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OZET

Over kanseri, 6liime sebebiyet veren kanserler arasinda 4. sirada yer alan
jinekolojik malignansidir. Over kanserlerin biiyiik ¢ogunlugunu (%80-90), overin
yiizey epitellerinden koken alan karsinomalar olusturmaktadir. Ilerlemis evrede
teshis edilmis over kanserlerinin tedavi oran1 %20’ den azdir ve 5 yillik yasam orani
% 30-40 arasindadir. Epitelyal over kanseri, jinekolojik malignansiler arasinda en
lenfofilik tiimorlerdir. Lenf nodu metastazlar erken evrede %12-%25 arasinda iken,
ge¢ evrede ise %46-76 arasindadir. Bu nedenle son yillarda epitelyal over
kanserlerinde lenf nodu metastazlari iizerine ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Bu
calismada, tiimdr progresyonu, agresivitesi ve metastazinda 6nemli rol oynayan
AMF/GPI, AMFR, CTGF, RAB25 ve RASSF2A genlerinin epitelyal over
tiimdrlerinin agresivitesi ve lenf nodu ile diger uzak organ metastazlarindaki roliiniin
ve MDRI1 geninin ilag direngliligi lizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu calismada, 35 olguya ait normal over veya tuba dokusu ve primer tiimor
dokusu ¢aligildi. Ayrica 35 olgunun 18’ ine ait metastatik tiimor dokusu da ¢alisildi.
Kantitatif ger¢gek zamanli RT-PCR ile gen ekspresyon diizeyleri belirlendi. 35
olgunun 19’ una (%54.28) ait primer timor dokusunda ve 15’ ine ait metastatik
tiimor dokusunun 7’ sinde AMF/GPI geninin ekspresyon diizeyinde artis belirlendi.
AMFR diizeyine bakildiginda, 35 olgunun 17’ sine (%56.66) ait primer timor
dokusunda ve 16’ sina ait metastatik timor dokusunun 8’ inde artis belirlendi. 35
olgunun 11’ inde (%31.43) hem AMF/GPI hem de reseptdrii olan AMFR geninin
ekspresyonunda artis belirlendi. 35 olgunun 21’ ine (%61.76) ait primer tiimor
dokusunda ve 14’ iine ait metastatik tiimor dokusunun 4’ iinde CTGF gen ekspresyon
diizeyinde artis belirlendi. RAB25 diizeyine bakildiginda 35 olgunun 28’ ine (%80)
ait primer timdr dokusunda ve 17’ sine ait metastatik timor dokusunun 10’ unda
ekspresyonda artis belirlendi. 35 olgunun 17° sine (%53.13) ait primer timor
dokusunda ve 14’ iine ait metastatik tiimor dokusunun 2’ sinde RASSF2A geninin
ekspresyonunda azalma belirlendi. RASSF2A geninin metilasyon profili metilasyon
spesifik PCR teknigi ile arastirildi. 35 6rnegin 6’ sinda hem metile hem de metile
olmayan allele spesifik PCR da amplifikasyon gosterilmedi. Bu olgulardan 3
tanesinde RASSF2A ekspresyonu varken 3 tanesinde ise ekspresyon olmadigi
gozlenmistir. Kantitatif gercek zamanli RT-PCR ile MDR1 diizeyine bakildiginda 35
olgunun 16’ sinda (%45.70) artig ve 17’ sinde (48.57) ise azalma belirlendi.

Bu ¢alisma sonucunda, Ozellikle ileri evre tiimor dokularinda RAB25A,
AMF/GPI, AMFR, ve CTGF gen ekspresyonlarinda artis gozlenmesi, bu genlerin
epitelyal over timorlerinde agresivite ve metastaz ile iliskili olabilecegini
gostermektedir. RASSF2A gen ekspresyonunun, incelenen tiim borderline
tiimorlerde azalis gostermesi, RASSF2A geninin tiimoér olusumunun erken evresinde
rol alabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Epitelyal over kanseri, metastatik genler, metilasyon, ilag
resistanlig1, timor agresivitesi, gen ekspresyonu



ABSTRACT

Ovarian cancer is the fourth leading cause of cancer death in women.
Carcinomas of the surface epithelium of the ovary comprise the large majority (80-
90%) of cancers. The cure rate for ovarian cancer diagnosed at an advanced stage is
less than 20% and 5-year survival rate is 30-40%. Epithelial ovarian cancers are the
most lymphophilic tumors among the gynecologic malignancy. Lymph node
metastasis ranges between 46%-76% in advanced stage and 12%-25% in early stage.
Therefore, the lymph node metastasis are the most studied subjects in epithelial
ovarian cancer in the last decades. In this study, we aimed detection of the roles of
the AMF/PGI, AMFR, CTGF, RAB25 and RASSF2A genes in the tumor
aggressivity and lymph node, the other distant organs metastasis in normal tissue,
primary and metastatic epithelial ovarian cancer.

In this study, tumor and normal ovary or tuba tissue of the 35 patients were
investigated. Among these 35 cases, only 18 cases had metastatic tumor as well as
primary tumors and normal tissue. Expression levels of the genes were detected by
quantitative real time RT-PCR. The expression level of the AMF/PGI gene increased
in 19 of the 35 primary tumor tissues (54.28%) and 7 of the 15 metastatic tumor
tissues. Evaluation of the AMFR gene expression level revealed increase in 17 of the
35 primary tumor tissues (56.66%) and 8 of the 16 metastatic tumor tissues. Both
AMF/PGI and AMFR gene expression increased in 11 of the 35 primary tumor
tissues (31.43%). The expression level of the CTGF gene increased in 21 of the 35
primary tumor tissues (61.76%) and 4 of the 14 metastatic tumor tissues. Evaluation
of the RAB25 gene expression level revealed increase in 28 of the 35 primary tumor
tissues (80%) and 10 of the 17 metastatic tumor tissues. The expression level of the
RASSF2A gene decrease in 18 of the 35 primary tumor tissues and 2 of the 14
metastatic tumor tissues. The methylation profiles of the RASSF2A gene were
investigated by methylation specific PCR tecnique. In 6 of the 35 samples, the PCR
amplification were not observed both unmethylated and methylated allel spesific
PCR. Reexamination of the 6 samples by quantitative real time RT-PCR revealed
that RASSF2A expression was observed in 3 samples but not in 3 samples.
Evaluation of the MDR1 gene expression level by quantitative real time RT-PCR
revealed increase in 16 of the 35 samples (45.70%) and decrease in 17 of the 35
tumor samples (48.57%).

In conclusion, detection of the increase in the expression levels of the
RAB25, AMF/PGI, AMFR and CTGF genes especially in advanced stage of the
primary tumor tissues demonstrated that these genes may be related to aggressivity
and metastasis of the epithelial ovarian cancer. The detection of the decrease in the
expression level of the RASSF2A gene in all borderline tumor tissues demonstrated
that the RASSF2A gene may be play a role in the early stage of the tumor
progression.

Key Words: Epithelial ovarian cancer, metastatic genes, methylation, drug
resistance, tumor agressivity, gene expression
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AMF/GPI :Homo sapiens glucose phosphate isomerase

AMFR :Homo sapiens autocrine motility factor receptor, transcript variant 2

RASSF2A  :Homo sapiens ras association (RalGDS/AF-6) domain family 2 protein
isoform 2A

RAB25 : Homo sapiens RAB25, member RAS oncogene family

CTGF : Connective Tissue Growth Factor

MDRI1 : ATP-Binding Cassette, Subfamily B, Member 1;ABCB1

LOH : Heterozigosite kaybi

MMP : Matriks metalloproteaz

TIMPs : Matriks metalloproteaz inhibitorleri

VEGF : Vaskular endotelyal biiytime faktorleri

FGF : Fibroblast biiyltime faktorleri

RT-PCR : Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction

PCR : Polymerase Chain Reaction

PTEN :Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten

BRCA 1 : Meme kanseri geni 1 (Breast cancer 1 gene)

BRCA 2 : Meme kanseri geni 2 (Breast cancer 2 gene)
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TBE : Tris-Borik Asit-EDTA

WBL : Lokosit lizis (White Blood Lysis)
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MAPK : Mitogene activated protein kinase

PI-3K : Fosfotidil inositol 3-kinaz
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DNMT : DNA metil transferaz

TIMPs : Tissue inhibitory of matrix metalloproteinase
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GIRIS VE AMAC

Over kanseri, Oliime sebebiyet veren kanserler arasinda 4. sirada yer alan
jinekolojik bir malignansidir. Over kanserlerinin birgogu ilk teshis edildiginde ileri
evre olmasi ve niiks nedeniyle, hastalarin 5 yillik sag kalim oram % 3040
arasindadir. Amerikan Kanser Birligi’ nin verilerine gore, 2005 yili i¢inde 22.220
kadinda over kanseri gézlenmis ve 16.210 kisi ise bu nedenle 6lmiistiir. Over kanseri,
over yiizey epiteli, germ hiicre, seks kordonlar1 ve over stromasi kokenli olarak 4
major kategoriye ayrilmaktadir.

Over kanserlerinin %90’1 overin yiizey epitelinden kdken almakta ve epitelyal
over kanseri olarak siniflandirilmaktadir. Epitelyal over kanseri, %65-75 siklikla ve
20 yas iizerinde goriilmektedir. Serdz, miisindz, endometrioid, berrak hiicreli,
brenner ve mikst olmak tizere siniflandirilmaktadir.

Epitelyal over tiimorleri olduk¢a lenfofilik olup, lenf nodu metastazlari sik
gelismektedir. Lenf nodu metastazlar1 erken evrede %12-25 arasinda gozlenirken,
gec evrede ise bu oran %46-76° lara kadar ¢ikmaktadir. Bu nedenle son yillarda
epitelyal over kanserlerinde lenf nodu metastazlar1 {lizerine ¢ok sayida c¢alisma
yapilmaktadir.

Daha once farkli kanser tiplerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda AMF/GPI ve
reseptoric olan AMFR, CTGF, RAB25A ve RASSF2A genlerinin ekspresyon
diizeyindeki degisikliklerin ozellikle metastaz olmak iizere tiimOr agresivitesi ve
progresyonunda etkili olduklar gosterilmistir.

Bu calismada, daha dnceden farkli kanser tiplerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda
timor gelisimi, agresivitesi ve metastazinda rol oynadiklar1 gosterilen AMF/PGI,
AMFR, CTGF, RAB25A ve RASSF2A genlerinin ekspresyon diizeylerinin timor
evrelerine gore kantitatif olarak belirlenmesi ve tiimoriin progresyonu iizerine
etkilerinin gosterilmesi ve erken donemde ila¢ direncliligi hakkinda bilgi edinmek
icin MDR-1 gen ekspresyonunun tanimlanmasi ve yeni tedavi protokollerinin
uygulanmasina olanak saglayacak veriler elde etmek i¢in amaclanmistir.



GENEL BiLGILER

Cok hiicreli organizmalarda, organizmanin genel gereksinimleri dogrultusunda
her hiicrenin proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozu diizenlenmektedir. Bu
olaylar1 diizenleyen mekanizmalardaki hatalar sonucunda, bir doku veya organdaki
hasarli hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde bdliinerek ¢ogalmas: ile kanser
olusmaktadir.

2.1. Kanserde Genetik Faktorler

Normal hiicreler farkli metabolik, biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalar ile
karekterizedir. Spesifik hiicre tipleri, distan gelen uyarilara karsi farkli yanitlar
olustururlar. Farklilagabilirler, boliinebilirler, apoptoza ugrayabilirler veya dinlenme
evresinde kalabilirler. Kas ve sinir hiicreleri hari¢ viicudumuzdaki saglikli tiim
hiicreler boliinebilmektedir.

Hiicre bdliinmesi, genetik kontrol altindadir ve farkli zamanlarda eksprese olan
bircok gen tarafindan diizenlenmektedir. G1, S, G2 ve M olmak iizere dort fazdan
olusan hiicre boliinmesinin dogru bir sekilde ilerleyip ilerlemedigi {i¢ kontrol
noktasinda belirlenmektedir (Sekil 2.1). Bu kontrol noktalarindan birisi, hiicre
dongiisiiniin G1/S evresinde bulunan ve “restriksiyon noktasi” olarak adlandirilan
kontrol noktasinda, hiicrenin yeterli biiyiikliikte olup olmadigi, hiicre boliinmesi igin
uygun sinyalin bulunup bulunmadig: kontrol edilir. Tkinci kontrol noktas: olan G2
kontrol noktasi, mitoz boliinmeye girisi belirleyen noktadir. Bu noktada yine hiicre
biiyiikliigiiniin  yeterli olup olmadigi ve DNA replikasyonunun tamamlanip
tamamlanmadig1 kontrol edilir. Uciincii kontrol noktas1 ise M kontrol noktasidir. Bu
noktada replikasyonu dogru bir sekilde tamamlanmis olan kromozomlarin ig
ipliklerine uygun bir sekilde baglanip baglanmadigi kontrol edilir. Béylece, genomun
integritesi saglanir. Bu kontrol noktalarmin herhangi birinde meydana gelen hata
genomik instabiliteye yol agmaktadir (1,2, 3)
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Sekil 2.1. Hiicre dongiisiinde yer alan kontrol noktalar1

Restriksiyon noktasindan gegis ve S fazina giris; siklin bagiml protein kinazlar
(CDK), siklinler ve siklin bagimli protein kinaz inhibitorleri (CDKI) tarafindan
regiile edilmektedir. CDK/ siklin kompleksi hem negatif hem de pozitif yonde regiile
edilmektedir. Bu regiilasyon ile CDK uygun siklin ile etkilesime girmektedir. CDK
aktivator kinazlar, siklin bagimli protein kinazlar1 treonine residiielerinden
fosforilleyerek aktif hale getirirken, spesifik CDK fosfotazlar tirozin residiielerinden
defosforilleyerek inaktivasyonunu saglarlar. Siklin bagiml kinazlar (CDKs); protein
kinaz aktivitesine sahip proteinlerdir. Aktif siklin bagimli protein kinazlar, siklinler
ile heterodimer yapidadir. Bu heterodimerik yapida; CDKs, kinaz {initesini, siklinler
ise aktivite edici ve spesifite belirleyici olarak fonksiyon goriir. CDK aktivitesinin
primer regiilatorleri siklinlerdir. Siklinler, hiicre donglisiinde konsantrasyon
degisiklikleri gosteren proteinlerdir. CDK-holoenzim komplekslerinde substrat
spesifitesi ve hiicre faz1 spesifitesini saglar. Farkli siklinler hiicre dongiisiiniin farkl
fazlarinda aktivitelerini gostermektedir. G1-S siklinler, D ve E tip; M fazi siklinleri B
tip, S, G2 ve M fazinda aktivite gosteren siklinler ise A tip siklinlerdir. CDKI’ lar;
hiicre dongiisiinde CDK aktivitesinin negatif regiilatorleridir. Bir¢ok anti-proliferatif
sinyallere yanit olarak hiicre dongilisiinlin sonlanmasina aracilik ederler. CDKI’ lar



heterojen bir aileye ait olup, CDK-siklin kompleksleri ile geriye doniisiimsiiz olarak
etkilesime girerek CDK aktivitesini inhibe ederler. Boylece, kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu ve kanser olusumunu inhibe etmektedirler (4, 5).

Hiicrelerin boliinme yetenekleri siirlidir. Hiicrede, normal doku biitlinliigiiniin
saglanabilmesi icin, hiicre bdliinmesi ve apoptoz arasinda bir dengenin olmasi
gerekmektedir. Normal embriyonik gelisim i¢in 6nemli olan apoptozun, hiicre
boliinmesinden fazla olmasi durumunda atrofi gelisimi gozlenmektedir. Diger
taraftan ise, hiicre boliinmesinin apoptozdan fazla olmasi durumunda neoplazi yani
kanser olusumu gdézlenmektedir (6).

Kanser heterojen bir genetik hastalik olup, farkli genetik lokuslardaki kalitsal
veya somatik olarak kazanilmis genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu ortaya
cikmaktadir. Meydana gelen bu degisimler, DNA tamir mekanizmasi ile tamir
edilmez ise, apoptoz yolu ile mutasyona ugramis hiicre ortadan kaldirilir. Eger
apoptoz gergeklesmez ise, mutasyona ugramis olan hiicre proliferasyona devam eder.
Her yeni boliinme sonucunda eklenen yeni mutasyonlar sonucu hiicre transforme
olarak kanser hiicresine doniisiir. Normal bir hiicrenin malignant kanser hiicrelerine
doniistimil i¢in, bir hiicrede ortalama 6-7 spesifik mutasyonun olmasi gerekmektedir.
Bu mutasyonlarin bazilar1 hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir. Bazilar ise, ya
DNA ya da kromozomal diizeyde tiim genomun stabilitesini etkilemektedir (7).

Kanser hiicrelerinde, 5 farkli tipte genetik degisim gosterilmistir (7):

1. Kiiciik degisimler: DNA’ da meydana gelen kiiciik delesyonlar, insersiyonlar
ve tek baz degisimleri kanser gelisimine neden olabilmektedir.

2. Sayisal kromozom degisiklikleri: Somatik olarak kromozom kayiplart ve
artiglar1 kansere neden olmaktadir. Bir¢cok kanser hiicresi andploid iken, bazi
kanser hiicreleri, bir kromozomun normal iki kopyasina sahipmis gibi
gozikebilir. Ancak yapilan molekiiler ¢calismalar bu homolog kromozomlarin
her ikisinin de tek bir ebeveyne ait oldugunu gostermistir. Bu durum
uniparental dizomi mekanizmasi ile agiklanmakta ve heterozigosite kaybina
(LOH:Loss of heterozygosity) neden olmaktadir. LOH genellikle mitotik
rekombinasyon yoluyla tiim kromozomun kaybi ve diger homolog
kromozomun duplikasyonu sonucu meydana gelmektedir. LOH; tek baz
degisimli mutasyonlara kiyasla daha stk meydana gelmektedir. LOH, 107
siklikla, tek baz degisimi 107 siklikla gozlenmektedir.

3. Yapisal kromozom degisiklikleri: Kanserde, daha ¢ok somatik olmak tiizere
dengeli ve dengesiz translokasyonlar siklikla goériilmektedir. Meme, kolon,
prostat kanserleri gibi epitelyal hiicre kokenli kanserlerde translokasyonlar
rastgele olup kromozomal veya molekiiler diizeyde spesifik bir kirik noktasi
bulunmamaktadir. Lésemilerde ve lenfomalarda ise spesifik translokasyonlar
bulunmaktadir. Ornegin; kronik myeloid losemilerde 22 numaral
kromozomda lokalize bcr geni ile 9 numarali kromozomda lokalize abl
onkogeninin flizyonuna yol acan (9;22) translokasyonu gézlenmektedir.

4. Amplifikasyonlar: Gen amplifikasyonlar1 ilerlemis neoplazmlarda daha
siklikla goriilmektedir. Amplikonlar, proliferatif aktiviteyi arttiran bir veya
birden ¢ok gen icerebilmektedir. Kopya sayisinin artmasi yoluyla bu genlerin
ekspresyonunda artma meydana gelmektedir.



5. Ekzojen sekanslar: Servikal kanserler, Burkitt Lenfoma, Hepatoseliiler
karsinomalar gibi bazi kanserlerin gelisiminde; anormal hiicre biiyiimesine
yol acan genlere sahip olan baz1 tiimdr viriisleri rol oynamaktadir.

Kalitsal kanser sendromlar1 iizerine yapilan genetik haritalama ¢aligmalar
sonucunda, timoriin gelisimine yol agan bircok gen belirlenmistir. Bu genler,
fonksiyonel olarak farkli iki sinifta incelenebilir. Bunlardan birisi; hiicre biiyiimesi,
proliferasyonu, hiicre adhezyonu ve programlanmis hiicre Sliimiiniin regiilatorleri
olan tiimor baskilayici genler ve proto-onkogenler olup “gatekeeper genler” olarak
adlandirilirlar. Digeri ise, genomik stabilitenin devamliligin1 saglayan DNA tamir
genleri olup “caretaker genler” olarak adlandirilmaktadir. Tek bir gende meydana
gelen mutasyon kanser gelisim igin yeterli olmayabilir. Ust iiste eklenen
protoonkogen ve tiimor baskilayict gen mutasyonlart kansere yol agmaktadir (Sekil
2.2). Bu mutasyonlar, kimyasal etkenler, viriisler ve radyasyon gibi karsinojenik
ajanlar sonucu olusabilmektedir (8, 9).
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Sekil 2.2. Kanser gelisiminde rol oynayan genler ve gelisim basamaklari: GK: Gatekeeper CK:
Caretaker (9)

2.1.1. Protoonkogenler



Proto-onkogenler, normal bir hiicrede hiicre proliferasyonunu regiile etmektedir.
Hiicrede meydana gelen fonksiyon kazandirict bir mutasyon sonucunda onkogene
dondiigiirler. Asirt veya uygun olmayan aktiviteleri sonucunda kanser olusumuna yol
acarlar. Kromozomlardaki sayisal artislar, gen amlifikasyonlari, kromozomal
translokasyonlar ve aktive edici nokta mutasyonlart veya bir retroviral insersiyonu
sonucunda protoonkogenlerin onkogenik aktivasyonu gerceklesebilir. Cok sayida
proto-onkogen mutasyonu bilinmektedir. Ornegin; neu (erb-B2) gen mutasyonlar
sonucu; meme, over, akciger ve mide kanserleri; ras gen mutasyonlari ile akciger,
kolon, pankreas karsinomlari, l6semiler; myc gen mutasyonlari sonucu Burkitt
lenfoma, néroblastoma, kii¢iik hiicreli akciger kanseri; abl gen mutasyonlar1 ile KML
ve ALL gelisebilmektedir (10, 11).

2.1.2. Tumor Baskilayic1 Genler

Tiimoér baskilayict genler, genomun stabilitesinin  devamliligi, hiicre
proliferasyonunun ve apoptozun regiilasyonu, DNA replikasyonunun diisiik
mutasyon orani ile gerceklesmesini saglamaktadir. Hiicrede degisiklik meydana
gelmesi i¢in timdr baskilayici genlerin  her ikisinin inaktif hale gelmesi
gerekmektedir. Tiim kromozom kayiplari, biiylik delesyonlar, intragenik delesyonlar
ve nokta mutasyonlart tiimor baskilayict genleri inaktif hale getirebilmektedir.
Bunlarin disinda bu genlerin epigenetik olarak sessizlestirilmesi de kanser
gelisiminde biiylik rol oynamaktadir.

Tiimor baskilayici genlerin inaktivasyou, Knodsun’ 1 iki vurus hipotezi ile
aciklanabilir. Bu hipoteze gore, tiimor baskilayict genin her iki alleli hipermetilasyon
ile veya metilasyon ve delesyonun kombinasyonu sonucu inaktif hale gelebilir.
Genetik ve epigenetik olaylarin kombinasyonu sonucunda tiimdr baskilayict genlerin
her iki alleli inaktif hale getirilebilir. Biallelik inaktivasyon olarak tanimlanabilen bu
mekanizmada, eger tiimdr baskilayici bir genin bir alleli metillenmis ise, ikinci
allelin ya metilasyon ya delesyon ya da nokta mutasyonu sonucu inaktif hale
gelebildigi gortilmektedir (Sekil 2.3) (12, 13).
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Sekil 2.3. Biallelik gen inaktivasyon mekanizmalar1

DNA metilasyonu, hem prokaryotik hem de 6karyotik organizmalarda meydana
gelen dogal bir olaydir. Prokaryotlarda metilasyon ile genom, yabanct DNA’ lari
elimine etmek i¢in kullanilan restriksiyon endoniikleazlar tarafindan pargalanmaktan
korunmaktadir. Metilasyon normal gelisim i¢in de gereklidir. Gen imprintingi,
embriyonik gelisim, X kromozomlarindan birinin sessizlestirilmesi ve hiicre
dongiisiiniin  regiilasyonunda rol oynamaktadir. Embriyonik gelisimin erken
evresinde, metilasyon ve demetilasyon ile hiicre biiylimesi ve farklilagmasi
programlanabilir.

Birgok hayvan ve bitki hiicresinde DNA metilasyonu, {iniversal metil donorii olan
S-adenozil metinoinin  metil  grubunun = sitozinin  primidin  halkasinin
5.pozisyonundaki karbon atomuna metil transferaz enzimi araciligi ile eklenmesi ile
meydana gelmektedir. Memeli DNA’ sinda metilasyonun biiyiik ¢cogunlugu 5’-CpG-
3’ diniikleotidlerin sitozin bazinda meydana gelmektedir. Normal hiicrelerde CpG
metilasyonu, dokuya ve gelisim evresine spesifik gen ekspresyonunu, inaktif X
kromozomun sessizlestirilmesini, genomik imprintingi ve ALU, LINE sekanslar1 gibi
intragenomik parasitik elementlerin ekspresyonuna karsi korumayi saglamaktadir.
CpG diniikleotidleri genom i¢inde CpG adalar1 olarak adlandirilan CpG’ lerce zengin
spesifik bolgelerde esit olmadan dagilim gosterir. CpG adalarinin birgogu genlerin
promotorlarina yakin lokalizedirler. Tiim genlerin yaklasik yarisinin promotorlarinda
bu CpG adalart bulunmaktadir. Insanlarda tiim CpG bélgelerinin  %50-70’i
metillenmis durumdadir. Geri kalan %20’ lik kisim ise genlerin ilk ekzonlarinda
veya promotor i¢inde metillenmemis olarak kalmaktadir (14, 15).

