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A. OZET

EPITELYAL KANSERLERDE TRANSFORMING GROWTH FAKTOR BETA
RESEPTOR I GENI (TGF-8 RI) MIKROSATELLIT INSTABILITESININ
BELIRLENMESI

Sefa KIZILDAG
Anahtar Kelimeler
Kolorektal kanser, Bilateral meme kanseri, TGFB-RII, MIN

Epitelyal dokularda transforming growth faktér beta (TGFB), transforming growth
faktor beta reseptor II (TGFB-RII) ye baglanarak biyiimeyi durdurur. Genomik instabilite
gosteren insan kolon ve mide kanserlerinde, TGFB-RII geninin poliniikleotid tekrar
bolgesinde p(A)io gergeve kaymast mutasyonlan tammlanmgtir. Bu tip mutasyonlar kisalmig
reseptor proteinin sentezlenmesine neden olur ve serin-treonin kinaz aktivitesi gosteren
reseptorin aktivitesini durdurarak, TGFB ya direngli hiicrelerin olugumuna neden olurlar.
TGFP ya direngli bu tip hiicreler durmaksizin proliferasyona ugrayarak kanser olusumuna
neden olurlar.

Aragtirmamizda 41 epitelyal kanserin (15 kolorektal kanser ve 26 bilateral meme
kanseri) DNA izolasyonlan yapildi ve TGFB-RII genine 6zel primerlerle 73 bp lik p(A)io
tekran iceren bolge, PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan izole DNA
lar %8 lik poliakrilamid jel (8M dreli) de yiritildi ve giimiiy boyama ile goéruntilendi.
Analizi yapilan 15 kolorektal olgunun higbirinde ve 26 bilateral meme tiimériiniin sadece bir

tanesinde TGF(B-RII geninde instabilite saptanmugtir (%3.84).



B. SUMMARY

TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA RECEPTOR II GENE (TGF-RII)
MICROSATELLITE INSTABILITY IN EPITHELIAL CANCER

Sefa KIZILDAG

Key Words
Colorectal cancer, Bilateral Breast cancer, TGF3-RII, MIN

Transforming growth factor beta (TGFp) is a potent inhibitor of epithelial cell growth.
TGFp actions are mediated by binding to heteromeric complexes of transforming growth
factor beta receptor type I (TGFB-RI) and transforming growth factor beta receptor type 11
(TGFB-RI). Frameshift mutations of the poliadenine repeat region p(A)i, in the TGFB-RII
gene, were shown to exist in gastric and colon cancer associated with microsattelite instability
(MIN). These mutations result in truncated proteins with abolished serin threonine kinase
activity. Cells gain resistance to TGF actions and escape from TGFf mediated growth
control, contributing to carcinogenesis.

Forty-one epithelial cancer specimens (15 colorectal cancer and 26 bilateral breast
cancer) were analysed for mutations of simple repeated sequences in the TGFB-RIL. After
DNA isolation, the poliadenin region in the TGFB-RII gene was amplified by PCR, using
specific primers. The amplification products were run on poliacrilamide gels (with 8M urea)
and visualised by silver staining.

P(A)10 mutations were not detected in any of the colorectal cancer samples and only 1

out of the 26 bilateral breast cancer samples showed allelic shifts representing MIN (%3.84).
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1.GIRIS VE AMAC

Cok eski ¢aglardan beri insanlar kanseri olugturan nedenleri 6grenmeye ¢aligmiglardir.
Ozellikle XVIIL. Yiizyildan sonra, insan kanserlerinde dig etkenlerin de rol oynayabilecegi
anlagihinca, aragtirmacilar bu ajanlarin saptanmasi ve etki mekanizmalarimin agiklanmasina
yonelmigtir. Bugiin insanlarda kansere yol agtig1 disiiniilen faktérleri Gi¢ ana grupta toplamak
mimkindiir: Kimyasal ajanlar, viriisler ve genetik faktorler. Cesitli viriisler, ¢cevresel faktorler
(karsinojen kimyasallar, iyonize radyasyon), gen yapisinda degisimlere neden olarak ve
immiinolojik bozukluklar, hiicre ¢ogalmasinda, yapisinda ve aktivitesinde degisiklikleri
tetikleyerek kanser olusumunu baglatabilirler. Cogu hastalik ¢evresel ve genetik
(multifakt6rial) siiregler neticesinde olugmaktadir. Boyle birden g¢ok farkl: nitelikte ajanlarin
nasil olup da hiicrede aym biyolojik degisime, yani kanserlegmeye yol agtig1 konusu ¢ok genig
tartigmalara neden olmaktadir. Son yillarda bu olay: agiklamak amaciyla farkli dig etkenlerin
hiicrede dogustan var olan genetik mekanizmalan etkilemesine dayanan “birlestirici
hipotezler” 6ne striilmistiir (De Vita et al. 1997).

Caligmalar kanserlesmenin hemen her zaman tek bir hiicrede bagladiini ortaya
koymaktadir. Karsinogenezin, pek ¢ok tipinin multi step (¢ok basamakli) gelisim gosterdigi
ilk kez, Bereblum ve Shubik tarafindan 1947 yilinda fare epidermal kanserlerinde
gosterilmigtir. Buna gore, bir ajamin etkisiyle baglayan kanser geligimi, ikinci bir etkenin ve
zaman igerisinde daha bagka faktoérlerin de etkisi ile ilerler (Rooney et al. 1991).

Bir hiicrenin, neoplastik bir hiicreye déniigiimiinde rol alan temelde iki grup gen
tammlanmigtir. Bunlar; onkogenler ve timor siipresor (baskilayici) genlerdir. Onkogenler,
protoonkogen olarak bilinen, normal hiicre gogalma ve farklilagmasinda goérev alan genlerin,
cesitli etkenlerle olusan mutasyonlar sonunda aktive olmug formlandir. Tumér siipresor
genler ise, anormal hiicre geligimi ve malign transformasyonu baskilayici 6zellige sahiptir. Bu
genlerde gesitli mekanizmalarla meydana gelen allel kaybi, delesyon, mutasyon ve buniarin
sonucunda ortaya ¢ikan aktivite kaybi, timor geligsimine yol agabilir (De Vita et al. 1997).

Normal bir epitel hiicresinde olugan mutasyon, neoplastik formdaki ¢ok sayidaki
mutasyonu agiklayabilmek i¢in yeterli degildir. Aragtirmacilar kanser hiicresinde olugan bu
¢ok sayidaki mutasyonu agiklamak igin “mutatér fenotip” hipotezini ileri siirmuglerdir.

Mutatér fenotip hipotezi, normal biyololojik islevli bir hiicrede olugan mutasyonun, hiicrenin



spontan mutasyon hizinin artmasina yol agabilecegini, boylelikle bir mutasyon birikiminin
olugabilecegini ileri siirmektedir (Loeb et al. 1994, Tomlinson et al. 1996, Bodmer et al.
1996). Bu tir mutatér mutasyonlarin DNA tamir mekanizmalarinda, DNA polimeraz
enziminde ve/veya hiicre siklusunda rol alan genlerde olabilecegi, boylece replikasyon
hatalarindaki artig ve olugan DNA modifikasyonlarinin tamir edilememesi sonucu hiicrenin
spontan mutasyon hizinin arttigim belirtmiglerdir. Genellikle erken yagta ve ailesel goriilen bu
tip timorlerde yaygin replikasyon hatalarimin géstergesi olan mikrosatellit sekanslarda bir
instabilite (diizensizlik) gozlenmektedir (Wooster et al. 1994, Chung et al. 1996).

Transforming Growth Faktor beta (TGF-) birgok hiicre tipinde biiyiimeyi diizenleyen
ve farkhilagmadan sorumlu bir sitokindir (Antonia et al.1996). TGF-B, mezangimal orjinli
hiicrelerde hiicre proliferasyonunu stimule ederken, epitelyal orjinli dokularda ise
proliferasyonu inhibe eder (Levine et. al 1992, Clark et al. 1996). TGF-B, neoplastik olmayan
epitelyal hiicrelerde, kompleks sinyal mekanizmalarina etki ederek hiicre siklusunun G; den S
fazina ilerlemesini inhibe eder (Alexandrow et al. 1995). TGF-B hiicre proliferasyonunu
inhibe edici etkisini, hiicre ylzeyinde bulunan iki reseptoriniin olusturdugu heteromerik
komplekse baglanarak gosterir. Bu resptorler, Transforming growth faktor reseptor I (TGFp-
RI) ve Transforming growth faktor reseptor I (TGFB-RII) dir (Myeroff et al. 1995, Parsons et
al. 1995, Markowitz et al. 1995, Marx et al. 1995). TGFB-RI, TGFB-RII’nin yoklugunda
TGFP’y1 baglayamaz (Parsons et al. 1995). Cesitli neoplastik hiicre hatlari ve tiimor
dokulartyla yapilan g¢aligmalarda, TGFB-RII geninde gesitli “hot-spots” (mutasyona agik)
bolgeler tanimlanmugtir. Bu bolgelerden ilki, TGFB-RII geninin 3.eksonunda 125-128
kodonlar: arasinda bulunan 10 adenin tekrarnimi igeren bolgedir. Ikinci “hot-spot” nokta ise 7.
eksonda bulunan 513-514 ve 532-534 kodonlari arasinda bulunan GT; tekrar bolgesidir (Togo
et al. 1996, Takenoshita et al. 1996, Sauza et al. 1997 Akiyama et al. 1997, Samowitz et al.
1997). Bu “hot-spot” noktalarda olusan herhangi bir mutasyon sonucunda, TGFB-RII
proteininin transkripsyonu erken sonlanmaktadir. Transkrisyonu erken sonlanan TGFB-RII
proteininin konformasyonel yapist degismekte, boylece TGFB, TGF-RII kompleksine
baglanamamaktadir (Antar et al. 1995). TGFP’nin hiicre resptoriine baglanamamasindan
dolay1, hiicre siklusu G1°de inhibe olamaz ve epitelyal hiicre hizla prolifere olur (Alexandrow
et al. 1995).



Caliymamuzda, epitelyal dokuya 6rnek olarak kolorektal ve bilateral meme dokulari
segilmistir. Kolerektal ve bilateral meme dokularindan alman, aym hastaya ait timér ve
normal doku o6meklerinin DNA izolasyonlann yapildiktan sonra, TGFB-RII geninin
3.eksonundaki (A)1o (10 adenin tekrar bélgesi)’ni kapsayan (125- 128. kodonlar) mikrosatellit
marker kullamilarak, TGFB-RII geninin 73bp’lik amplifikasyonu PCR (Polimerase Chain
Reaction) yontemi ile gogaltiimig ve poliakrilamid jel elektroforezi yapilarak, giimiiy boyama
yontemi ile gorintilenerek, TGFB-RII geni i¢in mikrosatellit insatabilite varliimn

aragtirilmast amaglanmugtir.
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2.1. TRANSFORMING GROWTH FAKTOR BETA (TGFB)

Insanda yapisal olarak ti¢ farkli TGFp proteini klonlanmstir (Koli et al. 1997, Grady
et al. 1997). Yapilan ¢aligmalarda ¢ tip TGFP geninin de farkli kromozomlarda lokalize
oldugu gosterilmigtir (Gene card for TGFB receptors 1998). Bunlar TGFB1, TGFB2 ve
TGFp3 olarak adlandirlmugtir. Her ¢ tip TGF proteini, yaklagik olarak 25kd biyukliginde
distilfit baglari ile bagli homodimer yapida bulunmaktadir (Gold et al. 1994, Mackay et al.
1995, Gene card for TGFP receptors 1998) . TGFB1, TGFB2, ve TGFB3 arasindaki aminoasit
sekans homolojisi %64 le %82 oraninda degigsmektedir. Tavuk ve Xenopus levis genomundan
TGFB4 ve TGFBS5 proteinleri izole edilmigtir. Insan ve Tavuk TGFp izoformlan arasinda
%98’e kadar varan aminoasit homolojisi gostermektedir (Levine et al. 1992).

Insan TGFB proteinleri 390-412 aminoasit uzunlugunda, prekiirsor protein olarak
sentezlenir. Matiir proteini 112 aminoasit uzunlugundadir. Bioaktif domeini c-terminali
ucundadir. Homodimer yapidaki TGF[ proteini ayn: tipteki iki zincirin biraraya gelmesi ile

olugsmustur. (sekil 1) (Levine et al. 1992)
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Sekil 1 : TGFB1, TGFB2, TGFB3 prkiirsor proteinleri (Massague, 1992)
Kutu: bioaktif domein

Agik renkli ¢izgi: Aminoterminal sekans

O: Glikolizasyon bolgeleri

Ok: Proteaz kesim noktasi

C: Sistein amino asidi (a.a.)

TGFp proteinleri, degraniile plateletlerden, makrofajlardan ve T ve B lenfositlerden
salgilanirlar. TGF proteini, makrofaj ve monositlerin kemotaktik atak, makrofajlarin IL-1
tiretimi, epitelyal, endotelyal, lenfoid ve hemotopoetik hiicre proliferasyonunun inhibisyonu,
inflamatuar cevap, yara iylesmesi ve IgA iretimi olaylarinda énemli rol oynar (Levine et al.
1992, Wrana et al. 1994, Clark et al. 1996, De Vita et al 1997).

TGFB izoformlar: spesifik hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak hiicrede, ekstra
selliiler matriks formasyonunu, hiicre bityiimesini ve farklilagma olaylarim regiile ederler. Bir
cok calismada, farmakolojik olarak TGFB nun agonist ve antagonistik etkileri tammlanmugtir.
TGFpB’nin agonistik etkilerine érnek olarak, yara iylesimi, kikirdak ve kemik dokusu tamiri,
otoimmiin hastaliklarda immiin sistemin baskiliyici yamt: ve kalp krizini izleyen iskemik
hasarin onlenmesi verilebili. TGFB’mn antagonistik etkisine 6rnek olarak fibrotik
hastaliklarin tedavisindeki kullanim verilebilir ( Clark et al. 1996).

