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OZET

Korkmaz G. (2013) Kolorektal kanserli hastalarda Axinl ve Galektin-3 gen
varyantlarmin incelenmesi ve Galektin-3 serum diizeyinin belirlenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans. istanbul.

Kolorektal kanser en sik goriilen iiclincli kanser tiirii olup tiim kanser vakalarinin
%9, 7°1ik kismini olusturur. Kansere bagli 6liimlerde akciger kanserinden sonra ikinci
sirada yer almaktadir.

Kolorektal kanser olusumunda ¢esitli ¢evresel ve genetik faktorler Onemli yer
tutmaktadir. Axin timor siipresor geni, onemli biyolojik sinyal yolaklarinda plieotropik
etkiye sahiptir. Axin geninin en 6nemli fonksiyonlarindan biri Wnt yolaginin negatif
diizenleyicisi olmasidir. Wnt sinyal yolagindaki degisikliklerin farkli tiimdrlerin
patogenezine katkida bulundugu bildirilmistir. Mutasyon analizleri sonucunda AXin
geni lizerinde, Kolorektal kanserde etkili olan sekans varyantlari da rapor edilmesi,
AXin geninin kolorektal kanser patogenezinde etkili oldugunu isaret etmektedir.

Kanser gelisiminde etkili oldugu bilinen bir diger molekiil, B-galaktozid baglayan
protein ailesinden galektin-3 proteinidir. Gal-3, hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, apoptoz
ve malignant transformasyon gibi bir¢ok biyolojik etkiye sahiptir. Yapilan ¢alismalarda,
prostat kanseri, kolon kanseri, meme kanseri, gastrik kanser ve akciger kanserinde gal-3
gen varyantlarmin 6nemli etkiye sahip olduklar1 gdsterilmistir. Anti-apoptotik gal-3
molekiiliiniin sitoplazmik diizeyinin artmasi sonucu, neoplastik hiicreler metastatik
potansiyel kazanmaktadir.

Calismamizda, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda Galektin-3 rs4644(p=0.0260)
ve Galektin-3 rs4652 (p=0.0390) genotip dagilimindaki farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmugtur. Hasta grubunda Galaktin-3 rs4644 genotipi ile miisindz
komponent tasimak arasinda anlamli baglanti belirlenmistir (p=0.026). Axinl
polimorfizmi ile timor biiyiikliigli arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmistir
(p=0.022). Kombine genotip analizi sonuglarina gore; hasta grubunda gal-3 4652-Axinl
AACC (p=0.004) diisiik; gal-3 rs4644-Axinl CCCT (p=0,044) ve CCAACT figlii
kombine genotipi (p=0,022) ise yiiksek frekansta gbzlenmistir. Hastalarda Galaktin-3
serum diizeyleri (5.9 0.69ng/ml) kontrol grubuna goére (0.79+£0.0Ing/ml)  daha
yiiksek oranda tespit edilmis olup istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamlilik
bulunmustur.(p<0.001). Bu sonuglar, Axinl ve Galektin-3 varyasyonlarinin, kolorektal
kanser gelisimi ve prognozu iizerinde rol oynayabilecegini belirtmektedir.

Anahtar Kelimeler : Kolorektal Kanser, Axinl, Galektin-3, WNT

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 28753
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ABSTRACT

Korkmaz G. (2013) Invesitgation of Axin 1 and Galektin-3 gene variants and detection
of Galectin-3 serum levels in Colorectal Cancer Patients Istanbul University, Institute of
Health Science, Molecular Medicine. Master Thesis. Istanbul

Colorectal cancer is the third most frequent cancer with 9,7 % incidence word wide and
the second most mortal cancer after lung cancer. Environmental and genetic factors are
known to be related with colorectal cancer progression. .

AXin is a tumor suppressor gene which has pleiotropic effect on a number of biological
signaling pathways. One of the most important functions of the Axin gene is its down-
regulatory effect on Wnt pathway.

Axin down-regulates the function of oncogenic B-katenin with its relation to APC,
casein kinase, GSK-3B and PP2A proteins in Wnt pathway. These changes in the Wnt
pathway are reported to be relevant with pathogenesis of various tumors. Mutation
analysis reported a number of sequence variants of Axin gene which are related to
colorectal cancer pathogenesis.

Galectin-3 (gal-3) protein, which belongs to B-galactozidase family, is another molecule
that is known to be related with cancer progression. Cell growth, differentiation and
malignant transformation are among the biological effects of the gal-3. Gal-3 gene
variants are reported to be related with prostate, breast, gastric and colorectal cancers. It
is known that increased cytoplasmic levels of the anti-apoptotic gal-3 enhance the
metastatic potential in neoplastic cells.

In our study, significant differences were detected between Galectin-3 rs4644
(p=0.0260) and Galectin-3 rs4652 (p=0.0390) genotype distributions in cases and
controls. Within the patients, Galectin-3 rs4644 genotype and presence of mucinous
component was significantly related. (p=0.026). Significant difference was detected
between Axinl genotypes and the tumor grade. (p=0.022). According to combined
genotype analysis; Gal3 4652-Axinl AACC genotype combination was low in patients
(p=0.004) while both gal-3 rs4644-Axinl CCCT (p=0,044) dual and CCAACT
(p=0,022) triple genotype combinations were in high frequencies in patients.

Within the patient group, Galectin-3 serum levels (5.9+ 0.69ng/ml) were significantly
elevated when compared to controls (0.79+0.01ng/ml) (p<0.001).

These results indicate the potential role of Axinl and Galectin-3 gene variants on
colorectal cancer formation and progression.

Key Words: Colorectal cancer, Axinl, Galectin-3, WNT

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 28753



1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanseri en sik goriilen {i¢lincli kanser tiirii olup tiim kanser vakalarmin
%9,7’lik kismini olusturur (1). Kansere bagli 6liimlerde akciger kanserinden sonra
ikinci sirada yer almaktadir (2). Kolorektal kanser insidanst ve 6liim orami kadin ve
erkeklerde benzerdir. Istatistiksel verilere gdre Amerika Birlesik Devletlerinde
erkeklerde prostat ve akciger kanserinden, kadinlarda meme ve akciger kanserinden

sonra her iki cinste de 3. siradadir (3).

Kolorektal kanserinin goriilme sikligi, diinyanin farkli toplumlarina gore
degismektedir (4). Kolorektal kanserine yakalanma oraninin gelismis tilkelerde daha
yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bati Avrupa Avustralya ve Kuzey Amerika’da
kolorektal kanser insidansi ve 6liim orani yiiksek iken Asya ve Afrika’da ¢ok daha

disiiktiir (5).

Kolorektal kanserin degistirilebilir risk faktorleri arasinda sigara kullanimi,
fiziksel hareketsizlik, fazla kilolu olma ve obezite, yagh besin, kirmizi ve islenmis et
tilketimi ve asir1 alkol tiikketimi yer almaktadir (1,5,6). Cesitli genetik faktorler de
kolorektal kanser gelisiminde 6nemli yer tutmaktadir. AXin tiimor siipresor geni, dnemli
biyolojik sinyal yolaklarinda plieotropik etkiye sahiptir. AXin geninin en Onemli
fonksiyonlarindan biri Wnt yolaginin negatif diizenleyicisi olmasidir(7). Axin, Wnt
yolaginda APC, kazein kinaz, GSK-33 ve PP2A proteinleri ile iligkili olarak onkogenik
B-katenin geninin fonksiyonunu downregiile etmektedir. Wnt sinyal yolagindaki
degisikliklerin medullablastomalar, adenokarsinomlar, hepatoseliilar karsinomlar,
hepatoblastomalar ve noroektodermal tiimorlerin patogenezine katkida bulundugu
bildirilmigtir. Bunlara ek olarak, yapilan mutasyon analizleri sonucunda AXxin geni
tizerinde, kolon kanserinde etkili olan sekans varyantlar1 da rapor edilmistir. Bu da,

AXxin geninin kolorektal kanser patogenezinde etkili oldugunu isaret etmektedir(8).



Kanser gelisiminde etkili oldugu bilinen bir diger molekiil, B-galaktozid
baglayan protein ailesinden galektin-3 proteinidir. Gal-3, hiicre biiylimesi,
farklilagsmasi, apoptoz ve malignant transformasyon gibi birgok biyolojik etkiye
sahiptir(9). Yapilan ¢alismalarda, prostat kanseri, kolon kanseri, meme kanseri, gastrik
kanser ve akciger kanserinde gal-3 gen varyantlarinin 6nemli etkiye sahip olduklari
gosterilmistir. Kolon kanserinde, gal-3 seviyesindeki artisin neoplastik progresyonla
iliskili oldugu bilinmektedir. Anti-apoptotik gal-3 molekiiliiniin sitoplazmik diizeyinin

artmasi sonucu, neoplastik hiicreler metastatik potansiyel kazanmaktadir(10).

Kanserde risk belirleme parametrelerinden biri olabilecegi diisiiniilen gen
polimorfizm c¢alismalari, pek ¢ok yaygin kanser tlirlerinde ve birgok gen iizerinde
yuriitiilmektedir. Caligmamizda, Axinl ve Galektin-3 gen varyantlarinin ve Galektin-3
serum diizeyinin kolorektal kanserli hastalarda incelenecek ve kolorektal kanserlerine
ait risk durumlarinin, Axinl ve Galektin-3 genotiplerinin klinik ve prognostik
parametrelerle iliskileri degerlendirilmeye ¢alisilacaktir. Calismamizin kolorektal
kanserleri etyopatogenezinde Axinl ve Galektin-3’iin énemini arastiracak ¢alismalara

151k tutacag diisiincesindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanserler, kanserle ilgili mortalite ve morbiditenin en 6nemli
sebeplerindendir. Her yil diinyada yaklasik bir milyon yeni kolorektal kanser (KRK)
vakas1 goriilmektedir ve bu sayr tiim kanser vakalarinin %9.5’ini olusturmaktadir.
Diinyadaki kanser vakalar1 incelendiginde KRK 3. sirada yer alirken, kanserden 6liim

nedenlerinde ikinci sirada yer almaktadir (11).

Kolorektal kanser gelisiminde genetik ve c¢evresel faktorler rol oynamaktadir
(12). Genetik degisiklikler tireme hiicrelerinde meydana gelirse kalitimsal olarak gegen
kanserler, somatik hiicrelerde olusursa sporadik kanserler olarak ifade edilir. Kalitsal
kolorektal kanserlere 6rnek olarak Familyal Adenomatéz Polipozis (FAP) ve Herediter
Nonpolipozis Kolorektal Kanserler (HNPCC) verilebilir (13,14). Kolorektal kanserlerin
cogu sporadiktir (15) ve biiyiikk ¢ogunlugu (%95) adenokarsinomlar olup, ayrica
skuamo6z hiicreli karsinom, karsinoid tiimdrler, adenoskuaméz ve indiferansiye
karsinomun yan1 sira sarkom ve lenfomalar gibi nonepitelyal tiimdorler de goriilmektedir

(16,17).

KRK insidansi genellikle birlikte rapor edilmesine ragmen, %72 kolon kanseri
ve %28 rektum kanseri olarak ayrilabilmektedir(18). KRK siniflandirilmasi, cerrahi

sonrasi patolojik evre tanimlanmasi ile yapilmaktadir(19).

Bu sayede, hastaligin yayilim derecesi , tedavinin planlanmasi ve prognoz
acisindan tahminde bulunabilmek miimkiin olmaktadir. KRK i¢in giiniimiizde en sik
kullanilan evreleme sistemi, TNM olarak bilinen AJCC (American Joint Committee on
Cancer) smiflandirmasidir. Ancak, Dukes ve Astler-Coller gibi siniflandirma sistemleri

de kullanilmaktadir (18).



Tablo 2-1: TNM Siniflandirmasi (American Joint Committee on Cancer) (20)

Evre T N M
Evre 0 Tis NO MO

T1 NO MO
Evre 1

T2 NO MO

T3 NO MO
Evre 2

T4 NO MO

T1,T2 N1 veya N2 MO
Evre 3

T3,T4 N1 veya N2 MO
Evre 4 Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Tablo 2-2: Tiimér, Nod, Metastaz degerlendirmesi (18)

T: Primer TUmor

T, Primer timor degerlendirilemiyor.

To Primer timor yok

Tis Karsinoma in situ

T, Tlimor submukozaya yayilmis

T, Timor ‘muskularis propria’ ya yayilmis

T TUmor muskularis propria icinden subserozaya/nonperitoneal periferik/perirektal dokulara
yaylimis

T, Tumor diger organlara ya da viseral peritona yayilmis

N: Bolgesel Lenf Nodlari

M,

N, Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor

No Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N, 1-3 bolgesel lenf nodunda metastaz

N, 4 veya daha fazla bolgesel lenf nodunda metastaz
N, Ana arter kokinde lenf nodu tutulumu

M: Uzak Metastaz

Uzak metastaz degerlendirilemiyor

Mo

Uzak metastaz yok

M,

Uzak metastaz var




2.1.1. Epidemiyoloji
Kolorektal kanser gelismis iilkelerde, gelismekte olan iilkelere nazaran daha sik

gorilmektedir (15,21,22).

2008 yilinda 1.2 milyon yeni kanser vakasi ve 608.700 6liim rapor edilmistir
(23). 2008 globocan tahminlerine gore, 12.7 milyon kanser vakasinin %56 s1 ve 7.6
milyon kansere bagli dliimlerin %64 i ekonomik olarak gelismekte olan iilkelerde
meydan gelmektedir. Prostat, kolorektal, kadin meme ve akciger kanseri oranlari

gelismekte olan tilkelerde gelismis tilkelere gore ¢cok daha yiiksektir.

Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar, KRK goriilme oraninin iilkeler arasinda
biiyiik 6l¢iide degistigini gdstermektedir (24). Gorililme siklig1 en fazla Avustralya, Yeni
Zelanda, Avrupa ve Kuzey Amerika’da iken en az Afrika ve Gliney-Orta Asya’dadir.
(25).

Tirkiye’de ise elde edilen istatistiki sonuglar, kanserli hasta verilerinin
yetersizligi ve calismalarin azligi nedeniyle, KRK siklig1 ve yayginligi konusunda
saglikli bilgi edinmeyi engellemektedir (26). Tiirkiye’de her iki cinsiyet i¢in kolorektal
kanser vakasi tim kanser vakalarimin %7,6’sin1 olusturarak 4. sirada, kansere baglh
oliimlerin ise %7,4’iinii olusturarak 3. sirada yer almaktadir. Cinsiyete gore kolorektal

kanser erkeklerde 5. sirada ve kadinlarda da 2. sirada yer almaktadir (27).

Meme | T ]

Kolorektum

Akciger

Mide

Mesane Mide

Korpus uteri
Prostat

Kolorektum Akciger

Larinks Ovaryum

Lésemi Ozofagus

Beyin, sinir Serviks uteri
sistemni
dzofagus Lesemi
Non Hodgkin
lenfoma
Pankreas

Troid

Beyin,sinir
sistemi

Dudak,oral kavite Non Hodgkin lenfoma

Karaciger Pankreas

Bébrek [
Mesane
. I insidans
Testis Bébrek m Mol
0 10 20 30 40 50 20 30 40 50

Sekil 2-1: Tiirkiye’de cinsiyete gore (sirasiyla; erkek ve kadin) kanser tiirlerinin insidans
ve mortaliteleri,100.000 kisi basina oran (27)



2.1.2. Kolorektal Kanser Risk Faktorleri
2.1.2.1.Yas

Yasin ilerlemesi ile kolorektal kanseri gelisime riski arasinda dogru oranti
vardir. Kolorektal kanser olgularinin %90’indan fazlasi 50 yas ve {istii bireylerde
goriilmektedir ve 65-85 yaslar1 arasindaki bireylerde risk 50 yas altindaki bireylere gore
6 kat daha fazladir.Ayrica, geng bireylerde kolorektal kanser goriilme oran1 da giderek
artmaktadir. KRK, Amerika Birlesik Devletler’inde 20-49 yaslar1 arasindaki kadinlarda
ve erkeklerde en sik goriilen 10 kanserden biridir (28-30).

2.1.2.2.Beslenme ve Diyet

Tiim kolorektal kanser vakalarinin yilizde 45'inde beslenme degisiklikleri,
fiziksel aktivite aliskanliklar1 ve kilo kontrolii ile yiiksek riskli populasyon olusumunun
Onlenebilir oldugu tahmin edilmektedir (31). World Cancer Research Fund/American
Institute for Cancer Research (WCRF/AICR) yayimnlanan son raporlara gore, lifli
diyetlerin kolorektal kansere karsi koruyucu oldugu, kirmizi ve igslenmis et ve alkoliin
(6zellikle erkeklerde) hastalik riskini arttirdigi bildirilmistir(32). Gilinde 80 gram ya da
daha fazla islenmis et (sosis, jambon gibi) tiikketimi, giinde 10 gram ya da daha az
tiketenler ile karsilastirlldiginda rektal kanser olusumunu %62 arttirdigi(33), ve
islenmis etlerin uzun siireli ve yliksek aliminin distal kolon kanseri riskini %50 arttirdig1

belirlenmistir (34).

