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ÖZET 

MUĞLA BÖLGESİNDEKİ KOLOREKTAL KANSER HASTALARINDA 

PIK3CA GENİNDEKİ BAZI BÖLGELERİN MUTASYON ANALİZİ  

 

Taner KAYNAR 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Bekir ÇÖL 

Eylül 2016, 108 sayfa 

 

Kalın bağırsak, sindirim sisteminin önemli pir parçası olup çekum, kolon ve rektum 

yapılarından meydana gelmektedir. Kolon ve rektum kısımlarından herhangi birinde 

meydana gelen kanserleşme, kolorektal kanser (KRK) olarak adlandırılmaktadır. 

KRK, dünya çapında hem erkek hem de kadınlarda en sık olarak görülen kanser 

türlerinden bir tanesi olmuştur. Kanserin moleküler temelinin anlaşılması adına 

üzerinde en çok çalışma yapılan kanser türlerinden biri de kolorektal kanserdir. 

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) hücre proliferasyon, yayılma ve hayatta kalması 

için sinyal yollarının başlatılmasında kritik bir lipid kinaz ailesidir. Fosfatidilinositol 

4,5- bisfosfat 3-kinaz katalitik alt ünite alfa (PIK3CA), 34 kb’ lik bir gen olup 20 

exondan oluşmaktadır. Ayrıca 1068 amino asitten oluşan 124kDa’luk p110α 

proteinini kodlar ve 3.kromozomun  3q26.3 bölgesinde lokalizedir. 

Yapılan birçok çalışmada PIK3CA geni üzerindeki bölgeleri, hotspot mutasyon 

bölgeleri olarak tanımlanmıştır. p110α proteinin helikal domaini exon 9 tarafından 

kodlanırken kinaz domaini ise exon 20 tarafından kodlanmaktadır. Literatür 

taramaları sonucunda PIK3CA geninin çeşitli insan kanseri tiplerinde mutasyona 

uğradığı ve kanser gelişiminde etkili olduğu bulunmuştur. Ayrıca PIK3CA 

mutasyonlarının yoğun olarak exon 9 ve exon 20 bölgelerinde kümelendiği 

bildirilmiştir. Bu tez çalışması kapsamında, Muğla bölgesindeki kolorektal kanserli 

hastalarda PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 onkojenik mutasyonlarının 

belirlenmesi ve kolorektal kanser gelişimi üzerindeki etkilerinin tartışılması 

amaçlanmıştır. 

Bu çalışmada Muğla Sıtkı Koçman Eğitim ve Araştırma Hastanesi’ne gelerek 

kolorektal kanser tanısı almış olan 30 adet hastaya ait parafin bloklara gömülü doku 

örnekleri kullanılmıştır. Ayrıca çalışmada kontrol grubu olarak, bu 30 kolorektal 

kanserli hastanın 20 tanesine ait sağlıklı kolon dokusu (tümör kontrol grubu) ve 30 

adet de kolonunda herhangi bir tümörleşme olmayan hastalara ait parafin bloklara 

gömülü doku örneği kullanılmıştır. Toplamda 80 adet parafine gömülü doku 

örneğinden genomik DNA izolasyonu yapılmıştır.  
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Daha sonra her bir DNA örneğinde, PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bölgeleri, 

ilgili primerler ile PCR’da çoğaltılmıştır. 80 adet örneğe ait 240 adet PCR ürününün 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanılarak sekans PCR işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Sekans PCR ürünleri, Sanger sekanslama metodu kullanılarak 

Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazında sekanslama işlemine tabi 

tutulmuş ve ilgili gen bölgelerine ait DNA dizileri çıkarılmıştır. 240 adet sekans 

dosyası Sequencing Analysis v.5.3.1 ve SeqScape v.2.6 Software’lerinde analiz 

edilerek PIK3CA genine ait exon 9 ve exon 20 bölgeleri üzerindeki mutasyon 

bölgeleri tespit edilmiştir. Daha sonra bu mutasyon bölgelerindeki nükleotid 

değişimleri ile amino asit değişimleri Ensembl ve NCBI veri tabanlarında 

biyoinformatik analizler ile tespit edilmiştir. 

Bu tez çalışması sonucunda, PIK3CA geninin exon 9 bölgesinde, 1 hastada c.1571 

G>A (R524K) heterozigot, 2 hastada c.1624 G>A (E542K) heterozigot, 3 hastada 

c.1664+105 T>G heterozigot, 9 hastada ise c.1634 A>C (E545A) heterozigot ve 

c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) heterozigot mutasyon birlikteliği tespit edilmiştir. 

Toplam 12 kolorektal tümörlü vakada tespit edilen mutasyonların tamamı helikal 

domain (exon 9) üzerinde kümelenmiştir. Kinaz domaini (exon 20) üzerinde ise 

herhangi bir mutasyon gözlemlenmemiştir. Ayrıca çalışmaya alınan 20 tümör kontrol 

ve 30 normal kontrol olmak üzere toplam 50 adet kontrol grubunun exon 9 ve exon 

20 bölgelerinde herhangi bir mutasyon gözlemlenmemiştir. Tespit edilen 

mutasyonlar kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında sadece tümörlü olgularda 

mutasyonların gözlemlenmesi bu mutasyonların somatik mutasyonlar olduğunu 

göstermiştir. Çalışma sonucunda PIK3CA mutasyonlarının sıklığı %40 oranında 

bulunmuştur. Bu durum, literatürdeki oranlara kıyasla Muğla Bölgesindeki 

kolorektal kanserli hastalarda PIK3CA mutasyonlarının daha sık olduğunu 

göstermiştir. Tespit edilen mutasyonlardan E545A ve E542K mutasyonlarının, 

literatür taramaları sonucunda lipid kinaz aktivitesi üzerinde artırıcı bir etkisi olduğu 

bildirilmiştir. E545A ve S553Thr mutasyon birlikteliği de Cowden Sendromu olarak 

bildirilirken, R524K ve c.1664+105 T>G mutasyonlarının lipid kinaz aktivitesi ile 

ilişkisinin bilinmediği rapor edilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, PIK3CA, Mutasyon, Sanger Sekanslama 
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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 (PI3K) 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 α protein of 124kDa and is localized on the 3q26.3 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 p110α 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 Muğla 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 Muğla Sıtkı Koçman 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. 
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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 3130xl 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 c.1571 

G>A (R524K) heterozygote mutation in 1 patient, c.1624 G>A (E542K) 

heterozygote mutation in 2 patients, c.1664+105 T>G heterozygote mutation in 3 

patients and c.1634 A>C (E545A) heterozygote mutation together with 

c.1658_1659delGTİnsC (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 

Muğla 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 c.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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1. GİRİŞ 

1.1. Kolon Hakkında Genel Bilgi 

Kolon ve rektum, sindirim sisteminin önemli bir parçası olan kalın bağırsağı 

oluşturur. Kalın bağırsak çekum, kolon ve rektum olmak üzere 3 kısımdan meydana 

gelir (Şekil 1.1.). Ortalama 1,5 m kadar olan kalın bağırsak, ileumun bitiminden 

anüse kadar uzanır ve sindirim sisteminin 1/5’ini oluşturur. Kalın bağırsağın son 20 

cm’lik kısmı rektum olarak adlandırılırken, buradan ince bağırsağa kadar olan kısmı 

ise kolon olarak adlandırılır. Rektum, dışkının atılmadan önce son olarak tutulduğu 

yer olup, sigmoid kolon ile anüs arasına yerleşmiştir.  Kolon ile rektumun birleştiği 

nokta sigmoid kolon olarak adlandırılır. İnce bağırsak ile kolonun birleştiği bölge ise 

çekum olarak isimlendirilir ve bu kısım 4-8 cm uzunluğunda, 7,5-8,5 cm genişliğinde 

olup kolonun en geniş kısmını oluşturur. Kısmi olarak sindirilmiş besin maddeleri 

ince bağırsaktan sonra kolona girer. Kolon bu besin maddelerinden su ve mineralleri 

ayırarak dolaşım sistemine kazandırırken geri kalan kısımları ise anüsten atılmak 

üzere bünyesinde depolar. Kolon; çıkan kolon, transvers kolon, inen kolon ve 

sigmoid kolon olmak üzere 4 kısımdan meydana gelir. Çıkan kolon 15 cm 

uzunluğunda olup, çekumdan hemen sonraki kısımdır. Karın içerisinde sağ iliak 

bölge ile sağ lumbal bölge arasında yer alır. Transvers kolon, yaklaşık 50 cm 

uzunluğunda olup hepatik fleksura ile splenik fleksura arasında yer alır ve üzeri 

periton ile örtülü durumdadır. İnen kolon,  transvers kolon ile sigmoid kolon arasında 

bulunur ve yaklaşık 25 cm uzunluğundadır. Sigmoid kolon, yaklaşık 40 cm 

uzunluğunda olup inen kolon ile rektum arasındaki bölgede bulunur. 
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Şekil 1. 1. Kolon yapısının anatomik görünümü. 

1.2. Kolorektal Kanser Hakkında Genel Bilgi 

Kolorektal kanser (KRK), kalın bağırsak kanseri olarak da adlandırılmakla birlikte 

kalın bağırsak ve rektumda görülen malign yani kötü huylu tümörlerin oluşumu 

anlamına gelmektedir. Kanser oluşumu hücre içerisinde başlar. Hücre büyümesi ve 

çoğalması, normalde vücudun ihtiyacı doğrultusunda kontrol altında bulunmaktadır. 

Hücrelerin bu kontrolden çıkarak büyüme, bölünme ve çoğalmaya gitmesiyle 

tümörler meydana gelir. Bu tümörler iyi veya kötü huylu olabilmektedir. Kanser 

gelişiminde ise kötü huylu tümörler ön plandadır. 

Kolonda meydana gelen kansere kolon kanseri, rektumda meydana gelen kansere ise 

rektum kanseri adı verilirken bu organlardan herhangi birindeki kanser oluşumu 

kolorektal kanser olarak adlandırılır. Kolon ve rektum kanserleri bu organların iç 

yüzeyini çevreleyen hücrelerden gelişmektedir (T.C. Sağlık Bakanlığı, Türkiye Halk 

Sağlığı Kurumu Kanser Daire Başkanlığı, www.kanser.gov.tr). 

 

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


3 
 

1.2.1. Epidemiyoloji 

Kolorektal kanser, görülme sıklığı bakımından tüm kanserler arasında hem 

kadınlarda hem de erkeklerde 3. sırada yer almaktadır. Dünyada kolorektal kanser 

yüz binde 20’lerde iken, Avrupa ortalaması yüz binde 37, Türkiye’de ise yüz binde 

17’lerdedir. KRK, erkeklerde 24,4/100.000, kadınlarda ise 15,3/100.000 sıklıkta 

görülmektedir (www.kanser.gov.tr). Dünyada her yıl yaklaşık 1 milyon yeni vaka 

teşhis edilmekle birlikte kolorektal kansere bağlı 500.000 ölüm bildirilmektedir. 

Dünya sağlık örgütü kayıtlarına göre her yıl teşhis konulan yeni vaka sayısı 800.000 

civarındadır. 2003 yılında Amerika Birleşik Devletleri’nde 147.500 yeni kolorektal 

kanser vakası tespit edilmiş (105.500 kolon, 42.000 rektal kanser) ve kolorektal 

kanser nedeniyle 57.000 ölüm bildirilmiştir. Bu sayı tüm kanser ölümlerinin %10’u 

gibi büyük bir bölümünden sorumludur. Başka bir yönden bakıldığında ABD de 

yaşayan insanların yaklaşık %5’i hayatları boyunca kolorektal kansere yakalanma 

riski taşımaktadır. Erkek/kadın oranı 1,3’dür. Bazı yayınlarda her iki cins arasında 

eşit dağılım olduğu bildirilmektedir (Dobrucalı, 2003). 2016 yılı içerisinde şuana 

kadar tespit edilen kolorektal kanser vaka sayısı 134.490 olup bunlardan 70.820’si 

erkek, 63.670’i ise kadındır. 2016 yılı içerisinde kolorektal kanser nedeniyle 

bildirilen ölüm sayısı 49.190 olup bunlardan 26.020’si erkek, 23.170’i ise kadındır 

(www.cancer.org). 

Kolorektal kanser hem Batı hem de Asya ülkelerinde en yaygın olarak görülen 

malignitelerden biridir. KRK’de epigenetik ve genetik değişiklikler birçok 

kanserojenin birikmesi sonucu ortaya çıkar (Chen vd., 2014). Kolorektal kanser en 

sık görülen üçüncü kanser türüdür ve İsveç’deki kanser ölümlerinin en yaygın ikinci 

nedenidir. Kolon ve rektumda tümör hücrelerinin yayılması, tümör için bir ön koşul 

oluşturduğu gibi, kanserden ölüm nedeni olarak da kabul edilebilir (Birgisson vd., 

2015). 

Kolorektal kanser, her yıl 1 milyondan fazla yeni vaka ile batı dünyasında en sık 

olarak görülen kanser türlerinden biridir. Primer kolorektal tümörlerin metastazı, 

doğrudan hastanın yaşamı ile bağlantılıdır ve hasta ölümlerinin yaklaşık %90’ını 

oluşturmaktadır. KRK’li hastaların yaklaşık olarak yarısı cerrahi ve çok modelli 

tedavi ile tedavi edilebilir ancak tedavi seçenekleri özellikle metastatik hastalarda 

sınırlıdır.  
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Bu durum, erken evredeki hastalarda % 90, bölgesel lenf nodu metastazı olan 

hastalarda %65 ve metastatik hastalarda %10’dan daha az olduğu gösterilmiştir 

(Koelzer vd., 2015). 

Kolorektal kanser 2012 yılında dünya çapında, erkeklerde üçüncü (746.000 vaka’da 

%10), kadınlarda ise ikinci (614.000 vaka’da %9,2) en yaygın olarak görülen kanser 

türü olmuştur (Kawazoe vd., 2015).  KRK, dünyada en sık görülen üçüncü kanser 

türüdür ve kanserden ölüm nedenleri arasında ikinci sırada gelir. KRK, Malezya’da 

da aynı artış eğilimini göstermiş ve hem erkek hem de kadınlarda görülen en yaygın 

ikinci kanser türü olmuştur (Tahir vd., 2015). 

1.2.2. Histoloji 

Kolonun ortasında bulunan lümen, 4 adet tabakayla çevrili durumdadır. Bu tabakalar 

dıştan içeriye doğru mukoza, submukoza, muskülaris propria ve seroza şeklinde 

sıralanmıştır (Şekil 1.2.). Mukoza tabakası; epitelyum, kan ve lenf damarlarınca 

zengin lamina propria ve muskülaris mukozadan oluşur. Submukoza, kan ve lenf 

damarlarınca zengin olup submukozal sinirler içeren gevşek bir bağ dokusudur. 

Muskülaris propria tabakası, sirküler ve longitudinal kas tabakasından oluşur. Bu iki 

kas tabakası arasında kan ve lenf damarlarınca zengin olan gevşek bağ dokusu ile 

Auerbachi sinir pleksusu vardır. Seroza; kan, lenf ve yağ dokusu bakımından zengin 

olup, ince ve gevşek bağ dokuyla örtülü durumdadır. Kalın bağırsağın rektum kısmı 

villus içermez. İntestinal bezler çok sayıda goblet ve emici hücre ihtiva eder. Emici 

hücreler düzensiz yapıda mikrovillüsler içerirler. Bu hücreler su emilimini ve dışkı 

kıvamını oluşturlar, aynı zamanda da mukus salgılarlar. Lamina propria lenf 

hücreleri ve nodüller bakımından zengindir. Lenfoid doku miktarının fazla ve yoğun 

olması ortamdaki bakteri popülasyonu ile ilişkilidir. 
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Şekil 1. 2. Kolon duvarının histolojik görünümü (www.wordpress.com). 

1.2.3. Etiyoloji 

Kolorektal kanserin tam olarak nedeni bilinmemek ile birlikte bu kanser gelişiminde 

birçok faktör rol oynamaktadır. Bu faktörler arasında; çevresel faktörler, yaş, diyet, 

adenom ve karsinom öyküsü, inflamatuvar bağırsak hastalığı olanlar ve aile öyküsü 

gibi birçok faktör etkili olabilmektedir (Kuşakçıoğlu, 2003). Kolorektal kanserler 

hem kalıtsal hem de sporadik olarak ortaya çıkarlar. Kolorektal kanser gelişiminde 

genetik ve çevresel faktörler ile birlikte prekanseröz hastalıklar da rol oynamaktadır 

(Büyükdoğan, 2009). 

Sporadik kolorektal kanser vakalarının %20’sinde aile öyküsü saptanmaktadır. 1. 

derece akrabasında kolorektal kanser bulunan insanlarda kolorektal kanser gelişme 

riski 2-3 kat, 1.derece akrabasında iki veya daha fazla kolon kanser hastası bulunan 

insanlarda ise bu riskin 3-4 kat daha fazla olduğu bildirilmiştir. Akrabalar içerisinde 

45 yaşından önce kolorektal kanser tespit edilenlerde risk artarken, 60 yaşından sonra 

tespit edilenlerde ise bu risk azalmaktadır.  
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Klinik olarak kolorektal kanser vakalarının %75’i 50 yaş üzerindeki insanlarda 

görülürken, ailede kolorektal kanser öyküsü olmayan 50 yaş üzeri insanların 

hayatları boyunca kolon kanserine yakalanma oranı %5 civarındadır (Dobrucalı, 

2003). 

Kolorektal kanser her yaşta görülebilmesine rağmen en fazla 50 yaşından sonra 

gözlenmektedir. Kolorektal kanser görülme yaşı ortalama olarak 63’dür. Kolon 

kanseri görülme sıklığı bakımından kadınlarda daha yüksek iken rektum kanseri ise 

erkeklerde daha sık görülür. Kolorektal kanser tanılarının yaklaşık olarak %90’ı 50 

yaşından sonra konulur. Bunun sebebi olarak, yaş ilerledikçe kolon yapısında 

meydana gelen mutasyonların artması gösterilmektedir (Hawk vd., 2002). 

Kolorektal kanserlerin büyük bir çoğunluğunun kolonda daha önceden bulunan bir 

adenom zemininden geliştiği kabul edilir. Kolorektal kanser gelişme riski kolondaki 

adenom sayısı ve büyüklüğü ile doğru orantılıdır. Bu adenomlar benign yani iyi 

huylu tümörler olup displastik kalın bağırsak epiteli ve stroma içerirler. Benign 

tümörlerin sayıları değişebilmektedir. 50 yaş altındaki hastalarda sık görülmeyen bu 

tümörlerin 70 yaş üzeri hastalarda görülme sıklıkları %53-63 arasındadır.(Dobrucalı, 

2003; Pedro vd., 2005; Bozfakıoğlu ve Müslümanoğlu, 1997). 

Adenom yapıları boyutlarına, yapısal oranlarına (tubüler, villöz, tubülovillöz), 

makroskopik görünümlerine (düz, saplı, sesil) ve displazi derecelerine göre (hafif, 

orta, ağır) sınıflandırılabilirler. Genel olarak çıkarılan adenomatöz poliplerin %65-

%80’i tubüler, %10-25’i tubülovillöz ve %5-10’u ise villöz adenomlardır (Kodner 

vd., 2003). 

Kolorektal kanserde normal bağırsak mukozasından adenom, adenomdan ise kanser 

gelişme süreci değişkenlik gösterir. Adenomdan-karsinoma dönüşüm süreci olan 

adenokarsinomda kolon mukozası çeşitli evrelerden geçerek sonuçta kanserleşmiş bir 

yapı oluşturur. Çeşitli faktörler normal kolon epitelini uyararak bölünmekte olan 

farklılaşmamış hücrelerin kriptlerden ayrılarak villusların yüzeyine geçmesine neden 

olurlar. Villus yüzeylerine geçen bu hücrelerin sürekli olarak çoğalması sonucunda 

polip yani adenom yapıları oluşur (Şekil 1.3.). Hücre çoğalması ile birlikte kolon 

içerisindeki bez yapıları normal yapılarının dışına çıkar.  
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Bu düzensiz hücre büyümeleri zamanla muskülaris mukozayı geçerek submukozayı 

invaze eder ve bunun sonucunda invaziv kanser gelişir (Kodner vd., 2003). Çeşitli 

radyolojik çalışmalar, poliplerin kansere 10 yıl gibi bir süre içerisinde dönüştüğünü 

ortaya koymuştur. Endoskopik olarak normal bir kolon içerisinde yeni bir polip 

oluşumunun 5 yıl, adenomdan displazi gelişiminin 2,5-3 yıl ve displaziden sonra 

invaziv kanser gelişiminin de 3 yıl kadar sürdüğü tahmin edilmektedir (Dobrucalı, 

2003). 

 

Şekil 1. 3. Kolorektal kanserde kolon içerisinde oluşan polipler (www.gastromedicine.com). 

