AZOBRBAYCAN RESPUBLIKASI

olyazmas: hiiququnda

YOGUN BAGIRSAGIN BODXASSOLI SISLORINDO
XORCONG HUCEYROLORININ GENETIK VO
EPIGENETIK TODQIiQi

Ixtisas : 2409.01- Genetika

Elm sahasi:  Tibb Elmlori

Iddiac: Bayram ilham oglu Bayramov

Foslofo doktoru elmi doaracosi almagq tigiin
toqdim edilmis dissertasiyasinin

AVTOREFERATI

BAKI - 2024



Dissertasiya igi Azorbaycan Respublikast Elm vo Tahsil Nazirliyi
Genetik Ehtiyatlar Institutunun “Molekulyar genetika vo genomika”
sobasinin “Insan genetikasi” laboratoriyasinda, Azerbaycan Tibb
Universiteti vo M.A.Topgubasov adina Elmi Carrahiyye Markazinda
yerina yetirilmigdir.

Elmi rahbar: AMEA-nin miixbir iizvii,
tibb elmlari doktoru, professor
Nuru Yusif oglu Bayramov
Rasmi opponentlar: REA-nin miixbir izvi,
tibb elmlari doktoru, professor
Rona 9biilfsz quzi Zingenko

Prof. Dr.Volkan Necati oglu Baltac

Biologiya elmlori doktoru, professor
Tahirs 9lomsah qizi1 Isgarova

Azarbaycan Respublikasinin Prezidenti yaninda Ali Attestasiya
Komissiyasinin Azorbaycan Tibb Universiteti nozdinds faaliyyat
gostaran BFD 4.27 Birdafslik Dissertasiya surast

AMEA -nin miixbir iizvii,
tibb elmlari doktoru, professor
Elmar Mustafa oglu Qasimov

o
Dissertasiya surasipn elmi katibi: Tibb iizra folsafe doktoru, dosent

Elnur Elman oglu ibrahimov

Biologiya elmlari doktoru, dosent
Giinay Hafiz qiz1 9kbarova-
e Ben-Tzvi

Elmi seminarin’sadri:

ZAN! TaSDIQ EDIRSM
n Tibb Universitetinin

ri doktoru, professor
Adil o§lu Panahov




GIRIS

Moévzunun aktualligi va islonma daracasi. Xorgong xastoliklori
coxfaktorlu xastaliklor grupuna mansub olub, onkogenlarin aktivlagmasi
Vo tumor supressor genlorin inaktivlosmasi, hiiceyralorin nazarotsiz
¢oxalmasi va hiiceyra daxilinds mutasiyalarin kumulyasiyasi naticasinda
meydana golon Xxastaliklordir. Eyni zamanda, genomda bas veran
delesiyalar, amplifikasiyalar, xromosom aberrasiyalar1, miixtalif Kimyavi
gruplarin DNT-ys slave olunmasi va digor proseslor Xorgongyaranma
prosesini-karsinogenezi induksiya eds bilor. Tumor supressor genlor
(P53, Rb, CDH1, BRCA1/BRCA2, APC, CD95 vo s.) hiiceyra
coxalmasini nazarat altinda saxlayan genlordir vo asas funksiyalari xotali
hiiceyra tsiklinin blokadasi, DNT-do bas veran Xotalarin reparasiyasi,
hiiceyralarin apoptoza yonlandirilmasi va genomun stabilliyinin tomini
kimi hiiceyrovi proseslori icra etmakdir. Onkogenlor (NRAS, KRAS, abl,
becr-2, c-myc, erbB-2 vo s.) protoonkogenlords bas veran noqtovi
mutasiyalar, xromosom translokasiyalar1 vo  amplifikasiyalar
naticasindo meydana goalon genlordir. Protoonkogenlarin onkogenlora
cevrilmasi naticasinds hiiceyrado boyiimo faktorlarimin mohsullarinin
artmasi, hiiceyra boliinmasi tizorindaki nozarstin itirilmasi, hiiceyronin
fasilosiz olaraq bOylimo signallar1 almasi, transkripsiya faktorlarinin
sintezinin artmast vo nahayat, hiiceyralorin nozarotsiz sokildo fasilasiz
olaraq boliinmasi prosessilori bag verir. Molekulyar soviyyada Xorgong
hiiceyralorinin genom xiisusiyystlorinin anlagilmasi genom verilonlori
osasinda fordi miialico tsullarinin iglonib hazirlanmasi vo dorman
dozalandirilmasi kimi masalalords 6z vacibliyini qoruyur.

Yogun bagirsaq xor¢ongi xar¢onglo alageli dlimlorin ikinci asas
sobobi  olub, heterogen xastoliklor qrupuna daxildir. Aparilan
todgiqatlarla 2030-cu ilo godar diinya iizra yeni diagnoz goyulan xasto
saymin 2,2 milyon vo 6liim hallarinin isa 1,1 milyon olacagi toxmin
edilir. Umumi 6liim sayinmn 2035-ci ilo godor rektal nahiyads va yogun
bagirsagin digor sobolorinde miivafiq olaraq 60% vo 71,5% artacagi
prognozlasdirtlir?.

1 Naidoo, M., Gibbs, P., Tie J. ctDNA and Adjuvant Therapy for Colorectal
Cancer: Time to Re-Invent Our Treatment Paradigm // Cancers (Basel), - 2021 Jan
19. 13(2):346, - p. 1-22.
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Fordilogdirilmis tibbin inkisaf etdiyi dovrdo bod xassoli sislorin
molekulyar profillorinin xarakterizo edilmosi ¢ox vacibdir. Bu
mualiconin optimal ardicilligi vo dorman rezistentliyi ilo bagh
malumatlarin  tomin edilmasing, eloco do mialiconin vaxtinda
tonzimlonmaosino imkanlar yaradir. Bununla birlikdo, sis toxumasinin
biopsiya metodu ilo profillondirilmosi téromonin mioyyon bir
nahiyasindon molumatlar toqdim edir ki, bu iso 6zliiylindo molekulyar
doyisikliklorin heterogenliyini tamamilo oks etdiro bilmir. Digor
torofdon, toxuma biopsiyasit xastolor iiciin potensial risklori 6ziindo
comlogdiran invaziv prosedurdur. Odur ki, minimal invaziv, daha
tohliikasiz va real zamanda diagnostik giymotlondirmo imkanlari tagdim
edon metodlarin inkisafina ehtiyac duyulur. Metastaz agkar edilon
xastalorin aksariyyatinin periferik ganinda sigo xas genetik vo epigenetik
dayiskanliklor askar edilo bilar ki, bu da moagsadli miialicalarin segimi
daxil olmagla, sislorin geyri-invaziv molekulyar xarakteristikasina imkan
yaradir.

Genom molumatlarina osaslanaraq fordi miialico protokollarinin
tokmillogdirilmasi, eloco do dorman preparatlarinin dozalandirilmast vo
hamg¢inin, yeni diagnostik vo prediktiv molekulyar biomarkerlorin
miioyyanlogdirilmosi mithiim ohomiyyat kasb edir.

Tadqgiqatin obyekti va predmeti. Todgiqat isinin obyekti,
Azorbaycan Tibb Universiteti vo M.A.Topgubasov adina FElmi
Corrahiyyos Morkazino miiraciot edon, laborator-instrumental vo klinik
miiayinalorls yogun bagirsaq xorcongi diagnozu tosdiglonmis xastolordir.
Tadqgiqatin predmeti yogun bagirsagin xar¢ong hiiceyrolorindo tumor
supressor va onkogenlordoki mutasiya vo polimorfizmlorin, DNT
metillosmasinin miioyyanlogdirilmosidir.