2.1.2.3.Sigara:

Uzun siireli sigara kullaniminin (30-40 y1l) kolorektal kanser ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Geng yasta sigaraya baslama ve yiiksek oranda, uzun siireli kullanimi
olan kisilerin kolon kanseri i¢in en biiyiik riski tasidiklari giderek belirgin hale
gelmistir(35-37). Tiitin  kullaniminin ~ kolorektal kanser {izerinde olusturdugu
populasyon riski, erkeklerde %21 kadinlarda ise %12 olmustur. Tiitlin dumaninin
heterosiklik aminler, nitrozaminler ve polisiklik hidrokarbonlar gibi kanserojenleri

icerdigi de bilinmektedir.



2.1.2.4. Irk

Kanser insidansi ve Oliim oranlari, irksal ve etnik gruplara gore degisiklik
gostermektedir. 2004-2008 verilerine gore Afrika kokenli Amerikalilarda kolorektal
kanser insidansi ve 6lim oranlar1 Amerika’daki diger tiim gruplara gore yiiksektir(25).
Kolorektal kanser Dogu Avrupa Yahudilerinde sik goriilmekle birlikte bu grubun
%6’sinda bu riski %18-%30 artiran 11307K APC (Adenomatéz Polipozis Koli)

mutasyonu mevcuttur (38-42).

2.1.2.5.Alkol

Alkol tiiketiminin kolorektum dahil ¢esitli sindirim sistemi organlarinda goriilen
kanser riski ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Alkoliin kendisi karsinojen
olmamasina ragmen timér destekleyici olarak islev gorebilir (43). Onemli bir alkol
metaboliti olan asetaldehit karsinojen olabilecegi gibi sigara ile etkilesime girerek DNA
da spesifik mutasyonlara neden olabilmektedir (44,45). Bunun yaninda alkoliin ¢6ziicii
etkisinin olmasi diger karsinojenlerin mukoza hiicrelerine gecisini kolaylastirdigi
diisiniilmektedir. Ayrica alkol; lipid peroksidasyonu, prostaglandinler ve serbest O,
radikali tiretimine etki edebilir (45,28).

2.1.2.6.Aile Hikayesi

Eger bu kansere yakalanmig akrabalar1 (ebeveyn, kardesler veya ¢ocuklar) olan
bireyler varsa, o bireyinde bu kansere yakalanma riski artmis olabilir. Bu, 6zellikle
ailedeki birey kansere gen¢ yaglarda yakalanmigsa daha fazla gegerli olabilmektedir
(46). Bu risk artisinin nedenleri acik olmasa da biiyiik olasilikla kalitilan genler,
paylasilan cevresel faktorler veya bunlarin bir kombinasyonunun etkili oldugu

diistiniilmektedir (28).

2.1.2.7. Fiziksel aktvite ve obezite

Yapilan kohort ve olgu-kontrol ¢aligmalarinin ¢gogunda fiziksel aktivite ile kolon
kanseri riski arasinda ters iligki bulunmustur (47-49). Sonuclar diizenli fiziksel aktivite
ve saglikli beslenmenin kolorektal kanser riskini azalttigi yoniindedir. Hayatlar

boyunca diizenli aktivite gdsteren bireyler en diisiik riske sahiptir (32,50).



Bununla birlikte diisiik fiziksel aktivite ve kolorektal kanser riski arasindaki
biyolojik mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir (51). Uzun vadede diizenli yapilan
fiziksel aktiviteler metabolizma hizim1 arttirirken, kan basincini ve insulin direncini

azaltir (52).

Obezite kadin ve erkeklerde riski arttiran bir faktor gibi goriinsede, erkeklerde
bu faktériin daha etkin bir rol oynadig: diisliniilmektedir. Ayrica kilo ile iligkili oldugu
diisiiniilen Tip-2 diyabetin de kolorektal kanser agisindan risk olusturdugu ileri

stiriilmektedir (46).

2.1.2.8.inflamasyonlu Bagirsak Hastahklari

Inflamatuar bagirsak hastaligi olan kolorektal kanserli bireylerin 6lim orani

sporadik kolorektal kanserli hastalardan daha yiiksektir (53).

Inflamasyonlu bagirsak hastaliklarnin en 6nemli ikisi olan iilserativ kolit ve
Crohn hastalig1 kolon ve rektum mukozalarinin iltihaplanmasi olarak tanimlanir. Bu
durum bireyin kolon kanserine yakalanma riskini 4-20 kat artirir (54). inflamasyon
kolorektal kanser gelisiminde 6nemli bir risk faktorii olmakla birlikte yillik goriilen tiim
kolorektal kanserlerinin %2sinin daha azindan sorumludur. IBH tanis1 konulduktan 8-10
yil sonra KRK riski artmaya baslar (53). Ancak bu yatkinlig1 agiklayan genetik bir

temel tanimlanmamastir (29).

2.1.2.9.Kalitsal Faktorler:

Kolorektal kanserler ile baglantili kalitimsal olan en yaygin iki sendrom ailesel
adenomatdz polipazis (FAP) ve kalitimsal polipozis olmayan kolorektal kanserdir
(HNPCC). HNPCC; polipozis zemininden gelisen kolorektal kanserlerdir. Sporadik
vakalara oranla daha genc¢ yaslarda goriiliirler. Familyal Adenomat6z Polipozis (FAP)
kolonda 100’iin iizerinde adenomattz polip bulunmast ya da FAP ailesi bireylerinden
birinde herhangi bir sayida adenom saptanmast ile tan1 konulan bir hastaliktir. Sorumlu
olan genetik defektin 5.kromozom iizerinde q 21 lokusunda bulunmakta olan APC geni
oldugu bilinmektedir. HNPCC ise, polipozis sendromlar ile iliskisiz olup Lynch
sendromu olarak adlandirilmiglardir ve 6zellikle otozomal dominant bir kalitim modeli
gostermesi, kolorektal kanser gelisme yasinin erken olmasi, kanserlerin cogunlukla sag

tarafta yerlesik olmasi ile karekterizedir (46).



HNPCC ye yol acan tim mutasyonlar i¢inde en sik goriilenler DNA tamir
genlerinden MLH1 ve MSH2 deki mutasyonlardir (55,56).

HNPCC iliskili mutasyonlar1 tasiyan bireyler yasam boyu %80 risk
tasimaktadirlar (57). MLH1 ve MSH2 genlerindeki mutasyonlar diger kanser tiirleri i¢in
de riski artirmaktadir (31).

2.1.3. Kolorektal Kanserin Molekiiler Mekanizmasi

Genel bir bakis acgisiyla, tiimor gelisimi hiicrelerin icerdigi genomik metaryal
tizerindeki kiimiilatif degisiklikler sonucu olusmaktadir. Normal bagirsak mukoza
hiicreleri ¢esitli kok hiicrelerden kdken alan poliklonal hiicreler iken KRK hiicreleri
monoklonaldir (58). KRK gelisimi, kolonik kript lezyonlarindan adenomlar ve kanser
olusumunu igeren belirli evreleri kapsamaktadir. Bu adeno-karsinoma sekansi, hiicre
proliferasyonu ve apoptoz arasindaki dengeyi etkileyen timor siipresor genler ve
onkogenlerdeki multiple mutasyonlarin birikimi ile karakterizedir. Iki tipi vardir: DNA
sekans1 degisikligi ve epigenetik degisiklikler. Sekans degisiklikleri, kromozomal
delesyonlar1 igermektedir. Ornegin, hiicre dongiisiiniin baskilanmastyla iliskili
genlerdeki (tiimor supresor genler) kayiplar, cesitli proteinlerin aktivasyon ve
inaktivasyonlarinda gorev alan genler iizerindeki mutasyonlar, belirli genlerin asiri
ekspresyonuna neden olacak gen amplifikasyonlar1 ve hatta tam kromozom kaybi olarak
goriilmektedir. Bunun yanisira, epigenetik degisiklikler gen susturulmasini
icermektedir, promotor bolgedeki CpG adaciklari hipermetilasyonu sonucu gen anlatimi

durdurulmustur (59).
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Sekil 2-2: KRK adeno-karsinoma sekansi (60)

KRK siniflandirmasi, ¢esitli yollardan (tiimdr yeri, patoloji) yapilmakla beraber
son zamanlarda molekiiler profillerine bagli olarak belirli fenotiplere ayrilmistir.
Bunlar; kromozomal instabilite (CIN), mikrosatellit instabilite (MSI) ve CpG adacik
metilator fenotipi(MP) dir.

2.1.3.1. Kromozomal instabilite

Kromozomal instabiliteye sahip tiimorler siklikla kromozom kazanci ya da kaybi
gibi karyotipik degisiklikler sergilemektedir (59,61). Allel kayiplari, birden fazla
lokusun dahil oldugu(5q, 8p, 17 p, and 18q) allelik dengesizliklerle sonu¢lanmaktadir.
Andploidi bu tiir tiimorlerin karekteristik ozelligidir (59,62,63). Bu yolu baslatan
faktoriin, APC geni gibi tiimor baskilayict bir genin kaybi oldugu iddia edilmektedir.
5q, 17p, 18q ve allel kayb1 APC, DCC/SMAD4 ve TP53 inaktivasyonunu
kolaylastirirken,18q allel kayb1 ayn1 zamanda evre II ve III KRK’ler i¢in k&tii prognoz
belirtecidir (64-67).

2.1.3.2. Mikrosatellit Instabilite

MSI, kolorektal kanserlerin %6-15’inde meydana gelir ve DNA yanlis-eslesme
tamir genlerinde inaktivasyona neden olur (68). MSI, normal DNA’ya kars1 tiimér DNA
sekansindaki niikleotit tekrarlarinin olusturdugu kisa uzunluk degisiklikleri olarak
bilinir(59,69). MSI, bir¢ok gen (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) tarafindan kontrol
altinda tutulan DNA replikasyonu boyunca meydana gelen eslesme hatalariin
diizeltildigi DNA mismatch onarim sistemi {izerindeki bozulmalarin yansimasidir.
Genom boyunca yayilan kiimiilatif mikrosatellit bozukluklar: Sistemin degismesine yol
acar(59,70). DNA onarim (RADS50, MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, BLM, PMS2),
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apoptoz (APAF1, BAX, BCL10, Kaspaz-5), sinyal iletimi (TGFBRII, ACTRIIL, IGFIIR,
WISP-3), hiicre dongiisii (PTEN, RIZ) ve transkripsiyon faktorleri (TCF-4) genlerinin

mikrosatellit instabilite ile tekrar kodlar1 olusturmasi, KRK mutasyonu olusumuna

neden olmaktadir (18,71).

Kromozomal instabilitede artis

i
[

IGF2R

Kromozomalinstabilite

APC KRAS

Erken adenom ve fleri adenom
displastik kript

Wintsinyali
MMR gen inaktivasyonu ve
hipermetilasyon

Mikrosatellitinstabilite

Nature Reviews | Cancer

Sekil 2-3: Kolorektal kanserde MSI ve CIN yolaklar (72)

Sag tarafll, proksimal kolon Sol tarafli, distal kolon

Diploid; metilasyon liskil Anoploid; poliploid(=CIN)

el Yuksek diferensiye, nadiren

Az diferensiye, siklikla misindz musinoz
Peri-tumoral lenfositik
infiltrasyon yok
Siklikla N+, M+

Crohn benzeri lenfosit
infiltrasyon varlig
Genellikle T3, Siklikla NO, MO

Lenf nodu sayisi az

Lenf nod Mlikl
sl it s Prognoza daha az uygun

12'den fazla
Prognoza daha uygun

CIN-yolagi %85

MSI-yolagdi %15
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Sekil 2-4: Kolorektal kanserde MSI ve CIN yolaklarimin karsilagtirilmasi (73)

2.1.3.3. CpG Adacik Metilator Fenotipi (MP)

CpG adacik metilator fenotipi, CpG adaciklarindaki hipermetilasyon sonucu gen
susturulmasi ile olusur (18,74). CpG adaciklari, yiiksek frekansta CG diniikleotitlerini
iceren genlerin transkripsiyon baslangic bolgelerinde proksimal olarak yerlesim
gosteren niikleik asit bolgeleridir. Cogu memeli geninde bu CpG bdlgeleri normal
olarak metile durumdadir ya da epigenetik mekanizmalar tarafindan normal hiicresel

siireclerde gen transkripsiyonu baskilanmaktadir.

Bununla birlikte, kanser hiicrelerinde CpG adaciklar1 c¢esitli tiimor silipresor
genler tarafindan yogun metile oldugundan transkripsiyon baskilanir. ‘’Susturma®’
mekanizmas1 ile, kanser hiicrelerindeki timor silipresor genlerin ekspresyonu
azaltilabilir veya elimine edilebilir (18). Kolorektal karsinogenezde yer alan APC,
MCC, MLHI,MGMT ve diger bazi genlerin DNA hipermetilasyonu yoluyla
susturulduklar1 kesfedilmistir. CIMP-yiiksek olan kolorektal kanserler tiim KRK’larin
%15-20’sini olusturur (75-77).

Ailesel adenomatdz poliplerde, besinci kromozomun uzun kolunda(5q21) yer
alan ve timor supresor gen olan APC’de germline bir mutasyon s6z konusudur (78).
APC, Wnt sinyal yolu, intraselliiler hiicre adezyonu, iskelet stabilizasyonu, hiicre
dongiisii diizenlenmesi ve apoptozda 6nemli rol oynayan 312 kD’luk APC proteini
kodlamaktadir. APC dongiisii mutasyonlarinin, c-myc ve siklin D1 gibi onkogenlerin
diizensiz transkripsiyonuna izin verdigi diisiniilmektedir. Wnt sinyal yolagi kanser

gelisiminde oldukca dnemli mekanizmalari icermektedir (79).

2.1.4. Wnt sinyal yolag:

Kolorektal kanserlerde, Wnt yolaginin 6nemli bir bileseni olan adenomatdz
polipozis koli (APC) genindeki mutasyonlar hakim olmaya devam etmektedir. Germline
mutasyonlar, ailesel adenomatoz polipoz ve sporadik kolorektal tlimorlerin en az ligte
ikisine neden olarak tiimorigenezi baslatmaktadir. Bu mutasyonlar hemen hemen her
zaman APC proteninin C-terminal fonksiyonlarmin (mikrotiibiill baglama, hiicre
polaritesi, kromozom segresyonu) kaybina neden olur ve SAMP tekrarlarindaki
delesyonlar B-katenin fosforilasyon kompleksi olusumu ve AXin baglanmasi igin

oldukga 6nemlidir. Kolorektal tiimérlerin bir kisminda, Wnt aktivasyonu B-katenin in 3.
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ekzonu i¢indeki fosforilasyon bolgelerinin mutasyonu sonucu olusur ki bu protein
stabilizasyonuna neden olur. Diger tiimorlerde, epigenetik transkripsiyonel susturmalar
ya da frizzled-iligkili protein salgilanmasindaki mutasyonlar Wnt seviyesini modiile
etmektedir. AXIN1, AXIN2 ve TCF4 gibi Wnt komponentlerindeki mutasyonlar
mikrosatellit kararsiz bulunmustur ancak bu degisimlerin fonksiyonel olup olmadigi
acik degildir. Wnt yolunun terapotik modiilasyonu kolorektal karsinom igin cazip bir

tedavi imkani saglayabilir (80).

Hiicre sinyal glikoproteinlerinin biiylik bir ailesinde olusan Wnt faktorleri,
Frizzled hiicre-yiizey reseptorleri ile iligkilidir. Frizzled proteinleri tarafindan bu sinyal
transdiiksiyonunun nasil yapildigi heniiz tam olarak agiklanamamaktadir (81). Frizzled
proteinler, intraseliiler Wnt ligand baglayic1 proteinleri aktive eder (81,82). Axin ile
iliskisi olan dishevelled, GSK-3B’ nin substratlarini fosforilleyerek aktivitesini engeller.
(81,83-85). Glikojen sentaz kinaz 3 ve substratlari, Axin, B-katenin ve timor siipresor
Adenomatdz polipozis koli(APC) yi iceren sitoplazmik multiprotein kompleksi icinde
yer almaktadir (81,86-89). Wnt sinyal yoklugunda, B-katenin kompleks igerisindeki
GSK-3p tarafindan fosforile edilir. Daha sonra, ubikuitinasyon denilen ve B-TRCP
araciligiyla oldugu kabul edilen bir baska B-katenin modifikasyonu gergeklestirilir.
Ikinci modifikasyon proteozom yolagi aracihigiyla B-katenin degredasyonunu
hedeflemektedir (81,90,91). Wnt sinyal yolunun aktivasyonunu takiben, GSK-3f
inaktive edilir ve nonfosforile p-katenin kompleksten salinir. Fosforile olmamis (-
katenin uzun siire degrade olmaz ve sitoplazma ve g¢ekirdekte birikir (81,92,93). B-
katenin nukleusta HMG-box proteinleri ailesinden T hiicre/lenfosit enhancer faktor
tiyelerini baglar (81,94). Bu proteinler DNA'ya baglanir ve hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive etmek igin B-katenin e ihtiya¢ duyar (81,92,93,94). Wnt sinyal
yoklugunda, B-katenin nukleusta mevcut degildir. Bu dinlenme kosullar1 altinda, TCF
proteinleri hedef gen transkripsiyonunun baskilanmasinda ¢esitli molekiilleri (CtBP,

Grg) bagli tutarak islev goriirler (81,95-99).