Kolorektal kanser görülme sıklığı bölgelere göre değişkenlik gösterdiğinden dolayı 

çevresel faktörler bu bakımdan önemlidir. Genetik olarak kanser gelişimine duyarlı 

olan kişilerde diyet ve çevresel faktörler karsinogenezde etkili olabilmektedir. Yağ 

ve kalori oranı düşük, fiber oranı yüksek olan diyet ile beslenenlerde kolorektal 

kanserin yarı yarıya daha az görüldüğü, yüksek oranda yağ alımının kolorektal 

kanser gelişimini kolaylaştırdığı görülmüştür. Hayvansal yağların yüksek oranda 

tüketimi, kırmızı etin balıketi ve beyaz ete göre daha fazla tercih edilmesi kolorektal 

kanser gelişiminde etkilidir. Yüksek miktarda vücuda alınan yağ, karaciğerde 

kolesterol ve safra asidi sentezini uyarır ve bu sayede sterollerin kolona geçişi 

artmaktadır. Kolon içerisinde yaşayan bakteriler sterol yapıdaki bu bileşikleri 

sekonder safra asitlerine ve diğer toksik metabolitlere dönüştürürler. Serbest yağ 

asitleri ile safra asitleri muhtemelen ornitin dekarboksilaz ve siklooksijenaz 

enzimlerinin aktivitesini artırarak kolon epiteli üzerindeki hücre proliferasyonunu 

hızlandırmaktadır (Dobrucalı, 2003). 

İnflamatuvar bağırsak hastalığı, gastrointestinal kanalın iltihaplanması yani 

inflamasyonu sonucu ortaya çıkar. Kronik ülseratif kolit ve Crohn hastalığı olmak 

üzere iki adet formu bulunur (Şekil 1.4.).  
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Ülseratif kolit, kolonu rektumdan başlayarak proksimale kadar sağlam kısım 

bırakmadan tutan kronik inflamatuvar bir hastalıktır. Crohn hastalığı ise ağızdan 

anüse kadar sindirim kanalı boyunca segmenter tarzda aralarda sağlam bölgeler 

bırakarak tutan kronik inflamatuvar bir hastalıktır (Griffiths vd., 2000). İnflamatuvar 

bağırsak hastalığı bulunan kişilerin kolonunda adenokarsinom oluşma riski daha 

fazladır. Bu hastalarda kolorektal kanser riski hastalığın süresi ve yaygınlığı ile 

doğru orantılı olarak artmaktadır.  

Bu hastalarda kanserleşme oranı %3-8 arasındayken, hastalığın başlangıcından 10 yıl 

sonra %10, 25 yıl sonra ise %30 civarlarında seyretmektedir (Ekbom vd., 1990). 

Ülseratif koliti bulunan hastalarda, hastalığın başlangıcından itibaren 8. yıla 

ulaşmasıyla birlikte kolorektal kanser riski artmaya başlarken hastalığın 20. yılında 

bu risk oranı %25’e kadar çıkabilmektedir. 30 yıldan beridir bu hastalığa sahip 

pankolitli bireylerde kolorektal kanser gelişme riski ise %35 civarlarındadır 

(Dobrucalı, 2003). Bu anlamda hastalığın kolondaki yayılımı önemli bir faktördür. 

Crohn hastalığına sahip bireylerde kolorektal kanser gelişme riski normal topluma 

göre daha erken yaşlarda başlamaktadır. 

 

Şekil 1. 4. Crohn hastalığı ve ülseratif kolitin kolon içerisindeki şematik gösterimi (Kumar ve 

Michell, 2010). 
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1.3. Kolorektal Kanserlerde Histopatoloji 

Adenokarsinom ve müsinöz adenokarsinom tüm kanserlerin %90-95’ ini oluşturur. 

Müsinöz adenokarsinomlar %15’lik oranla en yoğun olarak sağ kolonda görülürken 

%10 oranında da rektumda görülmektedir. Müsinöz adenokarsinomlarda tümör 

dokusunun %50’sinden fazla bir oranda hücre dışına atılan müsin gözlenmektedir 

(Hamilton ve Aaltonen, 2000). 

Kolorektal kanserlerin büyük bir kısmı rektum ve sigmoid kolonda görülür. 

Kolorektal kanser riski düşük olan ülkelerde kolorektal kanser çekum ve çıkan 

kolonda daha fazla görülürken, kolorektal kanser riski fazla olan ülkelerde ise 

rektosigmoid bölgede daha fazla görülür (Fenoglio vd., 1999; Christine vd., 2005). 

  

 

Şekil 1. 5. Kolorektal kanserin kolon içerisindeki dağılımı (Dobrucalı, 2003). 
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Kolorektal tümörler %55-60 oranında rektosigmoid kolonda, %25 oranında inen 

kolonda, %5 oranında transvers kolonda, %15 oranında ise çıkan kolonda görülür 

(Şekil 1.5.). İlerleyen yaşlarda sağ kolon tümörleri daha sık görülmekle olup 

divertiküloz hastalığı ile birlikte seyretmektedir (Topuz ve Aykan, 1998). Kolorektal 

kanserlerde dünya sağlık örgütünün (WHO) histolojik tiplendirme ve 

sınıflandırılması Çizelge 1.1.’de verilmiştir. 

Çizelge 1. 1. Kolorektal kanserlerde dünya sağlık örgütünün (WHO) histolojik tiplendirme ve 

sınıflandırması (ICD-O: Uluslararası hastalık sınıflandırması-onkoloji). 

 

Histolojik Tip 

 

ICD-O Kodu 

 

Tanım 

Tümör 

Derecelendirme 

(G1-G4) 

 

Düşük/Yüksek 

Adenokarsinom 8140/3 Bez epiteli 1-3 D/Y 

Müsinöz 

adenokarsinom 

8480/4 %50’den fazla hücre 

dışı müsin yapımı 

3 Y 

Taşlı-yüzük 

hücreli karsinom 

8490/3 %50’den fazla taşlı 

yüzük hücresi 

3 Y 

Yassı hücreli 

karsinom 

8070/3 Büyük oranda yassı 

hücre diferansiyonu 

1-3 D/Y 

Adenoskuamoz 

karsinom 

8560/3 Adenokarsinom ve 

yassı hücre 

karsinomun 

komponenti birlikte 

 

1-3 

D/Y 

 

Medüller 

karsinom 

 

8510/3 

 

Büyük atipik malign 

hücre adaları 

çevresinde veya 

içinde çok belirgin 

lenfosit infiltrasyonu 

  

Diferansiye 

olmayan 

karsinom 

8020/3 Farklılaşmaya işaret 

edecek özellik 

göstermeyen 

 

4 

 

Y 
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1.3.1. Adenokarsinom 

Kolorektal kanserlerde kolon tümörlerinin yaklaşık olarak %90-95’i 

adenokarsinomlar oluştururlar. Adenokarsinomlar tümör hücrelerinin farklı boyut ve 

şekillerde adenoid yapılar oluşturması ile karakterizedir. Bu bağlamda 

adenokarsinomlar, adenoid oluşumu ve yaygınlığına bağlı olarak iyi diferansiye 

(grade 1), orta derecede diferansiye (grade 2) ve az diferansiye (grade 3) olmak üzere 

3 grupta (Şekil 1.6.) sınıflandırılır (Hamilton ve Aaltonen, 2000). Bu sınıfların her 

biri ise grade olarak isimlendirilir. Bu gradelerin dışında nadiren de olsa sarkom ve 

lenfomalar gibi nonepitelyal tümörlerde görülebilmektedir (Küpelioğlu, 2004; 

Doğusoy, 2003). Gradeleme işlemi tümör dokusundaki tübül oluşumlarının 

dereceleri ve hücresel dizilimler baz alınarak yapılır. Kolorektal kanserli hastaların 

%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 şeklindedir (Küpelioğlu, 2004). 

Grade 1 karsinomlar mikroskopik olarak incelendiğinde adenoma epiteline benzerler, 

hücreler uniform tipte olup polarite kaybı minimal düzeydedir veya polarite kaybı 

yoktur (Kumar vd., 2000). Grade 2 karsinomlarda tübüler yapılar basit veya 

kompleks olabileceği gibi hafif düzensiz şekillidir. Polarite kaybı hafif veya orta 

düzeydedir. Grade 3 karninomlarda ise glandüler ve tübüler yapılar tamamen ortadan 

kalkmış durumdadır ve polarite kaybı çok yüksektir (Bacon ve Eisenberg, 1971). 

Müsinöz karsinomlar ve taşlı yüzük hücreli karsinomlar grade 3 olarak kabul edilirler 

(Küpelioğlu, 2004). Histolojik gradelerin sağkalımda etkili olduğu belirlenmiştir 

(Sökmen, 2004). 

 

Şekil 1. 6. Kolorektal adenokarsinomlarda grade aşamaları  (G1: Grade 1 (İyi diferansiye), G2: 

Grade 2 (Orta derece diferansiye), G3: Grade 3 (Az diferansiye) ) (www.cancer.org). 
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1.3.2. Müsinöz adenokarsinom 

Kolorektal kanserlerde müsinöz adenokarsinom, geniş bir alanda ekstraselüler olarak 

müsin sekresyonu gösteren tümör hücrelerinden meydana gelir (Şekil 1.7.). Müsinöz 

adenokarsinomda müsin sekresyonu ekstraselüler alanın en az %50’sini 

oluşturmaktadır.  

Kolorektal kanserlerin yaklaşık olarak %15’ini müsinöz adenokarsinomlar oluşturur 

ve konvensiyonel adenokarsinomlara göre daha kötü prognoz göstermektedir. 

Müsinöz adenokarsinomlar daha çok rektumda görülür. Olguların bazılarında 

ekstraselüler alan dışında intraselüler alanda da müsin sekresyonu 

gözlenebilmektedir. Bu durum ise taşlı yüzük görünümlü hücre oluşumlarına neden 

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

 

Şekil 1. 7. Müsinöz tipte adenokarsinomun histopatolojik görünümü. 
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1.3.3. Taşlı yüzük hücreli karsinom 

Sitoplazma içerisinde fazla miktarda müsin birikimi hücre çekirdeğini merkezden 

hücre kenarına doğru iter. Bu durum sonucunda oluşan hücreler taşlı yüzük hücreleri 

olarak adlandırılır (Şekil 1.8.). Bu hücreler içerisinde müsin varlığı %50’den fazla bir 

miktardadır. Bu hücreler çoğunlukla gland oluşturmazlar ve diffüz yayılma 

gösterirler.  

Taşlı yüzük hücreli karsinomlar, diğer tümörlere nazaran daha agresif ve daha kötü 

prognozdur. Peritoneal yüzey, lenf nodları ve overe metastaz yapma eğilimindedir 

(Jass, 2000). Nadir görülmelerine karşın genellikle genç yaştaki hastalarda 

görülürler. Müsinöz adenokarsinomlar ile taşlı yüzük hücreli adenokarsinomlar grade 

3 yani az diferansiye olarak kabul edilirler. 

 

Şekil 1. 8. Taşlı yüzük hücreli adenokarsinomun histopatolojik görünümü. 
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1.3.4. Küçük hücreli karsinomlar 

Küçük hücreli akciğer kanserinde olduğu gibi histopatojik olarak kolorektal kanserde 

de aynı özellikleri taşıyan bir adenokarsinom tipidir. Küçük hücreli karsinomlar 

(Şekil 1.9.) kolorektal kanserde %1’den daha az bir oranda görülürler. Bu karninom 

tipi kötü prognoz olmakla birlikte lenf nodu ve karaciğer metastazı göstermektedir. 

 

Şekil 1. 9. Küçük hücreli karsinomun histopatolojik görünümü. 

1.3.5. Undiferansiye karsinomlar 

Tümörü meydana getiren hücreler glandüler ve daha az görülen diferansiye tümör 

hücrelerine benzemezler. Undiferansiye karsinomlar, kolorektal karsinomların 

yaklaşık %1’lik gibi bir kısmını oluştururlar. Bu karsinomdaki hücrelerin sınırları 

belirgin, tek dize şeklinde, orta veya küçük büyüklükte olup nukleusludur (Şekil 

1.10.). 
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Şekil 1. 10. Undiferansiye karsinomun histopatolojik görünümü. 

1.3.6. Skuamöz/adenoskuamöz karsinomlar 

Nadir olarak görülen bir karsinom tipidir. Skuamöz (Şekil 1.11.)  ve adenoskuamöz 

(Şekil 1.12.) hücreli tümörler, tüm kolorektal tümörlerinin %0.05-0.10’unu 

oluşturduğu düşünülmektedir (Smith vd., 1990). Adenoskuamöz hücreli karsinomlar 

kadın ve erkekte eşit oranlarda görülürken, skuamöz hücreli karsinomlar kadınlara 

oranla erkeklerde 2 kat daha fazla görülmektedir (Lafreniere ve Ketcham, 1985). 

Ülseratif kolit, radyasyon uygulanmış bağırsak, kolo-kutanöz fistül varlığı, 

schistosomiasis ve kolon duplikasyonları gibi durumlarda skuamöz hücreli 

karsinomlar daha sık görülmektedir (Beaton vd., 1981). 
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Şekil 1. 11. Skuamöz hücreli karsinomun histopatolojik görünümü. 

 

Şekil 1. 12. Adenoskuamöz hücreli karsinomun histopatolojik görünümü. 
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1.4. Kolorektal Kanser Karsinogenezi 

Kolorektal karsinogenez, kolon mukozası içerisinde aşırı hücre çoğalması ile polip 

oluşumlarını, bu poliplerin gelişimleriyle birlikte noninvaziv lezyonlara, daha 

sonrada invaziv ve yayılma (metastaz) özelliğine sahip tümör hücrelerine 

dönüşümlerini içerir. Kolorektal kanserler, normal dokularda büyüme ve gelişmeyi 

kontrol altında tutan moleküler mekanizmaların bozulmalarına yol açan genetiksel 

yapıdaki değişikliklerin birikimleri sonucunda oluşmaktadır. Kanserin moleküler 

temelinin anlaşılması adına üzerinde en çok çalışma yapılan kanser türlerinden bir 

tanesi de kolorektal kanserdir ve bu kanser türünün heterojen ve çok karmaşık bir 

kanser modeli olduğu belirtilmiştir (Takayama vd., 2006). Karsinogenezdeki 

değişiklikler, hücre büyümesi ve apoptozis arasındaki dengeyi etkileyen ve 

histopatolojik incelemeler sonucunda tespit edilemeyen hassas ve önemli 

biyokimyasal olaylardan meydana gelmektedir.  

Kolorektal karsinogenez, genetiksel yapıdaki birden fazla moleküler değişimin 

meydana getirdiği karmaşık bir karsinogenez modelidir. KRK gelişimi, diğer kanser 

türlerinde olduğu gibi düzenleyici genlerin fonksiyonları üzerindeki değişiklikler ve 

genomik kararsızlıkla ilişkilidir (Ashktorab vd., 2010). Epitel hücrelerinin neoplazik 

sürece girerek tümör oluşturabilmesi için gerekli olan genetik değişimler temel 

olarak iki mekanizma ile açıklanmıştır. Bu mekanizmalardan ilki, allelik kayıplar ve 

anöploidi ile karakterize olan kromozomal değişiklikler (genomic instability) iken 

ikincisi DNA yapısındaki bazı mutasyonlar sonucunda ortaya çıkan değişikliklerdir 

(microsatellite instability MSI). Genomik kararsızlık, yeterince mutasyona uğramış 

olan bir hücrenin tümör hücresine dönüşümüne uygun bir zemin oluşturarak adenom 

ve karsinom oluşumlarında önemli bir rol oynamaktadır. 

Normal kolon mukozasında adenomatöz poliplerden kolorektal kansere dönüşüm 10 

yıldan fazla bir sürede gerçekleşir. Adenomdan kolorektal karsinomaya dönüşüm 

sürecinde, genetik düzeydeki değişiklikler Fearon ve Vogelstein tarafından ortaya 

atılan çok basamaklı karsinogenez modeline uyum göstermektedir (Şekil 1.13.).  
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Vogelstein tarafından önerilen modele göre, genetik lezyonlardaki bir dizi birikim ile 

adenomdan karsinomaya geçiş, kolorektal kanserin temelini oluşturur ve biyolojik 

davranış ağırlıklı olarak mutasyon sayısına göre etkilenir. Araştırmacıların 1988 

yılında öne sürdükleri bu model ile kolorektal kanser karsinogenezinde rol oynayan 

moleküler düzeydeki değişimlere yer verilmiştir. Bu modele göre,  

1- Kolorektal tümörler, onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu ve tümör baskılayıcı 

genlerin mutasyonel inaktivasyonu sonucunda meydana gelirler. 

2- Malign yani kötü huylu tümör oluşumu için en az 4 veya 5 genin mutasyonu 

gerekir. Daha az sayıdaki mutasyonlar ancak benign yani iyi huylu tümör oluşumları 

ile sonuçlanır. 

3- Genetik değişimlerin bir sıra içerisinde birbirini takip eden olaylar sonucu 

oluştuğu kabul görmekteyse de tümör yapılarının biyolojik özelliklerinin 

belirlenmesinde bu genetik değişimlerin birikimi, oluşum sırasından daha önemlidir. 

4- Mutant yapıdaki bir tümör baskılayıcı gen, heterozigot bir ortamda bulunduğunda 

bile fenotipik özelliğini gösterme gayreti içerisindedir (Vogelstein vd., 1988). 

Bu model bundan sonra yapılacak olan bilimsel çalışmalara ışık tutmakla birlikte 

özellikle Familial Adenomatous Polyposis (FAP) ve Hereditary Non Polyposis 

Colorectal Cancer (HNPCC) gibi kolorektal kansere genetik yatkınlık oluşturan bu 

iki hastalığın aydınlatılmasını sağlamıştır. 

 

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

Kolorektal kanserde genetik yapıdaki değişiklikler hastalığın fenotipini 

etkilemektedir. KRK’de genetik faktörler, adenomatöz polip oluşumunda, 

gelişiminde ve yayılmasında etkili rol oynamaktadır. Kolorektal kanserin genetik 

temelinin aydınlatılması adına çok sayıda moleküler genetik çalışma yapılmış ve hala 

daha yapılmaktadır. Kolorektal kanser gelişimi üzerinde etkili olan genetik faktörler 

hakkında yapılan çalışmalar sonucunda, %35 oranında bu faktörlerin kanser 

gelişiminde etkili olduğu gösterilmiştir (Lichtenstein vd., 2000). 

Kolorektal kanserlerin yaklaşık olarak %15’i ailesel, %10’u kalıtımsal ve %75’i ise 

sporadik (Şekil 1.14.)  olarak oluşmaktadır (Lynch vd., 2006). Kolorektal kanserlerde 

yaklaşık olarak %25’lik gibi bir oran birinci derece akrabasında KRK öyküsü olan 

kişilerde görülmektedir (Hemminki ve Eng, 2004). Birinci ve ikinci derece 

akrabalarında KRK öyküsü olan bir kişinin sporadik olarak KRK’ye yakalanma riski 

yüksektir (Fuchs vd., 1994). Ayrıca 50 yaşından önce KRK tanısı alan hastaların 

birinci derece akrabalarında KRK’ye yakalanma riski daha da yüksektir. Olguların 

çoğunda kolorektal kanser bazı genlerdeki somatik mutasyonlar sonucunda oluşurlar. 

Bu mutasyonlar, gerçekleştiği genler ve bu genlerin moleküler mekanizması 

açısından farklılık gösterirler. Genetik açıdan riskli olan gruplar, ailesinde KRK 

öyküsü olan gruplar ile KRK tanısı almış bir kişinin yakınında bulunan gruplar 

kolorektal kanser gelişimine yatkın oldukları için sıkı takip edilmelidirler. 

 

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

Tüm kolorektal kanserlerin yaklaşık olarak %1’lik gibi bir kısmını oluşturur. Otuzlu 

yaşlara kadar kolon içerisinde gelişen bu polipler cerrahi olarak çıkarılmaz ise %100 

olarak kolorektal kanser gelişmektedir (Burt vd., 1995). Ailesel adenomatöz 

polipozis, otozomal dominant bir kalıtım gösterir. Kolon içerisinde yerleşmiş 

yüzlerce premalign adenomatöz polip ile karakterize bir hastalıktır (Rosai, 2004). 

Kolonda yerleşik olarak bulunan bu polipler normalde malign özellikler taşımazlar 

ancak sıklıkla bir veya birkaçı daha sonra invaziv kansere dönüşürler. FAP ile aynı 

özelliğe sahip, FAP’in varyantı olan Turcot, Gardner, Oldfield ve Peutz 

Sendromları’nda da kolon içerisinde yüzlerce sayıda adenomatöz polip oluşumu söz 

konusudur. Bu sendromlar ile birlikte gelişen kolorektal kanserler, sporadik 

kanserlere göre daha genç yaşlarda ortaya çıkmaktadır (Ahsan vd., 1998). 

FAP, adenomatöz polipozis coli (APC) genindeki germ-line mutasyonlar sonucunda 

oluşan otozomal dominant geçişli bir hastalıktır ve klasik formunda 100 ile 1000 

arasında kolorektal adenomatöz polip ile karakterizedir (Jung vd., 2016). Adenom 

gelişimi çocukluk ve ergenlik döneminde başlar, tedavi edilmediği takdirde ise 

malign forma dönüşür ve genellikle 35-36 yaş ortalaması ile kanser başlar (Scott vd., 

2016). Kolorektal kanser hastalarında en sık ölüm nedeni FAP olup desmoid 

tümörler ikinci sıradadır. Kolorektal kanser gelişimini önlemek için FAP’li 

hastalarda kolorektal mukozanın profilaktik olarak çıkarılması önerilmektedir (Jung 

vd., 2016).  

