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Detection of Chromosomal Anomalies Observed in Colorectal Cancers

Summary

Colorectal cancer is one of the most common malignancy worldwide. Genetic instability may play an important
role in the accumulation of the large amount of genetic alterations during the pathogenesis of cancer. There are
two major forms of genetic instability in colorectal cancers that are chromosomal instability and microsatellit
instability. We proposed to define P53 gene deletion in colorectal cancers by Flouresans in Sitis Hybridization
(FISH). We analyzed available 14 tumoral tissue samples from 28 cases whose slides were performed using
touch preparation protocol. Conventional cytogenetic examination were performed from 28 cases’ blood
samples. Interphase FISH study is performed using P53 locus specific DNA probe and examined 500 cells for
each patient. No change of P53 gene is observed 64% in patients. 7% of cases were obtained the gain of P53
gene and 29% of cases were obtained the allelic lose of P53 gene. We found statistically significant correlation
between P53 gene change and cancer phases and between patient ages and P53 gene change by using Spearman
Correlation Test. Interphase FISH is a powerful method which could establish gene deletions and gains in
cancers. The relation between P53 gene deletion and colorectal cancer is not yet explained. For this reason,
further examinations are needed to use of molecular genetic and immunohistochemical techniques in this subject.
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Ozet

Kolorektal kanserler (KRK), diinyada en sik goriilen kanserler arasinda yer alip, olusumunda ve patogenezinde
gorev alan genetik instabilite, genetik degisimlerin birikiminde énemli bir rol oynamaktadir. KRK’da genetik
instabilitenin, mikrosatellit instabilitesi ve kromozomal instabilite olmak iizere 2 biiyiik sebebi vardir. Bu
calismada kolon ve rektum kanserlerindeki kromozomal degisiklikler Fluoresans in-situ Hibridizasyon (FISH)
metodu kullanilarak, P53 gen kaybinin ortaya konmasi amaglanmistir. Toplam 28 vakada, kolorektal dokulari
elde edilebilen 14 hastanin, ‘touching’ yontemi kullanilarak, interfaz-FISH preparatlari hazirlandi. Periferik kani
elde edilebilen 28 hastada, konvansiyonel sitogenetik caligma yapildi. Dokularindan interfaz-FISH preperati
hazirlanan vakalarda, P53 lokus spesifik DNA probu kullanilarak interfaz-FISH c¢alisildi ve her hasta igin 500
hiicre incelendi. Hastalarin toplam %64 {inde P53 geninin degismedigi, %7’sinde P53’{in kazanct ve %29’ unda
P53 kaybi gozlendi. Hastanin yas1 ve P53 gen degisimi arasindaki iliski Spearman Korelasyon Testi’ne gore
anlaml1 bulundu (p<0.05). Kanserin evresi ile P53 gen degisimi arasindaki iligki Spearman Korelasyon Testi’ne
gore anlamli bulundu (p<0.05). interfaz FISH metodu kanserlerde gen delesyon ve kazancini tespit etmede giiglii
bir metottur. P53 gen degisimleri ve KRK arasindaki iliski hala aydinlatilamamistir. Bu sebeple, bu konu ile
ilgili immunohistokimyasal ve daha ileri genetik ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, P53 geni, interfaz FISH, genetik instabilite, mikrosatellit instabilite.

Giris

Kolorektal kanserler (KRK), diinyada en sik DNA tamir genleri rol almaktadir (1). KRK’da
goriilen malignansilerden biridir. Bu tip kanserlerin kromozom 5, 17 ve 18’1 igeren delesyonlar, ras
gelisiminde, tiimor baskilayici genler, onkogenler ve onkogenindeki mutasyonlar ve DNA igerigindeki