DNA replikasyonu esnasinda, atasal DNA’ nin metilasyon paterni, DNMTI
olarak adlandirilan metil transferaz enzimi ile yeni sentezlenmis zincire
kopyalanmaktadir. Ancak embriyonik kok hiicreleri ve kanser hiicrelerinde
metillenmemis DNA’ nin tercihli olarak DNMT3a ve DNMT3b aracili olarak de
novo metilasyonu gerceklesir. Gen transkripsiyonunun epigenetik olarak
sessizlestirilmesi, kromatin konfigiirasyonundaki yeniden sekillenme ve genin
promotorunun metilasyonu ile meydana gelmektedir. Okaryotik kromatinin yapisina
baktigimizda 146 baz ciftlik DNA, oktomerik yap1 olusturan H2A, H2B, H3 ve H4
histon proteinlerinin etrafim1 kusatarak niikleozom adi verilen yapiy1 olustururlar.
Transkripsiyonel olarak aktif kromatin, metillenmemis sitozinler ve asetillenmis
histonlar ile karekterizedir. Kromatin yapinin ¢ogu transkripsiyonel olarak inaktif
haldedir. Bu durumda sitozinler metillenmistir. Metillenmis olan sitozinlere
baskilayici proteinler olan “metil-CpG baglanma domain proteinleri” baglanirlar. Bu
proteinler, bolgeye “Histon deasetilazlar1” ¢gekmektedir. Histon deasetilaz enzimleri,
histonlar lizerindeki asetil grubunu uzaklastirirlar.

Histon proteinlerinin aminoasit residiielerinin metilasyon profiline bagli olarak
histon metilasyonu kromatin yapiy1 transkripsiyonel olarak aktif veya inaktif hale
getirebilir. Histon H3” {in N-terminal kuyrugundaki Lizin 9, 27 ve 36 iizerinden
trimetilasyonu ve Histon H4’iin Lizin 20 {izerinden metilasyonu kromatin yapinin
sessizlestirildigini gosterir. Diger taraftan Histon H3 proteininin Lizin 4 ve 79
tizerinden trimetilasyonu aktif olarak transkribe olan kromatin yapi ile iliskilidir.
Histon 3 proteininin Lizin 9 iizerinden metilasyonu heterokromatin yapinin stabil
olarak kalmasim1 saglamaktir. Bu bolgede gerceklesen demetilasyon genomik
instabilite ve kansere yatkinlikla iligkilidir (15, 16).



Kanser hiicreleri, normal hiicrelerde metile olmayan CpG adalarinda fokal
hipermetilasyon ve global hipometilasyon ile karakterizedir. Sitozin iizerinde
gerceklesen metilasyon bir¢cok yoldan kanser olusumunu etkileyebilir. Bunlardan
birincisi, metillenmis sitozin nokta mutasyonlarini indiikleyerek genlerin kodlayici
bolgelerini degistirebilir. Metillenmis sitozin residiielerinde nokta mutasyonlarinin
olugmas1 birkag¢ yolla kolaylasmaktadir. Metillenmis sitozinler spontan olarak timine
deamine (C-T transisyonu) olarak bir endojen mutajene doniislir. Bu dontisiim tamir
edilmezse ve genin kodlayici bolgesinde meydana gelmis ise hastaliga yol acan nokta
mutasyonuna doniigebilir. Timor baskilayict genlerdeki “hot-spot” mutasyonlar ve
germ hiicre hattinda meydana gelen ve hastalikla iliskili oldugu bilinen
mutasyonlarin %30’ undan fazlasi CpG diniikleotidlerinde meydana gelmektedir.
Ornegin, TP53 geninde kodon 248, 273 ve 282’ de en yaygin goriilen somatik
mutasyonlarin birgogu C-T transisyonu sonucu olusur. Bu bolgedeki CpG’ Ier,
normal dokularda metillenmis durumdadir. Yapilan calismalar gostermektedir ki,
metillenmis CpG’ de meydana gelen TP53 mutasyonlari, tim somatik mutasyonlarin
yarisini ve tiim germline mutasyonlarinin 1/3’ linii olugturmaktadir (13).

Ikinci olarak genomda metillenmis sitozinin azalmast yani DNA’ nin
hipometilasyonu genomik instabiliteye yol agmaktadir. DNA’ nin hipometilasyonu,
kromozomal kiriklar, translokasyonlar ve allelik kayiplara yol agarak uygun olmayan
mitotik rekombinasyona neden olmaktadir. Ornegin, MDR1 geninde oldugu gibi
DNA’ nin hipometilasyonu bazi genlerin asir1 ekspresyonuna yol acar.
Kromozomlarin perisentromerik bdlgesinde meydana gelen metilasyon kaybi, bircok
kanser tiiriinde goriilebilir.

Ugiincii  olarak gen promotorlarmin fokal olarak hipermetilasyonu gen
transkripsiyonunu inaktif hale getirmektedir. Timor Dbaskilayict  genlerin
transkripsiyon baslama bdlgesine yakin lokalize CpG adalarinin metilasyonu, genin
sessizlestirilmesi ile iligkili iken, downstream gen sekanslarinin metilasyonunun gen
ekspresyonu tizerinde herhangi bir etkiye sahip degildir. Tiimdr baskilayic1 genlerin
promotorlarindaki CpG’ lerin hipermetilasyonu ile kalitsal olarak gen
sessizlestirilmesi karsinogenezde Onemli epigenetik olaylardan biridir. Timor
baskilayic1 genlerin epigenetik olarak sessizlestirilmesi kanserde Onemli sinyal
yolaklarmin bozulmasina neden olur. Ornedin, akcifer, meme, mesane, over,
lenfoma gibi kanserlerde RASSFIA ve SOCSI genlerinin metilasyonu sonucu
bliylime sinyali otonomisinde bozulma, gastrointestinal ve 06zafagus kanserinde
CDHI ve TIMP3 genlerinin metilasyonu sonucu tiimdr invazyonu ve metastazda
artma gozlenmektedir (12).

DNA metilasyon durumunun belirlenmesi ve metilasyon derecesinin kantitifiye
edilmesi, 6zellikle kanser ¢aligmalarinda olmak {izere gen ekspresyon calismalarinda
ve diger genetik hastaliklarin belirlenmesinde oldukc¢a dnemlidir. Giiniimiize kadar,
DNA metilasyonunu belirlemek i¢in DNA dizi analizi, metilasyona spesifik PCR
gibi yontemler kullanilmaktadir. Her iki yontemde de metillenmis sitozinler tizerinde
bisiilfid konversiyonun yapilmasi gerekmektedir. Bisiilfit konversiyonunda, DNA
bisiilffid ile muamele edildiginde metillenmemis olan sitozinler urasile
donlismektedir. Metillenmis  sitozinler ise, muamele esnasinda degisim
gostermemektedir (17) .

2.1.3. DNA Tamir Mekanizmasi ve Kanser



DNA tamir genlerindeki degisiklikler de kanser olusumuna yol agmaktadir. Giines
15181, iyonize radyasyon gibi kanserojenik ajanlar DNA’ da hasar meydana
getirmektedir. Bunlar disinda, normal hiicre boliinmesi esnasinda da DNA’ da hasar
olusabilmektedir. Ancak saglikli bir hiicrede meydana gelen bu hasarlar DNA tamir
mekanizmasi sayesinde tamir edilmektedir. Onarimin miimkiin olmadig1r durumlarda
ise apoptoz ile hiicre Olimili gergekleserek anormal hiicrelerin proliferasyonu
engellenmis olmaktadir. DNA tamirinde rol oynayan genlerdeki mutasyonlar sonucu,
proto-onkogen ve tiimor baskilayici genlerde hatalarin birikimi s6z konusu olacaktir.
DNA tamir genlerindeki defekt sonucu artmis kanser riski tasiyan hastaliga 6rnek
olarak Kseroderma pigmentosum verilebilir (18).

DNA tamir mekanizmasindaki bozulma, replikasyon hatalarina da yol agmaktadir.
Hatali DNA onarimi mikrosatellit instabilitesi olarak karsimiza ¢ikabilmektedir.
Mikrosatellitler, genom boyunca bulunan 1-6 niikleotidden olusan tekrar dizileridir.
Bu dizilerin niikleotid tekrarlar1 sabittir. DNA tamirindeki hata sonucu, bu dizilerde
uzama veya kisalma olabilmektedir. Mikrosatellit instabilitesi de DNA tamir
defektinin en 1yi gostergesidir (19).

2.2. Overin Embriyolojisi

Embriyonik donemin 5-6. haftalarinda primordial germ hiicreleri yolk salk
duvarinin endoderminden go¢ etmeye baslar. Yaklasik 10-100 endodermal kokenli
primordial germ hiicresi ameboid hareketlerle bagirsak tiipline ve oradan da mezenter
boyunca arka viicut duvarinin sag ve sol yanlarina go¢ eder (20). Bu gb¢ esnasinda
mitoz bolinmelerle primordial germ hiicre sayist 2500-5000 olmaktadir.
Fertilizasyondan 5 hafta sonra go¢ eden primordial germ hiicrelerinin uyarimi sonucu
mezodermal epitelin, mezonefrozun medial ve ventral sinirlar1 boyunca kalinlagmasi
ile iirogenital kivrim sekillenmektedir. Urogenital kivrimin mezodermal epiteli,
gonadin epitel ve stromasini olusturmak tiizere prolifere olur. Gonadal gelisimin
farklilasmamis donemi olarak adlandirilan bu donemden sonra, disi embriyoda
farklasmamis gonadin medullas1 gerileyerek, korteksinden ovaryumlar gelismektedir.
Erkek embriyoda ise, medulla testisi olusturmaktadir. Fetal ovaryumda, embriyonik
gelisimin 12-15. haftalarinda primordial germ hiicrelerinde mayoz boliinme baslar ve
I. mayotik boliinmenin profaz evresinde krossing overin tamamlanmasindan sonra
durur. Bir veya birden ¢ok folikiiliin gelisme icin uyarildig: piiberte evresine kadar
bu bekleme siireci devam eder.

2. ayda primitif gonad over olarak adlandirilir. Gestasyonun 7-9. haftalarinda
overin distaki zonu, az sayida kiiciik pregraniiloza hiicreleri ile karisik primitif germ
hiicre tabakalarinin rastgele karismasi ile meydana gelen son korteks sekline dogru
genigler. Vaskiiler bag doku septalart1 12-15. haftalarda korteksin i¢ kisminda
bulunan mediiller mezenkimden yayilmaya baslar ve 20. haftada korteksin yiizeyel
kismina yayilir. Oositler ve pregraniiloza hiicrelerinden meydana gelen hiicresel
gruplarin ayrilmasi ile korteks olusur. Ayni zamanda pregraniiloza hiicreleri, tek
germ hiicrelerinin  ¢evresinde primordial follikiillere donlismeye baslar.
Follikiilogenezis gestasyonun 14-20. haftalarinda korteksin i¢ kisminda baslar ve
yavag yavas erken neonatal donemde dis kortekse dogru ilerler (21).

2.3. Overin Anatomisi
Overler, ¢ift olup pelvik organlardir (Sekil 2.4). Uterusun her iki yaninda lateral
pelvik duvara yakin, uterus iizerinde bulunan periton katlantisi olan broad



ligamaninin arkasinda, rektumun 6niinde yer alirlar. Her iki over, anterior yiiziinden
iki katli periton kivrimiyla broad ligamaninin arka yiiziine asilidir (22).

Eriskinde overler ovoid sekilli olup, 2.5-5 cm wuzunlugunda, 1.5-3 cm
genisliginde, 0.7-1.5 cm kalinhginda ve 4-8 gr agirhigindadir. I¢ yiiziiniin {ist kismm
fibrialarla ortiiliidiir, kalan kismu incebarsak kivrimlari ile komsudur. On kenarina
mezoovaryum tutunur. Damarlar, sinirler ve lenfatikler “Hilus” olarak adlandirilan
bu noktadan organa girerler (22-24).

Overlerin arterleri, aortanin dali olarak sekillenmistir. infundibulopelvik ligament
ve mezoovarial sinir boyunca uzanir. Uterus arterlerinin ovarian kollar1 anastomoz
yapar. Yaklasik 10 arterial dal over hilusuna penetre olur. Intraoveriyan venler
arterlere eslik etmektedir. Overin igindeki venler, hilusdaki aga direne olurlar. Daha
sonra mezoovaryumu c¢aprazlayarak infundibulopelvik ligament boyunca ilerler.
Over venleri ayn1 zamanda uterin venlerin kollar ile anastomoz yaparlar. Sol overe
ait ven sol renal vene, sag overe ait ven ise vena kava inferiora direne olurlar (22).

Overin lenfatikleri, folikiillerin teka tabakalarindan koken almaktadirlar. Olgun
folikiillerin granuloza tabakalar1 lenfatiklerden yoksun iken korpus luteum ise zengin
bir lenfatik aga sahiptir. Overin lenfatikleri, damarlardan bagimsiz olarak stromada
ilerleyip hilusla pleksus yaparak kan damarlarina yakin olarak seyrederler.
Mezoovaryuma, 4-8 efferent girmektedir. Burada tuba ve uterustan gelen dallarla
subovaryan pleksusu olustururlar. Buradan ¢ikan dallar bobregin alt polii hizasinda
ist para-aortik lenf nodlarma direne olurlar. Aksesuar lenfatikler subovaryan
pleksusu atlayarak broad ligamani iizerinden internal iliak, eksternal iliak ve
interaortik lenf nodlarima ya da round ligamani iizerinden iliak ve inguinal lenf
nodlarina direne olurlar (25).

OVER

FALLOP TUPU

SERVIKS

Sekil 2.4. Overin (yumurtalik) anatomik yerlesimi ve komsuluklari.

2.4. Overin Histolojisi
Over, korteks ve medulla olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir. Korte}(sin dis
kismi aseliiler kollojenaz bag doku yapida olup, folikiilleri de icermektedir. I¢ kismi
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fibroblastlara benzeyen siki yerlesimli igsi hiicrelerden olusmus bir tabakadir.
Medulla daha gevsek yapidadir. Mezenkimal dokudan olusan kan damarlari, sinirler
ve bunlar1 gevreleyen epitel benzeri hiicreleri igeren tabakadir. Bu hiicreler hormonal
etki gosterirler (26-28).

Overin ylizey epiteli, tim overi g¢evreleyen kismen psodostratifiye modifiye
olabilen peritoneal hiicrelerden olugmaktadir. Bu epitel tabaka, keratin; EMA, Ber-
EP4, CA-125, desmoplatin, vimentin, dstrojen ve progesteron reseptorleri, epidermal
biiylime faktorii ve FSH ile pozitif boyanma gosterirler (23, 27, 29). Hiicreler basik,
kiiboidal ya da kolunmar sekilli olabilir. Glikojen, asit ve nétral mukopolisakkaritler
igerirler (30, 31). Yiizey epitel hiicrelerinde mitoz boliinme yoktur. Yiizey epiteli
kortikal invajinasyonlar yapip, epitelyal inklizyon glandlarini olustururlar. Bu
glandlarda displastik degisiklikler olabilir. Baz1 arastirmacilara gore, yiizey
epitelinden kdken alan tiimorlerin birgogunun orijini bu invajinasyonlardir (32).

Over stromasi; kortikal ve meduller olmak lizere iki kisimdan olugmaktadir.
Stromal hiicreler, fibroblastlar1 andirmakta olup, genellikle sarmal yapilar yapan ya
da storiform sekil olusturan sitoplazmasi az igsi yapida hiicrelerdir. Bu hiicreler
sitoplazmik lipid icerebilirler. Bu hiiclerin bazilar1 miyoid 6zelliklere sahip olup, diiz
kas aktini ve desmini ile pozitif immiinoreaktivite gosterirler (27, 33, 34). Stromal
hiicreler degisen derecelerde kollojen ve yogun bir retikiiler ag ile birbirinden
ayrilirlar. Stromada ayrica fibroblastik tipte hiicrelerden gelistigi diisiiniilen luteinize
stromal hiicreler, enzimatik aktif stromal hiicreler, desidual hiicreler, endometrial
stromal hiicreler, desidual hiicreler, diiz kas hiicreleri, olgun adipositler ve
noéroendokrin hiicreler bulunmaktadir (35).

Dogumda yaklasik 400.000 primordial folikiil over korteksi bulunur. Dogumdan
sonra; follikiilogenezis ve atreziye bagl olarak sayilar1 azalir ve menapozda ise biter.
Dogumdan sonra primordial folikiillerden yanlizca 400 tanesi oviilasyonda
olgunlasir. %99.9° u atrezi olur. Primordial hiicreler, yolk sak endoderminden koken
alan, overe goc eden ve overde oogonia ve oositleri olusturacak olan germ
hiicrelerini igerirler. Primordial folikiiller, ince bazal lamina iizerinde tek tabakali,
basik ve mitotik olarak inaktif graniiloza hiicreleri ile kusatilmistir ve igerisinde
primer oositler bulunmaktadir. Oositler embriyonik gelisim esanasinda mayoz
boliinme 1. profaz evresinde durmaktadir (23, 27, 35).

2.5. Over Kanserleri

Jinekolojik kanserler, tiim kanserlerin %15’ ini olusturmaktadir. Kadin genital
sistem kanserlerinden over kanseri siklik itibariyle, serviks ve endometrium
kanserinden sonra gelmektedir. Over kanseri, kansere baglh 6liimler arasinda akciger,
meme ve kolondan sonra dordiincii sirada yer almaktadir. Kadinlarda goriilen tim
kanserlerin %6’ s1 over karsinomudur. Kadin genital kanserlerinin ise %30’ unu
olusturmaktadir (36).

2.5.1. Over Kanserlerinin Epidemiyolojisi

Irklar g6z Oniine alindiginda beyazlarda yillik goriilme insidanst ortalama
14.2/100.000 iken siyahlarda 9.3/100.000 olarak belirtilmektedir. Cografik bolgelere
bakildiginda 15/100.000 olarak en yiiksek oranda Isvigre’ de, en diisiik olarak ise
2/100.000 oraninda Japonya’ da oldugu goriilmiistiir. Endiistrilesmis tlkelerde
goriilme sikliginin  endiistrilesmemis iilkelere oranla daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (36-38). Saglik Bakanlhiginin 2000 yili istatistiklerine gore,
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tilkemizde over kanserli olgu sayis1 634 olarak belirlenmis olup siklik %4.72 olarak
verilmistir (www.saglik.gov.tr).

Over kanserinin yasam boyu goriilme riski, %70’dir. Yasa bagli olarak da
goriilme siklig1 degismektedir. Her yasta goriilebildigi gibi, 45-79 yaslar1 arasinda en
sik goriiliirken, 75-79 yaslar arasinda pik yapmaktadir. Menopoz oncesi hastalarda
goriilen tlimorlerin sadece %7’ si malign iken menopoz sonrast donemde bu oran
%30’ lara ulasmaktadir.

Over kanserlerinin birgogu ilk teshis edildiginde ileri evre olmasi ve niiks
nedeniyle, 5 yillik sag kalim oran1 % 3040 arasindadir. 45 yasindan kiigiik olgularda
5 yillik sag kalim orani %70 iken, 75-99 yas arasindaki olgularda ise %20 ° dir.
Amerikan Kanser Birligi’ nin verilerine gore, 2005 yili i¢cinde 22.220 kadinda over
kanseri gozlenmis ve 16.210 kisi ise bu nedenle dlmiistiir (39).

2.5.2. Over Kanserlerinin Simiflandirilmasi

Over tiimorlerinin, embriyolojik olarak miillerian epiteli olusturan yiizey ¢6lomik
epitel ve inkliizyon gland epitelinden, yolk salk yani yumurta kesesinden go¢ eden
totipotansiyel 6zellikteki germ hiicrelerinden veya overin postnatal endokrin sistemi
olan seks kordu iceren over stromasindan koken aldigr ileri siiriilmektedir. Over
tiimorleri, siniflandirilmamis kiiciik bir grup timdriin yanisira koken aldiklart hiicre
tipine gore 5 gruba ayrilmaktadir (Tablo 2.1) (36).

Tablo 2.1. Koken aldiklari hiicre tipine gore over tiimorlerinin gruplandirilmas: (36).
OVER TUMORLERI

Koken Yiizey epitel Germ hiicreleri Seks kord-stromal Metastatik
hiicreleri tiimorler tiimorleri
Sikhk %065-70 %15-20 %5-10 %5
Yas 20 yas iizeri 0-25 yas arasi Tiim yaslarda Degisken
grubu
Tipleri |= Seroz tiimor . Teratom . Gonadoblastom
Benign Benign,matiir, kistik,solid
Atipik prolifere Malign (immatiir) = Granuloza-teka
Malign Monodermal veya 6zellesmis hiicreli tiimor
Granuloza hiicreli
. Miisinéz tiimor . Disgerminom tiimorler
Benign Tekoma
Atipik prolifere . Endodermal siniis |Fibroma
Malign tiimor
= Sertoli-leyding
= Endometrioid - Koriokarsinom hiicreli tiimor

tiimor

. Berrak hiicreli
tiimor

. Brenner tiimor

. Smiflanamayan
Mikst tiimorler

Embriyonel karsinom

Mikst tiimor
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2.5.2. Over Kanserlerinin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Ileri evre epitelyal over tiimdrlerinin orijini olarak over yiizey epitelyumu ve
bunun inkliizyon glandlarinin Miillerian metaplazisi olarak diigiiniilmesine ragmen
BRCA gen mutasyonu belirlenmis kadinlarda yapilan ¢aligmalar sonucunda ileri evre
over kanserinin alternatif orijin bolgesi olarak fallopian tiipiiniin epitelyal yiizeyi
oldugu gosterilmistir. Diisiik evreli epitelyal over tiimorleri; kistadenomalar,
borderline tiimorler veya endometriosisden olugsmaktadir. Endometrioid ve berrak
hiicreli kanserlerin temelinde ise endometriosisin yattig1 diisiiniilmektedir (40, 41).

Over kanserinde, karsinojenik proseslerin baglamasina ve ilerlemesine neden olan
molekiiler olaylar heniiz tam olarak bilinmemektedir. Hormonal, ailesel ve ¢evresel
faktorlerin over kanseri gelisiminde onemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Risk
faktorlerinin anlasilmasi; kanserin erken evrede belirlenmesini, uygun taramanin
yapilmasini ve erken donemde 6nlem alinmasini kolaylastiracaktir.

Over kanseri ile iliskili birgok risk faktorleri bulunmaktadir (42). Bunlar:

2.5.2.1. Yas

Over kanserinin, gen¢ kadinlarda nadir goriildiigli ve ilerleyen yasla beraber artis
gosterdigi belirtilmistir. Ailesel gegis gosteren formlarin disinda, over kanserinin 40
yasindan dnce goriilmesi yaygin degildir (42).

2.5.2.2. Genetik Faktorler

Over kanserlerinin ¢ogu sporadik olup, yaklasik %5-10" unda ailesel gegis
gozlenmektedir (26). 50 yasindan once over kanseri gelisen kadinda, ailesel olma
ihtimali yiiksektir. iki tane over kanserli birinci derece yakini bulunan kadinlarin
kiigiik bir boliimiinde otozomal dominant gegisli li¢ sendromdan biri bulunabilir:

1. Yere ozgii (site-spesifik) ailevi over Kkanseri: Tim olgularin %10-15" ini
olusturmaktadir. I.derece akrabalarindan iki kiside over kanseri dykiisii bulunan bir
kisinin riski %50’ ye kadar yilikselmektedir. I.derece akrabalarindan bir kiside ve
II.derece akrabalarindan bir kiside over kanseri dykiisiiniin bulunmasi durumunda
ise risk, 3-10 kat artmaktadir. I.derece akrabalarindan bir kiside over kanseri varsa
risk 2-4 kat artmaktadir (26).

2. Meme-over ailevi kanser sendromu: Bu tip ailelerde over kanseri, erken
yaslarda ortaya c¢ikmigs meme ve over kanserli iki veya daha ¢ok kisi ile
karekterizedir. Bu kalitsal sendrom, olgularin %81’ inde goriilen 17q12-21
kromozomal bolgede lokalize BRCA1 gen mutasyonlar1 ve daha az siklikla olmak
tizere 13q kromozomal bolgede lokalize BRCA2 gen mutasyonlar ile karekterizedir.
Degisken penetransli otozomal dominant kalitim gostermektedir. Bu ailelerde meme
ve over kanseri gelisme riski, meme kanseri icin %35-85 (70 yasinda %82 ve 50
yasinda ise %50) iken over kanseri igin ise %15-60 olarak tahmin edilmektedir (24,
27).

