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OZET

Kolon kanserleri birgok genetik degisimin birikimi sonucu olusmaktadir. Bu
genetik degisimler i¢inde K-ras onkogen mutasyonlan ve bir alleldeki mutasyon sonrast
diger allelin kayb ile giden p53 tiimor baskilayic1 gen degisimlerine oldukga yiiksek
oranlarda rastlamlmaktadir.

Kolon kanserlerinin geligiminde rol alan genetik mekanizmalarin ortaya konmast
gerek erken tamnin saflanmasi ve gerekse prognozun belirlenmesi ve buna uygun ilave
tedavilerin uygulanmasinda molekiiler birer belirteg olarak kullamlmalanm sajlayacaktir.

Bu tez galigmasinda, kolon kanserlerinde allele 6zgii oligoniikieotid (ASO)
hibridizasyonu yontemi ile saptanan K-ras ve p53 gen mutasyonlanmn dogrulanmasi ve
bu yolla saptanamayanlanin belirlenmesi amaci ile kolon kanserli hastalann doku
orneklerinde DNA dizi analizi yontemi uygulanmisgtir.

Caligmaya alman 9 kolon kanserli doku 6rneginin birinde K-ras kodon 12
(GGT—-GTT) digerinde (GGT—>GAT) olmak iizere toplam 2 6mekte (%22.2) nokta
mutasyonu saptanmugtir. Bu doku Orneklerinden 8’i pS3 mutasyonlan igin incelemeye
almmig, bir Ornekte kodon 248 (CGG—>CAG) diger bir ornekte ise kodon 175
(CGC—CTO) olarak toplam 2 drnekte (%25) nokta mutasyon bulunmustur. Orneklerin
birinde K-ras kodon 12 (GGT—>GTT) mutasyonu ile p53 kodon 175 (CGC—CAC)
mutasyonunun bir arada oldufu gézlenmigtir. Ayrica incelenen érneklerde K-ras kodon
13 ve p53 kodon 249 mutasyonlarina rastlandmamgtir. Elde eftigimiz bulgular ASO
hibridizasyonu sonuglarim da dogrular niteliktedir.
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ABSTRACT

Colon cancers occur with accumulations of many genetic alterations. These
alterations include mutations, which are seen more frequently, in the K-ras oncogene
and concomitant mutations in one allele together with loss of the other allele of p53
tumor suppressor gene.

The recent observations in molecular mechanisms of colon carcinogenesis
may be useful molecular markers for diagnostic, prognostic, and therapeutic
implications of colon cancers.

In this study, DNA sequencing analysis was used to confirm the K-ras and
p53 gene mutations shown by allele specific oligonucleotide hybridization (ASO)
technique and also detect the ones that could not be shown by the latter.

Nine colon cancer tissue samples were used in this study. K-ras codon 12
mutations were observed in 2 of 9 (22.2%) samples. These mutations resulted from
substitution of the wild-type codon (GGT) by either mutant codon (GTT) or (GAT).
In eight of these tissue samples p53 mutations were analyzed. Two p53 mutations
(25%) were found in two different samples. The first one was at codon 248 (CGG—
CAGQ), and the second one was at codon 175 (CGC—CAC). On the other hand, one
of these samples had also mutations for both p53 gene at codon 175 (CGC—CAC),
and K-ras gene at codon 12 (GGT—GTT). Moreover, K-ras codon 13 and p53 codon
249 mutations were not found in our studies. Our results confirm the ones of ASO

hybridization study of the same samples.
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1. GIRIS
1.1. KANSERIN MOLEKULER GENETIGi

Kanser, saldirgan davramslar sergileyen hiicrelerin klonal secimini tesvik eden
mutasyonlann birikiminden dogan, genetik bir hastaliktir. Bu siiregte onkogen ve
timor baskilayict gen mutasyonlan 6nemli bir yer tutmaktadir. Gerek hiicresel ve
gerekse cevresel faktorler bu siireci dogrudan etkilemektedir.

1970’1 yillarda kanserin orijinini bulmaya yonelik aragtirmalara iz verilmis ve
onemli gelismeler saglanmistir. Uzun siire insan kanserine neden oldugu bilinen X-
igmlan ile sirke sinedi lzerinde yapilan ¢aligmalar, sinefin genomunda genetik
lezyonlanin olustugunu gostererek karsinogenez ve mutagenez arasindaki iligkiyi
ortaya ¢ikarmustir (1). Daha sonra Bruce Ames kimyasal mutajenler ve bunlarin
mutasyon potansiyellerini aragtirarak salmonella’larda yaptifn ¢aligmalar ile
kimyasallarin mutajenik giicii ve memelilerde karsinojenik gii¢ arasindaki ilskiyi ortaya
koymugtur. Ames, karsinojenlerin mutasyonlara neden olma yetenekleri ile kanser
olusturdugunu agik bir sekilde géstermistir. Bu hipotez énemli bir iligki icerir: Kanser
hicre genomundaki defigime wufrayan mutant genler kanser siirecinin
programlanmasinda kritiktir.

Mutasyon oraninin artmasi kanser gelisimini kolaylagtinir. Timoér insidanst ve
malignansiye dofru progresyonun hizi mutasyonlanin frekansina baghdur.
Mutasyonlarin oram ¢evredeki mutajenlerin etkisi, DNA tamiri, rekombinasyon veya
replikasyondaki intraselliiler bir hatadan kaynaklanmaktadir.

Kansere neden olan mutajenler Gi¢ grupta toplamr: Kimyasal karsinojenler
(Benzen, aromatik aminler; tipik olarak niikleotid dizisinde lokal degisimlere neden
olur.) ; iyonize radyasyon (X-iginlari; kromozom kiriklan ve translokasyonlara neden
olur.) ; viriislar (HBV; hiicre i¢ine kendi DNA'sim1 sokar.).

Insan karsinogenezi hiicrelerde genetik veya epigenetik olaylar ile segici bir
biiylime avantajiun kazamlmas: ve bunlarin klonal yayillimindan baglayan ¢ok
basamakh bir siiregtir. Deneysel modellerden elde edilen kamtlar 1siZinda
karsinogenez; inisiyasyon, promosyon, ve progresyon siirecinden olugan ii¢ evreye

boliinebilir (2,3,4). Tumér inisiyasyon karsinojenik ajanlann DNA iizerinde direkt



etkilerini igermektedir. Bunun ardindan timér promosyonu gelir. Bu mutajenik
olmayan bir etkidir. Terminal farkhilasma regiilasyonunun bozulmasi, sitotoksisiteye
olan diren¢ ve biiyime kontroliindeki hatalar ile klonal yayihm gozlenmektedir.
Bunlara aym zamanda sinyal iletimini kontrol eden bilyiime faktorleri de etki eder.
Bunu progressive fenotipik degigimler ve genetik instabilite (kararsizlik) takip eder.
Ozellikle onkogen ve timor baskilayic1 gen hatalan belirleyici rol oynamaktadir, Bu
genetik degisimler baslangi¢ hiicrelerinin malign bir neoplasma transforme olmalarina
neden olmaktadir. Daha sonra tiimér hiicreleri damar ve lenf dolasimna gegerek farkh
dokulara yayilir ve metastatik kolonileri olugtururlar.

Kanser rastgele meydana gelen genetik kazalarin bir serisi sonucudur. Bu
siregte etkilenen iki 6nemli gen grubu ve kontrolsiiz hiicre proliferasyonundan
invazivlife dogru giden iki mutasyonal rota vardir. Bunlar kanserin karekteristigidir.
Ilki uyanic1 genin hiper aktivitesine yol agar. Bu tip mutasyonlar dominant etkilidir.
Hicrenin iki gen kopyasindan yalmzca birinin de@isimi yeterlidir ve degisen gen
onkogen olarak adlandirilir. Normal allel ise proto-onkogendir. Ikincisi ise inhibisyona
neden olan tamor ba.skllaylcl gemn inaktivasyonudur. Bu mutasyonun tipi genellikle
resesif etki gosterir. Hucredek1 her iki kopyanin inaktive veya delesyonlu olmas:
gerekmektedir (5).

Proto-onkogenler hiicrelerde normal diizenleyici etkiyi naklederler. Peptid
hormonlar hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanir ve hiicrenin derinliklerine sinyal
iletir. Boylece etkiye genetik cevap yonlendirilmektedir. Proto-onkogenlerin rol
oynadif i biokimyasal mekanizma tammlannustir (6). ilk mekanizma serin, treonin
ve tirozinli substrat. proteinlerin fosforilasyonudur. Ornegin serin/treonin protein
kinazlar (raf) gibi baz bilyiime faktérleri bu etkiye neden olmaktadir. Ikinci
mekanizma bu genlerin GTPaz’ lar ile sinyal iletimidir. Ik olarak ras proteinleri
kesfedilmigtir. Ugiincti mekanizma ise DNA transkripsiyon mekanizmasindan olusur.
Traskripsiyon faktorlerinin biyiikk bir g¢ogunlugu proto-onkogenler tarafindan
kodlanmaktadir (fos,myc,jun,gibi).

Proto-onkogenlerin onkojenik hale doniigebilmesi igin birden fazla yol vardir
(Tablo 1.1). 1.) Kodlanan dizide delesyon ya da nokta mutasyon; 2.) gen
amplifikasyonu; 3.) kromozomal rearrangement. Ozellikle nokta mutasyonlar bir poto-
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onkogenin aktif bir onkogene déniigmesinde, dolayis: ile kanser gelisiminde énemli bir
rol oynamaktadir (7).

» Kodlanan dizide delesyon =~ — Normal miktarlarda
ya da nokta mutasyon hiper aktif protein yapmmu
* Gen amplifikasyonu — Normal proteinin agin tiretimi
e Kromozomal rearrangement — Yakimndaki giiglii "enhancer”, normal
proteinin agin iiretilmesine neden olur,
— Hiper aktif flizyon protein

Normal hiicre ve kanser hiicreleri ile yapilan flizyon galigmalan sonucunda hibrid
hiicrelerin goguniukla non-tiimorijenik oldugu goriilmiis ve tiimér hiicre genomunda
kritik bir lezyon oldugu, bunun normal hiicre biiyiimesinin negatif regiilasyonundan
sorumlu bir genin kaybi nedeniyle oldufu ortaya konmustur (8). Bu gen, hiicre
fuzyonu sonrasi timor hiicre genomuna yeniden kazandinimakta, sonug olarak
¢ogunlukla normal bilyiimenin kontrolii restore edilmis olmaktadir. Bu genler,
biiylimeyi negatif yonde diizenleyici genler, tiimor baskilayici genler ya da anti-
onkogenler olarak tanimlanmgtir (1).

Bir tumo6r baskilayici genin bir kopyasimin kaybi genellikie kansere neden olmaz
fakat bu Ureme hiicrelerinde olursa kansere kaltsal yatkinh@ arttinr. Timér
baskilayic1 genlerde iki gegis vardir. Biri herediter, digeri herediter olmayandir.
baskilayici genin normal allelinin kaybi alt1 yolla olabilir (Tablo 1.3). Bu durumda
heterozigotlugun kayb: (LOH) s6z konusudur. Herediter olmayan formda ise tek bir
hiicrede iki mutasyon gerekir ki bu da oldukca diigiik bir ihtimaldir.

Tablo 1.3. Tumoér Baskilayict Genin Normal Allelinin Kaybolma Yollan

Nondisjunction (kromozom kaybt)
Nondisjunction ve duplikasyon

Mitotik rekombinasyon

Gen konversiyonu

Delesyon

Nokta mutasyonlar
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Tek bir gen hatasi hiicrelerin in vivo biiyiime avantaji kazanma ve klonal
hiicrede birbirinden bagimsiz gesitli kazalarin bir arada olmasi gerektigi g6sterilmigtir.
Fare deneyleri tek bir onkogenin normal bir hiicreyi kanser hiicresine déniigtiirmek
i¢in genellikle yeterli olmadifim ortaya koymugtur. Myc ve ras onkogenlerini birlikte
tagtyan farelerde kanser gelisim riski sadece bir onkogene oranla oldukea yiiksektir. In
vivo ve in vitro deneylerde iki ya da daha ¢ok spesifik onkogenin sinerjistik roli
“onkogen isbirlifi” olarak tanimlanmugtir (5).

Insan kanserlerinin yaklagik olarak %15°i viriis mekanizmalan ile olmaktadir. fik
hayvan viriisu 1910°1arda tavukta kesfedildi. Bir retroviriis olan Rous sarkom viriis src
onkogeni ile sarkomaya neden olmaktadir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda bu
genlerin homologlari insanlarda bulunmustur (5).

Tek iplikli viral genoma sahip retrovirislar transkriptaz enzimi ile DNA’ya
transkribe olurlar. Viral DNA daha sonra kromozomal DNA’ya integre olur ve konak
hiicre, viral genleri kendisine aitmig gibi eksprese eder. Bu senaryo kanser genlerinin
ortaya gikmasinda iki ihtimali ortaya gikarmaktadir. Iiki viral DNA entegrasyonunun
potansiyel mutajenik etkisidir. Bu, hiicresel genlere direkt zarar verir ve viral genomun
glicli diizenleyici elementlerinin kontrolii altinda kendi ekspresyonlan etkilenir. Bu
olaylar “insersiyonel mutagenesis” olarak tammlanmaktadir. Ikinci olarak retroviral ve
hiicresel genomlar arasi rekombinasyon ile viral genom igine hiicresel genleri sokabilir
ve yeni olusturulan genlerde onkojenik olabilir. Hiicresel proto-onkogenlerden
retroviral onkogenlerin olugumu “ trasdiiksiyon™ olarak ifade edilmektedir (11).