TGFB’mn i¢ izoformu farkli 5'-3’ “untranslated” (proteine yansimayan) bolgeler ve
promotor bolgeler igerirler. Boylelikle bu izoformlarm, farkli olaylarda ekspresyon miktarlar:
ayarlanmis olur. Iskemi, anoksi, karsinogenez ve fibrogenezde TGFB1 ekspresyonu segici
olarak artarken, TGFB2 ve TGFB3 hormonal ve geligimsel sinyal yollarinda gorev alir. Bazi
akéz ve vitroz sivilarda, érnek olarak goz, amniyotik sivi, tikiirik ve anne siitinde TGF32

daha fazla olarak bulunmaktadir (Clark et al. 1996).



2.2. LATENT TGFpB AKTiVASYONU

TGFP hiicreden salindiktan sonra reseptore direkt olarak baglanamaz. TGFB’nin
reseptore baglanabilmesi igin aktive olmasi gerekir. TGFB’ nin biiyiik ve kiigiik olmak iizere
iki latent formu tanimlanmistir (Koli et al. 1997). Kugiik latent kompleks tek gen triiniiniin
kodlanmasi ile olugmugtur. Molekiiliin C” ucunda 112 aminoasitlik olgun TGFB ve N ucunda
LAP (Latency associated protein) bulunur. Biyiik latent komplekste bu molekiile ek olarak
kugiik latent kompleksin N ucuna eklenmig olarak LTBP (Latent TGFB binding protein)
bulunur. LTBP proteini 16 tane epidermal growth faktor tekrar, 8 tane sistein aminoasit
tekrari, Arg-Gly-Asp aminoasitleri ve hiicre baglayici domein olan Laminin B2 den
olusmustur (Sekil 2) (Clark et al. 1996). Her iki latent kompleksin aktivasyonunda mannoz-6-
fosfat reseptorii, plazmin ve transglutaminazlar rol alirlar.

TGFB’nin diger bir aktivasyon mekanizmas: ise kemik dokusunda olan pH’ya bagh
aktivasyon mekanizmasidir. Invitro ¢aligmalarda latent TGFB’min asidik ortamda . aktive
oldugu saptanmigtir. Yapilan ¢aligmalarda, retinoik asit, vitamin D3, Tamoksifen’in de latent
TGFB’y1 aktive ettikleri gosterilmistir (Croxtall et al. 1992, Clark et al. 1996, Koli et al.
1997).

¥ Protealitk eti

LAP
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Kiick latert kompleks Biiyik latert kompleks

Mannoz G-fosfat resspitr
."B.ktWEIB‘;’On plazmin
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Altif TGF-B

Sekil 2 : TGFB min kiiciik ve biiyiik latent kompleksi (Clark, 1996)



LAP veya LAP/LTBP kompleksi, biglikan, dekarin, tip IV kollajen, fibronektin ve
trombospandini igeren matriks proteinleri ile aktive olur. Latent TGFf ekstraselliller matriks
iginde depolanmugtir. Aktif TGFB yoklugunda, ekstraselliiler matriks jginde bulunan latent
TGF proteini aktif formuna dénustiiriillerek salinir (Clark et al. 1996).

2.3. TGFB VE HUCRE DONGUSUNUN DUZENLENMESI

Insan ve hayvan hiicrelerinde DNA genomunun replikasyonu, hiicrenin yasam
siirecinde ancak, belirli bir dénem igerisinde meydana gelir. Bu evreye “Sentetik” faz (S faz1)
denilir. Bu (G1) birinci aralik ve (G2) ikinci aralik fazlan arasinda yer alir. Hiicrenin yagsam
dongiisii iki mitotik boliinme arasindaki donemdir (Mathews et al. 1990). Post mitotik dénem
veya istrahat fazi (G1)’de hiicrede RNA ve protein sentezi yapilmakta, DNA sentezi
olmamaktadir. Sentetik faz (S fazi)’da DNA sentez edilmeye baglar, RNA sentezi devam eder
ve protein sentezi ise maksimuma gikar. Postsentetik faz veya istrahat fazi (G2) de DNA
sentezi durur, RNA ve protein sentezi ise, G1 déneminde oldugu kadardir. Bu dénemden
sonra, yeni mitotik béliinme evresi gelir (Cooper et al. 1996).

Hiucre doéngiisiinin G; fazindaki molekiiler olaylar sentetik evre igin hiicreyi hazrlar.
G: dongiisindeki kontroliin esast diger fazdaki molekiiler kontrol mekanizmalar: gibi tam
olarak aciklanamamistir. G1 fazi hiicre siklusu i¢in 6nemli bir evredir. G1 den S fazina
geciste R noktast (Restriction point) denen bir nokta bulunur. Bu nokta G1 faz1 igin kontrol
noktasidir (Pardee et al. 1989, Alexandrow et al. 1995). Hiicrede R asamasi gegildikten sonra
DNA sentezi baslamaktadir. Epitelyal hiicrelerde DNA sentezinin baglamas: yaklagik olarak R
asamasi gectikten, sonra 1-3 saatleri arasinda olur. G1 evresi; erken G1, R noktasindan 6nce
ve ge¢ G, R noktasindan sonra olmak iizere iki bolimde incelenmektedir (Levine et al.
1992).

Yetigkin bir insan hiicresi mitojenik uyar1 ile G1 evresine girdifi zaman D tipi
siklinler (D1, D2, D3) yapimi artar ve G1 evresi boyunca bu siklinlerin yapim: devam eder
(Levine et al. 1992, Datto et al. 1995, De Vita et al. 1997). D tipi siklin diizeyinin denetimi
hiicre dig1 uyarilar ile olur. (Sekil 3) D tipi siklinler, cdk4 (cyclin-dependent kinase) veya
cdk6 ile haloenzim kompleksi halinde bulunur. Siklin D/cdk4 ve Siklin D/cdk6 kompleksleri
kinaz aktivitesi gosterirler. Bu kompleksler, CAK (cdk-activating kinase) tarafindan kendi
kendine aktive olur. CAK siklin/cdk kompleksi ve siklin H ve cdk7 proteininden olusmustur.



CAK, siklin/cdk kompleksini cdk tizerinde bulunan threonin (aminoasit 172) nin
fosforilenmesi ile aktive eder (De Vita et al. 1997).

Siklin D/cdk6 veya siklin D/cdk4 kompleksinin aktivasyonu retinoblastoma
proteininin (pRb) fosforilasyonuna neden olur. Fosforile olan pRb proteini E2F gibi bagh
bulundugu transkripsyon faktorlerini salar. Serbest kalan transkripsyon faktérleri hiicreyi S
evresine girmek tizere uyarir (Nevins et. al. 1992, Levine et al. 1992, Datto et al. 1995,
Alexandrow et al. 1995, Serra et al. 1996).
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Sekil 3: Siklin D/cdk4 ve Siklin E/edk2 komplekslerinin R noktasi inhibisyonu (De Vita, 1997)
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G1 siirecinin kontroliinden sorumlu molokiiller sadece siklin D kompleksinden ibaret
degildir. Siklin E G1 evresinde gorev alan diger bir proteindir. Siklin E, siklin D’den sonra
GT1’in ge¢ déneminde en fazla sentezlenen siklindir (Koff et al. 1992, Dulic et al. 1992).
Siklin E’nin uyarminin denetim mekanizmast tam olarak bilinmemektedir. Siklin E cdk2
kompleksi ile kompleks yapar. Siklin E/cdk2 kompleksi siklin D gibi aktif kinazlar ile aktive
olur ve G1’in ge¢ doneminde pRb proteinini fosforile ederek S fazina gegigte dnemli bir rol

oynar (De Vita et al. 1997).



G1 siklinler ve cdk’lar, pRb nin aktivasyonundan dolayisi ile de G1’den S evresine
gegiste anahtar rol oynarlar. p107 ve p130 pRb ile ilgili iki substratir. P107 ve p130”un hiicre
dongiisii stirecindeki rolii E2F transkripsyon faktorleri ile birlikte gekil 4’te gosterilmigtir. E2F
transkripsyon faktorleri ailesi E2F1, E2F2, E2F3, E2F4 ve E2FS olmak iizere beg tanedir. E2F
proteinleri, DP1, DP2 ve DP3 (DNA polimeraz) ‘ten bir tanesi ile hetorodimerik kompleks
yaparak aktive olur. E2F/DP heterodimerik kompleksi DNA daki 6zgiil dizilere baglamr ve
transkripsyon faktorlerini aktive ederek hiicrenin G1 den S fazina gegmesini saglar. Bir
protoonkogen olan c-abl geninin #riinii olan c-abl proteini pRb genine kendiliginden
baglanma o6zelligindedir. c-abl proteini de E2F transkripsyon faktorleri gibi siklin/cdk
kompleksinin pRb proteinini aktive etmesi ile salmir. Salinan c-abl proteininin hangi
olaylarda gorev aldig bilinememektedir fakat tirozin kinaz c-abl proteinini aktive ederek G1
S gegcisinde gorev aldigi samlmaktadir (De Vita et al. 1997).
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Sekil 4: E2F transkripsyon faktorii ve c-abl’nin pRb nin aktivasyonundaki rolii (De Vita, 1997)

Hiicre dongiisiinde gorev alan diger bir protein ailesi de cdk inhibitérleridir (Levine

et al. 1992). Cdk inhibitorleri tablo 1°de gosterildigi gibi iki gruba ayrilmugtir.

Tablo 1: ¢dk inhibitorieri

Cesitli siklin/cdk inhibitérleri Siklin D/cdk4 ve Siklin D/cdk6 inhibitorleri
PZIWAF]/CIPI P16Ink4
p57XP2 p18k4c

P 1 9Ink4D




Birinci gruptaki cdk inhibitorleri, P21WAFVCIPL po7XIPl ps7KIP2 giklin D/edk4, siklin
D/cdk6, siklin E/edk2 ve Siklin A/cdk2 komplekslerini inhibe eder. Bu inhibitérler CAK
tarafindan bilinmeyen bir mekanizma ile aktive edilirler (Xiong et al. 1993). Cdk
inhibitérlerinin inhibitér sinyal yolunda degisik hiicre dist uyarim yollann da vardir. Ornek
olarak DNA hasarinda hiicre dongiisinin G1 evresinde p53 proteininin miktarim artirarak
p21WAFICIPL ok spresyonunu artinr (Datto et al. 1995). P21 VAPVl okopresyonun artmast
siklin E/cdk? aktivitesini inhibe eder. P27%%! G1 fazinda TGFP ile hicre hiicre kontakt
inhibisyonunu indiikler. P57 “in fizyolojik rolii bilinmemektedir (Xiong et al. 1993).

P21WAFVCIPL odk inhibitor ailesinin bir Gyesidir ve PCNA’ya (Prolifere edici hiicre
nitkleer antijene) baglanir. PCNA DNA polimeraz § enziminin alt birimidir. Bu enzim
kompleksi DNA replikasyon ve tamir mekanizmalarinda gorev alir. Buna ragmen
P21WVAFVP 0 DNA sentezindeki rolii tam olarak bilinmemektedir (Flores et al. 1994).

Ikinci tip cdk inhibitérleri, siklin D/cdk4 ve siklin D/cdk6’y1 inhibe eder. Bu gruptaki
cdk inhibitorleri, pl6™*, p15™“B p18TKC  ve p19™*D proteinleridir. TGF B, cdk
inhibitorlerinin transkripsyonunu artirarak siklin D/cdk4 ve siklin D/cdk6é komplekslerini
inhibe eder (Sekil 5). Boylelikle Rb proteini transkripsyon faktoriinden (E2F1-5) ayrilamaz ve
hiicre siklusu G1’den S evresine gegiste R noktasinda durur (Serrano et al. 1993, annon et

al. 1994).
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Sekil 5: TGFp inhibisyon sinyal yoliar1 (Alaxandrow, 1995)
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2.4. TGF B RESEPTORLERI

TGEFp reseptérleri ailesi G¢ farkll proteinden olugmaktadir. Bunlar TGFB-RI, TGFB-
RII ve TGFB-RIII seklinde adlandiriimaktadir. Her g tip reseptdr de serin-treonin kinaz
aktivitesi gosterir (Wang et al. 1994, Gold et al. 1994, Myeroff et al. 1995, Antar et al. 1995,
Luetal. 1995, Lu et al. 1996, Koli et al. 1997). Tip I ve Tip II reseptorleri heterodimer olarak
etki gosterirler. Yapilan caligmalar, TGFB mn RI ve RII ye kompleks haldeyken
baglanabildigini, yoklugunda veya protein konformasyonlarinin degisikliginde TGFB mn
reseptér kompleksine baglanamadigin1 géstermigtir (Wrana et al. 1994, Parsons et al. 1995,
Lu et al. 1996). RIII, betaglikan olarak tanimlanmigtir. TGFf nin RIII e tek bagina baglanma
ozellii vardir. Bugiine kadar RIII iin hiicredeki biyolojik iglevi hala belirlenememigtir. RITI
tn aktif TGFP nin salimminda rol aldig1 sanilmakiadie (Méckay et al. 1995).

2.4.1. TGFB-RI

TGFP reseptor ailesinin ilk tGyesidir. Litaretiirde "Aktivin A reseptér tip II-like kinaz"
diye adlandirilir (Takenoshita et al. 1996). Kromozomal lokalizasyonu 9q33-34.1 arasindadir.
Uzunlugu yaklagik olarak 133.5 Mb dir. Matiir proteini 53kD dur (Gene card for TGFB-RI).

