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KOLOREKTAL KANSER METASTAZINDA “BRMS1 GEN EKSPRESYONU”
VE “SPOP GEN MUTASYONU”’NUN PROGNOSTIK ONEMININ
ARASTIRILMASI

Serife SAR
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2014
Damsman: Do¢.Dr.Cetin SAATCI
OZET

BRMSI1 geni birincil tiimor olusumunu etkilemez fakat metastazi baskilar. BRMS1 in
yeni baglayict partneri olan Cul3, E3 ubikitin ligazin bir bilesenidir ve BRMS1 ile Cul3
arasindaki etkilesime SPOP adaptor proteini aracilik eder. BRMSI1, Cul3-SPOP
kompleksi tarafindan ubikitinlenmis olan giiclii bir alt tabaka olarak karsimiza
¢ikmaktadir. SPOP ekspresyonu azaldiginda veya mutasyonlarinda BRMSI1 protein
seviyesi artar ve BRMS1’in baskiladig1 hedef genlerin ekspresyonu baskilanir. Yeni bir
yaymn disinda, simdiye kadar BRMSI1 geninin ekspresyonunun ve SPOP geninin
mutasyonunun kolorektal kanser metastazinda rolii arastirilmamisti. Bu ¢alismamizda
BRMS1’in mRNA ekspresyonunun ve SPOP mutasyonlarinin kolorektal kanser
metastazindaki rolil ile iligkisi degerlendirildi. BRMS1T mRNA ekspresyon diizeyi ve

SPOP gen mutasyonlar1 60 hastanin parafine gomiilii kolorektal dokusunda incelendi.

Sonug olarak, SPOP geninin inceledigimiz bdlgesinde mutasyon tespit edilmemistir.
BRMS1’in yiiksek diizeyde ekspresyonunun kolorektal kanserde metastazi baskiladigini
gostermekle birlikte, bu sonucun daha genis hasta serisinde calisilarak desteklenmesi

gerekmektedir.

Anahtar kelimeler:Kolorektal Kanser, BRMS1, SPOP, Ekspresyon, Mutasyon
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THE RESEARCH OF PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF “BRMS1 GENE
EXPRESSION AND SPOP GENE MUTATION IN METASTASIS OF
COLORECTAL CANCER

Serife SAR
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Medical Genetic
Master’s Thesis, Desember 2014
Supervisior: Doc.Dr.Cetin SAATCI
ABSTRACT

Breast cancer metastasis suppressor 1 (BRMS1) suppresses metastasis without affecting
primary tumorigenesis. Cul3, a component of E3 ubiquitin ligase, is a new binding
partner of BRMSI and the interaction between BRMS1 and Cul3 is mediated by the
SPOP adaptor protein. BRMSI turns out to be a potent substrate that is ubiquitinated by
the Cul3-SPOP complex. Knockdown or mutations of SPOP increases the level of
BRMSI1 protein and represses the expression of BRMSI1 repressive target genes in
breast cancer cells. However, BRMS1 mRNA expression and SPOP mutations role in
colorectal cancer has never been investigated. In this present study, we evaluated the
association of BRMS1 expression and SPOP mutations role in metastasis of colorectal
cancer. BRMS1 expression and SPOP mutations examined in formalin fixed paraffin-
embedded colorectal cancer tissues of 60 patients. In conclusion there was no metation
detected where the location analysed of the SPOP. In conclusion not only show that
highly expression of BRMSI repress the metastasis on colorectal cancer but also should

be fortify by examining at a large sequence of patients.

Key Words: Colorectal Cancer, BRMS1, SPOP, Expression, Mutation



vii

ICINDEKILER

KOLOREKTAL KANSER METASTAZINDA “BRMS1 GEN EKSPR“SPOP
GEN MUTASYONU”’NUN PROGNOSTIK ONEMININ ARASTIRILMASI

IC KAPAK .ottt sttt ettt seas il
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ...ttt i
YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASI .....ooiiiiiiiiiieeeeeeeee e il
DN A Y ettt ettt e e bb e bbb e e iii
TESEKKUR ...cooviiiieeeeeeeeeeeeeeee oottt iv
OZET ottt v
ABSTRACT ..ottt ettt ettt et sab e e e e vi
ICINDEKILER .......ooviuiiitiiiiiieieiieceeeteete ettt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR .....ccoiiiiiiiiieiitiiceeeeieeeeeveeee e X
SEKIL LISTEST ..ottt ettt eneas Xi
TABLO LISTEST ..ottt xiii
LGIRIS V& AMAC ...oiviiiiiieieeee ettt seas 1
2.GENEL BILGILER ......ocooiiiiiiiiiiiteeieieeeeteette ettt 3
2.1. KOLOREKTAL ANATOMI ...c.cctiiiiiiiiiiiiiiicietcieeieneeeeeieeeienes 3
2.1.1.Kolon ANAtOmMIST «..eveerurreeeiriiieeeiniiieeniiree e et e e e e e e 3

2.1.2. ReKtum ANOTOMIST...eeeurreiirniiieeeniiirenieee et e eniieeeeeneieee e e 6

2.2 EMBRIYOLOII ...coooiiiiiiiiiiiicieieee et 8

23 HISTOLOIL ..ottt 8
2ATFIZYOLOIL .ottt 9

2.5 KANSER ..ot 10

2.5. 1. KArSINOZENECZ oeeuvvvieeeeeeeeiiiiiiiieeee ettt e e e e e e eiietbrreeeeeeeseniebbaneeas 11

2.5.2. Kolorektal Kanser .....c..ceeeeriiiiiimiiiniiieeeiniiee e eniveee e 13

2.5. 3. EpIdemiyOlofi...cceeeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeiiiie e e e 13

2.5 4 BLYOIOJ weviiiiiiiiiie e e e 15
2.5.4.1.Genetik FaKtorler ........coooviiiimiiiiniiieeiniiieeenieeeeene 16

2.5.4.2.Adenomlar .......ccoovviiiiiiniii e 17

2.5.4.3.Diyete Bagh Faktorler .......ccccovvvviiiiiiiiiiiiniiiiiiieennn, 18

2.5:4.4.0DCZILC ..ceovveiiiiiiiiiie et 19

2.5.4.5.Sigara Kullanimi ........ccccvviiiiiiiiiiiniiiiiiiieceeee, 19



viii

2.5.4.6.RAAYASYON...ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceee e 19
2.5.4.7.Di8er Faktorler ......oooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
2.5.5.Kolorektal KarsinOZeNez ..........evveeieeiiniiiiiieeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeniens 19
2.5.5.1.Kolorektal Karsinogenezde Molekiiler Ara Yollar........ 20
2.5.5.1.1.Kromozomal Instabilite (“Chromozomal
Instability: CIN”) Ara YOIU ...cooooevniiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiinees 21
2.5.5.1.2. Mikrosatellit Instabilite (MSI) Ara Yolu ........ 25
2.5.5.1.3.“CPG” Ada Metilator Fenotipi (“CIMP”) Ara
YOIU ot 27
2.5.5.2.Kolorektal Karsinomlarin Lokalizasyonu ..................... 28
2.5.6.Klinik Bulgular .........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiie, 28
2.5.7.Makroskopik Bulgular ...........cccccovvviiiiiiiiiinnnnnnnn. 30
2.5.8. Mikroskopik Ozellikler ............ccoccovivvvieceerenennne. 30
2.5.9.Histolojik Grade ........cccoooviieeiiiiiniiiiiieieeiiniiiineee, 33

2.5.10.Histokimyasal ve Immiinhistokimyasal
OZEILKIET ... 34
2.5.11. Ttimor Yayilmas1 ve Metastaz........ccccveveeeeennnnne 35
2.5.12.Kolorektal Karsinomda Evre.........cccooevveennneeen. 36
2.6.BRMS1 GENI VE FONKSIYONU ......coooooiiiiiiiieieiiiieieeeeeve e 40
2.7.SPOP GENI ve FONKSIYONU .....c.coooiiiiiiiiiiieiiicececeeeee e 42
2.8. BRMS1 VE SPOP ILISKIST ....cocooviiiiiiiiieieeceeee e 43
3.GEREC VE YONTEM ....ooiiiiiiiioeeeeoeeee ettt 46
3. 1LARASTIRMANIN TIPI ....ooviiiiiiiiiiiiieeeceeeeeeee e 46
3.2.ARASTIRMANIN YERI VE ZAMANI .......cccoocoiiiiiiiieieiceeeneeen, 46
3.3.ARASTIRMADA KULLANILAN MATERYAL .....coocoviniiiiniiiiinnen. 46
3.3 1LHASEA GIUDU ceeiiiiiiiiiiiiie et e 46
3.3.2.Kontrol Grubul...c...ceeiviiiiiiiiiiie e 47
3.4.VERI TOPLAMA ARACLARI ......cocooooiiiiviiiieieiiiiceeeeeeeeeee e 47
35 YONTEM L.ttt ss et see e nseeee 47
3.5.1.Dokudan RNA 1zolaSyonu: .........ccccocoeeevoriviireririeieeeeeeeenenens 48
3.5.2.CDNA BIAEST t coiiiiiiiiiiiiiiiiic e 51
3.5.3.EkSpresyon ANAlizZi .....oooooeeeeviiiiiiiiiiniiiiiiiieeeeeieeeee e 52

3.5.4.Dokudan DNA 1z0laSyOnu: ..........cccoevevieiiiceeiecieeeeeeeeeeeenens 54



ix

3.5.5.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ........ccccooiiiiiiiiis 57
3.5.6.0rneklerin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi ............. 61

3.5.7 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Yontemi ile

Mutasyon Tarama: ......ccceveeeeeeeeiemiiiiiiiieeeeeiiiteeee e e e e et eeeeeee e s 62

3.5.8.DNA Dizi ANAlIZI ..covoviiriiiiniiiiniiiinieiiieenieeee e 65
3.5.0.Istatistiksel ANALZ .........ocoooevevieveeiieieceeeeeeeeeeee e 68
ABULGULAR oottt 69
4.1 KLINIKOPATOLOJIK BULGULAR ........ocooviviiiiieieiieieeeeeeeeae 69

4.2 DEMOGRAFIK BULGULAR ......c.cooviviiiiiiieiiieieeeeeieeve e 70

A2 1Y AS ciiiiiiiiieii e 70

4.2 2 CINSIYEL wevvvviiiieeeeeeeiiiiiieee e e e e ettt e e e e ettt et e e e e e e sasbbbbaaeeeeeeesnnaees 71

4.3 MOLEKULER BULGULAR .......cocooviviiiiiiiiiceeeeeeeee e 72
4.3.1.DNA-RNA Izolasyonu ve Spektrofotometrik Analizi ................. 72

4.3.2.BRMS1 mRNA Ekspresyon Analiz Sonuglart .......ccccccceeevenneeen. 75

4.3.3.SPOP Mutasyon Analizi Sonuglart .........cccceeeeerniiiiiiiiiiieiinnnnnnn, 79
S.TARTISMA Ve SONUC ...oiiiiiiiiiiiieete ettt 86
6. KAYNAKCA oottt s e e e 95

EKLER
OZGECMIS



APC
BRAF
BRMS1
CEA
DNA
ETS
FAP
FOXA1
HDAC
HER2
HNPCC
IMA
KRAS
MED12
mRNA
MSI-H
MSI-L

NFkB

PLAP
SMA
SPOP
UICC
Uv

WHO

SIMGELER VE KISALTMALAR
Adenomatous Polyposis Coli
B-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog
Breast Cancer Metastasis Suppressor 1
Karsino Embriyonik Antijen
Deoksiriboniikleik asit
Elektron Tagima Sistemi
Fibroblast Activation Protein
Forkhead Box Al
Histon Deasetilaz Kompleksi
Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii-2
Herediter Non Polipozis Kolorektal Kanser
Inferior Mezentirik Arter
Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
Mediator Complex Subunit 12
Messenger Ribonucleic Acid
Yiiksek Mikrosatellit Instabilite
Diisiik Mikrosatallit Instabilite
Nuklear Faktor k-B Activity
Power Hidrojen
Plasental Alkalin Fosfataz
Superior Mezentirik Arter
Speckle-Type POZ Protein
Uluslar Aras1 Kanser Birligi
Ultra Violet

World Health Organization



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.

Sekil 2.11.
Sekil 2.12.
Sekil 2.13.

Sekil 2.14

Sekil 2.15.
Sekil 2.16.
Sekil 2.17.

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5

xi

SEKIL LiSTESI
Savfa no:
Kolon Segmentleri........ccooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 4
KOION ATTETIETT ..ceeeiiiiiiiiiiiieciiiic e e 4
Kolonun Lenfatik Drenaji.........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiiieeeeeen 5
Rektum ve Anal Kanal ..., 6
Rektosigmoid Bolgenin Inervasyonu ...........cc.c.ccoveeveveieiieneenennn. 8
Normal Hiicreden Kanser Hiicresine Doniisiim Asamalari.................. 11
Kadinlarda Yerlesim Yerlerine Gére En Sik Goriilen Kanserler.......... 14
Erkeklerde Yerlesim Yerlerine Gore En Sik Goriilen Kanserler .......... 14
Kolorektal Karsinogeneze Etiyolojik Yaklagim ........cccccovvviiiiiiiiinnnn. 15
Fearon ve Volgestein’in Tanimladig1 Kolorektal
Karsinogenez Modeli..........eueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeceeee e 20
Kolorektal Karsinogenezde Multistep Molekiiler Gelisim Modeli....... 21
WNT Ara Yolunda APC B/Katenin Tligkisi...........ccooovivvereriiererennnnnan. 22
PS3 ATA YOIU ottt 23
RAS-Mapk Sinyal Ara YOIU ...ooooviiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 24
TGF-B/SMAD Ara YOlU...oooooviiiiiiiiiiiiciicecc e 25
BRMS1 Geninin Sitogenetik Lokasyonu ..........ccccccevvviiiiiiiiiiiinnnnnnn. 41
SPOP Geninin Sitogentik LoKasyonu ........cccoeeeevviiiiiieiinniiiiiiieeeennnn. 43
RNA 1201aSy0n SEMast........c.ccooveiiviiirieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
DNA IZ0laSYOn SEMASI ......c.ooiviiirieieeieeereeeeeeeeeeeeeeeeeeee e enennes 56
Primer Denemesi Agaroz Jel GOrtintiisil ......eeeeeeevviiiiiiiiiiierinnniiiinineee, 59
Ornek PCR GOIUNHISE......cvoveveveeieereeeeeeceeececceeeneieie e, 62
Restritksiyon Kesimi ve Jel GOriintiisii .....vvveeeeeeeviiiiiiiieieierinnniinnneee, 63
DNA Diz1 Analizi ProSesic.....ccooooiirriiieiinniiieciniiiecenieee e e 66
Dizi Analizi Sonucunda Elde Edilen Elektroferogram........................ 66
Tiim Olgularin Yasa Gore Dagilimi .........ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieiiniiiieee, 70
Metastatik Grup Cinsiyet Dagilimi............oovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeniieeee, 71
Non-Metastatik Grup Cinsiyet Dagilimi ........coooovviviiiiiiiiiinnniiinnne. 71
Kontrol Grubu Cinsiyet Dagilimi............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen, 72

Izole edilen DNA Orneklerinin PCR Uriinlerinin Temsili

AZaroz Jel GOTTNIUST ..evvvvreeeieiiiiiiiiiieee e 73



Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.
Sekil 4.9.
Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.
Sekil 5.1.
Sekil 5.2.

Sekil 5.3

Sekil 5.4.

Savfa no:

Bazi Hastlarin Ekspresyon GOriintiisti - .....eeeeeeeviiiiiiiiiiieeeiieniiieeee, 76
SPOP Geni Uzerindeki Sik Mutasyona Ugrayan Bolgeler-.................... 79
PCR UTGNE ..o 81
Baz1 Orneklerin Tfil Restriksiyon Enzim Kesimi Goriintiisii................ 82
Bazi1 Orneklerin Drdl Enzim Kesim GOrtintisii. .........cocoovoveveverevenennnen. 83
Coklu Hizalama ...........cuvviiiiiiiiiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 84
SPOP 6.ekzon Sekans Analizi GOrintisil......cooeuvveeeiniiieeeiniieeeennnneen. 85
SPOP 7.Ekzon Dizi Analizi GOriintiisii........coovvvveeeiniieeeinnieeeonnnneen. 85
Deneyde Kullanilan Mutantlarin Sematik Diyagrami.........cccooeueneneee. 92
BRMS1’ in Cul3-SPOP E3 Ubiqutin Ligaz Kompleksiyle
UDIKIEINIESM@ST. ettt a s aaaasaaaasassssasssssassnanes 93
Birden Fazla Alanda Yapilan Calismada Mutasyona Ugrayan Genler

VE MUtasyon CESIIETT ...uuverriiiniiiiiiiiieeeeeiiiiieeeeee e 94
SPOP MATH Domaininin Modeli «.......ccoovviiimiiiiiiniiiiiiiieeenneenn 95

xii



xiii

TABLO LIiSTESI
Savfa no:

Tablo 2.1. 1932 Dukes EVIClemesi......coovuviiiiiiiiiiiiiiiciiiiicc e 37
Tablo 2.2. 1936 Dukes EVICIEmEsi......ccovuviiiiiiiiiiiiiiiciiiiec e 37
Tablo 2.3.  Astler- Coller EVIElemesi ....ccouvreiviiiiiiiniiiiciiiiecceiiree e 37
Tablo 2.4. TNM Smiflandirmast ......cooeeiiiiiiiiiiiiiiii e 37
Tablo 2.5. Farkli Evreleme Sistemlerine Gore Kolorektal

Karsinomlarda Evreleme Kriterleri .........oooocovviiiiiiniinnnicinnnne. 39
Tablo 2.6. TNM Evre Gruplamast .........ocoiviiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieceeeeeeiiiiieeeee e e 40
Tablo 3.1 Cahismada 1zIenilen YOl ........ccoovoovioiiiiieeeeeeeeeeee e 48
Tablo 3.2. cDNA Reaksiyonu I¢in 1.Kart$m.........c.c.ocoovieveviorinieeeienieeeeeeneeenne. 51
Tablo 3.3. cDNA Reaksiyonu Ig¢in 2. Kartgim.............occooevevioeeriereieeeeeneeeneneennn. 52
Tablo 3.4. c¢DNA Sentezi Icin Gerekli Sicaklik DOnguisti........c.ooevevieveriierenennnnn. 52
Tablo 3.5 Ekspresyon Analizi Igin Reaksiyon Karisimi ..............coooeeeievevenennnnan. 53
Tablo 3.6. Lightcycler 48011 Software Programina Ayarlanan Sicaklik ve Siire .... 53
Tablo 3.7. PCR Igin Ornek ReakSiyomn ..........cocoeveviviiiriririieereeieeeeneeees e 58
Tablo 3.8. PCR Reaksiyon KOmpozisSyonu............cceoovvviiiiiiiieiiiiiniiiiiiieeeeeeeeiens 60
Tablo 3.9. PCR Cihaz Programi...........cc.eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeiiieeeeee e 60
Tablo 3.10. RFLP Igin Standart Mix KariSimi........c.ocoocoovivveoviiiieeeeeeeeeeeeeeeve s 64
Tablo 3.11. PCR YIKAMA ...oeeiiiiiiiiiiiiiiccieieeiicc e e 67
Tablo 3.12. Sekans ReaksSiyon MiXi ....cccceeiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiceeeeeeeiieee e 67
Tablo 3.13. Sekans Programi ...........oooooiiiiiiiiiiiiiieieieniiiieeeee et eee e 68

Tablo 4.1. Bazi Hastalarin izole Edilen DNA’lara Ait
Spektrofotometre SONUCIATT .....eeiieiiiiiiiiiiiiieeeeieee e 74
Tablo 4.2. Bazi Hastalarin izole Edilen DNA’lara Ait

Spektrofotometre SONUCIATT .....eeiieiiiiiiiiiiiiieeeeieee e 75
Tablo 4.3. BRMS1T mRNA Ekspresyon Analizi Sonuclart...........cccceevvviiiiiiiieennnn. 78
Tablo 4.4. Hasta Grubu ve Kontrol Grubu BRMS1 mRNA Ekspreyon Analizi..... 78
Tablo 4.5. SPOP Geni Uzerinde Sik Mutasyona Ugrayan Bolgeler....................... 80

Tablo 4.6. Cesitli Topluluklarda Goriilen SPOP Mutasyonlart........cc.eeeeeeeeieennnnnn. 81



1. GIRIS ve AMAC

Giiniimiiz teknolojisiyle birlikte kanser biyolojisinin daha iyi anlasilmasi, kanserden
korunmada ve tedavisinde kayda deger gelismeler saglamig olsa da gelismis iilkelerde
kanser nedenli Oliimler halen yiiksek diizeylerde bulunmakta ve toplumdaki tiim
Oluimlerin % 25’ ini olusturmaktadir (1,2). Kanserden o6liimlerin % 90’indan ise
metastaz gelisimi sorumludur (2,3). Metastaz, kanser hiicrelerinin koken aldiklart
bolgeden viicudun farkli doku ve organlarina yayilmasidir. Giiniimiize kadar yapilan
caligmalarla metastaz gelisiminde rol alan birgok basamak ve molekiiler ajan bulunmusg
olsa da, halen timor metastazinin mekanizmalar1 tam olarak anlasilabilmis degildir.
Ancak, son yillarda kanser tedavisi i¢in yapilan yogun arastirmalarla birlikte metastazin
mekanizmalarimin kismen de olsa aydinlatilmasiyla bu mekanizmalar1 hedef alan
tedaviler gelistirilmeye baslanmig ve anti-metastatik tedaviler giindeme gelmistir. Meme
kanseri metastaz baskilayict 1 (BRMSI1) primer timérogenezi etkilemeden metastazi
baskilamaktadir. BRMS1 in diizenleyici mekanizmas: yakin zamana kadar
aciklanmamistir. Yapilan caligmalarda E3 ubikitin ligazin bir komponenti olan cul3 ’iin
BRMS1’ in baglayici partneri oldugu ve cul3 ile BRMSI1 arasindaki iliskiye SPOP
adaptor proteinin aracilik ettigi belirlenmistir (4). 2kbp uzunlugunda mRNA y1
kodlayan yeni klon SPOP (speckle-type POZ protein) incelendiginde biitiin insan
dokularmda exprese oldugu bulunmustur (5). SPOP yoklugu BRMSI protein diizeyini
artirr ve meme kanser hiicrelerinde OPN ve uPA gibi BRMSI in baskilayici hedef
genlerinin ekspresyonunu baskilar. Bu sonuglar gosterir ki; cul3-SPOP tarafindan
BRMSI1 in yeni diizenleyici mekanizmas: meme kanseri ilerlemesinde onemlidir (4).

BRMSI1 in ortotopik tiimor bilyiimesine engel olmadan metastatik lezyonlarin dramatik



gerilemesine neden oldugu belirlenmistir (5). BRMSI1 rolii meme kanseri, yumurtalik
kanseri ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri gibi bircok melanom dis1 tiimorler icin iyi
belgelenmistir (1). Yalniz BRMS1 ve SPOP arasindaki iligskinin kolorektal kanser ile

baglantili olup olmadig1 konusunda bir caliyma ger¢eklestirilmemistir.

Kolorektal karsinom, gelismis iilkelerde iiclincii sikliktaki malign tiimérdiir. Biitiin
kanserlerin yaklasik %9 unu olusturur (7-9). Kolorektal karsinomlar i¢in her yil tahmin
edilen yeni vaka sayist 150.000°dir. Hayat boyunca kolorektal karsinom gelisme riski
yaklasitk % 6 dir ve bu oran erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir (9). Ortalama
gorillme yast 62°dir (11). Gelisme riski 40 yasindan sonra erkek ve kadinlarda
artmaktadir (9). Amerika Birlesik Devletlerinde gastrointestinal sistemin en sik ve en iyi
tedavi edilebilir karsinomudur. Sebebi ve olusum mekanizmas1 gevresel ve genetik
faktorlerle iliskilidir. Cevresel faktorler 6zellikle diyete baghdir. Genetik olarak yiiksek
yatkinlik olusturan iki durum; ailesel nonpolipozis kolon kanseri sendromlar1 ve ailesel
polipozisli hastalardir (7,11). Kolon kanseri erkekler arasinda en yaygin iiciincii kanser,
kadinlar arasinda en yaygn ikinci kanserdir (12). Ingiltere’ de 100.000 de 32 siklikla
gozlenir. Afrika ve Asya bolgelerinde daha az bir insidanstadw. Kalin bagirsak
kanserlerinin neredeyse tamami adenokarsinomalardir (%98). Kolon adenomlarinin
malignansi gelistirme potansiyeline sahip oldugu diisiiniiliir ve hastalarin %75 inde her
ikisi birliktedir (13). Genel popiilasyondaki solid kolonik poliplerin insidansi yasla
iligkilidir. 60’11 yaslarda %34’ e varwr ve 75 yasin iizerinde %75 tir (14). Kolorektal
kanserin siiresini, seyrini ve sonucunun tahminini (prognozunu) bir¢ok faktor
etkilemektedir. Bu faktorlerden bazilary; timor evresi, timér lokalizasyonu, boyut,
makroskopik yapi, lenfatik yayilim, hasta yasi, cinsiyeti olarak siralanabilir (8,11). Bu
projede kolorektal kanser metastazinda “BRMS1 gen ekspresyonu” ve “SPOP gen

mutasyonu”’nun prognostik dneminin aragtirilmasi konu edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLOREKTAL ANATOMI
2.1.1. KOLON ANATOMISI

Ortalama 150 cm uzunlugunda olan kalin barsak, sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur.
[leumun bitiminden itibaren aniise kadar uzanwr. Periton icinde ve retroperitoneal
alanda karaciger, dalak, mide, duodenum, ince barsak, bobrekler, lireterler ve mesane
gibi organlarla komsuluk gosterir (15). Kaln bagwrsagm ilk pargasi olan ¢ekumun
uzunlugu ortalama 6 cm, genisligi 7.5-8.5 cm olup kolonun en genis kismidir. Genis bir
liimene sahip olmas1 ve duvarmin ince olmasi nedeni ile intestinal obstriiksiyonlarda

kolonun en sik perfore olan kismudir (15).

(ekumdan karaciger sag alt lobunun alt yiiziine kadar uzanan ¢ikan kolon burada
hepatik fleksurayr yapar. On ve yan yiizleri peritonla ortiilii olup yaklasik 15-20 cm
uzunlugundadir (15).