DNA viriislant ise konafin DNA replikasyon sistemini kendi hayatta kalma
stratejileri ile kullanur, ayrica bu sistemde anahtar rol oynayan tiimér baskilayic1 genleri
bloke ederler. Ornegin papilloma viriis E6 ve E7 genleri; SV40 T Large Antijen, Rb
ve p53 tiimor baskilayic1 genleri inaktive ederler (5).

Cogu kanser cevresel etkilerin bir kombinasyonundan dogmaktadir. Kanser
gelisiminde bir ¢ok asama ve faktér vardir. Fertlerin genetik yap: farklilift yaninda;
diet, yasam tarzz ve gevre de 6nemli bir rol oynamaktadir. Amerika Birlegik
Devletlerindeki tiim kanserlerin yaklagik %80°i gevresel faktorler nedeni ile ortaya



¢ikmaktadir (3). Bu yiizden kanser korunulabilir bir kararsiziiktir (12). Tim bunlar
farkh iilkelerdeki insidans farkliigim agiklamaktadir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4. Baz: kanserlerin insidansinda {ilkeler arasindaki varyasyonlar (5).

KANSERIN ORIJIN  Yitksek-Insidans Popillasyonu Ditgitk-Insidans Popitlasyonu
YERI Yer Insidans* Yer Insidans
Akcier ABD (New Orleans, Hindistan (Madras)

zenciler) 110 5.8
Gogiis Hawaii (Hawaiililer ) 94 Israil (Yahudi olmayanlar)  14.0
Prostat ABD (Atlanta, zenciler) 91 Cin (Tianjin) 1.3
Uterin Serviks Brezilya (Recife) 83 Israil (Yahudi olmayanlar) 3.0
Mide Japonya (Nagasaki) 82 Kuveyt (Kuveytliler) 3.7
Karaciger Cin (Shanghai) 34 Kanada (Nova Scotia) 0.7
Kolon ABD (Connecticut, Hindistan (Madras)

beyazlar) 34 1.8
Melanom Avustralya (Queensland) 31 Japonya (Osaka) 0.2
Nazofarenks Hong Kong 30 UK (southwestern) 0.3
Ozofagus Fransa (Calvados) 30 Romanya (urban cluj) 1.1
Uterus ABD (San Francisco Koérfez Hindistan (Nagpur)

Bolgesi, beyazlar) 26 1.2
Ovaryum Yeni Zellanda (Polynesian Kuveyt (Kuveytliler)

Adalilar) 26 3.3
Rektum Israil (Avrupa ve ABD Kuveyt (Kuveytliler)

dogumlu) 23 3.0

*insidans=100000 popiilasyonda yil basina yeni vakalarin sayisi, popiilasyondaki yas dagilim
g6z Sniine ahnarak ayarlanmigtir.

Gogiis, uterin serviks ve yumurtallk kanserleri kadinlar, digerleri erkekler igin
degerlendirilmigtir.

Kanserler koken aldiklan hiicre tipi ve dokuya gore simiflandinhrlar. Kanserler
epitel tabakas: hiicrelerinden koken almigsa karsinoma;, bag doku veya kas
hiicrelerinden koken almiglarsa sarkoma denir. Kanserler sadece bu iki genel kategori
icinde yer almazlar, farkh olarak 16semiler; hemopoietik hiicrelerden koken alir ve sinir
sisteminden koken alan kanserler vardir. Bu genel kategorilerin herbiri tiimériin yapisi

ve viicuttaki lokalizasyonuna spesifik hiicre tipine goére bir ¢ok alt gruplara ayrilir.
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Malign tiimoérlerin isimlendirilmesi, benign tiimor isimleri ile iligkilidir. Bir adenoma,
ornegin glandular organizasyonlu bir benign epitel tabaka tiimériidir, malign tiimériin
iligkili tipi bir adenokarsinoma olarak adlandirihr. Insan kanserlerinin yaklagik olarak
%901 karsinomadir. Belki viicutta epitel hiicrelerde proliferasyonun ¢ok olmasi, belki
de epitelial dokulann kanser gelisimine neden olan kimyasal ve fiziksel zararlara gok
siklikla maruz kalmasindandir.

1.2. KOLON KANSERLERINDEKI GENETIK DEGISIMLER

Kolorektal kanserler (KRK) birbirini takip eden genetik degisimler ile yavas
yavag ortaya ¢tkmaktadir. Tek bir hiicreden baglayip, yarim diizine genetik kaza
sonucu, benignden malign tiimére ilerleyerek gelismektedir. Bu ilerleme siirecinde K-
ras onkogen mutasyonlan ve bir alleldeki mutasyon ile birlikte diger allelin kayb ile
giden APC, p53 ve DCC gibi tiimor baskilayic: genlerdeki degisimlere oldukga yiiksek
oranlarda rastlanilmaktadir. Ayrica difer bazn genetik mekanizmalar ve gevresel
faktorler de KRK gelisimine katk: saglamaktadir.

Adenoma bir benign neoplazmdir. Buna ragmen genellikle kolon karsinomlarin
kolon adenomadan dogdugu kabul edilmektedir. Bu sure¢ “adenoma-carcinoma
sequence” olarak adlandinlmaktadir (13). Aym zamanda ¢ofu adenomanin kolon
karsinomaya gelismedigi de bilinmektedir. Adenomalarin karsinomaya progresyon
stkhg1 kesin olarak bilinmedigi gibi ge¢is zamam da anlagilamamustir. KRK farkl
evrelerinin galigilmast tiimor progresyonundaki genetik degisimleri gozler ﬁrili'me
sermektedir.

KRK herediter ve herediter olmayan tipleri igermektedir. Herediter KRK’lerin
en iyi bilinen iki 6rnegi, ailesel adenomatdz polipozis (FAP) ve herediter polipozis
olmayan kolorektal kanser (HNPCC) dir. Otozomol dominant gegis gosterirler. FAP
pek gok kolonik polip igerirken, HNPCC’de birden ¢ok kolon polipleri yoktur (14).
Herediter olmayan tipde ise hastalarda giiglii aile hikayesi bulunmamaktadir. Yapilan
caligmalarda FAP ve sporadik kanserli hastalann tiimoérlerinde kromozom 5q, 17p,
18q’da heterozigositenin kayb1 ve bunlarla iligkili APC, p53, DCC ve K-ras gen



mutasyonlar: “adenoma-carcinoma sequence” de adenomadan kolorektal karsinoma
gelisim mekanizmalarimn en énemlileridir (Tablo 1.5).

Kolorektal timoér gelisiminin genetik modeli Bert Vogelstein ve grubu
tarafindan ortaya konmugtur (Sekil 1.1) (15). Sporadik kolorektal tiimorlerde K-ras
kodon 12, 13 ve 61 mutasyonlarn lcm’den kiigiikk adenomlarin %9°unda, lem’den
bityitk adenomlann %58’inde ve karsinomalarin %47’sinde gorilmisgtir. 5q kayiplan
ise adenomalarin %29, karsinomalarin %35’inde go6zlenmigtir. Son yapilan
¢aliymalarda APC mutasyonlanna adenomalarda %63, karsinomalarda %60 oraminda
rastlanmaktadir (16,17). Erken doénem adenomlarin yanlizca %11-13’iinde 18q
kayiplarina rastlamrken ge¢ donem adenomlann %47’sinde, karsinomalarin %73’ tinde
rastlanmaktadir. 17p’nin allelik kayb: erken dénem ve orta donem adenomalarda %6,
ge¢ donem adenomalarda %24, karsinomalarda ise %75 oraminda rastlanmaktadir.
Karsinomalann %90’dan fazlas1 bu dort degisimin (ras,5q,17p,18q) en az ikisi veya
daha fazlasim igermektedir. Buna kargin, erken donem adenomalarin %7’sinde bu dort
genetik degisimden biri veya daha goguna rastlamrken, bu yiizde giderek artarak %25
ve %49 orta donemden geg donem adenomaya ilerlemektedir. Enteresan olarak geg
dénem adenoma tiim bu genetik degisimleri icermektedir (18).

Tablo 1.5 ; Kolorektal tiimor gelisiminde rol alan genler (16).

Gen Tip Kromozom Hiicre Yerlesimi Fonksiyon
APC  TBG 5q21-22 Sitoplazma Biiyiime sinyali inhibisyonu
DCC . TBG 18q21 Hiicre membram  Hiicre-hiicre adezyon, hiicre
matriks etkilegimi
ps3 TBG 17p13.1 Niikleus Transkripsiyon faktorii,
biiytime inhibisyonu , hiicre
dongiisii kontrolii
K-ras Proto- 12p12.1  Hiicre membrany/ Intraselliller sinyal iletimi

onkogen sitoplazma




Normal Epitel
Tabaka
¢ +— 5q Mutasyon, APC
kayip
Hiperproliferatif
Epitel Tabaka
DNA hipometilasyonu
12p Mutasyon K-ras
18q Kayip DCC
17p Kayip p53
Diger degisimler

-

Sekil 1.1 Kolorektal kanserlerin gelisim modeli (15).

Cogunlukla malign kolorektal karsinoma adenomadan koken almaktadir.
Adenoma gelisimi bir APC allelinin mutasyonunu takiben ikinci APC allelinin kaybina
(LOH) ihtiyag duyar. Eger K-ras mutasyonu ilk olarak meydana gelirse, klonal
popiilasyon nonneoplastik lezyon olarak gelisir. Normal APC proteinin yoklugu,
normal biiyiime inhibisyon sinyalini engeller ve hiicreler klonal olarak erken donem
adenomaya dogru ilerlerler. Bunun hemen ardindan adenomadaki bir hiicre diger bir

mutasyon kazanir, bu da K-ras onkogenidir. Bu mutasyon hiicrelerin klonal olarak




yayilumin, belki de orijinal poliplerin daha da biiyiimesini ve adenomanin genislemesini
saglamaktadir. Bityiimenin artarak ilerlemesi sirasinda, diger mutasyonlarin kademeli
birikimi mutant APC/K-ras klonlar alt klonlanmmn gelismesini saglar. Bu biriken
hatalar DCC ve p53 gen mutasyonlarini igermektedir. Bunun ardindan DCC lokusunu
takiben p53 lokusunda LOH meydana gelir. Bu sekilde benign fenotipten malignasiye
gecis gergeklesmis olur. LOH olaylart timor baskilayict gen lokuslarinda belirgin
olmayan mutasyonlar ag1ga ikanr ve daha ileri neoplastik progresyona yardimet olur.
Sonug olarak metastazlar gelisir.

KRK gelisimine egilimi olan iki kaltimsal formdan biri olan HNPCC,
mikrosatellit instabilitesi ile karekterizedir (16,19). Bu hastalarda LOH ya hi¢ yoktur,
ya da ok azdir. Bu tiimorler mutasyonlara ok agiktir giinkii DNA mismatch repair
(MMR) sistemi defektiftir. Bu sistemin genleri (hMSH2, hMLHI1, PMS1, PMS2)
HNPCC hastalarinda iireme hiicre mutasyonlarni tagimaktadir. MMR sistem, hatali
baz eslesmesini ve DNA replikasyonu sirasinda bityiik bir olasilikla dogru bir sekilde
kopya edilemeyen DNA’min kiigiik tekrar dizilerini (mikrosatellite) direkt olarak tamr
ve tamir eder. Hatali baz eslesmesi eger tamir mekanizmasi tarafindan taninmaz ise
niikleotid transisyon ve transversiyonlanna neden olur ve orijinal genetik dizide
degisiklikler gergeklesir. Nokta mutasyonlar biiyiimeyi kontrol eden genlerde olabilir.
Mikrosatellit instabilitesi HNPCC vakalanmin %80’inden fazlasinda goruliirken
sporadik KRK’lerin %13-22’sinde tammlanmigtir (17) ve MMR genlerinin
mutasyonlar ile iligkilidir.

DNA metilasyonunun degisimleri KRK gelisiminde onemli bir epigenetik
faktordiir. KRK lerdeki DNA metilasyonunun dort yolu vardir : 1-) 5-Metil sitozin
kontentlerinin azalmasi ile global hipometilasyon ve spesifik genlerin progressif
hipometilasyonu ; 2-) artmis DNA metil trasferaz ekspresyonu ve aktivitesi sonucu
DNA metilasyon kapasitesinin artmast ; 3-) spesifik genlerin CpG adaciklarimn
bolgesel hipermetilasyonu ; ve 4-) 5-metil sitozin (5-mC) deaminasyonu sonucunda
C—T transisyonlan nedeniyle mutasyonun artan oranlari. Bu degisimler kromatin
konformasyonel degisimleri, genetik instabilite, onkogenlerin  ekspresyonlarinin

artmas;, TBG’lerin transkripsiyonel inaktivasyonu ile sonuglanabilir. Bolgesel



hipermetilasyon TBG inaktivasyonunun bir nedeni olan nokta mutasyon ve allelik
kayiplara alternatif olarak rol oynamaktadir (17).

