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OZET

MUGLA BOLGESINDEKI KOLOREKTAL KANSER HASTALARINDA
PIK3CA GENINDEKI BAZI BOLGELERIN MUTASYON ANALIZi

Taner KAYNAR

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Bekir COL
Eyliil 2016, 108 sayfa

Kalin bagirsak, sindirim sisteminin 6nemli pir pargast olup ¢cekum, kolon ve rektum
yapilarindan meydana gelmektedir. Kolon ve rektum kisimlarindan herhangi birinde
meydana gelen kanserlesme, kolorektal kanser (KRK) olarak adlandirilmaktadir.
KRK, diinya capinda hem erkek hem de kadinlarda en sik olarak goriilen kanser
tirlerinden bir tanesi olmustur. Kanserin molekiiler temelinin anlasilmas: adina
tizerinde en ¢ok calisma yapilan kanser tiirlerinden biri de kolorektal kanserdir.
Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) hiicre proliferasyon, yayilma ve hayatta kalmasi
i¢in sinyal yollarinin baslatilmasinda kritik bir lipid kinaz ailesidir. Fosfatidilinositol
4,5- bisfosfat 3-kinaz katalitik alt {inite alfa (PIK3CA), 34 kb’ lik bir gen olup 20
exondan olusmaktadir. Ayrica 1068 amino asitten olusan 124kDa’luk pl10a
proteinini kodlar ve 3.kromozomun 3q26.3 bolgesinde lokalizedir.

Yapilan bircok calismada PIK3CA geni iizerindeki bdlgeleri, hotspot mutasyon
bolgeleri olarak tanimlanmugtir. p110a proteinin helikal domaini exon 9 tarafindan
kodlanirken kinaz domaini ise exon 20 tarafindan kodlanmaktadir. Literatiir
taramalar1 sonucunda PIK3CA geninin c¢esitli insan kanseri tiplerinde mutasyona
ugradigt ve kanser gelisiminde etkili oldugu bulunmustur. Ayrica PIK3CA
mutasyonlarinin yogun olarak exon 9 ve exon 20 bolgelerinde kiimelendigi
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Mugla bolgesindeki kolorektal kanserli
hastalarda PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 onkojenik mutasyonlarinin
belirlenmesi ve kolorektal kanser gelisimi tizerindeki etkilerinin tartisilmasi
amagclanmistir.

Bu c¢alismada Mugla Sitki Kogman Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne gelerek
kolorektal kanser tanist almis olan 30 adet hastaya ait parafin bloklara gémiilii doku
ornekleri kullanilmigtir. Ayrica ¢alismada kontrol grubu olarak, bu 30 kolorektal
kanserli hastanin 20 tanesine ait saglikli kolon dokusu (tiimor kontrol grubu) ve 30
adet de kolonunda herhangi bir tiimorlesme olmayan hastalara ait parafin bloklara
gomiilii doku Ornegi kullanilmistir. Toplamda 80 adet parafine gdmiilii doku
orneginden genomik DNA izolasyonu yapilmistir.



Daha sonra her bir DNA 6rneginde, PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bolgeleri,
ilgili primerler ile PCR’da gogaltilmistir. 80 adet 6rnege ait 240 adet PCR iiriiniiniin
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanilarak sekans PCR islemi
gerceklestirilmistir. Sekans PCR iiriinleri, Sanger sekanslama metodu kullanilarak
Applied Biosystems 3130x] Genetic Analyzer cihazinda sekanslama islemine tabi
tutulmusg ve ilgili gen bolgelerine ait DNA dizileri ¢ikarilmistir. 240 adet sekans
dosyasi Sequencing Analysis v.5.3.1 ve SeqScape v.2.6 Software’lerinde analiz
edilerek PIK3CA genine ait exon 9 ve exon 20 bdlgeleri iizerindeki mutasyon
bolgeleri tespit edilmistir. Daha sonra bu mutasyon bolgelerindeki niikleotid
degisimleri ile amino asit degisimleri Ensembl ve NCBI veri tabanlarinda
biyoinformatik analizler ile tespit edilmistir.

Bu tez calismasi sonucunda, PIK3CA geninin exon 9 bdlgesinde, 1 hastada c.1571
G>A (R524K) heterozigot, 2 hastada ¢.1624 G>A (E542K) heterozigot, 3 hastada
€.1664+105 T>G heterozigot, 9 hastada ise ¢.1634 A>C (E545A) heterozigot ve
¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) heterozigot mutasyon birlikteligi tespit edilmistir.
Toplam 12 kolorektal tiimorlii vakada tespit edilen mutasyonlarin tamami helikal
domain (exon 9) iizerinde kiimelenmistir. Kinaz domaini (exon 20) iizerinde ise
herhangi bir mutasyon gozlemlenmemistir. Ayrica ¢calismaya alinan 20 tiimdr kontrol
ve 30 normal kontrol olmak iizere toplam 50 adet kontrol grubunun exon 9 ve exon
20 bolgelerinde herhangi bir mutasyon gozlemlenmemistir. Tespit edilen
mutasyonlar kontrol gruplariyla karsilastirildiginda sadece tiimorlii olgularda
mutasyonlarin gozlemlenmesi bu mutasyonlarin somatik mutasyonlar oldugunu
gostermistir. Calisma sonucunda PIK3CA mutasyonlarinin sikligi %40 oraninda
bulunmustur. Bu durum, literatiirdeki oranlara kiyasla Mugla Bolgesindeki
kolorektal kanserli hastalarda PIK3CA mutasyonlarmin daha sik oldugunu
gostermistir. Tespit edilen mutasyonlardan E545A ve ES542K mutasyonlariin,
literatiir taramalar1 sonucunda lipid kinaz aktivitesi lizerinde artirici bir etkisi oldugu
bildirilmigtir. ES45A ve S553Thr mutasyon birlikteligi de Cowden Sendromu olarak
bildirilirken, R524K ve ¢.1664+105 T>G mutasyonlarinin lipid kinaz aktivitesi ile
iligkisinin bilinmedigi rapor edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, PIK3CA, Mutasyon, Sanger Sekanslama



ABSTRACT

MUTATION ANALYSIS OF SOME REGIONS OF PIK3CA GENE OF
COLORECTAL CANCER PATIENTS IN MUGLA REGION

Taner KAYNAR

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Bekir COL
September 2016, 108 pages

Large intestines are an important part of digestive system and are composed of
cecum, colon and rectum. Cancer formation in any of the colon or rectus is named as
colorectal cancer (CRC). CRC is one of the most widely encountered cancer types in
the world. Furthermore, CRC is one of the most studied cancer types in order to
understand molecular mechanisms of cancer. Phosphatidylinositol 3 kinase (P13K) is
a critical lipid kinase involved in initiating the signal cascades for cell proliferation,
invasion and survival. Phosphatidylinositol 4-5 bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha (PIK3CA) of PI3K is a gene of 34kb length and 20 exons. PIK3CA
encodes the p110 o protein of 124kDa and is localized on the 3g26.3 region of
Chromosome 3.

Exons 9 and 20 of the PIK3CA were determined by numerous studies as one of the
hotspot mutation regions. Exon 9 and exon 20 encodes the helical and kinase
domains of pl10a protein, respectively. As a result of literature searches, PIK3CA
gene was found to be mutated in various cancer types and is implicated to be
involved in cancer development. Also, it was stated that the mutations were mostly
grouped on Exon 9 and 20 regions of PIK3CA gene. This thesis study, therefore,
aims to identify oncogenic mutations on the exon 9 and exon 20 regions of PIK3CA
gene of the colorectal patients of Mugla region and discuss the effects of such
mutations on the development of colorectal cancer within the context of current
literature.

In this study, the paraffin-embedded tissue samples (FFPE) of a number of 30
patients diagnosed with colorectal cancer at Mugla Sitki Ko¢man University
Training and Research Hospital were used. Additionally, a number of 20 normal
colon tissues out of the 30 colorectal patients (tumor control group) as well as a
number of 30 normal FFPE tissues taken from the patients without any apparent
colon tumor were included in the study as control groups.

Vi



Genomic DNAs were isolated from a total of the 80 FFPE tissues and the regions of
exon 9 and 20 of PIK3CA gene were amplified with PCR using appropriate primers.
A number of 240 PCR products belonging to a total of 80 samples were subject to
sequencing PCR using BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. The products
of sequencing reactions were then subject to Sanger sequencing using Applied
Biosystems 3130xI Genetic Analyzer and DNA sequences of the gene regions were
obtained. The sequencing results were analyzed using the software Sequencing
Analysis v.5.3.1 and SeqScape v.2.6 and mutated regions were identified. Then,
amino acid changes corresponding to the mutated nucleotides were determined by
the use of Ensembl ve NCBI databases and bioinformatics analyzes. As a result of
this study, the mutations were detected on the exon 9 of PIK3CA. These are ¢.1571
G>A (R524K) heterozygote mutation in 1 patient, c.1624 G>A (E542K)
heterozygote mutation in 2 patients, ¢.1664+105 T>G heterozygote mutation in 3
patients and c¢.1634 A>C (E545A) heterozygote mutation together with
¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) heterozygote mutation in 9 patients. All of the
mutations detected in a total of 12 patients were only seen on the exon 9. No
mutations were evident on the exon 20 as a result of this study. Moreover, no
mutations were detected on the exon 9 and 20 in the control groups (n=50) of tumor
(n=20) and healthy controls (n=30). Therefore, these mutations were classified as
somatic mutations due to their sole existence in the tumor tissues. Consequently, the
frequency of PIK3CA mutations was calculated as 40% as a result of this study and
out of a number of selected 30 colorectal cancer patients. This ratio shows that
PIK3CA mutations were seen relatively higher in the colorectal cancer patients of
Mugla region compared to the numbers elsewhere in the literature. Among the
mutations detected, E545A and E542K mutations were reported in the literature that
they increase lipid kinase activity. E545A and S553Thr mutations were also seen in
the patients with Cowden Syndrome. The effect of R524K and ¢.1664+105 T>G
mutations on lipid kinase activity has not been reported in the literature.

Keywords: Colorectal Cancer, PIK3CA, Mutation, Sanger Sequencing
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ONSOZ

Lisans egitimim ve yiiksek lisans egitimim siiresince degerli bilgilerini benden
esirgemeyen, her tiirli bilgi ve tecriibesini paylasarak, ayni zamanda manen de
yanimda olan, danisman hocam Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Bekir COL' e tesekkiir ederim.

Deneylerimin yapilmasi esnasinda laboratuvar imkanlarini sunarak, degerli goriis ve
tecriibelerinden yararlandigim Saym Yrd. Dog. Dr. Murat KARA’ya, galismalar
sirasinda her tiirlii destegini benden esirgemeyen Dr. Havva Solak OZSEKER, Dir.
Mert METIN ve tez jiirim Sayin Dog. Dr. Mehtap Kilic EREN hocalarima tesekkiir
ederim.

Laboratuvar c¢alismalar1 sirasinda arkadasliklarini ve manevi olarak desteklerini,
yardimlarini hi¢cbir zaman esirgemeyen arkadaslarim, dostlarim Merve SEZER, Esra
DIBEK, Seda KANLIKAYA, Begiim Hazar GOKCAN, Bilge UCAR, Esra
ESMERAY, Gékge HAS, Ebru BALCI, Mehmet KARAALI ve Usay YASU’ya tiim
Molekiiler Biyoloji ve Biyokimya Laboratuvari ekibine tesekkiir ederim. Ayrica
MSKU Egitim ve Arastirma Hastanesi Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari ile
Tibbi Genetik Laboratuvari’ndaki degerli dostlarim Hamdi AYDIN, Ozkan OLKAC,
[lknur BASER ve Hiimeyra AKSOY a tesekkiir ederim.

Hayatimin her doneminde yanimda olan, her zaman bana destek olan destegini ve
ilgisini higbir zaman esirgemeyen canim annem Giilbahar KAYNAR, kardeslerim
Nuray SALCI, Serkan KAYNAR, Erkan KAYNAR, Erdogan KAYNAR, Soner
KAYNAR, Caner KAYNAR’a, kardeslerimin eslerine ve canimdan ¢ok sevdigim
sevgili nisanlim Burcin UN’e sonsuz tesekkiir ederim.

Mugla Sitki Kogman Universitesi BAP (Bilimsel Arastirma Projeleri) birimine ve
MSKU Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Kolon Hakkinda Genel Bilgi

Kolon ve rektum, sindirim sisteminin 6nemli bir parcasi olan kalin bagirsagi
olusturur. Kalin bagirsak ¢ekum, kolon ve rektum olmak tizere 3 kisimdan meydana
gelir (Sekil 1.1.). Ortalama 1,5 m kadar olan kalin bagirsak, ileumun bitiminden
aniise kadar uzanir ve sindirim sisteminin 1/5’ini olusturur. Kalin bagirsagin son 20
cm’lik kismi rektum olarak adlandirilirken, buradan ince bagirsaga kadar olan kismi
ise kolon olarak adlandirilir. Rektum, digkinin atilmadan 6nce son olarak tutuldugu
yer olup, sigmoid kolon ile aniis arasina yerlesmistir. Kolon ile rektumun birlestigi
nokta sigmoid kolon olarak adlandirilir. Ince bagirsak ile kolonun birlestigi bdlge ise
¢cekum olarak isimlendirilir ve bu kisim 4-8 cm uzunlugunda, 7,5-8,5 cm genisliginde
olup kolonun en genis kismini olusturur. Kismi olarak sindirilmis besin maddeleri
ince bagirsaktan sonra kolona girer. Kolon bu besin maddelerinden su ve mineralleri
ayirarak dolagim sistemine kazandirirken geri kalan kisimlari ise aniisten atilmak
tizere biinyesinde depolar. Kolon; ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve
sigmoid kolon olmak {iizere 4 kisimdan meydana gelir. Cikan kolon 15 cm
uzunlugunda olup, ¢ekumdan hemen sonraki kisimdir. Karin igerisinde sag iliak
bolge ile sag lumbal bolge arasinda yer alir. Transvers kolon, yaklasik 50 cm
uzunlugunda olup hepatik fleksura ile splenik fleksura arasinda yer alir ve iizeri
periton ile &rtiilii durumdadir. Inen kolon, transvers kolon ile sigmoid kolon arasinda
bulunur ve yaklastk 25 cm uzunlugundadir. Sigmoid kolon, yaklagik 40 cm

uzunlugunda olup inen kolon ile rektum arasindaki bolgede bulunur.
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Sekil 1. 1. Kolon yapisinin anatomik goriiniimii.

1.2. Kolorektal Kanser Hakkinda Genel Bilgi

Kolorektal kanser (KRK), kalin bagirsak kanseri olarak da adlandirilmakla birlikte
kalin bagirsak ve rektumda goriilen malign yani kotii huylu tiimoérlerin olusumu
anlamia gelmektedir. Kanser olusumu hiicre icerisinde baslar. Hiicre biiyiimesi ve
¢ogalmasi, normalde viicudun ihtiyact dogrultusunda kontrol altinda bulunmaktadir.
Hiicrelerin bu kontrolden c¢ikarak biiyiime, bdliinme ve cogalmaya gitmesiyle
tiimorler meydana gelir. Bu tiimdrler iyi veya kotii huylu olabilmektedir. Kanser

gelisiminde ise kotii huylu tiimorler 6n plandadir.

Kolonda meydana gelen kansere kolon kanseri, rektumda meydana gelen kansere ise
rektum kanseri adi verilirken bu organlardan herhangi birindeki kanser olusumu
kolorektal kanser olarak adlandirilir. Kolon ve rektum kanserleri bu organlarin ig
yiizeyini ¢evreleyen hiicrelerden gelismektedir (T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk

Sagligi Kurumu Kanser Daire Bagkanligi, www.kanser.gov.tr).


http://www.kanser.gov.tr/

1.2.1. Epidemiyoloji

Kolorektal kanser, goriilme sikligi bakimindan tiim kanserler arasinda hem
kadinlarda hem de erkeklerde 3. sirada yer almaktadir. Diinyada kolorektal kanser
yiiz binde 20’lerde iken, Avrupa ortalamasi yiiz binde 37, Tiirkiye’de ise yiiz binde
17’1lerdedir. KRK, erkeklerde 24,4/100.000, kadinlarda ise 15,3/100.000 siklikta
goriilmektedir (www.kanser.gov.tr). Diinyada her yil yaklasik 1 milyon yeni vaka
teshis edilmekle birlikte kolorektal kansere bagli 500.000 6liim bildirilmektedir.
Diinya saglik orgiitii kayitlarina gore her yil teshis konulan yeni vaka sayis1 800.000
civarindadir. 2003 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde 147.500 yeni kolorektal
kanser vakasi tespit edilmis (105.500 kolon, 42.000 rektal kanser) ve kolorektal
kanser nedeniyle 57.000 6liim bildirilmistir. Bu say1 tiim kanser dliimlerinin %10’u
gibi biiylik bir boliimiinden sorumludur. Bagka bir yonden bakildiginda ABD de
yasayan insanlarin yaklasik %35’1 hayatlar1 boyunca kolorektal kansere yakalanma
riski tagimaktadir. Erkek/kadin oranmi 1,3’diir. Baz1 yayinlarda her iki cins arasinda
esit dagilim oldugu bildirilmektedir (Dobrucali, 2003). 2016 yili icerisinde suana
kadar tespit edilen kolorektal kanser vaka sayisi 134.490 olup bunlardan 70.820’si
erkek, 63.670°1 ise kadmndir. 2016 yili igerisinde kolorektal kanser nedeniyle
bildirilen 6lim sayis1 49.190 olup bunlardan 26.020’si erkek, 23.170’1 ise kadindir

(www.cancer.org).

Kolorektal kanser hem Bati hem de Asya iilkelerinde en yaygin olarak goriilen
malignitelerden biridir. KRK’de epigenetik ve genetik degisiklikler bir¢ok
kanserojenin birikmesi sonucu ortaya ¢ikar (Chen vd., 2014). Kolorektal kanser en
sik goriilen {igiincii kanser tiiriidiir ve Isveg’deki kanser dliimlerinin en yaygm ikinci
nedenidir. Kolon ve rektumda tiimdr hiicrelerinin yayilmasi, timor igin bir 6n kosul
olusturdugu gibi, kanserden 6liim nedeni olarak da kabul edilebilir (Birgisson vd.,
2015).

Kolorektal kanser, her yil 1 milyondan fazla yeni vaka ile bati diinyasinda en sik
olarak goriilen kanser tiirlerinden biridir. Primer kolorektal tiimorlerin metastazi,
dogrudan hastanin yasami ile baglantilidir ve hasta 6liimlerinin yaklagik %90’1n1
olusturmaktadir. KRK’li hastalarin yaklasik olarak yarisi cerrahi ve ¢ok modelli
tedavi ile tedavi edilebilir ancak tedavi secenekleri 6zellikle metastatik hastalarda

siirlidir.



Bu durum, erken evredeki hastalarda % 90, bolgesel lenf nodu metastazi olan
hastalarda %65 ve metastatik hastalarda %10’dan daha az oldugu gosterilmistir
(Koelzer vd., 2015).

Kolorektal kanser 2012 yilinda diinya ¢apinda, erkeklerde ii¢lincii (746.000 vaka’da
%10), kadinlarda ise ikinci (614.000 vaka’da %9,2) en yaygin olarak goriilen kanser
tirii olmustur (Kawazoe vd., 2015). KRK, diinyada en sik goriilen tiglincii kanser
tiirtidiir ve kanserden 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada gelir. KRK, Malezya’da
da aym artis egilimini géstermis ve hem erkek hem de kadinlarda goriilen en yaygin

ikinci kanser tiirii olmustur (Tahir vd., 2015).

1.2.2. Histoloji

Kolonun ortasinda bulunan liimen, 4 adet tabakayla ¢evrili durumdadir. Bu tabakalar
distan iceriye dogru mukoza, submukoza, muskiilaris propria ve seroza seklinde
siralanmugtir (Sekil 1.2.). Mukoza tabakasi; epitelyum, kan ve lenf damarlarinca
zengin lamina propria ve muskiilaris mukozadan olusur. Submukoza, kan ve lenf
damarlarinca zengin olup submukozal sinirler igeren gevsek bir bag dokusudur.
Muskiilaris propria tabakasi, sirkiiler ve longitudinal kas tabakasindan olusur. Bu iki
kas tabakasi arasinda kan ve lenf damarlarinca zengin olan gevsek bag dokusu ile
Auerbachi sinir pleksusu vardir. Seroza; kan, lenf ve yag dokusu bakimindan zengin
olup, ince ve gevsek bag dokuyla ortiilii durumdadir. Kalin bagirsagin rektum kismi
villus igermez. Intestinal bezler ¢ok sayida goblet ve emici hiicre ihtiva eder. Emici
hiicreler diizensiz yapida mikrovilliisler icerirler. Bu hiicreler su emilimini ve diski
kivamint olusturlar, ayn1 zamanda da mukus salgilarlar. Lamina propria lenf
hiicreleri ve nodiiller bakimindan zengindir. Lenfoid doku miktarinin fazla ve yogun

olmas1 ortamdaki bakteri popiilasyonu ile iliskilidir.



Lenf Nodlan

Sekil 1. 2. Kolon duvarinin histolojik goriiniimii (www.wordpress.com).

1.2.3. Etiyoloji

Kolorektal kanserin tam olarak nedeni bilinmemek ile birlikte bu kanser gelisiminde
bir¢ok faktdr rol oynamaktadir. Bu faktorler arasinda; gevresel faktorler, yas, diyet,
adenom ve karsinom Oykiisii, inflamatuvar bagirsak hastaligi olanlar ve aile dykiisii
gibi birgok faktor etkili olabilmektedir (Kusak¢ioglu, 2003). Kolorektal kanserler
hem kalitsal hem de sporadik olarak ortaya ¢ikarlar. Kolorektal kanser gelisiminde
genetik ve ¢evresel faktorler ile birlikte prekanserdz hastaliklar da rol oynamaktadir

(Biiyiikdogan, 2009).

Sporadik kolorektal kanser vakalarinin %20’sinde aile Oykiisii saptanmaktadir. 1.
derece akrabasinda kolorektal kanser bulunan insanlarda kolorektal kanser gelisme
riski 2-3 kat, 1.derece akrabasinda iki veya daha fazla kolon kanser hastasi bulunan
insanlarda ise bu riskin 3-4 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Akrabalar igerisinde
45 yasindan 6nce kolorektal kanser tespit edilenlerde risk artarken, 60 yasindan sonra

tespit edilenlerde ise bu risk azalmaktadir.



Klinik olarak kolorektal kanser vakalarinin %75°1 50 yas {izerindeki insanlarda
goriiliirken, ailede kolorektal kanser Oykiisii olmayan 50 yas {izeri insanlarin
hayatlar1 boyunca kolon kanserine yakalanma oranit %5 civarindadir (Dobrucali,

2003).

Kolorektal kanser her yasta goriilebilmesine ragmen en fazla 50 yasindan sonra
gozlenmektedir. Kolorektal kanser goriilme yasi ortalama olarak 63°diir. Kolon
kanseri goriilme sikligi bakimindan kadinlarda daha yiiksek iken rektum kanseri ise
erkeklerde daha sik goriiliir. Kolorektal kanser tanilarinin yaklasik olarak %90°1 50
yasindan sonra konulur. Bunun sebebi olarak, yas ilerledikce kolon yapisinda

meydana gelen mutasyonlarin artmasi gosterilmektedir (Hawk vd., 2002).

Kolorektal kanserlerin biiyiik bir ¢ogunlugunun kolonda daha onceden bulunan bir
adenom zemininden gelistigi kabul edilir. Kolorektal kanser gelisme riski kolondaki
adenom sayis1 ve buylkliigii ile dogru orantilidir. Bu adenomlar benign yani iyi
huylu tiimérler olup displastik kalin bagirsak epiteli ve stroma igerirler. Benign
tiimdrlerin sayilar1 degisebilmektedir. 50 yas altindaki hastalarda sik goriilmeyen bu
tiimorlerin 70 yas tlizeri hastalarda goriilme sikliklar1 %53-63 arasindadir.(Dobrucall,

2003; Pedro vd., 2005; Bozfakioglu ve Miisliimanoglu, 1997).

Adenom yapilar1 boyutlarina, yapisal oranlarina (tubiiler, villdz, tubiilovilloz),
makroskopik goriiniimlerine (diiz, sapli, sesil) ve displazi derecelerine gore (hafif,
orta, agir) smiflandirilabilirler. Genel olarak ¢ikarilan adenomat6z poliplerin %65-
%801 tubiiler, %10-25’1 tubiilovilloz ve %5-10u ise villoz adenomlardir (Kodner
vd., 2003).

Kolorektal kanserde normal bagirsak mukozasindan adenom, adenomdan ise kanser
gelisme siireci degiskenlik gosterir. Adenomdan-karsinoma doniistim siireci olan
adenokarsinomda kolon mukozasi ¢esitli evrelerden gegerek sonugta kanserlesmis bir
yapt olusturur. Cesitli faktorler normal kolon epitelini uyararak boliinmekte olan
farklilasmamais hiicrelerin kriptlerden ayrilarak villuslarin yilizeyine ge¢mesine neden
olurlar. Villus yiizeylerine gegen bu hiicrelerin siirekli olarak ¢ogalmasi sonucunda
polip yani adenom yapilar1 olusur (Sekil 1.3.). Hiicre ¢ogalmasi ile birlikte kolon

icerisindeki bez yapilari normal yapilarinin digina ¢ikar.