Transvers kolon, hepatik fleksura ile splenik fleksura arasinda uzanir ve ortalama 50 cm

uzunlugundadir (15).

Inen kolon, splenik fleksuradan sol iliak fossaya kadar uzanr. Ortalama 25 cm
uzunlugundadir. Kolonun en kalin kas tabakasina sahip boliimiidiir. Yan ve on yiizi
peritonla ortiiliidiir. Sigmoid kolon, ortalama uzunlugu 40 cm olup ¢apt 2.5 cm ile

kolonun en dar yeridir (Sekil 2.1) (15).
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Sekil 2.1. Kolon Segmentleri (15).

Kolon Arterleri ve Venleri

Kalin bagirsaklar abdominal aorttan kaynaklanan ana iki damar olan superior ve

inferior mezenterik arterlerden beslenirler(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kolon Arterleri (16).



Sitiperior mezentirik arter (SMA), aortun ventralinden, ¢olyak kokiin hemen altindan
cikan arteridir. Pankreasin arkasindan asagiya dogru iner, duodenum 3. kismini
caprazlayarak gecer, besledigi kisimlar; tiim incebarsaklar ile ileokolik ve orta kolik
dallar1 yoluyla, ¢ekum ¢ikan kolon ve transvers kolondur. Inferior mesenterik arter
(IMA), infrarenal aortadan koken alir ve sol kolik, sigmoidal ve superior rektal dallar1

vasitasi ile inen kolon, sigmoid kolon ve iist rektumu besler (16-19).

Kolon venleri kolon arterlerini izlerler, bu sebeple ayni adi iistlenmisglerdir. Superior
mezenterik venler, sag kolonun venlerinden olusur. Pankreas uzantisinin arkasindan
splenik ven ile birlesir ve portal veni olusturur. Sol kolonun venleri ise inferior
mezenterik veni olusturur. Inferior mezentirik arter yanmdan splenik ven ile birlesir ve

portal ven olusur (20).

Kolonun Lenfatik Drenaji

Kolonik lenf nodlar1 dort gruba ayrilabilir (Sekil 2.3).

1. Epiploik lenf nodlari; serozal ylizde epiploik apendices icerisinde

2. Parakolik lenf nodlar1; kolonik duvara komsu

3. Intermedier lenf nodlar; kolik kan damarlar1 boyunca

4. Preterminal lenf nodlar1; superior ve inferior mezenterik arterlerin ana trunkuslari

boyunca (16,17,19).

parakolik

epikelik

ermedier

prensipal

Sekil 2.3. Kolonun Lenfatik Drenaji (16).



Kolon Sinirleri

Kalin bagirsagin sinir donanim1 otonom sinir sistemi ile olur. Sempatik ve parasempatik
liflerle gerceklesir. Sempatik lifler T7-12 den ¢ikar ve submukozal (Meissner) ve

myenterik (Auerbach) sinir u¢larinda sonlanirlar.

Parasempatik innervasyon, sag kolonda sag vagus ile sol kolonda 1.1-3’den gelen lifler
ile olur. Sempatik sistem hareketleri ve sekresyonu inhibe ederken, parasempatik sistem

uyarict etki gosterir (20).
2.1.2. REKTUM ANOTOMISI

Rektum kolonun en son segmentidir ve asil gorevi depolamaktir. Makatla disar1 agilarak

digkinin disar1 ¢ikmasina olanak verir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4.Rektum ve Anal Kanal (16).

Klasik olarak 1/3 iist, 1/3 orta, 1/3 alt olmak {izere 3 béliime ayriir. Pratikte her boliim
5 cm olarak hesaplanir. Rektum’un 3 kivrimi vardir, proksimal ve distal olanlar saga
dogru konveks, orta bolim ise sola dogru konvekstir, bu kivrimlar limene Houston
valvleri (superior ve inferior fold) olarak uzanirlar. Bu mukozal i¢ kivrimlar
proktoskopik incelemelerde zorluga neden olurlar fakat duvarin tiim katmanlarmi
icerdikleri i¢in hem ayrimi kolay hem de perforasyon riski en az olan yerlerdir

(16,17,19).



Rektum Arterleri ve Venleri

IMA in terminal dali sol ana iliak arteri ¢aprazlarken siiperior rektal arter adim alir,
sigmoid mezokolon i¢inde asagi iner ve 3. sakral kemik gdvdesinde bifurkasyona ugrar,
stiperior rektal arterin sag ve sol dallari, rektumun iist ve orta kismim kanlandirir. Orta
ve inferior rektal arterler ise, rektumun alt 1/3’{inii kanlandirir. Rektumun canliligmin

saglanmasi1 ve anastomoz giivenligi i¢in orta rektal arterlerin korunmasi yararl olabilir.

Orta sakral arter, aortik bifurkasyonun hemen iizerinden ¢ikar ve rektuma az miktarda
kanlanma saglarlar. Rektumun venoz drenaji arterleri izler ve hem portal sisteme hem
de sistemik/kaval sisteme dokiiliirler. Ust ve orta rektum, superior rektal ven ile drene
edilir, bu ven de inferior mezenterik ven ile portal sisteme dokiiliir. Alt rektum ve anal
kanalin baglangict orta rektal venle drene edilirken bu da kaval sisteme internal iliak
venler yoluyla dokiiliirler. Inferior rektal venler, alt anal kanali drene ederek pudendal
venlere dokiilerek bunlar da internal iliak venlerce kaval sisteme iletilir. Alt rektum
tm’leri bu nedenle, sistemik ve portal vendz sisteme venoz doniis sayesinde metastaz

yaparlar ( 16,17,19).
Rektum ve Anal Kanalda Lenfatik Drenaj:

Rektum ve anal kanal zengin bir lenfatik aga sahiptir (18). Rektumun iist 2/3’{iniin
lenfatikleri genellikle inferior mezenterik ve paraaortik nodlara dokiliir. Alt 1/3’{iniin
lenfleri ise baslica iki yoldan buradan ayrilir. Ilki hemoroidal ve inferiormezenterik
arterler boyunca; ikincisi ise orta hemoroidal damarlar: takip ederek lateraldeki internal

iliak nodlara dogrudur (16,17).
Rektum ve Anal Kanal Sinirleri

Rektum ve anal kanal siiperioru otonomik sinirlerle inerve olurken anal kanal inferioru
ve aniis pudendal sinirler yoluyla somatik olarak inerve olur. Otonom inerve olan
rektuma karst anodermal segment yogun olarak bulunan somatosensér sinir uglarina
bagl olarak dokunma, basing, agr1 ve 1siya olduk¢a duyarlidir. Rektumun inervasyonu,
sempatik ve parasempatik sinirlerden olusurlar. Torakal kolumnar segmentlerden alinan
sempatik sinirler inferior mezenterik arterin altinda birleserek inferior mezenterik
pleksusu olustururlar. Inferior mezenterik pleksusun hasarina, inferior mezenterik

arterin yiiksek baglanmasi sonrasi rastlanir (Sekil 2.5) (16,17).



Sekil 2.5. Rektosigmoid Bolgenin Inervasyonu (16).

Periprostatik pleksus, pelvik pleksustan cikar, bu pleksustaki karigik lifler rektum,

internal anal sfinkter, mesane, prostat ve penisi inerve ederler (16,17,19).
2.2. EMBRIYOLOJI

Kolonun proksimal kismi (¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon) embriyolojik orta
bagirsaktan koken alirken kolonun kalan kismi ve rektum ise embriyolojik arka
bagirsaktan gelisir. Gelisiminin erken donemlerinde orta bagisagin uzamasi dorsal
mezenterin olugsmasma ve bu olusumun karin arka duvarina asilmasina sebep olur.
Gebeligin yaklasik 6. haftasinda ¢cekum bir divertikulum halinde tanmabilir. Kolon
fetusun gelisimi siiresince uzamaya devam eder ve son pozisyonunu alir. Distal arka
barsak kloakaya girer ve anal kanal ile iirogenital yapinim bazi kisimlarini olusturur

(21).
2.3. HISTOLOJi
Kalin barsak duvari; mukoza, submukoza, muskularis propriya ve seroza (rektumda

perimuskuler doku) olmak tizere dort tabakadan olusur. Mukoza da epitel, lamina

propriya ve muskularis mukoza olmak {izere {i¢ tabakaya ayrilir.

1. Tunika mukoza: Mukozal yiizey tek sirali algak kolumnar veya kuboidal epitelle
doselidir. Absorbtif hiicreler ve goblet hiicreleri igerir. Mukozal ylizeye agilan

Liberkuhn kriptleri de matur absorbtif hiicreler ve goblet hiicreleriyle devamlilik



gosterir. Ayni zamanda immatur ve indiferansiye prekursor hiicreler, endokrin hiicreler
ve Paneth hiicreleri de kriptlerin bazalinde bol miktarda bulunur. Absorbtif hiicreler su
ve elektrolitleri absorbe ederler, goblet hiicreleri ise musin sentez, depo ve salinimindan
sorumludur. Kolon mukozasi ince barsak mukozasimdan daha fazla goblet hiicresi igerir.
Immatur hiicreler diger biitiin epitel hiicrelerinin 6nciiliidiir. Paneth hiicrelerinin cok
sayida eozinofilik sekretuar graniilii bulunur ve lizozim, epidermal biiylime faktorii gibi
riinler icerir. Bunlar normalde ¢ekum ve proksimal sag kolonda bulunurlar. Kolonun
endokrin hiicreleri proksimal ve distal kolonda ozellikle rektumda bulunur. Lamina
propriada kollojen lifler, diiz kas demetleri, sinirler, kapillerler ve lenfatikler arasmda
seyrek dagilim gosteren lenfosit, plazma hiicresi, histiosit ve mast hiicreleri mevcuttur.
Lamina propria germinal merkezleri olan, boyutlar yas ile degisen ve rektumda daha
biiylik ayrica sayica daha fazla olma egiliminde lenfoid nodiiller icerebilir. Muskularis

mukoza kapillerler ve lenfatiklerle sarili kas ve sinir lifleri igerir.

2. Tunika submukoza: Lamina proprianin hiicresel icerigine sahip, noral pleksusu

(Meissner pleksusu) bulunan, gevsek bag dokusundan olusmus bir tabakadir.

3. Tunika muskularis: Icte sirkuler, dista longitudinal kas tabakalarmdan olusumludur

ve bunlarin arasinda miyenterik auerbach pleksusu mevcuttur.

4. Tunika seroza: Tek sirali yassilagmis ya da kuboidal mezotelyal hiicreler ile doseli
peritondan ve fibroelastik dokudan olusur. Kan damarlar1 ve lenfatikler icerir. Cekum,
appendiks, transvers kolon ve sigmoid kolonu tam olarak sarar. Inen kolon, ¢ikan kolon

ve rektumun distali ile anal kanal peritonun arkasinda kalir (22-25).
2.4. FIZYOLOJI

Kalin bagirsaklarin baglica gérevi depolama, emilim, tasima ve salgilamadir. En 6nemli
islev olan emilim kolonun, proksimalde ileocekal kapak, distalde anal sfinkterler
arasinda kapali tutularak gergeklestirilir. Kloriir emilimi karsiliginda az miktarda
bikarbonat liimene verilerek ortamin alkali olmasi saglanir (pH 8-8.4). Potasyum
salgilanan mukus ile liimene gecger. Boylelikle salgilama ger¢eklesmis olur. Emilim; her
giin yaklasik 600-1000 ml ileum icerigi kolona geger. Bunun %90 ‘1 su iken diski ile
atilan su miktar1 180 ml diizeyindedir. Su emiliminin hemen tamami ¢ekum ve c¢ikan
kolonda meydana gelir. Ayrica kolondan sodyum, kloriir, laktoz ve sakkaroz da emilir.
Kalin bagirsagin bir diger onemli 6zelligi ise depolamadir. Kalm bagirsaklar digki ve

baz1 gazlar1 depolarlar. Normal digkinin %701 su iken %30’u ise kati maddeden olusur.
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Tasima; kalin bagirsaklarda itici ve itici olmayan olmak tizere iki farkli hareket goriiliir.
Itici olmayan hareketlerde haustralar sirayla kasilir kolon icerigi karisir ve sivi elektrolit
emilimi ve degisimi icin mukoza temasi saglanmis olur. Itici tip hareketlerde ender
olarak antiperistaltik hareketler de goriilebilecegi gibi bu hareketlerle igerik distale
dogru tasinir. Bu tasinma birden fazla haustranin bir arada kasilmasi ve kiitlesel itme ve
peristaltik hareketlerle olur. Agizdan alinan gida normalde 4.5 saatte ¢ekuma gelir,
cikan kolonu 6 saat icinde doldurarak sag fleksuraya erisir, 12 saatte sol fleksuraya varir

ve yaklasik 20 saatte rektosigmoide ulasir (22).
2.5. KANSER

Kanser, hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve oliimiinii regiile eden genlerde
bozukluk sonucu olusur. Diinyada en ¢ok oliime neden olan 1. hastalik grubunu
kardiyovaskiiler hastaliklar olustururken 2. hastalik grubunu ise kanser olusturmaktadir

(26).

Kanser, cevresel ve kalitsal etken kaynaklidir. Cok genli, ¢cok faktorlii ve cok basamakl
gelisim gosteren bir hastaliktir (Sekil 2.6) (26,27). Genomun hasara ugramasi sonucu
normal hiicreler kanser hiicresine doniisiirler. Genomda meydana gelen bu hasar, DNA
replikasyonunda meydana gelen hatalardan kaynakli olabilecegi gibi, metabolizma
sirasinda meydana gelen serbest radikallerin bazi DNA bazlar1 iizerinden hasar
olusturmasi gibi nedenlerden de kaynaklanabilir. DNA hasari, iyonize radyasyon, UV
ve kimyasal karsinojen gibi ajanlarin etkilesimi ile de gerceklesebilmektedir (28).
Hiicrede DNA hasar tamir mekanizmalar1 bulunmaktadir fakat eger hasar farkli
sebeplerden dolayr onarillamazsa genomda mutasyon adi verilen kalict degisikler

meydana gelir.
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Sekil 2.6. Normal Hiicreden Kanser Hiicresine Doniisiim Asamalar1 (27).

Kanser hiicrelerini tanimlayan bazi ozellikler vardir. Bu hiicreler biiylime sinyalleri
olusturabilir, biiylimeyi durdurabilecek sinyallere karsi duyarsizlasabildikleri gibi
programlanmis hiicre Olimiinden (apoptoz) kagabilir, smirsiz boliinebilirler. Ayni
zamanda ¢ogalma potansiyeline sahip olabilme, anjiogenezi siirekli destekleyebilme,

invazyon ve metastaz yapabilme ozelliklerine de sahiptirler (26).

Son yillarda, ileri teknoloji ile gelistirilen molekiiler biyolojik tekniklerle, kanserin
genetik temelinin aydinlatilmasi, kalitsal ve somatik mutasyonlarin tanimlanmasi
amaciyla bir¢ok ¢aligsma yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda tiim kanserlerin yaklagik

9%10-15’inin kalitsal, %85-90’1n1n ise sporadik olarak ortaya c¢iktig1 saptanmustir (29).
2.5.1. Karsinogenez

Karsinogenezin kokeninde &liimciill olmayan genetik hasar yatar. “Genetik kanser
hipotezi” olarak ifade edilen bu goriiste, bir tiimoriin, mutasyona ugrayan tek bir 6nciil
hiicrenin biiyiimesi ve ¢ogalmasi ile olustugu, dolayisiyla tiimoriin monoklonal oldugu
ileri siiriilmektedir. S6z konusu genetik hasar, hiicrenin biiyiimesini stimiile eden proto-
onkogenler, hiicrenin biiylimesini inhibe eden tiimdr baskilayici genler, programl hiicre
Olimiinii regiile eden genler ve DNA yanlis eslesme tamir genlerinde gerceklesmektedir

(26,29). Bu gen gruplar1 agsagida sirasiyla tanimlanmaktadir;
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Proto-onkogenler, normal hiicrelerde proliferasyon ve diferensiyasyonu kontrol ederler.
Hiicre boliinmesi, normal hiicrede fizyolojik gereksinimlere gore ve kontrollii olarak
yiiritilmektedir. Proto-onkogenler, yalnizca hiicre boliinmesi sirasinda gorev alan bir
dizi proteini kodlamaktadir. Bir proto-onkogen, mutasyona ugradiginda aktivasyon
kazanirsa hiicrenin siirekli olarak bdliinmesine neden olur. Tiimor siipresor genler ise,
hiicre siklusunun ¢esitli basamaklarinda gérev yapan ve hiicre boliinmesini baskilayict
ozelligi olan proteinleri kodlar. Bu genlerin her iki alelinde de mutasyon olmasi, hiicre
béliinmesinin baskilanamamasi ile kontrolsiiz hiicre boliinmesi seklinde sonuclanir.
Apoptoz ya da programli hiicre 6liimii, tamiri olanaksiz DNA hasar1 olusmus hiicreleri
ortadan kaldiran bir mekanizmadir. Programl: hiicre 6liimiiniin temel amaci, bir tiir i¢in
gerekli kromozom sayisinin uygun miktarda devam ettirilmesi ve andploidinin
onlenmesidir. Boylece, yalnizca DNA’sin1 dogru bir sekilde ve tam olarak replike etmis
hiicrelerin mitoza girmesi saglanir. Bu mekanizmayr kontrol eden ve apoptoz
regiilasyonundan sorumlu olan genlerde islev kaybina neden olacak mutasyonlar, DNA

hasart1 tagiyan hiicrelerin boliinmesine neden olur (30).

Genomik DNA iizerinde tekrarlayan baz dizilerinden olusan mikrosatellitler vardir.
Normal sartlarda, DNA polimerazin 3°-5° ekzoniikleaz aktivitesi ile yanlis eslesmeler
diizeltilirken, tekrarlarin oldugu bu bdlgeler gézden kacgabilmektedir. Onarimdan kacan
bu alanlar, DNA yanlig eslesme tamir sistemi tarafindan tamir edilir. DNA yanhg
eslesme tamir genleri, replikasyon sirasmmda DNA polimerazin hatali baz eklemesi
srrasinda devreye giren ve hatali bazi diizelten genlerdir. Bu genlerde mutasyon olmasi
durumunda, onarim yapilamayacagindan, mikrosatellit instabilitesi olarak bilinen durum

ortaya ¢ctkmaktadir (29).

Ayrica, kanser hiicrelerinin, hiicre yaslanmasindan (senesens) kagtig1 diistiniilmektedir.
Potansiyel bir anti-kanser mekanizma olan hiicre yaslanmasi, p53 ve pRB gibi tiimor
baskilayict genler tarafindan kontrol edilir ve hiicrenin proliferasyon yeteneginin geri
doniistimsiiz olarak kaybi ile karakterizedir. Bu mekanizma, DNA hasari, onkogenik

uyarilar ve mitojenik sinyaller ile indiiklenebilmektedir (31).

Karsinogenez, bircok mutasyonun birikimi sonucu fenotipik ve genotipik diizeyde cok
basamakli olarak ilerleyen bir siiregtir. Farkli hiicrelerde birbirinden bagimsiz olarak

biriken mutasyonlar, tiimorii olusturan hiicrelerin heterojenitesine yol acar. Boylece,
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timorlerin ¢ogu monoklonal orjinli olmalarina ragmen, genellikle farkli karakterde

subklonlar igerirler (32,33).
2.5.2. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, Bati’da akciger ve meme kanserinden sonra en ¢ok 6liime neden olan
malignite grubunu olusturmaktadir. Yular i¢inde, bircok iilkede insidansinda artig
gozlenmistir (34). Kolorektal kanser, bir dizi molekiiler olay sonrasi ortaya ¢ikan ve
normal mukozadan tek bir kript epitelindeki degisikliklere, kiiciik iyi huylu tiimorlerden
(adenomatéz polipler) adenokarsinomlara kadar uzanan bir dizi morfolojik degisimle

karakterize bir olgudur (35).
2.5.3. Epidemiyoloji

Geligmis iilkelerde tigiincii siklikta goriilen kanser tipidir. Biitiin kanserlerin yaklagik
%9’ unu olusturur (7-9). Kolorektal karsinomlar icin her yil tahmin edilen yeni vaka
say1st 150.000°dir. Hayat boyunca kolorektal karsinom gelisme riski yaklasik % 6 dir ve
bu oran erkeklerde kadinlardan daha yiiksektir (10). Ortalama goriilme yas1 62°dir (11).
Yagsla birlikte goriilme siklig1 da artar. Pozitif aile anamnezi, kronik inflamatuar barsak
hastalig1 vb gibi predispozisyonlar olmadik¢a 40 yas altinda nadir goriiliirler. Proksimal
kolon kanserleri siyah wkta artis gosterirken, rektum adenokarsinomlar1 beyaz irkta
daha siktir (11,24,36-39). Gelisme riski 40 yasindan sonra erkek ve kadinlar igin
artmaktadmr (10).

T.C. Saghk Bakanligmnin Kanserle Savas Dairesi Baskanliginin verilerine gore
tilkemizde kanser sikligr giderek artmaktadir. 2002-2009 yillart igin, 41438 erkek,
27709 kadin olmak iizere, toplam 69147 olgu degerlendirilmistir. Kadinlarda kanserin
gorillme sikliginin, 6zellikle 40-45 yasindan sonra, erkeklerde ise 55-60 yaslarinda
arttig1 belirlenmistir. Ulkemizde kadinlarda kolorektal kanser, 2004, 2005, 2006, 2007,
2008, 2009 yillarinda elde edilen verilere gore (Sekil 2.7) meme kanserinden sonra
ticiincil en sik goriilen kanserdir. Erkeklerde ise akciger prostat ve mesane kanserinden

sonra dordiincii (Sekil 2.8) en sik goriilen kanserdir (40).
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Kadinlarda Yerlesim Yerine Gore En Sik
Gorunen 10 Kanser
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M Tiroid

B Kolorektal

B Uterus Korpusu

W Trakea,Akciger ve Brons
B Mide

= Over

u Non-Hodkin Lenfoma

Uterus Serviksi

Sekil 2.7. Kadinlarda En Sik Goriilen 10 Kanser Tiiriiniin Toplam Kanser Igindeki
Dagilimi, (%), 2009, Tirkiye (Kaynak: Halk Sagligi Kurumu) (40).

Erkeklerde Yerlesim Yerlerine Gore En Sik
Goriilen 10 Kanser

™ Trakea, Akciger ve Brons
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Pankreas

Sekil 2.8. Erkeklerde En Sik Goriilen 10 Kanser Tiiriiniin Toplam Kanser Igindeki
Dagilimi, (%), 2009, Tirkiye (Kaynak Halk Saglhigi Kurumu) (40).
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Kolorektal kanser goriilme cografyast ¢ok genistir. En sik Bati Avrupa, Kuzey
Amerika,Yeni Zelanda, Avustralya gibi endiistriyel iilkelerde goriiliir. Ayrica, iilke
icinde de goriilme siklig1 agisindan farkli bolgeler mevcuttur. Ornegin Amerika Birlesik
Devletlerinde, endiistriyel kuzeydoguda oran en fazla iken, kirsal giineydoguda en azdur.
Japonya, Polanya gibi diisiik riskli bélgelerden Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya
gibi yiiksek riskli bolgelere gd¢ edenlerde kolon kanser oranlari hizli bir artig
gostermektedir. Kolorektal kanser, gelismislik ve batililagsmanin artisiyla cogalmaktadir
(8,41).

2.5.4. Etyoloji

Kolorektal karsinomlar siklikla displazik adenomatdz poliplerden gelismektedir (42).
Sag kolon yerlesimli olanlar, kolorektal kanserlerin biiyiik bir kismini olusturmakta ve
diisiik riskli toplumlarda, yiiksek riskli toplumlardan daha sik goriilmektedir. Neoplastik
gelisimde cevresel ve genetik etkiler degisik noktalarda gozlemlenirler. Iyi tanimlanmis
birka¢ kolon kanseri sendromu, kolon kanseri patogenezinde genetik yatkinligin dnemli

rol oynadigini gostermistir (Sekil 2.9) (8).

Kolorektal Kanser

oo N

Sporadik (%84)  IBH-iliskili Kaltsal (%15)

/ N\ O ARAR

MSI F;P(nos.,)j & HNPCC (%15)

2—11}11_1; %%2-14 / \
o /
arn /' MMR

Wnt

MSI
arayolu

, l.'l IIII\
/ | \
[ \
MAP ) \
Serrated Hamartamatoz

Polipozis polipozis

MMR PTEN-
CIMP SMAD4
LKB1/STK

Sekil 2.9. Kolorektal Karsinogeneze Etyolojik Yaklagim (35).
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2.5.4.1. Genetik Faktorler
Herediter Nonpolipozis Kolon Kanseri Sendromlar1 (HNPCC)

Ailesel kolon kanseri sendromlarinm prototipidir. Otozomal dominanttir (8,10,11). Her
yil tan1 konan kolorektal karsinomlarinin %10’undan sorumludur (9). HNPCC iki
sendromdan (Lynch family I ve Lynch family II) olusur. Lynch I sendromu; otozomal
dominant kalitim, erken baslangic, baslica sag taraf, siklikla birden ¢ok, kolon kanseri
gosterir. Lynch II sendromu; Lynch I sendromuna benzer ve ek olarak endometriyum,

meme, over, mide kanserleri gibi, kolon dis1 kanserlere, egilim gosterir (8,10).
HNPCC i¢in Amsterdam kriterleri tammmlanmistir. Buna gore:

- Kolorektal kanser en az ii¢ aile iyesinde olmalidir.

- Ug aile iiyesinden birisi, diger ikisinin birinci derece akrabasi olmalidur.

- Birbirini takip eden en az iki nesil etkilenmis olmalidir.

-Etkilenen aile iiyesinin en az birinde 50 yasindan once kolorektal kanser gelismelidir.
- Kanser tanisi patolojik olarak dogrulanmalidir (8,10).

HNPCC, ailesel polipozis koli sendromundan bes kat fazla goriilmektedir. Lynch II
sendromlu hastalarin birinci derece akrabalarinda kolon kanser insidansi yedi kat
artmistir. HNPCC hastalar1, sporadik kanserli hastalardan daha geng yasta ortaya cikar
ve ortalama yas erkeklerde 39 iken kadinlarda 37 dir (8).

