Yas Grubu >60yas 26 813 6 18.8 32 100.0
Toplam 49 70.0 21 30.0 70 100.0

¥*=3.55. p =0.059>0.05

4.3. Cinsiyet Yonunden MMR genlerinin Metilasyon Bulgulari

Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10'da erkek ve kadin hastalara ait patolojik olgularda MMR
genlerinin metilasyon ylzdel eri gorilmektedir.
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Cizelge 4.9. Erkeklerde metilasyon ylzdeleri

Olgu |Cin. | Yas |Tam PMS2 |MSH6 |MLH1 [MSH2 |MGMT [MSH3 | MLH3
1 E 67 | Adenokarsinom + + + - + + B
4 E 51 | Adenokarsinom + - + - + + _
5 E |48 |Adenokarsinom - - + - - - -
6 E 68 Adenokarsinom + + + + - i
8 E 69 | Adenokarsinom - + - + + -
10 E 75 Adenokarsinom - + - + + i
11 E 75 Adenokarsinom - + - + + -
13 E |60 |Adenokarsinom - + - + + B
14 E 57 | Adenokarsinom - + - + + -
17 E 66 | Adenokarsinom - + + - + + +
18 E |56 |Adenom - + + - + + B
19 E |56 |Adenom + + + - + + B
20 E 64 Adenom + + + I o I
21 E |64 |Adenom + + + + + B
22 E |62 |Adenom + + + - + + B
23 E 62 | Noroendokrinkarsinom + + + - + - B
24 E |47 |Adenom + + + + + - +
26 E 37 | Adenom + + + - - + B
27 E |37 |Adenom + - + + + + B
31 E |35 |Adenom + + + - + + B
32 E |35 |Adenom - + - + - B
35 E |46 [Adenom(polip) - - - - ¥ ¥
36 E |46 |Adenokarsinom + + - - + +
37 E |49 |Karsinom - + + - + + +
38 E |49 |Tubuler Adenom - + + - - + B
39 E |49 |KarsinomLenf + + + - - -
40 E |32 |Adenom High grade displazi - + + - + +
41 E 32 | Adenom + - + - - - _
42 E 47 Karsinom X kodlu + - - - + + -
43 E |47 |KarsinomY kodlu + + - - - - -
44 E |47 |Adenom + - + - + o o
45 E 64 Adenom + - + - - -
46 E |64 |Adenom(Displazili - - - + + - -
47 E |47 |Adenom - + - + - -
53 E 70 | Adenokarsinom - + - + +

54 E |57 |Adenokarsinom + - + - + + B
55 E 59 | Adenokarsinom + - + - + + _
56 E 76 | Adenokarsinom + - + - - + B
57 E 60 Adenokarsinom - + + + + e o
58 E |74 |Adenokarsinom + - + + ¥ n T
59 E 50 | Adenokarsinom + + + + + + +

Metilasyon + (n) 28/41 |22/41 |37/41 |32/41 |33/41 30/41 | 29/41
%Metilasyon 68.29 |53.65 [90.24 |[70.05 |80.48 73.17 |70.73

*n=41
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Cizelge 4.10. Kadinlarda metilasyon ylzdel eri

Olgu| Cin.| Yas | Tam PMS2 | MSH6 [MLH1 [ MSH2 [ MGMT [ MSH3 [ MLH3
2 K |71 [|Adenokarsinom + + + + + + +
3 K 185 [Adenokarsinom - + + - + + -
7 K |84 [|Adenokarsinom + - + - + + +
9 K |55 [Adenokarsinom - + + - + + +
12 |K |65 |Adenokarsinom + + + - + + +
15 |K |71 |Adenokarsinom + - + - - + +
16 |K |75 |Adenokarsinom - - - - + - +
25 |K |78 |Adenokarsinom + + + - + + +
28 |K |45 |Adenokarsinom - - + + + + +
29 K 45 |[Adenom (Hamartomattz) | + + + - + - +
30 |K |45 |Adenom (Hamartdmatdz) |+ + + + + + +
33 |K |63 |Adenokarsinom + + - - + + +
34 |K |63 |Adenom + + - - + + T
48 |K [52 [Adenokarsinom - + + - + + -
49 |K [75 [Adenokarsinom + + + - - - -
50 |K |72 |Adenokarsinom + + + - - + +
51 K 56 | Adenokarsinom - + + + + + +
52 |K |56 |Adenokarsinom - + + - + + +
60 |K |54 |Adenokarsinom + - + - + + +
61 K 38 | Adenokarsinom - + + + + + +
62 K 56 | Adenokarsinom + + + + + + +
63 K 58 | Adenokarsinom + + + + + + +
64 |K |65 |Adenokarsinom + - + - + + +
65 |K |40 |Adenokarsinom - + + + + -
66 |K |73 |Adenokarsinom + + - - + +
67 |[K |57 [Karsinom + + + + + + B
68 |K |57 |Adenokarsinom - + + - + + -
69 |K |65 |Adenokarsinom + + + - + - +
70 |K |72 | Adenokarsinom + - - + + T
Metilasyon + (n) 18/29 | 22/29 |25/29 |8/29 |25/29 |25/29 |5/29
%M etilasyon 62.06 | 75.86 |86.20 |27.58 |86.20 |86.20 |17.24

*n=29

Cizelge 4.11’de cinsiyete gore metilasyon ytzdelerinin dagilim verilmistir. Metilasyon
bir farklihk
gozlemlenmemistir (p>0.05). PMS2 yiiksek metilasyon yizdes erkeklerde % 68.3 iken
kadinlarda % 62.1'dir. MSH6 erkeklerde % 61.0 oramnda yuksek. kadinlarda % 75.9
oramnda; MLH1 erkeklerde % 90.2. kadinlarda 86.2; MSH2 erkeklerde % 22.0.
kadinlarda 27.6; MGMT erkeklerde % 80.5. kadinlarda % 86.2. MSH3 erkeklerde %
73.2. kadinlarda % 86.2 ve MLH3 erkeklerde %70.7. kadinlarda % 82.8' dir.

yuzdeleri

ile cinsiyet gruplari arasinda tum genler icin herhangi
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Cizelge 4.11. Cinsiyete gore metilasyon yiizdeleri.