Kolorektal timorlerde onkogen ve TBG’lerin yapisal degisimleri yanmnda diger
bazi gen ve gen uiriinlerinin aktivite ya da ekspresyonlaninda farkhliklar belirlenmistir.
Omegin ¢ogu kolorektal karsinomada c-myc yiksek diizeylerde eksprese
edilmektedir. Spesifik proteinlerin tirozin kinaz aktiviteleri de gogu kolorektal
karsinomada yitksektir. Bazi aktiviteler dikkate degerdir ¢iinki benzer aktiviteler
gesitli onkogenler ile iligkilidir. C-myc nikleer bir fosfoproteini kodlamaktadir. Hiicre
proliferasyonu sirasinda indiiklenir ve muhtemelen DNA sentezi igin gereklidir. Artmig
c-myc diizeyi kolorektal adenomalar ve karsinomalarm %60-70’inde tesbit edilmistir
(17). Ayrica yapilan ¢aligmalarda c-yes onkogeninin yitksek aktivitesi bu timorlerde
bulunmugtur. C-yes molekiilii src tirozin kinaz ailesinin bir tyesidir. Bu proteinler
normal hiicrelerde sinyal iletimi, farklilasma ve proliferasyon ile iliskilidir.

KRK gelisiminde telomeraz aktivitesinin de rol oynadifi yapilan calismalar ile
ortaya konmustur (17). llerleyen telomer kisalmasi, kontrolsiiz  hiicre
proliferasyonunun onlenmesinde énemli bir mekanizmadir. Bu, telomeraz enzimi ile
onlenenebilir. Telomeraz enzimi normal somatik hiicrelerde eksprese edilmemektedir.
Caligmalarda KRK omeklerinin timiinde telomeraz ekspresyonu aktive edilmistir.
Telomeraz aktivitesi KRK’lerde gozlenmis fakat adenomatéz poliplerde
gozlenmemistir.

Genetik degisimlerin yani sira cevresel faktorler de KRK gelisimine katk1
saplamaktadir. ileri yas, aile hikayesi yaninda, diet, yiksek kirmizi et ve doymus yag
tilketimi riski arttiirken; sebze, meyve, fiber, folat ve kalsiyjum koruyucu
olabilmektedir. Aynca dizenli bir fiziksel aktivitenin KRK riskini azaltigt
bilinmektedir. Doll ve Peto KRK’lerin %85%inden daha fazlasim gevresel faktorlerle
agiklamaktadir (20). Eger gevresel faktorler tanimlanabilirse gogu KRK onlenebilir.

KRK’lerin gelisiminde rol alan genetik mekanizmalarin ortaya konmast gerek
erken tanmin konmasi ve gerekse ileri donemlerde prognozun belirlenmesi ve buna
uygun ilave tedavilerin uygulanmasinda molekiler birer belirteg olarak kullanilmasini

saglayacaktir. Ayrica yiiksek risk gruplarnin tanimlanmasina da yardime: olunacaktir.



1.3. K-RAS ONKOGENI

Ras genlerinin kodon 12,13 ve 61' deki mutasyonlani bu genleri aktif
onkogenlere doniistirmektedir. Ras gen mutasyonlan tiimor tiplerinde farkh
insidanslarda bulunmaktadir. En yiiksek insidanslari, pankreas (%90), kolon (%50) ve
akciger adenokarsinomalarinda (%30); tiroid tiimorlerinde (%50) ve myoloid
l6semilerinde (%30) rastlanmaktadir (21). Bu kanserler iginde zellikle k-ras geni
mutasyonlar: diger ras genlerine (N-ras ve H-ras) oranla daha stk gorilmektedir.

Tammlanan ilk ras geni (v-ras) belirli akut transforme edici retroviruslarin viral
onkogenleridir. Retroviral onkogenlerin normal hiicresel genlerden koken aldigimin
ortaya cikmasindan sonra "NIH/3T3 hiicre transformasyon assay" ile tanimlanmig
transforme edici genlerin gogunun hiicresel genler (c-ras) oldugu ve bunlarin nokta
mutasyonlar ile aktive edildigi gosterilmistir. H-ras, Harvey'in v-H-ras'ina ve k-ras,
Kirsten (Ki) murine sarkoma viriislerinin (MuSV) v-k-ras'ina yol agar. N-ras ise diger
ras genlerine homoloji gosteren bir transforme edici gen olarak noroblastoma hiicre
serilerinde bulunmaktadir (21).

Aktive olmus c-ras genlerine insan kanserlerinin bir ¢ok tipinde (%30)
rastlanmaktadir. Timor olusumundaki bu roliiniin yaminda, normal ras genleri 6zellikle
hiicre biiyiimesi ve farklilasmasi gibi bazi fizyolojik fonksiyonlann kritik
diizenleyicisidir. Ras'n bu normal aktivitesi, onun sinyal iletimi patikalarinin
ortasindaki anahtar pozisyonundan kaynaklanmaktadir (22).

Mutasyonlarin sikligi ii¢ ras genine muntazam olarak dagilmamugtir. Ik olarak
H-ras gen mutasyonlari kesfedilmis olsa da daha sonra yapilan yogun calismalar K-ras
ve N-ras mutasyonlarinin insan kanserlerinde daha sik goriildugiini ortaya ¢ikarmistir.
Mutant k-ras geni pankreas, kolon ve akciger adenokarsinomalarinda daha yaygmn
iken, mutant N-ras daha gok hematopoietik neoplazmlarda gorilir. Bazi tiimor
tiplerinde ise 6rnegin tiroid tiimorlerinde herhangi bir spesifiklik gozlenmemektedir.
Ug ras genini kodlayan proteinler giiglii amino asit benzerligi (%90) gosterirler. Hiicre
kiiltiirii ve hayvan deneylerinde aym: giiglii transforme edici etkiyi sergilerler. H-ras,
N-ras ve K-ras (4A ve 4B izoform)'in biyokimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin temel

olarak 6zdes oldugu var sayilmaktadir (23).
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Ras genlerinin timii ¢ogu dokuda eksprese edilir fakat her genin ekspresyon
diizeyi farklidir. Yapilan caligmalarda cogunlukla mutant ras geninin tipi ve dokudaki
ekspresyon diizeyi arasinda herhangi bir baglanti kurulamamustir (21).

Tiim ras genleri farkli kromozomlar iizerinde lokalize olmasina ragmen tiimi 21
kD'luk bir protein kodlamaktadir. Bunlardan K-ras kromozom 12'nin kisa kolunda
(12p12.1) lokalizedir. Dért ekzon iceren K-ras geninde dordiincii ekzon alternatif
olarak kirpilirken, 4A ekzonlu transkript 189 amino asit; 4B transkript ise 188 amino
asitli bir protein iiretmektedir (Sekil 1.2) (16). Bunlar arasindaki fark karboksil ugtaki
25 amino asittir. Bu transkriptlerden 4B varyanti 10-20 kat daha fazla eksprese
edilmektedir (23).

Ras proteinlerinin biyolojik aktivasyonu i¢in lipid modifikasyonu ve plazma
membranina kuvvetli baglanmasi gerekmektedir. Ras proteinleri baslangicta inaktif
sitoplazmik protein olarak sentezlenir. Daha sonra bir dizi posttranslasyonel
modifikasyona ugrayarak plazma membraninin i¢ yiizeyine transloke edilirler.
Karboksi ucun modifikasyonu proteinin hiprofobik ozelligini arttirir, ras membran

baglantisina katki saglar (22, 23):

Efektor domen Membrana baglanan

1 i , e T189
v - L | .
\ el &

GDP/GTP baglama domeni GDP/GTP baglama domeni

S SRS S S
Sekil 1.2 K-ras proteinin yapist (16).




Normalde ras proteinleri GDP bagli inaktif formdadir. Ekstraselliiler ligandlarm bir
cesidi ile hiicre yiizeyinde stimulasyon baslatihr.  Sitokinler  (interlikin),
norotransmitterler (carbachol), hormonlar (insiilin) ve biyiime faktorleri (EGF) ile
gegici olarak aktive edilirler (23). Guanin nikleotidi saliveren proteinler (GNRPs),
ornegin (SOS1/2, Ras GRF/CDC25) inaktif fomdaki GDP yerine GTP baglayarak
aktif forma déniisimii (RaseGTP) saglar. Aktif ras, bu uyaranlarin olusturdugu sinyali
ilettikten kisa bir siire sonra tekrar inaktif formuna (RaseGDP) doniistiirilir. GTPaz
aktive eden proteinler (GAPs) ornegin p120,NF1-GAP ras'm intrinsik GTP hidrolizini
uyarnir ve onun inaktif formuna déniismesine neden olur (Sekil 1.3) (16).

insan kanserlerindeki mutant ras genleri (kodon 12,13 ve 61) bu onkojenik
mutant ras proteinlerini GAP stimulasyonuna duyarsiz yapmaktadir. Mutantlar dig
uyaran yoklugunda bile aktivitelerini korurlar. En dnemli mutant formlar kodon 12,13
ve 61'de lokalizasyon gostermektedir. Bu kodonlar ras proteinin katalitik aktivite ve
GTP/GDP baglama bolgesine denk gelmektedir (16, 22).

INAKTIF
RaseGD GTP

GAP GNRP

GDP

Sekil 1.3 Ras proteinlerinin inaktivasyon ve aktivasyon mekanizmast (5).




Ras proteinlerinin aktivasyon ve inaktivasyonunu tetikleyen GNRP ve GAP'ler
reseptor tirozin kinazlar ile kontrol edilmektedir. Aktive olan ras, MAP kinaz
uyanmum saglamaktadir. MAP kinazlar uyanldiginda hiicrede gesitli proteinlerin
fosforilasyonu sinyalini naklederler (22). Bunlar iginde gen diizenleyici proteinler ve
diger protein kinazlar bulunmaktadir. Gerek jun proteinin direkt fosforilasyonu ve
gerekse SRF Elk-1 kompleks proteininin fosforilasyonu ile dolayl olarak fos geninin
transkripsiyonel aktivasyonu hiicreyi proliferasyona siriklemektedir.

Ras mutasyonlan yalmz bagina normal hiicrelerin butiinityle malign yapiya
doniisimleri igin genellikle yeterli olmamaktadir. Bu dontisiim icin diger onkogenlerin
veya ras ile birlikte diger genetik hatalarin (6rnegin timor baskilayici genlerin
fonksiyonlarinin kaybi) bir arada olmasi gerekmektedir (22, 23).

1.3.1. Kolon Kanserlerinde K-ras Gen Mutasyonlar

Kolorektal tiimorlerde K-ras kodon 12,13 ve 61 mutasyonlari, lcm'den kigik
adenomalarin %9, lcm'den biiyilk adenomalarin %58'inde ve karsinomalarin
%47'sinde bulunmaktadir (18). Kodon 12 mutasyonlan kolorektal timorlerde en sik
rastlanilan K-ras mutantlandir. Bu mutasyon kodon 13 ve 61'deki gibi, her zaman bir
missens mutasyondur. Kodon 12'deki glisin amino asidi baska bir amino aside
doniismektedir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4 K-ras mutasyon dagilimi (n=60) (21).

Mutasyon Yiizdesi (%)
K12 GGT—Gly (Normal)
AGT—Ser 12
TGT-Cys 12
CGT—Arg 0
GAT—Asp 16
GTT—Val 37
GCT—Ala 7

K13 GGC—HGAC 21




K-ras mutasyonlarimin APC gen degisimleri sonrasi, ileri adenoma déneminde
meydana geldigi gosterilmistir. K-ras mutasyonlan APC mutasyonlu kiigik
adenomalarda %20'den daha az bulunmustur. Fakat kolorektal kanser gelisiminde
oldukga erken bir preneoplastik lezyon olarak gorilen "Aberrant Cyrpt Foci"
(ACF)de bile anlamli derecede K-ras mutasyonlar saptanmaktadir (24). Ayrca
ACF'de APC mutasyonu yoklugunda gogunlukla nonneoplastik olarak kaldigi, APC
mutasyonu varlginda ise displastik oldugu ve adenomalarn nciiliguni yaptigt ileri
strillmektedir (16). Dolayisi ile K-ras mutasyonlarinin tek basina malign donigiimler

icin yeterli olmadi: diisiiniilmektedir.



1.4. p53 TUMOR BASKILAYICI GENI

Niikleer bir fosfoprotein olan p53 ilk olarak 1979’da kesfedildi. p53 proteini ilk
onceleri bir timor antijeni, bir onkogen olarak tammlanmug fakat daha sonralari yabani
p53’iin insan kanser hiicre serilerinin bilyiimesini ve hiicre transformasyonunu inhibe
ettigi, dolayisiyla bir timoér baskilayict gen oldugu gosterilmistir. p53 TBG’nin
onkoviriislar veya insan timorlerindeki yapisal degisimleri p53 gen (iriiniiniin
inaktivasyonu ile sonuglanmaktadir (16).

Kromozom 17p13.1°deki p53 geni, 11 ekzon igerir ve 393 amino asitli bir
protein kodlar. Cesitli tiirler arasinda oldukga iyi korunmus bes domeni vardir. Bu
domenler dizi spesifik DNA baglamada oldukga oOnemlidir. Amino ug bolgesi
transkripsiyon, karboksi ucu ise bir oligomerizasyon domenine sahiptir.
Oligomerizasyon domeni p53’iin tetramer formunun olusmasim saglamaktadir. Ayrica
karboksil ucun bir kismu birincil DNA zararini taniyan bir domen igermektedir (Sekil

1.4) (16).