'Bu caligma tez ¢alismasinin 6zeti olup, FUBAP 756 nolu proje tarafindan desteklenmistir.
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degisiklikler incelenmistir (2). KRK’da P53 gen
mutasyonlart i¢in ilk raporlar 10 yil Oncesine
dayanmaktadir (3). Literatiirde bu konu hakkinda
800’iin iizerinde yaym mevcuttur. ik caligmalarda,
yabani tip P53 geninin in vitro insan KRK hiicre
hatlarina transfeksiyonu gergeklestirilmistir. In vitro
yabani-tip p53°tn, insan kolorektal kanser
hiicrelerinin cogalmasini spesifik olarak
baskilayabilecegi gosterilmistir (4). Daha sonra, P53
gen ekspresyonundaki azalmanin dzellikle infiltratif
davranisa gegmede onemli oldugu tespit edilmistir
(5). P53 genini igeren kromozom 17p bolgesinin
allelik kaybmin, KRK’da siklikla olustugu ortaya
konmustur. Ikinci alleldeki mutasyon sonucu, iki
alleli kapsayan inaktivasyon ortaya c¢ikmaktadir.
KRK’da P53 mutasyon siklifi %45 civarindadir (6).
Bu oran distal kolon ve rektal tiimorlerde daha
yiiksektir. Buna karsilik proksimal kolon, musinoz ve
mikrosatalellit instabilitesi goriilen tiimoérlerde daha
diisik sikliktadir. Kromozom 17 ve P53 gen
lokusunun translokasyonlari, KRK’nin karsinogenezi
ile beraberlik gosteren, spesifik genetik olaylar
arasinda yer almaktadir (7). Adenom-karsinom
stirecini destekleyen calismalarla KRK epidemiyolo-
jik, klinikopatolojik ve genetik olarak siniflandirila-
bilir (8). Bu c¢alismada, kolon ve rektum
kanserlerinde P53 gen kaybinin Fluoresans in-situ
Hibridizasyon (FISH) metodu kullanilarak ortaya

konmasi, hastalardan  alman  periferik  kan
orneklerinde  yapilan  sitogenetik  analizlerle,
kromozomal  degisikliklerin  degerlendirilmesi,

sitogenetik bulgularin interfaz-FISH bulgulartyla
karsilagtirilmasi ve kolorektal  kanserlerde,
kromozom anomalilerinin tespitinde, interfaz-FISH
yonteminin  uygulama  degerinin  arastirilmasi
amaglanmigstir.