Cinsiyet
Genler Erkek Kadin Toplam
n % n % n %
Yiksek 28 68.3 18 62.1 46 65.7
PMS2 Norma 13 317 11 37.9 24 34.3
¥*=0.29. p =0.589>0.05
Yiksek 25 61.0 22 75.9 47 67.1
MSH6 Norma 16 39.0 7 24.1 23 32.9
¥*=1.71. p =0.191>0.05
Yiksek 37 90.2 25 86.2 62 88.6
MLH1 Norma 4 9.8 4 13.8 8 11.4
¥*=0.27. p =0.601>0.05
Yiksek 9 22.0 8 27.6 17 24.3
MSH2 Norma 32 78.0 21 72.4 53 75.7
¥*=0.29. p =0.588>0.05
Yiksek 33 80.5 25 86.2 58 82.9
MGMT Norma 8 195 4 13.8 12 17.1
¥*=0.39. p =0.532>0.05
Yiksek 30 73.2 25 86.2 55 78.6
MSH3 Norma 11 26.8 4 13.8 15 214
¥*=1.71. p =0.190>0.05
Yiksek 29 70.7 24 82.8 53 75.7
MLH3 Norma 12 29.3 5 17.2 17 24.3
Toplam 41 100.0 29 100.0 70 100.0

v*=1.34. p =0.248>0.05

Erkeklerde en yuksek oran MLH1 icin %90.24 olarak bulunurken. kadinlarda MLH1.
MGMT ve MSH3 icin metilasyon oranlarn %86.20 olarak belirlenmistir. Ayrica
kadinlarda %17.24 ile distk oranda gorilen MLH3 geni metilasyon orani erkeklerde
%70.73 ile farklilik gostermektedir. Sonug olarak kadinlarda MSH2 ve MLH3 geni

metilasyon oranlari erkeklere oranla daha diistik bulunmustur.
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4.4. Yas Yoninden MMR genlerinin Metilasyon Bulgular:

Cizelge 4.12'de erkeklerde 60 yas ve altindaki olgularda MMR genlerinin metilasyon

yuzdeleri gorulmektedir.

Cizelge 4.12. Y asa gore metilasyon yuzdeleri (60 yas ve alti)

Olgu |Cinsiyet|Yas |Tam PMS2 | MSH6 | MLH1 | MSH2 [ MGMT | MSH3 | MLH3
4 E 51 Adenokarsinom + - + - B ] _
5 E 48 Adenokarsinom - - + - - - _
13 E 60 Adenokarsinom + - + - + + n
14 E 57 Adenokarsinom + - + - ] o] _
18 E 56 Adenom - + + - + + +
19 E 56 Adenom + + + - + n ¥
24 E 47 Adenom + + + + + - n
26 E 37 Adenom + + + - - n ¥
27 E 37 Adenom + - + + + ¥ n
31 E 35 Adenom + + + - + n ¥
32 E 35 Adenom - + + - + - n
35 E 46 Adenom(polip) + - - - - i ]
36 E 46 Adenokarsinom + + + - - B ]
37 E 49 Karsinom - + + - + + n
38 E 49 Tubuler Adenom | - + + - - B ]
39 E 49 KarsinomLenf + + + - + _ _
40 E 32 Adenom High | - + + - + + n
41 E 32 Adenom + - + - - - -
42 E 47 Karsinom X kodlu |+ - - - + m -
43 E 47 KarsinomY kodlu |+ + - - - - -
44 E 47 Adenom + - + - + ¥ ¥
47 E 47 Adenom - + + - m _ N
54 E 57 Adenokarsinom + - + - + + ¥
55 E 59 Adenokarsinom + - + - B ] _
57 E 60 Adenokarsinom - + + + + i T
59 E 50 Adenokarsinom + + + + + T ]
Metilasyon + (n) | 25/33 |22/33 |30/33 |4/33 |26/33 |26/33 |24/33
%M etilasyon 75.75 |66.66 [90.90 |12.12 |78.78 |78.78 |73.72

*n=33 (Y as ortalamasi 48)
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Cizelge 4.13' de erkeklerde 60 yas Ustlindeki olgularda MMR genlerinin metilasyon

yuzdeleri gorulmektedir.

Cizelge 4.13. Yasa gore metilasyon yuzdeleri (60 yas Ustl)

Olgu | Cinsiyet | Yas | Tam PMS2 | MSH6 | MLH1 | MSH2 [ MGMT | MSH3 [ MLH3

1 E 67 | Adenokarsinom + + + - + + +

6 E 68 | Adenokarsinom + + + + + - +

8 E 69 | Adenokarsinom + - + - + + -

10 E 75 | Adenokarsinom - + + - + + +

11 E 75 | Adenokarsinom - + + - + + +

17 E 66 | Adenokarsinom - + + - + + +

20 E 64 |Adenom + + + + + + +

21 E 64 |Adenom + + + + + + +

22 E 62 |Adenom + + + - + + +

23 E 62 | Noroendokrinkarsinom | + + + + - +

45 E 64 |Adenom + - + - + + -

46 |E 64 | Adenom(Displazili - + + -

53 E 70 | Adenokarsinom - + + - + + +

56 E 76 | Adenokarsinom + - + - - + +

58 E 74 | Adenokarsinom + - + + + - +
Metilasyon + (n) 10/15 | 10/15 |14/15 |6/15 |14/15 |11/15 [12/15
%M etil asyon 66.66 |66.66 |93.33 [40.00 [93.33 |73.33 |80.00

*n=15 (Y as ortalamasi 68)

Cizelge 4.14' de kadinlarda 60 yas ve altindaki olgularda MMR genlerinin metilasyon

yuzdeleri gorulmektedir.