Muir- Torre sendromu

Otozomal dominanttir. Lynch II sendromuna benzer. Kolon kanseri erken yasta geligir.
Sag taraf kolon kanseri daha siktir ve sporadik kolon kanserinden daha iyi prognozu

vardir. Bu hastalarda birden fazla deri lezyonu ve i¢ organ kanserleri gelisir (8).
Ailesel polipozis koli (FAP)

Otozomal dominant kalitim gosterir (11). APC timor supresor geninde mutasyon vardir
(41). Sorumlu APC geni 5qg21°de lokalizedir. Genellikle hayatin ikinci on yilinda
goriiliir. Radyografik ve makroskopik olarak bagirsakta normal mukozanin cok hafif
kabarikliklarindan biiyiik kitlelere kadar degisen polipler vardir (9,11). Hastada birkag
polip FAP varligin1 gostermez. En az 100 polip olmalidir. Tedavi edilmeden birakilirsa

hemen hemen daima kalin bagirsakta bir veya daha fazla karsinom gelisir. Cogu
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karsinom iiclincii dekatta baslayacagindan profilaktik kolektomi en ge¢ 20- 25
yaslarinda yapilmaldir (11).

Gardner sendromu

Otozomal dominant gegislidir. Kalin bagirsakta adenomatdz poliplerle birlikte kafatasi
ve mandibulada birden fazla osteom, deride birden fazla keratindz kist, Ozellikle
fibromatozis olmak iizere yumusak doku neoplazilerinin goriildiigli ailesel bir
durumdur. Kalm barsak karsinomu gelisim potansiyeli ailesel polipozis kadar yiiksektir

(11,43).
Turcot sendromu

Otozomal dominant kaltim gosterir. Kolorektal adenomat6z poliplerle birlikte

genellikle glioblastom tipi beyin tiimorleri vardir (11,43).
Peutz-Jeghers sendromu

Otozomal dominat bir sendrom olup LKB1 gen mutasyonu sebebiyle olusur. Agir
derecede atipi gosteren adenomatdz poliplerin bazilarindan kolorektal kanser gelisebilir.
Bu sendromda pankreas, meme, akciger, over ve uterus kanser gelisim riski artmigtir

(11,43).
Cowden sendromu

Mukokutandz lezyonlar (fasial trisilemmoma, akral keratoz ve oral mukozal papillom),
kolorektal polipler ve degisik bolgelerde artmig malignite riski ile karakterize otozomal
dominant bir hastaliktir. 10. kromozomda lokalize PTEN geninde mutasyon vardir

(11,43).
2.5.4.2, Adenomlar

Kolon kanseri gelisiminin habercisi olan benign glandiiler neoplazilerdir. Birden fazla
ya da tek tek gozlemlenebilirler. Birden fazla olduklarinda genetik bir sendrom ile
iliskilendirilebilirler. Adenomlar erkeklerde kadinlara oranla daha sik olusur. Adenom
insidans1 60- 70 yaslarinda en iist seviyeye ulasir. Sag kolon adenomlar1 65 yas ve tizeri

hastalarda lokalize olurken sol kolon adenomlar: ise geng hastalarda daha sik goriiliir
(8).

Adenomlar makroskopik olarak; yasst (deprese), pedikiilli (sapli) ve sesil (sapsiz)

olmak iizere ii¢ sinifa ayrilirken yapilarma gore tiibiiler, villoz veya tiibiilovilloz olarak
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smiflandirilir. Tiibiiler adenom %75’den fazla tubiiler yapi, villoz adenom % 50’den
fazla 12 villoz yaps, tiibiilovillz adenom ise % 25- 50 villéz yapr icerir. En az oranda
da villoz adenom goriilirken en sik tiibiiler adenom goriiliir (8,41,43). Adenomlarda
malignite riski epitel displazisinin derecesine, boyuta ve histolojik yapiya baglidir.
Tanisal olarak diisik ve yliksek dereceli displazi, karsinoma insitu, intramukozal
karsinom ve invaziv karsinomun tespiti 6nemli bir noktadir (8,43,44). Diisiik dereceli
displazide ¢ok katli displastik, silindirik epitel hiicreleri vardir. Cekirdek oval veya
igsidir. Cok kath cekirdekler epitel yiiksekliginin %’ti kadardwr. Yiiksek dereceli
displazide epitel yiizeyine kadar gelmis niikleuslar ve niikleositoplazmik orani artmig
hiicreler mevcuttur. Hiicreler pleomorfizm ve polarite kayb1 nedeniyle silindirikten
yuvarlaga donerler. Intraepitelyal karsinoma (karsinoma insitu)’da malign hiicreler
bazal membrana smirhdir. Intramukozal karsinomda neoplastik hiicrelerin bazal
membrandan lamina propriaya gecis gozlenirken invaziv karsinomda da muskularis
mukozadan submukozal bolgeye gecis vardir. Yiiksek dereceli displaziler klinik acidan

bening lezyon yapisinda olmalariyla birlikte metastaz yapmazlar (8,43).

Lenfatik kanallar kolon mukozasinda yok kabul edilir. Nadiren lamina propria bazalinde
izlenirler. Bundan dolayr intramukozal karsinom malign potansiyeli yok veya c¢ok az
kabul edilir (43). Patologlar kronik ve aktif enflamatuvar hastalikta olusan reaktif
degisiklikleri displaziden aymrmada bazen zorlanmaktadirlar (8,11,45). Reaktif
enflamatuvar durumda ag¢ik renk kromatin yapist ve sitoplazmik miisin azligr vardir.
Ayrica ylizeyde maturasyon goriiliir. Sitoplazmanimn yogun eozinofilik olmasi, reaktif
veya rejeneratif epitelyumyal hiicreler icin karakteristiktir ve glandiiler yapt da
korunmustur. Aktif enflamasyonun bu bulgular1 displazide goriilmez. Displazilerde de
enflamasyon bulunabileceginden siipheli enflamasyon, agresif medikal tedavi ile

azaltilmali ve tekrar biyopsi dnerilmelidir. Tedaviden displazi etkilenmeyecektir 45).
2.5.4.3. Diyete Bagh Faktorler

Cevresel faktorler ozellikle de beslenme aligkanliklar: ilkeler arasindaki insidans

farklarindan sorumlu tutulmustur. Karbonhidrat ve yag oram yiiksek, bitkissel lif oram

olduk¢a diisiik olan, antioksidan i¢cermeyen, vitamin ve eser elementlerden yoksun bir

beslenme tarzi kolorektal kanser gelisiminde etkili olmaktadir (11,23,37-39).

Yiiksek yag oram igeren diyetler kolon kanseri riskini artirirken hayvansal protein

iceren kirmizi et tiikketimi kolon kanserinde bagimsiz faktdr olarak belirlenmistir
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(8,10,11,41). Balik, kiimes hayvanlar1 gibi diisilk oranli yag iceren iirlinlerin titketimi
tavsiye edilmektedir (10,46). Antioksidan vitamin kaynagi olan lifli, yesil yaprakli
sebzeler ve meyveler kanser olusumunu engellemektedir (8,11). C vitamini, tokoferol
ve selenyum bagirsak epitelyumunu kuvvetli mutajen olan fekapentanlardan ve diger
karsinojenik (oksidatif) tahribattan korur. C vitamini nitritlerin nitrosamine ve nitratlara
doniisiimiine engel olan bir antioksidandir. E ve C vitaminleri polipektomi sonras1 rektal
adenom tekrar sayisini azaltirlar. Sarimsak kolon kanseri riskini, detoksifiye enzim
icermesi, timor cogalmasina engel olmasi ve antibakteriyel aktivitesi ile giiclii bir
bicimde tersine cevirir (8). Yesil cay ve kahve, kolon kanseri gelisimine karsi koruyucu
olabilirken alkol alimi DNA da anormal metilasyonlara sebep olacagindan kolon

kanseri ve adenom goriilme riskini artirrr (8,46).
2.5.4.4. Obezite

Ozellikle abdominal yaglanma ve artmus viicut kitle indeksi kolon kanseri riskini ve
kanserden oOlimleri arttirmaktadwr (8,46). Fazla kilolu ve fiziksel olarak inaktif

erkeklerde kolon kanseri gelisimi riski yiiksektir (8,42).
2.5.4.5. Sigara Kullanimm

Tiitiin kullanimi1 rektal kanser ve adenom insidansmi nemli 6lciide arttirmaktadir. Ilk

kullanim yasinim erken olmasi ve yillik paket sayisi kanser riskini artirir (8,41).
2.5.4.6. Radyasyon

Radyasyon kolon kanserinin az bir miktarinda etyolojik yol oynar. Diger kanser
tiplerinden servikal, uterus veya prostat karsinomlarinin tedavisi i¢in radyo terapi

uygulanan hastalarda rektal kanser gelisiminin siklagtigr bildirilmistir (8).
2.5.4.7. Diger Faktorler

Ureterosigmoidostomi uygulanan hastalarda kolon kanseri insidansi 500 kat artar.
Peptik iilser icin cerrahi tedavi gegiren hastalarda, pernisiydz anemi, diabetes mellitus,

coliak hastaligi, AIDS hastalarinda kolorektal adenokarsinom riski artmis olabilir (8).
2.5.5. Kolorektal Karsinogenez

Kolorektal karsinogenez, normal hiicrenin malign hiicreye doniisiimiinde genetik ve

epigenetik degisikliklerin gerceklestigi cok basamakli bir olusumdur (Sekil 2.10). Bu
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olusumda her basamakta farkl lezyonlar olusur ve boylece molekiiler degisimlere farkli

morfolojik lezyonlar eslik etmektedir (47,48,49)

Sekil 2.10. Fearon ve Vogelstein’in Tanimladig1 Kolorektal Karsinogenez Modeli (30).

2.5.5.1. Kolorektal Karsinogenezde Molekiiler Ara Yollar

Kolorektal karsinogenezde, patogenetik olarak birbirinden farkli ii¢ ara yol yer
almaktadir. Bu ara yollarin her birinde, birden fazla mutasyonun asamali olarak birikimi
s0z konusudur (Sekil 2.11). Ayrica, bu ara yollarda yer alan genler ve olusan

mutasyonlarmn birikim mekanizmalar1 birbirinden oldukga farklidir (50).

Kolorektal karsinomlarinin %75’ inin, Fearon ve Vogelstein’in tanimladigi kromozomal
instabilite ara yolu, % 15’inin mikrosatellit instabilite ara yolu {izerinden gelistigini
gostermektedir. Diger {i¢iincii arayolun bu iki arayola da iligkisi olmayip, CpG ada

metilasyon fenotipi arayolu iizerinden gelisebilecegini gostermektedir (51,52).
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Sekil 2.11. Kolorektal Karsinogenezde Multistep Molekiiler Gelisim Modeli (50).

2.5.5.1.1. Kromozomal Instabilite (““Chromosomal Instability: CIN”’) Ara Yolu

Kolon kanserinde genomik instabilitenin en yaygin tipi olan CIN arayolu ayni zamanda
supresor yolak olarak da bilinir. Cesitli onkogen ve supressor genlerde goriilen seri
mutasyonlarin birikimi sonucu olugsmaktadir. Delesyon, duplikasyon, kromozomal
rearanjman gibi andploidi ile sonuglanan genetik degisiklikler icermektedir. Kolorektal
timorlerin %75’inde goriilmektedir (49,51,52). Bu arayolun morfolojik karsiligr ise

adenoma-karsinoma sekansidir.

Fearon ve Vogelstein’in tanimladigi adenoma-karsinoma modeline gore, adenom
gelisiminde, erken donemde, APC tiimor supresor gen mutasyonlart gézlenirken, daha
ileri evrede KRAS mutasyonlar1 ve maligneteye geciste ise p5S3 mutasyonu ile 18q

delesyonu s6z konusudur (53).
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Bu ara yolda WNT, p53, RAS-MAPK ve TGF-B/SMAD olmak iizere 4 6nemli sinyal
iletim yolagt vardow. WNT sinyalleri, normal olarak bilyiimenin regiilasyonunda,
apoptozda, intestinal kok hiicrelerin farklilasmasinda ve kismen embriyogenezde
etkilidir (54). WNT sinyal ara yolunda yer alan APC (adenomattz polipozis koli)
proteini, B-katenini parcalayarak sitoplazmadaki miktarin1 azaltir ve niikleusa gegini
engelleyerek biliyiime sinyalini durdurur (Sekil 2.12). APC genindeki ‘“‘germline”
mutasyonlar sonucu FAP sendromu ortaya ¢ikmaktadir. Sporadik kolorektal kanserlerin

9%8()inden fazlasinda ise somatik hiicrelerde APC gen mutasyonu saptanmistir (55,56).

APC

p-catenin

Sekil 2.12. Wnt Ara Yolunda APC B-katenin Iliskisi (55).

p53 mutasyonu, insan timorlerinin yaklasik %50’sinde goriilmekle birlikte, p53°de
heterozigotluk kayb1 hemen her kanser tipinde ortaya cikmaktadir (33). p53 proteini
normal hiicre siklusunu kontrol etmez, ancak, DNA zedelenmesi durumunda
ekspresyonu artar ve DNA’ya baglanarak pek ¢ok genin transkripsiyonunu stimiile eder.
Hiicre siklusu durunca pS3 DNA onarimina yardime1 proteinlerin ekspresyonunu artirir

ya da hasar onarilamadiysa hasarl hiicreyi apoptoz ile (Sekil 2.13) ortadan kaldirir (57).
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Sekil 2.13. p53 Ara Yolu (57).

Hiicrede cesitli hormonlar, biiyiime faktorleri, diferansiyasyon faktorleri tarafindan
kullanilan RAS-MAPK sinyal ara yolu RAS proteininin aktivasyonu ile baglar ve
sirastyla RAF, MEK ve ERK proteinleri araciligiyla bir kinaz kaskadi olusur. Ras
proteininin aktif hale gegmesi i¢in posttranslasyonel modifikasyondan sonra membrana
yerlesmesi gerekir. Hiicreye bilyiime sinyali geldiginde, Ras-GTP haline doniisiir. Aktif
olan RAS, RAF proteinini harekete gecirerek mitogenez siirecini baglatir (Sekil 2.14).
RAS proteini, normal dokuda proliferasyon, diferensiyasyon ve senesens sinyallerinde
onemli bir role sahipken, mutant genin olusturdugu RAS proteini, bir¢ok kanser tipinde
etkili potansiyel onkojenik bir proteindir (58). Tiim insan tiimorlerinin %17-25’inde,
kolorektal tiimérlerinse %30-40’1inda aktive edici KRAS mutasyonu tanimlanmigtir
(59,60). BRAF proteini, RAS proteini tarafindan stimiile edilen ve RAS-MAPK sinyal
ara yolunda gorev alan bir diger molekiildiir. Tiim insan tiimorlerinin %8 inde,
kolorektal tiimorlerinse %35-12’sinde BRAF mutasyonu rapor edilmistir (61,62). Ayrica
yanlig eslesme tamir sistemi defektli olan kolorektal kanserlerde, defekti olmayanlara
gore cok onemli 6lgciide BRAF mutasyonu goriilmektedir. Bu nedenle BRAF mutasyonu

ile mikrosatellit instabilitesi arasinda bir iligki oldugu diisiiniillmektedir (62,63).



24

EGFR
- # a =
”@KISTAB (\_ﬁ"f“ (_RAF
— ' }

\\ @E@f]@ CMEK D

T N

i

_~ Transcription: e /
/ Cell proliferation/growth \)
S Cell survival

T Angiogenesis T

Sekil 2.14. RAS-MAPK Sinyal Ara yolu (58).

TGEF-B, epitelyal hiicreler icin proliferasyon inhibitorii olarak islev gormektedir (Sekil
2.15). Hiicrede TGF- B’nin biiytime inhibitor etkisine kargi olusan duyarsizlik sonucu
timor gelisimi gozlenir (64). TGF-B sinyal ara yolunda yer alan ve bir timér stipressor
gen olan SMAD geni, biilyiimenin regiilasyonunda ve apoptozda etkilidir (49,64).
Apoptozda SMAD geni gibi etkili olan bir diger gen DCC (deleted in colon cancer) geni
de SMAD geni gibi apoptozda etkilidir. Bu genin mutasyona ugramasi durumunda

hiicrenin apoptoz mekanizmasmda aksakliklar yasanir (49).
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M TGF-beta

Sekil 2.15. TGF-B/SMAD Ara Yolu (64).

2.5.5.1.2. Mikrosatellit Instabilite (MSI) Ara Yolu

DNA yanlis eslesme tamir (“mismatch repair system, MMR”) genlerindeki mutasyonlar
sonucu olusan mikrosatellit instabilite ara yolu (MSI), mutatér ara yol olarak da bilinir.
Genom boyunca yer alan kisa niikleotit tekrarlarma mikrosatellit denir. Hiicre
béliinmesi aninda replikasyon sirasinda bu tekrar dizilerinin oldugu kisimlarda DNA
polimeraz hata yapabilir. Bu durum replikasyon hatasi (“replication error, RER”) olarak
adlandirilir. Hata, bir tekrarin atlanmasi, yanlig baz eklenmesi ya da fazla sayida tekrar
dizisi eklenmesi seklinde olabilir. Normal sartlarda, DNA polimeraz 3’-5" ekzoniikleaz
aktivitesi ile yanlis eslesmeler diizeltilirken, onarimdan kacgabilen bu alanlar, yanlis

eslesme tamir sistemi araciligiyla onariir ve boylece DNA MMR genleri sayesinde
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replikasyon siirecinde genomik stabilizasyon saglanir. Ancak MMR genlerinde bir
mutasyon olmast durumunda MSI olarak bilinen durum ortaya ¢ikar (65,66). Kolorektal
timdrler, mikrosatellit instabilitesi acgisindan mikrosatellit-stabil (MSS), yliksek
mikrosatellit instabil (MSI-H) ve diisiik mikrosatellit instabil (MSI-L) olmak {iizere 3
grupta degerlendirilmektedir. MSS tiimdrlerin genetik profili, MSI-L ile cok benzerdir,
ancak, MSI-H tiimorler oldukga farkh bir profil sergilerler. MSI-L tiimérler, sol kolon
yerlesimli ve en az MSS tiimorler kadar agresif bir gelisim paternine sahiptir. Bu grupta
en sik goriillen genetik degisiklikler, KRAS ve p53 mutasyonlart ile 5q, 17p ve 18q
lokasyonlarinda heterezigotluk kayb1 olmakla birlikte, en karakteristik 6zellikleri baz1
DNA MMR genlerinin kismi metilasyonu ile genin susturulmas: ve O(6)metilguanin-
DNA metiltransteraz (MGMT) geninin metillenmesi sonucunda protein ekspresyon

kaybidir (50).

Lynch Sendromu olarak da bilinen Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser
(HNPCC) Sendromu seyrinde ortaya ¢ikan tiimorlerin %901, sporadik kolorektal
timorlerin ise %15-20°’si MSI-H olarak tanimlanmigtir. Bdoylece, mikrosatellit
instabilitesi i¢in, HNPCC’de gorillen MSI-H ve sporadik olarak goriilen MSI-H
kolorektal kanserler olmak {iizere 2 farkli mutasyon gelisim modeli tanimlanmigtir

(47,67,68).

Tiim kolorektal kanserlerin % 5’ini olusturan HNPCC sendromu, otozomal dominant
kalitim gostermekle birlikte, “germline” mutasyon ya da yabaml tip olan alelin
inaktivasyonu ile timor gelisimi gozlenmektedir. “Germline” mutasyon durumunda,
DNA yanlis eslesme tamir genleri MSH2, MLLH1, MSH6, MSH3, PMS2, PMSI,
MILH3’de delesyon ya da nokta mutasyonu seklinde genetik degisiklikler mevcuttur.
Yiiksek penetransa sahip olan bu genlerde mutasyon tasmmasi, kolorektal kansere
yakalanma riskini %80 artirmaktadir (68). Yabanil tip alelin inaktivasyonu durumunda
ise, MMR genlerinden biri mevcut “germline” mutasyon ile heterozigot durumdadir.
Knudson’un iki hit hipotezindeki fenotipik etkiye gore, MMR genleri timor siipresor
gen gibi davrandigindan otozomal dominant kaltim gostermektedir. Diger alelin
(yabanil tip alelin) inaktive edilmesi ile heterozigotluk kayb1 (“loss of heterozigoty”,
LLOH) olarak tamimlanan durum ortaya ¢ikmakta ve bdylece, mikrosatellit instabilitesi

olusmaktadir (35,69).
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MSI-H sporadik kolorektal kanserlerin %90’ inda MMR geninin promotor bélgesinde
bialelik metilasyon ya da tek alelde hipermetilasyon ile timor gelisimi
gergeklesmektedir. Genin promotor bélgesinde bialelik metilasyon olmasi durumunda
yabanil tip olan her iki alelin metilasyonu ile gen tamamen susturulur ve protein
ekspresyonu olmaz. Tek alelde hipermetilasyon olmasi durumunda ise, yabanil tip olan

her iki alelden birinin metile edilmesi ile gen ekspresyonu baskilanarak azaltilir.

MSI arayolundan gelisen kolorektal kanserlere, genellikle serrated poliplerin onciiliik
ettigi diistiniilmekle birlikte, Lynch sendromunda adenom &nciiliigiinde ya da “de novo”

kanserlesme olabilecegi goriisii kabul edilmektedir (66).
2.5.5.1.3. “CPG” Ada Metilator Fenotipi (‘“CIMP”) Ara Yolu

“CpG” adalari, yiikksek oranda guanin-sitozin (“‘guanine-cytosine: GC”) dinukleotidleri
iceren ve cogunlukla genin promotor kisminda yer alan genom bdlgeleridir. Tiim
genomun %]1’ini olustururlar. “Cp(G” adalari, genlerin promotor bolgelerinde, 5’
uclarinda goriiliir ve bircogu transkripsiyon baglanma bolgesi icerir (70,71). Insan
promotorlarinin %60’ indan fazlasinda “CpG” adasinin yer aldig1 saptanmistir. Promotor
bolgelerde goriillen “CpG” adalari, normal kosullarda aktif olan bir gende
metillenmemigtir. Bu bolgelerin metillenmesi sonucu ilgili gen susturulur ve protein
ekspresyonu gergeklesemez (72). DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar tarafindan
gergeklestirilen enzimatik bir modifikasyondur. Sitozin niikleotidine metil grubunun
baglanmasi “G-C” baz eslesmesini etkilemez. Ancak metil gruplarinmn digar1 dogru
cikintt yapmasi, transkripsiyon i¢in gerekli DN A-protein etkilesimini engelledigi icin
gen ifade edilemez ve boylece gen susturulmus olur. Bu durum, mitoz bdliinmeler ile
yeni hiicrelere de aktarilir. Bu nedenle, CpG adaciklarinin metilasyonunun, epigenetik
(gen ifadesindeki degisikliklerin, DNA sekansiyla baglanti gostermeksizin, hiicre
boéliinmesi  boyunca bir nesilden digerine aktarilmasi) bir durum oldugu

distiniilmektedir (73,74).

“CIMP” arayoluyla gelisen kolorektal tiimorler mikrosatellit instabil ya da stabil
olabilir. Bu tiimorlerin ¢ogu, serrated neoplazi sekansinda, serrated poliplerden
gelismektedir (52). Kolorektal karsinomlarm %?20’sinin “CpG” hipermetilasyonu,
%2()’sinin  diisik diizeyde “CpG” metilasyonu gosterdigi %60’min ise “CpG”
metilasyonu gostermedigi izlenmistir (51,52). Kolorektal karsinomlarin CIMP durumu,

genellikle MSI durumu, KRAS ve BRAF mutasyonlari ile iligkilidir. Buna gore, MSI-H
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ve BRAF mutasyonu gosterenler, CIMP1 grubu, MSS ve KRAS mutasyonu olanlar ise
CIMP2 grubu olarak degerlendirilmektedirler. CIMP (-) olanlar ise genellikle MSS
kanserlerdir (50).

2.5.5.2. Kolorektal Karsinomlarin Lokalizasyonu

Kolorektal karsinomlarin yaklasik %350si rektosigmoid bélgede yer alirken %30°u sag
kolonda geri kalam1 da kolonun diger kisimlarinda lokalize olmustur . Ancak son
yillarda ras protoonkojen mutasyonlarin yiiksek oranda igeren tiimorlerin ¢ekum, ¢ikan
kolon ve transvers kolonda yerlesme egiliminde oldugu goriilmektedir. Yine buna
benzer sekilde sag kolonda lokalize olan tiimérler ileri yaslarda, siyahlarda ve
divertikuler hastaligi olanlarda daha siktir. Kolorektal karsinomlarin  %3-6’s1

multisentrik olarak gelisebilir (11,24,36,37).
2.5.6. Klinik Bulgular

Kolorektal karsinomlarin goriilme sikligi 50 yas iizerinde giderek artar. Maksimum
goriilme sikligi ise 80 yastir. Ortalama yas erkeklerde 63, kadmlarda 62’dir. Cinsiyet
acisindan belirgin bir fark olmamakla birlikte erkeklerde biraz daha sik goriiliir (11,75).

Primer tiimoriin yerlestigi lokalizasyona gore ortaya ¢ikan klinik bulgular, timériin sag
veya sol kolon yerlesimine ve lezyonun erken veya ilerlemis olup olmamasina gore
degisir. Baslangic semptomlar1 genellikle belirsiz ve nonspesifiktir. Kilo kayb1 ve
istahsizlik siklikla olusur. Cekum ve cikan kolon kanserleri siklikla yasst veya
polipoiddir. Sag kolon tiimorlerinde limen genis, feces daha sivi kivamlt ve timor
siklikla egzofitik biiyiime gosterdiginden obstruktif bulgular sik degildir. Sag kolon
timorleri daha ¢ok diskilamayla birlikte genellikle fark edilmeyen kronik kan
kaybindan kaynaklanan yorgunluk, halsizlik ve ¢arpint: ile sonuclanan demir eksikligi
anemisi ile kendini gostermektedir. Bundan dolay1 sag kolon kanserleri, melena ve
tikaniklik olusturmazlar, siklikla klinik olarak sessiz kalirlar. Tiimor sol kolonda
yerlesmis ise; limenin darligi, fecesin sert olmasi, tiimoriin daha cok aniiler tarzda
biiylimesi nedeniyle konstipasyon bulgular1 sik goriiliir (8,9,11,36-38,75,76). Hastalarin
yaklasik %50’sinde baslangi¢ semptomu olan rektal kanama, goz ile goriilmeyebilir. Bu

durum sadece demir eksikligi anemisi ile fark edilir (8,11,77).
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Yaklastk %50 hastada abdominal agr1 sikayeti olabilir. Ozellikle tiimdr serozay1 invaze
ettiginde ortaya ¢ikar (8). Iliocekal valvdeki karsinomlarin % 25 i apendiks liimenini

tikayarak apendisite sebep olabilirler (8,11).
Erken Tam ve Klinik Tarama Metotlar

Son yapilan c¢aligmalar, uygun tarama ve tedavinin kolorektal kanseri ve bu
maligniteden 6liim sayilarini azalttigini gostermistir. Adenomatdz poliplerin bulunmasi
ve c¢ikarilmas1 kolorektal adenokarsinom gelisimini Onleyebilirken erken evre
kanserlerin tan1 ve tedavisi de kolorektal kanser mortalitesini azaltir. Polip ve erken evre

kanserler genelde asemptomatiktir (8,10,11).