3. Lynch II Sendromu: Bu sendrom, hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 DNA tamir
genlerinin herhangi birinde meydana gelen kalitsal mutasyon sonucu olusmaktadir.
Bu sendromda, hastada aynm1 anda barsak, over, endometrium ve meme
kanserlerinden birkag1 ayn1 anda bulunmaktadir (42).
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2.5.2.3. Hormonal Faktorler
Menopoz tedavisinde kullanilan ekzojen hormonlar, over kanseri riskini
arttirmaktadir. Son yapilan ¢alismalar gostermektedir ki, 5-10 yildan fazla hormon
tedavisi goren kisilerde over kanserinin goriilme riski 1.5-2.0 kat artmaktadir.
Infertilite ve oviilasyon indiiksiyonu da over kanseri igin risk faktoriidiir.
Amenore, overyal yetmezlik gibi hipergonadotrofik hipogonadizm, polikistik
over sendromu ve endometriosis de over kanseri icin risk faktorii olarak
gosterilmektedir (42).

2.5.2.4. Diger Faktorler

Over kanserine neden olabilecek diger risk faktorleri ise, beyaz irktan olmak, hig
cocuk dogurmamis olmak, asbestos gibi cesitli ¢evresel ajanlara maruz kalmak,
sigara tiiketimi, agirlikli olarak hayvansal yaglarla beslenmek ve yiiksek kalorili diet
almak ve asir1 kilolu olmak olarak sayilabilir.

Over kanser riskini arttiran faktorlerin yani sira riski azaltan faktorler de
bulunmaktadir. Bunlar, dogum yapmis olmak, dogum kontrol hapt kullanmak,
emzirme siiresi ile dogru orantili olarak azalma, tiip ligasyonu, ameliyatla rahimin
cikarilmasidir (24, 40).

2.5.3. Over Kanserlerinin Tamisi, Evrelendirme ve Prognozu

Over kanserlerinde erken tani olduk¢a zordur. Ciinkii ¢ogu zaman sikayetler
belirgin degildir. Karin agrisi, siskinlik, hazimsizlik erken evrelerdeki belirtilerdir.
Ileri evrelerde ise, komsu organlara ait basi bulgular, karin agrisi, pelviste kitle ve
asag1 dogru bast hissi ve vajinal kanama gibi spesifik olmayan sikayetler ortaya
c¢ikabilir. Doktora bagvurmaya neden olan en sik sikayet ise karin siskinligidir. Bu
sikayet de, periton bosluguna implantasyonu ve asit olusumu ile iligkilidir. Primer
timoriin  bliylimesi ile komsu doku ve organlara dogru yayilim gosterir. Over
tiimorleri, para-aortik, mediastinal ve supraklavikiiler lenf nodlarina yayilim
gosterirler. Ileri evrede ise basta akciger, karaciger ve gastrointestinal sistem olmak
lizere uzak bolgelere metastaz gosterirler. Laparatomi yapildiginda olgularin %50’
sinde kars1 overe metastazin oldugu belirlenir. Metastazi olan hastalar da birkag ay-
yil icinde kaybedilir (36).

Over kanserinin tanisinda, ultrasonagrafik muayene esnasinda 6zellikle menopoz
sonrast kadinlarda pelvik alanda 8 cm’ den biiylik ve hareketli olmayan kitle
saptanmasi over kanserini disiindiirmelidir. Siiphelenilen hastalardan, iyi bir aile
Oykiisii alinarak, iyi bir sistemik ve jinekolojik muayene ve smear testi
yapilmaktadir. Damarlanmanin tespiti agisindan, doppler ultrason ile komsu
organlar1 incelemeye yonelik radyolojik tetkikler yapilmaktadir. Ayrica manyetik
rezonans ve bilgisayarli tomografi ile kitlenin daha iyi incelenmesi saglanmalidir.

Over kanserinin tanisini giiclendiren diger bir tetkik de tiimor belirtegleridir.
Tiimor belirtegleri normal dokuda bulunmayan ancak malign dokulardan kana
salian maddeler olarak tanimlanabilir. Kullanilan ya da arastirma sathasinda olan
pekeok belirteg olmasma ragmen ideal bir tiimor belirteci heniliz saptanmamustir.
Over kanserinde en ¢ok kullanilan timor belirteci, CA-125" dir. CA-125 diizeyinin
yiiksek saptanmasi tanty1 desteklemektedir. Ancak sigara icimi, erken gebelik ve
endometriozis gibi durumlarda da yiikselebilmesi, CA-125" in giivenirliligini
kisitlamaktadir.
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Over tiimorlerinin evrelendirilmesinde, Tablo 2.2° de gorildiigi gibi FIGO ve
UICC-TNM evrelendirme sistemleri kullanilmaktadir (24).

Over kanserlerinin prognozunda en dnemli faktor hastali§in evresidir. Evre I’ de 5
yillik yagam %70, evre II” de %25, Evre III” de %18 ve evre IV’ de ise %0’ dir.

Tablo 2.2. Over timdrlerinin evrelendirilmesinde FIGO ve UICC-TNM evrelendirme sistemleri

TNM Klinik Simiflandirmasi*
T-Primer Tiimor

TNM FIGO Ozellikleri
Kategorisi Evresi

Tx Degerlendirmesi yapilamayan primer timor

TO Primer tiimor bulgusu yok

Tl I Overlerle sinirl timor

Tla 1A Tiimor bir over ile sinirlidir.

Kapsiil saglamdir. Over ylizeyinde timdr yoktur.

T1b 1B Timor her iki overde, kapsiil saglam, over
ylizeylerinde tiimér yoktur.

Tlc IC Timor bir veya her iki overle sinirli olmakla
birlikte kapsiil yirtilmasi, yiizeyde tlimor olmasi,
periton yikamasinda veya asit sivisinda malign
hiicre goriilmesi gibi durumlardan biri vardir.

T2 II Bir veya her iki over tutulumu ve beraberinde
pelvik yayilimi olan tiimérler.

T2a 1A Uterus  ve/veya tiiplere yayihm ve/veya
implantasyon

T2b 1B Diger pelvik dokulara yayilim

T2¢ IIc Periton yikamasi veya asitte malign hiicre ile
birlikte pelvik yayilimi (2a veya 2b)

T3 ve/veya N1 111 Mikroskobik olarak dogrulanan pelvis
peritonal metastazlar ve/veya bolgesel

lenf nodu olan bir veya her iki overde
yerlesen tiimorler

T3a 1A Pelvis disinda mikroskobik periton

Metastazlari

T3b 111B Pelvis disinda en biiyiik ¢cap1 2 cm veya
daha kii¢iik olan makroskobik periton

metastazlari

T3c ve/veya 1mc Pelvis disinda en biiyiik ¢cap1 2 cm’ den

daha biiyiik olan periton metastazlari
ve/veya bolgesel lenf nodu metastazlar
N1
Ml v Periton metastazlar1 disinda uzak
metastazlar
N-Bolgesel lenf nodlar:
NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememekte.
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok.
N1 Bolgesel lenf nodu metastazi mevcut.
M-Uzak metastaz
MX Uzak metastaz degerlendirilememekte.

MO Uzak metastaz yok.
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M1 Uzak metastaz mevcut.

EVRE GRUPLARI*

Evre IA Tla NO MO
Evre IB T1b NO MO
Evre IC Tla NO MO
Evre ITA T2a NO MO
Evre IIB T2b NO MO
Evre IIC T2c NO MO
Evre IITIA T3a NO MO
Evre 11IB T3b NO MO
Evre IIIC T3c NO MO

Herhangi bir T N1 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N Ml

*: TNM/FIGO Evreleme Sistemi-2002

2.6. Epitelyal Over Tiimorleri

Over tiimorlerinin siklikla koken aldigr hiicre tipi, overin ylizey epitelidir.
Menapoz sonrasi tanist konulan olgularin %80’inde epitelyal kdkenli over tiimorleri
goriilmektedir (39).

Epitelyal over tiimorleri, oldukca heterojen olup kdken aldiklar: hiicre tipine gore
farkli gruplarda incelenmektedir. Epitelyal over tiimorlerinin, kdken aldiklar1 hiicre
tipine gore siiflandirmasi Tablo 2.3 ‘de goriilmektedir.

Tablo 2.3. Epitelyal over tiimorlerinin histolojik siiflandirilmast

EPIiTELYAL OVER TUMORLERI

Histolojik tipi Hiicre Tipi
Seroz Endosalpingeal
Miisindz Endoservikal
Endometrioid Endometrial
Berrak hiicreli Miillerian
Brenner Transitional
Karisik epitelyal Karigik
Andifferansiye karsinoma Anaplastik
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Mezotelioma, vb.

2.6.1. Epitelyal Over Tiimorlerinin Siniflandirilmasi

Epitelyal over tiimorlerinin herbir histolojik sinifi; benign, borderline ve
malign olmak iizere ili¢ gruba ayrilmaktadir. Miisindz ve endometrioid borderline
tiimorler, invaziv karsinoma ile iliskili iken, serdz borderline tiimorler ise seroz
karsinoma ile iligkilidir. En yaygm goriilen histolojik alt tip, serdz papiller
tiimdrler (tiim kanserlerin %50-60" 1) iken en az goriilen ise endometrioid (%25),

berrak hiicreli (%4) ve miisindz (%4) over tiimorleridir (43).

Over tiimorlerinin histolojik alt tiplerine gore siniflandirmasi asagidaki gibi

yapilmaktadir:
Seroz Timorler
Malign

Borderline

Benign

Adenokarsinom

Yiizey papiller adenokarsinomu
Adenokarsinofibrom (malign adenofibrom)
Papiller kistik timor

Yiizey papiller timdori

Adenofibrom, kist adenofibrom
Kistadenom

Papiller kistadenom

Yiizey papillomu

Adenofibrom, kistadenofibrom

Miisinoz Tiimorler

Malign
Borderline

Benign

Adenokarsinom

Adenokarsinofibrom (malign adenofibrom)
Intestinal tip

Endoservikale benzeyen

Kistadenom

Adenofibrom, kistadenofibrom

Miisindz kistik tiimor ve mural nodiiller

Miisin6z kistik tlimor ve psddomiksoma peritonei

Endometrioid Tiimorler

Malign

Borderline

Adenokarsinom-NOS
Adenokarsinofibrom

Malign miillerian mikst timor
Adenosarkom

Endometrial stromal sarkom
Indifferansiye over sarkomu
Kistik timor

Adenofibrom, kistadenofibrom
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Benign Kistadenom
Adenofibrom, kistadenofibrom

Berrak hiicreli tiimorler
Malign Adenokarsinom
Adenokarsinofibrom (Malign adenofibrom)
Borderline Kistik tiimor
Adenofibrom, kistadenofibrom

Brenner tiimorler
Malign Transizyonel hiicreli karsinom (non-Brenner tip)
Malign Brenner timorii
Borderline Brenner tiimori
Prolifere tip
Bening Brenner tumoru
Metaplastik tip

Mikst Tiimorler

Siniflanamayan Tiimorler

2.6.1.1. Seroz Tiumorler

Ser6z tlimorler, over ylizey epitelinin invajinasyonu ile gelismektedir. Tuba
epiteline benzeyen hiicre tiplerinden olusur (20). Serdz sivi salgilama 6zelligine
sahiptirlerdir. Ser6z tiimoérlerinin yaklasik %30’ u bilateraldir (36).

Tiim over tiplerinin %30’ unu olusturmaktadir. Serdz kistadenom-adenofibrom,
borderline serdz tiimorler ve seréz karsinom olmak tizere 3 gruba ayrilirlar.

En sik goriilen tipi serdz kistadenom ve adenofibromdur. Bunlar benign over
tiimorlerinin %30° unu, tiim epitelyal over tlimorlerinin %16’ sin1 ve tiim serdz over
tiimorlerinin %58’ ini olusturmaktadir. Caplar1 1-10 cm’ dir. Ortalama goriilme yas1
41’ dir. Serdz kistadenom-adenofibromlarin %12-23" ii bilateraldir (22, 24).

Borderline serdz tiimdrler, serdz tiimorlerin %10’ unu olusturur. %37 oraninda
bilateraldirler. Diigiik malign potansiyelli bir timordiir. %50 si 40 yasindan 6nce
goriiliir. Makroskobik olarak, kistik, solid, papiller gelisim veya bunlarin
kombinasyonu seklinde goriilebilir. Bu tiimor tipinde nekroz ve kanama alanlari
yoktur. Kist genellikle serdz sivi veya miisindz sivi icermektedir. Bu tip tiimore
sahip olgularin %40’ 1nda ekstraovarian implantlara sahiptir. Abdominal kavitede
multiple odakli, pelvis omentum ve lenf nodlarini iceren komsu dokularda sekonder
olusumlarla birlikte olabildigi gosterilmistir. Istisna olarak abdominal kavite disina
metastazlar goriilmektedir. Implantlar, invaziv ve invaziv olmayan olmak iizere
histolojik olarak iki gruba ayrilir. Invaziv implanlar, keskin kenarl: irregiiler glandlar
olusturan atipik hiicreler ile karekterizedir. Mikroinvazyon odakli borderline maling
tiimorler, tek hiicreler, kribriform glandlar veya stromaya uzanan papiller yiginlar ve
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epitel ile stroma arasinda bos alanlarla tanimlanabilirler. Lenfatik invazyonlar
goriilebilir. Hastaligin goriilme yas1 erken olup, evre I’ dir. Bazen gebe hastalarda da
goriilebilir. Invaziv olmayan implantlarda, tek veya yigin halinde atipik hiicreler,
psammoma cisimleri, nekroz, kolesterol yariklari veya kanamayla birlikte olabilir
(24,36).

Malign serdz karsinomlar, overin invaziv epitelyal tiimorlerinden olup iyi
diferansiye olmus tiimorlerde tuba epiteline benzer goriiniimde hiicre gruplarindan
olusurlar. Niikleus her biiyilik biiyiitmeli sahada 0-2 mitozlu, yuvarlaktan ovale tek
formludur. Seréz karsinomlarin %80’ inde laminasyon gdsteren kalsifiye psammom
cisimleri bulunur. Makroskobik olarak ¢apt 20 cm’ nin altinda degildir. Tiim malign
over timorlerinin %50’ sini olustururlar. Genellikle, 45-65 yaslar1 arasinda
goriilmektedir (24).

2.6.1.2. Miisinoz Tiimorler

Tim over timorlerinin %25’ ini olusturmaktadirlar. Orta yasta daha sik
goriilmektedir. Bu tlimorlerin %80’ 1 benign veya borderline ve %15’ 1 ise maligndir.
Benign olanlarin %5’ 1 ve malign olanlarin ise %10’u bilateraldir. Makroskobik
olarak ser6z tlimorlere benzerler. Ancak bunlar daha biiyiikk ve daha multiokiiler
olma egilimindedir. Glikoproteinlerce zengin jelatindz sivi igeren biiylik kitleler
olustururlar. Mikroskobik olarak kistik yapilar1 doseyen epitelin apikal yiizeylerinde
sekresyon vakiiolleri izlenen, silyasiz, yiiksek prizmatik epitel hiicrelerinden
olustugu gozlenir. Smir lezyonlar ve malign lezyonlarda peritona yayilim olusur.
Batin i¢indeki organlarda yapisikliklar, barsak tikanikliklari olusur (24, 36, 43, 44).

2.6.1.3. Endometrioid Tiimorler

Over tiimorlerinin %20’ sini olustururlar. Solid yada kistik yapida olabilirler.
Endometrioid tip tiimorii bulunan olgularin %15’ inde endometriosiz goriilmektedir.
%40’ 1nda bilateral tiimor olusumu s6z kounsudur. Genellikle malign olarak
seyretmektedir. Bu timor bulunan bulunan olgularin %15-30° unda ayni anda
endometrium karsinomu da bulunmaktadir. Diger tip over karsinomlar1 taklit
edebilmektedir. Bazen seks kord yapilara benzeyen mikroskobik goriiniim
olabilmektedir. Bes yillik sag kalim oran1 %40-50" dir (22, 45).

2.6.1.4. Berrak Hiicreli Tiimorler

Genig berrak epitel hiicreleri ile karakterizedir. Miillerian kanal kokenli ve
endometrioid karsinomun bir varyant:1 olarak diisiiniilmektedir. Genellikle solid ama
bazen de kistik yapida olabilmektedir. Solid yapida olanlarda, tiimor hiicreleri adalar
veya tubliller yaparlar. Kistik yapilarda ise kist i¢ yiizeyi dosemektedir. Daha ¢ok
agresif davranig gosterirler. Overle sinirlt timorlerde 5 yillik sag kalim oran1 %50’
dir. Benign ve borderline tipi ¢ok nadirdir (45,46).

2.6.1.5. Brenner Tiimorler

Epiteli mesaneyi doseyen hiicrelere benzeyen, nadir olarak goriilen ve genellikle
benign olarak seyreden tiimordiir. Genellikle tek tarafli, solid, veya kistik olabilen
timorlerdir. 1 cm ile 20-30 cm ¢apta olabilmektedir. Genellikle diizgiin yilizeyli ve
kapsiilludiir. %90 1 tek taraflidir. Miisindz glanlarda bulunabilmektedir. Yiizey
epiteli kaynakli veya embriyogenesiz esnasinda germinal ¢ikinti1 i¢inde sikisan
tirogenital epitelden de kaynaklanabilmektedir. Cogu benign formda olmak iizere
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sinirda ve malign tipleri de goriilebilmektedir. Benign ve borderline komponent
icermeyen malign tipine transisyonel karsinom adi verilmektedir (22, 24).

2.6.2. Epitelyal Over Tiimorlerinde Genetik Degisimler

Epitelyal over kanserinin molekiiler —mekanizmasinin tam  olarak
aydinlatilmasiyla ve ozellikle erken evre biyolojik belirteglerin belirlenmesi ile
hastaligin tedavisine yoOnelik olduk¢a spesifik ve etkili tedavi yoOntemleri
secilebilmektedir. Ancak yapilan calismalar da gostermektedir ki epitelyal over
tiimorlerinin histolojik alt tiplerinde farkli genetik degisimler bulunmaktadir (Tablo
2.4) (47, 48, 49)

Overin yiizey epitel hiicrelerinde, Miillerian inkliizyon kist hiicrelerinde meydana
gelen genetik degisiklikler ve endometriosis epitelyal over kanserininin histolojik alt
tiplerinin gelisim kaynaklar1 olarak gosterilmektedir. Over yiizey epitel hiicrelerinde
homeobox (HOX) genlerinin anormal ekspresyonlari, bu hiicrelerin endometriosis
yada miillerian inkliizyon kistleri yoniinde farklilasmasina neden olmaktadir. Fare
over epitel hiicrelerinde yapilan c¢aligmalarda, HOX9 gen ekspresyonundaki
degisimin yiiksek dereceli ser6z tiimoér, HOX10’ un endometrioid tiimér ve HOX11’
in ise miisindz timor olusumuna yol actig1 gosterilmistir (50).

Serdz epitelyal over kanseri, over yiizey epitelinden, over korteksinin Miillerian
inkliizyon kistlerinden veya endometriosisden koken almaktadir. p53 ve K-ras gen
mutasyonlart serdz epitelyal over kanserinin gelisiminde primer olarak rol
oynamaktadir. p53 geni, 17pl13.1 kromozomal bdlgede lokalizedir. Hiicre
dongiisiinde, DNA tamirin ve apoptozda dnemli rol oynayan bir tiimor baskilayici
gendir. Seroz epitelyal over tiimorlerinde p5S3 gen mutasyonlar: yaklagik %60 siklikla
goriilmektedir. diisiik dereceli serdz timorlerde de K-ras gen mutasyonlari %67
siklikla goriilmektedir (51).

Miisindz over tiimdrleri iki degisim sonucu gelisebilmektedir. Bunlardan birisi,
over korteksindeki Miillerian epitellerinde HOX11A gen ekspresyonu sonucu
miisindz tiimdrler olusabilir. Ikinci olarak ise, proto-onkogen aktivasyonuna neden
olan gen mutasyonlaridir. Miisindz tiimdrlerde en sik goriilen gen mutasyonu, K-ras
gen mutasyonlaridir. K-ras geninin 12. ve 13. kodonlarinda %68 siklikla mutasyon
belirlenmigtir. Kodon 12 gen mutasyonlart daha sik olmak {izere, miisindz
kistadenomalarda %56, borderline miisindz timorlerde %73 ve miisindz
karsinomalarda ise %85 siklikla goriilmektedir (52).

Endometrioid epitelyal over tiimoérlerinin endometriosisin ilerlemesi sonucu
olusabilecegi gosterilmistir. Endometriozisin molekiiler mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir.  Meta  analizler sonucunda, gen  polimorfizmlerinin
endometriozis ile baglantili olamayacagi gosterilmistir. Spesifik gen mutasyonlari
belirlenmistir. HOX10A geninin metilasyonunun endometriosis ile iligkili oldugu
belirlenmigtir. PTEN genini iceren kromozomal lokusdaki degisimler,
endometriozisli olgularda gosterilmistir. Endometriozisin endometrioid over
tiimdriine dogru ilerlemesi, PTEN gen ekspresyon kaybi, DNA tamir gen kayiplari
ile iligkilidir. Wnt/B-katenin ve PI3K/PTEN sinyal yolaklar1 endometrioid tip
epitelyal over tiimorleri ile iliskilidir. Endometrioid over tiimorleri bu degisimler ile
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iliskili olarak iki grupta incelenebilir. Bunlardan biri, Wnt/B-katenin ve PI3K/PTEN
sinyal yolaklarinda herhangi bir degisim olmaksizin p53 gen mutasyonlar1 evre I ve
IT timorlerin olusumudur. Digeri ise, pS3 geni etkilenmeksizin Wnt/B-katenin ve
PI3K/PTEN gen mutasyonlart sonucu evre I tiimorlerinin gelisimidir (53).

Tablo 2.4. Epitelyal over tiimorlerinde belirlenmis genetik degisimler

Histolojik Tiimor Tipi Bilinen Molekiiler Genetik Degisiklikler

Diisiik dereceli ser6z karsinoma *BRAF ve KRAS gen mutasyonlar1 (%67)
Mikrosatellit instabilitesi
1p, 4p, 5q, 6p, 8p, 9q, 12q, 13q, 15q, 16p, 17p,
17q, 18p, 18q, 19p, 20p and Xp’ de LOH

Yiiksek dereceli ser6z karsinoma *p53 gen mutasyonlari (%50-80)
BRCA1/2 gen mutasyonlari
HER2/neu (%10-20) ve AKT2 (%10-17) gen
amplifikasyonlar1 ve asir1 ekspresyonlari
p16 gen inaktivasyonu (%10-17)

Miisindz karsinoma *KRAS gen mutasyonlar1 (>%60)
p53 gen mutasyonlari

Endometrioid karsinoma *PTEN geninde LOH veya mutasyonlar (%20)
B-Katenin gen mutasyonlari (%16-54)
KRAS gen mutasyonlar1 (%4-5)
Mikrosatellit instabilitesi (%13-50)
10q23.3’ de LOH

Berrak hiicreli karsinoma *KRAS gen mutasyonlari (%5-16)
Mikrosatellit instabilitesi (%13)
TGF- B RII gen mutasyonlar1 (%66)

Malignant karigik timdrler *p53 gen mutasyonlari (>%90)
Malignant Brenner tiimor Heniiz belirlenmemis.
Andiferansiye karsinomalar Heniiz belirlenmemis.

Epitelyal over tiimorlerinin erken evrelerde tespit edilebilmesi ve prognozunun
belirlenmesini saglayacak biyolojik belirtegleri belirlemeye yonelik olarak yapilan
gen ekspresyon calismalart sonucu Onemli veriler elde edilmistir. Hough ve
arkadaglari, SAGE ve immiinohistokimya yontemleri ile yliksek dereceli serdz
epitelyal over tiimdrlerinde, Klaudin-3, Klaudin-4, ApoJ, APOE, HLA-DR,
Glutatyon peroksidaz-3, Mesotelin, MUC1 ve HE4 gen ekspresyonlarinda 10 katlik
bir artisin aldugunu gostermisledir. Ayrica, PAI-1, Galektin-1, Vineksin-f genlerinin
ekspresyon diizeylerinde azalma belirlemislerdir (54). Sonug¢ olarak bu genlerin
epitelyal over tlimorlerin prognozunu belirlemede kullanilabilecegini gostermislerdir.
Lu ve arkadaslar1 da, semikantitatif RT-PCR, global gen ekspresyon analizi ve
immiinohistokimya yontemleri ile epitelyal over tiimorlerinde biyolojik belirtegleri
belirlemeye yonelik olarak farkli evrelerde ve histolojik alt tiplerde olan 42 epitelyal
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over timor dokusu calismislardir. Klaudin-3, Vaskular endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), MUC1 ve CA125 ekspresyon diizeylerindeki artis belirlemislerdir (55).
Epitelyal over tiimorlerinin taranmasinda, bu genlerin kombine olarak kullanilmasi
ile bir biyolojik belirte¢ panelinin olusturulabilecegi gosterilmistir. Shayesteh ve
arkadaslar ise, neoplazide rol oynadig: bilinen bir lipid kinaz olan Fosfotidilinozitol
3’-kinazin (PI3K) epitelyal over tlimoérlerinde rol oynayan Onemli bir onkogen
oldugunu belirlemisglerdir. Epitelyal over tiimor o6rneklerinin %6.6° sinda somatik
mutasyonlar ve %24.5° inde ise amplifikasyon oldugunu belirlemislerdir (56).