Bu diizensiz hiicre biiyiimeleri zamanla muskiilaris mukozay1 gecerek submukozayi
invaze eder ve bunun sonucunda invaziv kanser gelisir (Kodner vd., 2003). Cesitli
radyolojik calismalar, poliplerin kansere 10 yil gibi bir siire icerisinde doniistiiglinii
ortaya koymustur. Endoskopik olarak normal bir kolon igerisinde yeni bir polip
olusumunun 5 yil, adenomdan displazi gelisiminin 2,5-3 yil ve displaziden sonra
invaziv kanser gelisiminin de 3 yil kadar siirdiigli tahmin edilmektedir (Dobrucali,
2003).

Sekil 1. 3. Kolorektal kanserde kolon icerisinde olusan polipler (www.gastromedicine.com).

Kolorektal kanser goriilme siklig1 bolgelere gore degiskenlik gosterdiginden dolay:
cevresel faktorler bu bakimdan 6nemlidir. Genetik olarak kanser gelisimine duyarli
olan kisilerde diyet ve cevresel faktorler karsinogenezde etkili olabilmektedir. Yag
ve kalori oranmi diistik, fiber oran1 yiiksek olan diyet ile beslenenlerde kolorektal
kanserin yar1 yariya daha az gorildigi, yiiksek oranda yag alimimin kolorektal
kanser gelisimini kolaylastirdigi goriilmiistiir. Hayvansal yaglarin yiliksek oranda
tilketimi, kirmizi etin baliketi ve beyaz ete gore daha fazla tercih edilmesi kolorektal
kanser gelisiminde etkilidir. Yiksek miktarda viicuda alinan yag, karacigerde
kolesterol ve safra asidi sentezini uyarir ve bu sayede sterollerin kolona gegisi
artmaktadir. Kolon igerisinde yasayan bakteriler sterol yapidaki bu bilesikleri
sekonder safra asitlerine ve diger toksik metabolitlere doniistiiriirler. Serbest yag
asitleri ile safra asitleri muhtemelen ornitin dekarboksilaz ve siklooksijenaz
enzimlerinin aktivitesini artirarak kolon epiteli iizerindeki hiicre proliferasyonunu

hizlandirmaktadir (Dobrucali, 2003).

Inflamatuvar bagirsak hastaligi, gastrointestinal kanalin iltihaplanmasi yani
inflamasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Kronik {ilseratif kolit ve Crohn hastali§i olmak

tizere iki adet formu bulunur (Sekil 1.4.).



Ulseratif kolit, kolonu rektumdan baslayarak proksimale kadar saglam kisim
birakmadan tutan kronik inflamatuvar bir hastaliktir. Crohn hastaligi ise agizdan
aniise kadar sindirim kanali boyunca segmenter tarzda aralarda saglam bolgeler
birakarak tutan kronik inflamatuvar bir hastaliktir (Griffiths vd., 2000). Inflamatuvar
bagirsak hastaligi bulunan kisilerin kolonunda adenokarsinom olusma riski daha
fazladir. Bu hastalarda kolorektal kanser riski hastaligin siiresi ve yaygmlig: ile

dogru orantili olarak artmaktadir.

Bu hastalarda kanserlesme orani %3-8 arasindayken, hastaligin baslangicindan 10 y1l
sonra %10, 25 yil sonra ise %30 civarlarinda seyretmektedir (Ekbom vd., 1990).
Ulseratif koliti bulunan hastalarda, hastaligin baslangicindan itibaren 8. yila
ulagsmasiyla birlikte kolorektal kanser riski artmaya baslarken hastaligin 20. yilinda
bu risk oran1 %25’e kadar ¢ikabilmektedir. 30 yildan beridir bu hastaliga sahip
pankolitli bireylerde kolorektal kanser gelisme riski ise %35 civarlarindadir
(Dobrucali, 2003). Bu anlamda hastaligin kolondaki yayilimi 6nemli bir faktordiir.
Crohn hastaligina sahip bireylerde kolorektal kanser gelisme riski normal topluma

gore daha erken yaslarda baslamaktadir.
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Sekil 1. 4. Crohn hastalig: ve iilseratif kolitin kolon icerisindeki sematik gosterimi (Kumar ve
Michell, 2010).



1.3. Kolorektal Kanserlerde Histopatoloji

Adenokarsinom ve miisindz adenokarsinom tiim kanserlerin %90-95’ ini olusturur.
Miisindz adenokarsinomlar %15°lik oranla en yogun olarak sag kolonda goriiliirken
%10 oraninda da rektumda goriilmektedir. Miisinéz adenokarsinomlarda timor
dokusunun %350’sinden fazla bir oranda hiicre digina atilan miisin gozlenmektedir

(Hamilton ve Aaltonen, 2000).

Kolorektal kanserlerin biiyilk bir kismi rektum ve sigmoid kolonda goriiliir.
Kolorektal kanser riski diisiik olan iilkelerde kolorektal kanser ¢ekum ve ¢ikan
kolonda daha fazla goriliirken, kolorektal kanser riski fazla olan {ilkelerde ise

rektosigmoid bolgede daha fazla goriiliir (Fenoglio vd., 1999; Christine vd., 2005).

Splenik
Hepatik ﬂsksura
fleksura Transzers kolon , %1,5
%2,5 %11

4

Cikan inen

:(olon kolon
%14,5 %4,5
Cekum »
%19
Sigmoid
kolon
%22
Rektum
%24

Sekil 1. 5. Kolorektal kanserin kolon icerisindeki dagilimi (Dobrucal, 2003).



Kolorektal tiimorler %55-60 oraninda rektosigmoid kolonda, %25 oraninda inen
kolonda, %5 oraninda transvers kolonda, %15 oraninda ise ¢ikan kolonda goriiliir
(Sekil 1.5). Ilerleyen yaslarda sag kolon tiimdrleri daha sik goriilmekle olup
divertikiiloz hastalig ile birlikte seyretmektedir (Topuz ve Aykan, 1998). Kolorektal
kanserlerde diinya saghk oOrgiitinin (WHO) histolojik tiplendirme ve

siiflandirilmasi Cizelge 1.1.°de verilmistir.

Cizelge 1. 1. Kolorektal kanserlerde diinya saghk orgiitiiniin (WHO) histolojik tiplendirme ve
siniflandirmasi (ICD-O: Uluslararasi hastalik sitmflandirmasi-onkoloji).

Tiimor
Histolojik Tip  1CD-O Kodu Tamm Derecelendirme .. i /Viiksek
(G1-G4)
Adenokarsinom 8140/3 Bez epiteli 1-3 D/Y
Miisin6z 8480/4 %50’den fazla hiicre 3 Y
adenokarsinom dig1 miisin yapimi
Tasli-ytiziik 8490/3 %350°den fazla tash 3 Y
hiicreli karsinom yiiziik hiicresi
Yassi hiicreli 8070/3 Biiyiik oranda yassi 1-3 D/IY
karsinom hiicre diferansiyonu
Adenoskuamoz 8560/3 Adenokarsinom ve D/Y
karsinom yassi hiicre 13
karsinomun
komponenti birlikte
Mediller 8510/3 Biiyuk atipik malign
. hiicre adalar1
karsinom .
cevresinde veya
icinde ¢ok belirgin
lenfosit infiltrasyonu
Diferansiye 8020/3 Farklilasmaya isaret
olmayan edecek Ozellik 4 v
karsinom gostermeyen
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1.3.1. Adenokarsinom

Kolorektal kanserlerde kolon tiimoérlerinin  yaklasik  olarak  %90-95’1
adenokarsinomlar olustururlar. Adenokarsinomlar tiimor hiicrelerinin farkli boyut ve
sekillerde adenoid yapilar olusturmas: ile karakterizedir. Bu baglamda
adenokarsinomlar, adenoid olusumu ve yayginligima bagl olarak iyi diferansiye
(grade 1), orta derecede diferansiye (grade 2) ve az diferansiye (grade 3) olmak iizere
3 grupta (Sekil 1.6.) simiflandirilir (Hamilton ve Aaltonen, 2000). Bu siniflarin her
biri ise grade olarak isimlendirilir. Bu gradelerin disinda nadiren de olsa sarkom ve
lenfomalar gibi nonepitelyal tiimorlerde goriilebilmektedir (Kiipelioglu, 2004;
Dogusoy, 2003). Gradeleme islemi tiimor dokusundaki tiibiill olusumlarinin
dereceleri ve hiicresel dizilimler baz alinarak yapilir. Kolorektal kanserli hastalarin
%15-20’si grade 1 ya da iyi diferansiye, %60-70’i grade 2 ya da orta derecede
diferansiye, %15-20’si grade 3 ya da az diferansiye seklindedir (Kiipelioglu, 2004).

Grade 1 karsinomlar mikroskopik olarak incelendiginde adenoma epiteline benzerler,
hiicreler uniform tipte olup polarite kayb1 minimal diizeydedir veya polarite kaybi
yoktur (Kumar vd., 2000). Grade 2 karsinomlarda tiibiiler yapilar basit veya
kompleks olabilecegi gibi hafif diizensiz sekillidir. Polarite kaybi hafif veya orta
diizeydedir. Grade 3 karninomlarda ise glandiiler ve tiibiiler yapilar tamamen ortadan
kalkmig durumdadir ve polarite kaybi ¢ok yiiksektir (Bacon ve Eisenberg, 1971).
Miisindz karsinomlar ve tasl yiiziik hiicreli karsinomlar grade 3 olarak kabul edilirler
(Kiipelioglu, 2004). Histolojik gradelerin sagkalimda etkili oldugu belirlenmistir
(Sokmen, 2004).

Sekil 1. 6. Kolorektal adenokarsinomlarda grade asamalar1 (G1: Grade 1 (iyi diferansiye), G2:
Grade 2 (Orta derece diferansiye), G3: Grade 3 (Az diferansiye) ) (www.cancer.org).
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1.3.2. Miisinoz adenokarsinom

Kolorektal kanserlerde miisin6z adenokarsinom, genis bir alanda ekstraseliiler olarak
miisin sekresyonu gosteren tiimor hiicrelerinden meydana gelir (Sekil 1.7.). Miisinoz
adenokarsinomda miisin sekresyonu ekstraseliiler alanin en az 9%50’sini

olusturmaktadir.

Kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %15’ini miisindz adenokarsinomlar olusturur
ve konvensiyonel adenokarsinomlara gore daha kotlii prognoz gostermektedir.
Miisindz adenokarsinomlar daha ¢ok rektumda goriiliir. Olgularin bazilarinda
ekstraseliiler alan disinda  intraseliler alanda da misin  sekresyonu
gozlenebilmektedir. Bu durum ise tash yiiziikk gériinlimlii hiicre olusumlarina neden

olur (Hamilton vd., 2010; Kumar vd., 2010).

Sekil 1. 7. Miisinoz tipte adenokarsinomun histopatolojik goriiniimii.
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1.3.3. Tash yiiziik hiicreli karsinom

Sitoplazma igerisinde fazla miktarda miisin birikimi hiicre ¢ekirdegini merkezden
hiicre kenarina dogru iter. Bu durum sonucunda olusan hiicreler tagh yiiziik hiicreleri
olarak adlandirilir (Sekil 1.8.). Bu hiicreler igerisinde miisin varligi %50’den fazla bir
miktardadir. Bu hiicreler g¢ogunlukla gland olusturmazlar ve diffiiz yayilma

gosterirler.

Taslh yiiziik hiicreli karsinomlar, diger tiimorlere nazaran daha agresif ve daha kotii
prognozdur. Peritoneal yiizey, lenf nodlar1 ve overe metastaz yapma egilimindedir
(Jass, 2000). Nadir goriilmelerine karsin genellikle geng yastaki hastalarda
goriiliirler. Miisindz adenokarsinomlar ile tagl yiiziik hiicreli adenokarsinomlar grade

3 yani az diferansiye olarak kabul edilirler.

Sekil 1. 8. Tash yiiziik hiicreli adenokarsinomun histopatolojik goriiniimii.
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1.3.4. Kiigiik hiicreli karsinomlar

Kiiciik hiicreli akciger kanserinde oldugu gibi histopatojik olarak kolorektal kanserde
de ayni Ozellikleri tasiyan bir adenokarsinom tipidir. Kiigiik hiicreli karsinomlar
(Sekil 1.9.) kolorektal kanserde %1’den daha az bir oranda goriiliirler. Bu karninom

tipi kotii prognoz olmakla birlikte lenf nodu ve karaciger metastazi gostermektedir.

<
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Sekil 1. 9. Kiiciik hiicreli karsinomun histopatolojik goriiniimii.

1.3.5. Undiferansiye karsinomlar

Tiimorii meydana getiren hiicreler glandiiler ve daha az goriilen diferansiye timor
hiicrelerine benzemezler. Undiferansiye karsinomlar, kolorektal karsinomlarin
yaklasik %1°lik gibi bir kismin1 olustururlar. Bu karsinomdaki hiicrelerin sinirlari
belirgin, tek dize seklinde, orta veya kiigiik biiyiiklikkte olup nukleusludur (Sekil
1.10.).
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Sekil 1. 10. Undiferansiye karsinomun histopatolojik goriiniimii.

1.3.6. Skuamoz/adenoskuamoz karsinomlar

Nadir olarak goriilen bir karsinom tipidir. Skuaméz (Sekil 1.11.) ve adenoskuamoz
(Sekil 1.12.) hiicreli tiimorler, tiim Kolorektal tiimorlerinin  %0.05-0.10’unu
olusturdugu diisiiniilmektedir (Smith vd., 1990). Adenoskuamoz hiicreli karsinomlar
kadin ve erkekte esit oranlarda goriiliirken, skuamoz hiicreli karsinomlar kadinlara
oranla erkeklerde 2 kat daha fazla goriilmektedir (Lafreniere ve Ketcham, 1985).
Ulseratif kolit, radyasyon uygulanmis bagirsak, kolo-kutandz fistiil varlig,
schistosomiasis ve kolon duplikasyonlart gibi durumlarda skuaméz hiicreli

karsinomlar daha sik goriilmektedir (Beaton vd., 1981).
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Sekil 1. 11. Skuaméz hiicreli karsinomun histopatolojik goriiniimii.

Sekil 1. 12. Adenoskuaméz hiicreli karsinomun histopatolojik goriiniimii.
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1.4. Kolorektal Kanser Karsinogenezi

Kolorektal karsinogenez, kolon mukozasi igerisinde asir1 hiicre ¢ogalmasi ile polip
olusumlarini, bu poliplerin gelisimleriyle birlikte noninvaziv lezyonlara, daha
sonrada invaziv ve yayllma (metastaz) Ozelligine sahip timor hiicrelerine
doniistimlerini igerir. Kolorektal kanserler, normal dokularda biiylime ve gelismeyi
kontrol altinda tutan molekiiler mekanizmalarin bozulmalarina yol agan genetiksel
yapidaki degisikliklerin birikimleri sonucunda olugmaktadir. Kanserin molekiiler
temelinin anlagilmasi adina iizerinde en ¢ok calisma yapilan kanser tiirlerinden bir
tanesi de kolorektal kanserdir ve bu kanser tiirliniin heterojen ve ¢ok karmasik bir
kanser modeli oldugu belirtilmistir (Takayama vd., 2006). Karsinogenezdeki
degisiklikler, hiicre biiylimesi ve apoptozis arasindaki dengeyi etkileyen ve
histopatolojik incelemeler sonucunda tespit edilemeyen hassas ve Onemli

biyokimyasal olaylardan meydana gelmektedir.

Kolorektal karsinogenez, genetiksel yapidaki birden fazla molekiiler degisimin
meydana getirdigi karmasik bir karsinogenez modelidir. KRK gelisimi, diger kanser
tiirlerinde oldugu gibi diizenleyici genlerin fonksiyonlar: tizerindeki degisiklikler ve
genomik kararsizlikla iligkilidir (Ashktorab vd., 2010). Epitel hiicrelerinin neoplazik
stirece girerek tiimor olusturabilmesi icin gerekli olan genetik degisimler temel
olarak iki mekanizma ile agiklanmistir. Bu mekanizmalardan ilki, allelik kayiplar ve
anoploidi ile karakterize olan kromozomal degisiklikler (genomic instability) iken
ikincisi DNA yapisindaki baz1 mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan degisikliklerdir
(microsatellite instability MSI). Genomik kararsizlik, yeterince mutasyona ugramis
olan bir hiicrenin tlimor hiicresine doniistimiine uygun bir zemin olusturarak adenom

ve karsinom olusumlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Normal kolon mukozasinda adenomatdz poliplerden kolorektal kansere doniisiim 10
yildan fazla bir siirede gergeklesir. Adenomdan kolorektal karsinomaya doniigiim
siirecinde, genetik diizeydeki degisiklikler Fearon ve Vogelstein tarafindan ortaya

atilan ¢ok basamakli karsinogenez modeline uyum gostermektedir (Sekil 1.13.).
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Vogelstein tarafindan 6nerilen modele gore, genetik lezyonlardaki bir dizi birikim ile
adenomdan karsinomaya gegis, kolorektal kanserin temelini olusturur ve biyolojik
davranig agirlikli olarak mutasyon sayisina gore etkilenir. Arastirmacilarin 1988
yilinda 6ne siirdiikleri bu model ile kolorektal kanser karsinogenezinde rol oynayan

molekiiler diizeydeki degisimlere yer verilmistir. Bu modele gore,

1- Kolorektal timorler, onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu ve tiimor baskilayict

genlerin mutasyonel inaktivasyonu sonucunda meydana gelirler.

2- Malign yani kotii huylu timor olusumu igin en az 4 veya 5 genin mutasyonu
gerekir. Daha az sayidaki mutasyonlar ancak benign yani iyi huylu tiimdr olusumlari

ile sonuglanir.

3- Genetik degisimlerin bir sira icerisinde birbirini takip eden olaylar sonucu
olustugu kabul gormekteyse de timor yapilarmin Dbiyolojik 6zelliklerinin

belirlenmesinde bu genetik degisimlerin birikimi, olusum sirasindan daha énemlidir.

4- Mutant yapidaki bir tiimor baskilayict gen, heterozigot bir ortamda bulundugunda
bile fenotipik 6zelligini gdsterme gayreti igerisindedir (Vogelstein vd., 1988).

Bu model bundan sonra yapilacak olan bilimsel ¢alismalara 151k tutmakla birlikte
ozellikle Familial Adenomatous Polyposis (FAP) ve Hereditary Non Polyposis
Colorectal Cancer (HNPCC) gibi kolorektal kansere genetik yatkinlik olusturan bu

iki hastaligin aydinlatilmasini saglamistir.

Mutasyon ve Mutasyon Kayp Mutasyon ve
kayip kayip
APC KRAS SMAD?2/4 TP53
Normal Erken adenom/ Ara diizeyde Gec adenom Karsinom Metastaz
epitelyum displastik kript adenom

Degisen DNA Diger genetik
metilasyonu degisiklikler

Sekil 1. 13. Kolorektal karsinogenezde Vogelstein ve Fearon modeli (Vogelstein vd., 1988).
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1.5. Kolorektal Kanser ve Genetik

Kolorektal kanserde genetik yapidaki degisiklikler hastaligin  fenotipini
etkilemektedir. KRK’de genetik faktorler, adenomatéz polip olusumunda,
gelisiminde ve yayilmasinda etkili rol oynamaktadir. Kolorektal kanserin genetik
temelinin aydinlatilmasi adina ¢ok sayida molekiiler genetik calisma yapilmis ve hala
daha yapilmaktadir. Kolorektal kanser gelisimi iizerinde etkili olan genetik faktorler
hakkinda yapilan calismalar sonucunda, %35 oraninda bu faktorlerin kanser

gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir (Lichtenstein vd., 2000).

Kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %15°1 ailesel, %10’u kalitimsal ve %75°1 ise
sporadik (Sekil 1.14.) olarak olusmaktadir (Lynch vd., 2006). Kolorektal kanserlerde
yaklasik olarak %25°lik gibi bir oran birinci derece akrabasinda KRK 6ykiisii olan
kisilerde goriilmektedir (Hemminki ve Eng, 2004). Birinci ve ikinci derece
akrabalarinda KRK &ykiisii olan bir kisinin sporadik olarak KRK’ye yakalanma riski
yiiksektir (Fuchs vd., 1994). Ayrica 50 yasindan 6nce KRK tanisi alan hastalarin
birinci derece akrabalarinda KRK’ye yakalanma riski daha da yiiksektir. Olgularin
cogunda kolorektal kanser baz1 genlerdeki somatik mutasyonlar sonucunda olusurlar.
Bu mutasyonlar, gerceklestigi genler ve bu genlerin molekiiler mekanizmasi
acisindan farklilik gosterirler. Genetik agidan riskli olan gruplar, ailesinde KRK
Oykiisli olan gruplar ile KRK tanist almis bir kisinin yakininda bulunan gruplar

kolorektal kanser gelisimine yatkin olduklari igin siki takip edilmelidirler.

Sporadik olgu

Aiilesel Riskli
Olgular
10% - 30%

Lynch Sendromu
(HNPCO)
2% - 3%

Hamartamatoz Ailesel

Poliposis Adenomatéz
Sendromlarn Polipozis (FAP)
<0,1% <1%

Sekil 1. 14. Kolorektal kanserde heterojenite (www.cancer.gov).
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1.5.1. Ailesel adenomatoz polipozis (Familial Adenomatous Polyposis, FAP)

Tiim kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %1°lik gibi bir kismint olusturur. Otuzlu
yaslara kadar kolon igerisinde gelisen bu polipler cerrahi olarak ¢ikarilmaz ise %100
olarak kolorektal kanser gelismektedir (Burt vd., 1995). Ailesel adenomat6z
polipozis, otozomal dominant bir kalitim gosterir. Kolon igerisinde yerlesmis
yiizlerce premalign adenomatdz polip ile karakterize bir hastaliktir (Rosai, 2004).
Kolonda yerlesik olarak bulunan bu polipler normalde malign 6zellikler tagimazlar
ancak siklikla bir veya birkag¢i daha sonra invaziv kansere doniisiirler. FAP ile aym
Ozellige sahip, FAP’in varyanti olan Turcot, Gardner, Oldfield ve Peutz
Sendromlari’nda da kolon igerisinde yiizlerce sayida adenomat6z polip olusumu séz
konusudur. Bu sendromlar ile birlikte gelisen kolorektal kanserler, sporadik

kanserlere gore daha geng yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (Ahsan vd., 1998).

FAP, adenomatdz polipozis coli (APC) genindeki germ-line mutasyonlar sonucunda
olusan otozomal dominant gegisli bir hastaliktir ve klasik formunda 100 ile 1000
arasinda kolorektal adenomatoz polip ile karakterizedir (Jung vd., 2016). Adenom
gelisimi cocukluk ve ergenlik doneminde baslar, tedavi edilmedigi takdirde ise
malign forma dontisiir ve genellikle 35-36 yas ortalamasi ile kanser baslar (Scott vd.,
2016). Kolorektal kanser hastalarinda en sik oliim nedeni FAP olup desmoid
timorler ikinci siradadir. Kolorektal kanser gelisimini Onlemek icin FAP’li
hastalarda kolorektal mukozanin profilaktik olarak ¢ikarilmasi onerilmektedir (Jung

vd., 2016).

APC genindeki mutasyonlar FAP’in genetik temeli olarak bulunmustur ve
kesfedilmesinden bu yana 1500°den fazla patojenik mutasyon bildirilmistir
(Fokkema vd., 2011; Stenson vd., 2009). Bu mutasyonlar, kolon igerisindeki normal
epitel hiicrelerinde meydana gelir. FAP’li bireylerin yaklasik %80-90’1nda APC gen
mutasyonu tanimlanmistir. APC, ¢ok islevli bir tiimor baskilayici protein olup bu
gendeki mutasyonlar KRK ilerlemesine katkida bulunmaktadir (Miyoshi vd., 1992;
Powell vd., 1992). APC geni 5. kromozomun uzun kolunda 5qg21 bolgesinde
lokalizedir. APC geni Wnt sinyalizasyon yolaginda gorevli bir gen olup B-katenin

adli onkojenik goreve sahip proteinin diizenleyicisidir.
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Whnt sinyalizasyon yolu (Sekil 1.15.) aktive oldugu zaman hiicre proliferasyonu
artarken inaktive oldugu zaman azalmaktadir. Plazma membraninda Wnt ligand
aktivasyonuna yanit olarak, APC B-katenin kompleksini etkinlestirerek g¢ekirdekte
birikmesine neden olur. Bu durum hiicre proliferasyonunu ve gociinii tesvik eden gen

ag1 aktivasyonuna yol agar (Yamulla vd., 2014).

B-katenin hiicre g¢ekirdegi icerisinde gesitli transkripsiyon faktorleri ile etkilesime
girerek bazi genlerin asir1 ekspresyonu yol agar ve bunun sonucunda hiicre biiylime
ve boliinmesini tetikler. APC geninde meydana gelen mutasyonlar, bu genin Wnt
sinyalizasyon yolagi lizerindeki diizenleyici etkisini ortadan kaldirir ve sonug olarak
diizensiz hiicre biiylimesi ger¢eklesir. Bu sayede kolorektal kanser gelisimi hizlanmis

olur.