Tadqgiqatin magsad va vazifalari. Togigat isindo moagsad yogun
bagirsaq xorgongi diagnozu qoyulan Xostalords tumor supressor vo
onkogenlordoki genetik vo epigenetik doyisikliklori miiqayisali todgiq
edorok, askar edilon dayisikliklorlo Kkliniki vo demografik parametrlor
arasindaki assosiasiyani todgig etmakdir.

Todgigat isinin magsadine nail olmaq {ii¢iin qarsiya asagidaki
vazifalor qoyulmusdur:

— Anamnezin toplanilmasi, biomateriallarin ~ gotiirilmosi, DNT
ekstraksiyast, kliniki vo demogqrafik gostaricilorin sistemlosdirilmasi;
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— Sanger sekvensloms tisulu ilo badxassali téromodon oldo edilon
DNT-ds vo gan plazmasindan alinan cfDNT-do KRAS, NRAS, BRAF
Vo PIK3CA genlorindaki néqtovi mutasiyalarin agkar edilmasi;

— Xostolords vo nozarst grupunda hMLH1, hMSH2, miRNT-149,
MIiRNT- 196a2, DNMT3B, 8g24, NQOL1 vo P53 genlorindaki Tok
Nukleotid Polimorfizmlarinin (TNP-lor) PZR-RFLP iisulu ils tayini,
genotiplarin va riskli gen allellarinin tezliyinin miiqayisali tohlili;

— Yas, cins, alkogol vo sigaretdon istifado faktorlart vo eloco do
xargangin marhala va daracasi kimi Klinik parametrlords genotiplorin
paylanmasi, miigayisali tahlili vo xastalik riskinin tayin edilmasi;

— MS-PZR 1dsulu ilo DAPK vo RAR-42 genlorinin  promotor
metillosmoasinin  miiqayisali todqigi, metillosmo hassasliginin  vo
spesifikliyinin toyini

Tadqiqat metodlari. Todgigat obyektlorindon EDTA-I tyublarda
gan niimunlori gotlirlilmiis, gan plazmasindan cfDNT ekstraksiyasi kit
protokolu (QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit, Qiagen Hilden,

Almaniya) asasinda, venoz qandan DNT ekstraksiyasi iso manual tisulla

(salting-out) hoyata kegirilmisdir. ©lds edilon DNT niimunalarinin

Komiyyat va keyfiyyat gostoricilori Nanodrop cihazinda (NanoDrop™

2000/2000c Spectrophotometers, Thermo Scientific) toyin edilmisdir.

Har bir genin hadaflonan nahiyalarine spesifik praymerlor vasitasilo PZR

reaksiyalar1 qoyulmus vo mutasiyalar Sanger sekvenslomoa (3730xI DNA

Analyzer, Thermo Fisher) tisulu ilo miioyyan edilmisdir. Hor bir gen

polimorfizmi T{iglin spesifik olan restriksiya fermentlorindon (New

England Biolabs (NEB), MA, ABS) istifado edilmis, PZR-RFLP

metodlarindan istifado olunmagla polimorfizmlar tayin edilmis, allel vo

genotip tezliklori miiayyanlogdirilmisdir. MSP tisulu ilo isa genlarin
promotor nahiyasinds yerloson CpG adaciglarindaki  metillosma

voziyyati analiz edilmisdir. Noticolorin biostatik tohlili SPSS v.22

programi  (SPSS/22, Cikago, Illinoys, ABS) vasitesilo hoyata

kegirilmigdir.

Miidafiaya cixarilan asas miiddosalar:
— Yogun bagirsaq xar¢anginds cfDNT-nin KRAS, NRAS, BRAF va
PIK3CA genloari {izra analizi, xorgong genomunun geyri-invaziv tisula
toyini vo dorman rezistentliyinin miioyyanlosdirilmasine imkan verir;
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— 80¢24.21 xromosom nahiyasinds yerloson uzun kodlasdirmayan RNT
noviiniin T>C (rs10505477) polimorfizmi yogun bagirsaq xor¢ongi
tictin risk toskil etmir;

— Qadinlar arasinda mir-149 T>C (rs2292832) vo mir-196a2 C>T
(rs11614913) gen polimorfizmlori yogun bagirsaq xargangi riskinin
artmasi ilo alagalondirilir;

— P53 geni ¢.215G>C (rs1042522) polimorfizminin genotip vo allel
tezliklori ilo xastalik riski arasinda slage miiayyon olunmur;

— Yogun bagwsaq xorgonginds  NQO1  genindoki  C609T
polimorfizminin heterozigot CT genotipi vo mutant T alleli xastolik
riskinin artmasina sobab olur;

— DNT reparasiyast genlorindon hMSH2 1032G>A (rs4987188) ilo
xastolik riski arasinda statistik olago qeyd edilmir, lakin hMLH1
-93G>A (rs1800734) polimorfizminin Xargangin morhalalari ilo
assosiasiyasi qeyd olunur;

— DNMT3B -579G>T (rs1569686) polimorfizmi ilo yogun bagirsaq
Xar¢onginin inkisaf riski arasinda assosiasiyalar askar olunur;

— DAPK vo RAR-£2 genlorinin promotor metillosmoasi Xargang
xastolorindo nozarat qrupu ilo miiqayisdo yiiksok hassasliq va
spesifiklik gostorir.

Tadgigatn elmi yeniliyi. ilk dofs olarag, yogun bagirsaq xargongi
diagnozu qoyulan xastolorin cfDNT vo Xargong toxumalarinda KRAS,
NRAS, BRAF vo PIK3CA gen paneli {izro onkogen Vo tumor supressor
genlarinda miixtalif missens tipli mutasiyalar miiqayisoli analiz edilmis
Vo maye biopsiyast lisulu optimallagdirilmisdir.

Ik dofo olarag, kicik kodlasdirmayan RNT gesidlorindon mir-149
T>C (rs2292832) vo mir-196a2 C>T (rs11614913) genlorinin miivafiq
polimorfizmlori todqiq edilmis, genotip vo allel tezliklori hesablanaraq
Klinik vo demoqrafik gostoricilor arasindaki assosiasiya miiqayiso
olunaraq risklor toyin edilmisdir. Xasto qadinlarda mir-149 (rs2292832)
TC genotipi ilo xastolik riski arasinda protektiv tipli statistik alago askar
edilmisdir. Eyni zamanda, qadinlarda mir-196a2 C>T (rs11614913)
polimorfizminin, xiisusilo, CT genotipinin yogun bagirsaq xar¢ongi
riskini artirdig1 miisyyan edilmisdir.

Ik dofo olarag, hiiceyrs tsiklinin asas tonzimloyicilorinden biri olan
Vo tumor supressor gen kimi foaliyyat gostoron P53 geninin ¢.215G>C

6



dayisikliyi xostolords vo nazarst grupunda miiqayisali todqiq edilmis,
riskli allel va genotip tezliklori miioyyanlosdirilmisdir. Saglam insanlarla
miigayisada, Xastolorda homozigot mutant CC genotipina daha ¢ox rast
golinmisdir. Azorbaycan populyasiyasinda P53 geninin ¢.215G>C
polimorfizmi yogun bagirsaq xar¢ongi askarlanan xastolordo daha ¢ox
rast golinss do, bu, Xastalik tigiin risk togkil etmomisdir.