Epitelyal over tiimorlerinde global gen ekspresyon calismalari ile ekspresyon
degisiklikleri belirlenmis olan spesifik genlere yada sinyal yolaklarina yonelik tedavi
protokollerinin gelistirilmesi ile etkili bir tedavi olanagi saglanabilir.

2.6.3. Epitelyal Over Tiimorlerinde Metastaz

Tlimoriin  gelisim basamaklari; proliferasyon, transformasyon, invazyon ve
metastaz olarak siralanabilir. Metastaz, tiimdr hiicrelerinin primer tiimor odagindan
ayrt bir doku ya da organda olusturduklar1 ikincil tiimér odaklar olarak
tanimlanmaktadir. Kanserde metastaz, malignansinin ilerlemesinde son basamak
olarak ifade edilmektedir.

Metastazda malign hiicrelerin viicut igine yayilimi; viicut bosluklarina veya
ylizeylere dogrudan yerlesimiyle (trans¢dlemik metastaz), lenfatik yolla ve
hematojen yolla gergeklesmektedir. Viicut bosluklarindan, en sik periton boslugu
olmakla birlikte plevral, perikarda, subaraknoid ve eklem bosluklarina yayilim
gostermektedir. Bu tip yayilim en sik over timorlerinde ve gastrointestinal sistem
timorlerinde gozlenmektedir. Lenfatik yolla yayilim ise en sik tercih edilen
yayilhmdir. Ozellikle malign epitelyal tiimorlerde lenfatik yolla yayilim goriiliir.
Hematojen yayilim 6zellikle malign mezensimal tiimdrlerin tercih ettikleri yoldur.
Hematojen metastazlar ozellikle, karaciger ve akcigere olur. Vendz invazyonda,
timor hiicreleri primer tiimor bolgesinin dogal akim yoniinii izler. Renal hiicreli
karsinom 6zellikle vendz invazyonu tercih etmektedir. Arteriyal yayilim ise, timor
hiicrelerinin pulmoner kapiller yatagi veya pulmoner arteriovendz santlar1 gectigi
zaman meydana gelir (36).

Tiimoér metastazinin genetik orijini agiklamaya yonelik olarak iki hipotez ileri
stiriilmektedir. Bunlardan birisi; “Seed-and-soil” hipotezidir. Bu hipoteze gore, timor
genetik olarak heterojen yapida olup metastaz olay1 genetik olarak metastatik fenotip
kazanmis klonlardan kaynaklanmaktadir. Bu klonlarin da fenotipi, metastazin yerini
belirlemektedir. Tkinci hipoteze gore ise, metastatik hiicreler primer tiimorden farkl
genetik olarak secilmis klonlar degildir. Primer tiimor hiicreleri ile genetik olarak
ayni tiimor hiicre klonlarindan rastgele olaylarla metastaz olay1 gergeklesmektedir.
Bu hipotezlerden “seed-and-soil” hipotezi daha ¢ok kabul goriilen hipotez olmasina
ragmen, meme kanseri gibi bazi kanser tiplerinde yapilan ¢alismalar gen ekpsresyon
profili ¢alismalart sonucunda, primer tiimor ile metastatik hiicrelerin gen ekspresyon
profilinin ayn1 oldugu gosterilmistir. Epitelyal over kanserlerinde, primer timoér ve
ve bu tiimorlerin olusturduklart metastazlarin genetik yapt ve gen ekspresyon
profilleri arasindaki farkliliklar1 géstermeye yonelik oldukca az yaymn bulunmaktadir
(57). Hibb ve arkadaslari, 17 serdz papiller over kanserli olgunun primer tiimorleri
ile omentum metastazlarinda gen ekspresyon profillerinin ayn1 oldugunu
gostermislerdir (58). Bayani ve arkadaslar da, karsilastirmali genomik hibridizasyon
teknigi ile primer ve metastatik tiimor orneklerindeki kromozomal degisimlerin ayni
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oldugunu gostermislerdir (59). Bu iki ¢alisma, epitelyal over tiimdrlerinde metastaz
icin ikinci hipotezi dogrulamaktadir. Ancak bir baska calismada, karsilastirmali
genomik hibridizasyon yontemi ile primer tiimor odaginda kompleks kromozomal
degisimler belirlenirken metastatik tiimér odaginda ise normal kromozomal yapinin
belirlenmesi epitelyal over tlimorlerinde metastaz mekanizmasimin agiklanmasina
yonelik olarak daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerekliligini géstermektedir.

Epitelyal over tiimorleri olduk¢a lenfofilik olup, lenf nodu metastazlari sik
gelismektedir. Lenf nodu metastazlar1 erken evrede %12-25 arasinda gozlenirken,
gec evrede ise bu oran %46-76° lara kadar ¢ikmaktadir. Bu nedenle son yillarda
epitelyal over kanserlerinde lenf nodu metastazlar1 {izerine ¢ok sayida c¢alisma
yapilmaktadir. Omentum metastazlar1 ise diger kanser tiplerinde de goriilmesine
ragmen, en sik epitelyal over tiimorlerinde goriilmektedir. Bunun nedeni, tam olarak
bilinmemesine ragmen, overlerin peritonal kaviteye olduk¢a yakin olmasindan dolay1
olabilecegi ileri siiriilmektedir. Epitelyal over tiimdrlerinin bilateral olmasi siklikla
goriilmektedir. Bu durum ya bir overdeki tiimdriin diger overe metastazi ile yada her
iki tiimoriinde primer tiimor olmasi ile agiklanabilir. Ser6z adenokarsinomalarin
%157.5° 1 bilateral iken, miisindz timorlerin %21.3” i, berrak hiicreli tiimorlerin
%13.3’ 1, endometrioid tlimorlerin %28.6° s1 ve diger epitelyal over timori
tiplerinin ise %35.6’ s1 bilateraldir (57).

Epitelyal over tiimorlerinde metastaz, her basamaginda farkli molekiiliin rol
oynadig1 ¢cok basamakli olaylar zinciri sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir.

Metastazin birinci basamaginda tiimor hiicresinin primer timoér odagindan
ayrilmasi gerceklesmektedir. Bu basamakta hiicre ile ekstraseliiler matriks etkilesimi
Oonemlidir. Hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesimini kaybeden bir hiicre apoptosise
gitmektedir ve bu olay da anoikis olarak tanimlanmaktadir. Kanser hiicrelerinin
ekstraseliiler matriks etkilesimi olmaksizin proliferasyon yapabilme 0Ozellikleri
metastaz i¢in olduk¢a Onemlidir. Over kanserinde apikal vezikiil traffiginden rol
oynayan RAB25 geninin asir1 ekspresyonunun, apoptozu ve anoikisi 6nledigi, timor
agresivitesine yol acgtig1 gosterilmistir. T-hiicre yanitinin negatif regiilatorii olarak
bilinen hiicre yiizey proteini B7-H4’ de, malignant transformasyona yol agmakta ve
hiicreyi anoikise karsi direngli kilmaktadir. Metastazin bu ayrilma basamaginda,
metastatik hiicrenin ayrilmasi sirasinda matriks metalloproteazlardan (MMP) MMP1
ve MMP14, tiimor hiicresinin sag kalimini arttirmaktadir. Timor hiicresinde
metastatik potansiyelin gelisebilmesi icin, epitelyal-mezensimal doniisiimiin olmasi
gerekmektedir. Over kanserinde, epitelyal hiicreler depolarize olarak hiicre-hiicre
kontagini kaybederler ve fibroblast benzeri morfolojik 6zellik kazanirlar. Epitelden
mezensimal hiicreye doniisim metastatik kanser hiicresine sag kalim avantaji
saglamaktadir. Over kanser hiicrelerinde ve saglikli over yiizey epitelinde, endotelin
1 ve reseptoriiniin agir1 ekspresyonu ve E-kaderin gen ekspresyonunun kaybi epitel
hiicresinin mezensimal hiicreye doniisiimiinii saglayan faktorlerdir. a(v)p6 integrinin
asirt ekspresyonu ekstraseliiler matriksin plazminojen bagimli degredasyonunu
arttirmakta ve hiicre ekstraseliiler matrik adhezyonunun zayiflamasi ile timor
hiicresinin primer odaktan ayrilmasi ger¢eklesmektedir. Tiimor hiicresinin ayrilmasi
ve motilitesini saglayan diger bir faktorde, hepatosit biliylime faktoriidiir. Over
kanserlerinde bu biiyiime faktoriiniin reseptorii olan c-Met’ in asir1 ekspresyonunun
hepatosit biiyiime faktorii indiiklii hiicre motilitesine yol agtig1r gosterilmistir. E-
kadherin ekspresyon degisikligi de metastazin bu basamaginda olduk¢a onemlidir.
Normal over yiizey epitelinde ekspresyonu gozlenmeyen E-kadherin gen
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ekspresyonunun, metastatik over tiimorlerinde primer tiimor odagina gore arttigi
gosterilmistir (57).
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Sekil 2.5. Metastazin gelisim basamaklari (57)

Timor hiicrelerinin lokal olarak gelismesi ve metastazi i¢in anjiogenez yani
damarlanmanin olmasi1 gerekmektedir. 1-2 milimetre boyutlarindaki solid timorlerde
vaskularizasyon yoktur. Birgok solid tiimor tipinde anjiogenez yoklugunda timor
ancak 1-2 milimetre oranina kadar biiyliyebilir ve damarlanma olmayan timor
nekroza ugramaktadir. Timdrde yasanan hipoksi durumu anjiogenik degisime yol
acmaktadir. Hipoksi durumu iki faktér sonucu olusur. Birinci olarak; tiimor
dokusunda go6zlenen yiiksek oranda hiicresel proliferasyon tiimor dokusunun
merkezindeki hiicrelerin kan damarlarindan uzaklagmasina yol agarak hipoksia
olusur. Ikinci olarak; tiimoér dokusunda kan damarlarinin yapisindan dolay1 defektif
timor mikro sirkiilasyonu hipoksi durumunun olusumuna yol acar (60). Bircok
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bliytime faktorii ve sitokinler, endotelyal hiicre biiyiimesi ve migrasyonunu uyararak
anjiogenezi saglamaktadir. Bunlardan en Onemlisi, vaskular endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), platelet kokenli endotelyal
hiicre biiylime faktorii/timidin fosforilaz (PD-ECGF), anjiopoietin 1 (Ang-1) ve 2
(Ang-2), ephrin gen ailesi tiyeleri, timor hiicreleri tarafindan salinan anti-anjiogenik
molekiiller olan trombospondin 1, anjiostatin, endostatin gibi molekiillerdir.
Anjiogenezde primer olarak VEGF rol oynamaktadir. VEGF, endotelyal hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve damar olusumunu saglamaktadir. Over kanser
hiicrelerinde VEGF geninin agir1 ekspresyonu anjiogenezin major aracist olup, bu
olgularin serum VEGF diizeyi prognostik faktor olarak kullanilabilir (61).

Trans¢olemik metastaz, malignant asit sivist olusumu ile iligkilidir. Ayrica, timor
hiicreleri tarafindan lenfatik damarlarin tikanmasi, peritoneal kaviteden lenfatik
drenajin azalmasi, peritoneal kavite astarinin kilcal damarlarinin hiperpermeabilitesi
de asit sivisinin olugsmasina neden olmaktadir. Over karsinoma ksenograft
modellerinde VEGF gen inhibitorlerinin kullanilmasi asit sivist olusumunu azalttigi
gosterilmistir. Otokrin motiliti faktdr ve reseptdriiniin, VEGF aracili asit birikimine
yol actigi ileri stirtilmektedir (61, 62). Asidik sivi i¢inde bulunan diger molekiillerin
de epitelyal over tiimoér hiicrelerinin invasyonuna yol actigi gosterilmistir. over
kanserli olgularin asidik sivilar1 iginde yiliksek konsantrasyonda bulunan
Lisofosfatidik asitin, proteaz ekspresyonunu arttirarak, anjiogenik faktorlerin ve
integrin ekspresyonunu arttirarak, apoptosis inhibe ederek metastaza yol agmaktadir.
asidik s1v1 i¢inde yliksek konsantrasyonlarda bulunan CXCR4 kemokin reseptorii ve
ligandi CXCLI12 integrin B1 ekspresyonunu indiikleyerek kanser hiicrelerinin
migrasyonuna yol agmaktadir (63).

Tiimdr hiicresinin peritonal implantasyonunu saglayan mekanizmalar da heniiz
tam olarak aydinlatilmis degildir. Timor hiicrelerinin peritoneal ylizeye
tutunmasiyla, metastatik hiicre prolifere olmakta ve mezotelyuma invaze olmaktadir.
Matrik metalloproteazlar (MMP), stromal invazyonda 6nemli rol oynamaktadirlar.
MMP2 geninin asir1  ekspresyonunun epitelyal over kanserlerinin peritona
invazyonunu sagladigi gosterilmistir. Klaudin 3, klaudin 4 ve endotelin 1 gen
ekspresyonlarindaki degisiklikler, MMP2 ve MMP14 gen ekspreyonunu arttirarak
timor hiicre invazyonuna yol agmaktadir. Ayrica peritoneal hiicrelerden ve bu
hiicrelerin iligkide oldugu immiin ve stromal hiicrelerden serdzal inflamasyona yanit
olarak salinan interlokin 1, 6 ve 8 gibi sitokinler ve kemokinler kanser hiicrelerinin
implantasyonunu indiiklemektedir (64).

Son 10 yilda kanserli olgularda metastaz olaymin erken evrede belirlenmesi ve
tedavisinde gelismeler olmasina ragmen, kanser nedeniyle 6limlerde metastaz halen
major sebep olarak gozlenmektedir. Bu nedenle metastatik potansiyeli belirleyen
parametrelerin belirlenmesi klinik olarak ¢ok onemlidir. Overin ylizey epitelyumu
kanserlerinin mekanizmasinin ortaya c¢ikarilmasi i¢cin hem proliferasyon hem de
metastazinda rol oynayan genlerin karekterizasyonu ve biyolojik mekanizmalarinin
aydinlatilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle diger kanser tiirlerinde
fonksiyonu gosterilmis olan AMF/PGI ve reseptori AMFR, CTGF, RAB25A,
RASSF2A ve MDRI1 genlerinin epitelyal over tiimorlerindeki roliinli gosterebilmek
icin bu ¢alisma planlanmustir.
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2.7. AMF/PGI (Homo sapiens glucose phosphate isomerase) ve Reseptorii
AMFR (Homo sapiens autocrine motility factor receptor, transcript variant 2)

Otokrin motiliti faktdor (AMF/PGI), insana ait A2058 melonama hiicre hattinin
kiiltiir besiyerinden piirifiye edilmistir. Kromozomal lokalizasyonu 19q13.1° dir.
Malignant ve neoplastik hiicreler tarafindan sentezlenen ektraseliiler fosfohekzo
isomerazdir. Bu protein, 55 kDa agirliginda bir sitokin olup, otokrin tarzda hiicrelerin
hareketini uyarmaktadir. Reseptorii yoluyla sitokin benzeri aktivite gostermektedir.
Primer olarak sitoplazmada tubular vezikiillerde lokalizedir. AMF/PGI, reseptorii
AMFR ile malignant hiicre yiizeyinde birlikte bulunurlar. Gastrointestinal
kanserlerde, bobrek, meme, kolorektal ve akciger kanseri gibi malignant tiimorlerde
serum ve idrarda diizeyinin artmis oldugu gosterilmis olup tiimor belirteci olarak
ifade edilmistir (65).

PGI (Fosfoglikoz izomeraz); glikolitik yolagin ikinci enzimidir. Glikolizis ve
glikoneogenez esnasinda glikoz 6-fosfat ve frukroz 6-fosfatin interkonversiyonunu
katalizlemektedir. Bakteri ve dkaryotlarda olduk¢a korunmustur. Hiicre i¢inde glikoz
metabolizmasinda rol oynarken hiicre disinda sitokin olarak fonksiyon gérmektedir
(66).

AMFR; endoplazmik retikulumda ubiquitin E3 ligaz aktivitesi gosteren ve hiicre
ylizeyine internalize olmus bir reseptordiir. Kromozomal lokalizasyonu 16q21° dir.
AMEFR geni, 78 kDa bir glikoprotein kodlamaktadir. Kodlanan proteinin, p53 tiimor
baskilayic1 gene homoloji gosteren bazi sekanslari vardir. Ligand1 olan AMF’ nin
baglanmasiyla uyarilmasi sonucu; hiicresel adhezyon, proliferasyon, hiicre motilitesi,
normal fibroblast hiicrelerinde hiicre-hiicre kontakti ve apoptosisde degisiklikler
meydana gelmektedir. Yapilan calismalar sonucunda AMFR’ nin asin
ekspresyonunun, akciger, Ozafagus, mide, kolon, rektum, karaciger ve deri
kanserinde olmak iizere tlimoriin ilerlemis evresi ve hastalarin azalmis yasam siiresi
ile iligkili oldugu gosterilmistir. Pozitif AMFR ekspresyonu kotii prognoz ile dnemli
derecede iliskilidir (67).

AMEF/PGI; timdr hiicrelerinin migrasyonu, invasyonu ve metastazinda dnemli rol
oynamaktadir. Tiimdr hiicreleri, normal hiicrelere kiyasla daha c¢ok glikolize ihtiyag
duymaktadirlar. Glikolitik metabolizmanin daha ¢ok fonksiyon goérmesi, pek cok
onkogenik sinyal yolaginin aktivasyonuna yol agar. Bu da bircok tiimdr tipinde,
tiimoriin agresivitesinde artisa ve kotii prognoza neden olur.

AMEF/PGI ve reseptorii olan AMFR’ nin asir1 ekspresyonu, kanser progresyonu,
metastazi ve anjiyogenesizi sirasinda migrasyon bagimli prosesler ile iligkilidir. Solid
tiimorlerin biliylimesi ve metastazi, anjiogeneze baghdir. bFGF, aFGF, TGF-§3, TNF,
VEGF ve reseptorleri anjiogenez basamaklarinda stimiilator ve inhibitdr olarak
fonksiyon goriirler. AMF/PGI/AMEFR ile VEGF/VEGEFR sinyalleri arasinda, timor
anjiogenezi ve asit birikiminde karsilikli bir etkilesim bulunmaktadir (65, 66) (Sekil
2.6). AMF/PGI aracili asit birikimi, endotelyal ve mezotelyal tabakalarin
permeabilitesini, direkt veya indirekt olarak arttirarak meydana gelmektedir. VEGF,
anjiogenezin primer regiilatoriidiir. VEGF reseptorlerinden Flt-1 veya KDR, tiimor
anjiogenezi ve metastazinda énemlidir. AMF, endotelyal hiicrelerde protein kinaz C’
yi ve fosfotidil inositol 3°-kinaz1 aktive ederek, doza ve zamana bagl olarak Flt-1
ekspresyonunu arttirmaktadir (66).
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Sekil 2.6. AMF/PGI ve reseptoriiniin VEGF ile olan etkilesimi ve anjiogenesis (65).

AMEF/PGI asir1 ekspresyonu, anti-apoptotik etki ile iligkilidir. AMF/PGI’ nin asir1
ekspresyonu, MAPK, PI3K ve Akt/PKB sinyal yolagi iizerinden apoptozun
baskilanmasina neden olmaktadir (65) (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. AMF/GPI ve reseptoriiniin apoptosisdeki rolii (65)
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Sonu¢ olarak diyebiliriz ki; AMF/PGI multifonksiyonel bir protein olup,
anjiyogenezis, anormal peritoneal sivi birikimi ve anti-apoptotik etkiler gibi
malignant timdr davranislarinin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir (49). NIH-
3T3 fibroblastlarda, AMF/PGI asir1 ekspresyonunun transformasyon ve hiicre
canliligin1 indiikledigi gosterilmistir (50). Kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri,
kolorektal kanser ve pankreatik kanserlerde yapilan g¢aligmalar ile, AMF/PGI ve
reseptorii olan AMFR’ nin metastatik proseste dnemli rol oynadig1 gdsterilmistir. Bu
calismalar sonucunda, yiiksek diizeyde AMFR gen ekspresyonu gozlenen olgularin
sag kalim oraninin, diisiik diizeyde ekspresyon olan olgulardan 6nemli derecede kotii
oldugu gosterilmistir. Ayrica, AMFR geninin ekspresyon diizeyindeki artisin,
tiimoriin yeniden niiks etmesi ile iligkili oldugu oldugu gosterilmis (68-70).

2.8. RASSF2A (Homo sapiens ras association (RalGDS/AF-6) domain family 2
protein isoform 2A)

Ras genlerinde meydana gelen mutasyonlar ile kanser gelisimi arasinda direkt bir
iligki bulunmaktadir. B-Raf, PI3-K gibi Ras efektor genlerinde de meydana gelen
mutasyonlar kanser gelisimine yol agmaktadir. 2000 yillarinda Ras—association
domain family 1 (RASSF1) olarak adlandirilan yeni Ras efektdr gen ailesi
bulunmustur. Ras proteinleri PI-3K, MAPK, Rho GTPaz gibi ¢esitli 6nemli sinyal
yolaklarindaki aktivasyonlari ile hiicre proliferasyonu, morfolojisi ve canliliginda
onemli rol oynamaktadir (71) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Ras Sinyal yolag1 (71)

Ras gen ailesinde yer alan genlerde meydana gelen mutasyonlarin kanser
olusumuna yol actig1 bilinmektedir. Kanserlerin yaklasik %30’ unda Ras genlerinde
mutasyon belirlenmigstir. Ras GTPaz’ lar, ekstraseliiler sinyallere yanit olarak hiicre
boliinmesi, farklilasmasi, hareketi ve apoptosisini igeren bir¢ok fonksiyonun
regiilasyonunu saglar. Ras proteinleri hiicrede iki formda bulunurlar. Bunlardan birisi
GTP bagh aktif form digeri ise GDP bagli inaktif formdur. Aktif formda iken Ras
proteini downstream efektor proteinler ile etkilesime girebilir. Raf ve Fosfotidil
inositol 3 Kinaz (PI3-K) gibi Ras efektdr proteinler, Ras baglanma domainleri
yoluyla Ras’ in GTP bagli formuna spesifik olarak baglanabilir. Raf proteinler, serin-
threonin kinaz olup hiicre proliferasyonunu aktive eden MEK-ERK sinyal yolagini
kontrol etmektedir. PI-3K ise, BAD gibi Bcl ailesi iiyeleri tarafindan indiiklenen
apoptosisi inhibe eden Protein kinaz B ve Akt aktivasyonu i¢in gereklidir. Bu iki
protein; Ras ile Ras-baglanma domaini (RBD) araciligi ile Ras ile etkilesime girerler.
Diger bir Ras efektdr grubu ise, RalGDS/AF6 Ras iliskili domain (RA) olarak
adlandirilan korunmus motife sahip proteinlerdir. Son zamanlarda, RA domainine
sahip yeni genler belirlenmigtir. Ras iligkili domain ailesi (RASSF) olarak
adlandirilan bu ailenin 8 iiyesi bulunmaktadir. RASSFI1-RASSF8 olarak
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adlandirilmaktadirlar (Sekil 2.9). RASSF ailesi liyelerinden en 1yi ¢aligilan ve bilinen
RASSF1A’ dir. RASSF genleri tiimor baskilayict gen olarak fonksiyon gérmektedir
(Sekil 2.10)(72).

51-101 104-288 200-337
RASSF1A  AAF3S127 [ 1 I | G40 aa
.- 43-137 135-186
RASSF1IB  AADI4ITE [ “ﬁ] 1689 aa
124-218 .
RASSF1C AACTOD1O _m 270 aa
177-264 272319
RASSF2A  AAMS90FS [ I | 026 as
7O-187 187-234
RASSF3A  MNP_835463 [— et
175-262 270-317
FRASSFas  MNP_114412 [ I | 21 aa
122-170 274-364 H66-413
MNORE1A MNP _BT2604 | | | I B | 4158 aa
121-211 2132650
MORE1B  NP_872806 [ | I
186-274 251 -3
RASSFEA MNP_BD3BETS [ _ﬂ] 337 aa
218-306 313-360
RASSFEE MNP _ OSBS54 [ I | 59 aa
5-59
RASSF7A  NP_003466 P | ] 373 aa
AG-129
1-82
AAassEea Aavsasos [ ] 419 aa
1-82
RASSFEEE  NP_009142 [N 392 ag

Sekil 2.9. RASSF ailesi iiyeleri (72)
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PMCA4b
sjelsiagrisig:

Sekil 2.10. RASFF genlerinin tiimor baskilanmasindaki rolii (71)

RASSF2, 20p13° de lokalize bir tiimor baskilayict gendir. RASSF2A, RASSF2B
ve RASSF2C olarak adlandirilan ii¢ izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlardan
sadece RASSF2A’ da 5’ CpG adast bulunmaktadir. Bu nedenle sadece RASSF2A
transkripti, translasyona ugramaktadir. RASSF2A, RA domain ve asidik coiled-coil
SARAH domaini igeren 326 aminoasitten olusan bir proteindir. KRAS ile etkilesim
halinde bulunmaktadir. KRAS geninin efektér domainindeki mutasyon iki proteinin
etkilesimini bozmaktadir. Beyin, akciger, periferal kan I6kositlerinde yiiksek
diizeyde ekpresyon gosterirken, plesanta, iskelet kasi, bobrek, karaciger, timus,
prostat, testis ve ovaryumda ekspresyonu diisliktiir. RASSF2, apoptosis ve hiicre
dongiisiiniin sonlanmasina aracilik ederek RAS sinyal yolagini negatif olarak regiile
etmektedir (72).
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2.9. RAB25 (Homo sapiens RAB2S, member RAS oncogene family)

RAB guanozin trifosfatazlar (GTPase) RAS siiper ailesinin kiigiik GTPaz’ laridir.
Insan genomunda RAB gen ailesinin 60 farkli iiyesi vardir. RAB gen ailesi iiyeleri,
vezikiil trafiginde rol oynamaktadir. RAB25, RABI11 alt ailesine aittir. RAB2S;
1922’ de lokalizedir. Gastrointestinal mukoza boyunca ileum ve kolonda, akciger ve
bobrekte en yliksek diizeyde eksprese oldugu gosterilmistir. RAB 25 ekspresyonu,
beyin, karaciger, kalp ve iskelet kasinda bulunmamaktadir. RAB proteinleri, GTP
bagli formda iken aktif, GDP bagli formda ise inaktifdir.