APC genindeki mutasyonlar FAP’in genetik temeli olarak bulunmuştur ve 

keşfedilmesinden bu yana 1500’den fazla patojenik mutasyon bildirilmiştir 

(Fokkema vd., 2011; Stenson vd., 2009). Bu mutasyonlar, kolon içerisindeki normal 

epitel hücrelerinde meydana gelir. FAP’li bireylerin yaklaşık %80-90’ında APC gen 

mutasyonu tanımlanmıştır. APC, çok işlevli bir tümör baskılayıcı protein olup bu 

gendeki mutasyonlar KRK ilerlemesine katkıda bulunmaktadır (Miyoshi vd., 1992; 

Powell vd., 1992). APC geni 5. kromozomun uzun kolunda 5q21 bölgesinde 

lokalizedir. APC geni Wnt sinyalizasyon yolağında görevli bir gen olup β-katenin 

adlı onkojenik göreve sahip proteinin düzenleyicisidir.  
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Wnt sinyalizasyon yolu (Şekil 1.15.) aktive olduğu zaman hücre proliferasyonu 

artarken inaktive olduğu zaman azalmaktadır. Plazma membranında Wnt ligand 

aktivasyonuna yanıt olarak, APC β-katenin kompleksini etkinleştirerek çekirdekte 

birikmesine neden olur. Bu durum hücre proliferasyonunu ve göçünü teşvik eden gen 

ağı aktivasyonuna yol açar (Yamulla vd., 2014). 

β-katenin hücre çekirdeği içerisinde çeşitli transkripsiyon faktörleri ile etkileşime 

girerek bazı genlerin aşırı ekspresyonu yol açar ve bunun sonucunda hücre büyüme 

ve bölünmesini tetikler. APC geninde meydana gelen mutasyonlar, bu genin Wnt 

sinyalizasyon yolağı üzerindeki düzenleyici etkisini ortadan kaldırır ve sonuç olarak 

düzensiz hücre büyümesi gerçekleşir. Bu sayede kolorektal kanser gelişimi hızlanmış 

olur. 

 

Şekil 1. 15. Wnt/ β-katenin sinyalizasyon yolağı (www.wormbook.com). 
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1.5.2. Kalıtsal non-polipozis kolorektal kanser (Hereditary Non-Polyposis 

Colorectal Cancer, HNPCC) 

Kalıtsal non-polipozis kolorektal kanser, literatürde Lynch Sendromu olarak da 

adlandırılmaktadır. HNPCC, tüm kolorektal kanserlerin %2-4’ünden sorumludur. 

HPCC de, FAP gibi otozomal kalıtım göstermektedir. Lynch sendromu, en sık olarak 

görülen kolorektal kanser sendromu olup, kanser vakalarının yaklaşık %3’ünden 

sorumludur (Hampel vd., 2008). Lynch sendromu, DNA tamir genlerindeki (MMR-

Mismatch Repair) somatik mutasyonlar nedeniyle bazlar arasındaki yanlış eşleşmeler 

sonucunda oluşmaktadır (Stoffel ve Kastrinos, 2014). 

Non-polipozis olmasının nedeni, HNPCC’li hastalarda kolon içerisinde en fazla 100 

adet polip gözlenmesidir. Bu durum hastalığın erken yaşlardaki en önemli fenotipik 

özelliğidir. Bu polipler erken yaşlarda sağ veya proksimal kolonda yerleşmiş olarak 

bulunurlar. FAP’li bireyler kolon içerisinde yüzlerce adenomatöz polip bulunmasına 

rağmen HNPCC’ li bireylerde bu sayı en fazla 100’dür. HNPCC’li hastalarda 

karsinom gelişiminin sebebi adenomatöz polipler değildir. Bu hastalarda kanser, 

DNA replikasyonu sırasında hayati öneme sahip olan DNA tamir genlerindeki 

mutasyonlar nedeniyle gelişmektedir (Şekil 1.16.). Bu mutasyonlar sonucunda DNA 

tamir mekanizmasında bozulmalar meydana gelir. Bu durumda DNA tamir sistemi 

işlevini yerine getiremez, bu da MSI sonucuna neden olur. Temel unsur MMR 

genlerdeki mutasyonlar iken, kanser gelişiminin nedeni MSI’dır (Büyükdoğan, 

2009). Bu genler, replikasyon sırasında yanlış eşleşmiş baz çiftlerini tespit ederek, 

yanlış eklenen bazları zincirden koparır ve yerine doğru bazları ekleyerek onarım 

işlemi yapmaktadır. Mutasyonlar sonucu HNPCC ye neden olan başlıca DNA tamir 

genleri; MLH1, MSH2, MLH3, MSH6, PMS1, PMS2 ve TGBR2 genleridir. Bu 

genlerdeki mutasyonlar sonucunda gelişen HNPCC otozomal olarak yeni nesillere 

kalıtılmaktadır. 

Lynch Sendromu’nun 2 alt grubu bulunmaktadır. Bunlar; 

Lynch I: Kolon dışı tutulum yoktur. Tümör genellikle erken yaşlarda (ortalama 45) 

başlar ve %70 oranında proksimal kolona tutunmuş durumdadır. 
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Lynch II: Kolon dışı tutulum gösteren bir tümör grubuna sahiptir. Başta 

endometrium, over, üreter/renal pelvis, mide, ince bağırsak, hepatobiliyer sistem 

olmak üzere kolon dışı tutulum göstermektedir (Hamilton vd., 2000). HNPCC, 

sporadik kansere göre daha erken yaşlarda ortaya çıkar ve bu yaş grubu erkeklerde 

ortalama 39 iken kadınlarda ortalama 37’dir (Fenoglio vd., 1999). 

 

Şekil 1. 16. HNPCC’ye neden olan DNA tamir genlerindeki mutasyonlar ve yaklaşık oranları 

(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) hücre proliferasyon, yayılma ve hayatta kalması 

için sinyal yollarının başlatılmasında kritik bir lipid kinazdır. Sınıf IA 

fosfatidilinositol 3-kinazlar, heterodimerik bir lipit kinaz ailesi olup farklı reseptör 

tirozin kinazlara (RTK) bir dizi yanıt olacak şekilde hücre içerisindeki birçok süreci 

düzenler (Hamilton vd., 2000). PI3K’ların hem lipid hem de protein kinaz aktiviteleri 

bulunmaktadır. PI3K’lar hücre proliferasyonu, hayatta kalması, metabolizması ve 

motilitesi dahil olmak üzere çeşitli hücresel fonksiyonları düzenlemektedir (Foukas 

vd., 2006). Fosfatidilinositol 3-kinazlar, p110α katalitik alt birimi ile p85 düzenleyici 

alt biriminden meydana gelen lipid kinazlardır (Vanhaesebroeck ve Waterfield, 

1999). PI3K’nın katalitik alt birimi olan p110α, hücre içerisinde hücresel büyüme 

sinyallerini aktarmasıyla çok önemli bir role sahiptir (Foukas vd., 2006). Aynı 

modüler protein-protein etkileşimi alanları p85 ve aktive edilmiş reseptör tirozin 

kinazlara bağlı p110α bağlantılıdır (Escobedo vd., 1991). PI3K/ AKT sinyalizasyon 

yolağı, çeşitli reseptör tirozin kinazlar için EGFR, FGFR gibi genler içermektedir. 

Bunun yanında RAS gen ailesi, PIK3CA, p85, PTEN, PDK1/2, AKT ve mTOR gibi 

efektör genlerde içermektedir. PI3K’lar, birden fazla alt birimden oluşurlar ve 

izoformları ile üç sınıfa ayrılan büyük ve karmaşık bir aileden meydana gelirler 

(Fruman vd., 1998; Vanhaesebroeck vd., 2001). PI3K’lar, fosfatidilinositol-3,4,5 

trifosfat (PI(3,4,5)P3) üretilmesinden sorumludur ve bu serin treonin kinaz AKT 

aktivasyonu için gereklidir. Bu mekanizma hangi hücrenin hayatta kalacağını 

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

Memeli hücrelerinde PI3K’nın üç sınıfa ayrılan çoklu izoformları bulunmaktadır 

(Şekil 1.17.). Sınıf I PI3K’lar, yapıları ve aktivasyon durumları göz önünde 

bulundurulduğunda Sınıf IA ve Sınıf IB şeklinde iki alt gruba ayrılmaktadırlar.  
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Sınıf IA enzimleri regülatör alt birim; p85α, p85β, p85γ ve intron kesim varyantları 

p55α ve p50α ile katalitik alt birim; p110α, p110β ya da p110γ’nın 

heterodimerleridir. Sınıf IA PI3K’lar, heterodimerik bir yapıya sahip olup p110a 

katalitik alt birimi ile p85 düzenleyici adaptör alt birimlerinden meydana gelirler. 

Katalitik alt birimlerin p110α, p110b, p110d ve p110g şeklinde 4 adet izoformu 

bulunmaktadır. Sınıf IA PI3K’lar öncelikle hücre içerisinde tirozin kinaz aktivitesi 

olan reseptörlerin, o biyokimyasal yolaktaki sinyallerini düzenlemek ve reseptörlerle 

ilişkili olmayan tirozin kinazlara bağlanmakla ilişkilendirilmişlerdir (Ikenoue vd., 

2005; Velho vd., 2005). 

PI3K’lar literatürde yapılan çalışmalar sonucunda uzun süredir kanser ile 

ilişkilendirilmektedirler. Bu ilişki ilk olarak, Rous sarkoma virüsündeki Src proteini 

ve polyoma virüsündeki T protein gibi iki onkoproteinin fosfatidilinositol kinaz 

aktivitesi göstermesidir (Vogt vd., 2007). 

 

Şekil 1. 17. PI3K izoformları (Engelman ve Cantley, 2006). 

1.6.2. PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, Catalytic 

Subunit Alpha) Geni 

PIK3CA geni, fosfatidilinositol 3- kinazın (PI3K) katalitik alt ünitesini yani p110α 

proteinini kodlayan önemli bir gendir (Şekil 1.19.).  
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Bu gen 3. kromozomun uzun kolunun 26.3 bölgesinde lokalizedir (Şekil 1.18.).  

PIK3CA geni 21 ekzondan oluşur ve 1068 amino asitten oluşan 124kDa’luk p110α 

proteinini kodlar. Aynı zamanda PI3K’nın katalitik alt birimi olan p110α izoformu, 

p85’in bağlanabileceği bir N-terminal adaptör-bağlanma domaini (ABD), bir RAS 

bağlanma domaini (RBD), bir protein kinaz- C homoloji-2 (C2), bir helikal domain 

ve bir C-terminal kinaz domaini içerir. p110α katalitik alt birimi, Sınıf IA PI3K 

izoformlarından biridir ve p85 düzenleyici alt birimi ile birlikte sinyal iletiminde 

önemli bir role sahiptir (Kang vd., 2006; Cantley, 2002). 

 

Şekil 1. 18. PIK3CA geninin 3.kromozom üzerindeki lokalizasyonu (www.genecards.org). 

Kolon, meme, beyin, akciğer, karaciğer ve mide gibi birçok kanser türünde PIK3CA 

genine ait birçok gen amplifikasyonu, delesyonu ve somatik mutasyonu 

tanımlanmıştır (Karaks vd., 2006). Yakın bir zamanda Iwabuchi ve arkadaşları 

tarafından yapılan bir çalışmada yumurtalık kanserlerinin %30’nda, PIK3CA’nın 

bulunduğu 3q26 kromozomal bölgesindeki DNA kopya sayısında artış görüldüğü 

bildirilmiştir (Iwabuchi vd., 1995). PIK3CA’nın baş ve boyun, prostat, üriner sistem, 

serviks, meme ve endometrium kanser tiplerinde  %30 oranında mutasyona uğradığı 

bildirilmiştir (Zhao ve Vogt, 2008). PIK3CA mutasyonlarından en bilinenleri, helikal 

ve kinaz domainindeki SNP (Single Nucleotide Polymorphism) yani tekli nükleotid 

değişimleridir. 

Birçok raporda PIK3CA geni üzerinde exon 9 ve exon 20 bölgelerindeki hotspot 

mutasyon bölgeleri bildirilmiştir (Samuels ve Ericson, 2006). p85 düzenleyici alt 

birim exon 1 tarafından kodlanmaktadır. Upstream sinyallerinin olmaması 

durumunda, düzenleyici alt birim p85, p110α’nın stabilitesini ve katalitik aktivitesini 

bastırmaktadır (Samuels ve Ericson, 2006). p110α C-terminal kinaz exon 20 

tarafından kodlanır ve bu alandaki mutasyonlar enzimatik aktiviteyi 

uyarabilmektedir.  
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p110α helikal domaini ise exon 9 tarafından kodlanmaktadır ve bu alandaki 

mutasyonlar p110α katalitik alt birim ve p85 N-terminal SRC Homoloji-2 (SH2) etki 

alanı arasında önleyici etkileşimleri zayıflatır (Vogt vd., 2007; Zhao ve Vogt, 2008; 

Huang vd., 2007). ABD, C2, helikal ve kinaz alan mutasyonları literatürde 

bildirilmiştir (Vogt vd., 2007). 

Samuels ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmalarda çeşitli tümör örneklerinden 

PIK3CA geninin tam dizisi çıkartılmış ve bu gene ait somatik mutasyonlar 

tanımlanmıştır. Bu mutasyonlar sıklıkla exon 9 (helikal domain) ve exon 20 (kinaz 

domain) bölgesinde olduğunu belirtmişlerdir (Şekil 1.20.). Yapılan çalışma 

sonucunda 74 kolorektal kanserin %32’sinde, 15 gliblastomanın %27’sinde, 12 mide 

kanserinin %12’sinde, 12 meme kanserinin %8’inde, 24 akciğer kanserinin %4’ünde 

PIK3CA somatik mutasyonlarını tanımlamışlardır (Samuels vd., 2004). PIK3CA 

geninin etkileşim içinde olduğu diğer genler Şekil 1.21.’de verilmiştir. 

 

Şekil 1. 19. PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, Catalytic Subunit Alpha)  

(Whyte ve Holbeck, 2006). 

 

  



28 
 

 

Şekil 1. 20. p110a protein domainleri (Samuels vd., 2004). 

 

 

Şekil 1. 21. PIK3CA ile etkileşim içerisinde olan diğer genler (www.genecard.org). 

1.6.3. PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyon yolağı 

Tümör hücrelerinde sinyal iletimi çoğunlukla sitoplazmik kinazları etkileyen reseptör 

tirozin kinazların aktivasyonunu içermektedir. Kanser gelişiminde önemli olduğu 

bilinen üç büyük sinyalizasyon yolağı arasında PI3K/AKT kinaz zinciri, protein 

kinaz C ailesi (PKC) ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK/Ras) 

sinyalizasyon yolakları bulunmaktadır.  

Hücresel sinyal iletiminde önemli bir role sahip olan PI3K/AKT sinyalizasyon yolağı 

(Şekil 1.22.), reseptör tirozin kinazlar ile yakın ilişki içerisindedir. Damar endoteli 

büyüme faktörü (VEGF) reseptörü (VEGFR), trombosit kaynaklı büyüme faktörü 

(PDGF) reseptör a, epidermal büyüme faktörü (EGFR), c-Met gibi çeşitli tipteki 

reseptör tirozin kinazlar tümör hücrelerinden salınabilmektedir.  
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Bu reseptör tirozin kinazlar tümör hücrelerinin fonksiyonlarını şekillendirmede 

PI3K/AKT sinyalizasyon yolağını kullanmaktadırlar (Faivre vd., 2006). 

RTK aktivasyonu bu reseptörlerin sitoplazmik tirozin rezidülerinin 

otofosforilasyonuna yani kendi kendine fosfat eklemesine neden olmaktadır. Daha 

sonra fosfat eklenen bu bölgelere çeşitli adaptör proteinleri bağlanarak oluşan 

sinyalin hücre içerisine iletilmesini sağlarlar. Adaptör proteinlerin ortak özelliği ise 

Src homoloji-2 (SH2) bölgeleri içermesidir. Adaptör proteinler SH2 bölgeleri 

vasıtası ile reseptörlere bağlanarak, reseptör tirozin kinazlar ile sitoplazma 

içerisindeki efektör proteinler arasında bir köprü oluşturur (Doğan ve Güç, 2004). 

Otofosforilasyon sonrasında PI3K’nın düzenleyici alt birimi olan p85 proteini aktive 

olur. Bu aktivasyon işlemi insülin reseptör substratları (IRS1-2) vasıtasıyla indirekt 

olarak da yapılabilmektedir (Wysocki, 2009). p85 proteininin aktivasyonu sonrasında 

PI3K’nın katalitik alt birimi olan p110 proteini plazma membranında 

fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2)’ı fosfatidilinositol-3,4,5-fosfat (PIP3)’a çevirir. 

PIP2, PIP3 bağımlı kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin aktive edilmesinde 

görev alır. PKB’nin diğer adı AKT proteinidir ve bu protein PI3K’nın hedef proteini 

olarak bilinir.  Fosfataz ve tensin homoloğu (PTEN) PIP3’ü defosforile ederek 

PI3K’nın negatif yönde kontrol edilmesini sağlamaktadır. 

AKT serin treonin kinaz, hücre membranında fosfatidilinositol-3 bağımlı kinaz 1 

(PDK1) tarafından fosforile edilerek aktive olur (Bellacosa vd., 1998). AKT hücre 

çoğalması, büyümesi, transkripsiyonu, göçü ve apoptozis gibi birçok olayda sinyal 

iletiminden sorumlu olan önemli bir serin treonin kinazdır. Protein kinaz B AKT1 ve 

AKT2 genleri tarafından kodlanmaktadır. AKT’nin aşağı sinyal yolu efektörlerinden 

(downstream effectors) en önemlisi mTOR (mammalian target of rapamycin)’dur. 

mTOR, fosfatidilinositol 3- kinaz (PI3K)’nın aktivasyonu ile sinyal iletiminde 

önemli bir göreve sahip bir kinaz proteini olup PI3K/AKT sinyal yolağının önemli 

bir bileşenidir (Hay, 2005). Çeşitli büyüme faktörleri ve sitokinler PI3K ve AKT 

yolunu aktive ederek hücresel döngüler için yaşama sinyalleri oluştururlar.  

AKT aktivasyonu sonrasında, AKT plazma membranından ayrılarak mTOR’u 

fosforilasyonla aktive ettiği sitoplazmaya ve oradan da çekirdeğe doğru hareket eder.  
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mTOR aktivasyonu doğrudan hücre büyümesini etkilemektedir (Engelman ve 

Cantley, 2006). 

P13K/AKT sinyalizayon yolağı aktive edildikten sonra apoptozis, artan hücre 

proliferasyonu, geliştirilmiş anjiyogenez ve tümör hücrelerinin hızlandırılmış 

göçünün inhibisyonuna katkıda bulunmuştur (Hennessy vd., 2005). PI3K/AKT 

sinyalizasyon yolağı, normal hücre fonksiyonlarının yerine getirilmesinde çok 

önemli bir role sahiptir. Bu sinyal iletim yolunun farklı bölgelerindeki fonksiyon 

kayıpları insan kanserlerinin gelişiminde önemli bir rol oynamaktadır. Örneğin 

Shukla ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışma sonucunda, PI3K/AKT sinyalizasyon 

yolağının anormal derecedeki aktivasyonu artan hücre invazyonuna katkıda 

bulunmuş ve prostat kanseri ilerlemesini kolaylaştırmıştır. 

Karsinogenezde önemli bir etkiye sahip olan PI3K/AKT sinyalizasyon yolağının 

kanser gelişimine etkisinde, bu yolaktaki çeşitli değişimlerin katkısı olduğu 

savunulmaktadır. Bu değişimlerden bazıları şu şekilde sıralanmıştır: 

1- PI3K’nın sentezi artabilir. 

2- Tümör baskılayıcı bir protein olan PTEN, mutasyon ile fonksiyon kaybına 

uğrayabilir. 

3- Protein Kinaz B (PKB) diğer adıyla AKT proteininin sentezi çeşitli kanser 

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

4- PTEN proteinindeki işlevsel kayıplar veya PKB’nin hücrede aşırı miktarda ifade 

edilmesi sürekli olarak mTOR aktivasyonuna neden olmaktadır (Doğan ve Güç, 

2004). 
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Şekil 1. 22. PI3K/AKT/mTOR Sinyalizasyon yolağı (www.keyword.com). 

1.7. DNA Dizileme Yöntemleri 

DNA dizi analizi diğer bir adıyla sekanslama işlemi, moleküler bir teknik olup 

DNA’daki nükleotid dizilerinin belirlenmesi amacıyla kullanılır. Bu teknikle birlikte, 

bir DNA molekülüne ait nükleotid bazlarının (adenin, timin, sitozin, guanin) sırası 

belirlenebilmektedir. Sekanslama tekniği temel biyoloji, biyoteknoloji, adli tıp, 

moleküler biyoloji, genetik ve daha pek çok alanda sıklıkla kullanılmaktadır. 

Sekanslama teknolojisi ile birlikte birçok araştırma ve proje yapılmış, bu sayede 

insan genom projesi kapsamında tüm insan genomunun dizisi saptanmış ve ayrıca 

benzer projelerle birlikte çok sayıda hayvan, bitki, mantar ve bakteri genomunun tam 

dizisi çıkarılmıştır. 
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Analiz işlemi, bir nükleik asit dizisinin diğerine hibridizasyonuna dayanmaktadır. Bu 

hibridizasyon işlemi sırasında radyoaktif maddelerle veya florasan boylarla 

işaretleme yapılabilmektedir. Sekanslama işlemi, genetik mutasyonların (insersiyonu, 

delesyonu vs.) belirlenmesinde, rekombinant DNA oluşumlarının tayininde 

günümüzde yoğun olarak kullanılmaktadır. Preimplantasyon tanısı, genetik 

hastalıkların tayininde sıklıkla kullanılmaktadır. Kalıtsal hastalık taşıyan çiftlerin tüp 

bebek embriyolarından alınan DNA’lar dizileme yöntemleri ile analiz edilerek 

taşıyıcı olan embriyoların elenerek taşıyıcı olmayanların doğması 

sağlanabilmektedir. Ayrıca doku uygunluğu saptanan embriyoların, sağlıklı olarak 

doğacak olanlarından elde edilen kordon kanı ve kemik iliği hasta kardeşlerinin 

tedavisinde kullanılabilmektedir. 