Ligand yoklugunda Ligand varliginda

T A0

Axin| | Dsh

CKlao.

ol APC

CKlo, GSK3p

|

P

Ubikuitinasyon ve degredasyon -

p -catenin
Groucho
ror 8P
Baskilanmis hedef gen Aktive edllmls hedef gen

Sekil 1. 15. Wnt/ B-katenin sinyalizasyon yolag1 (www.wormbook.com).
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1.5.2. Kaltsal non-polipozis kolorektal kanser (Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer, HNPCC)

Kalitsal non-polipozis kolorektal kanser, literatiirde Lynch Sendromu olarak da
adlandirilmaktadir. HNPCC, tiim kolorektal kanserlerin %2-4’linden sorumludur.
HPCC de, FAP gibi otozomal kalitim gostermektedir. Lynch sendromu, en sik olarak
goriilen kolorektal kanser sendromu olup, kanser vakalarinin yaklagik %3’iinden
sorumludur (Hampel vd., 2008). Lynch sendromu, DNA tamir genlerindeki (MMR-
Mismatch Repair) somatik mutasyonlar nedeniyle bazlar arasindaki yanlis eslesmeler

sonucunda olusmaktadir (Stoffel ve Kastrinos, 2014).

Non-polipozis olmasinin nedeni, HNPCC’li hastalarda kolon igerisinde en fazla 100
adet polip gozlenmesidir. Bu durum hastaligin erken yaslardaki en énemli fenotipik
ozelligidir. Bu polipler erken yaslarda sag veya proksimal kolonda yerlesmis olarak
bulunurlar. FAP’1i bireyler kolon igerisinde yiizlerce adenomat6z polip bulunmasina
ragmen HNPCC’ 1i bireylerde bu say1r en fazla 100’diir. HNPCC’li hastalarda
karsinom gelisiminin sebebi adenomat6z polipler degildir. Bu hastalarda kanser,
DNA replikasyonu sirasinda hayati 6neme sahip olan DNA tamir genlerindeki
mutasyonlar nedeniyle gelismektedir (Sekil 1.16.). Bu mutasyonlar sonucunda DNA
tamir mekanizmasinda bozulmalar meydana gelir. Bu durumda DNA tamir sistemi
islevini yerine getiremez, bu da MSI sonucuna neden olur. Temel unsur MMR
genlerdeki mutasyonlar iken, kanser gelisiminin nedeni MSI’dir (Biiyiikkdogan,
2009). Bu genler, replikasyon sirasinda yanlis eslesmis baz ¢iftlerini tespit ederek,
yanlis eklenen bazlar1 zincirden koparir ve yerine dogru bazlar1 ekleyerek onarim
islemi yapmaktadir. Mutasyonlar sonucu HNPCC ye neden olan baglica DNA tamir
genleri; MLH1, MSH2, MLH3, MSH6, PMS1, PMS2 ve TGBR2 genleridir. Bu
genlerdeki mutasyonlar sonucunda gelisen HNPCC otozomal olarak yeni nesillere

kalitilmaktadir.
Lynch Sendromu’nun 2 alt grubu bulunmaktadir. Bunlar;

Lynch I: Kolon dis1 tutulum yoktur. Tiimor genellikle erken yaslarda (ortalama 45)

baslar ve %70 oraninda proksimal kolona tutunmus durumdadir.
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Lynch II: Kolon dist tutulum gosteren bir timoér grubuna sahiptir. Basta
endometrium, over, iireter/renal pelvis, mide, ince bagirsak, hepatobiliyer sistem
olmak tizere kolon digi tutulum gostermektedir (Hamilton vd., 2000). HNPCC,
sporadik kansere gore daha erken yaslarda ortaya ¢ikar ve bu yas grubu erkeklerde

ortalama 39 iken kadinlarda ortalama 37°dir (Fenoglio vd., 1999).

Bilinmeyen

Sporadik Ailesel 0
30% MSH2 30%

|
Nadir KRK
sendromlari

FAP

MSH6 PMS1 MLH1 30%

(nadir) (nadir)

PMS2
(nadir)

Sekil 1. 16. HNPCC’ye neden olan DNA tamir genlerindeki mutasyonlar ve yaklasik oranlari
(Burt., 2000).
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1.6. PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, Catalytic
Subunit Alpha)

1.6.1. PI3K (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase)

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) hiicre proliferasyon, yayilma ve hayatta kalmasi
icin sinyal yollarinin baglatilmasinda kritik bir lipid kinazdir. Smmf IA
fosfatidilinositol 3-kinazlar, heterodimerik bir lipit kinaz ailesi olup farkli reseptor
tirozin kinazlara (RTK) bir dizi yanit olacak sekilde hiicre igerisindeki bir¢ok siireci
diizenler (Hamilton vd., 2000). PI3K’larin hem lipid hem de protein kinaz aktiviteleri
bulunmaktadir. PI3K’lar hiicre proliferasyonu, hayatta kalmasi, metabolizmasi ve
motilitesi dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemektedir (Foukas
vd., 2006). Fosfatidilinositol 3-kinazlar, p110a katalitik alt birimi ile p85 diizenleyici
alt biriminden meydana gelen lipid kinazlardir (Vanhaesebroeck ve Waterfield,
1999). PI3K’nin katalitik alt birimi olan p110a, hiicre icerisinde hiicresel biiyliime
sinyallerini aktarmasiyla ¢ok Onemli bir role sahiptir (Foukas vd., 2006). Ayni
modiiler protein-protein etkilesimi alanlar1 p85 ve aktive edilmis reseptdr tirozin
kinazlara bagli p110o baglantilidir (Escobedo vd., 1991). PI3K/ AKT sinyalizasyon
yolagi, cesitli reseptdr tirozin kinazlar icin EGFR, FGFR gibi genler icermektedir.
Bunun yaninda RAS gen ailesi, PIK3CA, p85, PTEN, PDK1/2, AKT ve mTOR gibi
efektor genlerde igermektedir. PI3K’lar, birden fazla alt birimden olusurlar ve
izoformlar ile ti¢ sinifa ayrilan bilyiik ve karmasik bir aileden meydana gelirler
(Fruman vd., 1998; Vanhaesebroeck vd., 2001). PI3K’lar, fosfatidilinositol-3,4,5
trifosfat (P1(3,4,5)P3) iiretilmesinden sorumludur ve bu serin treonin kinaz AKT
aktivasyonu icin gereklidir. Bu mekanizma hangi hiicrenin hayatta kalacagim

belirleyebilen 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir (Osaki vd., 2004).

Memeli hiicrelerinde PI3K’nin {i¢ smifa ayrilan ¢oklu izoformlar1 bulunmaktadir
(Sekil 1.17.). Smuf I PI3K’lar, yapilari ve aktivasyon durumlari goz Oniinde
bulunduruldugunda Siif IA ve Sinif IB seklinde iki alt gruba ayrilmaktadirlar.
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Sinif IA enzimleri regiilator alt birim; p85a, p85p, p85y ve intron kesim varyantlari
pS5a ve p500 ile katalitik alt birim; pl10a, pl10f ya da pllOy’nmn
heterodimerleridir. Siif IA PI3K’lar, heterodimerik bir yapiya sahip olup p110a
katalitik alt birimi ile p85 diizenleyici adapt6r alt birimlerinden meydana gelirler.
Katalitik alt birimlerin p110a, p110b, p110d ve p110g seklinde 4 adet izoformu
bulunmaktadir. Sinif A PI3K’lar 6ncelikle hiicre icerisinde tirozin kinaz aktivitesi
olan reseptorlerin, o biyokimyasal yolaktaki sinyallerini diizenlemek ve reseptorlerle
iliskili olmayan tirozin kinazlara baglanmakla iliskilendirilmislerdir (lkenoue vd.,
2005; Velho vd., 2005).

PI3K’lar literatirde yapilan c¢alismalar sonucunda uzun siiredir kanser ile
iliskilendirilmektedirler. Bu iligki ilk olarak, Rous sarkoma viriisiindeki Src proteini
ve polyoma viriisiindeki T protein gibi iki onkoproteinin fosfatidilinositol kinaz

aktivitesi gostermesidir (Vogt vd., 2007).

Sinif 1A PI3K

_‘ SH3 H p[ BH [ Pl SH2 5 SH2 Regulator (p85a,p55a,p50a,p85B)

P85 Baglanma | RasBaglanma [ c2 [ PIK_ [ Katalitik Domain__ | — Katalitik (p110,p1108)

Sinif IB PI3K

Regulator

4{ Ras Baglanma H o) H PIK [ Katalitik Domain [—— Katalitik

Simif Il PI3K
— RasBazlanma || c2 |1 Pik_[{ Katalitik Domain [l Px [ c2 [~ Katalitik
Sinif 11l PI3K

PIK || Katalitk Domain [ Katalitik

Sekil 1. 17. PI3K izoformlar1 (Engelman ve Cantley, 2006).

1.6.2. PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, Catalytic
Subunit Alpha) Geni

PIK3CA geni, fosfatidilinositol 3- kinazin (PI3K) katalitik alt {initesini yani p110a
proteinini kodlayan énemli bir gendir (Sekil 1.19.).
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Bu gen 3. kromozomun uzun kolunun 26.3 boélgesinde lokalizedir (Sekil 1.18.).
PIK3CA geni 21 ekzondan olusur ve 1068 amino asitten olusan 124kDa’luk p110a
proteinini kodlar. Ayni1 zamanda PI3K’nin katalitik alt birimi olan p110a izoformu,
p85’in baglanabilecegi bir N-terminal adaptor-baglanma domaini (ABD), bir RAS
baglanma domaini (RBD), bir protein kinaz- C homoloji-2 (C2), bir helikal domain
ve bir C-terminal kinaz domaini igerir. p110a katalitik alt birimi, Siif IA PI3K
izoformlarindan biridir ve p85 diizenleyici alt birimi ile birlikte sinyal iletiminde
onemli bir role sahiptir (Kang vd., 2006; Cantley, 2002).

Chr 3

o o0 oo o o
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WD 0 ® w MNN o H T T T N MNHdd @m0 @M m H MO T 0N 0 onoaa 0 om
I I B VIR O S N N e et e e e I S 1 A = N R Y R Y I
4% oo o oDof b B EREODRORRLOT DD OO OO0 OH DD oSO oo
EE N B WX | 1NN 1| || | N

T

Sekil 1. 18. PIK3CA geninin 3.kromozom iizerindeki lokalizasyonu (www.genecards.org).

Kolon, meme, beyin, akciger, karaciger ve mide gibi birgok kanser tiirtinde PIK3CA
genine ait bircok gen amplifikasyonu, delesyonu ve somatik mutasyonu
tanimlanmistir (Karaks vd., 2006). Yakin bir zamanda Iwabuchi ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada yumurtalik kanserlerinin %30°nda, PIK3CA’nin
bulundugu 3q26 kromozomal bolgesindeki DNA kopya sayisinda artis gorildigi
bildirilmistir (Iwabuchi vd., 1995). PIK3CA’nin bas ve boyun, prostat, iiriner sistem,
serviks, meme ve endometrium kanser tiplerinde %30 oraninda mutasyona ugradigi
bildirilmistir (Zhao ve Vogt, 2008). PIK3CA mutasyonlarindan en bilinenleri, helikal
ve kinaz domainindeki SNP (Single Nucleotide Polymorphism) yani tekli niikleotid
degisimleridir.

Birgok raporda PIK3CA geni iizerinde exon 9 ve exon 20 bolgelerindeki hotspot
mutasyon bolgeleri bildirilmistir (Samuels ve Ericson, 2006). p85 diizenleyici alt
birim exon 1 tarafindan kodlanmaktadir. Upstream sinyallerinin olmamasi
durumunda, diizenleyici alt birim p85, p110a’nin stabilitesini ve katalitik aktivitesini
bastirmaktadir (Samuels ve Ericson, 2006). pl10o C-terminal kinaz exon 20
tarafindan  kodlanir ve bu alandaki mutasyonlar enzimatik aktiviteyi

uyarabilmektedir.
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p110a helikal domaini ise exon 9 tarafindan kodlanmaktadir ve bu alandaki
mutasyonlar p110a katalitik alt birim ve p85 N-terminal SRC Homoloji-2 (SH2) etki
alan1 arasinda Onleyici etkilesimleri zayiflatir (Vogt vd., 2007; Zhao ve Vogt, 2008;
Huang vd., 2007). ABD, C2, helikal ve kinaz alan mutasyonlar1 literatiirde
bildirilmistir (Vogt vd., 2007).

Samuels ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismalarda gesitli tiimor 6rneklerinden
PIK3CA geninin tam dizisi ¢ikartilmis ve bu gene ait somatik mutasyonlar
tanimlanmistir. Bu mutasyonlar siklikla exon 9 (helikal domain) ve exon 20 (kinaz
domain) bolgesinde oldugunu belirtmislerdir (Sekil 1.20.). Yapilan ¢alisma
sonucunda 74 kolorektal kanserin %32’sinde, 15 gliblastomanin %27’sinde, 12 mide
kanserinin %12’sinde, 12 meme kanserinin %8’inde, 24 akciger kanserinin %4 iinde
PIK3CA somatik mutasyonlarini tanimlamislardir (Samuels vd., 2004). PIK3CA
geninin etkilesim i¢inde oldugu diger genler Sekil 1.21.’de verilmistir.

K111

Activation &/
loop

Catalytic
loop

X)H1047 D1045 ‘

Q1033

Sekil 1. 19. PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, Catalytic Subunit Alpha)
(Whyte ve Holbeck, 2006).
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Sekil 1. 20. p110a protein domainleri (Samuels vd., 2004).
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Sekil 1. 21. PIK3CA ile etkilesim icerisinde olan diger genler (www.genecard.org).

1.6.3. PI3BK/AKT/mTOR sinyalizasyon yolag:

Tiimor hiicrelerinde sinyal iletimi ¢ogunlukla sitoplazmik kinazlari etkileyen reseptor
tirozin kinazlarin aktivasyonunu icermektedir. Kanser gelisiminde 6nemli oldugu
bilinen {i¢ biiylik sinyalizasyon yolagi arasinda PI3K/AKT kinaz zinciri, protein
kinaz C ailesi (PKC) ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK/Ras)

sinyalizasyon yolaklar1 bulunmaktadir.

Hiicresel sinyal iletiminde dnemli bir role sahip olan PI3K/AKT sinyalizasyon yolagi
(Sekil 1.22.), reseptor tirozin kinazlar ile yakin iliski igerisindedir. Damar endoteli
bliylime faktorii (VEGF) reseptorii (VEGFR), trombosit kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF) reseptor a, epidermal biiyiime faktorii (EGFR), c-Met gibi ¢esitli tipteki

reseptOr tirozin kinazlar tiimor hiicrelerinden salinabilmektedir.
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Bu reseptdr tirozin kinazlar tiimdr hiicrelerinin fonksiyonlarini sekillendirmede

PI3K/AKT sinyalizasyon yolagini kullanmaktadirlar (Faivre vd., 2006).

RTK  aktivasyonu bu reseptdrlerin  sitoplazmik  tirozin  rezidiilerinin
otofosforilasyonuna yani kendi kendine fosfat eklemesine neden olmaktadir. Daha
sonra fosfat eklenen bu bolgelere ¢esitli adaptdr proteinleri baglanarak olusan
sinyalin hiicre igerisine iletilmesini saglarlar. Adaptor proteinlerin ortak &zelligi ise
Src homoloji-2 (SH2) bolgeleri icermesidir. Adaptér proteinler SH2 bdolgeleri
vasitast ile reseptorlere baglanarak, reseptor tirozin kinazlar ile sitoplazma
icerisindeki efektor proteinler arasinda bir koprii olusturur (Dogan ve Giig, 2004).
Otofosforilasyon sonrasinda PI3K’nin diizenleyici alt birimi olan p85 proteini aktive
olur. Bu aktivasyon islemi insiilin reseptor substratlar1 (IRS1-2) vasitasiyla indirekt
olarak da yapilabilmektedir (Wysocki, 2009). p85 proteininin aktivasyonu sonrasinda
PI3K’nin katalitik alt birimi olan pll0 proteini plazma membraninda

fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2)’1 fosfatidilinositol-3,4,5-fosfat (PIP3)’a ¢evirir.

PIP2, PIP3 bagiml kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin aktive edilmesinde
gorev alir. PKB’nin diger adi AKT proteinidir ve bu protein PI3K’nin hedef proteini
olarak bilinir. Fosfataz ve tensin homologu (PTEN) PIP3’ii defosforile ederek

PI3K’nin negatif yonde kontrol edilmesini saglamaktadir.

AKT serin treonin kinaz, hiicre membraninda fosfatidilinositol-3 bagimli kinaz 1
(PDK1) tarafindan fosforile edilerek aktive olur (Bellacosa vd., 1998). AKT hiicre
¢ogalmasi, biiyiimesi, transkripsiyonu, gocli ve apoptozis gibi birgok olayda sinyal
iletiminden sorumlu olan 6nemli bir serin treonin kinazdir. Protein kinaz B AKT1 ve
AKT2 genleri tarafindan kodlanmaktadir. AKT nin asag: sinyal yolu efektorlerinden
(downstream effectors) en 6nemlisi mTOR (mammalian target of rapamycin)’dur.
mTOR, fosfatidilinositol 3- kinaz (PI3K)’nin aktivasyonu ile sinyal iletiminde
onemli bir goreve sahip bir kinaz proteini olup PI3K/AKT sinyal yolaginin 6nemli
bir bilesenidir (Hay, 2005). Cesitli biiyiime faktorleri ve sitokinler PI3K ve AKT

yolunu aktive ederek hiicresel dongiiler i¢in yagama sinyalleri olustururlar.

AKT aktivasyonu sonrasinda, AKT plazma membranindan ayrilarak mTOR’u

fosforilasyonla aktive ettigi sitoplazmaya ve oradan da ¢ekirdege dogru hareket eder.
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mTOR aktivasyonu dogrudan hiicre biiylimesini etkilemektedir (Engelman ve

Cantley, 2006).

P13K/AKT sinyalizayon yolagi aktive edildikten sonra apoptozis, artan hiicre
proliferasyonu, gelistirilmis anjiyogenez ve timor hiicrelerinin  hizlandirilmis
gociiniin inhibisyonuna katkida bulunmustur (Hennessy vd., 2005). PI3SK/AKT
sinyalizasyon yolagi, normal hiicre fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde ¢ok
onemli bir role sahiptir. Bu sinyal iletim yolunun farkli bolgelerindeki fonksiyon
kayiplar1 insan kanserlerinin gelisiminde onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin
Shukla ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alisma sonucunda, PI3K/AKT sinyalizasyon
yolaginin anormal derecedeki aktivasyonu artan hiicre invazyonuna katkida

bulunmus ve prostat kanseri ilerlemesini kolaylastirmustir.

Karsinogenezde onemli bir etkiye sahip olan PI3K/AKT sinyalizasyon yolaginin
kanser gelisimine etkisinde, bu yolaktaki cesitli degisimlerin katkisi oldugu

savunulmaktadir. Bu degisimlerden bazilar1 su sekilde siralanmistir:
1- PI3K’nin sentezi artabilir.

2- Timdr baskilayic1 bir protein olan PTEN, mutasyon ile fonksiyon kaybina
ugrayabilir.
3- Protein Kinaz B (PKB) diger adiyla AKT proteininin sentezi c¢esitli kanser

hiicrelerinde (meme, prostat, kolon, over, mide) artabilir.

4- PTEN proteinindeki islevsel kayiplar veya PKB’nin hiicrede asir1 miktarda ifade
edilmesi siirekli olarak mTOR aktivasyonuna neden olmaktadir (Dogan ve Giig,

2004).
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SEOLIUAS Weag

Sekil 1. 22. PI3K/AKT/mTOR Sinyalizasyon yolag (www.keyword.com).

1.7. DNA Dizileme Yontemleri

DNA dizi analizi diger bir adiyla sekanslama iglemi, molekiiler bir teknik olup
DNA’daki niikleotid dizilerinin belirlenmesi amaciyla kullanilir. Bu teknikle birlikte,
bir DNA molekiiliine ait niikleotid bazlarinin (adenin, timin, sitozin, guanin) sirasi
belirlenebilmektedir. Sekanslama teknigi temel biyoloji, biyoteknoloji, adli tip,
molekiiler biyoloji, genetik ve daha pek ¢ok alanda siklikla kullanilmaktadir.
Sekanslama teknolojisi ile birlikte birgok arastirma ve proje yapilmis, bu sayede
insan genom projesi kapsaminda tiim insan genomunun dizisi saptanmis ve ayrica
benzer projelerle birlikte ¢ok sayida hayvan, bitki, mantar ve bakteri genomunun tam

dizisi ¢ikarilmustir.
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Analiz iglemi, bir niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanmaktadir. Bu
hibridizasyon islemi sirasinda radyoaktif maddelerle veya florasan boylarla
isaretleme yapilabilmektedir. Sekanslama islemi, genetik mutasyonlarin (insersiyonu,
delesyonu vs.) belirlenmesinde, rekombinant DNA olusumlarinin tayininde
giniimiizde yogun olarak kullanilmaktadir. Preimplantasyon tanisi, genetik
hastaliklarin tayininde siklikla kullanilmaktadir. Kalitsal hastalik tasiyan ciftlerin tiip
bebek embriyolarindan alinan DNA’lar dizileme yontemleri ile analiz edilerek
tasiyict  olan  embriyolarin  elenerek  tasiyict  olmayanlarin  dogmasi
saglanabilmektedir. Ayrica doku uygunlugu saptanan embriyolarin, saglikli olarak
dogacak olanlarindan elde edilen kordon kani ve kemik iligi hasta kardeslerinin

tedavisinde kullanilabilmektedir.

1970’11 yillarin baslarindan iki 6nemli DNA dizileme teknigi gelistirilmistir.
Bunlardan ilki Maxam ve Gilbert’in 1973 yilinda gelistirdigi dizileme yontemi iken,
digeri ise 1975 yilinda Sanger ve Coulson’in gelistirdigi zincir sonlandirma

yontemleridir (Gilbert ve Maxam, 1973; Sanger ve Coulson, 1975).

1.7.1. Maxam-Gilbert DNA dizileme yontemi

Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafindan Harvard Universitesi’nde gelistirilen bu
DNA dizilime yontemi, DNA’nin kimyasal olarak modifikasyonu ve ardindan
spesifik bazlardan kesilmesi esasina dayanmaktadir (Maxam ve Gilbert, 1977). Bu
yontemde, dizisi ¢ikarilacak olan DNA fragmentinin ¢ift ipligi birbirinden ayrilarak,
sadece bir ipligi kalip olarak kullanilmaktadir. Yontem, DNA’nmin 5' ucunun
poliniikleotid kinaz enzimi kullanilarak *?P ile radyoaktif olarak isaretlenmesi ve
ardindan da sekanslanacak olan DNA fragmaninin saflastirilmasi asamalarin
icermektedir. Bu asamadan sonra dort farkli kimyasal reaksiyon (G, A+G, C, C+T)

karigimi hazirlanir.

Uygulanan kimyasal islemlerle birlikte molekiillerin kii¢iik bir kisminda, DNA’y1
meydana getiren bazlardan bir veya ikisinde kesikler meydana gelmektedir. Daha
sonra bu modifiye DNA fragmanlar1 sicak piperidin ile birlikte modifiye olmus

bazlarin pozisyonunda kesilir.
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Modifikasyon isleminde kullanilan kimyasallarin konsantrasyonlari1 ayarlanarak her
bir DNA molekiilii bagina ortalama bir modifikasyon olmasi saglanir. Sonug olarak 5'
ucundan bir radyoaktif ile isaretli ve diger ucunda kesik yeri bulunan molekiiler
agirliklar1 birbirinden farkli bir fragman havuzu olusur. Dort reaksiyon sonucunda
olusturulan fragman havuzlar1 daha sonra molekiiler agirliklarina gore ayrilacaklar
bir poliakrilamid jel {lizerinde yan yana paralel olarak kuyulara yiiklenerek, bir
elektriksel alan (elektroforez) igerisinde kosturulur (Sekil 1.23.). Her bir DNA
fragmenti 5' ucundan bir radyoaktif ile isaretli oldugundan dolayi, jel bir filmin
tizerinde otoradyografi yontemi kullanilarak gorsellestirilir ve bu sayede bantlar

goriiniir hale getirilerek DNA dizisi belirlenir (Oner, 2002).
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hazirlanmasi
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Sekil 1. 23. Maxam-Gilbert DNA dizileme yonteminin sematik goriiniimii (Maxam ve Gilbert,
1977).
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1.7.2. Sanger sekanslama yontemi

Sanger ve Coulson tarafindan gelistirilen bu DNA dizileme yonteminde, belirli bir
bazda sonlanan DNA zincir sentezi gerceklestirilmektedir. Bundan dolay1r bu
yontemin adi zincir sonlandirma yontemi olarak da adlandirilmaktadir. Bu teknik,
Maxam ve Gilbert’in gelistirdigi yonteme kiyasla daha verimli, daha az toksik
kimyasal ve radyoaktif madde gerektirdiginden dolay1 kisa siire icerisinde kullanimi
hizla yayginlagmistir. Sanger yonteminde temel kural, zincir sonlandirici olarak

dideoksiniikleotid trifosfatlarin (ddNTP) kullanilmasidir.