50 yasindan sonra kisiler kolorektal kanser riski tasidiklarmdan dolayi, malignite ve

polip acgisindan diizenli olarak taranmalidir. Tavsiye edilen tarama yontemleri sdyledir:
1- Senede bir defa gaitada gizli kan testi

2- Her bes yilda bir fleksibl sigmoidoskopi

3- Her 5-10 yilda bir ¢ift kontrastli baryum enema

4- Her on yilda bir kolonoskopi

Gaitada gizli kan testi spesifik degildir. Bircok kiiciik kanser ve prekanserdz lezyonu
bulmada yetersizdir. Bazi uzmanlar senede bir bu teste bes yilda bir fleksible
sigmoidoskopinin eslik etmesi gerektigini bildirmislerdir. Fleksible sigmoidoskopi ile
bulunan adenomatdz polip sonucu kolonoskopi ile tiim bagirsagin muayenesini
gerektirir. Cift kontrastli baryumlu grafiler; 1 cm’den kiiciik polipleri %50-80, 1 cm’den
biiylik polipleri %70-90 ve evre I ve II adenokarsinomlart %50-80 oraninda tespit
etmektedir. Birinci derece akrabalarinda kolorektal kanser veya adenomatdz polip
hikayesi olanlarda tarama 40 yasinda veya akrabanin tam aldigi yastan 10 yil 6nce
baslamalidir. Kolonoskopi ile tiim kolonun degerlendirilmesi gerekmektedir.
HNPCC’de tarama 21 yasmda baslamalidir. Bir veya ii¢ yilda bir kolonoskopi, genetik

danigsma ve genetik testlerin uygulanmast s6z konusudur (77).

FAP’da tarama piibertede baslamali; her bir-iki yilda bir fleksible sigmoidoskopi veya
kolonoskopi, genetik damigma, genetik test yapilmas: uygundur. Inflamatuvar barsak

hastaliklarinda 6zellikle iilseratif kolitte kolorektal kanser riski artmustir (8,11,77).
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Crohn hastaliginda da risk artmakla beraber iyi bir sekilde tanimlanmamustir. Ulseratif
kolitte pankolit tamisindan 7-8 yil sonra, sol taraf kolitin tanisindan 12-15 yil sonra
tarama baglamalidir. Tarama, her bir- iki yilda bir diplazi i¢in kolonoskopi ile biyopsi

alinmalidir (77).
2.5.7. Makroskopik Bulgular

Kolorektal karsinomlarin biiyiik bir kismi polipoid veya ulseratif/infiltratif tiptedir.
Polipoid tipte olanlar liimene dogru biiyiime gosterirler. Iyi smirh, normal kolon
mukozasiyla keskin smirlar olusturan biiyiik kitleler seklindedirler ve daha cok sag
kolonda yerlesirler. Infiltratif olanlar ise yiizeyden daha az kabariktir ve santral
ulserasyon alani bulunur. Daha ¢ok sol kolonda izlenirler. Bu tiimorlerin adenomun
malign transformasyonundan ¢ok de-novo gelistikleri diistiniiliir. Genelde, tiimoriin
makroskopik ve mikroskopik smirlart arasinda iyi bir korelasyon vardwr. Kesit yiizii
barsak duvarmin yerini almig gri-beyaz goriinimdedir. Sinirlar, keskin ya da ana
kitleden parmaksi ¢ikintilar gosteren diizensizlikte olabilir. Yiiksek derecede musin
iceren tiimorler jelatindz ve parlak goriinimdedir. Timoriin duvarda smirli olup
olmadigi, perikolik dokuya uzanip uzanmadigi, makraskopik damar invazyonunun
varlig1 ve diger alanlarda herhangi bir tip karsinom ya da polip bulunup bulunmadig:
makroskobik incelemede degerlendirilmesi gereken Onemli  Ozelliklerdendir

(11,36,38,39,75,78).
2.5.8. Mikroskopik Ozellikler
Histopatolojik Grade:

Kalin barsak tiimorlerinin %95°1 klasik adenokarsinomdur. (8,11) Bunlar degisik

derecede miisin salgilayan iyi, orta ve az gradede diferansiye adenokarsinomdur (11).

Goblet hiicreleri, kolumnar hiicreler, seyrek endokrin hiicreleri ile birlikte nadir olarak
da Paneth hiicrelerinin bir araya gelisiyle tiimor hiicreleri olusur. Gland liimenleri
siklikla hiicresel kalintilar igerir. Karsinomlar dzellikle timor ¢evresinde belirgin olan
daima inflamatuar ve desmoplastik reaksiyon olustururlar. Inflamatuar hiicrelerin biiyiik
bir kism1 T lenfositlerdir fakat B lenfositler, plazma hiicreleri, histiositler ve S-100
protein pozitif dentritik hiicreler de goriilebilir. Nadiren, interlokin 5 iiretimine bagli cok

sayida eozinofil goriilebilir. Tiimor barsak duvarmin tiim katlarini tutup perikolik yagl
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dokuya ulagmis, perinoral alanlari ve venleri invaze etmis olabilir. Nadiren timor

stromas1 metaplastik kemik olusumu gosterebilir (11,36,39).

Tiimor kenarlar1 odaklar halinde reziduel polip igerebilir; fakat bu bélgede glandlardaki
hiperplastik degisiklikler daha sik bir bulgudur. Bu glandlar uzun, daha kivrintili ve
normal mukozadan daha cok goblet hiicresi igerirler. Musin sekresyonunda da
degisikliklerin izlendigi bu bolge transisyonel mukoza olarak adlandirilir. Bu
muhtemelen malign lenfoma ve metastatik karsinom gibi diger tiimorlerin kenarlarmda
ya da anastomoz alanlarinda oldugu gibi tiimor dis1 durumlarda da goriilebilen reaktif

bir degisikliktir (11,37-39,78).
Diger Histolojik Tipler:

Miisinoz Karsinom: Kolorektal karsinomlarin %10-15’ini ve rektal kanserlerin
9%33’tinii olusturur (8,11). WHO’ya gore tiimoriin %50°den fazlasi miisin icerdiginde
miisindz karsinom tanimlamasi yapilabilmektedir (11,41,79). Miisinéz karsinom en sik
rektumda (%61.5) ve sigmoid kolonda (%15.3) gozlenir (25). Baz1 vakalarda hiicre i¢i
ve hiicre dig1 miisin karigik halde bulunur. Hiicre i¢i miisin olusumu tagh yiiziik yapisina
sebep olur. Miisindz karsinomlar1 klasik karsinomlardan aywan klinik ve patolojik
ozellikler vardir. Bu tiimérler siklikla geng ve HNPCC hastalart etkiler. Prognoz klasik

adenokarsinomdan daha kotidiir (8,11).

Tash Yiiziik Hiicreli Karsinom : Genellikle genc hastalarda rastlanan, kolorektal
kanserin %1.1 ini olusturan nadir bir tipidir (8,11). Klasik adenokarsinoma goére tani
aninda daha yaygm hastalik olusturan tagh yiiziikk hiicreli karsinomu olan hastalar,
neoplastik hiicrelerle, yaygm intramural infiltrasyon enflamatuvar bir tabloyu
diisiindiirtir. Diffiiz ve dairesel barsak duvar infiltrasyonu sonucu intestinal segmentte
kalinlasma ve katilagsma sonucu kolonik linitis plastika denilen yapi olusur. Ileri
donemde intestinal duvarda daralma, yaygin lenf nodu metastaz1 ve periton yiizeyine
yayithm goriilir (8). Metastazlar karacigerden cok lenf nodlari, peritoneal ylizey ve
overlerde gelisme egilimindedir (11,80). Mikroskopik olarak miisinin ¢ogu veya hepsi
hiicre icindedir (11). Tan1 i¢in tiimor hiicrelerinin %50°den fazlasi intrasitoplazmik
miisin icermelidir (8,41). Hiicre i¢i miisinden dolay1 niikleusun itilmesi ile (eksantrik
yerlesim) tash ylizilk yapist olusur (9,11,41,81,82). Tagh yiiziik hiicreli karsinomun

biyolojik davranigi miisindz karsinomdan kotiidiir (79,82,83). Primer tagh yiiziik hiicreli
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karsinom tanist konulmadan dnce mide veya meme kanserinin kolorektuma metastazi

olup olmadig1 arastirilmalidir.

Bazaloid (kloakojenik) Karsinom: Cok nadirdir (8,11). Ekzofitik veya iilsere kitle
yaparlar. Bazoloid tiimorler paratiroid hormon veya adrenokortikotropik hormon

tiretebilirler (8).

Berrak Hiicreli Karsinom: Spesifik bir tip degildir. Adenokarsinomun mindr ¢esitidir.
Gilojen birikimi sitoplazmanin berrak goriinmesine sebep olur (11). Bobregin berrak
hiicreli adenokarsinomuna benzer. Glikojen {iiretirler, miisin iiretimi negatiftir. CEA

giiclii bir sekilde eksprese olusu metastatik renal karsinom ayriminda énemlidir (84).

Hepatoid Adenokarsinom : Daha yaygin olan gastrik esdegerine benzer (11).

Hepatoseliiler karsinomdan ayrilamaz. Glandiiler bilesende miisin iiretimi vardir (84).

Mediiller Adenokarsinom : Nadir goriiniir. Genelde kadmlarda rastlanir. Cekum ve
sag kolonda yerlesim gosterir (11). Tiimér hiicreleri malign hiicre adalar1 olusturur.
Hiicreler belirgin niikleoluslu, bol pembe sitoplazmalidir (41). Noroendokrin belirtegler

negatiftir. Davranigi histolojik goriiniimii kadar agresif degildir (11).

Anaplastik (igsi ve dev hiicreli,sarkomatoid) Karsinom : Diger karsinomlardan ayirt

edilmelidir. Goriiniimii diger organlardakine benzer. Cok agresiftir (11).

Kolorektal Karsinomda Skuaméz Diferansiasyon : Cekum neoplazilerinde daha
siktir ama kalin bagirsagin diger bolgelerinde de goriilebilir. Cogu kez skuamoz bilesen
glandiiler elemanlar ile beraberdir (adenoskuamdz karsinom) (11). Tiimor, kronik
ilseratif kolitli hastalarda yiiksek risk gosterir. Skuamoz hiicreli karsinomlar, Crohn

hastalig1 ve uzun donemli rektal fistiillerde de gelisebilir (8).

Kolorektal Karsinomda Trofoblastik Diferansiasyon : Kolorektal adenokarsinomda
lokal olarak goriilebilir. Timdr hiicrelerinde  HCG immiinhistokimyasal olarak

gosterilebilir. Nadiren tiimoriin tamami koryokarsinom goriinimdedir (11).
Kolorektal Noroendokrin Tiimorler:

- lyi diferansiye endokrin tiimor; fonksiyonel olmayip ¢apt 2 cm veya daha kiiciiktiir.

Mukoza ve submukozaya smirli olup anjiyoinvazyon gostermez.

- Malignite potansiyeli belirsiz noroendokrin tiimér; mukoza ve submukozaya sinirl,

cap1 iki cm’den bilyiik, anjiiyoinvazivdir.
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- Iyi diferansiye noroendokrin karsinom; muskularis propriya veya daha derin invazyon

yapan veya metastazi olan tiimorlerdir.

- Karsinoid form en sik olarak rektumda goriiliir. Rektumda siklikla 6n veya lateral
duvarda bulunur. Pratikte karsinoid sendrom ile birliktelik bildirilmemistir.
Makroskopik olarak ndroendokrin tiimérler yassi, hafif ¢okiik plak veya polipoid lezyon
seklindedir. Formol fiksasyondan sonra sar1 renkte goriiniirler. Mikroskopik olarak ayni
sekilli hiicreler kurdela seklinde stromay: invaze ederler. Immiinohistokimyasal olarak
noron spesifik enolaz, kromogranin, sinaptofizin ve ¢esitli peptid hormonlarla boyanir.
Rektal karsinoid tiimorler CEA, HCG ve prostatik asit fosfataz immiinreaktivitesi
gosterir. Rektal karsinoid 2 cm’den kiiciik ve mukoza veya submukozaya sinirh ise

lokal ¢ikarimla ¢ok iyi tedavi edilir (11).
2.5.9. Histolojik Grade

Adenokarsinomlar bez yapilar1 temel alinarak derecelendirilir (8,11,41,79,84).
Histolojik derecelendirme prognostik deger olarak da kullamlir (8). K&ti diferansiye
olanlarda en azindan bazi bez yapilar1 ve miisin tiretimi izlenmelidir. Karsinomlarda
eger karigik diferansiasyon yapilanmasi1 mevcutsa derecelendirme en az diferansiye

bilesene gore yapilmalidir (8,10).

Iyi Diferansiye Tiimorler (Grade I): Timoriin % 75’inden fazlasi bez benzeri yapi

icerir (8,10).

Orta Derece Diferansiye Tiimorler (Grade II): Tiimorde bez benzeri yapt % 25-75
oranmdadir (8,10).

Kotii Diferansiye Tiimorler (Grade III): Bez benzeri yapt % 25’den azdir (8,10).

Miisindz adenokarsinomlar ve tagh yiiziik hiicreli karsinomlar genellikle grade III' tiir

(41).
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2.5.10. Histokimyasal ve immiinohistokimyasal Ozellikler

Kolorektal karsinomlarin biiylik ¢ogunlugu miisin igeriginden dolayr histokimyasal
boyamada pozitif boyanir. Immiinhistokimyasal olarak kalm barsagin adenokarsinomu
MUC1 ve MUC3 eksprese eder. Kolorektal adenokarsinomlar keratin i¢in pozitif
boyanirlar. CK20 pozitif, CK7 negatiftir. Bu ozellikler akciger, over gibi organlarin
adenokarsinomlarinin aywrici tanisinda Snemlidir. Kotii diferansiye karsinomlarda
anormal boyanma paterni goriilebilir (11). CEA (karsinoembriyojenik antijen)
immiinreaktivitesi kuraldir. Serum seviyesi ile immiinhistolojik reaktivite arasmda iyi
uyum varken evre ve diferansiasyon derecesi arasmda uyum yoktur (23) .Operasyon

oncesi serum CEA ve CA 242 yiiksekligi kotii prognozu gosterir (85).

Intestinal epitel hiicrelerinin diferansiasyon ve proliferasyonunda rol oynayan CDX2,
immiinhistokimyasal olarak kolorektal karsinomlarin biiyiik ¢ogunlugunda mevcuttur
(11). Timér baglantili glikoprotein (TAG-72), monoklonal antikor olarak taninir,
invaziv kolorektal karsinomlarda % 100 bulunur. Ayrica normal mukoza, hiperplastik
polip ve adenomatdz poliplerde de mevcuttur (8,11). Tiimor ile iligkili antijenlerden
biiylik dis antijen (LEA), timér dokusunda ve kolorektal karsinomlu vakalarin
serumunda bulunur. Kalm barsak karsinomlar1 kan grubu izoantijenlerini kaybetmigtir
ve HLA B ve C ekspresyonu dzellikle kotii diferansiye karsinomlarda goriiliir. Villin
hiicre iskeleti proteinidir. Mikrovilliislerin fircamsi kenarlarmin aksiyal mikroflaman
bantlariyla birlikte bulunur. Kolorektal karsinomlar diferansiasyonuna bagli olmaksizin
villin eksprese eder (11). Serum villin seviyesi, klinik seyir ve kolorektal kanserin
tekrarmnin takibinde ozellikle faydalidir. Seviye cerrahi sonrasi diiser, tam iyilesme
doneminde asagi seviyede kalir. Hastaligin tekrarinda, ozellikle karaciger metastazli
vakalarda onemli dl¢iide serum seviyesi artar (86). Kalretinin, kolorektal karsinomlarin
¢ok az miktarinda eksprese olur. Mezotelyoma ile ayiric1 tanida bu immiin belirleyici
akla gelmelidir (11). Kalretinin ekspresyonu ile tiimor diferansiasyonu arasinda bir
uyum vardir. Cogu az diferansiye kolorektal adenokarsinomda kalretinin eksprese
olurken iyi diferansiye tiimérlerde sinirh pozitiftir. Ekspresyonun derecesi, bolgesel lenf
nodu metastazi ve diger organ metastazi sayisindaki artig ile orantilidir (86). Kolorektal
karsinomun biiylik orani, 6zellikle miisindz ve kotii diferansiye tiimorler, HCG (human

koryonik gonodotropin) ile pozitif boyanrr (11). PLAP (plasental alkalin fosfataz)
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biitiin kolorektal karsinomlarin % 10’unda bulunur (11). Ostrojen ve progesteron

reseptorleri genellikle yoktur (11).
2.5.11. Tiimor Yayilmasi ve Metastaz

Tiim kolorektal tiimorler ¢evre dokulara direkt olarak invazyon ile ya da lenfatikler ve
kan damarlar1 ile metastaz yaparak yayilirlar. Metastatik yayilim en sik bdlgesel lenf
digtimleri ve karacigerde goriiliir (11,37,38). Lenf diiglimiiniin mikrometastazi;
kademeli hematoksilen eosin kesitler, immiinhistokimyasal olarak sitokeratin ve diger
markerlerin boyanmasi, CK19/20 i¢in ya da mutant K-ras geni i¢cin PCR teknigiyle
tespit edilebilir (11,38). Karaciger metastazt kan damari invazyonunun yaygm bir
gostergesidir (11). Diger sik goriilen metastaz bolgeleri; periton, akciger ve overlerdir.
Over metastazinin insidansi, kolorektal tiimoriin rezeksiyonu sirasinda postmenopozal
kadinlarda bilateral ooferektomi yapmay1 gerektirecek kadar yiiksektir. Daha nadir
metastaz bolgeleri santral sinir sistemi, kemik, testis, uterus ve oral kavitedir
(11,37,38,39). Kolonik adenokarsinomlar yavas biiyliyen tiimorlerdir. Karsinomun 6
cm’ye ulasmast igin tahmini siire 6- 8 yildir. Invazyon ve metastaz birden fazla adimda
gergeklesir. Bu adimlarin ¢ogu iyi bir sekilde tanimlanmigtir. Bunlardan birisi timor
icerisinde yeni kan damarlarmin (anjiyogenezis) olusmasidir. Artmig vaskiilarizasyon
tiimor hiicrelerini baska alanlara tasir. Invazyon ve metastazda tiimor hiicreleri diger
hiicrelere ve/veya matriks proteinlerine tutunur ki bu esnada adhezyon molekiilleri kilit
rol oynar. Metastatik hiicreler diger alana ulasip da kolonize oldugunda biiyiime
faktorleri ile biliylimeye baglar (8). Kolorektal adenokarsinomlar; perinoral, lenfatik,
vendz invazyon, direk ekstansiyon ile bitisik yapilara, ekilme ile periton ve serozal
membranlara, implantasyon ile cerrahi yaralara ve anastomoz alanlarina yayilirlar
(8,11,43). Tiimor gelistiginde birkag yonde biiyiimeye devam eder. Bu liimene, kolon
duvarma dogrudur. Kasa penetrasyon, bitisik organ ve dokulara direk yayilim ile
sonuclanir. Tiimdér yanlara dogru lenfatiklerle yayilabilir. Lenfatik invazyon orant evre
ve grade ile iligkilidir. Lenfatik invazyon rektosigmoid yerlesimli olanlardan daha ¢ok
kolonun diger alanlarma yerlesenlerde gozlenir. Kolon kanserleri siklikla bolgesel lenf
nodlarma metastaz yapar. Diisiilk gradeli tiimorler lenf nodlarma %30, yiikksek gradeli
timdrler ise %81 oraninda metastaz yapar (8). Vendz invazyon ii¢ histolojik 6zellik

tasir;

1) Tiimér hiicreleri ven duvarmdan ayridir.
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2) Timor hiicreleri ven limenini doldurmustur. Merkezinde rekanalizasyon olabilir.

3) Timor limende vaskiiler kalinlagsma, duvar ve etraf dokuda enflamatuvar reaksiyon

ile biiylir (8).

Kolorektal karsinom en sik bolgesel lenf nodlarina, karacigere ve akcigere metastaz

yapar (23). Metastaz; timdr boyutu, lokalizasyonu ve bdlgesel lenf nodu tutulumu ile
ilgilidir (8,11,43).

2.5.12. Kolorektal Karsinomda Evre

Kolorektal karsinom i¢in cok sayida evre semasi gelistirilmistir. Bunlar genelde barsak
duvarma invazyon derinligi ve lenf nodu tutulumu olup olmamasma baghdir (8,11).

Evrelemede 3 farkli sistem kullanilir;
1-Dukes sistemi

2-Astler-Coller sistemi

3-TNM sistemi

1932’ de Dukes, rektal karsinomlarin evrelemesinde yeni bir sistem olusturulmustur ve
bu kolon karsinomlarina da uygulanmistir. Prognozla direkt iligkisi oldugundan dolay1
bu evreleme sistemi giintimiizde pek ¢ok kisi tarafindan kullanilmaktadir. Bu sistemde
smiflama timdriin derinligi ve lenf bezi tutulumuna goére A,B,C olarak yapilmistir
(Tablo 2.1). 1936 yilinda Dukes, kendi smiflamasini modifiye ederek C evresini C1 ve
C2 seklinde ayrrmistir (Tablo 2.2).

Dukes siiflamasit kolay ve anlagilir olmast nedeniyle dnemini korumaktadir. 1954
yilinda Astler ve Coller tarafindan bagka bir evreleme sistemi gelistirilmistir. Temelde
Dukes sistemine benzemekle birlikte, derinlikleri daha ayrintili fakat prognozla Dukes
kadar iligkili olmayan bagka bir evreleme sistemi olan TNM; Amerikan Birlesik Kanser
Komitesi (AJCC) ve Uluslararast Kanser Birligi(UICC)’ nin tiimér, lenf bezi ve

metastaz komponentlerini gruplandirmasiyla ortaya konmustur (Tablo 2.3) (21,87).
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Tablo 2.1. 1932 Dukes Evrelemesi (21,87)

EVRE A Timor kolon duvarinda sinurls,
Muskularis propriayr agsmamig

EVRE B Tiim6r tiim kolon duvarini tutup muslularis propriay: asmus,
kolonda serozayi, rektumda perirektal dokuyu invaze etmistir.
Lenf bezi tutulumu yok.

EVRE C Timor lenf bezi metastaz1 gdstermektedir.

Tablo 2.2. 1936 Dukes Evrelemesi

EVRE A Timor kolon duvarinda sinurls,
Muskularis propriay1 agmanus

EVRE B Timér tiim kolon duvarim tutup muskularis propriayr agmus,
kolonda serozayi, rektumda perirektal dokuyu invaze etmistir. Lenf bezi
tutulumu yok.

EVRE C1 Bolgesel lenf bezlerinde metastaz yok

EVRE C2 Mezenterik kan damarlarn etrafindaki lenf bezlerinde

metastaz mevcut

Tablo 2.3. Astler-Coller Evrelemesi (21,87)

EVRE A Timér mukozada sinirlt

EVRE Bl Timér submukozaya sinirly, lenf bezi invazyonu yok

EVRE B2 Timér kas tabakasina sinirly, lenf bezi invazyonu yok

EVRE C1 Timér barsak duvarim agmadigi halde lenf bezi metastazi mevcut
EVRE C2 Tiimor barsak duvarim agmus ve lenf bezi metastazi mevcut

Tablo 2.4. TNM Smiflamasi (21,87)

EVRE 0 Tis NO MO
EVREI T1,T2 NO MO
EVREII T3, T4 NO MO
EVRE 1II Herhangi bir T N1 MO

Herhangi bir T N2 MO
EVRE IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1




¢ T= Primer timor

TX: Primer tiimorii bilinmeyen

TO: Primer tiimor yok

Tis: Karsinoma insitu

T1: Timér submukozaya invaze

T2: Timdr muskularis propriaya invaze

T3: Timor subseroza ya da nonperitonealize perikolik/perirektal dokuya invaze
T4: Timor komsu organ ya da yapilara invazyon gostermekte ve/veya visseral
peritonu perfore etmektedir.