2.4.2. TGFB-RIL

TGFP reseptor ailesinin ikinci tiyesidir. Kromozomal lokalizasyonu 3p22 dir. Matir
proteini 70-80kD dur ve 567 amino asitten olugmustur (Gene card for TGFB-RIL, Serra et al.
1996). Yedi ekson bolgesi igerir. Translasyon baglangi¢ kodonu (ATG) ve sinyal peptidi
kodlayan sekans ekson 1°de , sisteinden zengin ekstraseliiler domeini ekson 2 ve ekson 3“de,
transmembran domeini ekson 4’de, kinaz katalitik domeini ekson 4’ten ekson 7°ye kadar ve
translasyon sonlandiric1 sinyali ekson 7°de kodlanmaktadir (Takenoshita et al. 1996). TGFf-
RII ile yapilan galigmalarda, ekson sekansinda mutasyona agik iki ayri hot spot (mutasyona
a¢ik) sekans bulunmaktadir. Bunlardan ilki 3iincii eksonda 125 le 128inci kodonlar arasinda
bulunan 10 adenin tekrarindan olusan mikrosatellit sekanstir. Ikinci hot-spot nokata ise 7inci
eksonda bulunan 513-514 ve 532-534 kodonlar arasinda bulunan GT tekrarindan olusan
mikrosatellit sekanstir (Myeroff et al. 1995, Parsons et al. 1995, Togo et al. 1996).
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2.4.3. TGFB-RIII

TGFP reseptor ailesinin son iiyesidir. Diger bir ad1 da betaglikandir (Alexandrow et al.
1995, Koli et al. 1997). Kromozomal lokalizasyonu 1p32-33 arasindadir. Betaglikan olarak da
adlandinlir. Matiir proteini 300kD dur ( Gene card for TGFS-RIID).

2.5. TEKRARLAYAN DNA DIiZiLERI

Insan genomik DNA simin tiimii transkribe olmaz, aralarinda transkripsiyona girmeyen
bolgeler (intron diziler) ve tekrarlayan diziler bulunmaktadir. Insan genomunun yaklagik
olarak %14 (i non allelik tekrarlayan (repatetif) DNA dizilerinden olugmaktadir (Strachan and
Read et al. 1996). Bu tekrarlayan dizilerin bazilari transkripsyonel olarak inaktifken bazi
bolgedeki sekanslar transkripsyona ugrarlar. Tekrarlayan DNA dizileri genom iginde kabaca
iki sekilde kargimiza ¢ikmaktadir.

a) Genom icinde dagilmis (interspersed) tekrarlayan DNA dizileri

Memeli hiicrelerinde, tekrar uzunluguna gore siniflandinlmug iki grup interspersed
DNA ailesi bulunmaktadir.

i) SINE (Short interspersed nuclear elements)

Ortalama 750.000 gibi yiiksek kopya sayisina sahiptirler. Transkribe olan ¢rnekleri
bulunmaktadir. En iyi bilinen iiyesi primatlara 6zgii olan Alu ailesidir. Bu sekansin gérevi
bilinmemektedir (Strachan and Read et al. 1996).

ii) LINE (Long interspersed nuclear elements)

LINE tekrarlari L1 elementi olarak anilmaktadir. Kodlanmayan DNA bolgelerinde ya
da genlerin gen i¢i dizilerinde bulunmaktadir. Sadece memelilerde bulunur. Kpn tekrarlar1 en
iyi bilinen 6rnegidir. Genom ig¢indeki gorevleri bilinmemektedir (Strachan and Read et al.
1996).

b) Ardarda (tandemly) tekrarlayan DNA dizileri

Genomda kiimelenmis gekilde bulunan DNA sekanslaridir. Bu gurup kendi arasinda
tekrarlayan bolgelerin uzunluguna gore satellit, minisatellit ve mikrosatellit DNA olmak tizere
tice ayrilir.
i)Satellit DNA

Boyuant dansite gradient santrifugasyonu ile DNA’mn biiyik bir kismi kalin bir band
halinde toplamrken, bu kalin bandin iizerinde ii¢ degisik dansitede ince satellit bandlar

tammlanmgtir. Bu bandlara lokalize olan DNA’nin ii¢ ayn tandem tekrarlayan dizi sinifina ait
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oldugu saptanmig ve bu siniflar satellit I, II ve III olarak isimlendirilmigtir (Strachan and Read
et al. 1996, Vogel et al. 1997). Bunun diginda bouyant dansite gradient santrifugasyonu ile
ayristirilamayan bagka satellit DNA simiflann tammlanmigtir. Bunlardan bir tanesi DNA
igeriginin %3-5ini olugturan alfa satellit DNA bolgesidir. Alfa satellit DNA, 171 bp"ik tekrar
Unitelerinden meydana gelmis olup, kromozomlarin sentromerik heterokrometinini
olusturmaktadir. Satellit DNA transkripsyonel olarak inaktif kabul edilmektedir.
ii) Minisatellit DNA

0.1-20kb uzunlugunda kiimeler olugturan DNA dizileridir. Tekrar tiniteleri ortak bir
kor dizi tagirlar (GGGCAGGAXG; X herhangi bir niikleotid olabilir.) Mini satellit bolgelerin
homolog rekombinasyonlar igin hassas bélgeler oldugu disiiniilmektedir (Vogel et al. 1997).
Pek ¢ok kullanim alanlar: vardir. Subtelomerik bolgede yigilim gostermeleri linkaj ¢aligmalart
icin kullamimlarint sinirlamaktadir. Akrabalik, klonalite ¢aligmalarinda kullamlan “DNA
fingerprinting” teknigin de bu dizilerden yararlamlir (Strachan and Read et al. 1996).

Telomerik DNA’y1 olusturan tekrarlayan diziler bu gruba dahildir. Bu dizi 10-15kb’lik
TTA GGG heksoniikleotit tekrarlarindan olugur.
iii) Mikrosatellitler

1-6bp’lik basit, ardarda tekrarlar (tandem repeat) seklindeki dizileri kapsar. En stk
mononiikleotid ve diniikleotid tekrarlar geklinde gorilirler. Mononiikleotid tekrarlar
¢ogunlukla Adenin (A) ve Timin (T) tekrarlarindan olugmaktadir. (genomun %3’()
Diniikleotid tekrarlarda CA tekrari daha sik goriilir ve genomun %0.5’ini teskil eder. CA
tekrarlarindan sonra CT/AG tekran daha sik olarak gorilmektedir ve genom boyunca her
50kb da bir gozlenir (genomun %0.2’si). CG/GC tekran ise daha nadir gozlenir. Bu durum
CpG adalarinin metilasyon ve deaminasyona yatkin olmalar: nedeni ile evrimsel bir segilim
sonucu oldugu diiginiilmektedir. Metilasyon ve deaminasyon gibi DNA modifikasyonlari,
karg1 iplikte TpG veya CpA seklinde mutasyonlara yol agmaktadir (Hearn et al. 1992).

Triniikleotid ve tetraniikleotid tekrarlari da biiyik olgiide polimorfiktir. Mikrosatellit
tekrar bélgeleri, polimorfizm belirlenmesi yolu ile akrabalik testi olarak, heterozigozite
kaybinin saptanmasi ve genom haritalanmasi amagclart ile kullamilmaktadir. Mikrosatellit
instebilitesi kavrami, agmig oldugu yeni aragtirma alanlan yaminda; destekledigi “mutator

fenotip™ hipotezi acisindan da biyiik 6nem tasimaktadir.
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2.6. MUTATOR FENOTIP VE KANSER

Dis mutajenik etmenlerden bagimsiz olarak meydana gelen mutasyonlara spontan
(kendiliginden) mutasyonlar ad: verilir. Bu mutasyonlar endojen kaynakli biyolojik etmenler
tarafindan olugur. Endojen mutasyon kaynaklarinin baginda, oksijen radikallerinin yol ag¢tigi
oksidatif hasar, enzimatik veya non-enzimatik baz metilasyonlari, N-glikosil baginn hidrolizi,
replikasyon hatalari, rekombinasyon hatalar1 ve DNA modifikasyonlarim yetersiz tamiri
gelmektedir (Meuth et al. 1996, Miller et all. 1996). Spontan mutasyonlar, evrim siirecini
etkileyen onemli bir faktér olarak kabul edilmektedir. Hiicrede oksijen radikallerinin verdigi
hasar1 tamir eden enzimlerin yaninda, DNA hasarlarini tamir eden, tamir enzimleri ve verimi
yiiksek, diigiik hata oranina sahip replikasyon enzimleri de bulunmaktadur.

Drosophila gibi basit organizmalarla yapilan aragtirmalarda, spontan bir gekilde olugan
mutasyon sonucunda, organizmamn genom boyunca bir ¢ok genetik lokustaki mutasyon
oraninin artmig oldugu goérilmistir (Meuth et al. 1996). Bu canlilarda olugan bir genetik
degisiklik, tim genomda sayisiz mutasyon olusumuna ve genel bir genomik instabiliteye
neden olmaktadir. Artmig spontan mutasyon hizina sahip bu organizmalara mutator
organizmalar bu 6zellige de mutator fenotip adi verilir. Aragtirmacilar, mutatér fenotipe neden
olan genetik degisikliklerin aragtiriimasi sonucunda, goézlenen artmug spontan mutasyon
hizinin, genomun kopyalama dogrulugunu diizenleyen gen ve mekanizmalarindaki hatalar
sonucu olugtuklarini belirlediler (Meuth et al 1996, Loeb et al 1994). Bugiin, defektif
polimeraz enzimleri, defektif tamir ve/veya detoksifikasyon mekanizmalar1 ve translasyon
hatalarinin mutator fenotipe yol agtiklar: bilinmektedir (Bronner et al. 1994, Papadopoulos et
al. 1995, Boyer et al. 1995) .

Insanda spontan somatik mutasyon hizini saptamaya yonelik c¢aligmalar ¢ogunlukla
hilcre ve doku kiltiirlerinden yararlanilarak yapilmigtir. Birgok aragtirmacinin diploid
fibroblast ve lenfoblast kiiltiirleri {izerinde yaptiklar1 6lgimler sonucunda insan hiicrelerinde
spontan mutasyon oranmn ortalama 1.4 X 107° mutasyon / baz ¢ifti / hiicre boliinmesi
oldugu belirlenmigtir. Somatik hiicrelerdeki spontan mutasyon hizinin hesaplanmasindan
sonra, germ-hatti hiicrelerindeki. mutasyon hizinmn 1.2 X .10"'° mutasyon /. baz ¢ifti / hiicre
boliinmesi oldugu belirlenmigtir. Hem germinal hem de somatik hicrelerde, mutasyon
hizlarinin birbirlerine gok yakin olmasi, iki hiicre tipinin, endojen mutasyon kaynaklarindan

ayn1 derecede etkilendigini digiindiirmektedir (Loeb et al. 1994).
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Timor olusumu, proto-onkogen ile tiimor supressor genlerdeki mutasyon birikimi ile
karakterize kompleks bir siiregtir. Timor olusumunun, zaman igersinde mutasyonlarin
birikimini gerektiren ¢ok agamali (multistep) bir siireg oldugu ilk olarak 1954 yilinda Foulds
tarafindan ortaya atilmigtir (Loeb et al. 1994). Kolon kanseri olusum modelleri, bir kolon
epitelial hiicresinin malign bir hiicreye déniigiimii i¢in spesifik genlerde ardagik gelisen sekiz
mutasyonun gerekli oldugunu ileri siirmektedir. Insamin ortalama yasam siiresince, bir
hiicrenin gegirdigi toplam béliinme iizerinden hesaplandiginda spontan mutasyon hzi, bir
hiicrede olugabilecek iki veya li¢ mutasyon igin yeterlidir. Proto-onkogen aktivasyonu igin
dominant etkili tek bir mutasyonun, tiimor supressor gen inaktivasyonu igin ise iki
mutasyonun yeterli oldugu goz 6niine alindiginda normal spontan mutasyon hizi, potansiyel
kanser hiicreleri olabilecek mutant hiicrelerin olusmasi igin yeterlidir (Kinzler et al. 1996).
Aragtirmacilar, digiik mutasyon oram ile, transformasyon i¢in gerekli minimum mutasyon
sayisini kargilagtirdiklarinda, tiimérogenezin erken evrelerinde olugan mutatér hiicrenin
gerekliligini savunmusg; bu mutatér hiicrenin daha sonra gelisen genomik instabilite ve klonal
se¢ilim sonucu kanser hiicresini olugturdugunu ileri sirmiglerdir (Yee et al. 1994, Wooster et
al. 1994).

Bugiine degin onkogenler ve/veya timor baskilayict genlerde, kolorektal kansere
Ozgil, birgok genetik yeniden diizenlenme (rearrangment), mutasyonlar ve kromozomal
kayiplar, sitogenetik ve molekiiler yontemlerle tamimlanmiglardir (Thibodeau et al. 1993, Yee
et al. 1994, Chen et al. 1996A).

2.6.1. HNPCC VE MUTATOR FENOTIP

Kolorektal tiimorlerde mutator fenotipin ortaya ¢ikmasi ilk kez HNPCC'de (Hereditary
nonpolyposis colorectal cancer) gosterilmistir (Bodmer et al. 1994, Marra et al. 1995).
Mutatér mutasyonlar ve buna bagh olarak geligen mutator fenotip; bagka mutasyonlara neden
olan mutasyon, ya da bu mutasyonu artiran fenotip seklinde tanimlanabilir (Loeb et al. 1994).
Mutator fenotip (RER "Replication Error in positive fenotip”) olarak tamimlanan fenotipin
geligmesinde 6 farkli genin onemli rol oynadigr gosterilmistir. Bu genler, MSH2, MLHI,
PMS1, PMS2, GTBP ve MSH3 dir (Kinzler et al. 1996, Parson et al. 1995, Nicolaides et
al. 1994, Meyers et al. 1997). Yapilan analizler, HNPCC hastalarinda bu MMR (Mismatch
Repair) genlerinden birine ait mutant bir allelin kalitildigini, diger allelin de tumor

dokusunda geligen ikinci bir mutasyon sonucu inaktive oldugunu gostermistir. Bu MMR
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genlerinden sadece dordi; MSH2, MLH1, PMS1 ve PMS2 genleri, HNPCC olgulan ile
iligkilendjrilmigtir (Papadopoulos et al. 1995, Broner et al. 1994). Bir diger mutS homologu
olan GTBP (G:T binding protein) ve MSH3 genlerinde ise, sadece sporadik olgularda
mutasyonlara rastlanilmigtir (Polombo et al. 1995). Yine mikrosatellit instabilitesi gosteren
bazi sporadik olgularda, sayilmig olan MMR genlerinin normal oldugu ancak polimeraz delta
geninde mutasyon bulundugu gosterilmigtir (Costa et al. 1995). Yapilan g¢aligmalar,
mikrosatellit instabilitesinin daha ¢ok endodermal kékenli tiimorlerde (kolon, endometrium,
pankreas, osefagus vb.) olustugunu gostermigtir (Brentnall et al. 1995). Pek ¢ok laboratuardan
destekleyici verilerin birikimi sonucu, mikrosatellit insteabilitesi mismatch tamir defekti i¢in
tamsal bir olgiit olarak kabul edilmigtir (Meuth et al. 1996).