Cizelge 4.14. Y asa gore metilasyon yuzdeleri (60 yas ve alti)

Olgu |Cinsiyet | Yas Tam PMS2 | MSH6 [MLH1 |MSH2 [MGMT | MSH3 [ MLH3

9 K 55 Adenokarsinom | - + + - + B m

28 K 45 Adenokarsinom | - - + + ] n i

29 K 45 Adenom + + + - + - +

30 K 45 Adenom + + + + + + +

48 K 52 Adenokarsinom | - + + - ] ] -

51 K 56 Adenokarsinom | - + + + + + i

52 K 56 Adenokarsinom | - + + - + + +

60 K 54 Adenokarsinom | + - + - + B ]

61 K 38 Adenokarsinom | - + + + + + i

62 K 56 Adenokarsinom | + + + + + i ]

63 K 58 Adenokarsinom | + + + + + + ¥

65 K 40 Adenokarsinom | - + + - ] ] _

67 K 57 Karsinom + + + + + + n

68 K 57 Adenokarsinom | - + + - ] ] -
Metilasyon +|6/14 |12/14 |14/14 |7/14 |14/24 |13/14 |11/14
%Metilasyon | 42.85 |85.71 |100 50 100 92.85 |78.57

*n=14 (Y as ortalamasi 51)
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Cizelge 4.15 de kadinlarda 60 yas Usti olgularda MMR genlerinin metilasyon yizdeleri

gorilmektedir.

Cizelge 4.15. Yasa gore metilasyon yuzdeleri (60 yas Ustl)

Olgu |Cinsiyet | Yas Tam PMS2 |MSH6 | MLH1 | MSH2 |MGMT | MSH3 | MLH3

2 K 71 Adenokarsinom | + + + + + + +

3 K 85 Adenokarsinom | - + + + + -

7 K 84 Adenokarsinom | + - + + + +

12 K 65 Adenokarsinom | + + + + + +

15 K 71 Adenokarsinom | + + + +

16 K 75 Adenokarsinom | - - - + - +

25 K 78 Adenokarsinom | + + + + + +

33 K 63 Adenokarsinom | + + - + + +

49 K 75 Adenokarsinom | + + + - -

50 K 72 Adenokarsinom | + + + + +

64 K 65 Adenokarsinom | + - + + + +

66 K 73 Adenokarsinom | - + + + +

69 K 65 Adenokarsinom | + + + + - +

70 K 72 Adenokarsinom | + - - - + + +
Metilasyon +|11/14 |9/14 11/14 |1/14 |10/14 |11/14 |12/14
%Metilasyon 7857 |64.28 |7857 |7.14 |71.42 |7857 |85.71

*n=14 (Y as ortalamasi 72)

Y as gruplarina gore metilasyon ylzdeleri Cizelge 4.16' da verilmistir. Cinsiyette oldugu

gibi yas gruplari ile genlerin metilasyon yuzdeeri arasinda istatistiksel bir farklilik

bulunmamstir (p>0.05). Sirasiyla 60 yas alti ve 60 yas ve Usti gruplarda yiksek
metilasyon yuzdeleri sOyledir: PMS2 % 60.5 - % 71.9; MSH6 % 68.4 - % 65.6; MLH1
% 92.1 - % 84.4; MSH2 % 26.3 - % 21.9; MGMT % 81.6 - % 84.4; MSH3 % 78.9 - %
78.1; MLH3 % 68.4 - % 84.4.
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Cizelge 4.16. Y as gruplarina gore metilasyon yuzdeleri.

Yas Grubu
Genler < 60 yas > 60 yas Toplam
N % n % n %
Yiksek 23 60.5 23 71.9 46 65.7
PMS2 Norma 15 39.5 9 28.1 24 34.3
¥*=0.99. p =0.319>0.05
Yiksek 26 68.4 21 65.6 47 67.1
MSH6 Norma 12 31.6 11 34.4 23 32.9
¥*=0.06. p =0.804>0.05
Yiksek 35 921 27 84.4 62 88.6
MLH1 Norma 3 7.9 5 15.6 8 11.4
¥*=1.03. p =0.311>0.05
Yiksk 10 26.3 7 21.9 17 24.3
MSH2 Norma 28 73.7 25 78.1 53 75.7
¥*=0.19. p =0.666>0.05
Yiksek 31 81.6 27 84.4 58 82.9
MGMT Norma 7 18.4 5 15.6 12 17.1
¥*=0.10. p =0.757>0.05
Yiksek 30 78.9 25 78.1 55 78.6
MSH3 Norma 8 21.1 7 21.9 15 214
¥*=0.01. p =0.933>0.05
Yiksek 26 68.4 27 84.4 53 75.7
MLH3 Norma 12 316 5 15.6 17 24.3
Toplam 38 100.0 32 100.0 70 100.0

¥*=2.41. p =0.121>0.05

45. Kanser Olgusunun Tam Yoninden MMR genlerinin Metilasyon Bulgular:

Cizelge 4.17°de adenokarsinomlu olgularda MMR genlerinin metilasyon yuzdeleri
gorilmektedir.
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Cizelge 4.17. Adenokarsinomlu olgularda metilasyon yiizdel eri