* N= Bolgesel lenf bezleri

NX: Bolgesel lenf bezleri degerlendirilememekte

NO: Lenf bezi metastaz1 yok

N1: 1-3 lenf bezi tutulumu mevcut

N2: 4 veya daha fazla lenf bezi tutulumu mevcut

* M= Uzak metastaz

MX: Uzak metastaz degerlendirilememekte

MQ0: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz mevcut

38
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Tablo 2.5. Farkli Evreleme Sistemlerine Gore Kolorektal Karsinomlarda Evreleme

Kriterleri (21,87)

Astler-
Dukes TNM
Coller

Mukozaya simirh tiimor invazyonu A A Tis, NO
Submukozaya simirh tiimor invazyonu,

A B1 T1, NO
lenf bezi tutulumu yok
Submukozaya sinirh tiimor invazyonu,

C C1 T1, N1-3
lenf bezi tutulumu mevcut
Kas tabakasina simrh tiimor
invazyonu, A B2 T2, NO
lenf bezi tutulumu yok
Kas tabakasina simrh tiimor
invazyonu, C Cl T2, N1-3
lenf bezi tutulumu mevcut
Kas tabakasinmin tamanu boyunca
tiimor tutulumu, lenf bezi tutulumu B B2 T3-NO
yok
Kas tabakasinmin tamanu boyunca
tiimor tutulumu, lenf bezi tutulumu C C2 T3, N1-3
mevcut
Tiimo6r komsu organlar tutmus, lenf B B2 T4.NO
bezi tutulumu yok ’
Tumor komsu organlar tutmus,

C C2 T4,N1-3
lenf bezi tutulumu mevcut
Diger faktorlere bakilmaksizin

D D T1-4, NO-3, M1

uzak metastaz varhg
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Tablo 2.6. TNM Evre Gruplamasi (21,87)

TNM evre | TNM kriteri 5 yilik sag
gruplamasi Dukes Astler-Coller kalim oram
(%)

Evre 0 Tis, NO, MO A A 100
Evrel T1, NO, MO A B1 90

T2, NO, MO A B1 80
Evre 11 T3, NO, MO B B2 55

T4, NO, MO B B2 45
Evre II1 Herhangibir T

N1-3 C C1/C2 40

MO
Evre IV Herhangibir T

Herhangibir N D D 5

M1

2.6. BRMS1 GENI VE FONKSIYONU

Birlesmis Milletlerde meme kanseri bayanlar arasinda en sik rastlanan kanserler
arasinda yer almaktadir (88,89). Bununla birlikte her yil bu hastaliktan kaynaklanan
yaklagik 250.000 den fazla yeni tani ve 40.000 6liim belirlenmistir. Meme kanseri
hastalarinmn olimlerinin ¢ogu primer lezyondan degil, kanserin canli hiicrelere
yayllmasmdandir (90). Meme kanseri metastazi en az siklik swrasiyla kemik, akciger,
karaciger ve beyinde goriiliir (91,92). Meme kanseri i¢in trastuzumab (herceptin) ¢coklu
kemoterapi ve hedefe yonelik tedavilerin kullanilmasma ragmen beyin metastazi gibi
biiyiik risk i¢eren hastalarda metastatik hastaligi azaltmak i¢in kullanilan adjuvan tedavi
(kanser hastahiginda ana tedaviye yardimci bir tedavi yontemi) hastaligin yayilmasini
ancak %?20-50 arasinda azaltabilir (93-96). Ayrica gelismis sistematik tedaviler ve uzun
yasam beyin metastazi gibi nadir rastlanan metastazlarin sikhigini artirabilir (97). Bu
nedenle meme kanseri niiks ve mortalite oranlarin1 azaltmak i¢in bu siirece katkida

bulunan metastaz baskilayicilar gibi bu siireci de iyi anlamak gerekir.

Cesitli hiicre hatlarinda ve deney modellerinde metastatik siireci inhibe eden metastaz
baskilayicilarin rolii aragtirilmistir (98,99). Bu farklhi proteinler metastatik yetenegi

inhibe ederken primer tiimoriin biiyiime orani {izerinde ya cok az etkiye sahiptir ya da
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hig etkili degildir. In vitro, meme kanseri hiicre migrasyonu azaltmada yiiksek diizeyde
BRMSI1 ekspresyonu gozlenmistir fakat standart assay veya invazyonda higbir etkisi
gorillmemistir (100).

BRMS1 (breast cancer metastasis suppressor 1) insanda BRMS1 geni tarafindan
kodlanan bir proteindir. Bu gen insan meme kanserinde ve melanom hiicre hatlarinda
primer timor olusumunu etkilemez fakat metastatik potansiyeli azaltw. Bu gen
tarafindan kodlanan protein oncelikle ¢ekirdekte lokalize ve HDAC (histondeasetilaz
kompleksi) ile mSin3 ailesinin bir bilesenidir. Bu protein iki sarmal coil motifi ve
birka¢ bozuk/eksik 16sin fermuar motifi igerir. Alternatif splaysing sonucunda farkli

izoformlart sifreleyen iki transkript varyanti vardir (101-105).

BRMS1 geni 11q13-q13.2 bdlgesinde lokalize, 7.793 bp uzunlugunda ve 10 ekzon
bdlgesine sahiptir (Sekil 2.16) (106).
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Sekil 2.16. BRMS1 Geninin Sitogenetik Lokasyonu (106).

BRMSI1 transkripsiyon co-reseptoriidir ve cekirdek ile stoplazma arasinda mekik
yapabilir. BRMS1 seviyeleri ubiqutin aracili yikimi ile yonetilir. Nukleusta bazi
transkriptlerin inhibisyonunu ve digerlerinin up-regulasyonunu gosterir. Bunun yani sira
bu diizenlemelerin bazilart onun stoplazmik faaliyetleri nedeniyle olabilir. ( 6r: NFkB
deasetilasyonu). Belirli bir tiimdr hiicresi tizerindeki BRMSI etkisi timdr tipine ve
durumuna baghdir. Bazi ¢aligmalarda BRMSI1 ekspresyonu uPa (urokinaz —type
plasminojen activator) ve NFkB (nuklear factor k-B activity), fosfoinositit sinyal,
hiicreler aras1 bosluk iletisimini kapsayan yeniden yapilandirmalarla baglantili olarak
gdzlenmigtir. Bu durum BRMSI1 in metastatik davranig dahilinde olan bir ¢ok genin
transkripsiyonunu baskilayarak ¢ekirdek icinde HDAC nin biiyiikk bir kismini
olusturabilecegini gostermistir (107-111). Phadke’nin son caligmast pro ve anti-
apoptotik  proteinlerin  regiilasyonunun  BRMS1  ekspresyonundan  etkilenmis

olabilecegini gostermistir. BRMS1 ekspresyonun klinik kayb1 Ostorojen veya
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progesteron reseptorlerinin kaybi ile iligkilendirilmis veya HER2 reseptoriiniin kazanimi
veya prognozu olumsuz etkiledigi bilinen tiim faktorler buna sebep olarak gosterilmistir.
Ancak BRMSI1 ekspresyonun hangi biyolojik basamakta metastazi inhibe ettigi rapor
edilememis ve yeni anti-metastatik tedavi stratejilerinin  gelistirilmesi amaciyla,
metastatik slirece miidehale edilebilmede, metastaz supresor proteinlerin dogal

yeteneklerinden yararlanmak i¢in bu bilginin 6nemli olacagi belirtilmistir (112).
2.7. SPOP GENI ve FONKSiYONU

SPOP geni 17g21.3 bolgesinde lokalizedir, 79,351 baz cifti uzunlugundadir ve 14
ekzona sahiptir. (Sekil 2.17) (113) Ubikitinasyon siirecinin degisiminin kanser
patogenezisinde yer aldigma dair giiclii isaretler vardwr. Cul3 temelli ubikitinasyon
stireci icin SPOP bir adaptordiir. Son yapilan calismalarda SPOP un bir timorsupressor
gen olabilecegi ve SPOP un somatik mutasyonunun prostat kanserinde goriildiigii
belirtilmistir (114). Yapilan bir ¢calismada 112 prostat tiimoriiniin ekzonlart ve normal
doku parcalar1 sekanslanmistir. Tekrarlanan yeni mutasyonlar MED12 ve FOXA1 dahil
olmak {izere birden ¢ok gende en sik rastlanan mutant gen SPOP olmustur. Mutant
SPOP lu prostat kanserleri ETS aile geni yeniden diizenlenmesinden yoksundur ve bu
da genomik degisimlerde benzersiz bir model gostermistir. Boylelikle SPOP
mutasyonlar1 prostat kanserlerinde yeni bir molekiiler alt tipi tanimlamaktadir. En sik
rastlanan mutasyona ugramig gen olan, cul3 bazli E3 ubiqutin ligazin substrat baglayict
alt birimini gifreleyen SPOP geninin (tiimorlerin %13’tinde) izole mutasyonlar1 prostat
kanserinde rapor edilmis olsa da bu gen daha once herhangi bir malignanside nemli
diizeyde mutasyona ugramig olarak bulunmamistir (115-118). SPOP mutasyonlart
prostat kanserinin genomik caligmalarinda esas olarak rapor edilse de yaygnlig ve

fonksiyonel uygunlugu hala bilinmemektedir (115,118).

Cul3 ubiqutin E3 ligazin bir bilesenidir. Ubiqutin E3 ligazlar mitotik béliinmede 6nemli
rol oynarlar (5,119). Cul3 bazli ubiqutinasyon i¢in adaptdr gérevi goren SPOP proteini,
substratlar1 stirece katmak icin bir N-terminal MATH domaini, Cul3 ve C-terminal
cekirdek lokalizasyonlu sekanslarini baglamak icin bir de BTB domaini igerir
(115,120). SPOP geninin bir tiimdr suppressor gen olmasi ihtimalinin giindeme getiren
kanitlar olsa da kanser dokularindaki SPOP un somatik mutasyon ve ekspresyonlar
hakkindaki veriler heniiz tam degildir (6). Daha once yapilan ¢aligmalarda tanimlanan

SPOP un proapopitotik ve diger tiimdr suppressor fonksiyonlarini géz Oniine alinca,
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kanserlerdeki SPOP un down regulasyonunun normal hiicrelere kiyasla tiimor supressor

gen olarak fonksiyonlarint azaltma ihtimali akla gelir ve bu da kanser gelisimine katki

g ..
saglayabilir (4.6).
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Sekil 2.17. SPOP Geni Sitogenetik Lokalizasyonu (113)

2.8. BRMS1 VE SPOP ILISKISI

Birincil timor olusumunu etkilemeyen fakat metastazi baskilayan tiimér suppressor
gen, BRMS1’in protein diizeyindeki diizenleyici mekanizmasi yakin zamana kadar
aciklanamamustir. Cul3, E3 ubikitin ligazin bir bileseni ve BRMS1’in yeni baglayici
partneridir. BRMS1 ve Cul3 arasindaki etkilesime SPOP adaptor proteini aracilik eder.
Ilging olarak BRMS1, Cul3-SPOP kompleksi tarafindan ubikitinlenmis olan gii¢lii bir
alt tabaka olarak karsimiza ¢ikmaktadir. SPOP ekspresyonu azaldiginda BRMST1 protein
seviyesi artar ve BRMSI1 1 baskilayan hedef genlerin ekspresyonu baskilanir. Bu
sonuglar Cul3-SPOP aracili BRMSI ‘in yeni diizenleyici mekanizmasinin meme kanseri

gelisiminde 6nemli oldugunu diistindiirmektedir (121).

Ubikitinasyon bagimli proteoliz protein devrinin biiyiikk bir mekanizmasidir. Ubikitin
zincirinin proteinlere kovalent baglanabilmesi i¢in E1, E2 ve E3 olmak {izere 3 farkli
smif enzime ihtiyag vardwr (122). Ubikitinasyon, ubikitinin ilk olarak ATP-bagimh
stirecte ubikitinasyon aktive edici enzim (E1) tarafindan aktive edilmesi yoluyla ¢ok
basamakli bir siirectir, ardindan ubikitin tagtyict protein (E2)’e transfer edilir ve son
olarak ubikitin ligaz (E3) tizerinden katalizlenen reaksiyonda substrat proteinin lizine

bagli epsilon-amino grubuna transfer edilir (123).

E3 ligazlar HECT tip E3’ler ve RING-H2 tip E3’lerden olusurlar (124). HECT tipi
E3’ler kendi katalitik aktivitelerine sahiptirler fakat RING-H2 tipi E3’ler yeni aktive
edilen E2’leri substrata yakinlagtiracak platformu saglarlar. Cullin-RING ubikitin
ligazlar (CRLs), RING-H’ tip E3 ubikitin ligazlarin biiyiikk bir smifidir (125,126).
CRLs’ler bir Cullin, bir RING-H2 finger protein ve bir substrat tanima alt tabakasmdan
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olusurlar. Okaryotlarda 7 tane Cullin kesfedilmigtir. (Cull, Cul2, Cul3, Cul4A, Cul4B,
Cul5, Cul7) (127). Cul3, RBX1 ve RBX2’ye, bir RING-H2 finger proteinine ve bir
BTB domaninine (Bric-a-brac, Tramtrack, Broad-complex) baglanir. Insan genomunda

en az 350 farklh BTB domain proteini kodlanmistir (128).

Poliubikitinlesen proteinler 26S proteozom sistemince hedeftir. 26S proteozom, 20S
proteozom core (¢ekirdek) partikiil ve 2 tane 19S cap (regiilator) partikiilii olmak {izere

ti¢ biiytik alt tinit kompleksi icerir (129).

Ubikitin-proteozom sistemleri (UPS), UPS bilesenleri etkileyen ya onkoproteinlerin
etkilerini arttirdigr ya da timor siipressor miktarmi veya fonksiyonunu azalttigini
bulunmus olan mutasyonlar, DNA tamiri, ekstraselliiler stresse cevap, sinyal
transdiiksiyonu, hiicre dongiisii siirecini iceren normal hiicresel fonksiyonlarin

tamamlayict kismidir (130).

Yapilan bir ¢calismada, Cul3-SPOP E3 ubikitin ligaz kompleksinin yeni baglayici
partneri olan BRMSI tespit edilmis, ayrica, Cul3-SPOP E3 ubikitin ligaz kopleksinin
BRMS1’in ubikitin bagimli degredasyonu destekledigi kanitlanmistir. Meme kanser
hiicrelerinde Cul3-SPOP ile BRMS1 degredasynunun biyolojik énemi dogrulanmustir.
Ozetle, Cul3-SPOP araciligiyla ubikitin bagimli degredasyon, BRMS1’in yeni regiilator
mekanizmasidir ve bu regiilasyon meme kanseri siirecinde énemlidir (121). Cul3 ve

substrat iligkisi BTB domaini iceren adaptor proteinler aracigiyladir (131,132).

BRMSI1 ve Cul3 arasindaki kopriiyli belirlemek icin SPOP, ENC, Calicin, KCTDS ve
de BRMSI1 iceren bir kag Cul3 substrat adaptdr protein arastirilmig, BRMS1’in yalnizca
SPOP’ a bagh oldugu tespit edilmis (121).

Yine aym ¢alisgmada SPOP’un Cul ve BRMSI arasinda adaptor olarak harket edip
etmedigini belirlemek i¢in SPOP’un asir1 ekspresyonunun varligt ve yoklugu
durumunda Cul3 ve BRMS1 arasindaki etkilesimin derecesi karsilagtirilmigtir. BRMSI,
HEK293T hiicrelerinde Cul3 ile yalniz bagina ya da CUL3-SPOP seklinde eksprese
oldugu ifade edilmistir. Beklendigi gibi BRMS1, SPOP ile Cul3 {izerinden ¢ok daha
giiclii bir bicimde etkilesime girer (121).

BRMS1 proteininin proteozomal yol ile parcalandigr rapor edilmis (133). Ancak
BRMSI1 regiilasyonunun protein diizeyindeki detayli mekanizmas: tespit edilememistir.

Bunun i¢in bir ¢alisma gergeklestirilmis, Cul3-SPOP E3 ubikitin ligaz kompleksinin
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BRMSI1 protein seviyesinin diizenledigi iddia edilmistir. BRMST protein stabilitesinin
SPOP’dan etkilenip etkilenmedigi incelenmis, SPOP yoklugunda BRMSI1 seviyesinin
degismedigi gozlenmistir. Bununla birlikte BRMS1 seviyesinde, SPOP un asirt

ekspresyonu ile zaman bagli bir bigimde azalma gdsterdigi belirtilmistir (121).

Meme kanser hiicrelerinde BRMS1 bozunmasint énleyen SPOP’un down-regiilasyonu
BRMS1 protein stabilitesinin  Cul3-SPOP araciligi ile alakali olup olmadigini
belirlemek i¢in ¢esitli meme kanser hiicre hatlarinda BRMS, SPOP ve Cul3 protein
diizeyleri arastirilmistr. BRMS1 protein diizeyinin normal meme hiicre hattinda
(MCF10A) yiiksek oldugu fakat birincil ve metastatik kanser hiicre hattinda ¢oz az hatta
hi¢ gozlenmedigi belirtilmistir. Bununla birlikte MCF10A’da (normal meme hiicre
hattinda) Cul ve SPOP tespit edilememisken kanserli ve metastatik meme hiicre hattinda

her iki proteinin ekspresyonu gozlenmistir (121).

Yakin zamana kadar, BRMS1’in ekspresyon kayb1 mekanizmas:t kesin olarak
aciklanamamustir. Metastaz baskilayicilarin  fonksiyonel yoniiniin BRMSI1 protein
stabilitesinin diizenlenmesinde énemli oldugu one siiriiliistiir (133). Sonuglar gosterirki;

meme kanseri siirecinde BRMS1’in ubikitin bagimli regiilasyonunun dnemi biiyiiktiir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. ARASTIRMANIN TiPIi
Arastirma deneysel (in vitro) bir ¢aligmadir.
3.2. ARASTIRMANIN YERI VE ZAMANI

Bu arastrma Kasim 2013 Aralik 2014 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali ve Erciyes Universitesi Patoloji Anabilim Dalinin ortak
calismasi ile gerceklestirildi. Laboratuvar islemleri Erciyes Universitesi Tibbi Genetik

Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir.

3.3. ARASTIRMADA KULLANILAN MATERYAL

Bu calismada biri kontrol olmak iizere ii¢ grup kullanilmustir.
3.3.1. Hasta grubu

Ocak 2005 - Agustos 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali laboratuarina gonderilen kolorektal karsinom sebebiyle opere edilmis
olgular tarand1 ve iclerinden segilen 60 kolorektal kanser hastasindan alinan 60 tiimorlii
kolorektal doku ve tiimor disi nedenlerle alinmig 20 normal kolorektal doku olmak
tizere toplam 80 kolorektal doku 6rnegi alindi. Calisma grubu 30’ar vakalik 2 gruptan
olusmaktadir. Birinci grup non-metastatik karsinom, ikinci grup metastatik karsinom

vakalarindan olugmaktadir.

(Calisma kapsamma alinan 60 adet tiimorlii dokunun hepsi analizlere dahil edilerek

caligma tamamlanmistir.
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3.3.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubuna dahil edilen doku ornekleri, timor dist nedenlerle alinmig 20 normal
kolorektal doku olarak arastirmaya dahil edilmis olup 20 Ornegin tamami analiz

edilmistir.
3.4. VERI TOPLAMA ARACLARI
Demirbas Malzemeler
= LightCycler 480 II (Rotkreuz, Switzerland)
* Thermal Cycler(LLabCycler Sensoquest, Gottingen, Germany)
=  Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

»  Santrifiij Cihaz1 Mikro 22 & Mikro 200R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,

Germany)
= 20 Buzdolab1 (Vestel)
* +4 Buzdolab1 (Profilo)

= NanoDrop 2000-Mikro-Hacim UV-Vis Spektrofotometre Cihaz1
(ThermoScientific, U.S.A.)

= Plate Perfect Spin (Peqlab, Erlangen, Germany)

= Isitic1 Blok (HLC)

» Mikropipetler; 10'Tuk, 100'liik, 1000k (Nichipet Ex, HTL)

*  10’luk, 100’lik, 1000’lik pipet uglari(Greiner Bio-one, Axygen)
3.5. YONTEM

Ocak 2005- Agustos 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji
Anabilimdali laboratuarma gonderilen kolorektal karsinom sebebiyle opere edilmis
olgular tarandi ve iglerinden segilen 80 vakanin parafine gomiilii dokularini igeren

uygun bloklar calisma kapsamina alind1.

Mikrotom cihaz1 blok tutucu yuvasina parafin blok kesitleri yerlestirildi. Dokunun 6n
yiizii bir miktar traglanarak ana dokuya ulagildi. 5 mikron kalinliginda 5 kesit alinip 2
ml’lik ependorf tiiplerine yerlestirildi. Genomik DNA izolasyonlar1 ve Total RNA

izolasyonlar1 yapildi. Izlenilen yol Tablo 3.1 de gosterilmistir.



48

Tablo 3.1. Calismada izlenilen Yol

RFLP Yéntemi ile
SPOP Geni Mutasyon

Parafine Gomiilii Kolorektal Kanserli Dokudan alinan Kesitten

l

DNA Izolasyonu RNA Izolasyonu

l l

SPOP Geni DNA Dizi cDNA

Analizi

BRMS1
Ekspresyon
Analizi

Analizi

3.5.1. Dokudan RNA izolasyonu:

1.

2.

10.

RNA izolasyonu i¢in Roche High Pure RNA Paraffin Kit kullanildi.
Kesitlerin alindig1 ependorf tiipe 800 ml xylene eklenip 5dk inkiibe edildi.
Karigim iizerine 400 pl absolii alkol eklendi ve 10 sn vortekslendi.
Ependorf tiip oda sicakliginda 16000 g *de 2dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi pelet (cokelti) iistinde ylizen kisim (siipernatant) pellete

dokunulmadan pipetle uzaklastirildi.
Pelet tizerine yeniden 1 ml absolii alkol eklenip 10sn vortekslendi.

Karigim oda sicakliginda 16000 g’de 2 dk santrifiij edildi ve tekrar siipernatant
atildr.

Pelet oda 1s1sinda (15- 25°C) 10 dk inkiibasyona birakild: ve alkol uzaklastirild1.

Pelet iizerine 100 pl lizis buffer, 16ul SDS (%10’luk) , 40ul proteinaz-K
eklendi. Tiiplerin agzi parafinlendi ve 30dk 85° C de 600 rpm de sallanarak
inkiibe edildi.

30 dk’ nm sonunda karigim oda sicakhiginda tutularak lizatn 55 ° C ye kadar

sogumasi saglandi.



11.

12.

13.

14

15.

16.

17.

18.

19.

20.
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Karigim iizerine 80 ul proteinaz-K eklendi. 30 dk, 55° C, 600 rpm de sallayarak
inkiibe edildi. (Lizat seffat degil ise siire 10dk kadar daha uzatilir.)

Lizat iizerine 325 ul RNA bindig buffer ve 325 ul absolii alkol eklendi ve

vortekslendi.

Tiim lizat dikkatli bir sekilde HPF tiiplerine aktarildi ve kapagi kapatildi. 6000 x
2 (8000 rpm) de 1 dk santrifiij edildi. Ardindan kolon temiz bir 2 ml’lik toplama
tiiptine alindi. Yeniden 14000g de 1 dk santrifiij edildi. Bu asamada Total RNA
kolona tutundugundan diger hiicre lizatlar1 kolondan siiziilerek toplama tiiptinde

biriktirildi ve siizlintiiyii igeren toplama tiipii degistirildi.

. HPF tiipteki filtre iizerine 100 pl Dnaz eklenir. 15-25 ° C de 10 dk bekletildi.

HPF kolonu dikkatle acip 500 ul Buffer AW1 eklendi. 6000 g de 1 dk santrifiij
edildi. Her islemde membrandan lizatin tamamen siiziilmesine dikkat edildi. Her

santrifiij sonrasi toplama tiipli degistirildi.

Kolona 500 pl buffer AW2 eklendi. 6000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama
tiipli atild1 ve yenisi takildi.

Kolona yeniden 500 pl buffer AW2 eklenir. 6000 g’de 1 dk santrifiij edildi ve

membranin tamamen kurumasini saglamak icin 16000 g’de 2 dk santrifiij edildi.

Bu islemin ardindan kolonda tutulu RNA {izerine 25-50 ul elution buffer
eklendi. 15-25 ° C 1 dk bekletildi ve son kez 6000 g’de 2 dk santrifiij edildi.
Kolonu birakan RNA artik epandorf tiiptedir.

RNA konsantrasyonlar: dlgiilerek -20 0C” ye kaldirildi.

RNA izolasyon semas1 Sekil 3.1." de gosterilmistir.



RNA IZOLASYON SEMASI

&5 ° C 30dk 600 rpm’de

25-50 ul Elution buffer

6.000 RFC'de 1dk

T

il

100 ul Lizis Buffar+1§ pl %107k SDS+

4 _l_'

_.Lzs-“cldk beklet

inkiib ' 'III 40 pl ProtemazEl
inkiibasyon . 'w =
55 ° C 30dk 600 rpm’de B0 pi Proteinazk
I inkibasvon
'] *
wvorteks }1_ 325 ul RNA BindinBuffer +325 ui
fors: ¥ g ; s 2t R
Lizar HPF tipe aktanhr (g | 6.0DORCF de 1dk santrifiij{Atik atilir)
100 uf DNAz eklenir e — 5 15257 C 10dk bekletilir
e, [ L ' |
500 1 wash buffer ; i . 6.000 rcfde 1dk santrifcj
500 ul wash buffer 11 i | 6.000 rcf’ de 1dk santrifij
500 pt wash Buffer Il - ! p 6.000 rcfde 1dk santrifij
<

5

Sekil 3.1.RNA izolasyon Semas1
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3.5.2. cDNA Eldesi :

1.

cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) kiti
kullanilarak yapilmistir.

RNA konsantrasyonlar1 400-600 ng/ul olacak sekilde her bir hasta igin
seyreltilecek RN'A miktarlar1 ayr1 ayr belirlendi. Belirlenen miktarlar reaksiyon
tiiplerine aktarildi.

Kit igerigindeki iiriinler (RNase inhibitor ve Reverse transkriptaz haric) soguk

blok iizerinde ¢oziilmeye birakildi. Vortekslenip kisa santrifiij yapildi.

RNase inhibitdr ve Reverse transkriptaz kullanilacagi zaman soguk blok iizerine

cikarilmasina dzen gosterildi.
Seyreltilen RNA’lardan 5 pl alinarak 500 pl’lik reaksiyon tiiplerine aktarildi.

Tablo 3.2. deki miktarlara gore 1.karigim hazirland.

Tablo 3.2. cDNA Reaksiyonu I¢in 1. Karigim (OS: Ornek sayis1)

Bir ornek icin eklenecek
miktar
Toplam
(ub)
Random primer, ..
1 1 x (OS+1)

600 uM
Oligoprimer, ..

8op 1 1 x (OS+1)
500 uM
dH20 4.4 4.4 x (OS+1)
Toplam 6.4 ul 6.4 x (OS+1)

7. Seyreltilen her bir RNA 6rneklerine 6.4 pl 1. Karigimdan eklendi.

RNA ornekleri 65 0C’de 5 dakika denatiirasyon i¢in thermal cycler cihazina
konuldu.

Tablo 3.3’ teki miktarlara gore karigim hazirland.