Sanger sekanslama metodunda, bir adet tek zincirli kalip DNA, bir adet DNA
primeri, zincir uzamasini saglayan bir DNA Polimeraz enzimi, deoksiniikleotid
trifosfatlarin  (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) yaninda bir de dideoksiniikleotid
trifosfatlar (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) kullanilmaktadir (Sekil 1.24.).
Kullanilan ddNTP’ler ¢esitli sekans cihazlarinda otomatik olarak tespit edilebilmek
amaciyla radyoaktif veya florasan olarak isaretlenmektedir. ddNTP’lerin normal
dNTP’lerden farki ise 3" ucunda bir oksijen (O) atomunun olmamasidir. Normal
DNA sentezinde, dNTP’ler DNA Polimeraz tarafindan zincire eklenerek zincir
uzamasi saglanir. Bu uzama islemi, bir dNTP’nin 3' ucundaki hidroksil (OH)
grubuyla diger dNTP’ nin 5' ucundaki fosfat (P) grubu arasindaki fosfodiester bagi
olusturmasi sayesinde gergeklesir. dANTP’lerin ise 3' ucundaki bir oksijen atomunun
eksikligi bu bagin olugsmasini engeller ve bu sayede sentezlenen zincire eklenen bir

ddNTP zincir sentezini durdurur.
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Sekil 1. 24. ANTP ve ddNTP’lerin biyokimyasal yapilari.

Bu zincir sonlandirma reaksiyonu i¢in, oncelikle dizisi saptanmasi istenen bir DNA
ipligi kalip olarak kullanilir. Daha sonra igerisinde bu kalip DNA’nin bulundugu dort
adet reaksiyon karisimi hazirlanir (Sekil 1.25.). Hazirlanan her bir karigimin
igerisinde, bir kalip DNA, primer, dNTP’lerin dordii ve ddNTP’lerden sadece bir
tanesi bulunur. Zincir sonlanmast i¢in hazirlanan dort reaksiyon tiipiiniin her birinin

igerisinde ddNTP’lerden sadece bir tanesi bulunur.

ddTTP ddCTP
Sekil 1. 25. Sanger sekanslama icin hazirlanan dért farklh ddNTP reaksiyonunun sematik
goriiniimii.
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Daha sonra olusturulan her bir reaksiyon tiipii icin PCR yapilir. Bu PCR islemi
normal bir sekilde 6n denatiirasyon, denatiirasyon, baglanma, uzama ve sonlanma
basamaklarindan olusan belirli sayidaki dongliniin tekrarlanmasiyla gerceklestirilir.
PCR isleminden sonra her bir reaksiyon tiipii igerisinde ortamdaki ddNTP’ler
tarafindan olusturulan farkli uzunluklarda ¢ok sayida DNA fragmenti bulunur. Daha
sonra bu fragmentleri iceren reaksiyon karigimlari bir poliakrilamid jel iizerinde
paralel olarak dort farkli kuyuya yiiklenir ve bir elektriksel alan igerisinde
(elektroforez) kosturulurlar. Molekiiler agirligr kiiciik olan DNA fragmentleri jelde
daha hizli kosarken molekiiler agirlign yiiksek olanlar daha yavas kosarlar.
Elektroforez sonrasi poliakrilamid jel otoradyografi ile gorsellestirilir ve DNA
bantlar1 goriiniir hale getirilir (Sekil 1.26.). Daha sonra bu bantlarin molekiiler
agirliklar1 g6z oOniinde bulundurularak asagidan yukariya dogru okunur ve DNA

dizisi saptanir.
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Sekil 1. 26. Sanger sekanslama sonrasi sematik poliakrilamid jel goriiniimii ve dizileme.

Glintimiizde DNA dizi analizi icin; elektroforez yerine otomatik cihazlar ve
radyoaktif izotoplar yerine de florasan boyalar kullanilmaktadir (Oner, 2002). Bu
sayede sekans reaksiyonlari ayri ayri hazirlanmak yerine tek bir tiipte

hazirlanabilmektedir.
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Sistem, iizerindeki lazer 15181 Ssayesinde ile farkli 6zellikteki florasan boyalar algilar

ve her bir niikleotid igin ayr1 renkte pikler olusturarak niikleotid dizisini belirler

(Sekil 1.27.).
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Sekil 1. 27. Otomatize sistemler ile Sanger sekanslama isleminin sematik goriiniimii.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Mugla bolgesinde yasayan ve Mugla Sitki Kogman
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne gelen, kolorektal kanser tanisi almis
hastalarin parafin bloklara gomiilii (FFPE) kolon doku ornekleri kullanilmistir.
Ayrica bu calisma icin Mugla Sitki Kogman Universitesi Etik Kurulu Baskanlig

tarafindan ¢alismanin yapilabilmesi adina onay alinmustir.

Tez calismasina dahil edilen kolorektal kanser hastalarina ait kolon doku bloklari
Mugla Sitki Kogman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji
Laboratuvar’nin  verdigi sonucglar dogrultusunda patoloji uzmanlarinin da
yardimlariyla birlikte yas, cinsiyet, kanserlesme evresi, histolojik tip, metastaz
durumu gibi tiim Klinikopatolojik parametreler, patoloji raporlari goz Oniinde
bulundurularak se¢ilmistir. Patoloji laboratuvarinda, hastalara ait lam 6rnekleri teker
teker mikroskop altinda incelenerek c¢alisma icin en ideal doku kasetleri tespit

edilmis ve calismaya dahil edilmistir.

Calisma kapsammda Mugla Sitki Kogman Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Patoloji Laboratuvari’nin doku arsivi ve verileri kullanilarak 2012 ve 2016
yillart arasinda hastaneye gelerek kolorektal kanser tanisit almis hastalara ait kolon
doku bloklart segilmistir. Calisma grubu olarak; 30 adet kolorektal kanserli timor
grubu, 20 adet tiimor kontrol grubu ve 30 adet de normal kontrol grubu olmak tizere
toplamda 80 adet hastaya ait doku 6rnegi kullanilmistir. Kolorektal kanserli hasta
grubunun tamami adenokarsinom tanis1 almistir. Timor grubunda yer alan hastalarin
20 tanesine ait saglikli kolon dokusu da tiimor kontrol grubu adi altinda
kullanilmistir. Bu grupta yer alan kolon doku 6rneklerinde herhangi bir kanserlesme
olmadigindan dolay1 hasta kontrolii olarak kullanilmistir. Normal kontrol grubunda
ise tiimor dis1 sebeplerle (trafik kazasi, demir eksikligi, tarama vb.) arastirilan

hastalarin kolon biyopsi materyalleri kullanilmistir.
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Calisma icin segilen 80 adet parafine gomiilii doku blogundan mikrotom ile 3-5 pym
capinda yaklasik 20 mg kesit alinmis ve steril ependorf tiiplerine aktarilmistir.
Tiplere alinan 6rneklerin her biri i¢in bir kod verilip etiketlendirilmistir. Timor
grubu orneklerine T1’den baglayarak T30’a kadar, tiimor kontrol grubu 6rneklerine
TC1’den baslayarak TC20’ye kadar, kontrol grubu 6rneklerine ise C1’den baslayarak
C30’a kadar kod verilip etiketlendirilmistir. Daha sonra tiim parafine gémiilii doku

bloklar1 DNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilmistir.

2.2. Parafine Gomiilii (FFPE) Doku Orneklerinden Genomik DNA Izolasyonu

Calismaya dahil edilen 80 adet olguya ait parafine gomiilii olan yaklagik 20 mg doku
orneklerinden genomik DNA izolasyon islemi QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Kat
No: 56404, Qiagen, Germany) ile gerceklestirilmistir.

2.2.1. QlAamp DNA FFPE Tissue Kit DNA izolasyon protokolii

Daha onceden steril ependorf tiiplerine alinan parafine gomiilii doku kesitlerinden
genomik DNA izolasyonu icin asagidaki protokol uygulanmistir. Tiiplere
deparafinizasyon amaci ile, 1 ml ticari olarak satilan Ksilen (CgHjo, Birpa Kimya)
eklenir ve parafin homojen olana kadar vortekslenir. Tiipler 14000 rpm’ de 2 dakika
santrifiij edilir ve siipernatant kismi pellete degmeden dikkatli bir sekilde mikropipet
yardimu ile uzaklastirilir. Ksilen’1 uzaklagtirma islemi igin tiiplere oncelikle 1 ml %
50’lik etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks yapilir. Tiipler 14000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilir ve slipernatant kismu pellete degmeden dikkatli bir sekilde mikropipet
yardimi ile uzaklastirilir. Tiiplere 1 ml % 60’11k etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks
yapilir. Tipler 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir ve siipernatant kismi pellete
degmeden dikkatli bir sekilde mikropipet yardimi ile uzaklastirilir. Tiiplere 1 ml %
70°1ik etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks yapilir. Tiipler 14000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilir ve siipernatant kismi pellete degmeden dikkatli bir sekilde mikropipet
yardimi ile uzaklastirilir. Tiiplere 1 ml % 80’lik etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks

yapilir.
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Tiipler 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir ve siipernatant kismi pellete degmeden
dikkatli bir sekilde mikropipet yardimi ile uzaklagtirilir. Tiiplere son olarak 1 ml %
96’lik etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks yapilir. Tiipler 14000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilir ve siipernatant kismi pellete degmeden dikkatli bir sekilde mikropipet
yardimu ile uzaklagtirilir. Bu sayede ortam ksilenden arindirilmis olur. Tiipler 15-20
dakika icerisindeki etanol uguna kadar oda sicakliginda inkiibe edilir. Inkiibasyon
isleminden sonra tiiplere 180 pl Buffer ATL ve 25 ul Proteinaz-K eklenir ve
kuvvetlice vorteks yapilir. Tiipler daha 6nceden 56°C’ye ayarlanmis olan 1s1
blogunda 1 giin boyunca inkiibasyona birakilir. inkiibasyondan sonra 1s1 blogunun
sicakligr 90°C’ye cikarilir ve tiipler bu sicaklikta 1 saat daha inkiibe edilir. Tiiplere
kisa bir santrifiij (spin-down) islemi yapilir. Daha sonra tizerlerine 200 ul Buffer AL
ve 200 pl % 96’lik etanol eklenir. Tiipler 10 saniye kadar vortekslenir ve kisa bir
spin-down yapilir. Parcalanmis hiicre lizatlart spin column tiiplerine mikropipet
yardimi ile aktarilir ve tiipler 9000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Spin column
tiiplerinin altindaki toplama tiipleri atilir ve spin columnlar yeni toplama tiiplerine
yerlestirilir. Tiiplere 500 pl Buffer AW1 eklenir ve 9000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilir. Spin column tiiplerinin altindaki toplama tiipleri atilir ve spin columnlar yeni
toplama tiiplerine yerlestirilir. Tiiplere 500 ul Buffer AW2 eklenir ve 9000 rpm’de 2
dakika santrifiij edilir. Spin column tiiplerinin altindaki toplama tiipleri atilir ve spin
columnlar yeni toplama tiiplerine yerlestirilir. Bos tiipler 14000 rpm’de 4 dakika
santrifiij edilir. Spin columnlar 1,5 mI’lik steril ependorf tiiplerine yerlestirilir ve spin
columnlarin tam ortasindan 50 pl Buffer ATE tiiplere eklenir. Tiipler 1 dakika kadar
oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Bu
islem ile birlikte parafine gomiilii doku 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.

Izole edilen genomik DNA’larin saflik ve konsantrasyon degerleri nanodrop
(Maestrogen, Taiwan) ile A230, A260 ve A280 nm dalga boylarinda
spektrofotometrik olarak olglilmiistiir. Ayrica DNA izolasyon sonucunu gorebilmek
icin Ornekler % 0,8’lik agaroz jele 3 pl seklinde yiiklenerek sonuglar
gozlemlenmistir. DNA ornekleri ilerideki deneylerde kullanilmak iizere -20°C’ye

kaldirilmistir.
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2.3. izole Edilen Genomik DNA’larin Nanodrop ile Konsantrasyon ve Safhik

Derecelerinin Olciilmesi

Izole edilen genomik DNA’larin konsantrasyon ve saflik dereceleri nanodrop
(Maestrogen, Taiwan) cihaz1 ile A230, A260 ve A280 nm dalga boylarinda

Olciilmiistiir.

Olgme islemi o&ncesinde nanodrop cihazi acilmis ve DNA  Orneklerinin
yerlestirilecegi elmas kism1 DNaz/RNaz- free su ve steril kurutma kagidi yardimiyla
temizlenmistir. Cihazin ’Select sample’ kismindan 6l¢iimii yapilacak olan materyal
secilmistir. Genomik DNA’ lar ¢ift iplikli oldugu i¢in bu kisimda *dsDNA’ secimi
yapilmigtir. Daha sonra DNA izolasyon kisminin son asamasinda DNA hangi
soliisyon ile eliie edilmis ise o soliisyondan (Buffer ATE) 2 ul mikropipet ile
cekilerek cihazin Ol¢clim yapan elmas kismina koyulmus ve elmas {initesi
kapatilmistir. Cihazin ’start measurement’ kisminda “blank’ sekmesi se¢ilmistir. Bu
islem DNA 06l¢iimii Oncesi cihazi sifirlamak i¢in yapilmistir. Bu sayede sifirlama

islemi tamamlanmustir.

Sifirlama isleminden sonra elmas iinitesi tekrar agilmis ve elmas kisminda kalan
dH,O steril kurutma kagidi ile iyice temizlenmistir. Daha sonra genomik DNA
orneklerinden 2 pl mikropipet ile g¢ekilerek cihazin 6lglim yapan elmas kismina
koyulmus, elmas {initesi kapatilmis ve ’sample measuring (dsDNA)’ sekmesi
secilmistir. Her DNA 6l¢timiinden sonra elmas, dH,O ve steril kurutma kagidi ile
silinmistir. Bu islemden sonra diger DNA Orneklerinin de dlgme islemi yapilmustir.
Bu sayede genomik DNA’larin konsantrasyonlari ve saflik dereceleri A230, A260 ve

A280 nm dalga boylarinda dl¢lilmiistiir.

Tiim genomik DNA o6rneklerinin konsantrasyon ve saflik dereceleri bir liste halinde

kayit edilmistir.
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2.4. Genomik DNA’larin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

izole edilen genomik DNA’lar1 ultraviyole (UV) 1sik altinda goriiniir hale
getirebilmek i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Bunun i¢in oncelikle %0,8’lik
bir agaroz jel hazirlanmistir. 1,6 gram agaroz (Sigma) hassas terazi ile tartilarak bir
erlenmayer icerisine aktarilmistir. Uzerine 1X konsantrasyona sahip TBE (Tris-
Borate-EDTA) Buffer’dan eklenerek 100 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra

erlenmayer mikro dalga firinda kaynar hale gelene kadar 1sitilmistir.

Isitma isleminden sonra erlenmayer igerisindeki jel oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. Hafif 1lik hale gelen jel lizerine 10 pl Ethidium Bromide (EtBr)
eklenmis ve manyetik karistirictda homojen olana kadar karistirilmistir. Hazir hale
gelen jel elektroforez tankina dokiilmiistiir. Daha sonra tankin taraklari yerlestirilerek

jel donmaya birakilmistir.

Donan jelin ilk ve son kuyularina Gene Ruler 1 kb DNA (Marker) Ladder (Thermo
Scientific, Kat. no: SM0312)’dan 3 ul yiiklenmistir. Daha sonra genomik DNA’lar
kuyulara sirasiyla 2 ul DNA, 2 ul 6X Loading Dye (Thermo Scientific) ve 6 ul TBE
Buffer ile karistirllarak yiliklenmistir. Yiiklenen genomik DNA  6rnekleri

elektroforezde kosturulmustur.

Bu islemden sonra jel, elektroforez tankindan ¢ikarilarak DNR MiniBIS Pro jel
gorlintilleme cihazinda UV 1g1k altinda goriintiilenmistir. Bu sayede DNA’lar jelde

goriiniir hale getirilmis ve jel resimleri kaydedilmistir.
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2.5. Genomik DNA Orneklerinde PIK3CA Geninin Exon 9 ve Exon 20

Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Ile Cogaltilmasi

Oncelikli olarak ¢ogaltma islemi yapilacak gen bolgelerine ait primerler i¢in uygun
Tm (baglanma) derecelerine bagli olarak PCR’da programlar kurulmustur. Bu
programlar Cizelge 2.1. ve Cizelge 2.2.°de verilmistir. Ayrica PCR’da kullanicak

olan primerlerin sekanslar1 da Cizelge 2.3.’de sirasiyla verilmistir.

PCR’ da kalip olarak kullanilacak genomik DNA’larin yapilan optimizasyon
islemlerine gore 20-60 ng/ul konsantrasyon araliginda olmasi1 gerekmektedir. Bunun
icin nanodrop ile Olgiilen DNA konsantrasyonlart goz oOniine alindiginda uygun
diliisyon islemleri ile DNA konsantrasyonlarinin 20-60 ng/ul araliginda olmasi
saglanmistir. Bu sayede DNA’lar kalip olarak kullanima hazir hale getirilmistir.
exon 20 boélgesinin baz dizisi uzun oldugundan dolay1 saglikli bir ¢ogaltma islemi
icin bu bolge exon 20 1 ve exon 20 2 seklinde iki primer ¢ifti kullanilarak

cogaltilmistir.

Primer olarak ti¢ farkli primer ¢ifti kullanilmistir. PCR ve sekanslama isleminde
kullanicak olan primer ciftleri PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 boélgelerini
cogaltacak sekilde segilmistir (Samuels vd., 2004). Bu primer giftleri, Exon 9 bolgesi
icin exon 9F, exon 9R; exon 20 1 bolgesi i¢in exon 20_1F, exon 20_1R ve exon

20 2 bolgesi i¢in de exon 20_2F, exon 20_2R primerleridir.

Cogaltma islemi i¢in 20-60 ng/ul kalip DNA orneklerinden 2 pl, 4 pl 10X Taq
buffer, 6 ul MgC12 (10 mM), 1 ul ANTP (10 mM), 1 pl reverse primeri (exon 9R,
exon 20_1R, exon 20_2R) (10 pmol), 1 ul forward primeri (exon 9F, exon 20_1F,
exon 20_2F) (10 pmol), 0,5 ul Tag DNA Polimeraz (Thermo Scientific, USA)

karigimi olusturulmus ve reaksiyon hacmi 50 ul ye ddH,0O ile tamamlanmistir.

Cogaltma islemi PCR tiiplerinde, Sensoquest Labcycler (Germany) marka PCR
(thermal cycler) cihazinda gergeklestirilmistir. Boylece ¢alismaya alinan olgularin
tamaminda PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi

saglanmistir.

43



Cizelge 2. 1. Exon 9 ve exon 20 _1 bélgelerine ait PCR programa.

Asama Basamak Sicaklik (°C) Zaman Dongii
1 On denatiirasyon 95°C 10 dakika 1
2 Denatiirasyon 95°C 30 saniye 35
3 Baglanma 66°C 1 dakika 35
4 Uzama 72°C 1 dakika 35
5 Son Uzama 72°C 7 dakika 1
6 Inkiibasyon 4°C 0o

Cizelge 2. 2. Exon 20_2 bélgesine ait PCR programi.

Asama Basamak Sicaklik (°C) Zaman Dongii
1 On denatiirasyon 95°C 10 dakika 1
2 Denatiirasyon 95°C 30 saniye 35
3 Baglanma 55°C 1 dakika 35
4 Uzama 72°C 1 dakika 35
5 Son Uzama 72°C 7 dakika 1
6 Inkiibasyon 4°C o0

Cizelge 2. 3. PCR’da kullanilan exon 9 ve exon 20 bolgelerine ait primerler ve sekanslari.

Primer Adi Primer Sekansi (5' - 3")
Exon 9F GATTGGTTCTTTCCTGTCTCTG
Exon 9R CCACAAATATCAATTTACAACCATTG
Exon 20_1F TGGGGTAAAGGGAATCAAAAG
Exon 20_1R CCTATGCAATCGGTCTTTGC
Exon 20_2F TTGCATACATTCGAAAGACC
Exon 20_2R GGGGATTTTTGTTTTGTTTTG

44



2.6. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

80 adet olguya ait genomik DNA’nin, PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bolgeleri
PCR ile ¢ogaltilmistir. Bu PCR iirtinlerini UV 1s1k altinda goriiniir hale getirebilmek
icin agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Bunun i¢in 6ncelikle %2’lik bir agaroz jel
hazirlanmistir. 4 gr agaroz (Sigma) hassas terazide tartildiktan sonra bir erlenmayer
icerisine aktarilmistir. Uzeri 200 ml’ye tamamlanacak sekilde TBE Buffer (1X)
eklenmis ve mikro dalga firinda kaynayana kadar sitilmistir. Kaynar halde bulunan
jel oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Jel hafif 1lik hale geldiginde iizerine 20
ul Ethidium Bromide (EtBr) eklenmis ve manyetik karistiricida homojen olana kadar
karistirllmistir. Hazir hale gelen jel, elektroforez tankina dékiilmiistiir. Daha sonra

tankin taraklar yerlestirilerek jel donmaya birakilmstir.

Donan jelin ilk ve son kuyularina Gene Ruler 100 bp DNA (Marker) Ladder
(Thermo Scientific, Kat. no: SM0241)’dan 3 ul yiiklenmistir. Daha sonra PCR
tirlinlerinden kuyulara sirasiyla, 8 ul PCR iriinii ve 2 pl 6X Loading Dye (Thermo
Scientific) seklinde yiiklenmistir. Jele yiiklenen PCR iiriinleri elektroforezde

kosturulmustur.

Bu islemden sonra jel, elektroforez tankindan ¢ikarilarak DNR MiniBIS Pro jel
goriintiileme cihazinda UV 151k altinda goriintiilenmistir. Bu sayede PCR iiriinleri

jelde goriiniir hale getirilmis ve jel resimleri kaydedilmistir.

2.7. PCR Uriinlerinin ExoSAP Enzimi ile Purifikasyonu

Sekanslama asamasmna gecilmeden Once PCR f{iriinlerinin saf ve temiz olmasi
gerekmektedir. Bu anlamda PCR iglemi sonucunda tiip i¢erisinde hala baglanmamis
dNTP’ler ve kalip DNA’lar bulunmaktadir. Sekanslama isleminde bu dNTP ve kalip
DNA’lar kirlilik olusturdugu i¢in saglikli sonuclar elde edilememektedir.

Ortamdaki bu kirlilikten kurtulmak i¢in ExoSAP enzimi kullanilmistir. Bu enzim,

ekzoniikleaz-1 ve SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) aktivitesi gostermektedir.
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Enzim ekzoniikleaz-l aktivitesi ile ortamda bulunan tek zincirli kalip DNA’lar1 ve
baglanmamis primerleri ortadan kaldirirken SAP aktivitesi ile de ortamda bulunan
dNTP’lerin 5' fosfat (PO4) uglarin1 kesmektedir. Bu sayede PCR iiriinleri saf ve

temiz hale getirilmistir.

PCR ile ¢ogaltilan exon 9 ve exon 20 gen bdlgelerini purifiye etmek i¢in drnek sayisi
kadar PCR tiipii ¢ikarilip ve etiketlendirilmistir. Cogaltilan PCR iiriinlerinden 5 pl ve
ExoSAP (GML, England) enziminden 2 ul alinarak PCR tiipii igerisine koyulmustur.
PCR tiipleri hafif vorteks, spin-down yapildiktan sonra hava kabarcigi varsa
giderilmistir. Boylece hazirlanan tiipler PCR’a yerlestirilmis ve EXoSAP PCR
programinda calistirilmistir. ExoSAP PCR programi Cizelge 2.4.’de verilmistir. PCR
islemi ile birlikte Ornekler saf ve temiz hale getirilmistir. PCR sonucu 6rnekler

sekanslama igin hazir haldedir.

Cizelge 2. 4. ExoSAP PCR programi.

Asama Basamak Sicaklik (°C) Zaman
1 Enzim Aktivasyonu 37°C 30 dakika
2 ~ Enzim 80°C 15 dakika
Inaktivasyonu
3 Inkiibasyon 4°C 0

2.8. Sekans Reaksiyonlarimin Hazirlanmasi

PCR iriinleri ExoSAP purifikasyonu ile birlikte sekanslamaya hazir hale
getirilmistir. Sekanslama islemi i¢in her 6rnek basina bir PCR reaksiyonu hazirlanir.
Sekans PCR reaksiyonlarin normal PCR reaksiyonlarindan farki ise bu asamada
ddNTP (dideoksiniikleotid trifosfat)’lerin kullanilmasidir. Bunlar ddATP, ddGTP,
ddCTP ve ddTTP’dir. ddNTP’lerin normal dNTP’lerden farki ise 3' ucunda bir
oksijen (O) atomunun eksik olmasidir. Bu sayede PCR’da uzama asamasinda her
ddNTP eklenmesinde reaksiyon durur ve sentezlenen iplik zincirden ayrilir. Boylece
farkli uzunluklarda binlerce DNA fragmenti olusturulmus ve istenilen gen

bolgelerinin DNA dizilimi ¢ikarilmis olur.
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Bu asamada sekans reaksiyonlarinda ii¢ adet gen bolgesine ait (exon 9, exon 20_1,
exon 20 _2) ii¢ farkli sekans primeri kullanilmigtir. Bu primerler; exon 9 bélgesi igin
exon 9_Seq, exon 20 1 bolgesi i¢in exon 20_1Seq ve exon 20 2 bdlgesi i¢in de exon
20 2Seq primerleridir. Bu primerlerin sekanslar1 Cizelge 2.5.’de verilmistir. Daha
sonra her bir olgu i¢in ti¢ adet sekans reaksiyonu (exon 9, exon 20_1, exon 20_2)
hazirlanmigtir. Yani toplamda 80 olgu i¢in 240 sekans reaksiyonu hazirlanmistir.
Hazirlanan ii¢ reaksiyonun igerikleri Cizelge 2.6., Cizelge 2.7. ve Cizelge 2.8.°de

verilmistir.

