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Genetik degisiklikler kanser hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligidir ve genellikle kanser
patogenezine katkida bulunan biyolojik siirecleri ve yollar1 hedefler. Bu genetik
degisikliklerin saptanmasi hastalarin tam ve tedavisinin yénetiminde artan éneme
sahiptir. Cesitli ¢oziiniirliik diizeylerinde genomik degisimi degerlendiren iki énemli
yontem vardir. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi ve onunla iligkili
Kargilagtirmah Genomik Hibridizasyon (KGH), gendeki degisikligin veya genomdaki
daha biiyiik degisikliklerin saptanmasim saglar. KGH, 2 DNA 6rnegi- test ve kontrol
ornegi- arasindaki kopya sayisindaki degisiklikleri karsilagtiran ve 6lgen bir FISH
teknigidir ve ayrica kazamlmg veya kaybedilmis kromozomal bélgelerin bir haritasim
¢ikarir. Daha da 6nemlisi, KGH analizleri, tiimér progresyonu, tedavi yamiti veya
prognozu ile iligkili olan, spesifik genetik degisikligin dogru tanimlanmasina olanak
tanir. Bu teknikler ile karsinogenezde énemli rol oynayan daha énce bilinmeyen gene-
tik degisiklikler ve genlerin saptanmasinda yararh oldugu kamtlanmistir. Bu derle-
mede, onkolojik aragtirmalardaki KGH’nin 6nemi tartigtlmigtir.

Anahtar kelimeler: Kargilasirmah Genomik Hibridizasyon (KGH), onkolojik
arastirma, onemi

ABSTRACT

Genetic alterations are key features of cancer cells and generally target biological
processes and pathways that contribute to cancer pathogenesis. Detection of these
genetic alterations has an increasingly important role in determining patient diagnosis
and care.There are two major product platforms that assess genomic alterations at
various levels of resolution. Fluorescence In Situ Hybridisation (FISH) techniques
and related technology of Comparative Genomic Hybridisation (CGH) allow detection
of genetic variations or larger alterations in the genome. CGH is a type of FISH tech-
nique that compares and measures differences in copy number changes between 2
DNA samples (the test and control samples) and also provides mapping of chromoso-
mal regions that are gained or lost. More importantly, CGH analyses have allowed
highly accurate localization of specific genetic alterations that, for example, are asso-
ciated with tumor progression, therapy response or prognosis. The techniques have
proven to be useful for identification of previously unknown genetic changes and
genes that play an important role in tumor carcinogenesis. In this article, the impor-
tance of CGH in oncological research has been discussed.
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GIRIS

DNA, genetik talimatlar1 tagiyan niikleik aisttir ve
tiim organizmalar ve bazi viriislerin canlilik islevleri
ve biyolojik gelismeleri icin gereklidir. DNA, sarmal
seklinde 6 milyon niikleotid iceren sikica paketlen-
mis 22 ¢ift otozomal ve bir ¢ift cinsiyet kromozomu
23 cift yani 46 kromozomdan (46XX veya 46XY)
olusmustur. Nukleotid dizisindeki herhangi bir neden-
le meydana gelen ve kalitsal olan degisikliklere
“mutasyon” denir (V.

Mutasyonlar, amplifikasyon, delesyon, translo-
kasyon, interstisyel delesyon, inversiyon ve heterozi-
gosite kaybi gibi biiytik 6l¢ekli veya nokta mutasyo-
nu, insersiyon ve delesyon gibi kiigiik 6l¢ekli olabilir.
Bu mutasyonlar siklikla DNA’ya zarar verebilen bir-
takim kimyasal maddelerin veya viriislerin ya da
X-1g1nlari-mor 6tesi 1sinlarin neden oldugu ve ender
olarak da hiicre boliinmesi sirasindaki hatalar ile orta-
ya cikar. Olusan bu mutasyonlar, yararli, etkisiz ve
zararlt olabilir ki mutasyonlarin biiyiik bir kismi,
hiicre icinde DNA’nin kendi kendini onarmasini sag-
layan mekanizmalar ile yok edilir. Mutasyonun hiicre
boliinmesindeki kontrol mekanizmasini ortadan kal-
dirmast, hiicre genomunda ard arda gelen mutasyon-
larin ya da epigenetik degisikliklerin birikimi ile
kanser ortaya cikar ve 6zetle bir hiicrede kanser geli-
simi ¢cok basamakli (multi-step) bir olaydir V.