Tablo 3.3. cDNA Reaksiyonu I¢in 2.Karisim (1 6rnek icin), OS= Ornek Sayis1.
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Her bir hasta basina Tiim hastalar icin

eklenecek miktar (ul) eklenecek miktar
5X Buffer (Tampon) 4 4 x (0S+1)
dNTP, 10 mM 2 2 x (OS+1)
RNase Inhibitor, A
40 Ul 0.5 0.5 x (OS+1)
Revers transkriptaz 1.1 1.1 x (OS+1)
DTT,0.1 M 1 1 x (OS+1)
Toplam miktar 8.6 ul 8.6 x (OS+1)

Tablo 3.4. cDNA Sentezi I¢in Gerekli Sicaklik Dongiisii

10. Hazirlanan karigim thermal cycler dan alinan drneklere 8.6 pl olacak sekilde

dagitildi. Her bir reaksiyon tiipiinde son hacim 20 pl’dir.

11. cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon tiipleri Tablo 3.4. de belirtilen sicaklik

ve siirelere gore termal cycler’da bekletildi.

Sicakhk (° C) Siire (Dakika)
55°C 30
85°C 5
4°C 00

3.5.3. Ekspresyon Analizi

12. Elde edilen ¢cDNA iiriinleri +4 ° C’de muhafaza edildi.

Bu caligmanin ekspresyon analizleri Lightcycler 480 II (Roche Diagnostics Ltd.

Rotkreuz, Switzerland) cihazi ile yapildi. Analizler Lightcycler 480 Software

(release 1.5.0 SP4) programu ile yapildi.

Her hasta iki defa calisildi. Her calismada 2 adet negatif kontrol ve kalibrator

konuldu.

Uriinler asagidaki protokole gore hazirlanip cihaza yiiklendi:
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1. Elde edilen cDNA’lara 25 pl distile su eklenerek sulandirildi. Sulandirilan
cDNA’lardan 5 pl alinarak plate’ e aktarildi.

2. Tablo 3.5’ e gore her gen i¢in ayr1 karisim hazirlandi. Housekeeping gen olarak
B-actin tercih edildi.

3. Her kuyucuga 15°er pl dagitilda.

4. Plate’in iizeri bant ile kapatildi.

5. Plate perfect spin ile santrifiij yapildiktan sonra cihaza yiiklendi.

6. Lightcycler 480 Software agilarak Tablo 3.6 daki programa gore ¢alisma baslatild1.

Tablo 3.5. Ekpresyon Analizi I¢in Reaksiyon Karigimi (1 6rnek igin)

Uriin Her bir kuyucuga
eklenecek miktar (ul)

Mastermix 10

(LightCycler 480 Probes Master)

Su 4

Prob

(RealTime ready Catalog Assays, Roche;

RealTime ready Designer Assays, Roche)

BRMS1 (Assay ID: 137070)

B-actin (Assay ID: 101125) !

Toplam Miktar 15

Tablo 3.6. Lightcycler 480 II Software Programina Ayarlanan Sicaklik ve Siireler

]z;);’g;:l Sicakhik (°C) S;zil;l;llfz?{gg; Siire (Saniye)
Preinkiibasyon 1 95 4.4 600
Amplifikasyon 95 4.4 10
45 60 2.2 30
72 44 1
Sogutma 1 40 2.2 30
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3.5.4. Dokudan DNA Izolasyonu:

Parafinli doku kesitlerinden Genomik DNA izole etmek icin QIAamp DNA FFPE

Tissue kiti ve bu kite ait prosediir kullanilmigtir. DNA izolasyonu kritik bir prosediir

olup asagida kisaca dzetlenmistir.

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

DNA izolasyonu i¢in QIAamp DNA FFPE Tissue Kit kullanild1.

Kesitlerin alindig1 ependorf tiipe 1 ml xylene eklendi ve 10 sn vortekslendi.

Ependorf tiip oda sicakliginda 13000 rpm’de Sdk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi pelet (cokelti) iistiinde yiizen kisim (slipernatant) pelete

dokunulmadan pipetle uzaklastirildi.
Pelet izerine yeniden 1 ml xylene eklenip 10 sn vortekslendi.
1 saat 37 derece her 10 dk da bir vortekslenmek tizere bekletildi.

Karigim oda sicakliginda 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve tekrar

stipernatant atildi.
Pelet tizerine 1.5ml sat (%96-100) ethanol eklenip yeniden vortekslendi.

Karigim oda 1sisinda 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve tekrar siipernatant

atild1.

Pelet oda isisinda (15°-25° C) 10 dk inkiibasyona birakildi ve etanol
uzaklastirildi

Pelet tizerine 180 pul ATL buffer, 20 ul proteinaz-K eklenip vortekslendi.
Tiiplerin agz1 parafinlendi ve 56° C de 1 saat inkiibasyona birakildu.
1 saatlik inkiibasyonun ardindan 90° C de 1 saat daha inkiibasyona birakildu.

Karigim {izerine 200 ul AL buffer ve 200 pl saf (%96-100) ethanol eklenerck
alt tist edildi.

Tim lizat dikkatlice QIAamp MinElute kolon tiiplerine aktarildi ve kapagi
kapatildi. 6000 x g (8000 rpm) de 2 dk santrifiij edildi. Ardindan kolon temiz bir
2 ml'lik toplama tiipiine almdi. Bu asamada Genomik DNA kolona
tutundugundan diger hiicre lizatlar1 kolondan siiziilerek toplama tiipiinde

biriktirildi ve siiziintiiyii igeren toplama tiipii degistirildi.



16.

17.

18.

19.

20.
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QIAamp MinElute kolonu dikkatle agip 500 pl Buffer AW1 eklendi. 8000 rpm
de 2 dk santrifiij edildi. Her islemde membrandan lizatin tamamen siiziilmesine

dikkat edildi. Her santrifiij sonrasi toplama tiipti degistirildi.

Kolona 500 pl buffer AW2 eklendi. 13000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Toplama
tiipli degistirildi ve mebranin tamamen kurumasini saglamak i¢cin 14000 rpm’de3

dk santrifiij edildi.
Bu igslemin ardindan kolonda tutulu DNA iizerine 50-100 ul buffer ATE eklendi.

QIAamp MinElute kolon tiipiiniin kapagi kapatilip oda sicakliginda 20 dk
inkiibasyona birakild1 ve son kez 14000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Kolonu
birakan DNA artik epandorf tiiptedir.

DNA izolasyon semast sekil 3.2°de gosterilmistir.
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(3
- -

',{ , ‘ 90 ° C 1 saat beklet (arada vorteks)

|
!

Sekil

DNA IZOLASYONU SEMASI

180 ul Buffer ATL+20 pl Proteinazk =
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3.2. DNA Izolasyon Semasi
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RFLP yontemi ile SPOP mutasyonu taramasi i¢in her bir DNA izolasyonundan bir PCR
reaksiyonu gergeklestirildi.

3.5.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA {izerinde istenilen bélgenin, o bolgeye 0zgii
primerler kullanilarak ¢ogaltilmast islemidir. Is1 ile denatiire edilerek tek zincir haline
getirilen DNA molekiiliine, primerlerin baglanmasi ve bu primerlerden yeni DNA
zincirinin sentezlenmesi olarak ii¢c asamadan olusur. Bu asamalar 45 dongii halinde
tekrarlanarak istenilen bolge ¢ogaltilmis olur.

Reaksiyonda Kullamlanlar

1. Kahp DNA: Kullanilacak genomik DNA nin A260/A280 oraninin temizliginin bir

gostergesi olarak 1.7 - 1.9 arasinda olmasi gerekir.

A260 = niikleik asitlerin maksimum absorbansi

A280 -> proteinlerin maksimum absorbansi

A230 2> fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur.

2. Diiz Primer-Ters Primer: Kriterlere uygun olarak segilen primerler genellikle 18-24
b¢ uzunlugunda oligoniikleotitlerdir. Genellikle liyofilize halde gelen primerler steril
ortamda 100 pmol/ul olacak sekilde sulandirildiktan sonra bu stoktan 10 pmol/ul’lik bir

diliisyon hazirlanip reaksiyonlarda kullanilabilir.
3. ANTP: Esit konsantrasyondaki dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin karisimidir.

4. MgCl2: Tag DNA polimeraz ile beraber gelen ve enzimin ¢aligmast icin gerekli
kofaktor olarak gorev alan Mg iyonunu saglar. Genellikle 25 veya 50 mM stok

konsantrasyonda gelir. Reaksiyondaki son konsantrasyonu 0.8-3 mM arasinda degisir.

5. 10X buffer: Tag DNA polimeraz ile beraber gelen ve enzimin ¢aligmast i¢in gerekli
stabil pH sartlarin1 saglar. Reaksiyondaki son konsantrasyonu 1X olacak sekilde

kullanilir.
6. Taq DNA Polimeraz: Thermus aquaticus adli termofil bir bakteriden elde edilen

ve PCR reaksiyonlarinda kullamilan bu DNA polimerazlarin hata oram 1x10-4’dir
(Tablo3.7).
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Tablo 3.7. PCR Igin Ornek Reaksiyon (50 pl toplam hacim icin)

10X Buffer 10X (stok konsantrasyon) 1X (son konsantrasyon)
MgCI2 25mM 08-3mM

PF (diiz primer) 10 uM;10pmol/ul 0.2 pmol/ul

PR (ters primer) 10 uM;10pmol/ul 0.2 pmol/ul

Dntp 10 mM 200 mM

Taq polimeraz 5U/ul 0.3/ ul

Kalip DNA 25-100 ng genomik DNA 0.5-2 ng/ul

PCR Basamaklan:

1.basamak: 95 °C denaturation (ayrilma) ¢ift iplik DNA nin tek iplige ayrilmasi

2. basamak: 50C-60 °C annealing (eslesme) primerlerin tek iplik kalip DNA’ya spesifik

olarak baglanmas1

3. basamak: 72 °C extension (sentez), primerlerle smirlandirilmig olan bdlgenin Taq

polimeraz yardimiyla amplifikasyonu

Ayrilma ve sentez asamasindaki isilar degismezken eslesme 1sist istenilen DNA
dizisinin AT/GC igerigine gore degisir. Dongiiler yaklasik olarak 30 defa tekrar edilir.
Yeni sentezlenen fragmentler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Boylelikle her
dongiide ¢ogaltilmak istenilen dizinin logaritmik (2n, n=30-35 dongii) bir artis1 soz

konusudur. PCR ile 150-300 niikleotitlik diziler ¢ogaltilabilir (136)

Ilgili alam kapsayan primerler Primer 3 (134) programiyla dizayn edildi.
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SPOP Geni PCR reaksiyonu icin asagidaki primerler kullamldi ve uygun primer

secimi icin optimizasyon calismasi yapildi (Sekil 3.3)
1I-  SPOP 115F 5’-TTTGCGAGTAAACCCCAAAG-3’
2-  SPOP 477R 5’-GTTGGCCTCATCCAAAAGAA-3
3-  SPOP 200F 5’-GAAGTTCGGGCAAAATTCAA-3’

4-  SPOP 523R 5’-GACTCACCTCGCAGAAGAGG-3

M 1A 1B 1A 1B 1A 1B 1A IB NK

Sekil 3.3. Primer Denemesi Agaroz Jel Goriintiisii

1A ve 1B = Primerler; 115F ve 523R kullanildi.
1A ve 1B = Primerler; 200F ve 477R kullanildi.

1A ve 1B = Primerler; 115F ve 477R kullanild.
1A ve 1B = Primerler; 200F ve 523R kullanild.
Deneme sonunda en uygun primerlerin 115F ve 477R olduguna karar verildi.

PCR caligmast manuel gerceklestirildi, primerler digindaki diger biitiin sarf malzemeler

icin “Thermo” markasinin iirtinleri tercih edildi.

DNA haric tiim bilesenleri iceren bir reaksiyon miks hazirlandi (Tablo.3.8)
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Tablo 3.8. PCR Reaksiyon Kompozisyonu

Icerik Miktar
10XBuffer 2.5ul
MgCI2 2 ul
PF 2ul
PR 2 ul
dNTP 1 ul
Taq 0.3 ul
dH20 10 ul
DNA 5ul
Toplam voliim 25 ul

1. Reaksiyon miskleri hazirlandiktan sonra 20 pl PCR tiiplerine dagitildi.

2. Her bir reaksiyon tiipline konsantrasyonu yaklasik 2 ng/ul ‘ye ayarlanmis DNA

orneklerinden 5’er pl konuldu.
3. PCR reaksiyonu Tablo 3.9” daki PCR cihaz programina gore uygulandu.

Tablo 3.9. PCR Cihaz Programi

Is1 siire Devir sayisi
95°C 5:00 1
95°C 0:45 35
53°C 0:50 35
72°C 0:45 35
72°C 7:00 1
4°C o0 -




61

4. Program tamamlandiktan sonra her bir PCR 6megi DNA dizilerinin ¢ogalip

cogalmadiklarini kontrol etmek amach elektroforez cihazinda goriintiilendi.
3.5.6. Orneklerin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiillenmesi

Elektroforez, elektriksel bir alanda molekiillerin yiiklerine, molekiiler agirliklarina ve
biiylikliikklerine gore ayirt edildikleri bir tekniktir. Elektroforetik analizin temeli,

molekiillerin elektriksel bir alanda jel iizerindeki gogiine dayanir.

Bu gb¢ hizi molekiiliin  biiyiikliigiine, yapisma, jeldeki kullamilan maddenin

konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagl olarak degismektedir.

Tatlandirilmis agaroz jeller Uzak Dogu’da 17.yy ‘dan beri besin olarak tiiketilmektedir.
Agaroz biyolojide ilk kez 1882 yilinda Robert Koch tarafindan Tuberculosis bakteri
tiretiminde kullanilmistir. Agaroz jeller toz haldeki agaroz ile tampon ¢ozeltilerin uygun
miktarda karistirilmast ile hazirlanir. Agaroz jel 35-40 dakikada polimerize olarak
kullanima hazir hale gelir (136).

Agaroz Jel Hazirlanmasi ve Orneklerin Jele Yiiklenmesi
1. %2’1ik jel hazirlamak i¢in 2 gr agaroz tartilds, erlene koyuldu.
2. Erlen iizerine 100ml TBE eklendi.
3. Hafifce calkalanip mikrodalga firma konuldu.
4.5 pl EtBr eklendi ve calkalanarak tiim ¢ozeltiye dagilmasi saglanda.

5. Hazirlanan karisim, i¢inde 6zel taragi bulunan kalhiba dokiilerek polimerize olmasi

icin en az 15 dakika beklendi.

6. Polimerizasyonu saglanan jel tabakasi iizerinden tarak kuyucuklarin

dagilmamasina dikkat edilerek ¢ikartildi ve jel elektroforez tankina yerlestirildi.

7. Islak kalmasi ve elektrigi iletebilmesi i¢in jel iizeri kapanacak sekilde tank

tizerine TBE eklendi.

8. 0.2 ml lik tiipler i¢ine; 6X loading buffer, bromphenolblue ve glyserol den olusan

mix den her ornek i¢in 1’er pl konuldu.

9. Mixlerin konuldugu tiipler iizerlerine her bir drnekten 5’er ul eklendi, pipetaj

yapilarak karistirilip jele yiiklendi.

10. Bir kuyucuga da 500bp DNA ladder konuldu.
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11. 100 V da 60 dakika yuriitiildi.

12. Siire tamamlandiktan sonra UV 15181 altinda bantlar kontrol edildi (Sekil 3.4.)

M1 23 45 6 7 8 9 10 11 12 NK

Sekil 3.4. Ornek PCR Bant Goriintiisii

3.5.7. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Yontemi ile Mutasyon

Tarama:

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm analizi restriksiyon endoniikleazlarin ¢ift
zincirli DNA’y1 spesifik tanima bolgelerinden kesmesi temeline dayanmaktadir. Her bir
restriksiyon endoniikleaz spesifik palindromik kisa DNA dizisini tanir ve keser.
Mutasyon tarama amaciyla yapilan RFLP analizlerinde, incelenen mutasyon noktasini
icine alan kesim noktasma sahip restriksiyon enzimleri ile kesilen PCR fragmentleri jel
elektroforezi ile fragment biiytikliikklerine gore ayrilirlar (135). DNA dizisinde meydana
gelen substitiisyon, delesyon, insersiyon gibi degisimler var olan restriksiyon enzim
kesim noktasini ortadan kaldirabilir ya da yeni bir enzim kesim noktast olusturabilir.
Boylece kesim sonucu olusan fragment sayisini degistirirler. Kesim sonucu olusan
bantlar agaroz jelde yiiriitiildiigii zaman elde edilen bant profiline bakilarak mutasyon
tastylp tasimadigr soylenebilmektedir (136). RFLP yalnizca mutasyon analizlerinde
degil baglant1 analizlerinde de kullanilmistir. Genomda kodlama yapan ve yapmayan
bolgelerde restriksiyon enzim tanima bdlgelerinin dagilimi insanlar arasinda farkhidir.
Bu farkhiliklar dogal genomik cesitliligi yansitir ve genellikle fenotipik bir sonucu
olmayan RFLP’leri olusturur. Genetik hastalikla iliskilendirilen aday gendeki RFLP’ler,

etkilenmis bireyler ve kontroller arasindaki allel frekanslar1 dikkate almarak ilgili
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mutasyon ve genin hastalikla iligkisini ortaya koymada oldukca kullamigli bilgi
vermektedir (tip.kou.edu.tr/docs/tibbi_biyoloji/laboratuvarll.doc). Mikrosatellitlere gore
daha diisiik olan polimorfizmleri ve TNP’lere (tekli niikleotid polimorfizmi) gore ¢ok
daha diisik olan rezoliisyonlart geregi RFLP giinimiizde daha ¢ok mutasyon
taramalarinda tercih edilen bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. RFLP uygulamasi
kolay bir yontem olmakla birlikte ayrim giicii ¢cok yiiksek degildir. Her mutasyon RE
kesim noktast olusturmayacagi veya yok etmeyecegi icin tiim mutasyonlarin bu teknikle

belirlenmesi miimkiin degildir.

Restriksiyon bélgelerl

B

—_

okta mutasyen

PCR drdinleri Enzim Kesimi Elektrofarsz

Sekil 3.5. Restriksiyon Kesimi ve Jel Gortintiisii (135).

Yontem temelde 4 adimdan meydana gelir;

1.DNA izolasyonu

2.PCR

3. Elde edilen PCR iiriiniin restriiksiyon enzimi ile kesimi (RFLP)
4.Elektroforez ile kesilen fragmanlarin ayrimimin goriintiilenmesi
RFLP Protokolii

Bunun i¢in gerekli 4 ana madde vardir;

1.PCR iiriinii

2. PCR {iriiniinii belirli noktalardan kesen restriksiiyon enzimi

3. Enzime ait 10X soliisyon

4 Enzim aktivitesini artirict BSA (bovin serum albumin)



Mutasyon Analizi:

Analiz i¢in Tfi ve Drdl enzimleri kullanildi.

Drdl Enzimi:

5. GACNNNNNNGTC..
3...CTGNNNNNNCAG..

—->Bu enzimin kaynagi; Deinococcus radiodurans (R. Morgan)

= Drdl enzimi i¢in RFLP programi: 37C’de 1 saat inkiibasyon.

Tfil Enzimi:

5 . . GAWTC
3...CT"."'J.-5-.‘G

q-
5

= Bu enzimin kaynagi;, Thermus filiformis (D. Cowan, University College LLondon).

= Tfil enzimi i¢in RFLP programi: 65C’de 1 saat inkiibasyon.
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Mixler PCR iiriinii de dahil olmak iizere standart olarak 20’ ser ul tiiplere kondu ve

enzimine uygun inkiibasyon derecesinde cihaza kondu. 20 ul ‘lik standart mix

Toblo.3.10° daki gibidir.

Tablo 3.10. RFLP I¢in Standart Mix Karigim1

Restriksiyon Enzimi 2 ul

PCR iiriinii 10 ul
BSA (10mg/ml) 2.5ul
dH20 35ul
Toplam miktar 20 ul

Enzim kesim iglemi tamamlandiktan sonra her bir drnek ayr1 ayri elektroforez cihazinda

goriintiilendi.
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3.5.8. DNA Dizi Analizi

1970’1erde dizi analizi i¢in gelistirilen yontemlerden biri olan Allan Maxam ve Walter
Gilbert’in  kimyasal yontemi DNA’min  belirli bazlardan kirilmast esasina
dayanmaktadir. Bu yontemde, cift zincirli DNA tek zincirli hale getirilir. Dizisi
saptanacak olan zincir 5’ucundan, poliniikleotit kinaz enzimi kullanilarak elektroforez
sonrast DNA fragmentinin taninmasinit saglayan radyoaktif 32P ile isaretlenir.
Sonrasinda ise dort ayri tiipteki DNA 0Ornegine zincirin belirli niikleotitlerden
kirilmasini saglayan kisa siireli bir kimyasal reaksiyon uygulanir. Farkli pozisyondaki
hedef niikleotitlerden kirilmis 5 ucu isaretli degisik uzunlukta molekiiller elde edilir.
Elektroforezde yiiriitiilen molekiiller elektriksel alanim etkisiyle en kisa olan pargacik en
onde olacak sekilde hareket eder. Elektroforez sonrasmda otoradyografi uygulanarak
goriintiilenen bantlar asagidan yukariya okunur ve baz dizisi belirlenmis olur. Fred
Sanger’in gelistirdigi ve gilinlimiizde halen kullanilmakta olan enzimatik yontemde ise
belirli bir bazda sonlanan DNA sentezi gerceklestirilmektedir. Dideoksi zincir sonlanma
reaksiyonunda kalip DNA, DNA polimeraz, deoksiniikleotid trifosfat ve
dideoksiniikleotit trifosfatlarin varhigida dizi analiz reaksiyonu gergeklesir. Reaksiyon
her bir dideoksiniikleotit trifosfatin zincire katildigi noktada sonlanir. Ik nesil Sanger
reaksiyonu radyoaktif isaretlemeyi kullandigi, PCR’m dolayisiyla dongiisel
sekanslamanin nimetlerinden faydalanamadig i¢in uzun zaman ve is giicli gerektirmesi
nedeniyle genis Olcekli DNA dizileme ¢alismalarinda kullanimi miimkiin olmamustir.
Otomatik DNA dizi analiz sistemlerinin ve PCR temelli dongiisel sekanslama
reaksiyonunun gelistirilmesi ile sekans analizlerinin hizinda ciddi bir ivme olugmustur.
Analiz icin 6nce farkli renkte floresan boyayla isaretlenmis olan dort farkli ANTP
(deoksiniikleotit trifosfat), hedef bolgeye 6zgiil primer ve DNA polimeraz kullanilarak
reaksiyon kurulur (137). Reaksiyon iirtinii lazer dedektoriine sahip bir kapiller
elektroforez sisteminde yiiriitiilerek analiz edilir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlart
basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ve bu programlarin yonettigi
elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik {initelerde bulunan lazer 151k kaynag ile
monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’nm bulundugu jel matriks bu
monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ya baglanan floresan boya
151k ile taranan bdlgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan
dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 1sik demeti bir dedektor tarafindan

kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlar1 ile degerlendirilerek sonuclar
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grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranmina aktarilir. DNA dizi analizi
cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (138).

kallp 3 GCATTGGGAACT iceecsercnee
primer §' oo CGTA 3
dNTPs dNTPs
& A YT E
R Gy
— G
— T
J— i i
L] c
Fitiereas titis o c
Y c
As

Sekil 3.6. DNA Dizi Analizi Prosesi (138).

_hAdhid A_.,JL L2l

Sekil 3.7. Dizi Analizi Sonucunda Elde Edilen Elektroferogram (139).



DNA Dizi Analizi Protokolia

Coklu Hizalama

Clustal Omega programiyla SPOP proteininin bes farkli organizmada, Homo sapiens
(Genbank: NP_001007227), Mus musculus (Genbank: NP_079563), Canis lupus
Jamiliaris (Genbank: XP_865004), Macaca mulatta (Genbank: NP_001245102), Felis
catus (Genbank: XP_003996760) coklu hizalamas1 yapilmistir.

PCR Amplifikasyonu:

RFLP i¢in hazirlanan PCR iirtinleri kullanild1 (Tablo 3.7).

e 2 pl PCR iirtinii tizerine 5 pl GML ExoSAP eklenir, vortekslenir ve daha sonra

santrifiij edilir.

e Toplam 7 pl lik iiriin Tablo 3.11” deki programa gore cihaza ytiklenir.

Tablo 3.11. PCR Yikama

Asamalar Tamm Sicakhik Siire

1 Enzim Inkiibasyonu 37 °C 30 min

2 Enzim Inaktivasyonu 80 °C 15 min

3 Sonsuz Sicaklik 4 °C Sonsuz siire

e (Cift yonli okuma gerceklestirildi, bunun icin forward ve reverse primer

kullanilarak miks hazirlandi. (Tablo 3.12)

Tablo 3.12. Sekans Reaksiyon Miksi

Bilesenler Ornek basina konulan miktar
BigDye Terminator Mix 2.0 ul
Sekans Buffer 2.0 ul
Forward ve Reverse Primer 2.0ul
dH20 2.0 ul
Total 8.0ul
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® Tablo 3.13’deki programa gore Bio-Rad T100 Termal Saykil cihazma konuldu.

Tablo 3.13. Sekans Programu

Asamalar Tamm Sicakhik Siire
1 Aktivasyon 96°C 00:01
2 Amplifikasyon 96°C 00:00:10
25 Cycle 50°C 00:00:05
60°C 00:04
3 Hold 4°C Sonsuz Sicaklik

¢ Son agama {iriiniin saflastirilmast agsamasidir. Bunun i¢in 2ml’ lik filtreli tiiplere

700 pl Sephadex miks (1 g Sephadex + 14 ml dH20) eklenir.

NOT: Sephadex kullamlmadan once homojenizasyonu saglamak i¢in 30 dk

vortekslenir.

e Tiipler 3 dk 2000 g’ de veya 4500 rpm’ de santrifiij yapilir.

¢ Toplama tiipii atilir, yenisi takalir.
¢ Kiristallesen sephadex tizerine 10 pl tiriin konulur.

e 3dk 2000 g’ de veya 4500 rpm’ de santrifiij edilir.

e Filter tiipler atilir, toplama tiipiindeki iirtin plate’ e alinir ve son olarak

ABI3130x] genetik analizor cihazina yerlestirilir ve analiz edilir.

3.5.9. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 17 programi ile analiz edildi. ¢ testi kullanilarak gruplar arasi

karslastirmalar yapildi. Degerler ortalama + standart sapma seklinde verildi. P<0.05

anlamlilik diizeyi kabul edildi.