Wnt yolaginin hedef genleri igerisinde siklin DI, c-myc, c-jun, TCF1,
metalloproteinaz matrilisin ve PPAR 8 oldugu rapor edilmistir (81,100-103). Bunun

yani sira, insan kanserlerinde, bu yolaktaki ii¢ regiilatér genin ( APC, Axin ve [-
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katenin) mutasyonlarinin etkili oldugu bilinmektedir. Bu mutasyonlarin sonucu non-
fosforile B-katenin birikimi, yapisal gen transkripsiyonu aktive eder ve bdylece

muhtemel karsinogenezi baglatir (81).

( ™ N
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Sekil 2-5: Kolorektal kanserde Wnt yolag: (104)

2.1.4.1. Axin yapisi, karsinogenezdeki rolii ve Wnt sinyal yolag:

AXxin bir multidomain protein olarak bir¢ok proteinle etkilesim igerisindedir ve

ana iskele protein olarak c-jun/SAPK, TGF-Beta ve Wnt sinyal yolaklar1 tizerinde
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etkilidir. Farkli sinyal yolaklarinda Axin in farkli domainleri etkilidir ve her bir domain
farkli gorevleri gerceklestirir. Wnt ligandi yoklugunda, Axin proteozom kompleksi
tarafindan B-katenin degredasyonunu stimiile eder ve transkripsiyonel aktivite durur.
TGF-p reseptor sinyali varliginda ise TGF reseptor 1 ve II araciligiyla Axin ve Smad
fosforilasyonu stimiile edilir. Aktive Smad'lar nukleusa transloke olur ve hedef genlerin
transkripte olmasini saglar. Son olarak, strese maruz kalan hiicrelerde Axin mitojen
aktive proteini baglar ve stresle aktive olan protein kinaz (SAPK/Jun) aracili apoptozu
stimiile eder. (105).

Wnt sinyali TGF-beta sinyali SAPK sinyali
Sagkalim yolagi Wnr Biiyiime yolag Stres yolagi

Stress

Frizzled

Sekil 2-6: Axin aracihgiyla diizenlenen ii¢ farkl sinyal yolagi (105)

Axinl (ayn1 zamanda sadece AXin olarak da adlandirilir) izoform a ve b'yi
kodlar. Axin2’nin ise ( axil ya da kondaktin olarakda adlandirilir) %45i niikleotit
seviyesinde tanimlanmistir ve fonksiyonel olarak benzer proteinleri kodlamaktadir.
AXxinl ilk olarak fare fused lokus iiriinii olarak tanimlanmistir. Axinl'in insan homologu
kromozom iizerinde 16p13.3 noktasinda haritalanmistir ve fare proteini ile %87

oraninda benzerlik gostermektedir (106). Axinl izoform a, 862 amino asit uzunlugunda
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bir polipeptidi kodlarken, isoform b N-terminal domainde 36 aa eksik olarak bulunan ve
ekzon 8 tarafindan kodlanan AXin’in kisa formudur. Ekzon 8 tarafindan kodlanan
polipeptit, B-katenin-baglayici, Dishevelled ve Axin-binding domain (DIX) arasinda
lokalizedir. Bu bolgenin, CKI fosforilasyon bdélgesini hatta Axin’lerin  birbirine
baglandigi AXin oligomerizasyon bolgesini igerdigi sOylenmektedir. Bu AXin
dimerizasyonunun hiicrelerin  istikrar1 ve fonksiyonu i¢in gerekli oldugu
diistiniilmektedir (107).

AXxin homologu olan AXxin2, pB-katenin ile olan etkilesimi sayesinde
tanimlanmistir (107-110). Hatali MMR sistemine sahip kolorektal kanserlerde Axin2
gen mutasyonlar1 sonucu B-katenin konsantrasyonlarinda artis olmaktadir (25 ). Axinl
ile benzer sekilde Axin2’de a ve b izoformlarini icermekte ve her iki Axinde APC,
GSK-3B ve B-katenin baglayici bolgeye sahiptir (107,111). Yiiksek oranda korunmus iki
AXxin domaini vardir (112): N-terminal ugta APC baglanma bdlgesini igeren RGS
domaini (87,113) ve DIX domain (114). Axin merkez bdlgesinde GSK-3f ve B-katenin
baglayici bolgeleri igerir. Ayn1 zamanda C-ucunda DIX araciligiyla dishevelled (Dsh)
baglar. Dishevelled ile etkilesim, GSK-3p tarafindan Axin fosforilasyonunu inhibe eder
(84). DIX domaini delesyonlari, Axinin Wnt sinyal yolagmdaki down-regulator
Ozelligini ortadan kaldirmaktadir (81,115-117).

Sekil 2-7: Axin ile iliskili Wnt sinyal yolagi komponentleri (118)

AXin/Axin2 mutasyonlar1 ya da delesyonlart bir¢ok timdr tipinde gdzlenmistir.
Kolorektal kanserde, Wnt sinyal sisteminin bir¢cok bileseni mutasyona ugramistir. APC
geni iizerindeki fonksiyonel mutasyonlarin germline kaybi1 koleraktal kanserin
kalitimsal formu olan ailesel adenomatdz polipozis ile %90-95 penetrasyon gosterecek

sekilde iligkilidir. Somatik APC mutasyonlar1 en ¢ok sporadik kolorektal kanserlerde
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goriilmektedir (105,119). pB-katenin, TCF, Axinl ve Axin2 gibi Wnt sinyal yolaginin
diger 6nemli bilesenlerindeki degisikliklerin bu hastaligin etiyolojisinde 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir (105,120). Kolorektal kanserdeki bir¢ok Axinl mutasyonu APC,
GSK-3p ve B-katenin baglayici domainin yer aldigi ekzon 1 ve 5 arasinda olugsmaktadir.
Kolorektal tiimorlerdeki AXin2 mutasyonlarinin yaklagik %20'si MMR'deki bozukluklar
sonucu olugmaktadir (105,121-125).

Axin SAPK/INK (apoptoz) yolaginin pozitif, Wnt (survival) yolagmin ise
negatif diizenleyicisidir ve bu sistemler i¢in smirlayic1 faktordiir. Bu yilizden AXin
antagonist ve agonistlerinin kesfi kanser tedavisi i¢in potansiyel hedeftir. Ayrica Axin,
fonksiyonel APC eksikligi olan hiicrelerde asir1 eksprese edildiginde p-katenini degrade
edebilmektedir. Bu nedenle, APC iliskili kanserlerde AXin tedavileri segici olacaktir
(105).

B-katenin kompleksiyle Wnt regiilatorii gorevi goéren Axin'e ek olarak, Galektin-
3'linde benzer sekans motifi gostererek Wnt yolagi i¢in onemli bir molekiil oldugu
bilinmektedir. B-galaktozid baglayici protein ailesinin bir iiyesi olan Galektin-3 (gal-3),
B-katenin-baglayici protein olarak tanimlanmigtir. Veriler, gal-3 molekiiliinin Wnt/B-
katenin yolaginin 6nemli bir regiilatérii oldugunu ve gal-3 ve B-katenin arasindaki

fonksiyonel benzerlikleri ortaya koymustur (9).

2.1.4.2. Galektin yapisi, karsinogenezdeki rolii ve Wnt sinyal yolag:

Galektinler, ortak paylasilan amino asit dizileri ve oligosakkarit zinciri igeren,
B-galaktoz igin yiiksek afinite ile tanimlanan hayvansal lektinlerdir (126,127).
Galektinler, hiicre disinda hiicre ylizeyi ve ekstraseliiler matrix glikanlarina baglanir ve
boylece ¢esitli yollardan hiicresel siiregler iizerinde etkili olur. Ancak, galektinler
sitozol ve niikleusta da saptanabilir ve sitoplazmik ve niiklear proteinlerle beraber
protein-protein etkilesimleri sayesinde intraseliiler sinyal yolaklari gibi hiicresel
fonksiyonlar1 etkileyebilir. Yapilan caligmalar galektinlerin immiin ve inflamatuar
yanitlar, tiimor gelisimi ve ilerlemesi, sinir dejenerasyonu, ateroskleroz, diyabet ve yara
onarimi dahil olmak iizere, c¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde 6nemli rol
oynadigim1 goéstermektedir (128). Ayrica, neoplastik transformasyon, tiimor hiicre
sagkalimi, anjiyogenez ve timor metastazina katkida bulunmasindan dolayr kanser

biyolojisinde bir dizi 6nemli rol oynamaktadirlar (127,128). Bu nedenle, galektinler
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teropatik hedef olarak kullanilabilir ve inflamatuar hastaliklar, kanser ve diger bazi

hastaliklar i¢in terapdtik ajan olabilirler (128).

Bugiine kadar, 15 memeli galektini tespit edilmistir ve kesif sirasina gore
(Galektin-1,Galektin-15) ardisik olarak numaralandirilmistir.  Tim  galektinler,
karbonhidrat baglanmasindan sorumlu, yiiksek derecede korunmus, 130 amino asitlik

karbonhidrat tanima bolgeleri (CRDsS) igerirler.

Prototip galektinler (Galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 ve -15) sadece bir
CRD ye sahiptir. Tandem-repeat-type galektinler (Galektin-4, -6, -8, -9 ve -12 ) tek
polipeptid zinciri lizerinde iki homolog CRD igerirler ve bunlar 70 aminoasite kadar
ulasan baglayict tarafindan ayrilmistir. Galektin-3 ise, CRD baglantisi i¢in yaklagik 120

amino asitlik nonlektin N-terminal bélge igermektedir (128).

Prototip Galektinler (Galektin-1-2-5-7-10-11-13-14-15)

L LH*

Kimera tip Galektin-3

ook ¥

C ¢ é 2 &
Q’\ s ¢ 0 0CIC
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¢

Sekil 2-8: Galektin aile iiyeleri ve Galektin-glikan kafes olusumu (128)



19

Her galektinin karbonhidrat baglama tercihi farklidir (128,129). Cogu galektin,
karbonhidrat-baglama aktivitesine bagli olarak ya bivalent ya da multivalenttir. Tek-
CRD bolgesi iceren galektinler dimer olarak mevcuttur, iki-CRD igeren galektinler iki
karbonhidrat baglama bolgesine sahiptir ve bu yiizden en az bivalenttir, galektin-3 ise

multivalent karbonhidrat baglamak tizere pentamer formdadir (128,130,131).

Galektin ailesi tiyeleri, klasik bir sinyal dizisi igermez. Bu 6zelligi ile uyumlu
olarak, proteinler, belirli kosullar altinda nukleusta bulunmalarinin yani sira, esas olarak
sitoplazmada lokalize edilmistir. Baz1 galektinler, karbonhidrat yapisina bagl olarak,
birkag farkli hiicre yiizey antijen ya da reseptOriine baglanabilir. Bu galektinlerin, 6zel
reseptorler olmadigini ve uygun oligosakkarit iceren hiicre yiizeyi ya da ekstra seliiler
matriks glikoproteinlerinin varliginda baglanma gerceklestirebilecegini gostermektedir.
Buna ek olarak bir¢ok calismada da, galektinlerin hiicre i¢i fonksiyonlar1 gosterilmis ve
karbonhidrat baglama aktivitelerinin bagimsiz olarak yapilabildigi bildirilmistir.
Galektinlerin, hiicre ici ligandlar1 baglayabilme ve hiicre i¢i sinyal yolaklarina katilma

yoluyla sinyal iletimini diizenlemesi kanit olarak gosterilmektedir (128,132).

2.1.4.2.1. Galektin-3

Galektin-3, B-galaktozid baglayan hayvansal lektinler grubunun 31 kDa'luk
tiyesidir. Galektin-3, ii¢ yapisal domain icermektedir: gelectin-3 homo-dimerizasyonu
icin gerekli olan amino terminal domain, tek bir karbonhidrat tanima bolgesi (CRD)

iceren COOH-terminal domain ve amino-terminal domain (133,134).

Ayrica, N-terminal bolgesinde kisa amino asit segmentlerinden olusan (yaklasik
olarak 120 aa'lik) ardigik tekrar bolgeleri iceren ve bu sayede C-terminal CRD ile
baglant1 kurma 6zelligine sahip tek galektindir (128). Bu protein, gesitli hiicre tipleri ve
dokularda eksprese edilmektedir. Hiicre tipi ve proliferatif durumuna bagli olarak
nukleus, hiicre yiizeyi ve ekstraseliiler ¢cevrede bulunabilmesine ragmen esas olarak
sitoplazmada goriilmektedir. Galektin-3, endoplazmik retikulum/Golgi ag1 {izerinden
ilerleyen  klasik salgi yolundan bagimsiz bir sekilde ve heniliz tam olarak
aydinlatilamamis yeni bir mekanizma tarafindan hiicrelerden salgilanmaktadir.
Galektin-3, pleitropik biyolojik fonksiyon sergiler ve bu sayede birgok fizyolojik ve

patolojik siirecte dnemli rol oynar (135).



20

Gen transfeksiyon ve antisens yaklasimlar kullanarak, Galektin-3'in bir dizi
hiicre tipinde apoptotik uyaranlara kars1 anti-apoptotik aktivite gosterdigi bulunmustur
(128,136,137). Galektin-3, anti-apoptotik aktivitesi Ser6 fosforilasyonuna baglhdir
(128,138). Fosforilasyon, hiicreler apoptotik uyaranlara maruz kaldiklarinda

proteinlerin hiicre disina taginmasi igin gereklidir (128,139).

Ayrica, Galektin-3, integrinleri igeren ckstraseliilar matriks proteinlerini
karbonhidrat-bagimli bir sekilde baglayabilir ve boylece ekstraseliiler matriksin hiicre
adezyonunu etkiler (128,140). Kavramsal agidan, pentamerik Galektin-3 multivalans
ozelligi sayesinde glikanlar i¢in eszamanli olarak iki baglanma bolgesi olusturarak ,
ekstraseliiler matriks ve hiicreler arasinda koprii rolii oynar. Ayrica, pentamerik
Galektin-3, secilmis hiicre-ylizey glikanlar ile birlikte kafesler olusturabilir. Bu, TCR,
EGFR, ve TCEF i¢in gosterilmistir (128,141,142).

Bunlara ek olarak, Galektin-3'iin bazi genlerin ekspresyonunu regiile ettigi

gdsterilmistir. Ornegin, kanser ile ilgili genlerden siklin D1, troid transkripsiyon faktor

1 ve musin 2 gibi (128,143).

Galektin-3, immiin ve inflamatuvar yanitlarin olusmasinda da Onemli bir
molekiil olarak yer almaktadir. Galektin-3 ¢esitli bagisiklik hiicrelerinde biiylime ve
farklilismayr  etkilemektedir. Ornegin, T hiicreleri ve nétrofillerde apoptozu
indiiklemektedir.Ayrica, mast hiicreleri, nétrofiller, monositler ve T hiicrelerinde dahil
oldugu g¢esitli lenfoid ve myeloid hiicreleri aktive eder (128,144,145). Bunlara ek
olarak, insan eozinofillerinin IL-5 firetiminin inhibisyonunu saglayarak, myeloid
hiicreler iizerinde baskilayici etki gostermektedir (128,146). Ayrica daha Once
belirtildigi gibi, gal-3 ekstraseliiler matrikste TCR kafesleri olusturabilir ve bu

mekanizma TCR tarafindan baglatilan sinyal transdiiksiyonunun negatif
diizenleyicisidir.
2.1.4.2.2. Tiimor gelisimi ve ilerlemesinde Galektin-3

Bircok kanser tipinde, gal-3 ekspresyonu degiskenlik gostermektedir (127,129).
Galektin-3'in tiimor biiylimesi, ilerlemesi ve metastazdaki rolii yaygin bir sekilde

caligilmistir (128,147).
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Galektin-3'iin hiicre transformasyonu ve biiylimesi iizerindeki etkisi tam olarak
anlasilamamistir ancak onkogenik K-RAS ile olan etkilesim yetenegi ve K-RAS/RAF/
PI3K sinyal trandiiksiyonunu kolaylastirmasinin etkili olabilecegi diistiniilmektedir
(128,148).

Ayni zamanda gal-3 iin sikiln D1 ve c-myc ekspresyonunu uyarmasi ve -
katenin baglayic1 6zelligi ile Wnt yolagindaki etkisine ek olarak, hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi yoluyla da tiimérogenezi etkileyebilir (128,149,150). Son ¢aligmalar, p53
timor stipresor geninin neden oldugu apoptozda gal-3 iin baskilandigina isaret

etmektedir (128,151).

Galektn-3 ayni zamanda tiimorlerin mikrogevreleri tizerinde etki ederek timor
metastazini etkileyebilir. Stromada gal-3 varliginin meme kanseri i¢in negatif bir
prognostik faktor oldugu gostermistir (128,152). Hayvan modelleri ile yapilan
caligmalar, in vivo tiimor metastazinda Galektin-3 roli i¢in kanit saglamistir (147).
Ornegin, SCID farelerde, insan adenokarsinoma xenotransplants karaciger metastazlar
anti-gal-3 antikoru tarafinfan inhibe edilmistir. Transgenik gal-3 iin overcksprese
oldugu meme kanseri hiicreleri yiiksek metastatik potansiyele sahiptir. Ayrica, proteinin
C-terminal domain fragmenti, insan meme kanserinin ortotopik nude fare modelindeki

timor metastazini inhibe etmistir (128,153).