RAB25, hiicre proliferasyonun ve canliliginin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Dinlenme evresindeki hiicrelerde, RAB25 ve biiyiime faktorii reseptorleri, hiicre
yiizeyinde lokalizedir. Biiyiime faktorlerinin uygun ligandlar1 ile aktivasyonu
sonucunda, RAB25 proteinleri, reseptdriin internalizasyonunu, vezikiillerin
olugsmasint ve niikleus, lizozom, proteozomu iceren spesifik hiicresel
kompartmanlarda makromolekiil trafigini ve hiicre ylizeyine yeniden taginmasini
diizenlerler. RAB25; AKT aktivasyonunu saglarken, bilinmeyen meknizmalar
yoluyla BAX ve BAK diizeylerinin azalmasina neden olur. Bu etkisi yoluyla,
proliferasyonun artmasina, apoptosisin azalmasina ve tiimor hiicrelerinin
agresivitesinin artmasina yol agar (Sekil 2.11) (73, 74).
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Sekil 2.11. RAB25 aracilt hiicre proliferasyonu ve canliliginin regiilasyonu (74).
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2.10. CTGF (Connective Tissue Growth Factor)

CTGF 6q23.1° de lokalizedir. CCN gen ailesinin 6 {iyesinden birisidir.
Yaklasik 3 kb biiyiikliigiinde olup 5 ekzon ve 4 introndan olugmaktadir. Kalp, beyin,
plesanta, karaciger, kas, bobrek ve akcigerde eksprese olmaktadir. 38 kDa agirliginda
sisteince zengin ve hiicre yiizeyindeki integrinlere baglanabilen heparin baglanma
proteini kodlamaktadir. Kondrositlerin gelisimi, proliferasyonu ve farklilagmasi,
endotelyal hiicrelerin proliferasyonu ve migrasyonu ve apoptozun regiilasyonundan
sorumludur. Hiicresel proliferasyon, migrasyon, adhezyon, ekstraseliiler matriks
olusumu, anjiogenez ve tiimorigenezin regiilasyonunda énemli rol oynamaktadir. Bu
proteinin ekspresyonunun, sistemik skleroderma, arterosiklerosis, renal hastaliklarda
arttigi  gosterilmistir. Meme kanseri, pankreatik kanserler, melanomalar,
kondrosarkoma gibi bazi kanser tiplerinde de ekrespresyonunda artis gézlenmesine
ragmen, bu proteinin kanser gelisiminde ve progresyonundaki rolii hakkinda net bir
bilgi bulunmamaktadir. Meme kanseri hiicrelerinde CTGF’ in asir1 ekspresyonunun
timor biliytikliigii ve metastazi ile iliskili oldugu gosterilmistir (75).

2.11. MDR1 (ATP-Binding Cassette, Subfamily B, Member 1;ABCB1)

Konvansiyonel kanser kemoterapisi, tiimor hiicreleri tarafindan gosterilen ¢oklu
ilag direncliligi (MDR) ile oOnemli oranda smirlanmaktadir. Timdrlerin
kemoterapétik ajanlara karsi olan direnci iki yolla olur. Bunlardan birisi, i¢ direng
olup melanoma, karaciger kanseri ve renal hiicre kanserinde oldugu gibi timor
hiicrelerinin tipik olarak bir¢ok ajana duyarsizligi s6z konusudur. Digeri ise
kazanilmig direngtir. Kazanilmis direncte ise, tiimorlerin kemoterapiye kisa bir
duyarlilik gostermesinden sonra direngli hale gelmesi goriilmektedir. Kemoterapdtik
ilaglarin  hiicre i¢ine alinmasi, ATP-bagimli ve ATP-bagimsiz olarak
gerceklesmektedir. Kazanilmis direng, coklu ilag-direnci (MDR) gen ailesi ile ortaya
cikmaktadir. Bu genler, biiyiilk oraganik bilesiklerin tasinmasindan goérev yapan
ATP-bagimli pompalar1 kodlarlar. Bunlar ABC (ATP-binding cassette) transporter
gen ailesi iiyelerinden; MDR1 (P-gp:P-glikoprotein), MRP1 (Multidrug resistance
associated protein,) ve BCRP (Breast cancer resistance protein) proteinleridir. Bu
gen ailesinde yer almayan LRP’ de (Lung resistance protein) ¢oklu ilag-diregliligine
yol agmaktadir. Bu proteinler, ya kemoterapdtik ilaglarin hizla hiicre disina
atilmasina ve hiicre i¢indeki etkinliginin kaybolmasina neden olarak yada ilacin
hedef organellerden uzak hiicresel dagilimina yol agarak ¢oklu ila¢ direngliligine
neden olmaktadirlar (76).

Kanser kemoterapisine direncli genlerden {lizerinde en c¢ok c¢alisilan MDRI
genidir. MDR1 geni, 7q21-21.1 bolgesinde lokalizedir. MDRI1 geninin asir1
ekspresyonu sonucu, kemoterapétik ilaclarin alinimi ve birikiminde azalmanin
meydana gelmesi ile kemoterapiye direnglilik ortaya ¢ikmaktadir. MDR1 geninin
ekspresyonundaki artisin aciklanmasina yonelik ¢esitli mekanizmalar ileri
striilmektedir. MDRI1 geninin promotor bdlgesindeki polimorfizmler, gen
ekspresyonu ve kemoterapiye yanitt etkilemektedir. C3435T polimorfizminin MDR1
gen ekspresyonu lizerine etkili oldugu ve T3435T genotipinin varliginda C3435T ve
C3435C genotiplerine gore gen ekspresyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir. Gen
ekspresyonunu etkileyen diger bir mekanizma ise, pS3 ve MDRI1 genleri arasindaki
iligkidir. p53 gen mutasyonlari, MDR1 gen promotorunun aktivasyonuna yol agarak
radrasyon ve kemoterapiye karsi direnglilige yol agmaktadir. Reaktif oksijen
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tiirevlerinin de NF-kB, TNF-qa, insiilin ve EGF {izerinden MDRI1 ekspresyonunu
arttirdigina iliskin goriisler bulunmaktadir (77).
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MATERYAL ve METOD

Tez kapsaminda, epitelyal over kanserli 35 olgudan cerrahi miidahale sonucunda
elde edilen degisik evrelerdeki primer odaga ait tiimér dokusu, ayni kisinin eger
varsa metastatik odaga ait dokusu ve normal dokudan RNA izole edilerek,
AMF/PGI, AMFR, CTGF, RAB25, RASSF2A ve MDRI1 genlerinin ekspresyon
diizeylerindeki farkliliklarinin belirlenebilmesi i¢in kantitatif ger¢ek zamanlt RT-
PCR yontemi uygulandi. Ayrica, RASSF2A geninin ekspresyon diizeyine bagl
olarak metilasyon profilindeki degisiklikleri belirlemek i¢in ayni dokulardan DNA
izolasyonu yapilarak metilasyon spesifik PCR yontemi gergeklestirildi. Elde edilen
verilerle, hem hastanin kendi farkli evredeki dokular1 hem de hastalar arasinda evre
ve gen ekspresyon profilleri karsilastirildi.

3.1. Tiimér ve Normal Dokulardan DNA izolasyonu
3.1.1. Kullanmilan Cozeltiler

Tampon A Karisimi: Bu ¢ozeltinin hazirlanabilmesi i¢in, 0.1 M Tris HCI ve 0.5
M EDTA soliisyonlar1 kullanilda.

0.1 M Tris HCI (pH:7.4): 1.211 gr Tris Baz (Sigma) 100 ml distile su igerisinde
coziildii. Saf HCL kullanilarak soliisyonun pH’ 1 7.4’e ayarlandi. Soliisyon
otoklavlandi. Oda 1sisinda saklandi.
0.5 M EDTA (pH:7.4): 18.6120 gr EDTA (Sigma), 100 ml distile su igerisinde
¢oziildii. NaOH soliisyonu kullanilarak pH’ 1 7.4° e ayarlandi. Sollisyon
otoklavlandi. Oda 1s1sinda saklandi.

1000 pl 0.1 M Tris-HCI ve 40 ul 0.5 M EDTA soliisyonlar1 karistirilarak Tampon
A karisimi hazirlandi. Hazirlanan karisim, -20 °C” de saklandi.

%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi: 10 gr Sodyum dodesil siilfat
(Sigma) 100 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti, 0.2 milimetre
capindaki filtreden (Orange Scientific) gegirildi. Soliisyon oda 1sisinda saklandi.

Proteinaz K Cézeltisi: 10 mg Proteinaz K (Sigma) 10 ml steril distile su i¢erinde
¢oziildii. -20 °C’ de saklandi.

Ayristirma Tamponu: 10 ml Tampon A, 840 ul Proteinaz K ve 340 pl SDS

cozeltisi kanistirildi. Elde edilen karigim, 1,5 mililitrelik ependorfa boliinerek -20
°C’ de saklandh.
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Doymus NaCl Cozeltisi: 20 gr NaCl 50 ml steril distile su icerisinde ¢oziildii.
Oda 1s1sinda saklandi.

izopropanol (Sigma)

%70’ lik Etanol: 70 ml %96’ lik alkol alinip ilizerine 30 ml distile su ilave edildi.
+4 °C’de saklandu.

3.1.2. Islemler
1. 20 mg kadar biiyiikliige sahip doku, steril petri kabinda bistiiri yardimi ile
pargalandi. Doku, igerisinde 600 ul ayristirma tamponu bulunan steril 2 ml’ lik
ependorf tiip i¢cine alindi. Ependorfun agzi parafilm ile kapatildi.
2. 65 °C’ ye ayarli su banyosu i¢inde dokular homojen bir gériiniime sahip olana
kadar inkiibasyon yapildi. Dokularin daha kolay parcalanabilmesi i¢in arada bir
vorteks iglemi yapildi.
3. Dokular iyice pargalanip homojen bir goriintii olusunca 180 ul doymus NaCl
¢ozeltisi ilave edilip iyice vortekslendi.
4. 10000 rpm’ de 15 dakika santrifiij santrifiij edildi.
5. Santrifiij sonrasi, iginde DNA’ nin bulundugu st faz temiz bir 2 ml’ lik
ependorfa alindi. 1:2 hacimde izopropanol eklendi. Yavas yavas alt-iist yapilarak
DNA’ nin presipite olmasi saglandi.
6. DNA presipite olduktan sonra, 13000 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi.
7. Siire sonunda iist faz atild1. Uzerine %70’ lik etanolden 500 ul eklendi.
8. 13000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.
9. Santrifiij sonunda {iist faz atildi ve dipte kalan DNA’ da etanoliin
uzaklagtirilmasi i¢in 37°C” ye ayarl etiivde 15 dakika kurumaya birakild.
10. Etanol uzaklastirildiktan sonra elde edilen DNA’ nin miktarina gore steril
distile su ilave edildi. 37°C* ye ayarh etiivde 15 dakika bekletilerek DNA” nin
¢Oziinmesi saglandi.
11. Elde edilen DNA 6rneklerinin 260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik
Ol¢iimleri yapildi.

3.2. Tiimér ve Normal Dokulardan RNA izolasyonu
3.2.1. Kullanmilan Soliisyonlar

Trizol (Sigma)
Kloroform (Sigma)
[zopropanol (Sigma)
%70’ lik Etanol

3.2.2. islemler

1. 30 mg biyikligindeki doku steril petri kabi i¢inde bistliri yardimi ile
pargalandi.

2. 2 ml’ lik steril ependorf i¢ine 500 pl Trizol konuldu. Parcalanan doku trizol
icine eklendi. Doku, homojen bir goriiniim alincaya kadar homojenizator yardimi ile
lyice parcalandi.
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3. Tamamen homojen bir hale geldikten sonra iizerine 500 ul daha Trizol ilave
edildi.

4. Uzerine 200 pl Kloroform ilave edilerek oda 1sisinda 5 dakika siire ile alt-iist
yapildi.

5. Siire sonunda 12000 rpm’ de 15 dakika oda 1s1sinda santrifiij yapildi.

6. Santrifiij sonunda {i¢ faz olugsmaktadir. En iistte olusan faz, RNA’ nin bulundugu
faz olup temiz bir 2 ml’ lik ependorfa alindi. Uzerine 1:1 oraninda izopropanol
eklendi ve alt-iist edilerek karigmasi saglandi.

7. Oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

8. Siire sonunda 12000 rpm’ de 5 dakika oda 1s1sinda santrifiij edildi.

9. Siire sonunda iist faz atildi. Tiipiin dibine ¢6kmiis olan RNA {iizerine 1 ml Trizole
1 ml olacak sekilde %70’ lik etanolden eklendi.

10. 12000 rpm’ de 5 dakika oda 1sisinda santrifiij yapildi.

11. Siire sonunda iist faz atildu.

13. Alkoliin ugmasi i¢in tiipler 37°C” ye ayarli etiivde 15 dakika bekletildi.

14. Elde edilen RNA miktarina gére RNaz icermeyen steril distile su eklendi.

15. Oda 1s1sinda 5 dakika bekletilerek RNA’ nin ¢6ziinmesi saglandi.

16. 260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik dl¢iim yapilarak RNA miktar
belirlendi.

3.3. Kantitatif Ger¢ek Zamanh RT-PCR
3.3.1. cDNA Eldesi

Kullanilan Kit
Tagman Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems)

Kit Icerigi
10X Reverse transkripsiyon tamponu
MgCl2 (25 mM)
dNTP karisimi (25 mM)
10XRandom Hekzamer (50 mM, 5 nmol)
Multiscribe Reverse Transkriptaz (50 U/ul)
RNaz Inhibitérii (200 U/ul)

c¢DNA reaksiyonu icin PCR karisimi

10X Reverse transkripsiyon tamponu Sul
MgCI2 (25 mM) 11 pl
dNTP karigimi (25 mM) 2,5 ul
10XRandom Hekzamer (50 mM, 5 nmol) 2,5 ul
RNaz Inhibitérii (200 U/ul) 3ul
Multiscribe Reverse Transkriptaz (50 U/ml) 1.25 ul
Niikleaz igcermeyen distile su 14,75 pl
RNA 2ug

Toplam hacim 50 pl olarak PCR reaksiyonu kuruldu.
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PCR Kosullar:

25°C’ de 10 dakika 1 dongii
48°C’ de 60 dakika 1 dongii
4°C’ de o0

3.3.2. Kantitatif Ger¢ek Zamanh RT-PCR Reaksiyonu:

Tez kapsaminda ekspresyonu belirlenecek tiim genlerin kantitatif gercek zamanl
RT-PCR reaksiyonunda kullanilan primer ve prob dizaynlari software programi
kullanilarak yapildi. Primer ve prob dizisinin kantitatif ger¢ek zamanli RT-PCR i¢in
uygun olup olmadigi kontrol edildi. Reaksiyonda i¢ kontrol olarak Ribozomal RNA’
ya ait primer ve prob kullanildi. PCR reaksiyonu kurarken, her iki genin ayni tiip
icerisinde calisilmast hem hedef genin hem de ribozomal RNA’ nin ekspresyon
miktariin ayni anda belirlenmesi saglanmistir.

Tez kapsaminda kullanilan genlerin primer ve prob dizileri asagida
verilemektedir.

1. AMF/PGI (Homo sapiens glucose phosphate isomerase)

Ileri Primer:5’-gCTgCTgCCACATAAggTCTTT-3’

Geri Primer:5’-CAgATgATgCCCTgAACgAA-3’
Prob:5’-6-FAM-CCAACCAACTCTATTgTgTTCACCAAgCT-TAMRA-3’

2. AMFR (Homo sapiens autocrine motility factor receptor, transcript variant
2)

Ileri Primer:5’-CTTTTCCTACACAgCggTCAgAT-5

Geri Primer:5’-gCgAggACTgAggTCCAgTg-3’

Prob: 5’-6-FAM-AAggCCAAgtGACCAggAAgA-TAMRA-3’

3. RAB2S5 (Homo sapiens RAB2S, member RAS oncogene family)
[leri Primer: 5°-CCCgAATgTTCgCTGAAAAC-3’

Geri Primer: 5°’-CTTTCAggACAgTCTCAAAggCTA-3’

Prob: 5°-6-FAM-TCCTggAgACCTCAgCCCTggA-TAMRA-3’

4. RASSF2A (Homo sapiens ras association (RalGDS/AF-6) domain family 2
protein isoform 2A)

Ileri Primer: 5°-TgAAggCCAgAATTTACAgCTC-3’

Geri Primer: 5’-AggTTACAgCCAgAgTgCCAg-3’

Prob: 5°-6-FAM-ACCgggAggAAgAAgACgAgTTCA-TAMRA-3’

5. CTGF (Connective Tissue Growth Factor)

Ileri primer: 5°-GAGGAAAACATTAAGAAGGGCAAA-3’
Geri Primer: 5°-CggCACAggTCTTGATGA-3’
Prob:5’-6-FAM-TTTgAgCTTTCTggCTgCAAC -3’

6. MDR1 (ATP-Binding Cassette, Subfamily B, Member 1;ABCB1)
[leri Primer:5°’-TGCTCAgACAggATgTgAgTT-3

Geri primer: 5’-TAgCCCCTTTAACTTgAgCAg-3’

Prob:5’-6-FAM- AAAACACCAATGGAGCAT-3
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Kullanilan Soliisyonlar:

Universal Master Mix (Applied Biosystems)

Kantitatif Gercek Zamanh RT-PCR Reaksiyonu:

Stok Derigim Kullanilan
Miktar
Universal Master Mix 2X 10 pl
Gene Spesifik Primer Ileri 10 pmol/pul 0,2 ul
Gene Spesifik Primer Geri 10 pmol/ul 0,2 pl
Gene Spesifik Prob 10 pmol/pl 0,05 ul
Ribozomal RNA Spesifik Primer Ileri 10 pmol/ul 0,2 ul
Ribozomal RNA Spesifik Primer Geri 10 pmol/ul 0,2 ul
Ribozomal RNA Spesifik Prob 10 pmol/ul 0,05 ul
Niikleaz icermeyen distile su 5,1 ul
cDNA 4 ul

Toplam hacim 20 pl olarak PCR reaksiyonu kuruldu.

Hazirlanan PCR reaksiyonu, asagida belirtilen PCR kosullar1 altinda kantitatif
gercek zamanli RT-PCR cihazinda (Applied Biosystems) gerceklestirildi.

PCR Kosullart:

50°C 2 dakika 1 Dongii
95°C 10 dakika 1 Dongii
95°C 45 saniye

62°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

61°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

60°C 45 saniye } 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

59°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

58°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

57°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

56°C 45 saniye 1 Dongii
72°C 1.5 dakika

95°C 45 saniye

55°C 45 saniye } 40 Dongii
72°C 1.5 dakika
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3.3.3. Kantitatif Ger¢ek Zamanh RT-PCR Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Sonuglar 2[-Delta Delta C(T)] (2**“") metodu kullamlarak hesapland1 (78). Bu
metotda; her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 olarak, hedef genin Ct degeri ile internal kontrol
olarak kullanilan rRNA’ nin verdigi Ct degerleri birbirinden ¢ikarilarak ACt degerleri
belirlendi. Benzer sekilde her bir olgudan alinan normal doku 6rnekleri i¢in de ACt
degerleri belirlendi. AACt degeri ise; timor dokusu icin belirlenen ACt degeri ile
normal doku i¢in belirlenen ACt degerinin ¢ikartilmasiyla elde edildi. 2" degeri
ile de genlerin ekspresyonlarindaki artig veya azalis miktar1 belirlendi.

3.3.4. Metilasyon Spesifik PCR

Tez kapsaminda yer alan epitelyal over kanserli olgularin, normal over veya tuba
dokusundan, primer timoér odagindan ve varsa metastatik tiimor odagindan yukarida
anlatildig1 gibi DNA izolasyonu yapildi. Bu 6rneklerde RASSF2A ekspresyonu ile
genin promotor bdlgesinin metilasyonu arasinda bir iliskinin bulunup bulunmadigin
gostermek i¢in metilasyon spesifik PCR gergeklestirildi.

Metilasyon spesifik PCR calismasinda, bisiilfid muamelesi ile metilenmis
sitozinler degismez iken metillenmemis sitozinler ise urasile doniismektedir. Metile
ve metile olmayan allele spesifik primerler kullanilarak yapilan metilasyon spesifik
PCR ile degisimler belirlenebilmektedir (17).

Bu calismada, kantitatif gercek zamanli RT-PCR yontemi ile ekspresyon
degisikligini inceledigimiz RASSF2A geninin metilasyon profili belirlenmeye
calisilmustir.

3.3.4.1. Genomik DNA Modifikasyonu
Metilasyon analizi igin gerekli olan DNA modifikasyonu i¢in EZ-DNA
Methylation Kit (Zymo Research) kullanildi.

EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research)
Kit Icerigi

CT Conversion Reagent
M-Dilution Buffer
M-Dissolving Buffer
M-Binding Buffer
M-Wash Buffer
M-Desulphonation Buffer
M-Elution Buffer
Zymo-Spin™ IC Columns
Collection Tubes

CT Conversion Reagent Hazirlanmasi:

CT Conversion Reagent igeren tiipe; 900 ul distile su, 300 pul M-Dilution
Buffer ve 50 ul M-Dissolving Buffer eklenerek oda 1sisinda 10 dakika siire ile
hizl1 bir sekilde vorteks yapildi.
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M-Wash Buffer Hazirlanmasi:
M-Wash Buffer i¢ine 24 ml %100 etanol eklendi.

Islemler:

1. DNA’ larin OD degerleri, spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda
oOlciildiikten sonra 20 pl final hacimde 1000 ng DNA olacak sekilde her bir
DNA 06rnegi hazirlandi.

2. 20 pl DNA 6rnegi iceren PCR tiipiine daha dnceden hazirlamis oldugumuz
CT Conversion Reagent’ dan 130 pl eklendi. Pipetaj yaparak veya tiipii
elimizde alt-iist yaparak karismasi saglandi.

3. PCR cihazinda asagidaki programa gore inkiibasyona birakildi.

98 °C 10 dak.
64 °C 2.5 saat
4°C 20 saate kadar

4. Kit iginde yer alan collection tiip igine Zymo-Spin™ IC Columns
yerlestirildikten sonra 600 pul M-Binding Buffer konuldu.

5. Her bir 6rnek bu kolonlara eklendi. Tiip birka¢ kez alt-list yapilarak
karigmasi saglandi.

6. 10000 g’ ye ayarli mikrosantrifiijde 30 saniye santrifiij yapildi. Altta
biriken s1v1 kisim atildi.

7. Kolon iizerine 100 pl daha dnceden hazirlanmis M-Wash Buffer konuldu.
8. 14000 g’ de 30 saniye santrifiij edildi.

9. Kolon igine 200 pl M-Desulphonation Buffer konuldu. 20 °C-30°C” de 15-
20 dakika inkiibasyona birakildu.

10. Siire sonunda 14000 g’ de 30 saniye santrifilij yapildi.

11. Kolona 200 ul M-Wash Buffer konuldu.

12. 14000 g’ de 30 saniye santrifiij yapildi.

13. Bir kez daha 200 pl M-Wash Buffer konuldu.

14. 14000 g’ de 30 saniye santrifiij yapildi.

15. Kolon 1.5 ml’ lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Kolonun tam orta
kimina 10 pl M-Elution Buffer konuldu.

16. 14000 g’ de 30 saniye santrifiij yapildu.

17. Modifikasyonu yapilmig her bir DNA 6rnegi -20 °C saklandi.

3.3.4.2. PCR

Modifiye yapilmis DNA 6rnekleri kullanilarak, asagida dizileri ve PCR kosullari
verilmis olan metile ve metile olmayan allele spesifik primerler kullanilarak PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. PCR firiinleri, etidium bromid ilaveli %2’ lik agaroz jelde
yiiriitiildii ve UV altinda goriintiilendi.