4.BULGULAR

4.1. KLINIKOPATOLOJiK BULGULAR

1.grubun (metastatik) %3.3’ii (n=1) grade I, %70 i (n=21) grade II, %26.7’si (n=8)
grade III olarak degerlendirilmistir.

2.grubun (non-metastatik) %26.7’si (n=8) grade I, %70’ i (n=21) grade I, %3.3’1i (n=1)
grade III olarak degerlendirilmistir.

Grade I tiimorlerin %55.5° 1 (n=5) erkek, %45’1 (n=4) kadin, %77.8’1 (n=7) >60 yas ve
%22.2° si (n=2) <60 yas oldugu saptanmistir.

Grade II timorlerin % 76.7°si (n=46) erkek, %23.3° i (n=14) kadin, % 86.7°si
(n=52)>60 yas, %13.3’1 (n=8) < 60 yas oldugu saptanmustir.

Grade III timdrlerin %37.5°1 (n=3) erkek, %52.5’1 (n=5) kadin, %50’si (n=4) >60 yas
ve %50’s1 (n=4) <60 yas oldugu saptanmustir.

1.Grubun (metastatik) %3.4’i (n= 1) Evre 2 tiimor, %73.3’1 (n=22) Evre 3 tiimor,

9%23.3’1 (n=7) Evre 4 timor olarak saptanmustir.

2.Grubun (non-metastatik) %20’ si (n=6) Evre 1 timér %80’ 1 (n=24) Evre 2 timdr,

olarak saptanmistir.

Gruplar arasinda grade, evre, yas ve cinsiyet agisindan anlamli bir farklilik

saptanmamustir (p>0.05).
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4.2. DEMOGRAFIK BULGULAR
4.2.1. Yas

1. ve 2. Grup olgularin toplam yas dagilimi 50-94 arasinda olup, ortalama yas 66
"dir.Istatistiksel degerlendirmeye olanak verebilmek icin kolorektal kanserlerin goriilme
yast da goz oniinde bulundurularak, olgular <60 yas ve >60 yas olmak iizere iki gruba
ayrilmistir. Buna gore olgularin %31.6’s1 (n=19) <60 yas olup, %68.4’1i (n=41) >60
yastir (Sekil 4.1).

1.Grup olgularin (metastatik grup) yas dagilimi 51-85 arasinda olup, yas ortalamalart
66,6’dir. Bunlarm %?26.7’s1 (n=8) <60 yas olup, %73.3’ii (n=22) >60 yastir.

2.Grup olgularin (non-metastatik grup) yas dagilimi 50-87 arasinda olup, yas
ortalamalar1 64.3’tiir. Bunlarin %36.6°s1 (n=11) <60 yas olup, %63.4’i (n=19) >60
yastir.

3.Grup olgularin (kontrol grubu) yas dagilimi 54-94 arasinda olup, yas ortalamalari
68.1’dir. Bunlarin %30’u (n=6) <60 yas olup, %70’ i (n=14) >60 yastur.

Yas a¢isindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

TUM OLGULARIN YASA GORE
DAGILIMI

100%

50% -

0% &

m>60YAS M <60 YAS

Sekil 4.1. Tiim Olgularin Yagsa Gore Dagilimi
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4.2.2, Cinsiyet
1. ve 2. grup olgularm %601 (n=36) erkek, %40’1 (n=24) kadindur.

1. grup olgularin (metastatik grup) %60°1 (n=18) erkek, %40’1 (n=12) kadindr. (Sekil
4.2)

2. grup olgularin (non-metastatik grup) %60’1 (n=18) erkek, %40’1 (n=12) kadindr.
(Sekil 4.3)

3. grup olgularmn (kontrol grubu) %65°1 (n=13) erkek, %35°1 (n=7) kadmdir (Sekil 4.4).

Gruplar arasinda kadm-erkek dagilimi agisindan anlamli bir fark saptanmamigtir
(P>0.05).

METASTATIK GRUP CINSIYET
DAGILIMI

® ERKEK - 18 HASTA  mKADIN - 12 HASTA

Sekil 4.2. Metastatik Grup Cinsiyet Dagilimi

NON-METASTATiIK GRUP
CiINSIYET DAGILIMI

W ERKEK - 18 HASTA  mKADIN- 12 HASTA

Sekil 4.3. Non-Metastatik Grup Cinsiyet Dagilim1
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KONTROL GRUBU
CINSIYET DAGILIMI

¥ ERKEK-13BIREY ™ KADIN-7 BIREY

Sekil 4.4. Kontrol Grubu Cinsiyet Dagilim1

4.3. MOLEKULER BULGULAR
4.3.1. DNA-RNA Izolasyonu ve Spektrofotometrik Analizi
Tiim olgulardan izole edilen DNA’nin kalitesi agaroz jel elektroforezi tespit edilmistir.

DNA ve RNA’nin miktart ise spektrofotometrik analiz ile degerlendirilmis ve tiim
ornekler i¢cin DNA’nin mutasyon analizine, RNA’nin ise ekspresyon analizine uygun

kalite miktarlarda oldugu anlagilmistir.

Agaroz jel elektroforezi sonucunda genomik DNA’nin intakt oldugunu anlayabilmek
icin jelde tek bant izlenmesi gerekmektedir. Tiim olgularda izole edilen DNA’larda 100
baz ciftlik merdiven (“ladder) molekiiler marker olarak kullanilmis ve intakt DNA’nin
hangi aralikta DNA fragmanlari icerdigi belirlenmistir. Bu sekilde degerlendirilen izole

edilmis DNA’lara ait temsili agaroz jel goriintiisii Sekil 4.5 ‘te sunulmustur.
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Sekil 4.5. izole edilen DNA Orneklerinin PCR iiriinlerinin Temsili Agaroz Jel

Goruntisu

Nanodrop  sonuglarna  gére DNA  ve  RNA  safliklar1  acisindan
degerlendirildiklerinde orneklerin 260/280 oranlarinm istenen araliklarda oldugu

gdzlenmistir (Tablo 4.1, Tablo 4.2).
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Tablo 4.1. Baz1 Hastalarm Izole Edilen DNA’lara Ait Spektrofotometre Sonuglar

Ornek No DNA
Konsantrasyon 260/280 260/230

(ng/ul)
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Tablo 4.2. Baz1 Hastalarin Izole Edilen RNA’lara Ait Spektrofotometre Sonuclar:

Ornek No RNA
Konsantrasyon A260 A280 260/280 260/230

(ng/ul)

4.3.2. BRMS1 mRNA Ekspresyon Analiz Sonuclan

Bu calisma siiresince yapilan biitiin  deneyler, &lciimler, incelemeler ve
degerlendirmelerde, kolorektal karsinom sebebiyle opere edilmis olgular taranmis ve
iclerinden secilen 60 kolorektal kanser hastasindan alinan 60 tiimérlii kolorektal doku

ve timor dist nedenlerle alinmig 20 normal kolorektal doku olmak iizere toplam 80
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kolorektal doku ¢rnegi tizerinde ¢aligilmistir. Calisma grubu 30’ar vakalik 2 gruptan
olugsmaktadir. Birinci grup metastatik karsinom, ikinci grup non-metastatik karsinom
vakalarindan olugmaktadir. Caligma kapsamina alinan 60 adet tiimorlii dokunun ve 20

adet normal dokunun hepsi analizlere dahil edilerek caligma tamamlanmigtir.

Calisma RT-PCR, Lightcycler 480 II cihazinda gerceklestirilmistir. Kontrol ve hasta
grubundaki her bir 6rnek, amplifikasyon egrisi ve software ile (Lightcycler 480 release
1.5.0 SP4) BRMSI mRNA c¢kspresyonunun var olup olmadigi ve diizeyi
degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol grubunun tamaminda hedef genin eksprese oldugu

gozlenmistir.

Amplification Curves

2 4 3 ] TR A T T N O S e T N e U e
Cycles

Standard Curve

Seki 4.6. Bazi1 Hastalarin Ekspresyon Goriintiisii

Tiim olgularin %33.3’ii (n=20) <60 yas olup, BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri ile
karsilastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.374 + 0.635) bulunmakla birlikte,
%66.7’s1  (n=40)>60  olup, BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri ile
karsilastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.075 + 0.720) bulunmus, bu
bulgulara dayanarak yas ile ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark

saptanmamugtir (p>0.05) (Tablo 4.3).

Tiim olgularin %40°1 (n=24) kadin olup BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri ile
karsilastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.273 + (0.699) olmakla birlikte,
%60°1 (n=36) erkek olup BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri ile karsilastirildiklarinda
ortalama ekspresyon diizeyi (1.028 £ 0.708) olarak bulunmus, bu bulgulara dayanarak
cinsiyet ile BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri arasinda anlamhi bir fark
saptanmamugtir (p>0.05) (Tablo 4.3).
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Tiim olgularin %83.7’si (n=46) grade I-II olup BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri ile
karsilastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.146 £+ 0.759) bulunmakla birlikte,
%16.7’si (n=9) grade III olup BRMS1 mRNA ekspresyon dizeyleri ile
karsilastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.270 + 0.698) bulunmus, geri kalan
5 olgu grade ozelligi belirtilmemesinden dolayr degerlendirme digt birakilmis, bu

bulgulara dayanarak grade ile BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.3).

Tiim olgularin %50’si (n=30) NO (lenf nodu yok) olup, BRMS1 mRNA ekspresyon
diizeyleri ile karsidastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.332 + (.829)
bulunmakla birlikte, %50’si (n=30) N+ (lenf nodu var) olup BRMS1 mRNA ekspresyon
diizeyleri ile karsidastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.018 + 0.515)
bulunmus, bu bulgulara dayanarak lenf nodu ve BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyi
acisindan cok yiiksek diizeyde olmamakla birlikte anlamli bir fark bulunmustur (p<0.1)
(Tablo 4.3).

Tiim olgularin %51.7’s1 (n=31) Evre I-1I olup, BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri ile
karsilastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.313 £ 0.822) bulunmakla birlikte,
%48.3’0  (n=29) Evre III-IV  olup BRMS1 ekspresyon diizeyleri ile
karsilastirildiklarinda ortalama ekspresyon diizeyi (1.028 + 0.698) bulunmus, bu
bulgulara dayanarak evre ve BRMSI1 ekspresyon diizeyi agisindan analmli bir fark

bulunmamugstir (p<0.05) (Tablo 4.3).

Metastatik grup ve non-metastatik grup BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri agisindan
kendi aralarinda karsilastirilmis, olgularin % 50°si (n=30) metastatik grup olup BRMS1
ortalama ekspresyon diizeyi (1.018 + 0.515) iken, olgularin %50’si (n=30) non-
metastatik grup olup BRMSI1 ortalama ekspresyon diizeyi (1.33 + 0.829 ) olarak
belirlenmistir. Bulgulara gore metastatik ve non- metastatik gruplar arasinda BRMS1
mRNA ekspresyon diizeyi agisindan ¢ok yiiksek diizeyde olmamakla birlikte anlamli bir
farklilik bulunmustur (p<0.1) (Tablo 4.3).

Istatistiksel analizde BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyi, hasta grubu ve kontrol grubu
arasinda karsilastirildiginda olgularin %75°1 (n=60) toplam hasta grubu olup yliksek
ekspresyon gosterirken (1.175 £ 0.702), %25’1 (n=20) kontrol grubu olup daha diisiik
ekspresyon gostermektedir (0.889 + 0.375). Bulgulara gore hasta grubu (metastatik ve
non-metastatik) BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyi ve kontrol grubu BRMS1 mRNA
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ekspresyon diizeyi arasinda ¢ok yliksek diizeyde olmamakla birlikte istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur (p<0.1) (Tablo 4.4).

Tablo 4.3. BRMS1 mRNA Ekspresyon Analizi Sonuglart

BRMSI1 ekspresyon

ortalama

P value

Yas
<60
>60

Cinsiyet

Kadin
Erkek

Grade
gradel-II
gradelll

Lenf Nodu
NO
N+

TNM Evre
I+I1
JUIESAY

*p<0.1 anlaml1 kabul edilmistir.

Tablo 4.4. Hasta Grubu ve Kontrol Grubu BRMS1 mRNA Ekspreyon Analizi

BRMSI1 ekspresyon P value

ortalama

*p<0.01
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4.3.3. SPOP Mutasyon Analizi Sonuclar

SPOP geni 17q21.33 de lokalize, 79.351bp uzunlugunda toplamda 14 ekzona sahip bir
gendir. SPOP proteini, substratlar1 siirece katmak i¢in bir N-terminal MATH domaini,
Cul3 ve C-terminal cekirdek lokalizasyonlu sekanslarini baglamak i¢in bir de BTB
domaini igerir (115,120,). Cesitli topluluklarda (Weill Cornell Medical College
(WCMCO), University of Michigan (UM), Uropath and University of Washington (UW))
prostat kanserli hastalar tizerinde yapilan bir calismaya goére SPOP geni {izerindeki
mutasyon bakimindan hotspot bélgenin MATH domaini {izerinde oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.7) (Tablo 4.5) (Tablo 4.6) (140).

SPOP

" 5 " g bty ® WCMC cohort
5 2 ® UM cohort
B @ Uropath cohort
8 UW cohort

EMmrregrnfarrag

Sekil 4.7.SPOP Geni Uzerindeki Stk Mutasyona Ugrayan Bolgeler (140).



Tablo 4.5. SPOP Geni Uzerinde Stk Mutasyona Ugrayan Bolgeler (140).

Mutasyon tipi Kodon Degigimi Aminoasit Degisimi

SPOP | Missense ¢.(397-399)TTC>TCC p.F1338
Missense c.(373-375)TTT>TTA p.F125L
Missense ¢.(397-399)TTC>TTG p.F133L
Missense ¢.(355-357)AGT>AAT p.S119N
Missense ¢.(400-402)AAG>AAC p.K134N
Missense c.(397-399)TTC>TGC p.F133C
Missense ¢.(397-399)TTC>TTA p.F133L
Missense ¢.(259-26 1) TAC>AAC p.Y87N
Missense ¢.(391-393)TGG>GGG p-WI131G
Missense ¢.(397-399)TTC>GTC p.F133V
Missense ¢.(397-399)TTC>TTA p.F133L
Missense c.(397-399)TTC>TCC p.F133S
Missense c.(397-399)TTC>GTC p.F133V
Missense ¢.(385-387) AAA>GAA p.K129E
Missense ¢.(397-399)TTC>TTG p.F133L
Missense c.(397-399)TTC>GTC p.F133V
Missense c.(259-261)TAC>AAC p.Y87N
Missense ¢.(397-399)TTC>TTA p.F133L
Missense €.(259-261)TAC>TGC p.Y87C
Missense ¢.(304-306)TTC>TGC p.F102C
Missense c.(397-399)TTC>TGC p.F133C
Missense ¢.(259-26 H)TAC>TGC

p.Y87C

80



Tablo 4.6. Cesitli Topluluklarda Goriillen SPOP Mutasyonlar1 (140).
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Topluluk

SPOP
mutasyon

Prevalansi

Kullanilan

Teknoloji

Mutasyona ugramis

noktalar

WCMC

133 %
(11/83)

WES, RNA-seq,

Sanger

YS87N, Y87C, F102C, K129E,
F133V, F133S, F133L, F133C

Uropath

10.1% (9/89)

WES

YS87N,S119N,F125L, W131G,
F133S,F133L, F133C, K134N

UM

6.1% (3/49)

RNA-seq

F102C, F133L, F133V

UHZ

8.3%
(16/193)

Sanger

YS87N,F102C,F102S, WI131C,
F133V, F133L

Uw

14.5% (6/39)

Sanger

F102C,F102D,W131G,F133V

TS CGLR GTL
639

L

=

o]
R

Lo
71 72
W N

TGEC

fEEC CTS TTA CTE EFC

87 B8 83 S0 91
L L L

ATC CTG AAT GCC ARG

106 107 108 109 1

B crr coc coa TRT Ace

e i
TTOCC

il GTG O

118 119 120 121 122 123 124 135 126 127 12
E E Q R o ¥ R F v Q G
ATC CGT AGA GAT TTT CTT TTGE GAT GG GCC AAC
137 1328 135 140 141 142 143 144 145 14¢ 147
I R R D = L I D E =y N

CATCCAGAASTTTCATACACTGACA

A A
CACCC

A\AA GG TTLZ GAT GAR GAR AGCD RAR GAT TAC CTG TCAR CTT

4 = TE 73 78 749 BO 51 B2 B3 84 &5 Be

F G L D E E 5 K i3] b L 3 &

FEC

TGT CCA ARG 2GT GAA GTT CGG GCA ARR TEC AZ2 TTC TOC
93 54 = 96 97 98 59 00 107 302 I0F 1U4 105
C B E ] E v = - K E ¥ 1 5}
GLZ LR LRI non DT ATE G
112 11F 313 TEy 116 AdF
F E T K =y M

—

Y AR AR
C ARG

3 134 135 136
® F

Sekil 4.8. PCR Uriinii. Mavi kutucukla 6. ekzonun sinirlari; /talik yaziyla intron

bdlgesi;

Yesil kutucukla 7.ekzonun baslangicy;

87. ve 133.

pozisyonlarindaki varyasyonlar sartyla igsaretlenmistir.

amino asit



82

RFLP yontemi ile F133 noktasindaki mutasyonlart tespit etmek i¢in iki enzim

kullanildz;

e Tfil restriksiyon enzimi kullanilarak GAWTC dizisindeki ‘C’ nukleotidinin
degisip degismedigi belirlenmistir.
¢ Drdl restriksiyon enzimi kullanilarak GACNN_NN_NGTC dizisindeki ‘G’

niikleotidinin mutasyona ugrayip ugramadigi belirlenmistir.

Yaptigimiz ¢calismada Tfil enzimi ile kesim sonucunda biitiin drneklerin normal oldugu

saptanmugtir (Sekil 4.9)

M 1 IR 2 2R 3 3R 4 4R 5 3R

500
400
300
200

100

Sekil 4.9. Bazi Orneklerin Tfil Restriksiyon Enzim Kesimi Goriintiisii. M, marker DNA;
1, 2, 3, 4, 5 nolu 6rnekler PCR iiriinleri, 1R, 2R, 3R, 4R, 5R nolu hastalar 7fil enzimi ile
inkiibe edilmis PCR {iriinlerinin bandlaridir.

1fil enzimi ile muamele edildikten sonra yine aymi hastalarin PCR iriinleri Drdl enzimi
ile muamele edilmistir. Calisma sonucunda biitiin Orneklerin normal oldugu

saptanmugtir (Sekil 4.10).
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500
400
300
200

100

Sekil 4.10. Baz1 Orneklerin Drdl Enzim Kesim Goriintiisti. 1, 2, 3, 4, 5 nolu 6rnekler
PCR iiriinleri, 1R, 2R, 3R, 4R, 5R nolu hastalar Drdl enzimi ile muamele edilen PCR
diriinleri

RFLP sonucunda inceledigimiz noktada (F133) mutasyon tespit edilmemis, biitiin

hastalarda bu noktanm normal oldugu belirlenmistir.
DNA dizi analizi
Coklu hizalama

Veri tabanlarindan bes farkli organizmanin SPOP proteininin aminoasit dizisi ¢ikartildi.
Bu diziler arasinda Clustal Omega programu kullanilarak ¢oklu hizalama yapild:1 ve
SPOP proteininin organizmalar arasinda da yiiksek diizeyde korunup saklanmis oldugu

belirlendi (Sekil 4.11).
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Homo sapiens WSEMPSPRRP usscp TQ Mﬂ’tli’dﬂ [e1 = ssTESSG Bao

Canis lupus WSREPSERPR A MB&G? METRNN C 88T 3!3[3 3 80

Wacaca mulatta MSREPSPERP ABNSSGP L] s Mi’t Nil | G S&T 8586 “ BEES =0
.AN

Felis catus MERMPSPPRR ABMSSGR Al sicl’fﬁllll sEuT NN Is m;l I ssTBsSsc cll Iiwlclllls 80
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Sekil 4.11. Coklu Hizalama

RFLP caligmasin1 konformasyon amaciyla ve F133 aminoasiti digindaki hotspot
noktalarda herhangi bir mutasyon olup olmadigini belirlemek amaciyla dizi analizi
gergeklestirilmis, stk mutasyon gozlenen sicak noktalarin hepsini iceren, 69. konumdaki
aminoasitten 147. konumdaki aminoasite kadar olan bdlgeyi kapsayan 6.ekzon, 6.intron

ve 7. ekzonun bir kismi dahil edilmigtir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).

Sonug olarak; metastatik grup, non-metastatik grup ve kontrol grubu da dahil olmak
izere biitiin hastalarda polimorfik olarak TTT/-TT intronik delesyonlara rastlanmustir.
Ayrica metastatik gruba dahil bir hastada 6.intron bdlgesinde TTT/-TC delesyonuna
rastlanmistir. Bunlar disinda dizi analizi gerceklestirilen bu bolgede, ozellikle protein

kodlayan bolgelerde, mutasyon tespit edilmemistir.




» ? 0 ? aw 7

SPOPREF CCTGTCAGTTTACCTGTTACTCATCAGCTGTCCAAAGAGTGAAGTTCORBCAARATTCARATTCTCCATCOTOAATCCCAAGGCAGAAGAAACCAAAGCTATCRGT ARATGT
Consensus CCTGTCACTTTACCTGTTACTGGTCAGCTGTCCAAAGAGTGAAGTTCBRECARAATTCAAATTCTCCATCCTGAATGCCAAGEBAGAAGAAACCAAAGCTATGBETAAATGT
spop-elzons OCTETCACTTTAGCTE ‘1';-'-Ga.--‘CC-—‘A;GT%'GJ

214 E03.000 00T : ARATALATAT

= e (SN .S Lo\ Lid N\ i S
20 603 013 CCTGTCACTTTACCTGTTACTGETCAGCTGTCOARAGAGTRAAGTTCGGETAA
Trace date
> A\l i L i\ i\ LA LALAN i\ - A b8 | ')
28K D04 008 COTET AT T TACCTETTACTOGTCAGCTETC AN GAGTOARGTTCRGE A AAATTOAATTCT O ATOCTCAATGECAAGECAGKAGARLECASAGETATAOGTARATS

Trace data

%MMWM ik mwm mww AM /J\M i Mﬂm“ M\f

25 AD4 002 ©

Trace data

Sekil 4.12. SPOP 6.Ekzon Sekans Analizi Goriintiisii

¥ i i ' I
| I

SPOP-REF TCCCCACCCCAGAGAGTCAACGGGCATATAGGTTTGTGCAAGGCAAAGACTGGGGATTCAAGAAATTCATCCGTAGAGATTTTCTTT
Consensus TCCCCACCCCAGAGAGTCAACGGGCATATAGGTTTGTGCAAGGCAAAGACTGGGEATTCAAGAAATTCATCCGTAGAGATTTTCTTT

A B0t 008 TCoCC A O AGAGAGTCAACGEGLATATAGRTTTGTACAAGECAAAGACTCRECATTCAAGAAATTCATCCETAGAGATTTTLTTT

Trace data

A G013 TCCCCACCCCACAGAGTCAACEGGCATATAGGTT TG TECASGCARAGACTCREGATTCAAGAAATICATCCGTAGAGATITTCT TT

Trace data

spop-Telon AGACTCARCEGECATATAGRTTTGTGCAAGGOAAAGACTCOCEATTCAAGAAATTCATOCGTAGAGATTTTCTTT

Sekil 4.13. SPOP 7.Ekzon Dizi Analizi Gorintiisii

85



5. TARTISMA ve SONUC

Kolorektal karsinomlar, akciger kanserinden sonra kanserden 6liim nedenleri arasinda 2.
sirada yer alirlar. Diinyada yillik 900.000° den fazla yeni vaka bildirilmekte ve yilda
yaklagik 500.000 kisi kolorektal karsinom nedeniyle kaybedilmektedir (11,37-
39,78,141-145). Kolorektal karsinomlarin biiylik ¢ogunlugunun adenom zemininden

gelistigi kabul edilir (11,36-39,78).

Kolorektal karsinom batili toplumlarda sik goriilen tiimorlerdendir (10,43). Afrika ve
Asyada en az; Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya’da en sik oranda goriiliir (42).
Amerika Birlesik Devletlerinde iiciincii siklikta tanimlanan kanserdir (7,9,10,25,146).
Bir makalede kolorektal karsinomun batili toplumlarda, kadinlarda meme kanserinden
sonra ikinci, erkeklerde akciger ve prostat kanserinden sonra iigiincti siklikta oldugu
bildirilmistir (42). Ingiltere’de kansere bagli dliimlerin ikinci en sik sebebi iken (147),
Amerika Birlesik Devletlerinde kadin ve erkeklerde iigiincii en sik 6liim sebebidir (10).
Kolorektal karsinomun etyolojisi, tanisi, prognozu ve tedavisine yonelik caligmalar

devam etmektedir.

Hasta bir kere tani aldiktan sonra, tedavinin ve hastaligin seyrinin belirlenmesi 6nem
kazanmaktadir. Kolorektal karsinomun prognozunun belirlenmesinde en 6nemli kriter
timdriin evresidir (11,24,36-39,78,110,142,148-150). Evre arttikga hastanin sag kalim
stiresi azalmaktadwr (149). Rich ve arkadaslariin (150) makalesinde bes yillik hayatta
kalim orant; Duke evre A’da % 77, Duke evre B'de % 44 ve Duke evre C’de % 23

olarak bildirilmigtir. Klasik tedavi yontemi cerrahi rezeksiyondur.
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Ileri evre hastalikta (Evre IV, Dukes D, uzak metastaz) kemoterapi kullanimi yaygindir.
Adjuvan kemoterapi, bdlgesel lenf nodu metastazi olan (Evre 11, Dukes’C, lenf nodu
metastazi) vakalarda da kullanilmakla birlikte lokalize hastalikta (Evre 1I, Dukes’B,
nonmetastatik) kullanimi tartismalidir. Erken evre kolon karsinomlarmin %?20-30’unda

lokal ya da uzak niiks goriiliir (11,78,144,148).