Son 10 w1l igerisinde yapilan caligmalar, sindirim sistemi malignitelerinde,
ozellikle kolorektal kanserin gelisimi ve ilerlemesinde cesitli galektinlerin onemini
ortaya koymustur (154). Kolon kanserinde, artan gal-3 seviyesi neoplastik progresyon
ile iligkilidir (154-157). Ayrica, kolon kanseri gelisimi boyunca, kolon kanser
hiicrelerinde niiklear gal-3'lin kaybiyla birlikte subseliiler gal-3 lokasyonunda da
belirgin degisiklikler olmaktadir (154,158). Sanjuan ve ark., neoplastik progresyonun
ilk asamalarinda nuklear gal-3 ekspresyonunun down-regiile oldugunu gostermistir,
oysaki sitoplazmik ekspresyon tiimor gelisiminin ileri asamalarinda artmaktadir (154-

159).

Galektin-3 sitololaksyon mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir. Ilging bir

sekilde, murin ve insan fibroblasti ile yapilan ¢aligmalar niikleusta hem fosforile hemde
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non-fosforile galektin-3 iin bulundugu ancak fosforile formun sadece sitoplazmada
bulundugunu ortaya koymustur (154,160). Fosforilasyon galektin-3’tin laminin ve
miisine baglanmasini %85 ten fazla oranda azaltmaktadir (161) ve fosforilasyon
antiapoptotik ve antianoikis aktivite icin gereklidir (162) bu nedenle degisen gal-3
sitolokasyonu ile birlikte sitoplazmik ve fosforile gal-3’iin artis1 neoplastik hiicrelerin

metastatik potansiyel kazanmalarina neden olabilir (154).

Bunun yami sira, gal-3 AP-1 avtivasyonu ile MUC2 musin transkripsiyonunu
upregiile etmektedir (163). MUC2 miisindz karsinomalarda gii¢lii bir sekilde ifade
edilmektedir (164) ve miisinoz kolorektal karsinomali hastalarda hastalik seyrinde tipik

olarak ileri diizeydedir.

Ayrica, serum Galektin diizeylerinin degerlendirilmesi ilging bir Klinik arag
olabilir (154). Gergekten de, saglikli bireyler ile karsilastirildiginda, kolorektal kanserli
hastalarda Galektin-3 serum diizeyleri metastatik hastaligi olan hastalarda bulunan

maksimum konsantrasyonlar1 ile 6nemli 6l¢iide daha fazladir (165).

KRK hem onkogenler hem de baskilayci genlerdeki mutasyonlarin birikimi ile
gelisen ¢ok asamali bir siiregtir (166). Kolorektal kanserlerin %90 mindan fazlasinda
Whnt sinyal yolagmin yapisal aktivasyonu tiimérogenezin ilk olaylarindandir (167,168).
Son zamanlarda, Gal-3, B-katenin i¢in yeni bir baglanma partneri olarak tanimlanmistir
ve bu yiizden Wnt sinyal yolagi ve gal-3 baglantis1 6nemlidir(149,166). Wnt sinyal
yolagi iizerinde, B-katenin-Axin iligkisinin, GSK-3p nin B-katenini fosforile etmesiyle
basladig1 raporlanmistir (9,116,109). Oysaki galektin-3 {in f-katenin baglayan yeni bir
iiye oldugu bulunmustur (149). insan gal-3 iin GSK-3p ile benzer sekans motifi
(S92XXXS96) tasimasi, galektin-3 {in Axin baglayip baglayamayacagi yada GSK-3f
tarafindan fosforile edilip edilemeyecegi sorusunu akla getirmistir(150). Son
zamanlarda yapilan calismalar meme kanserinde, galektin-3iin p-katenin ve TCF4
baglayarak siklin D1 ve c-myc gibi Wnt sinyal yolagi hedef genlerini aktive ettigini
gostermistir (168,149,150). GSK-3B olan ya da olmayan ve [y-32P]JATP igeren
reaksiyon karisimi i¢inde gal-3 inkiibasyonu takip edildiginde, galektin3 iin GSK-3f3
tarafindan fosforile edildigi ve bu fosforlilasyonunda LiCl gibi GSK-3p inhibitorleri
tarafindan inhibe edildigi bulunmustur (9). B-katenine benzer sekilde Axin de GSK-3p
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bagimli fosforilasyonu arttirir (9,109,113,116,169), Axin, galektin-3 in GSK-3f3

bagimli fosforilasyonunu saglamaktadir (9).

Sekil 2-9: Galektin-3- B-katenin etkilesimi ve Wnt sinyal yolag: (9)

plazma membrani

sitoplazma

e,

Degradasyon
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Secilen Orneklerin Tanim
Bu calismada iki 6rnek grubu kullanilmistir. Birinci grupta, 100 kisiden olusan
herhangi bir malignite bulgusu ve tercihen ailede kanser hikayesi olmayan saglikli

bireyler kontrol grubuna alinmistir.

Ikinci grupta, 1.U. Radyasyon Onkolojisi, Samatya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen 100 kolorektal kanserli hasta yer
almaktadir. Projemize dahil edilen, kolorektal kanser tanis1 konmus hastalarimizin,
klinik, histopatolojik degerlendirmeleri ve Ornek alimlart ilgili klinikler tarafindan
gercgeklestirilmistir. Polimorfizm ¢alismasi i¢in saglikli ve kolorektal kanserli bireylerin
kan o6rnekleri EDTA’l1 tiipe alinip, DNA izolasyonu yapilmis ve 100 kolorektal kanserli
hasta, 100 saglikli kontrolde Axinl, Galektin-3 e ait gen polimorfizm analizleri
yapilmistir. Ayrica saglikli ve hasta bireylerin serum Galektin-3 diizeyleri analizleri

yapilmustir.

Kolorektal kanserli ve normal bireylerden saglanan kan orneklerinden DNA
izolasyonu amonyum asetat ve proteinaz K’nin kullanildig1 tuz ¢oktiirme metoduyla
elde edilmistir (170).

3.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum kloriir
(Sigma A-5666), Amonyum siilfat, Asetik asit (MECK K-04134156), Borik asit (Sigma
B-6768), Bromfenol blue (Sigma B-6896), DNA marker (Fermentas), EDTA (Merck
K-90602121), Etanol (%99 Tekel), Etidyum Bromid (Sigma E-8751), Hidroklorik asit
(% 37 Merck K-13190114), Izopropanol, Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552),
Potasyum hidroksit (Sigma P 1767) Primerler (Fermentas), Proteinaz K (Stratagene
300-141) Sodyum dodesil (lauryl) siilfat (Sigma L-5750), Sodyum hidroksit(Merck
C754962), Sodyum Kkloriir (Carlo Erba 368257), Trizma baz (Sigma T-1503),

Taqgpolimeraz (Promega), Xylene blue (Fermentas).
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3.3.Kullanilan Geregler

Elektroforez icin gii¢ kaynagi (Titan plus Helena Laboratories), Elektroforez
sistemi (LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor electrophoresis),
Hassas terazi (Mettler), Isiticili manyetik karistirici (Elektromag), Mikrodalga firin
(Philco), Mikrosantrifiij (TDX ), PZR cihazi (MJ Research Techne), pHmetre (Hanna),
Pipet takimi (Brand), Santriftij (Hereaus), Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208), Su
banyosu (Elektromag), UV transilluminator (Stratagene UV/White light
Transilluminator), Vorteks  karigtirict  (Nuve mix), nanodrop (ND-1000
spectrophotometer).

3.4. Cozeltiler
3.4.1. Dna izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

3.4.1.1.Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8.74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 ul 0.5 M Etilen
diaminetetraasetat (EDTA)’1n tartimlar1 yapilarak erlen i¢ine alindi. 900 mililitre distile
su eklendi ve ¢ozeltinin pH’s1 IN NaOH ile 7.4’e ayarlandi. Daha sonra balon joje icine
aliarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti 1s1ya dayanikli cam siselere aktarilarak 120°C’de

15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi.

3.4.1.2. 0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat (EDTA) (pH 8.0)

186.1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alind1 ve 800
ml distile su eklendi. Manyetik Karistirict yardimiyla ¢oziindiriildii ve pH’st NaOH
cozeltisi ile 8.0’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.3. 4 M Sodyum Kloriir (NaCl)
233.6 gram NaCl tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre distile su ilave
edildi ve manyetik karistirict yardimiyla iyice ¢6ziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1

litreye tamamlandi. 120°C ’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.4. Lokositleri Par¢calama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)
25 mililitre 4 M NaCl ve 50 mililitre 0.5 M Etilendiaminasetat (EDTA) balon
jojeye konularak 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi. Oda 1s1sinda saklanda.
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3.4.1.5.1 M Tris Tamponu ( Stok)

121.1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 pl hidroklorik asit
(HCI) ile yaklasik 800 mililitre distile su eklenerek manyetik karistirici yardimiyla
¢Oziindiiriildii. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.6. 9.5 M Amonyum Asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi. Uzerine 80 mililitre
distile su eklenerek manyetik karistiricida ¢ozilindiiriildii. Balon jojeye aktarildi ve
distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize

edildi ve +4°C’de saklanda.

3.4.1.7. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher i¢ine alinarak tizerine 80 mililitre
distile su eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile ¢oziindiiriildii ve pH’st 7.2°ye

ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

3.4.1.8. Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram Proteinaz K tartilarak steril bir tiip icinde steril distile su ile 1

mililitreye tamamlandi. -20 °C’de saklandi.

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler

3.4.2.1. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5X)
20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 M ,etilendiamintetraasetat, 1
mililitre 1M Tris (pH 8.0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol

tartilarak steril distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1sisinda saklandi.

3.4.2.2. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)
1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye

tamamlandi.

3.4.2.3. 5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher icine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1sisinda saklandi.
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3.5. Kullanilan Yontemler

3.5.1. Periferik Kandan Dna izolasyonu

10 ml periferik kan 6rnegi steril EDTA’l tiiplere alindiktan sonra galisma i¢in
falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30 ml) eritrosit pargalama ¢ozeltisi
eklenerek karistirildi ve +4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den c¢ikarilan 6rneklerin
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 atildi ve pelletleri
tamamen siispanse edilerek tizerlerine tekrar 15-20 ml. eritrosit pargalama ¢ozeltisi
eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siiparnatantlar1 atilarak siispanse edildi. Stispanse olan pellet iizerine
500 pl %10°luk SDS, 75 ul proteinaz K (20mg/ml) ve 9.4 ml 16kosit parcalama ¢ozeltisi
(WBL) eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi her 1
ml. 6rnek basina 0.37 ml. olacak sekilde 9.5 M Amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten
sonra yavasca karistirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek proteinler
¢oktiirtildi (170).

3.5.1.1.Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini
Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan

Olciimlerle DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50pg/ml ¢ift iplik¢ikli DNA

iceriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260

nm’deki 6l¢iim degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: ODg X 50pug/ml

DNA orneklerinin safligit ODygo/ ODago orani kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin ODgg0/ OD,go degeri yaklasik 1.8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1.8’den kiigiik olacaktir. OD2go/ ODsgy degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.
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3.5.2.Axinl Gen Polimorfizminin Allel Spesifik Pzr (Aspzr) ile Tespit Edilmesi

3.5.2.1.Axin1 rs214250 Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Primer Dizileri

AXxinl ile ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda Allel Spesifik PZR (ASPZR)
yontemi kullamimustir.  Allel spesifik PZR (ASPZR) DNA’ daki tek niikleotid
degisikliklerinin saptanmasinda kullanilan 6zgiin bir yontemdir. Diger benzer metodlara
kiyasla daha hizli ve spesifik bir tanimlama saglamaktadir. Yontemin temeli, hem
mutasyonun bulundugu bélgeye hem de normal diziyi i¢eren bolgeye ait iki ayr1 primer
dizisinin ayn1 kosullar altinda amplifikasyonuna dayanmaktadir. Kullanilan primerlerin
niikleotid dizileri asagida verildigi sekildedir. Bu primerler herhangi bir literatiirden

alinmig olmay1p sanal olarak dizayn edilmistir (171).

Ortak primer: 5’- GGA TGC TCT CAG GGT TCT- 3’
Mutant primer:

5’- GAG GAC GGC GATCCA TCA -3

Wild-type primer:

5’ - GAA GAC GGC GATCCATCG -3

3.5.3. Galektin-3 Gen Polimorfizmlerinin Tespit Edilmesi

3.5.3.1. Galektin-3 rs4644 ve rs4652 Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan
Primer Dizileri

Galektin-3 rs4644 ve rs4652 igin ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan
primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir. Bu primerler, literatiirden
alinmig olmayip internet ortaminda sanal olarak dizayn edilmis ve yine sanal PZR ile

dogrulugu test edilmis primer dizileridir (172).

Ileri primer: 5°- TTA TCC TGG ACA GGC ACC TC -3’
Geri primer: 5°- AAG GAA TGC CAT CTC ACC AG -3’
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3.5.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PZR)’da
Kullanilan Kimyasal Maddeler ve PZR’1n Hazirlamisi

DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EPO402)

PZR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 25 pl lik PZR

reaksiyonuna eklendi.
dNTP’ler (100 pmol/ml) (Fermentas RO171)

100 mM' lik ANTP' lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP ) 10’ ar ul alinip (toplam
40 pl) 1 pl’ lik tiipe kondu ve iizerine 960 ul distile su eklenerek (d2H20) 1000 pl
ImM ‘lik ANTP karisimi hazirlandi ve -20 °C derin dondurucuda saklandi. PZR

reaksiyonuna bu stoktan alinan dNTP karigimi kullanildi.

3.5.4.1. PZR Karisimmmin Hazirlamisi

Axinl rs214250 bolgesindeki amplifikasyonun gerceklestirilmesi i¢in, toplam
reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde Tablo3.1°deki bilesenler sirasi ile 0,2 ml’lik steril
tipe konuldu. Her 6rnek icin iki PZR tiipii hazirlandi. Ortak primer her iki tiipiin
icerisine, primer G sadece birinci tliplin igine, primer A ise sadece ikinci tiipiin icine

pipetlendi.

Galektin-3 rs4644 ve rs4652 polimorfizimlerinin tespitinin yapilmasinda, her bir
ornek i¢in yine toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, Tablo3.2’deki bilesenler
sirasi ile 0,2 ml’lik steril tiipe konuldu. PZR karigiminin hazirlanma islemlerinin hepsi

buz tlizerinde, sogukta ve steril kabin icerisinde yapildu.
Tablo 3-1: Axinl icin PZR karisiminin hazirlanmasi

PZR
Karisimi

MgFree

dNTP Primer Taq DNA Polimeraz
(Tampon)

deo MgC|z

15.4 15 2.5 1.5 2 0.2

Tablo 3-2: Galektin-3 i¢in PZR karisimimin hazirlanmasi

PZR
Karisimi

MgFree

dNTP Primer  Taq DNA Polimeraz
(Tampon)

deO MgC|2

17.2 1.5 2.5 1.5 1 0.3
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Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢c vakit kaybetmeden tlip igine konan
bilesenlerin iyice karismas igin pipetleme islemi yapildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik
tiiplere 24 pl reaksiyon karisimi dagitildi. Daha sonra her tiipe 1 ul DNA eklenerek
yeniden pipetleme yapildi ve daha oOnceden 95 °C sicakliga c¢ikarilmis PZR
cihazina(Biorad Thermal Cycler)drnekler yerlestirildi ve PZR islemi baglatildi.

3.5.5. PZR Sartlan
AXinl rs214250 Gen Polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri(oratak
primer) ve geri primerler(G ve A) i¢in annealing derecesi optimize edilerek 60 °C

sicaklik kullanildi (Tablo 3.3).

Galektin-3, rs4644 ve rs4652 Gen Polimorfizmlerinin tespiti i¢in kullanilan ileri
ve geri primerler i¢in annealing derecesi ise optimize edilerek sirasiyla, 58.8 °C

sicakliklar1 kullanildi (Tablo 3.4).

Tablo 3-3: Axinl rs214250 Gen Polimorfizmi PZR Kosullar:

95 °C 5 dakika

95 °C 30 saniye

60°C 1dakika 30 dongii
72°C ldakika

72°C 10 dakika

Tablo 3-4: Galektin-3, rs4644 ve rs4652 Gen Polimorfizmleri PZR Kosullar:

95 °C 5 dakika
94 °C 45 saniye
58.8 °C 45 saniye 35 dongii
72°C 45 saniye
72°C 5 dakika
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3.5.6.Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasal Maddeler Ve Geregler
SX TBE ( Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Hazirlanisi :

54gr Tris base (Sigma, T-8524) ve 27,5 gr. Borik asit (Sigma, B-6768) tartilarak
800 ml distile suda ¢6ziildii.Uzerine 20 ml 0,5 M EDTA (pH :8,0) ilave edildikten sonra
1000 ml’ye tamamlandi.Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1 X TBE
kullanildi.

Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)

Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak %40 siikroz + %0,25 bromfenol

mavisi karisimi kullanildi.