Ik dofo olarag, DNT metillosmasi prosesini hoyata kegiron
DNMT3B geninin promotorundaki -579G>T polimorfizmino gora
todqgiqat qruplar genotiplogdirilmis, heteroziqot GT genotipi vo mutant T
alleli ilo yogun bagirsaq xor¢ongi riski arasinda ohomiyyatli statistik
assosiasiya askar edilmisdir. Homginin, todgigata daxil edilon kisilor
arasinda vo yag1 61-don az olan insanlarda heteroziqot GT genotipi ilo
yogun bagirsaq xargonginin asagi riski arasinda ohomiyyatli statistik
olago agkar edilmisdir.

ik dofo olarag, DNT reparasiya genlorindon hMLH1 -93G>A
(rs1800734) vo hMSH2 1032G>A (rs4987188) genlori tizra 134 Xasts vo
137 nofardon ibarst nazarst grupunda genotiplosmo aparilmig, hMSH2
1032G>A gen polimorfizmi ilo yogun bagirsaq xargongi riski arasinda
ohamiyyatli statistik slage miisahido olunmadigi halda, hMLH1 -93G>A
genetik doyisikliyinin resessiv modeli ilo (GG+GA/AA) asag1 xar¢ong
riski arasinda assosSiasiya askar edilmigdir. Eyni zamanda, hMLH1
-93G>A polimorfizmi ilo badxassoli sisin morhalolori  arasinda
ohamiyyatli statistik korrelyasiya tapilmigdir.

[lk dofo olarag, 8q24.21 xromosom bdlgasindoki  uzun
kodlasdirmayan RNT néviiniin T>C (rs10505477) polimorfizmi tadqiq
edilmis allel vo genotip tezliklori miiqayisali sokildo hesablanmisdir.
Tadqiq edilon gen polimorfizmi ilo todgigat obyektlorinin yasi, cinsi,
xargangin marhoala va doracasi, sigaret vo alkoqol istifadosi arasinda
assosiasiya askar edilmomisdir. Beloaliklo, populyasiyamizda 8q24.21
xromosom nahiyasindaki rs10505477 polimorfizminin yogun bagirsaq
Xargangi tiglin risk dagimadigr miioyyonlogdirilmisdir.

Ik dofo olarag, NQO1 geninds prolinin serino cevrilmasi ilo
naticalonon C609T (rs1800566) polimorfizmi xasto va nazarst grupunda
miigayisali analiz edilmis, heterozigot CT, dominant model (CC/CT+TT)
vo mutat T allelinin yogun bagirsaq xor¢ongi iiglin statistik shamiyyatli
yiiksok risk dasidigi askar edilmisdir. Homginin, Xasto kisilori saglam
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kisilorlo qarsilasdirdiqda, heteroziqot CT genotipi ilo xastolik riski
arasinda statistik shamiyyatli olago askar edilmisdir.

flk dofo olarag, gqan plazmasindan izols edilon Xargong hiiceyaloring
aid cfDNT-do, Xorgong toxumasinda va nazarst qrupunda DAPK va
RAR-£2 genlarinin promotor metillogsmasi miigayisali analiz edilmisdir.
Saglam insanlarla miiqayisada, Xastalorin hom cfDNT, hom do toxuma
DNT-sindo DAPK geninin promotor metillosmosi daha ¢ox rast
galinmokls yiiksok spesifiklik va hassasliq niimayis etdirmisdir.

Isin elmi-praktik ahomiyyati: Dissertasiya isindo yogun bagirsaq
xargongi diagnozu qoyulan xastolordo maye biopsiyasi metodunun
totbiqi, xiisusilo, metastatik badxassali sislorin klinik monitoringi,
prognozlasdirilmasi, diagqnozu, totbiq edilon terapevtikloro verilon
cavabin izlonilmasi vo yeni qeyri-invaziv potensial genetik
biomarkerlorin askar edilmasi zamanu istifado oluna bilor.

CfDNT-do miixtalif tumor supressor vo onkogen mutasiyalarinin
todqigi  kimyaterapiya zamani istifado edilon dorman preparatlarina
verilon cavabi 6ncadan taxmin etmays imkan verir. Bu baximdan meta-
statik yogun bagirsaq xar¢ongi zamani cfDNT Vo Xor¢ong toxumasinda
KRAS, NRAS, BRAF va PIK3CA gen mutasiyalarinin tadgiqi, anti-EGFR
terapiyasma (Cetuximab vo Panitumumab) verilon optimal cavabin
oncadon giymatlondirilmasi, aldo edilon genom molumatlar1 osasinda
fordi miialics tisullarmimn tokmillasdirilmasi vo hor bir fordin soxsi genom
molumatlart osasinda dorman dozasimin toyin edilmasi, dorman
rezistentliyinin genetik mexanizmlorinin - muioyyanlosdirilmasi ~ Kimi
masalalords miialiconin somaraliliyini artiracaqdir.

Dissertasiya isindo todqiq edilon, xiisusils, klinik vo demografik
parametrlorlo statistik olagosi agkar edilon vo xostalik riski ilo alage-
londirilon gen polimorfizmlorindon yogun bagirsaq xargonginin inkisaf
riskinin avvalcadan prognozlasdirilmasinda geyri-invaziv genetik bio-
markerlor kimi istifado edilo bilor. Bundan olave, Xostolordo erkon
moarholada genetik polimorfizmlarin analiz edilib askar olunmasi diizgiin
kimyaterapevtik preparatlarm vo Xastolor liciin uygun dozanin secilmo-
sindo faydali ola bilor ki, bu da miialico tisullarmn totbiginds yeni
imkanlar agacaqdir.

Gen polimorfizmlarina goro aparilan genetik skrining golocokdo
yarana bilocok yogun bagiraq xor¢onginds fords uygun miialico
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planlagdiriimasini da miimkiin etmoklo yanasi, saglam soxslorin xargong
xastoliyino  tutulma riskini  Oncodon miioyyanlosdirmays imkan
veracakdir Ki, bu da xastaliya meylli soxslorin miitomadi miiayinalora
calb olunmasina va Xastaliyin garsisinin alinmasina xidmot edocokdir.

Maye biopsiyast ilo aldo edilon cfDNT-do metillosma profillorinin
sistemli tohlili siso Xas epigenetik modifikasiyalarm daha erkon askar-
lanmasi, miialicaya cavablarin monitoringi va residivvermonin skriningi
ti¢lin magsadouygun hesab oluna bilar.

Isin aprobasiyasi: Dissertasiya isinin osas noticolori Xozor
Universitetinin toskilatciligr ilo “Tok Saglamliq: problemlor vo onlarin
halli” mévzusunda kegirilon | beynslxalq konfransinda (2018), Akademik
Colal Olirza oglu Oliyevin 90 illik yubileyina hasr olunmus ‘“Miiasir
Biologiya vo Agrar Elmlordo Innovasiyalar vo Qlobal Cagrislar”
movzusunda Ganc Alim va Taloboalarin Konfransinda (2018), Avrasiya
Coarrah va Qastroenterologlarmin XVIII Beynolxalg Kongresinds (2019),
“Insan Genetikast vo Genetik Xostoliklor: Problemlor vo Inkisaf
Perspektivlori” Birinci Beynolxalg Elmi-Praktik Virtual Konfransinda
(2020), “Saglamhq Elmlori vo Innovasiyalar” mévzusunda IV
Beynolxalqg Konfransinda (2021), XVIII Tirk Kolon vo Rektal
Coarrahiyys Kongresinds (Tiirkiya, 2021), “Carrahiyya: diinoni, bugiinii
Vo sabahi” movzusunda Qazaxistan Carrahlarmin Beynolxalg VII
Kongresinds (Qazaxistan, 2021) vo homg¢inin, Genetik Ehtiyatlar
Institutunun elmi seminarlarmda miizakirs edilmisdir.

Darc edilmis nasrlar. Dissertasiya isinin noticalorine dair 9 magals
Vo 8 tezis olmagla timumilikds 17 elmi aSar nosr olunmusdur.

Dissertasiya isinin yerina yetirildiyi taskilatin adi. Dissertasiya isi
Azorbaycan Respublikasi EIm vo Tohsil Nazirliyi Genetik Ehtiyatlar
Institutunun  “Molekulyar genetika vo genomika” sobesinin “Insan
genetikas1” laboratoriyasinda, Azorbaycan Tibb Universiteti vo
M.A.Topgubasov adina Elmi Coarrahiyya Moarkozindo  yerino
yetirilmisdir.