2.7. MiISMATCH ONARIMI (MMR)

En iyi bilinen MMR kompleksi E coli'de bulunan Mut HLS sistemidir. Metil-direkt
onarim mekanizmasi yeni sentezlenen DNA'daki kisa tekrarlayan dizi bolgelerinde olugan
mutasyonlarin onanldigi mutasyonel mekanizmayi tammlar. Bu bilinen sistemde yeni
sentezlenmekte olan DNA'da olugan mutasyonlar Mut S ile taninir ve Mut HLS sistemi ile
duzeltilir(Mathews et al. 1990). Mayalarda da (Saccharomyces cerevisiae) benzeri bir MMR
yolagi (pathway) bulunmaktadir ve proteinleri bakteriyel Mut S ve Mut L ile yiiksek homoloji
gostermektedir. Bakterilerde ve mayalarda bulunan Mut HLS sistemlerinin hasart durumunda
hiicrelerin genomlarinda yiiksek oranda genomik instabilite gozlenmektedir. MMR genlerinde
olast mutasyonlar sonucunda genomik tekrar bélgelerinde niikleotid sayisal degisiklikleri bir
bagka soylemle tekrarlayan bolgelerin niikleotid dizilimlerinde artmalar veya azalmalara
(expansions or contractions) rastlanmaktadir (Bodmer et al. 1994).

DNA sentez hatalan iki sekilde olugabilmektedir: kalip-primer kaymast ve yanlig baz
eslesmesi. Tek veya birkag bazin delesyonu (kaybi) ve/veya insersiyonu (eklenmesi) ile
sonuglanan bu kaymalar, gergeve kaymasi mutasyonlarina (frameshift) neden olabilmeleri
agisindan ¢ok 6nemlidir. Replikasyon sirasindaki bu kaymalar, genellikle sentezlenen ipligin
kendi tlizerine katlanmasi (‘loop’ olusumu) sonmucu olusmakta ve oOzellikle kisa tekrar
bolgelerinde sik gorilmektedir (Minnick et al. 1996). Eger “loop” olusumu kalip iplikte
gergeklegirse delesyonlara, yeni sentezlenen iplikte gergeklegirse insersiyonlara neden

olmaktadir. HNPCC tumér hiicrelerinde goérilen mikrosatellit instabilitelerinin bu  tor
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polimeraz kaymalari sonucu olusan hatalarin defektif tamir mekanizmalart nedeni ile
duzeltilememesinden kaynaklandig digtinilmektedir.

Bugiin bilinen ii¢ eksizyon tamir mekanizmasinin ii¢ii de, hatali niikleotid ve DNA
katlantilaninin (DNA loop) kesilip gikartilmasi sonrasinda bir yeni sentez basamag igerirler
(Wood et al. 1997). Bu ig¢ eksizyon tamir mekanizmasi;, niikleotid eksizyon tamiri, baz
eksizyon tamiri ve yalmg eglegsme (mismatch) tamiri olarak isimlendirilmiglerdir.

Okaryotlarda alt1 polimeraz enzimi bulundugu bilinmektedir. Bunlar srasiyla o, B, 3,
g, { ve vy olarak adlandiriimiglardir. Memelilerde polimeraz o, DNA’min semikonservatif
sentezi igin gereklidir, tamir siireglerinde yer almaz. Polimeraz y, mitokondrial DNA
polimerazdir; o da nitkleer genomun tamir siireglerinde gorev almaz. Yeni kegfedilen bir
polimeraz enzimi olan polimeraz zeta’nin, hasarh bir kalibin replikasyonu sirasinda,
replikasyon g¢atalinin kargisina gikan hasarli bolgenin atlanarak (by-pass) sentezin devamini
saglayan bir enzim oldugu digiiniilmektedir. Ancak igleyis mekanizmasi tam olarak
bilinmediginden enzim ile ilgili aragtirmalar stirdiirilmektedir. Polimeraz 3, 8 ve € ‘un herbiri,
degisik eksizyon tamir mekanizmalarinin yeniden sentez asamalarinda gorevlidirler ( De Vita
et al. 1997).

Nukleotid eksizyon tamiri, 6zellikle DNA min helikal yapisim1 bozan lezyonlarda
galigir, ornegin, UV foto-iiriinlerinin ve DNA’da olugan genislemis biilgelerin (bulky adduct)
uzaklagtinlmasindan sorumludur. Hasarli bélgenin kesilip atilmasindan sonra resentez igin
Polimeraz & ve £‘u kullanir. Nukleotid eksizyon tamir sisteminin ¢aligmasi i¢in eksoniikleaz
ve polimerazlar ile, holoenzim yapisina katilan PCNA (Cogalan hiicre gekirdek antijeni)’nin
varligi gerekmektedir (Shiju et al. 1992).

Baz eksizyon tamiri, spontan hidrolik depurinasyon, sitozin ve 5-metil sitozinin
deaminasyonu, hidroksil serbest radikalleri ile olugan bazi lezyonlar gibi tek bir bazin DNA
ipliginden gikartilip diizeltilmesinden sorumludur. Oncellikle DNA glikozilaz ile
hatali/modifiye bazlar uzaklastirilmakta ve olugan ‘abazik’ bolge bir endonikleaz, polimerazf
ve DNA ligaz enzimi ile tamir edilmektedir. Polimeraz 8 ve €“un da bu sistemde goérev aldif
diistiniilmektedir (Wood et al. 1997).

Uciincii eksizyon tamir mekanizmasi, yalnig eglesme (mismatch) (MMR=mismatch
repair mekanizmasi) tamiridir. Mismatch tamiri”, semikonservatif DNA replikasyonunun
kontroliinden kagan yanlis baz eslegsmelerini replikasyon sonrasi tamir eder. E.Coli’de bu

siirece katilan genler mutH, mutS, mutl. ve mutU (DNA helikaz III) olarak tamimlanmgtir.
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MMR sistemi yeni sentezlenmis ipligi tarayarak, yanlis baz ¢iftlesmelerini ve baz insersiyon
ya da delesyonlart sonucu olugan DNA halkalarini (loop) arar. MutHSL kompleksi yanlig baz
ciftlesmesini tamr; mutU’nun da katildig: enzimatik siire¢ sonucunda lezyon gikartilir ve bog
kalan bolge tekrar sentezlenir (Sekil 6). E.Coli’de -GATC- adalarindaki adenin niikleotidi
genellikle metillenmig halde bulunur. Replikasyon sonrasinda MMR sistemi, yeni
sentezlenmis ipligi, heniiz metillenmemis olmasindan tammaktadir (Mathews et al. 1990).
Okaryotlarda ise mutS ve mutl. homologlari, yalnig eslesen bazlan ve 14 baza kadar olan
DNA halkalarim tamir. Okaryotlarda bu sekilde saptanan hatali  segmentler heniiz
tammlanamiyan bir mekanizma ile kesilir ve bos kalan bolge tekrar sentezlenir.

Okaryotlarda yeni sentezlenen ipligin nasil tamndigi heniiz kesinlik kazanmamustir.
Ancak burada yine PCNA’in etkili oldugunu disindirecek bulgular vardir. Insan
hiicrelerinde “mismatch” tamir aktivitesinin, PCNA’ine baglanan p21“"' varliginda
baskilandig1 ve eksojen PCNA ilave edilmesi ile bu baskilanmamn iistesinden gelinebilindigi
gozlenmigtir (Umar et al. 1996). PCNA ve bir siklin bagiml kinaz inhibitorii olan p219P%°in,
insan hiicrelerinde mutatér fenotipin olusumuna etkileri aragtirnimaktadir. Mutator fenotipe
ozgli mutasyon birikiminin, mismatch tamir mekanizmasmin yeni sentezlenen ipligi

tamyamamasindan da kaynaklanabilecegi ileri striilmisgtiir.
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Sekil 6: Mismatch tamir mekanizmas) (Mathews, 1994)

2.8. MIKROSATELLIT iNSTABILITE VE KARSINOGENEZ

Karsinogenez, somatik mutasyonlar ve klonal genisleme (Clonal expansion) sonucu
ortaya ¢ikan ¢ok agamal bir mekanizmadir (Shibata et al. 1996). Kanserde, mutasyona
ugrayan pek ¢ok lokus tanimlanmig olmasin ragmen, karsinogenezin temposu hakkinda
yeterli bilgi edinilememigtir. Tumérin “doubling time” ve yagimin belirlenmesinde
mikrosatellit allellerin belirlenmesi yolu ile molekiiler yaklagim yontemi geligtirilmigtir
(Shibata et al. 1996). Her ne kadar mikrosatellit instabilitesi ile belirlenen mutatér fenotipin
kanserin nedenlerinden biri oldugu anlagiliyorsa da germ-hatt1 mismatch tamir defekti olup
kanser gelistirmeyen bireylere rastlanmaktadir (Brentnall et al. 1995).

Evrimsel siiregte, replikasyon mekanizmasinin hatalarina karst insan genomu  gesitli
avantajlar gelistirmistir. Bunlardan biri insan genomunun diploid olmasidir. Insan
genomundaki herhangi bir gende olugan bir mutasyondan organizma ikinci allelin verdigi
normal iiriin ile korunabilmektedir. Bir diger etmen, genomun kigiik bir kisminin transkribe
olmasidir. Béylelikle olusabilecek mutasyonlarin protein kodlayan sekanslara rastlama

olasilif1 azalmaktadir. Kodon gevsekligi de bir diger avantajdir. Herhangi bir gende mutasyon
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meydana gelse bile kodlanan aminoasit degismeme olasilig1 bulunabilir. Ancak genomda tiim
bu koruma 6nlemlerinden kagabilecek bir mutasyon gegidi bulunmaktadir. Genelde en siddetli
fenotipik etki gosteren mutasyonlar frameshift (¢ergeve kaymasi) mutasyonlandir. Cerceve
kaymasi mutasyonu, mutasyon olan yerden agag1 (downstream) bulunan dizilerdeki tiim tglii
kodon dizilerini degistirmektedir. Degigsim g¢ergeve kaymasi olan gen bélgesinin sonuna
kadar devam eder. Bu tiir mutasyonlar genelde kiigiik niikleotid tekrarlarinin bulundugu
bolgelerde olugmaktadir. Bu bolgelerde polimeraz kaymasi (slippage) sonucu bazlarda
delesyon veya insersiyonlar olugmaktadir (Kunkel et al. 1993, Myeroff et al. 1995). Bu
bolgeler genelde, kodlanan dizilerin diginda kalsalar da bazi ekson ve promotor sekanslarda
bulunan az sayidaki nikleotid tekrar bolgeleri, genden kodlanan gen turiinlerini bozmaya
yetmektedir. Bu tir mutasyonlara kargt genomu koruyan en énemli sistem ‘mismatch’ tamir
mekanizmasidir (MMR). Sonu¢ olarak MMR sistemindeki bir defekt, 6zellikle bu kisa
tekrarlayan motiflerde uzama ve kisalmalara neden olacaktr.

Caligmalarda ¢esitli genler i¢inde bulunan bu tip kisa tekrarlayan dizilerden
bahsedilmigtir. Bunlardan ikisi TGFB-RII geninin 3.eksonundaki 10 adeninlik mikrosatellit
bolgesi ve Dystrophin geni igindeki 40 adeninlik mikrosatellit bolgesidir (Parsons et al. 1995).

Yapilan galigmalar sonucu, giniimiizde insan timérlerinin ortalama %20’sinin RER+
oldugu dustnilmektedir. Cofu aragtirici, yaptiklari yorumlarda, RER+ tiimorlerin MMR
genlerindeki mutasyonlarin, neoplastik siirecin erken safhalarinda olustugu, ancak bu
mutasyonlarin  kanser olusumu i¢in tek baglarina yeterli olmadiklan gorisinde
birlesmektedirler. MMR genlerinin hiicre proliferasyon ve 6liimiinde direkt etkili oldugunu
gosteren hicbir bulgu bulunmamaktadir (Wind et al. 1995, Baker et al. 1995). RER+’ligin
kanser olusumundaki birincil siireg olmadigi ancak kanserogenezi hizlandirdig

dusintlmektedir ( Jiricny et al. 1996).

2.8.1. MIKROSATELLIT iNSTABILITESi VE TGFg-RII

Gegen on yil iginde insan kanserlerinin molekiiler mekanizmalari anlagilmaya
caligtlmigtir. Bu caligmalar, molekiiler biyoloji tekniklerini geligtirmig ve bu sahada yeni
yontemlerin bulunmas: ile ilerlemeler kaydetmistir. Aragtirmacilar, hiicrede bilylimeyi kontrol
eden veya farklilagmadan sorumlu genlerin etkilenmesi halinde, tiimoregeniz siirecinin

bagladigini gostermiglerdir. Hiicre boliinmesini ve farklilagmasinm kontrol eden genlerden biri
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de TGFB-RII genidir (Levine et al. 1992, Wrana et al. 1994, Clark et al. 1996, De Vita et al
1997).