DNA baglama domenleri Oligomerizasyon DNA hasan

f S A"
[ 1]

folNN T

Mdm-2 bagl Elb bagl E6 bagl. SV 40 T antijen baglama
bolgesi bolgesi bolgesi bolgesi

Sekil 1.4. p53 protein yapisi (16).

p53, gen ekspresyonunu aktive edebilen bir transkripsiyon faktoridir. Bir
tetramer olarak p53, bu genlerin traskripsiyonunu giiglendirmek igin onlarin promoter

bolgelerindeki DNA dizilerine baglanmaktadir. Bir ok gen p53 tarafindan aktive
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edilmektedir (Tablo 1.5) (25). Bu genler 6zellikle hiicre dongisiiniin kontrolii, DNA
tamiri ve sentezi, biiyime kontrolii ve apoptozis ile ilgilidir. Bu yizden p53
fonksiyonunun inaktivasyonu kontrolsiiz hiicre biyiimesi ve boliinmesine neden
olmaktadir. p53°un dizi spesifik DNA baglama domeni 102-292 amino asitler arasinda
lokalizedir. Tetramerik p53 proteini 10 bg¢’lik “5-PuPuPuC(A/T)(A/T) GPyPyPy-3”
motifinin iki kopyasim baglar. Bu 10 b¢’lik motifin bir kopyas: baglanma i¢in yeterli
degildir. Ayrica gerekli olan iki kopyaninda 13 b¢’den fazla rastgele diziler ile aynlmg
olmasi gerekmektedir. p53'in baglandigt DNA dizisi bir simetriye sahiptir. 5-
(A/T)GPyPyPy yan dizisinin dort kopyasi zit yonde oryante olmustur. Bu da p53’in
bir tetramerik protein olarak bu bélgeye baglandigim gostermektedir (26).

p53 mutasyonlar tiim insan kanserlerinin yandan fazlasinda bulunmaktadir (27).
Bu da onu insan karsinogenezisindeki biokimyasal olaylarin merkezinde bir unsur
yapmaktadir. p53 mutasyonlanimn en onemlisi missens (bir amino asit degigimine
neden olur) mutasyonlanidir ve bu karekteristik olarak yabani allelin LOH ile iligkilidir.
Ek olarak, diger mekanizmalar p53’iin gesitli tiirler arasinda oldukga iyi korunmus
bolgesini hedef alarak p53’iin inaktivasyonuna neden olmaktadir.

Tablo 1.5. p53 tarafindan aktive edilen genlerin rtnleri (25).
p21, WAF1,cipl Cesitli siklin-siklin bagimh kinazlan inhibe eder; siklinler ve
PCNA’e baglanir; hiicre siklisunu durdurur.

MDM2 Bir onkogen tiriinii; p53 aracih transkripsiyonu inhibe ve
p53 aktivitesini otoregiile eder.

GADDA45 DNA zarannda tindiiklenir; PCNA’ya baglanir ve hiicre
sikliisunu durdurabilir; DNA niikleotid eksizyon (gikarim)

tamirinde direkt olarak etkilidir.

Siklin G Fonksiyonu tam olarak bilinmeyen yeni bir siklin

Bax Apoptozisi giiglendiren Bcl2 ailesinin bir iiyesi;

Tiim hiicrelerde p53 ile inditklenmez.

IGF-BP3 Insiilin-benzeri biyiime faktorii baglayan protein-3;,
bir mitojenik bityiime faktoriinin sinyalini bloklar.
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Bunlar iginde p53’e viral proteinlerin baglanmasi (SV40 T large antijen, HPV E6
protein ve adenoviris E1B proteini) ve amplifiye olmus hiicresel proteinlerin
baglanmas: (sarkoma hastalarinda mdm2 onkoproteini) bulunmaktadir. Mutant p53
(normal p53°in  yoklugunun egliginde) timoérlerde asin  uretilebilmekte ve
immiinhistokimyasal metodlar ile tammlanabilmektedir. Bu agin tretim, mutant p53
proteininin stabilitesinin gii¢lendirilmesi sonucu hiicre i¢inde birikimini agiklamaktadir.
p53 normal hiicre bityiimesi ve béliinmesinin donemli bir negatif regiilatoridiir.
DNA hasannin farkl tipleri p53’ii aktive edebilir, drnegin y-1sinlama ile DNA’da cift
zincir kiriklar olugur ve DNA’ya zarar veren kimyasallar veya ultraviolet irradyasyon
sonrast DNA tamiri igin ara verilir. Bu, hiicrelerde p53 diizeyinin hizla artmasi ve
p53’iin bir transkripsiyon faktorii olarak aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktive olan
p53 bir ¢ok genin transkripsiyonunu agar. Bunlar WAF1/cipl’in aktivasyonunu
icermektedir. Uretilen 21 kD’luk protein siklin bagiml kinaz-2"yi inhibe eder. Béylece
hiicre sikliisunun G1 fazinda hiicre bloklanir ve zarara ugramis DNA’nin replikasyonu
onlenir. p53 aym zamanda GADDA45’in transkripsiyonunu da uyarmaktadir. Bu
protein prolifere hiicre niikleer antijen (PCNA) ile kompleks yapmaktadir. PCNA,
DNA zarart uzaklastinldiktan sonra DNA’nin yeniden sentezi igin gerekli bir
unsurdur. Bir hipoteze gore hiicresel proteinler DNA hasarim tamyarak p53 ile iletigim
kurmakta ve onu aktive etmektedir. Ormegin ATM geni defektif hiicre kiiltiirlerinde
p53’iin iyonize radyasyona cevabi zayiflamakta ve gecikmektedir (25, 28). Bu
bulgular 1s13inda ATM geninin DNA hasarim tamdig1 ve protein kinaz domeni ile
p53’e sinyal iletebildigi ileri suriilmektedir. Fakat p53 proteinin DNA zarar bolgesine
kendi kendine baglanabildigi bilinmektedir. Burada ise birbirinden bagimsiz iki
mekanizma olabilir: p53’in DNA hasanmi direkt tammasi ve bir hasar-dedektor
proteininin DNA zaranmi tamimasi ve iletmesi. Bu sekilde DNA zarani p53’iin
fonksiyonel cevabi oncesi iki bagimsiz mekanima ile kontrol edilebilmektedir.

G2 kontrol noktasi hatasiz bir mitozun gergeklegmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu
noktada ig iplikgiklerinin bir araya gelmesi kontrol edilir. Myoloid hiicrelerde p53’iin
kayb1 veya mutant p53’°tn agin1 iretiminin poliploidite ile iligkili oldugu bulunmustur.
Bu bulgu p53’in G2 kontrol noktasinda énemli bir rol oynadigini gostermektedir.

p53’iin yoklugu gigli genom diizensizligini gosterir ve anormal sentrozomlarm
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amplifikasyonuna neden olur (29). p53 aym zamanda transkripsiyon faktorii 2H-iligkili
proteinlere baglanabilmektedir. Bu proteinler ( DNA helikaz, XPB(ERCC3) ), DNA
zarari tamir mekanizmasinda gorev almaktadir.

DNA zaranina ilave olarak, hipoksi de p53 diizeyini uyanr ve p53 proteinini
aktive edebilir. Bu da p53’in kanser olusumuna karsi diger bir koruyucu etkisini
ortaya koymaktadir. Bir cok kanserde agin hiicre proliferasyonu sonucu kritik bir
biiyiikliige ulagmaktadir. Biyiimenin devami igin kan ihtiyaci dolayist ile anjiogenik
faktorlere ihtiyag vardir. Olusan hipoksi p53 aktivitesine neden olur ve bazi hiicreleri
oldiiriir. Ayni zamanda bir anti-anjiogenik faktor olan trombospondin geninin p53 ile
regiile edildigi ortaya konmustur (25).

Multi drug-resistance geni MDRI, sitotoksik ilaglara direngten sorumludur.
Cogu kanserde kemoterapinin basarisizh@ ve radyo terapiye tiimor direnci saglayarak
tedaviyi etkisiz kilmaktan sorumludur. Yapilan ¢ahsmalarda belirli mutant p53
tiplerinin MDR1 ekspresyonunu arttirdigi gozlenmistir (25).

p53 proteini ayni zamanda programh hiicre 6liimii veya apoptozisde de 6nemli
bir rol oynamaktadir. pS53 gesitli fizyolojik kosullar altinda apoptozise neden
olmaktadir. Normal timositler DNA zararma cevap olarak apoptozise ugrarlar, fakat
p53-/- fare timositleri aym uyariya aym cevabi vermezler. Ayrica tim apoptotik
olaylarin p53 aracili olmadigida bilinmektedir. p53 aym zamanda viral veya hiicresel
bir onkogen ekspresyonu veya kritik bir tiimér baskilayici gen iriiniinin (Rb)
yokluguna cevap olarak da apoptozisi baslatabilmektedir (25).

p53, transkripsiyonel aktivasyonu veya direkt protein sinyal iletimi (protein-
protein etkilesimi veya diger bazi aktiviteler ile) ya da her ikisini birden kullanarak
apoptozisi baslatabilmektedir (25). p53 tarafindan regiile edilen iki gen (en azinda bazi
hiicrelerde) hiicrelerde apoptozis kararimn verilmesinde etkilidir. Bunlar bax ve IGF-
BP3 genleridir. Bcl2’nin ( ya da AV E1B-19 kD proteini ) agiri iretimi p53-aracili
apoptozisi blokluyabildigi bilinmektedir. Bax Bcl2’ye baglanir ve apoptozisi 6nleme
yetenegine karg: etki gosterir, dolayist ile p53-bagimli bax sentezi apoptozise dogru bir
tirmanmaya iseret etmektedir. Bcl2-Bax ailesi gen irinlerinin etki mekanizmast
bilinmemektedir. Kanser hiicrelerinin gelisiminin anlagiimasinda bu 6nemli bulgu odak

noktay: olusturmaktadir. p53 tarafindan regiile edilen ikinci bir gen tiriiniide biiyiimeyi
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regiile edebilen insiilin-like growth factor-binding protein3 (IGF-BP3)’dur. IGF-BP3
IGF’ye baglanarak IGF mitotik sinyal iletimini bloklar ve onun reseptérii ile
etkilegimini 6nler. Boylece IGF aktivitesininin bloklanmasi apoptozisi gii¢lendirebilir
veya hiicrelerin mitojenik cevabi azalabilir.

p53, hiicre déngiisiiniin kontrolii, DNA tamiri ve sentezi, genomik plastisite ve
apoptozis gibi fonksiyonlar: ile somatik hiicrelerde insan DNA’siin dogasinda var
olan mutasyonlanma kontroliinii elinde tutmaktadir. Bu ozellikleri ile p53 genom
gardiyani olarak nitelendirilmistir (30).

p53’in katildig: fizyolojik olaylarn aragtinlmasi ve tammlanmasinda p53 knock-
out (kapatilmig) fareler ¢ok onemli birer model sistemdir. Yapilan galismalarda p53
icermeyen farelerin gogu, birkag istisna diginda normal gelisimlerini tamamladigi buna
karsin erigkin yasa geldiklerinde tiimor gelisimine biiyiik bir yatkinigim gozledigi
saptanmugtir (31).

1.4.1. p53 Geninin Mutasyonel Analizi

Insan kanserlerindeki tim dominant onkogenler ve resesif tiimor baskilayict
genler icinde p53 geni en stk mutasyona ugrayamdir. Tim insan kanserlerinin yaridan
fazlasinda bu gen mutasyonlarina rastlanmaktadir. Yapilan caligmalar ile kanser
gelisim sirecinde o6nemli bir rol oynayan bu genin yapisiun ve islevinin
mutasyonlardan nasil etkilendigi belirlenmistir.

p53’iin inaktivasyonuna neden olan mutasyonlar onun biyimeyi baskilama
fonksiyonunu kaybetmesine neden olmaktadir. Béylece preneoplastik ve neoplastik
hiicrelerin klonal yayilimu igin segici bir avantaj saglanmaktadir. Islevsel p53
genlerinden yoksun transgenik fareler normal gelisirler fakat istisnasiz 3-6 aylarda
kanser gelisimi gozlenir (31). Cogu mutant p53 normal biyolojik aktivitesini yerine
getirememektedir. Bu da, p53°in tiimor gelisiminin baskilanmasindaki gerekliligini

ortaya koyar.
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p53°de meydana gelen missens mutasyonlarin %90°dan fazlasi dizi spesifik DNA
baglama bolgesini igermektedir (32). Bu bolge 102 ve 292 amino asitler arasinda
Jokalizedir. Cesitli tiirler arasinda yiiksek oranda korunmug bes domenden dordii bu
bolgededir. Mutasyonlarin %79’u bu korunmug domenlerde gozlenmektedir. Bu
domenler p53’iin fonksiyonunda temel rol alan amino asitleri igermektedir. Domen 1,
13-19; domen II, 117-142; domen III, 171-181; domen TV, 234-258; domen V, 270-
286. amino asitler arasinda yerlesim gosterir. Missens mutasyonlariin %40’dan
fazlasi R175, G245, R248, R249,R273 ve R282 kodonlarinda gorilmektedir (sekil
1.5). Bunlar alt1 “hotspot” mutasyonlart olusturmaktadir. Bu amino asitlerden R248
ve R273 DNA ile direkt etkilesim gosterirler. Bunlarda meydana gelen mutasyonlar
p53iin transkripsiyon faktorii olarak rol oynama yetenegini kaybetmesine neden
olmaktadir. Diger dort hotspot kodon ise p53°iin DNA ile etkilesimi igin gerekli olan
konformasyonun korunmasim saglamaktadir (25).
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Sekil 1.5. p53 kodon mutasyonlarnin dagilim (10, 27).
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p53 proteininin amino ve karboksi terminalindeki missens mutasyon orani
dusiiktiir (%23). Burada nonmissens mutasyonlar (nonsens, gergeve kaymast, kirpilma
ve sessiz mutasyonlar) daha siktir. Amino ve karboksi terminalinde missens
mutasyonlarin nadir olmasi, bu bolgelerde tek bir amino asidin dogruluunun
konformasyon ya da fonksiyonu igin temel olmadigim disindiirmektedir (27). Domen
I’de de bu giine kadar mutasyon bulunamamigtir. Ekzon 5-8 igindeki korunmug
dizilerde missens mutasyonlar diisik bir oranda gozlenmektedir
p53’iin ireme hiicre mutasyonlari belirli bazt kanser tiplerine kalitsal

yatkinlikta rol oynamaktadir (33). Cok ender bir durum olan Li-Fraumeni
sendromunda 30’lu yaslarin erken doneminde bir dizi kansere yatkilik gosteren aile
iiyeleri bir p53 allelinde nonsens ya da missens mutasyonlar tagimaktadir.
Etkilenmemis aile iiyelerinin hiicreleri herhangi bir mutasyon gostermemektedir. Tek
bir mutasyonun kalitimi normal gelismeye izin verir, diger taraftan p53’tn bu
heterozigotlugunun kaybr igin tek bir somatik mutasyonun yeterli olusu kanser riskini
oldukga arttirmaktadir. Insan timoérleride gdzlenen pS3 gen mutasyonlarnin biiyiik bir
cogunlugu (>%98) somatik olarak kazanilmig mutasyonlarla agiklanmaktadir (34).