No Cinsiyet Yas Tam PMS2 MSH6 MLH1 MSH2 MGMT MSH3 MLH3
1 E 67 Adenokarsinom + + + - 4+ | ] | ]
2 K 71 Adenokarsinom + + + + T | ] | ]
3 K 85 Adenokarsinom - + + - 4+ | ] B
4 E 51 Ad5nokarsnom + - + - 4+ | ] B
5 E 48 Adenokarsinom - - T _ . ”
6 E 68 Adenokarsinom + + + + + - +
7 K 84 Adenokarsinom + - + - 4+ | ] | ]
8 E 69 Adenokarsinom + - + - 4+ | ] B
9 K 55 Adenokarsinom - + + - 4+ | ] | ]
10 E 75 Adenokarsinom - + + - | | | ] | ]
11 E 75 Adenokarsinom - + + - | | | ] | ]
12 K 65 Adenokarsinom + + + - 4+ | ] T
13 E 60 Adenokarsinom + - + - 4+ | ] | ]
14 E 57 Adenokarsinom + - + - 4+ | ] B
15 K 71 Adenokarsinom + - + - - ] ]
16 K 75 Adenokarsinom - - - - 4+ N T
17 E 66 Adenokarsinom - + + - 4+ | ] | ]
23 E 62 Noroendokrinkarsinom + + + - & - ]
25 K 78 Adenokarsinom + + + - 4+ | ] T
28 K 45 Adenokarsinom - - + + + y +
33 K 63 Adenokarsnom + * - - 5 ) T
36 E 46 Adenokarsnom + + + - - [ ] ]
37 E 49 Karsnom - + + - 4 + [ ]
39 E 49 KarsinomLenf + + + - 4+ B B
42 E 47 Karsinom X kodlu + - - - ] ] N
43 E a7 Karsnom Y kodlu + + - - - - -
48 K 52 Adenokarsinom - + + - 4+ | ] B
49 K 75 Adenokarsinom + + + - - - -
50 K 72 Adenokarsnom + + + - - ] ]
51 K 56 Adenokarsnom - + + + 5 4 +
52 K 56 Adenokarsnom - + + - 4 + ]
53 E 70 Adenokarsinom - + + - 4+ | ] | ]
54 E 57 Adenokarsnom + - + - 4 [ ] ]
55 E 59 Adenokarsinom + + - | | | ] B
56 E 76 Adenokarsnom + - + - - + ]
57 E 60 Adenokarsinom - + y | ] | | ] ]
58 E 74 Adenokarsnom + - 4 ] ] R ]
59 E 50 Adenokarsinom + + y | ] | | ] ]
60 K 54 Adenokarsinom + - + - 4+ | ] | ]
61 K 38 Adenokarsnom - + + + 5 4 +
62 K 56 Adenokarsinom + + y | ] | | ] ]
63 K 58 Adenokarsinom + + y | ] | | ] ]
64 K 65 Adenokarsinom + - + - 4+ | ] | ]
65 K 40 Adenokarsinom - + + T ) _
66 K 73 Adenokarsinom + + - - ] [ ]
67 K 57 Karsnom + + + + 5 + ]
68 K 57 Adenokarsinom - + + - 4+ | ] B
69 K 65 Adenokarsinom + + + - 4+ N T
70 K 72 Adenokarsinom + - - - | | T ]
Metilasyon + (n) 31/49 | 32/49 44/49 38/49 41/49 40/49 36/49
%M etilasyon 63.26 65.30 89.79 77.55 83.67 81.63 73.46
*n=49
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Cizelge 4.18de adenomlu olgularda

gorilmektedir.

Cizelge 4.18. Adenomlu olgularda metilasyon yuzdeleri

MMR genlerinin  metilasyon yuzdeleri

Cinsiyet | Yas Tam PMS2 |MSH6 | MLH1 [ MSH2 | MGMT [ MSH3 | MLH3

18 E 56 Adenom - + + - + + +
19 E 56 Adenom + + + - + + +
20 E 64 Adenom + + + + + + +
21 E 64 Adenom + + + + + + +
22 E 62 Adenom + + + - + + +
24 E a7 Adenom + + + + + - +
26 E 37 Adenom + + + - - + +
27 E 37 Adenom + - + + + + +
29 K 45 Adenom + + + - + - +
30 K 45 Adenom + + + + + + +
31 E 35 Adenom + + + - + + +
32 E 35 Adenom - + + - + - +
34 K 63 Adenom + + - - + + +
35 E 46 Adenom(poalip) + - - - - + +
38 E 49 Tubuler Adenom | - + + - - + +
40 E 32 Adenom High - + + - + + +
41 E 32 Adenom + - + - - - -
44 E a7 Adenom + - + - + + +
45 E 64 Adenom + - + - + + -
46 E 64 Adenom(Displazili | - - - + + - -
47 E 47 Adenom - + + - + - -
Metilasyon + (n) | 15/21 |15/21 |18/21 |6/21 |17/21 |15/21 |17/21
%M etilasyon 7142 |71.42 |85.71 |28.57 |80.95 |71.42 |80.95
*n=21

Tamya gore metilasyon yuzdeleri Cizelge 4.19'da verilmistir. Gruplar arasinda anlamli
bir farkliliga rastlanmamustir. Adenokorsinom tamilari igcin PMS2 % 63.3, MSH6 %
65.3, MLH1 % 89.8, MSH2 % 22.4, MGMT % 83.7, MSH3 % 81.6 , MLH3 % 73.5
olarak yiksek metilasyon tesbit edilmistir.

Adenom tanilari igin yuksek metilasyon ylzdeleri sirasiyla soyledir, % 71.4, % 71.4, %
87.5, % 28.6, % 81.0, % % 71.4, % 81.0.
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Cizelge 4.19. Tamya gore metilasyon yuzdeeri.