Metile Allele Spesifik Primerler:

Ileri: 5’-ATTCgTCgTCgTTTTTTAggCg-3’
Geri:5-AAAAACCAACgACCCCCgCy-3’
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Metile Allele Spesifik PCR Kosullari:

95°C 10 dakika
95 °C 30 saniye
58°C 30 saniye | 35 Dongii
72°C 30 saniye
72°C 10 dakika

Metile Olmayan Allele Spesifik Primerler:
Ileri: 5>-AATTTgTTTTgTTTTTTAggTgg-3’
Geri:5’-AAAAAACCAACAACAACCCCCAC-3’

Metile Olmayan Allele Spesifik PCR Kosullar::

95°C 10 dakika
95 °C 30 saniye
54°C 30 saniye | 35 Dongii
72°C 30 saniye
72°C 10 dakika

3.3.4.3. Metilasyon Spesifik PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi:
Metilasyon profilinde degisiklik belirledigimiz 6rneklerinin
kantitatif gergek zamanli RT-PCR sonugclari ile degerlendirildi.

42

sonuglari,



BULGULAR

4.1. Epitelyal Over Timorlii Olgularin Klinik Degerlendirmesi

Tez g¢alismasinin yapildigt projenin kapsami 50 olgudan olusmaktadir. Tez
stiresinin kisitli olmasi nedeniyle bu tezde, 35 olguya ait normal doku, primer tiimor
dokusu ve 35 olgunun 18’ inden elde edilen metastatik timoér dokusuna ait veriler
degerlendirilecekti. Caligmalar1 devam eden proje tamamlandiginda tiim veriler final
raporunda degerlendirilecek ve literatiire sunulacaktir.

Tez kapsaminda ¢aligilan epitelyal over tiimdrlii olgularin yas araliklarinin, 30-89
arasinda oldugu goriildii. On yillik araliklarla diizenlenen yas gruplar1 Tablo 4.1° de
verilmektedir. En fazla olgunun ( 13 olgu,) %37.14 ile 4049 yas arasinda oldugu
bulundu. En az sayida olgu ise 30-39 yas aralifinda ve 80-89 yas araliginda 1 olarak
belirlendi. Incelenen olgularin patolojik degerlendirmesi Tablo 4.2° de yer
almaktadir.

Calisilan olgularin histopatolojilerine gore dagilimi ve sikligi Tablo 4.3” de
gosterilmektedir. Caligmast tamamlanan 35 olguda 5 farkli histopatolojiye sahip
kanser tipi gozlendi. Serd6z adenokarsinom tipi 16 olgu (%45.71) ile ilk sirada yer
almaktadir. Olgularin 27 tanesi evre IIIC, 1 tanesi evre IIIB, 3 tanesi evre IA, 2
tanesi evre IB ve 1 tanesi ise evre IC’ dir. Olgularin, 25 tanesi pT3c/pNl1, 2 tanesi
pT3c/pNO, 3 tanesi pTla/pNO, 2 tanesi pT1b/pNO, 1 tanesi ise pT3c/pNO TNM
degerine sahipti. Tez siiresince 35 olgunun sadece 18’ine ait metastik tiimor dokusu
calisilabilmistir.

Tablo 4.1. Olgularin yas gruplarina gore dagilimi

Yas Araligi | Olgu Sayisi Yiizde (%)
30-39 1 2.86
40-49 13 37.14
50-59 7 20
60-69 7 20
70-79 6 17.14
80-89 1 2.86

Toplam 35 100

43



Tablo 4.2. Epitelyal over tiimérlii olgularin histopatoloji sonuglari

OLGUNO| YAS TANI LOK* |DIF* |OMENTUM |LD* MET |FIGO| TNM
OV-1 46 Serdz adenokarsinom Bilateral az + + Ic pT3c
pN1
oVv-2 49 Mikst tipte over karsinom (End+serdz) Bilateral az + + IIC pT3
pN1
OoV-3 74 Serdz papiler adenokarsinom Bilateral orta + IIc
ov-4 45 Miisindz adenokarsinom Sol iyi - - IA pTla
pNO
OV-5 47 Mikst tipte over karsinom (End+serdz) Bilateral az + + mIc pT3c
pN1
OV-6 55 Borderline miisindz tiimér, intestinal tip, sol | Sol Iyi - - IB pTlb
pNO
OV-7 48 Serdz papiller kistadenokarsinom Bilateral orta + + 1ic pT3c
pN1
OV-8 63 Mikst tipte over karsinomu (Endo+serdz) Bilateral Az + + mic pT3c
pN1
OoV-9 47 Ser6z adenokarsinom Bilateral orta + - 111B pT3b
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pNO
OV-10 64 Serdz papiller karsinom Sol Orta Ic pT3c
pN1
0v-11 54 Serdz papiller kistadenokarsinom Bilateral orta 1Ic pT3c
pN1
OV-12 73 Mikst tipte over karsinomu (berrak+seroz) Bilateral |Orta-az 1ic pT3c
pNO
OV-13 69 Ser6z adenokarsinom Bilateral orta ic pT3c
pN1
OV-14 79 Serdz adenokarsinom Bilateral orta IIc pT3c
pN1
OV-15 64 Yiizeysel serdz papiller karsinom Bilateral IIC pT3c
pN1
OV-16 47 Endometrioid adenokarsinom Sol Orta IA pTla
pNO
OV-17 48 Endometrioid adenokarsinom Bilateral | Orta mIc pT3c
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pN1

OV-18 65 Mikst tipte over karsinomu (berrak+serdz) Bialetaral | Orta-az I1cC pT3c
pNO
M1(Beyin)
OV-19 42 Miisindz adenokarsinom, endoservikal tip Sol iyi 1ic pT3c
pN1
OV-20 53 Borderline serdz papiller kistik tiimér, bilateral | Bilateral Iyi IC pTlc
pNO
OoV-21 43 Borderline miisindz tiimor, bilateral Bilateral Tyi IB pTlb
pNO
OoVv-22 44 Borderline miisindz tiimor, sol Sol Iyi IA pTla
pNO
oVv-23 77 Ser6z adenokarsinom Bilateral Az I1C pT3c
pN?
OV-24 47 Endometrioid tip malign adenofibrom Sol Iyi A pT3a
pNO
OV-25 68 Mikst tipte over karsinom (End+serdz) Bilateral az Ic pT3
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pN1

0v-26 50 Endometrioid adenokarsinom Bilateral Az IC| pT3c
pNO

OoVv-27 40 Ser6z papiller kistadenokarsinom Bilateral Az IIC pT3c
pNO

OV-28 69 Andiferansiye tip adenokarsinom Bilateral I1C pT3c
pN1

OV-29 78 Serdz papiller kistadenokarsinom Bilateral orta 1ic pT3c
pN1

OV-30 72 Yiizeysel seroz papiller karsinom Bilateral IIC pT3c
pN1

OV-31 35 Endometrioid adenokarsinom Sol orta aic pT3c
pN1

OV-32 54 Miisindz adenokarsinom Bilateral orta Ic pT3c
pN1

OV-33 56 Serdz adenokarsinom Bilateral az IIc pT3c
pN1

OV-34 63 Endometrioid tip kist adenokarsinom orta ic pT3c
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pN1

OV-35

78

Serdz papiller kistadenokarsinom

Bilateral

Orta

IIC

pT3c

pN1

*LOK: Lokalizasyon
*DIF: Diferansiye

*LD: Lenf diiglimii metastazi
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Tablo 4.3. Olgularin histopatolojilerine gore dagilimi ve yiizdeleri

Histopatolojik Tip Olgu Sayisi Yiizde (%)
Serdz adenokarsinom 15 42.86
Borderline serdz papiller kistik tiimor 1 2.86
Miisindz adenokarsinom 3 8.57
Borderline miisindz tlimor 3 8.57
Mikst tipte over karsinom 6 17.14
Endometrioid tip adenokarsinom 6 17.14
Andiferansiye 1 2.86
Toplam 35 100

4.2. Kantitatif Gercek Zamanh RT-PCR Sonuclari:

Calisilan her bir genin ekspresyon diizeyi, Applied Biosystem 7500 SDS yazilim
programinda analiz yapilarak bulundu. Internal kontrol olarak kullanilan rRNA’nim
ekspresyon diizeyi ile her bir genin ekspresyon diizeyi kiyaslandi. Sekil 4.1°de bir analiz
sonucu Ornegi verilmektedir.
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Sekil.4.1. Applied Biosystem 7500 SDS yazilim programindan analiz sonucu 6rnegi.
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Tablo 4.4. Olgularin primer timor dokusundaki gen ekpresyon profilinin normal dokudaki gen ekspresyon profili ile kiyaslanmasi sonucu elde edilen veriler

OLGU TANI EVRE LD OMENT AMF/PGI AMFR CTGF RAB25 RASSF2A MDRI1
NO MET | UM MET | GENIiCIiN GENI IiCIN GENI ICIN GENI iCIN GENI iCIiN GENI iCiN
AACT AACT AACT AACT AACT AACT
OV-1 Ser6z adenokarsinom IIIC + + 9.81 6.01 6.56 9.73 2.95 1.24
oVv-2 Mikst tipte over 11IC + + 3.47 347 1.78 5.79 2.02 0.99
karsinom (End+serdz)
OV-3 Ser6z papiler IIIC ? + 7.85 6.81 8.17 6.43 1.74 0.75
adenokarsinom
ov-4 Miisin6z 1A - - 5.74 8.92 6.17 10.32 1.13 1.48
adenokarsinom
OoV-5 Mikst tipte over IIIC + + 9.37 6.4 1.14 1.08 4.27 2.79
karsinom (End+serdz)
OV-6 Borderline misindz IB - - 5.14 0.64 4.91 0.46 Informatif 2.32
timor, intestinal tip, sol sonug elde
edilemedi.
OV-7 Ser6z papiller kistadeno IIIC + + 3.17 0.5 0.17 5.17 0.54 1
karsinom
OV-8 Mikst tipte over I1IC + + 6.31 3.31 7.04 5.65 4.5 4.47
karsinomu
(Endo+seroz)
OoV-9 Ser6z adenokarsinom 111B - + 11.22 9.42 7.82 1.95 1.79 2.3
OV-10 Ser6z papiller karsinom ? ? 1.95 3.87 9.2 3.56 5.55 1.04
0v-11 Ser6z  papiller  kist IIIC + + 8.35 7.62 9.95 10.66 5.76 3.77
adenokarsinom
OV-12 Mikst tipte over 1IIC - + 6.29 5.02 2.89 1.37 2.73 1.19
karsinomu
(berrak+seroz)
OV-13 Ser6z adenokarsinom IIIC + + 3 0.95 1 1.35 0.38 1.56
OV-14 Serdz adenokarsinom I1IC + + 0.61 3.74 5.27 5.29 2.13 0.39
OV-15 Yiizeysel serdz papiller | IIIC - + 3.72 2.88 5.04 4.74 4.48 3.58
karsinom
OV-16 Endometrioid 1A - - 11.30 3.24 5.44 2.92 Tekrarh 3.39
adenokarsinom calismalar
sonucunda
ekpresyon
belirlenmedi.
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OV-17 Endomertioid tip IIC 11.72 5.87 6.44 10.3 0.08 1.19
malign adenofibrom
OV-18 Mikst tipte over IIIC 1.91 11.7 11.23 9.16 1.82 3.77
karsinomu
(berrak+serdz)
OV-19 Miisindz IIIC informatif 3.64 1.63 0.12 5.28
adenokarsinom, sonug elde 9.46
endoservikal tip edilemedi.
oVv-20 Borderline serdz 1IC 7.11 informatif 4.61 1.44 3.42 0.81
papiller kistik tlimor, sonug elde
bilateral edilemedi.
OoV-21 Borderline miisindz IB 11.19 0.54 2.42 9.03 2.01 3.81
timor, bilateral
Oov-22 Borderline miisindz 1A 0.32 Informatif informatif 0.62 informatif 0.21
timor, sol sonugc elde sonugc elde sonug elde
edilemedi. edilemedi. edilemedi.
OV-23 Seréz adenokarsinom IIIC 8.96 7.14 1.89 8.63 0.97 0.64
OV-24 Endomertioid tip 1IIC 1.38 2.38 5.50 4.98 Tekrarh 0.56
malign adenofibrom calismalar
sonucunda
ekpresyon
belirlenmedi.
OV-25 Mikst tipte over IIIC 8.24 3.51 2.13 2.21 1.55
karsinom (End+serdz) 0.53
0V-26 Endometrioid IIIC 1.86 informatif 2.04 8.01 9.09 1.4
adenokarsinom sonug elde
edilemedi.
ov-27 Ser6z  papiller  kist IIC 1.47 1.96 2.26 1.73 4.32 4.9
adenokarsinom
OV-28 Andiferansiye tip IIIC 0.13 4.68 0.99 0.33 1.59 0.82
adenokarsinom
OV-29 Seroz papiller IIIC 3.01 1.69 0.43 1.95 2.15 1.25
kistadenokarsinom
OV-30 Yizeysel serdz papiller IIIC 0.52 Informatif 0.74 2.76 1.01 0.57
karsinom sonug elde
edilemedi.
OV-31 Endometrioid Iic 9.12 Informatif 0.62 Informatif Informatif 2.78
adenokarsinom sonug elde sonugc elde sonugc elde
edilemedi. edilemedi. edilemedi.
OV-32 Miisinéz I1IC 0.18 1.29 1.14 2.04 Tekrarh 0.06
adeno karsinom calismalar
sonucunda
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ekpresyon

belirlenmedi.
OV-33 Serdz adenokarsinom IIC 3.32 13.53 2.22 10.08 6.53 0.98
OV-34 Endometrioid tip kist IIC 5.42 2.98 5.77 4.64 2.52 1.63
adenokarsinom
OV-35 Seroz papiller I11C 9.46 3.24 7.21 1.44 0.23 2.79
kistadenokarsinom

Kirmizi: Gen ekspresyonundaki azalmayi ifade etmektedir.
Yesil: Gen ekspresyonundaki artisi ifade etmektedir.

LD MET: Lenf dUgumu metastaz
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Tablo 4.5. Olgularin metastatik tiimor dokusundaki gen ekpresyon profilinin primer timér dokusundaki gen ekspresyon profili ile kiyaslanmasi sonucu elde edilen

veriler

OLGU TANI EVRE AMF/PGI AMFR CTGF RAB25 RASSF2A MDRI1
NO GENI ICIN GENI IiCIN GENI ICIN GENI ICIN GENI iCIiN GENI IiCIN
AACT AACT AACT AACT AACT AACT
OV-1 Serdz adenokarsinom 111C 0.6 2.47 7.85 0.66 3.69 4.66
oVv-2 Mikst tipte over | IIIC 4.19 4.1 3.91 347 1.58 1.48
karsinom (End+serdz)
OoV-3 Ser6z papiler IIIC 4.25 5.7 1.1 2.67 2.94 1.13
adenokarsinom
OV-5 Mikst  tipte  over | IIIC 2.25 Informatif informatif 6.3 informatif 5.56
karsinom (End+ser6z) sonug elde sonug elde sonug elde
edilemedi edilemedi edilemedi
OoV-7 Serdz papiller IIIC 10.75 10.64 2.44 6.05 1.2 2.8
kistadenokarsinom
OV-8 Mikst  tipte  over | IIIC 6.72 3.29 Informatif 3.25 Informatif Informatif
karsinomu sonug elde sonugc elde sonugc elde
(Endo+tserdz) edilemedi edilemedi edilemedi
OoV-9 Ser6z adenokarsinom 111B 0.26 0.32 6.61 0.55 2.17 3.52
0V-11 Seroz  papiller  kist I1IC 0.16 0.81 4.14 1.3 0.92 6.69
adenokarsinom
OV-13 Ser6z adenokarsinom IIC 0.26 4.1 0.12 5 0.2 4.23
OV-14 Serdz adenokarsinom IIC 0.58 0.53 0.23 0.12 Informatif 1.82
sonugc elde
edilemedi
OoVv-17 Endomertioid tip IIIC 5.58 1.81 6.93 2.55 04 1.75
malign adenofibrom
OV-18 Mikst  tipte  over | IIIC 2.67 6.51 Informatif 0.04 Informatif 3.55
karsinomu sonug elde sonugc elde
(berrak+serdz) edilemedi edilemedi
OoVv-23 Ser6z adenokarsinom IIIC 0.1 0.81 2.27 2.73 0.42 0.51
OV-24 Endometrioid tip IIIC informatif 0.12 0.2 12.21 Primer tiimor 1.19
malign adenofibrom sonugc elde dokusunda
edilemedi. ekspresyon
gozlenmedigi
icin
kiyaslama
yapilmadi.
OV-25 Mikst tipte over IIIC Informatif 7.08 3.13 6.86 0.12 0.55
karsinom (End+serdz) sonug elde
edilemedi.
0oV-28 Andiferansiye tip | IIIC Informatif Informatif Informatif Informatif 1.87 12.67
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adenokarsinom sonug elde sonug elde sonuc elde sonuc elde
edilemedi. edilemedi. edilemedi. edilemedi
OV-33 Serdz adenokarsinom 11IC 3.98 10.39 0.46 10.14 4.79 2.79
OV-35 Serdz papiller 1IIC 1.64 0.61 5.76 0.72 1.24 1.67
kistadenokarsinom

Kirmizi: Gen ekspresyonundaki azalmayi ifade etmektedir.

Yesil: Gen ekspresyonundaki artisi ifade etmektedir.

LD MET: Lenf digumi metastazi

End: Endometrioid
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Calismaya aliman normal doku, tiimoér doku ve metastatik doku oOrneklerinde
AMF/PGI ve bunun reseptorii AMFR, ayrica CTGF, RAB25, RASSF2A ve MDRI
genlerinin ekspresyon diizeyleri kantitatif gercek zamanli RT-PCR ile aym
standartlar icinde degerlendirildi (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5). Herbir gene ait
ekspresyon diizeyleri asagida ayri basliklar halinde verilmektedir.

4.2.1. Epitelyal Over Tiimoérlerinde AMF/PGI Gen Ekspresyon Diizeyi

35 olgunun 19’ unda (%54.28) AMF/PGI ekspresyon diizeyinde artis, 14 olguda
(%40) ise azalis belirlendi (Tablo 4.4) (Sekil 4.2). 1 olguda ise gen ekspresyonunda
herhangi bir degisiklik gézlenmedi. 1 olgudan da informatif sonug elde edilemedi.

AACT degeri
& o

N
o

-15

Olgu No

Sekil 4.2. Primer tiimdr odaklarinda AMF/GPI geninin mRNA diizeyi

Metastatik tiimor dokusu calisilan 18 olgunun 15’ inden informatif sonug elde
edilmigstir. Metastatik tiimor dokularinin 7° sinde (%46.66) primer tiimdr dokusuna
kiyasla ekspresyonda artis gozlenirken, 5 dokuda (%33.33) ise azalma belirlenmistir.
3 metastatik tiimor dokusunda (%20) ise ekspresyonda herhangi bir degisim
gbzlenmemistir (Sekil 4.3 ve Tablo 4.5).
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12

33

AACT Degeri

Olgu No

Sekil 4.3. Metastatik tiimor odaklarindaki AMF/GPI geninin mRNA diizeyinin primer timor
odaklarma gore kiyaslanmasi ile elde edilen sonug

4.2.2. Epitelyal Over Tiimorlerinde AMFR Gen Ekspresyon Diizeyi

AMFR gen ekspresyon ¢alismasinda 35 olgunun 17’ sinde (%56.66) AMFR
mRNA diizeyinde artis gozlenirken, 12 6rnekte (%34.29) ise azalma belirlenmistir. 1
ornekte ise, normal dokuya kiyasla ekspresyonda herhangi bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 4.4, Tablo 4.4). En yiiksek ekspresyon artisi Ov-33’de, en
diisiik ekspresyon azaliginin ise Ov-2, Ov-13, Ov-29 ve Ov-32’ de oldugu bulundu. 5
olgudan da informatif sonug¢ alinamamustir.

15 33

AACT Degeri

-15
Olgu No

Sekil 4.4. Primer tiimdr odaklarinda AMFR geninin mRNA diizeyi

56



Metastatik tiimor dokusu caligilan 18 olgunun 16’ sindan informatif sonug elde
edilmistir. Metastatik tlimor 6rneginin 8’ inde (%50) primer tiimor dokusuna kiyasla
ekspresyonda artig gozlenirken, 7 Ornekte (%43.75) ise azalma belirlenmistir. 1
metastatik tlimor dokusunda (%6.25) ise ekspresyonda herhangi bir degisim
gbzlenmemistir (Sekil 4.5 ve Tablo 4.5).
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Ig 14 24
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-10

-15
Olgu No

Sekil 4.5. Metastatik tiimor odaklarindaki AMFR geninin mRNA diizeyinin primer tiimdr odaklarina
gore kiyaslanmasi ile elde edilen sonug

4.2.3. Epitelyal Over Tiimorlerinde AMF/PGI ve reseptoriic AMFR’nin Gen
Ekspresyon Diizeylerinin Birlikte Degerlendirilmesi:

Her iki genin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler birlikte kiyaslandiginda, 35
olgunun 11’ inde (%31.43) her iki genin ekspresyonunun tiimor orneklerinde paralel
olarak arttigi gozlendi. Ov-2, Ov-4, Ov-12 ve Ov-25 nolu olgularda AMF
ekspresyonunda artig, reseptoriinde ise ekspresyonda azalis tespit edildi. Ov-5, Ov-33
ve Ov-34 nolu olgularda ise tam tersi durum gozlendi. Ayrica Ov-28 nolu 6rnekte,
AMF ekspresyonunda artis gozlenirken, reseptoriinde bir degisiklik gozlenmedi
(Sekil 4.6 ve Tablo 4.4).
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Sekil 4.6. AMF/GPI ve AMFR genlerinin mRNA diizeylerinin birbiri ile karsilastiriimasi

Metastatik tiimor orneklerinde AMF/PGI ve reseptoriiniin ekspresyon diizeyleri
birlikte degerlendirildiginde, 4 olguda AMF/PGI ve reseptoriiniin ekspresyonlarinin
birlikte artis ve 3 olguda ise azalis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.7 ve Tablo 4.5).
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Sekil 4.7. Metastatik tiimor odaklarindaki AMF/GPI ve reseptorii olan AMFR geninin mRNA
diizeylerinin primer timor odaklarina gore kiyaslanmasi ile elde edilen sonug.
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4.2.4. Epitelyal Over Timorlerinde CTGF Gen Ekspresyon Diizeylerinin
Degerlendirilmesi:

Calisilan 35  olgunun 21’ine ait timdér dokusunda (%61.76) gen
ekspresyonununda artis gozlenirken, 12 timor dokusunda (%35.29) ise azalis
belirlendi. 1 Ornekte herhangi bir ekspresyon farkliligi goézlenmedi. 1 timor
orneginde ise bilgi verici sonug alinamadi (Sekil 4.8).

14,00
12,00
10,00

AACT degeri
N
o
o

Olgu no

Sekil 4.8. Primer tiimor odaklarinda CTGF geninin mRNA diizeyi

Metastatik tiimor dokusu g¢aligilan 18 olgunun 14’ linden informatif sonug elde
edilmistir. Metastatik timor Orneginin 4’ iinde (%28.57) primer tiimor dokusuna
kiyasla ekspresyonda artis gozlenirken, 7 6rnekte (%50) ise azalma belirlenmistir. 3
metastatik tiimor dokusunda (%?21.43) ise ekspresyonda herhangi bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 4.9 ve Tablo 4.5).
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Sekil 4.9. Metastatik tiimor odaklarindaki CTGF geninin mRNA diizeyinin primer tiimér odaklarina
gore kiyaslanmasi ile elde edilen sonug

4.2.5. Epitelyal Over Tiumorlerinde RAB25’ in Gen Ekspresyon Diizeylerinin

Degerlendirilmesi:

Caligilan 35 olgunun 28’ inin (%80) tiimor dokusunda normal dokularindaki
gen ekspresyon diizeyi ile kiyaslandiginda 6nemli oranda artis belirlenirken, 6 timor
dokusunda (%17.14) ise, azalma belirlendi. 1 tiimor dokusunda ise bilgi verici sonug

alinamadi (Sekil 4.10 ve Tablo 4.4).