Ekzojen karsinojenler ve endojen biyolojik siiregler mutasyon nedeni olarak
bilinmektedir. insan kanserlerinde spontan olarak meydana gelen nokta mutasyonlarin
onemli kaynaklan arasnda: DNA polimerazin dogrulugu, depiirinasyon (ptirin
gruplarinin kayb), biyolojik olaylar ile ortaya gikan serbest radikallerin oksidatif zarart
ve 5-metil sitozinlerin deaminasyonu sayilabilir (34).

p53 genindeki mutasyonlar gogu durumda tiimére spesifiktir (35). Omegin
kolorektal karsinoma, beyin timérleri, l6semi ve lenfomalarda CpG diniikleotidlerinde
transisyon mutasyonlari gok yuksektir. Akciger, karaciger, gogis kanserleri ve bas ve
boyun karsinomalarinda G—T transversiyonuna daha sik rastlanmaktadir. Deri
kanserlerinde gogunlukla dipirimidin dizilerinde transisyonlart ve mesane kanserlerinde
ise G>C transversiyonlar oldukga sk gozlenirken diger kanserlerde daha nadir
goriilmektedir. Hiicre tipinde ve farkh dokularda metabolik ve DNA tamir
kapasitesindeki farkliliklar bu gesitliliginin temelini  olusturan faktorler olarak

goriilmektedir (34).
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p53°de meydana gelen bazi spesifik mutasyonlar spesifik karsinojenler ile
iligkilidir (Tablo 1.6) (36). Spesifik mutasyonlar hayvan model sistemlerinde bir
karsinojen ile olugturulabilmistir. Bir kif toksini olan aflatoksin ile kontamine
yiyeceklerin yiiksek oranlarda gozlendigi tlkelerde karaciger kanserlerin gelisim riski
oldukga yitksek bulunmustur. Bu hastalarda p53 geni kodon 249’daki G—T
transversiyonu  karekteristiktir. Deneysel ve epidemiyolojik galigmalar UV
irradyasyonun deri kanserine neden oldugunu gbstermigtir. Bu timorlerde p53’deki
stk gozlenen baz degisimleri C—T transisyonlar ya da CC—TT ift transisyon
mutasyonlaridir. Ayrica sigara igimi akciger kanserlerinde oldugu kadar bas ve boyun
kanserlerinde de giigli bir risk faktorudir. Kigik olmayan hiicreli akciger
kanserlerinde ve bag-boyun kanserlerinde p53  mutasyonlan GC->TA
transversiyonlarinda bir artis gozlenmektedir. Sigaradaki bazi karsinojenler, érnegin

benzo(a)piren insan hiicrelerinde bu tip baz degisimlerine neden olmaktadir.

Tablo 1.6. Farkli kanserlerde gozlenen spesifik p53 mutasyonlart (34,36).

Tiimér Tipi Karsinojenik Etki Mutasyon Tipi
Hepatoselliiler karsinoma Aflatoksin B1 AGG—AGT
( kodon 249, Ser )
Deri karsinoma Giines 15181 (UV) CC->TT
Cesitli Vinil klorid AT-TA
Akciger karsinoma Titiin i¢imi G:CHT:A
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1.4.2. Kolon Kanserlerinde p53 Gen Mutasyonlar:

Kolorektal kanserlerde 17p allelik kayiplarina oldukga sik rastlanilmaktadir.
Ozellikle karsinomalarda bu oran %75°dir (37). Kaybolan bu bolgenin p53 timor
baskilayic1 genini igerdigi yapilan detayh galismalarla ortaya konmugtur (38). Kolon
timorlerinde p53 genine yonelik incelemeler geriye kalan yabani p53 allelininde
mutant oldugunu gostermistir. Daha sonraki galismalar ile p53 allellerinin birinde
mutasyon meydana geldiginde, bunu hizh bir sekilde diger allelin kaybmin takip ettigi
belirlenmistir (39). Bu sekilde mutasyon ve allelik kayiplar p53 tumor baskilayici
geninin inaktivasyonuna neden olmaktadir. p53 heterozigotlugunun kaybi kolorektal
timor geligiminin geg doneminde, gogunlukla adenomadan karsinomaya gegis
sirasinda meydana gelmektedir (15,37).

Kolon timérlerindeki p53 mutasyonlanmin  biiyiik bir kismu G.C>AT
transisyonlart olusturmaktadir (Sekil 1.6). Bunlarin gogu CpG dinikleotidlerinde
meydana gelmektedir. Kolon tiimor transisyon mutasyonlarimn yaridan fazlasi domen

3¢»5°de, ii¢ CpG hotspot’da (kodon 175, 248 ve 273) goriilmektedir (10, 27,32, 34).
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Sekil 1.6. Kolon kanserlerindeki p53 geni mutasyon dagilimi (10,27,34).
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1.5. KOLON KANSERLERINDE K-RAS VE p53 GEN
DEGISIMLERININ KLINIK ONEMI

Kolon kanserleri genetik mekanizmast en iyi tammlannus kanserlerden biridir.
Molekiiler temellerin bilinmesi hastaligm klinigi agisindan 6nemli ipuglart vermektedir.
Bu degigimler hastalgin erken tanisinin konmasi, prognozu ve tedavinin etkinliginde
onemli bir role sahiptir.

Kolon kanserlerindeki gen degisimlerinin molekiiler karekterizasyonu yapilarak
spontan kanserin heniiz erken evresinde tam konabilecektir. Ozellikle diski (40) ve
serumdan (41) DNA elde edilerek k-ras ve p53 gen mutasyonlarmin saptanmast
caligmalan imit vericidir.

* Kanserli hastalarin serumlarinda p53 antikorlarinin vérhgmm gosterilmesini temel
alan yeni teshis stratejileri gelistirilmistir. pS3 proteinine karst serum antikorlan gogis,
akciger ve lenfo-retikiiler kanserli hastalarin yaklagik olarak %20’ sinde bulunmustur
(10). Kolon kanserli hastalarda p53 geni degisimleri ve artmis serum p53 antikor
diizeyi arasinda da anlamh bir iligki bulunmaktadir (42). Ayrica bu antikorlardan niiks
ve kanser asilarinimn geligtirilmesi galiymalarinda da faydalamimaktadir.

Mutant p53 ve rasin in vitro hiicre dizilerini onkojenik transformasyona
siiriikledigi bilinmekte ve bunun in vivo olarakta anlamli bir etkiye sahip oldugu ileri
siiriilmektedir (43). K-ras ve p53 diizensizliklerinin bir arada goruldugi hastalar
degerlendirildiginde, bu hastalarin sag kalim siiresinin, tek bir degisimi tastyan
hastalara oranla yar yariya azaldigs gosterilmistir (44). p53 degisimleri tek bagina bir
prognoztik faktor olarak degerlendirildigi gibi tedaviye direngten de sorumlu
tutulmaktadir (45).

Kolon kanserlerinin molekiiler genetiginin anlasilmast gen tedavisi uygulamalarina
da hiz kazandirmustir. p53 hasarlh kolon kanserli hicrelere dogal p53 geninin
sokulmasi tiimér hiicrelerinin éliimiine neden olmaktadir (46). Bu tedavinin in vitro ve
in vivo uygulamalari bulunmaktadir (47). Ayrica asirt iiretilen K-ras onkogenini hedef
alan antisense (onkogen RNA'ya spesifik) oligoniikleotid ile protein iiretim kapasitesi
azaltilabilmektedir (48).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. KULLANILAN ALETLER

Agaroz Jel Elektroforez Diizenegi, ATTO (Japonya)
UV Kaynag,, Vilberr Lourmat (Fransa)

Kamera, Polaroid MP-4 (ABD)

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)
Blender 8011 Model 32BL80, Dynamic Cor. of America (ABD)
Sogutmali Santrifiij IEC, MP4R (ABD)

pH Metre, WITW (Almanya)

Manyetik Karistiric, Elektro-Mag (Tiirkiye)
Hassas Terazi, Mettler AT261 (Isvigre)

Hassas Terazi, Mettler PJ6000 (Isvigre)
Mikrosantrifiij, ITEC Micro-MB (ABD)
Mikrosantrifiij, Heraeus Biofuge® B (Almanya)
Etiiv, Heraeus (Almanya)

Laminar Flow, Ozge A.S. (Turkiye)

Otoklav, All American (ABD)

Pastor Etilv, Elektro-Mag (Tiirkiye)
Spektrofotometre, Unicam 8625 (Ingiltere)
Kirik Buz Makinasi, Scotsman (ABD)
Buzdolab, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -20°C, Philco (Tiirkiye)

Isisal Dongii Cihazi, Biometra (ABD)

Su Banyosu, GFL 1083 (Almanya)

Vakumlu Mikrofiij, Savant (Ingiltere)

Vorteks, Elektro-Mag (Tirkiye)

DNA Dizi Analizi Sistemi, IBI (ABD)




2.2. Kimyasal Maddeler

Etanol, fenol, iire, akrilamid ve isopropanol Merck (Almanya), otoradyogram
filmi ve film banyo soliisyonlart Kodak (ABD); polaroid film 667 Polaroid (ABD);,
agaroz, 100bp DNA belirteg, Mavi/Turuncu 6XYiikleme boyasi, proteinaz K, Taq

polimeraz, OmniBase™ DNA Cycle Sequencing sistem, OmniBase™ Sequencing
enzim kangimi ve primerler Promega (ABD); radyoaktif madde (0-*SAATP)
Amersham (Ingiltere) ve bunlarin diginda kullanilan diger tim kimyasallar Sigma

(ABD)’den satin alinmugtir.

2.3. Primerler

Gen

Primer kodu ve yonii :

Uriin

Niikleotid dizisi

Gen

Primer kodu ve yonii :
: 1136 bg

Uriin

Primer kodu ve yonii :

Uriin

Niikleotid dizisi

2.4. Kimyasal Cozeltiler

2.4.1. DNA Izolasyonu

: K-ras

MAT1 (ileri), MA2 (geri)
107 bg

. MAI :5.. GACTGAATATAAACTTGTGG. 3

MA2 : 5 CTATTGTTGGATCATATTCG.. 3'

S p53

MBALI (ileri) MBA2 (geri)

MBAS3 (ileri), MBA2 (geri)
149 bg

. MBAI : 5. TGTTCACTTGTGCCCTGACT.. 3'

MBA2 : 5. CCAGTGTGCAGGGTGGCAAG. 3'
MBA3 : 5. TCTCCTAGGTTGGCTCTGAC.. 3

Homojenizasyon Soliisyonu : 10mM NaOH

10mM Tris HCI (pH 8.0)
25mM EDTA (pH 8.0)
%0.5 SDS

0.1mg/ml Proteinaz K
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TE Tamponu : 10mM Tris-HCI (pH 7.4)
1mM EDTA (pH 8.0)

2.4.2. PZR

10XReaksiyon Tamponu : 500mM KCI
100mM Tris-HCI (pH 9.0)
%]1 Triton® X-100
25mM dNTPs : 100mM niikleotidlerden (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) esit

miktarda kanstirilarak hazirlandi.