Anoploidi, delesyonlar ve diger kromozomal
yeniden diizenlemeler gibi DNA’daki kopya say1
degisikliklerine bagli onkogenlerin artig1, timdr sup-
resor genlerdeki azalma, apopitozis genlerinde inhi-
bisyona bagli olarak kanser gelisir. Bu genomik
degisiklikler, normal hiicrelerin anormal hiicrelere
gecisinde kantitatif, acik ve temel degisikliklerdir .
Bu genetik degisikliklerin saptanmasi, hastanin tant
ve tedavi bakimindan 6nemli oldugu kadar, sonraki
nesillerde gelisimini ve olugmasini 6nlemek agisin-
dan da 6nemlidir @.

Giinlimiizde kanser ¢cok 6nemli bir hastaliklar gru-
budur ve bu hastalikta 6zgii kromozom anomalileri-
nin saptanmasinda sitogenetik analizler biiyiik bir
oneme sahiptir. Klasik sitogenetik ve molekiiler sito-
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genetik metodlar hastaliklarin tanisi, prognozu ve son
yillarda siklikla kullanilan hedefe yonelik tedavi
seceneklerinin belirlenmesinde klinik tani ve tedavi-
ye biiyiik destek saglamaktadir ¢4,

Genetik Tan1 Yontemleri

Genetik tan1 yontemleri temelde iki baglik altinda
incelenebilir. i1ki, sitogenetik tan1 yontemleri ile kro-
mozom hiicresel diizeyde incelenebilmektedir. Bu
metotta DNA’daki kromozom sayis1 ve yapisi incele-
nir. Digeri molekiiler sitogenetik tani yontemi, sito-
genetik tekniklerin ve molekiiler biyolojinin birlikte
kullanildig1 ve kromozom analizlerinin tan1 degerini
arttiran bir yontemdir. Bu yontem, klasik sitogenetik
yontemler ile saptanamayan mutasyonlarin renkli
DNA problari kullanilarak tanimlanmasini saglayan
efektif ve hizli yontemleri icermektedir. Giiniimiizde
molekiiler sitogenetik yontemlerin temelinde FISH
bulunmaktadir @.

FISH, molekiiler ve sitogenetik teknikleri bir
araya getiren bir yontemdir. Bu teknikte, Prob adi
verilen 6zel DNA veya RNA dizileri kullanilarak
kromozom {izerinde goriintiilenmesi hedeflenen DNA
dizileri belirlenebilmektedir. DNA problart mikros-
kop lamma fikse edilmis kromozomlarin icerdigi
DNA ile hibridize olma yetenegine sahiptir. Bu tek-
nik “in situ hibridizasyon” olarak tanimlanmaktadir.
Bu yonteme in situ denmesinin nedeni DNA’nin iki
iplikli halde lam {izerinde denatiire olmasidir. Bu
denatiirasyon durumu isaretli bir probun DNA ile
hibridize olmasina olanak vermektedir. FISH tekni-
ginde, problarda isaretleyici olarak fluoresan boya
kullanildig1 i¢in “fluoresan situ hibridizasyon” denil-
mektedir. Fluoresan isaretli prob hibridize oldugunda
kromozomlar floresan boyadan yayilan 15181n belirli
bir dalga boyunda absorblanmasi ile goriiniir hale
gelirler. Bu hibridizasyon sinyalinin ve bu prob ile
hibridize olan DNA segmentinin lokalizasyonu daha
sonra mikroskop altinda degerlendirilir. Gen veya
lokusa spesifik probla belirli bir genin varlig1, yoklu-
&u veya lokalizasyonu saptanabilir @

FISH’de dahil olmak iizere klasik sitogenetik
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yontemlerin, kanser sitogenetiginde karsilasilan
mutasyonlar1 saptamada yetersiz kalmasi yeni yon-
tem arayislarini beraberinde getirmistir. Sitogenetik
ve molekiiler genetik tekniklerin birlesimi olan KGH
bu sorunun ortadan kalkmasini saglamistir ©.
Kallioniemi ve ark tarafindan uygulamaya sokulan
KGH yontemi ile DNA dizisindeki kopya sayis1 degi-
simleri (amplifikasyon ve delesyon) degerlendirile-
bilmistir ¢,

KHG teknigi, temeli FISH’e dayanan, farkli flore-
san boya ile boyanmis test (hasta) ve referans DNA
orneklerinin normal kromozomlara baglanmasi ile
elde edilen floresan renk farkliliklarint gdsteren sito-

(TEST)

ormal m

genetik bir yontemdir. Bu yontem ile (a) Standart
tekniklerle saptanmasi olas1 olmayan yapisal kromo-
zom anomaliler daha giivenilir saptanabilir, (b) En az
iki genomun birbiri ile kargilastirilmasina olanak sag-
lar, (¢) Tek bir deneyde tiim genomu analiz etmeye
olanak tanir, (d) Sitogenetik analiz i¢in yeterli meta-
faz elde edilemeyen tiimérlerin incelenebilmesi i¢in
kullanilabilir, (e) taze ve donmug dokulara uygulana-
bilir. Bu teknigin smirliliklar1 da mevcuttur. Bunlar
heterojen doku veya hiicre popiilasyonu ile ¢alisilma-
s1, standardizasyonun zorlugu, dolayistyla inceleme-
yi ve arastirmay1 yalnizca alaninda uzman kisilerin
yapabilmesidir ¢69).
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Resim 1. Karsilastirmalh genomik hibridizasyon yontemi.



Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon Yontemi

KGH i¢in analiz edilecek DNA (test DNA’s1) ile
normal DNA (kontrol DNA’s1) farkli florokromlarla
isaretlenir ve normal hiicrelerden elde edilen metafaz
kromozomlari ile hibridize edilir. Referans metafaz
alanindaki kromozomlar boyunca floresan yogunluk-
larindaki farkliliklar, timor DNA’sindaki kopya sayi-
st degisiklikleri (amplifikasyonlar veya delesyonlar)
anlamina gelir. Farkli floresan fenotipi gosteren
DNA’lar normal metafaz kromozomlari ile hibridize
olduklar1 zaman birbiri ile ortiisliyorsa, mavi-turuncu
bir renkte izlenir. Eger test DNA’sinda bir delesyon
s0z konusu olursa bu bolgede hibridizasyon gercek-
lesmez, dolayisiyla bolge kirmizi renkte izlenir. Buna
karsilik DNA’da bir amplifikasyon varsa, bu bolgede
hibridizasyon daha yogun oldugu i¢in bolge diger
bolgelerden daha parlak yesil olarak izlenir (Resim
1). Goriintii analiz sisteminin programiyla bilgisayar-
da hibridizasyon oranlaria gore kromozom hibridi-
zasyon profilleri hesaplanabilir (Resim 2). Tarayicida
taranan goriintii bilgisayar ortamina aktarilir, ¢esitli
programlar ile verilerin analizi yapilir ©¢7-1,

Ozetle KGH analizindeki adimlar sunlar1 icerir:
Doku kontaminasyonunu 6nlemek i¢in dikkatli stere-
oskopik mikrodiseksiyon, DNA elde edilmesi, DNA
isaretlemesi, mikroarray hibridizasyon, mikroarray
goriintiileme ve 6zel yazilim ile verilerin analizi. Bu
taranan ham verilerden 6zet grafik gosterimi olustu-
rulur ya da bu konuda egitim almis patolog da bu
ham verileri analiz edip degerlendirebilir. Bu ham
verilerin degerlendirilmesi, kiiciik genomik degisik-
liklerin kesin yerini onaylamak icin yararlidir ayrica
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gen flizyonunu taramak ve fiizyon esini belirlemek
icin de kullanilabilir 7',

Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon ve
Onkolojik Arastirmalardaki Onemi

KGH, yeni ve genis bir molekiiler sitogenetik
analiz olup, tan1 konulamayan bir¢ok olguda kromo-
zomal hastalifin tanimlanmasina olanak saglar.
Ozellikle prenatal tamida da kullanilabilen bu tetkik-
ler ile mental retardasyon ve otizme neden olan spe-
sifik kromozom degisiklikleri tek bir panel kullanila-
rak incelenebilmektedir. Ayrica, ¢ok fazla sayida
hastalig1 i¢ine alan ndromuskuler hastalik gruplart ve
dogumsal metabolik hastalik gruplari i¢in de bu yon-
tem kullanilabilmektedir 7.

KGH yontemi ile temelde tiimére neden olan
spesifik genetik degisiklik ya da daha 6nce tanim-
lanms o tiimore 6zgii bilinen karakteristik genetik
anomalilerdeki degisiklik paterni ile timor progres-
yonu veya hasta sagkalimi iizerine iligkisi aydinla-
tilmaya calisilmaktadir. Hematolojik kanserlerde
dahil olmak iizere bir solid tiimorde ¢ok farkli nok-
talarda gozlenebilen genetik degisimler saptanabil-
mektedir 7. Son yillarda kanserlerde KGH yonte-
minin kullanildig1 ¢ok sayida caligma yayinlanmistir
ve esas itibariyle bir¢cok kanser ve o kanserlerden
tiretilen hiicre hatlarindaki kromozomal degisiklik-
ler detayli olarak incelenmigir. Ayrica bu yontem,
premalign veya in situ lezyonlar, invaziv kanserler
ve metastatik kanserler gibi tiimoriin farkli geligim
agsamalarini temsil eden tiimor 6rneklerinin karsilag-
tirtlmast ile tiimor progresyonu sirasinda DNA