Sekans reaksiyonlari i¢in BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, USA) kullanilmistir. Bu kit igerisinde BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing RR-100 Mix, BigDye Terminator 5X Sequencing Buffer reaktifleri

bulunmaktadir.

Cizelge 2. 5. Sekanslamada kullanilan exon 9 ve exon 20 bélgelerine ait primerler ve sekanslari.

Primer Adi Primer Sekansi (5' - 3)

Exon 9_Seq TTGCTTTTTCTGTAAATCATCTGTG
Exon 20_1Seq TGACATTTGAGCAAAGACCTG
Exon 20_2Seq TTTGTTTTGTTTTGTTTTTT

Cizelge 2. 6. Exon 9 bolgesi i¢in hazirlanan sekans reaksiyon icerigi.

PCR Bileseni Miktar (ul)
BigDye Terminator RR-100 Mix 2 ul
BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer 2 ul
ddH,0 2 ul
Exon 9_ Seq Primeri 2 ul
PCR Uriinii 2 ul
Total 10 pl
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Cizelge 2. 7. Exon 20_1 bélgesi icin hazirlanan sekans reaksiyon icerigi.

PCR Bileseni Miktar (ul)
BigDye Terminator RR-100 Mix 2ul
BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer 2ul
ddH,0 2ul
Exon 20_ 1Seq Primeri 2 ul
PCR Uriinii 2 ul
Total 10 pl

Cizelge 2. 8. Exon 20_2 bélgesi i¢cin hazirlanan sekans reaksiyon icerigi.

PCR Bileseni Miktar (ul)
BigDye Terminator RR-100 Mix 2 ul
BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer 2 ul
ddH,0 2ul
Exon 20_2 Seq Primeri 2 ul
PCR Uriinii 2 ul
Total 10 pl

PCR tiipleri igerisinde hazirlanan reaksiyonlar hafif vorteks ve spin-down yapildiktan
sonra PCR cihazina yerlestirilmis ve Ornekler Sekans PCR programinda
calistirtlmigtir. Sekans PCR programinin igerigi Cizelge 2.9.’da verilmistir. Bu
sayede calismaya alinan olgulara ait DNA dizisi ¢ikarilmasi istenen PIK3CA geni
tizerindeki exon 9 ve exon 20 bolgelerinin sekanslama islemi, Sanger Dideoksi

Zincir Sonlandirma Metodu ile yapilmistir.
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Cizelge 2. 9. Sekans_PCR programu.

Asama Basamak Sicaklik (°C) Zaman Dongii
1 On denatiirasyon 96°C 1 dakika 1
2 Denatiirasyon 96°C 10 saniye 25
3 Baglanma 50°C 5 saniye 25
4 Uzama 60°C 4 dakika 25
5 Inkiibasyon 4°C o0

2.9. Sekans PCR Uriinlerinin Sephadex ile Purifikasyonu

Sekanslama islemi 6ncesindeki son basamak olan Sephadex purifikasyonu 6nemli bir
asamadir. Sekanslamada temel unsur sekanslanacak olan PCR iirlinlerinin temiz
olmasidir. Sekans PCR’1 sonrasinda PCR tiiplerinin igerisinde baglanmamis
primerler, dNTP’ler ve ddNTP’ler bulunmaktadir. Orneklerin bu reaktiflerden

arindirilmasi i¢in Sephadex ile saflastirma islemi yapilmistir.

Sephadex soliisyonu igin, 1 gr Sephadex (Genomed, Kat. n0:S6022) hassas terazide
tartildiktan sonra tizeri 15 ml’ye ddH-O ile bir falcon tiip i¢erisinde tamamlanmuistir.
Bu soliisyon, kapiller jel elektroforezinden 1-2 saat 6nce hazirlanarak +4°C’de
bekletilmistir. Daha sonra sekanslanacak drnek sayist kadar spin column (Genomed)
tip ¢ikarilarak etiketlendirilmistir. Sephadex soliisyonundan 700 pl mikropipet ile
¢ekilerek spin column tiiplerine aktarilmistir. Tiipler 4600 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildikten sonra altta kalan toplama tiipii atilmistir. Spin column tiiplerinin igerisinde
bir sephadex blogu olusturulmustur. Bu blogun kirilmamasi ¢ok onemlidir. Bu
yiizden dikkatli bir sekilde spin column tiiplerinin iist kism1 yeni toplama tiiplerine
yerlestirilmistir. Daha sonra sekans PCR’indan ¢ikan 6rneklerin tamami (10 pl)
mikropipet ile cekilerek spin column tiiplerinin igerisindeki sephadex bloklarinin
tizerine dikkatli bir sekilde birakilmistir. Tiipler 4600 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilmistir. Bu islem sonucunda alt kisimdaki, toplama tiipli icerisinde bulunan
soliisyon sekanslama islemi i¢in hazir hale getirilmistir. Tiipler, daha sonra Applied
Biosystems 3130x] Genetic Analyzer cihazina yiikklenmek iizere  -20°C’ye

kaldirilmistir.
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2.10. Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer Cihazi

Sekanslama islemi, Sanger Dideoksi Zincir Sonlandirma Metodu teknigi ile bu
metodu otomatize hale getirmis Applied Biosystems 3130xlI Genetic Analyzer
cihazinda yapilmistir. Sekans PCR iiriinlerini cihaza yliklemeden 6nce cihaz bakimi

ve temizligi sekanslarin saglikli bir sekilde olusturulmasi igin ¢ok dnemlidir.

Bu anlamda caligmaya baglamadan once cihaz temizligi ve cihaz soliisyonlarinin
hazirlanmasi1 saglanmistir. Ayrica cihazda sekans dosyalarin arsivlenebilmesi ve
ileriki asamalarda mutasyon analizi yapilabilmesi i¢in gerekli programlar cihaza
tanimlanmistir. Bu sayede cihaz sekanslama igin kullanima hazir hale getirilmistir.
PCR ve sekans PCR asamalar1 sonucunda elde ettigimiz 80 olguya ait toplam 240
sekans triinii Applied Biosystems 3130x1 Genetic Analyzer cihazina yiiklenerek run

edilmis ve sekans sonuglar1 alinmistir.

2.10.1. Applied Biosystems 3130x1 Genetic Analyzer cihazinda yikama islemi ve

cihaz soliisyonlarinin hazirlanmasi

Oncelikle Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer (Japan) cihazi acilir. Daha
sonra cihaza ait ’Foundation Data Collection v3.0° Sofware’i agilir. Software
acildiginda bilgisayar ekraninda bir ’service console’ olusur. Bu konsol cihaz
servislerini aktif hale getirir. Konsol igerisinde ’messaging, data, mstrument ve
viewer’ servisleri bulunmaktadir. Aktivasyon iglemi igin kirmizi renkte olan bu
servislerin tamaminin yesil hale gelmesi beklenir. Bu sayede cihaz servisleri aktif

hale getirilmistir. Daha sonra asagidaki asamalar uygulanmistir.

Aktivasyon isleminden sonra cihazin kapaklari agilir. Cihaz igerisinde bulunan
polimer sisesi c¢ikarilarak icerisinde ddH,O bulunan yikama sigsesi bu alana
yerlestirilir. Daha sonra anod rezervuari olan ’Buffer Jar’ yerinden ¢ikarilir ve bu
bdlgenin altina steril kurutma kagidi yerlestirilir. ’Foundation Data Collection v3.0’
Software’1 igerisinde bulunan cihaza ait seri numarasi lizerine mouse ile tiklanir. Bu

sayede software iizerinde yer alan *Wizards’ sekmesi aktif hale getirilir.
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"Wizards’ sekmesi igerisinden *Water Wash Wizard’ basamag: segilir ve cihazin
kapaklar1 kapatilir. Daha sonra >Water Wash Wizard” sekmesinde 'next’ basamagi
secilerek cihazin ddH;O ile iyice temizlenmesi saglanir. Bu islem sonrasinda vakum
pompasi, buffer baglanti1 borusu, polimer baglanti borusu ve piston igerisinde hava
kabarcig1 (bubble) olmamasina dikkat edilir. Eger bubble varsa yikama iglemi bubble
giderilene kadar devam ettirilir.

"Water Wash Wizard’ asamasinin 3. basamaginda cihaz, polimer sisesinin yerine
takilmasimi ister. ddH,O ile yikama sonrasinda cihazin kapaklar1 agilir ve yikama
sisesi yerinden ¢ikarilarak yerine igerisinde POP7 polimeri (Applied Biosystems,
Kat. no: 4332241, USA) bulunan polimer sisesi takilir. 3. basamakta kullanilacak
olan polimerin Lot Numarasi daha 6nce Kullanilan polimer ile ayni ise *Same Lot ,
farkli ise ’Different Lot sekmesi se¢ilerek next tusuna basilir. ’Different Lot’
sekmesi secildiginde ekranda yeni bir konsol olusur. Bu konsolda polimer tipi, lot

numarast ve son kullanma tarihleri ilgili yerlere yazilarak next tusuna basilir.

Bu agamadan sonra cihaz soliisyonlarnin hazirlanmasi gerekir. Oncelikle cihaz
igerisinde bulunan 3 adet su rezervuari, katot ve anod rezervuarlar1 ddH,O ile iyice
yikandiktan sonra steril kurutma kagidi tizerinde kurumasi saglanir. Daha sonra su
rezervuarlart ddH,O ile seviye cizgisine kadar doldurulur ve fiizerleri septa ile
kapatilir. Anod ve katot rezervuarlar i¢in 1X konsantrasyona sahip buffer hazirlanir.
Bunun igin bir falcon tiip igerisine Buffer (10X) with EDTA (Applied Biosystems,
USA)’dan 5 ml koyularak tizeri 50 mlI’ye ddH2O ile tamamlanir. Hazirlanan buffer
anod ve katot rezervuarlari igerisine seviye c¢izgisine kadar eklenir. Cihaz

soliisyonlar1 hazirlandiktan sonra cihaz igerisindeki bélmelerine takilir.

Soliisyonlar ve POP7 polimer cihaza yerlestirildikten sonra *Water Wash Wizard’
sekmesinin 4. basamagina gegilir. Bu basamakta *Flush with Fresh Polymer’ sekmesi
secilerek kapillerlere polimer basilir. Bu islem sonrasinda vakum pompasi veya
vakum borularinin igerisinde bubble olmamasina dikkat edilir. Eger bubble varsa
"Flush Array Port’ sekmesi segilerek bubble giderilmesi saglanir. Hava kabarciklari
tamamiyla giderildikten sonra ’Finish’ sekmesi segilerek cihazin yikama iglemi

sonlandirilmis olur ve cihaz artik 6rnek yiiklemesi i¢in hazir haldedir.
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2.10.2. Foundation Data Collection v.3 Software’inde ¢alisma ile ilgili sonug

grubunun olusturulmasi

Sekanslanacak olan Orneklerin bilgisayar ortaminda kaydedilip daha sonra analiz
kisminda software tarafindan taninabilmesi i¢in Oncelikle bu c¢alisma ile ilgili
Foundation Data Collection v.3 Software’inde bir sonu¢ grubu (results group)

olusturulmustur.

Bu sonu¢ grubunun olusturulmasi i¢in asagidaki basamaklar uygulanmustir.
’Foundation Data Collection v3.0° Sofware’ inde ’results group’ sekmesi agilir. Daha
son yeni bir results group i¢in ‘new’ basamagi segilir. Agilan pencerede ’general’
sekmesinde ’results group name’ kismina ¢alistigimiz gen ismi olan PIK3CA yazilr.
’Analysis’ sekmesinde, ’analysis type’ kisminda sekanslama analizi yapacagimiz igin
’sequencing analysis’ butonu segilir. Destination’ sekmesinde "use custom location’
aktif edildikten sonra ’root destination” kismina sonuglarin kaydedilecegi yer segilir.
Son olarak Naming’ sekmesinde ’sample file name format’ kismi ’sample name,
capillary number, well position, none’ seklinde doldurulur. ’Run folder name format’
kismi ise ’plate name, run name, run sequence number, none’ seklinde doldurulur.
Bu islem ile birlikte artik cihazda sekans dosyalarinin kaydedilecegi bir results group

olusturulmus olur.

2.10.3. Foundation Data Collection v.3 Software’inde cahisma ile ilgili run

Mmodiiliiniin olusturulmasi

Sekanslama isleminin yapilabilmesi i¢in cihaz igerisinde sekanslanacak orneklerin
yiiriitme kosullarini igeren bir *run modiilii’ niin olusturulmasi gerekmektedir. Bu run
modiill, Orneklerin yiiriitiilmesi sirasinda cihaza ait ortam kosullarini iceren
degerlerden olugmaktadir. Bu anlamda galisilacak olan PIK3CA geni i¢in cihazda
yeni bir run modiilii olusturulmustur. Run modiiliiniin olusturulmasi i¢in asagidaki

basamaklar uygulanmistir.

’Foundation Data Collection v3.0’ Sofware’inde 'module manager’ sekmesi agilir.
Acilan pencerede yeni bir modiil olusturabilmek icin ’new’ sekmesi secilir ve

bununla birlikte ’run modiile editor’ penceresi agilmis olur.
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Bu kisimda yeni modiil i¢in 'name’ kismina bir isim yazilir. *Type’ meniisiinden
‘regular’ ¢alisma tipi secilir. *"Template’ meniisiinden daha 6nce cihaza tanimlanmis
olan bir template secilir. Agilan template’e Cizelge 2.10.’daki degerler girilerek
kaydedilir. Bu islem ile birlikte calisma i¢in, cihazda yeni bir run modiili

olusturulmustur.

Cizelge 2. 10. Applied Biosystems 3130x1 Genetic Analyzer cihazinda sekanslama islemi icin
olusturulan run modiilii degerleri.

isim Deger Aralik
Oven_Temperature 60 18-65 Deg. C
Poly_Fill_Vol 6500 6500-38000 steps
Current_Stability 5.0 0-2000 uAmps
PreRun_Voltage 15.0 0-15 kVolts
PreRun_Time 180 1-1000 sec.
Injection_Voltage 1.2 1-15 kVolts
Injection_Time 18 1-600 sec.
Voltage Number_Of Steps 30 1-100 nk
Voltage_Step_Interval 15 1-60 sec
Data_Delay_Time 120 1-3600 sec
Run_Voltage 8.5 0-15 kVolts
Run_Time 2780 300-14000 sec.

2.10.4. Seq Scape v.2.6 Software’inde ¢alisma ile ilgili projenin olusturulmasi

Sekans sonuglar1 alindiktan sonra mutasyon analiz isleminin yapilabilmesi i¢in Seq
Scape v.2.6 Software’inde yeni bir projenin olusturulmasi gerekmektedir. Bu
anlamda calismanin yapildigi PIK3CA geni i¢in Applied Biosystems 3130x1 Genetic
Analyzer cihazinin Seq Scape v.2.6 Software’inde yeni bir proje olusturulmustur.

Proje olusturma asamasinda asagidaki basamaklar uygulanmistir.

Oncelikle calismaya alman 80 olguda PIK3CA geni iizerindeki exon 9 ve exon 20
bolgelerinin mutasyon analizlerinin yapilabilmesi i¢in bir referans PIK3CA gen

dizisi gerekmektedir.
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NM 006218 gen bank numarasina sahip bu referans gen dizisi NCBI (National
Center for Biotechnology information) veri tabanindan fasta formatinda indirilmistir.

Daha sonra asagidaki adimlar izlenmistir.

Seq Scape v.2.6 Software’i acilir. ’Tools’ sekmesinde ’Seq Scape Manager’
penceresi segildikten sonra ’Project Templates’ basamagi segilir ve burada yeni bir

proje i¢in "New’ adimi segilir.

Agilan pencerede ’Project Template Name’ ve ’Referans Data Group’ sekmesi
secildikten sonra ’Referance Data Group Name’ kismina PIK3CA yazilir. Daha
sonra Ust kisimda yer alan ’ROI’ sekmesi acilir ve Add Referance Segment’
kisminda, daha onceden NCBI veri tabanindan indirmis oldugumuz PIK3CA
referans gen dizisi secilir. Diger sekmeler cihaz tarafindan otomatik olarak
tanimlandig1 i¢in bu sekmelerde herhangi bir degisim yapilmaz. Daha sonra *Ok’
kismindan olusturulan proje kaydedilir ve Seq Scape software ana ekranina geri
doniiliir. Burada °File’ kismindan *New Project’ sekmesi agilir. Agilan pencerede
olusturdugumuz PIK3CA projesi segilip kaydedilir. Bu islem ile birlikte PIK3CA

gen dizisi, mutasyon analizi igin hazir hale getirilmistir.

2.11. Kapiller Jel Elektroforezi

Kapiller jel elektroforezi, elektroforetik hareket kabiliyeti, faz ayirimi ve molekiiler
boyuttaki farkliliklara ya da bunlarin bir kagina bagh olarak elektrokinetik ayirim
yapan bir tekniktir. Bu elektrokinetik ayirim iki ucu agik, dis yiizeyi silika ile kapli,
yaklagik 25-75 pm i¢ ¢apli ve 15-100 cm uzunlugunda, silindirik kapillerlerde
yapilir. Kapiller, elektrotlart ve tamponu igeren iki cam hazne arasina yerlestirilmis
olup, kapillerler jel ile dolduktan sonra ¢ok az miktardaki dmek, kapillerin bir ucuna
elektrokinetik ve hidrodinamik teknikle yiiklenir. Ayirim yiiksek voltaj(yaklasik 5-30
KV, 1-150 pA) uygulayarak yaklagik 200-500 V/cm dogru akim altinda saglanir.

Bu calismada orneklerin kapiller jel elektroforezi icin Applied Biosystem 3130xl
Genetic Analyzer cihazinda 16 adet 36 cm’lik kapillerler kullanilmustir.
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Deneysel asamalar sonucunda 80 olguya ait 240 adet sekans PCR iiriinii sekanslama
islemi i¢in hazir halde -20°C’de bekletilmistir. Bu 6rnekler 96°lik well plate’lere
yiiklenerek Applied Biosystem 3130xl Genetic Analyzer cihazinda kapiller jel
elektroforezine tabi tutulmus ve sonug olarak 240 adet sekans datasi elde edilmistir.

Bu islemler i¢in asagidaki basamaklar uygulanmstir.

Sekans PCR sonrasi sephadex bloklarindan gegirilen 6rnekler saf hale getirildikten
sonra cihaza yiiklemek {lizere hazir hale getirilmis ve -20°C’ye kaldirilmistir.
Yiikleme islemi i¢in 96°lik well plate’ler kullanildigindan bir defada 96 adet 6rnek
cihazda run edilmistir. Run islemi i¢in 96 adet ornek -20°C’den g¢ikarilarak
¢cozlinmesi saglanmistir. Coziinen drneklerin tamami (10 pl) 96’lik well plate’e (Kat
no: N8010560, Applied Biosystems, USA) siras1 dikkate alinarak mikropipet ile
yiiklenmistir. Yiikleme isleminden sonra well plate’in iizeri plate septa (Kat. no:
4315933, Applied Biosystems, USA) kapatilmis ve plate santrifiijde kisa siireli
santrifiij edilmistir. Tiim bu islemler buz iizerinde gerceklestirilmistir. Hazirlanan
plate, plate holder’a yerlestirildikten sonra kapagi kapatilmistir. Sekanslama icin
hazir hale getirilen plate Applied Biosystem 3130x1 Genetic Analyzer cihazinda plate

haznesine yerlestirilmistir.

Cihaza ait Foundation Data Collection Software’i acilmis ve ’plate manager’
sekmesinde yeni bir plate olusturulmustur. well plate’e yiiklenen 6rnekler sample
sheet’” kisminda siras1 ile yazildiktan sonra kaydedilmistir. ’Run scheduler’
sekmesinde olusturulan plate segilmis ve plate haznesi ’link’ edilmistir. Daha sonra
’start” tusuna basilarak ornekler run edilmistir. Diger 6rneklerde de ayni islemler
uygulanmistir. Run iglemleri sonras1 80 olguya ait 240 adet PIK3CA (exon 9, exon
20) gen sekansi elde edilmistir. Sekanslama islemi sonrasinda sekanslarin kalitesi ve
giivenilirligi, Sequencing Analysis 5.3.1 Software’inde ‘electroferogram’ ve ’raw

data’ kismindan gézlemlenmistir.
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2.12. Sekanslanan Orneklerde Exon 9 ve Exon 20 Bélgelerinin Mutasyon

Analizi

Exon 9 ve exon 20 bolgeleri sekanslanan 80 olguya ait toplam 240 adet sekans
dosyasinin, Seq Scape Software’inde referans PIK3CA gen dizisi ile karsilastirilarak
mutasyon analizleri yapilmistir. Mutasyon analizi i¢in asagidaki basamaklar

uygulanmigtir.

Seq Scape Software’inda ’file’ sekmesinden ’open project’ basamagi segilir. Agilan
pencerede daha Onceden mutasyon analizi i¢in olusturmus oldugumuz PIK3CA
projesi acilir. Agilan pencerede PIK3CA referans gen dizisi mevcuttur. Daha sonra
“file” sekmesinden ’add samples’ basamagi secilir ve sekanslanan Ornekler bu
referans dizinin altina eklenir ve ’analysis’ tusuna basilarak 6rnekler analiz ettirilir.
Analiz islemi sonrasinda cihaz, referans dizi ile sekanslanan dizileri hizalar ve
ortamda niikleotid degisimleri (mutasyon) var ise ’mutation report’ kisminda liste
seklinde verir. ’Mutation report’ kisminda belirtilen mutasyonlar teker teker

incelenerek kaydedilmistir.

2.13. Biyoinformatik Analiz

Calismalar sonucunda 80 olguya ait PIK3CA geni iizerindeki exon 9 ve exon 20
bolgelerinde belirlenen mutasyonlarda niikleotid degisimi, amino asit de8isimi ve
fenotipe olan etki Ensembl, NCBI, OMIM, Uniprot gibi veri tabanlarinda arastirilmig

ve sonuclar kaydedilmistir.
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3. BULGULAR

Bu tez caligmasinda, kolorektal kanser gelisiminde etkisi oldugu diistiniilen PIK3CA
geninin, exon 9 ve exon 20 bdlgeleri tizerindeki mutasyonlart belirlemek amaciyla,
Mugla bolgesi 6rnekleminde hastaneye gelerek kolorektal kanser tanisi almis hastalar
ile ¢esitli nedenlerden dolay1 ameliyatla kolonu ¢ikarilmis hastalarin kolon dokulari
kullanilmistir. Timor, timor kontrol ve normal kontrol grubuna ait kolon dokularinin
hematoksilen eozin ile boyanmis prepatlari mikroskop altinda incelenmistir. Bu
incelemeler ile birlikte patoloji raporlart da goz Onlinde bulunduruldugunda,
kolorektal kanser hasta grubunun tamaminin adenokarsinom tipte oldugu, diger
timor kontrol ve normal kontrol gruplarimin ise saglikli dokulara sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Bu calisma gruplari; tiimdr (T), timor kontrol (TC) ve kontrol (C)
seklinde ii¢ ayr1 grupta siralanmistir. Calisma kapsaminda, Mugla Sitki Kogman
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi gelen kolorektal kanser tanis1 almis 30
adet olgu KRK hasta grubu, bu hastalara ait 20 adet olgu tiimdr kontrol grubu ve
hastaneye gelerek cesitli sebeplerden dolayr kolon rezeksiyon materyali ¢ikarilan
saglik kolon dokularina sahip 30 adet olgu da kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Calisma icin gerekli olan Etik Kurul Raporu Mugla Sitki Kogman Universitesi

Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmistir.