Tam
Genler Adenokarsinom Adenom Toplam
N % n % n %
Yiksek 31 63.3 15 714 46 65.7
PMS2 Normad 18 36.7 6 28.6 24 34.3
¥*=0.44. p =0.510 >0.05
Yiksek 32 65.3 15 714 47 67.1
MSH6 Norma 17 34.7 6 28.6 23 32.9
¥*=0.25. p =0.617>0.05
Yiksek 44 89.8 18 85.7 62 88.6
MLH1 Normad 5 10.2 3 14.3 8 11.4
¥*=0.24. p =0.623>0.05
Yiksek 11 22.4 6 28.6 17 24.3
MSH2 Norma 38 77.6 15 714 53 75.7
¥*=0.30. p =0.584>0.05
Yiksek 41 83.7 17 81.0 58 82.9
MGMT Normad 8 16.3 4 19.0 12 17.1
¥*=0.08. p =0.782>0.05
Yiksek 40 81.6 15 714 55 78.6
MSH3 Norma 9 18.4 6 28.6 15 214
¥*=0.91. p =0.340>0.05
Yiksek 36 735 17 81.0 53 75.7
MLH3 Normad 13 26.5 4 19.0 17 24.3
Toplam 49 100.0 21 100.0 70 100.0

x*=0.45. p =0.503>0.05

Tan gruplarina gore metilasyon ylzdeleri Cizelge 4.19'da verilmistir. Cinsiyette oldugu
gibi tam gruplar: ile genlerin metilasyon yiuzdeleri arasinda igtatistiksel bir farklilik
bulunmamustir (p>0.05).
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Sekil 4.18. Caismalarimizdan elde ettigimiz kontrol grubu ve 6rneklerimize ait
PMS2, MSH6, MLH1, MSH2, MGMT, MSH3, MLH3 genine ait pik gortnttleri.
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X ekseni; problarin alel degerlerine gore (bp uzunluklarim)

Y ekseni; lazer okuyucu ile saptanan problarin size degerleri

Sekil 4.1'de ikinci sekilde metillenme gbzlenen MLH1, MLH3, MGMT gen bolgeleri
gozlenmektedir. Ilk sekilde gozlenen pikler kontrol problarina ait kesim bolgesi
icermeyen, pikj bekledigimiz pik alanlalarin isaret etmektedir. ikinci sekildeki referans
probaarinaait piklerin diginki pikler metilasyon olan problarda kesim olmadigi igin pik
goruntiisi vermistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bugtine kadar tumdr baskilayici genlerdeki epigenetik degisimlerin incelendigi birgok
calisma yapilmigtir. Bu epigenetik degisimler igerisinde en 6nemli ¢alisma sahasi
metilasyon olmustur. Arastirmacilarin gecmiste yogunlastiklar: alanlar gen diizeyindeki
mutasyonlar ve sonuglar iken, metilasyonun kanser genetigindeki roltinuin anlasiimasi
nedeniyle son yillarda farkl: kanser genlerinin metilasyon profilleri ve sonuglar: tzerine
yogunlasilmustir. Arastrmacilar genomda metilasyon profillerindeki  degisimleri
incelerken birgok farkli teknik kullanmiglardir. Bu tekniklere her gecen gun yeni
tekniklerin ilave edilmesiyle bu arastirma sahasi genis boyutlara ulasmis ve birgok

gendeki metilasyon degisimleri net bir sekilde tanimlanmustir.

5.1. Parafin Bloktan DNA izolasyonundaki Sorunlar

Molekiler Biyoloji ve Molekiler Genetik alanindaki arastirma ve tam amaciyla yapilan
butin calismalarda DNA ekstraksiyonu ¢ok 6nemli asamadir. izole edilen DNA nin
miktar: 6zellikle de kalitesi bir sonraki basamakta yapilacak olan ¢aligmann verimi igin
¢ok Onemlidir. PCR, MS-PCR, Sekans, RFLP, Blotlama teknikleri, Floresans in situ
hibridizasyon (FISH), Microarray ve MLPA gibi bir gok teknikte DNA kalites ve
miktar1 Ozellikle de DNA kalitesi calismamin sonucunu etkilemektedir. DNA
degradasyonunu en az seviyeye gekecek ve DNA yuksek saflikta elde edilecek metodlar

uygulanmalidir.

Parafin bloktan izole edilen DNA hem miktar hem de kalite olarak verimsizdir. Bu
sonuca yapilan PCR caismalarinin sonuglart degerlendirilerek ulasilmustir. Parafine
gomulu dokulardan izole edilen DNA nin PCR basarisi % 65-85 civarindadir. Bunun
sebeplerini su sekilde siralayabiliriz (Coura 2005).
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1.Formaldehit;

Patoloji laboratuarlarinda yapilan arsivleme asamalarinda 6ncelikle doku rezeksiyonlari
formaldehite yatiriimaktadir. Formaldehit dokunun ¢tiriimesini ve bozulmasint engeller.
Formaldehit asidik bir yapiya sahiptir. Asit 6zelligi ortamda mikroorganizma varligim

engellemektedir.

Formaldehitin asidik 6zelligi hicrelerdeki nikleik asitlere zarar verir. Ozellikle uzun
sure formaldehit ile muamele edilmis olan dokularda DNA ve RNA deformasyona
ugramaktadir.

2.Capraz baglanti (Cross-Linking);

Parafine gbmuilecek olan doku 6rneklerinin uzun siire bozulmadan patoloji arsivlierinde
saklanmasi amaglandigi igin yuksek basing ile sikistirilarak parafin maddesinin tim
hiicrelere transfer olmasi saglanmaktadir. Bu islem sonrasinda hticre ici biyomolekuller
kros baglantt olusturmaktadir. DNA, proteinler, htcre i¢i membranlar birbirine

karisarak, anormal bir yap1 olusturmaktadirlar. DNA nin dogal yapisi degismektedir.

5.2. MMR (Mismatch Repair) Genlerin MLPA metodu ileanalizi

Calismamizda kolon kanseri olgularinda timorlt dokulardan izole edilen genomik
DNA’ nmin 7 adet MMR geni (PMS2, MSH6, MLH1, MSH2, MGMT, MSH3, MLH3)
yonunden metilasyon yuzdesi ve sikligi molekuler bir test olan metilasyon spesifik
MLPA yonetimi ile incelenmistir. Elde edilen veriler cinsiyet, yas, olgu turt gibi farkl

kriterlere gore degerlendirilmistir.