1970’li yılların başlarından iki önemli DNA dizileme tekniği geliştirilmiştir. 

Bunlardan ilki Maxam ve Gilbert’ın 1973 yılında geliştirdiği dizileme yöntemi iken, 

diğeri ise 1975 yılında Sanger ve Coulson’ın geliştirdiği zincir sonlandırma 

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

1.7.1. Maxam-Gilbert DNA dizileme yöntemi 

Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafından Harvard Üniversitesi’nde geliştirilen bu 

DNA dizilime yöntemi, DNA’nın kimyasal olarak modifikasyonu ve ardından 

spesifik bazlardan kesilmesi esasına dayanmaktadır (Maxam ve Gilbert, 1977). Bu 

yöntemde, dizisi çıkarılacak olan DNA fragmentinin çift ipliği birbirinden ayrılarak, 

sadece bir ipliği kalıp olarak kullanılmaktadır. Yöntem, DNA’nın 5' ucunun 

polinükleotid kinaz enzimi kullanılarak 
32

P ile radyoaktif olarak işaretlenmesi ve 

ardından da sekanslanacak olan DNA fragmanının saflaştırılması aşamalarını 

içermektedir. Bu aşamadan sonra dört farklı kimyasal reaksiyon (G, A+G, C, C+T) 

karışımı hazırlanır.  

Uygulanan kimyasal işlemlerle birlikte moleküllerin küçük bir kısmında, DNA’yı 

meydana getiren bazlardan bir veya ikisinde kesikler meydana gelmektedir. Daha 

sonra bu modifiye DNA fragmanları sıcak piperidin ile birlikte modifiye olmuş 

bazların pozisyonunda kesilir.  
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Modifikasyon işleminde kullanılan kimyasalların konsantrasyonları ayarlanarak her 

bir DNA molekülü başına ortalama bir modifikasyon olması sağlanır. Sonuç olarak 5' 

ucundan bir radyoaktif ile işaretli ve diğer ucunda kesik yeri bulunan moleküler 

ağırlıkları birbirinden farklı bir fragman havuzu oluşur. Dört reaksiyon sonucunda 

oluşturulan fragman havuzları daha sonra moleküler ağırlıklarına göre ayrılacakları 

bir poliakrilamid jel üzerinde yan yana paralel olarak kuyulara yüklenerek, bir 

elektriksel alan (elektroforez) içerisinde koşturulur (Şekil 1.23.). Her bir DNA 

fragmenti 5' ucundan bir radyoaktif ile işaretli olduğundan dolayı, jel bir filmin 

üzerinde otoradyografi yöntemi kullanılarak görselleştirilir ve bu sayede bantlar 

görünür hale getirilerek DNA dizisi belirlenir (Öner, 2002). 

 

Şekil 1. 23. Maxam-Gilbert DNA dizileme yönteminin şematik görünümü (Maxam ve Gilbert, 

1977). 
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1.7.2. Sanger sekanslama yöntemi 

Sanger ve Coulson tarafından geliştirilen bu DNA dizileme yönteminde, belirli bir 

bazda sonlanan DNA zincir sentezi gerçekleştirilmektedir. Bundan dolayı bu 

yöntemin adı zincir sonlandırma yöntemi olarak da adlandırılmaktadır. Bu teknik, 

Maxam ve Gilbert’in geliştirdiği yönteme kıyasla daha verimli, daha az toksik 

kimyasal ve radyoaktif madde gerektirdiğinden dolayı kısa süre içerisinde kullanımı 

hızla yaygınlaşmıştır. Sanger yönteminde temel kural, zincir sonlandırıcı olarak 

dideoksinükleotid trifosfatların (ddNTP) kullanılmasıdır. 

Sanger sekanslama metodunda, bir adet tek zincirli kalıp DNA, bir adet DNA 

primeri, zincir uzamasını sağlayan bir DNA Polimeraz enzimi, deoksinükleotid 

trifosfatların (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) yanında bir de dideoksinükleotid 

trifosfatlar (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) kullanılmaktadır (Şekil 1.24.). 

Kullanılan ddNTP’ler çeşitli sekans cihazlarında otomatik olarak tespit edilebilmek 

amacıyla radyoaktif veya florasan olarak işaretlenmektedir. ddNTP’lerin normal 

dNTP’lerden farkı ise 3' ucunda bir oksijen (O) atomunun olmamasıdır. Normal 

DNA sentezinde, dNTP’ler DNA Polimeraz tarafından zincire eklenerek zincir 

uzaması sağlanır. Bu uzama işlemi, bir dNTP’nin 3' ucundaki hidroksil (OH) 

grubuyla diğer dNTP’ nin 5' ucundaki fosfat (P) grubu arasındaki fosfodiester bağı 

oluşturması sayesinde gerçekleşir. ddNTP’lerin ise 3' ucundaki bir oksijen atomunun 

eksikliği bu bağın oluşmasını engeller ve bu sayede sentezlenen zincire eklenen bir 

ddNTP zincir sentezini durdurur.  
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Şekil 1. 24. dNTP ve ddNTP’lerin biyokimyasal yapıları. 

Bu zincir sonlandırma reaksiyonu için, öncelikle dizisi saptanması istenen bir DNA 

ipliği kalıp olarak kullanılır. Daha sonra içerisinde bu kalıp DNA’nın bulunduğu dört 

adet reaksiyon karışımı hazırlanır (Şekil 1.25.). Hazırlanan her bir karışımın 

içerisinde, bir kalıp DNA, primer, dNTP’lerin dördü ve ddNTP’lerden sadece bir 

tanesi bulunur. Zincir sonlanması için hazırlanan dört reaksiyon tüpünün her birinin 

içerisinde ddNTP’lerden sadece bir tanesi bulunur.  

 

Şekil 1. 25. Sanger sekanslama için hazırlanan dört farklı ddNTP reaksiyonunun şematik 

görünümü. 
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Daha sonra oluşturulan her bir reaksiyon tüpü için PCR yapılır. Bu PCR işlemi 

normal bir şekilde ön denatürasyon, denatürasyon, bağlanma, uzama ve sonlanma 

basamaklarından oluşan belirli sayıdaki döngünün tekrarlanmasıyla gerçekleştirilir. 

PCR işleminden sonra her bir reaksiyon tüpü içerisinde ortamdaki ddNTP’ler 

tarafından oluşturulan farklı uzunluklarda çok sayıda DNA fragmenti bulunur. Daha 

sonra bu fragmentleri içeren reaksiyon karışımları bir poliakrilamid jel üzerinde 

paralel olarak dört farklı kuyuya yüklenir ve bir elektriksel alan içerisinde 

(elektroforez) koşturulurlar. Moleküler ağırlığı küçük olan DNA fragmentleri jelde 

daha hızlı koşarken moleküler ağırlığı yüksek olanlar daha yavaş koşarlar. 

Elektroforez sonrası poliakrilamid jel otoradyografi ile görselleştirilir ve DNA 

bantları görünür hale getirilir (Şekil 1.26.). Daha sonra bu bantların moleküler 

ağırlıkları göz önünde bulundurularak aşağıdan yukarıya doğru okunur ve DNA 

dizisi saptanır. 

 

Şekil 1. 26. Sanger sekanslama sonrası şematik poliakrilamid jel görünümü ve dizileme. 

Günümüzde DNA dizi analizi için; elektroforez yerine otomatik cihazlar ve 

radyoaktif izotoplar yerine de florasan boyalar kullanılmaktadır (Öner, 2002). Bu 

sayede sekans reaksiyonları ayrı ayrı hazırlanmak yerine tek bir tüpte 

hazırlanabilmektedir.  
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Sistem, üzerindeki lazer ışığı sayesinde ile farklı özellikteki florasan boyaları algılar 

ve her bir nükleotid için ayrı renkte pikler oluşturarak nükleotid dizisini belirler 

(Şekil 1.27.). 

 

Şekil 1. 27. Otomatize sistemler ile Sanger sekanslama işleminin şematik görünümü.  
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2. MALZEME VE YÖNTEM 

2.1. Çalışma Grubunun Oluşturulması 

Bu tez çalışması kapsamında, Muğla bölgesinde yaşayan ve Muğla Sıtkı Koçman 

Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi’ne gelen, kolorektal kanser tanısı almış 

hastaların parafin bloklara gömülü (FFPE) kolon doku örnekleri kullanılmıştır. 

Ayrıca bu çalışma için Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi Etik Kurulu Başkanlığı 

tarafından çalışmanın yapılabilmesi adına onay alınmıştır. 

Tez çalışmasına dahil edilen kolorektal kanser hastalarına ait kolon doku blokları 

Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi Patoloji 

Laboratuvarı’nın verdiği sonuçlar doğrultusunda patoloji uzmanlarının da 

yardımlarıyla birlikte yaş, cinsiyet, kanserleşme evresi, histolojik tip, metastaz 

durumu gibi tüm klinikopatolojik parametreler, patoloji raporları göz önünde 

bulundurularak seçilmiştir. Patoloji laboratuvarında, hastalara ait lam örnekleri teker 

teker mikroskop altında incelenerek çalışma için en ideal doku kasetleri tespit 

edilmiş ve çalışmaya dahil edilmiştir. 

Çalışma kapsamında Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi Eğitim ve Araştırma 

Hastanesi Patoloji Laboratuvarı’nın doku arşivi ve verileri kullanılarak 2012 ve 2016 

yılları arasında hastaneye gelerek kolorektal kanser tanısı almış hastalara ait kolon 

doku blokları seçilmiştir. Çalışma grubu olarak; 30 adet kolorektal kanserli tümör 

grubu, 20 adet tümör kontrol grubu ve 30 adet de normal kontrol grubu olmak üzere 

toplamda 80 adet hastaya ait doku örneği kullanılmıştır. Kolorektal kanserli hasta 

grubunun tamamı adenokarsinom tanısı almıştır. Tümör grubunda yer alan hastaların 

20 tanesine ait sağlıklı kolon dokusu da tümör kontrol grubu adı altında 

kullanılmıştır. Bu grupta yer alan kolon doku örneklerinde herhangi bir kanserleşme 

olmadığından dolayı hasta kontrolü olarak kullanılmıştır. Normal kontrol grubunda 

ise tümör dışı sebeplerle (trafik kazası, demir eksikliği, tarama vb.) araştırılan 

hastaların kolon biyopsi materyalleri kullanılmıştır.  
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Çalışma için seçilen 80 adet parafine gömülü doku bloğundan mikrotom ile 3-5 μm 

çapında yaklaşık 20 mg kesit alınmış ve steril ependorf tüplerine aktarılmıştır. 

Tüplere alınan örneklerin her biri için bir kod verilip etiketlendirilmiştir. Tümör 

grubu örneklerine T1’den başlayarak T30’a kadar, tümör kontrol grubu örneklerine 

TC1’den başlayarak TC20’ye kadar, kontrol grubu örneklerine ise C1’den başlayarak 

C30’a kadar kod verilip etiketlendirilmiştir. Daha sonra tüm parafine gömülü doku 

blokları DNA izolasyonu için hazır hale getirilmiştir. 

2.2. Parafine Gömülü (FFPE) Doku Örneklerinden Genomik DNA İzolasyonu 

Çalışmaya dahil edilen 80 adet olguya ait parafine gömülü olan yaklaşık 20 mg doku 

örneklerinden genomik DNA izolasyon işlemi QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Kat 

No: 56404, Qiagen, Germany) ile gerçekleştirilmiştir. 

2.2.1. QIAamp DNA FFPE Tissue Kit DNA izolasyon protokolü 

Daha önceden steril ependorf tüplerine alınan parafine gömülü doku kesitlerinden 

genomik DNA izolasyonu için aşağıdaki protokol uygulanmıştır. Tüplere 

deparafinizasyon amacı ile, 1 ml ticari olarak satılan Ksilen (C8H10, Birpa Kimya) 

eklenir ve parafin homojen olana kadar vortekslenir. Tüpler 14000 rpm’ de 2 dakika 

santrifüj edilir ve süpernatant kısmı pellete değmeden dikkatli bir şekilde mikropipet 

yardımı ile uzaklaştırılır. Ksilen’i uzaklaştırma işlemi için tüplere öncelikle 1 ml % 

50’lik etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks yapılır. Tüpler 14000 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edilir ve süpernatant kısmı pellete değmeden dikkatli bir şekilde mikropipet 

yardımı ile uzaklaştırılır. Tüplere 1 ml % 60’lık etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks 

yapılır. Tüpler 14000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilir ve süpernatant kısmı pellete 

değmeden dikkatli bir şekilde mikropipet yardımı ile uzaklaştırılır. Tüplere 1 ml % 

70’lik etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks yapılır. Tüpler 14000 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edilir ve süpernatant kısmı pellete değmeden dikkatli bir şekilde mikropipet 

yardımı ile uzaklaştırılır. Tüplere 1 ml % 80’lik etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks 

yapılır. 
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Tüpler 14000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilir ve süpernatant kısmı pellete değmeden 

dikkatli bir şekilde mikropipet yardımı ile uzaklaştırılır. Tüplere son olarak 1 ml % 

96’lık etanol eklenir ve kuvvetlice vorteks yapılır. Tüpler 14000 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edilir ve süpernatant kısmı pellete değmeden dikkatli bir şekilde mikropipet 

yardımı ile uzaklaştırılır. Bu sayede ortam ksilenden arındırılmış olur. Tüpler 15-20 

dakika içerisindeki etanol uçuna kadar oda sıcaklığında inkübe edilir. İnkübasyon 

işleminden sonra tüplere 180 μl Buffer ATL ve 25 μl Proteinaz-K eklenir ve 

kuvvetlice vorteks yapılır. Tüpler daha önceden 56°C’ye ayarlanmış olan ısı 

bloğunda 1 gün boyunca inkübasyona bırakılır. İnkübasyondan sonra ısı bloğunun 

sıcaklığı 90°C’ye çıkarılır ve tüpler bu sıcaklıkta 1 saat daha inkübe edilir. Tüplere 

kısa bir santrifüj (spin-down) işlemi yapılır. Daha sonra üzerlerine 200 μl Buffer AL 

ve 200 μl % 96’lık etanol eklenir. Tüpler 10 saniye kadar vortekslenir ve kısa bir 

spin-down yapılır. Parçalanmış hücre lizatları spin column tüplerine mikropipet 

yardımı ile aktarılır ve tüpler 9000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilir. Spin column 

tüplerinin altındaki toplama tüpleri atılır ve spin columnlar yeni toplama tüplerine 

yerleştirilir. Tüplere 500 μl Buffer AW1 eklenir ve 9000 rpm’de 2 dakika santrifüj 

edilir. Spin column tüplerinin altındaki toplama tüpleri atılır ve spin columnlar yeni 

toplama tüplerine yerleştirilir. Tüplere 500 μl Buffer AW2 eklenir ve 9000 rpm’de 2 

dakika santrifüj edilir. Spin column tüplerinin altındaki toplama tüpleri atılır ve spin 

columnlar yeni toplama tüplerine yerleştirilir. Boş tüpler 14000 rpm’de 4 dakika 

santrifüj edilir. Spin columnlar 1,5 ml’lik steril ependorf tüplerine yerleştirilir ve spin 

columnların tam ortasından 50 μl Buffer ATE tüplere eklenir. Tüpler 1 dakika kadar 

oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra 14000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilir. Bu 

işlem ile birlikte parafine gömülü doku örneklerinden genomik DNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. 

İzole edilen genomik DNA’ların saflık ve konsantrasyon değerleri nanodrop 

(Maestrogen, Taiwan) ile A230, A260 ve A280 nm dalga boylarında 

spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Ayrıca DNA izolasyon sonucunu görebilmek 

için örnekler % 0,8’lik agaroz jele 3 μl şeklinde yüklenerek sonuçlar 

gözlemlenmiştir. DNA örnekleri ilerideki deneylerde kullanılmak üzere -20°C’ye 

kaldırılmıştır. 
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2.3. İzole Edilen Genomik DNA’ların Nanodrop ile Konsantrasyon ve Saflık 

Derecelerinin Ölçülmesi 

İzole edilen genomik DNA’ların konsantrasyon ve saflık dereceleri nanodrop 

(Maestrogen, Taiwan) cihazı ile A230, A260 ve A280 nm dalga boylarında 

ölçülmüştür. 

Ölçme işlemi öncesinde nanodrop cihazı açılmış ve DNA örneklerinin 

yerleştirileceği elmas kısmı DNaz/RNaz- free su ve steril kurutma kağıdı yardımıyla 

temizlenmiştir. Cihazın ’Select sample’ kısmından ölçümü yapılacak olan materyal 

seçilmiştir. Genomik DNA’ lar çift iplikli olduğu için bu kısımda ’dsDNA’ seçimi 

yapılmıştır. Daha sonra DNA izolasyon kısmının son aşamasında DNA hangi 

solüsyon ile elüe edilmiş ise o solüsyondan (Buffer ATE) 2 μl mikropipet ile 

çekilerek cihazın ölçüm yapan elmas kısmına koyulmuş ve elmas ünitesi 

kapatılmıştır. Cihazın ’start measurement’ kısmında ’blank’ sekmesi seçilmiştir. Bu 

işlem DNA ölçümü öncesi cihazı sıfırlamak için yapılmıştır. Bu sayede sıfırlama 

işlemi tamamlanmıştır. 

Sıfırlama işleminden sonra elmas ünitesi tekrar açılmış ve elmas kısmında kalan 

dH2O steril kurutma kağıdı ile iyice temizlenmiştir. Daha sonra genomik DNA 

örneklerinden 2 μl mikropipet ile çekilerek cihazın ölçüm yapan elmas kısmına 

koyulmuş, elmas ünitesi kapatılmış ve ’sample measuring (dsDNA)’ sekmesi 

seçilmiştir. Her DNA ölçümünden sonra elmas, dH2O ve steril kurutma kağıdı ile 

silinmiştir. Bu işlemden sonra diğer DNA örneklerinin de ölçme işlemi yapılmıştır. 

Bu sayede genomik DNA’ların konsantrasyonları ve saflık dereceleri A230, A260 ve 

A280 nm dalga boylarında ölçülmüştür. 

Tüm genomik DNA örneklerinin konsantrasyon ve saflık dereceleri bir liste halinde 

kayıt edilmiştir. 
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2.4. Genomik DNA’ların Agaroz Jel Elektroforezi ile Görüntülenmesi 

İzole edilen genomik DNA’ları ultraviyole (UV) ışık altında görünür hale 

getirebilmek için agaroz jel elektroforezi yapılmıştır. Bunun için öncelikle %0,8’lik 

bir agaroz jel hazırlanmıştır. 1,6 gram agaroz (Sigma) hassas terazi ile tartılarak bir 

erlenmayer içerisine aktarılmıştır. Üzerine 1X konsantrasyona sahip TBE (Tris-

Borate-EDTA) Buffer’dan eklenerek 100 ml’ye tamamlanmıştır. Daha sonra 

erlenmayer mikro dalga fırında kaynar hale gelene kadar ısıtılmıştır. 

Isıtma işleminden sonra erlenmayer içerisindeki jel oda sıcaklığında soğumaya 

bırakılmıştır. Hafif ılık hale gelen jel üzerine 10 μl Ethidium Bromide (EtBr) 

eklenmiş ve manyetik karıştırıcıda homojen olana kadar karıştırılmıştır. Hazır hale 

gelen jel elektroforez tankına dökülmüştür. Daha sonra tankın tarakları yerleştirilerek 

jel donmaya bırakılmıştır. 

Donan jelin ilk ve son kuyularına Gene Ruler 1 kb DNA (Marker) Ladder (Thermo 

Scientific, Kat. no: SM0312)’dan 3 μl yüklenmiştir. Daha sonra genomik DNA’lar 

kuyulara sırasıyla 2 μl DNA, 2 μl 6X Loading Dye (Thermo Scientific) ve 6 μl TBE 

Buffer ile karıştırılarak yüklenmiştir. Yüklenen genomik DNA örnekleri 

elektroforezde koşturulmuştur. 

Bu işlemden sonra jel, elektroforez tankından çıkarılarak DNR MiniBIS Pro jel 

görüntüleme cihazında UV ışık altında görüntülenmiştir. Bu sayede DNA’lar jelde 

görünür hale getirilmiş ve jel resimleri kaydedilmiştir. 
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2.5. Genomik DNA Örneklerinde PIK3CA Geninin Exon 9 ve Exon 20 

Bölgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) İle Çoğaltılması 

Öncelikli olarak çoğaltma işlemi yapılacak gen bölgelerine ait primerler için uygun 

Tm (bağlanma) derecelerine bağlı olarak PCR’da programlar kurulmuştur. Bu 

programlar Çizelge 2.1. ve Çizelge 2.2.’de verilmiştir. Ayrıca PCR’da kullanıcak 

olan primerlerin sekansları da Çizelge 2.3.’de sırasıyla verilmiştir. 