TGFp ailesi aralarinda yitksek homoloji gsteren ii¢ homolog peptidten olusmustur.
Bu peptidler, epitelyal dokularda biiyiimeyi inhibe eder. TGFB kolon epiteli gibi bazi
dokularda apoptotik hiicre olimiini indiikler (Wang et al. 1995). TGFB’nin hiicre sinyal
iletisinde gorev alan TGFB-RII geninin mutasyonlarinda bazi kolon kanserlerinde
rastlanmaktadir. Bu tip kolon kanserlerinde TGFB-RII’nin tiimér supresér gen olma ihtimalini
aklimiza getirebilir (Serra et al. 1996). TGFB-RII geni mutasyonu yiiziinden TGFS’mn islev
gormedigi bazi tumor hiicrelerinde RII geninin gen terapisi ile islevi tamir edildigi
durumlarda, epitelyal dokunun normal biyolojik fonksiyonlarina déndtgi gosterilmistir (Gold
et al. 1997). TGFB-RII mutasyonlar1 epitelyal dokuda ve 6zellikle kolon kanserlerinde p53,
K-ras, APC, DCC, DPC4 ve mismatch tamir genleri (MSH2, MLHI1, PMS1, PMS2, GTBP)
ile birlikte gorilir. TGFB-RIU mutasyonlari, %90 oramnda RER+ olan kolon kanserleri ve
subgurublarinda gorilmektedir (Shibata et al. 1994, Datto et al. 1995, Lu et al. 1996).

RER+ kolon kanserlerinde gorillen TGFB-RII inaktivasyonun molekiiler temeli,
TGFB-RII geninin {glinci eksonundaki 709-718 kodonlardaki on bazlik poliadenin sekansi
gosterilmigtir (Parsons et al. 1995). RER+ kolon kanserlerindeki TGFB-RII geni
inaktivasyonlar: karakteristik olarak bu bélgeye bir baz eklenmesi veya eksilmesi veya iki baz
eklenmesi veya eksilmesi geklinde karekterizedir. Bu gergeve kaymasi (frameshift)
mutasyonlar1 TGFB-RII proteinin transmembran ve intraseliiler bolgelerinin  giidiik
(truncated) sentezlenmelerine neden olur. TGFB-RI'nin poli adenin sekansindaki —1
delesyonu 116. aminoasit, -2 delesyonu 129. aminoasit ve +1 insersiyonu 130. aminoasitte
proteinin sonlanmasina neden olur (Myeroff et al. 1995). Aminoasit sekansi degisen bu giidiik
proteinlerin protein konformasyonlar da degismektedir. Ug boyutha yapis: degisen TGFB-RII
proteini TGFP proteinini baglayamaz ve hiicre dongisiinde G1 den S evresine gegisinde
inhibisyon igin gerekli olan sinyal olugmaz. Hiicre dongiisiiniin kontrolii bozulan hiicreler
hizla prolifere olarak kanserleyme siirecini basglatirlar (Myeroff et al. 1995, Parsons et al.
1995)..
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2.9. KOLON KANSERLERI VE TGF8-RII MiIKROSATELLIT INSTABILITESI

1970’lerde yapilan caligmalarda, digok lifli gidalarla ve yiksek et diyeti ile
beslenenlerde, intestinal bakterilerin metabolik {iriinleri ile birlikte kolorektal kanserlerin
ortaya ¢iktigi yaymlanmigtir. Cahiymalarda, diyet ve gesitli gevresel faktorlerin yanina
herediter faktorlerin de katilmas: ile kolorektal kanserlerin ortaya ¢iktig: saptanmugtir. 1985 te
A. G. Knudson “kanser fenotpinin ortaya gikmasi i¢in gen kopyalannin ikisinin de defektif
olmas1 gerekliligi” hipotezini ortaya atmugtir. Bu arastirma, kanserde molokiler temellerde
yapilan ilk ¢aligmalardan biridir. Rick Fishel ve Richard Kolodner insan MMR genlerini
bulduktan sonra mayada defektif MMR genlerinin bulunmasi ve mikrosatellit instabilitenin
tammlanmas:1 kolorektal kanser siirecinde biiyiikk ilerlemeler kaydedilmesine yardimci
olmugtur. 1992 yilinda Perucho ve arkadaglari, genomik finger printing yaklagimindan
yararlanarak AP-PCR (Arbitrary primed PCR) ile kolerektal timérlerde kantitatif genetik
degisiklileri incelemiglerdir. USM (Ubiquitous somatic mutations) olarak tamimladiklari bu
mutasyonlarin genom boyunca yayilmig Alu tekrarlarimn poli-A dizileri iginde birkag
niikleotidin delesyonu sonucu oldugunu gordiiler. 1993°de Lindblom ve arkadaglart HNPCC
genini 3p23-21 bolgesinde klonlamiglardir. Aymi yil i¢inde Fishel ve Jefferson HNPCC’nin
MSH2 genindeki defekten ortaya ¢iktigini saptadilar. Bu caligmalarin ardindan MMR
kompleksinde yer alan tamir genleri tek tek tammlanarak sitogenetik lokalizasyonlart
belirlenmigtir. Kolon kanserleri ile yapilan ¢aligmalarda defektif MMR geni i¢eren timorlerde
genom igindeki tekrarlayan bélgelerde mutasyonlar saptanngtir (Bodmer et al. 1994, Marra
et al. 1995, Kinzler et al. 1996).

1993”iin baglarinda Thibodeau ve arkadaglari, kolon kanserlerinde proksimal kolona
lokalizasyon ve hastanin yagsam siiresinin artigiyla mikrosatellit instabilitesi arasinda pozitif
korelasyon saptadilar. Ayrica 5q, 17p ve 18q kromozomlarinda saptanan LOH ile de ters bir
korelasyon oldugunu buldular. Bu grup, HNPCC tiimérlerin proksimal kolonda predominant
olarak bulundugunu gosterdiler ancak MIN ve HNPCC arasinda bir iligki oldugunu
kanitlayamadilar (Thibodeau et al 1993).

TGFB-RII ile mikrosatellit instabilitesi ile ilgili ilk ¢aliyma 1995 yilinda Sandford
Markowitz ve arkadaglan tarafindan yapimustir. Bu ¢aligmada 38 insan kolon tiimér hiicre
hatt1 ile galigilmig bu hiicre hatlarindan 9 hiicre hatt1 grubunda RER+’ligi saptanmigtir. RER+
olan bu 9 olgunu 5’inde TGFB-RII geninde instabilite saptanmigtir (Markowitz et al. 1995).

Bu c¢aligmadan sonra Myeroff ve arkadaglari, 29 gastrik kanse olgusunun 7 tanesinde
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RER+’ligi saptamuslar, bu 7 olgunun 5 tanesinde TGF(-RII mikrosatellit instabilitesini pozitif
olarak bulmuglardir (Myeroff et al. 1995). Bunun ardindan Parson ve arkadaglari 111
RER+’ligi saptanan kolorektal kanser olgusunun 100%inde TGFB-RII mikrosatellit

instabilitesini saptamiglardir (Parson et al. 1995).
Bu calismalardan sonra birgok aragtirmaci kolorektal kanserlerde TGFB-RII

mikrosatellit instabilitesi korolasyonu aragtirmiglar ve kolorektal kanserlerde TGFB-RII

instabilitesi varligim RER+ olgularda %90-70 arasinda bulmuslardir.
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1. GENEL BILGI
3.2. ORNEKLER
3.3. YONTEMLER
3.3.1. DNA IZOLASYONLARI
3.3.1.1. DOKUDAN DNA IZOLASYONU
3.3.1.2. PARAFIN BLOK KESITLERINDEN DNA iZOLASYONU
3.3.2. DNA ELEKTROFOREZI
3.3.3. PCR REAKSIYONLARI
3.4. DENATURAN POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZi
3.4.1. CAM LEVHALARIN HAZIRLIGI
3.4.2. JELIN HAZIRLIGI
3.4.3. JELIN CAM LEVHAYA DOKULMESI
3.4.4. ELEKTROFOREZ SISTEMININ HAZIRLANISI VE ORNEKLERIN
DENATURASYONU
3.5. GUMUS BOYAMA
3.6. FOTOGRAFLAMA
3.7. SOLUSYONLAR
3.8. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE GERECLER
3.8.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER
3.8.2. KULLANILAN GERECLER

3.1. GENEL BILGi

Epitelyal timérlerde Transforming growth faktér beta reseptdr II geni mikrosatelit
instabilite saptamaya yonelik yaptigimiz ¢aligmada 15 kolerektal ve 26 bilateral meme dokusu
¢ahigildi. Patoloji anabilim dali argivinden bu hastalarin timér ve normal parafin dokulan tarands.
Bu dokular patolojik olarak degerlendirilerek tiimér ve normal olduklan dogrulandi. Elde edilen
materyalden DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA'lar TGFB-RII (Transforming growth
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faktor beta reseptor II) geni Gglinci eksondaki mikrosatelit bolgeye 6zgiil primer seti ile PCR
reaksiyonuna tabi tutuldu. PCR reaksiyonu sonuglan 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren %2 lik
agoroz jelde Phix174 Haelll kesim markeri ile yirttilerek 73 bp'lik amplifikasyon dogrulandi.
Ornekler 1:1 oramnda denatiirasyon tamponu ile kangtirilarak 95°C de 5 dak 1s1 denatiirasyonu
yapildi. Is1 denatiirasyonundan sonra buz iizerine alinan 6rnekler %8 lik poliakrilamid, 8M ireli
jelde yuruttldi. Poliakrilamid jel giimiis boyama yéntemi ile boyandi. Boyanan jel, kontakt bask1
ile fotografland:.

3.2. ORNEKLER

Bu galigmada, 15 tane taze kolerektal karsinoma ve 26 tane parafine gomiilii bilateral
meme timori rezeksiyon metaryelinden alman Grnekler kullanildi. Makroskopik inceleme ile
tiimor ozellii gosteren alanlann nekrotik olmayan bolgelerinden ve normal goriinimdeki mukoza
alanlarindan kolrektal timéral ornekler (yaklagik 0.5 cm ¢apta) alindi. Parafin 6rneklerinden ve bu
ornek alanlarma komsu dokulardan rutin histopatolojik inceleme ile alinan dokularin normal ve
tiiméral smirlart Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali labrotuvarlarmda
saptandi. Bilateral meme dokusu parfin 6rnekleri, mikrotom bigag ile alinan 7um lik kesitler, steril
ependorf tiiplerine aktarildi. Alman parafin 6érneklerinde, tiimér ve normal dokularin birbirine
karigmamast igin tek kullanimlik mikrotom bigag kullanildi.

3.3. YONTEMLER

3.3.1. DNA IZOLASYONLARI

3.3.1.1. DOKUDAN DNA iZOLASYONU

e Doku pargalamp PBS igerisinde iyice homojenize edildikten sonra, 2500g de 15 dakika
santrifiijlendi.Ust stv1 faz atildi. Bu asamada hiicre peleti -20°C de saklanabilir.

e Hiicre peleti iizerine 4.5ml 1xSTE soliisyonu eklenerek kargtincida kangtirildi. Uzerine, son
konsantrasyonu 100ug/ml olacak gekilde proteinaz K ve %1 lik SDS eklenerek vortekslendi.

e 37°C de gece boyu (~16 saat) veya 55°C de 3 saat bekletildi.

e Omnekler proteinaz K denatiirasyonu igin kaynar suda 5 dakika bekletildi.

e Tiip Uzerine esit hacimde doymug fenol eklenerek kangtirildi.
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Kanigim 500g de 10 dakika santrifiij edilerek sivi faz yeni bir ependorf tiipiine aktarild1.

Uzerine esit hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) eklenip stvi1 faz yeni bir ependorf

tipe aktarildi

Alinan siv1 faz izerine, hacminin 1/10 u kadar 3M sodyum asetat (pH:5) ve 2.5 hacimde absoli

etanol eklendi DNA (agimst yapida) goriiniir hale gelinceye kadar tiip yavag yavas alt st

edildi. Pastor pipeti yardim ile DNA yeni bir tiipe aktanld: veya 10 dakika 13000g de santrifiij

eklenerek pelet olusturuldu,.sivi faz atildi.

DNA iizerine %70 lik etanol eklenip santrifiij edildi. DNA oda sicakliginda 1-2 saat

kurutulduktan sonra 200-400 ul TE veya steril saf suda ¢oziildi. DNA'nin tamamen ¢éziinmesi

i¢in 37°C etiivde birkag saat bekletildi. Iyice ¢oziinen drnekler -20°C de saklandi.
Izolasyonlar1 gergeklestirilen kolorektal — orneklerin, DNA safiklan ve miktarlar:

spektrofotometrik olgtimler sonunda hesapland.

DMNA safldk 61ctm - 260 nrn’ de &lpilen Optike dansite

280 nm” de élgilen optik dansite

DNA miktan: Dilisyon faktori X Diliisyon katsayisi X 260 nm OD

3.3.1.2. PARAFIN BLOK KESITLERINDEN DNA iZOLASYONU

Parafin blok kesitlerinden alinan 6rnekler ependorf tiipiine aktarildi.

Epengorf tiiplerine 1ml ksilol eklenerek 30 dakika bekletildi.

Ependorf tiipleri iiger dakika %99 luk, %95 lik ve %70 lik etanol serilerinden gegirilerek
ornekler parafinden ayrild.

Tiipler -iizerine 100ul Lizis tamponu ve %1 lik SDS eklenerek kanstinldi. Kangtinlan
orneklerin Gizerine 500ug/ml olacak gekilde proteinaz K eklendi.

58 °C de gece boyu inkiibasyona birakildi.

Ornekler. proteinaz K inaktivasyonu igin 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.
Gzeﬁpeﬁsﬁmiktarda +4°C de fenol/kloroform eklenerek kangtinlds.
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e Kangim 13000g de 10 dakika santrifiij edildi ve tist stvi faz temiz bir tiipe aktanldi

e Uzerine toplanan siv1 ile esit miktarda fenol kloroform izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi eklendi
Ttipler 10 dakika 13000g de santrifiij edilerek {ist siv1 faz yen bir ependorf tiipiine aktarildi.

o Omekler tizerine %99 luk etanol eklenip santrifiij edilerek alkol uzaklastirildiDNA oda
sicakhiginda kurumaya birakildi. Daha sonra tizerine 50ul 0.2xTE tamponu veya steril saf su
eklenerek 37°C de DNA'mn iyice ¢ozinmesi saglandi. Cozinen DNA ornekleri -20°C de

saklandi.