Kolorektal kanser, kalin bagirsak kanseri olarak da adlandirilmakla birlikte kalin
bagirsak ve rektumda goriilen malign yani kot huylu tiimérlerin olusumu ile
karakterize bir hastaliktir. Kolorektal kanser, goriilme sikligi bakimindan tiim
kanserler arasinda meme, prostat ve akciger kanserlerinden sonra 4. sirada yer
almakta ve erkek ve kadinlarda gorillen kanserlerin yaklagik %10-15’ini
olusturmaktadir. PIK3CA geni, hiicre proliferasyonu, hayatta kalmasi, metabolizmasi
ve motilitesi dahil olmak Ttizere g¢esitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlemesinde
gorevli bir gendir. Bu gen {izerinde meydana gelen mutasyonlar bir¢cok c¢alismada
kanser gelisimi ile iligskilendirilmistir. Literatiirde PIK3CA’nin bas ve boyun, prostat,
iriner sistem, serviks, meme ve endometrium kanser tiplerinde %30 oraninda

mutasyona ugradigi bildirilmistir.
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Ayrica literatiirdeki bir¢ok ¢alisma sonucunda, bu gen iizerinde en fazla mutasyona
ugrayan bolgelerin exon 9 ve exon 20 boélgeleri oldugu bildirilmistir. Bu agidan
incelendiginde, bu tez g¢alismasinda kolorektal kanserli olgularda PIK3CA geni

tizerinde bulunan exon 9 ve exon 20 bolgelerindeki mutasyonlar incelenmistir.

Yapilan bu tez ¢calismasinda izlenilen deney akisi su sekilde 6zetlenebilir: Calisilacak
olan ti¢ farkli hasta grubuna ait parafine gomiilii kolon doku bloklarindan mikrotom
ile 3-5 um ¢apinda kesitler alinarak steril ependorf tiiplerine alinmistir. Daha sonra
bu kesitlerden genomik DNA izolasyon islemi, QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Kat
No: 56404, Qiagen, Germany) ile gergeklestirilmistir. Izole edilen genomik DNA’
larin saflik ve konsantrasyon degerleri nanodrop (Maestrogen, Taiwan) ile dl¢iilmiis
ve sonuclar kaydedilmistir. Bu islemden sonra 80 adet genomik DNA Orneginde
PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bolgeleri, uygun primerler ile PCR’da
cogaltilmigtir. PCR sonuglar1, %2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmis ve
sonuclar kaydedilmistir. PCR {iriinlerinin saf ve temiz olabilmesi i¢in ExoSAP
enzimi ile purifikasyon islemi yapilmistir. Daha sonra her bir 6rnek icin sekans
reaksiyonu hazirlanmis ve Ornekler sekans PCR isleminden geg¢irilmistir. Bu islem
icin BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA)
kullanilmistir. Sekanslama i¢in 6rneklerin temiz ve saf olmasi gerektiginden, sekans
PCR fiiriinlerine Sephadex (Genomed, Kat. no:S6022) ile purifikasyon islemi
yapilmis ve ornekler sekanslama i¢in hazir hale getirilmistir. Sekanslama igleminin
yapilabilmesi i¢in 6ncelikle Applied Biosystems 3130x1 Genetic Analyzer cihazinda
calisma i¢in gerekli programlar kurulmustur. Daha sonra 6rnekler sekanslama iglemi
icin 96’lik well plate’lere yliklendikten sonra Applied Biosystems 3130x] Genetic
Analyzer cihazina yerlestirilerek run edilmistir. Run isleminden sonra her bir 6rnek
icin ilgili gen bdlgesinin niikleotid dizilimi ¢ikarilmig ve datalar Sequencing Analysis
v5.3.1 Software’inde incelenmistir. 80 adet olguya ait toplam 240 adet sekans
sonucunun Seq Scape v2.6 Software’inde mutasyon analizleri yapilmis ve her bir gen
bolgesi i¢in tespit edilen mutasyonlar kaydedilmistir. Elde edilen mutasyonlar daha
sonra NCBI, Ensembl, Uniprot, OMIM gibi ¢esitli veri tabanlarinda arastirilarak
biyoinformatik analizleri yapilmistir. Tiim bu deneylerin sonucunda elde edilen

bulgular detayl olarak, basliklar halinde, asagida anlatilmaktadir.
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3.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma kapsammda Mugla Sitki Kogman Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Patoloji Laboratuvari’nin doku arsivi ve verileri kullanilarak 2012 ve 2016
yillar1 arasinda hastaneye gelerek kolorektal kanser tanisi almis hastalara ait kolon
doku bloklar1 se¢ilmistir. Olgularin kolon dokularina ait hematoksilen eozin ile
boyanmis preparatlar1 (Sekil 3.1.) incelenerek histolojik tip, grade, patolojik evre,
lokasyon ve lenf nodu metastazi gibi klinikopatolojik veriler elde edilmistir. Calisma
grubu olarak; 30 adet kolorektal kanserli tiimor grubu ve bu gruba ait 20 adet timor
kontrol grubu (Cizelge 3.1.), 30 adet de normal kontrol grubu (Cizelge 3.2.) olmak
tizere toplamda 80 adet hastaya ait doku Ornegi kullanilmistir. Timor grubunda yer
alan hastalarm 20 tanesine ait saglikli kolon dokusu tiimor kontrol (TC) grubu adi
altinda kullanilmistir. Bu grupta yer alan kolon doku oOrneklerinde herhangi bir
kanserlesme olmadigindan dolay1 hasta kontrolii olarak kullanilmigtir. Normal
kontrol grubu ise hastaneye gelerek c¢esitli sebeplerden dolay1r ameliyatla kolon

rezeksiyon materyali ¢ikarilan hastalarin doku bloklarindan se¢ilmistir.

Cizelge 3. 1. Tiimor grubuna ait olgularin demografik ve klinikopatolojik 6zellikleri.

Lenf Tiimor
Nodu Kont.

Ornek Cinsiyet Yas Histolojik Tip Grade Patolojik Lokasyon Metastazi  Blok

Kodu (3/9) Evre

T1 3 73 Adenokarsinom  Orta T3 Rektum Var -

T2 3 44 Adenokarsinom  Orta T3 Rektum Yok -

T3 d 75  Adenokarsinom  Orta T3 Cekum Yok TC1

T4 g 72 Adenokarsinom  Orta T4 Sigmoid Var -
Kolon

T5 Q 66  Adenokarsinom  Orta T2 Rektum Yok -

T6 Q 77  Adenokarsinom  Orta T3 Rektum Var -

T7 Q 60  Adenokarsinom  Orta T3 Rektum Yok TC3

T8 Q 78  Adenokarsinom  Orta T4 Inen Var TC4
Kolon

T9 3 62  Adenokarsinom  Orta T4 Rektum Var TCS

T10 3 58  Adenokarsinom  Orta T3 Rektum Yok TC2

59



Cizelge 3.1. (@™

T11
T12
T13
T14

T15

T16

T17
T18
T19

T20
T21
T22

T23

T24
T25
T26
T27

T28

T29

T30

+O0 +O0 4O +O

O

+O

+O

O 40 Oy Oy

71
47
76
83

75

74

78
80
43

74
72
75

67

82
61
61
63

54

64

61

Adenokarsinom
Adenokarsinom
Adenokarsinom

Adenokarsinom

Adenokarsinom

Adenokarsinom

Adenokarsinom
Adenokarsinom
Miisinéz
Adenokarsinom
Adenokarsinom
Adenokarsinom

Adenokarsinom

Adenokarsinom

Adenokarsinom
Adenokarsinom
Adenokarsinom
Miisindz
Adenokarsinom

Adenokarsinom

Adenokarsinom

Adenokarsinom

Orta
Orta
Orta
Orta

Orta

Orta

Iyi
Orta
Az

Az
Orta
Orta

Az

Orta
Orta
Orta
Orta

Orta

Orta

Orta

T3
T3
T3
T4

T3

T4

T3
T3
T3

T3
T3
T2

T3

T1
T3
T3
T3

T1

T3

T2

Rektum
Rektum
Rektum

Cikan
Kolon

Inen
Kolon

Cikan
Kolon

Rektum
Cekum
Cikan
Kolon
Rektum
Rektum

Transvers
Kolon

Cikan
Kolon

Rektum

Rektum

Rektum
Cikan
Kolon

Rektum

Cikan
Kolon

Rektum

Var
Yok
Yok
Var

Yok

Var

Yok
Var
Yok

Var
Var
Yok

Var

Yok
Var

Yok

Var

Yok

Yok

TC6
TC7

TC9

TC10

TC8

TC11
TC12

TC13
TC14
TC15

TC16

TC17
TC18

TC19

TC20

60



Cizelge 3. 2. Kontrol grubuna ait érneklerin demografik 6zellikleri.

Ornek Kodu Cinsiyet (/%) Yas
C1 5 58
C2 3 79
c3 0 60
C4 J 34
C5 4 41
C6 ? 74
C7 d 51
cs 0 19
C9 3 71
C10 3 32
c11 0 83
Cc12 0 18
C13 0 33
Ci14 3 80
c15 0 72
C16 0 79
Cc17 0 62
c18 0 72
C19 d 31
C20 0 37
c21 ) 42
Cc22 0 46
Cc23 38 32
C24 38 59
25 0 47
C26 38 75
c27 0 78
c28 0 65
C29 a8 53
C30 0 81
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Sekil 3. 1. Bazi olgulara ait hematoksilen eozin ile boyanmis kolon doku érneklerinin
mikroskobik goriintiisii (T: Tiimér, TC: Tiimor kontrol).

3.2. Parafine Gomiilii (FFPE) Doku Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Kat No: 56404, Qiagen,
Germany) kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA orneklerinden 3 pl yiiklenerek
agaroz jel elektroforez analizi sonrasi, UV goriintiileme sistemi ile goriintiilemistir

(Sekil 3.2., Sekil 3.3., Sekil 3.4.).
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Sekil 3. 2. Tiimor grubuna ait 6rneklerin genomik DNA izolasyon sonucunun %00,8’lik agaroz
jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: 1kb’lik DNA Marker).

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M

Sekil 3. 3. Tiimor kontrol grubuna ait 6rneklerin genomik DNA izolasyon sonucunun %0,8 lik
agaroz jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: 1kb’lik DNA Marker).

M1 23 45 678 910 1112 1314 151617 18 19 20 21 22 2324 25 26 27 28 29 30 M

Sekil 3. 4. Kontrol grubuna ait 6rneklerin genomik DNA izolasyon sonucunun %0,8’lik agaroz
jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: 1kb’lik DNA Marker).
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3.3. izole Edilen Genomik DNA’larin Nanodrop ile Konsantrasyon ve Safhik

Derecelerinin Olciilmesi

Izole edilen genomik DNA’larin konsantrasyon ve saflik dereceleri nanodrop
(Maestrogen, Taiwan) cihaz1 (Sekil 3.5.) ile A230, A260 ve A280 nm dalga
boylarinda Ol¢iilmiistiir. Elde edilen degerler Cizelge 3.3., Cizelge 3.4. ve Cizelge

3.5.” de verilmistir.

Sekil 3. 5. Nanodrop cihaz1 (Maestrogen, Taiwan).

Cizelge 3. 3. Tiimor grubuna ait 6rneklerin DNA konsantrasyon ve saflik degerleri.

Ornek Konsantrasyon A260/280 A260/230
(ng/pl)
T1 23,51 2,375 2,558
T2 24,22 2,398 1,842
T3 35,75 2,232 2,326
T4 24,08 2,523 2,949
T5 171,43 2,207 2,144
T6 157,04 2,162 2,166
T7 177,53 2,333 2,058
T8 36,42 2,095 2,545
T9 138,25 1,914 2,048
T10 24,65 2,279 2,048
T11 39,49 2,333 2,667
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Cizelge 3.3. (@™

T12 225,55 2,024 2,11
T13 144,78 1,785 1,88
T14 693,29 2,025 2,16
T15 276,25 2,103 2,184
T16 209,05 2,121 2,076
T17 40,17 2,159 2,395
T18 718,21 2,00 2,046
T19 23,33 2,399 2,084
T20 734,22 2,171 2,036
T21 576,93 2,173 2,071
T22 50,88 1,963 2,032
T23 1202,18 2,187 2,033
T24 88,99 2,098 2,106
T25 1283,53 2,101 2,073
T26 20,07 2,101 2,529
T27 64,31 1,679 1,916
T28 47,2 2,173 2,319
T29 20,37 2,247 2,525
T30 19,87 2,465 2,422
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Cizelge 3. 4. Tiimér kontrol grubuna ait 6rneklerin DNA konsantrasyon ve saflik degerleri.

Ornek Konsantrasyon A260/280 A260/230
(ng/pl)
TC1 125,3 1,893 2,013
TC2 24,73 2,554 2,193
TC3 23,33 2,399 2,084
TC4 141,36 2,086 1,623
TC5 322,69 2,24 2,241
TC6 34,83 2,875 2,575
TC7 191,71 2,213 1,912
TC8 763,18 2,159 2,019
TC9 444,18 2,16 2,03
TC10 102,7 2,093 1,951
TC11 202,18 1,621 1,679
TC12 180,69 2,176 1,881
TC13 246,54 2,144 1,745
TC14 203,82 2,26 2,021
TC15 540,65 2,161 2,073
TC16 737,01 2,121 2,036
TC17 30,56 2,27 0,89
TC18 33,97 1,992 1,95
TC19 19,87 2,465 2,422
TC20 318,52 2,164 1,995
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Cizelge 3. 5. Kontrol grubuna ait 6rneklerin DNA konsantrasyon ve saflik degerleri.

Ornek Konsantrasyon A260/280 A260/230
(ng/pl)

C1 16,26 2,103 2,495
C2 53,62 2,342 2,028
C3 46,62 2,422 2,065
C4 163,8 2,146 1,731
C5 179,83 2,283 2,08
C6 59,58 2,335 2,09
C7 73,52 2,201 1,796
cs8 214,49 2,25 2,088
C9 270,01 2,229 2,058
C10 275,58 2,215 2,162
C11 12,72 2,19 1,688
C12 25,67 2,184 2,221
C13 7,49 1,587 2,099
C14 9,91 2,149 1,072
C15 39,14 2,428 2,389
C16 35,28 2,339 1,973
C17 49,68 2,284 2,14
C18 220,48 2,167 2,061
C19 174,52 1,963 1,891
C20 184,43 2,222 2,1

Cc21 16,26 2,103 2,495
C22 8,05 1,468 1,07
Cc23 3,15 1,447 0,844
C24 53,62 2,342 2,028
C25 11,43 1,546 1,446
C26 14,18 1,46 1,757
C27 139,39 1,814 1,728
Cc28 31,13 1,98 1,744
C29 88,71 2,01 1,496
C30 216,73 2,218 1,658
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3.4. Genomik DNA Orneklerinde PIK3CA Geninin Exon 9 ve Exon 20
Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Genomik DNA izolasyonu sonucunda, her olgu i¢in PIK3CA geninin exon 9 ve exon
20 bolgeleri exon 9F — exon 9R, exon 20_1F — exon 20_1R ve exon 20_2F - exon
20 2R primerleri ile PCR’da c¢ogaltilmistir. PCR f{iriinleri, 8 pl 6rnek ve 2 pl 6x
Loading Dye seklinde %2’lik agaroz jele yliklenmis ve jel elektroforezi sonucunda
goriintilleme cihazinda UV 151k altinda gozlemlenmistir. PCR f{irlinlerine ait agaroz

jel gorintiileri Sekil 3.6. - Sekil 3.14.’de verilmistir.

Sekil 3. 6. Tiimér grubuna ait 6rneklerin PCR’da ¢ogaltilan exon 9 bélgelerinin %?2’lik agaroz
jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: 100bp’lik DNA Marker, Exon 9: 486 bp ).
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Sekil 3. 7. Tiimor grubuna ait 6rneklerin PCR’da cogaltilan exon 20_1 bélgelerinin %2’lik
agaroz jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: Marker, Exon 20_1: 524 bp ).
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Sekil 3. 8. Tiimér grubuna ait 6rneklerin PCR’da ¢ogaltilan exon 20_2 bélgelerinin %2°lik
agaroz jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M:, Exon 20_2: 468 bp ).
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Sekil 3. 9. Tiimor kontrol grubuna ait 6rneklerin PCR’da ¢ogaltilan exon 9 bélgelerinin %2’lik
agaroz jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: Marker, Exon 9: 486 bp ).
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Sekil 3. 10. Tiimor kontrol grubuna ait 6rneklerin PCR’da cogaltilan exon 20_1 bélgelerinin
%2’lik agaroz jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: Marker, Exon 20_1: 524 bp ).
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Sekil 3. 11. Tiimor kontrol grubuna ait 6rneklerin PCR’ da ¢ogaltilan exon 20_2 bélgelerinin
%32’ lik agaroz jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: Marker, Exon 20_2: 468 bp ).
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Sekil 3. 12. Kontrol grubuna ait 6rneklerin PCR’da ¢ogaltilan exon 9 bélgelerinin %2’lik agaroz
jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: Marker, Exon 9: 486 bp ).

M 12 3 45 67 8 9 10M11 1213 14 15 1617 18 19 20 M 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 M

Sekil 3. 13. Kontrol grubuna ait érneklerin PCR’da ¢ogaltilan exon 20_1 bélgelerinin  %2’lik
agaroz jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: Marker, Exon 20_1: 524 bp ).
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Sekil 3. 14. Kontrol grubuna ait 6rneklerin PCR’ da ¢ogaltilan exon 20_2 bélgelerinin %2’ lik
agaroz jel elektroforezinin negatif goriintiisii (M: Marker, Exon 20_2: 468 bp ).

3.5. Applied Biosystems 3130x1 Genetic Analyzer Cihazi

Sekans PCR’1 yapilan 6rnekler, daha sonra sephadex purifikasyonuna tabi tutulmus
ve bu sayede ornekler saf ve temiz hale getirilmistir. Bu asamadan sonra ornekler
96’lik well plate’lere yliklenerek Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer
cihazinda Sanger sekanslama teknolojisi ile sekanslanmistir. Cihazin i¢ haznesi ve

polimer pompa sistemi Sekil 3.15. ve Sekil 3.16.’da gosterilmistir.

Pump block Polymer delivery pump (PDP)
Oven

Detection cell block

i

% |\ Capillary array

=B = Buffer and water

- reservoirs

[ [=]
Oz ¢ g
% Autosampler
- i
L Lower polymer block
L— Anode buffer reservoir

Sekil 3. 15. Applied Biosystems 3130x] Genetic Analyzer cihazi ve i¢ haznesi.
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Sekil 3. 16. Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazinda polimer aktarma pompasinin
sematik goriiniimii.

3.6. Sekanslanan Orneklerde Exon 9 ve Exon 20 Bélgelerinin Mutasyon Analizi

Calisma kapsaminda toplamda 80 adet olgunun PIK3CA genine ait exon 9, exon
20_1 ve exon 20 2 bolgeleri Sanger sekanslama teknolojisi kullanilarak
sekanslanmigtir. Caligma sonucunda toplam 80 olguya ait 240 adet sekans Ornegi
elde edilmistir. Sekanslama sonrasinda kolorektal kanser vakalarinda ve bunlara ait
kontrol gruplarinda mutasyon taramalar1 ve analizleri Applied Biosystems 3130x1
Genetic Analyzer cihazmna ait Sequencing Analysis v5.3.1 ve SeqScape V2.6
Software’lerinde yapilmistir. Saptanan mutasyonlar, Ensembl, NCBI, Uniprot ve

OMIM gibi ¢esitli veri tabanlarinda arastirilarak tanimlanmistir.

SeqScape Software’inde T1 kodlu tiimor olgusunun analizi sonucunda exon 9
bolgesinde ¢.1571 G>A (R524K), c.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTinsC
(S553Thr) mutasyonlart tespit edilmistir. T1 kodlu tiimoér olgusunda tespit edilen
mutasyonlar C1 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil 3.17.’de gosterilmistir.
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Sekil 3. 17. T1 kodlu tiimor olgusunun exon 9 bolgesinde tespit edilen mutasyonlarin C1 kodlu
kontrol grubuyla karsilagtirilng goriintiisii.

SeqScape Software’inde T2 kodlu tiimdr olgusunun analizi sonrasinda Intron 9

bolgesinde ¢.1664+105 T>G mutasyonu tespit edilmistir. T2 kodlu tiimor olgusunda
tespit edilen bu mutasyon C2 kodlu kontrol grubuyla karsilagtirilarak Sekil 3.18.’de

gosterilmistir.
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Sekil 3. 18. T2 kodlu tiimér olgusunun intron 9 bolgesinde tespit edilen mutasyonun C1 kodlu
kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.
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SeqScape Software’inde T3 kodlu timér olgusunun analizi sonrasinda exon 9
bolgesinde c.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) mutasyonlari
tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlar TC3 numarali tiimor kontrol ve C3 kodlu

kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil 3.19.’da gosterilmistir.
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Sekil 3. 19. T3 kodlu tiimor olgusunun exon 9 bélgesinde tespit edilen mutasyonlarin TC1 kodlu
tiimor kontrol ve C3 kodlu kontrol grubuyla karsilastirllmis goriintiisii.

SeqScape Software’inde T4 kodlu tiimor olgusunun analizi sonrasinda exon 9
bolgesinde c¢.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTInsC (S553Thr) mutasyonlari
tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlar, C4 kodlu kontrol grubuyla

karsilastirilarak Sekil 3.20.’de gdsterilmistir.
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Sekil 3. 20. T4 kodlu tiimér olgusunun exon 9 bélgesinde tespit edilen mutasyonlarin C4 kodlu
kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.

SeqScape Software’inde T8 kodlu tiimor olgusunun analizi sonrasinda exon 9

bolgesinde ¢.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) mutasyonlart

tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlar, TC4 kodlu tiimor kontrol ve C6 kodlu

kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil 3.21.’de gosterilmistir.
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Sekil 3. 21. T8 kodlu tiimor olgusunun exon 9 bolgesinde tespit edilen mutasyonlarm TC4 kodlu
tiimor kontrol ve C6 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.
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SeqScape Software’inde T12 kodlu tiimdr olgusunun analizi sonrasinda Intron 9

bolgesinde ¢.1664+105 T>G mutasyonu tespit edilmistir. Tespit edilen bu mutasyon

TC6 kodlu tiimor kontrol ve C7 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil

3.22.’de gosterilmistir.
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Sekil 3. 22. T12 kodlu tiimor olgusunun intron 9 bolgesinde tespit edilen mutasyonun TC6 kodlu

tiimor kontrol ve C7 kodlu kontrol grubuyla karsilagtirilmis goriintiisii.

SeqScape Software’inde T14 kodlu timor olgusunun analizi sonrasinda exon 9

bolgesinde c.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) mutasyonlari

tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlar, TC9 kodlu tiimor kontrol ve C9 kodlu

kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil 3.23.’de gosterilmistir.

TUMOR

NORMAL
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Sekil 3. 23. T14 kodlu tiimér olgusunun exon 9 bolgesinde tespit edilen mutasyonlarin TC9
kodlu tiimor kontrol ve C9 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.
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SeqScape Software’inde T16 kodlu timér olgusunun analizi sonrasinda exon 9

bolgesinde c.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) mutasyonlari

tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlar, TC8 kodlu tiimoér kontrol ve C8 kodlu

kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil 3.24.’de gosterilmistir.
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Sekil 3. 24. T16 kodlu tiimér olgusunun exon 9 bolgesinde tespit edilen mutasyonlarin TC8

kodlu tiimor kontrol ve C8 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.

SeqScape Software’inde T17 kodlu timor olgusunun analizi sonrasinda exon 9

bolgesinde ¢.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) mutasyonlart

tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlar, TC11 kodlu tiimér kontrol ve C10 kodlu

kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil 3.25.’de gosterilmistir.
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Sekil 3. 25. . T17 kodlu tiimor olgusunun exon 9 bélgesinde tespit edilen mutasyonlarin TC11

kodlu tiimor kontrol ve C10 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.
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SeqScape Software’inde T18 kodlu timér olgusunun analizi sonrasinda exon 9
bolgesinde ¢.1624 G>A (E542K), ¢.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTinsC
(S553Thr) mutasyonlar1 tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlar, TC12 kodlu
timor kontrol ve Cl1 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil 3.26.’da

gosterilmistir.
TUMOR NORMAL NORMAL
€.1624 G>A €.1634 A>C
ES42K ES45A T8 Tc12 il

b oo b
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Sekil 3. 26. T18 kodlu tiimér olgusunun exon 9 bolgesinde tespit edilen mutasyonlarmm TC12
kodlu tiimér kontrol ve C11 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.
SeqScape Software’inde T22 kodlu timor olgusunun analizi sonrasinda exon 9
bolgesinde ¢.1634 A>C (E545A) ve ¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) mutasyonlart
tespit edilmistir. Tespit edilen mutasyonlar, TC15 kodlu tiimor kontrol ve C12 kodlu

kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil 3.27.’de gosterilmistir.

TUMOR NORMAL NORMAL

€.1634 A>C 122 TC15 2
E545A
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Sekil 3. 27. T22 kodlu tiimor olgusunun exon 9 bolgesinde tespit edilen mutasyonlarim TC15
kodlu tiimér kontrol ve C12 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.
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SeqScape Software’inde T28 kodlu timoér olgusunun analizi sonrasinda exon 9
bolgesinde ¢.1624 G>A (E542K) ve ¢.1664+105 T>G mutasyonlar tespit edilmistir.
Tespit edilen mutasyonlar, C13 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilarak Sekil
3.28.’de gosterilmistir.

TUMOR NORMAL

T ¢© G A AT CALC T o a6 t|llaree e »e
c.1624 G>A

T28 C13
E542K

€.1664+105 T>G T28 C13

Sekil 3. 28. T28 kodlu tiimér olgusunun exon 9 ve intron 9 bolgelerinde tespit edilen
mutasyonlarin C13 kodlu kontrol grubuyla karsilastirilmis goriintiisii.