PCR’ da kalıp olarak kullanılacak genomik DNA’ların yapılan optimizasyon 

işlemlerine göre 20-60 ng/μl konsantrasyon aralığında olması gerekmektedir. Bunun 

için nanodrop ile ölçülen DNA konsantrasyonları göz önüne alındığında uygun 

dilüsyon işlemleri ile DNA konsantrasyonlarının 20-60 ng/μl aralığında olması 

sağlanmıştır.  Bu sayede DNA’lar kalıp olarak kullanıma hazır hale getirilmiştir. 

exon 20 bölgesinin baz dizisi uzun olduğundan dolayı sağlıklı bir çoğaltma işlemi 

için bu bölge exon 20_1 ve exon 20_2 şeklinde iki primer çifti kullanılarak 

çoğaltılmıştır. 

Primer olarak üç farklı primer çifti kullanılmıştır. PCR ve sekanslama işleminde 

kullanıcak olan primer çiftleri PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bölgelerini 

çoğaltacak şekilde seçilmiştir (Samuels vd., 2004). Bu primer çiftleri, Exon 9 bölgesi 

için exon 9F, exon 9R; exon 20_1 bölgesi için exon 20_1F, exon 20_1R ve exon 

20_2 bölgesi için de exon 20_2F, exon 20_2R primerleridir. 

Çoğaltma işlemi için 20-60 ng/ul kalıp DNA örneklerinden 2 μl, 4 μl 10X Taq 

buffer, 6 μl MgCl2  (10 mM), 1 μl dNTP (10 mM),  1 μl reverse primeri (exon 9R, 

exon 20_1R, exon 20_2R) (10 pmol), 1 μl forward primeri (exon 9F, exon 20_1F, 

exon 20_2F) (10 pmol), 0,5 μl Taq DNA Polimeraz (Thermo Scientific, USA) 

karışımı oluşturulmuş ve reaksiyon hacmi 50 μl ye ddH2O ile tamamlanmıştır.  

Çoğaltma işlemi PCR tüplerinde, Sensoquest Labcycler (Germany) marka PCR 

(thermal cycler) cihazında gerçekleştirilmiştir. Böylece çalışmaya alınan olguların 

tamamında PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 gen bölgelerinin çoğaltılması 

sağlanmıştır. 
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Çizelge 2. 1. Exon 9 ve exon 20_1 bölgelerine ait PCR programı. 

Aşama Basamak Sıcaklık (°C) Zaman Döngü 

1 Ön denatürasyon 95°C 10 dakika 1 

2 Denatürasyon 95°C 30 saniye 35 

3 Bağlanma 66°C 1 dakika 35 

4 Uzama 72°C 1 dakika 35 

5 Son Uzama 72°C 7 dakika 1 

6 İnkübasyon 4°C ∞  

 

Çizelge 2. 2. Exon 20_2 bölgesine ait PCR programı. 

Aşama Basamak Sıcaklık (°C) Zaman Döngü 

1 Ön denatürasyon 95°C 10 dakika 1 

2 Denatürasyon 95°C 30 saniye 35 

3 Bağlanma 55°C 1 dakika 35 

4 Uzama 72°C 1 dakika 35 

5 Son Uzama 72°C 7 dakika 1 

6 İnkübasyon 4°C ∞  

 

Çizelge 2. 3. PCR’da kullanılan exon 9 ve exon 20 bölgelerine ait primerler ve sekansları. 

Primer Adı Primer Sekansı (5' - 3') 

Exon 9F GATTGGTTCTTTCCTGTCTCTG 

Exon 9R CCACAAATATCAATTTACAACCATTG 

Exon 20_1F TGGGGTAAAGGGAATCAAAAG 

Exon 20_1R CCTATGCAATCGGTCTTTGC 

Exon 20_2F TTGCATACATTCGAAAGACC 

Exon 20_2R GGGGATTTTTGTTTTGTTTTG 
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2.6. PCR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Görüntülenmesi 

80 adet olguya ait genomik DNA’nın, PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bölgeleri 

PCR ile çoğaltılmıştır. Bu PCR ürünlerini UV ışık altında görünür hale getirebilmek 

için agaroz jel elektroforezi uygulanmıştır. Bunun için öncelikle %2’lik bir agaroz jel 

hazırlanmıştır. 4 gr agaroz (Sigma) hassas terazide tartıldıktan sonra bir erlenmayer 

içerisine aktarılmıştır. Üzeri 200 ml’ye tamamlanacak şekilde TBE Buffer (1X) 

eklenmiş ve mikro dalga fırında kaynayana kadar ısıtılmıştır. Kaynar halde bulunan 

jel oda sıcaklığında soğumaya bırakılmıştır. Jel hafif ılık hale geldiğinde üzerine 20 

μl Ethidium Bromide (EtBr) eklenmiş ve manyetik karıştırıcıda homojen olana kadar 

karıştırılmıştır. Hazır hale gelen jel, elektroforez tankına dökülmüştür. Daha sonra 

tankın tarakları yerleştirilerek jel donmaya bırakılmıştır. 

Donan jelin ilk ve son kuyularına Gene Ruler 100 bp DNA (Marker) Ladder 

(Thermo Scientific, Kat. no: SM0241)’dan 3 μl yüklenmiştir. Daha sonra PCR 

ürünlerinden kuyulara sırasıyla, 8 μl PCR ürünü ve 2 μl 6X Loading Dye (Thermo 

Scientific) şeklinde yüklenmiştir. Jele yüklenen PCR ürünleri elektroforezde 

koşturulmuştur. 

Bu işlemden sonra jel, elektroforez tankından çıkarılarak DNR MiniBIS Pro jel 

görüntüleme cihazında UV ışık altında görüntülenmiştir. Bu sayede PCR ürünleri 

jelde görünür hale getirilmiş ve jel resimleri kaydedilmiştir. 

2.7. PCR Ürünlerinin ExoSAP Enzimi İle Purifikasyonu 

Sekanslama aşamasına geçilmeden önce PCR ürünlerinin saf ve temiz olması 

gerekmektedir. Bu anlamda PCR işlemi sonucunda tüp içerisinde hala bağlanmamış 

dNTP’ler ve kalıp DNA’lar bulunmaktadır. Sekanslama işleminde bu dNTP ve kalıp 

DNA’lar kirlilik oluşturduğu için sağlıklı sonuçlar elde edilememektedir.  

Ortamdaki bu kirlilikten kurtulmak için ExoSAP enzimi kullanılmıştır. Bu enzim, 

ekzonükleaz-I ve SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) aktivitesi göstermektedir.  
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Enzim ekzonükleaz-I aktivitesi ile ortamda bulunan tek zincirli kalıp DNA’ları ve 

bağlanmamış primerleri ortadan kaldırırken SAP aktivitesi ile de ortamda bulunan 

dNTP’lerin 5' fosfat (PO4) uçlarını kesmektedir. Bu sayede PCR ürünleri saf ve 

temiz hale getirilmiştir. 

PCR ile çoğaltılan exon 9 ve exon 20 gen bölgelerini purifiye etmek için örnek sayısı 

kadar PCR tüpü çıkarılıp ve etiketlendirilmiştir. Çoğaltılan PCR ürünlerinden 5 μl ve 

ExoSAP (GML, England) enziminden 2 μl alınarak PCR tüpü içerisine koyulmuştur. 

PCR tüpleri hafif vorteks, spin-down yapıldıktan sonra hava kabarcığı varsa 

giderilmiştir. Böylece hazırlanan tüpler PCR’a yerleştirilmiş ve ExoSAP PCR 

programında çalıştırılmıştır. ExoSAP PCR programı Çizelge 2.4.’de verilmiştir. PCR 

işlemi ile birlikte örnekler saf ve temiz hale getirilmiştir. PCR sonucu örnekler 

sekanslama için hazır haldedir. 

Çizelge 2. 4. ExoSAP PCR programı. 

Aşama Basamak Sıcaklık (°C) Zaman 

1 Enzim Aktivasyonu 37°C 30 dakika 

2 Enzim 

İnaktivasyonu 

80°C 15 dakika 

3 İnkübasyon 4°C ∞ 

2.8. Sekans Reaksiyonlarının Hazırlanması 

PCR ürünleri ExoSAP purifikasyonu ile birlikte sekanslamaya hazır hale 

getirilmiştir. Sekanslama işlemi için her örnek başına bir PCR reaksiyonu hazırlanır. 

Sekans PCR reaksiyonların normal PCR reaksiyonlarından farkı ise bu aşamada 

ddNTP (dideoksinükleotid trifosfat)’lerin kullanılmasıdır. Bunlar ddATP, ddGTP, 

ddCTP ve ddTTP’dir. ddNTP’lerin normal dNTP’lerden farkı ise 3' ucunda bir 

oksijen (O) atomunun eksik olmasıdır. Bu sayede PCR’da uzama aşamasında her 

ddNTP eklenmesinde reaksiyon durur ve sentezlenen iplik zincirden ayrılır. Böylece 

farklı uzunluklarda binlerce DNA fragmenti oluşturulmuş ve istenilen gen 

bölgelerinin DNA dizilimi çıkarılmış olur. 
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Bu aşamada sekans reaksiyonlarında üç adet gen bölgesine ait (exon 9, exon 20_1, 

exon 20_2) üç farklı sekans primeri kullanılmıştır. Bu primerler; exon 9 bölgesi için 

exon 9_Seq, exon 20_1 bölgesi için exon 20_1Seq ve exon 20_2 bölgesi için de exon 

20_2Seq primerleridir. Bu primerlerin sekansları Çizelge 2.5.’de verilmiştir. Daha 

sonra her bir olgu için üç adet sekans reaksiyonu (exon 9, exon 20_1, exon 20_2) 

hazırlanmıştır. Yani toplamda 80 olgu için 240 sekans reaksiyonu hazırlanmıştır. 

Hazırlanan üç reaksiyonun içerikleri Çizelge 2.6., Çizelge 2.7. ve Çizelge 2.8.’de 

verilmiştir. 

Sekans reaksiyonları için BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, USA) kullanılmıştır. Bu kit içerisinde BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing RR-100 Mix, BigDye Terminator 5X Sequencing Buffer reaktifleri 

bulunmaktadır. 

Çizelge 2. 5. Sekanslamada kullanılan exon 9 ve exon 20 bölgelerine ait primerler ve sekansları. 

Primer Adı Primer Sekansı (5' - 3') 

Exon 9_Seq TTGCTTTTTCTGTAAATCATCTGTG 

Exon 20_1Seq TGACATTTGAGCAAAGACCTG 

Exon 20_2Seq TTTGTTTTGTTTTGTTTTTT 

 

Çizelge 2. 6. Exon 9 bölgesi için hazırlanan sekans reaksiyon içeriği. 

PCR Bileşeni Miktar (μl) 

BigDye Terminator RR-100 Mix 2 μl 

BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer 2 μl 

ddH2O 2 μl 

Exon 9_ Seq Primeri 2 μl 

PCR Ürünü 2 μl 

Total 10 μl 
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Çizelge 2. 7. Exon 20_1 bölgesi için hazırlanan sekans reaksiyon içeriği. 

PCR Bileşeni Miktar (μl) 

BigDye Terminator RR-100 Mix 2 μl 

BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer 2 μl 

ddH2O 2 μl 

Exon 20_ 1Seq Primeri 2 μl 

PCR Ürünü 2 μl 

Total 10 μl 

 

Çizelge 2. 8. Exon 20_2 bölgesi için hazırlanan sekans reaksiyon içeriği. 

PCR Bileşeni Miktar (μl) 

BigDye Terminator RR-100 Mix 2 μl 

BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer 2 μl 

ddH2O 2 μl 

Exon 20_2 Seq Primeri 2 μl 

PCR Ürünü 2 μl 

Total 10 μl 

 

PCR tüpleri içerisinde hazırlanan reaksiyonlar hafif vorteks ve spin-down yapıldıktan 

sonra PCR cihazına yerleştirilmiş ve örnekler Sekans_PCR programında 

çalıştırılmıştır. Sekans_PCR programının içeriği Çizelge 2.9.’da verilmiştir. Bu 

sayede çalışmaya alınan olgulara ait DNA dizisi çıkarılması istenen PIK3CA geni 

üzerindeki exon 9 ve exon 20 bölgelerinin sekanslama işlemi, Sanger Dideoksi 

Zincir Sonlandırma Metodu ile yapılmıştır. 
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Çizelge 2. 9. Sekans_PCR programı. 

Aşama Basamak Sıcaklık (°C) Zaman Döngü 

1 Ön denatürasyon 96°C 1 dakika 1 

2 Denatürasyon 96°C 10 saniye 25 

3 Bağlanma 50°C 5 saniye 25 

4 Uzama 60°C 4 dakika 25 

5 İnkübasyon 4°C ∞  

2.9. Sekans PCR Ürünlerinin Sephadex İle Purifikasyonu 

Sekanslama işlemi öncesindeki son basamak olan Sephadex purifikasyonu önemli bir 

aşamadır. Sekanslamada temel unsur sekanslanacak olan PCR ürünlerinin temiz 

olmasıdır. Sekans PCR’ı sonrasında PCR tüplerinin içerisinde bağlanmamış 

primerler, dNTP’ler ve ddNTP’ler bulunmaktadır. Örneklerin bu reaktiflerden 

arındırılması için Sephadex ile saflaştırma işlemi yapılmıştır. 

Sephadex solüsyonu için, 1 gr Sephadex (Genomed, Kat. no:S6022) hassas terazide 

tartıldıktan sonra üzeri 15 ml’ye ddH2O ile bir falcon tüp içerisinde tamamlanmıştır. 

Bu solüsyon, kapiller jel elektroforezinden 1-2 saat önce hazırlanarak +4°C’de 

bekletilmiştir. Daha sonra sekanslanacak örnek sayısı kadar spin column (Genomed) 

tüp çıkarılarak etiketlendirilmiştir. Sephadex solüsyonundan 700 μl mikropipet ile 

çekilerek spin column tüplerine aktarılmıştır. Tüpler 4600 rpm’de 3 dakika santrifüj 

edildikten sonra altta kalan toplama tüpü atılmıştır. Spin column tüplerinin içerisinde 

bir sephadex bloğu oluşturulmuştur. Bu bloğun kırılmaması çok önemlidir. Bu 

yüzden dikkatli bir şekilde spin column tüplerinin üst kısmı yeni toplama tüplerine 

yerleştirilmiştir. Daha sonra sekans PCR’ından çıkan örneklerin tamamı (10 μl) 

mikropipet ile çekilerek spin column tüplerinin içerisindeki sephadex bloklarının 

üzerine dikkatli bir şekilde bırakılmıştır. Tüpler 4600 rpm’de 3 dakika santrifüj 

edilmiştir. Bu işlem sonucunda alt kısımdaki, toplama tüpü içerisinde bulunan 

solüsyon sekanslama işlemi için hazır hale getirilmiştir. Tüpler, daha sonra Applied 

Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazına yüklenmek üzere  -20°C’ye 

kaldırılmıştır. 
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2.10. Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer Cihazı 

Sekanslama işlemi, Sanger Dideoksi Zincir Sonlandırma Metodu tekniği ile bu 

metodu otomatize hale getirmiş Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer 

cihazında yapılmıştır. Sekans PCR ürünlerini cihaza yüklemeden önce cihaz bakımı 

ve temizliği sekansların sağlıklı bir şekilde oluşturulması için çok önemlidir.  

Bu anlamda çalışmaya başlamadan önce cihaz temizliği ve cihaz solüsyonlarının 

hazırlanması sağlanmıştır. Ayrıca cihazda sekans dosyalarının arşivlenebilmesi ve 

ileriki aşamalarda mutasyon analizi yapılabilmesi için gerekli programlar cihaza 

tanımlanmıştır. Bu sayede cihaz sekanslama için kullanıma hazır hale getirilmiştir. 

PCR ve sekans PCR aşamaları sonucunda elde ettiğimiz 80 olguya ait toplam 240 

sekans ürünü Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazına yüklenerek run 

edilmiş ve sekans sonuçları alınmıştır.  

2.10.1. Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazında yıkama işlemi ve 

cihaz solüsyonlarının hazırlanması 

Öncelikle Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer (Japan) cihazı açılır. Daha 

sonra cihaza ait ’Foundation Data Collection v3.0’ Sofware’i açılır. Software 

açıldığında bilgisayar ekranında bir ’service console’ oluşur. Bu konsol cihaz 

servislerini aktif hale getirir. Konsol içerisinde ’messaging, data, ınstrument ve 

viewer’ servisleri bulunmaktadır. Aktivasyon işlemi için kırmızı renkte olan bu 

servislerin tamamının yeşil hale gelmesi beklenir. Bu sayede cihaz servisleri aktif 

hale getirilmiştir. Daha sonra aşağıdaki aşamalar uygulanmıştır. 

Aktivasyon işleminden sonra cihazın kapakları açılır. Cihaz içerisinde bulunan 

polimer şişesi çıkarılarak içerisinde ddH2O bulunan yıkama şişesi bu alana 

yerleştirilir. Daha sonra anod rezervuarı olan ’Buffer Jar’ yerinden çıkarılır ve bu 

bölgenin altına steril kurutma kağıdı yerleştirilir.  ’Foundation Data Collection v3.0’ 

Software’i içerisinde bulunan cihaza ait seri numarası üzerine mouse ile tıklanır. Bu 

sayede software üzerinde yer alan ’Wizards’ sekmesi aktif hale getirilir.  
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’Wizards’ sekmesi içerisinden ’Water Wash Wizard’ basamağı seçilir ve cihazın 

kapakları kapatılır. Daha sonra ’Water Wash Wizard’ sekmesinde ’next’ basamağı 

seçilerek cihazın ddH2O ile iyice temizlenmesi sağlanır. Bu işlem sonrasında vakum 

pompası, buffer bağlantı borusu, polimer bağlantı borusu ve piston içerisinde hava 

kabarcığı (bubble) olmamasına dikkat edilir. Eğer bubble varsa yıkama işlemi bubble 

giderilene kadar devam ettirilir.  

’Water Wash Wizard’ aşamasının 3. basamağında cihaz, polimer şişesinin yerine 

takılmasını ister. ddH2O ile yıkama sonrasında cihazın kapakları açılır ve yıkama 

şişesi yerinden çıkarılarak yerine içerisinde POP7 polimeri (Applied Biosystems, 

Kat. no: 4332241, USA) bulunan polimer şişesi takılır. 3. basamakta kullanılacak 

olan polimerin Lot Numarası daha önce kullanılan polimer ile aynı ise ’Same Lot’ , 

farklı ise ’Different Lot’  sekmesi seçilerek next tuşuna basılır. ’Different Lot’  

sekmesi seçildiğinde ekranda yeni bir konsol oluşur. Bu konsolda polimer tipi, lot 

numarası ve son kullanma tarihleri ilgili yerlere yazılarak next tuşuna basılır. 

Bu aşamadan sonra cihaz solüsyonlarının hazırlanması gerekir. Öncelikle cihaz 

içerisinde bulunan 3 adet su rezervuarı, katot ve anod rezervuarları ddH2O ile iyice 

yıkandıktan sonra steril kurutma kağıdı üzerinde kuruması sağlanır. Daha sonra su 

rezervuarları ddH2O ile seviye çizgisine kadar doldurulur ve üzerleri septa ile 

kapatılır. Anod ve katot rezervuarları için 1X konsantrasyona sahip buffer hazırlanır. 

Bunun için bir falcon tüp içerisine Buffer (10X) with EDTA (Applied Biosystems, 

USA)’dan 5 ml koyularak üzeri 50 ml’ye ddH2O ile tamamlanır. Hazırlanan buffer 

anod ve katot rezervuarları içerisine seviye çizgisine kadar eklenir. Cihaz 

solüsyonları hazırlandıktan sonra cihaz içerisindeki bölmelerine takılır. 

Solüsyonlar ve POP7 polimer cihaza yerleştirildikten sonra ’Water Wash Wizard’ 

sekmesinin 4. basamağına geçilir. Bu basamakta ’Flush with Fresh Polymer’ sekmesi 

seçilerek kapillerlere polimer basılır. Bu işlem sonrasında vakum pompası veya 

vakum borularının içerisinde bubble olmamasına dikkat edilir. Eğer bubble varsa 

’Flush Array Port’ sekmesi seçilerek bubble giderilmesi sağlanır. Hava kabarcıkları 

tamamıyla giderildikten sonra ’Finish’ sekmesi seçilerek cihazın yıkama işlemi 

sonlandırılmış olur ve cihaz artık örnek yüklemesi için hazır haldedir. 
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2.10.2. Foundation Data Collection v.3 Software’inde çalışma ile ilgili sonuç 

grubunun oluşturulması 

Sekanslanacak olan örneklerin bilgisayar ortamında kaydedilip daha sonra analiz 

kısmında software tarafından tanınabilmesi için öncelikle bu çalışma ile ilgili 

Foundation Data Collection v.3 Software’inde bir sonuç grubu (results group) 

oluşturulmuştur.  

Bu sonuç grubunun oluşturulması için aşağıdaki basamaklar uygulanmıştır. 

’Foundation Data Collection v3.0’ Sofware’ inde ’results group’ sekmesi açılır. Daha 

son yeni bir results group için ’new’ basamağı seçilir. Açılan pencerede ’general’ 

sekmesinde ’results group name’  kısmına çalıştığımız gen ismi olan PIK3CA yazılır. 