3.3.2. DNA ELEKTROFOREZ{

Kolorektal doku orneklerinden elde edilen DNA miktarlan spektrofotometrik okuma
sonrast hesaplandi. Izole edilen DNA 6mnekleri %1'lik 0.5ug/ml etidyum bromidli jelde 10 V/em
olacak gekilde 1 saat 0.5xTBE tamponunda yiiriitiildii. Orneklerin jele yiiklenmesi 4ul 6rnek ve
2ul yiikleme tamponu geklinde yapildi. izole DNA larn kaliteleri jelde degerlendirildi. Parafin
dokudan elde edilen DNA 6rnekleri Spektrofotometrik olarak dlgiilmedi. Izolasyonu yapilan bu
ornekler argiv materyali oldugundan, elde edilen DNA miktan azdir. Spektrofotmetrik 6lgiim igin
gerekli olan DNA miktariin harcanmast durumunda izole edilen orneklerin biyik bir kismm
kaybedileceginden olgiim yapilmadi. Bu 6rnekler agoroz jelde yiriitiilerek miktar olgiimleri gozle
degerlendirildi.

3.3.3. PCR REAKSIYONLARI

Calismada, yukanida bahsedildigi sekilde izolasyonu ve kalite belirlemesi yapilan DNA lar
belirlenen primer seti kullamlarak PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ile ¢ogaltildi. PCR da
kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlart Tablo 2’de verilmigtir. PCR 1 yapilan triinler
0.5xTBE tamponu iginde %2 lik 0.5ug/ml etidyum bromidli jelde 10 V/cm olacak sekilde 35
dakika yuriitildi. PCR triinlerinin biyikliga PhiX174 Haelll kesim molkiler agirlk markeri
kullanmlarak dogruland.
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Tablo 2: PCR'da kullamilan maddeler ve son konsantrasyonlar

Kullanilan maddeler 25 ul Sonkonsantrasyon
dH20 16.5 ul Tamamlayacak kadar
10XTampon 2.5 ul 1x

dNTP kangim 0.5 ul 100 uM

MgCl, 2 ul 2 mM

Primer 5' sens 0.5 ul 50 pmol

Primer 3' antisens 0.5 ul 50 pmol

Kahp DNA 2 ul 50-100 ng

Taq polimeraz 0.5 ul 2.5 Unite

TGF BETA RII Marker biilgesinin amplifikasyonlan
Primerler:

Sens (F) : 5'-CTT TAT TCT GGA AGA TGC TGC-3'
Antisens (R) : 5'-GAA GAA AGT CTC ACC AGG C-3’

Sicaklik profili:

5 dakika 94 °C Ik denatiirasyon
45 saniye 94 °C

30 saniye 56 °C 33 dongt

45 saniye 72 °C

5 dakika 72 °C Son uzama

3.4. DENATURAN POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI

3.4.1. CAM LEVHALARIN HAZIRLIGI

Jel 29x22x0.04cm boyutlarinda cam levhaya dokiildi. Elektroforez igin kullamlacak olan camlar
detarjan ve firga yardim ile iyice temizlendi. Camlar bol miktarda su ile yikanarak detarjan
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uzaklagtirildi ve kurumaya birakildi. Kuruyan camlar %70 lik etil alkol ile silindi. Camlar, jelin
cama yapigmasini onlemek igin, 1ml izoproponol ile iyice temizlendi.

Iki cam arasina 0.04cm genigliginde/kalmhgnda spacer (araltyic1) konuldu. Camlar kiskaglar
yardimu ile birbiri izerine kapatilarak sikigtinldi.

3.4.2. JELIN HAZIRLIGI

Mikrosatellit analizi igin %8 lik 39:1 kroslink oraminda (Akrilamid/N,N’-metilen-bis-akrilamid)
8M iire iceren poliakrilamid jel kullanildi.

35ml %8'Tuk 8M dreli jel igin;

14.7g ure, 0.7g N,N’- metilen-bisakrilamid, 2.73g Akrilamid tartild1.

Tartilan kimyasallar 35 ml ye 0.5xTBE tamponu ile tamamlandi. Bir beher igine sicak su konularak
kangim sicak su i¢inde manyetik kangtincida kangtirildi. Cozinen kimyasallar, 0.45u por ¢aph
filtreden gegirildi.

3.4.3. JELIN CAM LEVHAYA DOKULMESI

Filtre edilen camin tizerine 36ul TEMED ve 200ul taze hazirlanmmg %10 luk amonyum persiilfat
eklendi. Jel hemen enjektére gekildi. Cam 45 derece agi ile tutularak jel iki cam arasina dokildi.
Jel donmadan ug kismuna tarak, ters olarak yerlestirildi. Jelin polimerizasyonu igin enaz iki saat
beklendi.

34.4. ELEKTROFOREZ SISTEMININ HAZIRLANISI VE ORNEKLERIN
DENATURASYONU

Yikleme oncesinde ters olarak takilan tarak gikarldi. Kuyularin olusturulacag: yiizey
0.5xTBE tamponu ile iyice temizlendi. Uggen digli tarak ile kuyular olugturuldu. Camlar tanka
vertikal olarak yerlestirildi. Omekler Jele yiiklenmeden once, 25W da 30 dakika 6n yiiriitme
yapildi. Béylece jelin isinmasi saglanms oldu. Ornekler, denatiiran yiikleme tamponu ile 1:1
oraninda kangtirildi ve 95°C de 5 dakika denatiire edildi. Denatiire olan ornekler hemen buz

tizerine alindi.

29



Her 6megin tiimoér ve normal DNA'lant yanyana gelecek sekilde, her kuyuya 2ul 6rnek

yuklendi. Jel kuyulara yiikklenmeden énce kuyular 1ml lik otomatik pipet yardimu ile tekrar yikandi.

Elektroforez 25W sabit akimda 0.5xTBE tamponu ile 100 dakika yiriitild.

3.5. GUMUS BOYAMA

Elektroforez sonunda iki cam levha bistiri yardimi ile birbirinden ayrildi. Diiz cam

izerindeki jelin gimis nitrat ile boyanmast modifiye Bassam yontemi kullanilarak asagida belirtilen
kimyasallar ile gergeklestirildi (Kim et al. 1995).

Tablo 3 : Giimiis boyama prosediirii.

Basamaklar Soliisyon konsantrasyonlart | Uygulama siireleri

Fiksasyon %10 metanol, 45 dakika
%35 Glasiel asetikasit

Yikama %10 Etanol 5 dakika

HNO; %1 HNO; 2 dakika

Giimiis 0.012M AgNQGs;, 20 dakika
300 ul formaldehit

Yikama ddH,0 30 saniye

Developer 0.28M Na,CO; 10 dakika

Durdurma ddH0O 1 dakika

3.6. FOTOGRAFLAMA

Poliakrilamid jel transparan asetat iizerine alind1. Ustten 1siklandirma ile, altina Ilford no:2 fotograf

kart1 yerlestirilerek pozlandi. (kontakt baski) Béylelikle, jel bat rezoliisyonlart korunarak, birebir

baski saglanms oldu.Elde edilen goriintii jel gériintiistiniin negatifidir.
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3.7. SOLUSYONLAR

TET (Tris-EDTA-Tween 20) ¢izeltisi
50 mmol TrisHCI (pH 8.5)
1 mmol EDTA
%0.5 Tween 20

Proteinaz K ( Promega Kat.No: V 3021)
20 mg/ml olacak sekilde dH20 ile sulandirildi.

1X STE (Sodyum, Tris, EDTA) cozeltisi
Tris HC1 10.0 mM (pH 8.0)
NaCl 100 mM
Disodyum EDTA 1.0 mM

Fenol ( Sigma Kat. No: P 4547)

Fenol fazinn pH’mm 7.9 +0.2 olmast igin, birlikte saglanan dengeleyici tampon ile

kangtirtddi.

Fenol:Kloroform:izoamil alkol
25 ml fenol (pH 7.9)
24 ml kloroform
1 ml izoamil alkol karnstirir.

3 M Sodyum asetat (pH 5.2)
408.1gr sodyum asetat (3 sulu) 1 It d H,O da ¢ozildii. pH 1 glasiyel asetik asit ile ayarlandi.
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1XTBE
10.8 gr Tris baz (0.04 M)
5.5 gr Borik asit
40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
1 litreye distile su ile tamamlanr.

5M EDTA
186.1 gr Disodyum EDTA (2 sulu)
1 litreye distile su ile tamamland.
pH’1 10 M NaOH ile 8.0’a ayarlandi.
Not: EDTA pH 8.0°da ¢oziiliir.

Denatiiran jel yiikleme tamponu
Son konsantrasyonlari,
-% 95 Formamid
-20mM EDTA
-% 0.05 Brom Fenol Blue
-% 0.05 Ksilen Siyanol olacak gekilde kangtirildi.

Agaroz jel icin denatiiran olmayan yiikleme tamponu (6X)
-% 0.25 bromfenol blue
-% 40 (W/V) sukroz

10 X Taq Polimeraz icin ¢calisma tamponu
-10 mM Tris HC1
-%0.1 Triton X 100
-50 mM KCl
-1.5 mM MgCl,
-0.2 mg/ml BSA

tampon pH 1 9.0 a ayarlanir.
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e Primerler
Primerler 0.2pmol konsantrasyonda ve HPLC ile saflagtilmig olarak alindi. Liyofilize halde
gelen primerler 100 pmol/ul konsantrasyonda olacak sekilde dH,0 ile ¢oziildii.

e 0.012 M Giimiis nitrat (AgNOs) solusyonu:
0.510 gr AgNO; tridistile su ile ¢oziliir. 250 ml ye tamamlanir. Taze hazirlanmalidir.

¢ Fiksatif (%10 methanol ve %S5 glasiyel asetik asit):
25 ml methanol ile 12.5 ml glasiyel asetik asit kangtirilir ve 250 ml ye tridistile H,O ile

tamamlanir. Taze hazirlanmahdir.

o (.28 M Na,CO;, %0.045 formamid:
14.8 gr Na,CO; 500 ml tridistile su ile ¢ozilir. Solusyonun igerisine 300ul %37 lik
fomamid (Sigma Kat. No: F 1635) eklenir. Solusyon taze hazirlanmalidir.

¢ FEtidyum Bromid (20 mg/ml konsantrasyonda) (Sigma Kat.No: E 7637)

200mg etidyum bromid geker ocak igerisinde tartilarak 10 ml dH20O igerisinde ¢ozildii.
Etidyum bromid karsinojen bir madde oldugundan tartim ve ¢oziilme asamalarinda korunmak
amact ile eldiven ve maske giyilmigtir. Caligilan ¢evrenin kontamine edilmemesi i¢in dikkat

edilmigtir.

e Amonyum Persulfat (%10) (Sigma Kat.No: A 9164)
1 gr. Amonyum persulfat 10 ml ye tridistile H,O ile tamamlanir.

e %1 HNO3 (Merck Kat.No:441)
% 65°lik stoktan 3,8 ml aliip 250 ml‘ye dH20 ile tamamlanir.
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3.8. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE GERECLER
3.8.1. KULLANILAN GERECLER

Gerec Marka
PTC-100 Thermal cycler M.J. Resarch, INC
Elektroforez ekipmam ATTA
Gii¢ kaynag Pharmacia Biotech
Santrifiy Heraeus
Sogutmal santrifiij Sorvall RMC 14
Su banyosu Grant
Manyetik karigtirici Nive
pH metre Orion
Tart1 Chyo
Spektrofotometre Pharmacia Biotech
Agrandizor Lupo
Orbital karnigtirict Niive
Otomatik pipetler 0.2-200 pl Gilson

20-200 ul Gilson

100-1000 pl Gilson

3.7.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
e %10 SDS (Sigma Kat. No: L 4542)

e Agaroz (Sigma Kat No: A 9539)

e Akrilamid (Sigma Kat. No: A-9099)

e Amonyum persiilfat (Sigma Kat. No: A 9164)

e Borik Asit (Sigma Kat.No: B 6768)

e Brom fenol blue (Sigma Kat No: B5525)
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dNTP mix (Appligene Kat. No: 161461) Her dNTP’den 5umol igeriyor.
EDTA (Titriplex IIT) (Merck Kat.No: 1.08421)
Etanol (Carlo ERBA Kat.No: 414608)

Etidyum bromid (Sigma Kat No: E 7637)

Fenol (Sigma Kat.No: P 4547)

Formaldehit ( Sigma Kat No: F 1635) (%37)
Glasiyel asetik asit %37 (Merck Kat.No: 1.00056)
Guimiig nitrat (Merck Kat.No: 1510)

Isoamil alkol ((Merck Kat.No:977)

Kloroform (Sigma Kat.No: C 2432)

Ksilol (Merck Kat. No: 1.08685)

Metanol (Merc Kat.No: 1.06008)

Nitrik asit (Merck Kat. No: 441)

N,N’-Metilen -bis-akrilamid (Sigma Kat. No: M-2022)
Proteinaz K (Sigma Kat.No:P2308)

Sodyum karbonat (Sigma Kat.No: S7795)

Taq polimeraz (Appligene Kat.No: 120181)
TEMED (Sigma Kat. No: T 7024)

Trisma-Base (Sigma Kat. No: T 8524)

Ure (Sigma Kat. No: U-5378)

Xylene Ciyanol FF (Sigma Kat.No: X 4124)
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4. BULGULAR

4.1.DNA ELEKTROFOREZI
4.2. PCR AMPLIFIKASYONLARI
4.3. POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI

Epitelyal kanserlerde, TGFB-RII geni Mikrosatellit instabilitesini saptamaya yonelik
yaptigimiz bu ¢aligmada 15 kolorektal karsinoma taze (fresh) dokusu ve 26 bilateral meme
parafin blok kesitinden izole edilen DNA lar kullanildi. Mikrosatellit bolgelerde polimorfizm
dogal oldugu icin, tiimorle ayn1 kiginin normal dokusu kargilagtirilarak degerlendirme yapildi.