Materyal ve Metot

Hastalar, 2002-2003 yillarinda, Firat Tip Merkezi
Genel Cerrahi Servisine yatan hastalardan seg¢ilmistir.
Caligmaya alman toplam 28 kolorektal kanserli
vakanin timiiniin  periferik kanlarinda, klasik
sitogenetik calisma yapilirken, kolon-rektum dokulart
elde edilebilen 14 vakanin dokularinda interfaz FISH
teknigi uygulandi. Tim timor ornekleri Dukes
Smiflandirmasina goére incelenmistir. 4 polipoid ve 3
nonpolipoid kolon kanserli hasta, 6 rektum kanserli
hasta ve 1 sekum kanserli hastaya FISH calismasi
yapildi. Ayni hastaya ait timor ve normal doku
Ornekleri, ameliyat sonras1 uzman bir cerrah
tarafindan segilerek, transport besiyeri igerisine
almmmugtir. Daha sonra dokulardan Touching yontemi
kullanilarak, interfaz-FISH preparatlar1 hazirland.
Preparatlar derhal -20°C’deki metanol igerisine
alindi. Metanolde 20dk bekletildi ve oda
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sicakligindaki fiksatif (metanol 3: asetik asit 1)
igerisinde 20dk tutuldu. %50, %70, %90 ve %96’ lik
alkol serisinin her birinde 5 dakika bekletildikten
sonra havada kurutulan preparatlar kullanilincaya
kadar -20°C’de saklandi. Uzman bir patolog
tarafindan, kanser tanisi alan hasta 6rneklerine FISH
teknigi uygulandi. P53 gen delesyon veya
kazanglarimni incelemek i¢in kromozom 17 iizerinde
yer alan P53 gen bolgesine spesifik teksas red ile
isaretli prob kullanildi. FISH ¢aligmasi i¢in 8 vakanin
periferik kan ve normal doku interfaz FISH
preperatlar1 kontrol olarak kullanildi. Her hasta igin
timor doku Orneginden hazirlanan preparatlar P53
gen kaybinin  degerlendirilmesinde  kullanildi.
Preparatlar, 2XSSC ile hazirlanmis olan %70’lik
formamid soliisyonunda 74°C’de 10 dakika denatiire
edildi. Her bir hedef saha igin 0.5ul SO(Spectrum
orange) DNA prob, 2ul H,O ve 7.5ul hibridizasyon
tamponu igeren 10ul’lik prob karisimi hazirlandi ve
72°C’lik benmaride 10 dakika denatiire edildi.
Hibridizasyon, 37°C’deki benmaride yaklasik 16 saat
bekletilerek gerceklestirildi. Yikama agamasinda
preparatlar 42°C benmaride, 2xSSC soliisyonunda 5
dk bekletilerek, lamellerin diismesi saglandi. 42°C
benmaride, icinde %50°’lik formamid bulunan {ig
salenin, i¢inde 2xSSC soliisyonu bulunan iki galenin
ve iginde NP-40 yikama soliisyonu bulunan 1
salenin, her birinde 5 dakika yikanan preparatlar,
9,5ul DAPI (4,6 diamino-2-fenil-indol) ve 0,5 pl PI
(propodium iodat) karigimu ile boyandi. FISH analizi
icin interfaz hiicrelerinin incelenmesinde, uni-color
filtrelere sahip floresans mikroskop kullanildi. Her
hasta i¢in toplam 500 interfaz hiicresindeki
sinyallerin sayimi gerceklestirildi. Kan
preperatlarinda, hibridizasyon yeterliligi % 95’den
daha yiiksekti. Normal dokulardan yapilan interfaz
FISH preperatlarinda, prob igin hibridizasyon
yeterliligi %92 den daha yiiksekti. Her bir hiicre igin
alman sinyal sayist 0, 1, 2, 3, 4, 5 ve >6 seklinde
hibridizasyon sinyali olarak kaydedildi.

Hastalardan  elde edilen  periferik  kan
orneklerinden, 72 saatlik hiicre kiiltiirii yapilarak elde
edilen metafaz preparatlari, tripsin giemsa bantlama
yontemi (GTG) kullanilarak boyandi. Her hasta igin
35 metafaz incelendi.

Veriler, SPSS (Statistical Packages of Social
Sciences, SPSS for Windows, Version 9.0, Inc,
Chicago, IC, USA) programma kaydedildi. Hata
kontrolleri ve istatistiki analizler yine bu programda
yapildi.  Verilerin  Onemlilikleri ve  aritmetik
ortalamalar1 standart sapma ile gosterildi. Mann-
Whitney Testi, hasta yast ve kromozomal
aberasyonlar arasindaki iliskinin ortaya konmasi i¢in
kullanildi. Spearman Korelasyon Testi, hem hasta



yas1 ve P53 gen degisimleri arasindaki iligkinin, hem
de kanserin evresi ve P53 gen degisimleri arasindaki
iliskinin ortaya konmasi i¢in yapildi.

Delesyon ve Kazan¢ Tespitinde Kullanilan FISH
Kriterleri:

Bu ¢alismada, kolorektal kanser dokularinda P53
gen delesyon ve kazang varliginin ortaya konmasi
icin Xinwei ve arkadaglariin yaptiklari, doku
interfaz-FISH ¢alismasi1  kriterleri  kullanilmistir.
Xinwei ve arkadaslari, yaptiklar1 interfaz-FISH
calismasinda, hiicrelerin %20’sinden daha fazlasinda,
P53 probu i¢in 1 sinyal alindig1 durumlar, P53 gen
kaybi olarak degerlendirilmistir (9).