Dissertasiyamin  struktur boélmalorinin ayriigda hacmi geyd
olunmagla dissertasiyanin isars ilo iimumi hacmi. Dissertasiya isi
giris, bes fasil, yekun, naticalar, tovsiyalar, 341 adobiyyat (338-i xarici) va
ixtisarlar siyahisindan ibarat olmagqla timumilikde 168 sohifods togdim
edilmisdir. Dissertasiya isinda 16 sokil vo 51 cadval vardir.
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Dissertasiyada timumi isaralorin say1 172055-dir, bunlardan: titul
Varagi vo miindaricat — 6962 isara, giris — 19719 isars, | fasil — 51337
isara, Il fasil — 11644 isars, 1 fosil — 11270 isara, IV fasil — 50576 isars,
V fasil 8124 isars, yekun — 7040 isars, noticolor — 3741 isars, praktik
tovsiyalor — 909 isaro, ixtisarlarin siyahist — 733.

ISIN OSAS MOZMUNU
| FOSIL. ODOBIYYAT iCMALI

Odobiyyat icmalinda dissertasiya isi ilo alagali elmi asarlor tohlil
edilmis, yogun bagirsaq xor¢onginin epidemiologiyasi, risk faktorlari,
xastoliyin - molekular-genetik patogenezi, Xostoliyin yaranmast vo
inkisafinda epigenetik modifikasiyalarin rolu vo Xastaliyin diagnostika-
sinda istifado edilon anonavi vo miiasir diagnostika tisullart tohlil edilorak
an son yerli va xarici elmi asarlors istinadlar verilmisdir.

11 FOSIL. TODQIQAT iSININ MATERIAL VO
METODLARI

2.1. Todqiqatin materiallari

Azarbaycan Tibb Universitetinin Todris Corrahiyys Klinikasi vo M.
Topgubasov adina Elmi Carrahiyys Morkazino miiraciot edon vo yogun
bagirsaq xar¢ongi diagnozu tostiglonmis Xastalordan Xargong toxumasina
moxsus 36 biopsiya materiali, EDTA-I1 tyublarda timumilikds 153 venoz
gan niimunolori alinmis vo onlardan todqiqat materiali kimi istifado
edilmisdir. Miiqayisali genetik analizlorin aparilmasi igiin xastolik
tarixgasindo Xor¢ong Xastoliyi agkar edilmoyon 164 nofor iso nozarst
grupu kimi tadgigata calb edilmis, onlardan da periferik gan niimunalori
toplanilmigdr.

2.2. Toadgqigatin metodlari

Todqgigat isinde gan Vo Xorgong toxumasindan DNT-nin
ekstraksiyasi, DNT-nin komiyyot vo keyfiyyotinin spektrofotometrik
tisulla Olgiilmoasi, Polimeraza Zoncirvari Reaksiyasi (PZR), Sanger
sekvenslomo, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
Metillogsmoaya Spesifik PZR (MSP) aqaroz gel elektroforezi vo alinmis
naticalorin statistik analizi metodlarindan istifado olunmusdur.
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Yogun bagirsaq xar¢ongi diagnozu qoyulan xastalordan biopsiya
vasitasilo alds olunan toxuma niimunslorindon DNT-nin izolo edilmasi
Polsamin EURx firmasmin togdim etdiyi kit protokolu? (EURX Ltd,
Gdansk, Poland) asasinda hoyata kegirilmisdir.

Homginin, gan plazmasindan cfDNT ekstraksiyas1 kit protokolu®
(QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit, Qiagen Hilden, Almaniya)
osasinda, venoz qandan DNT ekstraksiyasi iss manual {isulla
(salting-out)* hayata kegirilmisdir. DNT-nin komiyyat vo keyfiyyati
spektrofotometrik  tisulla  Nanodrop 2000/2000c  (NanoDrop™
2000/2000c  Spectrophotometers, Thermo Scientific) cihazi vasitasilo
toyin edilmisdir.

Hor bir geno spesifik praymerlordon istifado olunmagla PZR
reaksiyalar1 optimallasdirilmisdir. Aqaroz gel elektroforezi ilo naticalor
giymotlondirildikdon ~ sonra  amplifikasiya ~ olunmus  DNT
fragmentlorindaki genetik doyisikliklor ABI 3730xL Genetic Analyzer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) cihazinda
analiz olunmagla mutasiyalar identifikasiya edilmisdir.

Tadqiqat isindo TNP-lor RFLP metodu ilo toyin edilmisdir. Bu
moagsadlo NEB (New England Biolabs, Massachusetts, USA) firmasinin
toqdim etdiyi har bir gens spesifik restriktaza fermentlorindan istifads
edilmisdir. Sonra iso polimorfizmlor 2%-li agaroz gelds elektroforez
edilmokls toyin edilmisdir.

MSP metodu vasitosilo DNT-do CpG adaciglarmin metillogsmo
vaziyyati analiz edilmisdir. Naticalor agaroz gel elektroforezi vasitasilo
tohlil edilmisdir.

Alinmus naticalorin statistik analizi statistik paket SPSS 22.0
versiyasi ilo analiz edilmigdir. Parametrlor arasindaki assosiasiya

2 Universal kit for DNA isolation with GeDI reagent: [Electronic resource] /
EURX Molecular biology products. 2019. URL.:
https://eurx.com.pl/docs/manuals/en/e3765.pdf
3 QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit: [Electronic resource] / Qiagen, DNA &
RNA Purification. 2019. URL.:
HB-0202-006_HB_QA_CirculatingNucAcid_0819_WW?%?20(1).pdf
4 Suguna, S. Genomic DNA isolation from human whole blood samples by non
enzymatic salting out method / D. H. Nandal, S.Kamble, A. Bharatha [et al.] // IntJ
pharm pharm sci, - 2014.Vol 6(6), -p.198-9
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Fisher’s exact vo Pearsonun chi-square testlori vasitesilo giymotlon-
dirilmigdir. P<0,05 statistik olaraq etibarli gobul edilmisdir.

111 FOSIL. XO0STOLORDO ONKOGEN VO TUMOR
SUPRESSOR GEN MUTASIYALARININ TODQIQi

3.1. Xar¢ong toxumasi va CFDNT-da KRAS va NRAS genlarinin
sekvensi va mutasiyalarin identifikasiyasi

Maye biopsiyast metodu vasitasilo ganda dovr edon sis hiiceyra-
lorinin (CTC) va siso aid sarbast DNT fragmentlorinin genetik profilinin
analizini vo Xargong Xastaliklorinin geyri-invaziv tisulla monitoringini
hoyata kegirmok miimkiin olmusdur®.

Bodxassali sisin agkar olundugu 30 Xxastods Xargong toxumasindan
olds edilon DNT va plazmadaki cfDNT fragmentlorindo KRAS vo NRAS
genlari miiqayisali analiz edilmisdir.

KRAS geni {izrs, imumilikds, 14 missens tipli néqtavi mutasiya
agkar edilmisdir. Xor¢ong toxumasindan aldo olunan DNT niimuns-
lorinds 10 (33,3%), plazma cfDNT niimunalarinds iso 4 (7,7%) mutasiya
agkar edilmigdir. Toxuma niimunoalorindoki mutasiyalarin 6-s1 KRAS
geninin 2-ci ekzonunun 12-ci kodonunda, 4-ii iso 13-cu kodonda bas
vermigdir. Bununla yanasi, CFDNT-doki mutasiyalarin 2-si KRAS geninin
2-ci ekzonunun 12-ci kodonunda, 2-si iso 13-cu kodonda askar
edilmisdir. KRAS geninin 12-ci (GGT) va 13-cii kodonlar1 (GGC) glisin
amin tursusunu kodlayir. Tapilan mutasiyalarin 6-s1 glisinin (Gly)
aspartik amin tursusuna (Asp), 4-ii valina (Val), 3-ii serina (Ser) vo 1-i isa
sisteina (Cys) gevrilmasi ilo naticalonir. Sakil 3.1.1-ds sekvens analizi
naticosindo miioyyon edilmis noticalorin elektroferoqramlart gostoril-
misdir.