’Analysis’ sekmesinde, ’analysis type’ kısmında sekanslama analizi yapacağımız için 

’sequencing analysis’ butonu seçilir. ’Destination’ sekmesinde ’use custom location’ 

aktif edildikten sonra ’root destination’ kısmına sonuçların kaydedileceği yer seçilir. 

Son olarak ’Naming’ sekmesinde ’sample file name format’ kısmı ’sample name, 

capillary number, well position, none’ şeklinde doldurulur. ’Run folder name format’ 

kısmı ise ’plate name, run name, run sequence number, none’ şeklinde doldurulur. 

Bu işlem ile birlikte artık cihazda sekans dosyalarının kaydedileceği bir results group 

oluşturulmuş olur. 

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

modülünün oluşturulması 

Sekanslama işleminin yapılabilmesi için cihaz içerisinde sekanslanacak örneklerin 

yürütme koşullarını içeren bir ’run modülü’ nün oluşturulması gerekmektedir. Bu run 

modülü, örneklerin yürütülmesi sırasında cihaza ait ortam koşullarını içeren 

değerlerden oluşmaktadır. Bu anlamda çalışılacak olan PIK3CA geni için cihazda 

yeni bir run modülü oluşturulmuştur. Run modülünün oluşturulması için aşağıdaki 

basamaklar uygulanmıştır. 

’Foundation Data Collection v3.0’ Sofware’inde ’module manager’ sekmesi açılır. 

Açılan pencerede yeni bir modül oluşturabilmek için ’new’ sekmesi seçilir ve 

bununla birlikte ’run modüle editor’ penceresi açılmış olur. 
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 Bu kısımda yeni modül için ’name’ kısmına bir isim yazılır. ’Type’ menüsünden 

’regular’ çalışma tipi seçilir. ’Template’ menüsünden daha önce cihaza tanımlanmış 

olan bir template seçilir. Açılan template’e Çizelge 2.10.’daki değerler girilerek 

kaydedilir. Bu işlem ile birlikte çalışma için, cihazda yeni bir run modülü 

oluşturulmuştur. 

Çizelge 2. 10. Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazında sekanslama işlemi için 

oluşturulan run modülü değerleri. 

 

İsim 

 

Değer 

 

Aralık 

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. 

İnjection_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 çalışma ile ilgili projenin oluşturulması 

Sekans sonuçları alındıktan sonra mutasyon analiz işleminin yapılabilmesi için Seq 

Scape v.2.6 Software’inde yeni bir projenin oluşturulması gerekmektedir. Bu 

anlamda çalışmanın yapıldığı PIK3CA geni için Applied Biosystems 3130xl Genetic 

Analyzer cihazının Seq Scape v.2.6 Software’inde yeni bir proje oluşturulmuştur. 

Proje oluşturma aşamasında aşağıdaki basamaklar uygulanmıştır. 

Öncelikle çalışmaya alınan 80 olguda PIK3CA geni üzerindeki exon 9 ve exon 20 

bölgelerinin mutasyon analizlerinin yapılabilmesi için bir referans PIK3CA gen 

dizisi gerekmektedir.  
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NM_006218 gen bank numarasına sahip bu referans gen dizisi NCBI (National 

Center for Biotechnology İnformation) veri tabanından fasta formatında indirilmiştir. 

Daha sonra aşağıdaki adımlar izlenmiştir. 

Seq Scape v.2.6 Software’i açılır. ’Tools’ sekmesinde ’Seq Scape Manager’ 

penceresi seçildikten sonra ’Project Templates’ basamağı seçilir ve burada yeni bir 

proje için ’New’ adımı seçilir.  

Açılan pencerede ’Project Template Name’ ve ’Referans Data Group’ sekmesi 

seçildikten sonra ’Referance Data Group Name’ kısmına PIK3CA yazılır. Daha 

sonra üst kısımda yer alan ’ROI’ sekmesi açılır ve ’Add Referance Segment’ 

kısmında, daha önceden NCBI veri tabanından indirmiş olduğumuz PIK3CA 

referans gen dizisi seçilir. Diğer sekmeler cihaz tarafından otomatik olarak 

tanımlandığı için bu sekmelerde herhangi bir değişim yapılmaz. Daha sonra ’Ok’ 

kısmından oluşturulan proje kaydedilir ve Seq Scape software ana ekranına geri 

dönülür. Burada ’File’ kısmından ’New Project’ sekmesi açılır. Açılan pencerede 

oluşturduğumuz PIK3CA projesi seçilip kaydedilir. Bu işlem ile birlikte PIK3CA 

gen dizisi, mutasyon analizi için hazır hale getirilmiştir. 

2.11. Kapiller Jel Elektroforezi 

Kapiller jel elektroforezi, elektroforetik hareket kabiliyeti, faz ayırımı ve moleküler 

boyuttaki farklılıklara ya da bunların bir kaçına bağlı olarak elektrokinetik ayırım 

yapan bir tekniktir. Bu elektrokinetik ayırım iki ucu açık, dış yüzeyi silika ile kaplı, 

yaklaşık 25-75 μm iç çaplı ve 15-100 cm uzunluğunda, silindirik kapillerlerde 

yapılır. Kapiller, elektrotları ve tamponu içeren iki cam hazne arasına yerleştirilmiş 

olup, kapillerler jel ile dolduktan sonra çok az miktardaki ömek, kapillerin bir ucuna 

elektrokinetik ve hidrodinamik teknikle yüklenir. Ayırım yüksek voltaj(yaklaşık 5-30 

kV, 1-150 μA) uygulayarak yaklaşık 200-500 V/cm doğru akım altında sağlanır. 

Bu çalışmada örneklerin kapiller jel elektroforezi için Applied Biosystem 3130xl 

Genetic Analyzer cihazında 16 adet 36 cm’lik kapillerler kullanılmıştır.  
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Deneysel aşamalar sonucunda 80 olguya ait 240 adet sekans PCR ürünü sekanslama 

işlemi için hazır halde  -20°C’de bekletilmiştir.  Bu örnekler 96’lık well plate’lere 

yüklenerek Applied Biosystem 3130xl Genetic Analyzer cihazında kapiller jel 

elektroforezine tabi tutulmuş ve sonuç olarak 240 adet sekans datası elde edilmiştir. 

Bu işlemler için aşağıdaki basamaklar uygulanmıştır. 

Sekans PCR sonrası sephadex bloklarından geçirilen örnekler saf hale getirildikten 

sonra cihaza yüklemek üzere hazır hale getirilmiş ve -20°C’ye kaldırılmıştır. 

Yükleme işlemi için 96’lık well plate’ler kullanıldığından bir defada 96 adet örnek 

cihazda run edilmiştir. Run işlemi için 96 adet örnek -20°C’den çıkarılarak 

çözünmesi sağlanmıştır. Çözünen örneklerin tamamı (10 μl) 96’lık well plate’e (Kat 

no: N8010560, Applied Biosystems, USA) sırası dikkate alınarak mikropipet ile 

yüklenmiştir. Yükleme işleminden sonra well plate’in üzeri plate septa (Kat. no: 

4315933, Applied Biosystems, USA) kapatılmış ve plate santrifüjde kısa süreli 

santrifüj edilmiştir. Tüm bu işlemler buz üzerinde gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan 

plate, plate holder’a yerleştirildikten sonra kapağı kapatılmıştır. Sekanslama için 

hazır hale getirilen plate Applied Biosystem 3130xl Genetic Analyzer cihazında plate 

haznesine yerleştirilmiştir. 

Cihaza ait Foundation Data Collection Software’i açılmış ve ’plate manager’ 

sekmesinde yeni bir plate oluşturulmuştur. well plate’e yüklenen örnekler ’sample 

sheet’ kısmında sırası ile yazıldıktan sonra kaydedilmiştir. ’Run scheduler’ 

sekmesinde oluşturulan plate seçilmiş ve plate haznesi ’link’ edilmiştir. Daha sonra 

’start’ tuşuna basılarak örnekler run edilmiştir. Diğer örneklerde de aynı işlemler 

uygulanmıştır. Run işlemleri sonrası 80 olguya ait 240 adet PIK3CA (exon 9, exon 

20) gen sekansı elde edilmiştir. Sekanslama işlemi sonrasında sekansların kalitesi ve 

güvenilirliği, Sequencing Analysis 5.3.1 Software’inde  ‘electroferogram’ ve ’raw 

data’ kısmından gözlemlenmiştir. 
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2.12. Sekanslanan Örneklerde Exon 9 ve Exon 20 Bölgelerinin Mutasyon 

Analizi 

Exon 9 ve exon 20 bölgeleri sekanslanan 80 olguya ait toplam 240 adet sekans 

dosyasının, Seq Scape Software’inde referans PIK3CA gen dizisi ile karşılaştırılarak 

mutasyon analizleri yapılmıştır. Mutasyon analizi için aşağıdaki basamaklar 

uygulanmıştır. 

Seq Scape Software’ında ’file’ sekmesinden ’open project’ basamağı seçilir. Açılan 

pencerede daha önceden mutasyon analizi için oluşturmuş olduğumuz PIK3CA 

projesi açılır. Açılan pencerede PIK3CA referans gen dizisi mevcuttur. Daha sonra 

’file’ sekmesinden ’add samples’ basamağı seçilir ve sekanslanan örnekler bu 

referans dizinin altına eklenir ve ’analysis’ tuşuna basılarak örnekler analiz ettirilir. 

Analiz işlemi sonrasında cihaz, referans dizi ile sekanslanan dizileri hizalar ve 

ortamda nükleotid değişimleri (mutasyon) var ise ’mutation report’ kısmında liste 

şeklinde verir. ’Mutation report’ kısmında belirtilen mutasyonlar teker teker 

incelenerek kaydedilmiştir.  

2.13. Biyoinformatik Analiz 

Çalışmalar sonucunda 80 olguya ait PIK3CA geni üzerindeki exon 9 ve exon 20 

bölgelerinde belirlenen mutasyonlarda nükleotid değişimi, amino asit değişimi ve 

fenotipe olan etki Ensembl, NCBI, OMIM, Uniprot gibi veri tabanlarında araştırılmış 

ve sonuçlar kaydedilmiştir. 
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3. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında, kolorektal kanser gelişiminde etkisi olduğu düşünülen PIK3CA 

geninin, exon 9 ve exon 20 bölgeleri üzerindeki mutasyonları belirlemek amacıyla, 

Muğla bölgesi örnekleminde hastaneye gelerek kolorektal kanser tanısı almış hastalar 

ile çeşitli nedenlerden dolayı ameliyatla kolonu çıkarılmış hastaların kolon dokuları 

kullanılmıştır. Tümör, tümör kontrol ve normal kontrol grubuna ait kolon dokularının 

hematoksilen eozin ile boyanmış prepatları mikroskop altında incelenmiştir. Bu 

incelemeler ile birlikte patoloji raporları da göz önünde bulundurulduğunda, 

kolorektal kanser hasta grubunun tamamının adenokarsinom tipte olduğu, diğer 

tümör kontrol ve normal kontrol gruplarının ise sağlıklı dokulara sahip olduğu 

gözlemlenmiştir. Bu çalışma grupları; tümör (T), tümör kontrol (TC) ve kontrol (C) 

şeklinde üç ayrı grupta sıralanmıştır. Çalışma kapsamında, Muğla Sıtkı Koçman 

Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi gelen kolorektal kanser tanısı almış 30 

adet olgu KRK hasta grubu, bu hastalara ait 20 adet olgu tümör kontrol grubu ve 

hastaneye gelerek çeşitli sebeplerden dolayı kolon rezeksiyon materyali çıkarılan 

sağlık kolon dokularına sahip 30 adet olgu da kontrol grubu olarak kullanılmıştır. 

Çalışma için gerekli olan Etik Kurul Raporu Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi 

Bilimsel Araştırmalar Etik Kurulu’ndan alınmıştır.  

Kolorektal kanser, kalın bağırsak kanseri olarak da adlandırılmakla birlikte kalın 

bağırsak ve rektumda görülen malign yani kötü huylu tümörlerin oluşumu ile 

karakterize bir hastalıktır. Kolorektal kanser, görülme sıklığı bakımından tüm 

kanserler arasında meme, prostat ve akciğer kanserlerinden sonra 4. sırada yer 

almakta ve erkek ve kadınlarda görülen kanserlerin yaklaşık %10-15’ini 

oluşturmaktadır. PIK3CA geni, hücre proliferasyonu, hayatta kalması, metabolizması 

ve motilitesi dahil olmak üzere çeşitli hücresel fonksiyonların düzenlemesinde 

görevli bir gendir. Bu gen üzerinde meydana gelen mutasyonlar birçok çalışmada 

kanser gelişimi ile ilişkilendirilmiştir. Literatürde PIK3CA’nın baş ve boyun, prostat, 

üriner sistem, serviks, meme ve endometrium kanser tiplerinde  %30 oranında 

mutasyona uğradığı bildirilmiştir.  
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Ayrıca literatürdeki birçok çalışma sonucunda, bu gen üzerinde en fazla mutasyona 

uğrayan bölgelerin exon 9 ve exon 20 bölgeleri olduğu bildirilmiştir. Bu açıdan 

incelendiğinde, bu tez çalışmasında kolorektal kanserli olgularda PIK3CA geni 

üzerinde bulunan exon 9 ve exon 20 bölgelerindeki mutasyonlar incelenmiştir. 

Yapılan bu tez çalışmasında izlenilen deney akışı şu şekilde özetlenebilir: Çalışılacak 

olan üç farklı hasta grubuna ait parafine gömülü kolon doku bloklarından mikrotom 

ile 3-5 μm çapında kesitler alınarak steril ependorf tüplerine alınmıştır. Daha sonra 

bu kesitlerden genomik DNA izolasyon işlemi, QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Kat 

No: 56404, Qiagen, Germany) ile gerçekleştirilmiştir. İzole edilen genomik DNA’ 

ların saflık ve konsantrasyon değerleri nanodrop (Maestrogen, Taiwan) ile ölçülmüş 

ve sonuçlar kaydedilmiştir. Bu işlemden sonra 80 adet genomik DNA örneğinde 

PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bölgeleri, uygun primerler ile PCR’da 

çoğaltılmıştır. PCR sonuçları, %2’lik agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiş ve 

sonuçlar kaydedilmiştir. PCR ürünlerinin saf ve temiz olabilmesi için ExoSAP 

enzimi ile purifikasyon işlemi yapılmıştır. Daha sonra her bir örnek için sekans 

reaksiyonu hazırlanmış ve örnekler sekans PCR işleminden geçirilmiştir. Bu işlem 

için BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) 

kullanılmıştır. Sekanslama için örneklerin temiz ve saf olması gerektiğinden, sekans 

PCR ürünlerine Sephadex (Genomed, Kat. no:S6022)  ile purifikasyon işlemi 

yapılmış ve örnekler sekanslama için hazır hale getirilmiştir. Sekanslama işleminin 

yapılabilmesi için öncelikle Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazında 

çalışma için gerekli programlar kurulmuştur. Daha sonra örnekler sekanslama işlemi 

için 96’lık well plate’lere yüklendikten sonra Applied Biosystems 3130xl Genetic 

Analyzer cihazına yerleştirilerek run edilmiştir. Run işleminden sonra her bir örnek 

için ilgili gen bölgesinin nükleotid dizilimi çıkarılmış ve datalar Sequencing Analysis 

v5.3.1 Software’inde incelenmiştir. 80 adet olguya ait toplam 240 adet sekans 

sonucunun Seq Scape v2.6 Software’inde mutasyon analizleri yapılmış ve her bir gen 

bölgesi için tespit edilen mutasyonlar kaydedilmiştir. Elde edilen mutasyonlar daha 

sonra NCBI, Ensembl, Uniprot, OMIM gibi çeşitli veri tabanlarında araştırılarak 

biyoinformatik analizleri yapılmıştır. Tüm bu deneylerin sonucunda elde edilen 

bulgular detaylı olarak, başlıklar halinde, aşağıda anlatılmaktadır. 
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3.1. Çalışma Gruplarının Oluşturulması 

Çalışma kapsamında Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi Eğitim ve Araştırma 

Hastanesi Patoloji Laboratuvarı’nın doku arşivi ve verileri kullanılarak 2012 ve 2016 

yılları arasında hastaneye gelerek kolorektal kanser tanısı almış hastalara ait kolon 

doku blokları seçilmiştir. Olguların kolon dokularına ait hematoksilen eozin ile 

boyanmış preparatları (Şekil 3.1.) incelenerek histolojik tip, grade, patolojik evre, 

lokasyon ve lenf nodu metastazı gibi klinikopatolojik veriler elde edilmiştir. Çalışma 

grubu olarak; 30 adet kolorektal kanserli tümör grubu ve bu gruba ait 20 adet tümör 

kontrol grubu (Çizelge 3.1.), 30 adet de normal kontrol grubu (Çizelge 3.2.) olmak 

üzere toplamda 80 adet hastaya ait doku örneği kullanılmıştır. Tümör grubunda yer 

alan hastaların 20 tanesine ait sağlıklı kolon dokusu tümör kontrol (TC) grubu adı 

altında kullanılmıştır. Bu grupta yer alan kolon doku örneklerinde herhangi bir 

kanserleşme olmadığından dolayı hasta kontrolü olarak kullanılmıştır. Normal 

kontrol grubu ise hastaneye gelerek çeşitli sebeplerden dolayı ameliyatla kolon 

rezeksiyon materyali çıkarılan hastaların doku bloklarından seçilmiştir. 

Çizelge 3. 1. Tümör grubuna ait olguların demografik ve klinikopatolojik özellikleri. 

 

Örnek 

Kodu 

 

Cinsiyet 

(♂/♀) 

 

Yaş 

 

Histolojik Tip 

 

Grade 

 

Patolojik 

Evre 

 

Lokasyon 

Lenf 

Nodu 

Metastazı 

Tümör 

Kont. 

Blok 

T1 ♂ 73 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Var - 

T2 ♂ 44 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Yok - 

T3 ♂ 75 Adenokarsinom Orta T3 Çekum Yok TC1 

T4 ♂ 72 Adenokarsinom Orta T4 Sigmoid 

Kolon 

Var - 

T5 ♀ 66 Adenokarsinom Orta T2 Rektum Yok - 

T6 ♀ 77 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Var - 

T7 ♀ 60 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Yok TC3 

T8 ♀ 78 Adenokarsinom Orta T4 İnen 

Kolon 

Var TC4 

T9 ♂ 62 Adenokarsinom Orta T4 Rektum Var TC5 

T10 ♂ 58 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Yok TC2 
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Çizelge 3.1. 
(devam)

 

T11 ♀ 71 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Var TC6 

T12 ♀ 47 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Yok TC7 

T13 ♀ 76 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Yok - 

T14 ♀ 83 Adenokarsinom Orta T4 Çıkan 

Kolon 

Var TC9 

T15 ♀ 75 Adenokarsinom Orta T3 İnen 

Kolon 

Yok TC10 

T16 ♂ 74 Adenokarsinom Orta T4 Çıkan 

Kolon 

Var TC8 

T17 ♂ 78 Adenokarsinom İyi T3 Rektum Yok TC11 

T18 ♂ 80 Adenokarsinom Orta T3 Çekum Var TC12 

T19 ♂ 43 Müsinöz 

Adenokarsinom 

Az T3 Çıkan 

Kolon 

Yok - 

T20 ♀ 74 Adenokarsinom Az T3 Rektum Var TC13 

T21 ♂ 72 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Var TC14 

T22 ♀ 75 Adenokarsinom Orta T2 Transvers 

Kolon 

Yok TC15 

T23 ♀ 67 Adenokarsinom Az T3 Çıkan 

Kolon 

Var TC16 

T24 ♂ 82 Adenokarsinom Orta T1 Rektum Yok TC17 

T25 ♂ 61 Adenokarsinom Orta T3 Rektum Var TC18 

T26 ♀ 61 Adenokarsinom Orta T3 Rektum  - 

T27 ♀ 63 Müsinöz 

Adenokarsinom 

Orta T3 Çıkan 

Kolon 

Yok TC19 

T28 ♀ 54 Adenokarsinom Orta T1 Rektum Var - 

         

T29 ♀ 64 Adenokarsinom Orta T3 Çıkan 

Kolon 

Yok TC20 

T30 ♀ 61 Adenokarsinom Orta T2 Rektum Yok - 
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Çizelge 3. 2. Kontrol grubuna ait örneklerin demografik özellikleri. 

 

Örnek Kodu 

 

Cinsiyet (♂/♀) 

 

Yaş 

C1 ♀ 58 

C2 ♂ 79 

C3 ♀ 60 

C4 ♂ 34 

C5 ♂ 41 

C6 ♀ 74 

C7 ♂ 51 

C8 ♀ 19 

C9 ♂ 71 

C10 ♂ 32 

C11 ♀ 83 

C12 ♀ 18 

C13 ♀ 33 

C14 ♂ 80 

C15 ♀ 72 

C16 ♀ 79 

C17 ♀ 62 

C18 ♀ 72 

C19 ♂ 31 

C20 ♀ 37 

C21 ♂ 42 

C22 ♀ 46 

C23 ♂ 32 

C24 ♂ 59 

C25 ♀ 47 

C26 ♂ 75 

C27 ♀ 78 

C28 ♀ 65 

C29 ♂ 53 

C30 ♀ 81 
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Şekil 3. 1. Bazı olgulara ait hematoksilen eozin ile boyanmış kolon doku örneklerinin 

mikroskobik görüntüsü (T: Tümör, TC: Tümör kontrol). 