Kolon kanseri olgularinda olgularimizi adenom ve adenokarsinom olarak iki farkl
grupta ele adik. Adenokarsinom olgularinda MMR genlerinin metillenme oranlarinin
%63 ile %89 gibi yuksek bir oranda ortaya c¢iktigi gorilmesine ragmen, adenomlu
olgularda bu genlerden MSH2 de metillenme orammn daha disik oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17).
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Metilasyon gorulme sikligr sirasiyla MLH1 igin %97.14; MGMT igin %82.85; MSH3
icin 78.57; MLH3 igin %75.71; MSH6 icin %67.14; PMS2 igin %65.71 ve MSH2 igin
%24.28 olarak belirlenmistir. Calismamizda en yiksek oran MLH1 geninde, en disuk
oran ise MSH2 geninde gorulmustir (Cizelge 4.4).

Kolorekta kanserler tizerinde yapilan bir calismada (Gille et al 2002), MSH2 ve MLH1
genlerinin delesyonuna bagl: olarak herediter non-polipozis kolorektal kanser bulgular
ortaya ciktigi bdirlenmistir. Bu calismamizda da MSH2 geninin  6zdlikle
adenokarsinom olgularinda yuksek duzeyde etkili oldugu, MLH1 geninin

metillenmesinin de her iki kanser tipinde etkili oldugu gbzlenmistir.

Cinsiyet yonunden yapilan degerlendirmede, erkeklerde en yiiksek oran MLH1 igin
%90.24 olarak bulunurken, kadinlarda MLH1, MGMT ve MSH3 ic¢in metilasyon
oranlart %86.20 olarak belirlenmistir. Ayrica, kadinlarda %17.24 ile dusik oranda
gorulen MLH3 geni metilasyon oran, erkeklerde %70.73 ile farklilik gostermektedir
(Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Sonug olarak, kadinlarda M SH2 ve MLH3 geni metilasyon

oranlari, erkeklere oranla daha diistik bulunmustur.

Erkeklerde 60 yas ve ati ile 60 yasindan daha blyuk bireylerde, MSH2 geni
metilasyonu yonunden fark gorilmektedir. (%12.12 ve %40) (Cizelge 4.7 ve Cizelge
4.8) MSH2 geninin metilasyon diizeyinin yasa bagli olarak arttigi soylenebilir.

Kadinlarda ise 60 yas ve alti ile 60 yasindan daha biyik bireylerde, yine MSH2 geni
metilasyonu yoninden fark gorilmektedir (%50 ve %7.14) (Cizelge 4.9 ve Cizel gelO).
Kadinlarda M SH2 geninin metilasyon diizeyinin yas artisi ile azaldigi gbzlemlenmistir.

Bir cok kanser turinde, tUmor dokusunda belirlenen spesfik onkogenler, timor
baskilayict genlerdeki nokta mutasyonlari, heterozigotiuk kaybi, mikrosatellit
instabilitesi, kromozomal  trandokasyonlar ve hipermetilasyon gibi molekuler
degisiklikler hastalarin dnemli bir boluminde serum veya plazmada da bildirilmistir
(Yamada 1998).
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Esteller ve arkadasalar: kolon, gogus, yumurtalik, uterus, akciger,bas-boyun, [6semi,
lenfoma, beyin, bobrek, mesane, 6zofagus, mide, pankreas, karaciger tamli insan
kanserlerinde susturulan 12 genin promotor bdlgelerindeki hipermetilasyon oranlarim
Uzerine yaptiklart caligmada kolon kanserli olgularda MGMT geninde % 39, MLH1
geninde % 44 oraninda metilasyon saptamiglardir. Bizim g¢alismamizda tim olgulardaki
bu iki genin oranlart MLH1 % 97,14 , MGMT geni % 82,85 olarak belirlenmistir. Her
iki calismada dabu iki gendeki hipermetilasyon olusumu gozlenmistir.

Wang ve arkadaslarimn BRAF mutasyonlarimin bozuk DNA hatali eslesme tamiri ile
iliskisi Uzerine yaptiklari ¢alismada MLH1 genlerinin promotor bolgesinde % 83
oramnda (p<0.0001) hipermetilasyon orant bildirmiglerdir. Bu duruma bagli olarak
hatal1 eslesme bozulmalarimn mutasyonlar kadar, hipermetilasyon sonucu gen
susturulmasina bagimli oldugunu bildirmiglerdir. Bu bizim ¢alismamizdaki oranlarla ve

verilerle aym sonucu isaret etmektedir.

Toyota ve arkadaslarinin kolon kanserindeki CIMP ler ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada,
CIMP+ vakalarinda MLH1 geninin promotor bolgesinde % 75 oramnda metilasyon
oran bildirmislerdir. Bu metilasyon olusumuna bagli olarak MSI olusumunun CIMP lar
tafarindan stimile edildigini bildirmiglerdir.

Grady ve arkadaslar1 kolon kanserli hastalarin hem tumarl dokularindan hem de ayni
hastalarin serumlarindan elde edilen DNA larla yaptiklar: ¢calismada, doku DNA sinda
% 90 oramnda MLH1 geninin promotor bolgesinde metilasyon saptamiglar, ayni
hastalarin serum DNA sinda ise % 33 oraminda MLH1 geninin promotor bdlgesinde
metilasyon tespit edilmistir. Dokuda elde ettikleri sonug bizim sonucumuzla uyumludur.
Ayrica serumda elde edilen metilasyon durumu, metilasyonun bir marker olarak
kullanilabilecegi hakkindafikir vermektedir.

Kolorektal ve pankreas kanserli hastalarin plazmaarinda klinik tanidan 6nce Ras geni
mutasyonlart  gogterilmistir  (Mulcahy 1998). Tumorin erken belirlenmesinde
kullanilabilecek, potansiyeli en yuksek biyomarkerlerden biri “DNA metilasyonu”
olarak gOzukmektedir (Herman 1995). DNA hipermetilasyonu, mikrosatellit ve
mutasyon analizi sendgtiviteleri agisindan  karsilastiran  bir  calisma, DNA
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metilasyonunun normal DNA igerisinde 1:1000 oramnda bulunan timér DNA’sim
belirleyebilecek sekilde en yuksek duyarliligi gosterdigini bildirmektedir (Goess 2000).
Y aptigimiz ¢alismada da bunu destekleyici sonuglara ulastigimiz gérdlmektedir.