NRAS geninin 2-ci ekzonunda timumilikds 7 (23,3%) missens tipli
mutasiya askar edilmisdir. Mutasiyalarin alts1 (20%) toxuma DNT-do, 1
(3,3%) mutasiya isa cfDNT-do askar olundugu halda, 23 xostado NRAS
gen mutasiyasina rast golinmomisdir. Toxuma DNT-ds rast golinon 6

® Normanno N, Cervantes A, Ciardiello F, De Luca A, Pinto C. The liquid biopsy in
the management of colorectal cancer patients: Current applications and future
scenarios. Cancer Treat Rev. 2018 Nov;70:1-8
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mutasiyadan 1-i NRAS geninin 2-ci ekzonunun 12-ci kodonunda, digar 5
mutasiya vo homginin, cfDNT-do askarlanan 1 mutasiya 13-cii kodo-
nunda bas vermisdir.

a) Normal tip b) Heteroziqot GGT>TGT mutasiyasi
190 150
- R

GGT>TGT

) Heteroziqot GGT>GTT mutasiyasi d) Heteroziqot GGT>GAT mutasiyasi
1s0 190
- - - - - - - - - L ] - - - - - - -
G G T G G < G T A G G T G G c G T A

L A

Sakil 3.1.1.KRAS geninin 2-ci ekzonunun Sanger sekvens elektroferogrami

a) Normal tip b) Heteroziqot GGT>AGT mutasiyasi
. 170 370
L L A

c) Heteroziqot GGT>GGG mutasiyasi

70
- -
©

BT
on

|
T

Sakil 3.1.2.NRAS geninin 2-ci ekzonunun Sanger sekvens elektroferoqrami
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3.2. Xor¢ong toxumasi va CfDNT-do BRAF geninin 15-ci
ekzonunun sekvensi vo mutasiyalarin identifikasiyasi

BRAF geninin 15-ci ekzonunun analizi naticasinds 16 (53,3%)
mutasiya miioyyan edilmisdir. Belo Ki, Xar¢ong toxuma DNT-sinds 12
(40%), cfDNT niimunalorinds iss 4 (13,3%) mutasiya toyin edilmisdir
(Cadval 3.1.1). Toxuma niimunsalorinds askarlanan mutasiyalarin 3-ii
V600E (c.1799T>A), 9-u iso L597Q (c.1790T>A) missens tipli, cFDNT
niimunalorinds tapilan mutasiyalarin 3-ii V60OE (c.1799T>A), 1-i iso
L597Q (c.1790T>A) missens tipli olmusdur.

Cadval 3.2.1
BRAF geninda askar edilon mutasiyalar
Toxuma Ekzon Mutasiya Amin tursu

dayismasi
1. 15 V600E (c.1799T>A) Val—>Glu
2. 15 V600E (c.1799T>A) Val—>Glu
3. 15 V600E (c.1799T>A) Val—>Glu
4. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GIn
5. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GIn
6. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GIn
7. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GIn
8. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GlIn
9. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GIn
10. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GIn
11. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GlIn
12. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GlIn

Plazma Ekzon Mutasiya Amin tursu

dayismasi
13. 15 V600E (c.1799T>A) Val—>Glu
14. 15 V600E (c.1799T>A) Val—Glu
15. 15 V600E (c.1799T>A) Val—>Glu
16. 15 L597Q (c.1790T>A) Leu—GIn

3.3. Xarg¢ong toxumasinda PIK3CA geninin 9-cu vo 20-ci
ekzonlarimin sekvensi va mutasiyalarin identifikasiyasi
Todgigat isindo PIK3CA geninin 9-cu ekzonunun sekvenslonmoasi
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naticasinds 14 (46,7%) Xostodo mutasiya askar edildiyi halda, 16
(53,3%) xostodo mutasiyaya rast goalinmomisdir. Toyin edilon E545A
(c.1634A>C), E545K (c.1633G>A), R555K (c.1664G>A) vo E542K
(c.1624G>A) mutasiyalari missens tipli mutasiyalardir vo har biri
amintursu avoazlonmasina sabob olmusdur. PIK3CA geninin 20-ci ekzo-
nunun analizi naticasinds 30 Xxastads 3 (10%) mutasiya askarlanmisdir.
M1043I (c.3129G>A) vo H1047R (c.3140A>G) mutasiyalar: da missens
tipli olub, amintursu svazlonmasina sabob olmusdur.

a) E545A mutasiyasi b) E545K mutasiyasi

] [ = [ [ [ ] L] u = =
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c) HL047R mutasiyasi d) M10431 mutasiyasi
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Sekil 3.3.1. PIK3CA geni iizro agskar edilon mutasiyalarin
elektroferoqramlar

Sekvenslomos texnologiyalarmimn imkanlarindan istifado etmaklo
yogun bagirsaq xar¢angi diagnozu qoyulan xastolordo maye biopsiyasi
metodikasin tatbiq edarak KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA genlarinin va
xastaliklo olagoali digor onkogen vo tumor supressor genlorin todqiqi,
xiisusilo, metastaz askar edilmis xaStolordo diizgiin miialico se¢imi va
optimal noticalorin alinmasina yardimet ola bilor. Maye biopsiyasinin
praktik tobabastdo totbiq edilmosi vo daha da dorinden arasdirilmasi
xastaliyin erkon diagnozu, monitoringi, miialica se¢imi, vaxta gonast vo
yeni diagnostik biomarkerlorin agkar edilmasi baximindan shamiyyot
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kash edir.

IV FOSIL. YOGUN BAGIRSAQ XORCONGININ TOK
NUKLEOTID POLIMORFIiZMI OSASINDA TODQIQi

4.1. Yogun Bagirsaq Xarconginds mir-149 T>C rs2292832 va
mir-196a2 C>T rs11614913 Polimorfizminin Tadqiqi

Tadqiqat isindo, ilk dofo olarag, 120 xastads va 125 nofordan ibarat
saglam nozarat qrupunda mir-149 T>C (rs2292832) vo mir-196a2 C>T
(rs11614913) polimorfizmlori miiqayisali tadqiq edilmis, genotip vo allel
tezliklori hesablanmus, xastolarin kliniki vo patoloji parametrlori, eloca do
demografik gostoricilori ilo statistik olage todqiq edilmisdir. Xasto vo
nozarat qruplarinda miivafiq olaraq mir-149 geninin normal TT
genotipinin 44,2% va 39,2%, heteroziqot TC-nin 32,5% vo 44%,
homozigot mutant CC genotipinin iss 23,3% va 16,8% toskil etdiyi agkar
edilmisdir. Heteroziqot TC (OR=0,66; 95%CI=0,37-1,15; P=0,142) vo
mutant CC (OR=1,23; 95%CI=0,62-2,45; P=0,550) genotiplori ilo
xastalik riski arasinda korrelyasiya miioyyan edilmomisdir.