Bu orneklerin tiimor ve normal dokular: ayri ayn olmak tizere DNA lan izole edildi.
Kolon DNA larinin spektrofotometrik olarak saflik degerleri hesaplandi. Bu degerler Tablo
4’te gorilmektedir. Izole edilen DNA’lardan TGFB-RII mikrosatellit primer seti ile amplifiye
edildi. Amplifikasyon 6mekleri agoroz jelde dogrulandiktan sonra %8’lik 8M iireli
poliakrilamid jel elektroforezinde yiritildiikten sonra gimiiy boyama yapildi ve
fotograflanarak degerlendirildi.
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"Tablo 4 : Kolorektal DNA saflik ve miktarlar:.

Doku no Saflik DNA miktan
Kolon tiimor 1 2.63 155 pg/ml
Kolon normal 1 1.53 — 65 pg/ml
Kolon timor 2 1.31 94 ug/ml
Kolon normal 2 1.75 35 pg/ml
Kolon tiimér 3 1 1.43 540 pg/ml
Kolon normal 3 1.46 90 pg/ml
Kolon timor 4 1.21 240 pg/ml
Kolon normal 4 1.86 410 pg/ml
Kolon tiimor 5 1.32 105 pg/ml
Kolon normal 5 1.03 80 pg/ml
Kolon timor 6 1.96 105 pg/ml
Kolon normal 6 1.32 90 pg/ml
Kolon tiimér 7 1.02 1350 pug/mi
Kolon normal 7 1.75 2300 pg/ml
Kolon tiimér 8 1.32 1200 pg/ml
Kolon normal 8 1.54 1350 pg/ml
Kolon tiimoér 9 1.42 950 pug/ml
Kolon normal 9 1.15 1110 pg/ml
Kolon tiimoér 10 1.23 350 pg/ml
Kolon normal 10 1.58 425 pg/ml
Kolon tiimér 11 1.35 1140 pg/ml
Kolon normal 11 134 1240 pg/ml
Kolon tiimér 12 1.56 355 ug/ml
Kolon normal 12 1.75 520 pg/ml
Kolon tiimér 13 1.63 865 pg/ml
Kolon normal 13 1.50 560 pg/ml
Kolon timor 14 1.89 578 pg/ml
Kolon normal 14 1.64 456 ng/ml




Kolon tiimor 15

1.45

350 ng/ml

Kolon normal 15

1.52

540 pg/ml

4.1.DNA ELEKTROFOREZI

DNA izolasyonlart sonunda, PCR amplifikasyonu 6ncesinde DNA lar %] lik 0.5pg/ml

etidyum bromidli jelde 10 V/cm olacak sekilde 1 saat 0.5xTBE tamponunda yiiriitiildii.
Yiiriitiilen DNA larin intakt olup olmadigina bakildi. (Resim1,2)

Resim 1 : %1°lik etidyum bromidli agoroz jelde yiiriitiilmiis kolorektal doku DNA lar.
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Resim 2 : %1 lik etidyum bromidli agoroz jelde yiiriitiilmiis bilateral meme dokusu DNA lari.

4.2. PCR AMPLIFIKASYONLARI

DNA elektroforezi sonrasinda PCR reaksiyonuna gegildi. PCR reaksiyonlar1 33
dongiide gergeklestirildi. 73 bp lik TGFB-RII geni amplifikasyon firiinleri, 0.5pg/ml etidyum
bromidli 0.5XxTBE tamponu i¢inde %2'lik agoroz jelde 10 V/cm olacak gekilde 4pl 6rnek ve
2ul yiikleme tamponu karistirilarak 35 dakika yiritiildii. PCR triinlerinin bitytikligu
PhiX174 Haelll kesim molkiiler agirlik markeri kullanmilarak dogrulandi. (Resim 3)
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T14N14 T15N15M M T7N7 TONS M M T3 N2 16 N6

Resim 3 : %2 lik, etidyum bromidli, agoroz jelde 73 bp lik TGFB-RII amplifikasyon

ornekleri.

4.3. POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI

Amplifikasyon iiriinlerinin 73bp oldugu dogrulandiktan sonra, 1:1 oraninda denatiiran
tampon ile karistirilarak 95 °C’de 5 dakika denatiire edildi. Denatiire olan 6rnekler hemen buz
lizerine alindi. Bu arada gii¢ kaynag1 kapatilarak on yiirlitme yapilan jel kuyulari 1ml lik
otomatik pipet yardimi ile temizlendi. Bundan sonra 6rneklerin yiiklenmesi iglemine gegildi.
(")rneklérin yiiklenmesi, her hastanin tiimor ve normal DNA’lar1 yanyana olmak iizere her
kuyuya 2.5ul olacak gekilde ytiiklendi.

Elektroforez 25W sabit akimda 0.5xTBE tamponu ile 100 dakika ytriitiildii. %8 lik
poliakrilamid jelde elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, glimiis boyama y&ntemi ile

boyanarak fotograflandi.

Resim 4 : Dokuz kolorektal tiimérde TGFB-RII mikrosatellit markeri ile yapilan analizlerde

normal sonuglar goriilmektedir.
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TS NS T6 N6

Resim 7 : Alti bilateral meme tiimoriinde TGFB-RII mikrosatellit markeri ile yapilan

analizlerde 6 no.lu olguda instabilite sonuu goriilmektedir.

Resim 8 : Sekiz bilateral meme tiimdriinde TGFB-RII mikrosatellit markeri ile yapilan

analizlerde normal sonuglar goriilmektedir.
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rinde TGFB-RII mikrosatellit markeri ile yapilan

Alt1 bilateral meme timd

Resim 9

analizlerde normal sonuglar gériilmektedir.
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5. TARTISMA

Onkogenik mutasyonlar, hiicrenin dogal iglevi igerisinde yasamsal Onemi olan
yolaklarda, sinyal iletimi basamaklarinda islev gormekte olan proteinlerin degisimi ve
degisimin sonucunda sinyal iletiminde dogal olmayan sinyallerin olugumuna veya sinyal
iletisinin iglememesine neden olurlar. Bu degisimler hiicre tarafindan tolere edilemedigi
durumlarda spontan hiicresel yanit olarak degigim gozlenir (Alexandrow et al. 1995, Kinzler
et al. 1996, Hahn et al. 1996).

Bugiine kadar birgok olguda, DNA “mismatch” onarim mekanizmas: genlerinde germ
hattt mutasyonlar tanimlanmigtir (Wooster et al. 1994, Chen et al. 1996B, Grady et al.1997).
DNA “mismatch” onarim genleri replikasyon sonrasinda yeni DNA sentezlenmesi sirasinda
olugan yanlig baz eglesmelerini, tek baz insersiyonlarini, delesyonlarini diizeltmekle sorumlu
proteinleri kodlarlar (Mathews et al. 1990, Papadopoulos et al. 1995, , Kinzler et al. 1996).
DNA da bulunan kisa, diizenli tekrarlayan (STR) mikrosatellit bolgeler, molokiiliin topolbjik
konformasyonu geregi, var olan spontan mutasyon oranindaki artiglarla, DNA replikasyonu
sirasinda bu bolgelerde mutasyonlarin (yalnig baz eslesmeleri veya DNA polimerazin kaymasi
sonucu delesyon/insersiyon) olusumuna, onanm gergeklestirilemedigi kosullarda 1ise
mutasyonlarin birikimine neden olmaktadir (Shibata et al.1994, Wooster et al. 1994).
Genomik instabilite olarak tanimlanan, genomun tekrarlayan dizi bolgelerinde goriilen
degisikliklere ilk kez kolorektal kanserlerde rastlanmigtir. Farkli aragtirma gruplarinca USM
(Ubiqutous somatic mutation), MIN (Microsatellite Instability) ve RER (Replication Errors)
olarak tamimlanan genomik degisiklikler genel kullanimu ile mikrosatellit instabilitesi veya
genomik instabilite olarak kullanima yerlegmistir (Marra et al. 1995). Ilk kez kolon ve rektum
timorlerinde goriilen bu degisikliklerin, yapilan ¢aligmalar sonucunda endometrium, gastrik,
kolon adenomlar1 ve ailesel kolorektal kanserlerle iligkisi olmayan mesane, beyin, meme,

karaciger, ovaryum, pankreas, prostat, uterus, gliom, ve o6zefagus adenokarsinomu gibi
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proliferasyonun ortadan kalkmasina ve hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olmaktadir
(Myeroff et al. 1995, Parsons et al. 1995, Markowitz et al. 1995, Lu et al. 1995, Renault et al.
1996, Akiyama et al. 1997).

TGFB-RII geninin p(Aig) bolgesinde olusan 1 ve 2 adeni baz kayiplar1 frameshift
mutasyonlarina yol agarak gidiik (truncated) protein sentezlenmesine neden olur. TGFpB-
RI’'nin poliadenin sekansindaki —1 delesyonu 116. aminoasit, -2 delesyonu 129. aminoasit ve
+1 adisyonu 130. aminoasitte proteinin sonlanmasina neden olur (Myeroff et al. 1995). Ug
adenin bazi delesyonunda, ti¢lii kodon sifresi degismedigi i¢in protein giidiik olmaz. Fakat bir
aminoasit az sentezlendigi i¢in proteinin birbiri lizerine katlanmalar1 yani konformasyonel (ii¢
boyutlu) yapist degistigi icin TGF proteinini baglayamaz.

Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz 15 kolorektal ve 26 bilateral kanser dokusu TGF[3-
RIT geni mikrosatellit instabilite sonuglarinda; 15 kolorektal tiimér dokusunda TGFB-RII
geninde instabilite saptanamamigtir. Caligilan 26 bilateral tiimér dokusundan birinde TGFf-
RII geninde instabilite saptanmugtir. Toplam bakilan 41 epitelyal kanser dokusundan sadece
birinde TGFB-RII geni instabilitesi saptanmigtir (%2.39).

Epitelyal kanserlerde TGFB-RII mikrosatellit instabilite caligmas:i ilk olarak
Markowitz ve arkadaglar tarafindan 1995 yilinda yapilmigtir. Toplam 38 kolon kanser hiicre
hattt ile yapilan bu ¢aligmada, RER(+) olan kolon kanser hatti hiicrelerinin, TGFB-RII geni
ekspresyonuna bakilmigtir. Bu ¢aligmaya gore, RER(+) olan 11 hiicre hattinin dokuzunda
TGFB-RII eksprespresyonu azalmis olarak bulunmugtur. RER(-) olan 27 kolon kanser hiicre
hattinda ise sadece 3 ornekte TGFB-RII ekspresyonu azalmig olarak bulunmugtur. RER(+)
kolon hiicre hatt1 ile RER(-) hiicre hatlarimin kargilgtirimasinda, 27 RER(-) hiicre hatimn
24’ande TGFB-RII transkripsyonunun %90 oldugu ve bu hiicrelerde biyiimeyi %100
oraninda inhibe etigini saptamiglardir (Markowitz et al 1995).

Diger bir galigmada Antar ve arkadaglan, iki bag boyun kanseri dokusunda, TGFB-RII
geninin serin treonin kinaz domeinini kodlayan bolgesinde G:C—C:G transversiyonunu

saptamiglardir. Bu transversiyon serin tronin kinaz domeini iginde yiiksek derecede korunan
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proliferasyonun ortadan kalkmasina ve hiicrenin kontrolsiz ¢ogalmasina neden olmaktadir
(Myeroff et al. 1995, Parsons et al. 1995, Markowitz et al. 1995, Lu et al. 1995, Renault et al.
1996, Akiyama et al. 1997).

TGFB-RII geninin p(Aje) bolgesinde olusan 1 ve 2 adeni baz kayiplan frameshift
mutasyonlarina yol agarak giidiik (truncated) protein sentezlenmesine neden olur. TGF(-
RII’nin poliadenin sekansindaki —1 delesyonu 116. aminoasit, -2 delesyonu 129. aminoasit ve
+1 adisyonu 130. aminoasitte proteinin sonlanmasina neden olur (Myeroff et al. 1995). Ug
adenin baz1 delesyonunda, tiglii kodon sifresi degigmedigi i¢in protein giidiikk olmaz. Fakat bir
aminoasit az sentezlendigi igin proteinin birbiri lizerine katlanmalan yani konformasyonel (iig
boyutlu) yapist degistigi igin TGFp proteinini baglayamaz.

Bizim ¢aligmamizda kullandiZimiz 15 kolorektal ve 26 bilateral kanser dokusu TGFp-
RII geni mikrosatellit instabilite sonuglarinda; 15 kolorektal tomor dokusunda TGFB-RII
geninde instabilite saptanamamgtir. Caligilan 26 bilateral timor dokusundan birinde TGFp-
RII geninde instabilite saptanmugtir. Toplam bakilan 41 epitelyal kanser dokusundan sadece
birinde TGFB-RII geni instabilitesi saptanmigtir (%2.39).

Epitelyal kanserlerde TGFB-RII mikrosatellit instabilite caligmas:t ilk olarak
Markowitz ve arkadaslan tarafindan 1995 yilinda yapilmigtir. Toplam 38 kolon kanser hiicre
hatt1 ile yapilan bu ¢aligmada, RER(+) olan kolon kanser hatt: hiicrelerinin, TGFB-RII geni
ekspresyonuna bakilmigtir. Bu galigmaya gére, RER(+) olan 11 hiicre hattimn dokuzunda
TGFB-RII eksprespresyonu azalmig olarak bulunmugtur. RER(-) olan 27 kolon kanser hiicre
hattinda ise sadece 3 o6rnekte TGFB-RII ekspresyonu azalmig olarak bulunmugtur. RER(+)
kolon hiicre hatt1 ile RER(-) hiicre hatlarinin kargilgtiriimasinda, 27 RER(-) hiicre hatinn
24’tinde TGFB-RII transkripsyonunun %90 oldugu ve bu hiicrelerde biiylimeyi %100
oraninda inhibe etigini saptamuglardir (Markowitz et al 1995).