2.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

JOXTBE : 89mM Tris baz
89mM Borik asit
2mM EDTA

Mavi/Turuncu 6X Yiikleme Boyast :
%10 Fikol® 400

%0.25 Bromofenol mavisi
%0.25 Ksilen siyanol
%0.4 Turuncu G

10mM Tris-HCI (pH 7.5)
50mM EDTA

2.4.4. PZR Uriinlerinin Saflastirnimasi

Kit : Wizard® PCR Preps DNA Saflagtirma Sistemi
* PCR Preps DNA Saflastirma Resini................... (50ml)
# Wizard™ PCR Preps Minikolonlar..................... (50 adet)
* Wizard™ PCR Direkt Saflagtirma Tamponu..........(5ml)
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50mM KCl

10mM Tris-HCI (pH 8.8)
1.5mM MgCly

%0.1 Triton® X-100

2.4.5. Dizi Analizi Reaksiyonu

Kit : OmniBase™ DNA Cycle Sequencing Sistem ve OmniBase™

Sequencing Enzim Karigimi

* OmniBase™ d/ddG Niikleotid Karigimi.................. (40ul)

0.3uM ddG; diger tim komponentlerden 20 uM, 7-deaza dGTP igerir.
* OmniBase™ d/ddA Niikleotid Karigimi.....................(40pl)

0.2uM ddA; diger tim komponentlerden 20 pM, 7-deaza dGTP igerir.
* OmniBase™ d/ddT Niikleotid Kanigimi.....................(40pl)

0.25 uM ddT ;diger tim komponentlerden 20uM, 7-deaza dGTP igerir.
* OmniBase™ d/ddC Niikleotid Karigimi..................... (40ul)

0.25uM ddT ;diger tim komponentlerden 20 uM, 7-deaza dGTP igerir.
* DNA Sequencing 5X Buffer.................. ererien2(200p0)

250mM Tris-HCI (pH 9.0)

10mM MgCl,
* DNA Sequencing Durdurma Soliisyonu.................... (300ul)

10mM NaOH

%95 formamid
%0.05 bromofenol mavisi
20.05 ksilen siyanol

* OmniBase™ Sequencing Enzyme Kangimmi............. 200 iinite
10u/pl

2.4.6. Dizi Analizi Jeli

%40 Akrilamid Stok : 380g/l akrilamid ve 20g/] bisakrilamid manyetik
kargtirict kullamlarak ddH,0’da ¢oziildii. Son hacim 1 litreye ddH20 ile tamamlandi.

Whatman 3MM filtre kagidindan gegirildikten sonra karanhkta, 4° C’ de muhafaza
edildi.
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Instagel : ( %6 Poliakrilamid )
75 ml %40 Akrilamid stok
250g Ure
50ml 10XTBE
Toplam hacim 500mI’ye ddH0 ile tamamlandi.
Karanhkta, oda 1s1sinda muhafaza edildi.

2.4.7. Otoradyografi

Film Banyo Soliisyonlar:
Devoloper (Gelistirici) :  Gelistirici : Su  (1:3)
Fixer (Sabitlestirici) : Sabitlestirici: Su(1:3)

2.5. YONTEMLER

2.5.1. KOLON DOKULARINDAN DNA’NIN IZOLASYONU

Caligmada kullamilan dokular Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Cerrahi Tip
Bilimleri Boliimii Genel Cerrahi Anabilim Dalindan temin edilmistir. Kolon kanserli
hastalarin normal ve tiimérli kolon dokular1 alinarak serum fizyolojik sivi iginde
-20°C’de ¢aligmaya girinceye kadar sakland1.

Normal (N) ve tiimérlii (T) dokular hastalara gore kodlanmig ve her iki dokudan
da yaklagtk 350-500mg galismaya alinmustir. Tlk olarak; doku makasla daha kigik
pargalara ayrilip, iizerine 10m! homojenizasyon soliisyonu ilave edilerek; blender ile
homojenize edildi. Bu iglem sirasinda asir kopiirmeyi engellemek amaciyla SDS ve
proteinaz-K sonradan peletin igine eklendi. Homojenat 2000 rpm’de 2 dakika
cevrilerek elde edilen pelet, Sml siviyla birlikte isleme alindi. Tip igine 75ul, %10
SDS ve proteinaz-K (0.1 mg/ml ) ilave edildi. 55°C°de 30 dakika inkiibasyon yapild:.
Her 5 dakikada bir tiipler galkalandi. Inkiibasyon sonrasinda esit hacimde
fenol/kloroform/isoamilalkol (25:24:1) eklenerek iyice karigmasi saglandi. Ardindan
4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Ust faz yeni bir tip icine aktarilarak
tekrar es hacimde fenol/kloroform/isoamilalkol (25:24:1) ilave edilip; 4°C’de 4000
rpm’de 5 dakika santriftij edildi. Yeni bir tipe aktarilan ust faz Gzerine, orijinal

hacmin iki kat1 %100 etanol ve yarisi kadar 7.5M amonyum asetat ilave edilerek; tiip
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ters yiiz edildi. Bu agsamada DNA goriniir hale gelmektedir. DNA’min daha iyi bir
sekilde pelet halinde gokmesi igin 4°C’de 4000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Ust
siv1 fazi atilarak DNA peleti iizerine %70 etanolden 200ul kondu ve iyice yikanmasi
saglandi. Pelet, ependorf tiip icine aktarilarak vakumlu mikrofijj aletinde alkol
uguruldu. Daha sonra émek tiipleri igine 100ul TE soliisyonu ilave edilerek; DNA
peletinin ¢oziilmesi sagland:. Bu tiipler kullanilana kadar 4°C°de muhafaza edildi(49).

Elde edilen DNA'mn saflifim ve konsantrasyonunu belirlemek amaciyla,

spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda dl¢iimleri yapildi.

2.5.2. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) belirli bir DNA bolgesinin milyonlarca kez
kopyalarinin olusturulmasini saglayan bir yontemdir. DNA’mn yiiksek 1s1 ile tek
iplikli hale getirilmesini takiben ozel olarak hazirlanan oligoniikleotid primerlerin
kalip DNA ile eslesmesi ve DNA polimeraz tarafindan sentezin gergeklestirilmesi
temel prensibini olusturur (50, 51).

PZR bir dongii sistemidir. Bir déngiide ti¢ basamak yer alir. Tlk olarak ¢ift iplikli
DNA’ min 94°C’ de tek iplikli forma donigimi saglamr. Ardindan 6zel olarak
hazirlanan 17-35 niikleotid uzunlugundaki primerler DNA tzerindeki komplementer
bolgelere baglanir. Primerleri olusturan bazlar temel alinarak bulunan Tm degerine
gore bu 1s1 belirlenir. Bu iglem genellikle 37-55°C arasinda gergeklesir. Son olarak
Taq DNA polimeraz 72°C’de 5°—3” yoniinde primere uygun niikleotidleri takar. Bu
sekilde bir dongii tamamlanir ve 22 déngii sonunda yaklagik olarak bir milyon kopya
iiretilmis olur.

PZR’da kullamlan 7ag polimeraz termofilik bir bakteri olan ZThermus
aquaticus’tan izole edilmigtir (52). Istya direngli olmasi onun kullammindaki en
biiyiikk avantaji olusturur. Bunun yam sira 3’5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahip
olmamasi nedeniyle hata yapma olasilig (1/10°% vardir. Bu oran direkt olarak
reaksiyon sartlarinin uygunlugundan etkilenir. Ozellikle primer, dNTP ve MgCl;
konsantrasyonu ile reaksiyona giristeki DNA miktan reaksiyonun etkinligi ve
dogrulugunu direkt olarak etkiler.

Bu yontem ile k-ras ve p53 genlerinin ilgili bolgelerinin gogaltilmasi amaglandt.
Normal ve tiimérli dokulardan izole edilen DNA’lar ayri ayn reaksiyona sokuldu.
Ornekler: 0.1-1pug kalip DNA, 1XPZR tamponu, 25pmol P (ileri) ve P (geri)
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primerler, 200 uM dNTP kangimi, 1.5mM MgCl, ve 1 tnite Taq polimeraz igerecek
sekilde toplam 50ul’lik hacime dH,O ile tamamlanarak hazirlandi. Bu igslem 0.5ml
ependorf tiiplerde ve buz iizerinde gergeklestirildi. Tiiplerin iizeri, dongiideki yiiksek
151 sirasinda buharlagmay: 6nlemek amaci ile iki damla mineral yag: ile kapatildi.

Kisa bir santrifiij sonrasi tiipler isisal dongii cihazina yerlestirilerek belirlenen

programlar uygulandi.
K-ras igin PZR do6ngi programi:
95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon
94°C’de 1 dakika........... (denatiirasyon)
55°Cde 2 daldka. ... (eslesme )
72°C’de 1 dakika........... (sentez)

72°C’de 6 dakika final uzamas: ile reaksiyon tamamlanir. Toplam 35
dongii uygulanmustir.

p53icin PZR doéngii programi:
95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon
94°C’de 1 dakika........... (denatiirasyon)
58°C’de 1 dakika........... (eslesme )
72 @ delidakikad o5 (sentez)

72°C’de 6 dakika final uzamasi ile reaksiyon tamamlamr. Toplam 35

dongii uygulanmugtir. Tiipler daha sonra 4°C’de muhafaza edildi.

2.5.3. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Agaroz jel elektroforezi DNA pargalarinin  ayrilmasi, tanimlanmasi ve
saflagtirilmast icin kullamilan standart bir metoddur. Agaroz birkag yiz ile ~ 20 kb
araligindaki DNA parcalarini ayirabilmektedir. Daha kiigiitk DNA parcalan igin ise
poliakrilamid kullanilir.

Aaij ve Borst 1972°de DNA molekiillerinin go¢ etme oranlarinin molekiiler
agirhiklarinin logaritmalarina ters orantih oldugunu gostermislerdir (54). Cogunlukla
jel elektroforezi bilinen biyuklikteki bir belirtec DNA ile uygulanir. Bu sayede
molekiiler bityikliigi bilinmeyen DNA kolayca saptanabilir. Jel elektroforezinin en

temel avantaj, DNA bandlarimin yiiksek duyarhlikta kolayca gozlenebilmesidir.



Jelde, DNA bantlan Etidyum Bromid (EtBr) ile boyanmustir. Bir bantta DNA’nin
0.05pg’1 dahi jel UV ile aydinlatildiinda goriiniir floresans olarak saptanabilir.

PZR ile elde edilen iriinlerin dogrulugu ve kalitesinin belirlenmesi i¢in agaroz
jel elektroforezi uygulandi. Elde edilen bityiiklikteki riinleri tanimlayabilmek igin
9%1.2°lik jel kullamldi. Kullamilan elektroforez diizenegine uygun 40ml’lik hacim;
toz halindeki agarozun 1XTBE tamponunda kaynatilarak ¢oziinmesi ile olusturuldu.
Ardindan 55-60°C’ye sogutularak 0.25ug/ml EtBr ilave edildi. Kuyular olusturacak
olan tarak, tabagna yerlestirildikten sonra, hazirlanan jel, hava kabarcigi kalmayacak
sekilde buraya dokiildii. Jelin polimerizasyonu sonrasi tarak dikkatlice gikarilarak
1XTBE tamponu ile dolu olan elektroforez tankna yerlestirildi. Bu tampondan jele,
iizerini 1-2mm gegecek kadar eklendi. Olusan kuyulara ornekler, 6X yikleme boyast
ile 5:1 oraninda kanstirilarak yiiklendi. Belirteg DNA ise 1:1 oraninda yiiklendi. Gug
kaynag: agilarak 5-10V/cm olacak sekilde 80V’a ayarlandt. Yaklagik bir saat sonra
giig kaynag kapatildi ve jel UV 1sim altinda incelendikten sonra fotografi gekildi.

2.5.4. DiZi ANALIZi

Dizi analizi DNA’nin belirli bir bolgesinin baz dizilerinin saptanmasini saglayan
bir yontemdir. Bu yontem molekiiler biyolojideki uygulamalarda zirveyi olusturur
(54).

Radyoaktivite igeren poliniikleotidler poliakrilamid jel elektroforezi ile
ayrildiginda, orijinal DNA'mn niikleotid dizisi jelin bir otoradyografisi ile direkt
olarak okunabilir. PZR metodunun ortaya konmas ile daha basit ve daha gigli yeni )

dizi analizi yontemleri ( cycle sequencing ) ortaya konmustur.
2.5.4.1. PZR URUNLERININ SAFLASTIRILMASI

PZR iirinlerinin saflastirilmasi Wizard® PCR Preps DNA saflastirma sistemi
kullamlarak gergeklestirilmistir. Bu sistemin avantaji oldukga basit ve hizli olmasidir.
PZR trinleri primer-dimer ve amplifikasyon primerlerini igeren kontaminantlardan
etkili bir sekilde saflagtinlmigtir.

Resin, kullanilmadan once homojenizasyon amaci ile 37°C’de 15 dakika

bekletilip, iyice galkalandiktan sonra 30°C’ye kadar sogutuldu. 100ul direkt
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saflagtirma tamponundan 1.5ml mikrosantirflij tip igine kondu; 45 pl PZR trind,
yag silinerek eklendi ve vorteks yapildi. Uzerine 1ml resin ilave edilerek 1’er dakika
ara ile 3 kez kisaca vortekslendi. Kullanilacak olan 3ml’lik sirnganin pistonu
gikarildiktan sonra minikolona yavasca takildi Hazirlanan karigim giringaya
pipetlendi ve piston yavasca yerine takilarak kanigimin minikolondan gegmesi
saglandi. Siringa minikolondan aynldi ve pistonu ¢ikarilarak bu kez 2ml %80
izopropanol ile minikolonun yikanmasi saglandi. S$iringa ¢ikarildiktan sonra,
minikolon temiz bir 1.5ml mikrosantrifiij tiipine alindi ve 2 dakika 10000g’de
santrifiij edilerek resinin kurumasi saglandi. Minikolon yeni bir mikrosantrifijj tiipiine
almarak igine 50pl ddH,O kondu ve bir dakika beklendi. Ardindan minikolon 20
saniye 10000g’de santriftij edilerek istenilen wriin saf olarak elde edilmis oldu. Bu
iiriinler -20°C’de muhafaza edildi.