Mir-149 T>C polimorfizmi iizra kisilordo heteroziqot TC nozarat
grupunda yiiksok (38,2%), homozigqot CC isa Xasto qrupunda yiiksok
tezliklo rast galinmisdir. Xasto va saglam kisilords genotiplor miigayiso
edildikdo statistik korrelyasiya miigahido edilmamisdir (P>0,05). Xasto
gadmlart saglam qadmlarla miigayisaSi zamani iso heteroziqot TC
genotipinin xastalik riski ilo assosiasiyasi askar olunmusdur (OR=0,43;
95%CI1=0,19-1,01; P=0,048). Yas1 60-dan az vo ¢ox olan xastalords
saglam insanlara nozoron mutant CC genotipi Ustiinliik toskil etmis
(45,8% va 43,1%), lakin orta yas nazars alindigda, qruplarin miigayisasi
zamam genotiplorlo xostolik riski arasinda statistik farq miioyyan
olunmamugdir.

Mir-196a2 C>T polimorfizmi iizrs tohlil aparildigda kisi xastolords
mutant TT genotipi (23,5%) saglam kisilora nazaron istiinliik togkil etsa
do, bu statistik shamiyyatli olmamisdir (OR=0,99; 95%CI1=0,38-2,56;
P=0,979). Xasto gadnlards isa hom heteroziqot CT (48,1%) va ham do
homozigot mutant TT (30,8%) genotiplor saglam qadinlara nisboton
daha ¢ox miisahido olunmusdur. Qadinlarda, xiisusila, heteroziqot CT
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genotipinin yogun bagirsaq xorgongi riski ilo assosiasiyasi askar
edilmisdir (OR=2,77; 95%CI=1,13-6,79; P=0,025). Yas amilini asas
gotiirdiikkdo mir-196a2 C>T polimorfizmina goro Xosto Vo nozarat
gruplarinda statistik forq miisahido olunmamisdir.

Belaliklo, gadinlarda mir-149 TC genotipi ilo xastaliyin asag1 inkisaf
riski arasinda pozitiv statistik olago askar edildiyi halda, mir-192a2
heterozigot CT isa gqadinlarda yogun bagirsaq xar¢anginin yiiksok inkisaf
riski ilo assosiasiyas: tapilmisdir. Alinan naticalor gadinlarda yogun
bagirsagin - bad  xassoli  toromolorinin  inkisaf etmo  riskini
miioyyanlogdirmada genetik marker kimi istifadosine tovsiys edils bilar.

42. 8092421 xromosom nahiyasinda  yerlasan  uzun
kodlasdirmayan RNT néviiniin T>C (rs10505477) polimorfizminin
tadqiqi

Todgigat isindo, 153 Xorgong diagqnozu qoyulmus xosto vo 140
praktik saglam insanlarda 8q24.21 xromosom nahiyasindoki T>C
(rs10505477) polimorfizmi Syronilmigdir. Xasto Vo kontrol qruplarinda
miivafiq olarag homoziqot TT genotipi 52 (34%) vo 50 (35,7%),
heterozigot TC genotipi 71 (46,4%) va 57 (40,7%), homoziqot CC
genotipi iso 30 (19,6%) vo 33 (23,6%) nofordo askar edilmisdir.
Heterozigot TC (OR=1,198; 95%CI=0,71-2,02; P=0,498), mutant CC
(OR=0,874; 95%CI1=0,47-1,164; P=0,675), dominant (TT/TC+CC) va
resessiv. model (TT+TC/CC) vo mutant C alleli (OR=0,955;
95%CI1=0,69-1,33; P=0,785) ilo kolorektal Xorgong riski arasinda
statistik korrelyasiya agkar olunmamuisdir. Belalikls, 89g24.21 xromosom
lokusunda yerloson uzun kodlasdirmayan RNT ndviiniin  T>C
(rs10505477) polimorfizmi ilo kolorektal Xorcong riski arasinda
ohamiyyatli assosiasiya miioyyan edilmomisdir.

4.3. Xastalarda ve nazarat grupunda P53 geni ¢.215G>C
(rs1042522) polimorfizminin miiqayisali tadqiqi

Todgigat isindo PZR-RFLP metodlari ilo P53 geninin ¢.215G>C
(rs1042522) polimorfizmi 141 xosto vo 150 nafordon ibarst nozarot
grupunda tadqiq edilmisdir. GG, GC va CC genotip tezliklori xastalords
26,2%, 52,5% vo 21,3%, nozarat grupunda ise miivafiq olaraq 29,3%,
52% vo 18,7% miioyyan edilmisdir. Hor iki qrupu qarsilasdirdiqda
heterozigot GC (OR=1,128; 95%CI|=0,657-1,937; P=0,662) vo mutant
CC (OR=1,274; 95%CI=0,648-2,504; P=0,482) genotiplori ilo yogun

17



bagirsaq xar¢angi riski arasinda statistik assosiasiya agkar edilmomisdir.
Xastalordo normal G allelina 52,5%, mutant C allelino 47,5% rast
galindiyi halda, nazarst grupunda hamin allelarin tezliyi, miivafiq olaraq
55,3% Vo 44,7% toskil etmisdir. Mutant C alleli xastolordo stiinlik
toskil  etmisdir, lakin mutant C allei ilo (OR=1,122;
95%CI1=0,809-1,554; P=0,490) xostolik riski arasinda assosiasiya
miisahido edilmomisdir.

Bununla yanasi, yas, cinsiyyat, siqaret vo alkogoldan istifados, eloco
do Xorgangin morhalo va doracasi ilo todgiq edilon gen polimorfizmi
arasinda alage askar edilmamisdir (P>0,05).

4.4, NQO1 geni C609T polimorfizmi ilo yogun bagirsaq
xarg¢angi riski arasindaki alagonin miiqayisali tahlili

Todgiqata yogun bagirsaq xorgongi askar olunan 142 xasto Vo
nozarat grupu Kimi 146 praktik saglam insan daxil edilmisdir. Xastolor
arasinda hom heterozigot CT (39,5%) vo ham do mutant TT (5,6%)
genotiplorina daha ¢ox rast gealinmisdir. Heteroziqot CT (OR=1,813;
95%ClI=1,097-2,995; P=0,020), dominant model (OR=1,842;
95%CI1=1,137-2,983; P=0,013), mutant T alleli (OR=1,644;
95%ClI=1,096-2,465; P=0,016) vo todgigata daxil edilon kisilor arasinda
heterozigot CT (OR=2,219; 95%CI1=1,079-4,565; P=0,029) genotipi ilo
artmus xostolik riski arasinda statistik ohomiyyatli slage askar edilmisdir.
Bundan slava sigaret vo alkogoldan istifads edan vo etmayanlardo NQO1
geni C609T polimorfizmi tohlil edildikdo statistik shamiyyatli natico
oldo edilmomisdir. Homg¢inin, xar¢ongin moarhalo va doaracasinds
genotiplorin paylanmasi ilo xostolik riski arasinda asilihq askar
olunmamugdir (P>0,05).

Alman naticoloro ssaslanarag, bizim populyasiyada yogun bagirsaq
Xarganginin prognozlasdiriimasinda va meylliliyin toyininds NQO1 geni
C609T gen polimorfizmi geyri-invaziv genetik biomarker kimi istifado
edilo bilor.