Bulgular

Calismaya almman toplam 28 vakanin periferik
kanlarinda yapilan klasik sitogenetik caligmada 17
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hastanin karyotipi 46,XY, 6 hastanin karyotipi 46,XX
olarak bulunmustur. Kromozom anomalisi bulunan 5
hastanin karyotipi Tablo 2’de verilmistir. Aneusomi-
nin tanimlanmasi i¢in hiicrelerin ¢ogunda goriilen
sinyal sayis1 kriter alindi. Biitiin dokular i¢in kontrol
olarak kullanilan, normal dokularda, P53 igin
dizomik sinyaller alindi. Kromozom 17p13.1
bolgesinde yer alan, P53 geni i¢in 2 sinyalin alindig:
durumlar, normal (dizomik) olarak degerlendirilir-
ken, 1 ve 3 sinyalin alindig1 durumlar, anormal yani
monozomik ve trizomik olarak degerlendirildi.
Hastalarin ~ toplam  %64’iinde P53  geninin
degismedigi, %7’sinde P53’lin kazanci ve %29’ unda
P53 kayb1 gozlendi. P53 geni i¢in alinan sinyal sayisi
ve yiizdeleri Tablo1’de verildi.

Tablo 1: Kolorektal kanser dokularinda P53 gen aberasyonu ¢aligilan her bir hasta i¢in 500 interfaz hiicresinden FISH ile

alinan sinyal sayilari.

Hasta No Sinyal Sayis1 Hiicrelerde goriilen sinyal sayilari
1 2 3 4 5 6> ve %’leri

1 140 350 10 0 0 0 1(%28), 2(%70)

2 269 225 4 2 0 0 1(%53.8), 2(%45)

3 125 370 15 0 0 0 1(%25), 2(%74)

4 360 120 16 4 0 0 1(%72.4), 2(%24)

5 39 420 25 14 0 2 1(%7.8), 2(%84)

6 66 413 26 3 0 2 1(%13.2), 2(%82.6)

7 64 432 4 0 0 1(%12.8), 2(%86.4)

8 11 452 23 13 1 0 1(%2.2), 2(%81.4)

9 32 426 36 6 0 0 1(%6.4) 2(%85.2)

10 28 384 69 13 6 0 1(%5.6) 2(%76.8) 3(%13.6)

11 65 282 150 5 0 0 1(%13), 2(%56.4), 3(%30)

12 31 444 20 3 0 2 1(%6.2), 2(%88.5)

13 64 420 16 0 0 0 1(%12.8), 2(%84)

14 22 435 33 7 1 2 1(%4.4), 2(%87)

Tablo 2: Periferik kanlar1 elde edilen vakalarin klasik
sitogenetik calisma sonuglari.

Hasta No Hastalarin periferik kan karyotipleri
3 46,XY, del(14p)
11 46,XX, 17gh(+)
19 46, XX(%85)/46,XX, t(13;17)(q;p)(%15)
24 46,XY, 13gh(+) (%85)/46,XY (%]15)
26 46,XX (%90)/47,XX, +21(%10)
28 46,XY(%90)/45,XY,-13(%10)

P53 FISH sonuglart Sekil 1’de gosterildi.
Periferik kandan yapilan sitogenetik degerlendirme-

de, karyotiplerinde anormallik bulunan hastalarin,
klasik sitogenetik calisma sonuglari Tablo 2’de
verilmistir. Diger hastalarin karyotipleri normal
olarak degerlendirilmistir.

Kolorektal kanserli hastalarin yas ortalamasi 55
idi. Hastanin yas1 ile kromozomal aberasyonlar
arasindaki iliski, Mann-Whitney testine gore, veriler
parametrik olmadigi i¢in 6nemsiz bulundu. Hastanin
yast ile P53 geni arasinda ve TNM evresi ile P53
geni arasinda anlamli bir iligki (p<0.05) bulundu.
Hastanin yas1 ile P53 gen kaybi arasindaki iliski
anlamli bulundu (p<0.05).
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Sekil 1: P 53 i¢in hibridizasyon sinyalleri. A. P 53 igin
monozomik sinyal. B. P53 i¢in dizomik sinyal. C. P53 igin
trizomik sinyal.