3.7. Biyoinformatik Analiz

Deneysel asamalar sonucunda toplam 80 olgunun PIK3CA geninin exon 9 ve exon
20 bolgelerine ait 240 adet sekans dosyasi elde edilmistir. Elde edilen sekans
dosyalarinin mutasyon analizi SeqScape v.2.6 Software’inde yapilmistir. Software’in
mutasyon raporlama kisminda tespit edilen tekli niikleotid degisim bolgeleri yani
SNP bolgeleri daha sonra Sequencing Analysis v5.3.1 de ayrintili bir sekilde
incelenmistir. Incelenen bolgelerdeki niikleotid degisimleri ve bunun sonucunda
meydana gelecek olan amino asit degisimleri Ensembl ve NCBI veri tabanlarinda
NM_ 006218 genbank numarali PIK3CA gen sekansi iizerinde arastirilmigtir. Ayrica
amino asit degisimleri NP_006209 numarali referans sekansi iizerinde arastirilmustir.
Belirlenen mutasyonlar ve buna bagli olarak degisen amino asit sekanslar1 tespit

edilmistir.
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4. TARTISMA

Kolon ve rektum, sindirim sisteminin Onemli bir pargasi olan kalin bagirsagi
olusturur. Kalin bagirsak ¢ekum, kolon ve rektum olmak iizere 3 kisimdan meydana
gelir. Kolon yapisi ise ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon
olmak iizere 4 kisimdan olusmaktadir. Rektum ise sigmoid kolon ile aniis arasinda
yer almaktadir.

Hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi normalde viicut ihtiyacit dogrultusunda kontrol altinda
tutulurken, hiicrelerin bu kontrolden ¢ikarak biiyiime, bdliinme, ¢ogalma ve yayilma
yoluna girmesiyle tiimorler meydana gelmektedir. Bu tiimoérler iyi ve koti huylu
olmakla beraber kanser gelisiminde ko6ti huylu timorler 6n plandadir
(www.kanser.gov.tr). Kanser, anormal hiicre ¢ogalmasina yol agan hiicre biiyiimesini
ve farklilagmasini diizenleyen genin kontrolii ve aktivitesi ile iligkilidir. Bu kanserle
ilgili genlerin normal hiicre ¢ogalmasi iizerinde zit etkileri vardir ve bazen bu
genlerdeki degisiklikler kanser gelisiminde Onemli etkilere sahip olabilmektedir
(Weinberg., 1996).

Kolon ve rektum kisimlarindan herhangi birinde meydana gelen kanserlesme
kolorektal kanser olarak adlandirilmaktadir. Kolorektal kanser hem Bati hem de
Asya iilkelerinde en yaygin olarak goriilen malignitelerden biridir (Chen vd., 2014).
Kolorektal kanser 2012 yilinda diinya ¢apinda, erkeklerde iigiincii (746.000 vaka’da
%10), kadinlarda ise ikinci (614.000 vaka’da %9,2) en yaygin olarak goriilen kanser
tirli olmustur (Kawazoe vd., 2015). KRK, her yil 1 milyondan fazla yeni vaka ile
bati diinyasinda en sik olarak goriilen kanser tiirlerinden biridir. Primer kolorektal
tiimorlerin metastazi, dogrudan hastanin yagsami ile baglanti olup hasta 6liimlerinin

yaklagik olarak %90’ olusturmaktadir (Koelzer vd., 2015).

Kanserin molekiiler temelinin anlasilmasi adina tizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan
kanser tiirlerinden bir tanesi de kolorektal kanserdir ve bu kanser tiiriiniin heterojen
ve ¢ok karmagik bir kanser modeli oldugu belirtilmistir (Takayama vd., 2006).
Kolorektal karsinogenez, genetiksel yapidaki birden fazla molekiiler degisimin

meydana getirdigi karmasik bir karsinogenez modelidir.
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KRK gelisimi, diger kanser tiirlerinde oldugu gibi diizenleyici genlerin fonksiyonlari
tizerindeki degisiklikler ve genomik kararsizlikla iligkilidir (Ashktorab vd., 2010).
Kolorektal kanser gelisimi iizerinde etkili olan genetik faktorler hakkinda yapilan
caligmalar sonucunda, %35 oraninda bu faktorlerin kanser gelisiminde etkili oldugu
gosterilmistir (Lichtenstein vd., 2000). Kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %15’
ailesel, %10’u kalitimsal ve %75°1 ise sporadik olarak olusmaktadir (Lynch vd.,
2006).

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) hiicre proliferasyon, yayilma ve hayatta kalmasi
icin sinyal yollarinin baglatilmasinda kritik bir lipid kinazdir. Simf IA
fosfatidilinositol 3-kinazlar heterodimerik bir lipit kinaz ailesi olup farkli reseptor
tirozin kinazlara bir dizi yanmit olacak sekilde hiicre igerisindeki birgok siireci
diizenler (Hamilton vd., 2000). PI3K’lar hiicre proliferasyonu, hayatta kalmasi,
metabolizmast ve motilitesi dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel fonksiyonlari
diizenlemektedir (Foukas vd., 2006).

PIK3CA, 34 kb’lik bir gen olup 20 exondan olusur, 1068 amino asitten olusan
124kDa’luk pll0a proteinini kodlar ve 3.kromozomun  3q26.3 bolgesinde
lokalizedir (Ligresti vd., 2009). PIK3CA geni hiicre proliferasyonu, sagkalim,
cogalma, go¢ ve morfolojisi de dahil olmak flizere hiicresel yanitlart yoneten
PI3K’nin katalitik alt tinitesi olan p110a proteinini kodlar (Miled v., 2007; Bader vd.,
2006). Birgok raporda PIK3CA geni iizerinde exon 9 ve exon 20 bolgelerindeki
hotspot mutasyon bdlgeleri bildirilmistir (Samuels vd., 2004). p110a C-terminal
kinaz exon 20 tarafindan kodlanir ve bu alandaki mutasyonlar enzimatik aktiviteyi
uyarabilmektedir. p110a helikal domaini ise exon 9 tarafindan kodlanmaktadir ve bu
alandaki mutasyonlar p110a katalitik alt birim ve p85 N-terminal SRC Homoloji-2
(SH2) etki alani arasinda Onleyici etkilesimleri zayiflatir (Vogt vd., 2007; Zhao ve
Vogt, 2008; Huang vd., 2007). Otomatik DNA dizileme yontemleri kullanilarak,
PI3K genlerinin insan kanserinde mutasyona ugramis oldugu gosterilmistir (Ligresti
vd., 2009). Tiimorler genellikle genetik olarak etkilenmistir ve onkogenlerde somatik

mutasyonlar oldugu iyi bilinmektedir.
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PI3K / AKT sinyal yolu daha 6nceden karsinogenezise dahil olmustur; son birkag yil
icindeki kanitlar, insan kanserlerinde PI3K’1n katalitik alt birimi olan PIK3CA’nin
hayati bir rolii oldugunu Onermistir (Phillips vd., 2006; Barbareschi vd., 2007).
Literatiir taramalar1 sonucunda PIK3CA geninin ¢esitli insan kanseri tiplerinde
mutasyona ugradigi ve kanser gelisiminde etkili oldugu bulunmustur. Ayrica
PIK3CA mutasyonlarinin yogun olarak exon 9 ve exon 20 bolgelerinde kiimelendigi
bildirilmistir.

Bu bulgular sonucunda tez caligmasi kapsaminda, Mugla bolgesindeki kolorektal
kanserli hastalarda PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 onkojenik hotspot mutasyon
bolgelerinin  sikliginin  belirlenmesi ve kolorektal kanser gelisimi {izerindeki
etkilerinin arastirilmas1 amaglanmistir. Bu amagla birlikte bu tez ¢alismasinda Mugla
bolgesinde, Mugla Sitki Kogman Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne gelerek
kolorektal kanser tanis1 almig olan 30 adet hastaya ait parafin bloklara gomiilii doku
ornekleri kullanilmistir. Ayrica c¢alismada kontrol grubu olarak, bu 30 kolorektal
kanserli hastanin 20 tanesine ait saglikli kolon dokusu (tiimor kontrol grubu) ve 30
adet de kolonunda herhangi bir tiimorlesme olmayan hastalara ait parafin bloklara
gomiilii doku 6rnegi kullanilmistir. Calismada 30 adet tiimor, 20 adet tiimor kontrol
ve 30 adet de normal kontrol grubu olmak iizere 80 tane parafin bloklara gomiilii
doku 6rnegi kullanilmistir. 80 adet doku 6rneginden genomik DNA izolasyonu,
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit ile yapilmigtir. Daha sonra her bir DNA 6rneginde,
PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bdlgeleri ilgili primerler ile PCR’da
cogaltilmistir. Cogaltilan gen bolgelerine ait purifikasyon islemi ExoSAP enzimi ile
yapilmustir. 80 adet olguya ait 240 adet PCR iiriiniiniin daha sonra BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) kullanilarak
sekans PCR islemi gerceklestirilmistir. Sekans iirlinlerinin purifikasyon islemi
Sephadex ile yapildiktan sonra iiriinler, Sanger sekanslama metodu kullanilarak
Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazinda sekanslama islemine tabi
tutulmus ve ilgili gen bolgelerine ait DNA dizileri (sekans) cikarilmistir. 80 adet
olguya ait toplam 240 adet sekans dosyasi Applied Biosystems 3130xl Genetic
Analyzer cihazina ait Sequencing Analysis Vv.5.3.1 ve SeqScape Vv.2.6
Software’lerinde analiz edilerek PIK3CA genine ait exon 9 ve exon 20 bolgeleri

tizerindeki mutasyon bolgeleri tespit edilmistir.
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Daha sonra bu mutasyon bdlgelerindeki niikleotid degisimleri ile amino asit
degisimleri Ensembl ve NCBI veri tabanlarinda biyoinformatik analizler ile tespit

edilmistir.

Yapilan mutasyon ve biyoinformatik analizler sonucunda, 30 adet kolorektal tiimorlii
hastanin 12 tanesinin PIK3CA geninin exon 9 bdlgesinde anlamli mutasyonlar tespit
edilirken, exon 20 boélgesinde herhangi bir mutasyon tespit edilememistir. Ayrica
timor kontrol (TC) ve normal kontrol (C) gruplarinda yapilan analizler sonucunda
PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bolgelerinde herhangi bir mutasyon tespit
edilmemistir. Analizler sonucunda 1 hastada ¢.1571 G>A (R524K), 2 hastada c.1624
G>A (E542K), 3 hastada ¢.1664+105 T>G, 9 hastada ise ¢.1634 A>C (E545A) ve
¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) mutasyon birlikteligi tespit edilmistir (Sekil 4.1.).
Toplam 12 hastada tespit edilen mutasyonlar Cizelge 4.1.°de detayli olarak
verilmigtir. Ayrica bu 12 hastaya ait kolorektal tiimorlii kolon dokularinin,
hematoksilen eozin ile boyanmis preparatlarinin mikroskobik goriintiileri Sekil

4.2.°de verilmistir.
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Sekil 4. 1. Kolorektal tiimorlii 12 hastanin PIK3CA geninin exon 9 bélgesinde tespit edilen
mutasyonlarin dagilimi.
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Cizelge 4. 1. Kolorektal kanserli hastalarda tespit edilen mutasyonlar.

Ornek Yas/ Patoloji Bolge Niikleotid Protein Referans
Kodu Cinsiyet Numarasi

c.1571 G>A R524K  rs104885999

T1 73/38 Adenokarsinom  Exon 9 €.1634 A>C E545A 15121913274

c.1658 1659delGTInC  S553Th  rs587777795
r

Intron

T2 44/ 3 Adenokarsinom 9 €.1664+105 T>G - rs17849071

Exon 9 €.1634 A>C E545A  rs121913274

T3 75/4&  Adenokarsinom c.1658 1659delGTInC  S553Th  rs587777795
r

Exon 9 €.1634 A>C E545A  rs121913274

T4 72/3&  Adenokarsinom c.1658 1659delGTinC  S553Th  rs587777795
r

Exon 9 €.1634 A>C E545A  rs121913274

T8 60/%  Adenokarsinom c.1658 1659delGTinC  S553Th  rs587777795
r

Intron

T12 47/ 9 Adenokarsinom 9 €.1664+105 T>G - rs17849071

Exon 9 €.1634 A>C E545A 15121913274

T14 83/ 9 Adenokarsinom c.1658 1659delGTinC  S553Th  rs587777795
r

Exon 9 €.1634 A>C E545A 15121913274

T16 74/3&  Adenokarsinom ¢.1658 1659delGTInC S553Th  rs587777795
r

Exon 9 €.1634 A>C E545A 15121913274

T17 78134  Adenokarsinom c.1658 1659delGTInC  S553Th  rs587777795
r

€.1624 G>A E542K  rs121913273

T18 80/  Adenokarsinom Exon9 €.1634 A>C E545A  rs121913274

c.1658 1659delGTinC  S553Th  rs587777795
r

Exon 9 €.1634 A>C E545A 15121913274

T22 75/ %  Adenokarsinom c.1658 1659delGTinC  S553Th  rs587777795
r

Exon- c.1624 G>A E542K  rs121913273

T28 54/9Q  Adenokarsinom Intron €.1664+105 T>G - rs17849071

9
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Sekil 4. 2. PIK3CA geninde mutasyonlar tespit edilen kolorektal tiimorlii hastalara ait
hematoksilen eozin ile boyanmis preparatlarin mikroskobik goriintiisii.

12 kolorektal tiimorlii hastada tespit edilen mutasyonlarin kolon igerisindeki

dagilimlar1 gore Sekil 4.3.’de verilmistir.
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10 -

Sekil 4. 3. Kolorektal tiimérlii 12 hastanin exon 9 bélgesinde tespit edilen mutasyonlarin kolon
icerisindeki % dagilimi.

Zhu ve arkadaglar1 2012 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada 60 adet kolorektal kanserli
hastada PIK3CA gen mutasyon taramasi yaparak, mutasyonlarin yogun olarak exon
9 (13,3 %) ve exon 20 (8,3 %) bolgelerinde kiimelendigini ve normal dokularda
herhangi bir mutasyon olmadigini tespit etmislerdir. Exon 9 bolgesinde E545A ile
sonuglanan ¢.1633 G>A ve exon20 bolgesinde H1047 ile sonuglanan c.3140 A>G
mutasyonlarinin tanimlandigini bildirmiglerdir. Buna bagli olarak kolorektal kanserli
hastalarin metastatik lezyonlar1 arasinda PI3K proteininin ifadesinde farklilik
bulmuslardir. PI3K’nin pozitiflik oraninin, primer tiimorlere gore metastazda daha
yiiksek oldugunu ve bu durumun KRK gelisimi, ilerlemesi ve metastaziyla ilgili
olabilecegini ileri stirmiiglerdir (Zhu vd., 2012).

Omata ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklar bir ¢alismada PIK3CA mutasyonlarinin
lipid kinaz aktivitesi lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Fosfatidilinositol 3-kinazin
pl10a Katalitik alt birimi kodlayan PIK3CA genindeki mutasyonlart Kkolorektal
kanserli hastalarda taramislar ve tespit edilen mutasyonlarin ¢ogunun helikal domaini
kodlayan exon 9 ve kinaz domainini kodlayan exon 20 bolgesinde kiimelendigini

bildirmislerdir.
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Calisma sonucunda E542K, E545K ve H1047R ile sonuglanan hotspot mutasyonlarin

tiimiinde yiiksek enzimatik aktivite gézlemlemislerdir (Omata vd., 2005).

Campbell ve arkadaslar1 2004 yilinda, PIK3CA’nin tiim kodlayic1 ekzon
mutasyonlari i¢in, yumurtalik, gogiis ve kolorektal kanser olmak tizere toplamda 284
primer timor Ornegini taramislardir. Mutasyon durumu ve histolojik alt gruplar
arasinda agik bir iliski bildirilmesine ragmen primer epitelyal over kanserlerinde
sadece %6’lik bir somatik mutasyon bulundugu rapor edilmistir. Ek olarak,
kolorektal kanserlerde % 18 ve meme kanserlerinde % 40 PIK3CA mutasyon siklig1
bildirilmistir (Campbell vd., 2004).

Broderick ve arkadaglar1 285 beyin tiimdriinden; anaplastik oligodendrogliomlarda %
14, medulloblastomlar ve glioblastomalarida % 5 ve anaplastik astrositomlarda % 3

oraninda PIK3CA mutasyonlarini tespit etmislerdir (Broderick vd., 2004).

Oda ve arkadaslar1 66 endometriyal karsinom hastasinda PIK3CA geni iizerinde 24
(%36) mutasyon tespit etmisler ve yiiksek frekansli PIK3CA/PTEN mutasyonlarinin
bir arada oldugunu bildirmislerdir. PIK3CA mutasyonlarmin PIK3CA / PTEN
yolunda meydana getirdigi degisiklikler nedeniyle tiimor gelisiminde onemli bir rol
oynayabilecegini ve timorii olan hastalardaki PTEN mutasyon oraninin(%46)
tiimorii olmayan hastalardaki PTEN mutasyonlarina (%24) kiyasla daha sik oldugunu

bildirmislerdir (Oda vd., 2005).

Qiu ve arkadaglar yaptiklari bir ¢alismada bas ve boyun yass1 hiicreli karsinomlarda
(HNSCC) PIK3CA mutasyonlarini bildirmigler ve 38 HNSCC 6rneginde, PIK3CA
somatik mutasyonlarin %75'den fazlasinin helikal (exon 9) ve kinaz (exon 20)

domainlerde kiimelendigini rapor etmislerdir (Qiu vd., 2006).

Kozaki ve arkadaslar1 insan oral skuaméz karsinom (OSCC) hiicre hatlar1 ve primer
OSCC tiimorlerinde PIK3CA mutasyonlarini aragtirmis ve PIK3CA genindeki exon
9 ve exon 20 amplifikasyonlarinda mutasyonlar tespit etmislerdir. exon 9 ve exon 20
bolgelerindeki mutasyon oraninin OSSC hiicre hatt1 timorlerinde %21, OSSC primer
timorlerinde %7,4 oldugunu bildirmislerdir (Kozaki vd., 2006).
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Kolorektal kanserde PIK3CA mutasyonlart; lida ve arkadaslari tarafindan 164
hastada %12, Hsieh ve arkadaslar1 tarafindan 182 hastada %12, Whitehall ve
arkadaslar1 tarafindan 829 hastada %14, Tian ve arkadaglar tarafindan 381 hastada
%12, Liao ve arkadaslar1 tarafindan 1170 hastada %16, Garrido-Laguna ve
arkadaslari tarafindan 238 hastada %15, Ogino ve arkadaslari tarafindan 450 hastada
%18, Nosho ve arkadaslar1 tarafindan 590 hastada %15, Kato ve arkadaslar
tarafindan 158 hastada %11 oraninda bulduklarini bildirmislerdir (Rosty vd., 2013).

PI3K ile pl10a Katalitik alt birimi arasinda gen kopya sayisi siklikla yumurtalik
kanserlerinde artar, artan PIK3CA transkripsiyonu, p110a protein ekspresyonu ve
PI3K aktivitesi ile sonuglanir (Shayesteh vd., 1999).

PIK3CA mutasyonlar, AKT sinyal yolaginin aktivasyonunda ve kolorektal
karsinogenezde onemli bir rol oynamaktadir (Ogino vd., 2009). Son bulgular,
tiimorigenezinde PI3K katilimini desteklemektedir. PTEN mutasyonu ve agir1 Akt
gen amplifikasyonu igeren PI3K / Akt yolaginin sapkin bir aktivasyonu, ¢esitli insan
kanserlerinde rol oynar (Vivanco ve Sawyers, 2002; Luo vd., 2003). Baz
mutasyonlar p85 baglanma domaini ve C2 domainlerinde bildirilmesine ragmen,
insan kanserlerinde rapor edilen PIK3CA mutasyonlarinin ¢ogu helikal ve kinaz

domainleri {izerinde oldugu bildirilmistir (Samuels vd., 2004).

E542K ve E545K helikal domain hotspot mutasyonlari, yiiksek lipid kinaz aktivitesi
gostermektedir (Omata vd., 2005). Memeli hiicrelerinde, pl110a’nin monomer
aktivitesi 30 °C'de p85a tarafindan inhibe edilerek p110a stabil hale getirilir. Buna
karsilik p85a 37 °C'de pl10a tarafindan bir aktivator olarak kabul edilir ve lipid
kKinaz aktivitesinde artis meydana gelir (Yu vd., 1998).

Hotspot mutasyon olarak E542 ve E545 helikal domainde (exon 9), H1047 ise kinaz
domainde (exon 20) ¢ogunlukla bulunmustur. E542 ve E545 sik olarak Lizin’e
degistirilirken, H1047 ise siklikla Arjinin’e degistirilir. p110a ve p85a arasinda veya
pl10a kinaz domaini arasindaki ara yiizlerde, p85 kinaz aktivitesinin diizenlemesi ya
da enzimin katalitik aktivitesini etkileyen katalitik alt birim i¢inde ger¢eklesen
mutasyonlarin ¢ogu PI3K, pl10a katalitik alt birim ve p85a diizenleyici alt birim
arasindaki karmasik kristal yapiy1 ortaya ¢ikarmistir (Huang vd., 2007).
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Bu mutasyonlar, proteinin enzimatik fonksiyonunda bir artigina neden olarak birincil
tavuk embriyo fibroblastlart ve NIH3T3 hiicreleri i¢inde eksprese edildigi zaman,

onkojenik transformasyona neden oldugu gosterilmistir (Kang vd., 2005).

PI3K’in pl10a katalitik alt birimini kodlayan PIK3CA geninde gozlenen yliksek
frekansli somatik mutasyonlar siklikla helikal domaini kodlayan exon 9 ve kinaz
domaini kodlayan exon 20 iizerinde tespit edilmistir. Bu mutasyonlar tercihen yiiksek
Olclide korunmusg bolgeleri etkiler ve bu ylizden kritik fonksiyonel 6neme sahiptirler.
E542K, E545K ve H1047R mutasyonlari lipid kinaz ve gelismis enzimatik aktive
gostererek AKT nin yiiksek oranda fosforillenmesini saglarlar (Kang vd., 2005).

PIK3CA mutasyonlarinin % 80'inden fazlasi exon 9 (helikal domain) ve exon 20
(kinaz domain)’de meydana gelir. Molekiiler mekanizmalar tarafindan bu
mutasyonlarin kinaz aktivitesini artirarak PI3K’nin yapisinmi degistirdigi yogun
arastirma konusu olmustur. p110a alt birimi bes domainden meydana gelir: p85 alt
birimine baglanan bir adaptdr baglama domaini (ABD), bir Ras-baglama domaini
(RBD), bir C2 domaini, helikal domain ve bir kinaz domaini igerir. (\Vanhaesebroeck
ve Waterfield, 1999; Cantley, 2002). p110a helikal domaininde meydana gelen
onkogenik mutasyonlar (E542K ve E545K) ile ilgili olarak, bu mutasyonlarin p110a
helikal domain ve p85a domaini arasindaki nSH2 ara yiiziindede meydana geldigi
ileri siiriilmiistiir. Ayrica, biyokimyasal calismalar Glu542, Glu545, Lys379 ve
Arg340 amino asitlerinin p850 nSH2 domaininde etkilesim iginde oldugu
gosterilmis, bu bolgelerin mutasyona ugramasi durumunda katalitik alt birim
izerindeki diizenleyici birim olan p85a’nin yapisini degistirebilecegi ortaya

konmustur (Cantley, 2002).

PIK3CA aktif mutasyonlar1 kolorektum, mide, gogiis, beyin, yumurtalik, karaciger
ve akciger neoplazmalarinda bulunmustur (Samuels vd., 2004; Campbell vd., 2004).
Bu mutasyonlardan kodon 542 ve 545 exon 9 helikal domaini, kodon 1047 ise exon
20 kinaz domaininde olmak {izere 2 hotspot bolgede yogunlasmistir. Her iki bolge
mutasyonlarinda sonu¢ olarak ortotopik modellemelere gore hiicre hatlarinda
transformative enzim fonksiyonlarinda bir artis vardir (Guo vd., 2007; Samuels vd.,
2005).
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Kolorektal karsinomlar i¢in, PIK3CA mutasyon sikliginin % 7 - % 32 arasinda ve
exon 9 bolgesindeki G>A transversiyonlarinin en sik goriilenler oldugu bildirilmistir

(Nosho vd., 2008; Prenen vd., 2009; Herreros vd., 2011).

Samuels ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir caligmada 234 kolon kanser hastasinda %32
oraninda PIK3CA mutasyonu tanimlamiglar, bu mutasyonlarinda %47’sinin helikal
(exon 9) ve %33’linlin de kinaz (exon 20) domaininde tespit edildigini bildirmislerdir
(Samuels vd., 2004).

PIK3CA mutasyonu ve sagkalim arasindaki iliski, mutasyon tiirli veya hasta
grubundaki farkliliklar ile birlikte onceki calismalarda rapor edilmistir. lida ve
arkadaslar1 ile Kato ve arkadaglari tim PIK3CA mutasyonlariin tiim kolorektal
karsinomlarda kotii sag kalima, Liao ve arkadaslar1 exon 9 ve exon 20
mutasyonlarina sahip tiimorlerde kotii sag kalima, Farina Sarasquesta ve arkadaslari
sadece exon 20 mutasyonlarina sahip tiimorlerde koti sag kalima, Ogino ve
arkadaslar1 ise sadece yabanil tip KRAS mutasyonuna sahip tiimdrlerde kotii sag

kalima neden oldugunu rapor etmislerdir (Rosty vd., 2013).