Diger bir ¢aligmada Antar ve arkadaglari, iki bag boyun kanseri dokusunda, TGFB-RII
geninin serin treonin kinaz domeinini kodlayan bolgesinde G:C—C:G transversiyonunu

saptanmglardir. Bu transversiyon serin tronin kinaz domeini iginde yiiksek derecede korunan
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glutamik asitin glutamine ve arjininin proline degismesine yol agar. Bu durumda TGFf
proteini reseptor kompleksine baglansa bile, TGFB-RI TGFB-RII’yi fosforile edemedigi igin
sinyal iletisi olamaz ve hiicre dongusiiniin G1 evresinde inhibisyonu ortadan kalkar (Antar et
al. 1995).

Lu ve arkadaglar1, 38 kolorektal dokusu ile yaptiklan ¢aligmalarda, p(Aig) ve (GT)s
mikrosatellit marker bolgelerini SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) yéntemi
ile taramiglar ve 38 dokunun 24 iinde genomik bir instabilite saptamiglardir. Genomik
instabilite saptanan dokunun 24 dokunun 17 sinde (%71) p(Ais) mutasyonu bulunmus (GT)s
mutasyonu ise saptanmamugtir. p(Ajg) mutasyonu saptanan dokularda bu bélge igin dizi
analizi yapildiginda 17 timériin dokuzunda 10 adeninlik bolgede delesyon saptamiglardir (Lu
et al. 1995).

Myeroff ve arkadaglari, mide ve endometrial kanserler ile yaptiklan g¢alismada 29
mide timor dokusunun yedisinde ve 33 endometrial timoriin 24 Gnde genomik instabilite
saptamuglardir. Genomik instabilite saptanan yedi mide timér dokusunun altisinda ve 24
genomik instabilite saptanan endometrial dokunun beginde TGFB-RII p(Aiq) boélgesinde
instabilite saptamiglardir (Myeroff, et al. 1995).

Parson ve arkadaglart genomik instabilite sptanmus olan 111 kolorektal timora ile
yaptiklari ¢aligmada, 100 timo6r dokusunda (%90) TGFB-RII p(Aig) bolgesinde instabilite
saptamuslardir. Parson ve arkadaglart RER(+) olan timér dokularinin geg dénemde (mutasyon
birikimi ile) TGFB-RII p(Aig) bolgesinde olugan mutasyondan dolayr bu hiicrelerin
proliferasyonu inhibe edici etkisinin ortadan kayboldugunu ve bu yiizden hiicrenin
kanserlesme siirecine girdigini bildirmiglerdir (Parsons et al. 1995).

Renault ve arkadaglarinin 40 primer gastrik karsinoma hicresi ile yaptiklari ¢aligmada,
8 tane tumor olgusunda TGFB-RII p(Ajo) bolgesinde mutasyon saptamiglardir. Renault ve
arkadaglari kurduklari hipoteze gore; “karsinojenik yolda, sellektif olarak RER(+) olan gastrik
hiicrelerinin, RII mutasyonu ile bilyiime ve proliferasyon avantaji saglamasi, hiicreyi malin
transformasyona sokmakta™ geklinde tamimlanmigtir (Renault et al 1996). Gergektende
caligmalara bakildiginda mismatch tamir mekanizmasi bozuklugu ile seyreden HNPCC
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olgularinda olusan TGFfB-RII instabilitesinin eklenmesi ile tiiméral hiicrenin daha agrasif bir
tavir sagladigi goriilmektedir.

Ohue ve arkadaglarinin 43 gastrik tiimér tizerinde yaptigi ¢aligmada 3 tiimér igin
TGFB-RII p(Aio) bolgesinde mutasyon saptamiglardir. Ohu ve arkadaglari, aldiklar histolojik
kesitleri patolojik olarak iyi, orta ve koti diferansiye olarak simflandirmiglar ve iyi
diferansiyasyon gosteren gastrik kanser olgularin1 genomik instabilite ile birlikte TGFB-RII
mutasyonunu gosterdigini saptamuglardir. TGFB-RII frameshift mutasyonlarinin  iyi
diferansiye dokularda goriilmesinin nedeni, ge¢ donemde genomik instabilite ile olusan ¢esitli
mutasyonlarin hiicrenin yasamsal faliyet gosteren genlerinde olugmasi durumunda, hiicre icin
olumcil sonuglara yol agmasidir (Ohue et al. 1996).

Souza ve arkadaglari, genomik instabilite saptadiklann 61 kolorektal karsinoma ile
gorilen Glseratif kolit, 35 gastrik kanser, 26 6zefagial kanser ve 16 sporadik kolorektal kanser
dokusu ile yaptiklan galigmada, 61 kolorektal karsinoma ile gériilen iilseratif kolit dokusunun
3’tiinde, 16 sporadik kolorektal kanser dokusunun 14’iinde TGFB-RII genininde instabilite
saptamuglardir. 35 gastrik kanser ve 26 6zefagial kanser dokusunda TGFB-RII genininde
instabilite saptamamiglardir. Souza ve arkadaglan bu caligma ile iilseratif kolite bagli
neoplastik lezyonlarin az bir bolimiinde genomik instabilite olabilecegini ve premalign
lezyonlarda TGFB-RII genininde mutasyon saptandigini agiklamiglardir (Sauza et al. 1997).
HNPCC olgularinda goriillen genomik instabilite ile TGFB-RII genininde instabilite varligi
%70 ila %90 arasinda degigirken, iilseratif kolite bagli goriilen neoplazilerde bu oran %27 dir
(Myeroff et al. 1995, Parsons et al. 1995, Lu et al. 1995, Sauza et al. 1997).

Somowitz ve arkadaglar1 100 sporadik kolrektal kanser ve 164 sporadik adenoma ile
yaptiklann caligmada, 100 kolorektal kanser olgusunu 9 tanesinde TGFB-RII genininde
instabilite saptamuglardir (%9). 164 sporadik adenomada ise instabilite saptanmamugtir
(Samowitz et all.1997).

Yapilan bu ¢aligmalarda, kullamlan cagitli kanser olgularinda genomik instabilite
saptandiktan sonra RER(+) olan olgularda TGFB-RII geni instabilitesine bakilmigtir. Bizim
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caligmamizdaki amacimiz ise, c¢aligilan olgularda RER(+) ligini belirlemek degil, sadece
gorilen kanser olgularinda TGFB-RII geninde instabilite olup olmadigini arastirmaktir.

Kanserde aileselligin roliiniin varliginin bulunmas: ile ailesel gegisli kanser tiirlerinde
birgok gende mutasyonlar tammlanmigtir. Ailesel gecigli olarak tamimlanan HNPCC
kolorektal tiimorleri ve bilateral meme kanserlerinde de bir ¢ok gende mutasyonlar
saptanmugtir. Ozellikle kolorektal kanserlerde gorillen mismatch tamir mekanizmasi genler
indeki mutasyonlar ve p53 ve Ras gibi tiimor baskilayici ve/veya onkogenlerde goriilen
mutasyonlar kanser gelisiminde 6nemli rolleri olan genlerdir. Mutatér fenotip olusumunda,
bir¢ok gende olusan mutasyonlar rol almaktadir. Caligmamizda bilateral meme kanserlerinde
6no.lu olguda TGFB-RII geninde bulunan MIN bu olgunun mutatér fenotipe sahip olmadid
konusunda bilgi vermez. Cunkii; Herhangi bir kanser tiirinde mutator fenotipten soz
edebilmek i¢in, en az iki STR bolgesinde MIN(+) belirlenmesi gerekmektedir. Baz1 olgu
gruplarinda bakilan STR bolgesinde MIN(+) ligi saptanmadig: halde mutatér fenotipten
sozedilebilmektedir. Bu durum genomda olugan mutasyonlarin rasgele olmas: ile
agiklanabilmektedir. Genomda repikasyon sirasinda veya dig mutajenik etmenlerle olusan
yanlis baz eslesmeleri mismatch tamir mekanizmasi ile tamir edilebilmektedir. Mutatér
fenotipte olugan bu tip mutasyonlar, tamir mekanizmasinin ¢aligmamasi veya hatali galigmasi
yuziinden onarillamamaktadir. RER(+) olan bireylerin genomundaki tiim STR bolgelerinde
MIN(+) ligi gorilmemektedir. Goriilen instabilite, STR bolgelerinde rasgele olugan
mutasyonlardir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda, ailesel gegis gésteren bu tip kanser olgularinda, goriilen
instabilitenin tiim aile (pedigri) ¢alimalan yapilarak, sonuglarin ailesel kanser insidansina gore
degerlendirildigi gorulmektedir. Caligmamizda kullanilan bilateral meme timoérleri argiv
materyali oldugundan ve bu materyallerin bazilar1 ¢ok eski tarihlere ait oldugundan bu
bireylerin ailelerine ulagmak gok giigtir. Kolorektal tiimorlerde ise galigilan materyal ameliyat
sirasinda alinan par¢a materyalidir. Bu olgularin pedigri ¢aligmalarinda aile bireylerinden ince
igne aspirasyon biyopsisi alinmarak yapilan DNA izolasyonu ile instabilite galigmalari

yapilabilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Gaytaya dokiilen bagirsak epitel hiicreleri ile
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yapilan caligmalar ince igne aspirasyon biyopsilerinin alimimin gii¢ olmasi nedeni ile
cogalmugtir.

Caligmamizda, PCR amplifikasyonlari, taze kolon materyalinden izole edilen DNA’lar
icin 30 siklus, parafin blok kesitlerinden izole edilen DNA’lar i¢in ise 35 siklusta
gergeklestirildi. Parafin bloklardan elde edilen DNA miktari daha diisiik oldugundan bu
dongii sayist uygun bulunmugtur. Ayrica, PCR amplifakasyonunda kullanilan taq polimeraz
enzimi MgCl, ile optimize halde satilmaktadir. (Taq polimeraz (Appligene Kat.No: 120181)
ve optimize haldeki taq polimeraz tamponunun MgCl, konsantrasyonunun 1.5 mM oldugu
belirtilmesine ragmen yapilan optimizasyon ¢aligmalarinda MgCl, konsantrasyonunun 2.5mM
MgCl, de daha fazla Griin verdigi saptanmigtir.

Poliakrilamid jel elektroforezinde %6 lik jelde bandlar daha iyi ayrilmasina ragmen,
giimiiy boyama sirasinda, jel kirilganliginin fazla olmasi ve bant boyanmasinin kétii olmast
nedeni ile %8 lik jel kullamlmigtir. Yine baglangigta 19:1 kroslink (Akrilamid/N,N’-metilen-
bis-akrilamid) kullanilirken bant kalitesinin daha iyi olmasi nedeni ile 39:1 kroslink
(Akrilamid/N,N’-metilen-bis-akrilamid) kullanilmigtir. Bantlarin netlifinde yiiklenen érnek
miktan da 6nemli bulundu.

Poliakrilamid jel elektroforezi sirasinda yiiklenen 6rnek miktant fazla oldugunda
bandlarin yaygin giktig1 gozlendi. Ornek miktar fazla oldugunda denatiirasyonun tam olarak
gergeklesmedigi diigiiniildii. Litaratiirde PCR firiinlerinin 1:1 oraninda yiikleme tamponu ile
dilie edilmesi onerilmektedir. Bizim ¢aligmamizda da PCR iiriinleri yiikkleme tamponu ile 1:1
oraninda diliie edilmis ve 2ul olarak jele yiiklenmistir.

Caligmamizda poliakrilamid jel elektroforezinde bantlarin goriintiilenmesinde non
radioaktif bir yontem olan giimis boyama yéntemi kullamlmugtir (Kim et al 1995). Bu
yontem, ekonomik ve duyarlihig: yiiksek bir yontem olarak degerlendirilmektedir. Caligmada
hazir kit kullanmak yerine, kendi hazirladifimiz soliisyonlar kullanilmasi, yontemin daha
ucuza mal olmasini sagladi.

Gumiis boyamada dikkat edilmesi gereken diger bir 6énemli nokta ise, jelin boyadan

arindirilmas: igin gereken yikama iglemidir. Bu basamagin her labratuvar tarafindan kendi
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kogullarina goére ayarlanmasi gerekmektedir. Caligmamizda en iyi sonug, 30 saniye igin
ahnmgtir. Daha digik zamanlarda yapilan ¢aligmalarda developer ile muamele sirasinda
kahve rengi, siyah gokeltilerin olugtugu saptanmistir.

Caligmamizda kullamlan 15 kolrektal dokunun patolojik incelemelere gore 13 tiniin
adenokarsinom oldugu belirlendi. Onceki yayinlarda adenokarsinomlarda, TGFB-RII geninde
instabilite varligi %9 olarak bildirilmigtir. 26 bilateral meme dokusunda yapilan g¢aligmada
sadece bir olguda goriilen TGFB-RII geni mutasyonu, bu tiimor tipinde fazla ¢aligma olmayigt
nedeni ile litaretirler esliginde degerlendirilememigtir. Bilateral meme timorleri erken yagta
goriilmesi ve ¢ift meme tutlumu ile karekterize bir neoplazmdir. Bu tiiméral dokularin
¢aligmaya dahil edilmesinin nedeni, bu tip timoérlerin ailesel gegis gostermesi ve erken yasta
gorillmesi nedenleri ile germ-hattt mutator fenotip bulunma olasiliginin yiksek oldugunu
digiinmemizdir.

Caligmamizda kolorektal olgularin hi¢ birinde TGFB-RII genininde instabilite
varhigmin goriilmeyigi vaka sayisinin azligindan olabilir. Caligmamizin bundan sonraki
asamasinda kolorektal doku 6rneklerinin artirilmasi yoluna gidilecektir. Dokularin TGFS-RII
geninde MIN varhg: bakildiktan sonra bu olgularin diger STR bélgelerindeki MIN varhgina
bakilarak, instabilite bulunan érneklerde p(A)io bolgesindeki adenin sekansindaki artmalar

veya azlmalarin kag baz oldugunu DNA dizi analizinde saptanmast planlanmaktadir.
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