Kolorektal kanser hakkindaki ¢alismalar gostermistir ki ¢evresel faktorler etyolojide
onemli rol oynamaktadir. Diisiik riskli bolgelerden kolorektal karsinomun yiiksek riskli
bolgelerine go¢ edildiginde tek nesilde yiiksek riskli toplum riski kazanilmistir
(9,147,151). Whittmore ve arkadaslar: (151) yaptiklar1 arastirmada, giinlilk doymus yag
alminin 10 gr’i gegmesi ile fiziksel aktivitedeki yetersizligin kolon kanser sikliginin
Cinli Amerikan erkeklerde %60, Cinli Amerikan kadmlarda ise %40 arttrdigini
gozlemlemisglerdir. Lifli gida alimimin kolorektal karsinom riskine etkisi konusunda
yapilan arastirmada ise bilinenlerin aksine yliksek oranda lifli gida tiikketiminin

kolorektal karsinomu azalttigia dair bir sonuca ulagilmamustir (46).

Strohle ve arkadaslart (152), ozellikle ic organ obezitesinde bu hastalik icin risk
oldugunu belirtmislerdir. Caligmalarinda, ortalamadan daha fazla folik asit ve

multivitamin aliminin kolorektal kanser riskini diisiirdiigiinii gormiislerdir.

Slattery ve arkadaslar1 (153) CYP1A1l genotipinin kolon veya rektal karsinom ile
birlikte olmadigini; CYP1AI1 ve sigara i¢imi birlikteliginde kolorektal kanser riskinin
arttigim belirtmislerdir. Sitokrom P-450 (CYP), tiitiin iirtinlerinde polisiklik aromatik

hidrokarbon metabolizmasinda ve aktivasyonunda rol oynamaktadir.

Yine Mizoue ve arkadaslar1 (154), Japon halkinda sigara i¢iminin kolorektal karsinom
riskini artrdigmi gormiislerdir. Ulseratif kolitli hastalarda kolorektal kanser icin artmus
risk s6z konusudur (8,41,77). Bu risk hastaligin siiresi ve kolitin anatomik yayilimina
baglhdir. Literatiirde hastaliktan 10 yil sonra kanser riskinin her yil % 0.5-1 oraninda
arttig1 bildirilmektedir. ABD’de iilseratif kolit her yil 2-7/ 100.000 kisiyi etkilemektedir
(8,41).

Kadinlarda biitiin yas gruplarinda sag taraf kolorektal kanser daha fazla iken, erkeklerde
sol taraf yerlesim daha fazladir (9,155). Calismamizda lokalizasyonu belirtilmeyen 12

vaka oldugu i¢in, lokalizasyon degerlendirme dig1 birakilmustir.
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Literatiirde, kolorektal karsinom i¢in ortalama tan yast yedinci dekat olarak verilmistir
(10). 50 yasindan kiicilk ve 70 yastan biiyiik tam1 alan vakalar kotii prognoz ile
beraberdir (149). Lee ve arkadaslarinin (7) yaptig1 calismada, ortalama yas 61, ortalama
timdér ¢apt 4.9’dur. Calismamizda ise ortalama yas 62’ dir. 13 olgunun timdr cap1
belirtilmediginden dolay1 timér capt ile ilgili degerlendirilme yapilmamistir. Ayrica yas

ile BRMS1 mRNA ekspresyon seviyesi arasinda herhangi bir baglant1 gériilmemistir.
Kolorektal karsinomlarda prognostik faktérler 4 alt grupta toplanmustir (78). Buna gore:

1) Cok sayida calisma ile klinik sonuclart kanitlanmig prognostik faktorler: Lokal
yayilim, bélgesel lenf nodu metastazi, damar ya da lenfatik invazyon, reziduel timor

varligi, preoperatif CEA seviyeleri

2A) Pek ¢ok calisma ile prognoz {izerine etkisi gosterilmis ancak iizerinde calismalarin

devam ettigi prognostik faktorler: Histolojik grade, radial cerrahi sinir

2B) Cok sayidaki calismada umut verici sonuglar alinan fakat yeterli kesin kanit

bulunamayan prognostik faktorler: Histolojik tip, timdr yayilim paterni

3) Heniiz yeterli sayida ¢alisma yapilmamis prognostik faktorler: DNA icerigi, diger
molekiiler genetik markirlar, perinoral invazyon, mikrodamar yogunlugu, diger protein
sekresyonlari, peritumoral desmoplazi, peritumoral inflamatuar reaksiyon, noroendokrin

diferansiasyon alani varligi, proliferasyon indeksi

4) Yeterince calisma ile prognostik onemi olmadigr gosterilmis faktorler: TUmor

boyutu, biiylime paterni (8,11,149).

Birlesmis Milletlerde meme kanseri bayanlar arasinda en sik rastlanan kanserler
arasinda yer almaktadir(88,89). Meme kanseri hastalarmin 6liimlerinin ¢ogu primer
lezyondan degil, kanserin canli hiicrelere yayilmasindandir (90). Cesitli hiicre hatlarinda
ve deney modellerinde metastatik siireci inhibe eden metastaz baskilayicilarin rolii
arastirtlmistir (98,99). BRMSI1 (breast cancer metastasis suppressor 1) insanda BRMS1
geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen insan meme kanserinde ve melanom
hiicre hatlarinda primer tiimor olusumunu etkilemez fakat metastatik potansiyeli azaltir

(10,102-105).

BRMSI1 genini ilk olarak 2000 yilinda Seraj (100) meme kanser hiicresi MDA-MB-435

de bulmustur. Insan kromozomunda BRMSI geninin lokasyonu FISH kullanilarak
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11q13.1-q13.2 olarak haritalanmigtir. 264 aminoasidi kodlar ve genomik yapisi 10 kb

kapsayan 10 ekzon olarak diizenlenmistir.

Bir calismada, DD-RT-PCR, metastaz1 baskilanmig varyantlar (neol1/435) ile
metastatik varyantlarin (435), gen ekspresyonunu karsilastirilmak icin kullanilmustir.
Baslangicta 64 cDNA fragmenti neol1/435 hibritlerinde up-regiile olarak tespit
edilmistir. Tekrarlanan RT-PCR reaksiyonlarinda 18 band tekrar amplifiye olmustur.
Bunlar icinde PCR {iriinii prob olarak Nothern Blotta kullanilmis ve fosfor resim
analiziyle olciilmiis, neo11/435 hibrit hiicre klonlarinda 6 fragmentte bes katindan fazla
mRNA expresyonu tespit edilmistir. PCR {irtinlerinin hi¢birinin metastaz baskilayici
hiicrelerde mRNA’ da 6zel olarak ifade edildigi tespit edilmemistir. Farkl: bir sekilde
eksprese edilmis cDNA ekleri sekanslanmig, bilinen genlerin ve ETS’ lerin homolojisi
GenBankas1 / Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvart DDBJ/PDB kombin veritabani
ile karsilagtirilarak degerlendirilmis, bilinen insan genlerinde cDNA’ larin 3 tanesi (V-
acetylgalactosamine-6-sulphatase, adenine phosphoribosyltransferase, and hexokinase
II) homolog bulunmustur. Geriye kalan 3 DNA fragmenti daha fazla bir ¢alisma i¢in
yeni ve dncelikli bir hal aldigt belirtilmistir. Yapilan bu ¢alismada bu yeni cDNA’ larin
biri olan BRMSI1 fonksiyonu ve izolasyonu raporlanmistir. 1.5 kb* lik yalnizca bir bant
elde edildiginden dolayt u¢ uca eklenen dokuya 6zel varyantlar beklenmemistir. Bu

model BRMS1 ¢cDNA’ sinin tamami prob olarak kullanilarak cogaltilmistir (100).

BRMS1’ in, incelenen biitiin normal insan dokularinda ¢ok cesitli diizeylerde eksprese
oldugu ifade edilmistir. Maya, insan, fare, rat, tavsan ve inek dahil, ¢esitli dokularin
DNA seviyelerinde BRMSI1 tespit edilmistic. BRMST1 insan cDNA sekanst AF159141
erisim sayist ile GenBank’ ta sunulmustur. Sonug¢ olarak 246 aminoasitten olusan yeni
protein kodlayict BRMSI1 in-vitro transkripsiyon ve translasyon kullanilarak

onaylanmustir (100).

Yeni kesfedilen tiimor supressor gen olan BRMS1 insan tiimér ilerlemesinde 6nemli
role sahiptir. Bu genin bir¢ok dokuda tiimor suppressor rolii arastirilmig fakat rektal

dokuda rolii hi¢ arastirilmamistir.

Insanlarin yasam ve yeme aliskanliklarmin siirekli degisimi ile insan sagligmi tehdit
eden kolorektal kanser insidansi ve mortalitesi yildan yila yiikselen bir egilim

gostermistir.  Yapilan caligmalarla birlikte malign tiimmorlerin  ana biyolojik



90

ozelliklerinden tiimdr invazyonu ve metastazin kanser hastalarinda bashica 6liim

nedenlerinden biri oldugu kanitlanmistir, Invazyon ve metastaz karmasik bir siirectir.

Son aylarda yapilan bir ¢alismada, BRMS1 mRNA ekspresyonu 80 hastada incelenmis,
metastazdaki rolii fare modelleri kullanilarak incelenmistir. Sonuclar gostermistir ki
rektal kanser hastalarinda BRMS1 mRNA ekspresyonu ve klinikopatolojik parametreler
arasinda anlamli bir iligki vardir ve BRMS1’ in asir1 ekspresyonunun rektal kanser

ksenograftinda, metastaz ve invazyonda azalmayi sagladigi gézlenmistir (156).

Kiigtik hiicreli akciger kanserlerinde yapilan bir ¢alismada (157), hiicre kiiltiirtinden
RNA izolasyonu ger¢eklestirilmis, RT-PCR ve micro array teknolojileri kullanilarak
caligsma tamamlanmistir. Sonug olarak, in vivo ve in vitro model sistemler kullanilarak

BRMS1’ in NSCLC hiicrelerinde bir metastaz baskilayici gen oldugu gosterilmistir.

Insan melanom hiicrelerinde metastas baskilayict BRMS1’ in rolii incelenmis (158),
RT-PCR ile mRNA ekspresyonuna bakilmig ve bu hiicrelerde BRMS1 mRNA

ekspresyonunun yiiksek oldugu gozlenmistir.

Zhank ve arkadaglarinm (159), yumurtalik kanserinde yaptiklari ¢calismaya 25 normal
yumurtalik, 15 bening tiimérlii yumurtalik ve 15 tanesi peritonda metastaz yapmis 28
adet primer yumurtalik epidelyal karsinoma (POEC) dokusu dahil edilmis ve BRMST’
in ekspresyon diizeyi incelenmistir. 28 POEC’ nin 11 tanesi Evre I-II, 17 tanesi Evre
III-TV oldugu belirlenmistir. Hicbir hasta operasyon dncesi kimyasal tedavi almamustir.
RT-PCR ile BRMS1gen ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in en uygun sartlar tespit
edilmistir. Normal yumurtalik dokusu ve bening yumurtalik tiimérlerinin tamaminda
BRMS1’ in mRNA ekspresyonu yiiksek seviyelerde sergilenmistir. Buna ek olarak
POEC icinde BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyleri normal yumurtalik dokular1 ve
bening yumurtalik timér dokularma gore daha diisiik seviyelerde tespit edilmistir
(p<0.05). BRMS1’ in mRNA seviyeleri, lenf nodu veya uzak metastazi bulunan ileri
evre (III-IV)’ ye gore erken evrede (I-1I) anlamhi olarak yiiksek bulunmustur (p=0.002).
Istatistiksel analiz BRMS1 mRNA ekspresyon diizeyinin non-metastatik tiimorlerde
lent nodu veya uzak metastaza sahip olan tiimdrlere gore anlamli olarak daha yiiksek
oldugu ortaya konulmustur (p=0.011). Buna ek olarak BRMS1 mRNA ekspresyonunun
uzak metastazda birincil tiimore gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0.05) ve

uzak metastaz yapan 15 olgudan 8’ inde BRMS1 mRNA ifadesi goriilmemistir. Daha
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once melanoma ve meme kanserlerindeki roliine ek olarak yumurtalik kanserlerinde de

metastaz baskilayici gen olarak BRMSI1 fonksiyonu agiga ¢ikmustir.

BRMS1 proteininin normal ekspresyonun, hiicrelerin metastaz ve invazyonunu ve
cesitli hiicre tiimorlerini (meme kanseri, yumurtalik kanseri, mide kanseri, mesane

kanseri, endometriyal kanser) engelleyebildigi belirtilmistir (100,160).

BRMS1’ in protein diizeyindeki diizenleyici mekanizmasi yakin zamana kadar
aciklanamamistir. BRMS1’in yeni baglayici partneri olan Cul3, E3 ubikitin ligazm bir
bilesenidir. Ayrica BRMSI1 ile Cul3 arasindaki etkilesime SPOP adaptor protein aracilik
etmektedir. Ilging olarak BRMS1, Cul3-SPOP kompleksi tarafindan ubikitinlenmis
giicli bir alt tabaka olarak karsimiza c¢ikmaktadir. SPOP ekspresyonu azaldiginda
BRMSI1 protein seviyesi artar ve BRMS1 baskilayan hedef genlerin ekspresyonu
baskilanir. Bu sonuglar Cul3-SPOP aracii BRMS1’ in yeni diizenleyici

mekanizmasinin meme kanser gelisiminde 6nemli oldugu diisiindiirmektedir (161).

Metastas ile ilgili genlerin transkripsiyonel regulasyonu araciligiyla BRMS1 in anti-
metastatik fonksiyonunun mekanizmasi verilmektedir. Birgcok rapor bu diisiinceyi

desteklemektedir (162 ).

Son zamanlarda BRMSI1 ile ilgili ¢alismalarda meme kanser hiicrelerinde c¢oklu
metastaz ile iligkili microRNA’larin (miR10b, -373, -520c, -146a, -146b ve -335)
ekspresyonu gosterilmistir (162). miR-146a ve miR146b° nin BRMS1 mRNA
ekspresyonunu artirdigint ve bu miRNA’ larin EGFR ekspresyonunun azalmasi ile

metastazi baskiladig1 gézlemlenmistir (163).

BRMS1’ in, Cul3 ve SPOP’ un etkilesimi ile ilgili, yeni regiilator mekanizmasini
aydmlatmak i¢in HEK 293T hiicrelerinin 3Xflog etiketli BRMS1 saflastirilarak bir
calisma yapilmis ve bu calismayla BRMS1’ in yeni baglayicit partneri olarak E3
ubikitin ligazin bir komponenti olan Cul3 tespit edilmistir. BRMS1 ve Cul3’ iin iligkisi
immiinopresipitasyon araciligi ile dogrulanmistir. MCF7 meme kanser hiicrelerinin
niikleer kismi kullanilarak BRMS1 ve SPOP’ un endojen etkilesimi tespit edilmis ve bu
goriisle birlikte Cul3 adaptorii ve substrat arasindaki etkilesim dogrudan olustugu tespit

edilmistir (161).

Ayni calismada (161), SPOP aracili BRMSI1 ve Cul3’ iin etkilesimine bakilmis, SPOP’
un Cul3 ve BRMS 1 arasinda adaptor olarak hareket edip etmedigini belirlemek i¢in
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SPOP’ un asir1 ekspresyonunun varligt ve yoklugu durumunda Cul3 ve BRMSI1
arasindaki etkilesimin derecesi karsilastirilmig, BRMS1’ in HEK293T hiicrelerinde
Cul3 ile yalmiz basina ya da Cul3-SPOP seklinde eksprese oldugu belirlenmistir.
Beklendigi gibi BRMS1, SPOP ile Cul3 {izerinden ¢ok daha giiclii bir sekilde etkilesime
girer. Ayrmtili olarak Cul3 ve BRMS1’ in SPOP aracili yeni etkilesimini karakterize

etmek icin Sekil 5.1 ‘deki mutant diyagram kullanilmistir.

SPOP Roc1 Nedds
Cul3 1|:| 7] 1767
Y62G
Substrate
spOP1 T HY-E 1375
D130A
SPOP
BRMS1 1[_Is=4] CC2| ] 247

180 GSSRS 193
AAA mutant: GSAAA

Sekil 5.1. Deneyde Kullanilan Mutantlarin Sematik Diyagrami (161)

BRMSI1 proteinin proteozomal yol ile parcalandigi rapor edilmistir (161). Ancak
BRMSI1 regiilasyonunun protein diizeyindeki detayli mekanizmas: tespit edilememistir.
Yapilan calismada (161), Cul3-SPOP E3 ubukitin ligaz kompleksinin BRMS1 protein
seviyesini diizenledigi iddia edilmis ve BRMSI1 protein stabilitesinin SPOP’ dan
etkilenip  etkilenmedigini incelenmistir. SPOP  yoklugunda BRMSI1 seviyesi
degismemistir fakat SPOP’ un asir1 ekspresyonu ile zamana baglhi bir bi¢imde azalma
godzlenmigtir (Sekil 5.2) Bagka bir ihtimalle BRMS1, Cul3-SPOP E3 ubukitin ligaz
kompleksinin bir hedefi olabilecegini diisiinen bu arastirmacilar BRMS1’ in bu
kompleks tarafindan ubikitinlesmis olabilecegini incelemisler ve sonuglar, BRMSI1
ubikitinasyonundan Cul3-SPOP E3 ubikitin ligaz kompleksinin sorumlu oldugunu

gdstermistir.
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A Mock + SPOP
CHX(hr) 0 4 8 12 D 4 8 12

i - <BRMS1
L N
43= 43 =

Sekil 5.2. BRMS1’ in Cul3-SPOP E3 Ubiqutin Ligaz Kompleksiyle Ubikitinlesmesi
(161)

BRMS1 protein stabilitesinin  Cul3-SPOP araciligi ile alakali olup olmadigini
belirlemek icin ¢esitli meme kanser hiicre hatlarinda BRMS1, SPOP ve Cul3 protein
diizeyleri arastirilmistr. BRMS1 protein diizeyinin normal meme hiicre hattinda
(NCF10A) yiiksek oldugu ve birincil ve metastatik hiicre hattinda ¢ok daha az veya hig
godzlenmedigi belirlenmistir. Bununla birlikte MCF10A’ da Cul3 ve SPOP tespit
edilememistir fakat kanserli ve metastatik meme hiicre hatlarmda bu iki proteinin
ekspresyonu gozlenmistir. Ayrica arastirmacilar BRMST1 transkript seviyesini RT-PCR
araciligiyla meme kanser hiicre hatlarinda tespit etmislerdir. Ancak BRMSI1 protein ve
transkript seviyeleri arasinda acgik bir iligki belirlenememistir. Bu sonuglar gostermistir
ki; ubikitinasyon bagimli regiilasyon meme kanser hiicrelerinde BRMS1 protein

seviyesine bir dl¢iide katkida bulunabilir (161).

Diinya ¢apmda erkekler arasinda prostat kanseri en yaygin 2. kanser tipidir ve her yil
250.000 iizerinde oliime neden olmaktadir (164). Agrisiz hastaliklarin asirn tedavisi
ayrica onemli hastalik oranina neden olmaktadir (165). Tekrarlanan somatik baz cifti
subtitisyonlarinin prostat tiimorgenezisine daha az katkida bulunulduguna inanilmis,

fakat genis topluluklarda sistematik analize tabi tutulmamistir (114,166).

Baska bir calismada 112 prostat tiimoriiniin ekzonlarmi ve normal doku pargalart
sekanslanmis, tekraranan yeni mutasyonlar, MED12 ve FOXA1’ de dahil olmak iizere
birden ¢ok gende SPOP’ un en ¢ok rastlanan mutant gen oldugu belirlenmigtir. 112
prostat adenokarsinomasinin ve eslesmis normal Orneklerin  DNA’sina sekans
uygulanmig ve daha sonra ekzon capture yapilmis, derecelerine, kademelerine ve
tekrarlama risklerine gore dagitilmiy Amerikalt ve Avustralyali deneklerin
prostatektomi drneklerinin tedavisine odaklanilmis her bir tiimor icin sinonim olmayan

gen biiytikliigiine, sekans baglamina ve mutasyon sikligina gore beklenenden daha fazla
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barindirilan genler arastirilmistir. 12 gen g< 0.1 olan mutasyonlar i¢in zenginlestirilmis,
cogunlugu prostat tiimorlerinin transkript seviyesinde cokca paylasilmistir. En sik
rastlanan mutasyona ugramis genin (tiimorlerin %13°{1) Cul3 bazhi E3 ubikitin ligazin

substrat baglayict alt birimini sifreleyen SPOP oldugu belirlenmistir (5,167).

Izole SPOP mutasyonlar: prostat kanserinde rapor edilse de bu gen daha 6nce herhangi
bir malignanside dnemli diizeyde mutasyona ugramis olarak bulunmamistir (140). Bu
sebeple aragtirmacilar bu geni Amerika ve Avrupadan kisiler iizerinde, 300’ iin {izerinde
primer timoril ve metastazi igeren birden ¢ok ek alanda sekansa tabi tutmuslar, Sanger
metodunu kullanarak heterezigot SPOP tekrarlar1 prostat adenokarsinomlarin %6-13’
tinde tanimlanmigtir (Sekil 5.3). Ne 36 iyi huylu prostat doku 6rneginde ne 5 prostat
stroma Orneginde ne de 6 benzer prostat hiicre hattinda mutasyon tanimlanmamaisgtir.
SPOP mutasyonlart metastatik hastalikla birlikte (%14.5) 41 yetiskinin 6’ sinda
bulunmustur. Boylece SPOP mutasyonlari lokalize olan ve geliskin prostat tiimorlerini

9% 6-15’ 1 gibi bir oranda ger¢eklesmistir.

Biitiin SPOP mutasyonlar1 yapisal olarak tanimlanmig substrat baglayict yariklardaki
korunmus kalintilart etkilemistir (Sekil 5.4). Birka¢ defalarca degisen kalinti, substrat
etkilesiminde anahtar rol oynamustir. Dahasi, Try87, Trpl131 ve Phel33 ondegisimi
substrat baglayict bozmustur (140). Bu sonuclar prostat kanserindeki SPOP

mutasyonlarmin biyolojik olarak bagh oldugunu kuvvetli bir sekilde akla getirmektedir.
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Sekil 5.3. Birden Fazla Alanda Yapilan Caligmada Mutasyona Ugrayan Genler ve
Mutasyon Cesitleri (140).
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Sekil 5.4. SPOP MATH Domaininin Modeli (140).

Yapilan bir c¢alismada SPOP ekspresyonunun degisiminin ve SPOP geni somatik
mutasyonlarmin kanser ozelligi gosterip gostermedigi amaclanmistir. Bunun icin
caligmada 45GC (gastrik kanser), 45CRC (kolorektal kanser), 45SPCA (prostat kanser)
hasta materyalinde SPOP somatik mutasyonu SSCP (single-strand conformation
polymorphism)’ ye gore analiz edilmistir. Ayrica SPOP protein ekspresyonu 60GC,
60CRC, 60PCA’ da immiinohistokimyasina gore analiz edilmistir. Genel olarak,
sekanslama da SPOP geninin 3 adet somatik missense (yanlis anlam) mutasyonu tespit
edilmistir (p.Serl4Leu, p.Tyr87Cys and p.Phel33Leu). Mutasyonlar 2PCA ve 1CRC’
de gozlenmis, dikkate deger bir bicimde p.Phel33Leu tekrarlayan mutasyon oldugu
rapor edilmistir. Arastirmaya gore, CRC’ nin %2.2’sinin ve PCA’nin %4.4 tiniin SPOP
somatik mutasyonlarint  barinduwrdigr  belirlenmistir.  Bizim yaptigimiz ¢alimada
kolorektal kanserde SPOP geni iizerinde mutasyon bakimindan sicak noktalarin
bulundugu 6. ve 7. ekzonlar sekanslanmis, incelenen bu bolgede polimorfik intron

delesyonu diginda herhangi bir SPOP mutasyonuna rastlanmamuistir.

Kan ve arkadaslar1 (117), prostat, akciger, meme ve yumurtalik kanserlerindeki genom-
wide somatik mutasyonlart analiz etmis ve somatik mutasyonlu 1507 adet gen
bulmustur. TP53, KRAS ve PIK3CA gibi bilinen mutasyonlara ek olarak prostat
kanserinde ve akciger kanserinde saptanan SPOP gen mutasyonlar1 dahil olmak tizere

baz1 yeni mutasyonlar bulmuslardir.

Ayrica Berger tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada (114), genom-wide sekansa bagl
7 prostat kanseri analiz edilmis ve SPOP mutasyonunun 2 missense mutasyonu tespit

edilmistir.
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Daha once yapilan bir mutasyon calismasinda 7 PCA’ dan 2’ sinin SPOP somatik
mutasyonlarina ev sahipligi yaptig1 kesfedilmistir (%28.6) (114).

Barbieri ve arkadaglart (140) prostat kanserlerindeki SPOP somatik mutasyonlarini tiim
ekzon sekansina gore analiz etmigler ve %7.1’inin SPOP mutasyonlarina ev sahipligi

yaptigini bulmuglardir.

Meme kanserinde SPOP lokusunun heterezigotluk kaybina sik rastlanmistir (%58
kadar) (4).

Bizim yaptigimiz caligmada intronik delesyonlar disginda herhangi bir SPOP
mutasyonuna rastlanmamustir. Yapilan calismalardan farkli olmasinin nedeni SPOP
genindeki diger bolgelerde de mutasyon olabilir. Ileriki caligmalarda tiim gen dizi

analizi yapilmasiyla daha kesin bir sonuca varilabilir.

Yapilan arastirmalarda BRMS1 geninin mRNA ekspresyonunun metastazi baskilamakla
birlikte tiimorigenezin gelisimini etkilemedigi gosterilmistir. Bizim bulgularmmiz da
BRMS1 geninin mRNA ekspresyon diizeyini, non-metastatik grupla metastatik grubu
ve hasta grubu ile kontrol grubunu karsilastirdigimizda diisiik diizeyde de olsa (p<0.1)
anlaml1 farklilik oldugu bulunmustur. Ornek sayilarmi artirarak daha kapsamli ¢aligma

yapilmast ile bu sonuglarin desteklenmesi gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, bu tez caligmasinda, kolorektal karsinomlarda BRMS1 mRNA
ekspresyonu ve SPOP gen mutasyonu, belirli bir olgu serisinde, klinikopatolojik
parametrelerle iliskilendirilerek degerlendirilmistir. Caligmamizin sonuglari, literatiir
esliginde, BRMS1 mRNA ekspresyonunun diger kanser tiirlerinde oldugu gibi,
kolorektal kanser metastazini da baskiladigimi tahmin etmekle birlikte daha genis hasta

serisinde ¢alisilarak kesinlestirilmelidir.
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