3.2. Parafine Gömülü (FFPE) Doku Örneklerinden Genomik DNA İzolasyonu 

DNA izolasyonu, QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Kat No: 56404, Qiagen, 

Germany) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. DNA örneklerinden 3 μl yüklenerek 

agaroz jel elektroforez analizi sonrası, UV görüntüleme sistemi ile görüntülemiştir 

(Şekil 3.2., Şekil 3.3., Şekil 3.4.). 
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Şekil 3. 2. Tümör grubuna ait örneklerin genomik DNA izolasyon sonucunun %0,8’lik agaroz 

jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: 1kb’lik DNA Marker).  

 

Şekil 3. 3. Tümör kontrol grubuna ait örneklerin genomik DNA izolasyon sonucunun %0,8 lik 

agaroz jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: 1kb’lik DNA Marker).  

 

Şekil 3. 4. Kontrol grubuna ait örneklerin genomik DNA izolasyon sonucunun %0,8’lik agaroz 

jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: 1kb’lik DNA Marker). 
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3.3. İzole Edilen Genomik DNA’ların Nanodrop ile Konsantrasyon ve Saflık 

Derecelerinin Ölçülmesi 

İzole edilen genomik DNA’ların konsantrasyon ve saflık dereceleri nanodrop 

(Maestrogen, Taiwan) cihazı (Şekil 3.5.) ile A230, A260 ve A280 nm dalga 

boylarında ölçülmüştür. Elde edilen değerler Çizelge 3.3., Çizelge 3.4. ve Çizelge 

3.5.’ de verilmiştir. 

 

Şekil 3. 5. Nanodrop cihazı (Maestrogen, Taiwan). 

Çizelge 3. 3. Tümör grubuna ait örneklerin DNA konsantrasyon ve saflık değerleri. 

 

Örnek 

 

Konsantrasyon 

(ng/μl) 

 

A260/280 

 

A260/230 

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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Çizelge 3.3. 
(devam)

 

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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Çizelge 3. 4. Tümör kontrol grubuna ait örneklerin DNA konsantrasyon ve saflık değerleri. 

 

Örnek 

 

Konsantrasyon 

(ng/μl) 

 

A260/280 

 

A260/230 

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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Çizelge 3. 5. Kontrol grubuna ait örneklerin DNA konsantrasyon ve saflık değerleri. 

 

Örnek 

 

Konsantrasyon 

(ng/μl) 

 

A260/280 

 

A260/230 

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 

C8 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 

C21 16,26 2,103 2,495 

C22 8,05
 

1,468 1,07 

C23 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 

C28 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 Örneklerinde PIK3CA Geninin Exon 9 ve Exon 20 

Bölgelerinin PCR İle Çoğaltılması 

Genomik DNA izolasyonu sonucunda, her olgu için PIK3CA geninin exon 9 ve exon 

20 bölgeleri exon 9F – exon 9R, exon 20_1F – exon 20_1R ve exon 20_2F -  exon 

20_2R primerleri ile PCR’da çoğaltılmıştır. PCR ürünleri, 8 μl örnek ve 2 μl 6x 

Loading Dye şeklinde  %2’lik agaroz jele yüklenmiş ve jel elektroforezi sonucunda 

görüntüleme cihazında UV ışık altında gözlemlenmiştir. PCR ürünlerine ait agaroz 

jel görüntüleri Şekil 3.6. - Şekil 3.14.’de verilmiştir. 

 

Şekil 3. 6. Tümör grubuna ait örneklerin PCR’da çoğaltılan exon 9 bölgelerinin %2’lik agaroz 

jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: 100bp’lik DNA Marker, Exon 9: 486 bp ).  

 

Şekil 3. 7. Tümör grubuna ait örneklerin PCR’da çoğaltılan exon 20_1 bölgelerinin %2’lik 

agaroz jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: Marker, Exon 20_1: 524 bp ). 



69 
 

 

Şekil 3. 8. Tümör grubuna ait örneklerin PCR’da çoğaltılan exon 20_2 bölgelerinin %2’lik 

agaroz jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M:, Exon 20_2: 468 bp ). 

 

Şekil 3. 9. Tümör kontrol grubuna ait örneklerin PCR’da çoğaltılan exon 9 bölgelerinin %2’lik 

agaroz jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: Marker, Exon 9: 486 bp ). 

 

Şekil 3. 10. Tümör kontrol grubuna ait örneklerin PCR’da çoğaltılan exon 20_1 bölgelerinin   

%2’lik agaroz jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: Marker, Exon 20_1: 524 bp ). 
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Şekil 3. 11. Tümör kontrol grubuna ait örneklerin PCR’ da çoğaltılan exon 20_2 bölgelerinin   

%2’ lik agaroz jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: Marker, Exon 20_2: 468 bp ). 

 

Şekil 3. 12. Kontrol grubuna ait örneklerin PCR’da çoğaltılan exon 9 bölgelerinin %2’lik agaroz 

jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: Marker, Exon 9: 486 bp ). 

 

 

Şekil 3. 13. Kontrol grubuna ait örneklerin PCR’da çoğaltılan exon 20_1 bölgelerinin   %2’lik 

agaroz jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: Marker, Exon 20_1: 524 bp ). 
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Şekil 3. 14. Kontrol grubuna ait örneklerin PCR’ da çoğaltılan exon 20_2 bölgelerinin   %2’ lik 

agaroz jel elektroforezinin negatif görüntüsü (M: Marker, Exon 20_2: 468 bp ). 

3.5. Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer Cihazı 

Sekans PCR’ı yapılan örnekler, daha sonra sephadex purifikasyonuna tabi tutulmuş 

ve bu sayede örnekler saf ve temiz hale getirilmiştir. Bu aşamadan sonra örnekler 

96’lık well plate’lere yüklenerek Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer 

cihazında Sanger sekanslama teknolojisi ile sekanslanmıştır. Cihazın iç haznesi ve 

polimer pompa sistemi Şekil 3.15. ve Şekil 3.16.’da gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 15. Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazı ve iç haznesi. 
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Şekil 3. 16. Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazında polimer aktarma pompasının 

şematik görünümü. 

3.6. Sekanslanan Örneklerde Exon 9 ve Exon 20 Bölgelerinin Mutasyon Analizi 

Çalışma kapsamında toplamda 80 adet olgunun PIK3CA genine ait exon 9, exon 

20_1 ve exon 20_2 bölgeleri Sanger sekanslama teknolojisi kullanılarak 

sekanslanmıştır. Çalışma sonucunda toplam 80 olguya ait 240 adet sekans örneği 

elde edilmiştir. Sekanslama sonrasında kolorektal kanser vakalarında ve bunlara ait 

kontrol gruplarında mutasyon taramaları ve analizleri Applied Biosystems 3130xl 

Genetic Analyzer cihazına ait Sequencing Analysis v5.3.1 ve SeqScape v2.6 

Software’lerinde yapılmıştır. Saptanan mutasyonlar, Ensembl, NCBI, Uniprot ve 

OMIM gibi çeşitli veri tabanlarında araştırılarak tanımlanmıştır.  

SeqScape Software’inde T1 kodlu tümör olgusunun analizi sonucunda exon 9 

bölgesinde c.1571 G>A (R524K), c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC 

(S553Thr) mutasyonları tespit edilmiştir. T1 kodlu tümör olgusunda tespit edilen 

mutasyonlar C1 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.17.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3. 17. T1 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların C1 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 

SeqScape Software’inde T2 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında İntron 9 

bölgesinde c.1664+105 T>G mutasyonu tespit edilmiştir. T2 kodlu tümör olgusunda 

tespit edilen bu mutasyon C2 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.18.’de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 18. T2 kodlu tümör olgusunun intron 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonun C1 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 
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SeqScape Software’inde T3 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) mutasyonları 

tespit edilmiştir. Tespit edilen mutasyonlar TC3 numaralı tümör kontrol ve C3 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.19.’da gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 19. T3 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların TC1 kodlu 

tümör kontrol ve C3 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 

 

SeqScape Software’inde T4 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) mutasyonları 

tespit edilmiştir. Tespit edilen mutasyonlar, C4 kodlu kontrol grubuyla 

karşılaştırılarak Şekil 3.20.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3. 20. T4 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların C4 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 

SeqScape Software’inde T8 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) mutasyonları 

tespit edilmiştir. Tespit edilen mutasyonlar, TC4 kodlu tümör kontrol ve C6 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.21.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 21. T8 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların TC4 kodlu 

tümör kontrol ve C6 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 
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SeqScape Software’inde T12 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında İntron 9 

bölgesinde c.1664+105 T>G mutasyonu tespit edilmiştir. Tespit edilen bu mutasyon 

TC6 kodlu tümör kontrol ve C7 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 

3.22.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 22. T12 kodlu tümör olgusunun intron 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonun TC6 kodlu 

tümör kontrol ve C7 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 

SeqScape Software’inde T14 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) mutasyonları 

tespit edilmiştir. Tespit edilen mutasyonlar, TC9 kodlu tümör kontrol ve C9 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.23.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 23. T14 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların TC9 

kodlu tümör kontrol ve C9 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 
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SeqScape Software’inde T16 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) mutasyonları 

tespit edilmiştir. Tespit edilen mutasyonlar, TC8 kodlu tümör kontrol ve C8 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.24.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 24. T16 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların TC8 

kodlu tümör kontrol ve C8 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 

SeqScape Software’inde T17 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) mutasyonları 

tespit edilmiştir. Tespit edilen mutasyonlar, TC11 kodlu tümör kontrol ve C10 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.25.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 25. . T17 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların TC11 

kodlu tümör kontrol ve C10 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 
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SeqScape Software’inde T18 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1624 G>A (E542K), c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC 

(S553Thr) mutasyonları tespit edilmiştir. Tespit edilen mutasyonlar, TC12 kodlu 

tümör kontrol ve C11 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.26.’da 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 26. T18 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların TC12 

kodlu tümör kontrol ve C11 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 

SeqScape Software’inde T22 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1634 A>C (E545A) ve c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) mutasyonları 

tespit edilmiştir. Tespit edilen mutasyonlar, TC15 kodlu tümör kontrol ve C12 kodlu 

kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 3.27.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 27. T22 kodlu tümör olgusunun exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların TC15 

kodlu tümör kontrol ve C12 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 
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SeqScape Software’inde T28 kodlu tümör olgusunun analizi sonrasında exon 9 

bölgesinde c.1624 G>A (E542K) ve c.1664+105 T>G mutasyonları tespit edilmiştir. 

Tespit edilen mutasyonlar, C13 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılarak Şekil 

3.28.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 28. T28 kodlu tümör olgusunun exon 9 ve intron 9 bölgelerinde tespit edilen 

mutasyonların C13 kodlu kontrol grubuyla karşılaştırılmış görüntüsü. 

3.7. Biyoinformatik Analiz 

Deneysel aşamalar sonucunda toplam 80 olgunun PIK3CA geninin exon 9 ve exon 

20 bölgelerine ait 240 adet sekans dosyası elde edilmiştir. Elde edilen sekans 

dosyalarının mutasyon analizi SeqScape v.2.6 Software’inde yapılmıştır. Software’in 

mutasyon raporlama kısmında tespit edilen tekli nükleotid değişim bölgeleri yani 

SNP bölgeleri daha sonra Sequencing Analysis v5.3.1 de ayrıntılı bir şekilde 

incelenmiştir. İncelenen bölgelerdeki nükleotid değişimleri ve bunun sonucunda 

meydana gelecek olan amino asit değişimleri Ensembl ve NCBI veri tabanlarında 

NM_006218 genbank numaralı PIK3CA gen sekansı üzerinde araştırılmıştır. Ayrıca 

amino asit değişimleri NP_006209 numaralı referans sekansı üzerinde araştırılmıştır. 

Belirlenen mutasyonlar ve buna bağlı olarak değişen amino asit sekansları tespit 

edilmiştir. 
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4. TARTIŞMA 

Kolon ve rektum, sindirim sisteminin önemli bir parçası olan kalın bağırsağı 

oluşturur. Kalın bağırsak çekum, kolon ve rektum olmak üzere 3 kısımdan meydana 

gelir. Kolon yapısı ise çıkan kolon, transvers kolon, inen kolon ve sigmoid kolon 

olmak üzere 4 kısımdan oluşmaktadır. Rektum ise sigmoid kolon ile anüs arasında 

yer almaktadır. 

Hücre büyümesi ve çoğalması normalde vücut ihtiyacı doğrultusunda kontrol altında 

tutulurken, hücrelerin bu kontrolden çıkarak büyüme, bölünme, çoğalma ve yayılma 

yoluna girmesiyle tümörler meydana gelmektedir. Bu tümörler iyi ve kötü huylu 

olmakla beraber kanser gelişiminde kötü huylu tümörler ön plandadır 

(www.kanser.gov.tr). Kanser, anormal hücre çoğalmasına yol açan hücre büyümesini 

ve farklılaşmasını düzenleyen genin kontrolü ve aktivitesi ile ilişkilidir. Bu kanserle 

ilgili genlerin normal hücre çoğalması üzerinde zıt etkileri vardır ve bazen bu 

genlerdeki değişiklikler kanser gelişiminde  önemli etkilere sahip olabilmektedir 

(Weinberg., 1996). 

Kolon ve rektum kısımlarından herhangi birinde meydana gelen kanserleşme 

kolorektal kanser olarak adlandırılmaktadır. Kolorektal kanser hem Batı hem de 

Asya ülkelerinde en yaygın olarak görülen malignitelerden biridir (Chen vd., 2014). 

Kolorektal kanser 2012 yılında dünya çapında, erkeklerde üçüncü (746.000 vaka’da 

%10), kadınlarda ise ikinci (614.000 vaka’da %9,2) en yaygın olarak görülen kanser 

türü olmuştur (Kawazoe vd., 2015).  KRK, her yıl 1 milyondan fazla yeni vaka ile 

batı dünyasında en sık olarak görülen kanser türlerinden biridir. Primer kolorektal 

tümörlerin metastazı, doğrudan hastanın yaşamı ile bağlantı olup hasta ölümlerinin 

yaklaşık olarak %90’ını oluşturmaktadır (Koelzer vd., 2015). 

Kanserin moleküler temelinin anlaşılması adına üzerinde en çok çalışma yapılan 

kanser türlerinden bir tanesi de kolorektal kanserdir ve bu kanser türünün heterojen 

ve çok karmaşık bir kanser modeli olduğu belirtilmiştir (Takayama vd., 2006). 

Kolorektal karsinogenez, genetiksel yapıdaki birden fazla moleküler değişimin 

meydana getirdiği karmaşık bir karsinogenez modelidir.  

 

http://www.kanser.gov.tr/
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KRK gelişimi, diğer kanser türlerinde olduğu gibi düzenleyici genlerin fonksiyonları 

üzerindeki değişiklikler ve genomik kararsızlıkla ilişkilidir (Ashktorab vd., 2010). 

Kolorektal kanser gelişimi üzerinde etkili olan genetik faktörler hakkında yapılan 

çalışmalar sonucunda, %35 oranında bu faktörlerin kanser gelişiminde etkili olduğu 

gösterilmiştir (Lichtenstein vd., 2000). Kolorektal kanserlerin yaklaşık olarak %15’i 

ailesel, %10’u kalıtımsal ve %75’i ise sporadik olarak oluşmaktadır (Lynch vd., 

2006). 

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) hücre proliferasyon, yayılma ve hayatta kalması 

için sinyal yollarının başlatılmasında kritik bir lipid kinazdır. Sınıf IA 

fosfatidilinositol 3-kinazlar heterodimerik bir lipit kinaz ailesi olup farklı reseptör 

tirozin kinazlara bir dizi yanıt olacak şekilde hücre içerisindeki birçok süreci 

düzenler (Hamilton vd., 2000). PI3K’lar hücre proliferasyonu, hayatta kalması, 

metabolizması ve motilitesi dahil olmak üzere çeşitli hücresel fonksiyonları 

düzenlemektedir (Foukas vd., 2006). 

PIK3CA, 34 kb’lik bir gen olup 20 exondan oluşur, 1068 amino asitten oluşan 

124kDa’luk p110a proteinini kodlar ve 3.kromozomun  3q26.3 bölgesinde 

lokalizedir (Ligresti vd., 2009). PIK3CA geni hücre proliferasyonu, sağkalım, 

çoğalma, göç ve morfolojisi de dahil olmak üzere hücresel yanıtları yöneten 

PI3K’nın katalitik alt ünitesi olan p110a proteinini kodlar (Miled v., 2007; Bader vd., 

2006). Birçok raporda PIK3CA geni üzerinde exon 9 ve exon 20 bölgelerindeki 

hotspot mutasyon bölgeleri bildirilmiştir (Samuels vd., 2004). p110α C-terminal 

kinaz exon 20 tarafından kodlanır ve bu alandaki mutasyonlar enzimatik aktiviteyi 

uyarabilmektedir. p110α helikal domaini ise exon 9 tarafından kodlanmaktadır ve bu 

alandaki mutasyonlar p110α katalitik alt birim ve p85 N-terminal SRC Homoloji-2 

(SH2) etki alanı arasında önleyici etkileşimleri zayıflatır (Vogt vd., 2007; Zhao ve 

Vogt, 2008; Huang vd., 2007). Otomatik DNA dizileme yöntemleri kullanılarak, 

PI3K genlerinin insan kanserinde mutasyona uğramış olduğu gösterilmiştir (Ligresti 

vd., 2009). Tümörler genellikle genetik olarak etkilenmiştir ve onkogenlerde somatik 

mutasyonlar olduğu iyi bilinmektedir.  
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PI3K / AKT sinyal yolu daha önceden karsinogenezise dahil olmuştur; son birkaç yıl 

içindeki kanıtlar, insan kanserlerinde PI3K’ın katalitik alt birimi olan PIK3CA’nın 

hayati bir rolü olduğunu önermiştir (Phillips vd., 2006; Barbareschi vd., 2007).  

Literatür taramaları sonucunda PIK3CA geninin çeşitli insan kanseri tiplerinde 

mutasyona uğradığı ve kanser gelişiminde etkili olduğu bulunmuştur. Ayrıca 

PIK3CA mutasyonlarının yoğun olarak exon 9 ve exon 20 bölgelerinde kümelendiği 

bildirilmiştir.  

Bu bulgular sonucunda tez çalışması kapsamında, Muğla bölgesindeki kolorektal 

kanserli hastalarda PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 onkojenik hotspot mutasyon 

bölgelerinin sıklığının belirlenmesi ve kolorektal kanser gelişimi üzerindeki 

etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu amaçla birlikte bu tez çalışmasında Muğla 

bölgesinde, Muğla Sıtkı Koçman Eğitim ve Araştırma Hastanesi’ne gelerek 

kolorektal kanser tanısı almış olan 30 adet hastaya ait parafin bloklara gömülü doku 

örnekleri kullanılmıştır. Ayrıca çalışmada kontrol grubu olarak, bu 30 kolorektal 

kanserli hastanın 20 tanesine ait sağlıklı kolon dokusu (tümör kontrol grubu) ve 30 

adet de kolonunda herhangi bir tümörleşme olmayan hastalara ait parafin bloklara 

gömülü doku örneği kullanılmıştır. Çalışmada 30 adet tümör, 20 adet tümör kontrol 

ve 30 adet de normal kontrol grubu olmak üzere 80 tane parafin bloklara gömülü 

doku örneği kullanılmıştır. 80 adet doku örneğinden genomik DNA izolasyonu, 

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit ile yapılmıştır. Daha sonra her bir DNA örneğinde, 

PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bölgeleri ilgili primerler ile PCR’da 

çoğaltılmıştır. Çoğaltılan gen bölgelerine ait purifikasyon işlemi ExoSAP enzimi ile 

yapılmıştır. 80 adet olguya ait 240 adet PCR ürününün daha sonra BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) kullanılarak 

sekans PCR işlemi gerçekleştirilmiştir. Sekans ürünlerinin purifikasyon işlemi 

Sephadex ile yapıldıktan sonra ürünler, Sanger sekanslama metodu kullanılarak 

Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer cihazında sekanslama işlemine tabi 

tutulmuş ve ilgili gen bölgelerine ait DNA dizileri (sekans) çıkarılmıştır. 80 adet 

olguya ait toplam 240 adet sekans dosyası Applied Biosystems 3130xl Genetic 

Analyzer cihazına ait Sequencing Analysis v.5.3.1 ve SeqScape v.2.6 

Software’lerinde analiz edilerek PIK3CA genine ait exon 9 ve exon 20 bölgeleri 

üzerindeki mutasyon bölgeleri tespit edilmiştir.  
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Daha sonra bu mutasyon bölgelerindeki nükleotid değişimleri ile amino asit 

değişimleri Ensembl ve NCBI veri tabanlarında biyoinformatik analizler ile tespit 

edilmiştir. 

Yapılan mutasyon ve biyoinformatik analizler sonucunda, 30 adet kolorektal tümörlü 

hastanın 12 tanesinin PIK3CA geninin exon 9 bölgesinde anlamlı mutasyonlar tespit 

edilirken, exon 20 bölgesinde herhangi bir mutasyon tespit edilememiştir. Ayrıca 

tümör kontrol (TC) ve normal kontrol (C) gruplarında yapılan analizler sonucunda 

PIK3CA geninin exon 9 ve exon 20 bölgelerinde herhangi bir mutasyon tespit 

edilmemiştir. Analizler sonucunda 1 hastada c.1571 G>A (R524K), 2 hastada c.1624 

G>A (E542K), 3 hastada c.1664+105 T>G, 9 hastada ise c.1634 A>C (E545A) ve 

c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) mutasyon birlikteliği tespit edilmiştir (Şekil 4.1.). 