%2°lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

e 4 gr. agaroz (Sigma) tartilarak erlen igine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu

ile ¢oziindiirildii.
e Erlenin sicakligr elle tutulabilecek sicakliga diistiiglinde (50-55°C ) ¢oziinmiis

agaroz jel igine 4,5 pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi.

e Hazirlanan jel yatay jel yatagi icine dokiilerek, ylikleme kuycuklarinin olugmasi

i¢in tarak yerlestirilerek donmaya birakildu.

e Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

3.5.6.1. Galektin-3 PZR Uriinlerinin %2’lik Jele Yiiklenmesi:
e  9%?2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki igine uygun
sekilde konuldu.

e Agaroz jelin lizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel iizerine

eklendi.

e 7 ul PZR iiriiniine, 3 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karigtirildi. 10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla ytiklendi.
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Yiikleme isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynag: (E-C
apparatus Corporation, E-C4000P) 500 miliamper 120 volt elektrik giiciine ayarlanarak

elektroforez jel yiiriitiilmesi ger¢eklestirildi.

3.5.6.2. PZR Uriinlerinin Kontrolii:

Galektin-3 ile ilgili gen bolgelerine ait PZR {irlinlerinin olusup olusmadigini
kontrol etmek amaciyla PZR tiiplerinden alinan 7 ul 6rnek 3 pl yiikleme tamponu ile
kanigtirilarak  yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde yiiriitildi. Yiiriitme
isleminden sonra jel UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) PZR iiriinleri incelendi ve

fotografi UV transilliiminator diizeneginde ¢ekildi.

3.5.7. Galektin-3 Gen Polimorfizmlerinde Enzim Kesimi

3.5.7.1.Galektin-3 rs4644 Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PZR iiriinleri Styl enzimi 37°C’de 3 saat kesilmistir. Kesim
isleminde bir 6rnek i¢in 5 ul PZR amplifikasyon triinii, 4 pl distile su, Neb3 Tampon 1
ul, 0.1 ul BSA ve 0.25 ul enzim kullanilmistir.

Styl enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri
5....C CWWGG...3

37 ...GGWWC C.... 5

3.5.7.2. Galektin-3 rs4652 Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Amplifiye olan PZR iiriinleri BsaWI enzimi 60°C’de 3 saat kesilmistir. Kesim
isleminde bir 6rnek i¢in 5 pl PZR amplifikasyon tiriint, 4 pl distile su, 1 pl Neb4
tampon, 0.1 ul BSA ve 0.25ul enzim kullanilmistir.

BsaWI enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri
5....W CCGGW ... 3

37 ... WGGCCC  W.... 5
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3.5.8.Axinl rs214250 ve Galektin-3 rs4644, rs4652 Gen Polimorfizmlerinin
Degerlendirilmesi ve Kontrolii

e %?3lik agaroz jel hazirlandi.

e Axinl icin dogrudan PZR iiriiniinden, Galektin-3 i¢in ise ilgili kesim
enzimleri ile kesilen PZR iirlinlerinden 8 pl ve yiikleme tamponundan 2 pl

alinarak karistirilip %3’lik agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi.

e Kesim tiriinleri, DNA molekiiler marker (Fermentas PUC 19, 50 bp marker)

ile birlikte yiirtitildi.

e Yiiriitme sonrsi jel lizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.

3.5.8.1.Axin1 rs214250 Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Axin1 ilgili gen bolgesine ait primerlerinin amplifikasyonu sonucu 148 bg’lik
PZR iirtinii olugsmaktadir. Normal homozigot bireylerde (CC genotipi) amplifikasyonu
tiriini sadece 2. tiipte (yani wild-type primerinin bulundugu reaksiyon tiipiinde), mutant
homozigot bireylerde (TT genotipi) amplifikasyon iiriinii sadece 1. tiipte (yani mutant
primerinin bulundugu reaksiyon tiipiinde), heterozigot bireylerde ise (CT genotipi)
amplifikasyon triinii her iki tiipte (hem wild-type, hem de mutant primer dizilerini

igeren reaksiyon tiiplinde) gézlendi(Sekil 3.1).

Normal Homozigot Hererozigot Mutant Homozigot

(cc) (cT) (TT)

Mutant Wil-type Mutant Wil-type Mutant Wil-type

PZR iiriinti | PZR Girlinti | PZR iirtinli | PZR iiriinli | PZR lirtinii | PZR iirtinii

Axinl geni
(148 bg)

urini

Sekil 3-1: Axinl rs214250 Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii
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3.5.8.2. Galektin-3 rs4644 Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda Styl enzim ile kesilen PZR iiriinlerinden homozigot C
alleline sahip mutasyon igermeyen PZR firiinleri 201 bg biiyiikliigiinde tek bant
verirken, mutasyon igeren A alleline sahip lirlinler enzim kesimi sonras1 170 bg ve 31 bg
olmak iizere iki bant vermektedir. Heterozigot yani CA genotipine sahip mutasyonlu
PZR firiinleri ise 201, 170 ve 31 b¢ olmak iizere her {i¢ bandi da igermektedir (Sekil
3.2).

Yiiriime yoni CcC CA AA
Yiikleme kuyusu 1 ] ]
201bg
]
170bg
! — — —
31be E— —

Sekil 3-2: Galektin-3 rs4644 Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii

3.5.8.3.Galektin-3 rs4652 Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

Uygun kosullar altinda BsaWI1 enzimi ile kesilen PZR {iriinlerinden homozigot C
alleline sahip mutasyon igeren PZR iirlinleri, 201 bg¢ biiyiikliiglinde tek bant verirken, A
alleline sahip ve mutasyon igermeyen PZR iiriinleri 134 b¢ ve 67 bg olmak iizere iki
bant verir. Heterozigot yani AC genotipine sahip mutasyonlu PZR firiinleri ise 201, 134

ve 67 b¢ olmak iizere her li¢ bandi da igerir (Sekil 3.3).
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Yiriime yonii CcC AC AA
Yikleme kuyusu

L1 L1 L]

201bg

I

134b¢

. I
v I

67 be

I I

Sekil 3-3: Galektin-3 rs4652 Gen Polimorfizminin Sematik Jel Goriintiisii

3.5.9.Serum Galektin-3 Diizeyinin ELISA Yomtemi ile Tayini

Calismada “’eBioscience’’ tarafindan gelistirilen ELISA test kiti kullanilmistir.
Ornekler kitte bulunan Sample Diluent ile 1:1 oraninda sulandirildi. 100pul standart, 50
ul kontrol ve 6rnek serumlar1 Galektin-3’e karsi spesifik antikor kaplanmis kuyucuklara
konulduktan sonra 50 pl Biotin-Konjugat eklenerek plate kaplanip oda sicakliginda
calkalayicida 400rpm de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 350l yikama
tamponu eklenerek 3 kez iyice yikandi. lyice yikandigindan emin olunan kuyucuklara
daha sonra 100’er ul galektinn-3’e kars1 poliklonal antikoru (Streptavidin-HRP)
eklendi. Daha sonra, oda sicakliginda ¢alkalayicida 1 saat inkiibasyon ve sonrasindaki
yikama asamalari tekrarlandi. Kuyucuklara bundan sonra 100ul konjugat (TMB
Substrat) eklendi. Oda sicakliginda karanlikta 10 dakika inkiibe edildi ve her kuyucuga
100 pl durdurma solusyonu (1M Fosforik asit) eklenip, bekletme yapmadan ELISA
cihazinda okutuldu. Sonuglar ELISA okuyucusunda 450nm dalga boyunda okunduktan
sonra ng/ml olarak hesaplanmistir. Kitin galektin-3 6l¢lim hassasiyeti 0.39 ng/ml olarak

belirtilmistir.
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Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullamilan Istatiksel Yontemler

Bu ¢aligmanin istatistiksel analizleri i¢cin SPSS 11.0 paket programi kullanilmstir.
Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alinmistir. Axinl ve Galektin-3
polimorfizmine ait genotip ve allellerinin goriilme sikliginin, gruplar arasi farkliliklarla
beraber degerlendirilmesi i¢in Ki kare (xz) ve Fisher Exact testleri, sayisal verilerin
analizi i¢in student-t testi kullanilmistir. Allel frekanslar1 gen sayimi yontemi
kullanilarak yapilmistir. Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki serum galektin diizeyi

karsilastirilmas1t Mann-Whitney U testi ile yapilmustir.
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4. BULGULAR

Calismamiza Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Cerrahi Klinigi ve Vakif
Gureba Bezmialem Universite hastanesi onkoloji klinigi tarafindan kolorektal kanser
tanis1 konulan hastalar ile tercihen yas ortalamasi 50’nin iizerinde olan, ailede kanser
hikayesi bulunmayan, sigara ve alkol kullanmayan saglikli bireyler dahil edilmistir.
Goniilliiler 6nce yapilacak arastirma ile ilgili bilgilendirilmis ve goniillii onam formu

okutularak imzalatilmistir.

Tablo 4-1: Calisma gruplarina ait veriler

KONTROL KOLOREKTAL KANSERLI
n=117 HASTALAR
n=119
Kadin, n (%) 52(44.4) 42(35,3)
Erkek, n(%o) 65(55.6) 77(64,7)
56.2+11.35 60.98 £13.3
Pozitif, say1(%) 0 (0) 5(4.2)
Negatif, say1 (%) 117 (100) 114 (95,8)
Pozitif, say1(%) 0 (0) 4(3,4)
Negatif, say1(%) 117(100) 115(96,6)
igenler, say1 (%) 0(0) 9(7.6)
I¢meyenler , say1 (%) 117(100) 110(92.4)

n:birey sayisi; tablodaki degerler X+SD olarak verilmistir; gruplararas: analiz student t testi ve Kikare (x° ) ile

gergeklestirilmistir.
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Caligma grubumuza dahil edilen kolorektal kanserli hastalarin klinik ve patolojik
verileri degerlendirildiginde hastalarin %3.4’linde timor T1, %18,4’u T2, %60.9’1 T3
ve %17.2’s1 T4 evresindeydi. Hastalar lenf nodu tutulumu agisindan incelendiginde, NO
%49,4, N1 %29,9, N2 %13,8, N3 %6,9 olarak degerlendirilmistir. Kolorektal kanserli
hastalar histolojik evrelendirmeye gore degerlendirildiginde, % 19,6’ iyi differansiye,
% 63’u orta differansiye, %17.4’si ise az differansiye tiimorlerdi. Hastalarin,
%79,5’sinde uzak metastaz gozlenmezken, %20,5’sinde uzak metastaz s6z konusuydu.
Hastalarin, %33,7’sinde perindral invazyon gozlenirken, %66,3’linde gbzlenmemistir.
Hastalar anjiyolenfatik invazyon durumlart agisindan incelendiginde, %32,1’inde
anjiyolenfatik invazyon gozlenirken, % 67,9’unda gbzlenmemistir. Miisingz
komponenet varligi olan bireyler hasta grubunun % 9,2’sini olusturmaktadir.

Tablo 4-2: Kolorektal kanserli hastalarda Axin rs214250, Gal3 rs4644 ve Gal3 rs4652 gen
polimorfizmlerine ait genotip ve allel dagilimlar:

Kolorektal Kanserli Hastalar

Genotipler ve Alleller Kontroller n(%) P
n(%)
cC 74 (62,2) 77 (65.8)
cT 33(27.7) 23 (19.7) 0.260
T 12 (10.1) 17 (14.5)
C Alleli 181 (76.1) 177 (75.6)
0.917
T alleli 57 (23.9) 57 (24.4)
cc 62 (52.1) 61 (52.1)
CA 52 (43.7) 40 (34.2) 0.026
AA 5(4.2) 16 (13.7)
C alleli 176 (74) 162 (69.2)
0.25
A alleli 62 (26) 72 (30.8)
AA 46 (38.7) 48 (41)
AC 65 (54.6) 50 (42.7) 0.039
cc 8(6.7) 19 (16.2)
A alleli 157 (66) 146 (62.4)
0.418
C alleli 81 (34) 88 (37.6)

N: birey sayist; gruplararasi analiz Kikare (x°) testi ile gergeklestirilmistir.
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Axinl 1s214250 gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde, genotip
dagilimi ve allel frekanslar1 acisindan kontrol grubu ve kolorektal kanserli hastalar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).

Galektin-3 rs4644 gen polimorfizmi sonuglarina bakildiginda genotip dagilimi
acsindan kontrol grubu ve kolorektal kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamilik saptanmistir. Kolorektal kanserli hastalarda CC genotip frekans1 %52.1, CA
genotipi %43.7, AA genotipinin frekans1 %4.2 iken kontrol grubunda CC genotip
frekans1 %52.1, CA genotip frekansi %34.2, AA genotip frekansinin %13.7 oldugu
gbzlenmis ve istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur. (p=0.0260) (Tablo 4.2).
Galektin-3 rs4644 gen polimorfizminde kanserli hastalara ait allel frekanslari
degerlendirildiginde C allel frekansinin kolorektal kanserli hastalarda (%74) kontrol
grubuna gore (%69.2) yiiksek oldugu, A allel frakansinin ise hasta grubunda (%26)
kontrol grubuna (%30.8) gore diisik oldugu goézlenmis ancak istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmamustir. p> 0.05) (Tablo 4.2).

Galektin-3 rs4652 gen polimorfizmi sonuglarina bakildiginda genotip dagilimi
acsindan kontrol grubu ve kolorektal kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamilik saptanmistir. Kolorektal kanserli hastalarda AA genotip frekansi %38.7, AC
genotipi %54.6, CC genotipinin frekans1 %6.7 iken kontrol grubunda AA genotip
frekanst %41, AC genotip frekans1 %42.7, CC genotip frekansinin %16.2 oldugu
gbzlenmis ve istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur. (p=0.0390) (Tablo 4.2).
Galektin-3 rs4652 gen polimorfizminde kanserli hastalara ait allel frekanslar1 ayri ayri

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamugstir. p> 0.05) (Tablo 4.2).



Tablo 4-3: Hasta grubunda Axin 1, Galektin-3 4644, Galektin-3 4652 Genotiplerinin

Klinik ve Patalojik Parametrelere Gore Dagilimi

Galektin3 rs:4644

Galektin3 rs:4652
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Kadin 21(50) | 20(47.6) | 1(2.4) | 15(35.7) | 27(64.3) | o0(0) | 23(54.8) | 15(35.7) | 4(9.5)
Erkek 41(53.2) | 32(41.6) | 4(5.2) | 31(40.3) | 38(49.4) | 8(10.6) | 51(66.2) | 18(23.4) | 8(10.4)
T3+T4 32(47.1) | 34(50) | 2(2.9) | 25(36.8) | 38(55.9) | 5(7.4) | 46(67.6) | 17(25) | 5(7.9)
T1+T2 10(52.6) | 7(36.8) | 2(10.5) | 7(36.8) | 10(52.6) | 2(10.5) | 9(42.4) | 5(26.3) | 5(26.3)
N1+N2+N3 23(52.3) | 18(40.9) | 3(6.8) | 18(40.9) | 22(50) | 4(9.1) | 27(61.4) | 11(25) 6(13.6)
NO 19(44.2) | 23(53.5) | 1(2.3) | 14(32.6) | 26(3.7) 3(7) | 28(65.1) | 11(25.6) | 4(9.3)
Var 10(55.6) | 7(38.9) | 1(5.6) | 7(38.9) | 10(55.6) | 1(5.6) 9850) 6(33.3) | 3(16.7)
Yok 32(45.7) | 35(50) | 3(4.3)| 25(35.7) | 39(55.7) | 6(8.6) | 47(67.1) | 16(22.9) 7(10)
Pozitif 15(55.6) | 11(40.7) | 13.7) | 9(33.3) | 16(59.3) | 2(7.4) | 14(51.9) | 8(29.6) | 5(18.5)
Negatif 25(43.9) | 29(50.9) | 3(5.3) | 21(36.8) | 31(54.4) | 5(8.8) | 38(66.7) | 14(24.6) | 5(8.8)
Pozitif 11(37.9) | 17(58.6) | 1(3.4) | 8(27.6) | 20(69) | 1(3.4) | 19(65.5) | 8(27.6) 2(6.9)
Negatif 30(52.6) | 24(42.1) | 3(5.3) | 23(40.4) | 28(49.1) | 6(10.5) | 35(61.4) | 14(24.6) 8(14)
Az 6(66.7) | 3(33.3) | o) | s5(55.6) | 4(44.4) 0(0) 444.4) | 4(a4.4) | 1(11.2)
Orta-iyi 17(45.9) | 17(45.9) | 3(8.1) | 13(35.1) | 17(45.9) | 7(18.9) | 23(62.2) | 9(24.3) | 5(13.5)
Miisindz Ca 7(87.5)* | 1(12.5) | 0(0) 4(50) 3(37.5) | 1(12.5) | 5(62.5) 2(25) 1(12.5)
Degil 35(44.3) | 40(50.6) | 4(5.1) | 28(35.4) | 45(57) | 6(7.6) | 50(63.3) | 20(25.3) | 9(11.4)

N:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (° ) testi ile gergeklestirilmistir.
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Galaktin-3 rs4644 i¢in hasta grubunda miisindz komponent tagiyan CC genotipli
hastalarin frekansi %87.5, miisindz olmayanlarin ise %44.3 olarak saptanmis olup fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p=0.026, OR: 1.975(1.387-2.831)) Ancak
cinsiyet, timor evresi, lenf nod metastaz pozitifligi, uzak metastaz varligi,
anjiyolenfatik invazyon ve perinoral invazyon parametreleri ile Galektin-3 4644 genotip

dagilimlari arasinda anlamli farklilik bulunmamuistir (Tablo 4.3).