Morak ve arkadaslar1 yaptiklar: galisgmada ailesi hikayesi olan ve aile hikayesi olmayan
Lynch (HNPCC, Herediter nonpolyposis colorectal cancer) sendromu stiphes bulunan
bireylerle yaptiklar1 galigmada periferal kan hicrelerindeki MLH1 geninin promotor
bolgesnde hipermetilasyon oldugunu bildirmislerdir. Aymi bireylerde normal ve

tumoarleri dokularinda da aym benzerlikte metilasyon oldugunu bildirmislerdir.

Ligtenberg ve arkadaslari Hollandali Lynch sendromlu ailerler tzerinde yaptiklar
caligmalarda, MSH2 geninin gesitli yontemlerle metilasyon durumunu incelemisler,
Hhal restriksiyon kesim enzimi ile kolonun gesitli bdlgelerine ait dokularda %24, %43,
%22, %25, %58, %26, %13, %36, %13, %5, %20, %4, %13, %40, %14, %38, %76,
%47 oramnda metilasyon teshbit etmislerdir. Bu sonuglar bizim MSH2 (Tum olgularda
ortalama %24.28) icin buldugumuz sonucla uyumludur.

Chan ve arkadaslar1 Cinli bir aile Gizerinde yaptig1 ¢alismada cis-aktif elementinin olast
yukselmesine bagli olarak MSH2 promotorunun alele 6zgi karal: kalitsal metilasyon
gosterdigini rapor ettiler.

Kane ve arkadasalart mutasyon gozlenmeyen kolorektal kanserli hastalarda, MLH1
promotor hipermetilasyon varligim buna bagli olarak MLH1 ekspresyonunun
kayboldugunu, bulduklar1 bu sonucun kolon kanser patogenezinde Onemli bir rol

oynadigin bildirmisleridir.

Cunningham ve arkadaslart MSI durumlu kolon kanserli olgularla yaptiklar: ¢alismada
herhangi bir mutasyon gozlenmeyen bireylerin % 41 ‘inde MLH1 promotor bdlgesinde
metilasyon gozlemislerdir. Bizim g¢alismamiza oranla dustik olmakla beraber MLH1 de

metilasyonun saptanmasinin 6nemli oldugunu distniyoruz.
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Herman ve arkadaslart MSI+ durumlu sporadik kolorektal kanserli olgularda % 84
oramnda MLH1 geninde hipermetilasyon bulduklarin bildirmislerdir. Bu sonu¢ MLH1

geni igin bizim buldugumuz sonugla uyumludur(% 97.14).

Cunningham ve arkaslar1 2001 yilinda yaptiklar1 baska bir ¢alismada MSI durumlu
kolorektal kanserli hastalarnn MLH1 genlerinde % 94 oraminda protein kaybi,
metilasyon ve mutasyon saptamislardir. Bu sonug aymi sekilde bizim ¢alismarmizdaki
hastalarin MLH1 fonksiyon kaybr ile uyumludur.

Gylling gesitli kanserler Gzerinde yaptigi1 ¢alismada mesane, idrar yolu, bobrek, beyin,
mide, kolon ve endometrium kanserlerini incelemis ve24 tUmor Slpressor genin
promotor metilasyonun oranlarim Karsilastirm. Bu 24 timor stipressor geninde en gok
metilasyon gozlenen kanser tipinin kolorektal kanserler oldugunu bildirmistir. Yine bu
caligmada inceledigi bu kanser tiplerinin hepsinde MMR genlerinin hepsinde diger
kanserlere protein ekspresyonun ¢ok yiiksek seviyede dusttgund bildirmistir.

Kuismanen ve arkaslari 2000 yilinda yaptiklari MSI durumlu kolorektal kanserli
hastalarda MLH1 geninde % 78 oramnda protein kaybi, metilasyon ve mutasyon
saptamiglardir. Bu sonu¢ c¢alismamizdaki hastalarin MLH1 fonksiyon kaybr ile

uyumludur.

Mspl ve Hpal modifiye restriksiyon enzimlerinin metilenmis sitozini tamma
Ozgulltklerinin  farkli olmasina dayandirilarak yapilan kesim calismalarindan
yararlanilarak elde ettikleri sonuclara gore kan DNA’st Uzerinde epigenetik rolin
(hipermetilasyon veya genomik imprinting) oram %8.7 olarak, %91.3'Unde ise diger
genomik seviyede olugsan mutasyon, delesyon ve kalisal olarak aileden gelen sebeplere
bagli oldugunu bildirmislerdir. Epigenetik neden (hipermetilasyon) doku DNA’sinda
%17.4 oramnda oldugunu teshit etmektedirler. Elde ettikleri mevcut sonuclara goére
epigenetik degisiklerin dokuya 0zgl degisiklikler oldugunu ve kanser etyo-
patogenezinde dnemli oldugunu sdylemislerdir. (Cakar 2007).
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MLPA teknigi gerek dunya gerekse tlkemiz igin oldukga yeni bir tekniktir. MLPA ile
yapilmig calismalar son 5-6 yil icerisnde literatirde 6n gorulmektedir. Bu nedenle
MLPA ile yapilan calismalarda elde edilen verilerin, karsilasilan sorunlarin, yontemin
guvenirliliginin daha net anlatilabilmesi icin benzer calisma sayillarimn artmasi
gerekmektedir.