4.5. Yogun bagirsaq xar¢onginda DNT reparasiya genlarindan
hMLH1 -93G>A (rs1800734) va hMSH2 1032G>A (rs4987188) gen
polimorfizmlarinin tadqiqi

DNT reparasiya genlorindon hMLH1 -93G>A (rs1800734) va
hMSH2  1032G>A  (rs4987188)  genlorinin  tranzisiya  tipli
polimorfizmlori 134 xastads va 137 nofordan ibarst nazarst grupunda
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todqiq olunmus, bu polimorfizmlarlo kolorektal xar¢ongin inkisaf riski
arasindaki slage miigayisali tohlil edilmisdir. HMLH1 geninin -93G>A
polimorfizminin genotip va allel tezliklori har iki qrup tiglin hesablanmig
vo statistik olaraq qiymstlondirilmisdir. Alinan noticolors asason
xastalords GG genotipi 15,7%, heteroziqot GA 32,1%, mutant AA
genotipi iss 52,2% toskil etmisdir. Nozarat qrupunda iss GG, GA Vo
mutant AA genotiplorinin miivafiq olaraq 16,8, 45,2 va 38% oldugu
geyds alimmisdir. Resessiv model ilo (GG+GA/AA) xastolik riski
(OR=0,56; 95%CI=0,35-0.91; P=0,018) arasinda statistik shomiyyatli
assosiasiya askarlanmigdir. Sisin doracasi ilo hMLH1 geni -93G>A
genotiplori arasinda statistik ohomiyyatli forq geyds alinmadigi halda
sisin marholosi vo genotiplorin paylanmasi arasindaki forq statistik
ohomiyyatli olmusdur (P<0,05). Kolorektal Xargong Xostolori arasinda
hMSH2 geninin 1032G>A polimorfizmino ¢ox az rast golinmis,
heterozigot GA xastalords 17,2%, nazarst qrupunda iss nisbaton az 9,5%
toskil etmisdir. Eyni zamanda yas, cinsiyyat, sigaret vo alkoqol istifadssi
Vo sisin doaracalori baximimdan todgigat qruplart miigayiso edildikdo
ohamiyyatli forq ortaya ¢ixmamigdir (P>0,05).

Beloliklo, alinan noticoloro osaslanaraq hMLH1 -93G>A
polimorfizmindan xar¢angin marhalalorinin toyininds genetik biomarker
Kimi istifadasi tovsiys oluna bilor.

4.6. DNT-metil transferaza genlarindon DNMT3B -579G>T
polimorfizminin tadqiqi ilo kolorektal xar¢ong arasindaki alaganin
tadqiqi

Todgigata 140 xasto vo 164 saglam saxsdan ibarat nozarst grupu
daxil edilmisdir. Periferik gandan DNT ekstraksiyasi hoyata kegirilorok
PZR-RFLP metodlar1 ilo genotiplor 2%-li aqaroz gel iizorindo gel
gorlintiiloma  sistemi  vasitasilo giymatlondirilmisdir. GT genotipi
(OR=0,53; 95%CI1=0,32-0,88; P=0,014) vo dominant model (OR=0,53;
95%CI1=0,33-0,87; P=0,010) ilo azalmis xastalik riski arasinda statistik
ohamiyyatli assosiasiya askar olunmusdur. G allelinin tezliyi xostalordo
62,1%, nazarat grupunda iss 53,7% olmusdur. Mutant T allelina iso
xastalorda 37,9%, saglam insanlarda iso 46,3% tosadiif edilmisdir.
Mutant T allelino (OR=0,71; 95%CI1=0,51-0,98; P=0,035) ilo yogun
bagirsaq xor¢ongi riski arasinda statistik korrelyasiya miisyyon
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olunmusdur. Xasta kisilori saglam kisilorlo miiqayiso etdikda, eloca do
yas1 61-o gadoar olan tadgiqgat qruplarinmi qarsilasdirdigda, heterozigot GT
genotipinin azalmis xastalik riski ilo assosiasiyast miioyyon edilmisdir
(P<0,05). Alman noticolorin agaroz gel vo Sanger sekvenslomo
gortintiilori Sokil 4.6.1 vo 4.6.2-do togdim edilmisdir.
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Sakil 4.6.1. Genotiplarin aqaroz gel goriintiisii
A) Ladder (100 n.c.): 1

B) Normal genotip GG: 2, 6, 8

C) Heteroziqot GT: 3,4,5

D) Homoziqot TT: 7
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Sakil 4.6.2. Sanger sekvenslanmasi naticasinda alinan genotip naticalari

A) Normal homozigot GG

B) Heteroziqot GT

C) Homozigot mutant TT

/

Notico etibarilo, todgigat noticosindo DNMT3B -579G>T
polimorfizminin Azarbaycan populyasiyasinda yogun bagirsaq xargongi
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riski ilo assosiasiyasimin oldugu molum olmusdur. Naticalorimiz
DNMT3B -579G>T polimorfizminin yogun bagirsaq xargangi riskini
toyin etmada genetik biomarker kimi istifads oluna bilar.

V FOSIL. YOGUN BAGIRSAQ XORCONGI DIAQNOZU
QOYULAN XOSTOLORDO DNT PROMOTOR
METILLOSMOSININ TODQIQI

5.1. DAPK va RAR-42 Genlarinin Promotor Metillagsmasinin
Miiqayisali Tadqiqi

Todgigat isindo XoStolorin toxuma biopsiyasindan olds edilon
DNT-do, gan plazmasindan ekstraksiya edilmis cfDNT-do vo nozarot
grupunda DAPK vo RAR-£2 genlarinin promotor metillogsmasi todqiq
edilmisdir. DAPK geninin promotor metillosmasi Xargong toxumasinin
DNT niimunslorinds 91,7%, nozarat qrupunda 7,9%, eyni Xostalorin
CcfDNT-lorinds isa 80,6% toskil etmisdir (Sokil 5.1.1). Toxuma vo
plazmada oldo edilmis metillosmo Vaziyyatini nozarst grupunun
metillosmo statusu ilo miiqayiso etdikdo, DAPK geni iizro statistik
ohomiyyatli farq tizo ¢ixmigdir (P<0,05).

DAPK geni (%)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Toxuma Plazma Kontrollar
m Metillanmamis 3 7 35
m Metillasmis 33 29 3
Sakil 5.1.1. Xastalords va kontrol grupunda DAPK geninin promotor

nahiyasinin metillosma gostaricilari
Bununla yanasi, RAR-£2 geni iizro nozarot qrupunda 13,1%
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metillosma, Xorgong toxumasinda 86,1%, cfDNT-lordo iso 75%

metillosmo toyin edilmisdir (sokil 5.1.2). RAR-42 geni iizra kontrol

grupu, Xar¢ang toxumast va plazma cfDNT-da metillosma vaziyyatini

miigayiso etdikds, statistik ohomiyyatli olage askar olunmusdur
(P<0,05).

RAR-2 geni (%)
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Toxuma Plazma Kontrollar
m Metillanmamis 5 9 33
B Metillasmis 31 27 5

Sakil 5.1.2. Xastalorde va kontrol grupunda RAR-42 geninin promotor
nahiyasinin metillosma gostaricilori

Olavo olarag, Xorgong toxumasi Vo CfDNT-do hor iki genin

metillosmo uygunlugu (k-kappa) miiqayiso edilorkon DAPK geni {igiin

yiiksok (k=0,825), RAR-£2 geni ligiin iso orta doracods uygunluq
(k=0,571) askar edilmisdir (Cadval 5.1.1).

Cadval 5.1.1

DAPK va RAR-42 genlari iizra xar¢ang toxumasi va gan

plazmasinda metilloasmanin uygunluq analizi

DAPK geni RAR-42 geni
metillosma, metillosma,
N (%) N (%)
Toxuma DNT (n=32)
30 (93,8) 28 (87,5)
Plazma cfDNT
(n=32) 27 (84,3) 24 (75)
K Testi 0,825 0,571
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| P doyori | 0,233 | 0,201 |

DAPK geni tlizro metillosmo sisin G1 dearacasinds 60%, G2-do
85,8% vo G3-do iso 60% toyin edilmisdir. RAR-42 geni lizro metillosmoa
iIso G1-do 40%, G2-do 71,4% vo G3-do isa 40% soklinda tayin
edilmisdir. Hor iki gen tizro metillosmo sisin G2 daracasinds daha yiiksok
rast golinmisdir. Sisin dorocasi ilo genlorin promotor metillosmoa
gostaricilori arasinda statistik shamiyyatli forq askar edilmadi (P>0,05).
DAPK geninin promotor metillosmasi sisin T2 marholasinds 85,8%,
T3-do 80,9% Vo T4 marholasinds iss 62,5% rast galindiyi halda RAR-42
geni tiglin iso T2 morhalasinds 57,1%, T3-ds 66,7% Vo T4 marholasinda
1S9 75% miisahido edilmisdir. Yiiksok metillosmo faizi DAPK geni iizra
diger sis marhalalari ilo miigayisads T2 marhalosinds, RAR-42 geni {izro
1S9 T4 marholoasindo miisahids edildi. Buna baxmayaraq sisin morhalolori
ilo hor iki genin promotor metillosmo statusu arasinda statistik
ohamiyyatli forq miisahido edilmomisdir (P>0,05).