Incelenen hastalarin klinik ve patolojik parametreleriyle Axinl ve galaktin-3
rs4652 genotip dagilimlari degerlendirildiginde istatistiksel anlamlilik olmadig:
goriilmiistiir (Tablo 4.3).

Axinl polimorfizmi i¢in ise ileri tumor evresinde (T3+T4) tumor biiyiikligii
acisindan C alleli tasimak (%92.6) erken evrede olanlara gore (%73.7) daha yiiksek
saptanmis olup fark istatistiksel olarak anlamlidir. (p=0.022, OR: 1.257 (0.953-1.659))

Axin 1, Galektin-3 4644, Galektin-3 4652 kombine genotip analiz sonuclar:

Ikili kombine genotip analizleri sonucunda, gal-3 rs4644 ve rs4652 birlikteligi
i¢in, kontrol grubunda en yiiksek frekansta gézlenen genotip CCAA (%40,2) iken, hasta
grubunda en yliksek frekansta saptanan genotip ise CAAC (%35,3) dir. Gal-3 rs4644 ve
Axinl rs214250 kombinasyonu i¢in, kontrol grubunda en yiiksek frekansta olan genotip
CCCC (%35.9) iken, hasta grubunda en yiiksek frekansta olan genotip CACC (%31,9)
ve gal-3 rs4652 ve Axinl rs214250 genotip birlikteliginde hasta grubunda en yiiksek
frekansta olan genotip ACCC (%37) iken kontrolde AACC (%30,8) olarak
bulunmustur. Hasta grubunda AACC kombine genotipi (%3.4) kontrol kontrol grubuna
gore( %13.7) daha diisiik frekansta saptanmis olup aradaki fark istatistiksel olarak ileri
diizeyde anlamli bulunmustur.  (OR: 0,246; %95CI: 0,085-0,713) (p=0.004). Hasta
grubunda ise, gal-3 rs4644 ve Axinl rs214250 kombinasyonu bir arada incelendiginde,
hasta grubunda CCCT kombinasyonunun (%18,5) kontrol grubuna gore (%9,4) daha
yiiksek oldugu saptanmis olup, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (OR:

1,966; %95CI: 0,999-3,871) (p=0,044)

Uclii genotip analizi sonuglarma bakildiginda, CCAACC kombine genotipi
kontrol (%20,2) ve hasta grubunun (%29,1) her ikisinde yiiksek frekansta gdzlenmistir

ve arada istaistiksel olarak anlaml fark yoktur.
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Ancak, hasta grubundaki CCAACT kombine genotipinin (%12,6), kontrol
grubuna oranla (%4,3) yiiksek frekansta gozlendigi ve bu farkin istatistiksel olarak
anlaml1 oldugu goriilmiistiir(OR: 2,95; %95CI: 1,108- 7,855) (p=0,022).

Galaktin-3 serum Diizeyi Sonuclari
Kolorektal kanserli hastalarda serum Galaktin diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hastalarda Galaktin-3 serum diizeyleri (5.9+ 0.69ng/ml) kontrol

grubuna gore (0.79+0.01ng/ml) daha yiiksek oranda tespit edilmis olup istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamlilik bulunmustur.(p<0.001) (Tablo 4.4).

Tablo 4-.4: Kolorektal Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda Galektin3 Genotipleri ve
Serum Galektin diizeyleri (ng/ml)

Ortalama Deger Kontrol Ortalama Deger

Gal3 Hasta Grubu

Standart Hata Grubu Standart Hata P degeri
Genotip ()]
(X£SE) (N) (X+SE)

cC 25 4.8210.78 34 0.78%0.01 p<0.001
CA 28 7.09%1.13 21 0.8110.01 p<0.001
AA 3 4.25+3.32 8 0.77+0.03 p=0.024
AA 19 5.19+0.95 25 0778+0.011 p<0.001
AC 31 6.72+1.04 28 0.80+0.011 p<0.001
cC 6 4.12+1.94 10 0.7740.02 p<0.001

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.
Calisma gruplarinin kendi iglerinde serum galektin dlzeylerinin genotiplere gore karsilastiriimasi Kruskal-Wallis Testi analizi ile
gergeklestirilmistir.

Calisma gruplari arasinda serum galektin dizeyi karsilastirilmasi Mann-Whitney U analizi ile gergeklestirilmistir.

Hasta ve kontrol gruplar1 kendi iglerinde Axin 1, Galektin-3 4644 ve Galektin-3
4652 genotip dagilimlart ve serum Galektin diizeyleri agisindan karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmemistir. Hasta ve kontrol gruplarinda, ortalama
serum Gal3 diizeylerinin gerek Gal 4644, gerekse 4652 genotiplerine gore dagilimi
incelendiginde, her iki genotip agisindan isttaistiksel olarak anlamlilik saptanmustir
(Tablo 4.4)
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Tablo 4.5.: Hasta grubunun klinik ve patolojik verilerine gore Gal-3vrs4644, rs4652 ve
Axin 214250 genotip dagilimi ile galaktin-3 serum diizeyleri arasindaki iliski

Galektin3 rs:4644 Galektin3 rs:4652 Axinl
cc CA AA AA AC cc cc cT T
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
T3+T4 5,34+1,02 | 4,96%1,15 1% -- 5461116 | 5,1+1,14 | 3,242,120 | 4,49t0,74 | 7,94+2,19 | 1,7610,56
(17) (18) (1) (14) (18) (4) (25) (8) (3)
T14T2 2,95+0,71 | 10,0%1,53 0,85+- 3,14+1,69 | 7,6%1,81 0,85+~ 5,79+1,95 4,83+-- 7,41+--
(4) (4) (1) (2) (6) (1) (7) (1) (1)
N1+N2+N3 5,13+1,32 | 5,20+1,55 1+-- 5,67+1,52 | 5,07+1,42 | 1,1540,15 4,5+1,03 8,49+2,79 | 1,76%0,56
(12) (11) (1) (10) (12) (2) (16) (5) (3)
NO 4,56+1,03 | 6,56+1,49 0,85+- 4,33+1,22 | 6,38+1,36 | 3,84+2,86 | 5,05+1,00 | 6,48+3,06 7,41+--
(9) (11) (1) (6) (12) (3) (16) (4) (1)
Var 5,86+2,58 | 5,14+3,46 7,5643,67 | 4,24+2,28 3,69+1,88 | 10.8+7.58 1,11+--
(6) (4) (4) (6) (6) (3) (1)
Yok 4,5040,69 | 6,14+1,05 0.92+0.1 | 4,37+0,72 | 6,13+1,01 | 2,77+1,70 | 5,14+0,75 5.9+4.8 | 3,68+1,83
(15) (19) (2) (12) (19) (5) (27) (6) (3)
Pozitif 3,05+0,51 | 3,26%0,89 3,29+0,56 | 3,31+0,79 | 1,30%-- 3,35¢0,71 | 4,05+0,99 | 1,76+0,56
(7) (7) (5) (8) (1) (8) (3) (3)
Negatif 5,68+1,34 | 7,10+1,41 | 0,920,075 | 5,88+1,68 | 6,94+1,32 | 3,13+2,14 | 5,13+0,96 | 9,37+2,68 7,41+--
(12) (15) (2) (9) (16) (4) (22) (6) (1)
Pozitif 4,07+1,24 | 6,20+1,79 5,16+1,75 | 5,52+5,53 5,18+1,29 | 7,75+3,95 1,11+
(5) (9) (3) (11) (10) (3) (1)
Negatif 5,27+1,34 | 5,66+1,36 | 0,92+0,075 | 5,33+1,34 | 5,9+1,30 | 2,77#1,70 | 4,66+0,91 | 7,52+2,48 | 3,86%+1,83
(15) (13) (2) (12) (13) (5) (21) (6) (3)
Az(kétii) 5,33+2,59 | 8,22t7,32 7,44+2,61 | 5,85+4,84 5,48+4,58 | 10,245,36 1,11+--
(3) (2) (2) (3) (2) (2) (1)
Orta-lyi 5,37+1,43 | 6,87+1,59 | 0,920,075 | 5,24+1,67 | 7,56+1,60 | 2,77#1.70 | 5,36+1,06 | 8,99+3,59 | 2,08+0,78
(11) (11) (2) (9) (10) (5) (18) (4) (2)
Miisinéz Ca 1,7340,69 1,124- 1,04%- 2,40t~ 1,12+-- 1,5310,45
(2) (1) (1) (1) (1) (3)
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Degil

5,22+0,91
(19)

6,11+1,09
(21)

0,920,075
(2)

5,44+1,07
(15)

5,87+1,00
(23)

3,18+2,12
(4)

5,11+0,75
(29)

7,59+1,96
(9)

3,17+1,47
(4)

Hasta grubunu klinik ve patolojik verileri ile axin ve galektin genotiplerinin
serum galektin-3 diizeyleri ile karsilastirilmasinda, Gal-3 genotipleri ve gal-3 serum

diizeyleri arasinda herhangi bir anlamlilik bulunmada.

Son olarak, hasta grubunun Kklinik ve patolojik verileri ile Gal3 serum diizeyleri
karsilastirildiginda, cinsiyet, timor evresi, lenf nodu tutulumu, uzak metastaz,
anjiolenfatik invazyon, perindral invazyon ve diferansiyasyon acisindna herhangi bir
anlamli farklilhik gbézlenmemistir. Ancak, miisindz komponent varlig1 olan hastalarda

Gal-3 serum diizeyinin, olmayanlara gore daha diisiik oldugu goézlenmistir.




45

5. TARTISMA

Insan tiimdrogenezi, onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdeki mutasyonlarin
birikimi ile iligkili olarak ortaya ¢ikmaktadir (173). Kolorektal kanser patogenezi, iyi
huylu polip olarak baslayan ve ardindan adenom ve karsinomaya dogru ilerleyen ¢ok
asamali bir siirectir (174). Genetik polimorfizm ¢aligmalari, kanser riski ya da
progresyonu ile iliskili ve ayn1 zamanda anti-kanser ilaglarin toksititesi ve tedavideki
etkinligi gibi pek cok Onemli konuda hastalifin teshis ve tedavi siirecinde Oncii
olabilecek aydinlatici bilgiler sunmaktadir (175). Son 10 yildaki aragtirmalar, KRK
gelisimi ve tiimorogenezinde genetik ve epigenetik degisiklikler {izerine odaklanmuistir.
KRK tiimorogenezinde Wnt sinyal yolagi anahtar bir role sahiptir ve kanser
progresyonunda yer almaktadir. Wnt sinyal yolaginin anormal aktivasyonu hem
embriyogenezde hem de tiimor olusumunda ¢esitli farklilasma olaylarini igermektedir
(176). Molekiiler calismalar, Wnt sinyal yolaginin insan kolorektal kanserlerinde
%90°’dan fazla oranda deregiile oldugunu gostermistir(177-179). Bu yolagn
deregiilasyonu APC, CTNNBI1, AXIN1 ya da AXIN2 genlerdeki genetik degisiklerle
sonuglanabilmektedir (180-185).

B-katenin, APC, Axinl ve TCF4 genlerinin mutasyon analiz sonuglarinda,
KRK’larm biiylik ¢cogunlugunda MSI ile birlikte Wnt sinyal yolagi degisikliklerinin
olustugu belirtilmistir (186). Axin GSK-3p, B-katenin, APC, plakoglobin ve Dvl ile
kompleks olusturarak B-katenin’in GSK-3B bagimli fosforilasyonunu tesvik eder
(84,113,116,186-189).  Fosforile  B-katenin, ubikuitin-proteozom mekanizmasi
tarafindan degrade edilir ve P-katenin sitoplazmada normal hiicrelerden az olacak
sekilde diizenlenir (90,186,190). APC fonksiyonuna ek olarak Axin fonksiyon kaybinin
da, Wnt sinyal yolaginda islev bozukluguna yol agarak, sitoplazma ve nukleusta f3-

katenin birikimine neden oldugu ve bdylece karsinogenezi etkiledigi diisliniilmektedir
(186).
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Axin; APC, B-katenin ve GSK-3f’nin bir arada bulundugu B-katenin sinyal
regiilasyonunu koordine etmek iizere bir iskele protein gorevi goriir. Matthew J. ve ark.
Axin’nin B-katenin’nin regiilasyonu ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir (87).
Axin kanser hiicrelerinde overeksprese oldugunda, B-katenin ve GSK-3f gibi Wnt-1
sinyal komponentlerini baglar ve p-katenin’i downregiile eder. Burada, GSK-3f
tarafindan APC’nin in vitro fosforilasyonunun hAxin (human Axin) proteininin
katitlm1 ile gerceklestirildigi belirlenmistir. Ayr1 bir calismada, GSK-3f’nin -
katenin’in turnoveri igin kritik oldugu bilinen serin ve treonin kalintilarin1 fosforile
ettigi ve Axin’in bu fosforilasyonu kolaylastirdigi gosterilmistir (87,88,113). Ikeda ve
ark. tarafindan elde edilen bu bulgular Matthew ve ark.’larinin verilerini
desteklemektedir. Bu nedenle, Axin’nin GSK-3f3 ve APC baglantisi i¢in kayip halkay:
saglayan molekiil oldugu diistiniilmektedir (87).

Axin’nin B-katenin protein seviyesini downregiile etme 6zelligi oldugu gibi,
timor baskilayicr etkisi de goriilebilmektedir (7,191). Satoh ve ark. genetik degisiklikler
sonucu Axinl inaktivasyonunun hepatoseliiler karsinomlarin sik rastalanan bir 6zelligi
oldugunu rapor etmistir (185). Ayrica, wild type Axinl’in adenovirus aracili
transferinin, sadece Axin-yoksun hiicrelerde degil ayn1 zamanda B-katenin mutasyonu
olan ya da APC-yoksun hiicrelerde de hiicre biiylimesinin baskilayip apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (180,185).

Axinl mutasyonlari, kolon kanser hiicre hatti (123), hepatoseliiler
karsinoma(HCC) (185, 192), yumurtalik endometriyum adenokarsinoma (124) ve
sporadik medulablastomalarda (193) rapor edilmistir(194). Kolorektal kanserde Axinl
mutasyonlarinin ¢ogu APC, GSK-3p ve B-katenin baglayici domenleri bulunduran exon

1 ve 5 arasinda meydan gelmektedir (7,105).

Shimizu ve ark., Axinl genini analiz ederek belirledikleri 8 mutasyondan 6
tanesinin Axin’in fonksiyonel domenlerinde (RGS ve GSK-3b baglayici domain) yer
aldigin bildirmistir (186). Axin’nin RGS domeni, APC’nin 20 aa tekrarlar1 ile dogrudan
etkilesimdedir (111,116). B-katenin regiilasyonunda Axin-APC etkilesiminin islevi tam
olarak anlagilamamasia ragmen, Axin-APC etkilesiminin APC’nin GSK-3f bagimh
fosforilasyonunu tesvik ettigi raporlanmistir (87, 187) ve APC’nin fosforile formunun
fosforile olmamis formuna gore daha fazla f-katenin degredasyonuna yol actigi ileri

stiriilmiistiir (86).
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Dahasi, APC’nin sporadik KRK’larin ¢ogunda gozlenen ve C-terminal
bolgesinin yarisinin  eksik oldugu kisaltilmig varyantinin, [-katenin baglanma
aktivitelerini korumalarina karsin Axin ile etkilesime giremedikleri gosterilmistir (116).
Bu nedenle, Axin-APC etkilesiminin, APC’nin fosforilasyon durumunu diizenleyerek

B-katenin degredasyon siirecinde 6nemli rol oynadigi diisliniilmektedir. (186).

George W ve ark., prostat kanseri hiicre hatlarinda yaptiklari bir ¢alismada,
Axinl rs214250 mutasyonunun P69SV40T, M12, M2182 ve M2205 hiicre hatlarinda
bulundugunu bildirmislerdir (195). Ayrica lilkemizde Akut Losemi hatalari ile yapilan
bir calismada, incelenen O6rnek ve hiicre hatlarinda siklikla Axinl mutasyonlarina
rastlandig belirtilmistir. Rs241250 mutasyonu, calisilan 6rneklerin %1°1 ile KG1 ve
MV4:11 hiicre hatlarinda saptanmistir (196).

Axinl insan kanserlerinin tedavisinde gen-terapisi yaklasimi igin iyi bir aday
oldugundan, Axin tarafindan regiile edilen genlerin belirlenmesi ve tanimlanmasi
karsinogenetik silirecin daha 1iyi anlagilmasint ve yeni terapdtik hedeflerin

tanimlanmasini saglayabilir (180).