Toplam 12 hastada tespit edilen mutasyonlar Çizelge 4.1.’de detaylı olarak 

verilmiştir. Ayrıca bu 12 hastaya ait kolorektal tümörlü kolon dokularının, 

hematoksilen eozin ile boyanmış preparatlarının mikroskobik görüntüleri Şekil 

4.2.’de verilmiştir. 

 

Şekil 4. 1. Kolorektal tümörlü 12 hastanın PIK3CA geninin exon 9 bölgesinde tespit edilen 

mutasyonların dağılımı. 
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Çizelge 4. 1. Kolorektal kanserli hastalarda tespit edilen mutasyonlar. 

 

Örnek 

Kodu 

 

Yaş/ 

Cinsiyet 

 

Patoloji 

 

Bölge 

 

Nükleotid 

 

Protein 

 

Referans 

Numarası 

 

T1 

 

73 / ♂ 

 

Adenokarsinom 

 

Exon 9 

c.1571 G>A 

c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

R524K 

E545A 

S553Th

r 

rs104885999 

rs121913274 

rs587777795 

 

T2 

 

44 / ♂ 

 

Adenokarsinom 

İntron 

9 

 

c.1664+105 T>G 

 

- 

 

rs17849071 

 

T3 

 

75 / ♂ 

 

Adenokarsinom 

Exon 9 c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

E545A 

S553Th

r 

rs121913274 

rs587777795 

 

T4 

 

72 / ♂ 

 

Adenokarsinom 

Exon 9 c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

E545A 

S553Th

r 

rs121913274 

rs587777795 

 

T8 

 

60 / ♀ 

 

Adenokarsinom 

Exon 9 c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

E545A 

S553Th

r 

rs121913274 

rs587777795 

 

T12 

 

47 / ♀ 

 

Adenokarsinom 

İntron 

9 

 

c.1664+105 T>G 

 

- 

 

rs17849071 

 

T14 

 

83 / ♀ 

 

Adenokarsinom 

Exon 9 c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

E545A 

S553Th

r 

rs121913274 

rs587777795 

 

T16 

 

74 / ♂ 

 

Adenokarsinom 

Exon 9 c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

E545A 

S553Th

r 

rs121913274 

rs587777795 

 

T17 

 

78 / ♂ 

 

Adenokarsinom 

Exon 9 c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

E545A 

S553Th

r 

rs121913274 

rs587777795 

 

T18 

 

80 / ♂ 

 

Adenokarsinom 

 

Exon 9 

c.1624 G>A 

c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

E542K 

E545A 

S553Th

r 

rs121913273 

rs121913274 

rs587777795 

 

T22 

 

75 / ♀ 

 

Adenokarsinom 

Exon 9 c.1634 A>C 

c.1658_1659delGTİnC 

E545A 

S553Th

r 

rs121913274 

rs587777795 

 

T28 

 

54 / ♀ 

 

Adenokarsinom 

Exon-

İntron 

9 

c.1624 G>A 

c.1664+105 T>G 

E542K 

-  

rs121913273 

rs17849071 
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Şekil 4. 2. PIK3CA geninde mutasyonlar tespit edilen kolorektal tümörlü hastalara ait 

hematoksilen eozin ile boyanmış preparatların mikroskobik görüntüsü. 

12 kolorektal tümörlü hastada tespit edilen mutasyonların kolon içerisindeki 

dağılımları göre Şekil 4.3.’de verilmiştir. 
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Şekil 4. 3. Kolorektal tümörlü 12 hastanın exon 9 bölgesinde tespit edilen mutasyonların kolon 

içerisindeki % dağılımı. 

 

Zhu ve arkadaşları 2012 yılında yaptıkları bir çalışmada 60 adet kolorektal kanserli 

hastada PIK3CA gen mutasyon taraması yaparak, mutasyonların yoğun olarak exon 

9 (13,3 %) ve exon 20 (8,3 %) bölgelerinde kümelendiğini ve normal dokularda 

herhangi bir mutasyon olmadığını tespit etmişlerdir. Exon 9 bölgesinde E545A ile 

sonuçlanan c.1633 G>A ve exon20 bölgesinde H1047 ile sonuçlanan c.3140 A>G 

mutasyonlarının tanımlandığını bildirmişlerdir. Buna bağlı olarak kolorektal kanserli 

hastaların metastatik lezyonları arasında PI3K proteininin ifadesinde farklılık 

bulmuşlardır. PI3K’nın pozitiflik oranının, primer tümörlere göre metastazda daha 

yüksek olduğunu ve bu durumun KRK gelişimi, ilerlemesi ve metastazıyla ilgili 

olabileceğini ileri sürmüşlerdir (Zhu vd., 2012). 

Omata ve arkadaşları 2005 yılında yaptıkları bir çalışmada PIK3CA mutasyonlarının 

lipid kinaz aktivitesi üzerindeki etkilerini incelemişlerdir. Fosfatidilinositol 3-kinazın 

p110a katalitik alt birimi kodlayan PIK3CA genindeki mutasyonları  kolorektal 

kanserli hastalarda taramışlar ve tespit edilen mutasyonların çoğunun helikal domaini 

kodlayan exon 9 ve kinaz domainini kodlayan exon 20 bölgesinde kümelendiğini 

bildirmişlerdir.  
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Çalışma sonucunda E542K, E545K ve H1047R ile sonuçlanan hotspot mutasyonların 

tümünde yüksek enzimatik aktivite gözlemlemişlerdir (Omata vd., 2005). 

Campbell ve arkadaşları 2004 yılında, PIK3CA’nın tüm kodlayıcı ekzon 

mutasyonları için, yumurtalık, göğüs ve kolorektal kanser olmak üzere toplamda 284 

primer tümör örneğini taramışlardır. Mutasyon durumu ve histolojik alt gruplar 

arasında açık bir ilişki bildirilmesine rağmen primer epitelyal over kanserlerinde 

sadece %6’lık bir somatik mutasyon bulunduğu rapor edilmiştir. Ek olarak, 

kolorektal kanserlerde % 18 ve meme kanserlerinde % 40 PIK3CA mutasyon sıklığı 

bildirilmiştir (Campbell vd., 2004). 

Broderick ve arkadaşları 285 beyin tümöründen; anaplastik oligodendrogliomlarda % 

14, medulloblastomlar ve glioblastomalarıda % 5 ve anaplastik astrositomlarda % 3 

oranında PIK3CA mutasyonlarını tespit etmişlerdir (Broderick vd., 2004). 

Oda ve arkadaşları 66 endometriyal karsinom hastasında PIK3CA geni üzerinde 24 

(%36) mutasyon tespit etmişler ve yüksek frekanslı PIK3CA/PTEN mutasyonlarının 

bir arada olduğunu bildirmişlerdir. PIK3CA mutasyonlarının PIK3CA / PTEN 

yolunda meydana getirdiği değişiklikler nedeniyle tümör gelişiminde önemli bir rol 

oynayabileceğini ve tümörü olan hastalardaki PTEN mutasyon oranının(%46) 

tümörü olmayan hastalardaki PTEN mutasyonlarına (%24) kıyasla daha sık olduğunu 

bildirmişlerdir (Oda vd., 2005). 

Qiu ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada baş ve boyun yassı hücreli karsinomlarda 

(HNSCC) PIK3CA mutasyonlarını bildirmişler ve 38 HNSCC örneğinde, PIK3CA 

somatik mutasyonların %75'den fazlasının helikal (exon 9) ve kinaz (exon 20) 

domainlerde kümelendiğini rapor etmişlerdir (Qiu vd., 2006). 

Kozaki ve arkadaşları insan oral skuamöz karsinom (OSCC) hücre hatları ve primer 

OSCC tümörlerinde PIK3CA mutasyonlarını araştırmış ve PIK3CA genindeki exon 

9 ve exon 20 amplifikasyonlarında mutasyonlar tespit etmişlerdir. exon 9 ve exon 20 

bölgelerindeki mutasyon oranının OSSC hücre hattı tümörlerinde %21, OSSC primer 

tümörlerinde %7,4 olduğunu bildirmişlerdir (Kozaki vd., 2006). 
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Kolorektal kanserde PIK3CA mutasyonları; Iida ve arkadaşları tarafından 164 

hastada %12, Hsieh ve arkadaşları tarafından 182 hastada %12, Whitehall ve 

arkadaşları tarafından 829 hastada %14, Tian ve arkadaşları tarafından 381 hastada 

%12, Liao ve arkadaşları tarafından 1170 hastada %16, Garrido-Laguna ve 

arkadaşları tarafından 238 hastada %15, Ogino ve arkadaşları tarafından 450 hastada 

%18, Nosho ve arkadaşları tarafından 590 hastada %15, Kato ve arkadaşları 

tarafından 158 hastada %11 oranında bulduklarını bildirmişlerdir (Rosty vd., 2013). 

PI3K ile p110a katalitik alt birimi arasında gen kopya sayısı sıklıkla yumurtalık 

kanserlerinde artar, artan PIK3CA transkripsiyonu, p110a protein ekspresyonu ve 

PI3K aktivitesi ile sonuçlanır (Shayesteh vd., 1999). 

PIK3CA mutasyonları, AKT sinyal yolağının aktivasyonunda ve kolorektal 

karsinogenezde önemli bir rol oynamaktadır (Ogino vd., 2009). Son bulgular, 

tümörigenezinde PI3K katılımını desteklemektedir. PTEN mutasyonu ve aşırı Akt 

gen amplifikasyonu içeren PI3K / Akt yolağının sapkın bir aktivasyonu, çeşitli insan 

kanserlerinde rol oynar (Vivanco ve Sawyers, 2002; Luo vd., 2003). Bazı 

mutasyonlar p85 bağlanma domaini ve C2 domainlerinde bildirilmesine rağmen, 

insan kanserlerinde rapor edilen PIK3CA mutasyonlarının çoğu helikal ve kinaz 

domainleri üzerinde olduğu bildirilmiştir (Samuels vd., 2004). 

E542K ve E545K helikal domain hotspot mutasyonları, yüksek lipid kinaz aktivitesi 

göstermektedir (Omata vd., 2005). Memeli hücrelerinde, p110a’nın monomer 

aktivitesi 30 °C'de p85a tarafından inhibe edilerek p110a stabil hale getirilir. Buna 

karşılık p85a 37 °C'de p110a tarafından bir aktivatör olarak kabul edilir ve lipid 

kinaz aktivitesinde artış meydana gelir (Yu vd., 1998). 

Hotspot mutasyon olarak E542 ve E545 helikal domainde (exon 9), H1047 ise kinaz 

domainde (exon 20) çoğunlukla bulunmuştur. E542 ve E545 sık olarak Lizin’e 

değiştirilirken, H1047 ise sıklıkla Arjinin’e değiştirilir. p110a ve p85a arasında veya 

p110a kinaz domaini arasındaki ara yüzlerde, p85 kinaz aktivitesinin düzenlemesi ya 

da enzimin katalitik aktivitesini etkileyen katalitik alt birim içinde gerçekleşen 

mutasyonların çoğu PI3K, p110a katalitik alt birim ve p85a düzenleyici alt birim 

arasındaki karmaşık kristal yapıyı ortaya çıkarmıştır (Huang vd., 2007).  
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Bu mutasyonlar, proteinin enzimatik fonksiyonunda bir artışına neden olarak birincil 

tavuk embriyo fibroblastları ve NIH3T3 hücreleri içinde eksprese edildiği zaman, 

onkojenik transformasyona neden olduğu gösterilmiştir (Kang vd., 2005). 

PI3K’ın p110α katalitik alt birimini kodlayan PIK3CA geninde gözlenen yüksek 

frekanslı somatik mutasyonlar sıklıkla helikal domaini kodlayan exon 9 ve kinaz 

domaini kodlayan exon 20 üzerinde tespit edilmiştir. Bu mutasyonlar tercihen yüksek 

ölçüde korunmuş bölgeleri etkiler ve bu yüzden kritik fonksiyonel öneme sahiptirler. 

E542K, E545K ve H1047R mutasyonları lipid kinaz ve gelişmiş enzimatik aktive 

göstererek AKT’nin yüksek oranda fosforillenmesini sağlarlar (Kang vd., 2005). 

PIK3CA mutasyonlarının % 80'inden fazlası exon 9 (helikal domain) ve exon 20 

(kinaz domain)’de meydana gelir. Moleküler mekanizmalar tarafından bu 

mutasyonların kinaz aktivitesini artırarak PI3K’nın yapısını değiştirdiği yoğun 

araştırma konusu olmuştur. p110α alt birimi beş domainden meydana gelir: p85 alt 

birimine bağlanan bir adaptör bağlama domaini (ABD), bir Ras-bağlama domaini 

(RBD), bir C2 domaini, helikal domain ve bir kinaz domaini içerir. (Vanhaesebroeck 

ve Waterfield, 1999; Cantley, 2002). p110α helikal domaininde meydana gelen 

onkogenik mutasyonlar (E542K ve E545K)  ile ilgili olarak, bu mutasyonların p110α 

helikal domain ve p85α domaini arasındaki nSH2 ara yüzündede meydana geldiği 

ileri sürülmüştür. Ayrıca, biyokimyasal çalışmalar Glu542, Glu545, Lys379 ve 

Arg340 amino asitlerinin p85α nSH2 domaininde etkileşim içinde olduğu 

gösterilmiş, bu bölgelerin mutasyona uğraması durumunda katalitik alt birim 

üzerindeki düzenleyici birim olan p85a’nın yapısını değiştirebileceği ortaya 

konmuştur (Cantley, 2002). 

PIK3CA aktif mutasyonları kolorektum, mide, göğüs, beyin, yumurtalık, karaciğer 

ve akciğer neoplazmalarında bulunmuştur (Samuels vd., 2004; Campbell vd., 2004). 

Bu mutasyonlardan kodon 542 ve 545 exon 9 helikal domaini, kodon 1047 ise exon 

20 kinaz domaininde olmak üzere 2 hotspot bölgede yoğunlaşmıştır. Her iki bölge 

mutasyonlarında sonuç olarak ortotopik modellemelere göre hücre hatlarında 

transformative enzim fonksiyonlarında bir artış vardır (Guo vd., 2007; Samuels vd., 

2005).  
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Kolorektal karsinomlar için, PIK3CA mutasyon sıklığının % 7 - % 32 arasında ve 

exon 9 bölgesindeki G>A transversiyonlarının en sık görülenler olduğu bildirilmiştir 

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

Samuels ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada 234 kolon kanser hastasında %32 

oranında PIK3CA mutasyonu tanımlamışlar, bu mutasyonlarında %47’sinin helikal 

(exon 9) ve %33’ünün de kinaz (exon 20) domaininde tespit edildiğini bildirmişlerdir 

(Samuels vd., 2004). 

PIK3CA mutasyonu ve sağkalım arasındaki ilişki, mutasyon türü veya hasta 

grubundaki farklılıklar ile birlikte önceki çalışmalarda rapor edilmiştir. Iida ve 

arkadaşları ile Kato ve arkadaşları tüm PIK3CA mutasyonlarının tüm kolorektal 

karsinomlarda kötü sağ kalıma, Liao ve arkadaşları exon 9 ve exon 20 

mutasyonlarına sahip tümörlerde kötü sağ kalıma, Farina Sarasquesta ve arkadaşları 

sadece exon 20 mutasyonlarına sahip tümörlerde kötü sağ kalıma, Ogino ve 

arkadaşları ise sadece yabanıl tip KRAS mutasyonuna sahip tümörlerde kötü sağ 

kalıma neden olduğunu rapor etmişlerdir (Rosty vd., 2013). 

E545A mutasyonu kolorektal kanser de dahil olmak üzere birçok kanser tipinde 

bildirilmiştir (Horn vd., 2008; Heartman vd.,2010; Lee vd., 2010). PIK3CA geninin 

exon 9 bölgesi üzerindeki E545A ve S553Tfs mutasyon birlikteliği Cowden 

sendromlu hastalarda bildirilmiştir. Ayrıca bu mutasyonların kinaz aktivitesinde bir 

artışa neden olduğunu da bildirmişlerdir (Orloff vd., 2013). Exon 9 helikal 

domaininde yer alan R524K mutasyonu literatürde kolorektal kanser ve orofaringeal 

kanser hastalarında tanımlanmış olup kinaz aktivitesi üzerine etkisi bilinmemektedir 

(Berg vd., 2010; Chiosea vd., 2010). İntron 9 bölgesi üzerindeki c.1664+105 T>G 

hotspot mutasyonu ileri evredeki oral skuamöz hücreli karsinomlarda (OSCC) 

bildirilmiştir ( Shah vd., 2015). Pang ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada meme 

tümörlerinde c.1664+105 T>G mutasyonu, p53 protein birikimi ile ilişkili 

bulunmuştur (Pang vd., 2014). 

Bu tez çalışması sonucunda PIK3CA geninin exon 9 bölgesinde, 1 hastada c.1571 

G>A (R524K) heterozigot, 2 hastada c.1624 G>A (E542K) heterozigot, 3 hastada 

c.1664+105 T>G heterozigot, 9 hastada ise c.1634 A>C (E545A) heterozigot ve 

c.1658_1659delGTİnsC (S553Thr) heterozigot mutasyon birlikteliği tespit edilmiştir.   
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Toplam 12 kolorektal tümörlü vakada tespit edilen mutasyonların tamamı helikal 

domain (exon 9) üzerinde kümelenmiştir. Kinaz domaini (exon 20) üzerinde ise 

herhangi bir mutasyon gözlemlenmemiştir. Ayrıca çalışmaya alınan 20 tümör kontrol 

ve 30 normal kontrol olmak üzere toplam 50 adet kontrol grubunun exon 9 ve exon 

20 bölgelerinde herhangi bir mutasyon gözlemlenmemiştir. Tespit edilen 

mutasyonlar kontrol gruplarıyla karşılaştırıldığında sadece tümörlü olgularda 

mutasyonların gözlemlenmesi bu mutasyonların somatik mutasyonlar olduğunu 

göstermektedir. 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 

değişim vardır. c.1664+105 T>G mutasyonu ise intron 9 bölgesinde olduğundan 

dolayı amino asit üzerine bir etkisi yoktur.  

Mutasyonlar sonucu bir kodondaki amino asit sekans değişikliği protein işlevi 

üzerinde önemli bir etkiye sahip olması mümkündür. Bu mutasyonların biyolojik ve 

biyokimyasal özellikleri ile ilgili daha fazla araştırma yapılması PIK3CA’nın kinaz 

aktivitesindeki değişimlerin etkilerini araştırmak için önemlidir. Sonuç olarak Muğla 

bölgesindeki kolorektal kanser hastalarında PIK3CA gen mutasyon oranı %40 

şeklinde bulunmuştur (12/30). Buna bağlı olarak bu çalışmanın bulguları, PIK3CA 

mutasyonlarının Muğla Bölgesindeki kolorektal kanserli hastalarda sık olduğunu 

göstermiştir. Elde ettiğimiz sonuçların, literatür taramaları sonucunda lipid kinaz 

aktivitesini üzerinde artırıcı bir etkisinin olduğu düşünülmektedir. Sonuçlarımız, 

kanserle ilişkili PIK3CA mutasyonlarının lipid kinaz aktivitesinin üst regülasyonu ile 

tümör oluşumuna katkıda bulunduğunu göstermektedir. PIK3CA tarafından kodlanan 

p110a proteini PI3K sinyalizasyon yolağı için önemli bir bileşendir. PIK3CA geninin 

mutasyona uğraması durumunda bu protein sürekli ifade edilerek PI3K sinyal 

yolağının sürekli aktif olmasına neden olmaktadır. Kolorektal karsinogenezde PI3K 

sinyal yolağı en yaygın mekanizmalardan biridir. PI3K sinyal yolunun sık olarak 

kolon kanser hücrelerinde aktive olduğu önceki çalışmalarla rapor edilmiştir. 

PIK3CA’da meydana gelecek olan mutasyonlar bu genin kodladığı p110a proteini 

üzerinde etkili olmakla birlikte, kanser gelişimine de katkı sağladığı 

düşünülmektedir.  
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Proteinlerin mutasyona uğramış formları tümör hücrelerine özeldir ve PIK3CA gibi 

onkogenik potansiyeli olan mutasyona uğramış kinazlar, kanser tedavisi için ideal 

ilaç hedefleridir. Bu PI3K kanser spesifik mutasyonları, antikanser ilaçlarlarının 

geliştirilebilmesi için spesifik küçük molekül inhibitörleri adına ideal bir hedef 

olabileceğini kanıtlamaktadır. PIK3CA geni tarafından kodlanan p110α, hücresel 

fizyoloji için kritik bir bileşen olup, mutasyona uğramış olması durumunda küçük 

molekül inhibitörleri ile PIK3CA’da ortaya çıkabilecek istenmeyen etkileri minimize 

edebilir.  
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EKLER 

 

 

PIK3CA (Phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate 3-kinase catalitic subunit 

alpha) Gen Sekansı (GenBank No: NM_006218) 

TCTCCCTCGGCGCCGCCGCCGCCGCCCGCGGGGCTGGGACCCGATGCGGTTAGAGCCGC

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 

 



106 
 

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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