2.5.4.2. DiZi ANALIZi REAKSIYONU

Sanger metodu (zincir sonlanmast,dideoksi veya enzimatik metot) kalip olarak
tek iplikli bir DNA molekiliini kullanir ve bir DNA polimeraz enzimi ile yeni bir
DNA ipliginin sentezini icerir. Yeni olarak sentezlenen bu iplik kalip ipligin
komplementeridir. Cift iplikli molekiiller DNA analizi igin kullanilabilir fakat
oncelikle bunlarin tek iplikli forma denatiire edilmesi gerekir. Yeni ipligin sentezi,
kaliba bir oligoniikleotidin hibridizasyonu ile baslar. Sanger’in Dizi Analizi Metodu
ddNTP ’lerin, bilinen dNTP’ler ile aym yonde biyiiyen zincir igine dahil olmasina
baghdir. Ne var ki ddNTP’lerin dNTP’lerden farki, zincir uzamas: igin gerekli olan
3-OH grubunun eksik olmasidir. Bir ddNTP yeni ipligin igine dahil oldugunda,
hidroksil grubunun olmamasi dNTP ile basarilan bir fosfodiester baginin
formasyonunu Gnler ve zincir uzamasi bu noktada sonlamir. Bir reaksiyona DNA
polimeraz ile dort ddNTP’den biri ve bilinen dért dNTP dogru oranlarda
uygulanmalidir. ddNTP’nin reaksiyona katilmast keyfidir ve cesitli uzunluklarda
poliniikleotid zincir popiilasyonu olusturur. Sentez, kaliba oligoniikleotid primerin
baglanmasiyla baglar ve her zincir kullanilan ddNTP’ye bagli olarak spesifik bir
bazda sonlamr. Dort farkli reaksiyonda dort farkli ddNTP  kullamlir. Bu
reaksiyonlarda, orijinal DNA’nin baz kompozisyonuna gore farkl buyiikliklerde
poliniikleotidler olusur. Tamamlanan dizi bilgisi bir poliakrilamid jelde, reaksiyon

karigiminin elektroforezi ile elde edilebilir. Bilinen dizi analizlerinde dNTP’lerden
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biri radyoaktivite ile isaretlidir. Genellikle [o-°S JdATP, [a-*PJdATP veya [0-*P]
dATP kullamlir. Bu sekilde poliakrilamid jelde dort farkli reakiyonun elektroforezi

ile kazamilan bilgi, otoradyografi ile goriiniir hale getirilebilir.
2.5.4.2.1. CYCLE SEQUENCING

Cycle Sequencing (dongiisel dizi analizi) teknik olarak basit olmasi yaninda
oldukga giigli bir yontemdir. Sanger’in dideoksi tekniginin adaptasyonu sonucu
olusmus yeni bir yontemdir. Bilinen dizi analizi yontemlerinden avantajlidir:
Reaksiyon oldukga basittir,daha az kalip DNA’ya ihtiyag duyar, kalip DNA’min
temizligi ve kalitesi gok fazla kritik bir deger tagimaz. Bu metodda kalip DNA’nin bir
bolgesinin amplifikasyonu igin tek bir primer kullanilir. Bir ddNTP ve dNTP’lerin bir
karigiminda taq polimeraz kullanilarak, kalip DNA’nin bir bolgesinin amplifikasyonu
lineer olarak gergeklestirilir.

Bilinen dideoksi metodundaki gibi, cycle sequencing tek iplikli bir kaliptan yeni
bir DNA ipliginin olusturulmasini igerir. Sentez primer eslesmesinin oldugu yerden
baslar ve bir ddNTP’nin zincire girmesi ile sonlanir. Buradaki temel fark bu siirecin
1s1sal dongii cihazinmn kontrolii altinda 20-30 kez tekrarlanabilmesidir. Bu sayede
daha az kaliptan daha iyi netice elde edilebildigi gibi ¢ift iplikli bir molekiliin
denatiirasyon siireci bertaraf edilmis, denatiirasyon 1sisal dongii cihazinda otomatik
olarak saglanmis olmaktadir.

Bu yontem OmniBase™ DNA Cycle Sequencing sistem kiti ile gerceklestirildi.
Kitin kullanim kilavuzu uygulamada esas alnarak, "direct incorpafation" yontemi
kullanild1.

Bir ornek icin 4 adet 0.5ml mikrosantrifij tip isaretlenerek (A,C,G,T)
hazirlandi. Her tiipe uygun d/ddNTP kangimindan 2 ser pl kondu ve kullanilana

kadar buz tizerinde bekletildi. Bu arada reaksiyon karisim1 hazirland1.

Y;(w YOKSEK O

LM

DOKUMANTASY QN pey




37

Ornek reaksiyon:

*KalpDNA..........ooovieiiiiiinnn 5ul
Primer (ileri) 1pmol/pl................ 3ul
[a-*S] dATP12.5 pei/ pl........oooeoee 1l

DNA Sequencing 5X Tamponu....... 5ul
Niikleazdan armdirilmig su............ 2 ul (toplam hacim 16 pl olacak sekilde)
* Saflastirma islemi sonucu elde edilen 50 wl 'Tlik hacmin tamami, vakumlu

mikrofiij cihazi kullanilarak istenilen hacme indirildi.

Bu kanigima OmniBase™ Sequencing enzim kangimindan (100/ pl)’dan 1 pl
ilave edildi. Kisaca pipetleme ile karistirilarak hazirlanan d/ddNTP kangimlarina 4’er
pl eklendi. Tuplerin iizeri iki damla mineral yag: ile kapatilarak kisaca santrifij
edildi. Tupler 1sisal dongii cihazina yerlestirilmeden 6nce cihaz, 95°C’de bekletilerek

tiiplerin tamamu yerlestirildikten sonra dongii programi baglatildi.

Tablo 2.1. Dizi analizinde kullanilan primerler.

Primer Gen  Hedef kodon
MAZ2 - 5. CTATTIGTTGGATCATATTCG..3' K-ras 12,13
MBA3 : 5" TCTCCTAGGTTGGCTCTGAC.. 3' p53 248, 249
MBALI : 5. TGTTCACTTGTGCCCTGACT.. 3' pS3 173

Déngii programi (K-ras ve p53 igin ayni program kullanildi):
95 °C’de 2 dakika 6n denatiirasyon

95 °C’de 30 saniye............. (denatiirasyon)

42 °C’de 30 saniye.............. (eslesme )

70 °C’de 1 dakika............... (sentez )

Toplam 45 déngii uygulandi. Dongu tamamlandtktan sonra tiiplere 3’er ul DNA
sequencing durdurma solisyonu, yag tabakasina girmeden, tiiplerin kenarindan
eklendi. Kisaca santrifiij edilerek, tiipler daha sonra kullanilmak tiizere -20°C’ye
kaldirild1.
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2.5.4.3. DiZi ANALiZINDE KULLANILAN JELIN HAZIRLANMASI

Poliakrilamid jeller uzunlugu 1 kb’dan daha az olan DNA pargalarinin
analizinde kullamlir. Poliakrilamidin yogunlugu ilgilenilen DNA’nin buyukliigiine
bagl olarak %3.5 ile %20 arasinda degisir. Bu jel, kalinlig1 0.4 mm olan oldukga ince
bir jeldir.

Calismamizda PZR ile elde ettigimiz DNA bant arahig goz oOninde
bulundurularak, niikleotidlerin etkili bir gekilde ayrilabilecegi %6’lik poliakrilamid
jel kullanild.

Jeli dokecegimiz cam kaset, tig tarafi ara bantlar ile kapatilmis iki cam tabakanin
hazirlanmasiyla olugturuldu. Sizintiy: 6nlemek amaciyla bu ti¢ kenar %0.5’lik agaroz
ile kapatildi ve kaset, kiskaglarla sabitlenerek yarim saat beklendi. Hazirladigimiz
kaset hacmi igin yeterli olan 80ml “Instagel” kullanildi. Normalde bu yapinin
polimerizasyonu oksijen tarafindan engellenmektedir. Bu sebeple “Instagel”, kasete
dokilmeden hemen &nce polimerizasyonu hizlandirict %10 APS’dan 400pl ve
TEMED’den 40pl ilave edildi. Jelin, 45° lik bir agtyla ve hava kabarcig: kalmayacak
sekilde dokiilmesine 6zen gosterildi. Daha sonra tarak ters olarak yerlestirilerek
polimerizasyon igin 1.5-2 saat beklendi. Polimerizasyonun ardindan tarak dikkatlice
¢ikarilarak temizlendi ve kuyulari olusturacak disli kismi yavasca yerlestirildi.

Bu jel, ayn1 zamanda denatiire edici bir jeldir. Jelin igerigindeki tire bu ozelligi

saglar. Bu sayede gift iplikli DNA yapilarmin olugmast 6nlenir.

2.5.4.4.YUKSEK VOLTAJ DiZi ANALiZi JEL ELEKTROFOREZI

Hazirlanan jelin polimerize olmasinin ardindan baz yuritiiciye diisey
pozisyonda yerlestirilerek, elektroforez islemine hazir hale getirildi. Dizi Analizi
jelinde yiiksek tre konsantrasyonundan dolayi, trenin ornek kuyulara yayima
egilimi vardir. Bu da 6rneklerin kuyulara yiklenmesini etkileyecektir. Bu sebeple

kuyular, 6rneklerin yiiklenmesinden hemen 6nce, jel tampon ¢ézeltisi ile temizlendi.

Elelektroforez sirasinda jele uygulanacak yiiksek akim veya yiksek voltajin
neden olaca@: yiiksek 1s1, jelin erimesine hatta yanmasina sebep olabilir. Bu nedenle

gii¢ kaynag akim giicii (Watt) goz oniine alinarak ayarlanir. Genellikle 1,0-1,1W/cm®
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tizerinden hesaplanarak uygulanir. Bu galigmada jel 55 Watt’da yirutiilerek jelin 1sis1
45-55°C de sabit tutulabilmistir.

Jele ornekler yiiklenmeden 6nce yaklasik olarak bir saatlik bir 6n yiiriitme
yapildi. Bu sayede jelin sicakligiin 55-60°C’ye ulagmasi saglandi. Ornekler 2 dakika
90 °C’de denatiire edildikten sonra , kuyulardaki iire temizlenerek 3’er pl yiiklendi.
Elektroforez isleminin siiresi, orneklerle birlikte yiiklenen Bromofenol mavisi ve
ksilen siyanol gibi belirteg boyalar ile belirlendi. Bu boyalar jelin yogunluguna bagh
olarak belirli sayilarda baz giftleri ile aym oranda migrasyon gosterirler.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra cam kasetin ara bantlart dikkatli bir
sekilde ¢ikarildi. Camlar birbirinden ayrilirken jelin bir tarafta kalmasina 6zen
gosterildi. Jel Whatman 3MM filtre kagid: tizerine alindiktan sonra sera ile kapland:
ve 80°C’ye ayarlanan etiivde kurutuldu.

2.5.5. OTORADYOGRAFi

Otoradyografi, radyoaktivite igeren DNA pargalarinin  goriiniir  hale
getirilmesidir. Bu sayede elektroforez islemi ile ayrilan DNA bantlarinin
lokalizasyonu belirlenir (50).

Dizi Analizi jeli kuruduktan sonra, tizerindeki sera gikarilarak, film kasetine
yerlestirildi. Bu kasete karanlk odada otoradyogram filmi konarak kapatildi. iki-tig
giin oda 1sisinda bekletildikten sonra, kaset karanlik odada agilarak, swastyla

gelistirici, su ve sabitlestiriciden gegirildi. Film kurutulduktan sonra degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu Sonuclar

Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Cerrahi Tip Bilimleri Bolami Genel
Cerrahi Anabilim Dalindan saglanan toplam 18 doku 6rnegi alfabetik olarak kodlanms
ve normal (N) ve tiimérlii (T) olarak gruplandiriimigtir.

Normal ve timorli kolon dokularindan elde edilen DNA'min safligi ve
konsantrasyonunu belirlemek amaci ile spektrofotometrede 260 ve 280nm dalga
boylarinda 6lgiimleri yapildi. Tablo 3.1'de bu él¢imlerin toplu sonuglan verilmistir. Bu
asamadan sonra gergeklestirilecek olan PZR'nun etkinligi izolasyon kalitesi ile
dogrudan iliskili oldugundan elde edilen DNA'lar %0.8'lik agaroz jel elektroforezi ile

de kontrol edilmistir.

Tablo 3.1. Normal ve timérli dokulardan elde edilen DNA miktarinin
kantitatif sonuglar1.