Tartisma

P53 genindeki delesyon veya nokta mutasyonu
seklindeki degisimlere, insan kanserlerinde oldukca
sik rastlanmaktadir. P53 gen degisimlerinin,
KRK’nin gidisatiyla iligkili olduguna dair oldukca
fazla sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bununla beraber
yaymlanmis pek ¢ok arastirmada kesin agiklamalar
mevcut degildirr. KRK’da P53 geninin tam
delesyonlari, LOH ve translokasyonlari oldukga nadir
bir bulgudur (7, 10, 11, 12,16). Forslund ve
arkadaglart 123 hastada yaptiklart bir ¢alismada,
molekiiler genetik metotlarla heterozigosite kaybini
(loss of heterozygosity: LOH) degerlendirmislerdir.
Hastalarin ancak %5’inde LOH un varligini tespit
etmislerdir. Ayni caligmada hastalarin %44’inde P53
gen mutasyonlar1 tespit edilirken, hastalarin
%49’unda herhangi bir mutasyon tespit edilememistir
(6). Nanashima ve arkadaslari ise
adenokarsinomlarda P53 gen delesyon oranmi %19
olarak bulmuslardir (13). Calismamizda hastalarin
%29’unda P53 kayb1 gozlendi. Bu oran FISH
yontemi kullanilarak, P53 gen kayb1 {izerine yapilan
diger ¢aligmalardan daha yiiksektir. Bunun en 6nemli
sebeplerinden biri hasta sayisinin sinirlt olmasidir.
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Porcelli ve arkadaglari, benign ve malign KRK’da
yaptiklart calismada, P53 gen ekspresyon diizeyini,
immiinohistokimyasal metotlar kullanarak
degerlendirmisler ve ozelikle ilerlemis safhalarda
P53 boyanmasinda artis oldugunu gostermislerdir
(10). Baz1 KRK’larda ileri donemlerde, P53 gen
delesyonlar1 degil de kromozom 17’°nin tiim kazanci
veya P53 gen Dboélgesini igeren bir kazang
gergeklesebilecegini  belirtmislerdir. Calismamizda,
hastalarin biiyiik bir kisminda, P53 geninin delesyona
ugramadig tespit edildi. Ancak, genin yabani tip
iirin ortaya koyup koymadig:r bilinemediginden,
P53’in bu asamada fonksiyonel olup olmadigi
sOylenemez.

P53 gen delesyonlarinin tespitinde, farkli
delesyon kriterleri kullanilabilmektedir. Yakut ve
arkadaslarmin yaptiklari ¢alisma referans alindiginda
(P53 igin, hiicrelerin en az %8 ve iizerinde alinan tek
sinyali delesyon olarak degerlendirmislerdir), P53
gen delesyonuna sahip hasta sayisi artmaktadir (14).
Istatistik veriler, P53 gen kaybinin %8 ve iistii veya
%20 ve ustli olmasma gore, ¢cok dnemli farkliliklar
gostermedigini ortaya koymasina ragmen, 3 Ornekte
hiicre sayismin az olmasi ve yiizey boyamasinin

yetersizliginden, hiicre smirlarinin tam
gozlenememesi sebebiyle, delesyon
degerlendirmesinde, Xinwei ve arkadaslarinin

yaptiklart caligma kriter olarak alindi (9). %8-%20
arasinda kalan degerlere ise P53 gen delesyonlar
acisindan siipheyle yaklasildi ve bu 3 ornekte, P53
gen delesyonunun gergeklesmedigi kabul edildi.
FISH metodu kullanilarak yapilacak gen delesyon
analizlerinde, preparasyondaki yeterlilige bagh
olarak her iki ¢aligmanin sonucunun, delesyon kriteri
olarak kullanilabilecegi kanaatindeyiz.

Calismada kullandigimiz FISH metodu, solid
timorlerdeki kromozomal ve gen degisimlerinin
ortaya konmasinda oldukca giicli bir yontemdir.
FISH metodu ile delesyon degerlendirilmesi
yapilirken, mutlaka proliferasyon indeksi g6z oniinde
bulundurulmalidir. Ciinki, tiimér dokusu igerisinde
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