NOTICOLOR

1. Yogun bagirsaq xar¢ongindo KRAS geni {izro 14, NRAS geni iizro 7,
BRAF geni iizra isa 16 (53,3%) missens tipli mutasiya identifikasiya
edilmisdir. Mutasiyalarin 40%-i Xorgong toxumasinda, 13,3%-i iso
cfDNT fragmentlorindo rast golinmisdir. Bunlardan slava, Xar¢ong
toxumasinda PIK3CA geninin 9-cu ekzonunda 14 (46,7%), 20-cCi
ekzonunda isa 3 (10%) mutasiya agkar edilmisdir.

2. Xosto Qgadmlan saglam qadmlarla qarsilagdirdigda mir-149 TC
genotipinin kolorektal xargong riskini gadinlarda azaltmasina,
mir-196a2 CT genotipinin iso qadinlarda xorgong riskini artirmasina
dair statistik shamiyyatli forq askar edilmisdir (P<0,05).

3. Uzun kodlasdirmayan RNT noviiniin 8q24.21 nahiyasinds yerlogon
T>C (rs10505477) va P53 genindoki ¢.215G>C (rs1042522)
polimorfizmlori miiqayisali todqiq edilmis, boazi riskli allellor
xastolords iistiinliik togkil etso do allel vo genotiplorlo xastalik riski
arasinda statistik assosiasiya askar edilmomisdir.

4. NQO1 geninin C609T polimorfizmi iizro aparilan genotiplosma
zamam heterozigot CT (OR=1,813; 95%CI=1,097-2,995; P=0,020),
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dominant model (OR=1,842; 95%CI=1,137-2,983; P=0,013), mutant
T alleli (OR=1,644; 95%CI=1,096-2,465; P=0,016) ilo yogun
bagirsaq xorgongi riski arasinda yiiksok statistik assosiasiya askar
edilmisdir. Bununla yanasi, Xasto kisilori saglam kisilorlo miiqayiso
etdikdo heteroziqot CT genotipi ilo Xorgong riski arasinda da
korrelyasiya agskar edilmisdir (OR=2,219; 95%CI=1,079-4,565;
P=0,029).

. DNT reparasiyas1 prosesini hoyata kegiron hMLH1 -93G>A
(rs1800734) vo  hMSH2  1032G>A  (rs4987188) gen
polimorfizmlarinin  todqiqi zamam hMLH1(rs1800734) geninin
resessiv (GG+GA/GA) modeli tizrs statistik asililiq askar olunmusdur
(OR=0,56; 95%CI=0,35-0.91; P=0,018). Olava olaraq, sisin
marhalasi ilo hMLH1 geni -93G>A genotiplori arasinda da statistik
asililiq miiayyan edilmisdir (P<0,05).

. DNMT3B geni -579G>T polimorfizminin todqiqi zaman1 heteroziqot
GT genotipi (OR=0,53; 95%CI=0,32-0,88; P=0,014), dominant
model (GG/GT+TT) iizro (OR=0,53; 95%CI=0,33-0,87; P=0,010) v
eloco do mutant T alleli (OR=0,71; 95%CI1=0,51-0,98; P=0,035) ils
yogun bagirsaq xor¢ongi riski arasinda statistik korrelyasiya miioyyon
edilmisdir. Habelo, kisilor arasinda GT genotipi ilo asagr xastalik riski
arasinda korrelyasiya askar edilmisdir (OR=0,40; 95%CI=0,19-0,84;
P=0,015). Homg¢inin, yas1 61-don az olan todgigat qruplarim
qarsilasdirdigda GT genotipinin asagi xastolik riski ilo assosiasiyasi
miiayyan edilmisdir (OR=0,47; 95%CI=0,22-0,99; P=0,048).

. DAPK va RAR-42 genlarinin promotorlarinin xor¢ong toxumasi vo
cfDNT-doki metillogma statusunu nazarat grupu ilo miiqayiso etdikds,
statistik ohomiyyatli forq tizo ¢ixmus (P<0,05), DAPK geninin
promotor metillosmosi yiiksok spesifiklik va hassasliq gostormisdir.

TOVSIYOLOR

. KRAS, NRAS, BRAF va PIK3CA genlarinin panel saklinds xiisusilo,
cfDNT-do analiz olunmasi yogun bagirsaq Xor¢anginin diagnozu,
prognozlagdirilmast vo fordi genom molumatlart osasinda miialico
istigamatinin se¢imindo istifads oluna bilar.

2. Qadmlarda  yogun bagirsaq  xorgonginin  inkigaf  riskini
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giymatlondirmada va prognozlagdirmada mir-149 T>C (rs2292832)
Vo mir-196a2 C>T (rs11614913) gen polimorfizmlarindon skrining
magsadils istifadasi tovsiys olunur.

Yogun bagirsaq xorgongine  meylliliyin  toyini,  Xostaliyin
prognozlasdirilmasi vo gedisatinin izlonilmasindo NQO1 geninin
C609T polimorfizminin nazars alinmasi tovsiys edilir.

HMLH1 geninin -93G>A (rs1800734) polimorfizmi, kolorektal
Xargangin marholalorinin  toyini vo interpretasiyasinda genetik
biomarker kimi istifads oluna bilor.

DNMT3B geninin promotorunda -579G>T polimorfizmi, eloco do
DAPK va RAR-42 genlorinin promotor metillosmosindon Xorgong
hiiceyralorinin  daha erkon tayinindo qeyri-invaziv epigenetik
biomarker kimi istifado oluna bilor.
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IXTBE
cfDNT
CGH
CIMP
CIN
CTC
DNMT
EGFR
FAP
FDA
FIT
GWAS
iBX
MiRNT
MMR
MSI
MSP
NcRNT
PI3K
PZR
RFLP

TNP

IXTISARLARIN SiYAHISI

— 1x Tris-Bor tursusu-EDTA

— Sirkulyasiya Edan Sorbast DNT

— Miigayisali Genomik Hibridlogdirma

— CpG Adaciqglarinin Metillosma Fenotipi

— Xromosomlarin Qeyri-Stabilliyi

— Sirkulyasiya Edon Xar¢ang Hiiceyralori

— DNT Metil Transferaza

— Epidermal Boyiimo Faktoru Reseptor

— Ailavi Adenomatoz Polipoz Koli

— Qida vo Darman Administrasiyasi

— Nacisin immunokimyavi testi

— Genom boyu assosiasiya todgiqatlari

— {ltihabi Bagirsaq Xostoliklori

— Mikro RNT

— Mismatch Reparasiyasi

— Mikrosatellit Qeyri-Stabilliyi

— Metillogsmoaya Spesifik PZR

— Kodlagdirmayan RNT

— Fosfatidilinositid-3-kinaza

— Polimeraza Zancirvari Reaksiyasi

— Restriksiya Edilmis Fragmentlorin Uzunlug
Polimorfizmi

— Tok Nukleotid Polimorfizmi
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