Omek A260(nm) A280(nm) A260/280 | DNA miktan (ug/ml)
1. AN 0,028 0,014 2% 1400
240 0,007 0,003 213 350
3. BN 0,055 0,032 1,7 2750
4. BT 0,015 0,009 17 750
5. CN 0,052 0,027 1,9 2600
6. CT 0,095 0,05 1,9 4750
7. DN 0,092 0,044 2,1 4600
2. DT 0,049 0,025 2,0 2450
9. EN 0,041 0,021 2,0 2050
10. ET 0,049 0,03 1,6 2450
11. FN 0,085 0,046 1,8 4250
12. FT 0,106 0,057 1,9 5300
13. GN 0,044 0,019 2,3 2200
14. GT 0,065 0,04 1.6 3250
15. HN 0,055 0,031 1,8 2750
16. HT 0,131 0,07 1,9 6550
17.IN 0,093 0,053 1,8 4650
18, IT 0.07 0,037 1.9 3500
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3.2. PZR Sonuclar

Calismaya alinan 9 normal ve 9 tiimorli kolon doku érneklerinin tiimi DNA
izolasyonu sonrasi K-ras ve p53 genlerinin ilgili bolgelerinin amplifikasyonu igin
PZR'nuna sokulmustur. K-ras geni kodon 12 ve 13'0 igeren ekzon 1 bolgesi MA1 ve
MA2 primerleri kullanilarak ¢ogaltilmig ve 107 bg'lik tiriin elde edilmistir(Sekil 3.1).
Diger taraftan p53 geni kodon 248 ve 249'un bulundugu ekzon 7 bolgesi MBA2 ve
MBA3 primerleri ile gogaltilarak 149 bg'lik tiriin, kodon 175' igeren ekzon 5 bolgesi
ise MBA1 ve MBAZ2 primerleri ile gogaltilarak 1136 b¢lik iiriin elde edilmistir (Sekil
3. 2). %1 2'lik agaroz jel elektroforez ile kontrol edilen PZR trinlerinden 107 ve 149
bg’lik kiigiik bolge amplifikasyonlannm, 1136 bglik biiyilk bolge amplifikasyonundan
daha verimli oldugu saptandi.

I 2 B sHG" 7 480810

107 bg -

Sekil 3.1. K-ras geni 107 bgllik amplifikasyon iiriinleri. Marker (M) olarak 100-1000
ve 1500 bg’lik A faj DNA kullanild:. Yiikleme sira ile 1. M, 2.DN, 3.DT, 4 EN, 5.ET,
6.GN, 7.GT, 8.IN, 9.IT, 10.-C (negatif), 11.+C (pozitif kontrol) seklinde yapilmugtir.
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12345 6789

« 149 bg

Sekil 3.2. p53 geni 1136 ve 149 b¢’lik amplifikasyon iriinleri. Yikleme sirast:
1.M, 2.DN, 3.DT, 4+C, 5.-C (1136); 6.DN, 7.DT, 8.+C, 9.-C (149 bg).

3.3. Saflastirma Sonuclari

PZR ile gogaltilan iiriinler dizi analizi reaksiyonuna sokulmadan énce Wizard®
PCR Preps DNA saflastirma sistemi ile gerek primer-dimer ve gerekse amplifikasyon
primerleri igeren fazlaliklardan anndnilmigtir. Saflastirma igleminin etkinligi %2'lik
agaroz jelde incelenmis, gerek jeldeki gorintiinin tatmin edici olmasi ve gerekse
saflagtinilan tiriiniin tamaminn dizi analizi reaksiyonuna sokulmasi gerektiginden, iiriin

kaybetmemek amaci ile tiim drnekler bu isleme tabi tutulmamugtir.



3.4. Otoradyografi Sonuglar

Dizi analizi reaksiyonu sonucu olusan bantlar %6k denatire edici
poliakrilamid jelde ayrilmis, DNA dizileri otoradyogramlardan okunmustur.

Caligmaya alinan 9 kolon kanserli doku 6rneginin tiimiinde K-ras kodon 12 ve
13 mutasyonlan incelenmistir. Bunlardan DT drneginde kodon 12 GGT(Gly)—>
GTT(Val), HT 6meginde ise kodon 12 GGT(Gly)—>GAT(Asp) missens mutasyonu
saptanmugtir (Sekil 3.3). Bu orneklerde kodon 13 mutasyonlarina rastlanmamugtir.
Mutasyon saptadigimiz DT érneginin normal dokusu (DN) dizi analizi reaksiyonuna
sokulmus ve herhangi bir mutasyon gozlenmemistir.

Bu 9 hastadan biri, eksik patolojik bilgisi nedeni ile p53 mutasyon ahaliz!erinin
diginda  birakilmigtir.  Geriye kalan 8 ornek iginden CT'de kodon 248
CGG(Arg)—>CAG(Gln) G:A transisyonu tesbit edilirken diger orneklerde bu
mutasyona rastlanlmamigtir (Sekil 3.4). incelenen ekzon 7 bolgesinde, kodon 249
dahil herhangi bir mutasyon gézlenmemistir. Ekzon 5 bolgesindeki kodon 175
mutasyon analizinde, K-ras kodon 12 mutasyonlanni tasiyan iki érnek (DT, HT)
incelemeye alinmig, bu &rneklerden DT'de kodon 175 CGC(Arg)—>CAC(His), G:A

transisyonu saptanmugtir (Sekil 3.5). Elde edilen bulgular tablo 3.2'de 6zetlenmistir.
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A GG T ACGT A.C'GT

AT DT HT

Sekil 3.3. K-ras kodon 12 mutasyonlarini gosteren dizi analizi otoradyografi 6rnekleri.

AT 6rneginde normal (CCA), DT (CAA) ve HT (CTA) émeklerinde mutant kodon

12 gosterilmistir.
ACGT ACGT
G G
«C e
G G
HT DT

Sekil 3.5. p53 kodon 175 mutasyonunu gosteren dizi analizi otoradyografi Grnegi.
HT 6meginde normal (GCG), DT orneginde mutant (GTG) kodon 175 gosterilmistir.
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ACGT ACGT ACGT ACGT

AT BT CT DT

Sekil 3.4. p53 geni kodon 248 mutasyonunun arastnildig1 dizi analizi otoradyografisi
ornegi. AT, BT ve DT orneklerinde normal (CGG), CT 6rneginde ise mutant (CAG)
kodon 248 gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Orneklerde saptanan K-ras ve p53 gen mutasyonlari.

~ Ornel 'Mntasygnluf = Niikleotid
. gen/genler ~ mutasyonu
AT -
BT -
CT pS3 248 CGG—>CAG Arg—Gln
DT Koras 12 GGTGIT Gly—>Val
ps3 175 CGC—CAC Arg—>His
ET =
FT =
GT -
HT K-ras 12 GGT—->GAT Gly—Asp
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4. TARTISMA ve SONUC

Kolorektal kanserler birgok genetik degisimin birikimi ile uzun bir gelisim
siireci sonucu ortaya gikmaktadir. Tek bir hiicreden baglayip yarim diizine genetik
kaza sonucu, normal kolon mukozasi karsinomaya ilerlemektedir. Bu ilerleme
sirecinde rol alan K-ras onkogen ve p53 timor baskilayici gen mutasyonlarnin
belirlenmesi erken tani, prognoz ve tedavide énemli birer molekuler belirteg olarak
kullanilmalarm: saglayacaktir. Kolorektal ~kanserlerin halen ABD’de kansere bagh
5liim nedeni olarak ikinci sirada yer almasi bu alanda yapilan galigmalarm 6nemini
gozler 6niine sermektedir.

Kolorektal timorlerde K-ras kodon 12, 13 ve 61 mutasyonlar, lcm’den
kiigiik adenomlarda %9, 1cm’den biiyitk adenomlarda %58 ve karsinomalarda %47
oraninda gozlenmektedir (17, 18, 21). Bu gendeki kodon 12 mutasyonu en sik
rastlanilan mutant formu olusturmakta ve her zaman bir missens mutasyon olarak
goriilmektedir. Calismaya alinan 9 6rnegin 2'sinde (%22.2) saptanilan mutasyondan
biri GGT (Gln)—GIT (Val), digeri GGT (Gln) —GAT (Asp) missens mutasyonu idi.
Dolayist ile saptanilan mutasyonlar literatiir bilgilerine uymaktadir.

Kolorektal timorlerde p53 gen mutasyonlanmin gorilme sikhigt ozellikle
karsinomalarda %75’lere ulasmaktadir (27, 32, 34). Mutasyonlarin bityiik bir kismi
CpG diniikleotidlerinde gorilen G:C-A:T transisyonlarindan olugmaktadir. Kolon
tiimor transisyon mutasyonlarinin yandan fazlast ekzon 5-8 arasindaki ii¢ kodonda
(kodon 175, 248 ve 273) yogunlasmaktadir. Yapilan bu galismada kodon 175 ve
248'deki nokta mutasyonlar incelenmis, toplam 8 6rnegin 2'sinde (%25) mutasyon
gozlenmistir. Kodon 248 mutasyonunun incelendigi 8 ornegin birinde (CT) CGG
(Arg)—CAG (Gln) mutasyonu saptanmistir. K-ras mutasyonu saptanan 2 ornekte
kodon 175 mutasyonu incelenmis, bu 6rneklerin birinde (DT) de CGC (Arg)—CAC
(His) mutasyonu saptanmustir. Saptanilan bu mutasyonlar literatirlerde en sik gorilen

G:A transisyonlar gurubuna girmektedir.
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Bu caligmada, kolon kanserlerinde allele ozgii  oligoniikleotid (ASO)
hibridizasyonu yéntemi ile saptanan K-ras ve p53 gen mutasyonlarmin dogrulanmast
ve bu yolla saptanamayanlarin belirlenmesi amact ile aym doku érneklerinde DNA dizi
analizi yontemi uygulanmus ve amaglanan hedeflere ulagilmugtir.

DT orneginde ASO hibridizasyonu yontemi ile saptanilan K-ras kodon 12 G:T
transversiyon mutasyonu (55) dizi analizi yontemi ile de dogrulanmustir. Kodon 12
G:C transversiyon mutasyonunu saptamak igin kullamlan Fnu4H1 restriksiyon enzim
kesimi bulgulari da dizi analizi yontemi ile dogrulanmigtir. Ayrica p53 geni dizi analizi
sonuglari da ASO hibridizasyonu sonuglarmi  (56)  dogrulamaktadir. ASO
hibridizasyonu yontemi ile spesifik olarak incelenen kodon 249°da herhangi bir
mutasyon saptanmamustir. Bununla beraber DNA dizi analizinin vermis oldugu detayh
bilgiler ile CT 6rnegindeki p53 geni kodon 248 CGG—CAG, DT ornegindeki kodon
175 CGC—CAC ve HT ornegindeki K-ras geni kodon 12 GGT—GAT mutasyonlart
tesbit edilmistir.

Bir ornekte tesbit edilen K-ras ve p53 gen mutasyonlarimin  bir arada
gozlenmesi, Bert Vogelstein ve gurubu tarafindan tanimlanan kolorektal kanser
gelisiminin genetik modeline uymaktadir (15). Bityik bir olasilikla incelememiz
diginda kalan diger bolgelerde de mutasyonlar bulunabilir.

Dizi analizi teknolojisindeki son gelismeler ile kanser gelisiminde rol alan
genlerin baz dizilerinin detayh ve hizli bir sekilde analizi yapilabilmekte ve somatik
mutasyonlarin tammlanarak insan kanserlerinin gelisimindeki roliiniin anlagiimas
siirecine hiz kazandiriimaktadir.

Kolon kanserlerinin gelisiminde rol alan genetik degisimlerin belirlenmesi,
erken tamdan prognoz ve tedaviye kadar oldukga genis agiimlar sunmaktadir.
Kanserin heniiz yerlesmedigi ve tanimlamanin zor oldugu erken evrede, bilinen bu gen
mutasyonlarinm taranmast ile olast ilerlemenin 6niine gegilmesi mimkin olabilecektir.

Spesifik nokta mutasyonlar ile kanserin biyolojik davramslarmin nasil
etkilendigi yapilan galigmalarin odak noktasim olusturmaktadir. Kolorektal kanserli
hastalarda mutant p53 proteini tagtyan hastalarin  genellikle prognozunun koti
seyrettigi (45), K-ras geni kodon 12 spesifik mutasyonlu kanserlerin ise metastaz

gosterme egiliminde olduklart (57) yapilan ahigmalar ile ortaya konmugtur. K-ras ve
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p53 gen mutasyonlart bir arada goriilen hastalarda, bu mutasyonlann gozlenmedigi
veya sadece birinin gozlendigi hastalara oranla hayatta kalma sansmm yan yarya
azaldig1 saptanmustir (44). Bu baglamda bireyin genetik yap: farklihg1 ve sahip oldugu
diger mutant genlerin de bu siirecin gelisimini etkileyebilecegi disiiniilmektedir.
Ayrica tedaviye verilecek cevabin ve bireyin kansere olan genetik yatkinliginin
onceden belirlenmesi, spesifik gen mutasyonlarinin incelenmesi ile saglanabilecektir.
Sonug olarak, kolorektal kanserlerin molekiiler mekanizmalan ve klinige
yansimalari agisindan oldukga onemli gorillen K-ras ve p53 gen mutasyonlarinin
belirlenmesinde, DNA dizi analizi yontemi yiksek duyarhilik ve etkinlige sahiptir.
Bununla beraber bilinen mutasyonlarn daha kisa siirede belirlenmesinde ASO

hibridizasyonu giivenilir ve basarih bir yontemdir.
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