Segmentation for 515536A01_2012-03-23_16-23_Area1_532 vs. 515536A01_2012-03-23_16-23_Area1_635 (515536A01_2012-03-23_16-23_Area1_130000bp)

Resim 2. Bir olguda tiim kromozomlarin tek panel gokkusag tarzinda goriiniimii.
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kopya sayisindaki artan degisiklikler gosterilebil-
migtir 19,

Natrajan ve ark.’nmn “¥ Wilms tiimoriinde KGH
yontemi ile genomik degisiklikleri inceledikleri bir
calismada, Wilms tiimoriinde kromozomal sapmanin
sayisindaki artig ile tiimor progresyonu ve relaps ara-
sinda iligki bulunmustur. Ek olarak spesifik genetik
degisiklik 17p kaybinin, tiimor progresyonuyla bag-
lantil1 ve bu anomalinin olasilikla tiimor gelisiminde
son basamak oldugu saptanmuistir.

Pankreasin asiner hiicreli karsinomlar1 tedavi
seceneklerinin ¢ok sinirli oldugu ve klinik acidan
agresif neoplazilerdir. Bu kanserlerde tlimoriin olug-
masinin ve progresyonunun molekiiler mekanizmasi
yanisira kanserin prekiirsor lezyonu tanimlanama-
mistir. Bergmann’in pankreasin asiner hiicreli karsi-
nomlarinda KGH yontemi ile kanser gelisimini
aydinlatmaya calistig1 calismada, daha 6nce pankreas
duktal adenokarsinomundan ve ndroendokrin neopla-
zilerinden farkli stabil mikrosatellit ve unstabil kro-
mozomal genotip ile karakterli yineleyen kromozo-
mal dengesizlik saptanmgtir 19

Meme ve kolorektal kanserler gibi yaygin ve sik
goriilen tiimorler yani sira daha ender goriilen gastro-
intestinal stromal tiimor, insulinomlar ve ependi-
momlarda KGH yoOntemi ile tiim genom analizi
yapilmistir. Bu calismalar, cesitli tiimor tiplerinde
DNA kopya sayist degisikliklerinin ayrintili ve detay-
It incelenmesine olanak tanimis ve kanser geligsimin-
de meydana gelen kopya sayis1 degisiklikleri hakkin-
da zengin bilgiler saglamistir. Ozellikle daha 6nce
belirtilmemis bazi 6zel bolgelerde gen amplifikas-
yonlart ve delesyonlari belirlenmigtir 7.

Strefford ve ark.’nin " renal solid kitlelerde his-
tolojik tani ile FISH ve KGH yontemini karsilagtir-
diklar1 bir ¢alismada, KGH yonteminin malign ve
benign renal kitlelerin histolojik alt tip siniflamasin-
da FISH’dan daha iyi korelasyon gosterdigini sapta-
miglardir. Biyopsi orneklerinden dogru tan1 koymak
iizere genetik incelemenin eklenmesi tiimoriin dogru
siniflandirilmasi yani sira tiimdriin biyolojik davrani-
sinin tahmin edilebilmesi ve ileride tedavi planlarina
etkisi acisindan ¢ok dnemlidir.

SONUC

Onkolojik aragtirmalarda, molekiiler sitogenetik
yontemlerin nihai hedefi, kanserle iligkili genlerin
yerlerini olabildigince kesin olarak belirlemektir.
Boylelikle KGH yontemi ile elde edilen veriler, bu
sapmalarin igerdigi genlerin tanimlanmasi ve belir-
lenmesi kusursuz bir baglangic noktasi saglar. Bununla
birlikte, KGH yonteminin yalnizca o kromozom bol-
gesindeki amplifikasyonu veya delesyonu isaret etti-
gini ve varsayilan genlerin hastalik patogenezine
gercek katkisinin olup olmadiginin ispati i¢in fonksi-
yonel analizler gereklidir. KGH ¢aligmalarindan elde
edilen veriler, kansere bagli genetik sapmalar hakkin-
daki bilgilerimize onemli katk: saglamakta ve KGH
teknolojisinin hala kanser arastirmalarinda 6nemli bir
arag olarak iglev gérmeye devam ettigini gostermek-
tedir. Yapilan arastirmalar ve elde edilen datalar ile
amag, karsinogeneziste hedef genlerin tespiti ile kan-
ser olusumunun engellenmesi ve olusan kanserde
hedefe yonelik tedavi ile olgularin sag kaliminin art-
tirllmasidir.
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