Simdiye kadar, Axinl rs214250 varyasyonu ile ilgili yapilmis olan mevcut
calismalar, daha ¢ok farkli kanser tiplerinde ve hiicre hatlarinda mutasyon saptamaya
yonelik ¢aligmalar arasinda yer almistir. Bizim ¢alismamizda, bu mutasyonun hastalik
riski ya da klinik-patolojik veriler ile karsilastirilmas1 amaglanmistir. Yaptigimiz analize
gore, Axinl rs214250 varyantlarinin KRK hastalar1 ve saglikli kontroller arasindaki
dagiliminda anlamli bir farka rastlanmamistir. Hastalar kendi iglerinde klinik ve
patolojik verilerine gore kiyaslandigi zaman, ileri tiimor evresine (T3+T4) sahip
hastalarda, C alleli tasimanin erken evrede olan hastalara gore daha yaygin oldugu

belirlenmis ve fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Gal-3, ¢esitli biyolojik fonksiyonlarla iligkili multifonksiyonel karbonhidrat
baglayici bir proteindir ve son zamanlarda 3 -katenin ile iliskisi rapor edilmistir (166).
Hiicre biiyiimesi, mRNA kirpilmasi, hiicre dongilisii ve apoptoz direnci gibi bir¢ok
biyolojik fonksiyon Galaktin-3 tarafindan diizenlenir. Ayrica hiicre farklilasmasi,
transformasyon, anjiyojenez, immiin yanit ve apoptoz iizerindeki etkisi nedeniyle ¢esitli

kanser tiirlerinin ilerleme ve metastazi ile iligskilendirilmektedir.
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Salgilanan Galaktin-3, laminin, fibronektin ve kollajen 1V gibi glikokonjugatlar
hiicre yilizeyine baglanarak hiicre yapismasi ve sinyalizasyonu, immiin yanit,

anjiyogenez ve kanser gelisimini modiile eder (197,198)

Galektin-3, meme kanseri ve kolorektal kanser basta olmak tizere, prostat
kanseri, mide kanseri, tiroid, pankreas ve akciger kanseri de dahil olmak iizere, gesitli
insan kanser tiplerinde, progresyon ve metastaz ile iligskilendirilmektedir (199-205).
Gal-3’tin kanser i¢in diger 6nemli bir rolii ise apoptozu regiile edebilme yetenegidir.
Gal-3’iin Staurosporin, sisplatin, genistatin ve anoikis tarafindan indiiklenen apoptozdan
epitelyal hiicrelerini korudugu bildirilmistir. Diger bir deyisle, Galektin bir anti-
apoptotik bir faktor olarak ¢alisir (206-209).

Gal-3’lin iki varyantinin (rs4644 ve rs4652) Gal-3 protein diizeylerini etkiledigi
belirlenmistir(210). Rs4644 (galektin-3 +191 A>C) , galektin3’iin 64.pozisyonundaki
prolin amino asidinin histidin amino asidi ile yer degistirmesine neden olur (Gal-3 64
His64Pro). rs4652 (galektin-3 +292 A>C) ise 98.pozisyondaki treonin kalintisinin
prolin kalintisina (Thr98Pro) doniismesine yol agar (198). Chen ve ark. Glioma
hastalar1 ile yaptiklar bir ¢alismada, gal-3 +292A>C (rs4652) nin A allel frakansi ve
A/A genotipi tasimanin glioma hastalarinda kontrollere gore 6nemli diizeyde yaygin
oldugunu ve AA genotipi varliginin ileri timor evresiyle iliskili oldugunu rapor etmistir
(199).

Bizim ¢aligmamizda ise, gal-3 4652 genotipi incelendiginde, hasta ve kontroller
arasindan allel dagilimi agisindan anlamli bir fark bulunamamakla beraber, genotip
dagilimlarina gore incelendiginde, kontrollerde CC genotip frekansinin daha yiiksek

oldugu gozlenmis ve fark istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. (P=0.039)

Meme kanserinde yapilan bir ¢aligmada, galektin-3 {in 191inci pozisyonundaki
(rs4644) germline mutasyonu (Pro64His,), matriks metalloproteinaz pargalanmasina
duyarlilik ve ilaca-bagli apoptoza diren¢ ile sonuglandigi bildirilmistir (197). Gal-3
tarafindan kontrol edilen anjiogenez ve tiimor biiyiimesi gibi fonksiyonlar, MMP
yikimina dayanikli Gal-3 p64 varyantini tasiyan BT-549 hiicrelerinde inhibe oldugu
gosterilmistir (197,211).
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Ayrica meme karsinoma hiicrlerinde Gal-3 asir1 ekspresyonunun hiicreleri
kemoterapoétik ilaclara karsit direngli hale getirdigi (212,139), ancak Akt’yi inaktive
ederek ve hiicreleri TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)

aracilikli apoptoza duyarli hale getirirdigi bildirilmistir (213,162,214).

Salgilanmis galektin-3 H64 varyanti kiiciik damarlarin endotel hiicrelerine
baglanir ve hiicre gocii, morfogenezi ve anjiyogenezi tetikler. MMP’ler tarafindan
pargalanmis gal-3 H64 varyantinin, endotel hiicre yiizeyine, karbonhidrat-bagimli
olarak, tam uzunluktaki gal-3’e gore yaklasik 20 kat daha yiiksek afinite ile baglandig;
aynt zamanda MMP parcalanmasina dayanikli gal-3 P64 varyanti, Gal-3 H64
fonksiyonlarina benzerlik gostermedigi belirtilmistir (197). In vivo kosullarda boliinmiis
gal-3’iin meme kanseri gelisimindeki MMP’lerin aktivitesi igin marker oldugu
bulunmustur (197,211). Ayrica meme kanserli hastalarda Gal-3 serum diizeylerinin,
saglikli kontrollere gore yiiksek olmasi Gal-3’iin meme kanseri ilerleyisinde etkili

oldugunu diisiindiirmektedir (165,197).

Meyer ve ark. Prostat kanserinde yaptiklari bir ¢aligmada, gal-3 rs4644’iin His64
varyantin1 kodlayan mindr allelinin koruyucu etkisinin oldugunu tespit etmisler (OR
0.82, 95% CI 0.69;0.99, P = 0.04) ve sonuglarin dominant modele uygun oldugunu ve
tek bir histidin allelinin varliginin koruyucu etki olusturmak icin yeterli oldugunu
belirtmislerdir(p = 0.01) (215).

Bizim ¢alismamizda da gal-3 rs4644 AA genotip frekansinin kontrollerde, KRK
hastalarmma gore daha yiiksek oldugu ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir. (P=0.026) Bu sonuclar Meyer ve ark. larinin bulgulariyla paralellik

gostermektedir.

Anormal gal-3 ekspresyonu bir¢ok kanser tipinde bulunmustur (216,217,127).
Kolorektal karsinomalarda gal-3 ekspresyonun yaygimn sekilde incelenmistir ancak
celigkili sonuglar mevcuttur. Cesitli calismalarda kolorektal kanserde artmis gal-3
ifadesi gézlenmistir ve hastaligin progresyonu ve metastazla iliskili oldugu onerilmistir
(155,157,218). Aksine, kolorektal kanserli ve buna karsilik gelen normal doku
incelendiginde azalmig gal-3 ekspresyonu da  rapor edilmistir (219,158). Son
zamanlarda gal-3, B-katenin baglayict yeni partner olarak tanimlanmistir (149), bu
nedenle Wnt sinyal yolagi ile baglantilidir (166).
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Shi ve ark. gal-3 tim kolorektal hiicre hatlarinda, normal kolon dokusu ile
karsilastirildiginda metastatik kolorektal kanserli doku numuneleri i¢inde asir1 eksprese
edildigi ve Wnt-2 ya da gal-3 ekspresyonunun susturulmasinin TCF-reporter aktiviteyi
inhibe ettigini ve sitozolik B-katenin diizeyinin azaldigin1 ve downstream mutasyonlar

iceren insan kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklendigini bulmuslardir
(166).

Klinik  olarak, kolorektal = miisinoz  karsinomalar tipik  miisindz
adenokarsinomlardan daha kotii prognoza sahiptir (220,221). MUC 2 musin,
gastrointestinal sistemden salgilanan, yliksek molekiil agirlikli, karbonhidrat agisindan
zengin bir glikoproteindir (222).Ayrica kolorektal kanserin ilerleme ve metastazinda
onemli bir modiilator oldugu ve gal-3 i¢in Onemli bir ligand olabilecegi (223)
diistiniilmektedir. Kolon kanser hiicrelerinde yliksek gal-3 diizeyi yiikksek MUC2 musin
ile birlikte ve diistik gal-3 diizeyi diisiik MUC2 myiisin ile rapor edilmistir (159,224,225).
Endo ve ark, 8 miisin6z karsinom arasindan 7 (% 87.5)’sinde pozitif gal-3 ifadesi
oldugunu ve bunun Galektin-3’tin MUC 2 miisin ile etkilesim yoluyla malign davranisi

modiile ettiginin bir gostergesi oldugunu belirtmistir (205).

Bizim calismamizda ise yiiksek Galektin 3 diizeyi miisindz komponent varligi
olan hasta bireylerde gozlenememistir. Bu ilgi ¢ekici sonug, hasta grubumuz igerisinde
miisindz komponent varlig1 olan hasta sayisinin, olmayanlara gore diisiik oldugundan

kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Lurisci ve ark gal-3 serum diizeyinin saglikli bireylerde kanserli hastalara gore
diisiik oldugunu tespit etmislerdir. (ortalama, 62 ng/ml; aralik, 20-313 ng/ml;). Meme,
mide-bagirsak, akciger, yumurtalik kanseri, melanoma, non-Hodgkin lenfomasi
hastalarinda gal-3 serum seviyelerinde belirgin artis tespit edilmistir (P = 0.014).
Ayrica, metastatik hastaligi olan hastalardan alinan serum gal-3 konsantrasyonlari
lokalize tiimorii olan hastalarindan daha yiiksek bulunmustur. Maksimum gal-3 serum
konsantrasyonlari (ortalama, 320 ng / ml; araligi, 20-950 ng / ml) metastatik
gastrointestinal kanserli hastalarda tespit edilmistir. Bu sonuglar, dolasimdaki gal-3’iin

timor ilerlemesinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (165).
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Biz de ¢alismamizda, Lurisci ve ark.’larinin bulgularina paralel olarak hasta ve
kontrollerde gal-3 serum diizeylerini karsilastirdigimizda, kolorektal kanserli hastalarda
(5.9£0.69 ng/ml) gal-3 serum diizeylerinin, kontrol grubuna gore (0.79+0.01) daha
yiiksek oldugunu ve farkin ileri diizeyde anlamlilik gosterdigini tespit ettik. (p<<0.001).
Ayrica hasta ve kontrol grubunun gal-3 serum diizeyleri ve gal-3 genotipleri
karsilastirildiginda, hem rs4644 hem de rs4652 polimorfizimleri i¢in anlamli fark
oldugu belirledik. rs4644 ve rs4652 ig¢in sirastyla; CC(p<0.001), CA(p<0.01),
AA(p=0.024); AA(p<0.001), AC(p<0.001), CC(p<0.001). Ancak farkli olarak, hasta
grubunun klinik ve patolojik verileri ile Gal-3 serum diizeyleri arasinda herhangi bir

anlamliliga rastlanamamustir.

Gal-3, ¢esitli neoplastik hiicrelerde artan seviyede bulunmustur ve ¢esitli
deneysel gozlemler, bu molekiiliin in vivo tiimér metastazina dahil oldugunu
distindiirmektedir (226,227). Gal-3’in ~ metastatik siirece nasil dahil oldugunu
aciklamak igin ¢esitli hipotezler ileri siiriilmiistiir: (a) gal-3 iin hiicre dis1t matriks
proteinleri (laminin, fibronektin, vitronektin gibi) (228,229) ve lizozom iligkili
membran proteinleri gibi hiicre yiizey proteinleri ile etkilesim potansiyeli, gal-3
ekstraseliiler matriks ya da diger hiicrelerin, hiicre baglantisinda bir koprii gorevi
istlenebilecegini gostermektedir. b) Gal3’tiin tamamlayici glikoproteinler araciligi ile
homotipik hiicre-hiicre adezyonunu yonetebilme yetenegi (230, 231) , bu lektinin timor
emboli olusumu ve dolasimda tiimdr hiicrelerinin yayiliminda etkili oldugu teorisini
desteklemektedir. (c) Yakin zamanda yapilan gozlemler, gal-3’iin hiicre-hiicre siki
baglantilarin kayb1 ile indiiklenen apoptoza kars1 koruyuculuk 6zelligi gostererek ( 229,
232) gal-3 ekspresyonunun tiimor hiicrelerinde dolasimla yayilan hiicrelerin hayatta

kalim1 konusunda kritik bir belirleyici rolil iistlenebilecegini dnermektedir(165).
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Ikili kombine genotip analizleri sonucuna gore gal3 rs4652-Axinl kombine

genotipi AACC, hasta grubunda (%3.4), kontrol grubuna gore (%13.7) daha diisiik

olarak belirlenmis ve fark istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bulunmustur. (OR:

0,246; %95CI: 0,085-0,713) (p=0.004). Gal-3 rs4644 ve Axinl rs214250 kombinasyonu

bir arada incelendiginde, hasta grubunda CCCT kombinasyonunun (%18,5) kontrol

grubuna gore (%9,4) daha yiiksek oldugu saptanmis olup, fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. (OR: 1,966; %95CI: 0,999-3,871) (p=0,044). Uclii genotip analizi

sonuclarina bakildiginda, hasta grubundaki CCAACT kombine genotipinin (%12,6),

kontrol grubuna oranla (%4,3) yiliksek frekansta gozlendigi ve bu farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiistiir(OR: 2,95; %95CI: 1,108- 7,855) (p=0,022).

Sonug olarak;

1. Axinl rs214250, genotip dagilimi ve allel frekanslar1 agisindan kontrol grubu
ve kolorektal kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamistir(p>0.05).

. Galektin-3 rs4644 genotip dagilimi; hastalarda CC genotip frekansi %52.1, CA
genotipi %43.7, AA genotipinin frekans1 %#4.2 iken kontrol grubunda CC
genotip frekanst %52.1, CA genotip frekanst %34.2, AA genotip frekansinin
%13.7 oldugu gozlenmis ve istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur.
(p=0.0260).

. Galektin-3 rs4644 gen polimorfizminde C allel frekansinin kolorektal kanserli
hastalarda (%74) kontrol grubuna gore (%69.2) yiliksek oldugu, A allel
frakansinin ise hasta grubunda (%26) kontrol grubuna (%30.8) gore diisiik

oldugu gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir. (p>
0.05)

. Galektin-3 rs4652 Kolorektal kanserli hastalarda AA genotip frekansi %38.7,
AC genotipi %54.6, CC genotipinin frekans1 %6.7 iken kontrol grubunda AA
genotip frekans1 %41, AC genotip frekans1 %42.7, CC genotip frekansinin

%16.2 oldugu goézlenmis ve istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur.
(p=0.0390) .
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Galaktin-3 rs4644 i¢in hasta grubunda miisindz komponent tasiyan CC
genotipli hastalarin frekansi %87.5, miisin6z olmayanlarin ise %44.3 olarak
saptanmis olup fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p=0.026, OR:
1.975(1.387-2.831))

Axinl polimorfizmi i¢in ise ileri tumor evresinde (T3+T4) tumor biyiikligii
acisindan C alleli tasimak (%92.6) erken evrede olanlara gore (%73.7) daha
yiiksek saptanmis olup fark istatistiksel olarak anlamlidir. (p=0.022, OR: 1.257
(0.953-1.659))

Gal-3 4652-Axinl Ikili kombine genotip analiz sonucunda hasta grubunda
AACC kombine genotipi (%3.4) kontrol kontrol grubuna gore( %13.7) daha
diistik frekansta saptanmis olup aradaki fark istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamli bulunmustur. (OR: 0,246; %95CI: 0,085-0,713) (p=0.004).

Gal-3 rs4644-Axinl kombine genotip analiz sonucunda hasta grubunda CCCT
kombinasyonunun (%18,5) kontrol grubuna gore (%9,4) daha yiiksek oldugu
saptanmis olup, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (OR: 1,966;

9%95CI: 0,999-3,871) (p=0,044)

Uclii genotip analizi sonucunda, hasta grubundaki CCAACT kombine
genotipinin  (%12,6), kontrol grubuna oranla (%4,3) yiliksek frekansta
gozlendigi ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir(OR:

2,95; %95CI: 1,108- 7,855) (p=0,022).

Hastalarda serum Galektin-3 diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda
hastalarda gal-3 serum diizeyleri (5.9 0.69ng/ml) kontrol grubuna gore
(0.79+0.01ng/ml) daha yiiksek oranda tespit edilmis olup istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlamlilik bulunmustur.(p<0.001).
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Calismamaiz, Gal-3 4644, Gal3 4652 ve Axinl varyantlarinin ve bu varyantlarin
serum gal-3 seviyeleri lizerine etkilerinin incelendigi ilk ¢aligmadir. Daha 6nce Axinl
varyantlari ile yapilan ¢alismalar daha ¢ok mutasyon analizi ¢alismalarina dayanmakta
idi. Bizim c¢alismamaizda, Axinl geni varyantlarinin allel spesifik PZR yontemi ile
belirlenmis olmas1 acisindan literatlire katki saglamaktadir. Ayrica ¢aligmamiz, Axinl
polimorfizminin yiiksek sayili hasta-kontrol grubunda ¢alisildig1 ve Tiirk populasyonda

genotip frekans verilerinin ortaya koyuldugu ilk ¢aligmadir.

Ayrica ¢alismamiz, kolorektal kanserde gal-3 varyantlar1 ve Galektin serum

diizeyleri arasindaki baplantinin gosterildigi ender ¢alismalardan biridir.