Metilasyon ile ilgili yapilan arastirmalarda farkl: teknikler kullanilarak bu arastirmalar
yapilmgtir. Literatiirde yayinlanan galismalarda en sik kullanilan MSP yontemidir. Bu
yontemin temelindeki islem, elde edilen DNA’ mn bisilfit modifikasyonuyla,
stozinlerinin  urasile cevrilmesidir. Metillenmis olan sitozin  ise urasile
donismeyecektir. Kullamlan spesifik dizayn edilmis primerler ile amplifikasyon
gerceklesmektedir. Bu yontemin zorluklari arasinda Ozellikle DNA’mn bistlfit ile
modifikasyon basamaginin uzun siirmes, yiksek miktarda DNA gerekliligi ve oldukca
zahmetli olmast sayilabilir. Bu g¢alisma igin istenen her gen bdlgesi icin ayr1 PCR
caligmasinin dizayn edilmesi, gerek zaman, gerek isgucu, gerekse maliyet agisindan bir
yuk olusturmaktadir. Bununla beraber MSP nin degerlendirilmesi agoroz jel
elektoforezi hassasiyeti kadardir. Bu durum yontemin guvenirliligini ve etkinligini
etkilemektedir. Ayrica MSP calismalarinda mutlaka modifikasyonun olup olmadiginin
kontrolt icin metile oldugu bilinen bir DNA 6rneginin interna kontrol olarak galismada
yer amalidir. Ancak bu konuya gok 6zen gosterilmedigini gbzlenmektedir. Bu durumun

sonuglarin dogrulugunu ve guvenilirligini etkileyecegini distinmekteyiz.

Diger bir metilasyon tarama yontemi de RealTime PCR yontemidir. Bu yontemde de
MSP ile aym modifikasyon basamaklar: takip edilir. Dolayisiyla MSP deki olumsuz
yonler bu yontem icinde gegerlidir. Fakat gtvenilirligi ve duyarliligt MSP' ye gore
yuksektir. Fakat yontemin maliyeti oldukca yuksektir. RealTime PCR yontemiyle

bulunan metilasyon oranlar: diger galismalara gore daha yiiksek olarak bildirilmistir.

MS MLPA yontemi incelenecek prob bolgelerinin hibridizasyonu, hedef dizilerin
ligasyonu, metilasyon spesifik Hhal ile metile olmayan bdlgelerin kesimi ve kesilmeyen
bolgelerin amplifikasyonu esasina dayanir. Bu yontemle tek reaksiyonda otuza yakin
gen bolges incelenebilmektedir. Aym zamanda bu yontemde ayn hastadan Hhal

enzimli ve enzimsiz iki ayri1 reaksyon yapilmasi, probmiksin iginde bulunan kontrol
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pikleri, ve her reaksiyon grubunda 4 saglikli bireyden elde edilen DNA 6rneklerinin
kontrol olarak degerlendirilmesi ki bu diger yontemlere gore bir avantgj olarak
degerlendirilebilir. Aym zamanda MS MLPA yonteminde az miktarda DNA yeterli
olmaktadir. Buna ek olarak ihtiya¢ duyulan techizat ve maliyet agisindan da kabul
edilebilir seviyede bir yontemdir. Tim bu 6zellikleriyle MS MLPA birgok molekuler
yonteme alternatif olabilecek potansiyele sahiptir.

Calismamizda DNA miktarn disik olan Orneklerde saptanan pik kalitesinin
degerlendirilemeyecek diizeyde olma durumu ile karsilastik. Baz1 6rneklerde kapiller jel
elektroforezinin ilk asamalarinda kaliteli pik elde edilirken devaminda pik
yuksekligindeki dusukltkler analizlerin tekrarlanmasina yoneltti. Bu nedenle DNA
miktar: ve kalites basarili MS-MLPA analizi igin gok énemlidir.

MSMLPA tekniginin hizli bir sekilde bircok genin metilasyon profilini aym anda
incelemesi sayesinde kanserin genomik taramalarinda kullamm saglayacaktir. Ozellikle
literattrlerde belirtildigi gibi kanserin erken donemlerinde CpG adadarinda meydana
gelen hipermetilasyonun balgam ve kandan elde edilecek DNA 0Ornekleriye akciger
kanserinin genomik taramalarindaki ©nemi bilindiginden MS-MLPA gerek kolay
uygulanabilirligi, gerek sonu¢ ama stiresinin kisalig1 gerekse maliyetinin disuk olmasi
ile bu adanda yaygin bir kullanim alam bulacaktir. Ancak calismada elde ettigimiz
sonuclarin literatirdeki diger oranlara gore disuk saptanmasi, her genin promotor
bolgesinde incelenen CpG adacik bolgeleri ile diger calismalarda incelenen bolgeler
arasindaki  farkliliklardan kaynaklanabilecegi  dustuincesindeyiz. Bunun yamsira
yontemin hassasi yeti konusunda daha yuksek vaka sayili ve yontemin diger yontemlerle

konfirmasyonunu igeren ¢calismalara ihtiyag oldugunu isaret etmektedir.

Bu calismada elde edilen kazarumlarin basinda basarili bir MS-MLPA calismasi igin
kullanilacak DNA miktarinin ve kalitesinin 6neminin anlasilmas: gelmektedir. Parafin
emdirilmis dokulardan DNA izolasyonunda yeterli ve kaliteli DNA elde ederken gesitli
sorunlarla karsilasiimigtir. Yeterli ve kaliteli DNA eldesinin basarili bir MS-MLPA
uygulamasindaki en 6nemli asama oldugu belirlenmistir. DNA miktarinin yetersiz ve
kirli olmasi elde edilen piklerin kalitesini dusirmekte ve pik analizinde sikintilara,
yanlig-pozitif ya da yanlig-negatif sonu¢ alinmasina neden olmaktadir.
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Metilasyon sikliginin incelendigi diger yontemlerle karsilastirildiginda is, zaman ve
maliyet agisindan MS-MLPA yonteminin diger yontemlere gore ¢ok daha ekonomik
oldugu gozlenmistir. Fakat MS-MLPA’nmin duyarliligi ve hassasiyetinin belirlenmesi
icin genis arastirma populasyonlarinda farkli yontemlerin aym zamanda uygulanmasi ve

sonuclarin karsilastirilmast gerektigi goristindeyiz.
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