E545A mutasyonu kolorektal kanser de dahil olmak iizere birgok kanser tipinde
bildirilmistir (Horn vd., 2008; Heartman vd.,2010; Lee vd., 2010). PIK3CA geninin
exon 9 bolgesi tizerindeki E545A ve S553Tfs mutasyon birlikteligi Cowden
sendromlu hastalarda bildirilmistir. Ayrica bu mutasyonlarin kinaz aktivitesinde bir
artisa neden oldugunu da bildirmislerdir (Orloff vd., 2013). Exon 9 helikal
domaininde yer alan R524K mutasyonu literatiirde kolorektal kanser ve orofaringeal
kanser hastalarinda tanimlanmis olup kinaz aktivitesi tizerine etkisi bilinmemektedir
(Berg vd., 2010; Chiosea vd., 2010). intron 9 bolgesi iizerindeki ¢.1664+105 T>G
hotspot mutasyonu ileri evredeki oral skuamdéz hiicreli karsinomlarda (OSCC)
bildirilmistir ( Shah vd., 2015). Pang ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada meme
timorlerinde c¢.1664+105 T>G mutasyonu, p53 protein birikimi ile iligkili
bulunmustur (Pang vd., 2014).

Bu tez calismasi sonucunda PIK3CA geninin exon 9 bolgesinde, 1 hastada ¢.1571
G>A (R524K) heterozigot, 2 hastada c.1624 G>A (E542K) heterozigot, 3 hastada
€.1664+105 T>G heterozigot, 9 hastada ise c.1634 A>C (E545A) heterozigot ve
¢.1658 1659delGTinsC (S553Thr) heterozigot mutasyon birlikteligi tespit edilmistir.
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Toplam 12 kolorektal tiimorlii vakada tespit edilen mutasyonlarin tamami helikal
domain (exon 9) iizerinde kiimelenmistir. Kinaz domaini (exon 20) iizerinde ise
herhangi bir mutasyon gézlemlenmemistir. Ayrica ¢alismaya alinan 20 tiimor kontrol
ve 30 normal kontrol olmak iizere toplam 50 adet kontrol grubunun exon 9 ve exon
20 bolgelerinde herhangi bir mutasyon gozlemlenmemistir. Tespit edilen
mutasyonlar kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda sadece tiimorlii olgularda
mutasyonlarin gozlemlenmesi bu mutasyonlarin somatik mutasyonlar oldugunu
gostermektedir. R524K mutasyonunda 524. kodonda arjinin amino asitinden lizin
amino asitine, E542K mutasyonunda 542. kodonda glutamik asitten lizin amino
asitine, E545A mutasyonunda 545. kodonda glutamik asitten alanin amino asitine ve
S553Thr mutasyonunda 553. kodonda serin amino asitinden treonin amino asitine bir
degisim vardir. ¢.1664+105 T>G mutasyonu ise intron 9 bolgesinde oldugundan

dolay1 amino asit iizerine bir etkisi yoktur.

Mutasyonlar sonucu bir kodondaki amino asit sekans degisikligi protein islevi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmast miimkiindiir. Bu mutasyonlarin biyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri ile ilgili daha fazla arastirma yapilmasi1 PIK3CA’nin kinaz
aktivitesindeki degisimlerin etkilerini aragtirmak i¢in énemlidir. Sonug¢ olarak Mugla
bolgesindeki kolorektal kanser hastalarinda PIK3CA gen mutasyon orant %40
seklinde bulunmustur (12/30). Buna bagl olarak bu calismanin bulgulari, PIK3CA
mutasyonlarinin Mugla Bolgesindeki kolorektal kanserli hastalarda sik oldugunu
gostermistir. Elde ettigimiz sonuglarin, literatiir taramalar1 sonucunda lipid kinaz
aktivitesini iizerinde artirici bir etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Sonucglarimiz,
kanserle iligkili PIK3CA mutasyonlarinin lipid kinaz aktivitesinin {ist regiilasyonu ile
tiimor olusumuna katkida bulundugunu gostermektedir. PIK3CA tarafindan kodlanan
p110a proteini PI3K sinyalizasyon yolagi i¢in 6nemli bir bilesendir. PIK3CA geninin
mutasyona ugramasi durumunda bu protein siirekli ifade edilerek PI3K sinyal
yolaginin siirekli aktif olmasina neden olmaktadir. Kolorektal karsinogenezde PI3K
sinyal yolagi en yaygin mekanizmalardan biridir. PI3K sinyal yolunun sik olarak
kolon kanser hiicrelerinde aktive oldugu oOnceki caligmalarla rapor edilmistir.
PIK3CA’da meydana gelecek olan mutasyonlar bu genin kodladigi p110a proteini
tizerinde etkili olmakla birlikte, kanser gelisimine de katki sagladig

diistiniilmektedir.
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Proteinlerin mutasyona ugramis formlar: tiimor hiicrelerine 6zeldir ve PIK3CA gibi
onkogenik potansiyeli olan mutasyona ugramis kinazlar, kanser tedavisi i¢in ideal
ilag hedefleridir. Bu PI3K kanser spesifik mutasyonlari, antikanser ilaglarlarinin
gelistirilebilmesi i¢in spesifik kiigiik molekiil inhibitorleri adina ideal bir hedef
olabilecegini kanitlamaktadir. PIK3CA geni tarafindan kodlanan p110a, hiicresel
fizyoloji i¢in kritik bir bilesen olup, mutasyona ugramis olmasi durumunda kiiciik
molekiil inhibitorleri ile PIK3CA’da ortaya ¢ikabilecek istenmeyen etkileri minimize
edebilir.
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EKLER

PIK3CA (Phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate 3-kinase catalitic subunit
alpha) Gen Sekansi (GenBank No: NM_006218)

TCTCCCTCGGCGCCGCCGCCGCCGCCCGCGGGGLCTGGGACCCGATGCGGTTAGAGCCGC
GGAGCCTGGAAGAGCCCCGAGCGTTTCTGCTTTGGGACAACCATACATCTAATTCCTTAA
AGTAGTTTTATATGTAAAACTTGCAAAGAATCAGAACAATGCCTCCACGACCATCATCAG
GTGAACTGTGGGGCATCCACTTGATGCCCCCAAGAATCCTAGTAGAATGTTTACTACCAA
ATGGAATGATAGTGACTTTAGAATGCCTCCGTGAGGCTACATTAATAACCATAAAGCATG
AACTATTTAAAGAAGCAAGAAAATACCCCCTCCATCAACTTCTTCAAGATGAATCTTCTT
ACATTTTCGTAAGTGTTACTCAAGAAGCAGAAAGGGAAGAATTTTTTGATGAAACAAGA
CGACTTTGTGACCTTCGGCTTTTTCAACCCTTTTTAAAAGTAATTGAACCAGTAGGCAACC
GTGAAGAAAAGATCCTCAATCGAGAAATTGGTTTTGCTATCGGCATGCCAGTGTGTGAAT
TTGATATGGTTAAAGATCCAGAAGTACAGGACTTCCGAAGAAATATTCTGAACGTTTGTA
AAGAAGCTGTGGATCTTAGGGACCTCAATTCACCTCATAGTAGAGCAATGTATGTCTATC
CTCCAAATGTAGAATCTTCACCAGAATTGCCAAAGCACATATATAATAAATTAGATAAAG
GGCAAATAATAGTGGTGATCTGGGTAATAGTTTCTCCAAATAATGACAAGCAGAAGTAT
ACTCTGAAAATCAACCATGACTGTGTACCAGAACAAGTAATTGCTGAAGCAATCAGGAA
AAAAACTCGAAGTATGTTGCTATCCTCTGAACAACTAAAACTCTGTGTTTTAGAATATCA
GGGCAAGTATATTTTAAAAGTGTGTGGATGTGATGAATACTTCCTAGAAAAATATCCTCT
GAGTCAGTATAAGTATATAAGAAGCTGTATAATGCTTGGGAGGATGCCCAATTTGATGTT
GATGGCTAAAGAAAGCCTTTATTCTCAACTGCCAATGGACTGTTTTACAATGCCATCTTA
TTCCAGACGCATTTCCACAGCTACACCATATATGAATGGAGAAACATCTACAAAATCCCT
TTGGGTTATAAATAGTGCACTCAGAATAAAAATTCTTTGTGCAACCTACGTGAATGTAAA
TATTCGAGACATTGATAAGATCTATGTTCGAACAGGTATCTACCATGGAGGAGAACCCTT
ATGTGACAATGTGAACACTCAAAGAGTACCTTGTTCCAATCCCAGGTGGAATGAATGGCT
GAATTATGATATATACATTCCTGATCTTCCTCGTGCTGCTCGACTTTGCCTTTCCATTTGCT
CTGTTAAAGGCCGAAAGGGTGCTAAAGAGGAACACTGTCCATTGGCATGGGGAAATATA
AACTTGTTTGATTACACAGACACTCTAGTATCTGGAAAAATGGCTTTGAATCTTTGGCCA
GTACCTCATGGATTAGAAGATTTGCTGAACCCTATTGGTGTTACTGGATCAAATCCAAAT
AAAGAAACTCCATGCTTAGAGTTGGAGTTTGACTGGTTCAGCAGTGTGGTAAAGTTCCCA
GATATGTCAGTGATTGAAGAGCATGCCAATTGGTCTGTATCCCGAGAAGCAGGATTTAGC
TATTCCCACGCAGGACTGAGTAACAGACTAGCTAGAGACAATGAATTAAGGGAAAATGA
CAAAGAACAGCTCAAAGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCAGG
AGAAAGATTTTCTATGGAGTCACAGACACTATTGTGTAACTATCCCCGAAATTCTACCCA
AATTGCTTCTGTCTGTTAAATGGAATTCTAGAGATGAAGTAGCCCAGATGTATTGCTTGG
TAAAAGATTGGCCTCCAATCAAACCTGAACAGGCTATGGAACTTCTGGACTGTAATTACC
CAGATCCTATGGTTCGAGGTTTTGCTGTTCGGTGCTTGGAAAAATATTTAACAGATGACA
AACTTTCTCAGTATTTAATTCAGCTAGTACAGGTCCTAAAATATGAACAATATTTGGATA
ACTTGCTTGTGAGATTTTTACTGAAGAAAGCATTGACTAATCAAAGGATTGGGCACTTTT
TCTTTTGGCATTTAAAATCTGAGATGCACAATAAAACAGTTAGCCAGAGGTTTGGCCTGC
TTTTGGAGTCCTATTGTCGTGCATGTGGGATGTATTTGAAGCACCTGAATAGGCAAGTCG
AGGCAATGGAAAAGCTCATTAACTTAACTGACATTCTCAAACAGGAGAAGAAGGATGAA
ACACAAAAGGTACAGATGAAGTTTTTAGTTGAGCAAATGAGGCGACCAGATTTCATGGA
TGCTCTACAGGGCTTTCTGTCTCCTCTAAACCCTGCTCATCAACTAGGAAACCTCAGGCTT
GAAGAGTGTCGAATTATGTCCTCTGCAAAAAGGCCACTGTGGTTGAATTGGGAGAACCC
AGACATCATGTCAGAGTTACTGTTTCAGAACAATGAGATCATCTTTAAAAATGGGGATGA
TTTACGGCAAGATATGCTAACACTTCAAATTATTCGTATTATGGAAAATATCTGGCAAAA
TCAAGGTCTTGATCTTCGAATGTTACCTTATGGTTGTCTGTCAATCGGTGACTGTGTGGGA
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CTTATTGAGGTGGTGCGAAATTCTCACACTATTATGCAAATTCAGTGCAAAGGCGGCTTG
AAAGGTGCACTGCAGTTCAACAGCCACACACTACATCAGTGGCTCAAAGACAAGAACAA
AGGAGAAATATATGATGCAGCCATTGACCTGTTTACACGTTCATGTGCTGGATACTGTGT
AGCTACCTTCATTTTGGGAATTGGAGATCGTCACAATAGTAACATCATGGTGAAAGACGA
TGGACAACTGTTTCATATAGATTTTGGACACTTTTTGGATCACAAGAAGAAAAAATTTGG
TTATAAACGAGAACGTGTGCCATTTGTTTTGACACAGGATTTCTTAATAGTGATTAGTAA
AGGAGCCCAAGAATGCACAAAGACAAGAGAATTTGAGAGGTTTCAGGAGATGTGTTACA
AGGCTTATCTAGCTATTCGACAGCATGCCAATCTCTTCATAAATCTTTTCTCAATGATGCT
TGGCTCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGATGACATTGCATACATTCGAAAGACCCT
AGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGAAACAAATGAATGATG
CACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAATTAAACAGCAT
GCATTGAACTGAAAAGATAACTGAGAAAATGAAAGCTCACTCTGGATTCCACACTGCAC
TGTTAATAACTCTCAGCAGGCAAAGACCGATTGCATAGGAATTGCACAATCCATGAACA
GCATTAGAATTTACAGCAAGAACAGAAATAAAATACTATATAATTTAAATAATGTAAAC
GCAAACAGGGTTTGATAGCACTTAAACTAGTTCATTTCAAAATTAAGCTTTAGAATAATG
CGCAATTTCATGTTATGCCTTAAGTCCAAAAAGGTAAACTTTGAAGATTGTTTGTATCTTT
TTTTAAAAAACAAAACAAAACAAAAATCCCCAAAATATATAGAAATGATGGAGAAGGA
AAAAGTGATGGTTTTTTTTGTCTTGCAAATGTTCTATGTTTTGAAATGTGGACACAACAAA
GGCTGTTATTGCATTAGGTGTAAGTAAACTGGAGTTTATGTTAAATTACATTGATTGGAA
AAGAATGAAAATTTCTTATTTTTCCATTGCTGTTCAATTTATAGTTTGAAGTGGGTTTTTG
ACTGCTTGTTTAATGAAGAAAAATGCTTGGGGTGGAAGGGACTCTTGAGATTTCACCAGA
GACTTTTTCTTTTTAATAAATCAAACCTTTTGATGATTTGAGGTTTTATCTGCAGTTTTGGA
AGCAGTCACAAATGAGACCTGTTATAAGGTGGTATTTTTTTTTTTCTTCTGGACAGTATTT
AAAGGATCTTATTCTTATTTCCCAGGGAAATTCTGGGCTCCCACAAAGTAAAAAAAAAAA
AAAATCATAGAAAAAGAATGAGCAGGAATAGTTCTTATTCCAGAATTGTACAGTATTCA
CCTTAAGTTGATTTTTTTTCTCCTTCTGCAATTGAACTGAATACATTTTTCATGCATGTTTT
CCAGAAAATAGAAGTATTAATGTTATTAAAAAGATTATTTTTTTTATTAAAGGCTATTTAT
ATTATAGAAACTATCATTAATATATATTCTTTATTTACATGATCTGTCCCATAGTCATGCA
TTGTTTTGCACCCCAAATTTTTTATTGTTCATAGCAGCATGGTCAGCTTTCTTCTTGATCTA
TAGATGAGGCTCAGGCACTATCCCATTTATACCAATAACCAGTGTATAACTACTTAAGGA
AAACATAAAAACTTCATCTTCTTTCCTTTTATTTCTTATGTGAATCTCCCGTCTTCCATTCT
CTTTTATAATTGAGAATGTCTCAATCATATGAAATTAGTTACCAGAATTAACACAATTTA
GACTATCTTCCTGATTCCTTAAACCCCTTTACTGAAGTATACTCATGAATAATACTTTAAA
ATATGGGGGAATAGAAACCATGAACTTTTTACCTTTTTAAACTATTTATCCATATCTCCAA
AGTAGAACATTAAACCATTTTAAGATATGTCTCATTCCCAAGTAGTCAGAGCTCACTCTC
CAACTTTATTAAATACTATTTGAGCACAGGACACATTCTTAAACATTTTGAAAAACATTA
ACCCAAGATGTAGAGGCTACTGCTAGTCGTCATTCTAGAATCTGATATTTTACTCTGTATT
TGAAATGAATGATTAATGTCCTAGGAAATTAGCTTTAGCAGATGTCCAGGTGCCACATCA
AAAAAGTGCAATAATTATTGACAGTTTTTTAGATTAGGCATATTATTGGAAAACAACTTT
ATAAAGAGTGAACATTGTATACTCTAGTAAAACAGCATCACTTTAAAAATATTCATTTAT
GAAATCTGTTACCTATAGTTGAAGTCTTGAGTAGTGAACAAGGGACTCTAATACCAATAC
TCTTAATATCTGGCTATTTTAGATCCCTTAAAGGGCATAATTATTGGAAATTTAGGTATTT
CACTAAAGCATGTATATAATATTGCCAACAAGAAAAGTAAATTTGAAGATTAAGGGAAC
TTACTTCTGCAAACTGTCTTGCGATAGTTAAGCAGAATTTAAACTCTGTTTTAAGCAGGA
AACCAGAAAGATTATTTTGCAGTTGTAGAAGATTTCATAACTTATTAAAACTTATTAACA
TTTTGTGTTGTTTAGATATAGGCAGTTGATACATACTAACATCCCAGCCTTTTCAATATCA
GGGTTAAATTATAGGAAAACTCAGTAAAATGGTACAAATCTGAAAGTTTGATGGTAGAA
ACTGAAGATTTAACAGAGAACTGTGTTTTACCCGAGTGCCAAAAATGCTGTGAGCCTCCT
TGCACAAAATTTATACCACTTTTGCATTTTTATCTATCAGTCCAGATAGTTGTCTCCCCTC
CTTCTCCCAGGACCTCTCCACCATTAAAATGCACAAACCACATGGCCGATTTCACCATTT
ACATTTATTTTCAAAAGTTACTACAACCAAATTAATTCTATTAGAAGAAATGTAGACAAA
TTCTATAAAGACTATAGATTGTGACCTAAGAAAGAAATGAGGCAAAGAACCAAACATTG
AATTAAATGCTACATGGGTGACTAAGATCTGTTTCAAGTCAGTGATAATATAGCCACTTC
TGGGTACTTCAGTATCAGAGATCAGTTCTCGTGGTTTAGACAGTTCCTATCTATAGCTGAC
TATCCTTGTCCTTGAATATGGTGTAACTGACTATTGGCTCTACAGTTTTATTGGGCCACTA
AGAAATATTTCCTTGAATAATTATTTTGAGAAAAAGTCTAAAAGTAATAAAAATAATTTT
AAACACACTGTAGTAAGAAATGACTGTTGGAAAATTATGCTTTCACTTTCTACCATATTC
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TCAGCTATACAAAACCATTTATTTTGAAGATTTTTAGACTACTGTTAATTTGAAATCTGTT
ACTCTTATTGTGGAATTTGTTTTTTTAAAAAAGATGTTTCTAATTGGATTTTTAAAAGAAG
AATGGAATTTGGTTGCTATTTTACAATAGAACCTAAGCTTTTTGTGGTTCTTAGTGTCCTA
TGTAAAACTTAGTGTCAAAGTAATCAACTTTGAGATTTTCCCTTCTATTCTGCTTTATATT
AAAAGCCCATTAGAAAATGGGAACCTGGTGAATATATAATGAATTGTAAAATATTTTAAT
GTGTAACTTTTTCAACTGTGAAACTGACTTGATTTTTTGATGAAAACAGCTGCTGATAAA
GTATTTTGTGTAAAGTGTAGTTCTTATTAATCAGGAAAATGATGACTTGATTAGACTGTAT
ATGCCCTCTTGGATTTTATTTTAAATGGATTGGTGACTTTCACATAGGTAAAACACAGTCC
ATCTGTATTCTTTTTTCCATCAAAAATCGAGTGATTTGGAATTATAAAAAAATTGTGAGC
AGCCTATTTGAAAGGCATCATGGAAATTTCACAGCACAATAACACGGATTTGTTTTTTCT
TAATGATGTAAATCCGTTTAATTCATACTTTGATCAATAGCCCATGCTTGCCAACTCTGAA
GAAATTTAATTTCCAGCAGTATTTTAAAGCTAGCCTGTTAACTTTTTCTGAATATTTAAAG
TTCCTCTTTTTTCTATGTCTGCACAAACTGCAGACCTGGGCTGGACCCACATACTCAAGAG
TCCACCTTAAGAAATTATTTTGATGTCCAAGACATCACTAAAATATTTAAGTTTAAAGAT
AATATGTGGTGTTAATAGATTGTGGTGCTTTTACTATTTAAAGACAACTTTCATACTTCAG
ATGTTTTTGAGAAGAGGGGAATGTGAGGGGAGGGGGCAGAACAGGGAGGAGTTGTTTGA
ATGAATTACATTCTTTATATCCATCCTGCTCATTTGGGGCATGTCTTTAAGAGAAGGCTGA
AAGTTGTGAGAGTATATTGTATACCGTAAGAGAATCAACTCTTCATCATGGATGGGATTG
TGAAGGCTGAACTATAAAATTCAGCATTGACAGCATCCTCAATTAATAATTCTTGGTGAC
AGAATAATACAGCTGGGCTGTTTTTTAAAATATAAACAATACCATTTTTAATTATTACATT
AAAAATTGTAAATATATCTATGTGCCATGGCCTGGGAAGCCTGCTTTCTTTTTTCATAAAA
ATTATTTTTACTGTATGAAAAGATCATGGGGTTTAGCTCAAAATATCTGTGGTCCTGATA
AAATTGGATTGGTAACTCTACCTCAGAAGGAAAATGGGAAAAAAAAATAGATGAGTCAC
AATTCAATACTTCAAGCTCAGAAACTGTGCAGATCACTGAATTTTAGATTTATAAAGTCA
GAGTTGGCATGCCTTGTTTTTAATGATATGGAAGACCTTAAGAAAAAAACTTGGCTGAAG
TTTAATCGTTGGTCCAGCCATTTGAAAAAGGCAATAGTTTGAGGAGGTTCCCGAATTCGG
CATTTGAAATTCATTTTGTTCTCTCTTCTTCATTATTAGTGCATTTGGTGTGTGTATACTTG
CACACAATTCTGTTTGTGTACACACTGCTTGCTTAGCCCTAGTCAAGAGGCATCTTTTATA
AAAGGTGTAAAGAAATATCAAGGTTCTAAAATTCGGAAGAGTTTAGAATTTATTAGGAG
TTTCCCAAGTTGGGATGTTAGTCTTTAAATAAACTTCATGCACCTATTCCACTTAAGGTTT
TGCACCTCCTTTTTATTAGTGCAGTGCCATTTCTTCTGCTTGATTTTAGGTATGTTAATATT
CCAGCCTTGCTAGTTAGCATAAAGTGACAGGTGTGAGCCATGAGGAAATTTTCTGACTTA
ATTTGTACACAACTACATATAAGAGTTTTAGTGGAGGAAAAAAATTAGTCCCTTGTGCGT
ATACAGTAGTTAGGTAAATGATTTTTCTACCAACAGTATACTCCATTCCTCATGTAGGTA
AGTACAGAAAAGGTTTTTAAATGTATTTTTTTAGCCAGTTAAAGTCTATGAATCTATCTGC
AACCTTATTTAATCTGTCACTATAATAATTTTGTGGTTATGCTAAGAACCATGTATACTTT
TAGGTATTCTTATTTTTGTCAATTTTTCTAGGTTGGCAAGGAGGCAGAAAACCTTCATTGT
TTCATATTAAAATATAATTAGACTAAACTTAATTCTAGTATGAATTTCCAAAATCATTATC
TATTTATTTCATTTTTATTTAATTTTGTTTTTATTTCATTTTTAAAAGTCCCTTGTTCAATTT
AACTTATGTTCCTAAGAGAGGTTGGAGAACTTGGCCTTCATCTGATTTCAAAAATGTTTT
GAGTTTCAAATGAAGTTAATGGTTTCAGTGTGATTCAGTCCTCAGACCTAATTGGGTTGA
ATAAAATCTAAAAGAATATACCCTTTTGGAGCATAACATTTTAATACCTTGGGGAATGTG
GCACTACCAAAAGAAGACTACTAACACGTCAGATGTTCACCTGGAAGCTTTATCAAGAA
ATTCGAACCACCCTTTTGGCCCCATTAATTGTAGCAAGTTTATTTCTCTATATTTTGTCATT
CAGTGAATTGAAGTCCTGTGGTATACTGCATTCATTAGAAGAAAAACGTTTTTAATGTCC
TTTTAATGATGGCCCAGAAAGCATTTGACACAGCAAGATGCATGTGTTACTATATTGAGA
ATATAGAATAATAACAGTATCACTAAATTTAAGACCTCTTCCCAGTCTTGCTGTTCCTAGC
AAGAAGTTTGGCCTGTGACTGCACTTACTGTTTATGCTCATCAGAAACTGTCAATGTCTG
CTTTTCTTTAACTCTGCAGTCTGTAACATCACGCTGTTTATTAAAAAAAAAAAGAAAAAT
TAAAAAAAAAAAA
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