Caligmamizdan aldigimiz sonuglara gére, Wnt yolagi bilesenleirnden olan Axinl
ve Gal-3 varyantlarinin, serum Gal-3 seviyeleri ve kolorektal kanser olusum ve
ilerlemesinde potansiyel rolii olabilecegi diisiincesini desteklemektedir. Ancak kesin bir
kaniya varilabilmesi i¢in daha genis kapsamli aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
Sundugumuz verilerin, gelecekte bu amagla yapilacak arastirmalara 151k tutabilecegi

kanisindayi1z.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)
Calismanin Adi: “Kolorektal Kanserli Hastalarda Axinl ve Galektin-3 Gen

Varyantlarinin incelenmesi ve Galektin-3 Serum Diizeyinin Belirlenmesi”

Calismaya kolorektalkanser tanist konulmus 100 hasta ve 100 saglikli birey
katilacaktir.

Goniilliiden 10 cc EDTA’l kan 6rnegi alinacaktir.

Alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilacaktir.

Elde edilen DNA Orneklerinde hastaliginizin  olugmasinda  rol

oynayabilecegi diisiiniilen

Axinl ve Galektin-3 gen polimorfizmlerinin incelenmesi i¢in Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP) teknikleri kullanilacaktir.
Polimorfizm ¢alismalari, direkt hastalik sonucunu belirtmemekte olup, kisiye
sO0z konusu hastaliga yatkinlikla iligkili genetik yapiya sahip olup
olmadigini gostermektedir.

Elde edilen DNA bu calisma disinda bagka bir islem i¢in kullanilmayacaktir.

Diger bir c¢alismada goniilli DNA’smin  kullanilmasi gerektiginde

kendisinden izin alinacaktir.

Elde edilen serum orneklerinden Galektin-3 diizeylerinin tayini ELISA

teknigi kullanilarak belirlenecektir.

Goniilliintin uygulama sirasinda herhangi bir rahatsizlikla ve riskle

karsilasmas1 s6z konusu degildir.

Bu calismada goniilliiniin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip

tim sorumluluk arastirici ve destekleyiciye aittir. Goniillii arzusu {izerine

mali ve hukuki yiikiimliiliik olmaksizin ¢aligmadan ayrilabilir.

Kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir.

Bu islemler i¢in sizden higbir iicret talep edilmeyecektir.

Bu calisma i¢in size herhangi bir iicret 6denmeyecektir.

Calismaya katilmak zorunlulugunuz bulunmamaktadir.

Goniilliiniin ¢aligmaya katilmayr reddetmesi onun gelecekteki takip ve
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tedavisi lizerine olumsuz etkisi bulunmayacaktir.

Bu ¢alismada goniilliiniin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip
tiim sorumluluk arastiric1 ve destekleyiciye aittir.

Goniilliinlin ¢alismaya katilim stireci sadece doku Orneginin alinmasi ile
sinirhidir.

Calisma kabul kriterlerin’e ve o6zelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde
caligmadan ¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle ¢alismadan
arastiricinin istegi ile ¢ikarilabilirsiniz.

Calisma sonunda elde edilecek verilerle uluslararasi ¢apta yayinlanabilecek,
hastaliginiza agiklik getirecek bilgiler elde edilebilmesi miimkiindiir. Bu
sekilde caligma sonucunda ulasilan O6nemli bir bilgi varsa tarafiniza
bildirilecektir.

Sayin Do¢.Dr.Soykan Arikan veya Prof.Dr.Esra Kaytan Saglam tarafindan
1.U. DETAE Molekiiler Tip Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra boyle bir aragtirmaya “katilimci” (denek) olarak davet
edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiyilk 6zen ve saygi ile
yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacag:
konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yliriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak ig¢in
arastirmadan ¢ekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi
kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi1 da tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
cikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli

giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik
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altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Dog¢.Dr.Soykan Arikan’it / Prof.Dr. Esra Kaytan Saglam’1 arayabilecegimi
biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranisla karsilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gegen bu arastirma projesinde
“katilime1” (denek) olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan
daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla soz
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Géniilliiniin Adi-soyadi, Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzasi,

Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin
Adi-soyad1, Imzas1

Dog. Dr. Soykan Arikan/ Prof.Dr.Esra Kaytan Saglam

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adi-soyadi, Imzasi, Gérevi

Dr.Yigit Diizkoyli/Dr.Ziileyha Akgiin



KOLOREKTAL KANSERI ARASTIRMA FORMU

OLGU FORMU
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Form No: Protokol No : Tarih :

Adi Soyadi : Yas : Cinsiyet :
Boy / Kilo : Meslek : Kan Grubu:

Memleket: Yasadigi yer:

Oykiisii:

Yakinmanin baslangi¢c zamani:

Oz gecmisi:
Sigara

tilketimi (siire, miktar)

Alkol kullanimi
Ila¢ kullanimi :
Transfiizyon

Iskemik kalp hastalig1

Kronik

Bobrek Yetersizligi

Steroid kullanimi

Kronik
Diger
Soy ge¢migi:

Karaciger Hastalig:

Diger malign hastaliklar
Diabetes Mellitus

Kronik

Karaciger Hastalig:

Hipertansiyon

Beslenme Tarzi:

bol

bol

bol

bol

bol

Yag tiikketimi: zeytinyagi az
bitkisel yag az

Hayvansal Yag az

Meyve tiikketimi az

Sebze tuketimi az

Oz gecmisinde kolon ile ilgili yakinma / hastalik:
Konstipasyon
Ulseratif kolit

Crohn

Polip (tipini yaziniz)
Adenom (tipini yaziniz)

Ameliyat 6ncesi Kan Biyokimyasi:

Glukoz
ALT
LDH
LDL
Hb

BUN Prot
AST ALP
T Kolest Trig
HDL Ca
Htc Loko

Ameliyat oncesi tani :

Yapilan Ameliyat :

Histopatolojik incelemeye ait veriler.

Ek belgeler:

Diabetes Mellitus
Malign hastalik
Kemoterapi
Radyoterapi

orta
orta
orta
orta

orta

Alb
GGT

Tromb
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ETIiK KURUL KARARI

TG
iSTANBUL UNIVERSITESI
iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi : 1647 Tarih : 15.11.2012

Konu : Prof. Dr. ilhan YAYLIM ERALTAN hk,

Sayin Prof. Dr. ilhan YAYLIM ERALTAN
DETAE

ilgi :DETAE'nin 22/10/2012 giin ve 740 sayil yazisi

Sorumlu arastiriciigini tstlendiginiz ve Yiksek Lisans Ogrencisi Gurbet KORKMAZ'in
yuritecegi 2012/906-1090 dosya numarali "Kolorektal kanserli hastalarda Axin1 ve Galaktin-3 gen
varyantlarinin incelenmesi ve Galektin-3 serum duzeyinin belirlenmesi" baslikli galisma kurulumuzun
02.11.2012 tarihli 18 sayili toplantisinda etik yénden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinize rica ederim.

Prof.Dr. A.Yagiz U
istanbul Tip Fakiilt
Etik Kurul Baskani

Klinik Aragtirmalar

Eki: Tutanak
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{ Belge Ad1 Tarihi Versiyon Numarasi Dili
ARASTIRMA PROTOKOLU 19/10/2012 Tirke ®  Ingilizce (] Digerl[]
2 BIiLGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU 0 Tiirkge M ingilizce ] Diger[]
=
E 5 OLGU RAPOR FORMU O Tiirkge [ ingilizce (]  Digerl]
2 E ARASTIRMA BROSURU a Tiirkge [ ingilizce (] Diger[J
Belge Adi g Aciklama
TURKGE ETIKET ORNEGI d
SIGORTA O
ARASTIRMA BUTGESI u
&
E BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU O
Q STy
= HASTA KARTI/GUNLUKLERI O
a
é ILAN O
E YILLIK BILDIRIM O
2 SONUG RAPORU 0
o N
% GUVENLILIK BILDIRIMLERI &l
E DIGER: n Anabilim Dali Baskanhigindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karari, Literatur
= Kaynagi, Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemanlarin
2 Bilgilendirildigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:18 Tarih: 02.11.2012
= {stanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitisi Molekiler Tip Anabilim Dalinda gorevli Prof. Dr. Ilhan YAYLIM ERALTAN ‘in sorumlulugund:
o 2 ve Yitksek Lisans Gurbet KORKMAZ'in yuritecegi yukarida bilgileri verilen aragtirma bagvuru dosyast ile ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklagim
S50 ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul ilye tam sayisinin salt
"f;'f cogunlugu ile karar verilmistir.
ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
CALISMA ESASI 19.08.2011 tarihli, 28030 sayil Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Aragtirmalar Hakkindaki Yonetmelik

BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI:

Prof. Dr. A. Yagiz URESIN

Arastirma ile

Unvani/Adv/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet iliski * Katilim ** /Islza/
Prof. Dr. A. Yagiz URESIN ;T:‘F: :::,oll ¥e i l,:::::m‘ T'p FAEOMas! (EU em | kO EQ |um Em | HO / h
Prof. Dr. Berrin UMMAN Kardiyoloji ‘:(’fj::l";'a;zﬁ:}ﬂ;‘j:c‘z;" :0 |xm |20 |um |EQ |um |zny/
Prof. Dr. Anmet GUL Romatoloji Istanbul Tip Fakilltesi em | kO EC |pm |em |HO | P }]/"’WM s
Prof. Dr. Oguzhan GOBAN Noroloji Istanbul Tip Fakilltesi em | k0O EQ |pym |eEm |HO & 4
Dr. Sevda OZEL Biyoistatistik Ia?y:st:::;:: JpraKates) EL0 | km ED |gm em |HO M

* :Arastirma ile lligki
** Toplantida Bulunma

Bu karar arastirma proje

iznin alinmasi gerekmektedir.

sinin etik agidan degerlendirme sonucunu bildirmektedir. Klinik ila¢ aragtirmas projeleri igin, etik kurulu

onayi sonrasinda, Klinik Arastirmalar Hakkinda Yénetmeligin 5/a .maddesi geregince, Saghk Bakanhgmna da basvurulmas: ve gerekli

M

Sayfa 2
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BASVURU BILGILERI

ARASTIRMANIN AGIK ADI

"Kolorektal kanserli hastalarda Axin1 ve Galaktin-3 gen
varyantlarinin  incelenmesi  ve Galektin-3 serum
diizeyinin belirlenmesi"

ARASTIRMA PROTOKOL
KODU

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI
UNVANI/ADI/SOYADI

Prof. Dr. ilhan YAYLIM ERALTAN

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK
ALANI

.

Biokimya, Molekiiler Tip

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

istanbul Universitesi
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dah

DESTEKLEYICI

Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi

DESTEKLEYICININ YASAL

TEMSILCISI
FAZ 1 g
ARASTIRMANIN FAZI Chcie &
FAZ3 g
FAZ 4 O
Yeni Bir Endikasyon g
ARASTIRMANIN TURU Yiiksek Doz Aragtirmasi 0O
Diger ise belirtiniz : Deneysel Aragtirma
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL | ULUSLARARASI
MERKEZLER a ] w O

S
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TELIF HAKKI iZNi
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 GURBET Soyadi KORKMAZ
Dog.Yeri |SIVAS Dog. Tar. [05.10.1984
Uyrugu T.C TC Kim No | 23819563276
Email korkmazgurbet@gmail.com Tel 05076898858
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler Tip ABD 2013
Lisans Hacettepe Universitesi 2011
Lise Sivas Kongre Lisesi 2002

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. -

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
ingilizce |lyi Zayif Orta 53,75
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel
LES Puam 82,160
(Diger) Puanm

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office

iyi
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Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Uluslararasi Yayinlar:

1. Zeybek U, Yaylim I, Ozkan NE, Korkmaz G, Turan S, Kafadar D, Cacina C,
Kafadar AM. Cyclin D1 Gene G870A Variants and Primary Brain Tumors.
Asian Pac J Cancer Prev. 2013;14(7):4101-6.

2. Tuna G, Kiigiikhiiseyin O, Arikan S, Kaytan Saglam E, Giiler E, Cacina C,
Oztop
O,Turan S, Korkmaz G, Yaylim I. Do CDKNZ2 p16 540 C>G, CDKNZ2 p16 580
C>T, and MDM2 SNP309 T>G Gene Variants Act on Colorectal Cancer
Development or Progression? DNA Cell Biol. 2013 Jul;32(7):400-8.

Ulusal Yaynlar:

1. Canan Cacina, Soykan Arikan, Yemliha Yildiz, Bahar Toptas, Saime Turan, N.
Ezgi Ozkan, Gurbet Korkmaz, Seden Kiiciiciik, ilhan Yaylim, Turgay Isbir.
Meme Kanseri Hastalarinda Nitrik Oksit Sentase 3 (NOS3) Glu298Asp Gen
Varyantlarinin incelenmesi. DETAE e-Journal, Issue 5, 2013.

Uluslararasi Poster Sunumlari:

1. G.Korkmaz, N.E.Ozkan, S.Turan, O.Timirci Kahraman, A.Ergen, E.Kaytam
Saglam, Y.Duzkoylu, E.N.Yenilmez, S.Arikan, l.Yaylim. Haplotype effects
of Galektin-3 gene variants on colorectal cancer. The 5th EMBO Meeting 2013,
21-24 September 2013, Amsterdam

2. U. Cakatay, N. E. Ozkan, K. Yanar, S. Aydin, S. Turan, G. Korkmaz, C.
Cacina, K. Karatoprak, A. Verim and I. Yaylim. Relation of eNOS/NOS3
genotypes and oxidative stress markers in larynx cancer patients. 38" FEBS
Congress “Mechanisms in Biology”2013. 6-11 July 2013, St.Petersburg.
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3. TIlhan Yaylim, Brunilda Mezani, M.Muzaffer Ilhan, Bahar Toptas, Sema
Demirci Cekig, Saime Turan, Gurbet Korkmaz, Nazli Ezgi Ozkan, Ayse irem
Yasin, Seda Yiice, Ertugrul Tasan, H.Arzu Ergen, Resat Apak. A Possible
Association Between Manganese Superoxide Dismutase Genotypes and
Antioxidants Markers in Acromegaly Patients. 12" International Conference on
Oxidative Stress, Redox States & Antioxidants.3-4 June 2013, Paris.

4. Nazl Ezgi Ozkan, Saime Turan, Gurbet Korkmaz, Canan Cacina, Hande
Karagedik, Soykan Arikan, Esra Kaytan Saglam, Giilay Tuna, Arzu Ergen,
[lhan Yaylim. Alterations in Key Cellular Regulator Genes and Their Combined
Effects on Colorectal Cancer. 12-14 June 2013 Systems Biology of Human

Disease, Heidelberg.

Ulusal Poster Sunumlari:

1. AKkif Turna, Saime Turan, Arzu Ergen ,Gurbet Korkmaz, Nazli Ezgi Ozkan,
Canan Cacina, Ender Coskunpinar, Yasemin Miisteri Oltulu, Umit Zeybek,
[lhan Yaylim . > NOS3 GIu298Asp gen variantlar1 ve akciger kanser riski
arasinda olasi bir iliskinin arastirilmasi’> XXV. Ulusal Biyokimya Kongresi, 3-6
Eyliil 2013, Izmir

2. Ozlem Timirci Kahraman, Gurbet Korkmaz, Saime Turan, Nazli Ezgi Ozkan,
Umit Zeybek, Levent Verim, ilhan Yaylim, Turgay Isbir, “Mesane Kanseri
Riski ve Prognozu Uzerinde Apoptoz iliskili Fas-1377 G/A ve Fas Ligand —
844T/C Gen Varyantlarinin Kombine Etkisinin Incelenmesi. 10. Ulusal Tibbi
Genetik Kongresi, 19-23 Aralik 2012, Bursa.

3. Ozlem Timirci-Kahraman, Saime Turan, Nazli Ezgi Ozkan, Gurbet Korkmaz,
Aysegiil Verim, Ilhan Yaylim. Larinks Kanseri Riski ve Prognozu Uzerinde Fas
Ligand -844 T/C Gen Varyanti Etkisinin Incelenmesi. IV. Multidisipliner
Kanser Arastirma Kongresi, Uludag Universitesi, 13-16 Aralik 2012, Bursa.
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4. Canan Cacina, Soykan Arikan, Saime Turan, N. Ezgi Ozkan, Gurbet Korkmaz,
Nihal Yigitbas1 Yozgatli, S.Umit Zeybek, Ilhan Yaylim. Kolorektal Kanserli
Hastalarda EGF A61G Gen Varyasyonunun Arastirilmasi. IV. Multidisipliner
Kanser Arastirma Kongresi, Uludag Universitesi, 13-16 Aralik 2012, Bursa.

5. Ozlem Kiiciikhiiseyin, Aysegiil Verim, Saime Turan, Gurbet Korkmaz, Nazl
Ezgi Ozkan, Ilhan Yaylim, Hiilya Yilmaz-Aydogan. Ileri Glikozilasyon Son
Uriin Reseptdrii RAGE -374 T/A Gen Polimorfizminin Larinks Kanseri Gelisimi
Uzerine Etkisinin Arastirilmasi. IV. Multidisipliner Kanser Arastirma Kongresi,

Uludag Universitesi, 13-16 Aralik 2012, Bursa.

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):