AACT degeri

-156

Olgu no

Sekil 4.10. Primer tiimor odaklarinda RAB25 geninin mRNA diizeyi
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Metastatik tiimor dokusu caligilan 18 olgunun 17’ sinden informatif sonug elde
edilmistir. Metastatik timor 6rneginin 10’ unda (%58.82) primer tiimér dokusuna
kiyasla ekspresyonda artig gozlenirken, 5 drnekte (%29.41) ise azalma belirlenmistir.
2 metastatik tlimor dokusunda (%11.76) ise ekspresyonda herhangi bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 4.11 ve Tablo 4.5).
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Sekil 4.11. Metastatik tiimoér odaklarindaki RAB25 geninin mRNA diizeyinin primer timor
odaklarina gore kiyaslanmasi ile elde edilen sonug

4.2.6. Epitelyal Over Tiimorlerinde RASSF2A’ nin Gen Ekspresyon
Diizeylerinin ve Metilasyon Profilinin Birlikte Degerlendirilmesi:

Calismaya katilan 35 olgunun 17° sine (%53.13) ait primer tiimor dokusunda
normal dokularina kiyasla ekspresyonda azalma, 9’unda (%28.13) ise ekspresyon
diizeyinde artis gozlendi. 3 olguda ekspresyonda bir degisiklik belirlenmedi. 3
olguda ise tekrarli yapilan kantitatif gercek zamanli RT-PCR sonucunda
ekspresyonun olmadig1 gozlendi (Sekil 4.12 ve Tablo 4.4). 3 tiimdr dokusunda ise
bilgi verici ekspresyon sonucu elde edilemedi.
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AACT degeri

Olgu no

Sekil 4.12. Primer tiimor odaklarinda RASSF2A geninin mRNA diizeyi

Metastatik tiimor dokusu ¢alisilan 18 olgunun 14’ {inden informatif sonug
elde edilmistir. Metastatik tiimor Orneginin 7’ sinde (%38.88) primer timor
dokusuna kiyasla ekspresyonda artis gozlenirken, 2 drnekte (%11.11) ise azalma
belirlenmistir. 4 metastatik tiimér dokusunda (%?22.22) ise ekspresyonda
herhangi bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.13 ve Tablo 4.5).
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Sekil 4.13. Metastatik timor odaklarindaki RASSF2A geninin mRNA diizeyinin primer timor
odaklarma gore kiyaslanmasi ile elde edilen sonug
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Tim 6rneklerde yapilan metilasyon spesifik PCR ¢aligmasi sonucunda, Ov-4, Ov-
8, Ov-16, Ov-17, Ov-24, Ov-32 numarali 6rneklerde metile ve metile olmayan allele
spesifik PCR sonucunda herhangi bir amplifikasyon gozlenmedi (Sekil 4.14.a, b,
Sekil 4.15.a, b, Sekil 4.16.a, b). Ov-16, Ov-24 ve Ov-32 numarali olgularda timor
orneklerinde ekspresyonun olmadigi belirlenirken, Ov-4, Ov-8, Ov-17" de ise bir
ekpresyonun oldugu gozlendi.

Sekil 4.14.a Ov-4 nolu olgunun metile olmayan allele ait PCR sonuglari: M: Markir; 1: Normal
doku; 2: Primer tiimor dokusu

M + 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.14.b Ov-4 nolu olgunun metile allele ait PCR sonuglari: 1: Normal doku; 2: Primer timor
dokusuna; M: Markiar; +: Pozitif kontrol

Sekil 4.15.a. Ov-8 ve Ov-16 nolu olgunun metile olmayan allele ait PCR sonuglari: 7: Ov-8 nolu
olgunun normal dokusu; 8: Ov-8 nolu olgunun primer tiimér dokusu; 9: Ov-16 nolu olgunun
primer tiimor dokusu; 10: Ov-16 nolu olgunun normal dokusu; M: Markir

Sekil 4.15.b. Ov-8 ve Ov-16 nolu olgularin metile allele spesifik PCR sonuglart: 7: Ov-8 nolu
olgunun normal dokusu; 8: Ov-8 nolu olgunun primer tiimér dokusu; 9: Ov-16 nolu olgunun
primer tiimor dokusu; 10: Ov-16 nolu olgunun normal dokusu; M: Markir; +: Pozitif kontrol



Sekil 4.16.a. Ov-17 ve Ov-24 nolu olgunun metile olmayan allele ait PCR sonuglari: 3: Ov-17
nolu olgunun normal dokusu; 4: Ov-17 nolu olgunun primer tiimor dokusu; 5: Ov-24 nolu olgunun
primer tiimor dokusu; 6: Ov-24 nolu olgunun normal dokusu; M: Markir

Sekil 4.16.b. Ov-17 ve Ov-24 nolu olgunun metile allele ait PCR sonuglari: 3: Ov-17 nolu olgunun
normal dokusu; 4: Ov-17 nolu olgunun primer tiimér dokusu; 5: Ov-24 nolu olgunun primer timor
dokusu; 6: Ov-24 nolu olgunun normal dokusu; M: Markir; +: Pozitif kontrol

4.2.7. Epitelyal Over Tiimorlerinde MDR1 Gen Ekspresyon Diizeylerinin
Degerlendirilmesi:

Calisilan 35 doku 6rneginin 16’sinda (%45.71) normal doku ile kiyaslandiginda
tiimor dokusunda ekspresyon diizeyinde artig, 17’sinde (%48.57) ise azalig oldugu
gozlendi. 2 Ornekte ise herhangi bir fark goriilmedi. MDRI1 i¢in en yiiksek
ekspresyon Ov-19 Orneginde gozlenirken, en diisiik ekspresyon seviyesi Ov-27
orneginde saptandi (Sekil 4.17 ve Tablo 4.4).

AACT degeri

Olgu no

Sekil 4.17. Primer tiimor odaklarinda MDR1 geninin mRNA diizeyi

64



Metastatik tiimor dokusu caligilan 18 olgunun 17’ sinden informatif sonug elde
edilmistir. Metastatik tiimor 6rneginin 11’ inde (%64.70) primer timor dokusuna
kiyasla ekspresyonda artis gozlenirken, 6 ornekte (%35.30) ise azalma belirlenmistir

(Sekil 4.18 ve Tablo 4.5).
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Sekil 4.18. Metastatik tiimor odaklarindaki MDR1 geninin mRNA diizeyinin primer tiimor odaklarina
gore kiyaslanmasi ile elde edilen sonug
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TARTISMA ve SONUCLAR

Over kanseri, Oliime sebebiyet veren kanserler arasinda 4. sirada yer alan
jinekolojik kanserdir. Koken aldiklar1 hiicre tipine gore smiflandirilan over
timorlerinin %90’ 1 overin yiizey epitelinden olusmaktadir. Epitelyal over
tiimorlerinin goriilme siklig, %65-70° dir (50).

Epitelyal over tiimdrlerinin %80’ i benign formda olup, 20-45 yas arast daha sik
goriilmektedir. Malign formda olanlar ise daha ¢ok yasl kadinlarda, 40-65 yaslari
arasinda ortaya c¢ikmaktadir (39). Tez calismasi kapsaminda yer alan 35 epitelyal
over kanserli olgularin yas aralig1 30-89 arasinda degismekte olup, en fazla olgunun
(%37.14) 40-49 yas arasinda oldugu gozlenmistir. Olgu sayisinin az olmasina karsin,
bu oranin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Epitelyal over tiimorleri, histopatolojilerine gore yedi farkli grupta toplanmaktadir
(Tablo 4.3). En sik goriilen alt tip, %50-60 oranla serdz tiimorlerdir (22). Calisma
kapsaminda, serdz tiimorlerin %45.5 siklikla goriilmesi literatiirle uyumluluk
gostermektedir.

Epitelyal over tiimorlerinin bilateral olmasi siklikla goriilmektedir. Bu durum ya
bir overdeki tiimoriin diger overe metastazi ile yada her iki tiimoriinde primer timor
olmasi ile aciklanabilir. Serdoz adenokarsinomalarin %57.5’ 1 bilateral iken, miisinz
tiimorlerin %21.3” i, berrak hiicreli tiimorlerin %13.3 i, endometrioid tiimorlerin
%28.6° s1 ve diger epitelyal over tiimorii tiplerinin ise %35.6° s1 bilateraldir (79).
Caligma kapsaminda yer alan 16 serdz epitelyal over tiimoriiniin 15° 1 (%93.15), 6
miisindz over timoriniin 2’ si (%33.3), 6 endometrioid tip over tiimoriiniin 2’ si
(%33.3) bilateraldir. Miisin6z ve endometrioid tip over tiimorleri i¢in belirlenen oran
literatiir ile uyumludur.

Epitelyal over kanseri, jinekolojik malignansiler arasinda en lenfofilik tiimorler
olup lenf nodlarma kolay metastaz yapabilme Ozelligine sahiptir. Lenf nodu
metastazlar1 erken evrede %12-25 arasinda iken, ge¢ evrede ise %46-76 arasindadir.
Metastaz ile sagkalim siiresi arasinda dogru orantili bir iliski bulunmaktadir. Bu
nedenle son yillarda epitelyal over kanserlerinde lenf nodu ve diger uzak organ
metastazlari lizerine ¢alismalar yogunlasmis durumdadir (36). Bu ¢aligmalar ile over
kanserinin gelisimi, ilerlemesi ve metastazinda rol oynayan gen veya genlerin
ekspresyon profillerinin belirlenmesi ile erken taniya yonelik biyolojik markirlarin
gosterilmesi ve yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesi amaglanmaktadir.

Over kanserlerinin gelisimi ve ilerleyisinde sayisal ve yapisal kromozom
abnormaliteleri, gen amplifikasyonlari, genlerdeki nokta mutasyonlar gibi bir¢ok
genetik faktor ile metilasyon gibi epigenetik faktorler ise karigmaktadir. Bizim
calismamizda, diger kanser tiplerinin farklilagmasi, progresyonu ve metastazinda rol
oynadig1 ileri siiriilen bazi1 genlerin (AMF/GPI, AMFR, CTGF, RAB2S5A,
RASSF2A, MDRI) epitelyal over kanserlerindeki rollerini gdsterebilmek igin
kantitatif gercek zamanli RT-PCR yontemi ile olgularin normal dokulari, primer
timor dokular1 ve metastatik tiimoér dokularindaki ekspresyon profilleri arastirildi.
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Ayrica RASSF2A geninin promotorundaki CpG adacigiin metilasyon durumu ve
ekspresyon diizeyi arasindaki iligki ortaya konuldu. Elde edilen sonugclar, olgularin
histopatolojik bulgulari ile birlikte degerlendirildi. Tez kapsaminda yer alan olgular
2006 yilindan itibaren toplanmaya baslanildig1 i¢in, genlerin ekspresyon profili ile
olgularin 5 yillik sagkalim siireleri arasinda bir kiyaslama yapilamadi.

Tez kapsaminda yer alan genlerden biri olan AMF/PGI ve reseptorii olan AMFR’
nin asirt ekspresyonunun, kanser progresyonu, anjiyogenez ve Ozellikle metastaz
sirasinda migrasyon bagiml prosesler ile iliskili oldugu bilinmektedir. Kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri, kolorektal kanser ve pankreatik kanserlerde yapilan
caligmalar ile, AMF/PGI ve reseptorii olan AMFR’ nin metastatik proseste dnemli
rol oynadig1 gosterilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda, yiiksek diizeyde AMFR gen
ekspresyonu gozlenen olgularin sagkalim oraninin, diisiik diizeyde ekspresyon olan
olgulardan onemli derecede diisiik oldugu gosterilmistir. Ayrica, AMFR geninin
ekspresyon diizeyindeki artisin, tiimoriin yeniden niiks etmesi ile iliskili oldugu da
gosterilmistir  (67-70). Jiang ve arkadaglari, meme kanserinde AMF/PGI
ekspresyonun normal dokulara kiyasla oldukga yiiksek diizeyde eksprese oldugunu
gostermislerdir. Yiiksek diizeyde ekspresyon belirledikleri olgularda lokal rekiirrensi
gbzlendigi ve kotii prognoza sahip oldugu bildirilmistir (71). Endo ve arkadaglarinin
dil squamous hiicre karsinomunda yapmis oldugu bir ¢alismada ise,
immiinohistokimya yontemi ile AMFR gen ekspresyonuna bakilmis ve olgularin
%42’ sinde AMFR genine ait immiinoreaktivite gosterilmistir. Boylece AMFR’ nin
onemli bir prognostik faktor olabilecegini ileri siirmiislerdir. Literatiir bilgisine gore,
simdiye kadar AMF/PGI ve reseptoriiniin epitelyal over tiimorlerinin gelisimi ve
progresyonundaki roliinii gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Epitelyal over
kanserlerinde ilk olan bu ¢aligmamizda, 35 olgunun 19’ una (%54.28) ait primer
timor dokusunda normal dokuya kiyasla ekspresyonda artis belirlendi. 35 olgunun
18’ ine ait metatastatik tiimor dokusu ile primer tiimor dokusu kiyaslandiginda, 7
metastatik timor 6rneginde artis gézlenmistir. Primer tiimor odaginda artis belirlenen
bu olgularin, evrelerine bakildiginda biri hari¢ (Ov-4) hepsinin evre III oldugu ve
omentum metastazlariin bulundugu goriilmektedir. 6 borderline tiimoriin sadece
birinde artis gozlenmesi, AMF gen ekspresyonundaki artigin ileri evrelerde
olabilecegini gostermektedir. Daha fazla borderline epitelyal over tiimorlerinde
calismanin yapilmasi gerekmektedir. Bu bulgu diger kanser tiplerinde yapilan
calismalar ile elde edilen literatiir bilgisi ile uyumlu olarak AMF gen
ekspresyonundaki artisin, epitelyal over kanserinde de, tiimoriin agresivitesi ve
metastazinda 6nemli oldugunu gostermektedir.

35 olgunun 17 sinde (%56.66) primer tiimdér dokularinda normal dokularina
kiyasla AMFR gen ekspresyonunda artis belirlenmistir. 35 olgunun 16’ sina ait
metastatik tliimor dokusunun ise 8’ inde primer timor dokularina kiyasla
ekspresyonda artis gozlenmistir. AMF ve reseptorii olan AMFR’ nin gen ekspresyon
profilleri birlikte degerlendirildigine, 35 olgunun 11’ inde (%31.43) her iki genin
ekspresyonunun primer timoér Orneklerinde paralel olarak artmis oldugu
gbzlenmigtir. Ov-2, 4, 7, ve 25 nolu olgularda, AMF /PGI ekspresyonunda artis
varken, AMFR’ de ise azalmanin oldugu goriilmiistiir. Bu olgulardan sadece biri
(Ov-4) evre 1, digerleri ise evre III” diir. Yine Ov-5, 6, 13, 33 ve 34 nolu olgularda
ise AMFR ekspresyonunda artis, AMF diizeyinde azalis saptanmistir. Yine bunlardan
biri (Ov-6) evre I iken, digerleri ise evre III’ diir. Bu veriler bize, AMF/PGI sitokini
ve reseptOriiniin sinyal yolaginda beklendigi gibi biiyiik oranda (11 olguda) paralel
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calistigini, diger olgularda ise farkli yolaklar1 etkilemis olabilecegini
diistindiirmektedir. Olgu sayisinin az olmasina karsin her iki iliskili genin ekspresyon
diizeylerinin epitelyal over kanserli 11 olguda paralel artiginin 6nemli bir bulgu
oldugunu ve yeni ¢alismalar i¢in temel olusturacagini diisiinmekteyiz.

Projede c¢alisilan RASSF2 geni; timdr baskilayici gen olarak fonksiyon
gormektedir. RASSF2 geninin 3 farkli transkriptinden biri olan RASSF2A,
fonksiyonel olarak aktif bir formdur. RASSF2A proteinin 6zellikle akciger kanser
hiicre hattinda ekspresyonunun down-regiile edildigi gosterilmistir. RASSF2A
geninin ekspresyon kaybi, promotorundaki CpG adaciginin hipermetilasyonu yoluyla
gerceklesmektedir. Kolorektal kanser hiicre hattinda RASSF2A’ nin hipermetile
oldugu gosterilmistir (72). Promotor hipermetilasyonu ayrica, kiigiik hiicreli olmayan
akciger tiimorlerinde de gosterilmistir. Literatiir taramasina gore simdiye kadar over
kanserlerinde RASSF2A yonelik gen ekspresyonu ve metilasyon ¢aligmasi
yapilmamistir. Bizim bu ¢alismamizda, 35 olgunun 17’ sine (%53.13) ait primer
timor dokusunda normal dokuya kiyasla ekspresyonda azalma belirlenmistir.
Ozellikle 6 borderline timér érneginin 3’ {inde ekspresyonda azalma goriiliirken, 3’
tinde ise ekspresyonunun hi¢ olmadigi belirlenmistir. Bu bulgu da, RASSF2A
geninin Ozellikle over tlimoriiniin gelisiminde erken evrelerde rol oynadigini ve
erken evre biyolojik belirteci olarak kullanilabilecegini gostermektir. Ayrica evre 111
olan bir tiimor 6rneginde, tekrarlanan kantitatif gergek zamanli RT-PCR c¢aligsmasi
sonucu ekspresyon olmadigi belirlendi. Azalis belirlenen 17 olguda yapilan
metilasyon spesifik PCR sonucunda, genin promotor boélgesinde metilasyonun
olmadig1 gozlendi. Ancak, ayni RNA ve cDNA orneklerinde calisilan ve diger
genlere ait ekspresyonlar1 gozlenen 3 olguda RASSF2A gen ekspresyonu
gozlenmedi. Tekrarlanmig metilasyon calismalarinda da metile ve metile olmayan
allele spesifik amplifikasyon goriilmedi. Bu bulgu bize bu 3 olguda ilgili gen
bolgesinin homozigot delesyonu olabilecegini diisiindiirmektedir. RASSF2 geni
20p13 bolgesinde lokalizedir. Okada ve arkadaslarinin epitelyal over tlimorli
olgularda yapmis olduklar1 LOH analizi sonucu 20p’ de LOH belirlemislerdir (73).
Bu bulguda gostermektedir ki karsilastirmali genomik hibridizasyon, FISH, Gap-
PCR gibi tekniklerle ekspresyon belirlemedigimiz olgularda delesyon olup olmadigi
teyit edilerek, sonuglar desteklenmelidir.

Bazi tip kanserlerde yapilan c¢alismalar sonucunda, CTGF geninin; timoriin
gelisiminde, progresyonunda ve metastazinda rol oynadigi bildirilmistir. Ancak bazi
kanser tiplerinde ekpspresyonunda artis ve bazilarinda da azalmanin belirlenmesi
timor gelisimindeki roliiniin tam olarak aydinlatilmadigini gostermektedir. CTGF
proteini, integrinlere baglanan bir proteindir. Kolorektal kanser hiicre hatlarinda
yapilan c¢alisma sonucunda, CT26 hiicrelerinin CTGF antisensi ile
transfeksiyonundan sonra, CTGF diizeyindeki azalmanin, karaci§er metastazinda
artisa yol actig1 belirlenmistir (74). Liu ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada,
gastrik kanser dokularinda immiinohistokimya yontemi ile CTGF gen ekspresyonuna
bakilmig, 122 vakanin 58’ inde yiiksek diizeyde CTGF ekspresyonu, 64’ iinde ise
diistik diizeyde ekspresyon belirlemisler. Yiiksek diizeyde ekspresyon belirledikleri
olgularin olduk¢a fazla lenf nodu metastazlarinin oldugu ve 5 yillik sag kalim
oranlarinin da Oonemli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir (75). Literatiirde over
kanseri ile ilgili simdiye kadar yapilmis tek bir calisma bulunmaktadir. Kikuchi ve
arkadaslarinin yapmig oldugu bu calismada, immiinohistokimya yontemi ile 103
vakanin 84’ linde CTGF ekspresyonunda 6nemli oranda azalma belirlenmis. CTGF
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ekspresyonundaki azalmanin, evre III ve IV’ den ziyade daha ¢ok evre I ve evre II’
de oldugu gosterilmistir (76). Bizim yapmis oldugumuz calismada ise, 35 olgunun
21’ ine (%54) ait primer timor dokusunda ve 14’ {ine ait metastatik timor
dokusunun 4’ iinde gen ekspresyonunun artmis oldugu belirlendi. Evre I olan iki
tiimor dokusunda artigin olmasi, CTGF geninin timdr gelisiminin erken evresinde de
rol oynadigin1 gosterebilir. Tki ¢alisma arasinda hem yontem hem de olgu sayisindan
kaynaklanan farklar bulunmasina, bizim olgu saymizin az olmasma karsin,
fonksiyonu ¢ok iyi bilinmeyen CTGF genin ekspresyonunun, ¢alisilan 35 epitelyal
over kanseri orneginden yaklasik %54’tindeki artigin ger¢ek zamanli gosterilmesi
bakimindan, bulgularimizin 6nemli oldugunu gdstermektedir. Olgu sayisi
artirlldikca, genin ekspresyonundaki artis ve azaliglarin daha gercgekei
degerlendirilecegi, farkli sinyal yolaklarinin aydinlatilacagi ve bireydeki ve bireyler
arasindaki bulgularin daha objektif degerlendirilecegi diislincesindeyiz.

Tiimor agresivitesinde rol oynayan genlerden biri de RAB25 genidir. RAB25,
hiicre proliferasyonun ve canlilifinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Cheng ve arkadaglarinin serdz epitelyal over kanserlerinde yapmis olduklar: array-
CGH c¢alismast sonucu, RAB25’ in lokalize oldugu 1q22 bdlgesinin amplifiye
oldugu gosterilmistir. Bunun {izerine yapmis olduklar1 ekspresyon c¢aligmasi
sonucunda da, serdz epitelyal over kanserinde ozellikle evre III ve evre IV’ de
ekspresyonun arttig1 gosterilmistir. Ekspresyondaki artig, kanser hiicrelerinde
apoptozun azalmasina ve hiicre proliferasyonunun artmasina yol agmaktadir (77).
Kantitatif gercek zamanli RT-PCR ile yapmis oldugumuz caligmada, 35 olgunun
28’ine (%80) ait primer tiimor dokusu ile 17’ sine ait metastatik timdr dokusunun
10> unda (58.82) ekspresyonda artis oldugu belirlendi. Calismamizda, diger
calismalardan farkli olarak ilk kez primer timor dokular ile birlikte metastatik tiimor
dokular1 da c¢alisilarak RAB25 gen ekspresyonu iki doku arasinda kiyaslanmustir.
Metastatik dokularda ekspresyonda artis belirlenen 10 Ornegin primer timor
dokularinda da artmis oldugu gozlenmistir. Literatiirle uyumlu olarak evre III’ de
gbzlenen artig ile birlikte 6 borderline timoér dokusunun 3’ iinde de artisin
belirlenmesi tiimoriin erken evrelerinde de etkili oldugunu gostermektedir. Artiglar
genin lokalize oldugu 1g22 bdlgesinin amplifikasyonu ile gergeklesebilecegi gibi,
azalislarin da genin fonksiyonunu indirgeyen yine bu bdlgenin delesyonu veya diger
tip yapisal degisiklikleri ile aciklanabilir. ileri bir ¢alismada, FISH tekniginden
yararlanarak bu boélgeye spesifik problarin  kullanilmasi1 ile bu bdlgedeki
amplifikasyonlarin veya delesyonlarin belirlenmesi hedeflenmektedir. Caligilan
ornek sayisinin az olmasina karsin, bulgularimiz literatiirle paralellik gdstermektedir.

Ekspresyonunda artig olmasini bekledigimiz AMF/GPI ve reseptorii olan AMFR,
CTGF ve RAB25 genlerinin en az liglinlin 16 olguya ait primer tiimdr 6rneginde artis
gostermesi, tlimoriin multigenik heterojen bir hastalik oldugunu bu ¢alisma ile de
sOyleyebiliriz. Calismamizda tiimér dokularindan makroskobik olarak kesim
yapilarak alinan pargalardan RNA ve DNA izolasyonu yapilmistir. Ozellikle
calismada yer alan borderline tiimoérleri de diisiinecek olursak, tiimér dokusunda
sadece timor hiicrelerin degil normal hiicrelerin de bulunmasi s6z konusudur. Bu
nedenle, lazer mikrodiseksiyon yonteminin kullanilmasi sonucu sadece tiimor
hiicrelerinin ¢alisilmasi ile daha gergek sonuglarin alinabilecegi diislincesindeyiz.

Kanserin ortaya ¢ikis1i kadar, kanserin tedavisi de Onemlidir. Kanser tedavi
protokollerinden birisi de kemoterapidir. Her kanser tipi kendisine uygulanan
tedaviye farkli yanit verebilmektedir. Bu farkli yanitlarin temelinde bireyin
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farmakogenomik yapist 6nem kazanmaktadir. Kanserin tedavisi sirasinda, bir¢ok
kanserde goriilen relaps olayi, multi-drug resistanst1 (MDR) olarak tanimlanir. Bu
olayda sorumlu genlerden biri MDR1 genidir. MDR1 geni proteini hiicreye alinan
kemoterapoétikleri disari pompalayan bir fonksiyon gormektedir. Bu nedenle
ekspresyon diizeyindeki artis ile tedaviye yanit alma arasinda zit bir durum
sozkonusudur. Timor hiicrelerinde yiikksek MDRI1 ekspresyonu paclitaxel
tedavisinde kotii yanit ile koreledir (78). Calismamizda 35 olgunun 16’ sinda
(%45.70) normal doku ile kiyaslandiginda ekspresyon diizeyinde artis ve 17’ sinde
(%48.57) ise azalma gozlenmistir. En yiiksek ekspresyon artis seviyesi Ov-19, en
diisiik ise Ov-27 nolu Orneklerde saptanmistir. Her iki tiimor dokusu evre III olup
gen ekspresyonu ile prognoz arasinda bir iligki olmadig1 goriilmektedir. 35 olgunun
17° sine ait metastatik tiimor dokusunun 11’ inde ekspresyonda artig goriiliirken 6’
sinda ise azalma belirlendi. Olgularin biiyiikk cogunlugu kemoterapide tiim kiirlerini
almasina ragmen tez kapsamina en son alman olgularin kemoterapileri heniiz
bitmediginden hastalarin tamaminda kemoterapiye verdikleri yanit ile MDR1 gen
ekspresyonu arasinda bir kiyaslama yapilmadi. MDR1 ekspresyonununda artis
gozlenen olgularin tamami evre III olmasi, ekspresyon artigi ile kotii prognoz
arasinda iligki oldugunu gostermektedir. Evre I olan 6 borderline tiimér dokusunda
MDRI1 ekspresyonundaki azalma ise bu bulgunun diger bir kamitidir. MDRI1
ekspresyonunda artis gozlenen olgulardan sadece bir tanesinde (Ov-5) 6 kiirden
olusan karboplatin+paclitaxel tedavisinden sonra CA-125 seviyesindeki artig
nedeniyle kemoterapiye devam edilmistir. MDR1 ekspresyonunda artis gozlenen
diger olgularin ise kemoterapiye yanit verdikleri goriilmiistiir. Olgu sayisinin az
olmasina ragmen, olgularin yarisindaki ekspresyon artiginin hastalarin tedavisinde
onemli bulgu oldugu goriilmektedir. MDR1 bulgularinin tiimor ve metastatik doku
orneklerinden elde edilmesi; operatif materyallerde ekspresyon diizeyinin
belirlenmesi (hem artis hem de azaliglarin) tedavi protokollerini se¢gmek i¢in 6nemli
bir markir olabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir.

Sonu¢ olarak, c¢alismamiz, farkli kanserlerin gelisiminde proto-onkogen,
metastatik gen ve tiimor baskilayici gen olarak fonksiyon goéren genlerin ekspresyon
diizeylerindeki artig ve azaliglarinin, epitelyal over kanserinde de gosterilmis olmasi,
normal doku, primer tiimér ve metastaz Orneklerinde farkli evrelerde farkl
diizeylerde bulunmasi, 6rnek sayisinin arttirilmasi ile birer belirteg olabilecegini
gostermektedir. Ayrica, tiimdr ve metastatik orneklerdeki MDR1 geni ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesinin tedaviyi yonlendirmede 6nemli katki saglayacagi ve
yeni kemoterapoétiklerin kullanilmasina olanak verecegi diislincesindeyiz.
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SUBTELOMERIC CHROMOSOMAL REARRANGEMENTS DETECTED
IN PATIENTS WITH IDIOPATHIC MENTAL RETARDATION AND
DYSMORPHIC FEATURES

BY M.0. CALISKAN', S.B. KARAUZUM', E. MIHCI*, S. TACOY* AND G. LULECI'

Summary: Subtelomeric chromosomal rearrangements detected in patients with idiopathic mental retardation
and dysmorphic features: Cryptic aberrations involving the subtelomeric regions of chromosomes are thought
to be responsible for idiopathic mental retardation (MR) and multiple congenital anomalies, although the exact
incidence of these aberrations is still unclear. With the advent of chromosome-specific telomeric Fluorescence
In Situ Hybridization (FISH) probes, it is now possible to identify submicroscopic rearrangements of distal ends
of the chromosomes that can not be detected by conventional cytogenetic methods. In this study, cryptic sub-
telomeric chromosomal aberrations were detected in two of ten patients with idiopathic MR and dysmorphic
features by using FISH probes of subtelomeric regions of all chromosome arms. A cryptic unbalanced de novo
translocation was detected between the subtelomeric regions of the chromosome 10p and 18p in a patient with
severe mental retardation, sensorineuronal deafness and several dysmorphic features. In the other patient,
with mild mental retardation and dysmorphic features, a de novo subtelomeric deletion of chromosome 2q was
found. In conclusion, in both familial and sporadic cases with idiopathic MR and dysmorphic features, the
detection of chromosomal aberrations including subtelomeric rearrangements is of great importance in offe-
ring genetic counseling and prenatal diagnosis.

Key-words: Idiopathic mental retardation — Dysmorphic features — FISH - Cryptic subtelomeric aberrations.

INTRODUCTION

Mental retardation (MR) is a common disorder and affects 1-3 % of
the population, although the pathogenesis is poorly understood. MR is
related with both genetic and environmental factors. Genetic factors are
involved in many of the cases with idiopathic MR who had dysmorphic
features, growth retardation, and malformations. Chromosomal
rearrangements have been reported in up to 40 % of individuals with
severe MR and in only 5-10 % of patients with mild MR (1, 18).
Most subtelomeric regions of the chromosomes are enriched with
CpG islands and are believed to have the highest gene density in the
genome (8, 11, 14, 15, 16). Several studies have reported that cryptic
subtelomeric rearrangements resulting in gene-dosage imbalance
might represent a significant cause of idiopathic MR cases who have L li:mlgr':;;msc:;eol!cfemael“Iz
had apparently normal karyotypes with GTG-banding (10, 18). The  upiversity, Faculty of
incidence of these cryptic rearrangements is still unclear, although Medicine, Antalya, Turkey.
it ranges from 6 to 7.4 % of idiopathic MR cases in some studies (2} Department of Pediatrics.

Akdeniz University, Faculty of
(2,19). Medicine, Antalya, Turkey.
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The telomere regions of the chromosomes are G-band negative and
morphologically similar. Therefore, abnormalities in these regions are
thought to be particularly difficult to detect by using conventional cylo-
genetic methods (8, 11, 14. 15, 16). Thus, alternative methodologies,
such as Fluorescence In Situ Hybridization (FISH), Spectral Karyotyp-
ing (SKY) or Comparative Genomic Hybridization (CGH), are required
for high-resolution screening of telomeric regions (3, 5, 11, 17).

In this study, we aimed to investigate the cryptic subtelomeric
rearrangements by FISH using specific probes for subtelomeric regions
in 10 patients with idiopathic MR and dysmorphic features who were
selected with regard to a checklist proposed by De Vries et al. (6).

| MATERIALS AND METHODS

PATIENTS

All 10 patients were selected by clinical geneticists according to fol-
lowing criteria (6):

1. Family history of MR.

2. Prenatal onset of growth retardation.

3. Postnatal growth abnormalities.

4. Two or more facial dysmorphic features.

5. Non-facial dysmorphisms and congenital abnormalities.

All patients in this study had at least 4 of these criteria. The clinical
reports of two patients are presented in detail.

Patient 1

A 2-year-old male was born from a normal, uncomplicated preg-
nancy and delivery. He was the third child of healthy, unrelated parents.
The mother had one miscarriage before the affected boy was born. There
was no family history of MR and/or dysmorphic features. His birth
weight was 2100 g and height was 47 cm. APGAR scores were 7 at 1 min
and 9 at 5 min. At 5 months of age, he underwent surgical treatment for
bilateral inguinal hernia and cryptorchidism. He was treated with va-
rious antibiotics for recurrent bronchopneumonic infections at 6 and 7
months of age. All developmental milestones were delayed. Physical
examination at the age of 2 years, height was 58 cm (< 3" percentile),
weight 4.2 kg (< 3" percentile), and occipitofrontal circumference 39.5
cm (< 3" percentile). He had a round face, hypertelorism, small nose,
short palpebral fissures, bilaterally low-set and dysplastic ears, preau-
ricular pits, mild glossoptosis, micrognathia, mandibular hypoplasia
and pectus excavatum (Fig. 1). He had bilateral clinodactyly of the fifth
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fingers of both hands and cuta-
neous syndactyly of left third and
fourth toes. He had swallowing
difficulties. A magnelic-resonance
imaging scan of his brain was nor-
mal. Brain stem auditory-evoked
potentials demonstrated sen-
sorineural deafness. Two-dimen-
sional echocardiography of the
heart revealed a subaortic ven-
tricular septal defect.

Figure 1: Frontal view of the Patient 1 at
2 year of age showing unusual facial
appearance.

Patient 2

A T-year-old female was born from a normal, uncomplicated preg-
nancy and delivery. She was the second child of healthy unrelated pa-
rents. Her birth weight was 4000 g. APGAR scores were 8 at 1 min and
9 at 5 min. She had complex febrile seizures starting from the age of 12
months. Afterwards she developed epilepsy despite normocalcemia and
normoglycemia, and she was treated with carbamazepin. Electroen-
cephalography was consistent with primary generalized epilepsy. A
magnetic-resonance imaging scan of her brain was normal. All develop-
mental milestones were delayed, and she attended a special school at
the age of 7 years because of moderate learning difficulties. Physical
examination, height was 121 c¢m (75"-90" percentile), weight 30 kg
(25"-50™ percentile), and occipitofrontal circumference (OFC) 53 c¢m
(75"-90" percentile). She had a round face, low and flattened nasal
bridge, prognatism, dental crowding and short neck, moderately mild
lumbar lordosis (Fig. 2A). She had shortened third, fourth and fifth
metacarpals with overlying knuckle dimples and shortened terminal
phalanges (Fig. 2B). Her feet were small and broad, with shortening of
the third, fourth and fifth metatarsals (Fig. 2C). Plasma calcium, phos-
phate, urea, creatinine, magnesium, vitamin D, PTH and thyroid func-
tions were all normal.

CYTOGENETIC STUDIES

Metaphase chromosomes were prepared from peripheral blood lym-
phocyte cultures using standard cytogenetic laboratory procedures.
Chromosome analyses were performed according lo routine procedure
using GTG-banding at ISCN 600 band resolution levels (13).
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Figure 2A:

Patient 2: Note the round face,
short neck, and small nose with
Nattened nasal bridge.

Figure 2B:

Patient 2: Shortened third,
fourth and fifth metacarpals
with overlying knuckle dimples
and shortened terminal
phalanges.

Figure 2C:

Patient 2: Marked third-,
fourth-, and fifth-metatarsal
shortening.

FLUORESCENCE /N SITU HYBRIDIZATION (FISH) STUDIES

In this study, FISH was carried out by two independent probe sys-
tems. Firstly, the Chromoprobe Multiprobe T System (Cytocell Ltd.,
Adderbury, England) was used to screen the sublelomeric regions in ten
patients. The protocol recommended by the manufacturer was used.
Hybridized metaphase spreads were analyzed using a Zeiss Axioplan 2
epifluorescence microscope. Images were captured by CCD camera and
analyzed using an imaging system with MacProbe software v.4.1.

Secondly, FISH studies were performed using chromosome specific
subtelomeric probes (Vysis) for confirmation of some chromosomal
rearrangements. The FISH protocol recommended by the manufacturer
was used.
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'RESULTS

All patients’ karyotypes were found to be normal by conventional
GTG-banding analysis. Subtelomeric chromosomal rearrangements
were detected in 2 of 10 patients. One patient had a cryptic unbalanced
de novo translocation between subtelomeric regions of chromosome
10p and 18p. Another patient had de novo subtelomeric deletion of
chromosome 2q. The results and a summary of the phenotypic charac- Table I: Results and
teristics of the cases with aberrations were listed in Table I. The parents o2 acterization of the two
of both cases were found to have a normal karyotype by conventional cases in which aberrations
GTG-banding and FISH analysis. were detected.

Family
Dysmor- Growth history Subtelomere

Case | Gender MR
phology | retardation of MR FISH

G-Band | Parents

Prenatal- 10p monosomy/
Postnatal 18p Lrisomy 46, XY Normal

2 | Female Mild Yes Postnatal No 2q Deletion 46, XX Normal

1 |Male Severe Yes No

PATIENT 1

46, XY.ish der(10)t(10;18)(pter;pter), representing a partial mono-
somy of 10pter (Fig. 3A) and a partial trisomy of 18pter (Fig. 3B). Re-
trospective cytogenetic analysis of the proband using GTG-banding (600
band levels) revealed a normal male karyotype.

His parents were examined by Multiprobe-T System, but they were
found to be normal.

PATIENT 2

46,XX.ish del(2)(qter)(D252086), representing a deletion of 2qter
(Fig. 4A). Careful retrospective cytogenetic analysis of the proband’s
karyotype using GTG-banding (600 bands level) confirmed the deletion.

The subtelomeric deletion of chromosome 2q detected by the Multi-
probe-T System, was confirmed by FISH with the Vysis probe, because
the deletion of the locus D252986 in the 2qter region is a variant in com-
mon (Fig. 4B). Her parents were examined by Multiprobe-T System to
check whether this deletion is a de novo rearrangement or not. The sub-
telomeric deletion of chromosome 2q and other chromosomal re-
arrangements were not observed in her parents’ chromosomes.

\DISCUSSION

Recently, a five-item clinical checklist has been suggested in order to
improve the rate of detection of subtelomeric rearrangements in
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Figure 3A: Patient 1: A metaphase showing a partial
monasomy of 10pter which occurred as a result of unba-
lanced cryptic 1(10p; 18p) detected by FISH using Multi-
probe T-System. Red signals indicate q arm of chromo-
somes and green signals indicate p arm of chromosomes.

Figure 4A; Patient 2: A metaphase showing a deletion
of 2qter detected by FISH using Multiprobe T-System.
Red signals indicate q arm of chromosomes and green
signals indicate p arm of chromosomes.
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Figure 3B: Patient 1: A metaphase showing a partial tri-
somy of 18pter which occurred as a result of unbalanced
cryptic t{10p:18p) detected by FISH using Multiprobe T-
System. Red signals indicate q arm of chromosomes and
green signals indicate p arm of chromosomes.

Figure 48: Patient 2: A metaphase showing a deletion
of 2qter detected by FISH using 2q subtelomeric region
specific Vysis Probe, Red signal indicates q arm of chro-
mosome



M.O. Cauiskan T AL., Subtelomeric FISH in idiopathic MR |

In the majority of FISH analyses in many studies, chromosomal poly-
morphism is present. Because subtelomeric 2q harbors a polymorphic
site, the specific probes for this region show a polymorphic pattern. The
deletion of the locus D252986 in the 2q subtelomeric region detected by
the current Cytocell Multiprobe-T System is a common variant (12). The
frequency of this polymorphism is ranging from 1.5-8.2 %. However,
genes that are located in 2q subtelomeric region were associated with
some clinical findings. Therefore, deletion of genes below this polymor-
phic region can cause important phenotypic effects. When subtelomeric
deletion of chromosome 2q is detected, it is necessary to reexamine the
deletion by FISH using different probe. Another commercial subtelo-
meric 2q probe (Vysis) is located proximal to the probe used in the Mul-
tiprobe T-System, and this probe is not reported to be polymorphic. Also,
the parents should be analyzed by FISH, to find out whether the
rearrangement is inherited or not. In this way, a clinically significant
subtelomeric deletion of chromosome 2q could not be misinterpreted as
a polymorphism or normal variant. In a previous study, subtelomeric
deletion of chromosome 2q in 9 of 150 patients with idiopathic MR and
developmental disorders, were detected by FISH using Multiprobe-T
System. However, this deletion was not observed by FISH studies with
2qter specific Vysis probe in these cases and evaluated as polymor-
phism (7).

The true subtelomeric deletion of chromosome 2q is associated with
Albright hereditary osteodystrophy (AHO)-like syndrome. The clinical
features of AHO are short stocky build, round face, metacarpopha-
langeal abnormalities, seizures, hypocalcaemia, and hyperphos-
phataemia. In the AHO-like syndrome, cutaneous ossification has not
been detected and calcium and phosphate levels are normal. An impor-
tant finding of this syndrome is the presence of limb abnormalities. One
or more genes involved in neurodevelopment and skeletal morphogene-
sis lay in the distal 2q region. PAX3, LOBO1, and Glypican 1 genes which
are involved in skeletal, limb and neuronal development have been pro-
posed as candidate genes for the limb abnormalities and possibly for MR
(4, 20). L.C.Wilson et al. found deletion of 2q37 in five patients. In 1 of
5 patients, the 2q37 deletion was detected by only FISH analysis. These
authors revealed that the clinical findings of their patient were consis-
tent with AHO-like syndrome. This patient had severe MR, round face,
shortened fourth and fifth metacarpals, shortening of the third and
fourth metatarsals, low, flattened nasal bridge, dental crowding, lumbar
lordosis (21). The dysmorphic features of our patient with subtelomeric
deletion of chromosome 2q were consistent with this patient’s features
and with AHO-like syndrome phenotypes.

In our other case, we detected cryplic unbalanced de nove translo-
cation between subtelomeric regions of chromosome 10p and 18p. This
translocation resulted in a partial monosomy for subtelomeric region of
chromosome 10p and partial trisomy for subtelomeric region of chro-
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mosome 18p. Because the parents were found to have a normal kary-
otyping by GTG-banding (600 band levels) and FISH analysis, this
unbalanced de novo translocation may be originated from parental
germ-line mosaicisim as a result of unequal crossing-over between
homologue chromosome/unequal sister chromatid exchange and/or
abnormal post-zygotic mitotic division. Joly et al. (9) defined the partial
monosomy of 10p in 1 of 17 patients with MR, dysmorphic features and
a normal karyotype by using CGH analysis. This patient had unbalanced
translocation (10;12)(p12;p12) inherited from the mother that led to
monosomy for the distal 10p and trisomy for the distal 12p. This result
was confirmed by FISH analysis. The derivative chromosome 10 was
detected in the retrospective GTG analysis of the original karyotype of
the proband. She had also severe MR, low birth weight, hypotonia, swal-
lowing difficulties, severe myopia and perineal angioma (9). Only swal-
lowing difficulties out of these clinical features are consistent with our
patient's findings. Major features of cytogenetically visible 10p deletion
syndrome, which are consistent with our patient’s features, are microg-
nathia, preauricular pits, hypertelorism, short downslanting palpebral
fissures, pectus excavatum, congenital heart defects, cryptorchidism,
feeding difficulty, deafness, and growth, motor, speech, and mental
retardation. According to this result, the candidate genes, responsible
for these features, might be located in the subtelomeric region of 10p.
No clinical findings associated with partial trisomy of 18p subtelomeric
region were reported previously. However, Wilson et al. (22) discussed
a patient with trisomy 18pter-q11 in their study. This patient had se-
veral dysmorphic features including foot and hand anomalies (22).
According to these finding, bilateral clinodactyly of the fifth fingers of
both hands, cutaneous syndactyly of left third and fourth toes of our
patient might have occured due to the partial trisomy for subtelomeric
region of chromosome 18p. The candidate genes, responsible for foot
and hand anomalies, might be located in the subtelomeric region of 18p.

Our study has demonstrated the importance of clinical selection cri-
teria for the pre-selection of patients with idiopathic MR. It also sup-
ported the view that conventional GTG-banding analysis is inadequate
for detecting clinically significant submicroscopic subtelomeric chro-
mosomal rearrangements, and confirmed the diagnostic utility of FISH
with unique subtelomeric probes. In conclusion, we suggest the use of
subtelomeric chromosomal screening of children with idiopathic MR
and dysmorphic features. In both familial and sporadic cases, the detec-
tion of chromosomal aberrations including subtelomeric rearrangement
is of great importance in offering genetic counseling and prenatal diag-
nosis. By similar studies, the identification of chromosomal regions and
genes involved in neurodevelopment and defined MR syndromes can
improve the understanding of the biology of the mental functions and
dysmorphology.
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Abstract

Objective: We report on a case of a triploidy in one fetus
of a twin pregnancy who presented with the findings of
growth discordance. Methods: Three weeks' difference
between fetuses in ultrasonographic measurements in
the first trimester was observed in a twin pregnancy fol-
lowing intracytoplasmic sperm injection (ICSI) treatment
for male infertility. Hydrocephaly developed in the
growth-discordant fetus subsequently. Amniocentesis
for both fetuses and selective feticide for the abnormal
one was performed at 19 weeks’ gestation through a sin-
gle insertion. Fetal karyotype of the abnormal one was
69,XXX and the healthy one was 46,XX. Conclusion: Ear-
ly developed growth discordance in a twin pregnancy
may be a sign of chromosomal abnormality such as trip-
loidy. Those cases should be karyotyped without delay
to decrease preterm delivery risk of possible selective
feticide.

Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel

Triploidy is characterized rather by having an extra set
of haploid chromosomes resulting in a total of 69 chro-
mosomes which accounts for 1% of all conceptions in hu-
man [1].

Most cases abort spontaneously in the first trimester
and the prevalence of triploid pregnancy at 16-20 weeks
is estimated to be around 0.002% [2].

According to the parental origin, triploidy can present
in two phenotypes with distinct placental and ultrasound
findings [3-5]. The most common type is of paternal ori-
gin which presents with enlarged and partially multicystic
placenta with a relatively well-grown fetus. The other type
is characterized by having an extra haploid chromosome
set originating from mother which presents with small,
but normal, placenta and intrauterine growth restric-
tion.

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) is the most
important treatment of male factor infertility. Chromo-
somal abnormalities are found to be 3.0% in ICSI off-
spring which is mainly related to higher level of sex chro-
mosome aneuploidies [6]. We present a case of a twin
pregnancy following ICSI treatment where one fetus is
triploid and the other one has normal karyotype.
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Fig. 1. Hydrocephaly in one twin with triploidy.

Case Report

The patient was a 22-year-old woman, gravida 1, para 0 who
conceived by ICSI treatment due to male infertility. Initial ultra-
sound at 8 weeks' gestation showed a dichorionic twin pregnancy
with one embryo with positive fetal heart rate and one empty sac.
At 12th gestational week, two viable fetuses consistent with 12
weeks and 9 weeks were detected in ultrasound scan. At week 19,
growth discordance and smaller placentation were prominent and
hydrocephaly was revealed in the smaller fetus (fig. 1). The nor-
mally developing fetus was consistent with 19 weeks' gestation,
while the abnormal fetus was showing measurements consistent
with 15-16 weeks except for wider BPD due to hydrocephaly. We
counseled the parents about prognosis of the abpormal fetus and
parents opted to have amniocentesis and selective feticide. Amnio-
centesis for both fetuses and selective feticide for the abnormal one
were performed through a single insertion. Ultrasound-guided in-
tracardiac KCl injection was done into the fetus with fiydrocepha-
ly. Amniocentesis revealed 69, XXX in the growth-discordant fetus
and 46, XX in the normal fetus. No maternal or fetal complication
occurred during the rest of the pregnancy. At 38th gestational week
with elective cesarean delivery, a girl weighing 3,280 g was deliv-
ered. The baby has had normal neurological and constitutional de-
velopment by one year of age.

Discussion

Despite the earlier reports confirming the safety of
ICSI on karyotype abnormalities, recent data has showed
increased incidence in karyotype anomalies in offspring
born after ICSI compared with the normal population [7].
Chromosomal abnormalities were found in 3% of prena-
tally tested ICSI fetuses, of which 1.6% were de novo and
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1.4% were inherited. De novo abnormalities are mostly
due to sex chromosome anomalies [6]. Regarding chro-
mosomal anomalies, risks have been divided into two
groups: ICSI dependent and ICSI independent [8].

ICSl-independent problems are: (1) the microinjec-
tion of sperm carrying a chromosomal anomaly; (2) the
transmission of a genetic defect (such as Yq deletion
or cystic fibrosis; (3) male gamete structural defect;
(4) anomalies of sperm-activating factor; (5) potential for
incorporating sperm mitochondrial DNA, and (6) female
gamete anomalies.

ICSI-dependent problems include: (1) injection of for-
eign, sperm-associated plasmid DNA into the ooplasm
and the risk of transgenic offspring or assimilation of in-
fectious particles; (2) injection of biochemical contami-
nants (from medium); (3) mechanical oocyte activation;
(4) physical and biochemical disturbance of ooplasm;
(5) damage to the separating chromosomes in the second
meiotic spindle, and (6) human errors in sperm selection
and site of injection,

Triploidy has been one of the most common cause of
spontaneous abortions. No increased risk of having trip-
loid conceptus has been attributed to ICSI so far. How-
ever, in most reports karyotype testing was performed
only either prenatally or at birth excluding spontaneous
abortions. The rate of pregnancy losses has been reported
to be 17.5% following ICSI [9). Chromosome analysis of
spontaneous abortions after in vitro fertilization and ICSI
revealed that 48% of ICSI abortions showed a chromo-
somal abnormality [10]. Monosomy X was found to be
the most common chromosomal abnormality. No trip-
loidy risk due to ICSI has been reported.

Regarding ultrasound and placental findings, our case
is most likely digynic which presents with-small placenta
and asymmetrical fetal growth retardation. Due to limita-

‘tions we were not able to test the parental origin of the

triploidy. The most prominent finding was the size dis-
cordance between two fetuses beginning from very early
weeks of gestation. Asymmetrical fetal growth retarda-
tion and size discordance was also described in a‘twin
pregnancy where one was triploid and the other was nor-
mal [11]. Additionally they observed an atrioventricular
canal defect and bilateral cleft lip and palate in the trip-
loid fetus. As the triploid fetus was inappropriate for
pathological examination at birth, no additional anoma-
ly could be detected in our case.

Selective termination of an anomalous fetus gestation
poses increased risk of preterm delivery to the remaining
fetus, especially after 20 weeks’ gestation [12]. Thus, we
performed the selective feticide as early as possible once
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the fetal abnormality was ensured and used just a single
insertion for all the procedures to lower the risk of pre-

term birth.

As 4 conclusion, twin gestations showing significant

ginning from early pregnancy should be tested for karyo-
type by chorionic villus sampling or amniocentesis as

soon as possible to facilitate a better outcome for healthy

co-twin.

growth discordance even without any malformation be-
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